Mgr Katarzyna Kulcenty

Rozprawa doktorska

Aktywacja Sciezki sygnalowej JAK/STAT w

regulacji funkcji komorek srodblonka naczyn

Zaktad Immunologii Nowotwordw
Katedra Biotechnologii Medycznej

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Promotor: dr hab. Dariusz Izycki

Praca naukowa finansowana z grantu promotorskiego
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr N N401 056737

Poznan, 2010



Pragne wyrazié¢ serdeczne podziekowania mojemu promotorowi
Panu Dr hab. Dariuszowi IZyckiemu

za naukowq opieke i pomoc w realizowaniu pracy

Dziekuje Panu Prof. Dr hab. Andrzejowi Mackiewiczowi
za umozliwienie realizacji pracy

i pomoc w jej redagowaniu

Dzigkuje Pani dr Katarzynie Grysce
za wsparcie merytorycze
oraz okazang pomoc w zdobywaniu umiejetnosci

umozliwiajgcych wykonanie pracy

Dzigkuje Paniom potoznym
ze szpitala polozniczego przy ul. Polnej

za okazang cierpliwos¢

Dzigkuje wszystkim Kolezankom i Kolegom
z Zaktadu Immunologii Nowotworow

za zZyczliwos¢, kolezenskie rady i milg atmosfere



RODZICOM



SPIS TRESCI

Spis tresci

L WSTEP ... 11
L1 SFOABIONCKk ... 11
1.2 Czgsteczki adRezyne...................cccoviiiiiiiiiiiiiiiiie e 12

1.2.1 SEIEKLYNY ..o 12
1.2.2 ICAM (Intracellular Adhesion Molecule-1).........cccocevviiniiinieiiieniieninn 13
1.2.3 VCAM (Vascular Cell adhesion protein-1)..........ccccceevverivenninniiieninnennens 14
1.3 TrANSMIGIACIA .. eeeieieiieiiee ettt ettt ettt ettt ettt nne e 15
1.3.1 Kotwiczenie i toCzenie IeUKOCYIOW. ........coouveieiiiiiiiieiiic e 16
1.3.2  Aktywacia lImfOCYIOW .........ccuuiiiuiiiiiiiiiii et 16
1.3.3  SCISIA AARCZIA ... 17
1.3.4  DIAPEUEZA......cccueeeeieiee e eee et e e e e e e e e e e et e e st e e e e erae e 18
1.3.4.1 Droga parakomOTKOWa..........uuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 19
1.3.4.2 Droga transkomoOTKOWa...........uuiiiiiiiiiiiiiiii e 20

1.4 Wplyw cytokin na regulacje ekspresji czgsteczek adhezyjnych srodblonka

T oA T T0)1YT=To o T PR UUSSPRRTRRI 21
1.4.1 Interleukina-1 ........ccoooiiiiiiiiiii 22
1.4.2  Czynnik martwicy NOWotworu (TNF-a) ........ccccoovveiiiiiiie e 23
1.4.3  INterleuking-6 ..o 23
1.4.4 HyperinterleUKiNa-6...........ccceeiiiiiiiiii e 27

1.5  Sciezka sygnalowa JAK/STAT ..............cccoooovceeeeeeeerieeeeeisseseseseseeesssnnins 29
151 BiGkG STAT ... 30
1.5.2  MOoNOMEr-DImer .......c.ccooiiiiiiiiiii 31
1.5.3 Transport biatek STAT miedzy cytoplazmg a jgdrem ............................... 32
1.5.4  Aktywnos¢ transkrypcyjna nieufosforylowanego biatka STAT ................. 33
1.5.5 Rola biatka STAT W ROWOIWOTACH ............cccoiiiiiiiiiiiiiicii e, 33



SPIS TRESCI

2 OF = I o o 7\ O SRR 37
3 MATERIALY I METODY ... 38
3.1 Hodowla kOmOrKOWa ...................cccoooiiiiiiiiiiiiiice e 38
3.1.1 [Izolacja komorek HUVEC ...........cccociiiiiiiiiiiaiiiesee e 38

3.1.2  Hodowla kOMOTKOWA ...........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiii et 38

3.2 Ocena wplywu H6 na ekspresje antygenow srodblonka................................ 39
3.2.1 Inkubacja z substancjami badanymi .............cccceeveeriieniienie e 39

3.2.2  Cytometria przeplyWOWa.............ccoouiiiiiiiiiiiiiiie st 40
3.2.2.1 Oznaczanie fenotypu komorek srodblonka ............cccoevviiiiiiiiiiiiiiine, 40
3.2.2.2 Ocena ekspresji antygenow zewnatrzkomorkowych ..........c.cccvveeviiiienennns 40
3.2.2.3 Ocena antygenow wewnatrzkomorkowych ...........cceveviiiiiiiiiiiieniieen, 41

3.2.3 1Z01ACJA RNA. ... s 41

3.2.4  Oznaczenie SteZeniah RINA .............ccocuuiiiiiiiiiiiiiiiese et 42

3.2.5  OdwWrotna tranSKIYPCA .....vveeeirreeiiieeeieeesieeesieeesire e stve e srae e e e e snee e 42

3.2.6  Amplifikacja CDNA W Czasie rZeCZYWIStYM .........cccvvvreervreeriureesireesnenenns 42

3.3 Ocena wplywu HG6 na aktywnos¢ promotorow czgsteczek adhezyjnych

SFOADIONKG ...ttt snean s s s nnnnnnnnnnnnnns 45
3.3.1  KIONOWANIE......eiiiiiie et et e e e e e e 45
3.3.1.1 PCR ze swWOistymi Starterami ...........cccccveeriuereiiiieesiieesiieeesieeeseeeeseee e 45

3.3.1.2 Klonowanie produktow PCR do wektora reporterowego pGL3

zawierajacego gen MCYTerazy ... 46
3.3.1.3 Transformacja komorek kompetentnych............cccoeeeiiiiiiiiiiis 48
3.3.1.4 1zolacja plazmidowego DNA ........oooiiiiiee e 49
3.3. 1AL MINIPIEP eveeeiiie ettt e a et 49
3.3.1.4.2  MIAIPIEP weveeeeiiie ettt 49
3.3.2  Transfekcja komorek ..o 50
3.3.3  Pomiar aktywnoSci [UCYfErazy ..........ccccccoiioiiiiiiiiiiiiiiiee e 50



SPIS TRESCI

3.4 Badanie miejsc wigigcych biatko STAT3 w obrebie promotorow genow

czgsteczek adReZPJIYCh ...................ccccccovoiiiiiiiii ol
3.4.1 Przygotowanie ekstraktow jgdrowych .............ccccoovveiiiiiniiiiiiiii i, 51
3.4.2 Przygotowanie i znakowanie izotopowe SONAY..........c.ccvvverveiiueeneeeinennnn 51
3.4.3 Przygotowanie probek do elektroforezy............ccooocuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinaens 52
3.4.4  Elektroforeza probek..............cccocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53

3.5 Analiza wplywu H6 na adhezje i transmigracje limfocytow.......................... 53
3.5.1  1z201acja lIMfOCYIOW ........cccuviiiiiiiiiic et 53
3.5.2  Znakowanie lIMfOCYIOW..........ccccouiiiiiiiiiiiii e 53
3.5.3  TESEAUNEZI...cvviiiiiiiee s 53

4 WY INTK oottt e et e et e et a e e snaa e e nneeeennteeeanes 55

4.1 Analiza fenotypowa komorek srodblonka ........................cc..c....oovvviinnnnn.n. 55

Wplyw H6 na poziom ufosforylowanego biatka STAT3 ...................cccoovviiiiinnnn. 57

4.2 Wplyw aktywacji scietki JAK/STAT na poziom ekspresji antygenow na

powierzchni SrodblonKa RACTYR ...................ccccviiiiiiiiiiiii e 59

4.3 Wplyw aktywacji sciezki JAK/'STAT na poziom transkryptow antygenow
CD54, CDB2E 1 CDL06.......ccuieiiiiaiieiiiesiie ettt ettt sttt 66

4.4  Analiza aktywnosci transkrypcyjnej promotorow antygenéw CD54, CD62E i

4.4.2 Konstrukcja wektorow reporterOWYCH ..........cccccoueceiiiiiiiiiiiiiiieesie 71

443 Wphw H6 na aktywnosé transkrypcyjng promotorow czgsteczek
adhezyjnych CD54, CD62E | CD106. .........ccovvieiiiieiiiee e 73

4.5 ldentyfikacja miejsc wigzania biatek STAT w obrebie promotoréw czgsteczek

AUNEZYJNYCN L. 76

4.6 Ocena stopnia priylegania limfocytow do srodblonka naczyn na skutek

stymulacji komorek HUVEC IL6 i Hyperinterleuking-6 .........................cc...cco.... 78

5 WINTOSKI ... 82



SPIS TRESCI

DYSKUSJIA ..ottt ettt n s 83
STRESZCZENIE ...t 93
SUMMARY ..ottt ettt n e 95
PISMIENNICTWO .............ccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e e, 97



WYKAZ SKROTOW

WYKAZ SKROTOW

APRF — (acute phase response factor), czynnik fazy ostrej odpowiedzi

CCL21 — (chemokine ligand 21) chemokina 21

CD — (cluster of differentiation) antygen roznicowania

CD62E — selektyna E

CD62P — selektyna P

CD99 - (MIC2 or single-chain type-1 glycoprotein), pojedynczo-tancuchowa
glikoproteina typu 1)

cDNA — (complementary DNA), komplementarny DNA

CLA — (cutanous lymphocyte antygen) skoérny antygen zwigzany z limfocytami

CNTF — (cliary neutrophic factor) rzeskowy czynnik neurotropowy

Cp — (crossing point) punk przejscia

DNA — (deoxyrybonucleic acid), kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — (deoxynucleotide tri-phosphate) — deoksynukleotydy trifosforanu

EC — (endothelial cell), komorki srodblonka

ECGS - (endothelial cell growth stimulator) stymulator wzrostu komorek
endotelialnych

ELISA — (enzyme-linked immunoabsorbent assay), test immnuoenzymatyczny

EMSA — (electrophoretic mobility Shift assay), test opéznienia w zelu

ESAM - (endothelial cell-selective adhesion molecule) czasteczka adhezyjna komorek
srodbtonka

ESL-1 — (E-selectin ligand), ligand selektyny E

F12K — medium hodowlane

FBS — (foetal bovine serum), ptodowa surowica bydleca

FGF — (fibroblast growth factor), czynnik wzrostu fibroblastow

FITC — (fluorescein isothicyanate) izotiocyjanian fluoresceiny

FRC — (fibroblastic reticular cells) fibroblastyczne komorki siateczki

GMCSF - (granulocyte macrophage-colony stimulationg factor), czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytow-makrofagow

GMTV — (genetically modified tumour vaccines) genetycznie modyfikowane
szczepionki nowotworowe

gp130 —glikoproteina 130

H6 — hyperinterleukina-6

Hep3b — linia komérkowa ludzkiego watrobiaka

HepG2 — ustalona linia komorkowa ludzkiego watrobiaka

HEV — (high endothelial venules) wysoki srodblonek

HIMEC - (human intestine mucosal endothelial cells) ludzkie komoérki $rodblonka
naczyn jelita

HLMEC — (human lung microvascular endothelial cells) ludzkie komorki §rédblonka
naczyn ptuca

HNDLEC - (human neonatal dermal lymphatic endothelial cells) linia komérkowa
limfatycznego $rédbtonka skory
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HPT — haptoglobina

HsSKMEC — (human skin microvascular endothelial cells) ludzkie komorki srodblonka
skory

HUVEC - (human umbilical vein endothelial cells), komorki linii pierwotnej
srddbtonka naczyn izolowane z ludzkiej pgpowiny

ICAM/CD54 — (intracellular adhesion molecule) wewnatrzkomérkowa czasteczka
adhezyjna

IFNy — interferon y

IL - interleukina

IL-1 — interleukina-1

IL-6 — interleukina-6

IL-6Ra/gp80 — receptor a dla Interleukiny-6

IL-8 — interleukina-8

IRE — (interleukine response element), element odpowiedzi na interleuking

JAK - kinaza Janusa

JAM - (junctional adhesion molecule) taczaca czasteczka adhezyjna

kDa — (kilodalton), jednostka masy molowej

LB — (Luria Broth), pozywka do hodowli bakteryjne;j

LFA-1/CD11a/CD18 — (lymphocyte function-associated antigen 1) antygen zwigzany
z funkcja limfocytow

LIF — (leukemia inhibitory factor) czynnik hamujacy bialaczke

MAPK — (mitogen-activated protein kinase), kinaza biatka aktywowanego mitogenem
MCAM/CD146 — (melanoma cell adhesion molecule) czgsteczka adhezyjna komorek
srédbtonka

MFI — (mean fluorescence intensity) srednia warto$¢ fluorescencji

MLCK - kinaza fancuchow lekkich miozyny

MMLYV — (Maloney Murine Leucemia Virus) wirus mysiej biataczki Maloneya

NF-kB — (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) czynnik
jadrowy kB

ODZ - odczynnik do znakowania

OSM - onkostatyna M

PBGD - (porphobilinogen deaminase) deaminaza porfobilinogenu

PBS — (phosphate-buffered saline), fizjologiczny roztwoér soli buforowany fosforanami
PCR — (polymerase chain reaction), fanhcuchowa reakcja polimerazy

PE — (phycoerythrin) fikoerytryna

PECAM/CD31 — (platelet/endothelial cell adhesion molecule) czasteczka adhezyjna
komorek §rodblonka

PIAS — (protein inhibitor of activated STAT), biatkowy inhibitor aktywowanego STAT
PKC — (protein kinase C), bialowa kinaza C

PKH26 — barwnik do znakowania limfocytow

PSGL-1 — (P-selectin glycoprotein ligand) ligand selektyny P

pPSTAT — fosforylowane biatko STAT

pz — par zasad

Real-time PCR — tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym
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RNA — (rybonucleic acid), kwas rybonukleinowy

RPMI — (Roswell Park Memorial Institute) pozywka do hodowli komorek

RT PCR — odwrotna transkrypcja

RT-gPCR — PCR w czasie rzeczywistym

sgp130 — rozpuszczalna glikoproteina 130

SIL-6R — rozpuszczalny receptor IL-6

SOCS - supresor sygnalizacji cytokin

SPARC — (secreted protein acidic and rich in cysteine) kwasowe biatko wydzielnicze
bogate w cysteing

Src — kinaza tyrozynowa

STAT - (signal transducer and activator of transcription), biatka przekazujace sygnat
I aktywujace transkrypcje

TBE — Tris/Borate/EDTA, bufor

TNF — (tumor necrosis factor), czynnik martwicy nowotworu

VCAM/CD106 — (vascular cell adhesion molecule) czasteczka adhezyjna komorek
naczyn

VEGF - (vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu $rodblonka
naczyniowego

VLA-4 — (very late antigen-4) antygen powierzchni limfocytow

VV0 — vesiculo-vacuolar organelles

VWEF — czynnik von Willebranda
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WSTEP

1 WSTEP

1.1 Srédblonek

Komoérkami $rodblonka naczyn (EC-endothelial cells) okre§la si¢ grupe
komorek wewngtrznej warstwy naczyn krwionosnych i1 limfatycznych. Poczatkowo
srodblonkiem naczyniowym nazywano warstwe¢ wyscietajaca naczynia krwionosne,
limfatyczne i komorki wyscielajace przestrzenie mezotelialne. [1,2]. Pierwszej izolacji
EC dokonaly w latach 70-tych dwie niezalezne grupy badawcze izolujac je z ludzkiej
pepowiny[3, 4].

Komérki endotelialne wykazuja wysoka heterogenno$¢ narzadowa
1 funkcjonalng. W skorze komorki te sg grubsze 1 majg wigkszg ilos¢ mikrofilamentow
w cytoplazmie. Jadra ich sg wydtuzone, podczas gdy w innych organach sg okragle.
Plazmolemma $rodblonka sklada si¢ z trzech funkcjonalnych kompartymentow:
kohezyjnego (odpowiedzialnego za polaczenia miedzy komorkami), adhezyjnego
(odpowiedzialnego za polaczenie z blong podstawng) i laminarnego (wykazujacego
ekspresj¢ drobno- 1 wielkoczasteczkowych glikoprotein regulujacych kotwiczenie
i cyrkulacje leukocytow krwi obwodowej). Charakterystycznymi dla EC strukturami sg
ciatka Weibela-Palada, wewnatrzkomorkowe ziarnistos$ci, syntetyzujace i uwalniajgce
czynnik von Willebranda (VWF — znacznik komoérek endotelium) [5], glikoproteiny,
selektyna-P i IL-8. Ponadto udowodniono, iz ekspresja PECAM-1 (platelet/endothelial
cell adhesion molekule, CD31) VE-kadheryny oraz MCAM (melanoma cell adhesion
molekule, CD146) jest charakterystyczna dla EC [2].

Liczne dane literaturowe wykazaly, ze $rodblonek naczyniowy syntetyzuje
wazoaktywne peptydy i biologicznie aktywne czasteczki bioragce udziat w regulacji
obwodowego ci$nienia 1 przeptywu krwi. Dodatkowo, komorki $rodblonka naczyn
syntetyzuja 1 uwalniaja czynniki tkankowe, cytokiny, fibronektyny, kolagen
i proteoglikany. Ponadto, poprzez produkcj¢ lamininy 8 i 10 EC zaangazowane sa
w angiogenezg [2].

Komorki srodblonka naczyniowego petnig wysoce swoistg role bariery migdzy
krwig a tkankami litymi. Poprzez wieloetapowy proces transmigracji EC umozliwiaja
migracje limfocytow z krazenia do przestrzeni pozanaczyniowej tkanek

11



WSTEP

nielimfoidalnych. Proces transmigracji limfocytow przez komorki srédblonka do tkanek
obwodowych jest podstawowym zjawiskiem warunkujagcym utrzymanie nadzoru
immunologicznego oraz gwarantujacym optymalne zakotwiczanie i aktywacje¢ komorek
odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na toczacy si¢ proces zapalny
czy nowotworowy. Zasiedlanie obwodowych tkanek migkkich przez swoiste komorki
odpornosciowe jest ztozona kaskada zdarzen, zachodzacych miedzy czasteczkami
adhezyjnymi na powierzchni $rddblonka a limfocytami. Umozliwia to kotwiczenie,
toczenie (oba procesy zwigzane z obecnoscig selektyny E — CD62E
i selektyny P — CD62P na powierzchni komorek srodblonka), scista adhezjg (zwigzang
z indukowang chemokinami ekspresja czasteczek ICAM i VCAM) i transmigracja [6].

1.2 Czasteczki adhezyjne

1.2.1 Selektyny

Toczenie si¢ limfocytow zwigzane jest przede wszystkim z obecno$cig
selektyny E (CD62E) 1 P (CD62P) na powierzchni komorek srodbtonka. Obecnos¢ obu
selektyn na powierzchni §rédbtonka jest indukowalna. Selektyna E pojawia si¢ w kilka
do kilkunastu godzin po aktywacji komorek $rodbtonka. Z kolei selektyna P pojawia sie
na ich powierzchni w kilkadziesigt sekund po ich aktywacji. Uwaza si¢, ze Selektyna E
nie jest tylko biernym uczestnikiem procesu adhezji, ale uczestniczy takze
w przekazywaniu sygnalow. Udowodniono, ze zwigzanie si¢ leukocytéw z komorkami
srodblonka prowadzi do oddziatywan miedzy selektyng E a cytoszkietelem
komérkowym [7]. Na skutek delikatnego zetknigcia si¢ leukocytu z powierzchnig
srédblonka, dochodzi do pofaczenia selektyn z ich ligandami. W nastepstwie tego
Zaczepienia, prad krwi napierajacy na limfocyty, wprowadza je w ruch obrotowy.

Ligandami dla selektyny E sa czasteczki: ESL-1 (E-selectin ligand), ktora
pojawia si¢ na powierzchni limfocytow zasiedlajacych tkanki w przewlektych
procesach zapalnych; PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand) [8] i CLA (cutanous
lymphocyte antigen) [9].
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1.2.2 ICAM (Intracellular Adhesion Molecule-1)

Czasteczki  nalezagce  do  rodziny  immunoglobulin  ICAM  s3
immunoglobulinowymi receptorami transblonowymi, faczacymi si¢ z B2 integrynami na
powierzchni leukocytow, LFA-1 (CD11a/CD18) i MAC-1 (CD11b/CD18). Do tej pory
odkryto pig¢ czasteczek nalezacych do tej rodziny: ICAM-1. ICAM-2, ICAM-3,
ICAM-4, ICAM-5. Ich cecha wspolng Y] zewnatrzkomorkowe,
immunoglobulinopodobne domeny. Czasteczki te rozciggaja si¢ wzdhuz blony 1 maja
krotkag domeng¢ cytoplazmatyczng. Uwaza si¢, ze domena wewnatrzkomorkowa
odpowiada za kontakt z a-aktyning cytoszkieletu [10]. Aktynina zmniejsza sztywnos$¢
cytoszkieletu, umozliwiajagc zakotwiczenie leukocytow na powierzchni $rddbtonka.
Modelem do oceny roli aktyniny w transmigracji byly komérki HUVEC. Wykazano,
7ze zahamowanie aktyniny w komorkach $rodblonka, czeSciowo zablokowato
transmigracje neutrofili [11].

ICAM-1 zbudowana jest z pigciu immunoglobulinopodobnych domen. Jedna z
nich odpowiada za taczenie z integryng LFA-1 na powierzchni leukocytow. ICAM-1
pelni istotng funkcje w procesie transmigracji. Zauwazono, ze w komorkach
niewykazujacych fenotypu komoérek endotelialnych, pozbawionych antygenow
adhezyjnych, transfekcja ICAM-1 jest wystarczajaca do transmigracji neutrofilii przez
ich powierzchnie [12]. Badania przeprowadzone na myszach pozbawionych czasteczki
ICAM potwierdzity jej istotna role w transmigracji. Odpowiedz immunologiczna
u myszy pozbawionych czgsteczki ICAM byla ograniczona, skutkujagc zmniejszong
migracjg neutrofili [13]. Naukowcy wykazali rowniez, ze blokada ICAM przy pomocy
przeciwcial moze przyczyni¢ si¢ do zahamowania transmigracji monocytow przez
komorki srodblonka. Co ciekawe, mimo blokady ICAM, monocyty wykazujg zdolnos¢
przylaczenia si¢ do komorek s$rodblonka. Sugeruje to, ze w mechanizmy adhezji
zaangazowane s3 inne czasteczki niz ICAM, jednak ta peli kluczowa role
w transmigracji [14].

Analiza biatek wiazacych si¢ z ICAM-1 wskazata na nowe biatko, mogace
odgrywac kluczowg role w regulacji migracji leukocytéw przez $rédblonek. Filamina B
jest biatkiem taczacym ICAM-1 z aktyning cytoszkieletu. Wyciszenie filaminy B
wykazalo jej istotng role w przemieszczaniu ICAM-1 do zaglebien transmigracyjnych,
Scistej adhezji i transmigracji leukocytow [15].

ICAM-1 jest jedng z najwazniejszych czasteczek przekazujacych sygnal
13
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z zewnatrz do wnetrza komorki w procesie transmigracji leukocytow.

Wykazano, ze w przekazywaniu sygnatu do wnetrza komorki przez czasteczke
ICAM-1 bierze takze udzial czasteczka Rho. Aktywacja Rho zwigzana jest
z tworzeniem wildkienek napr¢zeniowych prowadzacych do remodelowania
cytoszkieletu [16].

W laboratorium Etienne-Manneville wykazano, ze na skutek aktywacji
czasteczki ICAM-1 dochodzi do zwigkszenia stezenia wewnatrzkomérkowego poziomu
wapnia. To z kolei przyczynia si¢ do aktywacji PKC, fosforylacji zwigzanych z aktyng
biatek 1 rearanzacji cytoszkieletu w komorkach endotelialnych mézgu. Wykazano takze,
ze zmiany wewnatrzkomoérkowego poziomu biatka s3 istotnym procesem
umozliwiajagcym transmigracje limfocytow przez barierg krew-mozg [17].

ICAM-1  aktywuje kinazy wewnatrzkomorkowe (Src, p38MAPK),
ktore indukujg tyrozynowg fosforylacje biatek biorgcych udziat w transmigracji [18,
19].

W badaniach przeprowadzonych przez Wang i wsp.. wykazano, ze zwigzanie
neutrofilii z komorkami §rédbtonka prowadzi do produkcji wolnych rodnikow. Proces
ten moze by¢ zatrzymany przy uzyciu przeciwciat anty-ICAM-1. Potwierdza to rolg
czgsteczki ICAM-1 w generacji wewnatrzkomorkowych rodnikéw tlenowych (ROS)

[20].

1.2.3 VCAM (Vascular Cell adhesion protein-1)

VCAM  jest druga czasteczka immunoglobulinopodobng, odgrywajaca
kluczowg rolg w procesie transmigracji leukocytow. Zbudowana jest z 6 lub 7 domen
immunoglobinowych 1 jest obecna w wielu komoérkach rdéznego typu
np. zaktywowanych komodrkach $rodblonka, weztach chlonnych 1 komorkach
dendrytycznych w §ledzionie.

Z czasteczka ta wigza sie¢ leukocyty wykazujace ekspresje VLA-4. Uwaza sie,
7ze VCAM nie jest kluczowa czasteczka bioragca udzial w procesie transmigracji.
Ronald i wsp. wykazali, ze blokada VCAM przy pomocy przeciwcial, nie wptywala na
zmian¢ migracji monocytéw. Jednak blokowanie jednoczesnie ICAM-1 i VCAM-1
spowodowatlo inhibicj¢ migracji monocytow w wigkszym stopniu, niz blokada same;j

czasteczki ICAM-1 [21]. Wydaje si¢, ze rola VCAM w transmigracji jest
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przekazywanie sygnatu do wnetrza komoérki prowadzac do rozluznienia polaczen
miedzykomoérkowych [22].

Najnowsze badania wykazuja, ze VLA-4 nie jest jedynym ligandem
dla czasteczki VCAM-1. Co wigcej, naukowcy odkryli, ze oddzialywania
VLA-4/VCAM-1 nie biorg udzialy w zaleznej od VCAM-1 diapedezie. Kelly i wsp.
wykazali, ze za oddzialywanie z VCAM 1 indukcje diapedezy odpowiadaja biatka
SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine) [23]. Udowodnili oni,
ze oddziatywania pomiedzy VCAM-1 a SPARC prowadza do diapedezy 1 rearanzacji
cytoszkieletu zarowno in vivo jak i in vitro.

Czasteczka VCAM-1 pelni funkcje przekaznika sygnatlu na dwoch réznych
drogach: aktywacji GTPazy Rac i produkcji ROS. Na skutek aktywacji VCAM-1
dochodzi do zaleznej od Rac produkcji wolnych rodnikow (ROS) 1 zaleznej od nich
indukcji wiokienek napr¢zeniowych. Prowadzi to do rozluZnienia polaczen migdzy
komoérkowych i formowania szczelin co ulatwia parakomorkowa migracje [22].

Produkcja wolnych rodnikow zwigzana jest takze ze zwigkszong fosforylacja
tyrozyny a-kateniny [24]. Czasteczka VCAM-1 uaktywnia takze wewnatrzkomorkowa
kinaze C (PKC) wymagang do efektywnej transmigracji [25].

1.3 Transmigracja

Przezsr6dbtonkowa migracja leukocytow (TEM) jest procesem fizjologicznym
zachodzacym zaréwno w nabytej jak i wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;.
Podczas TEM leukocyty opuszczaja naczynia krwionos$ne 1 kierujg si¢ w strong
organéw limfatycznych lub zakazonej tkanki. Pierwsza bariera, ktorg musza pokonac
leukocyty pomiedzy krwig a tkankami sa komorki $rodblonka. Regulacja TEM jest
bardzo istotna, poniewaz gdy jest zbyt nasilona lub zachodzi w niewlasciwej lokalizacji
moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju wielu chordb takich jak przewlekte zapalenie,
miazdzyce naczyn, reumatoidalne zapalenie stawow.

Istotnym krokiem kaskady adhezyjnej jest aktywacja limfocytow. Zachodzi
ona z udzialem chemokin aktywujacych integryny znajdujace si¢ na powierzchni
limfocytow. Wykazano, ze komorki $rodbtonka moga wytwarza¢ niektore chemokiny
pod wplywem dziatajacych na nie cytokin [6].

Kaskada adhezji sktada si¢ z kilku etapow: delikatnego zakotwiczenia
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1 toczenia limfocytow na powierzchni $rodblonka, aktywacji chemokin, $cistego

przylegania i migracji przez komorki srodbtonka (Ryc.1).

kotwiczenie Scista
| toczenie aktywacja||adhezja|| transmigracja

S
V| = =P

L-selektyna ~lIcAM-1
E-selektyna | [chemokinylly/~ap-1
VCAM-1

Ryc. 1. Transmigracja leukocytow przez srédbtonek naczyn

1.3.1 Kotwiczenie i toczenie leukocytéow

Pierwszy etap migracji polega na delikatnym zwigzaniu limfocytow
z powierzchnig $rdédblonka naczyn. Dochodzi wtedy do polaczenia pierwszych par
czasteczek adhezyjnych. Ten etap ma na celu spowolnienie ruchu limfocytéw
umozliwiajgc ich kontakt z srodbtonkiem i mikrosrodowiskiem, umozliwiajac przejscie
do kolejnego etapu — aktywacji. Istotng role w tym etapie transmigracji odgrywaja

selektyny (oméwione w punkcie 1.2.1.).

1.3.2 Aktywacja limfocytow

Kolejnym krokiem w kaskadzie adhezyjnej, nastgpujacym po wstgpnym
zwigzaniu limfocytow, jest proces ich aktywacji. Zachodzi on z udziatem chemokin,
aktywujacych integryny umiejscowione na powierzchni limfocytow. Istotng role w tym

procesie odgrywa chemokina CCL21. Wigkszo$¢ chemokin jest wytwarzana przez
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tkanki otaczajace naczynia, a nast¢gpnie aktywnie transportowana z udzialem
fibroblastycznych komorek siateczki (FRC — fibroblastic reticular cells) do komorek
srédblonka, majacych wyspecjalizowane struktury pecherzykowe wynoszace substancje
chemotaktyczne na ich powierzchni¢. Wiadomo réwniez, iz same komorki srodbtonka
mogg wytwarza¢ niektore chemokiny pod wplywem dziatajacych na nie cytokin,
wydzielanych w obrgbie tkanki objetej procesem zapalnym. U ludzi i myszy chemokina
CCL21 produkowana jest w weztach chlonnych i na drodze transcytozy transportowana
do $wiatla zyt z wysokim $rodbtonkiem (HEV) [26].

Zwigzanie chemokiny z jej receptorem na powierzchni limfocytu prowadzi
do zmian konformacyjnych w jego budowie. Integryny zlokalizowane na powierzchni
leukocytow, przeksztalcajg si¢ z receptorow o bardzo stabym powinowactwie
w czasteczki silnie wigzace si¢ z ligandami. Zmiany konformacyjne integryn
na powierzchni limfocytow (LFA-1, VLA-4, CD11a/CD18) prowadza do ich polaczenia
z immunoglubulinami na powierzchni §rédbtonka naczyn. Po polaczeniu z leukocytem,
przekazuja one sygnat do wnetrza komorki, ktory skutkuje ostabieniem potaczen
migdzy komorkami srodblonka, zmianami w cytoszkielecie, umozliwiajac transmigracje

limfocytow.

1.3.3 Scisla adhezja

Interakcje $rodbtonka z leukocytami prowadza do powstania wypuktosci blon
tzw. miejsc dokowania czy zaglebien transmigracyjnych (transmigratory cup).
W miejscach tych dochodzi do nagromadzenia czgsteczek ICAM-1 i VCAM-1
jak rowniez molekut cytoszkieletu i czgsteczek sygnalizacyjnych [27, 28]. Proces ten
zapoczatkowuje kolejny etap transmigracji — $cista adhezj¢. Jak wspomniano powyzej,
na skutek aktywacji chemokinami, dochodzi do zmian konformacyjnych integryn
na powierzchni leukocytow. W rezultacie z receptorow o bardzo stabym
powinowactwie, przeksztalcaja si¢ w czasteczki silnie wigzace si¢ z ligandami [29].
Integrynami biorgcymi udzial w $cistej adhezji leukocytoéw do $rodblonka sa:
trzy integryny B2 (CD11a/CD18, CD11b/CD18, CD11c¢/CD18) oraz integryny o4f1
1 04PB7. Sposrod integryn B2 najwazniejsza w S$cistej adhezji jest CD11a/CDI18
tzw. antygen zwigzany z funkcja leukocytow (LFA-1 — leukocyte function associated

antigen).
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Jego ligandem jest czasteczka ICAM-1. W integracjach leukocytow z bialkami
macierzy pozakomorkowej gldéwng rolg odgrywaja integryny B1. Czasteczki nalezace
do podrodziny f1 nazywane sa rowniez bardzo pdznymi antygenami (VLA — very late
antigens). W bezposredniej adhezji do komoérek $rodblonka bierze udziat czasteczka
VLA-4. Znajduje si¢ ona na limfocytach, monocytach, komérkach NK, bazofilach
i eozynofilach. Na powierzchni $rodbtonka ligandem VLA-1 jest czasteczka VCAM-1
[30].

1.3.4 Diapedeza

Czwartym etapem transmigracji jest diapedeza. Jest to proces, w ktérym
limfocyty przeciskajg si¢ miedzy komorkami s$rodblonka przechodzac do tkanek.
Podczas Scistej adhezji, dochodzi do zmian konformacyjnych cytoszkieletu
1 zwigkszenia plynnosci blon komoérkowych. Transmigracja limfocytow w wigkszosci
jest opisywana jako tzw. transmigracja na drodze parakomorkowej, w ktorej dochodzi
do rozluznienia potaczen migdzy komoédrkami 1 przechodzenia leukocytow pomiedzy
komorkami $réodblonka. W latach 60-tych szczegdlowe badania morfologiczne
transmigracji limfocytow ujawnity, ze =znaczna liczba limfocytéw transmigruje
doktadnie przez cytoplazme komorek srodblonka. Ten sposdb migracji okreslono jako
migracje transkomorkowsg [31].

Zanim leukocyty przejda przez $cian¢ naczynia, ,,pelzaja” po jego powierzchni
poszukujac najlepszego miejsca do transmigracji. Podczas migracji limfocyty musza
przejs¢ przez trzy bariery: komorki endotelialne, blong podstawng i perycyty. Przej$cie
pierwszej bariery zajmuje komérkom ok. 5 minut, penetracja drugiej — 5-15 minut.
Interakcje integryn leukocytow i czasteczek adhezyjnych na powierzchni $rédbtonka
(ICAM 1 VCAM) moga prowadzi¢ do tworzenia tzw. struktur dokujacych i zaglebien
transmigracji, ktore sa miejscami bogatymi w czasteczki ICAM-1, VCAM-1, biatka
1 komponenty cytoszkieletu (np. a-aktynina). Te struktury moga zainicjowaé

transmigracje na drodze para- czy trans komorkowej [27].
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1.3.4.1 Droga parakomorkowa

Potaczenie molekut adhezyjnych prowadzi do obnizenia oddziatywania miedzy
komoérkami §rodblonka, co umozliwia migracje komérek. W procesie tym role odgrywa
wspomniana juz wczesniej w tej pracy, wewnatrzkomorkowa domena czasteczki
ICAM-1 i aktywacja przy jej pomocy biatka Rho, ktore wplywa na otwieranie
przestrzeni pomigdzy komoérkami §rodblonka. Indukowane przez ICAM jony wapnia,
ktore aktywuja kinaze lekkich lancuchow miozyny (MLCK) [32], takze wplywaja
na rozluznienie kontaktu pomiedzy komorkami srodblonka. Czasteczki, ktore nie
wspomagaja migracji a mogg ja hamowac (np. VE-kadheryna), moga zosta¢ odsunigte
od miejsca kontaktu migdzy komorkami [33]. Czasteczkami bioragcymi aktywny udzial
w parakomorkowej migracji sa: PECAM-1, ICAM-1, ICAM-1, JAM-A, JAM-B, JAM-
C, ECAM (Endothelial cell adhesion molecule) i CD99 [34]. Czasteczki ICAM 1acza
si¢ z LFA-1 na leukocytach a czgsteczki PECAM i CD99 ze swoimi odpowiednikami
na powierzchni leukocytéw. Udziat poszczegdlnych molekul w transmigracji zalezny
jest od czasteczki stymulujacej albo od taczgcego sie leukocytu. Czasteczki PECAM-1,
ICAM-1 i JAM-A biorg udzial w transmigracji w odpowiedzi na stymulacje
Interleuking-1B. Z kolei czasteczka ESAM wspomaga transmigracj¢ neutrofilii.
Czasteczki JAM 1 PECAM-1 poprzez wspotdziatanie ze swoimi cytoplazmatycznymi
partnerami, zwigzane sg z systemem kadheryn [35]. Wegmann i wsp. wykazali,
ze czasteczka ESAM poprzez aktywacje Rho zwigzana jest ze zwickszeniem ptynnosci
blony poprzez zmniejszenie oddziatywan VE-kadheryn [36]. Naukowcy wykazali takze
istotng rolg czasteczki CD99 w procesie transmigracji. W doswiadczeniach
przeprowadzonych przez Schenkel i wsp. udowodniono, ze zablokowanie czasteczki
CD99 spowodowalo zahamowanie migracji monocytéw i neutrofili w stymulowanych
cytokinami komorkach linii pierwotnej HUVEC [37, 38]. Droga parakomorkowa
zwigzana jest z uwolnieniem ulegajacej ekspresji na powierzchni $rodblonka

VE-kadheryny (Ryc. 2) [30].
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Ryc. 2. Parakomérkowa droga transmigracji leukocytéow [30].

1.3.4.2 Droga transkomorkowa

Do transkomorkowej migracji leukocytow dochodzi w centralnym uktadzie
nerwowym, a takze w innych tkankach w odpowiedzi na proces zapalny [39, 40]
i modelach in vitro [28, 41-43]. In vivo, transkomérkowa migracja neutrofili zwigzana
jest z miejscami gdzie srodbtonek jest cienki, co ma utatwi¢ przechodzenie i skrécic
droge migrujacym czgsteczkom [39]. Zdecydowana mniejszos¢ leukocytow migruje
w ten sposob (5-20% migrujacych komorek) [28].

Migracja leukocytow na drodze transkomoérkowej (Ryc. 3), rozpoczyna si¢
od uwypuklenia btony komorek s$rodblonka. Przy wzmozonej ekspresji, czasteczki
ICAM-1 ulegaja ligacji 1 translokacji cze$ci wierzcholkowej ICAM do regionow
bogatych w kaweole i F-aktyne. Prowadzi to do uaktywnienia wewnatrzkomorkowej
kaskady reakcji. Przy pomocy kaweoliny-1 czasteczki ICAM-1 transportowane sg
do blony podstawnej [41, 42]. W ten sposob dochodzi do utworzenia kanatow
wewnatrzkomorkowych, przez ktére moga przemieszcza¢ si¢ migrujace leukocyty.
Kanaty te nazwano VVO (vesiculo-vacuolar organelles). Ich obecno$é¢ zaobserwowano
w miejscach adhezji neutrofili do komorek $rédbtonka. Jak dotad nie zaobserwowano

VVO in vivo. Struktury te obecne sa tylko w komorkach hodowanych in vitro [44].
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Ryc. 3. Transkomérkowa migracja leukocytéw przez komorki srédbtonka [30].

1.4 Wplyw cytokin na regulacje ekspresji czasteczek adhezyjnych

srodblonka naczyniowego

Cytokiny sg biatkami regulatorowymi produkowanymi przez leukocyty i inne
komorki wystepujace w organizmie. Ich dziatanie plejotropowe opiera si¢ na regulacji
wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej, a takze modulacji odpowiedzi na
zakazenie. Pierwsze cytokiny odkryte zostaly ok. 50 lat temu, ale ich rolg biologiczng
opisano znacznie pozniej. Wykazano, ze cytokiny peinig istotng rolg w regulacji
interakcji pomigedzy komorkami §rdédblonka a leukocytami. Liczne badania wykazaty,
7ze najwazniejsza role w aktywacji komoérek s$rodblonka, a co si¢ z tym wigze,
w regulacji ekspresji molekut adhezyjnych odgrywaja IL-1, IL-6 i TNF.

Badania komorek endotelialnych prowadzone w latach 80-tych przez
Gimbrone i wsp. wykazaty, ze inkubacja komorek §rodblonka z mediatorami zapalenia

indukuje zwiekszong adhezje neutrofili czy prezentowanie antygendéw przez komorki

srodblonka [45-47].
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1.4.1 Interleukina-1

Interleukina-1 jest cytoking prozapalng. Czgsto wspoldziala ona z TNF-a
regulujac przewleklte procesy zapalne [48]. Wywierajg one podobny wptyw na ekspresje
gendw czasteczek zapalenia na powierzchni $rodblonka. Zwigzane to jest
z uaktywnieniem przez nie $ciezek sygnatlowych NF-xB i p38 MAPK [49, 50].
W komorkach $rodblonka zarowno NF-xB jak i p38 MAPK zaangazowane
sa w regulacje ekspresji genow E-selektyny, VCAM-1, ICAM-1, IL-6 czy IL-8 [51-53].

Czasteczka ICAM ulega konstytutywnej ekspresji na powierzchni komorek
srodblonka naczyn. Jej ekspresja moze istotnie wzrasta¢ po stymulacji IL-1.
Dustin i wsp. zauwazyli, ze inkubacja fibroblastow z IL-1 zwickszala wigzanie
limfocytow na ich powierzchni w zaleznosci od stezenia IL-1. Wykazali takze,
ze inkubacja fibroblastow z przeciwcialem anty-ICAM-1, a limfocytow
z przeciwcialem-anty-LFA-1, powodowala zahamowanie adhezji. Potwierdzili zatem
rolg IL-1 w regulacji ekspresji czasteczki ICAM-1 na powierzchni fibroblastow
i w procesie adhezji limfocytow [54]. W swoich do$wiadczeniach opierali si¢
na wczesniejszych wynikach uzyskanych przez Pober i wsp., w ktérych wykazano role
IL-1 i IFNy w nasileniu ekspresji czgsteczki ICAM-1 na powierzchni komoérek
srodblonka [45]. Kuldo i wsp. potwierdzili role IL-1 w stymulacji zarowno czasteczki
ICAM jak i dwoch innych czgsteczek adhezyjnych: VCAM-1 i E-selektyny. W reakcji
Real-time PCR wykazali, ze stymulacja komoérek HUVEC przy pomocy IL-1
(10ng/ml) w istotny sposdb wplywa na zwigkszenie iloSci transkryptéw tych trzech
czasteczek, z czego najsilniej ekspresji ulegla czgsteczka E-selektyny [55].
Podobne wyniki uzyskali Chang i wsp. [56]. Analizowali oni wptyw IL-lo i IL-1p,
produkowanych przez komorki epitelialne zainfekowane wirusem RSV (respiratory
syncytial virus) na ekspresje czasteczek ICAM-1, VCAM-1 i E-selektyny. Analiza
ELISA wykazata, Zze obie izoformy IL-1 zwickszaja ckspresj¢ analizowanych
czasteczek na powierzchni $§rodblonka naczyn w zaleznosci od st¢zenia badanych

cytokin.
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1.4.2 Czynnik martwicy nowotworu (TNF-a)

W licznych badaniach wykazano, ze aktywacja komorek HUVEC przez TNF-a
moze zwicksza¢ ich zdolno$¢ przylaczenia leukocytow poprzez zwigkszenie ekspresji
czasteczek ICAM-1 i VCAM-1 [57]. Sawa i wsp. prowadzili badania na komérkach
srodbtonka z naczyn limfatycznych (HNDLEC — human neonatal dermal lymphatic
endothelial cells) i naczyn krwionosnych. Analiza Real-time PCR obu linii $rodblonka
stymulowanych TNF-a spowodowata 10-krotny wzrost mRNA czasteczki VCAM-1
I 38-krotny wzrost mRNA czasteczki ICAM-1.Wyniki te potwierdzono na poziomie
biatka przy uzyciu metody Western Blot i cytometrii przeptywowej. Zauwazono takze,
ze ekspresja analizowanych czasteczek jest wigksza w przypadku komorek srodbtonka
naczyn krwiono$nych (HUVEC) niz komoérek $rodblonka naczyn limfatycznych [58].
Podobne wyniki dla czagsteczki [CAM-1 uzyskaty takze inne grupy badawcze, zar6wno
w komorkach endotelialnych [55, 59, 60] jak i w komodrkach mezangialnych [61]
i epitelialnych [62].

1.4.3 Interleukina-6

Interleukina-6 jest cytoking plejotropows, uznawang za jeden z centralnych
czynnikdw biorgcych udzial w regulacji mechanizméw obronnych. Jej gldowna rolg jest
udziat w procesie zapalnym i w tworzeniu odpowiedzi immunologicznej. Wykazuje
aktywno$¢ zardbwno pro- jak i przeciwzapalne. Liczne badania wykazaly, ze IL-6 jest
niezbedna przy produkcji przeciwcial poprzez oddziatywanie na limfocyty B.
Wraz z IL-1 uczestniczy w aktywacji limfocytow T rozpoznajacych antygen i w reakcji
ostrej fazy. Bierze takze udziat w angiogenezie, procesie istotnym zarowno w reakcjach
zapalnych jak i progresji nowotworéw, poprzez nasilenie syntezy VEGF i FGF [6].
IL-6 bierze takze udziat w modulacji zakotwiczania leukocytow. Powoduje ona
przelaczenie nieswoistej, zwigzanej z naciekaniem neutrofili w swoista odpowiedz
immunologiczng zwigzang z naciekaniem monocytéw i limfocytow [63].

Aktywno$¢ biologiczna IL-6 inicjowana jest przez polaczenie 1L-6 z jej
swoistym receptorem a (IL-6 Ra, gp80). Wystepuja dwie naturalnie formy receptora

IL-6: btonowy (mIL-6 Ra) i rozpuszczalny (sIL-6 Ra), ktory nie posiada czgsci
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cytoplazmatycznej domeny blonowej. sIL-6 Ra powstaje na drodze alternatywnego
skfadania transkryptu IL-6 Ro [64].

IL-6 wraz z IL-11, czynnikiem hamujacym biataczk¢ (LIF), rzeskowym
czynnikiem neurotrofowym (CNTF), onkostatyng M (OSM) i kardiotroping 1 (CT-1),
naleza do grupy cytokin IL-6-podobnych. Cechg charakterystyczng cytokin
IL-6-podobnych jest wykorzystanie wspolnej podjednostki p kompleksu receptorowego
gp130. Zwiagzanie si¢ cytokiny z receptorem powoduje uaktywnienie zwigzane]
z gp-130 kinazy JAK (JAK1, JAK2, TYK2) [65]. W konsekwencji dochodzi
do fosforylacji tyrozyny na gp130, ktéra rekrutuje czasteczki przeksztalcajace sygnat
takie jak SHP2 (protein tyrosine phosphatase 2) czy STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription 3) [66].

Wystepuja dwie $ciezki przekaznictwa sygnatu przez IL-6: klasyczna zwigzana

z blonowym IL-6R i ,trans-przekaznictwo” (trans signalling) zwigzana z sIL-6R

(Ryc.4).
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Ryc. 4. Sygnalizacja klasyczna i trans-sygnalizacja przez IL-6
A) Sygnalizacja klasyczna - IL-6 wigze sie z blonowym receptorem IL-6 Ra
B) Trans-sygnalizacja - IL-6 tagczy sie z sIL-6 Ra
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W klasycznej $ciezce transdukcji sygnalu dochodzi do zwigzania si¢ IL-6
z blonowym receptorem o. Kompleks IL-6/sIL-6 R wigze nastepnie dwie czasteczki
gpl130, co finalnie prowadzi do utworzenia heksamerycznej struktury kompleksu
IL-6/IL-6 Ro/gp130 [67]. Utworzenie aktywnego kompleksu receptorowego prowadzi
do zmian konformacyjnych w obrebie gpl130, co powoduje autofosforylacj¢ zwigzanej
z gp130 kinazy JAK, ktora nastgpnie fosforyluje gp130. Fosforylacja gp130 uruchamia
dwie $ciezki sygnalowe: STAT3 i MAPK. Po polaczeniu z gpl130, STAT3 ulega
fosforylacji przez kinazg JAK, co powoduje dimeryzacje STAT3( homo- lub hetero-
z STATL1) i translokacj¢ do jadra. W jadrze komorkowym STAT3 1laczy si¢
z odpowiednig sekwencjag DNA i wptywa na ekspresje gendw. Miejsca wigzace STAT3
znajduja si¢ w wiekszosci promotorow genow odpowiedzi ostrej fazy i dlatego
poczatkowo STAT3 nazywany byl acute phase response factor (APRF). W S$ciezce
MAPK dochodzi do aktywacji biatek ras [66] (Ryc. 5).

— 0 ’ y

gene expression

Ryc. 5. Aktywacja Sciezki sygnatowejJAK/STAT i kinazy MAPK [1].
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Podczas gdy gp130 znajduje si¢ na wszystkich typach komorek jadrzastych,
podjednostka gp80 tylko na niektorych. IL-6 po polaczeniu z SIL-6R, moze réwniez
aktywowa¢ komorki posiadajace jedynie podjednostke gp130. Dzigki temu kompleks
IL-6/sIL-6R wykazuje znacznie szerszy zakres aktywnosci biologicznej niz IL-6.
Zjawisko to nosi nazwe ,,trans-przekaznictwa” [64].

W  wigkszosci komoérek liczba podjednostek receptora gpl30 znacznie
przewyzsza ilos¢ czasteczek gp80. W zwigzku z tym SIL-6R zwigksza réwniez
efektywnos¢ samej IL-6 1 jednoczesnie kompensuje brak odpowiedniej liczby
czasteczek gp80. Do komorek, ktore odpowiadajg na kompleks IL-6/sIL-6R, a nie na
samg IL-6, naleza m.in. hematopoetyczne komoérki progenitorowe, komorki

endotelialne oraz neurony, osteoblasty i limfocyty [68, 69].

Aktywno$¢ IL-6 regulowana jest na dwa sposoby: na poziomie kompleksow
receptorowych i na poziomie wewnatrzkomérkowym poprzez czasteczki sygnatowe.

Zahamowanie sygnalizacji komorkowej indukowanej przez IL-6 zwigzane
moze by¢ z internalizacja receptora. W ten sposob komorki zapobiegaja hyperaktywacji
przez IL-6. Internalizacja gp80 przez nadmiar IL-6, powoduje brak tej czasteczki na
powierzchni komorki i jej areaktywnos¢ (brak aktywaciji gp130) [70]. Sgp130 moze
blokowa¢ aktywno$¢ kompleksu IL-6/sIL-6R poprzez kompetycj¢ z blonowym gp130
[71].

Zidentyfikowano wiele czasteczek wewngtrzkomorkowych, ktére mogag
hamowa¢ zalezne od IL-6 S$ciezki sygnatowe. Biatkowy inhibitor aktywowanego
STAT3 (PIAS, protein inhibitor of activated STAT) blokuje jego wigzanie si¢ z DNA
[72]. SOCS3 z kolei tgczy si¢ z receptorem gpl30, gdzie dziatajagc na kinazy JAK
i gp130 hamuje ich fosforylacj¢ [73]. Co wiecej, biatka SOCS przyczyniaja si¢ takze
do ubikwitynizacji i degradacji kompleksu receptorow IL6 [66].

Liczne badania wykazaly, ze IL-6 pelni funkcje chemotaktyczng
dla limfocytow T [74] oraz zwigksza ptynnos¢ i proliferacje komorek srodbtonka [75,
76]. W badaniach przeprowadzonych przez Watson i wsp. wykazano, ze inkubacja
komorek $rodblonka z IL-6 zwigksza ich potencjat do wigzania limfocytow. Efektu tego
nie obserwowano w przypadku monocytow i komoérek wielojadrzastych (PMN).
Analizowano takze wptyw czasteczek adhezyjnych ICAM-1, VCAM-1 i E-selektyny na
zalezng od IL-6 adhezj¢ limfocytow do s$rodblonka. Przy pomocy testu ELISA
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potwierdzono zalezng od IL-6 (0,1 U/ml) nasilong ekspresje badanych czasteczek.
Kinetyka odpowiedzi na IL-6 byta podobna do tej uzyskanej po stymulacji komorek
srodblonka 10U/ml TNF [77]. Stosujac przeciwciala blokujace czgsteczki ICAM-1,
VCAM-1 i E-selektyne wykazano, ze zwigzanie limfocytow z komorkami $rodblonka
jest zalezne od ich obecnosci., jak rowniez LFA-1 na powierzchni limfocytow [78].

Uwaza sig, ze cytokiny prozapalne peinig gldéwng rolg w regulacji zdolnosci
wigzania komorek na powierzchni srédbtonka naczyn. Gléwna role w tym procesie ma
odgrywa¢ ICAM-1 [79, 80]. Podwyzszona temperatura ciata jest istotnym zjawiskiem
w odpowiedzi przeciwzapalnej. Chen i wsp. probowali odpowiedzie¢ na pytanie,
czy podwyzszona temperatura zwigksza poziom ekspresji ICAM-1 i chemokiny CCL21
w wysokim $rodblonku (HEV) i czy w tym procesie zaangazowana jest S$ciezka
sygnalowa IL-6. Przy pomocy przeciwcial neutralizujgcych IL-6 wykazali,
ze indukowalna podwyzszong temperaturg adhezja do komorek $rodblonka u myszy
zalezna jest od IL-6. Co wiecej, dodanie rozpuszczalnego receptora sgpl30 przed
poddaniem myszy dzialaniu podwyzszonej temperatury, zahamowalo indukcje
czasteczki ICAM-1. Potwierdza to role indukowanej przez 1L-6 trans-sygnalizacji przez
gp130 w regulacji ekspresji ICAM-1 [81]. Podobne wyniki indukcji ekspresji ICAM-1
po stymulacji IL-6 uzyskano takze w innych laboratoriach. Co wiegcej, naukowcy
potwierdzili rowniez role biatka STAT3 i NF-kB w zaleznej od IL-6 i TNF indukcji
ICAM-1 [79, 82-86].

1.4.4 Hyperinterleukina-6

W roku 1996 Rose-John i wsp. pofaczyli IL-6 z jej sIL-6R za pomoca
peptydowego linkera, a uzyskane w ten sposob Dbiatko fuzyjne nazwano
Hyperinterleuking-6 (Hyper-1L-6, H6) [87] (Ryc. 6). Wykazano, ze czas potowicznego
rozpadu H6 jest wydtuzony w porownaniu z rozpuszczalnym kompleksem IL-6/1L-6Ra.
Co wigcej, w doswiadczeniach z komorkami HepG2 wykazano, ze H6 indukowala
ekspresj¢ haptoglobiny (HPT) w stezeniach o wiele nizszych niz w przypadku IL-6 czy
rozpuszczalnego kompleksu IL-6/IL-6Ra. H6 wykazuje takze 10-1000 razy wigksza
aktywnos$¢ biologiczng niz rozpuszczalny kompleks IL-6/IL-6Ra oraz posiada szersze
spektrum dzialania. Wykazano réwniez, Ze ta sama ilo§¢ H6 w poréwnaniu z IL-6,

2-3- krotnie zwigksza transkrypcje zaleznych od niej genow. Wynika¢ to moze z braku
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koniecznosci zwigzania z receptorem IL-6 (gp80) co przyczyniaé si¢ moze do szybszej
dimeryzacji gp130 i w konsekwencji fosforylacji biatka STAT3. Druga hipoteza,
0 szybszej aktywacji genéw w skutek dziatania H6 w poréwnaniu z IL-6, moze by¢ fakt
tworzenia si¢ dimeréw IL-6/IL-6. Homodimery IL-6 maja wicksze powinowactwo
do IL-6R, jednak kompleks IL-6/IL-6/IL-6R ma mniejszy potencjal do tworzenia
kompleksu z gpl130 i w konsekwencji do indukcji fosforylacji STAT3. H6
prawdopodobnie zwigksza szans¢ utworzenia trimeru IL-6-1L-6R-gp130, co z kolei
ulatwia  tworzenie = heksametru 1 uaktywnienie = wewnatrzkomorkowego

przekaznictwa.[86].

linker

Ryc. 6. Model czasteczki biatka fuzyjnego Hyper-IL-6 [87]
Na zielono zaznaczono IL-6, na niebiesko — sIL-6R.
a,b,c,d —cztery helisy IL-6, DII, DIl — domeny receptorowe wigzace cytokiny

0Od 1997 roku w Zaktadzie Immunologii Nowotworow prowadzone sg badania
nad terapeutyczng modyfikowang cDNA kodujacym fuzyjne biatko H6 komoérkowa
szczepionkg czerniakowg. Obecnie zakonczono II faz¢ badan klinicznych szczepionki.
Ciagle jednak niewiadomo, jaka rol¢ odgrywaja komorki srédblonka naczyn w regulacji

lokalnych, przeciwczerniakowych mechanizméw obronnych.
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1.5 Sciezka sygnalowa JAK/STAT

Zwigzanie si¢ kazdej cytokiny z receptorem na powierzchni blony
komoérkowej, prowadzi do uruchomienia  wewnatrzkokomérkowej kaskady
przekazywania sygnatdow. W procesach tych uczestniczg szlaki GTPazy, kinazy MAP,
kinaz tyrozynowych Src- i Tec-podobnych, kinazy-3 fosfatydyloinozytolu czy kinazy
JAK. Jednak wigkszo$¢ receptorow cytokin przekazuje sygnat za pomoca S$ciezki
sygnatowej JAK/STAT albo poprzez aktywacje kaskady kinazy MAP [88-90].

Do kinaz JAK naleza migdzy innymi: JAK1, JAK2, Jak3 1 Tyk2, a do bialek
typu STAT: STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STAT5b i STAT6. Udziat
poszczegbdlnych kinaz 1 bialek w odpowiedzi na dzialanie cytokin zostat przedstawiony

w tabeli 1.

Tab.1 Aktywacja kinaz JAK i bialek STAT w odpowiedzi na stymulacje przez
cytokiny (wedtug Briscoe i wsp. [1])

IFN-ap JAK1, Tyk2 STATL, STAT2 STAT3
IFN-y JAK1, JAK2 STATL, STAT3
IL-10 JAK1, Tyk2 STATL1, STAT3
IL-6 JAK1, JAK2, Tyk2  STATL, STAT3
LIF JAK1, JAK2, Tyk2  STAT1, STAT3
Onkostatyna M JAK1, JAK2, Tyk2  STAT1, STAT3
CNTF JAK1, JAK2, Tyk2  STAT1, STAT3
IL-2 JAK1, JAKS STATS

IL-4 JAK1, JAKS STATG6

IL-7 JAK1, JAKS STATS

IL-9 JAK1, JAK3, Tyk2  STATL, STATX
IL-3 JAK2 STATS

IL-5 JAK2 STATS
GMCSF JAK2 STATS

IL-12 Tyk?2 STAT4
Erytropoetyna  JAK2 STATS
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Prolaktyna JAK2 STATS
Hormon JAK2 STAT1, STAT3
wzrostu

Angiotensyna JAK2, Tyk2 STATL. STAT2

Kinazy JAKI1, JAK2 i Tyk2 ulegaja uniwersalnej ekspresji, podczas gdy
obecnos¢ JAK3 charakterystyczna jest tylko do komoérek ukfadu immunologicznego.
Wielkos¢ receptoréw JAK ma mas¢ ok. 130kDa. Maja C-koncowg biatkowa domene
kinazowa, przylegajaca domen¢ kinazo-podobng 1 pig¢ dodatkowych domen,
odpowiedzialnych za wigzanie bialko-biatko. Sg one charakterystyczne dla kazdej
z czasteczek JAK 1 odpowiadajg za zroznicowang role w odpowiedzi na przylaczenie
ligandu.

Bialka STAT maja mase od 80-110kDa. Kazde ma domen¢ SH2 1 SH3.
Aktywacja STATOw polega na fosforylacji konserwatywnej domeny przy C-koncu
biatka. Prowadzi to homo- lub heterodimeryzacji biatka bez udzialu dodatkowych

czasteczek [1].

1.5.1 Bialka STAT

Biatka STAT wystepuja w cytoplazmie w postaci monomeréw wielkosci
80-110 kDa [1, 91]. Zwiazanie si¢ cytokiny z jej receptorem na powierzchni komorki
powoduje auto- lub cross-fosorylacje cztonka rodziny kinaz JAK, zwigzanych
z receptorem cytokiny. Aktywne kinazy JAK fosforylujg reszty tyrozynowe na czgsci
cytoplazmatycznej receptora cytokin. To powoduje przylaczenie si¢ biatka STAT 1 jego
fosforylacj¢. Ufosforylowane biatka STAT dimeryzuja na powierzchni cytoplazmy.
Nastepnie dochodzi do ich translokacji do jadra, gdzie biora udziat w regulacji ekspresji
genéw. Uwazano, ze wplyw na ekspresj¢ genow miaty tylko homo- i heterodimery
STAT w pofaczeniu z koaktywatorami [92].

Zwigzanie 1L-6 z receptorem prowadzi do dimeryzacji gpl30, co skutkuje
fosforylacja 1 aktywacja kinaz JAK1, JAK2 i TYK2. One z kolei fosforyzuja gp130
na resztach tyrozynowych czgsci cytoplazmatycznej receptora tworzac w ten sposob

miejsca wigzania bialka STAT. Bialka te sg dalej fosforyzowane na resztach
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tyrozynowych, dimeryzuja 1 transportowane sa do jadra gdzie jako czynniki
transkrypcyjne reguluja ekspresje genoéw [93]. Aktywacja bialek STAT jako wynik
stymulacji przez IL-6 jest dwufazowa, co potwierdzono poprzez reakcje opodznienia
migracji w zelu (EMSA) i phospho-tyrosine blot. Najpierw dochodzi do aktywacji ktora
jest obserwowalna 15-30 minut po stymulacji. Nast¢pnie dimer bialek STAT zanika
(ok. godziny po stymulacji) i pojawia si¢ ponownie, jednak w stabszym nasileniu
ok. 3-16 godzinach od aktywacji. Mechanizm hamowania stymulacji IL- 6
po 30 minutach nie jest poznany. Przypuszczalne mechanizmy to desensytyzacja
na skutek: endocytozy i hamowania gp80 (down-regulation), aktywacje
fosfotyrozynowej fosfatazy np. SHP-2, indukcj¢ inhibitorow takich jak supresorow
sygnalizacji cytokin (SOCS), biatkowych inhibitorow aktywowanych biatek STAT
(PIAS) [94].

1.5.2 Monomer-Dimer

W 1998 roku, Leckmann i wsp., dzieki zastosowaniu chromatografii sitowej,
wykazali, ze niefosforyzowane biatko STAT1 nie wystepuje w cytoplazmie komoérek
HeLa w formie monomeru (80-90kDa), ale co najmniej jako dimer o0 masie
160-200 kDa [95].

W standardowym modelu $ciezki sygnatowej biegngcej poprzez receptory
cytokin 1 biatko STAT uwaza si¢, ze bialko STAT3 jest rekrutowane do okolicy
cytoplazmatycznej domeny receptora cytokin z  cytoplazmatycznej  puli
monomerycznego biatka STAT. Jednak w 1999 roku, Ndubuisi i wsp. stosujac metode
chromatografii (Superose-6 gel-filtration chromatography) zauwazyli niewielkg ilo$¢
monomerycznego biatka STAT3 (91kDa) w cytoplazmie komorek watroby
(linia komoérkowa ludzkiego raka watroby-Hep3B 1 watroby szczura). Zaobserwowano
natomiast skupisko biatka STAT3 (a takze STAT1, STATS5a 1 STATS5b) w cytoplazmie
w postaci kompleksow o wysokiej masie molekularnej: 200-400 kDa (statosom 1)
i 1-2 MDa (statosom 11) [96].

Ota i wsp. wykazali, ze rekombinowe, niefosforyzowane biatka STAT (1, 3, 4,
5a, 5b, 6) zdolne s3 do tworzenia dimero6w w roztworach (potwierdzone chromatografia
i systemem dwu-hybrydowym). Co wigcej, zauwazyli, ze biatko STAT4 tworzy dimery

in vivo przed aktywacja zalezng od cytokin [97]. Do podobnych wnioskéw doszlit takze
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Braunstein i wsp. [98]. Wykazali oni, ze bialka STATI i STAT3 tworza
w cytoplazmie komoérek niestymulowanych dimery. Z kolei, monomery tych biatek
obecne byly w cytoplazmie w ilosciach niewielkich lub w ogole nie stwierdzono
ich obecnosci.

Mimo, iz jak dotad nie wykazano obecnosci wolnych, monomerycznych biatek
STAT w cytoplazmie, uwaza si¢ ,ze to wlasnie w tej formie, facza si¢ one z receptorem
cytokin gdzie ulegajg fosforylacji. Mechanizm w ktérym nieufosforylowane dimery
rekrutowane sg do kompleksu receptorow pozostaje zagadka [99].

Obecnie wiadomo, ze dimery biatka STAT tworzg jednoczesnie w cytoplazmie
kompleksy z ré6znymi biatkami np. bialkami regulatorowymi, czaperonami, biatkami
zwigzanymi z przytaczeniem do blon (membrane trafficing), bialkami transportujacymi
STATy do jadra [100, 101].

1.5.3 Transport bialek STAT miedzy cytoplazma a jadrem

Badania immunofluorescencyjne wykazaty zwiekszong pule biatek STAT
w jadrze w odpowiedzi na dzialanie cytokin i czynnikow wzrostowych [66, 100, 102].
Wykazano, ze na skutek dziatania IFN-gamma na komoérki Hela, wigkszo$¢
cytoplazmatycznego biatka STAT ulokowala si¢ w jadrze komdérkowym. Zastosowanie
odpowiednich przeciwcial ujawnilo, ze jadrowa pula bialek STAT to biatka
ufosforylowane. Badania wykonane przez Haspela i wsp.. wykazaty, ze bialka STAT
transportowane sg do jadra komoérkowego z cytoplazmy tylko na skutek ich aktywacji
i w konsekwencji fosforylacji [103]. Niemniej jednak, eksperymenty z uzyciem
frakcjonowania komorek okazaly si¢ z sprzeczne z badaniami przeprowadzonymi przez
Haspela. Wykazaly one, ze co najwyzej 15-20% cytoplazmatycznego biatka STAT
zostala przetransportowana do jadra [104]. Sehgal i wsp.. [105] zauwazyli, ze na skutek
inkubacji komorek Hep3B z IFN-y czy IL-6, wigkszo$¢ ufosforylowanego biatka
STAT1 1 STAT3 pozostaje z cytoplazmie, nawet na skutek przedluzonej inkubacji.
Z kolei inne grupy badawcze zauwazyly, ze nieufosforylowane biatko STAT3
wystepuje w jadrze komorek hodowlanych Hep3B [106].

Transport biatek STAT do jadra zalezny jest od zwigzania si¢ Swoistych
importyn na ich powierzchni (STAT1 wigze si¢ z importyng a5 i1 Bl a STAT3
z importyng a3, a6 i B1). W rezultacie, biatka STAT transportowane sg do jadra przez
pory jadrowe [107].
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Marg pokazal, ze nieufosforylowane biatko STAT migruje z cytoplazmy
do jadra i ponownie do cytoplazmy. Zauwazyt on, ze transport biatek do jadra zalezny
jest od ich wspodtdziatania z importynami. Z kolei eksport biatlek z jadra wymagat
ich defosforylacji 1 wudzialu mechanizmu zaleznego od CRM-1 [108].
Pranada i wsp. zauwazyli, ze akumulacja w jadrze komorkowym ufosforylowanego
i nieufosforylowanego biatka STAT3 na skutek stymulacji IL-6 jest w duzym stopniu

zalezna od jego zmniejszonego eksportu z jadra [109].

1.5.4 Aktywnos$¢ transkrypcyjna nieufosforylowanego bialka STAT

Wielu badaczy zwrocitlo uwage, ze niefosforylowane formy biatka STATI,
STAT3 1 STAT6 maja zdolno$¢ do aktywacji transkrypcyjnej wybranych gendw,
innych niz w przypadku aktywacji zaleznej od cytokin czy czynnikow wzrostowych.
Stark i wsp. zauwazyli, ze niefosforylowany STAT1 i STAT3 regulujg transkrypcje
w jadrze poprzez kompleksy uformowane z IRF1 i innymi czynnikami

transkrypcyjnymi [110].

1.5.5 Rola bialka STAT w nowotworach

Udowodniono, ze obecno$¢ komoérek immunologicznych w obrebie guza jest
niezbedna dla komoérkowej odpowiedzi immunologicznej przeciwko nowotworowi.
Jednak mechanizmy w obrebie mikrosrodowiska nowotworu mogace wplywaé
na zwigkszong infiltracje komorek immunologicznych pozostajg niejasne. Jedna
z hipotez zaklada udziat biatka STAT3 w tym procesie. Zauwazono wzmozong
aktywno$¢ biatka STAT3 w wielu nowotworach. Blokowanie biatka STAT3 wptywa
z kolei na zmniejszong ekspresje kluczowych genow procesu proliferacji
1 przezywalnosci komorek. Zauwazono takze, ze zahamowanie w obrebie nowotworu
Sciezki sygnalowej zwiazanej z biatkiem STAT3, skutkuje w spowolnieniu wzrostu
guza i jego regresji in vivo a takze do wzmozonej ekspresji chemokin (RANTES,
IL-10). Sugeruje to, ze aktywnos$¢ biatka STAT3 moze wplywa¢ na infiltracj¢ guza
przez komorki odpowiedzi immunologicznej [111]. Badania przeprowadzone przez
Burdelya i wsp. wykazuja, ze blokowanie biatka STAT3 w komorkach czerniaka

poprzez wysoki poziom aktywnos$ci biatka STAT3 prowadzi do produkcji wielu
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chemoatraktantow, indukujacych migracje réznych rodzajow komorek odpowiedzi
immunologicznej istotnych do indukcji  przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej [111]. Badania przeprowadzone przez Wang i wsp. [112] wykazaty,
ze zablokowanie bialka STAT w mysich guzach czerniakowych B16 poprzez terapi¢
genowa spowodowalo regresj¢ guza i zwigkszong infiltracje limfocytow T. Naukowcy
Ci zauwazyli takze, ze blokowanie $ciezki sygnalowej STAT3 w réznych
komorkowych liniach czerniakowych poprzez dominant-negative STAT3 lub z uzyciem
farmakologicznych inhibitorow biatka STAT powoduje ekspresje rozpuszczalnych
czynnikow aktywujacych makrofagi, co z kolei zwigksza zalezne od INOS 1 NO
hamowanie wzrostu guza. Blokowanie biatka STAT3 w komorkach nowotworowych
prowadzi nie tylko do ekspresji mediatorow zapalnych niezbednych do aktywacji
nieswoistych komoérek odpowiedzi immunologicznej, ale takze do aktywacji komorek
dendrytycznych. Inhibicja biatka STAT zmniejsza jego mozliwos¢ wigzania si¢ z DNA
i hamuje uwalnianie czynnikow blokujacych dojrzewanie komoérek dendrytycznych
a takze produkcje przez komorki dendrytyczne IL-12. Biatko STAT3 reguluje
negatywnie proces zapalny, aktywnos$¢ komorek dendrytycznych 1 odpowiedz
immunologiczna komoérek T. Sciezka sygnalowa z udzialem biatka STAT3 z jednej
strony hamuje produkcj¢ sygnalow prozapalnych, a z drugiej zwigcksza ekspresje
czynnikdw hamujacych funkcjonalne dojrzewanie komoérek dendrytycznych. Naukowcy
zwracaja jednak uwage, ze zwickszona infiltracja komorek immunologicznych moze
by¢ takze wynikiem apoptozy komorek nowotworowych na skutek blokady biatka
STAT3 [112].

Biatko STAT3 odgrywa istotng role¢ w tworzeniu i rozwoju nowotworu.
Aktywuje ono onkogenne S$ciezki sygnatlowe a takze reguluje transkrypcje wielu
czynnikow stymulujacych wzrost nowotworu. W komorkach nowotworowych dochodzi
do aktywacji $ciezek sygnatowych zwigzanych z receptorami cytokin np. IL-10, IL-6,
VEGEF itd., co w konsekwencji prowadzi do aktywacji biatka STAT3. Dzigki swojej
aktywnos$ci antyapoptotycznej 1 mitotycznej, biatko STAT3 zwigksza ekspresje wielu
genow istotnych dla przezycia i proliferacji komorki nowotworowej. Zauwazono
réwniez role STAT3 w stymulowaniu gendéw odpowiedzialnych za angiogeneze
i metastaze [113].

Przeprowadzone badania podkreslity rowniez, ze STAT3 hamuje wydzielanie
kilku mediatoréw przez limfocyty Thl zar6wno w komorkach mysich jak i ludzkich

[112]. Biatko STAT3 reguluje takze ekspresj¢ kilku czynnikow immunosupresyjnych.
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Jednym z nich jest IL-10, ktora wptywa hamujaco n aktywnos¢ limfocytow Thl [114].
Zauwazono rowniez ze komorki mieloidalne wykazujace obecno$¢ aktywnej formy
biatka STAT3 hamuja przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczng [115].

Obecno$¢ nowotworowych limfocytow regulatorowych CD4+ zwigzana jest
Z niepomys$lng prognoza pacjentow cierpigcych na nowotwor. Ich liczba znacznie
wzrasta podczas progresji choroby. Wykazano, ze aktywnos$¢ biatka STAT3
w komorkach nowotworowych przyczynia si¢ do akumulacji limfocytéw
regulatorowych, zatem jest to kolejny dowdd na role STAT3 w rozwoju nowotworu
[116].

W jednym z badan klinicznych interferonu-o. wykazano, ze zwigkszona ilo$¢
ufosforylowanego biatka STAT1 ponad ufosforylowanym biatkiem STAT3, zar6wno
w komorkach nowotworowych jak i komoérkach uktadu immunologicznego, wiaze sig
ze zwigkszong przezywalnoScig pacjentow [117]. Wyniki te sugeruja, ze rdznica
pomigdzy pSTATI1/ pSTAT3 moze pehli¢ role predykcyjng w wynikach niektorych
stosowanych immunoterapii a takze sugeruje, ze zwigkszenie tej roznicy moze wptynaé

korzystniej na powodzenie immunoterapii.
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Komorki endotelialne umozliwiaja migracje limfocytéw z krazenia do
srodowiska pozanaczyniowego oraz tkanek nielimfoidalnych. Proces ten odgrywa
fundamentalng role w regulacji fizjologicznych i patologicznych zjawisk takich jak:
gojenie ran, zapalenia, powstawanie przerzutdw, angiogeneza. Transmigracja naiwnych
limfocytow T poprzez $rodblonek naczyn umozliwia prezentacje antygenow
w kontekscie MHC klasy I i I wyspecjalizowanym komorkom prezentujacym antygen,
co prowadzi do indukcji proliferacji i sekrecji cytokin przez aktywowane limfocyty.
Wykazano, ze swoiste naprowadzanie limfocytow do odpowiednich kompartmentow
uzaleznione jest od obecnosci molekut adhezyjnych obecnych na $rédblonku naczyn.
Do aktywacji komodrek srodbtonka naczyn dochodzi na skutek dziatania na nie r6znych
cytokin. Wykazano, ze IL-1 1 TNFa zwigkszaja ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych
na powierzchni $rédblonka naczyn poprzez Sciezke sygnalowa kinaz MAP [49, 50].
Nieliczne dane literaturowe sugeruja, ze IL-6 moze regulowa¢ aktywnos$¢ komorek
srodbtonka stymulowanych TNF-a w pierwszej fazie procesu zapalnego [55] a takze
odgrywa¢ role w procesie migracji limfocytow przez komorki $rodblonka naczyn
[74-76]. W przypadku stymulacji komoérek $rodblonka IL-6, naukowcy potwierdzili
udziat biatek STAT w wewngtrzkomorkowym przekaznictwie sygnatu [82].
Uaktywnienie wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnalowych przez IL-6 wymaga
wspoldziatania trzech czasteczek (IL-6, gp80 i1 gpl130). Ich dostepno$s¢ moze byc
czynnikiem ograniczajagcym aktywacje wewnatrzkomorkowej sygnalizacji. W zwigzku
z tym, stworzono fuzyjne biatko taczace I1L-6 z sIL-6Ra, czyli Hyper-IL-6 (H6).

Udziat $ciezki sygnatowej JAK/STAT w przenikaniu limfocytow przez srédblonek
naczyn nie zostal jak dotad poznany. Poszerzenie wiedzy na temat udziatu kompleksu
Hyper- IL-6 +JAK/STAT w regulacji ekspresji kluczowych dla transmigracji czasteczek
adhezyjnych pozwoli precyzyjnie okreslic rolg Hyper-IL6 w indukcji lokalnych

mechanizméw immunologicznych.
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2 CEL PRACY

Od 1997 w Zaktadzie Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw Uniwersytetu
Medycznego w Wielkopolskim Centrum Onkologii, prowadzone s3 badania nad
terapeutyczng, komorkowa, modyfikowang cDNA kodujacym fuzyjna cytoking H6,
szczepionka czerniakowiag (GMTV). Wyniki odpowiedzi klinicznej u pacjentow
z zaawansowanym czerniakiem sg bardzo obiecujace [118]. Jednak dokiadny
mechanizm dziatania szczepionki, szczeg6lnie wzbudzenia swoistej odpowiedzi
immunologicznej, nie zostat do konca poznany. Niejasny jest wplyw samego bialka
H-6 na $rodblonek naczyniowy, szczegdlnie w kontekscie jego roli w regulacji
transmigracji limfocytow do miejsc podania szczepionki. Nieliczne doniesienia
literaturowe sugeruja udziat nadekspresji czasteczek adhezyjnych w nasileniu
transmigracji do srodowiska guza. Natomiast brak jest doniesien naukowych na temat
udziatu $ciezki sygnalowej JAK/STAT w regulacji ekspresji czasteczek adhezyjnych.

Woczesniejsze nieopublikowane badania przeprowadzone w Zaktadzie
Immunologii Nowotworéw wykazaly, ze na skutek stymulacji H6 dochodzi do wzrostu
ekspresji tylko trzech czasteczek na powierzchni $rodbtonka:, CD62E i CD106. Sg to
czasteczki biorgce aktywny udzial w procesie transmigracji limfocytow przez komorki

srodblonka.

Glownym celem pracy byla ocena wptywu H6 oraz S$ciezki transdukcji
sygnatéw JAK/STAT, na proces regulacji funkcji komoérek srodblonka naczyn.

Cel ten realizowany byt poprzez:

1. Ocen¢ wplywu H6 na poziom ekspresji czasteczek adhezyjnych CD54,
CD62E, CD106 na powierzchni $rodblonka naczyn w modelu pierwotnej hodowli
komorek endotelialnych pochodzacych z zyly pepowinowej (HUVEC) (na poziomie
biatka i transkryptow).

2. Badanie aktywnosci fragmentow promotorow genow CD54, CD62E, CD106
wigzacych biatko STAT3 w stymulowanych H6 komérkach HUVEC.

3. Analiz¢ funkcjonalng miejsc wigzania biatka STAT3 w obregbie promotoréw
gendw czasteczek CD54, CD62E, CD106.

4. Wplyw H6 na $cista adhezj¢ limfocytow do komorek HUVEC.
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3 MATERIALY I METODY

3.1 Hodowla komorkowa

3.1.1 Izolacja komérek HUVEC

Pepowiny dostarczane byly z Polozniczego Szpitala Klinicznego przy
ul. Polnej w Poznaniu dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Grzegorza Brgborowicza,
pani dr Anissy Hamid oraz z Oddziatu Ginekologii Szpitala im. Raszei w Poznaniu
dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Jacka Kozlika. Komisja bioetyczna wydata zgode na
przeprowadzenie badan na materiale ludzkim.

Przy uzyciu sterylnego skalpela odcinano oba konce pepowiny. Na jednym
z koncow zyty umieszczano igle 1 mocowano ja przy pomocy plastikowych zatrzaskow.
Nastepnie pepowing przeplukiwano 20 ml PBS, aby pozby¢ si¢ nadmiaru krwi
i stworzy¢ odpowiednie pH dla dziatania enzymu. Po czym, na drugim koncu zyty
umieszczano igle i mocowano jg plastikowym zatrzaskiem. Do zyty wstrzykiwano 0,1%
roztwor kolagenazy (collagenase from clostridium histolyticum type I, Sigma Aldrich)
a nastepnie umieszczano w cieplarce w 37°C na 12 minut. Zawarto$¢ pepowiny
przelewano do probéwki o pojemnosci 50ml zawierajacej 400ul ptodowej surowicy
bydlecej (FBS). W celu zwickszenia wydajnosci izolacji, pepowine przeplukiwano PBS
do nowej probowki. Proby wirowano przez 5 minut przy 1200 rpm. Osad komorek
zawieszano w medium F12K i wysiewano na plytki hodowlane pokryte zelatyna.
Do medium dodawano FBS i hodowle umieszczano w cieplarce. Nast¢pnego dnia
komoérki przemywano kilkakrotnie PBS 1 podawano medium F12K z surowica

zawierajace czynniki wzrostowe: heparyne (100pg/1ml) i ECGS (200ug/1ml).

3.1.2 Hodowla komérkowa

Badania przeprowadzono na pierwotnej hodowli komoérek s$rodbtonkowych
pochodzacych z ludzkiej zyly pepowinowej (HUVEC, Human Umbilical Vein
Endothelail Cells). Wykorzystana w doswiadczeniach hodowla komoérkowa

utrzymywana byta w warunkach standardowych, tj. w temperaturze 37°C, w atmosferze
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wzbogaconej 5% CO; i nasyconej parag wodng. Wyjsciowe medium hodowlane
stanowita pozywka F12 Keighn’s z dodatkiem 12,5% FBS i czynnikéw wzrostowych:
ECGS o stezeniu 200pg/1ml i heparyny o koncowym stezeniu 100pg/1ml.

Komorki pasazowano 1:3 po osiggnieciu 100% konfluencji. W tym celu
komorki odtrawiano od podioza przy uzyciu trypsyny (Sigma Aldrich) po uprzednim
zebraniu medium i odplukaniu pozostatosci pozywki roztworem PBS (GIBCO
Invitrogen). Reakcje hamowano po dodaniu medium kompletnego. Zywotno$¢ komorek
oceniano przy pomocy ekskluzji bigkitu trypanu. W doswiadczeniach wykorzystywano

hodowle EC ktorych zywotnos¢ wynosita wiecej niz 95%.

3.2 Ocena wplywu H6 na ekspresje antygenoéw Srodblonka

3.2.1 Inkubacja z substancjami badanymi

W doswiadczeniach, w ktorych okreslano wplyw H6 na poziom ekspresji
czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E 1 CD106, oraz w eksperymentach transfekcji
plazmidami, wykorzystano 6-dotkowe ptytki hodowlane pokryte kolagenem.

Po osiggnieciu przez komoérki jednej ciagglej warstwy, 2 godziny przed
planowanym eksperymentem, medium hodowlane wymieniano na F12K bez dodatku
surowicy 1 czynnikéw wzrostowych w celu wykluczenia ich ewentualnego wptywu
na ekspresje badanych genéw.

Wpltyw aktywatora $ciezki sygnalowej JAK/STAT na poziom ekspresji
badanych czgsteczek oceniano poprzez inkubacje komoérek HUVEC z H6. Kontrole
negatywng stanowily komorki srodblonka inkubowane z syntetycznym inhibitorem
Sciezki JAK/STAT - kukurbitacyng [119, 120]. W doswiadczeniach zastosowano
dwuetapowy protokot inkubacji. W pierwszym przeprowadzono godzinng inkubacje
wstepng z dodatkiem kukurbitacyny o stezeniu 10ng/ml. W drugim etapie komorki
inkubowano z H6.

W analizie wptywu Hyperinterelukiny-6 na poziom ufosforylowanego biatka
STATS3 przeprowadzono polgodzinng inkubacje komorek HUVEC
z Hyperinterleuking-6 (10ng/ml). W celu potwierdzenia aktywacji $ciezki sygnatowej
JAK/STAT przez Hyperinterleuking-6 przeprowadzono reakcje z inhibitorem badanej
sciezki. Komorki HUVEC inkubowano przez 15 minut z kukurbitacyng (10ng/ml), a po
zahamowaniu $ciezki JAK/STAT - przez 30 minut z H6. Nastgpnie komorki poddano
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zewnatrzkomérkowej (obecnos$¢ antygenéw adhezyjnych na powierzchni komorki)

1 wewnatrzkomodrkowej (ocena fosforylacji biata STAT3) analizie cytometryczne;.

3.2.2 Cytometria przeplywowa

3.2.2.1 Oznaczanie fenotypu komorek srodblonka

Fenotyp komoérek HUVEC okreslano za pomocg wieloparametrycznej
Cytometrii przeptywowej. Wykorzystano mysie anty-ludzkie sprz¢zone z FITC 1 PE
przeciwciata monoklonalne przeciwko charakterystycznym dla komorek HUVEC
antygenom powierzchniowym: HLA ABC (BD 555553), HLA DRDPDQ (555558),
CD29 (BD 556049), CD31 (555446), CD54 (BD 555511), CD104 (BD 55520), CD130
(BD 555757), CD106 (BD 551146), CD146 (BD 550315). Ponadto, w pozywce znad
hodowli oceniano stezenie antygenu vWF wykorzystujac test Asserachrom

VWEF(Diagnostica Stago, Francja).

3.2.2.2 Ocena ekspresji antygenow zewnatrzkomoérkowych

Po inkubacji z H6 i kukurbitacyng komoérki HUVEC trypsynizowano,
wirowano i zawieszano w odczynniku do znakowania (ODZ) zawierajacym PBS, 0,8%
BSA 1 0,8% sodek azydku. 100ul ODZ zawierajacego analizowane komorki
inkubowano przez jedng godzing w ciemnosci z mysimi przeciwciatami (BD
Biosciences) sprzezonymi z fikoerytryng (PE) lub izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
skierowanym przeciw ludzkim antygenom powierzchniowym komorek $rddbtonka
naczyn CD54, CD62E 1 CDI106. Po inkubacji proby przeptukiwano 2ml ODZ,
wirowano a nastgpnie zawieszano w 300ul PBS. Do analizy uzyto cytometru
przeptywowego firmy Becton Dickinson (BD Biosciences FACSCanto™). Ekspresj¢
antygenow powierzchniowych przedstawiano jako $rednig warto$¢ fluorescencji (MFI)

1 procent pozytywnych komorek.
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3.2.2.3 Ocena antygenéw wewnatrzkomoérkowych

Komorki HUVEC tryspsynizowano, inkubowano z H6 i kukurbitacyna,
a nastepnie permabilizowano z uzyciem odczynnikow BD ™Phosflow Perm Buffer |
Fix Buffer (BD Biosciences) wedlug protokotu producenta.

Nastepnie komoérki zawieszano w 0,5ml ODZ, dodawano 0,5ml Fix Buffer,
inkubowano 30 min w 37°C i wirowano 3-krotnie (10 minut, 250xg). Zawiesing
komorek (100ul) inkubowano przez 1 godzing w ciemnosci z przeciwcialami
znakowanymi barwnikiem AlexaFluor 647 skierowanym przeciw ufosforylowanej
formie biatka STAT3 Y705 (BD557815). Analize cytometryczng przeprowadzono jak

wyzZej.

3.2.3 lzolacja RNA

W celu oceny poziomu transkryptow czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E
i CD106 przed i po stymulacji H6, z komorek izolowano calkowity RNA stosujac
zmodyfikowang metode Chomczynskiego i Sacchi [121]

W skrocie, komorki poddano lizie w 1ml mieszaniny fenolu i izotiocyjanianu
guanidyny (TRItidy, AppliChem). Nastepnie dodawano 200ul chloroformu. Proby
intensywnie mieszano i inkubowano 10 min. do rozdzielenia faz. Po inkubacji proby
wirowano (15 min., 4°C, 12000xg). Uzyskano 3 warstwy:

. faze wodng w ktorej znajdowato si¢ RNA

. interfaze zawierajagcg DNA

o faze¢ fenolowo-chloroformowsg zawierajacg biatko 1  elementy

subkomorkowe.

Do dalszych etapéw izolacji ostroznie pobierano faze wodng i przenoszono
do nowych proboéwek. RNA wytracano poprzez dodanie izopropanolu wedtug proporcji
1:1+50ul. Proby mieszano 1 umieszczano W -20°C na godzing. Wytracone RNA
wirowano przez 15 min. w 4°C przy 12000xg. Supernatant usuwano, a o0sad
przemywano 1ml zimnego 75% etanolu, wirowano w 4°C przez 10 min. przy 7000xg.
Osad suszono a nastgpnie rozpuszczano w 25ul HyO pepc | inkubowano w 4°C

przez godzing.
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3.2.4 Oznaczenie stezenia RNA

Proby rozcienczano dwustukrotnie (995ul + 5ul RNA). Stezenie RNA
oznaczano spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 260nm. Stopien zanieczyszczenia
biatkiem obliczano na podstawie stosunku absorbancji Azeo/Azs0. Pomiaru dokonywano

wzgledem H,0, w ktdrej rozpuszczono RNA.

3.2.5 Odwrotna transkrypcja

Catkowity RNA przepisywano na komplementarny DNA (cDNA) w reakcji
odwrotnej transkrypcji (RT PCR), stosujac odwrotng transkryptaze wirusa mysiej
biataczki Maloneya (MMLV, Maloney Murine Leukemia Virus) wchodzacej w sktad
zestawu VerteKit (Novazym, Polska).

Reakcje RT PCR przeprowadzono wedhug nastepujacego protokotu:

Do 1 pg RNA dodawano 1pl mieszaniny heksamerow i1 uzupetniono do 18ul
wodg dejonizowang wolng od RNaz. Proby utrzymywano w 70°C przez 5 minut w celu
denaturacji  fragmentow  dwuniciowych.  Nastepnie = dodawano  mieszaning
transkrypcyjng (bufor MMLV, 1,5mM mieszaniny nukleotydow (dNTP)), 100U
odwrotnej transkryptazy do koncowej objetosci 25 ul. Tak przygotowane préby
umieszczano na 10 minut w 25 °C, celem przylaczenia heksameréw do matrycy.
Synteze c¢cDNA prowadzono w 37 °C przez 60 min. (temperatura optymalna
dla. MMLYV). Odwrotng transkryptaze inaktywowano przez 10 min. w 70°C,
aby nie dochodzito do syntezy nieswoistych produktow.

Tak otrzymane cDNA przechowywano w -20 °C.

3.2.6  Amplifikacja cDNA w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji badanych genéw oznaczano technika RT-qPCR za pomoca
aparatu LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Niemcy).

Do reakcji uzyto polimerazy typu hot-start. Charakteryzuje si¢ ona brakiem
aktywno$ci W temperaturze ponizej 75°C. Do aktywacji enzymu dochodzi w czasie

10 min. preinkubacji w temp. 95°C. Etap ten ma na celu odciecie grup blokujacych
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aktywno$¢ enzymu. Zastosowanie ukladu hot-start zapobiega powstawaniu
nieswoistych produktow w trakcie przygotowywania mieszaniny reakcyjne;.

Powstawanie produktow PCR monitorowano poprzez pomiar sygnalu
fluorescencji emitowanej przez sondy zastosowane w reakcji. Uzycie swoistych sond
hydrolizujacych  (TagMan®),  znakowanych  fluorescencyjnie  umiejscowionych
pomigdzy parg starterow PCR, rozwigzalo problem nieswoistosci fluorescencyjnej
obecnej przy zastosowaniu barwnika SYBR Green |. W metodzie TagMan
wykorzystuje si¢ swoistg dla amplifikowanego fragmentu DNA sonde, wyznakowang
na koncach czasteczkami fluorochroméw. Na koncu 5° sondy znajduje si¢ barwnik
reporterowy, a na koncu 3’ czasteczka wygaszajaca fluorescencje. Kiedy sonda
jest nienaruszona, wygaszacz znajdujacy si¢ blisko reportera, wygasza jego
fluorescencje. Podczas reakcji PCR sonda zostaje zdegradowana dzigki aktywnosci
5’nukleazowej polimerazy. Rozdzial obu fluorochroméw umozliwia emisje
fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji monitorowany jest po kazdym
zakonczonym cyklu elongacji. Poziom fluorescencji jest wprost proporcjonalny
do ilosci powstajacego produktu.

Dzigki pomiarom fluorescencji mozliwe jest monitorowanie przebiegu reakcji
qPCR, w ktorej wyr6zniamy 3 etapy:

| - w poczatkowych cyklach nie obserwuje si¢ przyrostu ilosci produktu,

Il - logarytmicznego wzrostu — obserwuje si¢ bardzo szybki przyrost

fluorescencji. Moment, w ktérym reakcja amplifikacji wchodzi w te faze (Cp —

crossing point) zalezy wytacznie od poczatkowej ilosci matrycy. Porownanie

warto$ci Cp pozwala na oznaczenie ilosci specyficznego cDNA w kazdej

z badanych prob.

Il - plateau — faza zahamowania przyrostu ilosci produktu, a przez to roOwniez

fluorescencji, spowodowang wyczerpywaniem si¢ substratow reakcji

amplifikacji.

W  celu okredlenia wydajno$ci reakcji oraz okreslenia zalezno$ci
Cp od poczatkowej ilosci matrycy wykonano krzywe standardowe z uzyciem kolejnych
rozcienczen cDNA.

W ocenie ekspresji poshigiwano si¢ wzgledng metoda ilosciowa (relative
quantification) pozwalajaca na ustalenie wzglednej roznicy miedzy badanymi probami

(krotno$ci wzrostu, zmiany ilosci specyficznego ¢cDNA po zastosowaniu substancji
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badanych). Wyniki oznaczen ilo§ciowych badanych cDNA normalizowano wzgledem
gen6w konstytutywnych (house-keeping). Jako standard wewnetrzny zastosowano
cDNA genu kodujacego deaminaz¢ porfobilinogenu (PBGD, porphobilinogen
deaminase).

Reakcje real-time qPCR przeprowadzano przy pomocy zestawu odczynnikow
LightCycler480 Probes Master (Roche Diagnostics, Niemcy). Mieszanina reakcyjna
zawierala:

o 2ul H,O

o 5ul LightCycler480 Probes Master

o 0,5ul swoistych starterow + 0,5ul swoistej sondy (Tab.2)

. 2ul cDNA

Reakcje przeprowadzono wedtug protokotu zalecanego przez producenta.

Tab. 2. Startery i sondy wykorzystane w reakcji real-time PCR

cDNA Amplikon Startery F (forward) i R (reverse)
hCD54 F: 5> CCTTCCTCACCGTGTACTGG 3’
sonda 71 sont R: 5> AGCGTAGGGTAAGGTTCTTGC 3’
hCD62E F: 5> GCAAGAAGAAGCTTGCCCTA 3’
sonda 27 ot R: 5> TGGCCACTGCAGGATGTAT 3°
hCD106 F: 5 TTGCTGTGAGCAAGAAGTCAA 3’
sonda 27 nt R: 5> GTTCTCTCATCTTGATGGCAGTT 3’
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3.3 Ocena wplywu H6 na aktywno$¢ promotorow czasteczek

adhezyjnych srodblonka
3.3.1 Klonowanie

Schemat produkcji wektoréw stuzacych do analizy aktywno$ci promotorow
gendéw badanych czasteczek obejmuje:

o namnozenie badanych fragmentéw promotoréw w reakcji PCR

o klonowanie insertow do wektora przejsciowego pGEM-T easy

o trawienie restrykcyjne insertu i wektora pGL3

J ligacje insertu 1 wektora

J transformacje bakterii

3.3.1.1 PCR ze swoistymi starterami

W celu wklonowania badanych fragmentow promotorow do wektora
plazmidowego, cDNA otrzymane z komérek HUVEC poddano reakcji amplifikacji.
Startery do reakcji PCR zawierajagce miejsca restrykcyjne (Tab.3) zostaly
zaprojektowane przy pomocy programu Oligo i zsyntetyzowane chemicznie.
Temperatury przylaczania starterOw ustalono na podstawie PCR w gradiencie
temperatur. Reakcje PCR przeprowadzono z uzyciem polimerazy Fermentas.

Czas wydluzania nici w kazdym przypadku wynosit 30 sekund. Prowadzono
35 cykli reakcji.

Wyniki reakcji oceniano po rozdziale elektroforetycznym w 2% zZelu

agarozowym i wizualizacji bromkiem etydyny w swietle UV.
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Tab. 3. Sekwencje starterow uzytych do reakcji PCR

Startery Sekwencja Opis

5> CA ACGCGT GCCGCCACC CCG Obejmuje sekwencje wigzania STAT
CD54/STAT F ATT GCT TTA GCT TGG AA 3’

5> CA ACGCGT GCCGCCACC AGC Nie obejmuje sekwencji STAT
ACCGCCCCTTGGC

37

CD54 F

5> CA AAGCTT AAC TCT GAG TAG

CD54R CAG AGG AGY

57 CA GCTAGC GCCGCCACC CGA Obejmuje sekwencje wigzania STAT
TAT AAA GGC ATG GAC 3’
5 CA GCTAGC GCCGCCACC GGA Nie obejmuje sekwencji STAT

CDG62E/STAT F

CD6ZE F TGC CAT TGG GGA TTT 3’
5" CA AAGCTT CAA GAG TTC TTT
CD6ZER TCA CCC AAA G 3
CDIOBISTATE 5 CA ACGCGT GCCGCCACC CAC Obejmuje sckwendje wigzania STAT
ATT GGA TTC AGA AAG 3’
CD106 F 5 CA ACGCGT GCCGCCACC AAG Nie obejmuje sekwencji STAT
ATG AGG AAA AGC CTG TA 3’
5" CA CTCGAG GAC CAT CTT CCC
CD106 R AGG CAT TT 3’

3.3.1.2 Klonowanie produktéw PCR do wektora reporterowego pGL3 zawierajacego

gen lucyferazy

Produkty PCR klonowano do wektora pGEM-t easy. Wklonowanie DNA
do wektora mialo za zadanie przygotowanie konstruktu do sekwencjonowania,
a takze do oceny ekspresji genu reporterowego lucyferazy (wektora pGL3).
Do reakcji PCR uzyto polimerazy aTag (Fermentas), ktora dzigki aktywnos$ci
terminalnej transferazy dodaje dodatkowe reszty adenylowe na 3’ koncach produktu.
Wektor pGEM-T easy jest przeciety i ma na swoich 5’ koncach reszty tymidynowe,
co zwieksza prawdopodobienstwo potaczenia z produktem PCR. Procedure ligacji
przeprowadzono zgodnie z instrukcja zataczong przez producenta.

W przypadku tworzenia konstruktow do testow z genem reporterowym pGL3,
klonowanie polegato na wygenerowaniu przez endonukleazy restrykcyjne tzw. ,lepkich
koncow” zardwno w insercie jak i w wektorze, a nastgpnie ich ligacje.

W przypadku przygotowania wektora do wklonowania fragmentu promotora
czasteczki CD54 uzyto enzymow Mlul i HindIII; fragmentu promotora CD62E — Nhel
i Hindlll, a CD106 — Mlul i Xhol. Tak przygotowane plazmidy poddano defosforylacji
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wedlug protokolu producenta (FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase,
Fermentas) i oczyszczaniu po reakcji enzymatycznej przy pomocy zestawu Clean-up
firmy A&A Biotechnology. W powstale miejsca wprowadzano sekwencje promotorow
genow, wycigtych przy pomocy tych samych enzyméw restrykcyjnych z wektora
PGEM-T easy. Poprawnos¢ klonowania insertu do wektora transferowego sprawdzono
przez sekwencjonowanie powstatych klonow.

Ligacje przeprowadzono przy pomocy T4 DNA ligazy (Fermetas)
(Tab.4, Ryc.7).

Tab. 4. Enzymy i bufory uzyte do trawienia (Fermentas)

Startery Enzym Bufor
CD54/STAT F Mlul

CD54 F Mlul R
CD54 R Hindlll
CD62E/STAT F Nhel

CD62E F Nhel Tango
CD62E R Hindlll

CD106/STAT F Miul

CD106 F Miul R
CD106 R Xhol
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Promotor
CD62E

:'.] } Promotor
CD54

pGL3-Basic
Vector

(4818bp)

Promotor
CD106

pGL3-Basic
Vector

Ryc. 7. Schemat klonowania fragmentéw promotoréw czasteczek adhezyjnych CD54,
CD62E i CD106 do wektora reporterowego pGL3 zawierajgcego gen lucyferazy.

3.3.1.3 Transformacja komorek kompetentnych

Transformacje bakterii kompetentnych E.coli szczepu DHS5a (Invitrogen)
plazmidami stosowanymi w pozniejszych doswiadczeniach przeprowadzono metoda
heat-shock. Po rozmrozeniu bakterii kompetentnych do zawiesiny komérek dodawano
2,5ul ligacji i inkubowano 30 min. na lodzie. Nastepnie proby ogrzewano przez 30 sek.
w 37°C po czym gwaltownie schlodzono na lodzie. Do mieszaniny dodawano 150ul
medium SOC i inkubowano przez 1 godz. w 37°C przy ciaglym wytrzasaniu. 20-200u1
mieszaniny przenoszono na ptytke¢ agarowa z LB z dodatkiem ampicyliny, ktéra shuzyta
jako czynnik selekcyjny Ptytki inkubowano w 37°C przez noc, po czym zawieszano
pojedynczg koloni¢ bakteryjng w 3ml medium LB z ampicyling. Po 8 godz. inkubacji
w 37°C z wytrzasaniem bakterie przenoszono do wigkszej objetosci pozywki

1 kontynuowano hodowle do nastgpnego dnia.
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3.3.1.4 lzolacja plazmidowego DNA

3.3.1.4.1 Miniprep

W celu oceny wyizolowanych plazmidow (analiza restrykcyjna,
sekwencjonowanie), izolowano plazmidowy DNA z 3ml hodowli bakteryjnej.

Izolacje plazmidowego DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu do izolacji
z mini-hodowli firmy A&A Biotechnology wedlug protokolu dotaczonego
przez producenta. Zawiesing bakterii wirowano przy 4000xg przez 1 min.,
a osad rozpuszczono w 200ul buforu L1. Nastepnie prowadzano liz¢ alkaliczng bakterii
uzywajac buforu lizujagcego (L2), dodawano 400ul buforu GL3 i wirowano (12000xg, 1
min). Supernatant naktadano na kolumienki i wirowano przez 10 minut przy 10000xg.
Po przemyciu roztworem W i Al, z kolumienek eluowano zwigzane na zlozu
plazmidowe DNA niewielkg objetoscig sterylnej H,O. Stezenie plazmidow oznaczano
przy uzyciu zestawu odczynnikoéw 1 aparatu Quibit. Tak przygotowany plazmidowy
DNA poddawano analizie restrykcyjnej a nastepnie sekwencjonowaniu w Wydziatowe;j
Pracowni Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu.

3.3.1.4.2 Midiprep

Plazmidowe DNA przeznaczone do transfekcji komorek izolowano
przy uzyciu zestawu odczynnikéw Midiprep A&A Biotechnology (Polska).

Hodowle bakteryjng (100ml) wirowano (7500xg, 20min), a nast¢pnie osad
zawieszano w 5ml roztworu LI1. Lize bakterii prowadzono w 5ml roztworu L2,
a nastgpnie neutralizowano dodajac 5ml roztworu L3 i nakladano na wkiad filtrujacy.
Po wirowaniu (1500xg, Smin) przesacz nakladano na kolumne. Po filtracji kolumng
plukano 20 ml roztworu K2. Plazmid eluowano poprzez dodanie 6ml roztworu K3.
Plazmidowy DNA wytracano izopropanolem i wirowano przez 30 min. przy 8000xg.
Osad przeptukiwano schlodzonym 70% etanolem, ponownie wirowano, osuszano,

a nastgpnie rozpuszczano w 300ul dejonizowanej H,0.
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3.3.2 Transfekcja komérek

Komorki HUVEC transfekowano przy uzyciu zestawu odczynnikéw FuGene
HD (Roche) zgodnie z protokotem zalgczonym przez producenta. Komorki wysiewano
na ptytki 6-dotkowe w ilosci 500 tys. komodrek na dotek. Po 24-godz. hodowli komorki
transfekowano wektorami reporterowymi pGL3 zawierajacymi gen lucyferazy $wietlika
(Photinus pyralis) pod kontrolg fragmentow promotorow czasteczek CD54, CD62E
i CD106 zawierajagcych lub niezawierajagcych miejsca potencjalnie wigzgce bialtka
STAT3. Wydajno$¢ transfekcji oceniano na podstawie luminescencji emitowanej przez
lucyferaze pochodzaca z zebroptawa (Renilla reniformis) wprowadzong do komoérek
przy pomocy wektora referencyjnego pRL-TK.

3.3.3 Pomiar aktywnosci lucyferazy

Badanie aktywno$ci promotorow badanych czasteczek przeprowadzano
z uzyciem zestawu odczynnikow Dual Luciferase Reporter Assay System (DLR™
Assay Promega) przy pomocy luminometru (Tuner BioSystems, USA).

Po 48 godzinach inkubacji, transfekowane komorki poddawano lizie z uzyciem
100 pl Passive Lysis Buffer 1x. Pomiar aktywnosci obu lucyferaz polegat na podaniu
odpowiedniego substratu i ocenie intensywnosci emitowanej luminescencji. Aktywnos¢
lucyferazy Firefly byta wprost proporcjonalna do aktywnosci promotoréw badanych
genow. Wyniki przedstawiano jako iloraz wartosci pomiarow aktywnosci lucyferaz
Firefly/Renilla.

W  doswiadczeniach analizujagcych  aktywno$¢ promotoréw  wartos¢

luminescencji emitowanej przez komoérki kontrolne (pusty plazmid pGL3) przyréwnano

do 1.
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3.4 Badanie miejsc wigzacych bialko STAT3 w obrebie promotoréw

genow czasteczek adhezyjnych
3.4.1 Przygotowanie ekstraktéw jadrowych

Ekstrakty biatek jadrowych przygotowano wedhig dwuetapowego protokotu.
W pierwszym etapie komorki umieszczono w roztworze hipotonicznym, a nastepnie w
roztworze o duzym stezeniu soli. Subkonfluentne hodowle komoérek HUVEC
(szalka $rednicy 10cm) stymulowano przez 3 godziny H6.

Komorki przemywano PBS 1 trypsynizowano. Osad komorek rozpuszczano w
1ml buforu A (10mM HEPES pH 7,9, 10mM KCI, 0,1mM EDTA, 0,1mM EGTA, 1mM
DTT, 0,ImM inhibitor proteaz) i inkubowano 20 minut na lodzie. Nastepnie proby
intensywnie mieszano, a komoérki rozdrabniano przy pomocy Strzykawki z igla
insulinows. Proby wirowano przez 2 min. w 4°C przy 7000 rpm. Supernatant
zawierajacy bialka cytoplazmatyczne oczyszczano przez wirowanie (13000rpm, 4°C,
20min) 1 zamrazano w -80°C. Osad, zawierajacy biatka jadrowe, zawieszano w 1ml
buforu C (20mM HEPES pH 7,9, 400mM NaCl, ImN EDTA, 0,1mM EGTA, 1mM
DTT, 0,1mM inhibitor proteaz) i intensywnie mieszano w 4°C przez 30 min. Nastepnie
proby wirowano (13000rpm, 20min, 4°C) i zamrazano w -80°C. Stezenie biatka
w probie oznaczano metoda fluorymetryczng z zastosowaniem Quant-iT™ Protein

Assay Kit i aparatu QUBIT quantitation platform (Invitrogen).

3.4.2 Przygotowanie i znakowanie izotopowe sondy

Sondy zsyntetyzowano przez firm¢ TIB MOLBIOL (Polska). Sekwencja sond

odpowiadala miejscom wigzania bialek STAT w obrgbie promotoréw genow czasteczek

adhezyjnych CD54, CD62E i CD106 (Tab.5).
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Tab. 5. Sekwencje sond uzytych w analizie miejsc wigzania biatka STAT w obrebie
promotoréw genow czasteczek adhezyjnych

Sonda Sekwencja

CD54F 5> AGG TTT CCG GGA AAG CAGC3
CD54R 5> GCT GCT TTC CCG GAA ACCT 3’
CD62EF 5> TGG ATA TTC CCG GGA AAGTT 3’
CD62ER 5> AACTTT CCC GGG AAT ATCCA 3
CD106F 5’TTT ATC TTT CCA GTA AAG AT 3’
CD106R 5> ATCTTT ACT GGA AAG ATAAA Y

Kazdg ni¢ oligonukleotydu rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz
do stezenia 100pM/ul 1 pozostawiano na lodzie przez 30 minut. Nast¢pnie mieszano
obie nici i pozostawiano w termobloku w 95°C przez 10 min. Wyznakowane sondy
przenoszono nastepnie do temp. pokojowe;.

Sondy znakowano przy uzyciu izotopu o*’P-dATP i polimerazy Klenowa
poprzez 30 min. inkubacjg w 37°C. Przygotowane sondy oczyszczano z niezwigzanych

nukleotydow (Mini Quick Spin Columns, Roche)

3.4.3 Przygotowanie probek do elektroforezy

Proby do elektroforezy przygotowano wedtug nastgpujacego protokotu:

Do probowki dodawano 10ug biatka z ekstraktow jadrowych, 12ul mieszaniny
reakcyjnej (4ul buforu wiazacego, 2ul BSA, 6ul H,O) Iul polydldC (2ug/ul),
1,5ul H2O i inkubowano 20 min. w temp. pokojowej. Nastgpnie dodawano 1,5 pl
izotopowo znakowanej sondy i inkubowano w temp. pokojowej przez 45 min.
W przypadku eksperymentu retardacji zelowej ze Sswoistymi przeciwciatami anty-
STAT3 (supershift assay), przeciwciala dodawano do préob przed dodaniem
radioaktywnie znakowanej sondy 1 przeprowadzano dodatkowa inkubacje przez godz.

w temp. pokojowej (stosunek ekstraktu jadrowego do przeciwciata 2:1).
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3.4.4 FElektroforeza probek

Do rozdzialu elektroforetycznego uzyto 4% zelu poliakryloamidowego
w stosunku akryloamidu do bisakryloamidu 19:1. Proby rozdzielano w 0,5x buforze
TBE (250mMTrisHCI, 1,9M glicyna, 10mM EDTA) w 4°C (niska temperatura
zwigksza stabilno$¢ komplekséw bialko-sonda). Nastepnie zel suszono w prdézni

(80°C, 45 min.) i poddawano autoradiografii w -80°C przez 24 godz. (klisze Kodak).

3.5 Analiza wplywu H6 na adhezje i transmigracje limfocytow
3.5.1 Izolacja limfocytow

Komorki jednojadrzaste izolowano z 10 ml krwi zylnej zdrowych dawcow
metoda separacji w gradiencie Ficollu.

W celu oddzielenia limfocytow od monocytow i makrofagéw, wykorzystano
zdolnos¢ komorki zawieszono w medium RPMI i posiewano na 10cm plytke Petriego.

Po godzinnej inkubacji w 37°C pobierano supernatant zawierajacy limfocyty.

3.5.2 Znakowanie limfocytow

Do znakowania limfocytow uzyto  barwnika fluorescencyjnego PKH26
o dhigosi fali widma emisyjnego 567 nm (SigmaAldrich) wedlug procedury
dostarczonej przez producenta. PKH26 taczy si¢ z ogonami lipidowymi na powierzchni

btony komoérkowe;.

3.5.3 Test adhezji

Komorki HUVEC naktadano na ptytki 48 dotkowe w liczbiei 50 tys. na dotek
i hodowano do dnia nastgpnego, po czym do hodowli dodawano IL-6 lub w stezeniu
30ng/ml. Nastgpnie na aktywowane komoérki HUVEC naktadano wyznakowane
limfocyty ilosci 5 limfocytow na 1 komorke srodblonka. Adhezje komorek analizowano
w rdznych odstepach czasowych: 30 minut, 1 godzina, 15 godzin. Po inkubacji komorki

odptukiwano przy pomocy PBS. Adhezje limfocytéw do komorek §rodblonka oceniano
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w mikroskopie fluorescencyjnym (Nikon..). Oceng ilosciowa prowadzano w cytometrze
przeptywowym (FACS, BD Biosciences). Przed analiza cytometryczng, komorki
adherentne odtrawiano od podioza trypsyna w celu uzyskania pojedynczych komorek

w zawiesinie [122]. Do$wiadczenie powtarzono 3-krotnie.
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4 WYNIKI

4.1 Analiza fenotypowa komorek srodblonka

W hodowli pierwotnej komoérki srodbtonka po 5 dniach uzyskaly konfluentna,

pojedynczg warstwe. Na rycinie 8 przedstawiono morfologie hodowanych komorek.

Ryc. 8. Obraz z mikroskopu kontrastowofazowego przedstawiajgcy hodowle pierwotng HUVEC
(powiekszenie 4x).

Po uwolnieniu komérek HUVEC z naczynia hodowlanego, oceniano ekspresje
charakterystycznych ~ antygenéw  powierzchniowych. Stwierdzono:  wzrost
intensywnos$ci fluorescencji oraz odsetek komorek reagujacych z przeciwcialami:
CD146, CD54, CD130, CD31, CD29, HLA ABC (Ryc.9). Najwicksza ekspresje
obserwowano w przypadku antygenéw CD31, CD146 i CD54, posrednia dla: CD130,
CD29, HLA ABC. Nie stwierdzono obecnos$ci antygenow CD106, CD104 i HLA
DRDPDQ (Ryc.9,10).
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Ryc. 10. llosciowa analiza  ekspresji charakterystycznych antygenéw

powierzchniowych komérek HUVEC

Wyniki przedstawione na wykresie stanowig srednig ze wszystkich wykonanych izolacji +SD.
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Wplyw H6 na poziom ufosforylowanego biatka STAT3

Inkubacja komérek HUVEC z H6 spowodowala istotny statystycznie wzrost
poziomu fosforylacji biatka STAT3 (Ry.11). Podanie kukurbitacyny w wysokim
stopniu zahamowato fosforylacj¢ biatka STAT3. Z kolei podanie H6 na zahamowang
sciezke JAK/STAT nie skutkowalo istotnym statystycznie wzrostem poziomu

fosforylacji analizowanego biatka (procentu STAT3-P pozytywnych komorek).

A B
Wplyw aktywacji Sciezki JAK/STAT Whptyw aktywacji Sciezki JAK/STAT
na poziom STAT3-P na poziom STAT3-P
o 70 p=0,0088 p=0,0014 1,2
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Ryc. 11. Analiza ilosciowa aktywacji $ciezki sygnatlowej JAK/STAT na poziom
wewnatrzkomoérkowego poziomu ufosforylowanego biata STAT3 (STAT3-P) w komérkach
HUVEC. A - procent STAT3-P pozytywnych komoérek, B — $rednia warto$¢ fluorescencji
komoérek . H6 — aktywator Sciezki JAK/STAT, C — kukurbitacyna, inhibitor $ciezki JAK/STAT.
Wyniki stanowig $rednig z trzech doswiadczen 1SD. W analizie $redniej wartosci
fluorescencyjnej odjeto wartosci MFI komdérek nieznakowanych w celu bardziej przejrzystej
wizualizacji wynikow.
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Ryc. 12. Analiza cytometryczna wewnatrzkomérkowego poziomu ufosforylowanego
biatka STAT3 w komoérkach HUVEC poddanych dziataniu aktywatora i inhibitora sciezki
JAK/STAT.

H6 — komodrki poddane pdéigodzinnej inkubacji z H6; C — komorki poddane 15 minutowej
inkubacji z  kukurbitacyng; C+H6 — komorki poddane 15 minutowej inkubacji
z kukurbitacynag, a po zahamowaniu $ciezki JAK/STAT poéigodzinnej stymulacji przy pomocy
Hyperinterleukiny-6
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4.2 Wplyw aktywacji Sciezki JAK/STAT na poziom ekspresji

antygenow na powierzchni srodblonka naczyn

W doswiadczeniu tym oceniano ekspresje antygenow CD54, CD62E i CD106
na powierzchni komérek HUVEC po stymulacji H6. W celu potwierdzenia udziatu
sciezki JAK/STAT w regulacji ekspresji czasteczek adhezyjnych srodblonka, przed
dodaniem H6 przeprowadzono godzinng inkubacj¢ komérek HUVEC z kukurbitacyna.
Nastepnie podano H6 na 24 godziny. Dzigki preinkubacji wyeliminowano mozliwos¢
pobudzenia $ciezki sygnalowej JAK/STAT 1 w zwigzku z tym regulacji ekspresji
zaleznych od niej genow.

Analiza cytometryczna komorek $rodblonka stymulowanych H6 wykazata
istotne statystycznie zmiany ekspresji trzech analizowanych czgsteczek adhezyjnych.

H6 spowodowala istotny statystycznie, ponad 3-krotny wzrost ekspresji
antygenu CD54 na powierzchni $rddblonka naczyn. Przy preinkubacji komorek z
kukurbitacyng nie zaobserwowano wzrostu poziomu ekspresji antygenu CD54 na

powierzchni komoérek po dodaniu H6 (Ryc.13,14).
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Ryc. 13. Analiza ilosciowa aktywacji sciezki sygnatowej JAK/STAT na poziom ekspresji
antygenu CD54 na powierzchni srédbtonka naczyn.

A — odsetek komorek CD54 pozytywnych, B — $rednia wartos¢ fluorescencji komérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora: H6 i inhibitora: C sciezki JAK/STAT.

Wyniki wyrazono jako $rednig z trzech doswiadczen 1SD. W analizie $Sredniej wartosci
fluorescencyjnej odjeto wartosci MFI komorek nieznakowanych w celu bardziej przejrzystej
wizualizacji wynikow.
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brak stymulacji H6
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Ryc. 14 Analiza cytometryczna poziomu antygenu CD54 na powierzchni komérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora iinhibitora sciezki JAK/STAT.

H6 — komorki poddane 24-godzinnej inkubacji z Hyperinterleuking-6; C — komérki poddane
godzinnej inkubacji z kukurbitacyng; C+H6 — komdrki poddane godzinnej inkubaciji
z kukurbitacyng, a po zahamowaniu $ciezki JAK/STAT stymulacji przy pomocy
Hyperinterleukiny-6.
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Podobne wyniki otrzymano w przypadku dwodch pozostatych analizowanych
antygenow: CD62E i1 CD106.

Inkubacja z H6 spowodowata 3-krotny wzrost poziomu ekspresji antygenu
CDG62E. Z kolei w obecnosci inhibitora $ciezki JAK/STAT nie obserwowano istotnego

statystycznie wzrostu poziomu ekspresji powyzszego antygenu (Ryc.15,16).

A B
Wplyw aktywacji Sciezki JAK/STAT na Whplyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na
poziom ekspresji CD62E poziom ekspresji CD62E
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Ryc. 15. Analiza ilosciowa aktywacji sciezki sygnatowej JAK/STAT na poziom ekspresji
antygenu CD62E na powierzchni srédblonka naczyn.

A - odsetekCD62E pozytywnych komoérek, B — srednia warto$¢ fluorescencji komérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora ( H6) i inhibitora (kukurbitacyny — C) sciezki JAK/STAT.

Wyniki wyrazono jako Srednig z trzech doswiadczen +SD. W analizie Sredniej wartosci
fluorescencyjnej odjeto wartosci MFI komorek nieznakowanych w celu bardziej przejrzystej
wizualizacji otrzymanych wynikéw.
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Ryc. Analiza cytometryczna poziomu antygenu CD62E na powierzchni komérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora iinhibitora sciezki JAK/STAT.

H6 — komorki poddane 24-godzinnej inkubacji z H6; C — komorki poddane godzinnej inkubacji z
kukurbitacyna; C+H6 - komorki poddane godzinnej inkubacji
z kukurbitacyng, a po zahamowaniu $ciezki JAK/STAT stymulacji przy pomocy
Hyperinterleukiny-6
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Po stymulacji komérek HUVEC H6 zaobserwowano ok.1,5-krotny wzrost
poziomu ekspresji antygenu CD106 na ich powierzchni. Podobnie jak w przypadku
CD54 i CD106, po zahamowaniu $ciezki JAK/STAT, H6 nie wptyngta na istotng

statystycznie zmiang poziomu ekspresji badanego antygenu.

A B
Whptyw aktywacji sciezki JAK/STAT na Whptyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na
poziom ekspresji CD106 poziom ekspresji CD106
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Ryc. 17. Analiza ilosciowa aktywacji $ciezki sygnatlowej JAK/STAT na poziom ekspresji
antygenu CD106 na powierzchni sréodbtonka naczyn.

A - procent CD106 pozytywnych komérek, B — $rednia warto$¢ fluorescencji komérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora ( H6) i inhibitora (kukurbitacyny — C) sciezki JAK/STAT.

Wyniki wyrazono jako $rednig z trzech doswiadczen +SD. W analizie $redniej wartosci
fluorescencyjnej odjeto wartosci MFI komorek nieznakowanych w celu bardziej przejrzystej
wizualizacji otrzymanych wynikow.
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Ryc. Analiza cytometryczna poziomu antygenu CD106 na powierzchni komoérek HUVEC
poddanych dziataniu aktywatora iinhibitora $ciezki JAK/STAT.

H6 — komorki poddane 24-godzinnej inkubacji z Hyperinterleuking-6; C — komorki poddane
godzinnej inkubacji z kukurbitacyng; C+H6 - komorki poddane godzinnej inkubacji
z kukurbitacyng, a po zahamowaniu S$ciezki JAK/STAT stymulacji przy pomocy
Hyperinterleukiny-6
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4.3 Wplyw aktywacji Sciezki JAK/STAT na poziom transkryptow
antygenow CD54, CD62E i CD106

Wptyw aktywacji $ciezki sygnalowej JAK/STAT na poziom transkryptow
antygenow CD54, CD62E i CD106 badano poprzez 3-godzinng inkubacj¢ komorek
HUVEC z H6. Poziom transkryptow czasteczek adhezyjnych oznaczano metoda
RT-gPCR z zastosowaniem swoistych starterow i normalizowano wzgledem mRNA
genu referencyjnego - PBGD.

W wyniku 3-godzinnej inkubacji komorek z H6 zaobserwowano istotny

statystycznie, ponad 6-krotny wzrost poziomu transkryptu CD54 (Ryc.19).

Wptyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na
poziom transkryptu CD54
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Ryc.19. Wptyw aktywatora sciezki JAK/STAT — H6, na poziom transkryptu CD54
Komorki srédblonka naczynh inkubowano przez 3 godziny z 10ng/ml Hyperinterleukiny-6 ((H6)
i poréwnywano wzgledem komoérek nie poddanych dziatgniu substancji stymulujacej (K).
Wptyw badanej substancji na poziom transkryptu CD54 okreslono metodg RT-qPCR i
normalizowano wzgledem genu referencyjnego PBGD. Wyniki wyrazono jako Srednig z 4
doswiadczen +SD.
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Podobne wyniki otrzymano w przypadku antygenu CD62E. 3 godzinna
inkubacja komorek =z H6 przyczynita si¢ do istotnego statystycznie,

ponad dziewieciokrotnego wzrostu poziomu transkryptu CD62E (Ryc.20).

Wptyw aktywacji Sciezki JAK/STAT na
poziom transkryptu CD62E
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Ryc. 20. Wptyw aktywatora $ciezki JAK/STAT — H6, na poziom transkryptu CD62E
Komérki srodbtonka naczyn inkubowano przez 3 godziny z 10ng/ml Hyperinterleukiny-6 ((H6)
i poréwnywano wzgledem komoérek nie poddanych dziatgniu substancji stymulujgcej (K).
Wptyw badanej substancji na poziom transkryptu CD62E okreslono metodg RT-qPCR i
normalizowano wzgledem genu referencyjnego PBGD. Wyniki wyrazono jako $rednig z 4
doswiadczeh £SD.
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W przypadku czasteczki CD106 w komorkach HUVEC zaobserwowano
ok. 2-krotny wzrost ekspresji swoistego mRNA po stymulacji H6 (Ryc.21).

Wptyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na
poziom transkryptu CD106
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Ryc. 21. Wpltyw aktywatora s$ciezki JAK/STAT — H6, na poziom transkryptu CD106

Komérki srédbtonka naczyn inkubowano przez 3 godziny z 10ng/ml H6 i poréwnywano
wzgledem komoérek nie poddanych dziatgniu substancji stymulujgcej (K). Wptyw badanej
substancji na poziom transkryptu CD106 okreslono metodg RT-qgPCR i normalizowano
wzgledem genu referencyjnego PBGD. Wyniki wyrazono jako $rednig z 4 doswiadczen +SD.
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4.4 Analiza aktywnosci transkrypcyjnej promotorow antygenow

CD54, CD62E i CD106

4.4.1 Analiza komputerowa fragmentéw promotoréw antygenéw CD54, CD62E i
CD106

Za pomoca programu TFSEARCH, wersja 1.3, przeprowadzono analize
1000-nukleotydowych fragmentdw promotordéw czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E
i CD106 w celu ustalenia, czy czynniki transkrypcyjne STAT3 wigzg si¢ w obrgbie
sekwencji analizowanych promotorow.

Analiza sekwencji fragmentdw promotorow czasteczek adhezyjnych wykazata
miejsca wigzania bialek STAT w obrebie wszystkich analizowanych czasteczek.
W przypadku promotora czasteczki CD54, biatka STAT wiaza si¢ w regionie 35-44 nt
przed miejscem startu transkrypcji, czasteczki CD62E 151-161 nt przed miejscem startu
transkrypcji a dla czasteczki CD106 245-253 nt przed miejscem startu transkrypcji
(Ryc.22).
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A CGEAGGTITCC GEEAAAGCAG CACCGUCCCT TGGCCCCCAG GTEECTAGCE entry Score
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Ryc. 22. Analiza promotoréw czasteczek adhezyjnych CD54 (A), CD62E (B), CD106 (C)
przy pomocy programu TF Search wersja 1.3 w celu poszukiwania miejsc wigzania
bialek STAT.
Analiza komputerowa wykazata obecno$¢ miejsc wigzgcych biatka STAT we wszystkich
badanych czasteczkach (zaznaczone na z6ito) w réznych lokalizacjach od miejsca inicjacji
transkrypciji.
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4.4.2 Konstrukcja wektorow reporterowych

W pierwszym etapie tworzenia wektoroOw reporterowych zawierajacych
fragmenty promotorow czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E i CD106 potaczono
produkty PCR (wytrawione z wektora przejSciowego pGEM-Teasy) z wlasciwymi
miejscami restrykcyjnymi wektora pGL3. Wielko$¢ uzyskanych produktow reakcji PCR
analizowano w 2% zelu agarozowym wzglgdem markera masy DNA
I przedstawiono na Ryc. 23.

100bp VCST VC 100bp ICST 100bp IC 100bp EL ELST

<— 247pz

<—230pz <— 142pz

<—100pz

PCR PCR PCR

Ryc. Rozdziat elektroforetyczny produktow PCR

100bp — marker 100bp (Fermentas), VC ST-fragment promotora CD106 wigzacy biatko STAT
(376 pz), VC —fragment promotora CD106 bez miejsca wigzania biatka STAT (236 pz), IC ST-
fragment promotora CD54 wigzacy biatko STAT (230 pz), IC- fragment promotora CD54 bez
miejsca wigzania biatka STAT (100 pz), EL ST-fragment promotora CD62E wigzacy biatko
STAT (247 pz), EL- fragment promotora CD62E bez miejsca wigzania biatka STAT (142 pz).
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W  wektorze  przejsciowym  pGEM-Teasy  utworzono  fragmenty
z odpowiednimi miejscami restrykcyjnymi , umozliwiajacymi uzyskanie koncowego
konstruktu wektora reporterowego pGL3. W celu potwierdzenia prawidlowo
zrekombinowanych plazmidéw i braku mutacji we wklonowanych fragmentach,
wektory poddano sekwencjonowaniu.

Nastgpnie fragment promotora wytrawiono z wektora przejsciowego
PGEM t-easy i wklonowano do wektora reporterowego pGL3 zawierajagcego gen
lucyferazy pod fragmentami promotorow czasteczek adhezyjnych zawierajacych i
niezawierajacych miejsca wigzania biatek STAT. Przeprowadzona analiza restrykcyjna

I sekwencjonowanie potwierdzity poprawnos¢ powstatego konstruktu (Ryc.24).

100bp VCST VC 100bp IC ICST 100bp ELST 100bp EL

pGL3 pGL3 pGL3

Ryc. Rozdziat elektroforetyczny produktéw trawienia wektora pGL3 zawierajacego
fragmenty promotoréw badanych genow

100bp — marker 100bp (Fermentas), VC ST-fragment promotora CD106 wigzgcy biatko STAT,
VC —fragment promotora CD106 bez miejsca wigzania biatka STAT, IC ST- fragment
promotora CD54 wigzacy biatko STAT, IC- fragment promotora CD54 bez miejsca wigzania
biatka STAT, EL ST-fragment promotora CD62E wigzacy biatko STAT, EL- fragment
promotora CD62E bez miejsca wigzania biatka STAT
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443 Wplyw H6 na aktywno$¢ transkrypcyjna promotorow czasteczek
adhezyjnych CD54, CD62E i CD106.

Komorki linii pierwotnej $rodblonka naczyn stransfekowano wektorem
reporterowym pGL3 zawierajacym gen lucyferazy pod kontrolg fragmentow ludzkich
promotoréw czasteczek adhezyjnych. Do transfekcji uzyto szesciu réznych wektorow:
CD54 — fragment promotora czasteczki CD54 niezawierajacy miejsca wigzania biatka
STAT, CD54 STAT - fragment promotora czasteczki CD54 zawierajacy miejsce
wigzania biatka STAT, CD62E - fragment promotora czasteczki CD62E
nie zawierajacy miejsca wigzania biatka STAT, CD62E STAT - fragment promotora
czasteczki CD62E zawierajacy miejsce wigzania biatka STAT, CD106 - fragment
promotora czgsteczki CD106 niezawierajacy miejsca wigzania biatka STAT, CD106
STAT - fragment promotora czasteczki CD106 zawierajacy miejsce wigzania biatka
STAT. Najwyzsza wydajnos¢ transfekcji uzyskano przy proporcji odczynnika
transfekcyjnego do DNA 8:2 (ul FuGene:pg DNA) (Ryc. 25).

Wydajnos¢ transfekcji

250000
I _
© 200000
Q p<0,001
_§ 150000 —
3
o 100000 1l —
c
3
% 50000 I —
I
0
pGL3 ‘pRL-TK pGL3 ‘pRL-TK pGL3 ‘pRL-TK pGL3 ‘pRL-TK
H:D 4:2 6:2 8:2

FuGene HD/DNA (ul/ug DNA)

Ryc. 25. Wptyw stosunku ilosci FuGene/DNA na wydajnosé¢ transfekcji

Komérki HUVEC poddano kotransfekcji dwoma wektorami: wektorem pGL3 Basic
pozbawionym promotora i wektorem referencyjnym pRL-TK. Do transfekcji uzyto 3 réznych
stosunkéw FuGene HD/DNA (ul/ug DNA):4:2. 6:2 i 8:2. HD-kontrola bez dodania DNA.
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W wyniku pobudzenia aktywnosci $ciezki sygnalowej JAK/STAT przez H6
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost ilosci emitowanej luminescencji
w przypadku wszystkich analizowanych fragmentdow promotorow czasteczek
adhezyjnych zawierajacych miejsca wigzania bialek STAT3. Najwyzszy poziom
aktywnosci transkrypcyjnej promotora zaobserwowano w przypadku czasteczek CD54
i CD62E (okoto 500-krotny wzrost emitowanej luminescencji). Czasteczka CD106
wykazata najnizsza aktywnos¢ po stymulacji H6. Aktywno$¢ transkrypceyjna promotora
po inkubacji z H6 wzrosta tylko 8-krotnie.

W przypadku fragmentow promotorOw niezawierajacego miejsc wigzania
biatek STAT, zaobserwowano tylko niewielki wzrost aktywnosci transkrypcyjnej
promotoréw ponad poziom kontrolny (transfekcja pustym wektorem pGL3 Basic

niezawierajgcym promotora).

Aktywnos¢ promotora - CD54

600

—

200 p=0,0336

400 —

300 —
p=0,0291
200 —

p=0,039
100 —

Sredniawarto$¢ luminescencji

pGL3 CD54 CD54 STAT
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Aktywnos¢ promotora - CD62E
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Aktywnos¢ promotora-CD106
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Ryc. 26. Wptyw H6 na aktywnos¢ transkrypcyjng promotorow czasteczek adhezyjnych
CD54, CD62E i 106

Komorki kotransfekowano wektorami reporterowymi pGL3, zawierajgcymi gen lucyferazy Firefly
pod kontrolg fragmentu promotora czgsteczki adhezyjnej (CD54, CD62E Ilub CD106)
zawierajgcego miejsce wigzania biata STAT (CD54 STAT, CD62E STAT, CD106 STAT) i
niezawierajgcego miejsc wigzania STAT oraz wektorem referencyjnym pRL-TK zawierajgcym
gen lucyferazy Renilla. Nastepnie komorki inkubowano z 30ng/ml H6 przez 30 minut.
Aktywnos¢ transkrypcyjng fragmentow promotordw okreslono na podstawie intensywnosci
luminescencji emitowanej przez lucyferaze Firefly z uwzglednieniem wydajnos¢ transfekcji,
mierzonej aktywnos$cig lucyferazy Renilla. Wyniki stanowigce $rednig z trzech dos$wiadczen
(xSD), poréwnano do proby kontrolnej.
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4.5 Identyfikacja miejsc wigzania bialek STAT w obre¢bie

promotoréw czasteczek adhezyjnych

Analiza aktywno$ci transkrypcyjnej promotorow czasteczek wykazala,
ze do aktywacji transkrypcji zaleznej od H6, niezbgdne jest miejsce wigzania biatek
STAT. W celu okreslenia, czy biatka STAT wigzg si¢ bezposrednio z tymi sekwencjami
w obrebie promotorow, przeprowadzono analiz¢ EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Assay).

Ekstrakty jadrowe komérek HUVEC aktywowanych przy pomocy H6,
inkubowano ze znakowang radioizotopowo sondg o sekwencji obejmujacej potencjalne
miejsca wigzania biatek STAT. Po godzinnej inkubacji wykonano elektroforeze w zelu

poliakrylamidowym w warunkach niedenaturujgcych.

<— kompleks

niespecyficzne
wigzanie

wolna
sonda

Ryc. 27. Wplyw Hyperinterleukiny-6 na wigzanie biatek STAT w obrebie promotorow

czgsteczek adhezyjnych

A) Analiza EMSA promotora czgsteczki CD62E

B) Analiza EMSA promotora czasteczki CD54

C) Analiza EMSA promotora czasteczki CD106
1 — ekstrakt jgdrowy inkubowany ze znakowang sonda, 2 — ekstrakt jgdrowy inkubowany
Z e znakowang i nieznakowang sondg w stosunku 2:1, 3 - — ekstrakt jgdrowy inkubowany
z e znakowang i nieznakowang sondg w stosunku 1:1, K — kontrola bez dodatku
ekstraktu jagdrowego
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W wyniku rozdziatu elektroforetycznego sondy inkubowanej z ekstraktem
jadrowym uzyskano sygnaly wskazujace na wolniejsza migracje sondy. W przypadku
prob inkubowanych ze znakowang i1 nieznakowang sonda (w stosunku 2:1 i 1:1)
obserwowano zmniejszenie intensywnosci fluorescencji w przypadku wszystkich

analizowanych promotorow.

W celu okreslenia, czy biatko wchodzace w sklad wolniej migrujacego
kompleksu odpowiada bialku STAT3, przeprowadzono reakcje Supershift.
Ekstrakt jadrowy inkubowano przez godzing z przeciwcialem anty-STAT3. Po tym
czasie dodano znakowanej izotopowo sondy i inkubowano przez kolejng godzing.
Nastgpnie proby poddano elektroforezie w warunkach niedenaturujacych w 4°C
(Ryc. 28).

e supershift

<— kompleks

Ryc. 28. Identyfikacja biatka wchodzacego w skiad kompleksu ekstraktu jadrowego z

sonda

A) Analiza EMSA promotora czasteczki CD62E

B) Analiza EMSA promotora czgsteczki CD54

C) Analiza EMSA promotora czgsteczki CD106
1 — ekstrakt jadrowy inkubowany ze znakowang sonda, 2 — ekstrakt jgdrowy inkubowany
Zz e znakowang i przeciwciatem anty-STAT3, K — kontrola bez dodatku ekstraktu
jadrowego
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Zaréwno w przypadku czasteczki CD54 jak i CD106 obserwowano dodatkowy
widoczny prazek op6znienia migracji w zelu (przeciwcialo zwigzane z biatkiem i sondg
migruje wolniej niz biatko zwigzane z sonda). Wykazano, ze bialko wystepujace
w kompleksie ze znakowang sondg reaguje z przeciwciatem anty-STAT3. W przypadku
czasteczki CD62E nie zaobserwowano dodatkowego prazka. Jednak dodanie
przeciwciala anty-STAT3 spowodowalo ostabienie sygnalu sondy zwigzanej z biatkiem,

w porownaniu do proby kontrolnej, bez przeciwciata.

4.6 Ocena stopnia przylegania limfocytow do Srodblonka naczyn na

skutek stymulacji komorek HUVEC IL6 i Hyperinterleuking-6

W celu okreslenia wplywu H6 na fizjologiczng aktywnos$¢ $rodbtonka,
przeprowadzono testy adhezji limfocytow do zaktywowanych komorek $rodblonka
w trzech czasach inkubacji: 30 minut, 1 godzina, 15 godzin (Ryc. 29).

Rycina pokazuje, ze w statycznych warunkach H6 w istotny sposéb wpltywa
na aktywacje srodbtonka poprzez zwickszong adhezje limfocytow na jego powierzchni
po calonocnej inkubacji. Niewielkie zmiany w adhezji widoczne sg takze po pot
godzinnej 1 godzinnej inkubacji. Inkubacja komoérek $rodbtonka z Interleuking-6
nie spowodowala istotnie zwiekszonej adhezji limfocytow w stosunku do komoérek

kontrolnych.
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Ryc. 29. Analiza mikroskopowa przylegania limfocytow do zaktywowanego $rodbtonka

w zaleznosci od czasu.

Limfocyty wyznakowane PKH26 (Sigma) (kolor pomaranczowy) podano na zaktywowane
komaorki sréodbfonka (hodowla jednowarstwowa komérek pokazana w kontroli) w stosunku 5
limfocytdw na 1 komorke srodbtonka i inkubowano w 37°C przez 30 minut, godzine i 15
godzin w warunkach statycznych. Po przeptukaniu, komérki analizowano na mikroskopie

fluorescencyjnym.
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W celu ilo$ciowej oceny poziomu przylegania limfocytow do $rddbtonka
przeprowadzono analiz¢ cytometryczng odtrawionych komoérek w trzech niezaleznych
powtdrzeniach po catonocnej inkubacji. Wyniki przedstawiono jako ilo$¢ limfocytow

zakotwiczonych na jednej komorce srodblonka (Ryc. 30).

kontrola H6
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Ryc. 30. Analiza cytometryczna stopnia przylegania limfocytow do zaktywowanego
srédbtonka naczyn

Komérki $rédbtonka inkubowano z IL6 i H6. Na zaktywowany $rodblonek natozono
znakowane limfocyty (w ilosci 5 limfocytow na 1 komérke srédbtonka) i inkubowano przez 15
godzin. Po tym czasie przeprowadzono analize cytometryczng. Wyniki przedstawiono jako
Srednig z 3 doswiadczeh +SD.
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A B
Wptyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na Wptyw aktywacji $ciezki JAK/STAT na
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Ryc. 31. Ocena stopnia przylegania limfocytéw do srodbtonka naczyn po stymulacji
H6 i IL6.

Komérki HUVEC poddano godzinnej inkubacji z H6 i IL6 (30ng/ml). Na zaktywowany
srodbtonek podano znakowane PKH26 limfocyty. Po 20 godzinach inkubacji oceniano
poziom limfocytdw, ktére ulegly adhezji do komoérek zaktywowanego srédbtonka (H6, IL6)
wzgledem kontrolnych komérek $rédbtonka (K).

A) Odsetek limfocytéw, ktore ulegty adhezji do srodbtonka

B) llos¢ limfocytow przypadajgcych na jedng komorke srédbtonka

Wyniki stanowig $rednig z trzech doswiadczen +SD

Analiza cytometryczna wykazala, ze IL6 wplywa na wzrost przylegania
limfocytow do powierzchni komérek HUVEC. W wyniku inkubacji z IL-6 doszto
do dwukrotnego zwigkszenia liczby limfocytow przylegajacych do jednej komorki
srédbtonka.

Stymulacja komorek HUVEC H6 prowadzita do 2,5 krotnego zwigkszenia
liczby limfocytow przylegajacych do jednej komorki srédblonka.
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5 WNIOSKI

1. H6 aktywuje $ciezke sygnatlowa JAK/STAT w komorkach HUVEC
poprzez indukcje fosforylacji wewnatrzkomoérkowego biatka STATS3.

2. Aktywacja $ciezki sygnatowej JAK/STAT poprzez H6 stymuluje ekspresje

czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E 1 CD106 zar6wno na poziomie transkryptu

jak 1 biatka obecnego na powierzchni komorek srodbtonka.

3. Wzrost ekspresja gendéw czasteczek CD54, CD62E i CD106 indukowany
jest przez H6, poprzez wigzanie si¢ czynnika STAT3 w obrebie promotorow tych

genow.

4, H6 zwicksza adhezj¢ limfocytow do komorek srodbtonka naczyn.
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6 DYSKUSJA

Do poznania przyczyn zjawisk fizjologicznych i patologicznych w organizmie
ludzkim niezbgdna jest wiedza na temat mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za przekazywanie informacji migdzy komoérkami oraz migdzy
komorkami, a otaczajagcym s$rodowiskiem. Istotng role w tych mechanizmach peini
srodblonek naczyn. Komorki endotelialne wykazujg duza heterogennos¢ strukturalng
i funkcjonalng. Umozliwiaja one migracj¢ limfocytow z krazenia do przestrzeni
pozanaczyniowej oraz tkanek nielimfoidalnych. Procesy te odgrywaja fundamentalng
rolg w regulacji rozmaitych fizjologicznych i patologicznych zjawisk takich jak: gojenie
ran, zapalenia, powstawanie przerzutOw nowotworowych, angiogeneza. Wykazano,
ze swoiste naprowadzanie limfocytow uzaleznione jest od obecnosci molekut
adhezyjnych zwanych receptorami naprowadzajgcymi. Czagsteczki adhezyjne obecne
sg zar6wno na powierzchni krazacych limfocytéw, jak 1 na komorkach endotelialnych.

Kontakt limfocytow z komorkami §rdédblonka zapoczatkowuje tzw. kaskade
adhezyjng. We wczesnych etapach kaskady zaangazowane sg molekuty E-selektyna
I P-selektyna, w etapach pozniejszych biorg udziat czasteczki ICAM-1, VCAM-1
1 inne. Swoiste rozpoznawanie sygnatow przypisywane jest adresynom. Jest to grupa
glikoprotein 0 charakterze Sluzowym, lub tez mieszanym
immunoglobulinowo/Sluzowym. Ekspresja adresyn na powierzchni komorek
endotelialnych ro6zni si¢ w zaleznoSci od rodzaju tkanki, a ich struktura
jest modyfikowana przez mikrosrodowisko potranslacyjne.

Efektywna odpowiedz immunologiczna przeciwko patogenom wymaga
aktywnej migracji limfocytow T i B z krazenia do wtornych narzadow chlonnych.
Transmigracja naiwnych limfocytow T przez §rodblonek naczyn umozliwia prezentacje
antygenOw w kontekscie MHC klasy I 1 II wyspecjalizowanym komorkom
prezentujacym antygen (APC), ktora prowadzi do indukcji proliferacji i sekrecji cytokin
przez aktywowane limfocyty. Proces transmigracji limfocytow T do obwodowych
weztow chlonnych odbywa si¢ wieloetapowo. W pierwszej fazie zalezy od ekspresji
czasteczek adhezyjnych L-selektyny obecnej na powierzchni limfocytow oraz adresyny
PNAd (Peripheral Node Addressin) obecnej na komoérkach $rédblonkowych.
W drugiej fazie transmigracji, pod wptywem chemokin z rodziny —CXC- nastgpuje
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wzrost powinowactwa integryn VLA-4 oraz LFA-3, ulegajacych ekspresji na
powierzchni limfocytow, do odpowiednich ligandow na powierzchni komodrek
srodbtonkowych VCAM-1 i ICAM-1. [12,13]. Pod wptywem PECAM-1 dochodzi do
transmigracji limfocytow przez potaczenia migdzykomoérkowe sagsiadujagcych komorek
srodblonkowych. Liczne prace doswiadczalne sugeruja zaburzenia transmigracji
limfocytow do obwodowych weztdéw chlonnych w zakazenianiach wirusem HIV,
Helicobacter Pylori oraz biataczkach .

Wyniki wezes$niejszych badan sugeruja, ze kluczowa role w regulacji ekspresji
czasteczek adhezyjnych na powierzchni komorek srodblonka odgrywaja cytokiny.
Wykazano, ze 1L-7 1 jej agonistyczny receptor silnie indukuja proliferacj¢ komorek
srodblonka naczyniowego uzyskanych z obwodowego wezta chlonnego chorego
na zaawansowanego czerniaka. Podobne wlasciwosci wykazuja 1L-2 i IL-4,
co wynika z faktu wykorzystania wspdlnej podjednostki yC receptora w przekaznictwie
sygnatu [123]. Ponadto, wlasciwosci nasilajace ekspresje czasteczek adhezyjnych
wykazano dla IL-1, IFN y, TNF-a oraz chemokin z grupy RANTES [55, 58].

IL-6 jest plejotropowa cytoking, ktora dziata na wiele rodzajow komorek.
Wytwarzana jest przede wszystkim przez keratynocyty, monocyty i makrofagi,
ale takze przez fibroblasty, komorki $rodblonka, limfocyty T i1 B. Bierze udzial
we wzbudzaniu reakcji ostrej fazy, uczestniczy w aktywacji limfocytow T
rozpoznajacych antygen 1 przeksztalceniu ich w kierunku limfocytow T
cytotoksycznych, stymuluje limfocyty B w kierunku komoérek plazmatycznych
uwalniajgcych immunoglobuliny. Ostatnie badania sugerujg takze jej istotng rolg
w procesie migracji limfocytow przez komorki srédblonka naczyn [74-76].

IL-6 odgrywa istotng role w patogenezie wielu chordb zwilaszcza o podiozu
infekcyjnym i zapalnym. Nieliczne dane literaturowe sugeruja, ze IL-6 moze regulowac
aktywnos¢ EC stymulowanych TNF-a w pierwszej fazie procesu zapalnego [55].
Dotyczy to przede wszystkim nasilenia ekspresji czasteczek adhezyjnych
na powierzchni komoérek EC wchodzacych w sktad komplekséw c-SMAC i p-SMAC
odpowiedzialnych za transmigracje limfocytow oraz prezentacje antygenow

na powierzchni EC efektorowym limfocytom T.
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Receptor btonowy dla IL-6 sktada si¢ z 80kDa glikoproteiny taczacej ligand
(gp 80/IL-6R) oraz podjednostki receptora odpowiedzialnej za transdukcje sygnatu —
gp 130 [124]. W osoczu ludzkim wystepuja rozpuszczalne formy receptora a (sIL-
6R/sgp 80) 1 B (sgp130) [125]. Stgzenie SIL-6R i sgp 130 w osoczu wynosi odpowiednio
ok.100ng/ml i 400ng/ml. W osoczu IL-6 pojawia si¢ w stanach zapalnych
i nowotworowych, gdzie wystepuje w trzech formach: wolnej, oraz w zwigzanej
z receptorami: IL-6/sIL-6R i IL-6/sIL-6R/sgp 130. W kompleksie z sIL-6R, IL-6
odgrywa funkcj¢ agonisty, podczas gdy sgp130 hamuje aktywnos¢ IL-6/sIL-6R [126,
127]. Kompleks IL-6/sIL-6R moze aktywowac zaréwno komoérki ktére posiadaja
oba receptory jak 1 te ktore majg tylko gp 130. Natomiast wolny sgp 130 hamuje
aktywacje komorek zardéwno przez wolng IL-6 jak i jej kompleksy[66, 128].

Szereg komoérek ukiadu immunologicznego oraz naczyniowego wykazuje
ekspresje podjednostki gp 130 i brak ekspresji gp 80 na powierzchni,
co istotnie ogranicza aktywno$¢ biologiczng IL-6. Obecnos$¢ sIL-6R zwicksza
efektywnos¢ samej IL-6 1 jednocze$nie kompensuje brak odpowiedniej liczby
czasteczek gp80 [129]. Do komorek, ktore reaguja na kompleks IL-6/sIL-6R,
a nie na wolng IL-6, nalezg m.in. hematopoetyczne komorki progenitorowe, komorki
endotelialne, neurony, osteoblasty oraz limfocyty [68, 84, 129, 130].

W roku 1996 Rose-John i wsp. potaczyli IL-6 z jej sIL-6R za pomoca
peptydowego linkera, a uzyskane w ten sposob biatko nazwano Hyper-1L-6 (H6) [87].
Czasteczka fuzyjna wykazuje 10-1000 razy wigkszg aktywno$¢ biologiczng
niz rozpuszczalny kompleks IL-6/sIL-6R, posiada szersze spektrum dziatania [87, 131],
a czas jej potowicznego rozktadu jest wydtuzony [128].

Wyniki nielicznych badan klinicznych wykazaly przeciwczerniakowa
aktywnos$¢ IL-6 [132]. Wprowadzenie genow IL-6 i SIL-6R do komoérek czerniaka
nasililo przeciwnowotworowe dziatanie szczepionki w mysim modelu odrzucenia
czerniaka [133]. Od 1997 roku w zakladzie Immunologii Nowotworow
Wielkopolskiego Centrum Onkologii prowadzona jest immunoterapia chorych
na zaawansowanego czerniaka za pomoca genetycznie modyfikowanej, komorkowej
szczepionki nowotworowej (GMTV). Zastosowanie strategii GMTV ma na celu
indukcj¢ odpowiedzi przeciwczerniakowej, poprzez nasilenie efektorowych swoistych

mechanizméw cytotoksycznych na obwodzie oraz powstanie efektorowych komorek
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pamigci immunologicznej. Skladnikami szczepionki sa genetycznie modyfikowane
genem HG, linie komorkowe ludzkiego czerniaka Michl i Mich2 [128].

Badanie odpowiedzi klinicznej u chorych na zaawansowanego czerniaka
leczonych GMTYV sg bardzo obiecujgce [118]. Jednak doktadny mechanizm dziatania
szczepionki i jej wptyw na swoista odpowiedZ immunologiczng nie zostal do konca
poznany. Niejasny jest wplyw samego bialka H-6 na $rodblonek naczyniowy,
szczeg6lnie w kontekscie jego roli w regulacji transmigracji limfocytow do miejsc
podania szczepionki. Nieliczne doniesienia literaturowe sugeruja udziat nadekspresji
czasteczek adhezyjnych w nasileniu transmigracji do srodowiska guza. Natomiast brak
jest doniesien naukowych na temat udziatu $ciezki sygnatowej JAK/STAT w regulacji
ekspresji czasteczek adhezyjnych w modelu $rodbtonka naczyn.

Do aktywacji komoérek §rodblonka naczyn dochodzi na skutek dzialania na nie
roznych cytokin. Wykazano, ze IL-1 1 TNFa zwigkszajg ekspresje czasteczek
adhezyjnych na powierzchni §rodblonka naczyn poprzez sciezke sygnalowg kinaz MAP
[49, 50]. Z kolei w przypadku stymulacji komorek srodblonka IL-6, naukowcy
potwierdzili udzial bialek STAT w wewnatrzkomorkowym przekaznictwie sygnatu
[82].

Uaktywnienie wewnatrzkomoérkowych $ciezek sygnatowych przez IL-6
wymaga wspotdziatania trzech czasteczek (IL-6, gp80 i gp130). Ich dostepnos¢ moze
by¢ czynnikiem ograniczajgcym aktywacje wewnagtrzkomérkowej sygnalizacji.
W zwigzku z tym, do badania uzyto fuzyjne biatko tgczace I1L-6 z jej SIL-6R.

Nasze wczesniejsze badania potwierdzity, ze komorki HUVEC w pierwotnej
hodowli jednowarstwowej nie posiadajg na swojej powierzchni receptora o dla IL-6
(IL-6 R o/gp80). W =zwigzku z tym, sg one niewrazliwe na dzialanie IL-6.
Przeprowadzono takze analize¢ wplywu IL-6 1 H6 na ekspresjc antygenow
powierzchniowych ustalonych linii $rodbtonka naczyn (dar prof. Cloudine Kiedy).
Otrzymane wyniki potwierdzity, ze IL-6 nie wplywa na komorki $rodblonka
pozbawione IL-6 Ra. Z kolei H6 w istotnym stopniu zwigkszata ekspresje antygenow
na powierzchni $rodbtonka ustalonych linii. Zastosowanie H6 pozwolito na badania
aktywacji komorek $srodbtonka naczyn.

W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach, jako modelu komorek
srodbtonka uzytam komorki HUVEC. Jest to obecnie najczesciej stosowany model w
tego typu badaniach [55, 58]. Posiada jednak szereg ograniczen. Komorki HUVEC

utrzymywane w pierwotnej hodowli jednowarstwowej, ktéra jest hodowla statyczna,
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mogg traci¢ pewne cechy. Wczesniej wykazano brak ekspresji niektérych antygenow
powierzchniowych w hodowli jednowarstwowej ustalonych linii komoérek $rodblonka
(nieopublikowane wczesniejsze badania w Zakladzie Immunologii Nowotworow, ustne
doniesienia prof. Kiedy). Powyzsze cechy utrzymywaty si¢ z kolei w warunkach
hodowli kinetycznej na mikrokulkach w zawiesinie. Ponadto, cechy komorek
srédblonka ujawniajg si¢ w modelach konstruktu z rolujacymi leukocytami (informacja

ustna profesor Kiedy).

W mojej pracy podjetam probe zbadania wptywu H6 oraz $ciezki transdukcji
sygnatow  JAK/STAT, na proces regulacji funkcji komodrek s$rodblonka naczyn.
W zwiazku z powyzszym, w pierwszym etapie doswiadczen ocenialam wptyw H6
na poziom ekspresji czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E, CD106 na powierzchni
komorek HUVEC (na poziomie biatka i transkryptow). Aby okresli¢ mechanizm
indukcji ekspresji powyzszych antygenow przeprowadzitam badanie aktywnosci
fragmentow promotorow genéow CD54, CD62E, CD106 wigzacych biatko STAT3
po inkubacji z H6. Ponadto, wykonatam analize funkcjonalng miejsc wigzania biatka
STAT3 w obrgbie promotoréw gendw czasteczek CD54, CD62E oraz CDI106.
W nastepnym etapie badan dokonatam oceny aktywacji $ciezki sygnatlowej JAK/STAT
1jej wptywu na $cistg adhezje limfocytow do komorek srédbtonka naczyn.

Poszerzenie wiedzy na temat udziatlu kompleksu H6 +JAK/STAT w regulacji
ekspresji kluczowych dla transmigracji czasteczek adhezyjnych pozwoli okresli¢ role

Hyper-1L6 jako molekularnego adiuwanta w formulacji szczepionki.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono ocen¢ wplywu H6 na aktywacje
Sciezki sygnatowej JAK/STAT. W tym celu komoérki HUVEC indukowano H6.
Aby okre$li¢c udziat Sciezki JAK/STAT w zaleznej od H6 indukcji przekaznictwa
sygnaltu, zastosowano inhibitor $ciezki JAK/STAT — kukurbitacyng. Wykazano, ze H6
istotnie zwicksza poziom fosforylacji STAT3 po 30 minutowej inkubacji. Kinetyka
reakcji w komorkach HUVEC byla identyczna z ta obserwowana w komorkach
watrobiaka HepG2 [86]. Rakemann i wsp. wykazali, ze w przypadku stymulacji
10-krotnie wyzsza iloscig 1L-6, poziom ufosforylowania STAT, podobny do tego po
stymulacji H6, obserwowano znacznie podzniej. Poziom ten stopniowo malat.
Thiel i wsp. prowadzili rowniez badania z uzyciem komorkek HepG2. Wyniki analizy

EMSA oceniajacej poziom jadrowego, ufosforylowanego biatka STAT3 wykazaly, ze
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maksymalny jego poziom obserwowany byt po 30 minutach inkubacji zarowno z 1L-6
jak 1 z IL-6 + sIL-6R. Po tym czasie biatko to zanikalo i pojawialo si¢ ponownie
po ok. 3 godz. stymulacji [94]. Natomiast w badaniach Rakemann i wsp., poziom biatka
STAT3-P obnizat si¢ po 3 godz., ale byt obecny przez caty czas stymulacji. Powodem
powyzszych roéznic moze by¢ fakt, ze badania Rakemnanna i wsp. opieraly si¢ na
analizie biatka STAT w cytoplazmie, podczas gdy Thiel analizowal jego jadrowsa
akumulacj¢. Mechanizm zanikania ufosforylowanego biatka STAT w jadrze nie jest
poznany. Z kolei réznice poziomu tego biatka w cytoplazmie i jadrze moge by¢
spowodowane tym, ze tylko niewielka czg¢s¢ (15-20%) aktywowanego biatka STAT
ulega translokacji do jadra.

W celu potwierdzenia indukcji fosforylacji biatka STAT3 przez H6, komorki
HUVEC inkubowano z inhibitorem $ciezki sygnatowej JAK/STAT — kukurbitacyna.
Weczeséniejsze badania Blaskovich | wsp. wykazaly, ze kukurbitacyna (JSI-124) hamuje
zardwno fosforylacje biatka STAT3 jak i kinazy JAK2 — dwoch istotnych elementow
zaleznej od 1L-6 kaskady przekazywania sygnatu [119]. W celu potwierdzenia wptywu
H6 na wzrost wewnatrzkomérkowej puli ufosforylowanego biatka STAT3, komorki
HUVEC przed podaniem H6 inkubowano z kukurbitacyng. Zgodnie z oczekiwaniami,
po inkubacji z H6, 50% komorek wykazywato obecnos¢ wewnatrzkomoérkowego
ufosforylowanego biatka STAT. Z kolei preinkubacja z kukurbitacyng, a nastepnie
inkubacja z H6 powodowala fosforylacje STAT3 tylko 13% komorek. Potwierdza
to hipotezg, ze H6 poprzez Sciezke sygnatowg JAK/STAT reguluje poziom
ufosforylowania wewnatrzkomorkowego biatka STATS3.

Watson i wsp. wykazali, ze IL-6 zwigksza ekspresje czasteczek CD54, CD62E
i CD106 na powierzchni srodblonka. Na wzrost ilosci czgsteczek CD54 ma tez wpltyw
podwyzszona temperatura [78, 81]. W wielu doswiadczeniach wykazano, ze komorki
srodbtonka naczyn, w tym komorki HUVEC w jednowarstwowej hodowli pierwotnej,
nie wykazuja ekspresji blonowego receptora o-IL-6R. Wczeéniejsze badania
przeprowadzone w Zaktadzie Immunologii Nowotworow wykazaty, ze IL-6 nie wplywa
na zmiany ekspresji czasteczek adhezyjnych. Z kolei H6 moze bra¢ udziat w aktywacji
drogi przekaznictwa sygnatu w komorkach nie wykazujacych ekspresji gp80. Nasze
wczesniejsze nieopublikowane badania wykazaly ze na skutek stymulacji H6 dochodzi
do wzrostu ekspresji tylko trzech czasteczek na powierzchni $rodblonka: CD54, CD62E
i CD106.
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W niniejszej pracy wykazano, ze ekspresja antygenu CD106 nie jest tak
wrazliwa na dzialanie H6 jak ma to miejsce w przypadku dwoch pozostalych
antygenow. Po aktywacji $ciezki JAK/STAT zaobserwowano tylko 1,5-krotny wzrost
poziomu ekspresji antygenu CD106, podczas gdy ekspresja czasteczek CD54 i CD62E
wzrastata 3-krotnie.

W kolejnym etapie badan postanowitam okresli¢ wptyw pobudzenia $ciezki
sygnatowej JAK/STAT poprzez H6 na poziom transkrypcji gendw wyzej
wymienionych czasteczek w komoérkach HUVEC. Wykazatam, ze pobudzenie
transkryptow CD54 1 CD62E. W przypadku transkryptu czasteczki CD106 wzrost
byt dwukrotnie wyzszy. Wyniki te korelowaly z analiza cytometryczng tych samych
czasteczek znajdujacych si¢ na powierzchni komorek srodbtonka.

Powyzsze wyniki mogg sugerowac, ze STAT3 wplywa na wzrost ekspresji
czasteczek adhezyjnych poprzez wigzanie si¢ do ich promotoréw. Aby dokladnie
okresli¢ mechanizm regulacji transkrypcji genow badanych czasteczek przeprowadzono
doswiadczenia z wykorzystaniem wektorow reporterowych zawierajagcych gen
lucyferazy pod kontrola roznej dlugosci fragmentéw promotorow czasteczek
adhezyjnych. Wstepna komputerowa analiza sekwencji promotorow czasteczek CD54,
CD62E 1 CD106 wykazata obecno$¢ miejsc wigzania bialek STAT w ich obrgbie.
W przypadku promotora czasteczki CD54, biatka STAT wiaza si¢ w regionie 37-46 nt
przed miejscem startu transkrypcji, promotora CD62E 151-161 nt przed miejscem startu
transkrypcji, a promotora CD106 245-253 nt przed miejscem startu transkrypcji.

Stymulacja H6 spowodowata prawie 8-krotny wzrost aktywnos$ci promotora
CD106 i 0k.500-krotny wzrost aktywno$ci promotorow CD54 i CDG62E.
W przypadku wektorow reporterowych pozbawionych miejsc wigzania biatka STAT
nie zaobserwowano istotnego statystycznie wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej
promotoréw.

Wung i wsp. wykazali, ze aktywno$¢ promotora CD54 wzrasta po stymulacji
zarowno IL-6 jak i TNF-a [77]. Sekwencja promotora odpowiedzialna za odpowiedz
na IL-6 znajduje si¢ pomiedzy -105 a -36 w regionie palindromu IRE [134].
Podobne wyniki uzyskali Caldenhoven i wsp. Przy pomocy IL-6 indukowali oni
komorki HepG2 transfekowane wektorem zawierajacym fragment promotora czasteczki
ICAM o dhlugosci 1014pz. W wyniku indukceji otrzymali 6-krotny wzrost aktywnosci
promotora. Wykazali takze, ze delecja regionu -105 do -37 promotora ICAM
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spowodowata brak wrazliwosci na IL-6. Potwierdza to, Ze elementy zwigzane
z indukcja przez IL-6 znajduje si¢ w regionie -105 do -37 promotora ICAM [135].
Jest to zgodne z przeprowadzong analiza komputerowa promotora i aktywnos$cia
lucyferazy w przeprowadzonych w niniejszej pracy dos§wiadczeniach.

Niewiele wiadomo na temat wplywu IL-6 na aktywnos$¢ promotorow dwoch
pozostatych czasteczek. W latach 90-tych prowadzono intensywne badania
nad aktywnoscig promotora E-selektyny. Whitley i wsp. potwierdzili obecno$é
sekwencji w promotorze E-selektyny, biorgcych udziat w odpowiedzi na TNF-a [136].
Wykazano réwniez, ze miejsca te wigzg czynnik NF-kB zaréwno po stymulacji TNF-a
jak 1 IL-1 [137]. Kilka lat pozniej w eksperymentach polegajacych na delecji
fragmentéw promotora E-selektyny, wykazano w jego obrgbie 3 miejsca wigzace
NF-«kB [138, 139]. Podobne miejsca wigzace czynnik NF-xkB wykryto
takze w promotorze czasteczki VCAM w odpowiedzi na TNF-a [140, 141].

Komputerowa analiza sekwencji promotoréw badanych czasteczek oraz wyniki
przeprowadzonych eksperymentow nie odpowiedziaty definitywnie, czy sekwencje
wigzace biatko STAT w obrgbie promotorow badanych gendéw s3a miejscami
funkcjonalnymi, przylaczajacymi STAT 1 wplywajacymi na regulacje transkrypcji
genow. W zwigzku z tym przeprowadzono analize EMSA z uzyciem izotopowo
znakowanej sondy obejmujacej region promotora czasteczki CD54, CD62E 1 CD106.
Ponadto zastosowano metode Supershift ze swoistymi przeciwciatami.

W ocenie migracji ekstraktow jadrowych ze znakowang izotopowo sonda,
w przypadku wszystkich analizowanych promotorow obserwowano szybko migrujace
prazki odpowiadajace niezwigzanej sondzie 1 prazki migrujace wolniej w zelu.
W celu potwierdzenia obecnosci biatka STAT3 w wolno migrujacych kompleksach
sondy z biatkiem przeprowadzono analize Supershift. Wyniki analizy czasteczki CD54
wykazaty obecno$¢ dodatkowego prazka w zelu. Analogiczne wyniki uzyskano
w badaniu czasteczki CD106. W przypadku czasteczki CD62E nie zaobserwowano
dodatkowego prazka, jednak w znacznym stopniu zmniejszyta si¢ intensywno$¢ prazka
sondy zwigzanej w kompleksie. Powyzsze badania wykazaty obecno$¢ biatka STAT
w kompleksie sondy z biatkiem. Tym samym wykazaly na funkcjonalno$¢ sekwencji
wigzacych fosforyzowane biatko STAT3. Udziat biatka STAT w regulacji promotora
czasteczki ICAM wykazat w 2005 roku Yang i wsp [142].

Liczne wcze$niejsze badania potwierdzity, ze stymulacja czasteczek

adhezyjnych $rodblonka, wplywa na zwigkszong adhezj¢ leukocytow do komorek
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srodblonka umozliwiajac ich migracje ze $wiatla naczynia do tkanek [12-14, 21, 22].
Istotng role w tym procesie odgrywajg takze chemokiny [143-145]. W zwiazku z tym
pojawilo si¢ pytanie, czy H6, poprzez zwigkszenie ekspresji czgsteczek adhezyjnych
nasila adhezj¢ limfocytow. W tym celu komorki HUVEC stymulowano IL-6 i H6
i naktadano na nie limfocyty izolowane od zdrowych dawcow. Istotne nasilenie adhezji
zaobserwowano dopiero po 15 godz. stymulacji. Wykazano, ze zardbwno IL-6 jak i H6
zwickszaja adhezje limfocytow do zaktywowanego srodblonka. Efekt stymulacji H6
byt w naszych badaniach istotnie wyzszy w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi
i stymulowanymi IL-6. Komoérki HUVEC w pierwotnej hodowli jednowarstwowej
nie wykazywaly ekspresji receptora a-IL-6, zatem nie powinny by¢ wrazliwe
na dziatanie IL-6. W literaturze pojawiaja si¢ sprzeczne informacje na temat wplywu
IL-6 na ekspresje czasteczek adhezyjnych na powierzchni $rédblonka naczyn
i jej udzialu w wigzaniu leukocytow do EC. Niektorzy badacze wykazali indukcje
ekspresji czasteczki ICAM [135, 146, 147], podczas gdy inni nie stwierdzili wptywu
IL-6 na wzmozong ekspresj¢ tej czasteczki [148, 149] oraz E-selektyny [150]. Ponadto,
aktywacja przez IL-6 komorek s$rodblonka izolowanych z bydlecych naczyn
mozgowych zwigkszyta ich adhezje do limfocytow [151], podczas gdy inkubacja
komorek HUVEC z IL-6 nie wptyneta na nasilong adhezj¢ leukocytow [152].

Co wigcej wykazano, ze komorki srodblonka hodowane w hodowli statycznej
tracg niektore cechy. Analiza piSmiennictwa wykazala, ze obecnie do hodowli komorek
srodblonka naczyniowego wykorzystywany jest dynamiczny model hodowli EC
w komorach przeptywowych lub na mikrokulkach w zawiesinie [153]. Ostatnie
nicopublikowane prace Kiedy i1 wsp. sugeruja, ze $rodowisko otaczajagce komorki
srodblonka musi by¢ w cigglym ruchu. Ma to zapewni¢ prawidlowa ekspresje
czasteczek adhezyjnych oraz stworzy¢ optymalne warunki do badania adhezji komorek
efektorowych ukladu immunologicznego do EC.

W modelu adhezji zastosowanym w niniejszej pracy zastosowano hodowle
mieszane komorek $rodblonka z limfocytami. Stymulacji IL-6 1 H6 mogly ulegac
zarowno EC jak 1 limfocyty. Sama aktywacja limfocytow mogla si¢ przyczynié
do ich zwigkszonej adhezji do komorek s$rodblonka i zmian fenotypowych EC

po ich przylaczeniu.
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Zbadanie wplywu cytokin na struktur¢ fenotypowa Srodblonka naczyn
przyczyni¢ si¢ moze do zwickszenia wiedzy na temat mechanizméw komunikacji
mig¢dzykomoérkowej oraz transmigracji komorek uktadu immunologicznego. Co wigcej,
moze takze stanowi¢ podstawe do skonstruowania nowych, potencjalnych metod
diagnostyki i immunoterapii licznych schorzen. Hamowanie procesu toczenia sie,
adhezji 1 migracji przez srodblonek naczyn do tkanek, moze by¢ jednym ze sposoboéw
zapobiegania szerzenia si¢ procesOw patologicznych, a czasteczki adhezyjne moga stac
si¢ potencjalnym celem terapeutycznym. Z drugiej strony, szersze poznanie roli
czasteczek adhezyjnych w przechodzeniu efektorowych komorek
immunokompetentnych  poprzez barier¢ naczyniowa moze przyczyni¢ si¢
do opracowania metod terapeutycznych majacych na celu wzmocnienie kierunkowej,
swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej na drodze nasilenia transmigracji komorek

do srodowiska guza.
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7/ STRESZCZENIE

Srédblonek naczyh pemi kluczowa role w regulacji licznych procesow
zachodzacych w organizmie, a podstawowymi elementami odpowiedzialnymi za jego
funkcje sa antygeny powierzchniowe. Funkcje $rédblonka naczyn modyfikowane
sa przez obecno$¢ cytokin oraz innych czynnikéw wzrostu w otaczajacym srodowisku,
poprzez ich wptyw na ekspresje antygendéw powierzchniowych. Aktywacja srodblonka
pelni  istotng role w procesie transmigracji limfocytow z  przestrzeni
wewnatrznaczyniowe] do tkanek. Proces ten jest podstawowym zjawiskiem
warunkujagcym utrzymanie nadzoru immunologicznego w organizmie. Za aktywacje
srodbtonka odpowiedzialne sg cytokiny prozapalne migdzy innymi IL-6.

0Od 1997 roku w Zaktadzie Immunologii Nowotworoéw prowadzone sg badania
nad GMTV modyfikowang ¢cDNA kodujacym fuzyjne biatko Hyper-1L-6. Obecnie
szczepionka ta jest w III fazie badan klinicznych. Badanie odpowiedzi klinicznej u
chorych na zaawansowanego czerniaka leczonych GMTYV sg bardzo obiecujace. Ciagle
jednak niewiadomo, jakg rol¢ odgrywaja komorki srodblonka naczyn w regulacji
lokalnych, przeciwczerniakowych mechanizméw obronnych.

W niniejszej pracy podjeto probe zbadania wptywu H6 na regulacje funkcji
komorek $rodblonka naczyn. Skupiono si¢ na ocenie wptywu H6 na ekspresje
czasteczek adhezyjnych CD54, CD62E i CD106 na powierzchni komorek srédbtonka,
roli $ciezki sygnatowej JAK/STAT w tym procesie a takze adhezji limfocytow do
zaktywowanego s$rodblonka. Badania przeprowadzono w modelowym ukladzie
doswiadczalnym in vitro na pierwotnej linii komorkowej EC izolowanej
z ludzkiego srodbtonka naczyniowego ptodowej zyly pepowinowej (HUVEC).

W doswiadczeniach analizowano wptyw hybrydowego biatka fuzyjnego
Hyper-IL-6 na ekspresje czasteczek adhezyjnych na powierzchni komoérek §rodblonka
naczyniowego hodowli pierwotnej HUVEC. W tym celu, monowarstwa komorek
HUVEC poddana byla stymulacji H6. Nastgpnie przeprowadzono analize
cytometryczng pod wzglgdem obecnosci antygenéw powierzchniowych CD54, CD62E i
CD106. Oceniano takze poziom transkryptéw badanych czasteczek przy pomocy
techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki wykazaty, ze H6 stymuluje

zarOwno poziom ekspresji badanych antygenéw powierzchniowych zaré6wno na
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powierzchni komorek srodblonka jak i na poziomie transkryptu. Stosujac syntetyczny
inhibitor $ciezki sygnalowej JAK/STAT wykazano jej udziat w zaleznej od H6
stymulacji antygenow CD54, CD62E i CD106.

W nastepnym etapie do§wiadczen prowadzono analize promotoréw czasteczek
adhezyjnych. Analiza komputerowa badanych promotorow wykazata obecnosé
sekwencji wigzacych biatka STAT. Przy pomocy wektordow reporterowych
zawierajgcych  fragmenty promotoréw wigzacych biatka STAT wykazano,
ze stymulacja komorek HUVEC poprzez aktywacje biatek STAT wpltywa
na zwigkszong aktywnos$¢ transkrypcyjng promotorow. Co wigcej, w eksperymencie
EMSA z izotopowo znakowanymi sondami potwierdzono obecno$¢ funkcjonalnych
miejsc wigzacych biatka STAT3 w obrebie promotoréw czasteczek CD54, CD62E
i CD106.

Kolejna faza badan dotyczyla oceny stopnia przylegania limfocytéw
do zaktywowanego S$rodblonka naczyn. Zauwazono, ze zaréwno stymulacja IL-6
jak 1 H6 zwigksza adhezj¢ limfocytow. W przypadku H6 ilo$¢ limfocytow przylegajaca
do jednej komorki $rodblonka jest 3-krotnie wyzsza w porownaniu z komoérkami
kontrolnymi 1 dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z komérkami stymulowanymi IL-6.
Roéznice pomiedzy stopniem przylegania a uzyta cytoking wynikaja z budowy komorki
srodbtonka. IL-6 do aktywacji wewnatrzkomoérkowych procesoOw wymaga obecnosci
receptora o na powierzchni komorek docelowych. Wczesniejsze badania
przeprowadzone w  Zakladzie Immunologii Nowotworow wykazaly brak
tej podjednostki receptora na komorkach HUVEC. H6, jako biato fuzyjne taczace 1L-6
Z receptorem o wymaga tylko obecnosci receptora gpl30 na powierzchni komorek
HUVEC. Wykazuje zatem szersze spectrum i w zwigzku z tym silniej aktywuje
komorki $rodbtonka.

Doswiadczenia przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy miaty na celu
poszukanie odpowiedzi na pytanie, czy H6, przez aktywacje $ciezki JAK/STAT,
wplywa na regulacje funkcji komodrek srédbtonka naczyn. Oceniano to przez zmiany
ekspresji czasteczek adhezyjnych, regulacji aktywnosci transkrypcyjnej promotoréw
badanych czasteczek a takze adhezji limfocytow do zaktywowanego $rodbtonka
naczyn. Wykazano, ze H6 wptywa na zwigkszong ekspresje wybranych antygendéw

powierzchniowych EC oraz na nasilong adhezje limfocytow.
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8 SUMMARY

Endothelium is an inner, continuous single-cell cellular lining of the blood and
lymphatic vessels. It plays an important function in many physiological processes such
as the control of vasomotor tone, blood cell trafficking, haemostatic balance,
proliferation, innate and adaptive immunity. Endothelial cells can by activated by
various stimuli including proinflamatory cytokines, bacterial endotoxins, hemodynamic
factors and others. A fundamental event in inflammatory response is recruitment of
blood lymphocytes to tissues and organs in the endothelial dependent mechanism.
Recruitment is sequential, multistep cascade involving leucocytes and adhesion
molecules on endothelial cells that support tethering, rolling, firm adhesion and
transmigration.

Activation of intracellular pathway via IL-6 requires cooperation of three
molecules-1L-6, gp80 and gp130. Their availability can be a crucial limiting factor of
the JAK/STAT signaling pathway activation. For that reason the recombinant fusion
protein called Hyperinretleukine-6, which combines IL-6 with its soluble receptor-gp80,
was created. Since 1997 in the Department of Cancer Immunology at the University of
Medical Sciences in Poznan we investigate the therapeutic potential of genetically
modified, with cDNA encoding Hyper IL-6 cytokine, anti melanoma cancer vaccine in
advanced melanoma patients. The results of clinical response are very promising,
however immunological mechanisms of antimelanoma specific response remain
unclear.

In my work | wanted to evaluate the role of H6 in the regulation of functional
activity of endothelial cells. Research were focused on evaluating the role of
JAK/STAT/H6 complexes in the regulation of expression of endothelial adhesion
molecules and process of the adhesion of lymphocytes to activated endothelial cells. As
an in-vitro model, EC isolated from human umbilical vein were used (HUVEC).

In the experiments | analyzed the impact of fusion protein H6 on the
expression of adhesion proteins on the surface of HUVECs. Monolayer of EC was
stimulated with H6 and then submitted to flow cytometric analysis for the presence of
surface antigens: CD54, CD62E and CD106. Also, the level of CD54, CD62E and
CD106 transcripts using real-time PCR was evaluated. Results showed that H6

stimulates expression of adhesion molecules both on transcript and protein level. Using
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synthetic inhibitor of JAK/STAT pathway, H6-dependent activation of JAK/STAT
pathway was confirmed.

In the next step the analysis of promoters of CD54, CD62E and CD106
molecules was performed. Computer analysis of investigated promoters indicated the
presence of STAT binding sites in their sequence. Using reporter vectors containing
STAT binding sites, | proved, that stimulation of HUVECs with H6, via activation of
STAT proteins enhances transcriptional activity of adhesion molecules promoters.
EMSA experiment confirmed the presence of functional STAT3 binding sites in CD54,
CD62E and CD106 promoters.

The next stage of the study compared the adherence activity of IL-6 with H6. It
was shown that both cytokines enhances lymphocyte binding to EC. After H6
stimulation, number of binded lymphocytes was three-fold higher comparing to
unstimulated cells, and 2-fold comparing to IL-6 treatment.

The purpose of the experiments shown in this thesis was to answer the
question, if H6 via activation of JAK/STAT pathway, regulates the function of
endothelial cells. This was estimated by the analysis of the expression of three adhesion
molecules (CD54, CD62E, CD106), regulation of transcriptional activity of promoters
of those molecules and enhanced lymphocyte adhesion to EC.

This study shows, that treatment of endothelial cells with H6 increases the
expression of three investigated adhesion molecules, via JAK/STAT pathway. both on
transcript and on cell surface protein level. It also increased transcriptional activity of
CD54, CD62E and CD106 promoters. Moreover, incubation of EC with IL-6 and H6

enhanced their adhesiveness for lymphocytes.
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