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|. Wprowadzenie

Zapalenie dazset i przyzbia jest schorzeniem szeroko rozpowszechniongndadvpopulacji
ludzkiej. Pod wzgtdem czstasci wyskepowania choroby przgbia plasuy sie na drugim
miejscu wrod chordb jamy ustnej, ugtujac pola jedynie préchnicySzacuje €, ze na
swiecie w ré@&nych populacjach 1-5% o0s6b cierpi na zapalenie sggnee, a 80% na
przewlekte zapalenie przglaia, co pozwala zalicZyperiodontitisdo choréb spotecznych
[200, 214]. Przewlekte zapalenpgzyzbia (ang.chronic periodontitis CP)jest choroh o
dos¢ dobrze poznanej etiologii, a badania ostatnichptawolity zidentyfikow& czynniki
ryzyka rozwoju tej choroby [161]Zaawansowane uszkodzenie odpowiadgbaitiemu
zapaleniu przygbia i charakteryzuje sirozprzestrzenianiem procesu chorobowego na
ozcbm, kos¢ wyrostka zbodotowego i cement korzeniowy. Weygstja kieszonki
patologiczne wjcielone uszkodzonym w znacznym stopniu nabtonkieraz aznaczne
ubytki kosci zebodotu. Naley dod&, ze zaawansowane uszkodzenie jest zapaleniem

przewlektym i jako takie ulega zaostrzeniom [19981L

Najwazniejszym czynnikiem etiologicznym CPa sbhakterie (i prawdopodobnie tak
wirusy), a posip i nasilenie chorobyasscisle uwarunkowane reakcjimmunologiczia

organizmu na te antygeny. Zrdicowana odpowiedgospodarza na patogeny, warunka;

przebieg choroby, zataa jest od uwarunkouiagenetycznych srodowiskowych [130, 138,
161, 167].

llosciowe i jakadciowe zmiany naczy krwionosnych dzasta towarzyszce zapaleniu
przyzbia opisano zaréwno na modelu zwigrym [74, 93], jak i u cziowieka [22, 28].
Poréwnywano zmiany dotygee liczby nacziy krwionasnych w gingivitis [18], leczonym
[22] oraz nieleczonym zaawansowanym przewleklymalapu przyzbia [28]. Wykazano,
ze w odpowiedzi na eksperymentalnie wytworzgiytke nazbna u mtodych zdrowych
ludzi okoto 3-krotnie zwiksza st liczba naczi krwionasnych dzista w cagu 1 miesica, a
powraca do normy po jej usweiu i wdrazeniu higieny jamy ustnej [18]. Rozplem nagzy
krwionasnych dzasta koreluje z zaawansowaniem CP i progregpalenia, ad CP uznaje
si¢ takze za jedn z chorob wazoproliferacyjnych [147, 198, 218-22®foliferacja naczy
miataby sprzyja wytwarzaniu okotonaczyniowego materiatu hialinoewedhamugcego
migracg granulocytow obajnochtonnych (petacych rok protekcyjm w chorobach
przyzbia) przezciarg mikronaczy [146, 217, 219].

W przewleklym zapaleniu przyhia wykazano rownie ze ilosciowym zmianom
naczyniowym towarzysz zmiany jakdéciowe, polegajce m.in. na poszerzeniu btony

podstawnej wigniczek izytek [28, 146, 217] i pojawianiu gizytek pozawitdniczkowych z
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wysokim érédbtonkiem (ang.high endothelial venulesHEV) podobnych do HEV
znajdupcych se fizjologicznie w narzdach limfatycznych [119, 146, 204, 218].
Whnioskowano,ze zytki z wysokim srodbtonkiem mog prezentowé& miejsca migracji i
recyrkulacji leukocytow w zapalnie zmienionych tkaoh przyzbia. Nie obserwowano
takich naczy krwionosnych w zdrowych dastach [204]. Badania morfometryczne
wykazaty zwekszanie si gtéwnie liczby naczy krwionosnych osrednicy>25 um w lamina
propria, obecnych w najbliszym otoczeniu nabtonka kieszonki pralymej [28]. Jak
obecnie wiadomo HEV aswyspecjalizowan odmiara zylek pozawlosowatych, nacayo
srednicy od 20 do 10@m z charakterystycznymi komorkami wysokiegddbtonka (ang.
high endothelial cellsHEC). Komorki HEC posiadajunikalm budowe histologiczn, ktéra
opisano szczegoétowo juw latach 80-tych XX wieku [53, 54].aSprzykladem jednego z
najbardziej wyspecjalizowanyanddbtonkdéw naczy krwionasnych [60, 167, 180, 200].
Zylki pozawtosowate z wysokinarodbtonkiem uczestniazw regulowaniu wazomotoryki,
hemostazy, angiogenezy, regglyjrocesy zapalne, ale napweejsz fizjologiczra funkcja
wydaje s¢ by¢ udziat w rekrutacji, migracji i recyrkulacji liméytéw z krwi do nargdow
limfatycznych oraz inicjowanie odpowiedzi immunoianej po kontakcie z antygenem [60,
167, 199, 201, 218]. W naidach pozalimfatycznych, HEV bipudziat w adhezji i migracji
wszystkich typow leukocytow [63, 180].



Il. Przeglad pismiennictwa

1. Budowa i rola zytek pozawtosowatych z wysokimsroédbtonkiem (ang. high

endothelial venulesHEVS)

Korzenie bad& nadzytkami pozawtosowatymi z wysokidrdédbtonkiem sigaja roku 1898,
kiedy to opisane zostaty po raz pierwszy przez Téora modelu zwiegzym [55]. Ju
wtedy wihzano ich funkgj z migracy limfocytow w ustroju ze wzghbu na obecni tych
komorek wswietle naczy. W 1964 roku na modelu szczurzym Gowans i wspryidkze
przechodzenie limfocytow z krwioobiegu daztéw chtonnych ma miejsce w naczyniach
HEV zlokalizowanych parakortykalnie weatach chtonnych [55, 180]. Naczynia typu HEV
odr&niaja sie od innych naczy tak pod wzgidem morfologicznym, jak i obeckd
markeréw cytochemicznych [181]. W 1980 roku Andrewswsp. wykazali zwizek
pomicdzy funkch a charakterystycznym, ,pulchnym” (anguffy) wygladem komérek
wysokiegosrodbtonka [4].

Komorki srodbtonka wycielajpce wewrtrzng powierzchng naczys HEV znaczaco r&nia
sie od typowych komérekrodbtonka ptaskiego. Najbardziej widoazoech morfologiczry
HEV jest wiagnie ksztalt - sz&ienny lub cylindryczny, z wytaymi, cha& niechgtymi
pofaczeniami m¢dzykomorkowymi i jasa (ang.ground glasy cytoplazm [53, 55, 60, 167,
199]. Budowa histologiczna komoérek wysokiegmdbtonka swiadczy o ich wysokigj
aktywnaci, a r&nice ich budowy w stosunku do komorek ptaskiegg@dbtonka
zaobserwowamozna juwz w rutynowych barwieniach histologicznych [53, 8F]. Komorki
HEC posiadaj duze, nieregularne afiro z rozproszan chromatylm i centralnie
umieszczonym gderkiem [42]. W pobliu jadra usytuowany jest rozbudowany aparat
Golgiego [89] Bogata w mikrofilamenty jasna cytoplazma wypethaiofest licznymi
mitochondriami, ktore charakteryaugic rozna wielkoscia i ksztattem. Réwnie obfita jest
szorstka siateczkaddplazmatyczna [53, 55]. Bardzo liczngmolirybosomy [60]. Znaczna
liczba ciatek Weibela-Palade’a oraz innych strukpecherzykowych o wysokiej ggtasci
swiadczy o wysokim potencjale sekrecyjnym HEC [60kes¢ wolna btony komédrkowej
HEC wykazuje nieregulargé. Tworzy liczne mikrokosmeki i zaghienia, ktore zwikszapc
powierzchn¢ kontaktu, podnosz zdolng¢ wytapywania limfocytéw [180]. G&¢ te
pokrywa gruby glikokaliks [55, 60]. Podobne nierlegncsci o charakterze gbokich
zagkbien przejawia powierzchnia podstawna btony komorkogdj Sciste pohczenia
miedzykomoérkowe wsrodbtonku HEV g§ stabo rozwinite, a mata ich liczba koreluje z
waskimi szczelinami, ktére wygbuja pomigdzy komaérkami [55]. Powierzchnia wolna HEV
prezentuje bogatekspresj ligandéw zaliczanych do grupy adresyn (apgripheral node
8



addressin PNAd). Ekspresja ta jest 5-30 razycksza ni na s$rédbtonku nacziy
wilosowatych cscianie cagtej. Tak dua ilos¢ adresyn jest fundamentalna podczas kaskady
adhezyjnej w aktywacji i przechodzeniu limfocytéwza przedziat naczyniowy [77, 89].
Btona podstawna HEC jest dobrze rozwiaii nie stanowi warstwy o statej grufeq ale
tworzy lwny uktad wielowarstwowy, zazwyczaj nieregularny .[3[ypowa dla HEC
.pulchna” morfologia indukowana jest biatkami: hewi (ang. hevin HVN) i
trombospondys1 (ang.trombospondin-1TSP-1), co potwierdzone zostato badaniami
vitro [61, 120].

W swietle zytek z wysokimsrodbtonkiem obecna jest znacp wigksza liczba krwinek
biatych niz czerwonych.Cechy charakterystyczn HEV jest take, opisywana ju przez
Thome, obecri@ duzej liczby matych, dojrzatych limfocytow zaréwno weatrz, jak i w
sasiedztwie naczynia [53]. Wkot HEV limfocyty tworza charakterystyczne koncentryczne
okregi [203]. Naley dod&, ze przez HEV obwodowych naaow limfatycznych migruyy
gtdwnie limfocyty T i B, a przezytki pozawtosowate naggdow nielimfatycznych mag

przechodzi wszystkie rodzaje leukocytéw [60,]63

Zylki pozawtosowate o wysokinsrodbtonku wystepuja we wszystkich obwodowych
naradach limfatycznych takich jak: ¢ty chionne, migdatki, &oki Peyera w jelicie
cienkim, wyrostek robaczkowy oraz w matych skupttkdkanki limfatycznejzotadka i
jelita cienkiego oraz dr6g oddechowych [42, 56, BR)]. HEV nie wysipuja w $ledzionie
[42, 167]. Pojedyncze HEV obserwowano w rdzenisigsa[42].

HEV moag pojawi si¢ takze poza nardami limfatycznymijak ma to miejsce w przypadku
tkanek mekkich przyzbia obgtym przewlektym procesem zapalnym. Naczynia te, dla
odr&@nienia od HEV z namdow limfatycznych, nazywanea orzez niektorych autorow
zytkami podobnymi do HEV (angHEV-like venuleslub periodontal high endothelial
venules PHELV) [53]. Obecnegzwlaszcza wokolicach znacznej akumulacji limfocytow w

blaszce wiciwej btonysluzowej (amina propria mucosgg42, 53, 82].

Zylki pozawtosowate z wysokinrodbtonkiem shia przede wszystkim obronie organizmu
przed patogenami [78, 203]. Gtowfizjologiczm funkcja HEV jest ich udziat w migraciji i
recyrkulacji limfocytéw (T i B) w nargach limfatycznych. Sky to wczesnemu
rozpoznaniu antygenéw (tak antygenéw drobnoustrojow) prezentowanych na dlyjch
komdrkach dendrytycznych i inicjacji odpowiedzi imnologicznej poprzez wytworzenie
komoérek efektorowych i komorek pagni [46, 63, 166]. Na skutek kaskady zdarzev
ktérych bion udziat prezentowane przez HEC ligandy, dochodzididpedezy - procesu
przechodzenia limfocytow poza przedziat naczyniowystpem do Scistej adhezji i
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przechodzenia limfocytéw przéziang naczynia pozawtosowatego jest ich ,rozpoznanie” i
powolne ,toczenie gf (ang. rolling) po scianie komorek srodbtonka. W etapie
rozpoznawania tych populacji limfocytéw przez HEV dowiedziono irohemokiny SLC
(ang.secondary lymphoid-tissue chemokiB&C), ktora jest pierwgzopisara chemokin z
powinowactwem do tzw. naiwnych limfocytéw T orazépamniczy w zasiedlaniu wtornych
narzdow limfatycznych przez te komorki [63, 66, 196p&andé SLC na HEV w kpkach
Peyera oraz odpowiedniego receptora dla SLC, tZ®RT(ang.CC chemokine receptol) 7
na limfocytach byta krytycznym etapem rozpoznawdmdocytow T, a nie limfocytow B
[196]. Istotry role w tym procesie pehaiczasteczki adhezyjne i to zaréwno te obecne na
powierzchni limfocytéw (tzw. receptory zasiedlaniggk i na powierzchni HEV (adresyny
naczyniowe) [63, 98]. Do grupy pierwszej zaliczammy in. L-selektyny, do drugiej —
kompleks glikoproteinowych ligandow z grupy adresyaczyniowych (PNAd) [151, 186].
Wsrdod adresyn wymienia gim.in. casteczk GlyCAM-1, CD34, MAdCAM-1, biatko
podocalyxin i endomucyn85, 154, 155, 176]. Do niedawno wykrytych sialayw z grupy
adresyn naley takze nepmucyna obecna na mikrokosmowatych wypustkde@ heztow
chtonnych, nieobecna w HEGkow Peyera. Ma ona utatwiaaréwno etap ,toczeniagsi
poscianie HEC, jak &cistego przylegania limfocytow diany naczynia [186]. Ruchlivgé
limfocytow i ich migracg miedzy komdrkamisrédbtonka utatwia tate glikoproteina anty-
adhezyjna nazwana hewinZostata wykryta w ludzkich HEV z naiddéw limfatycznych
[61]. Wymienione biatka, produkowane w zj ilosci przez komorki HEC, okétane g
markerami immunocytochemicznymi naéazyypu HEV. Badania Liao i Ruddle (2006)
potwierdzity wczéniejsze obserwacjee do prawidtowej funkcji HEV i tzw. plastyczém
oraz remodelowania tych nadzywymagana jest obecfio prawidiowych naczy
limfatycznych w wztach chionnych [104]. W procesie przechodzenia d&ak przez
srodbtonek HEV, oprécz esteczek adhezyjnych uczestriagbwniez odpowiednie enzymy
[63, 98]. Najwece] prac dotyczy fukozylotransferaz (FucT-1V, Fu¢m) oraz
sulfotransferazy zwanej HEC-GICNAC6ST, ktore pgimwniez funkcje ligandéw dla L-
selektyny [20, 73, 107, 151]. Dowiedziono udziatetatoproteinaz, o wkaiwosciach
endopeptydaz w pokonywaniu struktur btony podstagwdHEYV i migracji limfocytow
poprzez komorkérodbtonka [46].

2. Morfogeneza HEV

Jak doid skape @ informacje na temat mechanizméw formowania ISEV w tkankach

limfatycznych i miejscach przewlektego zapaleni@, [679].Zytki pozawtosowate rinicuja

10



si¢ prawdopodobnie z prymitywnych nagézwytosowatych w odpowiedzi na staty, powolny i
o niskim cénieniu pad krwi [179]. Komérki wysokiegasrédbtonka mog by¢ oddzielry
ontogenetycznie liai komorek lub indukowanym czynnikami miejscowymiwaecalnym
fenotypem plaskiegérodbtonka. Nie wykluczap pierwszej hipotezy, badacze przychylaj
si¢ do maliwosci oddziatywania mikrérodowiska tkanek na zmiany fenotypu HEC [42, 56,
60, 102]. Sugeruje siudziat czynnika gdrowego charakterystycznego dla HEV (ang.
nuclear factor from HEV,INF-HEV) w regulacji wyspecjalizowanego fenotyyah naczy
zylnych [9]. Ponadto Hendriks i Eesterman udowogdnde w weztach chionnych
pozbawionych doptywu chtonki, HEV maegmient si¢ w wystane ptaskingrodbtonkiem
zylki pozawtosowate, ktére nieaszdolne do wytapywania limfocytéw [71]. Inni autgrz
wykazali szybk i uderzagca utrat cech charakterystycznych dla ludzkich HEV po igpla
tych naczy z naradow limfatycznych i pozbawieniu ich normalnego dtach
mikrosrodowiska. Wykazano wowczas catkowity brak co nagndwoch markeréw HEV:
DARC oraz HEV-specyficzne] fukozylotransferazy FINH, a takze obnrona ekspresj
wielu innych gendéw [102].

3. Udziat HEV w patogenezie choréb ogdlnoustrojowyt

Zylkki pozawtosowate wicielone komorkami wysokieggrodbtonka obserwowano w
licznych procesach patologicznych (przewlekte zapial, zmiany nowotworowe) [53, 119].
Wykazywano je w takich jednostkach chorobowych, &palenie stawow, wrzodzieg
zapalenie jelita grubego, choroba Crohna, zapalg¢arezycy typu Hashimoto oraz
zapaleniach przgbia [28, 53, 54, 82, 136, 219, 220]. Charakteryatyccechy tkanek
objetych przewleklym procesem zapalnym jest dmta rozplem HEV, ktérychlrédbtonek
wykazuje wysoki poziom metaboliczny [60, 167]. Wez HEV wzrasta w obszarach ze
zwickszory liczba komorek naciekow zapalnych [52]. Sktad komorkowght naciekow
stanowi gtéwnie limfocyty i to zaréwno limfocyty T [66, B9, jak i limfocyty B [82]. Pod
wptywem lokalnej odpowiedzi immunologicznej lub wirwalonym przewlekiym stanie
zapalnym, ,zwykle"zytki pozawtosowate magprzeksztat@ sic w HEV, aby petni role w
regulacji przechodzenia leukocytéw do tkanek zapabmienionych [42, 110, 167, 199].
Pod wzgtdem budowy histologicznej HEV w dzatach z przewleklym zapaleniemy s
identyczne z naczyniami wygtujacymi w naradach limfatycznych [203]. Badaniami
prowadzonymi w warunkadh vitro na materiale uzyskanym od pacjentow ze schorzeniam
takimi jak: wrzody zotadka i dwunastnicy, choroba reumatyczna, autoimnmagiotne

zapalenie tarczycy, zapalenie wiel@émiowe, czy odmiedniczkowe zapalenie nerek
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wykazano adhegj limfocytbw do komodrek wysokiegosrédbtonka [54]. Nalgy

przypomni€, ze poprzezsciarg naczyh HEV o lokalizacji pozalimfatycznej, mag
przechodzi takze inne leukocyty (neutrofile, monocyty, eozynofil&érych naptyw do
tkanek intensywnie wzrasta w stanie zapalnym, amigny sekregj cytokin prozapalnych:
IL-1, czynnika martwicy nowotworéw (ang.umor Necrosis FactorTNF) i/lub chemokin

przez makrofagi [63].

Zmiany w mikrounaczynieniu tkanek w przebiegu zepe odgrywaj istotra rolg w
miejscowej odpowiedzi ukladu immunologicznego, égkijak: prezentacja antygenu,
aktywacja limfocytow T oraz ekspresja antygenowdrgsci tkankowej typu 1111 [81, 112,
167]. Potwierdzeniemaswyniki bada, ktére wykazaly obecrdé komédrek wysokiego
srodbtonka petnicych funkcg monocytow i makrofagéw [112]. Wykazange HEC mog
takze produkowa cytokiny, takie jak: IL-1 oraz czynnik stymuligiy powstawanie kolonii
(ang. colony-stimulating factgr CSF), ktore take uczestnicg w procesach
odporngciowych organizmu [112, 156, 220]. Na HECeavw chionnych wykazano
ekspresj liganda Fas (Fas-L), ggteczki ktéra ma regulowaprzechodzenie leukocytéw
przezsciarg naczynia krwionénego [95].

4. HEV a choroby przyzbia

Zapalnie zmienione tkanki dgta charakteryzgj sic naciekiem zapalnym zionym
gtéwnie z limfocytow T i B [57, 89, 153, 108, 205kupiajcym sk czesto wokot HEV.
Nalezy zaznaczy, ze w materiale pochodeym ze zdrowych dzset nie stwierdzono
obecndci typowych HEV [78, 218]. W zapalnie zmienionychigstach oraz przewlektych
zmianach okotowierzchotkowyclelza wielu autorow obserwowato naczynia typu HEV, co
pozwolito wysuné przypuszczenieziistniejescisty zwiazek pomédzy chorola przyzbia,
rozplemem naczy i obecndcia licznych komodrek naciekow zapalnych [216, 217].
Proliferacja naczy pod nabtonkiemaczacym byta rownie istotra cechy choroby przyzbia

u szympansOw. Obserwowano u nichtle wtosniczkowe z dua liczba granulocytow
obogtnochtonnych, rozagnicte niemate do powierzchni nabtonka kieszonki prelyne;.
Duza liczba neutrofildw znajdowata ¢siw samym nabtonku kieszonki [139]. Badania
Pinchback i wsp. (1996) wykazalye dostarczane z ptytki nganej substancje miaty tatwy
dostp do tkanki 4cznej i systemu naczyniowego. Obserwowano nagroemaelZkomaérek
limfoidalnych, zanik wtokien kolagenowych, rozplelznej tkanki hcznej i proliferacg
wiosniczek [146].

12



U pacjentdw z przewleklym zapaleniem praya (ang. chronic periodontitis CP)
obserwuje s zaburzenia odpowiedzi immunologiczne] wskutek zmmarej funkcji
neutrofildow, monocytow, limfocytéw i fibroblastowli$7]. Sama ekspansja nagzyoprzez
zwickszeniesrednicyswiatla naczynia, kitosci jego przebiegu, a tak poprzez pojawienie
si¢ HEV wydaje st chront tkanki przyzbia przed zapaleniem. Z drugiej jednakstrony
wtorne zmiany struktury nac#yich udziat w produkcji cytokin, wkaiwosci zerne HEC
pozwalaj sadzi¢, ze zmiany te mog przyczyni& si¢ do progresji zmian w przybiu [23,
28, 87, 194]. Sam rozplem nadzwpraz zmiana fenotypu komorekodbtonka pozwala

zaliczy¢ przewlekte zapalenia przgtzia do chorob wazoproliferacyjnych [147].

Pojawianie si HEV w tkankach jamy ustnej me zalee¢ od kilku czynnikéw, m. in. od
nasilonej syntezy naczyniowimédbtonkowego czynnika wzrostu (angVascular
Endothelial Growth Factqr VEGF), ktory dziala proangiogennie i zksza
przepuszczalnd naczyv krwionosnych. Prawdopodobnie odpowiada on za krwawienie i
obrzk tkanki [80, 112]. W dalszym etapie komorkiodbtonka powstape de novo
rozpoczyna produkcg cytokin, czynnikédw adhezyjnych dla limfocytéw oramnych
substancji promagych rozwéj zapalenia, przyczyniajsi do pojawienia nowych populaciji
limfocytow w ognisku zapalnym. Monocyty i makrofatakze uczestnicg w procesie
angiogenezy dgki zdolndsci do wytwarzania czynnikow odpowiedzialnych za p@oces
[80, 112]. Wytwarzane przezodbtonek czynniki wzrostowe, takie jak wspomniaryGF,
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (angasic fibroblast growth factor bFGF),
cytokiny i chemoatraktanty nasitaj angiogenegz oraz zwékszajp migracgk komorek
prozapalnych [28, 218, 220].

Komérki wysokiego srodbtonka biog udzial w opénionym typie odpowiedzi
immunologicznej. Wedlug niektorych autorow profilmmunologiczny i zmiany
histopatologiczne tkanek okotowierzchotkowyckba % podobne do reakcji opnionej
odpowiedzi immunologiczne] wygtujacej w skorze [158, 204]. Ponadto w
zaawansowanych stanach zapalnychas#ti obserwowano odkiadanie sktadnikow btony
podstawnej (laminina, kolagen typu 1V) dookota ndczzylnych [146]. Mogto to
przyczynia& sie do progresji zapalenia prajma poprzez ostabienie migracji granulocytow

obogtnochtonnych (protekcyjnych w chorobach prayiz) z naczy do tkanek [217, 219].

5. Charakterystyka wybranych markerow zytek z wysokimsrédbtonkiem (HEV)

Obok spotykanych w literaturze opisow morfologfunkcji HEC, znalé¢ mazna ciekawe

wyniki bada dotyczicych poszukiwania specyficznych markerow tych kogkdl tak na
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modelu szczurzym Andrews i wsp. (1982) zwrocili gwa iz komoérki HEC
charakteryzowaty si wychwytywaniem daych ilosci SQi, ktéry kedac substratem dla
czasteczki o duej zawartéci siarki (prawdopodobnie glikolipidu), odgrywat aemca role
w procesie przechodzenia limfocytéw poza przedzaizyniowy [4]. Obserwacje te poparli
takze inni autorzy [55, 59, 89, 218]. Wychwytywanie S@vazano wic za relatywnie
specyficzne dla HEV, obserwowane jedimkylko w badaniacim vitro i z zastosowaniem
metod autoradiograficznych. Dalsze wyniki badeskazuy na obecn& histochemicznych
markerow HEV, takich jak m.in. niespecyficzna ester i anhydraza gglanowa [42].
Komorki wysokiegosrodbtonkazytek pozawtosowatych wytwarzajakze duze ilosci biatek
markerowych, wykrywanych z zastosowaniem metod immaytochemicznych [13, 17, 41,
72,777,103, 121, 149, 202].

W pracy przedstawione zostanszczegétowo te markery HEV, ktére odgrywaj
najwazniejsz role podczas kaskady adhezyjnej ¢dwowki leukocytéw do lokalnych miejsc

zapalenia w odpowiedzi na antygen bakteryjny ilkifusowy.
5.1. Casteczka CD34

Czasteczka (zwana dawniej antygenem) CD34 jest jedoo&howva, transbionow
glikoproteiry zaliczaa do rodziny sialomucyn. Jest jedm tzw. adresyn (angeripheral
node adressinPNAd) [180]. To integralne biatko btonowe posiadaczst. w przedziale od
105 do 120 kDa (forma petna i skrocona) [16, 1%0]1u myszy od ~ 90 kD do ~ 100 kDa
[100]. U cztowieka petna forma CD34 posiada enagast. ~ 110 kDa i zawiera 385
aminokwasoéw [5]. Gen kodagy CD34 znajduje gina chromosomie 1 (1g32) [160].

CD34 ulega ekspresji przede wszystkim w komorkactekyrsorowych uktadu
krwiotworczego i komoérkachsrédbtonka matych nacay krwionasnych w narzdach
prawidtowych oraz w nowotworach wywaogz/ch sé z komoéreksrodbtonka [100, 141], co
potwierdzono detekgj mMRNA CD34 [5, 38]. CD34 nie wygbuje natomiast na
srodbtonkach diych naczyt i fozyska [141].

Srodbtonkowy antygen CD34 pierwotnie oznaczano jakko Sgp90 o m. @at. ~ 90 kDa
[13]. Wykryto nastpnie, & w komorkachsrodbtonka ekspresja gzteczki jest zawsze
utrzymywana na wysokim poziomie na powierzchni zwerie] do swiatta naczynia, a
powierzchnie bazolateralne komorek charakterysig ekspregj niskiego stopnia [12, 93].
Ciekawostly jest fakt, # CD34 w komodrkach progenitorowych szpiku kostnegsigda
ekspresj zarbwno btonow, jak i cytoplazmatyczn Hodowane komérkirddbtonka naczy
ludzkiej pgpowiny cechuyj sie rozsiam ekspresj btonowa CD34 (czsciowo take na
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powierzchni mikrokosmkow) [38]. Uwa sk, ze antygen CD34 towarzyszy rozwojowi
naczyr krwionaénych na kadym etapie, w stanach fizjologicznych i w proceslkapitulaciji

angiogenezy w zmianach nowotworowych [5].

Celem pionierskich badadotyczicych antygenu CD34 byta analiza ekspresji tagteczki

jako antygenu rinicowego ludzkich hematopoetycznych i progenitorolivykomorek
macierzystych. Nadal ggteczka ta uznawana jest jako najmiajszy pozytywny marker
tych komorek [5]. Nalgy nadmient, ze pojawito s¢ sporo dowodow na obecstoinnych

komérek CD34-pozytywnych, tak wsrod komorek ostatecznie zmiicowanych (m.in.
mysie komorki tuczne, ludzkie fibroblasty i fibragy[5, 38].

W odniesieniu do HEV wyspujacych ,fizjologicznie” w obwodowych naszlach
limfatycznych (wezty chionne, migdatki), ekspresjantygenu CD34 opisywano na
powierzchni wolnej komorekrédbtonka (HEC) tego typu naazyl2, 151, 167].

Doktadna funkcja CD34 nie jest znana, jednak pd@ask wiele hipotez na ten temat. Na
modelu hodowanych komorekddbtonka zylnych naczyt pepowinowych (ang.human
umbilical vein endothelial cellsHUVECs) w latach 90-tych ubiegtego wieku opisano
wzajemne korelacje ralzy CD34, wybranymi cytokinami oraz gsteczkami adhezyjnymi
[38]. Obserwowano zmniejszenie ekspresji CD34 i mARNgo antygenu po podaniu
interleukiny B (IL-1p), interferonuy (IFN-y) oraz TNFe, przy jednoczesnym wzioe
ekspresji cgsteczki adhezji leukocytow ddrodbtonka (ang.Endothelial Leukocyte
Adhesion Molecule ,1IELAM-1, selektyna E) oraz ggteczki adhezji ngdzykomaorkowej
(ang.Intercellular Adhesion Molecule, 1ICAM-1). Wyniki te sugerowaty,zi antygen CD34
moze negatywnie modulowaadhezyjne funkcjérédbtonka naczy, jego produkcja nie jest
konstytutywna i podlega regulacji (np. przez zmiamysrodowisku zewstrznym) [38].
Aktualnie wiadomo,ze ekspresja ICAM-1 i selektyny E (ELAM-1) rzeczyeie wzrasta
pod wptywem cytokin prozapalnych: IL-1 i TNk-a zjawisko to poprzedza formowanie si
nacieku zapalnego [63]. Natomiast antygen CD34 akak ligandem dla selektyny
leukocytarnej (L) (CD62L) (wyspujacej konstytutywnie na powierzchni leukocytow).
Domena lektynowa L-selektyny rozpoznaje resztyglawodanowe (siarczanowane,
fukozylowane oraz sialowane) zextrzkomorkowego fragmentu CD34.

Uznaje st wicc, ze CD34 bierze udziat w | i Il etapie przechodzdaigkocytow przez HEV,
tj. fazie toczenia (angolling) i aktywacji limfocytéw, w ktérych to etapach nkezine s
takze selektyny: E (endotelialna) oraz P (ptytkowa),[63, 151]. Cgsteczka CD34 peini
istotrg role w réznych fazach zapalenia i jej ekspresja jest utrzyanamiejscach toezego

Si¢ procesu zapalnego.
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Rola CD34 na powierzchni innych komorek, np. korkOtecznych wizana jest ze
zwickszeniem ruchliwéci tych komoérek i bardziej efektywin ich migraci do
zainfekowanych tkanek [141]. Spekuluje sidziat antygenu CD34 rowniew dynamice
dojrzatych ludzkich fibrocytow [184].

W chorobach przybia ekspregj antygenu CD34 wykazywano na prolifegeych
komorkach srédbtonka naczyniowego dget i/lub komérkach o zmienionym fenotypie
(HEC) [28, 219]. Rozplem i przebudowa natzskutkuje zwekszeniem liczby komorek
srodbtonka, co potwierdzity m. in. badania Mirbodwsp. (2001) z zastosowaniem
immunohistochemicznego wykrywania antygenu CD3pamaierzchni komoérekrodbtonka
naczy krwionosnych [28, 113]. Aimetti i wsp. (2008) prowadzili denia nad
niechirurgicznymi sposobami leczenia przerostéwasii po leczeniu CyklosporgnA.
Identyfikowano wys¢powanie CD34 jako markerandotheliumnaczyniowego przed i po
leczeniu [1]. Inne podggie do wystgpowania ekspresji CD34 w tkankach ga
przedstawit Ohta i wsp. (2008), ktory za pomoceakcji immunohistochemicznej,
identyfikowat wystpowanie mezenchymalnych i hematopoetycznych komorek
prekursorowych pochodzenia szpikowego podczas gojam w ob¢bie wiczadet ozbnej
[133].

5.2. Casteczka adhezji komorkowej ptytek isrodbtonka 1 (PECAM-1, CD31)

Czasteczka adhezji komorkowej piytek srédbtonka 1 (angPlatelet Endothelial Cell
Adhesion Moleculé, PECAM1, CD31, EndoCAM ) jest glikoprotain m. cast. 130 kDa,
zbudowan z 738 aminokwasow, nalgca do typu | transbtonowych ggteczek
adhezyjnych. Naley do nadrodziny immunoglobulin. Gen kodey CD31 znajduje sina
koncu dtugiego ramienia chromosomu 17. Obecna nazwaanu utywana jest od 1990
roku. Wczéniej w pimiennictwie czasteczka okrdana byta mianem antygenu
réznicowania komérek pochodzenia szpikowego (angelodifferentiation antiggn125].
Czasteczka zbudowana jest z domeny cytoplazmatycznefpavakterze diugiego ogona,
krotkiej hydrofobowej domeny transbtonowej, a #mkszéciu zewrtrzkomorkowych
domen zbudowanych podobnie jakidachy immunoglobulin [204]. Co najmniej dwie z
tych domen posiadapotencjat adhezyjny [126, 127]. Odpowiadane za kontakt z innymi
czasteczkami, pg&rednica w adhezji, uczestniazw zapocztkowaniu kontaktu pomgdzy
komdrkami srodbtonka i stabilizy jego budow [40, 126, 127]. W olebie domeny

cytoplazmatycznej znajdupic dwa specjalne motywy ITIM (angnmunoreceptor tyrosine-
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based inhibitory motjfodpowiedzialne za przenoszenie hagpego sygnatu w komaorce, a
takze motyw z aktywujca sekweng ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based
activation motif [128, 215].

Ekspresja PECAM-1 dotyczy komorekrodbtonka naczy, monocytow, neutrofilow,
niektorych populacji limfocytow T i B, lizacych piytek krwi oraz komorek
nowotworowych [62, 159, 163]. Wysoki poziom eksjiresystepuje na komodrkach
srodbtonkazylnego, ptytkach krwi, granulocytach oraz monocktdt73]. W komérkach
srodbtonka ekspresja CD31 jest szczegolnie wysokaoeznych powierzchniach bton, w
miejscu wysgpowania paiczen migdzykomorkowych. Koncentracja jej dochodzi tam do
10° czasteczek, petac wiazaca role w procesach zapalnych, immunologicznych, azéak
zwiazanych z agregacjptytek krwi [127] P&niejsze badania wykazaty jednakze CD31
ulega bardziej jednolitej ekspresji na powierzdtadbtonka naczy np. mesnia sercowego.
W przypadku endothelium HEV ekspresja CD31 dotyczy zaréwnoe&d luminalnej
komoérek (w strukturach ggherzykowych w pobiu btony komérkowej), jak i bocznych
powierzchni bton komérkowych [180]. Ekspresji PECAMz reguly nie wykazaj
fibroblasty, komorki nabtonka, a tad erytrocyty. Warto nadmiehize poziom ekspresji na
komodrkachsrédbtonka jest konstytutywny i nie zmienig g§bsciowo pod wptywem cytokin
[63]. Z Kklinicznego punktu widzenia szczegolnezwa wydaje si powiazanie PECAM-1 z

funkcjonowaniensrédbtonka naczy zylnych [39].

Znajoma¢ mechanizmow molekularnych skutkaych syntetyzowaniem PECAM-1 przez
komoérki nadal stanowi zagaglk W stosunkowo bogatym §phiennictwie opisujcym
funkcje tej casteczki, na pierwszym miejscu stawiany jest jejialdw zjawisku kaskady
adhezyjnej, ktorej efektem jest przechodzenie leytdw poza naczynie HEV do
otaczajcych tkanek [163, 204]. Dowody na udziat PECAM-1migracji leukocytéwin
vitro dostarczyli na podstawie swoich badsuller i wsp. (1993), a tale Bogen i wsp.
(1994) [22, 118]. PECAM-1 bierze udziat w fazie illlV, a wigc etapiescistej adhezji oraz
diapedezy (transmigracji) leukocytdbw przezxiarg naczynia, co wykazaly badania
czynnagciowe [118]. Pierwsze doniesienia o adhezyjnych seWeosciach casteczki
pochodza z 1991 roku z bada Albeldy i wsp. [2], a dane o0 udziale PECAM-1 w
przezrodbtonkowej wedréwce leukocytow dostarczyt w 1993 roku Muller spv [118].
Obserwacje te potwierdzit w tym samym roku Vapaaoiy wsp. na podstawie badaad
wedrowka neutrofilbw na modelu zwieggym [192]. Bogen (1994) na modelu mysim
wykazat, ¥ przeciwciata przeciwvko PECAM-1 wstrzykie na 4 godziny przed
wywotaniem ostrej reakcji zapalnej zablokowaty raige leukocytow do miejsca zapalenia
nawet na 48 godzin, a blokada ta w nakszym stopniu dotyczyta neutrofilow [21].
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Sugerowano udziat PECAM-1 w pasamonocytow poprzez bignpodstawn srodbtonka
dzieki interakcjom czsteczki ze sktadnikami macierzy pozakomérkowej. éjbm role ma
odgrywa& natomiast w podobnym transporcie dogaam limfocytow, gdy inaktywacja
genu dla CD31 nie zaburzata pasdeukocytow w wztach chtonnych [43]. Podkilana w

pismiennictwie roh PECAM-1 jest take udziat tej cgsteczki w waskulogenezie [26, 168].

Mechanizm regulacji funkcji PECAM-1 jest Zony. Regulacja interakcji
miedzykomérkowych z udziatem ggteczki PECAM-1 odbywa sim.in. za pomog zmian
poziomu ekspresji na btonie komorkowej, az@kmian zachodzych zaréwno w olebie
domeny cytoplazmatycznej jak i domen zatwrkomorkowych. Dodatkowo funkcje
adhezyjne domen zewmnzkomoérkowych mog by¢ regulowane przez domen
cytoplazmatyczg Zwigkszenie poziomu ekspresjigsteczki zmienia mechanizm agania

z heterofilnego na homofilny [163]. Komorkiodbtonka HEV pozbawione ggteczki nie
tworzyty miedzy sofla scistych pohczen oraz nie miaty typowej, szeiennej budowy [40].
Wykazano take, iz cytoplazmatyczna domena PECAM-1 odgrywa nel rozwoju uktadu
sercowo-naczyniowegl63]. Jwz badania De Lisser'a i wsp. (1994) oraz Yan'a i wsp
(1995) dowiodty, # modyfikacje cytoplazmatycznej domenyasteczki mog wptywat na
jej wiasciwosci adhezyjne i wizanie z odpowiednimi ligandami [39, 206]. Charakteijac
funkcje PECAM-1 warto wspomnieo jej udziale w apoptozie oraz przekazywaniu
sygnatébw w komérce [215]stnieja dowody na udziat esteczki w przenoszeniu sygnatu
hamupcego programowarnsmieré komorki [128]. Mechanizm cytoprotekcyjnego dziagn
PECAM-1 nie jest znany, prawdopodobnie dochodziwilzania z ranymi enzymami, jak
kinazy i fosfatazy. Zaktada udziat tego biatka w regulacji transkrypcji i fuspkbiatek
apoptotycznych [215]Komdrki nowotworowe wydaj sie takze wykorzystywa dziatanie
antyapoptotyczne i proangiogenne CD31 do swojegetpwania [97, 175]. Z kolei badanie
mechanizméw dziatania ggteczki w transporcie przez komonkiodbtonka, dowodzi jej
udziatu w regulacji drogi sygnatowej z udzialem gan Cd% Aktywowanie kanatéw

wapniowych ma odgrywarole w transmigracji neutrofiléw [132].

Mimo szeroko zakrojonych bafiafunkcja PECAM-1 nie zostata do koa wyj&niona.
Dalsze badania nady tczasteczlk mogy zaowocowdé wynalezieniem terapii znoszej
niepowotane reakcje zapalne i inne stany patologidz17]. Ju dzis powiazane PECAM-1
z procesami trombogenezy, zapalenia, apoptozy odpowiedzi immunologicznejas
niezaprzeczalne, a dalszy pgstbada nad molekularnymi wikgiwosciami PECAM-1

pozwoli rzucé noweswiatto na jej rot w biologii komorki.
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Biorac pod uwag, ze choroba przybia jest odpowiedazi silnie unaczynionej tkanki na
czynniki infekcyjne, jasny wydajecsfakt zwigkszonej ekspresji agteczek adhezyjnych dla
leukocytow na komorkachérodbtonka naczyniowego [210]. PECAM-1 jest jedm
czasteczek adhezyjnych agajacych najwyszy ekspresj w komorkach srodbtonka
naczyniowego, a jej ik dochodzi do prawie miliona ggteczek w komdérce [210]. Tak
wysokie stzenie petni kluczow role w adhezji pomidzy komoérkamisrodbtonka oraz w
interakcjach tych komorek z leukocytami [210]. Wstdpnym pgmiennictwie znaleziono
pojedyncze prace dotygze bada nad funkcg PECAM-1 w schorzeniach przgfzia [58,
178, 210]. Gemell i wsp. (1994) badali ekspgeshsteczek adhezyjnych, w tym PECAM-1
na r&nych populacjach komoérek dzta (limfocyty, komorkisrédbtonka, keratynocyty) u
pacjentow zgingivitis i periodontitis Wykazali, ze ekspresja CD31 na limfocytach byta
podobna w obu jednostkach chorobowych. Pozytyweakcg immunocytochemiczn
obserwowali rownig na komoérkachsrodbtonka naczy [58]. Badania Tgman'a i wsp.
(1999) dotyczce ekspresji asteczek adhezyjnych w naczyniach krwigmgch miazgi
zebdw u pacjentow z przewleklym zapaleniem pebya, nie ujawnity istotnych tdic w
nasileniu ekspresji PECAM-1 poeaizy grup CP a kontraj [178]. Z kolei w badaniach na
hodowanych komérkach HUVECs, Yun i wsp. (2005) wadla zmniejszenie ekspresji
PECAM-1 na bocznych powierzchniach komoérékdédbtonka po podaniu aktywnych
gingipain (proteinaz cysteinowych) wytwarzanych gazPorphyromonas gingivalis
Towarzyszyta temu zwkszona przepuszczal§topojedynczej warstwy komorekodbtonka

dla albuminy i neutrofiléw [210].

5.3. Endoglina (CD105)

Endoglina (angendoglin) jest integraln, transbtonow glikoproteiry typu I, wystpujaca na
powierzchni komorekérédbtonka jako homodimer o masieasz okoto 180 kDa [30].
Opisywana jest jako biatko markerowe aktywnych, lifgaujacych komoéreksrédbtonka
kapilar, ttniczek orazzytek. Biatko to uznaje siwicc za znacacy marker neoangiogenezy.
Czasteczka sklada @iz 561 aminokwasowej domeny zemmzkomoérkowej, 25 aa
hydrofobowej domeny transbtonowej, oraz 47 aa ogomawmtrzkomoérkowego
stanowacego domeg cytoplazmatycza [65]. Ludzki gen kodujcy endoglir znajduje si
na chromosomie 9 (9934) [4Malezy doda, ze w warunkach fizjologicznych ekspresja
CD105 jest niewielka, a w patologii wygpuje w formujcych se¢ komorkachsrodbtonka w
obrebie tkanek zmienionych zapalnie, nowotworowo i/leigenerujcych s¢ [25, 37, 183,

190]. Jej ekspresjwykazano take (w matych ildciach) w komorkach progenitorowych
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uktadu krwiotworczego, komorkach edniowych gtadkich, fibroblastach i makrofagach
[19]. Ekspresj tego biatka znacznie zgksza hipoksja tkanek poprzez indukgyntezy
czynnika HIF-1 (angHypoxia Inducible Factor )1 ktory z kolei jest silnym stymulatorem
syntezy VEGF (angVascular Endothelial Growth Facthr Mutacje i brak ekspresji
endogliny wykazano w niektérych chorobach, a#einych z zaburzanwaskulogeneg
m. in. w dziedzicznej krwotocznej teleangiektazzimianach po zawale ggnia sercowego
[11, 190].

Pozytywny ekspresj markerow charakterystycznych dla HEC (w tym enihyglwykazano
w hodowanych komorkackrédbtonka pochodcych z mysich wziéw chtonnych [35].
Ekspresi genuendoglinyw mysich komorkach wysokiegé&rodbtonka (HEC) naczy w
weztach chtonnych wykazat po raz pierwszy lzawa i w&®99). Byla ona silniejsza w
poréwnaniu z ekspresjPECAM-1 i CD34 i wykrywana zdecydowaniecéziej niz na
CD31-pozytywnych komorkach ptaskiegmdbtonka naczy [77]. Endoglina uwzana jest
za jedm z najwaniejszych glikoprotein tate ludzkiegosrodbtonka zylnego. Ekspresj
czasteczki wykazano na powierzchni komorgkdbtonka wszystkich tkanek z vagkiem
szpiku kostnego [65].

Funkcje endogliny zwizane § z angiogenegz adhez i migracpa komorkows oraz
utrzymaniem homeostazgiany naczy [19]. Pod wzgtdem czynnéciowym stanowi ona
sktadnik kompleksu receptora dla transformeego czynnika wzrostfl i B3 (ang.
Transforming Growth FactorTGF) i determinuje los komorek macierzystych. Wpyna
roznicowanie fenotypu komérekrodbtonka w odmiennych tkankach, w tym naczypu
HEV [77, 190]. W szlaku sygnalizacyjnym TG#--endoglina aktywuje ¢t cytokirg,
indukuac proliferacg komorek srédbtonka [19, 114]. Obeckd sekwencji RGD w
czasteczce endogliny sugeruje jejgaV procesie wjzania pomidzy komorkamgrodbtonka
a integrynami oraz innymi receptorami dla RGD. Sehegya ta, bdaca tripeptydem,
odpowiada za adhezj agregagj komorek oraz bierze udziat w interakcjach komdrek
macierz pozakomorkow [65].

Pod wzgtdem spetnianej roli w przechodzeniu leukocytow prieEC, endoglina bierze

udziat w 1l (scista adhezja) oraz IV (transmigracja) etapie tegesu.

W dostpnym piémiennictwie znaleziono zaledwie pojedyncze praceyamce ekspresji i
roli endogliny w chorobach przghia. Tgman i wsp. (1999) badali ekspresjoznych
czasteczek adhezyjnych, w tym tak endogliny (CD105) w miazdzelm w pacjentéw z
przewlektym zapaleniem przgtzia i kontroh, wykazupc zmienn ekspresj tego markera
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srodbtonka naczy w materiale tkankowym obu grup [178]. Nie znalemo prac
dotyczicych ekspresji endogliny w naczyniach typu HEV wiadlach pacjentéw z
przewlektym zapaleniem przgfzia.

5.4. Caysteczka adhezji m¢dzykomodrkowej 1 (ang.Intercellular Adhesion Molecule 1,
ICAM-1, CD54)

ICAM-1 jest glikoprotein, ktéra podobnie jak PECAM-1 nale do nadrodziny
immunoglobulin i bierze udziat w Il i IV etapie zgchodzenia leukocytéw przez komorki
wysokiegosrodbtonka [63, 189]. Masa gzt. waha & w przedziale od 70 do 120 kDa i
zalezy od stopnia glikozylacji. Gen kodigy ICAM-1 znajduje si na chromosomie 19
[145].

Czasteczka podlega konstytutywnej ekspresji na powierz wielu komorek, z ktorych
najwaniejsze to komorkisrodbtonka i monocyty [145]. Naty dod&, iz ekspresja na
komorkach srodbtonka jest indukowana przez mediatory zapalefid@]. Forma
rozpuszczalna @steczki — sSICAM-1 (angsoluble intercellular adhesion moleculg-1
znajdywana jest w surowicy krwi, ptynie mézgowo-ediowym oraz ptynie dastowym
[69, 145, 189]. Norma surowiczegazania u zdrowych osobnikow waha ©id 100-200
ng/ml, a znacznie podvigzne sizenia SICAM-1 (200-700 ng/ml) obserwowano u
pacjentow z zespotem niedoboru adhezji leukocytémg(leukocyte adhesion deficiency
LAD) [152].

W budowie ICAM-1 wyr@ni¢ mozna fragment zewgtrzkomorkowy skiadacy sk z 5
immunoglobulinopodobnych domen oznaczanych D1 {483 aa), odcinek przezbtonowy
oraz krotki odcinek wewgirzkomaorkowy, ktorego kicowy odcinek 4czy sk poprzezoa-
aktynire i p-tubuline z cytoszkieletem komérki. Domeny zestrzkomorkowe

odpowiedzialnegza hczenie z ligandami i zawietgpotencjalne miejsca glikozylacji [34].

Obecna na powierzchrrédbtonka zytek z wysokim srodbtonkiem, czsteczka ICAM-1
taczy sk z integrym B2 (CD11a/CD18 ) (dawna nazwa anigymphocyte Function-
Associated Antigen-1LFA-1) oraz biatkiem MAC-1 (angMembrane Attack Complex
leukocytow, czego skutkiem jestista adhezja (etap Il przechodzenia poza naczynie
krwionosne) [63, 180]. Wiele sygnatdbw komorkowych, w ktdnypasredniczy ICAM-1
reguluje funkcje cytoszkieletu komorekdotheliumHEV, std uwaa sk, ze casteczka ta
moze br& udziat w diapedezie leukocytow do miejsc zapal¢dig 63, 189]. Wykazanoz i
ICAM-1 aktywuje tzw. Rho-like GTP-az oraz powoduje polimeryzagj aktyny,
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warunkupcej scista adhez¢ i wedrowke leukocytow poprzezsrodbtonek HEV [180].
Badania nad lokalizagji rola ICAM-1 przyczynity sie do wykazaniaze wszystkie trzy
rodzaje leukocytéw (granulocyty, monocyty i limfagy mog migrowa poprzezsciare
HEV. Dodatkowo wykazanagge 5-10% leukocytow mi@ przechodzi bezpdrednio poprzez
cytoplazng pojedynczych HEV (transport transcelularny)gksizas¢ pomigdzy komorkami
srodbtonka (transport paracelularny), pozostatemég jasno wytyczonej ,trasy” migracji.
Interesujce byly obserwacjeze para- i transcelularna diapedeza byta skorelowana
obecndcia utozonych réwnolegle do gdrowania leukocytéw, struktur zwanydup-like
bogatych w ICAM-1 i czsteczk adhezji komdrkowej nachy(ang.Vascular Cell Adhesion
Molecule VCAM-1) [27]. Badanie trojwymiarowej lokalizacjiCAM-1 na powierzchni
HEV, wykazaloze cazsteczka ta jest najmocniej eksponowana na powierdaaminalnej
HEV, tworzac mikrofatldy i bruzdy. % rowniez sugestie,ze translokacja ICAM-1 do
wgtebien na powierzchni srodbtonka reguluje diapedgz transcelulars ludzkich
limfoblastow T [180].

Zaburzenia ekspresji ICAM-1 obserwuje sv wielu procesach zapalnych i alergicznych

oraz nowotworach zitiwych u cztowieka [189].

Blokowanie czsteczek adhezyjnych, w tym szczegoélnie ICAM-1 stsito proka terapii
wielu schorzé, m. in. przewleklych chorob o0 nieznanej etiologiichorob
autoimmunizacyjnych, powikia po oparzeniach i odmieniach oraz w zmniejszeniu
obszaru martwicy po zawale ghinia sercowego i udarze niedokrwinnym [63]. Zastcmoe
tego typu terapii sugerowane jest réwini@ chorobach przybia. Wykazano bowiem
mozliwos¢ zahamowanidrodbtonkowej ekspresji ICAM-1 w tych schorzeniaéhpomoa
antysensownych oligonukleotydéw [124]. Badania togth lat wykazalyze lek o nazwie
resveratrol ostabia indukowanLPS z P. gingivalis adhez¢ leukocytéw dosrédbtonka
naczyi poprzez obrienie ekspresji m.in. ICAM-1 na drodze sygnatowejpdd-[142, 153].

Od lat 90-tych ubiegtego wieku prowadzonebsdania nad rglICAM-1 w mechanizmach
powstawania i progresji choréb przjma [31, 36, 58, 69, 174, 178]. Eksprespznych
postaci tej casteczki (biatko blonowe, postaozpuszczalna) badano zyagiem r&nych
technik. Analiza stzenia rozpuszczalnej formy ICAM-1 (SICAM-1) w ptyndziastowym
wykazata wzrost wydzielania tego biatka do ptynucamykomorkowego w korelacji z
obecndcia ptytki nazbnej i stanem zapalnym, a nie z konkaejadnostls chorobowy
przyzbia (zapalenie dzsta, CP, agresywne zapalenie prtya) [115]. ICAM-1
wykazywano zaréwno w komdrkach nabtonkezhcego dzista i/lub kieszonki przygbnej
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[36, 171, 207], komodrkacKrodbtonka naczy dziasta, jak i na leukocytach naciekéw
zapalnych tkanki acznej dzasta [36, 171]. Ekspresj czasteczki opisano w gblach
witosniczkowych dziset dotkngtych stanem zapalnym, jednak w przecigisvie do
PECAM-1 ekspresja ta dotyczyta jedynie¢sd naczyh [182]. Badania komdrkowej
ekspresji ICAM-1 paiczone z analig gestasci naczyi dziaset, nie wykazaty istotnych
réznic pomedzy pacjentami z przewlektym zapaleniem pebya i kontroh [31]. Badania
Tancharoen’a i wsp. (2008) wykazaty wzrost ekspradsjaporyny 3 (AQP3) oraz ICAM-1

w keratynocytach nabtonka dgta, co potwierdzono na modelm vitro. Regulacja
odpowiedzi zapalnej wydaje ¢sizaleze¢ od drogi sygnatowej TNie- [174]. Spadek
naczyniowej ekspresji ICAM-1 u palaczy periodontitis w obrbie fragmentéwlamina
propria dzigsta nie obgtych zapaleniem, wskazuje na wptyw palenia tytamausystemow
produkcg ICAM-1, niezalena od lokalnego nasilenia zmian zapalnych w tkankach
przyzbia [150]. Precyzowano na ktérych dokladnie komorkaaciekéw zapalnych dgta
wystepuje pozytywna ekspresja ICAM-1. &¢ badaczy ekspresje obserwowata giéwnie
na limfocytach T [58, 76]. Wykazano zhdne wartdéci ,limfocytarnej” (limfocyty T
CD29+) ekspresji ICAM-1 w dastach pacjentow gingivitis i periodontitis Potwierdzono
ekspresj ICAM-1 takze na komorkachirodbtonka naczy oraz wykazano dodatkowo w
keratynocytach nabtonka kieszonki prelymej. Ekspresja w keratynocytach wzrastata wraz
z nasileniem zmian zapalnych [58]. Badania ekspit€3\M-1 przeprowadzono tale w
miazdze gzba pacjentow z CP, wykazigj zmiennm pozytywry reakcg na ten marker, bez

istotnych korelacji z innymi esteczkami adhezyjnymi [178].

Badanie ekspresji ICAM-1 w komorkach nabtonka jansynej i/lubsrédbtonka naczy w
powiazaniu z wptywem na ten proces antygenow bakteryjrstanowi dé¢ ciekawy model
badawczy, take w kontekcie ewentualnej terapii anty-ICAM-1 w schorzenigohyzbia.
Wyniki badax Tada i wsp. (2003) na hodowanych komorkach ludgkieabtonka jamy
ustnej (KB i HSC-2) wykazaly bezpednia proteoliz ICAM-1 przez gingipainyP.
gingivalis i spadek ekspresji tego biatka w badanych linieomorkowych [169]. Tamai i
wsp. (2005) po zastosowaniu przeciwciat anty-ICAMehserwowat zahamowanie inwazji
P. gingivalis do linii komorkowej KB, co sugerujeze ICAM-1 peini istota role w
pierwszych etapach rozwoju i progresji scharzgzyzbia [172]. Z kolei stosunkowo
niedawno opublikowana praca Zhanga i wsp. (201@liaraca ekspregj ICAM-1 na
komorkachsrédbtonkazyt pepowinowych (linia ECV-304) traktaga te komérki szczepami
P. gingivalis o raznej wirulencji, dowodzi indukcji ekspresji ICAM-Inieco wikszej w
przypadku szczepu bakteryjnego ogkgzej inwazyjnéci. Ponadto wykazanae indukcja
produkcji ICAM-1 zachodzi z udziatem drogi sygna&WwF«B, a nie p38MAPK [212].
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5.5. Laminina

Jest glikoproteim macierzy pozakomorkowej o masie asz 900 kDa, markerem
charakterystycznym dla btony podstawnej komogg&dbtonka naczy krwionosnych.
Stanowi gtowny niekolagenowy skitadnik blaszki jgdmeny podstawnej twoe struktue

o charakterze sieciowym. Zbudowana jest z trzetbuehow: alfa-1, beta-1 oraz gamma-1
(wczeniej nazywany beta-2) twoazych casteczlk o ksztalcie krzya, w ktorym wystpuja

3 ramiona kroétkie i jedno diugie. hauch alfa-1 posiada m. g=t. 440 kDa, zabeta-1 i
gamma ok. 220 kDa [14]. Pojedyncze ndachy stabilizowane as mostkami
dwusiarczkowymi. Ze wzgtu na wystpowanie 5 rodzajow feeucha alfa, 4 beta oraz 3
gamma, wysipuje 15 izoform czsteczki tworzacych rodzir laminin [7]. Weglowodany
stanowi 25 do 30% masy asteczki. Laminina mge tworzy polimery. U cztowieka,
domeny odpowiedzialne za biologiezaktywnaé czasteczki przejawian przez udziat w
adhezji i migracji komérkowej, wkaniu heparyny oraz wzfcie aksonow, znajdajsic w
tancuchu alfa3 [187]. Geny kodige ludzk laminine znajduj sic w réznych odcinkach
genomu (chromosom 1, 3, 6, 7, 18)3]. | tak np. gen koduagry tancuch alfa-1 LAMAI)
lamininy zlokalizowano na chromosomie 18p11.3, acumh alfa-3 AMAJ3 na
chromosomie 18q11Ja23].

Laminina charakteryzuje ¢iszerokim spektrum dziatania, paeszy od pobudzania
interakcji medzykomorkowych, wzrostu i edicowania tkanek i komérek, kozac na
oddziatywaniu na komorki nabtonkgrodbtonka oraz na inne sktadowe blaszki podstawnej
(taczy sk z heparanowymi fecuchami proteoglikandéw oraz z kolagenem V). Waraa jest
za najbardziej aktywny biologicznie sktadnik btopgdstawnej. Mnog& funkcji lamininy
wynika z obecngci w czsteczce wielu domen o adej strukturze i funkcji oraz z jej
trojwymiarowej budowy. Ekspresja lamininy na komechk srodbtonka mae by
regulowana przez cytokiny i czynniki wzrostowe uwahe podczas procesu zapalnego [68].
Postulowane funkcje ggteczki zwizane z komérkamirédbtonka to udziat w formowaniu
nowych naczg i utrzymywanie ich stabilri@i. Nalezy dodatkowo wspomnée o roli
lamininy w tworzeniu barierowej funkcjérédbtonka, warunkowaniu jego wybiorczej
przepuszczalngi, a take jej udziale w przenoszeniu sygnatow wdilie sciany naczynia.
Laminina uczestniczy tak w wedrowce leukocytow, lecz jej rola nie jest donka
poznana. Wraz z fibronektynymaze wspomagascista adhez¢ leukocytow ledac ligandem
dla wielu integryn [63, 64]. Najwaiejsz role w biologii limfocytow krwi (adhezja,

migracja, proliferacja) wydajegsodgrywa 5 tancuch alfa lamininy [64].
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W bilonach podstawnych HEV obecnych weatach chionnych cziowieka wykazano
obecnag¢ réznych taacuchéw lamininy (alfa3, alfa4, alfab5, betal, betgdmmal) [64].
Czasteczka ta stymuluje ta& fagocytoz [Golab J., Jakdbisiak M. ]. Dowiedziono udziatu

lamininy w procesie tworzenia przerzutow nowotwoyot.

Jedynie nieliczne doniesienia zsipiennictwa dotycz badania roli lamininy w zdrowym
dziasle i chorobach przgbia u ludzi [146, 162]. Za pomac metod
immunohistochemicznych w prawidtowych tkankach gebya naczelnych, laminina zostata
zlokalizowana wycznie w tkankach mkkich przyzbia jako sktadnik bton podstawnych
nabtonka dzstowego oraz komoérekrédbtonka [162]. W zaawansowanym zapaleniu
przyzbia, Pinchback i wsp. (1996) obserwowat wyra okotonaczyniowe odkladanie
sktadnikbw btony podstawnej (laminina, kolagen typY), szczegolnie w naczyniach
zylnych. Naczynia otoczone byly ztogami obu biateiektore posiadaty otoczksktadajca

si¢ tylko z lamininy, ladz z kolagenu typu IV. Autorzy sugerowali znacz patologe
naczyi w periodontitis z ostabieniem reakcji zapalnej i uiavosci gojenia s¢ procesu

zapalnego przez ziarninowanie [146].

5.6. Kolagen typu IV

Kolagen typu IV jest gtownym skiladnikiem btony ptalsnej. Syntetyzowany jest przez
komorki nabtonkéw (w tyngrédbtonkow) i komorki misniowe gtadkie. Nalgy do rodziny
biatek kolagenowych, ktora sktadae si co najmniej 27 genetycznie ghnych typow o
réznej masie crsteczkowej i sktadzie aminokwasowym. Jest glikogirat o charakterze
niewtokienkowym, a jego ceghcharakterystyczn jest tworzenie uktadow sieciowych.
Czasteczka zostata odkryta w 1966 roku przez Kefaéid®@9]. Na struktuy kolagenu typu
IV wystepujacego u ssakéw sktadacsh podjednostek alfa (alfal-alfa6) wystijacych w
réznych kombinacjach. Podjednostki te twprd rodzaje protomerow warunkigych
wystepowanie 3 ranych uktadow sieciowych. Ggteczka posiada budewielodomenow.
Potréjna helisa o diugoi okoto 390 nm dczy obie wymienione domeny ][8Struktura
helikalna nie jest ggta. Duza ilos¢ mostkéw dwusiarczkowych wygiujacych w casteczce
zapewnia jej stabilnfgé. Wielodomenowa budowa kolagenu typu IV posiada jswo
odzwierciedlenie w mnogoi miejsc potencjalnej interakcji z innymi gsteczkami oraz
komdrkami. Potrojna helisa posiada rejony, z ktarigozy sk laminina, fiboronektyna oraz

siarczan heparanu J[BW oczkach sieci wytwarzanej przez kolagen typu dWalizu sie
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inne skfadniki bton podstawnych oraz macierzy ponaérkowej. Widnie pohczenie z
innymi sktadnikami bton i macierzy warunkuje praw@tkowita nierozpuszczalrsd
czasteczki.U ssakdw zidentyfikowane zostalo 6 gendw, ktorduginformacje o budowie
6 raznych taacuchéw polipeptydowych kolagenu typu IV. Paryidachow alfa-1 i alfa-2
kolagenu IV kodowaneasha chromosomie 13, alfa-3 i alfa-4 na chromosdinie pary alfa-
5 i alfa-6 na chromosomie X. Wybiércza ekspresjghtygendéw podczas rozwoju
embrionalnego pozwala na rozwojznych strukturalnie i biochemicznie form asteczki
majcych wptyw na charakter tkanki, w ktorej] ona veystie [91]. Kolagen typu IV
wystepuje we wszystkich btonach podstawnych w formiecisie duwej powierzchni
zapewniaggcej mechaniczpn stabilng¢ bton. Stanowi swoisgt struktug podporove dla
komorek nabtonka oraz warunkuje ich wybiGrqrzepuszczalrig [177]. Wraz z laminia
odgrywa istota role w adhezji, ranicowaniu i wzrdcie komoérek, a tale w procesie
naprawy tkanek [8]Bardzo wana jest regulatorowa funkcja kolagenu typu IV wqasie
angiogenezy. Fragmenty kolagenu typu IV mbgmowa funkcje czynnikdw wzrostowych
wydzielanych w czasie angiogenezy, a tym samym apo& lub hamowa ten proces [33].

Kwestig interesujca jest powazanie czsteczki z pogrubiat blaszk podstawn zytek o
wysokimsrodbtonku. Blaszka ta sktada s wielu okeznych warstw niezwykle bogatych w
kolagen typu IV, ktéry mize kczye sie z limfocytarnymi” chemokinami, takimi jak
CCL21, CXCL12 i CXCL13 [209]. hczenie to zapewnia odpowiedniegzgnie wye]
wymienionych chemokin przez ich unieruchomienigradowisku, charakteryzagym sk
silnym pmdem krwi i jest niezédnym elementem systemucgarowki limfocytow przez
HEV.

Spasrod 5 typdw kolagenu opisanych w gide, kolagen typu IV jest gtdbwnym sktadnikiem
zewmtrzkomoérkowe] macierzy tkankia¢znej tej cezsci przyzbia [24, 94]. Badania
komorkowe nad ekspresjkolagenu IV w tkankach dgta u pacjentow z przewlektym
zapaleniem przygbia, potwierdzity jego ekspresyv btonach podstawnych nabtonkagia.
Btony podstawne (gtéwnie szczytowychegaz kieszonek przygonych) byty scienczate i
niekiedy pofragmentowane [144]. Podobnie badaniasitukturalne Chavriera i Couble’a
(1989) u pacjentéw z szybko pegstijacym zapaleniem przybia, lokalizowaty kolagen
typu IV wytacznie wlamina densatony podstawnej i potwierdzity degradacgj struktury
na poziomie ultrastrukturalnym [29]. Nieznarensechanizmy molekularne utraty kolagenu
w zapaleniach przgbia. Badania porownawcze nad st catkowitego kolagenu w
réznych postaciach zapalerzyzbia, wskazuj na najwekszy ubytek lokalny tego biatka

nie w zapaleniu przybia dorostych, a w agresywnym zapaleniu pebya (ang.early onset
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periodontitis EOP). J&i wzig¢to pod uwag stosunek samych widkien kolagenowych do
sktadnikéw niewtokienkowych, spadek taki obserwowanprzypadku AP w poréwnaniu z
EOP czy kontral [24].

5.7. Naczyniosrédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF)

Naczyniosrodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF), oltany réwnie jako czynnik
przepuszczalnmi naczyi (ang. Vascular Permeability FactorVPF) naley do rodziny
VEGF i jest specyficznym mitogenem komorékddbtonka in vitro oraz induktorem
angiogenezyn vivo [49, 51, 79, 208]. Opisano znacz role VEGF w morfogenezie nacay
krwionasnych. VEGF indukuje geny drogi sygnatowej Notch wvotzeniu nacziy
tetniczych, a zahamowanie gemrpl oraz Notch prowadzi do rénicowania w kierunku
naczyi zylnych [101]. VEGF odgrywa znagea role w procesie gojenia ran oraz progres;ji
zapalenia [23, 49, 50].

Ludzki gen VEGFA zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosorgu [185].
Alternatywny splicing daje ekspresj6 r&znych izoform VEGF, tzn. VEGF 121, 145, 165,
183, 189 i 206. Natywne biatko VEGF jest homodineery glikoproteira wiazaca heparyr

0 m.cz. 45 kDa [50]. VEGF 121, zwany #@kVEGF-A jest stabo-kwiym polipeptydem
niezdolnym do wijzania heparyny, natomiast VEGF-165 (zwanyzéaR/EGF-B) oraz
VEGF-189 (VEGF-C) s silniej zasadowymi biatkami i z wkszym powinowactwem fi
VEGF-A, wiaza heparym i sa catkowicie sekwestrowane w macierzy pozakomaorkowej
[143]. Wsrod wszystkich izoform, VEGF-B jest domimagy forma molekularm
produkowan przez prawidtowe komorki i tkanki. Natomiast VE@Feraz VEGF-C s
najczsciej wykrywanymi izoformami catej rodziny VEGF w a@kkach, w ktdérych gen
VEGFAulega ekspres;ji [50].

Z bada eksperymentalnych wynikae VEGF (obok bFGF) bierze udziat w remodelowaniu
naczyr krwionasnych w przewlektym zapaleniu z0ych naradow [106, 122, 131, 208]. W
procesie gojenia ran najpierw dziata bFGF, a potaGF, ktory wykazuje przedione

dziatanie proangiogenne [131].

Miejsca whzania VEGF wysipuja na komorkachsrédbtonka naczy. Jego lokalizag
potwierdzono take w sktadnikach macierzy pozakomérkowej [79, 14¥BGF uczestniczy

w indukowaniu transportu pordzy i poprzez komorkérédbtonka naczy krwionasnych,
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zwtaszczazytek [111]. Wykazano przy tymze receptor o wysokim powinowactwie do
VEGF (VEGFR-2) znajduje sina tzw. gpcherzykowo-wodniczkowych organellach (ang.
vesiculo-vacuolar organelle/VO) w komaorkachsrodbtonka mikronacay towarzyszcych
guzom, zytek powstajcych w zapaleniach alergicznych oraz dnédbtonku normalnych
zytek [44]. VEGF posiada zdoldé do zwkkszania przepuszczalim naczyv poprzez
produkcg tkankowej kolagenazy, aktywatoréw plazminogentakae inhibitora aktywatora
plazminogenu w komérkaditédbtonka naczy [51]. Wzrost przepuszczalém naczy pod
wptywem VEGF sprzyja zewtrznaczyniowemu odkiadaniu ¢sifibryny, ktéra stanowi
szkielet dla migrujcych komoreksrodbtonka [48]. Jest to jeden z etapOéw angiogenezy.
Mozna sdzi¢ nawet,ze VEGF dziala j#4 na wczeéniejszych etapach powstawania naczy
krwionasnych w warunkach patologicznych, a mianowicie regpiget inicjacji tego procesu,
wywotanego miejscowym uszkodzeniem tkanki (ranal, ijlokalnym procesem zapalnym
[10, 106, 131]. Po zadziataniu czynnika iniggggo dochodzi do wzrostu przepuszcz&tno
naczy krwionasnych, degradacji btony podstawnej naczynia, razienia podczen migdzy
komorkamisrodbtonka, aktywacji tych komorek oraz ptytek kfdD, 109]. Do czynnikow
indukuacych parednio proliferagi naczys krwionasnych w zapaleniu poprzez wzmaganie
produkcji VEGF, nalga nastpujace mediatory zapalenia: prostaglandyna(EGE), IL-1
[15] oraz IL-6 [32]. Wykazanoze IL-6 wplywa na zwikszanie ekspresji mMRNA VEGF
dzialapc na fragment 5-UTR promotora genMEGF o zasadniczej roli w indukciji
angiogenezy [32]. Innym czynnikiem wzmagajm produkcg VEGF i tym samym
sprzyjapcym powstawaniu nowych naazyest hipoksja [51]. Rola VEGF w angiogenezie
wiaze skt takze z indukowaniem drogi zazanej z naczyniowintegryra avp5 zalena od
aktywacji kinazy biatkowej C [52].

Gtownym komoérkowynzrodiem VEGF-u $ makrofagi [122, 188]. Inne podawangdta
komorkowe VEGF: fibroblasty, komorki mfiniowe gtadkie naczyoraz perycyty [45, 122].
Obecné¢ VEGF wykazano tate w komorkach pokrywagych torebki stawowe [122] i w
keratynocytach nabtonka dstowego [28]. VEGF dziala przez swoiste receptdgdre
tworza rodzire receptorow VEGF i znajdyj sie prawie wyhcznie na komodrkach
endotheliummaczy oraz w mniejszej iléci na monocytach. Specyficzneazanie VEGF na
komodrkach, dotyczy zarowno spoczynkowych, jak ilifgnujacych koméreksrodbtonka

réznych typow naczy krwionasnych [79].

Wykazano trzy formy receptora VEGF: VEGFR-1 (Flt-®yskpujacy u dorostych
osobnikéw, VEGFR-2 (KDR/FIk-1) wyspujacy wylacznie w okresie rozwoju
embrionalnego oraz VEGFR-3 (Flt-4). Nale one do rodziny receptorow kinazy
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tyrozynowej a ich stymulacja prowadzi do wzrostgzehia jonédw wapnia w cytozolu
komoérek srédbtonka, aktywacji fosfolipazy C i fosflacji bialek [50, 192]. Receptory
VEGF uczestnicz w transdukcji sygnatow, ktore grednicz w proliferacji naczy, ich
migracji, organizacji w funkcjonalne naczynia krw@ne oraz w remodelowaniu sieci
naczyniowej [192]. Opisano szereg koreceptorow sewaych receptorow VEGF np.
neuropilire-1 (Nrp-1) dla VEGF 164, ktore utatwigjprzebieg transdukcji sygnatow i
ulegaj ekspresji na komorkaditodbtonka naczy tetniczych [101]. Podejmuje sibadania
nad zastosowaniem zdych inhibitorow receptorow VEGF jako strategii mhpegania

angiogenezie, szczegolnie w onkologii [50].

Wyniki bada nad roy VEGF-u w etiopatogenezie choréb pralyim znane $od kaca lat
90-tych XX wieku [23, 80, 129]. Badania Booth i wgf998) po raz pierwszy wykazaty
tkankows ekspresj VEGF w komoérkachsroédbtonka naczy, neutrofilach, komorkach
plazmatycznych i komoérkach nabtonka gd#a i/lub kieszonki przygnej [23]. Zmiany w
stezeniu VEGF wlinie i w pltynie dzastowym pacjentow z chorobami przyma w
poréwnaniu ze zdrogv populacy wyraznie zainspirowaty do doktadniejszych bada
ekspresji VEGF w periodontologii [23, 148]. Pierwdzadania skenia VEGF w dzjstach
zdrowych i zmienionych zapalnie, wykazaty napsyge stzenie tego czynnika wzrostu w
wycinkach patologicznych dmet gisiadupcych z kieszonk przyzbna o gkbokasci 4-6
mm. Istotnie nisze stzenia VEGF dotyczyty daset kontrolnych [8Q]Autorzy konkludug,
ze VEGF mae by uznany za czynnik zaréwno inicjacji, jak i progregingivitis do
periodontitis najprawdopodobniej poprzez ekspansgieci naczy krwionasnych z
jednoczesqprogresy procesu zapalnego [80]. ROVEGF jako biomarkera progresji choréb
przyzbia potwierdzaj nowsze badania. Wykazano dwukeptredukcg VEGF w plynie
dziastowym po zastosowanej terapii chordb pebja [148]. Ponadto badania te
wskazywaly na korelacje poruzy stzeniem VEGF w ptynie dzstowym a klinicznymi
parametrami pacjentéw z CP (wshki dziastowy, CAL, radiologiczny ubytek kai) [148].
Wzrost tkankowej ekspresji VEGF obserwowanazéatv dzistach pacjentéw z cukrzya
chorobami przygbia w poréwnaniu ze zdrawkontroh [6, 188]. Obserwowano liczniejsze
VEGF-pozytywne keratynocyty nabtonka kieszonki gebnej u pacjentdw z cukrzyd
periodontitis w poréwnaniu z pacjentami kontrolnymi [6]. Innitatzy zasugerowalize
VEGF mae by zwigzany z etiologi periodontitiswe wczesnych stadiach choroby, kiedy
powstawanie nowych naazkrwionaénych stymulowane przez patogeny jamy ustnepevi
si¢ z obrzkiem tkanek przygia [165]. VEGF byt wykrywany w rinych tkankach
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przyzbia oraz wslinie. Postulowano diawazna role w utrzymywaniu homeostazy oraz w
prawidlowym gojeniu & ran w jamie ustnej [23, 140, 170]. Konstytutywprodukcg
VEGF (mRNA i biatko) wykazywano zaréwno w zdrowydhk i zapalnie zmienionych
gruczotach slinowych (,slinowy system VEGF”), z tymze w zapalnie zmienionych
sliniankach czynnik ten obecny byt tak w jednogdrzastych komérkach naciekdéw
zapalnych [140, 170]. Wykazano przy tym asye stzenie VEGF w ptynie dastowym
(ang. gingival crevicular fluiJ w poréwnaniu z surowig co swiadczyloby o lokalnej
produkcji VEGF [23]. Wysze s¢zenia lokalnie produkowanego VEGF obserwowano przy
tym w ,zdrowszych” miejscach dgta w poréwnaniu z bardziej zmienionymi chorobowo w
gingivitis [23]. W przypadku zaawansowanepgeriodontitisproces remodelowania naézy
krwionosnych z udziatem VEGF zostat jedyniecéziowo zdefiniowany [28]. W badaniach
immunocytochemicznych grupa Chapple i wsp. (200@Qkazata znacxe r&nice w
lokalizacji i rozmieszczeniu VEGF w aflvie dziaset z minimalnymi zmianami zapalnymi i
w zaawansowanynperiodontitis [28]. Przewaata lokalizacja VEGF w keratynocytach
prawidiowego nabtonka dmta i znaczce zmniejszenie ekspresji tej glikoproteiny w
nabtonku kieszonki przgbne] [28]. Autorzy uzasadnigj swe obserwacje licznymi
dowodami na r@ czynnikow bakteryjnych w zmianie ekspresji nablowlch czynnikow
wzrostu, w tym VEGF [28]. Cho autorzy ci obserwowali VEGF-immunoreaktywne
komoérki takke w obebie naczy krwionosnych dzista i komérek naciekdédw zapalnych,
przewaata lokalizacja w cytoplazmie keratynocytow nablanidzista [28]. Nie
potwierdzono wgc lokalizacji VEGF w makrofagach jako gtéwnegamdta komdrkowego
VEGF, opisywanego przez innych badaczy w reumaloyda zapaleniu stawow [122] oraz
w dzigstach cukrzykédw z chorobami praymda [188]. Inne podawangrodia komorkowe
VEGF (biatko i mRNA) to: fibroblasty dokota naazykrwionosnych, komaérki mgsniowe
gtadkie naczy i komorki pokrywagce torebki stawowe [122].

Inne badania donoso konstytutywnej produkcji VEGF (biatko i mMRNA) 78z hodowane
fibroblasty ludzkiego dazsta (ang.human gingival fibroblastisHGF) po stymulacji za
pomoa antygenéw bakteryjnych Actinobacillus actinomycentemcomitanB. gingivalis
ale nie samym LPS [165]. Produkowany przez fibrstyladzasta VEGF wykazywat
zdolna¢ do zwkkszania przepuszczaléw naczy krwionasnychin vivo [165]. Stosunkowo
niedawne badania grupy Koo i wsp. (2007) wskazig sam LPS uzyskanyR. gingivalis
aktywowat angiogenez migracg, inwazg i tworzenie ludzkich komérekrddbtonka naczy
pepowinowych (HUVECS). Nie miat on wptywu na naczywipekspresj VEGF oraz jego
receptora FIk-1. Sugeruje to bezpni wptyw LPSP. gingivalisna aktywagj komorek
srodbtonka naczy[96].
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lll. Zato zenia i cel pracy

Rozwdj choréb przyghia jest zwazany z rozplemem matych nadzykrwionasnych.
Wystkpuja wyspecjalizowane formyzytek pozawtosowatych z tzw. z wysokim
srodbtonkiem (HEV). Obecrsié HEV w przewlektym zapaleniu przgzia, przy
nieobecnéci w zdrowym dzisle nasuwa przypuszczenigee petna one wana role w
patogenezie tej choroby u czlowieka [204]. Wpsie zwikszona reaktywnig komorek
srodbtonka naczyniowego na czynniki infekcyjne. Wiynmajnowszych badaprzynosz
odkrycia dotyczce molekularnych aspektéw przechodzenia leukocyigwez HEV,
interakcji medzykomoérkowych {rédbtonek-leukocyty) oraz ekspresji licznych genow
charakterystycznych, chaie zawsze specyficznych dla komérek wysokiggalbtonka [9,
46, 77, 86, 137, 209].

Nadal niejasneasmechanizmy plastyczaoi komoérek wysokiegagrédbtonka (HEC) oraz
mechanizmy patogenetyczne odpowiedzialne za rozpdek HEV w tkankach dzsta
dotknictych przewlektym zapaleniem prayza [55, 104]. Niedokiaczona jest rownielista
markerow typowych dla HEV w zapalnie zmienionychzadach [86, 121, 180].

Celem obecnej pracy jest immunocytochemiczna chemngdtyka markeréw komérek
wysokiego srodblonka zytek pozawtosowatych (HEV) wygbujacych w dzistach
pacjentow z CP z doktadniejszym odemiem roli HEV w progresji przewlektego zapalenia

przyzbia.

Cele szczegbtowe pracy

1. Analiza komérkowej ekspresji antygenow btonowycib@ad, CD31, CD105, ICAM-
1), biatek btony podstawnej komorékddbtonka naczy krwionasnych (kolagen 1V,
laminina) oraz naczyniérodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w giach

pacjentow z przewlektym zapaleniem praya.

2. Charakterystyka morfologicznaytek pozawtosowatych z wysokinsrédbtonkiem
(HEV) oraz ilgciowa ocena ekspresji markerow komoré&ddbtonka (HEC)

w przewlekltym zapaleniu przyhia.

3. Préba okréenia korelacji pomidzy tkankows ekspregj antygendéw naczy
krwionosnych dzasta pacjentow z przewlektym zapaleniem pebya (w tym HEV)

a wybranymi danymi klinicznymi pacjentow.
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IV. MATERIAL | METODY

1. MATERIAL DO BADA N

Tkankowy materiat do bada stanowity wycinki dziset pobrane od pacjentow
z przewlektym zapaleniem przylza podczas zabiegu kiretaotwartego z gingiwektorai
(ang.flap operation oraz fragmenty dzset od pacjentow bez klinicznych cech choroby
przyzbia (kontrola).

Materiat do bad@pochodzit ogétem od 62 pacjentéw dorostych i diBba poréwnawczych
wyrozniono 3 grupy:

I.  Grupa badana (n=40) - pacjenci z przewlektym zapahe przyzbia (CP);

Il. Grupa kontrolna 1 (K1) (n=15) — pacjenci z Kliniczrzdrowym przyzbiem, ktorym
wycinki dziaset pobrano podczas zabiegbéw periochirurgii esteigic odstorgcia zbow
zatrzymanych i/lub ekstrakcjeldw;

lll. Grupa kontrolna 2 (K2) (n=7) — pacjenci, ktorym wezgbiegu diagnostyki choroby
podstawowej (przewlekie zapalenia, nowotwory) raz@mo odczynowe zmiany

w okolicznych wztach chtonnych (materiat archiwalny).

Materiat tkankowy w przypadku grupy badanej (CRzogrupy kontrolnej negatywnej (K1)
wraz z danymi klinicznymi otrzymano z Prywatnej IRyki Stomatologicznej w Ostrowie
WIkp (dr n. med. Mitosz Hausmann).

Kostki parafinowe z materiatem kontrolnym pozytywmy(K2) uzyskano z Katedry
Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu MedycznegoR@znaniu.

Caty materiat tkankowy zostat zakwalifikowany do dba po uprzednim badaniu

histopatologicznym.
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2. METODY BADAN

2.1. Badanie kliniczne pacjentéw z przewleklym zapaniem przyzebia (CP)

Badanie Kliniczne pacjentow obejmowato badanie potbwe i przedmiotowe. Na
podstawie wywiadu wykluczono czynniki ryzyka dleoocbb przyzbia, takie jak cukrzyca,
choroby zakane, choroby serca, nadcienie, zaywane leki, palenie tytoniu. Naginie
dokonano oceny stanu jamy ustnej pod wdgm periodontologicznym. W badaniu
przedmiotowym oceniano stan przbm. Badanie przybia obejmowato ocenobjawéw
zapalenia (zaczerwienienie, okkz bol, krwawienie podczas z#pnikowania kieszonek
przyzbnych, wystk z kieszonek przygbnych) oraz ruchon$d i patologiczia wedrowke
zebow. Na zdgciach rentgenowskich zwracano uwata lokalizacgt, ksztatt i zakres ubytku
kosci. Parametrem okf®jacym stopié@ zaawansowania choroby byt kliniczny
poziom/utrata przyczepu (anglinical attachment level/losCAL). Parametr ten badano
przy wyciu urzadzenia Florida Probe®. System ten skladazsperiodontologicznej sondy
optycznej PD/CEJ oraz programu komputerowego FP82Sonda PD/CEJ (10,8x0,45 mm
STANDARD) posiada dokladié 0,2 mm przy nacisku odpowiadaym ckzarowi 15g
(Rycina 1).

Wartasci CAL okreslano jako odlegtéci pomiedzy pohkczeniem szkliwno-cementowym
(ang. cementoenamel junctidBEJ) a dnem kieszonki prayamej i wyr&niono nas{pujace
zakresy tego parametru:

-CAL[-<3 mm
-CAL Il —4-6 mm
- CAL Il =7 mm

Parametr ten okétano dla kadego z badanych ebh6w na szé&iu powierzchniach:
policzkowej blizszej, policzkowej, policzkowej dalszejgzykowej ( lub podniebiennej)
dalszej, ¢zykowej (lub podniebiennegj) iezykowej (lub podniebienne)) liszej, tak jak

okresla to procedura badania periodontologicznego.
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Rycina 1. Urzadzenie Florida Probe®. W skiad systemu wchodzi aptg sonda
periodontologiczna PD/CEJ i program komputerowy FR¥. Sonda PD/CEJ (10,8x0,45
mm STANDARD) dokonuje pomiaru z doktadiota do 0,2 mm przy nacisku 15g (Rycina
pochodzi z materiatbw producenta spoz wykorzystano za zgaddra n. med. M.
Hausmanna).

2.2. Pobieranie wycinkow dzista

Wycinki dziaset w liczbie od jednego do kilku pobierano podczabiegu kiretau
otwartego z gingiwektorai (operacja ptatowa, andlap operatior) za pomog skalpela z
réznych sekstantéw, z okolic zbych zboéw szcezki i zuchwy. Wycinki te pochodzity
gtownie z okolicy siekaczy, ktow i¢bdw przedtrzonowych. Zabieg gingiwektomii
wykonywany byt tylko u pacjentéw stoggych st do zalecé i po przeprowadzeniu
higienizacyjnej fazy leczenia periodontologiczne@eskaznik API<15%). W przypadku
postaci zlokalizowanej CP materiat pobierano z imgobbjctej zapaleniem, w przypadku
postaci uogolnionej materiat pobierano z kilku a&koOd kadego pacjenta pobieranoqei
od 1 do 4 fragmentow tkanek dgia z okolicy ranych zbdéw, o r@nych wartdciach CAL.
Materiat tkankowy dla grupy kontrolnej uzyskano poals zabiegéw ekstrakcjiclzow
zatrzymanych, chirurgicznego wytworzenia ,okienkartodontycznego” podczas
ortodontycznego leczenigt@w zatrzymanych, 401z podczas zabiegu wydtania korony
klinicznej. Kwalifikacja materiatu z grupy kontra@pdo bada poprzedzona byta badaniem
histopatologicznym. Materiat tkankowy €redniej wielk@ci wynoszcej 4x2x2mm po
uprzednim 24 godzinnym utrwalaniu w 4% roztworzefpbowanej formaliny zatapiano w

34



parafinie otrzymujc bloczki parafinowe. Bloczki parafinowe skrojontizgmujac kolejne
(seryjne) skrawki o gruldci okoto 5pum, ktore przenoszono na szkietka SuperFrost/Plus.
Badania z wykorzystaniem skrawkdéw parafinowych otmejaty:

1. rutynowe barwienie hematoksydimeozyry (H+E)

2. reakcje immunocytochemiczne zygiem monoklonalnych mysich przeciwciat do

wykrywania markerow naczyniowych (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka przeciwciat zastosowamygiacy.

Klon Producent przeciwcial,
Wykrywany antygen . : - .
przeciwciat | zastosowane rozcigczenie i typ przeciwciat
CD34 Class 1l QBENd 10 | DAKO, 1:50, mysie monoklonalne anty-lu@zk
JC70A DAKO, gotowe dozycia, mysie monoklonalne
PECAM-1 (CD31) .
anty-ludzkie
Endoglina (CD105) 4G11 NOVOCASTRA 1:100, mysie monoklonalne
ICAM-1 (CD54) 23G12 DAKO, 1:100, mysie monoklonalne anty-ludzkie
Clv 22 DAKO, gotowe do zycia, mysie monoklonalne
Kolagen typu IV .
anty-ludzkie
Laminina 4C7 DAKO, 1:50, mysie monoklonalne anty-ludzkie
VEGF VG1 DAKO, 1:50, mysie monoklonalne anty-ludzkie

2.3. Badanie histologiczne preparatow daset barwionych hematoksyli i eozym
Rutynowe barwienie z zastosowaniem hematoksylingozyny (H+E) dotyczyto 66
preparatow histologicznych dget pochodzcych od 40 pacjentow z przewlektym
zapaleniem przybia. Takie samo barwienie wykonane zostato w prdigpdl5 preparatéw
kontrolnych (K1) oraz 7 preparatow z fragmentangzayhowych weztow chtonnych.

W barwieniu klasycznym H+E w analizie unaczynietkanki zwracano uwagna ogola
dystrybucg naczyi krwionasnych w tkance dcznej blaszki wigciwe] btony sluzowej
(lamina proprig, typ i struktug naczy: krwionosnych, obecn& erytrocytow i biatych
krwinek wswietle naczynia oraz towarzygz naczyniom nacieki zapalne.

Szczegola uwag: zwracano naytki pozawtosowate z wysokigrédbtonkiem (HEV HEV-
like) oraz typowe (zwykte) naczynia krwiofiee dzasta wystane typowym, ptaskim
srodbtonkiem.
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Oceniano take wielka¢ i rozmieszczenie nacieku zapalnego (ogniskowy,largg.

Nasilenie zmian zapalnychyrading) okreslano w 4-stopniowej skali potifgiowe;:

- 3 punkty - intensywny, w tym najeziej rozlany naciek zapalny,

- 2 punkty $rednio intensywny, ale tak rozlany naciek zapalny,

- 1 punkt - pojedyncze rozproszone komorki zapaldob ut@zone ogniskowo komorki
nacieku w blaszce wdaiwej btonysluzowej,

- 0 punktéw - brak komaorek naciekdéw zapalnych.

2.4. Technika immunocytochemiczna ABC

Do wykrywania i badania ekspresji markerow naczywionasnych (w tym HEV)
wykorzystano klasyczn technile ABC (strept(awidyna)-biotynylowana peroksydaza)
wedtug Hsu i wsp. (1981) [75].

Etapy reakcji immunocytochemicznej AB& sastpujace:

1. odparafinowanie i nawodnienie preparatow w ksylenieszeregu alkoholi
0 maleacym stzeniu (2x100%, 90%, 85%, 80%, 70%),

2. ptukanie w wodzie bieacej - 10 min.,

3. blokowanie aktywnéci endogennej peroksydazy za pomat% HO, w HO

destylowanej - 30 min.,
4. ptukanie w wodzie bieacej - 10 min.,
5. ptukanie w wodzie destylowanej - 10 min.,
6. inkubacja w normalnej surowicy koziej (1:20, DAK©O30 min.,

7. inkubacja ze swoistymi przeciwciatami - 18 godztemperaturze %C, a nasfpnie

przez jeda godzire w temperaturze pokojowej,

8. ptukanie w roztworze soli fizjologicznej zbuforowgnfosforanami (PBS) - 38

min.,
9. inkubacja z biotynylowanymi przeciwcialami (LSABRAKO) - 20 min.,
10. ptukanie w PBS - 83 min.

11.inkubacja z kompleksem streptawidyna- biotynylowgoeroksydaza (LSAB2,
DAKO) - 20 min.,

12.ptukanie w PBS - 83 min.,
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13.inkubacja z 3-3’ diaminobenzydydDAB, DAKO) - 7 min.,
14.ptukanie w wodzie bigcej - 10 min.,
15. ptukanie w wodzie destylowanej - 10 min.,

16.odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastgm stzeniu (70%, 85%, 90%, 95%,
2x100%) i ksylenie,

17.zamknkcie preparatbw za pom@c balsamu kanadyjskiego i1 szkietek
nakrywkowych.

Wic¢kszas¢ stosowanych w pracy swoistych przeciwciat wymaghaldatkowego odstaniania
determinant antygenowych poprzezcie kuchenki mikrofalowej (anty-CD34, anty-CD31,
anty-CD105, anty-CD54, anty-kolagen 1V) lub gmtego trawienia proteinazK (PK,
DAKO) (anty-laminina, anty-VEGF). W pierwszej prattgze, po odparafinowaniu
i nawodnieniu preparaty gotowano dodatkowo w 10mMfotze cytrynianowym w
kuchence mikrofalowej o mocy 700W przez 18 min.,pmypadku stosowania PK -

trawienie skrawkow trwato 10 min. w temperaturz&gowe;.

Wstepne procedury przygotowania preparatow histologicknbarwienie metadH+E oraz

badania immunocytochemiczne przeprowadzono w Kagedr Zaktadzie Histologii
i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. K. Markimwskiego w Poznaniu (kierownik:
prof. dr hab. med. Maciej Zabel).

2.5. Ocena ekspresji markeréw

2.5.1. Rejestracja komputerowa obrazéw mikroskopowsh preparatow grupy badanej
(CP), kontroli negatywnej (K1) oraz kontroli pozytywnej (K2)

Preparaty histologiczne uzyskane z zastosowanietodp@nmunocytochemicznej ABC na
wykrywanie danego biatka antygenowego naczmwionosnych w trzech badanych grupach
pacjentow (CP, K1 i K2) ogtlano w mikroskopie optycznym Olympus B-2 z wbudoavan
kamen cyfrowa Nikon Digital Sight DS-U1l. Rejestrowano i archiwizano kolorowe
obrazy mikroskopowe w powkszeniu obiektywu 40x (co najmniej 10 pdél zz#ago
preparatu z reakgjimmunocytochemiczy) na obecn& danego markera tj. w przypadku
dziasta pacjentow grupy CP i K1 - co najmniej 5 polradnw) z naczyniami typu HEV i 5 z
naczyniami typowymi (,zwyktymi”), a w przypadku goy kontrolnej pozytywnej (K2) — 10
pol mikroskopowych z obeckoia naczyi HEV. Obrazy o wielkéci 2560x1920 pikseli
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zapisywano w programie komputerowym LUCIA Image .5 Archiwizowano je w
odpowiednich folderach w formacie jpg. na dyskurtlyan komputera. Rejestracji catej
dokumentacji fotograficznej dokonano w Katedrze akiadzie Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego wzRaniu.

W przypadku immunocytochemicznego wykrywania maskemaczyniowych wykonano
tacznie ok. 4000 obrazéw mikroskopowych, z ktoryctatexznej analizie morfometrycznej
poddano 3506 obrazéw.

2.5.2. Analiza morfometryczna

Analize morfometryczn prowadzono na uprzednio zarejestrowanych kolorémgfarazach
mikroskopowych z pozytywn reakci immunocytochemiczn na obecn& markerow
naczyniowych. Analiza ta zostata wykonanagkzivspotpracy z Zaktadem Bioinformatyki i
Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klioznej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. med.zBEleta Kaczmarek) z zastosowaniem metody
opartej na wizualizacji przestrzennej markerow heamach mikroskopowych, opracowanej
i wdrazanej do programu komputerowego A4D zaprogramowamnvegezyku C++ przez
Strzelczyka [83]. Zastosowanie metodyki wizualizagrzestrzennej do obrazéw
mikroskopowych spowodowato zmian ptaskiego obrazu na trojwymiarowy z
wykorzystaniem jego jasKoi jako trzeciej wspotnej (wspotrzdnej przestrzennej).
Otrzymane w ten sposOb obrazy poddano filtracji elu goozostawienia badanej reakcji
markera oraz usugtia do poziomu tla pozostatych elementéw (RycinaStpsowano trzy
filtry:

- filtr jasno$ci, wybierajcy te elementy obrazu, ktérych poziom jasnmie przekracza
wyznaczonej warkei progowej z histogramu jasém, charakterystycznej dla analizowanej
reakciji,

- filtr barwny , w ktérym barwa zakodowana jest jaket lo wartéci od 0-360 stopni,
zmieniapc sk od barwy czerwonej poprzez zielpimiebiesk, ponownie do czerwieni. Filtr
ten pozwala na wydzielenie z obrazu barwnej reakcpdpowiednim kolorze, ktéry jest
mieszanin trzech podstawowych kolorbw w przetwarzaniu obvazéczerwonego,
zielonego i niebieskieg@ng.red, green, blue, RGB)

- filtr nasycenia, ktéry pozwala usut szare tto z obrazéw kolorowych. Filtry te nie
zmieniap zawartdci oryginalnego obrazu, lecz jedynie magkujepotrzebne elementy,
takie jak artefakty powstate na preparacie mikrpskoym. Dodatkowo za pomediltru
wygtadzajcego (medianowego) zostaly usttei szumy charakterystyczne dla cyfrowych
przetwornikéw CCD gywanych w kamerze do rejestracji obrazow mikroskogzh,
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Na obrazach przetworzonych w opisanyzejysposob program wyznaczat:

1. pole powierzchni reakcji immunocytochemicznej wdego pacjenta z grupy CP, K1
i K2,

2. pole reakcji immunocytochemicznej markera w nacaghi krwiondnych HEV oraz
w typowych (zwyktych) naczyniach dgta, przypadace na pole powierzchni blaszki
wiasciwej btonysluzowej (amina proprig u kazdego pacjenta,

3. wyniki pomiaréw wykonanych w punktach 1 — 2 dzieloprzez 4czne pole widzenia

obrazéw dla kadego pacjenta i wye@no w procentach.

Btad metody pomiaru ekspresji reakcji immunocytochemé} szacowano na podstawie
wartasci bledu standardowego #dic migdzy pomiarami wykonanymi na tych samych
obrazach mikroskopowych, ale dwoma zmgmi technikami (A4D i ImagedJ -
http://rsb.info.nih.gov/ij). Bid standardowyredniej wartéci pomiaréw wynosi 97 pikseli,
co stanowi 0,97% warfoi sredniego pola powierzchni ekspresji reakcji wyzmsego

metod, wizualizacji przestrzennej. Moa wic przypc, ze bhd metody nie przekracza 1%.
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Rycina 2 Okna robocze programu A4D. Segmentacja progowawri® reakcji
immunocytochemicznej (bzowy kolor) na przyktadzie ekspresji kolagenu IVzykach

z wysokimsrodbtonkiem (HEV) u pacjenta z przewlektym zapademiprzyzbia.

a - obraz uzyskany w mikroskopsgvietinym pohczonym z kamer cyfrowa; powigkszenie
obiektywu 40x; technika ABC; podbarwieniger komorkowych hematoksyhin

b - histogram barw skladgjych s¢ na odcienie lzowego koloru kolagenu 1V
C - ,uprzestrzennienie” ptaskiego obrazu mikroskopgw @)
d - wyodrebnienie (segmentacja) kolagenu IV z przestrzeniobgazu ¢)

e - projekcja ,uprzestrzennionej” reakcji na ptaszeryz jako ostateczny wynik
automatycznej segmentacji kolagenu IV do pomiargo jepowierzchni oraz udziatu

procentowego przypadgego na cate badane pole widzenia

2.6. Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano gkiiwspotpracy z Zaktadem Bioinformatyki i Biologii
Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej Umersytetu Medycznego w Poznaniu.
W pierwszym etapie analizy statystycznej weryfikowagodné¢ wszystkich uzyskanych

wynikéw z rozktadem Gauss’a za pomdestu Shapiro-Wilka. Za pomgdestu Levene’a
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wykazano réwn& wariancji dla trzech pierwszych parametrow, dlatetia porowna
uzyto testu t. Nagpnie obliczono parametry statystyki opisowé&jefing arytmetyczn,
odchylenie standardowe, medtaaraz warté¢ minimalm i maksymaln). Wyniki bada
morfometrycznych poréwnywano w grupie badanej @awj CP) i w dwoch grupach
kontrolnych (K i K2) (préby niepowizane) z zastosowaniem testu Manna-Whithneya. W
przypadku préb powrzanych zastosowano test Wilcoxona. Korelaging Spearmana
zastosowano do badania zalesci migdzy zmiennymi. Testem nieparametrycznym
Kruskala — Wallisa porownywano w grupie CP eksprgsjszczegolnych markeréw w
zaleznosci od CAL. Jako zatenos¢ badz rOznice statystycznie znamiearmprzyjeto wyniki na
poziomie istotnéci p<0,05. Podczas analiz statystycznych korzystanamgramu Statistica
PLv. 8.0.

2.7. Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie batlauzyskano zgog Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym w Poznaniu (282/08) z dnia 6 marca 2088.r
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V. WYNIKI
1. Analiza wybranych danych epidemiologicznych i khicznych
1.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przygbia (CP)

Badania dotyczyty 40 pacjentow (23 kobiet i 1%zoryzn) z przewleklym zapaleniem
przyzbia (CP).Srednia wieku catej badanej grupy pacjentéw z CPosita 43+11 lat. Nie
bylo réznic statystycznie istotnych poedizy wiekiem kobiet i nezczyzn z tym schorzeniem
(kobiety 45+12 latvs mezczyzni 4110 lat) (p=0,3707) (Tabela 2). Pdstaogodlinion
przewleklego zapalenia praym@a stwierdzono u 22/40 pacjentéw, pdstdokalizowan u
18/40 pacjentow. Starsi byli pacjenci z uogoélniopostaci choroby (4719 lat) w
poréwnaniu z tymi z postacelokalizowarn schorzenia (38+12 lat) (p=0,0076) (Tabela 2).

Badanie histopatologiczne oraz immunocytochemicZredanie ekspresji markerow
naczyniowych wykonano w sumie na 66 wycinkachystai pobranych od 40 pacjentow z
CP. Najwece] preparatow dzset pochodzito od pacjentow z najbardziej nasilonym
zmianami zapalnymigfading 3) (n=41).Srednio nasilone zmiany zapalne obserwowano w
21 przypadkach, a stabo nasilone w 4. W grupiegodégyv z CP nie obserwowano gkt
bez naciekow zapalnychgrading 0). Srednie nasilenie zmian zapalnych w gtach
pacjentow z CP w skali pétisciowej wynosito 2,56+0,61 i byto istotnie wigze ni grading

w dziastach pacjentow ze ,zdrowym” przglziem (0,60+0,63) (p=0,0001).

W grupie pacjentéw z CP najygej przebadanych fragmentéw gt charakteryzowalo i
klinicznie najwysza wartccia klinicznego poziomu/utraty przyczepu (CAL 3) (48/6
73%).

Charakterystyk grupy badanej (pacjenci z przewleklym zapaleniemzyzbia) z
wybranymi danymi klinicznymi: wiek chorych, okoli@ebow z ktérych pobierano materiat,
post& schorzenia (uogoélniona/zlokalizowana), wéectgparametru CAL oraz histologican

ocerg nasilenia zmian zapalnycgrading), przedstawiono w Tabeli 3.

Sredni wiek pacjentéw w grupie badanej (CP) oraz mupgch kontrolnych (K1 i K2)
przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 2 Wybrane dane kliniczne i epidemiologiczne padent przewlektym zapaleniem

przyzbia (CP)

Pacjenci (n=40)
Ptet (M/K) 17/23
Wiek catej grupy pacjentéw (lata) 43+11
Wiek kobiet z CP (lata) 45+11
Wiek mezczyzn z CP (lata) 41+10*
Wiek pacjentéw z uogdlnianpostaci CP (lata) 479
Wiek pacjentéw ze zlokalizowarmpostaci CP (lata) 38+12**

Objasnienia: W Tabeli podano warfgi srednich+SD; SD — odchylenie standardowe; * - p=0/8pomgdzy
kobietami i nrgzczyznami z CP; ** - p8,0076pomigdzy pacjentami z postaczlokalizowan a uogdlnion CP
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Tabela 3 Wybrane dane kliniczne i ocena p&itowa nasilenia zmian zapalnych gkta

(grading) u pacjentow z przewlektym zapaleniem prgyia (CP).

Pacjent Wiek Pte¢ Okolica CAL Grading* Posta¢ CP
(w latach) z¢ba
1. 47 M 12 Il 3 uogolniona
2. 52 K 31 1 1
41 11l 1 zlokalizowana
3. 47 M 22 Il 3
11 [l 3 uogolniona
33 1 3
41 11 3
4, 49 K 31 [l 3 uogolniona
41 11 2
5. 20 K 22 I 2
11 Il 2 zlokalizowana
13 Il 2
6. 49 M 31 1 3
33 I 3 zlokalizowana
41 11 3
7. 63 K 44 I 2
43 [l 3 uogolniona
42 1 2
33 11 2
8. 58 K 43 1] 3 zlokalizowana|
45 Il 2
9. 58 M 24 Il 1 uogolniona
10. 47 M 11 1 3
12 [l 3 uogolniona
22 11 2
11. 53 K 22 11 3 uogoOlniona
12. 54 K 13 [l 3 uogolniona
14 11 3
13. 56 M 11 11 2 uogoOlniona
14. 27 M 15 I 3 uogdlniona
15. 32 M 33 Il 3 zlokalizowana
42 Il 3
16. 43 K 21 Il 2 uogolniona
25 1 3
27 1 3
17. 59 K 17 Il 2 zlokalizowana
18. 43 M 11 1 3
15 1] 3 zlokalizowana
23 I 2
19. 47 K 31 [l 2 uogolniona
41 11 3
31 Il 3 zlokalizowana
20. 39 42 11 2
21. 50 K 12 1 2 uogodlniona
22. 53 K 31 1] 3 zlokalizowana
41 11 2
23. 28 M 12 11 3 zlokalizowana
24. 21 K 31 Il 3 zlokalizowana
25. 51 M 34 11 3 uogoOlniona
26. 38 K 11 11 3 uogoOlniona
27. 20 M 31 [l 3 zlokalizowana
28. 55 M 21 11 3 uogoOlniona
29. 30 K 11 1] 3 zlokalizowana
13 Il 3
30. 44 K 21 11 3 zlokalizowana
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31. 58 K 41 I 2 uogélniona
43 11 3

32. 41 K 13 1 2 uogélniona
33. 34 K 23 1 3 zlokalizowana
34. 39 M 21 1T 3 zlokalizowana
35. 39 M 21 1l 2 zlokalizowana
36. 40 K 13 1 3 uogélniona
37. 51 M 16 I 1 uogolniona
38. 43 K 23 Il 3 uogélniona
39. 38 K 24 1 2 zlokalizowana
40. 43 M 42 I 3 uogélniona |

Objasnienia: nb — nie badano; K — kobieta; M <¢fozyzna; CAL 1:<3mm, CAL II: 4-6mm, CAL lll:>7mm,
*- nasilenie zmian zapalnyclyrading w 4-punktowej skali pétiléciowej (Materiat i Metody)

1.2. Pacjenci z klinicznie zdrowym przyzbiem (grupa K1)
Grupa kontrolna negatywna (K1) obejmowata 15 padwn(10 kobiet i 5 myzczyzn).
Srednia wieku tej grupy wynosita 26+13 lat (Tabe)a 4

Tabela 4 Poréwnanie wieku badanych grup pacjentéw.

Grupa n Srednia Minimum Maksimum SD
CP 40 43,30 20,00 63,00 11,07
K1 15 26,13* 14,00 65,00 13,56
K2 7 50,43** 46,00 55,00 3,15

Objasnienia: CP- przewlekie zapalenie przyma; K1 - grupa kontrolna 1 — pacjenci ze ,zdrowym”
przyzbiem”; K2 — grupa kontrolna 2 — pacjenci z odczygow weztami chfonnymi; n — liczba

pacjentow;

* - p=0,0001pomigdzy CP i K1, ** - p=5,0005pomicdzy K1 i K2

Wybrane dane epidemiologiczne, kliniczne oraz @aesilenia zmian zapalnycgrading)

u pacjentébw z tej grupy przedstawiono w Tabeli &k ¥ niej wynika, w dastach

kontrolnych w wekszaci przypadkéw nie byto widocznych naciekow zapamygrading

0) lub obserwowano stabe nasilenie zmian zapalyading 1). Jedynie jeden pacjent z tej

grupy miat ogniskowo wkszy naciek zapalny(ading2).
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Tabela 5 Wybrane dane kliniczne oraz ocena histologicanam u pacjentéw ze zdrowym

przyzbiem (kontrola negatywna, K1).

Pacjent Wiek (w latach) Pteé Okolica zgha Grading*
1. 29 K 18 1
2. 15 M 12 1
3. 24 K 14 2
4. 65 M 32 1
5. 25 K 38 0
6. 36 K 27 0
7. 24 K 23 0
8. 28 M 47 1
9. 23 K 38 1
10. 16 M 11 1
11. 16 K 11 1
12. 15 M 48 0
13. 19 K 25 0
14, 14 K 13 0
15. 43 K 24 0

Objasnienia: K- kobieta; M — mzczyzna; *- nasilenie zmian zapalnychrdding w 4-punktowej skali

1.3. Grupa kontrolna pozytywna (grupa K2)

poétilosciowej (Materiat i Metody)

Grupz kontrolm pozytywra (K2) dla badania ekspresji markerow naczypu HEV

stanowity fragmenty odczynowycheatéw chtonnych (towarzysze naradowym zmianom

zapalnym hdz nowotworowym) (n=7). W grupie tej dominowaliegrzyzni (n=6). Srednia

wieku pacjentéw z grupy kontrolnej pozytywnej wyn@$0+3 lat (Tabela 4).
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2. Histologiczna ocena nacay krwionosnych dzigsta badanych grup pacjentow w
rutynowym barwieniu hematoksyling i eozym
2.1. Pacjenci z przewleklym zapaleniem przygbia (grupa badana, CP).
W dzigstach pacjentow z CP obserwowano rozplem matyckaynakrwionasnych ré&nego
typu (gtownie widniczki i zyilki). Drobne naczynia krwiorime i ich gtle wystpowaty
czgsto tw pod nabtonkiem kieszonki przgtanej (Fot. 1 A i B).
Cechy charakterystycznbyto wystpowanie zranicowanej indywidualnie, ale powtarzalnej
cechy —zylek pozawlosowatych o wyglzie naczy typu HEV, obserwowanych w
odczynowych wztach chtonnych. Naczynia typu HEV rozmieszczong lipez wyranie
okreslonej topografii, niekiedy ju pod nabtonkiem kieszonki przglanej. Z reguty naczynia
te towarzyszyty bardziej nasilonym naciekom zapainyzbudowanym gtéwnie z
limfocytéw (Fot. 1C i D). W budowie morfologiczngjch naczy zwracata uwagobecnéc¢
komoérek érédbtonka o ksztalcie sggennym, z wyranym jadrem komorkowym i
zazwyczaj jednymaferkiem (Fot. 1 C i D)Swiatto naczynia wypetniaty erytrocyty oraz
liczne leukocyty. Wrod leukocytow najliczniejsze byty neutrofile, adymie pojedyncze
limfocyty (Fot. 1E-G).
2.2.Pacjenci ze zdrowym ,przyzbiem” (grupa kontrolna 1, K1)
W dziastach pacjentow ze ,zdrowym” przglziem obserwowano liczne, prawidtowe w swej
strukturze histologicznej, typowe dla blaszki $diave] btony sluzowej (amina proprig
dziasta naczynia krwionime. Przewzaly naczynia witosowate Aytki. Obserwowano gle
naczyi takze tw pod nabtonkiem dzsta (Fot. 2 A i B). Wys{powaly jedynie pojedyncze
tetniczki. Pojedynczeytki pozawtosowate typu HEV wygbowaty u dwdch pacjentow.
2.3. Pacjenci z odczynowymi wztami chtonnymi (grupa kontrolna 2, K2)
W tkance limfoidalnej odczynowych qmow chionnych gtownymi naczyniami
krwionosnymi byty zytki pozawtosowate z wysokindsrédbtonkiem (HEV). ddra komorek
endotheliumcharakteryzowaty si z reguty szé&ciennym lub walcowatym ksztattem, z
widocznym paderkiem (pderkami) i mad iloscia jasnej cytoplazmy. Wwietle naczy lub
pomiedzy komdérkamisrodbtonka naczy widoczne byly niekiedy liczne leukocyty, z
przewag limfocytow (Fot. 2C i D). Blona podstawna HEV byia reguly pogrubiata.
Naczyniom HEV towarzyszyly liczne nacieki zapalnebudowane 2z komorek
jednopdrzastych.
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3. Immunocytochemiczne wykrywanie markeréw naczy krwionosnych w badanych

grupach pacjentéw

MARKERY BLONOWE endothelium
3.1. Ekspresja komorkowa cgsteczki CD34
3.1.1. Pacjenci z przewleklym zapaleniem przgbia (CP)
Obserwowano z reguly intensywrekspresj btonows czasteczki CD34 widoczn na
btonach komorkowychérédbtonka niemalke wszystkich naczy w ocenianym wycinku
tkanek dzista i to niezalenie od rodzaju isrednicy naczynia krwiorimego dzista:
naczynia typowe (zwykie) (Fot. 3A-C)aytki HEV (Fot. 3D-F). W zytkach z wysokim
srodbtonkiem szczegolnie wytaa reakcja immunocytochemiczna widoczna byta na
luminalnej czsci btony komorkowej prawie wszystkich komorendotheliumnaczynia
(Fot. 3E i F).
3.1.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzbiem (grupa K1)
W dziastach pacjentéw tej grupy ekspresja immunocytochens CD34 rownie dotyczyta
wszystkich naczy krwionosnych, z przewagq zytek i naczy wiosowatych, obecnych
szczegolnie licznie pod nabtonkiem wielowarstwowpbtaskim (Fot. 3G). Nieco stalbsz
reakcg immunocytochemicznna obecn& tego markera obserwowano w pojedynczych
HEC i w pojedycznych naczyniach typu HEV u 2/15jpatdw tej grupy (Fot. 3H).
3.1.3. Naczynia HEV w odczynowych gztach chtonnych (grupa K2)
Obecnaé¢ czasteczki CD34 obserwowano na komorkagbdbtonka naczy w kazdym
przypadku badanych tkanek z odczynowyckziéw chionnych. Reakcja byta wynaa,
obecna podobnie jak w innych badanych grupach ptisje szczegodlnie silnie na gzi
luminalnej btony komdérkowej wysokiegasrodbtonka (Fot. 31). Nasilenie reakciji

immunocytochemicznej wahatoed stabego do intensywnego.

3.2. Ekspresja komorkowa PECAM-1 (CD31)

3.2.1. Pacjenci z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)

Ekspresja CD31 wyspowata na btonach komorkowyobndotheliumtypowych naczg
krwionosnych dzista (Fot. 4A i B), szczegOlnie intensywna na porgéni zwroconej do
Swiatta naczynia. Na podstawie analizy obrazéw nskopowych wydaje 8j ze w
typowych naczyniach dgsta ekspresja CD31 byta stabsza w poréwnaniu z HEVHEV
natomiast pozytywsn reakcg obserwowano gtdwnie w bocznych eéziach bton
komérkowych (Fot. 4 C i D). Ekspresitego markera obserwowano takna btonach
komorkowych nielicznych limfocytow, makrofagow i jpdynczych neutrofilow w
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naciekach zapalnych wamina propria nieraz dé¢ licznych w otoczeniu nacay
krwionaosnych r&nego kalibru (Fot. 4C).

3.2.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzebiem (grupa K1)

Podobnie jak CD34, obecfio PECAM-1 (CD31) wykazano na bionach komorek
srodbtonka naczy obecnych w danym wycinku data (Fot. 4E). Dominowato stabe
nasilenie reakcji immunocytochemicznej na to bialkloa: obserwowano tale fragmenty
dziasta z wyrana reakcph immunocytochemiczn(Fot. 4E).

3.2.3. Naczynia HEV w odczynowych gztach chtonnych (grupa K2)

W naczyniach HEV tej grupy pacjentéw obserwowar@rcowary reakcg na ten antygen
btonowy, od stabszej (Fot. 4D) do bardzo intensywdte reakcji immunocytochemicznej
(Fot. 4F), obejmujcej luminalne i boczne fragmenty bton komérkowyobdbtonka naczy.

3.3. Ekspresja komorkowa endogliny (CD105)

3.3.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przygbia

Ekspresja komoérkowa CD105 dotyczyta gtéwnie btomkokowych, ale take cytoplazmy
komorek srodbtonka typowych nacaykrwionosnych dzasta (Fot. 5A) oraz nacaytypu
HEV  (Fot. 5B-D). Niekiedy obserwowano bardzo intgmsa  reakcg
immunocytochemiczpna to biatko, pozwalaga na dokladne uwidocznienie $z&nnego
ksztattu komorek wysokiegérédbtonka w przypadkuaytek postkapilarnych (Fot. 5B). W
naczyniach ,zwyktych”, rownig wyraznie widoczne bylty komorkiendotheliumnaczw,
wyscielajace btore wewrgtrzng naczynia (Fot. 5A).

3.3.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzebiem (grupa K1)

Komérkowa ekspresja CD105 w wycinkach gat kontrolnych rownie ,znakowata”
komorki srodbtonka tych naczy z widocznym gbkiem cytoplazmy i blosn komorkows.
Niekiedy obserwowano stabe nasilenie reakcji imnoytmchemicznej (Fot. 5E i F).

3.3.3. Naczynia HEV w odczynowych wztach chtonnych (grupa K2)

W preparatach histologicznych tej grupy pacjentdspeesja CD105 réwnieobecna byta
giébwnie na btonach komorkowych, chdakze w cytoplazmie pojedynczych komorek
endotheliumHEYV. Niekiedy obserwowano pozytywnreakcg takze w cytoplazmie (i
btonach) pojedynczych limfocytéw, towarzysych typowym HEV w mizszu narzdu
(Fot. 5G i H).
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3.4. Ekspresja komorkowa ICAM-1 (CD54)

3.4.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przygbia

Immunocytochemicznreakcg na ICAM-1 lokalizowano gtéwnie na btonach komérkmh
endotheliumnaczy: niezalenie od morfologicznej budowy naczynia krwignego dzista
(Fot. 6A-C). W naczyniach typowych obserwowano amejedynie delikatp pozytywry
reakcg immunocytochemiczpy z obecnécia takze pojedynczych immunonegatywnych
komorekendothelium(Fot. 6A). W przypadku nacgzytypu HEV, miejscami nawet w tym
samym naczyniu, obserwowano jedynie pojedyncze kkiméndotheliumz widoczmn
pozytywra reakcyi na CD54 (Fot. 6C). Rzadziej ekspre€§D54 wykrywano w komaorkach
nacieku zapalnego (gtéwnie w limfocytach). W nadagh HEV wyraniejsza byla
powierzchniowa ekspresja ICAM-1, obecna niekiedywm&z w bocznych egciach bton
komorkowych.

3.4.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzbiem (grupa K1)

W naczyniach daset kontrolnych naczyniowa ekspresja ICAM-1 dotyazyodobnie, jak w
grupie badanej, take komobdrek endothelium i obserwowano niekiedy wytniejsz
pozytywra reakcg na btonach komoérkowych mikronadzyw poréwnaniu z cytoplazm
(Fot. 6D).

3.4.3Naczynia HEV w odczynowych wztach chtonnych (grupa K2)

Ekspresja ICAM-1 w typowych HEV odczynowycheziow chtonnych dotyczyta przede
wszystkim bton komorkowych, egci zwroconej daéwiatta naczynia. Dominowato niezbyt
intensywne nasilenie reakcji immunocytochemiczngy t®n marker (Fot. 6E i F).
Sporadycznie ujawniano ekspre$CAM-1 rowniez na pojedynczych komérkach naciekéw
zapalnych (limfocyty, monocyty) widocznych wssedztwie HEV (Fot. 6F).

MARKERY BLONY PODSTAWNEJ endothelium
3.5. Ekspresja komérkowa kolagenu IV
3.5.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przygbia (CP)
Stabsza pozytywna reakcja na to biatko lokalizoveav btonach podstawnydirédbtonka
typowych nacz§ krwionasnych dzasta (Fot. 7A) oraz wyraiejsza byta w naczyniach typu
HEV (Fot. 7B-D). Ekspresja immunocytochemiczna bygazna, ché dostrzegano tale
wycinki dzigset z naczyniami pozbawionymi ekspresji kolagenulul' zesladows iloscia
tego markera w okolicy btony podstawngndothelium (Fot. 7D). Stab reakcg
immunocytochemiczn obserwowano w btonie podstawnej nabtonka wielotvaraego

ptaskiego dzista lub kieszonki przybnej (Fot. 7B). Niekiedy obserwowano pojedyncze

50



formujace s¢ komorki srodbtonka i bardzo nieliczne struktury widkienkowepozytywry
reakcp na to biatko rozproszone w tkangeznejlamina propriadziasta (Fot. 7C i D).

3.5.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzebiem (grupa K1)

W prawidtowych naczyniach krwiodnych dzaset pacjentéw ze ,zdrowym” przghiem
ekspresja kolagenu IV byla staba i dotyczyla rownigton podstawnych komorek
srodbtonka tych naczy Nie zawsze obecna byta na catym obwodzie naczynia
krwionasnego (Fot. 7E). Obserwowano #ak pozytywr reakcg na to biatko w btonie
podstawnej nabtonka dgtowego (Fot. 7E).

3.5.3. Naczynia HEV w odczynowych gztach chtonnych (grupa K2)

Obserwowano bardzo wymay odczyn immunocytochemiczny na to biatko w pradjpa
HEV odczynowych wztéw chtonnych (grupa K2) (Fot. 7F i G). Eksprek@lagenu IV
dotyczyta z reguty catlego obwodu btony podstawnemérek srodbtonka danejzyiki
pozawtosowatej z wysokirsrodbtonkiem. Obserwowano réwiig@ojedyncze lub wyrae
struktury widkienkowe i/lub komorki siateczki z paygwna reakcy na to biatko rozproszone
w tkance 4cznej siateczkowej gzta chtonnego (Fot. 7G).

3.6. Ekspresja komérkowa lamininy

3.6.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przygbia (CP)

U pacjentéw z CP ekspresja gitbwa lamininy byta bardzo wytaa i dotyczyta podobnie
jak w przypadku kolagenu typu IV, blon podstawnykbmorek srodbtonka nacay
krwionosnych i to niezalenie od typu histologicznego naczynia. W naczyniaalyktych
dziasta silm reakcg obserwowano na catym zewtrenym obwodzie naczynia krwiokmego
(Fot. 8A). Nasilenie reakcji w przypadku indywidogth naczy byto silniejsze ni w
przypadku kolagenu IV (Fot. 8B). Niekiedy biatko twyraznie ,oplatato” komorki
endotheliutmaczynia krwionénego od strony zewtrznej (Fot. 8B-D). Reakcja pozytywna
uwidaczniata take btony podstawne nabtonka kieszonki pebyrej (Fot. 8C i D).

3.6.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzebiem (grupa K1)

W tej grupie pacjentéw, pozytywna reakcja na lamindotyczyta wekszaci bton
podstawnych naczykrwionasnych obecnych w wycinku tkanki data. Reakcja byta z
reguty intensywna (Fot. 8E), porownywalna pod wdgim nasilenia ze spotykamw innych
grupach pacjentdow badanych w tej pracy. Pozytywia#aja na laminigobserwowana byta
takze w przypadku btony podstawnej typowego nabtonkastt (Fot. 8E).

3.6.3. Naczynia HEV w odczynowych gztach chtonnych (grupa K2)

Laminina ulegata zrticowanej ekspresji, od bardzo silnej do stabej.(BB-H). Dotyczyta
zarowno bton podstawnych komdérekdothelium(niekiedy dé¢ pogrubianych) HEV (Fot.
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8H), jak i widkien siateczkowych rozproszonych wukturach odczynowego qazta
chtonnego.

CZYNNIKI WZROSTU endothelium
3.7. Ekspresja komérkowa VEGF
Przeciwciata stosowane w obecnej pracy do wykryawdago czynnika wzrostu komoérek
srodbtonka nacay, stuzyly do lokalizacji trzech izoform tego biatka (VEG% VEGF-B
oraz VEGF-C). W poréwnawczej analiziestiowej przedstawiono wyniki ekspresji VEGF
obecnej wydcznie w obszarzéamina propria (komorki srédbtonka nacay krwionosnych,
komorki naciekéw zapalnych), a nie w obszarze natadalzista i/lub kieszonki przygnej.
W badanych grupach pacjentow ekspresja VEGF najldpjita wyraona w komédrkach
naciekbw zapalnych (limfocyty, makrofagi), obecnyolw dzigstach pacjentéw z
przewleklym zapaleniem przgtzia. Wykazywano zaréwno nieliczne, pojedyncze VEGF-
pozytywne komorki (makrofagi, monocyty) (Fot. 949K i liczniejsze immunopozytywne
komorki w naciekach zapalnych (Fot. 9B-D).
U pacjentéw z CP jedynie pojedyncze komdaidbtonka naczy wykazywaty pozytywa
reakcg na ten czynnik wzrostowy i to prawie wgknie komoérkisrodbtonka HEV, a nie
naczyr typowych. Nie obserwowano ekspresji VEGF w koméhkaabtonka dasta i/lub
kieszonki przyzbnej.
W przypadku wycinkow daset z grupy K1, ekspresja VEGF byta znikoma i deya
pojedynczych komérek typowych nadézirwionasnych dzasta (Fot. 9E i F).
Co ciekawe w grupie K2 nie obserwowano pozytywregkcji na VEGF w naczyniach
HEV, a z komorek limfoidalnych, jedynie nielicznenich wykazywaty pozytywin reakcg
(Fot. 9G).
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4. Poréwnanie ekspresji markerow naczyniowych w HEMi w typowych naczyniach
krwiono snych dzigsta u pacjentow z przewleklym zapaleniem przybia
U pacjentow z CP statystycznie istotneniée pomédzy ekspregj w HEV i naczyniach
typowych dzista dotyczyly ekspresji 4 badanych markerow naaaywmch: czsteczki
CD34, endogliny (CD105), ICAM-1 (CD54) i kolagemgpti IV, a ekspresja ta w kdym
przypadku byta wiksza w przypadkwytek pozawtosowatych (HEV) w poréwnaniu z
naczyniami typowymi. Jedynie ekspresja PECAM-Imilany w obu tych rodzajach naazry
krwionosnych byta poréwnywalna.
W przypadku VEGF ekspresja tego markera w HEV lig#atnie nisza w poréwnaniu z
catkowita ekspresj w typowych naczyniach dgta i komérkach nacieku zapalnego (Tabela
6).

Tabela 6 Poréwnanie ekspresji markerow naczyniowychzyikkach pozawtosowatych z
wysokim srédbtonkiem (HEV) i typowych naczyniach dgia u pacjentow z CP
(test Wilcoxona).

Marker . . . . - .
(% reakgji) Rodzaj naczynia| n | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p testu
HEV 57 3,42 0,00 7,61 1,61
CD34 0,0001
typowe 57 2,65 0,00 6,26 1,19
HEV 25 4,58 0,16 13,07 3,72
PECAM-1 (CD31) 0,7164
typowe 26 3,94 0,42 13,56 3,31
i HEV 61 1,64 0,00 6,41 1,61
Endoglina (CD105) 0,0001
typowe 61 1,14 0,00 6,10 1,32
HEV 26 1,75 0,00 6,39 1,38
ICAM-1 (CD54) 0,0016
typowe 25 1,05 0,00 3,63 0,91
HEV 61 1,38 0,03 10,49 1,76
Kolagen IV 0,0001
typowe 61 0,61 0,00 5,87 1,00
. HEV 35 4,60 0,00 15,44 4,00
Laminina 0,0796
typowe 35 3,74 0,25 24,29 3,99
HEV 19 0,87 0,00 11,08 2,70
VEGF i i 0,0216
typowe i naciek| 4, | 319 0,00 23,81 4,53
zapalny

Objasnienia: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dsta z dodatni reakci (n), wartdci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej waft ekspresji markera wytane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standarl¢8D) i poziom istotnimi (p); czerwon
czcionky zaznaczono ednice statystycznie istotne.
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5. Poréwnanie wzajemnej ekspresji markerow w badamsh typach naczyi dzigsta
(HEV, typowe naczynia) oraz sumarycznej ekspresji mtygendéw naczyniowych u
pacjentow z przewlektym zapaleniem przygbia

U pacjentow z CP w dastowych HEV najwgksza ekspresja dotyczyta lamininy, rgstie

poréwnywalnie z i PECAM-1 i CD34, w dalszej kolejdoi zblizone pod wzgidem ilcsci

byty ekspresje ICAM-1, endogliny i kolagenu IV. Majsza ekspresja w HEV dotyczyta

VEGF.

Wykazano,ze w dzastach pacjentéw z CP ekspresja CD34 w HEV jestrnigowyzsza w

poréwnaniu z ekspresjendogliny, ICAM-1, VEGF i kolagenu IV. Pozostatézmice

ilosciowe w ekspresji markeréw naczyniowychzywkach pozawtosowatych pacjentoéw z CP

przedstawia Tabela 7 i Rycina 3.
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Tabela 7. Poréwnanie wzajemnej ekspresji markerow naczyypobw w zytkach
pozawtosowatych z wysokinsrodbtonkiem (HEV) u pacjentow z CP (test

Wilcoxona).
Marker Srednia ekspresja w HEV +SD Marker Srednia ekspresja w HEV +SD p

PECAM-1 4,5843,7. 0,670:

endoglini 1,64+1,6: 0,000:

CD34 3,42+1,61 ICAM-1 1,751, 3¢ 0,000

kolagen I\ 1,38%1,7¢ 0,000:

laminine 4,60+4,0( 0,120

VEGF 0,87+2,7( 0,004:

endoglini 1,64+1,6: 0,014(

ICAM-1 1,75+1,3¢ 0,000:

PECAM-1 4,58+3,72 kolagen I\ 1,38+1,7¢ 0,003

laminine 4,6044,0( 0,420¢

VEGF 0,87+2,7( 0,023

ICAM-1 1,7541,3¢ 0,115¢

. kolagen I\ 1,38+1,7¢ 0,209(

endoglina 1,64+1,61 laminine 4,60:+4,0( 0,000:

VEGF 0,87+2,7( 0,008¢

kolagen I\ 1,38+1,7¢ 0,581

laminine 4,6044,0( 0,005¢

ICAM-1 1,75+1,3! VEGF 0,87+2,7( 0,096

laminina 4,60+4,00 0,0002

kolagen IV 1,38+1,76 VEGF 0,87+2,70 0,0126
laminina 4,60+4,00 VEGF 0,87+2,70 0,0505

Objasnienia: czerwon, czcionk zaznaczono tdnice statystycznie istotne; p — poziom istatiio

iiaaaﬁi

CD34 PECAM-1 CD105

[y
o

% reakcji markera
[ N N W BE U o ~ 00 W

ICAM-1 kollV laminina VEGF

Rycina 3.Srednie wartéci eskpresji antygenéw naazxrwionosnych wzytkach pozawtosowatych z
wysokimsrdodbtonkiem (HEV) w dzistach pacjentow z przewleklym zapaleniem pebya.
Rd&znice statystycznie istotne pogdizy markerami z wartgiami p podano w Tabeli 7.

W typowych naczyniach dgtowych u pacjentéw z przewlektym zapaleniem pebja
ilosciowa analiza markerow wykazata, podobnie jak wzgamch HEV — dominujca

ekspresj PECAM-1 i lamininy, ktére nie ity si¢ istotnie od ekspresji CD34. Ekspresja
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CD34 byta weksza istotnie od ekspresji endogliny, ICAM-1 i kypdau IV (czyli podobnie
jak w naczyniach HEV). Ze wzglu na przewagekspresji VEGF w komérkach naciekow
zapalnych a nie w komorka@ndotheliumewyklych naczy dziasta, pomingto poréwnanie
ekspresji tego markera z innymi markerami typowywdczyi krwionosnych dzasta.
Pozostate rinice we wzajemnej ekspresji markerow nacpyzedstawiono w Tabeli 8 i na

Rycinie 4.

Tabela 8 Porownanie wzajemnej ekspresji markerow naczyyabvw typowych naczyniach
krwionosnych dzista u pacjentow z CP (test Wilcoxona).

Marker Srednia ekspresja w naczyniach Marker Srednia ekspresja w naczyniach p
»ZWyktych” +SD LZwyklych” £SD

PECAM-1 3,94+3,31 0,2087

endoglina 1,14+1,32 0,0001

Cb34 2,65¢1,19 ICAM-1 1,051£0,91 0,0001

kolagen IV 0,61+1,00 0,0001
laminina 3,74+3,99 0,0879

endoglina 1,14+1,32 0,0038

ICAM-1 1,051£0,91 0,0001

PECAM-L 3,94%3,31 kolagen IV 0,61+1,00 0,0001
laminina 3,74+3,99 0,9405

ICAM-1 1,05+£0,91 0,0047

; kolagen IV 0,61+1,00 0,0003

endoglina 1,14+1,32 laminina 3,74+3,99 0,0001
ICAM-1 1,05+0,91 kolagen IV 0,61+1,00 0,1005

laminina 3,74+3,99 0,0002

kolagen IV 0,61+1,00 laminina 3,74£3,99 0,0001

Objasnienia: czerwon, czcionk zaznaczono tdnice statystycznie istotne; p — poziom istatiio
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Rycina 4.Srednie wartéci ekspresji antygenéw w typowych naczyniach kneimych dzista
pacjentow z przewleklym zapaleniem prayia. Wartdci p w przypadku rénic statystycznie
istotnych pomidzy ekspresj markeréw podano w Tabeli 8.
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Sumaryczne warkgi sredniej ekspres;ji

antygenow naczyniowych u pacjenta

przewlektym zapaleniem przgfzia przedstawiono na Rycinie 5 i w Tabeli 9. Z danyych

wynika, ze z markerdw btonowych naazykrwionosnych najweksza ekspresja dotyczyta

PECAM-1 i CD34, a z markerow btony podstawnej koekosrodbtonka dominowata

ekspresja lamininy. Catkowita ekspresja VEGF u @@igjw z CP byla istotnie 18za w

poréwnaniu do ekspresji CD34 i lamininy.

Tabela 9 Poréwnanie wzajemnej sumarycznej ekspresji mavkaraczyniowych w HEV

i w typowych naczyniach krwiodaych dzasta u pacjentow z CP (test

Wilcoxona).
Marker Srednia sumaryczna ekspresja S0 Marker Srednia ekspresja p
sumaryczna £SD
PECAM-1 8,34+6,5¢ 0,731"
endoglin: 2,7¢+2,61 0,000:
Ch34 6,07+2,60 ICAM-1 2 7€+1,9E 0,000’
kolagen I\ 1,65+2,04 0,000:
laminine 8,34+5,8¢ 0,044:
VEGF 3,57+5,02 0,008
endoglini 2,7¢+2,61 0,002¢
ICAM-1 2,7€+1 9t 0,000:
PECAM-1 8,34+6,58 kolagen I\ 1,652,04 0,000’
laminine 8,34+5,8¢ 0,370:¢
VEGF 3,575,0z 0,079:
ICAM-1 2,7€+1, 9t 0,013¢
. kolagen I\ 1,6¢+2,04 0,000¢
endoglina 2,78+2,61 laminine 8,3445,8¢ 0,000’
VEGF 3,575,0z 0,810¢
kolagen I\ 1,6€+2,04 0,275¢
laminine 8,34+5,8¢ 0,000¢
ICAM-1 2 7€+1,95 VEGF 3,5745,02 0,821
laminina 8,34+5,83 0,0001
kolagen IV 1,69+2,04 VEGF 3,5745,02 0,5578
laminina 8,34+5,83 VEGF 3,5745,02 0,0002

Objasnienia: czerwon, czcionk zaznaczono tice statystycznie istotne; p — poziom istétio
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Rycina 5.Srednie wartéci sumarycznej ekspresji antygenow w naczyniactidmesnych dzasta

CD34 PECAM-1 (D105 ICAM-1  kollV laminina

.“Ha“

VEGF

pacjentoéw z przewlektym zapaleniem praym. Wartdci p w przypadku rénic statystycznie

istotnych pomidzy ekspresj markeréw podano w Tabeli 9.




6. Poroéwnanie wzajemnej ekspresji markerow naczynwych u pacjentébw ze
,Zzdrowym?” przyz ebiem (grupa kontrolna 1, K1)

W przypadku grupy kontrolnej ze ,zdrowym” przymem, wykazano zaledwie pojedyncze
zytki pozawtosowate z wysokindrédbtonkiem i to jedynie u 2/15 pacjentowabtiez w
Tabeli 10 i na Rycinie 6 przedstawiono porownaniea@mnej sumarycznej ekspresji
markerow w naczyniach widocznych w preparatachsgtiz grupy kontrolnej 1.

Z danych tych wynikaze w sumarycznej ekspresji antygenéw btonowych doméaia
ekspresja CD34 i PECAM-1, #doiowo mniej bylo pozostatych markerow (endoglina,
ICAM-1). Nie wykazano rénic ilosciowych medzy ekspregj kolagenu i lamininy.

Ekspresja VEGF byta istotnie najsza vérod ekspresji innych markeréw, z wifiem
endogliny.
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Tabela 1Q Poréwnanie wzajemnej sumarycznej ekspres;ji

mévkemaczyniowych

u pacjentow ze ,zdrowym” przgbiem (grupa kontrolna 1, K1) (test

Wilcoxona).
Marker Srednia ekspresja +SD Marker Srednia ekspresja +SD p

PECAM-1 1,68+1,47 0,1729

endoglina 0,57+1,04 0,0012

ICAM-1 0,74+0,53 0,0277

CD34 3,12+1,76 kolagen IV 0,75+0,69 0,0179
laminina 4,41+3,69 0,4989

VEGF 0,02+0,04 0,0180

PECAM-1 1,68+1,47 endoglina 0,57+1,04 0,0277

ICAM-1 0,74+0,53 0,0464
kolagen IV 0,75+0,69 0,2249
laminina 4,41+3,69 0,1158

VEGF 0,02+0,04 0,0277

ICAM-1 0,74+0,53 0,0464
; kolagen IV 0,75+0,69 0,2367

endoglina 0,57+1,04 laminina 4,41+3,69 0,0179
VEGF 0,02+0,04 0,1729
kolagen IV 0,75+0,69 0,6858

laminina 4,41+3,69 0,0278

CAML 0,74£0,53 VEGF 0,020,04 0,0277
laminina 4,41+3,69 0,1159

kolagen IV 0,75+0,69 VEGF 0,02+0,04 0,0431

laminina 4,41+3,69 VEGF 0,02+0,04 0,0261

Objasnienia: czerwon, czcionk zaznaczono tice statystycznie istotne; p — poziom istgtio

% reakcji markera
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Rycina 6.Srednie wartéci sumarycznej ekspresji antygendw nackgwionosnych w dzistach

pacjentow ze ,zdrowym”przybiem (grupa kontrolna K1). Warci p w przypadku rénic
statystycznie istotnych poatdzy ekspresj markeréw podano w Tabeli 9.
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7. Poréwnanie wzajemnej ekspresji markerow naczyniwych w HEV u pacjentéw z
odczynowymi weztami chtonnymi (grupa kontrolna 2, K2)

W przypadku grupy kontrolnej 2 w preparatach hagaiznych wrod naczy krwionosnych
dominowaty zytki pozawitagniczkowe z wysokim srodbtonkiem (HEV). Tabela 11
przedstawia poréwnanie wzajemnej ekspresji markewotym typie naczg krwionasnych.
Wykazano, ze istotnie najmisza ekspresja w porownaniu do wszystkich pozodtatyc
markerow naczyniowych dotyczy VEGF. dtbowa ekspresja pozostatych antygenéw HEV

w grupie K2 nie ranita sk istotnie mgdzy sola (Tabela 11, Rycina 7).

Tabela 11 Porownanie wzajemnej ekspresji markerow naczyyobwpacjentow HEV
u pacjentow z odczynowymi zmianami wezéach chtonnych (grupa kontrolna
2, K2) (test Wilcoxona).

Marker Srednia ekspresja Marker Srednia ekspresja p
w HEV+SD w HEV+SD
PECAM-1 1,37+1,03 0,0909
Endoglina 1,60+1,83 0,1763
ICAM-1 2,02+2,16 0,3980
CD34 2,64+1,21 kolagen IV 5,21+5,60 0,2367
Laminina 3,19+1,31 0,2307
VEGF 0,01+0,01 0,0179
Endoglina 1,60+1,83 0,8658
- +
PECAM-1 137+1.03 ICAM-1 2,02+2,16 1,0000
! ! kolagen IV 5,2145,60 0,1282
Laminina 3,19+1,31 0,1285
VEGF 0,01+0,01 0,0179
ICAM-1 2,02+2,16 0,6121
; kolagen 1V 5,21+5,60 0,0910
endoglina + 9 o139, ’
g 1,60+1,83 Laminina 3,19+1,31 0,0909
VEGF 0,01+0,01 0,0279
kolagen IV 5,2145,60 0,3105
Laminina 3,19+1,31 0,3106
ICAM-1 + ’ ! ’
2,0242,16 VEGF 0,01+0,01 0,0277
Laminina 3,19+1,31 0,3980
kolagen IV 5,21+5,60 VEGF 0,01%0,01 0,0277
laminina 3,19+1,31 VEGF 0,01+0,01 0,0180

Objasnienia: czerwon, czcionk zaznaczono tdnice statystycznie istotne; p — poziom istatiio
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Rycina 7.Srednie wartéci sumarycznej ekspresji antygendw nackgwionosnych w odczynowych
weztach chionnych (grupa kontrolna K2). Bice statystycznie istotne pogdzy markerami z
wartasciami p podano w Tabeli 10.

8. Poréwnanie ekspresji markerow naczyniowych w u gcjentébw z przewlektym
zapaleniem przyzbia (CP) w zalenosci od pici pacjenta
Statystycznie istotne faice dotyczace ekspresji markeréw naczyniowych w agddach

pacjentow z CP zbadano fak biomc pod uwag pte¢ pacjentéw. Jedynie w przypad

ku

endogliny (CD105) wykazano istotnie aksza ekspresj tego markera w typowych

naczyniach krwionénych w dzastach kobiet z CP w poréwnaniu zinzyznami (kobiety:

1,37+1,43%vs mezczyzni: 0,82+ 1,11%. Nie wykazano takiejadcy w HEV (Tabela 12).
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Tabela 12. Poréwnanie ekspresji markerow naczyniowych w HEWvi naczyniach
krwionosnych typowych u pacjentow z CP w zailesci od pici (test Manna-

Whitneya).
Marker Rodzaj by
&' n 7 . . . .
(% reakgji) | naczynia Srednia Minimum  |Maksimum | SD p
HEV K 32 3,6¢ 0,4¢ 7,21 1,65 |0,2393
cD34 M 25 3,1 0,0C 7,61 1,5€
typowe | K 32 2,87 0,5¢ 6,2€ 1,25 |0,0754
M 25 2,37 0,0C 5,34 1,07
HEV K 13 2,98 0,1¢ 6,17 1,8¢_|0,0868
M 12 6,3 0,7¢ 13,07 4 4¢
PECAM-1 1 powe  [K 14 2,9° 0,42 8,3t 2,46 0,0950
M 12 5,12 1,27 13,5€ 3,8¢
HEV K 35 1,9 0,0 6,41 1,6 |0,0739
: M 26 1,2¢ 0,0C 5,84 1,5
Endoglina - one 1K 35 1,37 0,0C 6,1C 1,45 |0,0460
M 26 0,82 0,0C 4,46 1,11
HEV K 14 2,17 0,0 6,3¢ 1,5€ | 0,0849
M 12 1,27 0,2€ 3,6° 0,9¢
ICAM-1 typowe K 14 1,21 0,0C 3,67 091 [4oam1
M 11 0,8 0,0¢ 3,1C 09z |
HEV K 36 1,52 0,0¢ 10,4¢ 2,05 |0,4186
M 25 1,17 0,07 4,2¢ 1,24
Kolagen IV o owe —[K 36 0,7 0,0C 5,817 1,1¢_|0,4798
M 25 0,47 0,0C 2,61 0,6°
HEV K 18 5,31 0,0C 15,4 4,5¢ | 0,3687
- M 17 3,8 0,0C 9,5 3,24
Laminina 5o ve K 18 2,9€ 0,2t 6,0¢ 1,82 |0,2874
M 17 4,56 0,4¢ 24,2¢ 5,3¢
HEV K 11 1,07 0,0C 11,0¢ 3,3z |0,6574
VEGE M 8 0,6 0,0C 4,7¢ 1,6¢
ypowe  |K 22 2,64 0,0¢ 13,57 3,44 |0,5919
+kom. nacieku 20 3,7¢ 0,0C 23,81 5,52

Objasnienia: K - kobiety, M - mgzczyzni, p — poziom istotnéi; czerwom czcionky zaznaczono tice
statystycznie istotne

9. Porownanie ekspresji markerow naczyniowych u paentow z przewlektym
zapaleniem przyzbia (CP) i w grupach kontrolnych (K1 i K2)

9.1. Porownanie ekspresji markeréw naczyniowych wrgpie CP i K1

Poréwnawca ekspresj markerow naczyniowych w przypadku grupy CP i Kizegoistawia

Tabela 13. W istocie udatoc¢sporowna ekspresj markeréw w typowych naczyniach

dziasta oraz sumarycanekspresj markerow, gdy w grupie kontrolnej obserwowano

zaledwie pojedyncze HEV i to jedynie w 2/15 przedagth fragmentow dzsta.

Istotnie weksza byta catkowita ekspresja CD34 w grupie padert CP (6,07+2,60%) w

poréwnaniu z ekspresjanalogicznego markera w naczyniach krwionyeh dzaset u

pacjentow ze ,zdrowym” przgbiem (3,12+1,76%). Ekspresja PECAM-1 réwnie

dominowata w naczyniach u pacjentow z CP. Statysligc istotne rénice dotyczyty

ekspresji tego markera w naczyniach typowych i syozmej ekspresji tego markera, ktora
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w obu przypadkach byta vigza u pacjentow z CP w porownaniu z analogiedspresj w
grupie kontrolnej K1.

W przypadku endogliny wygze wartéci ekspresji wykazano w grupie CP, a dotyczyta ona
zarowno catkowitej ekspresji w obu typach nagzjk rownie: ekspresji wydcznie w
typowych naczyniach krwiosaych dzasta. W przypadku ICAM-1, tylko sumaryczna
ekspresja ICAM-1 byta wisza u pacjentow z CP w poréwnaniu z K1 (Rycina 8).
Sumaryczna ekspresja kolagenu IV i lamininy nieni& sk pomigdzy porownywanymi
grupami badanych pacjentow (Tabela 13).

Zasadniczo nie obserwowano pozytywnej rekacji imowytochemicznej na VEGF w
przypadku nielicznych nacaytypu HEV w kontrolnych dastach, sid tez nie wykazano
zadnych ranic w ekspresji tego markera paguzy grupami.

Istotnie wiksz ekspresj VEGF obserwowano natomiast w przypadku typowycbzwa
krwionosnych dziasta u chorych z CP w porownaniu z analogicznymizga@mi w

dziastach grupy K1.
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Tabela 13. Porownanie ekspresji markerow naczyniowych w aslach pacjentow z
przewleklym zapaleniem przgzia (CP) i grupie kontrolnej (,zdrowe” przsaie,
K1) (test Manna-Whitneya).

MARKER Rodzaj naczynia CP K1 p

HEV 3,42+1,61 0,21+0,36 *
CD34 typowe 2,65+1,19 3,08+1,81 0,4786
Y HEV i typowe 6,07+2,60 3,12+1,76 0,0001

HEV 4,58+3,72 1,33+1,88 R
PECAM-1 typowe 3,94+3,31 1,24+0,75 0,0188
Y HEV i typowe 8,3416,58 1,68+1,47 0,0018

HEV 1,64+1,61 0,58+1,16 R
Endoglina typowe 1,14+1,32 0,42+0,87 0,0021
Y HEV i typowe 2,78+2,61 0,57+1,04 0,0001

HEV 1,75+1,38 0,47+0,67 *
ICAM-1 typowe 1,05+0,91 0,58+0,52 0,2271
Y HEV i typowe 2,76x1,95 0,74%0,53 0,0071

HEV 1,38+1,76 0,00 *
Kolagen IV typowe 0,61+1,00 0,89+0,82 0,1737
Y HEV i typowe 1,69+2,04 0,75%0,69 0,1870

HEV 4,60%4,00 1,50+2,12 R
Laminina typowe 3,7443,99 3,98+3,86 1,0000
Y HEV i typowe 8,3415,83 4,41+3,69 0,0791

HEV 0,87+2,70 0,00 R
VEGF typowe+kom. nacieku 3,18+4,53 0,02+0,04 |0,0001
> HEV i typowe+naciek 3,5745,02 0,02+0,04 0,0001

Objasnienia: W Tabeli podandredni procentovy ekspresj markerow+SD; p — poziom istotém; czerwom,
czcionlky zaznaczono thice statystycznie istotne; *- za mata liczeldnojednej z
porownywanych grup do wnioskowania statystycznego
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Rycina 8. Poréwnaniesumarycznej (HEV i naczynia typowe) ekspresjnarkeréw btonowych (CD34,
PECAM-1, endoglina, ICAM-1) poradlzy pacjentami z przewleklym zapaleniem pebja (CP) i
kontrok 1 (K1) (test Manna-Whitneya); *** - p<0,001; **p<0,01
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Por6éwnanie sumarycznej ekspresji markeréw btonystawhej naczy krwionasnych
(kolagen 1V oraz laminina) w dgtach pacjentéw z CP i kontrolnych (K1) przedstawia
graficznie Rycina 9. Wynika z niefe nie obserwowano istotnych statystycznienié
pomiedzy ekspresgjtych dwoch biatek btony podstawnej w zalesci od badanej grupy.
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mK1

% reakcji markera

kol IV laminina

Rycina 9. Poréwnanisumarycznej(HEV i naczynia typowe) ekspresjiarkerow btony podstawnej naczy
krwionos$nych pomkdzy pacjentami z przewleklym zapaleniem prdhya (CP) i kontrad 1 (K1)
(test Manna-Whitneya). Nie wykazano istotnychnié pomedzy grupami (p>0,05).

Rycina 10 przedstawia poroéwnanie catkowitej ekgprdEGF w dzihstach pacjentéw z

przewleklym zapaleniem przstzia i pacjentow ze ,zdrowym” przgbiem. Istotnie wiksz

ekspresj tego markera wykazano w gglach chorych z CP.

ucp

mKl

% reakcji markera

VEGF

Rycina 10. Poréwnanisumarycznej (HEV, naczynia typowe i komoérki nacieku zapalnegk$presji VEGF
pomidzy pacjentami z przewleklym zapaleniem prbja (CP) i kontral 1 (K1)
(test Manna-Whitneya); *** p<0,001
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9.2. Poréwnanie ekspresji markerow naczyniowych w dastach pacjentow z CP i
odczynowych wztach chtonnych (grupa K2)

Poroéwnanie ekspresji markerow naczyniowych w praipadziaset pacjentow z CP i
kontroli pozytywnej (grupa K2) przedstawia TabetilRyciny 11 i 12. Nalgy dod&, ze
poréwnanie to dotyczy ekspresji obu markerowzytkach pozawtosowatych z wysokim
srodbtonkiem (HEV), bo takie naczynia dominowaty wypadku materiatu tkankowego z
grupy kontrolnej 2 (K2).

Statystycznie istotn roznice pomidzy grupami dostrz@no w przypadku ekspresji
kolagenu typu IV w HEV dasel, ktora byta wiysza w grupie K2 (5,21+5,60%) w
poréwnaniu z CP (1,69+2,04%) (p=0,0418). Drugatigtor@nica dotyczyta ekspresji
PECAM-1, ktéra natomiast byta wsza w dzistach pacjentéw z CP (8,34+6,58) zali w
HEV weztdbw chtonnych odczynowych (K2) (1,37£1,03) (p=®@p. W przypadku

pozostatych markerow #a@ice ekspresji byty nieistotne statystycznie (p30,Rycina 11).
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CD34 PECAM-1 CD105 ICAM-1

Rycina 11. Poréwnanie ekspresjarkeréw btonowych (CD34, PECAM-1, endogliny i ICAM-1) nac#ytypu
HEV pomigdzy pacjentami z przewleklym zapaleniem prhjia (CP) i kontral 2 (K2) (test Manna-
Whitneya); ** - p<0,001.

Z badanych markeréw btony podstawnej nacgiolagen IV, laminina), istotnie wksz
ekspresj kolagenu IV wykazywaly btony podstawne komoérgddbtonka HEV grupy
kontrolnej 2 (K2) w poréwnaniu z analogicznymi &ttwrami w HEV pacjentéw z CP
(Rycina 12).
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Rycina 12. Poréwnanie ekspresjiarkeréw btony podstawnej naczyi krwionosnych w naczyniach HEV
pomigdzy pacjentami z przewlektym zapaleniem pebja (CP) i kontradd 2 (K2) (test Manna-
Whitneya); kol IV — kolagen typu IV; * - p<0,05.

Tabela 14.Poréwnanie ekspresji antygenow naczyniowych w HEWadanych dzstach

pacjentéw z przewlektym zapaleniem praya (CP) i w odczynowych gztach
chtonnych (grupa K2) (test Manna-Whitneya).

Marker CP K2 p
CD34 3,42+1,61 2,64+1,21 0,2173
PECAM-1 4,58+3,72 1,37+£1,03 0,0097
Endoglina 1,64+1,61 1,60+1,83 0,8590
ICAM-1 1,75+1,38 2,02+2,16 0,9485
Kolagen IV 1,38+£1,76 5,2145,60 0,0418
Laminina 4,60+4,00 3,1941,31 0,6436
VEGF 0,87+2,70 0,01+0,01 0,7347

Objasnienia: W Tabeli podanagredni procentow ekspresj markeréw+SD; K2 — grupa kontrolna 2 zty
chtonne odczynowe), CP- przewlekle zapalenie pitzigz p — poziom istotrimi; czerwon,
czcionky zaznaczono ice statystycznie istotne
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10. Porownanie ekspresji markerow naczyniowych w zeznosci od klinicznego
poziomu/utraty przyczepu (CAL) u pacjentdbw z przeweklym zapaleniem
przyzebia (CP)

W badaniach nie wykazanozric statystycznie istotnych w ekspresjidnego z markerow

naczyniowych w dastach pacjentow z CP w zalesci od wartdci parametru CAL i to

niezalenie od badanego rodzaju naczynia krwiorego (Tabele 15-17).

Tabela 15 Ekspresja markeréw naczyniowych w HEV w zal&ci od parametru CAL
(test Kruskala-Wallisa).

Marker CAL n Srednia | Minimum | Maksimum SD p
1 6 3,55 2,44 5,05 1,17
CD34 2 10 3,05 1,55 5,75 1,35/ 0,6560
3 41 3,50 0,00 7,61 1,74
1 2 0,94 0,70 1,17 0,33
PECAM-1 2 2 4,80 4,43 5,16 0,52 -*
3 21 4,90 0,16 13,07 3,89
1 6 1,20 0,19 3,51 1,19
: 2 10 0,87 0,00 3,26 1,11| 0,0778
Endoglina
3 45 1,87 0,00 6,41 1,71
1 2 0,24 0,21 0,26 0,04
ICAM-1 2 3 3,64 1,73 6,39 2,44 ¥
3 21 1,63 0,00 3,66 1,00
1 6 1,13 0,18 2,20 0,87
2 11 0,74 0,05 1,66 0,62| 0,2954
Kolagen IV
3 44 1,58 0,03 10,49 2,00
1 4 2,29 0,00 6,50 2,89
Laminina 2 5 5,96 2,27 8,29 2,44| 0,2117
3 26 4,69 0,00 15,44 4,31
1 2 0,00 0,00 0,00 0,00
VEGF 2 1 0,00 0,00 0,00 - -*
3 16 1,03 0,00 11,08 2,93

Objasnienia: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dgsta z dodatni reakcy (n), wartgci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej wafth ekspresji markera wyrane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standamlo¢SD) i poziom istotriei (p);
CAL 1: <3mm, CAL 2: 4-6mm, CAL 3=7mm; *- za mala liczebro jednej z poréwnywanych
grup do wnioskowania statystycznego
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Tabela 16. Ekspresja markeréw naczyniowych w typowych nacagimi krwionénych
dziasta w zalenosci od parametru CAL (test Kruskala-Wallisa).

Marker CAL | n |Srednia|Minimum |Maksimum| SD p
1 6 2,86 1,35 5,21 1,36
CD34 2 10 2,47 1,24 4,72 1,11 |0,6567
3 41 2,67 0,00 6,26 1,21
1 2 1,50 1,45 1,56 0,08
PECAM-1 2 3 2,62 0,58 4,55 1,99 | -*
3 21 4,36 0,42 13,56 3,50
1 6 0,69 0,20 1,73 0,61
2 10 0,84 0,00 2,44 0,93 ]0,6723
Endoglina
3 45 1,26 0,00 6,10 1,45
1 2 0,24 0,17 0,32 0,11
ICAM-1 2 3 1,27 0,61 1,95 0,67 -*
3 20 1,10 0,00 3,63 0,96
1 6 0,33 0,00 1,42 0,55
2 11 0,39 0,00 0,87 0,30 | 0,6330
Kolagen IV
3 44 0,70 0,00 5,87 1,15
1 4 1,96 0,52 3,41 1,20
Laminina 2 2,78 1,55 3,91 0,94 | 0,3560
3 26 4,20 0,25 24,29 4,52
1 4 1,21 0,00 2,45 1,18
VEGF 2 2,44 0,57 6,95 2,65 |0,5758
3 32 3,57 0,00 23,81 5,01

Objasnienia;: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dsta z dodatni reakcy (n), wartgci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej waft ekspresji markera wytane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standamlo¢sD) i poziom istotrizi (p);
CAL 1: <3mm, CAL 2: 4-6mm, CAL 3>7mm; *- za matla liczebrio jednej z poréwnywanych
grup do wnioskowania statystycznego
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Tabela 17.Calkowita ekspresja markeréw naczyniowych (w HENatzyniach typowych)
w zaleznosci od parametru CAL (test Kruskala-Wallisa).

Marker CAL | n | Srednia | Minimum | Maksimum SD p
1 |6 6,41 3,80 10,26 2,39
0,6504
CD34 2 |10| 5,551 2,89 10,47 2,36
3 |41| 6,16 1,04 13,47 2,72
1 ]2 2,44 2,26 2,62 0,25
_*
PECAM-1 2 |3 5,81 0,58 8,98 4,57
3 |21 926 1,01 26,63 6,84
1 |6 1,89 0,39 4,67 1,62
. 2 (10| 1.72 0.00 4,97 189 | 02039
Endoglina
3 |45| 3,14 0,00 9,45 2,79
1 ]2 0,48 0,43 0,53 0,07
_*
ICAM-1 2 |3 4,91 3,00 7,00 2,00
3 |21 267 0,00 6,74 1,76
1 |6 1,24 0,15 2,71 1,07
2 [11] 096 0.05 202 065 | 0:6064
Kolagen IV
3 44| 1,94 0,04 11,17 2,31
1 |4 4,26 1,72 9,92 3,82
. 0,2926
Laminina 2 5 8,74 5,72 12,20 2,50
3 |26| 8,89 0,25 24,29 6,36
1 |4 1,21 0,00 2,45 1,18
VEGF 2 6| 244 0,57 6.95 265 | 05750
3 |32| 4,08 0,00 23,81 5,55

Objasnienia: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatow dsta z dodatni reakci (n), wartdci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej waftd ekspresji markera wytane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standamlo¢sD) i poziom istotrizi (p);
CAL 1: <3mm, CAL 2: 4-6mm, CAL 3=7mm; *- za mala liczebro jednej z poréwnywanych
grup do wnioskowania statystycznego

11. Poréwnanie ekspresji markeréw naczyniowych w zeznosci od aktywnaosci

zapalnej w dzistach @rading) u pacjentow z CP

W badaniach obecnych wykazano istotne statystycrdiaice w ekspresji markerow
naczyniowych w zalasosci od aktywndci zmian zapalnych w dgstach pacjentéw z
przewlektym zapaleniem przgtzia (Tabele 18-20). | tak, istotnie eksza ekspresja
czasteczki CD34 obserwowana byta w HEV g#a u pacjentow z wkszym nasileniem
zmian zapalnych dzsta @rading G). W G3 wynosita onérednio 3,79+1,67% reakcji, a w
przypadku z G2 - 2,86+1,38% (p=0,0364) (Tabela R&Fnice dotyczyly take catkowitej
ekspresji naczyniowe] PECAM-1 w zatesci od aktywndci zapalne]. W przypadku G3,
ekspresja PECAM-1 byta vigza (9,80+6,48%) niw przypadku analogicznej ekspresji w
G2 (5,04+5,90%) (p=0,0259) (Tabela 20).
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W Tabelach nie gfo poréwnawczej ekspresji markeréw u pacjentow destrapcych G1

w analizowanych dzstach ze wzgidu na zbyt mat liczebnad¢ grupy i brak mealiwosci

wykonania oblicz# statystycznych.

Tabela 18 Ekspresja markerow naczyniowych w HEV w zal&ci od aktywndci zmian
zapalnych @grading) u pacjentéw z przewlektym zapaleniem prgya (CP)
(test Manna-Whitneya).

Srednia

Marker Grading| n Minimum | Maksimum | SD p
1 3| 231 1,55 2,82 0,67| -*
CD34 2 18] 2,86 1,17 5,85 1,38
3 36| 3,79 0,00 7,61 167] 20304
1 0 - - - - -
PECAM-1 2 4] 012 0,00 0,49 0,25 *
3 18| 5,30 0,16 13,07 3,85 0,063
1 4] 082 0,00 1,34 0,61 *
Endoglina 2 18| 1,36 0,00 5,73 147| 5085
3 39| 1,86 0,00 6,41 1,72 ™
1 0 - - - - -
ICAM-1 2 7] 112 0,00 2,79 112] 0 1oca
3 19/ 1,98 0,43 6,39 141 ™
1 3] 121 0,05 1,82 1,01 *
Kolagen IV 2 20 1,07 0,12 2,78 085] g394
3 38| 1,56 0,03 10,49 212 ™
1 2| 415 0,00 8,29 5,86 *
Laminina 2 11| 3,99 0,00 10,22 3.78] 008
3 22| 4,95 0,00 15,44 415 ™
1 1] 0,00 0,00 0,00 - *
VEGF 2 4] 012 0,00 0,49 0.25]  gsas
3 14| 1,14 0,00 11,08 313

Objasnienia;: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dsta z dodatni reakcy (n), wartgci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej wafth ekspresji markera wyrane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standamlo¢SD) i poziom istotriei (p);
Grading oceniono w 4-pkt skali pétikziowej (Materiat i Metody); czerwan czcionk
zaznaczono thice statystycznie istotne; *- za mala liczefihfednej z poréwnywanych grup
do wnioskowania statystycznego
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Tabela 19 Ekspresja markerow naczyniowych w naczyniach wymi w zaleénosci od
aktywndasci zmian zapalnychgfading u pacjentow z przewleklym zapaleniem
przyzbia (CP) (test Manna-Whitneya).

Marker Grading| n | Srednia | Minimum | Maksimum| SD p
1 3| 240 2,12 2.97 0,49 >
CD34 2 18| 247 1,24 5,21 1,090 5 204z
3 36| 2,76 0,00 6,26 1,29
1 0 ; - ; ; >
PECAM-1 2 8| 266 0,42 9,79 3,18 | 0540
3 18] 451 0,85 1356 3,29|
_ 1 4| 032 0,00 0,59 0,24 >
Endoglina 2 18] 1,11 0,00 6,10 147, og03
3 39| 1,24 0,00 5,00 131
1 0 ; - ; ; >
ICAM-1 2 6| 0,71 0,00 1,95 0.72] 4 3005
3 19| 1,16 0,08 3,63 096
1 3| 048 0,00 1,42 0,82 >
Kolagen IV 2 20| 0,44 0,00 2,61 0.66] 43173
3 38| 0,71 0,00 5,87 1,16
__ 1 2 281 1,72 3,01 1,55 >
Laminina 2 11| 2,551 0,25 6,43 1,80 01140
3 22| 444 0,49 24.29 477
1 4| 307 0,00 6,95 3,17 >
VEGF 2 12| 2,42 0,13 10,30 2,84] ) ge4s
3 26| 3,55 0,00 23,81 534

Objasnienia: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatow dsta z dodatni reakci (n), wartdci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej wafth ekspresji markera wyrane w % pola pozytywnej reakcji
immunocytochemicznej, odchylenia standardowe (Siyziom istotnéci (p); Gradingoceniono w 4-pkt skali
potilosciowej (Materiat i Metody); *- za mala liczebéb jednej z poréwnywanych grup do wnioskowania
statystycznego
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Tabela 2Q Porownanie catkowitej ekspresji markerow naczwyyich (w HEV i w
typowych naczyniach krwiosaych dziasta) w zalenosci od aktywndci zmian
zapalnych grading) u pacjentéw z przewleklym zapaleniem prgya (CP) (test

Manna-Whitneya).
Marker Grading| n | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p
1 3| 471 3,66 5,79 1,06 e
CD34 2 18] 533 2,89 10,26 2.30] ) os21
3 36| 6,56 1,04 13,47 2,74]
1 0 - - - - >
PECAM-1 2 8| 5,04 0,58 18,10 5,90 ) 0250
3 18] 9,80 1,01 26,63 6,48
, 1 4] 114 0,00 1,80 0,83 e
Endoglina 2 18] 246 0,00 8,56 2.33] § co10
3 39| 3,10 0,00 9,45 2,80|
1 0 - - ) - >
ICAM-1 2 71 1,73 0,00 4,74 179 os20
3 19| 314 0,88 7,00 191
1 3] 1,43 0,05 2,71 1,33 e
Kolagen IV 2 20| 1,28 0,15 3,03 1,00|  7e1g
3 38| 1,93 0,04 11,17 2,44
. 1 2| 6,96 1,72 12,20 7,41 >
Laminina 2 11| 6,49 0,25 15,93 5.31] 1 1008
3 22| 9,39 1,33 24,29 599 '
1 4 3,07 0,00 6,95 3,17 e
VEGF 2 12| 246 0,13 10,30 2.86] 7657
3 26| 4,16 0,00 23,81 596| '

Objasnienia;: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dsta z dodatni reakcy (n), wartgci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej wafth ekspresji markera wyrane w % pola pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej, odchylenia standamlo¢SD) i poziom istotriei (p);
Grading oceniono w 4-pkt skali pétikziowej (Materiat i Metody); czerwan czcionk
zaznaczono thice statystycznie istotne; *- za mata liczefangednej z poréwnywanych grup
do wnioskowania statystycznego

12. Porownanie ekspresji markerow naczyniowych w zeznosci od postaci choroby

(uogdlnionavs.zlokalizowana) u pacjentow z przewlektym zapalenia przyzebia

Nie zaobserwowano faic statystycznie istotnych w ekspregjadnego z badanych

markerow naczyniowych i eadnym rodzaju nacaykrwionasnych w dzistach pacjentow

ze zlokalizowaa i/lub uogdlnion, postaci choroby (Tabele 21-23).
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Tabela 21. Poréwnanie ekspresji markeréow naczyniowych w HEVpacjentéw z
przewleklym zapaleniem przgkzia w zaleénosci od postaci choroby (test

Manna-Whitneya).
Postat ,
Marker n | Srednia | Minimum | Maksimum | SD p
choroby
CD34 1 24| 3,40 1,17 7,21 157] o 5367
2 33| 3,44 0,00 7,61 1,67
PECAM-1 1 14| 3,52 0,70 8,30 2,07| 0.4030
2 11| 5,92 0,16 13,07 4,91
Endoglina 1 26| 1,64 0,12 6,41 1,64| 09942
2 35| 1,64 0,00 5,85 1,62
ICAM-1 1 14| 1,42 0,21 2,91 0,88| 03217
2 12| 2,14 0,00 6,39 1,76
Kolagen IV 1 27| 1,35 0,08 10,49 2,06| 04401
2 34| 141 0,03 7,52 1,51
Laminina 1 15| 5,57 0,00 15,44 4,26] 02143
2 20| 3,87 0,00 13,14 3,74
VEGE 1 10| 0,49 0,00 4,79 1,51| 0.9048
2 22| 3,83 0,00 23,81 5,52

Objasnienia: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatow dsta z dodatni reakci (n), wartdci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej wafth ekspresji markera wyrane w % pola pozytywnej reakcji
immunocytochemicznej, odchylenia standardowe (Spyziom istotnéci (p); 1 — posté zlokalizowana CP;

2 — posté uogdlniona CP

Tabela 22 Porownanie ekspresji markeréow naczyniowych w waiexh typowych u
pacjentow z przewlektym zapaleniem prayi|m w zalenosci od postaci
choroby (test Manna-Whitneya).

Postat , _ . . p
Marker n | Srednia | Minimum | Maksimum SD
choroby
CD34 1 24| 2,59 1,35 6,26 1,18 0,3902
2 33 2,70 0,00 5,43 1,22
PECAM-1 1 15| 341 0,58 9,79 2,78 04742
2 11 4,66 0,42 13,56 3,94
Endo ||na 1 26 1,39 0,00 6,10 1,59
g 2 35 0,95 0,00 4,46 1,07 0,2995
ICAM-1 1 13| 1,15 0,15 3,63 1,01 05382
2 12 0,94 0,00 3,10 0,83
Kola en |V 1 27 0,49 0,00 2,65 0,72
g 2 34 0,71 0,00 5,87 1,19 04231
Laminina 1 15 3,10 1,33 6,43 1,71 0,7798
2 20 4,22 0,25 24,29 5,08
VEGEF 1 20| 2,46 0,00 13,57 3,10 07936
2 22 3,83 0,00 23,81 5,52

Objasnienia;: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dgta z dodatni reakcp (n), wartgci sredniej,

minimalnej

oraz maksymalnej wasth ekspres;ji

markera wytane w % pola pozytywnej

reakcji

immunocytochemicznej, odchylenia standardowe (SPdziom istotnéci (p); 1 — posta zlokalizowana CP;

2 — posta uogdlniona CP
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Tabela 23 Poréwnanie sumarycznej ekspresji markerow nacayych (w HEV i typowych
naczyniach krwiongnych dzasta) u pacjentow z przewleklym zapaleniem
przyzbia w zaleénosci od postaci choroby (test Manna-Whitneya).

Postat , p
Marker n | Srednia | Minimum | Maksimum SD
choroby
CD34 1 24 5,98 2,83 13,47 2,54 0,6708
2 33 6,14 1,04 12,95 2,68
PECAM-1 1 15| 6,69 0,58 18,10 4,65 | 0,2586
2 11| 10,58 1,01 26,63 8,27
ICAM-1 1 14| 2,49 0,43 6,55 1,82 | 0,4319
2 12 3,08 0,00 7,00 2,12
Endog“na 1 26 3,03 0,12 9,45 2,78 0,5971
2 35 2,59 0,00 9,28 2,50
Kolagen \V2 1 27 1,56 0,09 11,17 2,21 0,4662
2 34 1,80 0,04 9,22 1,92
Laminina 1 15 8,67 1,33 20,06 5,24 0,5206
2 20 8,09 0,25 24,29 6,36
VEGEF 1 200 2,71 0,00 13,57 3,33 | 0,8518
2 22 4,36 0,00 23,81 6,14

Objasnienia;: W Tabeli podano: liczbbadanych preparatéw dsta z dodatni reakcy (n), wartgci sredniej,
minimalnej oraz maksymalnej waftt ekspresji markera wytane w % pola pozytywnej reakcji
immunocytochemicznej, odchylenia standardowe (Sp9ziom istotnéci (p); 1 — posté zlokalizowana CP;
2 — posta uogdlniona CP
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13. Korelacje pomedzy wzajemm ekspresp markerow naczyniowych w badanych
grupach pacjentéw

Sumaryczne zestawienie uzyskanych korelacji pdmy wzajemn ekspresj wszystkich

badanych w tej pracy markerow nagzykrwionosnych (HEV i typowych naczy

krwionosnych dzasta) przedstawiono w Tabeli 26. Dla przejrzystgprzedstawione zostan

najpierw korelacje dotyeze ekspresji markeréw vwytkach pozawtosowatych z wysokim

srodbtonkiem (HEV) (Tabela 24), naphie w typowych naczyniach krwiofrmych dzista

w poszczegolnych grupach badanych (Tabela 25).

13.1. Korelacje wzajemnej ekspresji markerow w nagmiach HEV u pacjentow z CP

Wykazano wprost proporcjonalizaleznos¢ pomigdzy ekspreg CD34 w HEV a ekspresj

dwdéch innych markeréw btonowych, tj. endogliny (GI3) oraz ICAM-1, a take z

ekspresj markera bton podstawnych - kolagenu IV (odpowiedni=0,6175; r=0,6704;

r=0,4188; p<0,05) (Rycina 13; Tabela 24).

Ekspresja endogliny w HEV korelowata (procz CD34kamanej wyej) takze z ekspresj

ICAM-1 i kolagenu IV (odpowiednio: r=0,6115; r=058 p<0,05).

Wykazano take wprost proporcjonainzaleznos¢ pomidzy ekspresj PECAM-1 i ICAM-1

(r=0,4315, p<0,05) (Rycina 14). Ekspresja PECAM4!a take wraz z ekspresjkolagenu

IV w naczyniach typu HEV u pacjentéw z CP (r=0,55890,05).

Ekspresja kolagenu IV korelowata pozytywnie z eksprwszystkich badanych markeréw

btonowych komoreksrédbtonka HEV, tj. CD34 (wykazanwczeniej — Rycina 13),

endogliny (CD105), ICAM-1 i PECAM-1 (odpowiednio=3,4123, r=0,5539, p<0,05)

(Rycina 15).

Nie wykazano istotnych statystycznie zalesci pomikdzy ekspresj tkankows lamininy z

pozostatymi markerami w HEV.

Podobnie ekspresja VEGF nie korelowata istotnienrzyini antygenami nacayHEV u

pacjentow z CP (Tabela 24).
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Tabela 24. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana ¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakeyi)srodbtonku HEV
u pacjentow z przewlektym zapaleniem prgyia (CP).

Marker | CD34|PECAM-1| Endogling ICAM-1 | Kolagen IV| Laminina] VEGF
CD34 - 0,3794 | 06175 | 06704| 04188 | 0,1733 | 0,0123
PECAM-1 03794 - 0,2330 | 0,4315 0,5539 | 0,1957 | -0,3567
Endoglina | 6175 0,2330 - 06115 | 05856 | 0,1905 | -0,1279
ICAM-1 106704 04315 | 06115 - 0,4123 | 0,3407 | -0,4434
Kolagen IV| 4188 05539 | 05856 | 0,4123 - -0,0092 | -0,2927
Laminina |0,1733 0,1957 | 0,1905 | 0,3407  -0,0092] - 0,1563
VEGF |0,0123 -0,3567 | -0,1279| -0,4434  -0,2927 0,1563 -

Objasnienia: czerwor czcionk, zaznaczono waroi wspoétczynnika r, dla ktérych p<0,05

GRUPA CP
7 . : ‘ . :
% reakcji CD34:% reakeji CD105; r = 0,6175;
% reakcji CD34:% reakcji ICAM-1: r=0,6704; ™ *
6 L

~e._ % reakcji CD105
8 “m_ 9% reakcji [CAM-1

% reakcji CD34

Rycina 13. Pozytywna korelacja Spearmana pdmyi ekspregj CD34 oraz CD105 (endoglina)
i ICAM-1 w sérodbtonku HEV dziset pacjentéw z przewleklym zapaleniem pebia
(p<0,05); r — wspotczynnik korelacji rang Spearmana
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% reakcji PECAM-1

GRUPA CP
14 . :

12} .

101

0,0 0,5 15 2,0 25 3,0 35

% reakcji ICAM-1

10

40

Rycina 14. Pozytywna korelacja Spearmanaday ekspreaj ICAM-1 i PECAM-1 w srodbtonku
HEV dziaset pacjentow z przewlektym zapaleniem pebja (p<0,05); r — wspotczynnik

14

12 ¢

10 +

korelacji rang Spearmana.

GRUPA CP
' ' ' ' |
i % reakcji kol 1V:% reakeji CD34: r=0,4188;
% reakcji kol 1V:% reakeji CD105: r=0,5856;
- & % reakeji kol IV:% reakcji ICAM-1: r=0,4123;
% reakcji kol 1V:% reakcji PECAM-1: r =0,5539;

% reakeji CD34

4 6 8 10

% reakcji kol IV

“m_% reakeji CD105
"% reakcji ICAM-1

12 ™% 9% reakcji PECAM-1

Rycina 15. Pozytywna korelacja Spearmana pdmyi ekspregj kolagenu IV oraz wszystkich
markeréw blonowych: CD34, PECAM-1, endogliny (CDL03CAM-1 w srodbtonku HEV
dziaset pacjentow z przewlektym zapaleniem prhya (p<0,05); r — wspotczynnik korelacii

rang Spearmana.
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13.2. Korelacje wzajemnej ekspresji markeréw w typaych naczyniach krwiongnych

dzigsta u pacjentow z przewlektym zapaleniem przysbia

W dzigstach pacjentéw z CP obserwowano liczne korelaojeigzy wzajemn ekspresj

markeréw w obgbie naczy zwyklych (Tabela 25), z ktérych nawraejsze obejmuj

1. pozytywry zaleznos¢ pomidzy ekspresjCD34 i endogliny (CD105);

2. pozytywrn korelacg pomkdzy ekspreg kolagenu IV i ekspresj wszystkich

markeréw btonowych: CD34 i PECAM-1, endogliny i I®AL.

3. ekspresja VEGF (nhaczynia typowe oraz ekspresja wieka zapalnymlamina

propria) oprécz negatywnej korelacji z ekspeespdogliny, korelowata pozytywnie

z ekspreg lamininy.

Tabela 25. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana ¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakwjijrodbtonku typowych

naczyi krwionasnych dziasta u pacjentdéw z przewlektym zapaleniem pebya

(CP).

Marker | CD34 |PECAM-1| Endogling ICAM-1 | Kolagen IV| Laminina| VEGF
CD34 0,1191 | 0,4450 | 0,2796 | 0,3698 | -0,2069 | -0,0882
PECAM-1| 0 1191 0,0346 | 0,2278 0,5204 0,1083 | -0,3377
Endoglina| o 4450| 0,0346 0,5440 0,5596 | -0,1049 |-0,3367
ICAM-1 | 02796 0,2278| 0,5440 - 0,4932 0,3825 | 0,0468
Kolagen IV| g 3698| 0,5204 0,5596|  0,493p -0,0532 | -0,2271
Laminina | 02069 0,1083 | -0,1049| 0,3825 -0,0532 0,4821
VEGF | .0,0882 -0,3377 | -0,3367 | 0,0466 -0,2271 | 0,4821

Objasnienia: czerwor czcionk zaznaczono warfoi wspoétczynnika r, dla ktérych p<0,05
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Tabela 26.Zbiorcze wyniki korelacji poradku rang Spearmana pagdzy ekspresj markeréw naczyniowych ocenianych morfometryczie (
reakcji) wsrédbtonkuHEV i typowych nacziy krwionasnych dzista u pacjentow z przewleklym zapaleniem pebya (CP).

Miat;kper CD 34| CD34 | PECAM-1| PECAM-1 | Endoglina| Endoglina| ICAM- | ICAM-1 | Kolagen Kollsgen Laminina| Laminina| VEGF | VEGF
naczynia | HEY | ypowe| HEV typowe HEV typowe | 1HEV | typowe | IVHEV | o0 | HEV | typowe | HEV | typowe
%DE\?’/“ - | 06503| 03794 | 02670 | 06175 | 05370 | 0,670# 04160 0,4188 0,5420,1733 | -0,2470| 0,0128-0,3634
tiisxe 0,6503| - 0,1304 | 0,1191 | 04557 | 0,4450 | 0,50960,2796| 0,3869 | 0,3698/ 0,0139 | -0,2069| 0,1722-0,0882
PESEA\E’H 0,3794| 0,1304 - 0,7854 | 02330 | 10,0230 | 0,4315| 0,2661| 05539 | 0,5014| 0,957 | 0,1140 | ; oo [ -0,2301
PECAM-11 4 2670| 0,1101| 0,7854 - 0,1569 | 10,0346 | 0,3260 0,22780,4162 | 0,5204| 0,0587 | 0,1083| ... |-0,3377
typowe 0,2601
E”SE%"”"J‘ 0,6175| 0,4557| 0,2330 | 0,1569 - 07123 | 06115 0,3765| 05856 | 05317 0,1905 | -0,1366|  ;,-q| -0.3594
Endoglinal , 52701 0 4450| 0,0230 | 0,0346 | 0,7123 - 0,4964 0,544D 0,5181 0,55P60,2768 | -0,1049| . .. __|-0,3367
typowe 0,0172
ICAM-1 -

'\ |0.6704/ 0,5096| 0,4315| 03269 | 06115 | 04966 - | 05054 04128 0,50p80,3407 | 0,015 .ol -0,2455
ICAM-1 1 4160[ 0,2796| 0,2661| 0,2278| 03765 05440 | 055054 - 0,2661 | 0,4932| 0,5599| 0,3825 | . .._.| 0,0466
typowe 0,1672
Kolagen N

Loy 04188/ 0,3869| 05539| 04162| 0,585 05181  04]1AB2661| - 05473 | -0,0092 | -0,1654| o 70| -0,1467
Kolagen | o 56751 0,3608| 0,5014| 0,5204| 05317 05595 05028 049325478,| - | 01072 | -0,0532| . .o .|-0,2271
IV typowe 0,1992
La,j“E'r\‘/'”a 0,1733| 0,0139| 0,1957| 0,0587| 0,190  0,2768  0,34075599 | -0,0092 | 0,1072 - 0,4334 | 0,1563| 0,3117
Laminina | - | 5060\ 0,1140 | 0,1083 | -0,1366  -0,1049 0,0015 0,3825 -0,16880532| 0,4334 - 0.4496 04821
typowe | 0,2470

LEE?/F 0,0123| 0,1722| -0,3567| -0,2601] -0,1279  -0,0172 -0,4431672| -0,2927 | -0,199 0,1563  0,4496  -| 0,4208
VEGF ~ . |-0,0882| -0,2301 | -0,3377| -0,3594 | -0,3367|-0,2455| 0,0466| -0,1467| -0,2271 0,311 0,4821 |0,4208| -
typowe | 0,3634

Objasnienia: czerwom, czcionk zaznaczono warfoi wspétczynnika r, dla ktérych p<0,05
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13.3. Korelacje dotycace wzajemnej ekspresji markerow naczyniowych u paeptow z
grupy kontrolnej (,zdrowe” przyz g¢bie, grupa K1)

W grupie K1 nie wykazano korelacji pogdezy ekspregj markeréw naczyniowych w
naczyniach HEV ze wzgllu na obecni@ zbyt matej liczby naczy typu HEV w

,zdrowych” dzistach. Natomiast korelowanie wzajemnej ekspresjkeraw w typowych

naczyniach krwiongnych dzista wykazato jedys istotrp statystycznie i to wysak

pozytywra zaleenos¢ pomidzy ekspregj endogliny (CD105) i PECAM-1 (CD31)
(r=0,8117, p<0,05) (Tabela 27).

Tabela 27. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana e¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakejrodbtonku typowych
naczyi krwionasnych dzasta u pacjentow ze ,,zdrowym” przglziem (grupa K1).

Marker | CD34 | PECAM-]| Endogling ICAM-1 | Kolagen IV| Laminina] VEGF
CD34 - 0,1429 0,0070 | 04857  -0,0714| 0,6786 |-0,4009
PECAM-1| 0,1429 - 0,8117 | 0,5429 0,7000 | 0,3714 |-0,1309
Endoglina| 0. 0070| 0,8117 - 0,1160 | 0,0541 | -0,3336 |-0,6472
ICAM-1 | 0,4857| 0,5429 0,1160 - 0,3000| 0,4857 | 0,3928
Kolagen IV|.0,0714 0,7000 0,0541 |  0,3000 - 0,2571 |-0,7071
Laminina | 9 6786/ 0,3714 | -0,3336| 0485f 02571 - 0,3928
VEGF |.0,4009 -0,1309 | -0,6472| 0,392§  -0,7071 0,3928

Objasnienia: czerwon czcionk, zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05

13.4. Korelacje dotycace wzajemnej ekspresji markerow HEV u pacjentow z wipy
kontrolnej (odczynowe wezty chtonne, grupa K2)

W grupie kontrolnej 2 nie stwierdzormadnych wzajemnych korelacji pogdizy ekspresj

markerow naczyniowych (wszystkie wyniki korelacjiang Spearmana nieistotne

statystycznie) (Tabela 28).
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Tabela 28. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana e¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakeji¥rodbtonku HEV w
odczynowych wztach chtonnych (grupa kontrolna K2).

Marker | CD34 | PECAM-1 Endoglina ICAM-1 | Kolagen IV| Laminina| VEGF

CD34 - -0,6124 | 10,3929 | 0,1071 0,3214 05357 -0,4p43
PECAM-1|.0,6124 - -0,6124 | -0,4082]  0,4082 -0,6124 0,614
Endoglina| 9 3929| -0,6124 - -0,3214  -0,1071]  -0,2143 -0,3p14
ICAM-1 | 0,1071| -0,4082 | -0,3214 - -0,2857 0,7143  -0,2500
Kolagen IV| 0,3214| 0,4082 -0,1071|  -0,2857 - -0,2143  -0,1786
Laminina | 0 5357| -0,6124 | -0,2143] 0,7148  -0,2143 - -0,5000

VEGF | .0,4643 0,6124 -0,3214| -0,2500  -0,1786 -0,5000

Objasnienia: W Tabeli podano wartai wspotczynnika korelacji Spearmana r, p>0,05 wszystkich
przypadkach

13.5. Korelacje pom¢dzy wzajemm catkowita ekspresp markerow naczyniowych
(HEV i typowe naczynia krwionasne dzista)

13.5.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przghia (CP)

Woprost proporcjonalna zaleos¢ dotyczytla sumarycznej ekspresji CD34 z ekspresj

endogliny, ICAM-1 i kolagenu IV (odpowiednio: r=G83; r=0,6167; r=0,4831; p<0,05)

(Tabela 29), przy czym korelacja z ekspgempdogliny byla wysoka. Wysakpozytywry

korelacg obserwowano talke pomegdzy ekspreg endogliny i ICAM-1 (r=0,6585) oraz

endogliny i kolagenu IV (r=0,6690). Ekspresja ka&ag IV (précz CD34, endogliny)

korelowata rownie z sumarycza ekspresj PECAM-1 (r=0,5915). Wykazano tak wprost

proporcjonalne korelacje powaizy ekspregj VEGF i lamininy (r=0,5340) (Tabela 29).
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Tabela 29 Wyniki korelacji poradku rang Spearmana ¢dizy sumaryczp ekspresj
markeréw naczyniowych ocenianych morfometrycznieré#kciji) u pacjentow
z przewlektym zapaleniem przyza (CP).

glf‘s"';f(‘a",’;:* CD34 PEClAM' Endoglina ICAM-1 KO:{“/ge” Laminina| VEGF
CD34 - 0,2313 0,6167 0,5583 0,4831| -0,1056 -0,2479
PECAM-1 | 0,2313 - 0,1477 0,3254 0,5915 0,0812 -0,3701
Endoglina | 0,6167| 0,1477 - 0,6585 | 0,6690 | 0,0497 | -0,2728
ICAM-1 | 05583 0,3254 | 0,6585 ; 0,3754 | 10,1639 | -0,164¢
Kolagen V| 0,4831 0,5915 0,6690 0,3754 - -0,0304 -0,1997
Laminina |-0,1056] 0,0812 0,0497 0,1639 -0,0304 - 0,5340
VEGF |-0,2479) -0,3701 | -0,2728| -0,1649] -0,1997 0,5340 :

Objasnienia: * - oznacza ekspresjmarkera wsrédbtonku HEV i naczy krwionasnych typowych; czerwan
czcionlg zaznaczono warfoi wspoétczynnika r, dla ktérych p<0,05

13.5.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzbiem (kontrola K1).
Nie wykazano wzajemnych korelacji pagizy catkowit, (sumarycza) ekspresj markeréw
naczyniowych u pacjentow ze ,zdrowym” prziatem (grupa kontrolna K1) (Tabela 30).

Tabela 30. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana ¢dzy catkowit, ekspresj
markeréw naczyniowych ocenianych morfometrycznier€#kcji) u pacjentow
ze ,zdrowym” przyzbiem (grupa kontrolna K1)

gg'gfe"‘gjt:* CD34 PEClAM' Endoglina] ICAM-1 KO:{“/ge” Laminina| VEGF
CD34 - -0,0857 0,0493 -0,0286 -0,0714 0,46438 -0,0445
PECAM-1 |-0,0857] - 06377 | 07714 | 02000 03714  -0,1309
Endoglina | 0,0493|  0,6377 - 0,3479| 00541  -0,2965  -0,6472
ICAM-1 -0,0286| 0,7714 0,3479 - 0,2000 0,0286 0,1309
Kolagen IV[-0,0714 0,2000 | 00541 |  0,2000 . 0,028  -0,7071
Laminina | 0,4643 0,3714 -0,2965 0,0286 0,0286 - 0,398
VEGF -0,0445| -0,1309 -0,6472 0,1309 -0,7071 0,3928 -

Objasnienia; W Tabeli podano warfoi wspoétczynnika korelacji Spearmana r, p>0,05 wszystkich
przypadkach; * - oznacza ekspresinarkera w érédbtonku HEV i typowych naczy
krwionosnych
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14. Korelacje pomedzy ekspresp markerow naczyniowych a wybranymi danymi
klinicznymi pacjentéw
14.1. Ekspresja markerow a wiek pacjentow z przewldym zapaleniem przyzbia (CP)
Wyniki korelacji Spearmana poguizy ekspregj markerow w naczyniach krwiodych i
wiekiem pacjentow z CP przedstawiono w Tabeli 3dk 2 niej wynika, jedys i to
negatywn korelacg obserwowano poradzy ekspresgj lamininy w obebie HEV | wiekiem
pacjentow z przewlektym zapaleniem prayma. Innymi stowy, wraz z wiekiem chorych,
malata ekspresja tego markerazykach pozawtosowatych z wysokignédbtonkiem. Nie
wykazano zadnych innych zaleosci ekspresji markerow naczyniowych od wieku
pacjentow (Tabela 31).

Tabela 31. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana ¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakaj@ srédbtonku naczy
krwionosnych dzasta a wiekiem pacjentéw z przewleklym zapaleniemymbia

(CP).
Korelacje cech statystycznych Typ naczynia n r p
HEV 57 -0,1017 0,4514
Ekspresja CD34 a WIEK typowe 57 0,0475 0,7256
> HEV i typowe 57 -0,0806 0,5513
HEV 25 0,1323 0,5286
Ekspresja PECAM-1 a WIEK typowe 26 0,2797 0,1663
> HEV i typowe 26 0,2581 0,2029
, ] HEV 61 -0,0644 0,6218
Ekspresja endogliny a WIEK typowe 61 20,1809 0.1630
> HEV i typowe 61 -0,0795 0,5426
HEV 26 0,0587 0,7759
Ekspresja ICAM-1 a WIEK typowe 25 0,1467 0,4842
> HEV i typowe 26 0,1118 0,5866
_ 1 HEV 61 0,2433 0,0588
Ekspresja kolagenu IV a WIEK typowe 61 00176 0.8926
> HEV i typowe 61 0,2148 0,0965
, . HEV 35 -0,3730 0,0273
Ekspresja lamininy a WIEK typowe 35 20,0142 0.9355
> HEV i typowe 35 -0,3209 0,0602
HEV 19 -0,2270 0,3500
Ekspresja VEGF a WIEK typowe+naciek 42 0,0297 0,8517
2L HEVI 42 0,0055 0,9723
typowe-+naciek

Objasnienia: n - liczba badanych preparatéw; r - wspétczynnikekacji Spearmana; p - poziom istofop
> - suma; czerwanczcionky zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05
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14.2. Ekspresja markeréw a wiek pacjentow ze ,zdrowm” przyz ebiem (K1)

Wyniki korelacji Spearmana ponuizy ekspregj markerow w naczyniach krwiogych i

wiekiem pacjentow ze ,zdrowym” przghiem (grupa kontrolna K1) przedstawia Tabela 32.

Nie odnotowanozadnych zalenosci pomigdzy ekspresj markerOw naczyniowych a

wiekiem tej grupy pacjentow.

Tabela 32. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana e¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakej§ wszystkich typach
naczyi krwionaosnych a wiekiem pacjentow ze ,zdrowym” przjmem (grupa

K1).
Korelacje cech statystycznych Typ naczynia n r p
HEV 3 0,8660 *
Ekspresja CD34 a WIEK typowe 14 0,0794 0,7873
Y HEV i typowe 14 0,1654 0,5721
HEV 2 - *
Ekspresja PECAM-1 a WIEK typowe 6 0,0290 0,9565
Y HEV i typowe 6 -0,2899 0,5774
. . HEV 4 0,2582 *
Ekspresja endogliny a WIEK typowe 15 20,2777 03163
Y HEV i typowe 15 -0,2369 0,3952
HEV 2 - *
Ekspresja ICAM-1 a WIEK typowe 6 -0,3769 0,4615
Y HEV i typowe 6 -0,6377 0,1731
. HEV 1 - *
Ekspresja kolagenu IV a WIE typowe 7 0.7208 0.0676
Y HEV i typowe 7 0,7208 0,0676
. . HEV 2 - *
Ekspresja lamininy a WIEK typowe 7 0.3784 0.4026
> HEV i typowe 7 0,2703 0,5577
HEV 2 - -
Ekspresja VEGF a WIEK typowe+naciek 7 0,1348 0,7732
LHEVI 7 0,1348 0,7732
typowe+naciek

Objasnienia: n - liczba badanych preparatéw; r - wspotczynnikekacji Spearmana; p - poziom istofnp
Y - suma; *- za mala liczebkdjednej z poréwnywanych grup do wnioskowania stgtmego

14.3. Ekspresja markerow a wiek pacjentow w grupi&2 (reaktywne wezty chionne)

Wyniki korelacji Spearmana ponuizy ekspregj markerow w naczyniach krwiogych i

wiekiem pacjentoéw z odczynowymi zmianami walach chtonnych przedstawia Tabela 33.
Podobnie jak w grupie kontrolnej 1, rOwhiev tej grupie nie wykazano istotnych
statystycznie korelacji portzy ekspregj markeréw naczyniowych a wiekiem pacjentéw
(Tabela 33).

85



Tabela 33. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana e¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych ocenianych morfometrycznie (% reakey) HEV a wiekiem
pacjentow z odczynowymi zmianami wegbach chtonnych (grupa K2)

Korelacje cech statystycznych n r p
Ekspresja CD34 a WIEK 7 0,6923 0,0847
Ekspresja PECAM-1 a WIEK 7 -0,3208 0,4829
Ekspresja endogliny a WIEK 7 0,4678 0,2898
Ekspresja ICAM-1 a WIEK 7 -0,4865 0,2682
Ekspresja kolagenu IV a WIEK 7 0,0748 0,8733
Ekspresja lamininy a WIEK 7 0,0936 0,8419
Ekspresja VEGF a WIEK 7 0,0187 0,9682

Objasnienia: n - liczba badanych preparatow; r - wspétczynnikekacji Spearmana; p - poziom istofnd

15. Korelacje pomidzy ekspresp markerow naczyniowych a aktywndcia zmian
zapalnych w dzistach @rading)
15.1. Pacjenci z przewlektym zapaleniem przgbia (CP)
Wyniki korelacji Spearmana ponuizy ekspregj markerow w naczyniach krwiogych i
nasileniem zmian zapalnych dglia pacjentow z CP przedstawia Tabela 34. Wykazano,
wraz ze wzrostem aktywla zapalnej grading w dzigstach pacjentow z CP, rosta
ekspresja asteczki CD34 wzytkach pozawtosowatych z wysokigtodbtonkiem (HEV)
oraz sumaryczna ekspresja tego markera w naczykragbnosnych dzista. Ponadto stab
wprost proporcjonakn zaleznos¢ obserwowano poradzy grading a ekspresj PECAM-1
(CD31) w typowych naczyniach krwioftoych dzasta. Ekspresja pozostatych badanych
markeréw naczyniowych nie byta skorelowana z naglm zmian zapalnych w dgtach

pacjentow z CP (Tabela 34).
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Tabela 34. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana e¢dizy ekspresj markerow
naczyniowych obliczanych morfometrycznie (% regkagradingw dzigstach
pacjentow z przewlektym zapaleniem praya (CP).

Korelacje cech statystycznych Typ naczynia N ; o

HEV 57 0,3365 0,0105
Ekspresja CD34 grading typowe 57 0,1376 0,3074
> HEV i typowe 57 | 0,2949 0,0259

. . HEV 25 0,3830 0,0588
Ekspresja PECAM-1 grading fypowe 26 | 0,3889 0.0496
> HEV i typowe 26 0,4444 0,0229

. . . HEV 61 0,1927 0,1367
Ekspresja endogliny grading fypowe 3 0.1353 02984
> HEV i typowe 61 0,1435 0,2700

. . HEV 26 0,3064 0,1279
Ekspresja ICAM-1 grading fypowe 5 0.2208 0.2889
> HEV i typowe 26 0,3526 0,0773

. . HEV 61 0,0195 0,8814
Ekspresja kolagenu IV grading fypowe 3 0.1534 02378
> HEV i typowe 61 0,0368 0,7784

. . . HEV 35 0,1100 0,5293
Ekspresja lamininy grading fypowe 35 0.2623 0.1280
> HEV i typowe 35 0,2154 0,2139

. . HEV 19 0,0448 0,8557

Ekspresja VEGF grading typowe-+naciek zapalny 42 0,0159 0,920

> HEV; typowe+ naciek zapalny| 42 0,0455 0,7746

Objasnienia: n - liczba badanych preparatéw; r - wspotczynnikelacji Spearmana; p - poziom istonp
Y - suma; czerwanczcionk zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05

15.2. Pacjenci ze ,zdrowym” przyzbiem (grupa kontrolna K1)

Wyniki korelacji Spearmana ponuizy ekspregj markerow w naczyniach krwiogych i
nasileniem zmian zapalnych dgia pacjentow ze ,zdrowym” przghiem przedstawia
Tabela 35. Zgodnie z przewidywaniami, nie wykazamotej grupie badanych dget
zadnych korelacji pomdzy aktywndcia zapalm (grading z reguty o matym nasileniu) a
komorkows ekspresj markeréw naczyniowych, wykazywanych gtownie w tyyoh
naczyniach krwiongnych dzasta.
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Tabela 35. Wyniki korelacji poradku rang Spearmana pagdzy ekspreg) markerow
naczyniowych obliczanych morfometrycznie (% reagkeje wszystkich typach
naczyi krwionasnych agradingw dzigstach pacjentow kontrolnych (grupa K1).

Korelacje cech statystycznych Typ naczynia n ; D

HEV 3 - -*
Ekspresja CD34 grading typowe 14 -0,1106 0,7067
Y HEV i typowe 14 -0,0467 0,8741

. . HEV 2 - -*
Ekspresja PECAM-1 grading typowe 3 0.2070 0.6939
Y HEV i typowe 6 0,0000 1,0000

. . . HEV 4 - -*
Ekspresja endogliny grading typowe 15 01191 06725
Y HEV i typowe 15 0,0411 0,8842

. . HEV 2 - -*
Ekspresja ICAM-1 grading typowe 3 06211 0.1882
Y HEV i typowe 6 0,4140 0,4144

. . HEV 1 - -*
Ekspresja kolagenu IV grading typowe 7 01443 0.7575
Y HEV i typowe 7 0,1443 0,7575

. . . HEV 2 - -*
Ekspresja lamininy grading typowe 7 0.2887 05301
Y HEV i typowe 7 0,0000 1,0000

. . HEV 2 - -*
Ekspresja VEGF grading typowe+naciek 7 0,1800 0,6993
> HEV i typowe+naciek 7 0,1800 0,6993

Objasnienia: n - liczba badanych preparatéw; r - wspétczynnikekacji Spearmana; p - poziom istofop
> - suma; *- za mala liczebddjednej z poréwnywanych grup do wnioskowania stgtymego

16. Analiza indeksu angiogenetycznego (stosunek ekssji endogliny/PECAM-1 oraz
VEGF/PECAM-1, AR)

Istotnie wekszym stosunkiem sumarycznej ekspresji endogling/&¥-1 (AR) cechowaty

sig¢ naczynia krwionéne w dzastach pacjentow z CP w stosunku do naczyupy

kontrolnej ze ,zdrowym” przyghiem (K1). Natomiast nie byto #aic istotnych biogc pod

uwag: AR w dzistowych HEV dziaset i HEV odczynowych wziéw chitonnych (K2)

(Tabela 36, Rycina 16).

Podobnie wykazano istotnie ¢iszy indeks angiogenetyczny wyomy stosunkiem

sumarycznej ekspresji VEGF/PECAM-1 w gi#ach pacjentow z CP w stosunku do naczy
grupy kontrolnej ze ,zdrowym” przgbiem (K1) (Tabela 37, Rycina 16).
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Tabela 36.Poréwnanie stosunku sumarycznej ekspresji endoginPECAM-1 (wskanik
angiogenetyczny, AR) pordzy CP i K1 oraz poréwnawczy AR w HEV
dzigsta pacjentow z CP i w HEV odczynowychezkow chionnych (K2)

(test Manna-Whitney’a).

Endoglina/PECAM-1

Grupa pacjentéw n srednia minimum maksimum SD
naczynia typowe| 26 0,77 0,00 4,28 1,03
CP HEV 24 0,90 0,03 4,47 1,07
suma naczy 25 0,81 0,02 4,40 0,98
naczynia typowe| 6 0,16* 0,00 0,43 0,16
K1 suma naczy 6 0,15** 0,00 0,43 0,16
K2 (HEV) 7 1,95%** 0,01 6,76 2,36

Objasnienia: CP- przewlekie zapalenie przyma; K1 - grupa kontrolna 1 — pacjenci ze ,zdrowym”
przyzbiem”; K2 — grupa kontrolna 2 — pacjenci z odczygow weztami chtonnymi; n — liczba
pacjentéw; *- p=0,0619 porgdzy CP (typowe) i K1 (typowe); ** $=0,0123pomigdzy CP
(suma) i K1 (suma); *** - p=0,3236 portdzy CP i K2 (wyhcznie w HEV)

Tabela 37.PorOownanie stosunku sumarycznej ekspresji VEGF BGAM-1 (wskanik
angiogenetyczny, AR) we wszystkich grupach pacgn{@®P, K1 i K2)
(test Manna-Whitney’a).

VEGF/PECAM-1
Grupa pacjentéw n srednia minimum maksimum SD
CP 26 1,42* 0,00 16,47 3,50
K1 7 0,00** 0,00 0,01 0,00
K2 6 0,01%** 0,00 0,04 0,02

Objasnienia: CP- przewlekte zapalenie przjma; K1 - grupa kontrolna 1 — pacjenci ze ,zdrowym”
przyzbiem”; K2 — grupa kontrolna 2 — pacjenci z odczygow weztami chtonnymi; n — liczba
pacjentéw; * -p=0,0071pomigdzy CP i K1; ** - p=0,9452 pomidzy K1 i K2; *** - p=0,0059

pomigdzy CP i K2
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Rycina 16. Poréwnanie stosunku sumarycznej ekspresglogliny/PECAM-1 oraz VEGF/PECAM-1
(wskaznik angiogenetyczny, AR) w dg@tach pacjentow z przewleklym zapaleniem pebya (CP)
i pacjentéw ze ,zdrowym” przybiem (K1) (test Manna-Whitneya); =0,0123*** - p=0,0071
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VI. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Badania obecne juz zastosowaniem rutynowego barwienia hematoksylineozyra
potwierdzag wyskgpowanie licznychzytek pozawitosowatych z wysokigrodbtonkiem w
dzigstach pacjentow z przewlektym zapaleniem pebya (CP) w poréwnaniu z zaledwie
pojedynczymi HEV w dzstach 2/15 pacjentow ze ,zdrowym” przymem (grupa K1).
Opisy morfologii naczi typu HEV (nazywanych niekiediHEV-like) w tkance 4cznej
dziasta pacjentow z CP znaleziono w licznych pracaclpismiennictwa rodzimego i
zagranicznego [70, 80, 108, 181, 216, 218, 219F awamiankuj o nich inne prace
doktorskie [70, 108]. Mimna potwierdzi, ze obraz swietlno-mikroskopowy HEV
znajdywanych w dastach pacjentéw badanych w tej pracy jest wkakcci zgodny z
danymi z pémiennictwa. Dodatkowo dysponowano ggthpntrolma K2 (odczynowe wzty
chtonne), z obecrcia HEV o typowej budowie. Badania obecne pozwolity zimdanie
cech fenotypowych tych naazypoprzez pordwnanie immunocytochemicznej ekspresji
markeréw btonowych komoérek wysokiegmdbtonka (HEC) oraz biatek btony podstawnej
endotheliumHEV. Zbadano rownieekspresj srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF),
0 potencjalnej roli w powstawaniu tego typu naczy zapalnie zmienionych tkankach
przyzbia. Mazna réwnie stwierdzé, iz wykazane w obecnej pracyzrice w ekspresji
markeréw naczyniowych powrdzy dzhstami pacjentow z CP i kontrolnymi, frednio
odzwierciedlag zmiany w liczbie naczy krwionasnych zwiaszcza u pacjentow z bardziej
zaawansowanymi formami CP. Muwa take potwierdzt dane literaturowe opisage,
proliferacja dotyczy zwtaszcza nagézkrwionosnych o matejsrednicy (wigniczki, zyiki,
mate ttniczki). Zwigkszona liczba mikronacay obserwowana w obecnych badaniach
dominowata w obszarze podnabtonkowym, a naczyma tyEV byty obecne zaréwno pod
nabtonkiem, jak i w gibszych warstwackamina propria Jest to zgodne z obserwacjami
innych autorow, ktorzy proliferagjnaczyi dziastowych w CP obserwowali gtéwnie pod

nabtonkiem kieszonki przybnej [22].

Analiza ekspresji markeréw btonowych komadrek srodbtonka naczyin krwionosnych
dzigsta

Badania w ramach obecnej pracy potwierdzity lokadz powierzchniowych markeréw
naczyi krwionosnych (CD34, CD31, endoglina, ICAM-1) we wszystkitgfpach naczi
krwionosnych, niezalenie od srednicy naczynia i to zaréwno w dgtach kontrolnych,
dziastach pacjentow z CP, jak i w odczynowyckzéach chtonnych.
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Najwicksza sumarycza ekspregj wsrod wszystkich badanych markerow w gtach
pacjentow z CP oraz pacjentéw ze ,zdrowym” pebjem cechowaly siczasteczki CD34 i
CD31 (PECAM-1). W komorkachrodbtonka HEV dzista wykazano istotnie wkszy
sredni ekspresj CD34 w porownaniu z naczyniami zwyktymi, natomiakspresja CD31
nie r&nita sk pomigdzy HEV i naczyniami zwyktymi u pacjentéw z CP.

Jak opisano szczeg6towo we \Afse pracy, cgsteczka CD34 stanowi marker przede
wszystkim hematopoetycznych komdérek macierzystgtdhjej ekspregjwykazuje st takze
w wielu innych komorkach organizmu, przede wszystkv komaorkachsrodbtonka matych
naczyh krwionasnych [5]. Dowiedziono przy tymziw komédrkachsrodbtonka najwiksza
ekspresja aiteczki dotyczy powierzchni zwréconej dwiatta naczynia [12], co datoesi
zaobserwowa takze w materiale tkankowym zebranym w ramach obecngcyp
Czasteczka CD34 podobnie jak CD31, bierze udziat wanizpacji szkieletu komaérkowego,
co warunkuje adhegjleukocytéw dosrodbtonka i ich migragj do tkanek w odpowiedzi na
antygeny bakteryjne lub inne czynniki biologiczrid. [Z funkcjonalnego punktu widzenia
jej rola jako adresyny zaznacza sie wczesnych etapach kaskady adhezyjnej gthnowi
ona ligand dla selektyny L obecnej na leukocyt&tdsilona ekspresja gzteczki CD34 jest
utrzymana w komorkaclkendotheliumzlokalizowanych w pohhu toczicego s¢ procesu
zapalnego, co jest zgodne z postulogvania w ,kierowaniu” ruchem leukocytéw [63].
Badania obecne potwierdzity ekspre§iD34 zaréwno przez komorki wysokieg@dbtonka
zylnego (HEC), jak i ptaskiegdrodbtonka typowych nacaydziasta pacjentow z CP.
Reakcg immunocytochemicznna CD34 w HEV dastowych zweryfikowano wykonaniem
identycznych bada w naczyniach HEV odczynowych e¢atdéw chtonnych. Nasilenie
ekspresji CD34 nie tito si¢ istotnie pomgdzy grupami. Mae to pérednio dowodzi roli
CD34 w interakcjach komorek uktadu odpasciowego (limfocyty, neutrofile) z
komodrkamisrédbtonka take w HEV dzasta [13, 63].

Ewidentna ekspresja CD34 na gstowych pozawlosowatyclrytkach HEV sugeruje
wieksze podobigstwo tych naczy do HEV naraddéw limfatycznych ni do zytek
pozawtosowatych w innych nadach nielimfatycznych (skéra, blon§luzowe), ktore
cechuy sie wyskepowaniemérodbtonka ptaskiego oraz negatyywekspresj CD34 [63].

W ramach obecnej pracy wykazano pozytywkorelacg pomidzy ekspregj czasteczki
CD34 (w naczyniach HEV) i aktywdoia zapala dzigsta @rading) u pacjentéw z CP.
Pdsrednio mae to dowodzi wptywu antygendw bakteryjnych i/lub cytokin prozémych
na produkcj tego markera komorekrodbtonka. Wykrywajc liczne CD34-pozytywne

komorki srédbtonka w CP potwierdzono wyniki analiz autorémykazupcych proliferacg
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naczyi (i samych komérekrédbtonka) w tym schorzeniu [113] oraz obsemgupbnizenie
ekspresji CD34 po 12-miesiznym leczeniu przerostu dzet [1]. Czsto w swoich
badaniach nad zmianami naczyniowymi w CP, autorag wiazali wicc czasteczi CD34 z
proliferach naczy, nasileniem zmian zapalnych, zmniejszaniem liczaczy
krwionasnych w tkance wraz z ugtowaniem zmian zapalnych dget po leczeniu [1, 18,
113].

Interpretupc wyniki obecnej pracy dotygze ekspresji komoérkowej PECAM-1 (CD31)
naleey podkréli¢, ze podobnie jak w badaniach innych autorow [173]spets tego
antygenu u pacjentéw z CP wykazano gtéwnie w komadhmkrédbtonka, ché pozytywna
reakcja byta widoczna tak w komorkach nacieku zapalnegolamina propriadziasta tej
grupy chorych. Lokalizacja komoérkowa poza komorkagnbdbtonka jest zgodna z
demonstrowas przez innych autoréw, a dotyczy m.in. monocytévinfdcytdw,
granulocytéw, keratynocytow i ptytek krwi [58, 6259, 163, 175].

Ekspresja PECAM-1 dotygza komoreksrédbtonka widoczna byta we wszystkich typach
naczy: dziasta, niezalenie odsrednicy i budowy histologicznej. Pod wzdem ilgiciowym
ekspresja tego markera énodbtonku HEV isroédbtonku ptaskim zwyktych nacaydziasta
byta zblzona. Nie udato siwykaz& na poziomie mikroskopgwietlnego, by antygen ten
lokalizowat s¢ w szczegolnie uprzywilejowanych gziach bton komoérkowych np. w
obrebie pohczen miedzykomaorkowych, co jest opisane wmiennictwie [127, 180]. Mazna
jednak potwierdzi wystpowanie typowej luminalnej lokalizacji CD31 oraz ecbdci
pozytywnej reakcji immunocytochemicznej #ak w bocznych powierzchniach bion
niektorych HEC. Badania obecne wykazatyz@ke istotnie wgkszej aktywnéci zapalnej
(grading 3) wycinkdéw dzaset, towarzyszyta wksza srodbtonkowa ekspresja CD31 w
typowych naczyniach dgsta pacjentow z CP (Tabela 19). Nie obserwowanadejtak
zaleznosci w  przypadku dzstowych zytek z wysokim $rodbtonkiem. Mogtoby to
sugerowd, ze ekspresja a@steczki PECAM-1 w wysokimsrédbtonku zytek, ktére
uczestnicz w migracji leukocytéw (naegly nielimfatyczne) nie zmienia esiistotnie pod
wptywem mediatoréw zapalnych, co znajduje odzwed@nie w pimiennictwie [63].
Sumaryczna ekspresja CD31 w ghtach pacjentow z CP byla istotnie agga w
poréwnaniu z analogicanekspresj tego antygenu w dzstach pacjentow ze ,zdrowym”

przyzbiem oraz w odczynowychaztach chtonnych. Ranica w ekspresji CD31 pogdzy

dziastami pacjentow z CP (wgza) i pacjentami bez klinicznych oznak chorobyypshia
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(nizsza) jest zrozumiata. Spowodowana jest mmiejBezba naczyn krwionosnych w
zdrowym dzasle oraz mniejsz liczba komérek naciekéw zapalnych. Natomiast istotnie
wigksza ekspresja CD31 w dgtowych HEV w porownaniu z HEV odczynowyclezow
chtonnych, swiadczy¢ maze o szczegoélnej nadekspresji tego biatka w przdwiek
zapaleniu przygia in vivo. Nie da st wykluczy roli CD31 w angiogenezie i w
formowaniude novonaczy typu HEV dzasta w przewleklym zapaleniu prayjaa.

Doktadna rola czsteczki CD31 w przewlektych zapaleniach u cztowigdst wciz tematem
bada. Najczsciej wiazana jest ze stabilizowaniem budowy i adhegjodbtonkow
(zwhaszcza naczyzylnych) do leukocytéw i udziatem w diapedezie tyabtmoérek przez
sciare naczyr HEV [63, 118, 191]. Najwiszy ekspresj opisuje st wtasnie w komoérkach
srodbtonka, gdzie jej il& dochodzi do prawie miliona ggteczek w komérce [210]. Inni
autorzy donosz o roli tej glikoproteiny w angiogenezie i stoguien marker wraz z
czasteczlh CD105 (endoglina) do ustalania tzw. wahika angiogenezy w nowotworach
ludzkich [21, 168]. Wskanik taki wyliczono na podstawie ekspresji CD31 oesmiogliny
takze w ramach obecnej pracy ¢dzie omowiony w cgci Dyskusji pgwieconej ekspres;ji
endogliny.

Na podstawie badaekspresji PECAM-1 w przewleklym zapaleniu praya u pacjentow
analizowanych w tej pracy, wydaje¢siiz ekspresja PECAM-1 jest dobrym markerem
wszystkich rodzajow nacaywystpujacych w dzasle, a ilaiciowo najwkksza w HEV
dziastowych spetnia najpewniej dodatkgwolg. Niestety nie mana odwoté sie do wielu
prac z pémiennictwa dotyczcych CP. Wiaciwie jedynie Gemmel i wsp. (1994) badat
ekspresj tkankowy czasteczek adhezyjnych periodontitis w tym PECAM-1 i potwierdzit
lokalizacg tej casteczki w naciekowych limfocytach oraz komoérkaaiddbtonka [58].
Badania Yun i wsp. (2005) przeprowadzone byly ndom@anych komérkackrédbtonka z
zyty pepowinowej (HUVEC). Na modelu tym obserwowana dodawanie do hodowli
HUVEC aktywnych gingipain wytwarzanych przeP. gingivalis prowadzito do
zmniejszenia ekspresji PECAM-1 na bocznych powhamach koméreksrodbtonka.
Miatoby to utatwig powstawanie szczelin poedizy tymi komérkami i zwiksz&
przenikanie leukocytéw do tkanek otaczaich. Nasgpstwem dziatania gingipain byta tak
smierc komorek srodbtonka w procesie apoptozy. Autorzy postlug proces ten ma
wystepowa takze in vivo w tkankach dotkriych zapaleniem przybia i jest kluczowy dla
rozwoju i progresji choroby [210]. Konkluzje tejgmy s jednak mato zrozumiate wwietle

dostpnej wiedzy [63]. Casteczka CD31 bierze udziat w aktywacji limfocytdw produkcji
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wielu enzymow (m.in. proteaz serynowych) oraz innyzsteczek adhezyjnych (m.in.
integryny o6Bl wiazacej biatka bilony podstawnej), ktére umtiviaja leukocytom
poruszanie giw przestrzeniach railzykomorkowych [63]. Wignie odpowiednie skenie
czasteczki CD31, a nie jego redukcja (poprzez dziatawspomnianych gingipain) ma
znaczenie w sprawnej diapedezie leukocytow. Niemaovic w petni odnié¢ wynikow
pracy tego autora do uzyskanych w ramach obecngdib

Obok CD31, do nadrodziny immunoglobulin naleéwniez, badana w tej pracy gateczka
ICAM-1 (CD54) [189]. W prawidtowych wztach chtonnych odgrywa istatnrole w
pézniejszych etapach kaskady adhezyjnej z udziatglek z wysokimsrodbtonkiem [63].
Podobnie jak PECAM-1, asteczka ta mice ulegé ekspresji w wielu typach komorek,
m. in. w komorkachirédbtonka naczy. Liczne substancje generowane w stanie zapalnym
zwickszaj ekspresj czasteczki ICAM-1 na powierzchirodbtonka [63].

Badanie roli ICAM-1 w patogenezie chorob prayia w odrénieniu od innych markeréw,
analizowanych w tej pracy, byto gxiej podejmowane [31, 36, 58, 69, 174]. Analizowano
zarOwno posiarozpuszczalp tej glikoproteiny (sICAM-1), jak i ekspraskomorkows w
tkankach przygbia. Pozytywna reakcja immunocytochemiczna obsemawmaw byta w
réznych typach komorek w dgle (komorki nabtonka dazsta/kieszonki przygonej,
srodbtonek nacazy, leukocyty naciekdédw zapalnych). Stogujekspresy ICAM-1 jako
»zhacznik” naczy krwionosnych dzasta w przewlektym stanie zapalnym oraz kontroli,
wykazanoze porownywane tkanki mapodobn gestas¢é naczy [31].

Badania w obecnej pracy nastawione na d&rge nie liczby nacay krwionosnych, a
nasilenie ekspresji markerow, wykazaty obecn@€AM-1 we wszystkich typach badanych
naczyi krwionasnych dzaset kontrolnych (K1), zapalnie zmienionych (CP)zora HEV
odczynowych wztéw chionnych (K2). lléciowa analiza wykazata r@ice statystycznie
istotne jedynie pomdzy catkowity ekspresj tego markera w grupie CP i K1, na kaigy
grupy pacjentéw z CP. Nie notowano natomiast isthirr&znic pomedzy ekspregjw HEV
dziaset z CP i odczynowych aztow chitonnych. Porownag ilosciowo srednip ekspresj
ICAM-1 w stosunku do innych markerow HEV u pacjemtd CP, ekspresja ta byta podobna
do ekspresji endogliny (stosunkowo nied) istotnie mniejsza w stosunku do ekspresiji
CD34 i PECAM-1. Ekspresjkomorkows ICAM-1 lokalizowano gtéwnie w komorkach
srodbtonka naczy, cha rowniez w pojedynczych komoérkach naciekdédw zapalnych

(limfocyty, monocyty). Nie obserwowano ekspresjiAld-1 w keratynocytach nabtonka

95



dzigsta. Trudno wic odnig¢ sie do prac, ktore analizag ekspresj nabtonkow ICAM-1
dowodz spadku produkcji ICAM-1 przez ludzkie dgtowe keratynocyty jamy ustnej pod
wptywem gingipainP. gingivalis[169]. Praca ta sugerowata ¢diCAM-1 w pocatkowych
stadiach rozwoju choréb przytza. Obnienie ekspresji ICAM-1 w wyniku bezp@dniej
proteolizy casteczki, mialoby doprowadzalo zniszczenia interakcji komorek nabtonka i
wewnmntrznabtonkowych leukocytow i utaté&iinwaz bakterii do tkanek przybia [169].
Znaczenie korelacji porgilzy ekspregj ICAM-1 w keratynocytach nabtonka i czynnikiem
bakteryjnym w pocgtkowych fazach zapalenia prayma potwierdzaj takze badania Tamai

i wsp. (2005) [172]. Z kolei analiza ekspresji ICAM w hodowanych komorkach
srodbtonka naczy pokazata,ze pod wplywem gingipairP. gingivalis nastpuje wzrost
ekspresji ICAM-1 w zalenosci od stosowanej dawki i wirulencji szczepu bakjieego.
Podkrdla to rok endotelialnej lokalizacji ICAM-1 w procesach imnalogicznych [212].
Model ten jedynie cgciowo mana odnié¢ do zjawisk obserwowanycim vivo, takze w
materiale tkankowym od pacjentéw z CP zebranym jwpttacy. Analiza statystyczna nie
ujawnita korelacji ponidzy ekspresj ICAM-1 i nasileniem zmian zapalnyclgréding),
wartagsciami CAL czy postaa zapalenia przybia (zlokalizowana/uogodlniona). W
pismiennictwie pozytywa korelacg pomkdzy ekspreg ICAM-1 i nasileniem zmian
zapalnych opisano dla lokalizacji tejastkeczki w komorkach nabtonka, a nie w komaorkach
endotheliun{58].

Obecna praca wykazata natomiast liczne pozytywmel&oe pomidzy ekspresj ICAM-1 i
ekspresj pozostatych markerow naczyniowych w HEV pacjentd@P. | tak odnotowano
pozytywry korelacg czasteczek nalecych do nadrodziny immunoglobulin (ICAM-1 i
PECAM-1). Dodatkowo w HEV pacjentéw z CP eksprd§JAM-1 rosta wraz z ekspres;j
czasteczki CD34 i endogliny oraz byta pozytywnie skoweana z ekspresgjkolagenu IV w
btonach podstawnych komorek wysokiegodédbtonka HEV. Zdecydowanie mniej
pozytywnych korelacji obserwowano pagzy ekspregj ICAM-1 w typowych naczyniach
dziasta pacjentéw z CP. Co warto zaznagay dzistach ,,zdrowych” nie udato siwykaza
zadnych istotnych statystycznie Kkorelacji pedzy ekspregj ICAM-1 i ekspresi

pozostatych badanych markerow.

Kolejnym badanym w obecnej pracy markerem komégeddbtonka matych naczy
krwionosnych (wiasniczek, ttniczek izytek) byta endoglina (CD54). Nalg do istotnych
markeréw neoangiogenezy w szlaku sygnalizacyjnyrk-BEl9, 63, 77]. Produkowana jest

gtéwnie przez komorkisrédbtonka naczay oraz aktywowane monocyty [63]. Ekspresja
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endogliny wykrywana byta g#ciej na HEC ni na komoérkach ptaskiegwddbtonka naczy
[77].

W badanym w ramach obecnej pracy materiale tkankawakspresj endogliny (CD105)
zlokalizowano zarowno w naczyniach krwidgngch w dzastach pacjentow z przewlektym
zapaleniem przybia, jak i w tkankach obu grup kontrolnych. Istetiwicksza ekspresja
CD105 dotyczyta naczy krwionasnych obecnych w dastach pacjentbw z CP w
poréwnaniu z naczyniami dget pacjentow ze ,zdrowym” przgiiem (K1). Natomiast nie
ujawniono znamiennych #aic pomkedzy ekspregj tej glikoproteiny na btonach komorek
srodbtonka HEV w dzstach pacjentéw z CP i w komoérkachodbtonka HEV w
odczynowych wztach chtonnychSrednia ekspresja endogliny w HEV ggét pacjentow z
CP byta ilgciowo nizsza od ekspresji dwoch pozostatych markeréw btormbwgj. CD34,
PECAM-1 (CD31), a porownywalna z ekspee$CAM-1. Badania obecnej pracy mma
posrednio odnié¢ do analizy profilu ekspresji gendw charakterystyah dla HEC,
opisanych przez lzawi wsp. (1999) [77]. Badania te dotyczyly izolowahyz weziéw
chtonnych myszy, oczyszczonych komorek wysoki@gmibtonka. Opieraty sio inne nk
stosowane w obecnej pracy, techniki biologii molekoej (m.in. analiza RT-PCR, hodowla
komorkowa, analiza fenotypu komorek w cytometrzeeptywowym). Autor ten wykazat
czesciowe podobiastwo ekspresji genow charakterystycznych dla HECCD31-
pozytywnych komorek ptaskieg&rodbtonka, ale wyranie odmiennych w poréwnaniu z
limfocytami T (CD4+ i/lub CD8+) i limfocytami B (B20+). Wspolny profil genowy
markeréw dla obu typowrddbtonkéw (tj. wysokiego i ptaskiego) obejmowalsizaujace
markery: endoglig, CD32, CD63, L6 antygen oraz ICAM-1 [77]. Podobwi@becnej pracy
wykazano,ze wspoélnymi markerami komorekrdédbtonka HEC isrédbtonka ptaskiego
(CD31+) typowych naczy krwionocsnych w dziastach pacjentdw z przewleklym
schorzeniem przybia jest widnie endoglina (CD105) i ICAM-1 oraz dodatkowo CD34.
Jednak badania obecne, inaczej awy i wsp. (1999) [77] wykazaly istotnie z8iza
srednip ekspresj endogliny w dzistowych HEV w poréwnaniu z CD34 i CD31 w tych
samych naczyniach dget. W odczynowych wziach chionnych (grupa K2) nasilenie
ekspresji endogliny nie #oito sic istotnie od ekspresji pozostatych markerow
powierzchniowych HEV.

Brakuje w dosfpnym pimiennictwie prac dotyexych roli endogliny w procesach
zapalnych przygbia. Badano wprawdzie jej ekspresiakie z zastosowaniem metod
immunohistochemicznych w komérkagtbodbtonka nacay, ale obecnych w miazdzelwma u

pacjentow z CP. Wykazano zmienmw nasileniu, komorkow ekspresj zar6wno u
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pacjentow z CP, jak i w kontroli bez istotnych Hamgi z ekspreg innych casteczek
adhezyjnych i prawdopodobnie niezalg od nasilenia zmian zapalnych [178].

Badania obecne wykazaly wysokie pozytywne korelgmenidzy ekspresj komorkowa
endogliny i dwoéch innych markerow btonowych tj. GD8raz ICAM-1. Ekspresja tego
biatka btonowego korelowata taé z ekspregj kolagenu IV w btonach podstawnych
komorek srodblonka HEV u pacjentow z CPSwiadczyloby to o potencjalnych
funkcjonalnych zatenosciach endogliny z innymi biatkami produkowanymi @zzkomorki
srodbtonka naczy. Doktadne okréenie roli endogliny w dastach pacjentow z CP,
wymagatoby dalszych baflaz zastosowaniem dodatkowych modeli badawczych. Nie
wykazano bowientadnych istotnych statystycznie paa@ pomkdzy ekspresj endogliny

u pacjentow z CP a wybranymi danymi klinicznymigfa choroby,grading CAL). Nalezy
jednak przypomni& ze srednia ekspresja tej glikoproteiny w naczyniachistai pacjentow z
przewlektym stanem zapalnym tkanek pr#yia (grupa badana) byta istotnie #gya nz u
pacjentow z klinicznie zdrowym przglziem. Nie da s wiec wykluczy¢ udziatu procesu
zapalnego, zniszczenia szi naczyr krwionasnych czy innych mechanizmow nasilania
syntezy tej glikoproteiny w komorkachirédbtonka naczy dzigstowych w CP.
Sprecyzowanie dokladnego wpltywu mediatoréw zapdinyta ekspresj endogliny
wymagatoby jednak badaczynndgciowych w innym modelu badawczym. Podobna pod
wzgledem ilgciowym ekspresja CD105 w HEV dset i HEV z narzdow limfatycznych,
sugerujeze spetnia ona relw kaskadzie adhezyjnej i migracji leukocytéw darikk take

w narzdach pozalimfatycznych (d@ta pacjentéw z CP).

Endoglina nie mee jednak stay¢ za specyficzny marker dgtowych HEC ani komorek
wysokiegosrodbtonka wzytkach narzdow limfatycznych. Wykazana joowiem take w
srodbtonku ptaskim naczy krwionasnych dzasta, ché ekspresja w tych ostatnich
naczyniach byta znamienniezeza w porownaniu z HEC u pacjentow z CP. Poréwnanie
wzajemnejsredniej ekspresji endogliny i pozostatych antygem@ezyniowych w dastach
pacjentow z CP wykazatae ekspresja endogliny byta jedm najnizszych ekspresji (obok
ICAM-1) ze wszystkich badanych gsteczek btonowychsrodbtonka, istotnie wisz
jedynie od ICAM-1. W dzjstach pacjentow z klinicznie zdrowym przjgem (gdzie nie
obserwowano prawie w ogéle HEV), naczyniowa ekgapremndogliny w komdrkach
ptaskiego srodbtonka byta zdecydowanie najska z wszystkich badanych btonowych
markeréw tych komorek. Mimo to w tej grupie pacfemt(K1) wykazano bardzo sdn
(wspotczynnik korelacji Spearmana r=0,8) i jealystotry statystycznie korelagjpomigdzy
ekspresj endogliny i PECAM-1.
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Zaktadajc potencjalny udziat endogliny i PECAM-1 (CD31) weaangiogenezie, dla
doktadniejszego scharakteryzowania ekspresji tyzisteczek w komoérkackendothelium
naczy w u badanych pacjentéw, za prakachezy i wsp(2010) [168] obliczono stosunek
catkowitej ekspresji komoérkowej endogliny do PECAM(indeks proliferacyjny, AR).
Istotnie wkkszym AR cechowaly si naczynia w dazstach pacjentébw ze zmianami
zapalnymi w stosunku do nadegiziasta pacjentdw bez zmian zapalnych w pebya (grupa
K1). Natomiast nie obserwowano istotnyclzmi@ w AR obliczanym wydcznie w HEV
dziaset z CP i HEV odczynowychaatow chtonnych (grupa K2). Nie notowano takraznic

w indeksie angiogenetycznym pagtizy grup CP i pacjentami ze ,zdrowym” przgtziem,
biorac pod uwag stosunek ekspresji endoglina/PECAM-1 w naczyniasigktych w obu
badanych grupach (p=0,0619). R@e w sumarycznym AR pogdzy pacjentami z
przewleklym zapaleniem przstzia i grum kontrolm ze ,zdrowym” przyzbiem wydaj si¢
wigc byt uwarunkowane obecktia naczy typu HEV w dzistach zmienionych zapalnie i
zwiekszeniem tym samym ekspresji markeréw tych naczy

Postanowiono sprawdzi takze jak zachowuje si indeks catkowitej ekspresji
VEGF/PECAM-1, biogc pod uwag dowiedziony wptyw indukcyjny VEGF na angiogernez
in vivo oraz udziat tego czynnika wzrostu w tworzeniu (ewpych warunkach) nacay
zylnych [101]. Okazato gi ze AR zdefiniowany w ten sposéb wykazuje jeszczeksade
réznice w porownaniu z AR, okilenym jako stosunek endoglina/PECAM-1 w grupie
pacjentow z przewlektym zapaleniem praya i to zarbwno w poréwnaniu do grupy
kontrolnej K1, jak i K2. Zaskakago nisky, prawie nieuchwytqnekspresj VEGF cechowalty
sig odczynowe wzty chlonne, co spowodowato tak nisky wartgé¢ catego indeksu
VEGF/PECAM-1. Wyniki te pérednio wskazu na istotm rolg badania wspotczynnika
angiogenetycznego dla ujawnienia gk@izonej angiogenezy w przewlektych stanach
zapalnych, w ktérych pojawiajsic nowe naczynia, w tymytki z wysokim srodbtonkiem.
Poréwnawalny AR wyrzony stosunkiem ekspresji endoglina/PECAM-1 w nagaym typu
HEV z r&nych naradow (dzhsta, wezly chionne) mee poza tym potwierdgi

podobidgstwo funkcji obu badanych gzteczek w angiogenezie oraz w migracji leukocytow.

Analiza ekspresji markerow bitony podstawnej komérek srédbtonka naczyn
krwionos$nych dzigsta

Ekspresja tkankowa najwmaiejszych pozakomorkowych sktadnikow budulcowyctonbt
podstawnych, w tym biton podstawnyemdotheliumnaczy: krwionasnych, dotyczyta w

obecnej pracy dwoch biatek — kolagenu typu IV desmininy. Naley podkrélié, iz spagrod
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wszystkich badanych antygendw, ekspresja laminiopok PECAM-1) naleata do
najintensywniej zaznaczonych w obrazach mikroskogmbwantygendw zwazanych z
komdrkami endotheliumi to niezalenie od typu naczynia, jak i badanego nde
Lokalizacja komérkowa lamininy w oéoie bton podstawnyclendotheliumoraz bton
podstawnych komorek nabtonka kieszonki pebyrej s zgodne z wynikami badannych
autoréw [162]. W badanych fragmentach agfa pacjentow z CP silniejgzreakcg
immunocytochemicznwykazywano dla lamininy w poréwnaniu z kolagenémi rowniez
ten pierwszy marker bardziej podkiad linijny uktad btony podstawnej nabtonka kieskon
przyzbnej. Lokalizacja komorkowa kolagenu IV w badanyfragmentach daset i
odczynowych wztow chtonnych (grupa K2) dotyczyta niemal wytnie bton podstawnych
komodrek endothelium Bardzo rzadko obserwowano pojedyncze struktugkighkowe z
pozytywra reakcp na to biatko rozproszone w tkancgnej dzasta i/lub odczynowego
wezta chlonnego. Naly dod&, ze lokalizacja kolagenu IV byla zidicowana
indywidualnie, od bardzo cienkiej linii ,markige)” btong podstawn naczy czy nabtonek
kieszonki przyzbnej, do wyranie poszerzonej struktury macierzy pozakomoérkowe] w
obszarach ich normalnego wygsbwania. Jest to zgodne z prd®eng i wsp. (1986), ktory z
zastosowaniem metody immunofluorescencyjnej zlakalat kolagen IV w bitonach
podstawnych nabtonka dgta u pacjentow z przewlektym zapaleniem pepya. Zmiany
polegajce nascienczeniu, czgsciowych lub catkowitych ubytkach ekspresji tego théa
dotyczyly gtownie bton podstawnych szczytowychesez kieszonek przygbnych [144].
Podobnie badania ultrastrukturalne Chavriera i Gdal{1989) zlokalizowaty kolagen typu
IV wytacznie wlamina densabtony podstawnej i potwierdzity degradadgj struktury u
pacjentow z progresywnym zapaleniem pebya [29]. Komorkowa lokalizacja lamininy w
obecnej pracy lepiej aikolagenu IV, uwidaczniata poszerzenie bton podsiah komorek
srodbtonka, czsto rozdtych naczy wiosowatych izytek, w tym take HEV.

Analiza ilosciowa u pacjentéw z przewleklym zapaleniem pepya wykazata istotnie
wickszy ekspresj wiasnie lamininy w poréwnaniu z kolagenem IV i to zar@w btonach
podstawnych poszczegoélnych typow naczk i biomc pod uwag sumarycza ekspresj
tego markera. Wksza ekspresja lamininy w HEV pacjentow z CP w por@niu z
ekspresj kolagenu 1V, mae swiadczy paosrednio o istotnej roli zwlaszcza tego sktadnika
budulcowego bton podstawnych w migracji leukocytpaprzezsciany naczy. Odngnie
wysokiej ekspresji lamininy w dzstowych naczyniach krwiosaych w porownaniu z
kolagenem IV u pacjentow z CP, nafeprzytoczy obserwacje innych badaczy, ktérzy na

hodowanych komadrkackrodbtonka wykazali,z ekspresja lamininy mie by regulowana
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przez cytokiny i czynniki wzrostowe uwalniane poal&zrocesu zapalnego [68]. W HEV
weztdw chtonnych cztowieka wykazano obeéaadznych taacuchdéw lamininy, z ktorych
najwaniejsz role w biologii limfocytow odgrywa tacuch alfa 5 (Lm-511) [64]. Ta
izoforma lamininy w szczegolny sposob promowataea@h migracg ludzkich limfocytow,

a w warunkachin vitro stymulowata zaréwno proliferacjlimfocytow T, jak i produkaj
przez te komorki niektorych izoform lamininy [68adanie Lm-511 sky do identyfikacji
laminin obecnych w strukturachemta chtonnego oraz receptorow integrynowych lamiran
limfocytach [64].

Analiza statystyczna w obecnej pracy nie wykazatatmych réanic pomedzy ekspres
lamininy w HEV dzista pacjentéw z przewleklym zapaleniem pebja a ekspresjtej
czasteczki w HEV odczynowych gztéw chionnych (grupa K2), natomiast ekspresja
kolagenu IV byla istotnie wasza w HEV grupy K2 w poréwnaniu z HEV pacjentow R.C
Postulowane funkcje lamininy to tak udzial w formowaniu nowych naazyi
utrzymywaniu stabilngci endothelium[63], ktora to rok mazna przypisa temu biatku
zarowno w naczyniach krwiodoych dzaset pacjentdw z przewleklym stanem zapalnym
przyzbia, jak i ze ,zdrowymi” dzistami. Naley wspomni€¢ o lamininie w barierowej
funkcji srodbtonka, warunkowaniu jego wybiorczej przepushuzai a take jej udziale w
przenoszeniu sygnatébw w alie sciany naczynia. Nadmierna proliferacja naczitéra
obserwuje & w CP mage mig€ duze znaczenie w degradacji tkanek prdya, gtownie
poprzez udziat w wytwarzaniu okotonaczyniowego mabe hialinowego (szklistego),
hamupcego migragj granulocytow obejnochtonnych (petaicych rok protekcyjrm w
chorobach przygia) przez naczynia krwiodpe [146, 216, 217, 219]. Na podstawie
wynikéw obecnych bad& nie da si wykluczy udziatu przede wszystkim lamininy (a nie
kolagenu IV) w wytwarzaniu ,materiatu hialinowegdbokotazytek dzistowych HEV u
pacjentow z CP. Jednak porownywalnagiowo ekspresja lamininy w HEV dgtowych i
HEV weziéw chtonnych raczej wyklucza kolnadekspresji lamininy jako czynnika
hamupcego transmigra¢j leukocytow przezsciang HEV. Warto zaznaczy ze w
odczynowych HEV wykazano wkszy ekspresj kolagenu IV w poréwnaniu z HEV
dziastowymi. W samych HEV wztow chtonnych ekspresja kolagenu IV nienida sk od
ekspresji lamininy, co sugeruje zrocowanie funkcji kolagenu IV w zataosci od
specyfiki naradowej zapalenia i budowy naazkrwionosnych w naradach limfatycznych
zmienionych zapalnie. Badania na liniach hodowankaimorek srodbtonka mikronacay
wykazaty, ¥ produkcja obu badanych w tej pracy bialek btonydgiawnej zachodzi
niezalenie [99, 211]. Najpierw produkowana jest laminiKalagen typu IV produkowany
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jest p&niej i w tym samym czasie, gdy wytwarzane f@giatto naczynia krwiongnego [99,
129]. Fizjologiczna rola lamininy i kolagenu typV fest dobrze znana i polega przede
wszystkim na udziale w przeksztalcaniu pierwotny&bmorek nabtonkowych w
charakterystyczne struktury cewkowe oraz na utrayamyu wiaciwej architektoniki
komérek nabtonkardédbtonka [94]. Kolagen typu IV wysgpuje w formie sieci o digj
powierzchni zapewniagej mechaniczn stabilng¢ bton podstawnych i dalac struktug
podporows dla komorek nabtonka $rodbtonka. Warunkuje wybiorgzprzepuszczalrig
bton podstawnych [177]. Wraz z lamigirodgrywa istota role w adhezji, ranicowaniu,
wzroscie oraz regeneracji komoérek [7, 8Kolagen typu IV jest tale najsilnigj
reprezentowanym biatkiem bton podstawnych nacBEV migdatkdw podniebiennych,
gdzie nie tworzy jednej warstwy, ale wieleziejszych oraz bardziej zbitych dlanych
warstwowo sieci biatkowych. Bogata w kolagen IV d2ka podstawna btony podstawnej
endotheliumHEV jest w bezpé&rednim kontakcie zaréwno z komarkrodbtonka, jak i
pozanaczyniowymi limfocytami, uczestniczbezpdrednio w migracji limfocytow z naczy
HEV do otaczajcej tkanki hcznej [164]. Dodatkowo wykazange kolagen IV wize wane

w recyrkulacji limfocytéw, chemokiny: CCL21, CXCL1R2 CXCL13 oraz inne czynniki
wzrostu [209].

W obecnych badaniach, ekspresja kolagenu w btopadktawnych HEV u pacjentéw z CP
byta istotnie wgksza w porownaniu z ekspresy btonach podstawnych ,zwyklych” naary
krwionosnych dzista (Tabela 6). Ekspresja lamininy niezmda sk w zaleznosci od typu
naczynia. Co ciekawe jednak, nie odnotowano isttngtatystycznie tdic pomedzy
ilosciowa ekspresj zadnego z markerdw btony podstawnej pesay pacjentami z CP a
tymi ze ,zdrowym” przyzbiem (Tabela 13). Wytlumaczeniem #eo by fakt, iz w
niniejszej pracy obserwowano znacznenide indywidualne pomgdzy tzw. Klinicznie
L,hormalnymi” dzhstami, w tym obecn@& ogniskowych naciekow zapalnych w
pojedynczych preparatach kontrolnych. Nsglepodkrgli¢, ze wykazano zaledwie
pojedyncze naczynia HEV i to zaledwie u dwéch patde z catej grupy, st praktycznie
mozna byto porownywa jedynie sumarycznekspresj antygenow naczyniowych w tych
grupach pacjentéw. Ponadto wiadomo 2znpennictwa, ze nie zawsze istniejgcista
korelacja pomydzy badaniem klinicznym a wynikami badania histofmgicznego w
przypadku ,zdrowego” przybia [116, 135]. Nie udato siwiec potwierdzé spodziewanej
wigksze] ekspresji kolagenu IV i/lub lamininy w blohlacpodstawnych nacay
krwionosnych w dzastach pacjentow z przewlektym zapaleniem pebya w porownaniu ze

,zdrowym” przyzbiem. W schorzeniach przglzia generalnie obserwuje ¢siubytek
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elementow tkankidcznej dzista (w tym kolagenu), ale mechanizm molekularnytymian
nie jest poznany [24]. Badania biochemiczne grumdudeli i wsp. (2001) dotygze
poréwnania iléci catkowitego kolagenu (w tym typu IV) w tkankadziasta w r@nych
postaciach zapalenia przyma, take nie potwierdzity rénicy pomedzy dziastami
pacjentow z zapaleniem przyma dorostych (AP) a kontrolnymi dgtami. Jedynie w
grupie agresywnych zapalgrzyzbia wykazano redukejcatkowitej ilasci kolagenu w
tkankach [24].

W grupie kontrolnej K2 (odczynowe ezty chionne) ekspresja kolagenu IV (ale nie
lamininy) w przypadku bton podstawnycirodbtonka HEV byta istotnie wgza w
poréwnaniu z ekspresjw blonach podstawnych HEC dglowych u pacjentéw z
przewleklym zapaleniem przgzia. Swiadczytoby to o rénicy w produkcji kolagenu IV
przez komorki wysokiegasrodbtonka w przypadku ,prawdziwych” HEV (eksza) w
poréwnaniu do komorelendotheliumnaczyy HEV (HEV-like) w dzigstach pacjentéw z
przewleklym zapaleniem przgizia (mniejsza). Na podstawie wynikdéw obecnej prawgna
jedynie pdrednio potwierdi (rutynowe barwienie H+E),e btony podstawne zmienionych
naczyi krwionosnych w dzastach wekszaci pacjentdow z CP maj pogrubiate btony
podstawne, jednak nie znalazto to bezpdniego odbicia w istotnie zgkszonej ekspresji
kolagenu IV i/lub lamininy w poréwnaniu z dgtami kontrolnymi. W obecnych badaniach
u pacjentéw z CP generalnie nie obserwowano elsgaagenu IV i/lub lamininy poza
samymi btonami podstawnymi komoérgkddbtonka. W odczynowych gztach chtonnych
(grupa K2) pozytywa reakcg na kolagen IV obserwowano tekw strukturach siateczki w
zrebie naraddéw, co potwierdza obserwacje innych autorow [85]1Co do konfrontacji z
opisami literaturowymi, nafy podkréli¢, ze dane takie, clio by¢ moze lepigj
dokumentujce pogrubienie btony podstawnej (mikroskop konfakal barwienia
podwojne), pochodizz mniejszych iléciowo grup chorych (10 pacjentéw z CP). Gyup
CP poréwnywano z pacjentampmgivitis, a nie pacjentami ze ,zdrowym” praj@em, jak
w obecne] pracy [28]. Trudno na podstawie obecnyeata ustosunkowa sig do
obserwowanej przez innych autoréw, ekspresji kolage/ i lamininy take w postaci
elementow niezwizanych bezpaednio z blonami podstawnymi nagzizw. RVBM (ang.
residual vascular basement membraf28, 67]. W obecnej pracy, pojedyncze struktury
widkienkowe i/lub komérkowe obecne byty rownipoza naczyniami krwiodaymi, ktore
mogtyby odpowiada pozanaczyniowemu odktadaniug sbiatek btony podstawnej czy
szcatkowych bton podstawnych naadzyRVBM), opisywanych w gimiennictwie [28]. Nie
byly one poddane analizie $idowej. Na podstawie analiz mikroskopowych wydaje s
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jednak bardziej przekomge, ze biatka macierzy pozakomoérkowep dizjologicznie
najsilniej zwihzane z blonami podstawnymi. Teszayskpujace w komodrkach siateczki
i/lub strukturach widkienkowych parenchymyeztdw chionnych, tworz dodatkowe
Lumocnienie” dla wiokien siateczkowych [84]. Praeshna organizacjeeticular network
zbudowanych z hych rodzajéw biatek ma spetdiaole w transporcie ptyndéw oraz
utatwiac ameboidalny ruch leukocytomedrujacym w obebie naradéw limfatycznych
[84]. Grupa Hunter i wsp. (2000) dowodze obserwowane przez nich ,resztki” materiatu
biatkowego bton podstawnych poza naczyniami krwioyoni mog odgrywa role w
regeneracji naczydziasta [28], czego nie dagswykluczy¢ i na podstawie obecnych bada
Wyniki obecnej pracy jedynie egiowo potwierdzaj innych autorow w CP [67, 146]
Wykazywali oni ztogi kolagenu IV i lamininy dookota naczyzylnych, ze szczegdlnie
rozbudowan sieckh widkienek kolagenu IV w catych chorobowo zmieniohydzistach u
pacjentow z CP, z wtdérnym ostabieniem reakcji obgmhm oraz ograniczeniem procesow

regeneracji tkanki [146] oraz dodatkowo zlokalizoweh pozanaczyniowo [67].

Analiza ekspresji VEGF w dzgstach pacjentow z CP

W obecnej pracy zastosowano monoklonalne mysie -ladizgkie przeciwciata do
jednoczesnego wykrywania trzech izoform VEGF, t¥itGF-A (VEGF-121), VEGF-B
(VEGF-165) i VEGF-C (VEGF-189). W przewlektych scheniach zapalnych przgtaia
ekspresja VEGF byta badana dopiero oddeolat 90-tych XX wieku [23]. Z zastosowaniem
metod immunocytochemicznych, obe&éhoVEGF wykazano w d& dwym wachlarzu
komorek, od endothelium poczawszy, poprzez neutrofile i komorki plazmatyczne na
komdrkach nabtonka dgta i/lub kieszonki przygnej skaczywszy [23].

W badaniach w niniejszej pracy lokalizacja VEGFcagciej dotyczyta komorek naciekow
zapalnych (limfocyty, makrofagi), obecnych Vamina propria dziagset pacjentow z
przewleklym zapaleniem przghzia. Potwierdza to eiciowo obserwacje tych autoréw,
ktorzy intensywn ekspresj VEGF wykazali widnie w monocytach i makrofagach, ¢ho
byli to pacjenci z cukrzyci chorobami przygbia [188]. Wyniki moje nie potwierdzaj
danych z pracy Chapple i wsp. (2000), ktorzy dormaicy ekspresj komérkows VEGF
obserwowali w keratynocytach nabtonkaas#a i/lub kieszonki przygnej [28].

W ramach tej pracy jedynie pojedyncze komdrkidbtonka naczy wykazywaty pozytywa
reakcg na ten czynnik wzrostowy i to prawie wgknie komérkiendotheliumHEV, a nie
typowych naczy dzigsta. Zasadniczo nie obserwowano pozytywnej reakcji

immunocytochemicznej na VEGF w komoérkach nabtonkasZonki przyzbnej. W
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przypadku wycinkdw daset od pacjentow ze ,,zdrowym” przslsiem, ekspresja VEGF byta
znikoma i dotyczyla pojedynczych komorek ptaskiegddbtonka typowych nacay
krwionosnych dzasta. Potwierdza to wyniki badaJnlu i wsp. (2003), ktory réwnienie
obserwowat ekspresji VEGF w dstach pacjentow kontrolnych [188]. Pionierskie bada
z zastosowaniem metody ELISA do sibdiowej oceny stzenia VEGF u pacjentow z
gingivitis i w kontroli wykazaly zwtkszone stzenia tego czynnika, ktére korelowaty z
gkebokdscia kieszonki przyzbnej (maksymalne stenia na gibokasci 4-6 mm) [80].
Obserwowano przy tym wzrost liczby naézkrwionosnych oraz wgkszy stosunek
VEGF/IL-6 w dzhstach pacjentéw z ¢gbokdscia kieszonki 4-6 mm w poréwnaniu ze
zdrowym fragmentem dgsta [80]. Podobne korelacje pagdzy stzeniem VEGF w ptynie
dziastowym u pacjentow z CP a danymi klinicznymi (m@AL) obserwowali inni autorzy
[148].

Badania w obecnej pracy nie wykazaly istotnych lemje pomikdzy ekspresj VEGF a
nasileniem zmian zapalnycbréding) pacjentéw z CP czy waiocia parametru CAL.

W naczyniach HEV w wztach chionnych zebranych w tej pracy nie obserwmwva
pozytywnej reakcji na VEGF, a z komoérek limfoidathy jedynie nieliczne z nich
wykazywaty pozytywn reakcg. Badania te tylko eZciowo potwierdza obserwacije
opisane w pracy Chapple i wsp. (2000), ktorzyzeéalobserwowali VEGF-pozytywne
komorki naciekdw zapalnych i naadzykrwionasnych dzasta w zaawansowanym
periodontitis jednak za gtéwnerodio VEGF uznali keratynocyty prawidtowego nabtank
dziasta [28].

Obecne badania wykazaly ekszy ekspresj VEGF w przypadku pacjentow z CP w
poréwnaniu z grupami kontrolnymi, co mogtoby potwlizet potencjalny udziat lokalnej
produkcji VEGF (wykrywanych w tej pracy) w remodetniu naczy krwionasnych
dziasta, w tym by¢ maze take w powstawaniu nacaytypu HEV. Nie ma@na natomiast
zgodzt sig z obserwag innych autorow,ze lokalna produkcja VEGF jest mniejsza w
bardziej zaawansowanych zmianach zapalnych pbzgz[23, 28]. Co interesage u
pacjentow z przewleklym zapaleniem pralyim obserwowano pozytywn korelacg
pomiedzy ekspregj VEGF i lamininy w naczyniach krwiosoych dziasta. Nie znaleziono
jednak odniesienia do tego wyniku bada dostpnym psmiennictwie, ché juz w latach
90-tych XX wieku wykazano, zi ekspresja VEGF wie sk zardwno z komdrkami
srodbtonka naczy, jak i maciera pozakomoérkow [79, 143]. Opisano w literaturze

pozytywra korelacg pomidzy wzrostem przepuszczakeo naczyr pod wptywem VEGF i
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zewrgtrznaczyniowym odktadaniem esifibryny, po ktérej mog migrowa& komorki
srodbtonka [48].

Podsumowanie

W zebranym w tej pracy materiale tkankowymaget i odczynowych wztéw chtonnych z
zastosowaniem klasycznej techniki immunocytochemggzABC, ekspresja markerow
naczyniowych (CD34, CD31, endoglina, ICAM-1, kolag®/, laminina, VEGF) dotyczyta
komoérek srodbtonka i bton podstawnyclendotheliumnaczyi krwionasnych o rénej
srednicy i budowie histologicznej oraz komérek nkoi® zapalnych (giéwnie VEGF) w
dzigstach pacjentow z CP. Taka lokalizacja markerow lgggata ocenie iléciowej z
zastosowaniem techniki wizualizacji przestrzennajVszystkie markery btonowe
wystepowaly take (cha& nie byly dlaa specyficzne) w komorkach wysokiegmdbtonka
dziastowych HEV, obserwowanych u pacjentéw z CP orakE¥ odczynowych wztow
chtonnych (grupa K2). Podoliistwo morfologiczne oraz zhbna ilgsciowa ekspresja
badanych markerow btonowych (z wijiem PECAM-1) w HEV dzstowych i HEV
weztow chtonnych sugeruje podolbswo funkcjonalne HEV w tkankach zmienionych
zapalnie. Spadd wszystkich markeréw najekisza ekspresja w odsie dzhstowych HEV
dotyczyta w kolejnéci PECAM-1 (CD31), CD34 i lamininy. Istotnie gkisza ekspresja w
dziastowych HEV w poréwnaniu do naazyzwyktych dotyczyta: CD34, endogliny
(CD105), ICAM-1 i kolagenu IV. Ekspresja gsteczki CD34 w HEV, a PECAM-1 w
naczyniach zwyktych dzsta korelowata ze wzrostem aktywéao zapalnej grading u
pacjentow z CP.

Wydaje s¢, ze grubsz btone podstawn z ilosciowa wicksza ekspregj kolagenu IV, ma
.prawdziwe” HEV odczynowych wztow chtonnych w poréwnaniu z histologicznie
podobnymi dzjstowymi HEV, obserwowanymi w zapaleniu przpm. Natomiast
dziagstowe HEV cechowaly siistotnie wiksz ekspresj kolagenu IV w poréwnaniu z
typowymi naczyniami dzsta u pacjentéw z przewlektym zapaleniem pebya. Nie udato
si¢ zaobserwowa spodziewanej wkszej ekspresji biatek btony podstawnej (kolageni IV
laminina) w naczyniach dgta z CP w poréwnaniu z naczyniami kontrolnychaskl (grupa
K1).

Badania obecne wskazaupa wiksz ekspresj VEGF w przypadku pacjentow z CP w
poréwnaniu z grupami kontrolnymi (K1 i K2), co mogly potwierdza potencjalny udziat
lokalnej produkcji VEGF w remodelowaniu naéazgrwionasnych dzasta a by maze take

w powstawaniu naciyHEV w przewlektym zapaleniu nadu.
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Nie wykazano istotnych gdic w ekspresjzadnego z markeréw naczyniowych w zaleci

od wartéci parametru CAL, postaci choroby (zlokalizowanagadiniona), wieku i pici
pacjenta z przewlektym zapaleniem praya.

Potrzebne sdalsze badania do okienia czy zbadane w tej pracy potencjalne biomarker
naczy, a zwtaszcza dzstowych HEV mog stuzy¢ do identyfikacji miejsc zwikszonego

ryzyka progresji choroby przyhia i lepszej odpowiedzi na leczenie.
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VII. WNIOSKI

1.

Profil powierzchniowych markerow wysokiegoodbtonkazytek pozawtosowatych
(HEV) i ptaskiegosrédbtonka typowych nacaykrwionasnych dzasta u pacjentow z
przewleklym zapaleniem przgtzia obejmuje wszystkie badane markery naczy
(CD34, CD31, endoglini ICAM-1).

Istotnie wkksza ekspresja w naczyniach HEV w poréwnaniu ze kimyi
naczyniami dzjsta oraz wysokie pozytywne wzajemne korelacje CBwlogliny i
ICAM-1 w dzigstowych HEV mog swiadczy o roli tych casteczek w adhezji i
transporcie leukocytow przdeiare HEV.

Podobiéstwo morfologiczne oraz zhbna ilcéciowa ekspresja 3/4 badanych
markeréw btonowych w HEV dzstowych i HEV wezidw chionnych sugeruje
podobidgstwo funkcjonalne HEV niezataie od tkankowej lokalizacji tych naazy
Ekspresja komoérkowa badanych markeréw nadawionosnych dzista oraz VEGF
w przewlektym zapaleniu przyhia zasadniczo (poza CD34 i CD31) nie zgled
lokalnej aktywndci zapalnej grading).

Zwigkszony w stosunku do kontroli negatywnej (K1) insle&ngiogenetyczny
(endoglina/PECAM-1 oraz VEGF/PECAM-1) w dgiach pacjentow z przewlektym
zapaleniem przybia swiadczy o wzmaonej angiogenezie w zapalnie zmienionych
tkankach przyabia.

Ekspresja antygendéw naczyniowych HEV w przewlekiyapaleniu przygia nie
koreluje w istotny sposob z postacthoroby (zlokalizowana, uogdlniona) oraz

wartascia klinicznego poziomu/utraty przyczepu (CAL).

108



VIIl. STRESZCZENIE

Rozw0j chorob przyghia jest zwazany z rozplemem matych nadzykrwionasnych.
Wystkpuja wyspecjalizowane formyzytek pozawtosowatych z tzw. z wysokim
srodbtonkiem (ang.high endothelial venulesHEV). Obecné& HEV w przewleklym
zapaleniu przygia (ang.chronic periodontitiy, przy nieobecni w zdrowym dzisle
nasuwa przypuszczenige petny one wana role w patogenezie tej choroby u cztowieka.
Dowiedziono zwtkszonej reaktywnixi koméreksrodbtonka na czynniki infekcyjne, ktére
aktywuja migracg komérek odpowiedzi immunologicznej (gtéwnie limjoéw T i B) poza
sciarg naczynia.

We Wstpie pracy podano aktualnviedz na temat budowy @steczkowej i roli markerow
naczyniowych (w tym HEV) w tzw. kaskadzie adhezjjmze odniesieniem do choréb
przyzbia, zwtaszcza CP.

Celem obecnej pracy byla immunocytochemiczna chargbtyka markerow komodrek
wysokiegosrodbtonka HEV wysipujacych w dzjstach pacjentéw z CP z dokladniejszym
okresleniem roli tych naczy w progresji przewlekliego zapalenia pralyim. Cele
szczegOtowe pracy obejmowaly: (1) analimmaorkowej ekspresji antygenéw btonowych
(CD34, CD31, CD105, ICAM-1), biatek btony podstaywrh@morek srodbtonka naczy
krwionosnych (kolagen 1V, laminina) oraz naczynimdbtonkowego czynnika wzrostu
(VEGF) w dzastach pacjentéw z przewlektym zapaleniem pebya; (2) charakterystyk
morfologiczry zytek pozawlosowatych z wysokinrodbtonkiem (HEV) oraz iléciowa
ocerg ekspresji markeréw komorekddbtonka (HEC) w przewleklym zapaleniu prza;
(3) prokz okreslenia korelacji ponddzy tkankows ekspregi antygenow naczy
krwionosnych dzasta pacjentéw z przewleklym zapaleniem pehya (w tym HEV) a

wybranymi danymi klinicznymi pacjentéw.

Materiat tkankowy do bada pobierano w trakcie zabiegu kireta otwartego z
gingiwektoma (ang.flap operation) i stanowity go wycinki dziset 40 pacjentéw dorostych
(23 kobiet i 17 mzczyzn, srednia wieku: 43+11 lat) z CP oraz fragmentyadet od
pacjentow bez klinicznych cech choroby praya (grupa K1, n=15). Grgpkontrolm 2
(K2) (n=7) stanowity fragmenty odczynowychemow chionnych, z obecioia licznych
HEV. Zabieg chirurgiczny w grupie CP zostat przepmdzony po wykonaniu fazy
higienizacyjnej leczenia periodontologicznego oraz/skaniu wskanika API<15%. Od
kazdego pacjenta pobierano 1-4 fragmentéw tkanek phigizz okolicy r@nych zbow o
roznych wartdciach CAL (angclinical attachment levgl CAL | - 0-3 mm, CAL Il - 4-6
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mm, CAL lll - >7 mm. W przypadku pacjentow ze zlokalizowgrostaci choroby materiat
pobierano z okolicy okjej zapaleniem, w postaci uogoélnionej materiat podmo z kilku
okolic. Po utrwaleniu tkanek w zbuforowanej 4% fatmie oraz zatopieniu w parafinie,
wykonano klasyczne barwienie hematoksylireozyry dla oceny histologicznej. Nasilenie
zmian zapalnych gfading okreslano w 4-stopniowej skali potikgiowej. Do bada
immunocytochemicznych wykorzystano klasygzntechnilk ABC (strept)awidyna
biotynylowana peroksydaza) zzyciem przeciwciat monoklonalnych do wykrywania
nastpujacych antygenow: CD34, PECAM-1 (CD31), endogliny (@B), ICAM-I (CD54),
kolagenu 1V, lamininy i VEGF. Analiz morfometrycza prowadzono z zastosowaniem
metody opartej na wizualizacji przestrzennej maikerzarejestrowanych na obrazach
mikroskopowych z pozytywnreakci immunocytochemiczy opracowanej i wdtanej do
programu komputerowego A4D. Wyniki badapoddano analizie statystycznej z
wykorzystaniem programu Statistica PL v. 8.0. Jakt&nos¢ badz réznice statystycznie

znamieng przyjeto wyniki na poziomie istotrigi p<0,05.

W dzigstach pacjentéw z CP obserwowano rozplem matyckynakrwionasnych ré&nego
typu (gtownie widniczki i zytki). Cechn charakterystyczn bylo wystpowanie
zroznicowanej indywidualnie, ale powtarzalnej cechiytek pozawtosowatych o wyglizie
naczyi typu HEV, obserwowanych w odczynowychezlach chtonnych (grupa K2).
Naczynia typu HEV rozmieszczone byty bez wymna okré&lonej topografii, niekiedy ji
pod nabtonkiem kieszonki przglanej. Z reguly naczynia te towarzyszyly bardziej
nasilonym naciekom zapalnym, zbudowanym gtéwnieinzfdcytow. Pojedyncze HEV
obserwowano jedynie u 2 pacjentow z grupy K1 (zéar@mzyzbie).

Ekspresi markeréw btonowych (CD34, CD31, endoglina, ICAMetaz bton podstawnych
(kolagen 1V, laminina) wykazano na komoérkamtdotheliurmaczy krwionasnych o rénej
srednicy i budowie histologicznej oraz komérek nkoi® zapalnych (giéwnie VEGF) w
dziastach pacjentow z CP. Wszystkie markery wpetvaty take na komorkach wysokiego
srodbtonka dzstowych HEV (grupa CP) oraz HEV odczynowychezldw chionnych
(grupa K2). Podobiestwo morfologiczne oraz zhbna ilasciowa ekspresja badanych
markerow btonowych (z wgikiem PECAM-1) w HEV dzistowych i HEV weziéw
chtonnych sugeruje podoligwo funkcjonalne HEV w tkankach zmienionych zapaln
Spasrod wszystkich markerow najeksza ekspresja w odbie dzastowych HEV dotyczyta
w kolejncsci PECAM-1 (CD31), CD34 i lamininy. Istotnie gksza ekspresja w d@towych
HEV w poréwnaniu do nacayzwyktych dotyczyta: CD34, endogliny (CD105), ICAM#
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kolagenu IV. Ekspresja CD34 w HEV, a PECAM-1 w nagach zwyklych dzista
korelowata ze wzrostem aktywsw zapalnej grading) u pacjentéw z CP. Wydajeesize
grubsz blorne podstawn z ilosciowa wigeksza ekspresgj kolagenu IV, ma HEV
odczynowych wztéw chtonnych w poréwnaniu z histologicznie podgimin dziastowymi
HEV, obserwowanymi w zapaleniu przyma. Natomiast dzstowe HEV cechowaly si
istotnie wekszy ekspregj kolagenu IV w poréwnaniu z typowymi naczyniami gta u
pacjentow z przewlektym zapaleniem prayia. Nie byto ré@nic w nasileniu ekspresji
kolagenu IV i lamininy w grupie CP w poréwnaniu acayniami kontrolnych dzset (grupa
K1). Badania obecne wykazaty eksz ekspresj VEGF u pacjentdw z CP w poréwnaniu z
grupami kontrolnymi (K1 i K2). Nie wykazano istotty r&nic w ekspresjizadnego z
markeréw naczyniowych w zaleosci od wartgci CAL, postaci choroby (zlokalizowana,
uogolniona), wieku i pici pacjenta z przewlektynpaeniem przygbia.

Prag podsumowano nagiujacymi wnioskami: (1) Profil powierzchniowych markero
wysokiego srodbtonka zytek pozawtosowatych (HEV) i ptaskiega@dédbtonka typowych
naczyr krwionasnych dzasta u pacjentow z przewlektym zapaleniem pebpya obejmuje
wszystkie badane markery naazyCD34, CD31, endoglini ICAM-1); (2) Istotnie
silniejsza ekspresja w naczyniach HEV w porowna@wewykltymi naczyniami dasta oraz
wysokie pozytywne wzajemne korelacje CD34, endoglilCAM-1 w dzigstowych HEV
mog swiadczy¢ o roli tych casteczek w adhezji i transporcie leukocytow przearne
HEV; (3) Podobiéstwo morfologiczne oraz zbbna ilgciowa ekspresja 3/4 badanych
markeréw btonowych w HEV dgstowych i HEV wzibw chionnych sugeruje
podobigéstwo funkcjonalne HEV niezataie od tkankowej lokalizacji tych naazy (4)
Ekspresja komérkowa badanych markeréw nackswionosnych dziasta oraz VEGF w
przewleklym zapaleniu przgbia zasadniczo (poza CD34 i CD31) nie zgled lokalnej
aktywndaici zapalnej grading); (5) Zwickszony w stosunku do kontroli negatywnej (K1)
indeks angiogenetyczny (endoglina/PECAM-1 oraz VEEECAM-1) w dzastach
pacjentow z przewleklym zapaleniem prayia $wiadczy o wzmeonej angiogenezie w
zapalnie zmienionych tkankach przbm; (6) Ekspresja antygenow naczyniowych HEV w
przewleklym zapaleniu przghia nie koreluje w istotny sposdb z posiaahoroby

(zlokalizowana, uogdlniona) oraz waite klinicznego poziomu/utraty przyczepu (CAL).
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IX. SUMMARY

Development of periodontal diseases is linked tpenyophy of small blood vessels.
Specialized forms of high endothelial venules (HEW® also present. Presence of HEV in
chronic periodontitis (CP) and their absence inlthgagingiva suggests that they play an
important role in pathogenesis of the human disesdncreased reactivity of endothelial
cells to infectious agents has been proven, whitihaes extravasation of inmune response
cells (mainly lymphocytes T and B).

In the Introduction current knowledge has been sathop on molecular structure and role
of vascular markers (including HEV) in the, so ed|ladhesion cascade in development of
periodontal diseases and CP in particular.

This study aimed at immunocytochemical charactéamaof HEV markers present in
gingiva of CP patients accompanied by a more peesédinition of the blood vessel's role in
progression of CP. Detailed aims of the study idetl (1) analysis of membrane antigen
cellular expression (CD34, CD31, CD105, ICAM-1),pession of basement membrane
protein expression in blood vessel endotheliumlgdgen IV, laminin) and of vascular
endothelium growth factor (VEGF) in gingiva of CPatignts; (2) morphological
characteristics of HEV and quantitative analysisigih endothelium cells (HEC) markers
expression in CP; (3) determination of any corretabetween tissue expression of antigens
of blood vessels in gingiva of patients with CPcluding HEV) on one hand and selected

clinical data of the patients on the other.

Tissue material for the studies was sampled duspen curetage with gingivectomy (flap
operation) and included samples of gingiva obtaiinech 40 adult patients (23 women and
17 men, mean age of 43+11 years) with CP and fratgyad gingiva obtained from patients
with no clinical signs of periodontal diseases (grd<1, n=15). The other control group
(K2) (n=7) included fragments of reactive lymph asdvith presence of numerous HEV. In
CP surgical procedure was conducted following hyigegion stage of periodontal treatment
conducted until API index <15% was reached. Frorergwatient 1-4 fragments of

periodontal tissues were obtained from vicinitytedth with various values of CAL (clinical

attachment level): CAL | - 0-3 mm, CAL Il - 4-6 m@AL Ill - >7 mm. In cases of patients
with a localized form of the disease the materiaswsampled from the inflamed region, in
the generalized form of the disease the material seanpled from several sites. Following
fixation in 4% buffered formalin and embedding irara@ffin classical staining with

hematoxylin and eosin and histological evaluatiorerav performed. Intensity of
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inflammatory lesions (grading) was defined in thegrdde semi-quantitative scale.
Immunocytochemical studies took advantage of thesital ABC (strept)avidin biotinylated
peroxidase) technique using monoclonal antibodesthie following antigens: CD34,

PECAM-1 (CD31), endoglin (CD105), ICAM-I (CD54), ltkagen IV, laminin and VEGF.

Morphometric analysis was performed using a teailgased on spatial visualization of
markers registered in microscopic images with pasiimmunocytochemical reaction,
designed and implemented in A4D computer softw@tatistical analysis took advantage of

the Statistica PL v. 8.0 software. Differences=Q.p5 were regarded significant.

In gingiva of patients with CP proliferation of siinblood vessels of various type was
observed (mainly of capillaries and venules). Tharacteristic trait involved manifestation
of individually variable but reproducible trait: gtecapillary venules of HEV type, similar to
observed in reactive lymph nodes (group K2). HEpetplood vessels were distributed with
no specific topography, occasionally under epitheliof periodontal pocket. As a rule, the
blood vessels accompanied more pronounced inflaomnatfiltrates, consisting mainly of
lymphocytes. Individual HEV were observed only wot patients of K1 group (healthy
periodontium).

Expression of membrane antigens (CD34, CD31, emjoffLAM-1) and antigens of
basement membranes (collagen 1V, laminin) was dstrated in endothelial cells in blood
vessels of a variable diameter and histologicalcsire and in cells of inflammatory
infiltrates (mainly VEGF) in gingiva of CP patientall the markers were present also on
cells of a high endothelium in gingival HEV (gro@®) and in HEV of reactive lymph
nodes (group K2). Morphological similarity and qgtitatively similar expression of studied
membrane markers (except PECAM-1) in gingival HEMI éHEV of the lymph nodes
suggested functional similarity of HEV in tissuesodlved by inflammation. Among all the
markers the most pronounced expression within galgiEV was shown, in sequence, by
PECAM-1 (CD31), CD34 and laminin. A significantlygher expression in gingival HEV,
as compared to ordinary blood vessels, involved3€endoglin (CD105), ICAM-1 and
collagen 1IV. Expression of CD34 in HEV, and of PE@A in ordinary blood vessels
manifested correlation with grading in patientshw®€P. As compared to histologically
similar gingival HEV, observed in CP, HEV of reaetilymph nodes seemed to manifest a
thicker basement membrane with quantitatively gmreakpression of collagen IV. Gingival
HEV, on the other hand, demonstrated a signifiganitjher expression of collagen IV, as

compared to typical blood vessels in gingiva ofgras with CP. No differences in intensity
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of collagen IV and laminin expressions were notetieen CP group and control gingiva
(group K1). Present studies disclosed a more prorenl expression of VEGF in patients
with CP as compared to control groups (K1 and K®). significant differences were
disclosed in expression of any vascular marker wiiould be dependent on value of CAL,
form of the disease (local or generalized one),aageex of the patient with CP.

The study was summed up with the following conduosi (1) The profile of surface
markers in high endothelium post-capillary venulld&V) and flat endothelium of typical
gingival blood vessels in patients with chronicipgontitis includes all the studied vascular
markers (CD34, CD31, endoglin and ICAM-1); (2) Agrsficantly more pronounced
expression in HEV blood vessels as compared taargdigingival blood vessels and the
highly positive reciprocal correlations of CD34deglin and ICAM-1 in gingival HEV may
point to the role of the molecules in adhesion @adsport of leukocytes across HEV wall;
(3) Morphological similarity and quantitatively siiar expression of 3/4 studied membrane
markers in HEV of gingiva and HEV of lymph nodesnte to functional similarity of HEV,
independent on tissue localization of the bloodseks (4) Cellular expression of the studied
blood vessel markers of gingiva and VEGF in chrgredodontitis in principle (apart from
CD34 and CD31) does not depend on the local inflatorg activity (grading); (5) The
increased as compared to the negative control @éikijjogenetic index (endoglin/PECAM-1
and VEGF/PECAM-1) in gingiva of patients with chiomperiodontitis provides evidence
for a stimulated angiogenesis in inflammatory aleperiodontal tissues; (6) Expression of
the HEV markers in chronic periodontitis does notrelate significantly with form of the
disease (localized, generalized) and clinical attant level/loss (CAL).
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Fot. 1. Fragmenty btongluzowej dzasta upacjentéw z przewlektym zapaleniem przygbia: (A)
obecnad¢ petli naczyniowych pod nabtonkiem wielowarstwowym gkan; widoczne
komorki ptaskiegagrodbtonka oraz erytrocyty dwietle naczy lub poza nimi; B) wiekszy
fragment blaszki wikiwej btony sluzowej (amina proprig z zytka wystara komorkami
ptaskiego srodbtonka; C) obecné¢ dwoéch zylek pozawtosowatych z  wysokim
srodbtonkiem (HEV), otoczonych licznymi komaorkami filego nacieku zapalnegoDJ)
zytka pozawtosowata z wysokigrodbtonkiem, z licznymi erytrocytami oraz leukoayiia
(gtdwnie neutrofilami) wswietle naczynia; zwraca uwagobecné¢ jader komdérkowych
endothelium o sZeiennym ksztalcie, z obecfma przewanie jednego gderka (strzatka);
(E-F) duze powkkszenie fragmentyciany HEV z widocznymigdrami komorkowymi o
széciennym ksztalcie, zazwyczaj jednymderkiem; zwraca uwagobecnéé erytrocytow
oraz licznych leukocytow wiwietle naczynia @), badz migrujacych poprzezciarg HEV

(E).

Barwienie H+E. Powkszenie obiektywu 40x (A-D); 100x (E, F, G).
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Fot. 2. Fragmenty blongluzowej dzista upacjentow ze zdrowym przyzbiem (grupa kontrolna
1, K1): (A, B) obecnd¢ nielicznych, drobnych, typowych (zwyktych) naézyrwionasnych
dziasta obecnych pod nabtonkiem wielowarstwowym ptaskiraz w gtbiej potazonych
obszaracliamina proprig widoczne erytrocyty wwietle naczy lub poza nimi; B) wicksze
powickszenie fragmentu podnabtonkowego adla 2z naczyniami wlosowatymi
wypetnionymi erytrocytami.

Fragmentyodczynowych weziéw chtonnych pacjentow z grupy kontrolnej 2(K2): (C)
obecnd¢ zylki pozawitosowatej z wysokimgrédbtonkiem (HEV), otoczonej licznymi
jednopdrzastymi komérkami w zmienionym ehie wezta chionnego; ) zytka
pozawtosowata z wysokigrodbtonkiem, z licznymi leukocytami (gtéwnie limfgami, ale
rowniez neutrofilami) w swietle naczynia; zwraca uwagobecné¢ jader komorek

endotheliuno széciennym ksztalcie, z obecfma przewanie jednegogderka.

Barwienie H+E. Powgkszenie obiektywu 10x (A); 40x (B-D).

134



Fot. 3. Fragmenty btonygluzowej dzastapacjentow z przewlektym zapaleniem przygbia (CP) z
immunocytochemicznlokalizach czasteczki CD34w naczyniach typowych dgta A-C)
oraz w naczyniach HEVD-F): (A) wyrazna pozytywna reakcja we wszystkich naczyniach
krwionosnych dzista; zwraca uwagrozplem naczy krwionosnych zwyklych o ranej
srednicy w zapalnie zmienionej tkanceB)( silna ekspresja CD34 w @xi biony
komdrkowej zwréconej déwiatla naczynia wikszaci komorek endotheliumtypowych
naczyi krwionosnych dziasta w lamina proprig (C) silna pozytywna reakcja
immunocytochemiczna na CD34 w komodrkach ptaskiegdotheliumtypowych naczy
krwionosnych dzasta obecnych w otoczeniu komorek nabtonka kieszpnkyzbnej; O)
przyktadowa HEV dzsta z pozytywn reakcpi na CD34. Silniejszy odczyn
immunocytochemiczny w e%ci luminalnej btony komorkowej;H) zytka pozawtosowata z
wysokim srédbtonkiem i wyrana reakcp bltonowy tego antygenu, zwraca uwagakze
obecndc¢ licznych leukocytow wéwietle HEV; (F) fragment tej samej HEV pod gkiszym
powigkszeniem; wrdéd komorek wswietle naczynia obecne granulocyty obajtnochtonne
oraz limfocyty.

Fragmenty btonysluzowej dziasta pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (G)
pozytywna reakcja na CD34 w naczyniach zwyklychistai H) CD34-immunopozytywne
komorki wysokiegagrodbtonka w nielicznych HEV dasta pacjenta z grupy kontrolnej.
Fragmentyodczynowych weztow chtonnych (grupa K2} (I) dos¢ intensywna btonowa
reakcja na CD34 w komérkaemdotheliunHEV.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 10x (A); 20x (G); 40x (B-E, H;, 100x (F).
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Fot. 4. Fragmenty blonyluzowej dzasta pacjentéw z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)
z immunocytochemicznlokalizach czasteczki PECAM-1 (CD31) w typowych naczyniach
dziasta (A-B) oraz w naczyniach HEVQ, D): (A) pozytywna reakcja btonowa CD31 w
naczyniach krwioninych dzasta pod nabtonkiem kieszonki przymej; B) ekspresja
CD31 o r@nym nasileniu, gtébwnie w g#ci btony komorkowejendotheliumzwréconej do
swiatta zytek dzirsta wlamina proprig (C) silna pozytywna reakcja immunocytochemiczna
na CD31 giébwnie w bocznych powierzchniach blonyrzégki) komorek wysokiego
endotheliumHEV dzigsta, widoczne tale pojedyncze komorki naciekdéw zapalnych z
pozytywra ekspresi PECAM-1; O) przyktadowa HEV dzsta z pozytywn reakcy na
CD31 zlokalizowana tupod nabtonkiem kieszonki przgtanej.
Fragmenty Dbfonysluzowej dzasta pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (E)
pozytywna reakcja na CD31 w naczyniach zwyklychastai obecnych pod nabtonkiem
kieszonki przyzbnej.
Fragmentyodczynowych wztéw chtonnych (grupa K2} (F) btonowa reakcja na CD31 o
stabym nasileniu ) oraz o wgkszym nasileniu G) w komorkachendotheliumHEV.
Zwraca uwag typowa lokalizacja (luminalna) ggteczki CD31. Obecdé pozytywnej
reakcji immunocytochemicznej ta& w pojedynczych komorkach jedadjzastych mizszu

wezta chtonnego@).

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-G).
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Fot. 5. Fragmenty blonyluzowej dzasta pacjentéw z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)
z immunocytochemicznlokalizacp endogliny (CD105 w typowych naczyniach dgta
(A) oraz w naczyniach HEVB( C, D): (A) pozytywna reakcja btonowo-cytoplazmatyczna
na CD105 w zwyklych naczyniach krwiodmych dzista pod nabtonkiem kieszonki
przyzbnej; B) silna ekspresja endogliny, gtdwnie weéz blony komoérkowegpndothelium
zwroconej doswiatta zytek HEV dzista wlamina proprig (C) silna pozytywna reakcja
immunocytochemiczna na CD105 weéa luminalnej HEV dzista oraz w cytoplazmie
komodrek endothelium (E) HEV dziasta z pozytywn reakcp na CD105 o lokalizacji
btonowo-cytoplazmatyczne.
Fragmenty blonysluzowej dzasta pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (E)
pozytywna reakcja na endoglinv naczyniach zwyktych dzsta; zwraca uwagmiejscami
stabe nasilenie reakcji immunocytochemicznej lulobecné¢ odczynu w cgsci komorek
srodbtonka F).
Fragmentyodczynowych wezidbw chtonnych (grupa K2} (G, H) blonowa reakcja na
CD105 o intensywnym nasileniu w komérkaatdotheliunHEV.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-H).
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Fot. 6. Fragmenty blonyluzowej dzista pacjentéw z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)
z immunocytochemicznlokalizacp czasteczki ICAM-1 (CD54) w typowych naczyniach
dziasta (A) oraz w naczyniach HEMB( C): (A) staba pozytywna reakcja btonowa na ICAM-
1 w zwyklych naczyniach krwiosaych dzista obecnych wlamina propria pod
nabtonkiem kieszonki przgbnej; B) silna ekspresja ICAM-1, gtdwnie w €zi luminalnej
btony komodrkowej endothelium zytek pozawtosowatych HEV dmta; C) wyrazna
pozytywna reakcja immunocytochemiczna na ICAM-1 msci luminalnej i bocznych
powierzchniach btony komoredrdédbtonka HEV dzista; obecn& pozytywnej reakcji na
czasteczk CD54 take w pojedynczych komoérkach naciekdéw zapalnydamina propria.
Fragmenty btonysluzowej dzasta pacjentéw ze zdrowym przyzbiem (K1): (D)
pozytywna reakcja na ICAM-1 w naczyniach zwyklychiagta; zwraca uwag btonowa
ekspresja CD54 w komorkach ptaskiggédbtonka matych nacaykrwionosnych ).
Fragmenty odczynowych weztow chionnych (grupa K2) (E, F) blonowa reakcja
immunocytochemiczna na CD54 o stabym nasileniu mddachendotheliumHEV.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-F).
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Fot. 7. Fragmenty btonyluzowej dzasta pacjentow z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)
z immunocytochemicznlokalizacph kolagenu typu IV w typowych naczyniach dmta A)
oraz w naczyniach HEVB( C, D): (A) bardzo staba pozytywna reakcja na kolagen typu IV
w btonach podstawnyckrodbtonka zwyktych naczykrwionosnych dzasta obecnych pod
nabtonkiem kieszonki przybnej; B) silna ekspresja kolagenu IV weei przypodstawnej
HEV zlokalizowanej pod nabtonkiem kieszonki pralymej; widoczna reakcja
immunocytochemiczna tak w btonie podstawnej nabtonka wielowarstwowegaskigo
kieszonki przyzbnej (strzatka); €) intensywna pozytywna reakcja immunocytochemiczna
na kolagen typu IV w btonach podstawnych komorelsakyegosrodbtonka HEV dzista;
bardzo nieliczne struktury widkienkowe z pozytyamreakcih na to biatko rozproszone w
tkance #cznejlamina propria dziasta; ©) zr&znicowana reakcja na kolagen typu IV w
scianie tego samego HEV dgta pacjenta z CP.
Fragmenty btonyluzowej dzista pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (E) zwraca
uwag: generalnie staba ekspresja kolagenu IV w btonamdstawnych komoérek ptaskiego
srodbtonka matych nacaykrwionosnych obecnych iamina propriai nieobecnéé reakciji
w btonie podstawnej nabtonka wielowarstwowego pkegk kieszonki przygne,;.
Fragmenty odczynowych weztow chtonnych (grupa K2} (F, G) intensywna reakcja
immunocytochemiczna na kolagen typu IV w btonackgpawnych komorelendothelium
HEV; pojedyncze lub wyrae struktury wiokienkowe i/lub komorki siateczkppzytywra
reakch na to biatko rozproszone w tkanaeznej siateczkowej gzta chtonnego.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-G).
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Fot. 8. Fragmenty btonyluzowej dzasta pacjentéw z przewleklym zapaleniem przygbia (CP)
z immunocytochemiczn lokalizacp lamininy w typowych naczyniach dmta (A) oraz
w naczyniach HEVE, C, D): (A) intensywna reakcja na lamiginv btonach podstawnych
srodbtonka zwyktych naczykrwionasnych dzasta obecnych wamina proprig (B) silna
ekspresja lamininy w g&ci przypodstawnej HEV oraz oplaiap cate naczynie krwiodpe;
(C, D) wyrazna reakcja immunocytochemiczna na lamgnmscianie licznych HEV dzista
pacjentow z CP, a tak w blonie podstawnej nabtonka wielowarstwowegoski&go
kieszonki przyzbnej (strzatki).

Fragmenty btonyluzowej dzista pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (E) zwraca
uwag: ekspresja lamininy na obwodzie komoérek ptaskiggadbtonka matych nacay
krwionasnych obecnych wamina propriaoraz pozytywna reakcja immunocytochemiczna
w btonie podstawnej nabtonka wielowarstwowego pikegk kieszonki przygnej (strzatka).
Fragmentyodczynowych wztéw chtonnych (grupa K2} (F, G, H) zraznicowana reakcja
immunocytochemiczna na lamiginod przeaitnej do bardzo intensywnej ekspresi)(

w btonach podstawnych komérekdotheliumHEV.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-H).

140



Fot. 9. Fragmenty btonyluzowej dzista pacjentow z przewleklym zapaleniem przygbia
(CP) z immunocytochemicznlokalizach VEGF (A-D); (A) Nieliczne, pojedyncze
VEGF-pozytywne komorki (makrofagi, monocyty) lamina propria dziasta; B-D)
liczniejsze VEGF-immunopozytywne jediadjzaste komorki w naciekach zapalnych
dziasta; zwraca uwagnieobecnéé lub staba reakcja na ten czynnik wzrostowy w
komodrkachsrodbtonka naczy krwionosnych dzista niezalenie od typu naczynia
(zwykte, HEV) B-D). Nie obserwowano ekspresji VEGF w komorkach niakéo
dziasta i/lub kieszonki przygnej.

Fragmenty blongluzowej dzista pacjentow ze zdrowym przyzbiem (K1): (E, F)

zwraca uwag bardzo staba reakcja na VEGF i to w pojedynczycmdrkach
jednopdrzastych i/lukendotheliurmaczy krwionasnych

Fragmentyodczynowych wztéw chionnych (grupa K2} (G) lokalizacja VEGF w
btonach komorkowych nielicznych komorek aiszu wezta chtonnego, nieobecfio

pozytywnego odczynu w komérkaendotheliunHEV.

Technika ABC. Podbarwienie hematoksyli®ptyka Nomarskiego.
Powkkszenie obiektywu 40x (A-G).
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