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Slowniczek skrotow:

BLT,
cAMP
CD
COXs
COX-1
COX-2
cPLA,
CysLT;
CysLTs
DC
DMSO
DP
ELISA
EP
ETYA
FCS
FITC
FLAP

FP
GM-CSF

GST
HETE
HPETE
IFN

IL
INDO
IP

LOs

kwas arachidonowy, kwas eikoza-5,8,11,14-tetraenowy
receptor LTB4
cykliczny monofosforan adenozyny
antygeny réznicowania komorkowego (cluster of differentiation)
cyklooksygenazy
cyklooksygenaza-1
cyklooksygenaza-2
cytozolowa fosfolipaza A,
receptor LTD,
leukotrieny cysteinylowe (LTCs, LTD4, LTE,)
komorki dendrytyczne (dendritic cells)
dwumetylosulfotlenek
receptor dla PGD,
test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)
receptory dla PGE,
kwas eikoza-5,8,11,14-tetraynowy
ptodowa surowica cieleca (foetal calf serum)
izotiocyjanian fluoresceiny
biatko aktywujace 5-lipoksygenazg (five-lipoxygenase activating
protein)
receptor dla PGF,
czynnik stymulujacy tworzenie si¢ kolonii granulcytow i
makrofagdéw (granulocyte macrophage colony stimulating factor)
S-transferaza glutationu (Glutathione S-transferase)
kwas hydroksyeikozatetracnowy
kwas hydroperoksyeikozatetraenowy
interferon
interleukina
indometacyna
receptor dla prostacykliny
lipoksygenazy



LPS
LTB4
LTs
LXs
MHC
0z

PBS

PE
PGE,
PGHS
PGI,
PGs
PMA
PPAR-a

SRS-A

TGF
Th

TXs

lipopolisacharyd
leukotrien B,
leukotrieny
lipoksyny
glowny uktad zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex)
opsonizowany zymosan
wspotczynnik prawdopodobienstwa
zbuforowana fosforanami sol fizjologiczna
fikoerytryna
prostaglandyna E,
syntaza prostaglandyny H
prostacyklina
prostaglandyny
ester forbolu (phorbol myristate acetate)
jadrowy receptor peroksysomalnego czynnika proliferacyjnego-a
(peroxisome proliferators-activated receptor-Q)
wolno dziatajace substancje odpowiedzialne za reakcje¢ anafilaktyczna
(slow-reacting substance of anaphylaxis)
transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor)
limfocyty T pomocnicze
czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor)

tromboksany



I. Wprowadzenie

1.1 Pochodne kwasu arachidonowego — eikozanoidy

Metabolity kwasu arachidonowego (AA) to wazne mediatory biorace udzial w szeregu
reakcji biologicznych. Odpowiadaja one przede wszystkim za utrzymanie homeostazy wielu
organdéw, jak réwniez sa zaangazowane w procesy powstawania odczynu zapalnego [1, 2].
Prekursorem dla tych zwiazkéw jest uwalniany przez fosfolipazg A, (PLA,) kwas

arachidonowy, kwas eikoza-5,8,11,14-tetracnowy, stad wspolna nazwa eikozanoidy.

LPS, PMA, jonofor
wapnia, opsonizowany
Zymosan, cytokiny -
STYMULACJA

Kumurka Fosfolipidy

dendrytyczna

Ryc. 1.1 Schematyczne ujecie podstawowych szlakéw syntezy wybranych eikozanoidéw w
komorce dendrytycznej z uwzglednieniem ich wplywu w para- i autokrynnego

AA — kwas arachidonowy, PGs — prostaglandyny, LTs — leukotrieny, COXs — cyklooksygenazy,
5-LO - 5-lipoksygenaza, FLAP — biatko aktywujace 5-lipoksygenaze (five-lipoxygenase activating protein),
cPLA, — cytozolowa fosfolipaza A,, HPETE — kwas hydroperoksyeikozatetraenowy, GST — S-transferaza
glutationu (Glutathione S-transferase), CysLTs — leukotrieny cysteinylowe.



Powstajacy AA jest natychmiast przeksztalcany do prostaglandyny H, (PGH.) przez
syntaze-1 i/lub syntazg-2 prostaglandyny H (PGHS-1 i1 2), czg$ciej znanych pod nazwa
cyklooksygenaz (COXs), ktoére to uczestnicza w produkeji prostanoidéow a zatem prostaglandyn
(PGs) i1 tromboksanéw (TXs). Natomiast leukotrieny (LTs) i lipoksyny (LXs) powstaja przy
udziale enzyméw z grupy lipoksygenaz (LOs: 5-, 12- 1 15-LO) (Rye. 1) [3]. Za gléwne miejsce
syntezy eikozanoidow w odczynie zapalnym uwaza si¢ makrofagi, komoérki tuczne, neutrofile,

bazofile, eozynofile [4] oraz od niedawna, takze komdrki dendrytyczne (DC — dendritic cells)

[3].

1.1.1 Biosynteza prostanoidow

Prostanoidy, prostaglandyny (PGE,, PGI, (prostacyklina), PGD.,, PGF,) oraz tromboksany
(TXA.,) produkowane sa de novo przez szereg komorek naszego organizmu. Dziataja lokalnie,
zarbwno na drodze autokrynnej, jaki i parakrynnej. Centralna role¢ w ich syntezie pelnia
cyklooksygenazy-1 1 2 (COX-1 1 COX-2). COX-2 jest indukowalna izoforma enzymu, tzn.
pojawiajaca si¢ w komorce w ciagu okoto 1-4 godzin po zadzialaniu czynnika stymulujacego
(np. cytokin, czynnikow wzrostu, endotoksyn), bioraca udzial w p6zniejszej modulacji procesu
zapalnego. Gen dla COX-2 pozostaje pod kontrola czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych do
rodziny NF-kappaB/Rel i ulegajacych aktywacji pod wplywem np. lipopolisacharydu (LPS),
interleukiny 1, czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-a). Natomiast COX-1 jest izoforma
konstytutywna, ktéra odpowiada za utrzymanie homeostazy organizmu. Na przyktad COX-1
bierze udziat m. in. w zapewnianiu odpowiedniego poziomu PGE, w uktadzie pokarmowym
(funkcja cytoprotekcyjna), odpowiada za prawidtowy poziom TXA, w uktadzie krwiono$nym
(niezbedny w procesach krzepnigcia), jest rowniez zaangazowana w kontrole funkcjonowania
nerek (transport jonow i wody), a takze uktadu endokrynnego, nerwowego i1 rozrodczego.

Pomimo 60% homologii 1 katalizowania identycznych zwiazkéw, COX-1 1 COX-2 kodowane



sa przez r6zne geny zlokalizowane na odmiennych chromosomach [5, 6].

Gltowna role w uwalnianiu AA z fosfolipidéw budujacych btony komodrki peini tutaj
cytozolowa fosfolipaza A, (cPLA,) typu IV. Zablokowanie tego enzymu np. przez
glukokortykosteroidy prowadzi do zmniejszenia produkcji eikozanoidow w komorce. PLA, w
wyniku aktywacji przemieszcza si¢ w komoérce do jadra komodrkowego i1 do siateczki
$rodplazmatycznej, gdzie znajduja sig¢ sprzgzone z btona COXs, zorientowane swa domena
wiazaca substrat w kierunku uwalnianego AA. Powstajace w wyniku dziatania COX
prostaglandyny H, (PGH.) sa substratem dla syntaz prostaglandyn i tromboksanu. Lokalizacje
tych syntaz sa zréznicowane. Na przyklad syntaza tromboksanu (Tx) wystgpuje przede
wszystkim w plytkach krwi i makrofagach, syntaza PGF,, w macicy, syntaza prostacykliny w
$rédblonku, a syntazy PGD, w komoérkach tucznych 1 mézgu. Z kolei syntazy PGE, wystepuja,
podobnie jak COXs, w dwoch izoformach (konstytutywnej i indukowalnej) i obecne sa w

wigkszosci tkanek 1 komorek [7, 8].

1.1.2  Receptory prostanoidow

O tym, czy produkowane lokalnie prostanoidy spetnia swoja funkcje, decyduje obecnosé
wiasciwych receptorow na powierzchni komoérek docelowych. Syntezowane de novo
prostanoidy sa aktywnie transportowane na zewnatrz komorki przez dobrze scharakteryzowane
btonowe transportery dla prostaglandyn PGT (prostaglandin transporters) lub inne do tej pory
nie scharakteryzowane biatka transportujace [9]. Obecnie poznano 9, a sklonowano 8 réznych
receptoréw prostanoidowych wspoétdziatajacych z biatkami G i w wigkszos$ci nalezacych do
nadrodziny  receptorow  rodopsynowych, posiadajacych  transmebranowa  domeng
siedmiokrotnie przepleciona przez btong komorki (wyjatkiem jest DP, homologicznie zwiazany

z nadrodzing receptorow N-formylowych). W zalezno$ci od wiazanego ligandu wyrdézniamy



cztery receptory dla PGE, (receptor EP;, EP,, EP5, EP,), dwa dla PGD; (receptor DP,, DP,) oraz
po jednym receptorze dla PGl,, PGF,, i TXA, (odpowiednio receptor IP, FP i TP). Ponadto
arbitralnie podzielono je na 3 klasy w zaleznosci od efektu koncowego ich dzialania w
docelowej komorce. I tak receptory ,relaksacyjne”: EP,, EP,, IP 1 DP; kooperuja z biatkami G,
co powoduje wzrost cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP) w komorce. Receptory
,skurczu” EP,, FP i TP aktywuja biatka G, co prowadzi do wzrostu jonéw wapnia w komorce
(Ca*). Natomiast receptor EP; zostal pierwotnie zaliczony do grupy receptorow ,.hamujacych”,
wiazacych si¢ z biatkami G; obnizajacymi cAMP w komorce, jednak obecnie odkryto u

zwierzat szereg izoform tego receptora wiazacych si¢ z r6znymi biatkami G (Tab. 1.1).

Tabela 1.1 Receptory prostanoidéw, czynniki zaangazowane w transdukcje sygnatu oraz

ich obecnos¢ na DC

Typ | Podtyp [zoforma Biatko G Przekaznik 11 rzgdu DC
DP DP, G cAMP 1 +
DP,
(receptor dla czynnikow Gq Ca® 1 —
chemotaktycznych - CRTH2)
EP EP, Gq Ca* 1 +
EP, G cAMP 1 +
EP, G cAMP 1 +
EP; EPsa Gi cAMP { +
EPss G cAMP 7T
EPsc G cAMP 1
EP3p Gi, Gs, Gq | cAMP I, cAMP?T, Ca® 1
FP Gy Ca* 1 —
IP G, G, cAMP 1, Ca®* 1 +
TP TPa Gy, Gi Ca> 1, cAMP | -
TPB G, G; Ca’™ 1, cAMP 1

Receptory dla prostanoidow rozpoznane u réznych organizmoéw oraz ich powiazanie z biatkami G i
wtornymi przekaznikami. Izoformy TP odkryto u ludzi, izoformy EP; u bydta, natomiast pozostale u myszy
[2, 10-13].



1.1.3  Biosynteza leukotrienow

Leukotrieny, w odréznieniu od prostaglandyn, produkowane sa w wyniku aktywacji przede
wszystkim przez komorki odczynu zapalnego, takie jak neutrofile, makrofagi, komorki tuczne
czy dendrytyczne. Kompleksy immunologiczne, bakterie i produkty ich rozpadu, jonofory
wapnia oraz inne czynniki aktywujace uruchamiaja kaskad¢ wydarzen, gdzie w pierwszej
kolejnosci aktywacji 1 przemieszczeniu w kierunku btony jadrowej ulega cPLA, oraz 5-LO,
kluczowy enzym w syntezie LTs i LXs. 5-LO nalezy do nichemowych dioksygenaz,
zawierajacych w centrum katalitycznym jon zelaza o lokalizacji jadrowej lub
cytoplazmatycznej, w zaleznosci od rodzaju komodrek [14]. Ponadto do pelnej aktywnosci
wymaga on udzialu Ca*, trifosforanu adenozyny (ATP) oraz biatka aktywujacego 5-LO
(FLAP) (5-lipoxygenase-activating protein). FLAP zwiazany jest z btona jadrowa 1 wydaje si¢
petié¢ funkcje przylaczania uwolnionego AA w taki sposob, ze mozliwa jest jego konwersja
przez 5-LO do kwasu 5-hydroperoksytetraenowego (5-HPETE), a ostatecznie do leukotrienu Ay
(LTA,) [15]. Dalszy metabolizm prowadzi kolejno do powstania LTBy i jest katalizowany przez
hydrolazg LTA., zawierajaca cynk w centrum katalitycznym oraz do tworzenia LTC,,
katalizowanego przez przytaczenie glutationu przez synataz¢ LTC., zwiazana z btong jadrowa.
LTC, jest stosunkowo nietrwalym produktem ulegajacym na zewnatrz komorki degradacji do
LTD, oraz LTE., ktére lacznie ze swym prekursorem zaliczane sa do leukotrienéw
cysteinylowych (cysLTs). Okazato sig, ze to wilasnie cysLTs sa skladnikami SRS-A (slow-
reacting substance of anaphylaxis) wolno dziatajacej substancji w reakcji anafilaksji [16].
Warto zauwazy¢, ze ekspresja 5-LO 1 syntazy LTCs, a w zwiazku z tym i synteza LTs, sa
ograniczone do komorek pochodzenia mieloidalnego (monocyty/makrofagi, neutrofile,
eozynofile, mastocyty i komorki dendrytyczne) natomiast hydrolaza LTA4 obecna jest w wielu

innych typach komorek [17, 18].



1.1.4  Receptory leukotrienow

Powstajace LTs sa transportowane na zewnatrz komoérek docelowych przez transportery (na
przyktad LTC, przez biatko MRP1 (multidrug resistance-associated protein 1)), gdzie poprzez
specyficzne receptory wptywaja auto- lub parakrynnie na te komorki [19]. Obecnie poznano po
dwa typy zewnatrzbtonowych receptorow dla LTBs oraz cysLTs. Podobnie jak receptory
prostanoidow, sa one zaliczane do rodziny receptoréw siedmiokrotnie przebijajacych btong
komorkowa, kooperujacych z biatkami G. Dobrze poznany receptor BLT;, wystepujacy przede
wszystkim na leukocytach, charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do LTB4. Aktywacja
BLT; 1 kooperujacego biatka G; wywotuje chemotaksj¢ neutrofilow i zachodzi juz w
nanomolarnych st¢zeniach. Natomiast w mikromolarnych st¢zeniach LTBs dzialajacy na
receptor BLT, aktywuje biatka G, co pobudza neutrofile do wydzielania kolejnych mediatorow
prozapalnych. Niedawno scharakteryzowano kolejny receptor dla LTBs (BLT,), o niskim
powinowactwie, wystepujacy na roznych komorkach, ale jego rola jest jeszcze stabo poznana
[20]. Wydaje si¢ jednak, ze to BLT; odgrywa gtéwna role w odczynie zapalnym, za czym
przemawiaja doswiadczenia na myszach pozbawionych tego receptora [21, 22]. Ponadto
odkryto jeszcze jeden, wewnatrzjadrowy receptor dla LTBs, PPAR-a (peroxisome
proliferators-activated receptor-a), ktory jest prawdopodobnie odpowiedzialny za negatywny
sygnat zwrotny w kontroli syntezy LTB, [23].

Dla leukotrienow cysteinylowych znaleziono receptor CysLT,, zlokalizowany przede
wszystkim na mig$niach gladkich oskrzelikow oraz $rddbtonku naczyn kapilarnych, ktory
preferencyjnie wiaze LTD, 1 nieco stabiej LTC,. Ponadto odkryto jeszcze jeden receptor dla
cysLTs, CysLT,, gdzie LTD, i LTC, tacza si¢ z podobnym powinowactwem. Znaleziono go na
przyktad w sercu, mézgu czy korze nadnerczy, jednak jego rola regulacyjna ciagle pozostaje

nieznana [24].



1.2 Wybrane zagadnienia z biologicznej funkcji eikozanoidow

Eikozanoidy stanowia bogata grupe zwiazkow syntetyzowanych de novo z fosfolipidow w
odpowiedzi na bodziec. Pelnia wazna funkcjg kontrolna w wielu procesach fizjologicznych, jak
réwniez sa zaangazowane w powstawanie odczynu zapalnego. Badania prowadzone od lat 30
ubieglego stulecia nad ta grupa zwiazkéw dowodza, jak szerokie maja dzialanie, dodatkowo
komplikowane przez roznorodnos¢ receptorow. PGE,, na przyklad, w zaleznosci od receptora,
poprzez ktéry dziata, moze powodowaé skurcz oskrzelikow i mig$niowki gladkiej przewodu
pokarmowego, jesli jest to receptor EP,. Natomiast, jesli dziata na receptor EP,, to powoduje
rozszerzenie oskrzelikow, zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn krwiono$nych, zwigkszone
wydzielanie sokéw trawiennych oraz relaksacje migsniowki gladkiej przewodu pokarmowego.
Za$§ stymulacja poprzez receptor EP; prowadzi do skurczu migéni gladkich przewodu
pokarmowego, zmniejszonego wydzielania kwasu zoladkowego przy jednoczesnym
zwigkszeniu produkcji $luzu, czy wreszcie wywotuje skurcze porodowe. Uwalnianie TXA,,
innego zwiazku z grupy eikozanoidow, wywotuje przede wszystkim skurcz i zmniejszenie
przepuszczalnosci naczyn oraz powoduje agregacje ptytek krwi. Natomiast, PGL, oraz PGD,
dziataja przeciwstawnie do TXA,. Dodatkowo PGD,, podobnie jak PGE, wywoluje skurcze
podczas porodu oraz reguluje uwalnianie hormonow podwzgoérzowo-przysadkowych. PGI,
odgrywa roéwniez istotna role w regulacji resorpcji sodu w nerkach przez stymulacj¢ uwalniania
reniny. Leukotrieny, podobnie jak prostaglandyny i tromboksany, biora udziat w regulacji wielu
proceséw, np. cysLTs (LTC,, LTDs4, LTE,), odgrywaja istotna role w reakcjach alergicznych. W
uktadzie oddechowym wywotuja wzmozona produkcje $luzu, skurcz migénidowki gladkiej
oskrzelikéw, a ponadto moga aktywowaé mitogenez¢ miocytow powodujac ich przerost. W
uktadzie krwiono$nym donaczyniowe podanie niewielkiej dawki cysLTs powoduje chwilowy

wzrost ci$nienia krwi, natomiast lokalnie podnosi przepuszczalno$¢ naczyn. Zroédtem LTB, w



organizmie sa przede wszystkim neutrofile, dla ktorych jest on jednoczesnie silnym czynnikiem
chemotaktycznym i aktywujacym. Jego nadprodukcja, tacznie z cysLTs, obserwowana jest w
astmie, przewleklym zapaleniu kl¢buszkow nerkowych, tuszczycy, przewleklym zapaleniu
kos$ci, czy zapaleniu phluc. Toczacemu si¢ procesowi zapalnemu nieodtacznie towarzyszy
wysoka produkcja prostanoidow i leukotrienow, ktore petnia wazna funkcje regulacyjna i
kontrolna. Najczg$ciej uwalniane sa lokalnie przez uszkodzone tkanki, naczynia krwionos$ne,
komorki tuczne, w dalszym etapie przez naciekajace komorki, takie jak neutrofile, eozynofile,
monocyty/makrofagi. Gtownym celem tego procesu jest jak najszybsze wyeliminowanie
czynnika uszkadzajacego tkanki, a nastgpnie wygaszenie reakcji zapalnej. Mozemy sig, wigc
spodziewaé, ze uwalniane eikozanoidy beda czgsto dziata¢ przeciwstawnie. Na przyktad
wcze$nie uwalniany LTB, jest silnym czynnikiem chemotaktycznym dla makrofagéw i
neutrofiléw. Jest on réwniez intensywnym aktywatorem neutrofilow, dodatkowo
zwigkszajacym ich wlasciwosci adhezyjne oraz bojcze. Ulatwiony naplyw komorek bojczych
zapewniaja PGE,, PGL, PGD, i cysLTs, ktore sa silnymi czynnikami zwigkszajacymi
przepuszczalno$¢ naczyn kapilarnych, dzialajacymi synergistycznie z histaming 1 bradykinina.
Skutkiem ubocznym uwalnianych w duzej ilo$ci mediatorow jest powstanie odczynu
zapalnego, ktéry objawia si¢ bolem, zaczerwienieniem, obrzgkiem, goraczka i w konsekwencji
utrata funkcji danego narzadu. Na przyktad za powstawanie goraczki, odpowiedzialna jest
glownie PGE,, za czym przemawia fakt, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne obnizaja ja. W
dalszym etapie PGE, moze uczestniczy¢ w wygaszaniu procesu zapalnego, poniewaz znacznie
obniza zdolno$ci neutrofiléow do produkcji toksycznych rodnikéw tlenowych oraz enzymoéw
lizosomalnych, a wigc hamuje ich wtasciwosci bojcze, a takze hamuje uwalnianie histaminy z

komorek tucznych [1, 3, 16, 18, 22, 25].



1.3 Eikozanoidy a komorki ukladu immunologicznego

O ile rola eikozanoidéw jako mediatorow zapalenia jest dobrze scharakteryzowana, to ich
immunomodulacyjny wplyw na naciekajace 1 obecne w ognisku zapalnym komorki
prezentujace wciaz wymaga wyjasnienia.

Szczegolnie interesujacy wydaje si¢ by¢ wplyw eikozanoidéw na komoérki dendrytyczne
(DC). Komorki te nie tylko same je produkuja (efekt autokrynny), podnoszac w ten sposob
poziom eikozanoidow uwalnianych w miejscu zapalenia (efekt parakrynny), ale dodatkowo,
dzigki swoim niezwyktym zdolno$ciom do aktywacji antygenowo swoistych limfocytow, petnia
centralna rol¢ w indukcji 1 ukierunkowywaniu odpowiedzi immunologiczne;.

DC sa wyspecjalizowanymi komorkami prezentujacymi antygeny naiwnym limfocytom T.
Spotykamy je w wigkszosci tkanek w formie niedojrzatej (np. w skorze nazywane sa
komoérkami Langerhansa), gdzie bardzo wydajnie fagocytuja i przetwarzaja antygeny (antigen
processing). Uprzednio uwazano, ze DC w zaleznos$ci od pochodzenia okreslaja polaryzacje
funkcjonalna naiwnych limfocytow. Na przyktad DC wywodzace si¢ z komorek szpiku, sa juz z
gbéry zaprogramowane do aktywowania naiwnych limfocytow w strong¢ odpowiedzi Th2,
natomiast DC pochodzenia limfoidalnego w kierunku Th1 [26].

Obecnie sugeruje sig, ze roOwnie istotna rol¢ w polaryzacji odpowiedzi immunologiczne;j
odgrywa mikrosrodowisko niedojrzalej DC oraz charakter antygenu. Wykazano, ze mediatory
odczynu zapalnego sa odpowiedzialne za koncowe dojrzewanie DC polegajace na
zahamowaniu ich zdolnosci do endocytozy (fagocytozy), wzrostu ekspresji MHC Il czy
molekul kostymulujacych (CD40, CD80, CD86). W peii dojrzale DC wedruja wraz z
przetworzonym antygenem do lokalnych weztéw chtonnych. W tym procesie szczegdlna role
modulujaca wydaja si¢ peli¢ syntezowane de novo przez DC mediatory zapalenia, przede
wszystkim cytokiny i eikozanoidy. Na przyktad uwalniana interleukina 12 (IL-12) stymuluje

dojrzewanie limfocytow T w kierunku odpowiedzi Thl, a prostaglandyna E2 (PGE,) w Th2



[27, 28, 29].

Komorki dendrytyczne dzigki specjalnym receptorom PRR (pattern recognition receptors),
do ktérych zalicza si¢ m. in receptory TLR (Toll-like receptors), tatwo rozpoznaja i fagocytuja
niebezpieczne patogeny, dajac jednoczesnie, poprzez produkcje mediatorow zapalnych, sygnat
innym komoérkom do mobilizacji. Jednym z bardzo silnie dzialajacych mediatoréw lipidowych,
wplywajacym zarowno na dojrzewanie DC jak i ich dojrzate juz formy, jest PGE, [27, 30].
Przeprowadzone badania wskazuja, ze PGE, tacznie z IL-1B i TNF-a silnie indukuje
dojrzewanie DC, a stgzenie cytokin wymagane dla skutecznego dojrzewania DC mialo by¢
okoto 100-krotnie nizsze niz w przypadku braku tej prostaglandyny. Ponadto obecno$¢
(priming) PGE, w trakcie dojrzewania DC powodowata, ze poOzniejsza stymulacja DC
charakteryzowata si¢ obnizona produkcja IL-12, cytokiny promujacej odpowiedz
immunologiczng w kierunku Th1. Tak przygotowane w petni dojrzate DC byly niewrazliwe na
dziatanie IL-10, cytokiny silnie hamujacej proces dojrzewania DC [30]. Co ciekawe, inna grupa
badaczy pokazala, ze niestymulowane DC produkuja wigcej IL-12 pod wptywem PGE; zaleznie
od dawki, zwtaszcza w obecnosci TNF-a [27].

Z analizy powyzszych wynikow badan wynika, ze rola PGE, wciaz pozostaje niejasna, a
uzyskane wyniki moga w duzym stopniu zaleze¢ od procedury przygotowania DC, jak rowniez
czasu podania i rodzaju uzytych stymulatorow. W dotychczasowych badaniach wykazano, ze
egzogenna PGE, wptywa hamujaco na uwalnianie TNF-a, natomiast podnosi poziom IL-10 w
hodowli monocytow-makrofagéw i DC stymulowanych LPS [31, 32, 33]. Coraz wigksza ilo$§¢
nowych danych wskazuje, ze w tkankach obwodowych, gdzie wystepuja niedojrzate DC, PGE,
ma dziatanie aktywujace. Pod wptywem PGE: na powierzchni aktywowanych DC pojawia si¢
receptor CCR7, ktéry ma istotne znaczenie w ich wedrowce do lokalnych weztéw chtonnych
zgodnie z gradientem czynnikéw chemotaktycznych CCL19 i CCL21 [34]. W weztach w

strefach T-zaleznych dojrzate DC uwalniaja rowniez chemokiny, ktorych zadaniem jest



przyciaganie limfocytow Thl lub Th2. Wykazano, ze PGE, wzmaga produkcje chemokiny
MDC (macrophages derived chemokine) (CCL21) (chemoatraktant dla Th2), natomiast obniza
uwalnianie IP-10 (IFN-inducible protein 10) (CXCL10) (chemoatraktant dla Th1) po stymulacji
CDA40L i LPS [35].

Podsumowujac, PGE, ma dziatanie plejotropowe i wydaje si¢ petnié¢ kluczowa role w
regulacji odczynu zapalnego, a takze okre$la typ antygenowo-swoistej odpowiedzi
immunologicznej (Thl versus Th2). Obwodowo dojrzewajace DC w obecnosci PGE,, IL-10
czy glukokortykoidéw wykazuja znacznie obnizona zdolno$¢ do produkcji IL-12 warunkujaca
odpowiedz Thl oraz uwalniaja znacznie wigcej czynnikow chemotaktycznych dla Th2.
Natomiast, jesli DC na wczesnym etapie zostanie poddana dzialaniu IFN-y, to obserwujemy
wysoka produkcje IL-12 [29].

PGE; jest gtownym mediatorem produkowanym przez DC pochodzenia szpikowego, jednak
stwierdzono, ze komorki te uwalniaja réwniez PGD, oraz TXA,. Wydaje sig, ze TXA, peini
wazna funkcje¢ w interakcji DC 1 naiwnych limfocytow T. Zastosowanie agonistow receptora
TP wyraznie hamowato proliferacjg limfocytow T zalezna od DC, réwniez adhezja dziewiczych
limfocytow T do DC byla znaczaco obnizona [36]. Wazna role¢ w mediowaniu swoistej
odpowiedzi immunologicznej odgrywa rowniez PGD,. Dowiedziono, ze w zarazeniu
Schistosoma mansoni patogen ten uwalnia PGD, w ten sposob wydajnie hamujac migracj¢
komorek Langerhansa [37]. Zblizone wyniki uzyskano dla DC phlucnych, gdzie podawanie
PGD, tacznie z antygenem wyraznie obnizalo liczbg DC w weztach chtonnych [38]. PGD,,
podobnie jak jej pochodna 15d-PGJ,, silnie wptywa na funkcje DC, obnizajac zwlaszcza
produkcje IL-12 oraz czynnikéw chemotaktycznych dla Thl [39]. Jednak w odczynie zapalnym
wiasciwosci przeciwzapalne PGD; sa wygaszane przez PGE; i leukotrieny [40, 41].

Rola leukotriendéw w odczynie zapalnym jest coraz lepiej rozumiana dzigki prowadzonym

od wielu lat badaniom, m.in. przy pomocy technik molekularnych oraz defektywnych szczepow



mysich [16, 18 ,22 42]. Bardzo niewiele natomiast wiadomo o wplywie LTs na profesjonalne
komorki prezentujace, a wigc w konsekwencji na pdzniejszy rozwoj swoistej odpowiedzi
immunologicznej.

Gltownym zrédlem leukotriendw w komorce jest niewatpliwie szlak 5-LO, ktéry niedawno
odkryto réwniez w komoérkach dendrytycznych roznego pochodzenia [17, 43, 44, 45].
Wykazano, ze 5-LO jest indukowana juz podczas rdznicowania si¢ DC z komorek
progenitorowych CD34" pod wptywem GM-CSF, gdzie IL-4 dziatata hamujaco na poziom 5-
LO, a transformujacy czynnik wzrostu B1 — TGFB1 (transforming growth factor) znaczaco go
podnosi [44]. Zaczgto wige badaé, jaka funkcje petnia leukotrieny uwalniane przez DC zaré6wno
na drodze auto- jak i parakrynne;.

Przy pomocy mysiego modelu astmy indukowanej przy uzyciu DC pochodzenia
szpikowego znakowanych antygenem (hodowanych w  obecnosci ekstraktu z
Dermatophagoides farinae) zademonstrowano, ze zastosowanie egzogennych cysLTs oraz
antagonistow receptorow dla cycLTs silnie wplywa na profil cytokin produkowanych w
hodowli in vitro, jak réwniez na przebieg astmy u myszy in vivo. Ponadto zaobserwowano, ze
in vivo u myszy nacieki eozynofilow byly zdecydowanie wigksze, jesli do immunizacji uzyto
DC hodowanych z ekstraktem z D. farinae oraz dodatkiem LTD, niz u myszy kontrolnych,
wziewnie immunizowanych DC hodowanymi z samym ekstraktem. Natomiast proces
powstawania nacieku eozynofilowego byt hamowany do poziomu kontroli negatywnej (myszy
wziewnie immunizowane samymi DC), je$li do znakowanych antygenem DC dodano
antagonisty receptora cysLT, (Pranlukastu). Ponadto w modelu tym znakowane DC traktowane
LTD, produkowaly wigcej IL-10, natomiast zastosowanie antagonistow receptora cysLT,
powodowato wzrost produkcji IL-12p40 [41]. W innym mysim modelu astmy, wywolywane;j
wziewnym podawaniem ovalbuminy wykazano, ze systemowe podawanie antagonistow

receptora cysLT, znaczaco zmniejszato objawy zapalne, przy czym wydaje si¢, ze mechanizm



ten mediowany byt wilasnie przez DC. DC §ledzionowe, izolowane od tych myszy, poza
obnizona zdolno$cia do prezentacji antygenu, charakteryzowaly si¢ rdwniez niska produkcja
IL-10 oraz IL-12p70 po restymulacji LPS, w poréwnaniu do myszy tylko immunizowanych
[46]. U ludzi natomiast zaobserwowano, ze DC izolowane od o0séb z atopia produkuja okoto
szesciokrotnie wigcej cysLTs niz grupa kontrolna po stymulacji alergenem [47]. Wydaje si¢
ponadto, ze cysLTs pelnia wazna funkcje w migracji DC z tkanek obwodowych do weztow
chtonnych w gradiencie chemokin CCL19 [19]. W badaniach nad wptywem LTB, na funkcje
DC na razie pojawito si¢ niewiele doniesien. Cho¢ wiadomo, ze DC produkuja go w znacznych
ilosciach, do tej pory jedynie w do$wiadczeniach in vitro na mysich DC pochodzenia
szpikowego wykazano, ze LTB4 nie ma wpltywu na poziom uwalnianej IL-12 p70 i IL-10 w
hodowli stymulowanej LPS [48]. Jednak dotychczas w doniesieniach literaturowych brak jest
jednoznacznej i pelnej informacji o regulacyjnej roli eikozanoidow, a zawtaszcza leukotrienow,
w indukcji swoistej odpowiedzi immunologiczne;.

Pelne zrozumienie i poznanie mechanizmoéw regulacji dojrzewania komorek DC znajdzie
praktyczne zastosowanie w immunologii klinicznej. Immunoterapia jest coraz czgsciej
stosowang metoda leczenia wspomagajacego w onkologii, zakazeniach wirusowych czy
bakteryjnych. Autologiczne komorki DC spolaryzowane w kierunku aktywacji limfocytow Thl
niosace na swej powierzchni swoisty antygen sa wykorzystywane jako zywe szczepionki w
leczeniu zakazen wywolanych lekoopornymi szczepami bakterii, wirusoéw czy z natury stabo
immunogennych nowotworow [49, 50, 51]. By¢ moze w przysztosci DC, inkubowane ex vivo z
okreslonym antygenem, posiadajace zdolnosci do indukcji odpowiedzi Th2 beda
wykorzystywane w transplantologii, alergiach czy chorobach autoimmunizacyjnych, gdzie
uwalniane cytokiny np. IL-4, IL-5, IL-6 czy IL-10 stymulowalyby syntezg¢ przeciwciat

blokujacych.



1.4 Farmakologia eikozanoidow

Do identyfikacji enzymoéw bioracych udzial w syntezie eikozanoidow oraz w celu zbadania
ich roli i biologicznej funkcji w regulacji syntezy wybranych cytokin przez DC, zastosowano

nastepujace narze¢dzia farmakologiczne (szczegély patrz Rye. 1.2):

— inhibitory enzymow uczestniczacych w syntezie eikozanoidow takie jak:

« indometacyna oraz rofekoksyb (inhibitory syntezy PGs),
* MK-886, AA-861, 15S-HETE (inhibitory syntezy LTs),

* ETYA (generalny inhibitor szlaku syntezy PGs i LTs);

— agonistow oraz antagonistow receptorow dla eikozanoidow jak np.:

* PGE, (agonista EP, , 3 i4), butaprost (agonista EP), sulproston (agonista
EP, i), iloprost (agonista EP, ; i IP), BW245C (agonista DP i FP), fluprostenol
(agonista FP), LTB, (agonista BLT;,) oraz LTD4 (agonista cysLTi»);

 U-75302 (antagonista BLT,) oraz MK-571 (antagonista cysLT}).
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I1. Cele pracy

OKkreslenie udzialu eikozanoidow (prostaglandyn i leukotrienow) w

regulacji funkcji komorek prezentujacych antygen.

Badania przeprowadzono w systemie in vitro na modelu mysich komorek

dendrytycznych pochodzenia szpikowego (DC).

Cele badawcze zrealizowano poprzez:

1.

Okreslenie profilu eikozanoidéw uwalnianych przez DC stymulowane

wybranymi aktywatorami.

2.
Zbadanie typu receptoréw dla eikozanoidow zaangazowanych w transdukcje
sygnatu w DC aktywowanych PGE, i leukotrienami (badanie
przeprowadzono z uzyciem agonistow i antagonistow wybranych

eikozanoidow)

3.

Zbadanie wplywu egzo- 1 endogennych eikozanoidow na profil uwalnianych
przez DC cytokin bioracych udzial w polaryzacji odpowiedzi

immunologicznej (Thl versus Th2)



I11. Materialy i metody

3.1 Odczynniki

Monoklonalne chomicze przeciwciata przeciwko mysiemu antygenowi CD11c sprzg¢zone z
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) (klon HL3), szczurze przeciwciala przeciwko mysiemu
antygenowi CD86 (klon GL1) oraz przeciwko I-A* (klon 11-5.2) i I-A? (klon AMS-32.1)
sprzgzone z fikoerytryna (PE) (PharMingen, San Diego, CA, USA).

Butaprost [10 mM] (agonista EP,), BW245C [100 mM] (agonista DP), sulproston [10 mM]
(agonista EP, 1 EP;) oraz MK-571 [20 mM] (antagonista cysLT;) (Cayman, Ann Arbor, MI,
USA).

Iloprost [10 mM] (agonista IP) (Schering, Berlin, Niemcy).

Terbutalina (agonista receptora [2-adrenergicznego, podnoszacy poziom cAMP),
indometacyna (inhibitor COX-1 1 2), prostaglandyna E, [10 mM] oraz A23187 [50 mM]
(jonofor wapnia) (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Rofekoksyb [50 mM] (swoisty inhibitor COX-2) (Merck, Rahway, NJ, USA).

Kwas eikoza-5,8,11,14-tetraynowy (ETYA) [20 mM] (inhibitor 5-LO, cPLA, oraz
aktywator PPARa), AA-861 [50 mM] (inhibitor 5-LO), MK-886 [10 mM] (inhibitor FLAP)
(Biomol Research Laboratories, Plymouth Meeting, PA, USA).

Powyzsze roztwory wyjsciowe, ktorych stgzenie podano w nawiasach kwadratowych
przygotowano w dimetylosulfotlenku (DMSO), natomiast ponizsze roztwory przygotowano w
etanolu, a wszystkie przechowywano w temp. -80°C.

(+)-fluprostenol [21.8 mM] (agonista FP), kwas 15(S)-hydroksyeikozatetraenowy (15S-
HETE) [1 mM] (inhibitor 5-LO), 8S-HETE [0.31 mM] (aktywator PPARa), U-75302 [10 mM]

(antagonista BLT,), LTBs [2 mM] i LTD, [0.2 mM] (Cayman, Ann Arbor, MI, USA).



Zymosan z Saccharomyces cerevisiae (Sigma, St. Louis, MO, USA) rozpuszczano w 0.9%
roztworze NaCl i gotowano przez 10 min. Po odptukaniu, peletk¢ zawieszono w mysiej
surowicy zawierajacej przeciwciata i inkubowano w 37°C przez 30 minut. Tak opsonizowany
zymosan (OZ) odptukano 3 krotnie i w stezeniu 4 mg/mL zawieszono w RPMI-1640 (Gibco,
Grand Island, NY, USA), a nastepnie przechowywano w temp. -80°C.

Pozywki hodowlane przygotowywano bezposrednio przed do$§wiadczeniem na bazie
RPMI-1640 z dodatkiem 5% FCS (Gibco, Grand Island, NY, USA) oraz antybiotyku —
gentamicin (Polfa, Warszawa, Polska).

W tak przygotowanej pozywce bezposrednio przed wykonaniem do§wiadczenia z udziatem
DC rozcienczano odpowiednio odczynniki, jak rowniez, w celu eliminacji nieswoistego
wplywu, badano uzywane rozpuszczalniki (DMSO i etanol). Stwierdzono, ze DMSO w
stezeniu do 0.1% oraz etanol do 0.5% nie wptywat istotnie na poziom uwalnianych cytokin

(wynikéw nie pokazano).

3.2 Przygotowanie komorek dendrytycznych (DC)

Mysie DC pochodzenia szpikowego uzyskiwano ze szpiku izolowanego od myszy szczepu
Balb/c (doswiadczenia dotyczace prostanoidow) oraz CBA (do$wiadczenia zwiazane z
leukotrienami). Metodg uzyskiwania DC ze szpiku z niewielkimi modyfikacjami oparto na
publikacji Inaba i wsp., gdzie DC hodowano w obecnos$ci czynnika stymulujacego tworzenie
si¢ kolonii granulcytow 1 makrofagow (GM-CSF) [52]. Komdrki szpikowe, z ktérych
wyprowadzano DC uzywane do doswiadczen, pobierano z ko$ci udowych myszy przez
wyptukiwanie ich sola fizjologiczna, wstrzykiwana do komory szpikowej cienka igla.
Wyplukane fragmenty szpiku rozbijano na pojedyncze komorki intensywnie pipetujac i

zawieszano je w pozywce Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (Gibco, Rockville,



MD, USA) w stezeniu 3 x 10° komorki/mL. Pozywke dodatkowo wzbogacano 5 mg/mL apo-
transferyny, 50 nM 2-merkaptoetanolem, 10% FCS, antybiotykiem — gentamicin (Polfa,
Warszawa, Polska) oraz 10% nadsaczem z lini komorkowej X-63 produkujacej GM-CSF. Po 2
dniach pozywke z butelek hodowlanych zawierajaca populacj¢ nieadherentnych komorek
usuwano zastepujac ja Swieza pozywka. Po 7 dniach z butelek hodowlanych zbierano populacje
nieadherentnych DC uwalniajacych si¢ spontanicznie z pojedynczych gron i uzywano ich
bezposrednio w doswiadczeniach. Tak przygotowane komorki po odptukaniu zawieszano w
RPMI-1640 z dodatkiem 5% FCS i antybiotyku — gentamicin (Polfa, Warszawa, Polska) i

wysiewano na ptaskodenne plytki 24- lub 96-dotkowe w zaleznosci od do§wiadczenia.

3.3 Czystos¢ populacji DC mierzona metoda cytofluorymetrii przeplywowej

W celu sprawdzenia stopnia czystosci DC uzywanych w doswiadczeniach komorki, uzyskiwane
po 7 dniowej hodowli sprawdzano pod katem ekspresji wybranych antygenéw
charakterystycznych dla mysich komoérek dendrytycznych pochodzenia szpikowego: CDllc,
CD86 oraz MHC II (I-A* i I-A%. W skrocie, DC przed inkubacja ze znakowanymi
fluorescencyjnie przeciwciatami traktowano przez okoto 20 min. w 4°C mysimi przeciwcialami
blokujacymi receptory Fc w stezeniu 50 pg/mL (zrodto wilasne uzyskiwane z hodowli
hybrydom (klon 2.4G2 — dar od Prof. K. Eichamnna z Max-Planck-Institut fiir Inmunbiologie,
Freiburg, Niemcy), oczyszczane na biatku A). Nastgpnie DC inkubowano przez 30 min. w 4°C
ze znakowanymi przeciwciatami monoklonalnymi w 100 pL soli fizjologicznej buforowane;j
fosforanami (PBS) zawierajacej 2% FCS oraz 0.05% NaNs;. Po dwukrotnym odptukaniu
znakowane komorki analizowano w cytofluorymetrze przeptywowym Ortho CytoronAbsolute
(Ortho-Clinical Diagnostics, Rochester, NY, USA). Analiza cytofluorymetryczna potwierdza,

ze populacja DC uzyskiwana z 7 dniowej hodowli w obecnosci GM-CSF jest niejednorodna i



charakteryzuje si¢ wysoka autofluorescencja, co czgsto utrudnia niearbitralng analize przy
niskiej ekspresji pozostatych antygenow. Kazdorazowa analiza wykazala, ze procent DC
podwdjnie pozytywnych CD11¢/MHC II oraz CD11¢/CD86 wahat si¢ w granicach od ~40 do

~60 %.
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Ryc. 3.1 Analiza cytofluorymetryczna wybranych antygenéw powierzchniowych charakterystycznych
dla mysich DC pochodzenia szpikowego

A — kontrola nieznakowana i autofluorescencja, B — DC znakowane anty-CD11c FITC, C — DC znakowanie
podwdjnie anty-CD11c FITC oraz anty-MHC Il PE, D — DC znakowanie podwajnie anty-CD11¢ FITC oraz anty-
CD86 PE. Wybrano jedno z reprezentatywnych doswiadczen.

3.4 Zywotno$¢ komorek

W  celu sprawdzenia cytotoksyczno$ci uzywanych odczynnikow, komdrki po
doswiadczeniu rutynowo monitorowano pod wzgledem ich zywotnosci w poréwnaniu do
kontroli nie traktowanych odczynnikami. Mierzono metoda kolorymetryczna zdolno$¢ zywych
komorek do redukc;ji soli tetrazolowej MTS w obecnosci substancji wiazacej elektron (PES) do
rozpuszczalnej formy formazanu przy uzyciu testu CellTiter 96 AQueis One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, USA). W nadsaczach mierzono takze poziom

dehydrogenazy mleczanowej uwalnianej z martwych komorek za pomoca testu LDH Cytotoxity



Detection Kit (Takara Biomedicals, Shiga, Japonia). Wszystkie testy wykonywano zgodnie z

zaleceniami 1 dotaczona instrukcja producenta.



3.5 Oznaczanie prostaglandyny E, (PGE) i leukotriendéw (LTB4 i cysLTs) w

nadsaczach z hodowli DC

Poziom uwalnianych PGE,, LTBs i cysLTs mierzono przy pomocy gotowych testow
immunoenzymatycznych (EIA) (Cayman, Ann Arbor, MI, USA), opartych na zasadzie
kompetycji pomigdzy produkowanymi eikozanoidami przez DC a stalym st¢zeniem
sprzezonego z acetylcholinesteraza odpowiedniego standardu. Intensywnos$¢ koloru mierzonego
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 412 nm jest w tym tescie wprost proporcjonalna do
ilosci sprzezonego standardu, a odwrotnie proporcjonalna do ilo$ci uwalnianych eikozanoidow
przez DC. Poszczeg6lne kroki przygotowania probek i wykonania testu przeprowadzono
zgodnie z dolaczona firmowa instrukcja. Pomiar wykonano w  mikroczytniku
spektrofotometrycznym PowerWave, (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA) — dar z

Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.

3.6 Pomiar mRNA COX-2 oraz ekspresji bialkka COX-2 i 5-LO

Ekspresje mRNA dla COX-2 mierzono przy pomocy techniki RT-PCR (fancuchowa reakcja
polimerazy z uzyciem odwrotnej transkryptazy). Catkowity RNA z komorki izolowano przy
pomocy TRIzoIR Reagent (Gibco, Grand Island, NY, USA) zgodnie z zaleceniami producenta.
Dalsza czg§¢ oznaczenia wykonano dzigki pomocy dr Rafata Olszaneckiego z Katedry
Farmakologii Collegiu Medicum UJ. W skrocie, izolowane RNA (300 ng) z kazdej probki
postuzylo jako matryca dla odwrotnej transkryptazy M MLV do syntezy cDNA w obecnosci
oligo-(dT)i,.15 starterow (Gibco, Grand Island, NY, USA). Reakcj¢ prowadzono w 42°C przez 2
godziny. Nastgpnie w tancuchowej reakcji polimerazy DNA (PCR), cDNA bylo

amplifikowane. Reakcj¢ prowadzono w cyklach amplifikacyjnych (od 23 do 34 cykli) w T3



termocyklerze (Biometra, Gottingen, Niemcy), w 25 puL buforu zawierajacego 1 U polimerazy
HotStar Taq (Qiagen, Hilden, Niemcy), 200 uM dNTPs, 1.5 mM MgCl, oraz 40 nM
specyficznych primerow dla COX-2 oraz B-aktyny (Ambion, Austin, TX, USA). Produkty
reakcji PCR rozdzielano elektroforetycznie w 2 % zelu agarozowym i barwiono bromkiem
etydyny. Zdjecia zeli wykonywano przy pomocy cyfrowej kamery DC40 firmy Kodak, a prazki
mierzono przy uzyciu programu do analizy Scion Image for Windows (Scion, Frederick, MD,
USA). Wyniki przedstawiono jako stosunek gestosci pikseli specyficznego mRNA do mRNA
B-aktyny, a dla okreslenia specyficznos$ci prazkéw oraz orientacji zastosowano znacznik mas
DNA, marker M1 pUC19/Msp I (DNA-GDANSK 1I s.c., Gdansk, Polska) [53].

Indukcje biatka COX-2 oraz 5-LO oznaczano przy pomocy techniki Western blot. Komorki
do oznaczenia poddawano lizie w buforze PBS zawierajacym 1% Triton X-100 i 0.1% SDS.
Catkowite stezenie biatka w lizatach oznaczano przy pomocy testu Bicinchoninic Acid Protein
Assay Kit (Sigma, St. Louis, MO, USA). Zebrane probki z rowna ilo$cia biatka zawieszano w
buforze obciazajacym zawierajacym 0.125M Tris, 4% SDS (siarczan dodecylu sodu), 20 %
glycerol, 0.2 M DTT (dithiothreitol) oraz 0.02 % bigkit bromofenolowy (wszystkie odczynniki
z Sigma) w stosunku 2:1 (v/v) a nastgpnie gotowano 4 minuty. Tak przygotowane probki (7 ug
biatka w przypadku oznaczania COX-2 i 5 pg biatka dla 5-LO) naktadano na $ciezki w zelu
poliakrylamidowym zawierajacym 10% SDS), a nastgpnie prowadzono rozdzial
elektroforetyczny (SDS-PAGE) w aparcie Mighty Small IT (Amersham Bioscienes, Piscataway,
NJ) z zastosowaniem nieciagtego systemu buforowego wedlug metody Laemmli (1970) [54].
Po rozdziale biatka przenoszono na membrany nitrocelulozowe w aparacie do transferu Hoefer
TE22 (Amersham Bioscienes, Piscataway, NJ ). Po catonocnej inkubacji z roztworem biatka
blokujacego w 4°C (3% odttuszczone mleko w proszku) membrany inkubowano 2 godziny w
temp. pokojowej z kroliczymi poliklonalnymi przeciwciatami przeciwko COX-2 lub 5-LO

(Cayman, Ann Arbor, MI, USA). Nastepnie membrany po odptukaniu ponownie inkubowano w



temp. pokojowej przez godzing z drugorzedowymi przeciwciatami przeciwko kréliczym IgG
oraz z przeciwciatami monklonalnymi przeciwko B-aktynie sprz¢zonymi z fosfataza alkaliczna
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Prazki wywotywano za pomoca substratu BCIP/NBT (bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Jako
znacznika mas uzywano barwionego standardu, Low Range (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Wybarwione membrany skanowano, a prazki odpowiadajace mierzonemu biatku analizowano
za pomoca programu do analizy Scion Image for Windows (Scion, Frederick, MD, USA).
Wyniki przedstawiono jako stosunek gestosci pikseli swoistego biatka do biatka B-aktyny

ulegajacego konstytutywnej ekspresji w komorkach.

3.7 Oznaczenie cytokin metoda ELISA

Stezenie cytokin (TNF-a, IL-6, IL-12 p40 and IL-12 p70) w nadsaczach z hodowli komorek
DC oznaczano przy uzyciu immunoenzymatycznej metody kanapkowej ELISA z
zastosowaniem komercyjnie dostgpnych przeciwcial (BD PharMingen, San Diego, CA, USA).
Ptytke 96-cio dotkowa Easywash (Corning, Corning, NY, USA) inkubowano w 4°C przez noc z
50 pL przeciwcial (rozcienczonych w PBS) przeciwko mysiej IL-6 (klon: MP5-20F3, 2

pg/mL), podjednostce IL-12 p40 (klon: 15.6, 2 ug/mL), IL-12 p35/p70 (klon: Red-T/G297-289,

7.4 pg/mL) lub TNF-o (klon: G281-2626, 10 pg/mL). W celu usunigcia niezwigzanych
przeciwcial ptytke dwukrotnie przeptukiwano 0.1% Tween 20 w PBS (pH 7.2) zwanym dalej
buforem phluczacym. Nastgpnie ptytke blokowano 3% roztworem odtluszczonego mleka w
proszku w PBS przez 2 godziny w 37°C. Po ponownym dwukrotnym przemyciu ptytki buforem
pluczacym dodano odpowiednio rozcienczone standardy dla kazdej cytokiny oraz probki
badane. Po nocnej inkubacji w 4°C i czterokrotnym przeplukaniu ptytki buforem pluczacym

nakladano biotynylowane, odpowiednio rozcienczone w 4% buforze BSA (albumina bydlgca)



w PBS, przeciwciala przeciwko mysiej IL-6 (klon: MP5-32C11, 0.5 pg/mL), mysiej IL-12
(klon: 17.8, 0.5 pg/mL (p40) lub 1 pug/mL (p70)) oraz mysiemu TNF-a (klon: MP6-XT3,1 pg/
mL) (100 pL na dotek). Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej ptytke przemyto 5
razy buforem pluczacym, a nast¢pnie dodano po 100 pL peroksydazy chrzanowej sprzgzonej ze
straptawidyna (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) rozcienczong w stosunku 1:500 w
4% buforze BSA w PBS. Po okoto 45 minutach inkubacji ptytk¢ przeptukiwano szesciokrotnie
buforem ptuczacym, a nastepnie dodawano o-fenylodiaming (OPD) (0.5 mg/mL) oraz substratu
0.12%0 H,O, (oba odczynniki z Sigma, St. Louis, MO, USA) przygotowane w buforze
fosforanowo-cytrynianowym, pH 5.0. Reakcje enzymatyczna prowadzono przez 30 minut w
temperaturze pokojowej w ciemnosci, po czym zatrzymywano ja dodajac 3 M H,SO,. Odczyty
wykonywano w mikroczytniku ptytek PowerWave, przy dtugosci fali 492 nm. Poziom cytokin
w poszczegbdlnych probkach odczytywano z krzywych standardowych przygotowanych dla
rekombinowanego standardu IL-6 (PeproTech, London, Anglia), IL-12 p70 (Genzyme,
Cambridge, MA, USA) or TNF-a (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Stezenie IL-10 w nadsaczach z hodowli DC oznaczano przy pomocy gotowego zestawu

OptEIA (PharMingen, San Diego, CA, USA) zgodnie z dotaczona instrukcja producenta.

3.8 Analiza statystyczna wynikow

Do oceny znamiennoS$ci statystycznej dla pojedynczych $rednich postuzono si¢ testem
t-studenta uprzednio wykonujac analiz¢ homogennosci zmiennych przy pomocy testu F. Testem
ANOVA (analiza wariancji) badano zalezno$ci pomi¢dzy probkami dla wigkszej liczby grup, a
za granicg istotnosci statystycznej przyjeto wartos¢ p < 0.05. W doswiadczeniach, gdzie badano
dawko-zalezny wptyw stosowanych substancji, tzw. efekt maksymalny oraz tzw. efekt pot

maksymalny (ECsy), czyli stgzenie, dla ktorego obserwowano 50% zahamowania badz



podniesienia uwalniania cytokin, wyznaczano przez regresj¢ nieliniowa, dopasowujac krzywe
za pomoca programu GraphPad Prism ver. 3.03 dla Windows (GraphPad Software, San Diego,

CA USA).



IV. Wyniki

4.1 Synteza eikozanoidow przez komorki dendrytyczne (DC)

4.1.1 Indukcja ekspresji COX-2 i syntezy PGE> w DC

LPS jest silnym induktorem ekspresji COX-2 i syntezy prostaglandyn, a dziatanie LPS w
tym zakresie jest potegowane przez IFN-y. Niestymulowane DC lub stymulowane tylko
IFN-y w 24 godzinnej hodowli uwalniaja bardzo niewielkie ilosci PGE, (~0.3 + 0.05 ng/10°
komorek). Natomiast DC stymulowane LPS uwalniaja w ciagu 24 godzinnej hodowli 1.5 £ 0.6
ng/10° komoérek PGE,. W obecno$ci IFN-y ilo$¢ PGE, ro$nie do wartosci 7.0 + 1.1 ng/10°

komorek. Podobnie silnym stymulatorem okazat si¢ opsonizowany zymosan (OZ) (Ryc. 4.1A).

Ryc. 4.1 Stymulowane DC uwalniaja znaczne ilosci PGE;

Komorki hodowano w 96-dotkowych ptytkach w zageszczeniu 1 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS, IFN-y (50 U/mL),LPS plus IFN-y lub OZ (A) i kolejnych stezeniach
indometacyny lub rofekoksybu (B). Stezenie PGE. w 24-godzinnych nadsaczach hodowlanych
oznaczono za pomocg EIA. Stupki i punkty przedstawiajg srednig + btgd Sredni z 2-5 niezaleznych
eksperymentow.
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Zastosowane inhibitory COXs calkowicie hamowaty produkcj¢ PGE,, co potwierdzito
specyficzno$¢ uzytego immunotestu. Zaréwno indometacyna, nieselektywny inhibitor obu
izoform COX, jak i rofekoksyb, selektywny inhibitor COX-2, w sposoéb dawko zalezny
hamowaty produkcj¢ PGE, w DC stymulowanych LPS i IFN-y. Przy stezeniach ~100 nM dla
obu inhibitorow produkcja PGE, wracata do poziomu uzyskiwanego w kontroli (hodowla
niestymulowanych DC) (Rye. 4.1B). Wplyw selektywnego inhibitora COX-2 wskazuje, ze to
gléwnie ten enzym zaangazowany jest w produkcje PGE, w stymulowanych DC.

Wyniki pomiaru poziomu mRNA metoda RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain
reaction) oraz poziomu biatka metoda Western blot wskazuja na brak ekspresji COX-2 w
niestymulowanych DC. Natomiast juz po 1 godzinie po stymulacji LPS (100 ng/mL) bardzo
szybko wzrasta poziom transkryptu dla COX-2, a po 4 godzinach pojawia si¢ rowniez biatko
(Ryc. 4.2). Ekspresja zar6wno mRNA jak i biatka znaczaco wzrasta po dodaniu IFN-y

(wynikéw nie pokazano). Poziom mRNA w DC stymulowanych LPS wyraznie spada po 24



godzinach, jednak poziom biatka nadal utrzymuje si¢ na wysokim poziomie, co warunkuje

produkcj¢ pochodnych szlaku indukowalnej cyklooksygenazy.
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Ryc. 4.2 LPS indukuje w DC ekspresje enzymu COX-2 na poziomie mRNA oraz biatka

Komorki hodowano w 12-dotkowych ptytkach w zageszczeniu 1 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS (100 ng/mL). Po 1, 4 i 24 godzinach stymulacji oznaczono poziom mRNA
i biatka dla COX-2 w DC. Wyniki przedstawiajg jeden reprezentatywny eksperyment z dwoch

gi%ﬁl%%%]%%)Wﬁ%ﬁ?étt@trieno'w w DC

DC stymulowane przez 40 minut opsonizowanym zymosanem (OZ) lub jonoforem wapnia
(A23187), aktywatorami znanymi ze stymulacji LTs w innych komorkach [55, 56], uwalniaja
duze ilosci cycLTs oraz LTBs (odpowiednio, Rye. 4.3A i B). Dodatkowo, dodanie PMA,
aktywatora kinazy biatkowej C, lacznie z jonoforem wapnia wzmagato produkcje LTs,
zwlaszcza cycLTs. Natomiast poziom immunoreaktywnosci LTs w obecnosci LPS nie roznit

si¢ od warto$ci w grupie niestymulowanej (Ryc. 4.3A i B).
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Komorki wysiano na 96-dotkowe plytki
w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki
(5% FCS w RPMI 1640) i w obecnosci
kolejnych inhibitorow (C) lub 1 x 10° DC/mL
samego RPMI 1640 (A, B, D), a nastepnie
inkubowano je z odpowiednimi
aktywatorami. Po 40 minutach (A, B, C) lub
20 godzinach (C) zbierano nadsacze.
Stezenie leukotriendw oznaczono metodg
EIA. Wyniki przedstawiono jako $rednia %
btad $redni z 2-4  niezaleznych
eksperymentow.
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Zastosowanie szeregu inhibitorow szlaku 5-LO/FLAP: MK-886, AA-861, 15(S)-HETE oraz
ETYA (nieselektywny inhibitor metabolizmu kwasu arachidonowego) potwierdzito role
kompleksu, 5-LO/FLAP w syntezie LTs w mysich DC pochodzenia szpikowego i jednoczesnie
specyficznos¢ immunoreaktywnosci LTs wykrywanej za pomoca EIA. Inhibitor szlaku
cyklooksygenaz — indometacyna nie miata zadnego wptywu na poziom produkcji LTs (Rye.
4.3C). Przy wuzyciu metody Western Blot potwierdzona zostata ekspresja 5-LO w
niestymulowanych DC (wynikéw nie pokazano). Poprzednie doniesienia sugeruja, ze ekspresja

5-LO indukowana jest na wezesnym etapie dojrzewania DC pod wptywem GM-CSF [17].



4.2 Profil cytokin uwalnianych przez DC aktywowane LPS i opsonizowanym

zymosanem (OZ)
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Ryc. 4.4 Réznice w proporcjach cytokin uwalnianych przez DC stymulowane LPS lub OZ

Komorki hodowano w 96-dotkowych ptytkach w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS (0.2 pg/mL) lub OZ (0.2 mg/mL). Po 24 godzinach w zbieranych
nadsgczach oznaczono cytokiny metoda ELISA. Stupki przedstawiajg usrednione wyniki + btad sredni z
3-10 niezaleznych eksperymentow.



Zaobserwowano znaczace réznice w profilu uwalnianych cytokin przez DC pod wptywem
LPS (stymulujacym syntez¢ PGs, ale nie LTs) i OZ (stymulujacym produkcj¢ zaréwno LTs jak
i PGs) w 24-godzinnej hodowli. Komérki stymulowane OZ uwalnialy ~6.5 razy wigcej 1L-10
(p<0.01), ~2.8 razy wigcej TNF-a (p<0.01) 1 ~1.7 razy wigcej IL-6 (p<0.05) niz DC traktowane
LPS. Odwrotnie, LPS powodowal w przyblizeniu 2-krotnie wigksza produkcj¢ IL-12 p40 niz
0OZ (p<0.05) (Ryc. 4.4). Wyniki te sugeruja mozliwos¢, ze stymulowane przez OZ, ale nie
przez LPS, endogenne LTs moga hamowa¢ produkcj¢ IL-12 p40 i stymulowa¢ produkcje IL-6,
IL-10 Iub TNF-a w DC.

Zgodnie z poprzednimi doniesieniami, DC stymulowane samym LPS uwalnialy niewielkie
lub niewykrywalne ilosci aktywnego biologicznie heterodimeru IL-12 p70 (sktadajacego si¢ z

kodowanych przez rozne geny podjednostek p35 1 p40) [29, 57, 58].

4.3 Wplyw endogennej vs egzogennej PGE; na syntez¢ cytokin przez aktywowane DC
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Ryc. 4.5 Wplyw inhibitorow COXs na produkcje prozapalnych cytokin prze DC stymulowane
LPS

Komorki hodowano w 96-dotkowych ptytkach w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS (100 ng/mL) oraz réznych stezeniach indometacyny (inhibitor COX-1 i
COX-2) lub rofekoksybu (inhibitor COX-2). Po okoto 24 godzinach w zebranych nadsaczch oznaczono
stezenie cytokiny metodg ELISA. Punkty przedstawiajg usrednione wyniki + btad $redni z 3-4
niezaleznych eksperymentow.



Zastosowanie inhibitorow syntezy endogennych PGs, indometacyny i rofekoksybu
podczas stymulacji DC przy pomocy LPS nie mialo wplywu na poziom akumulacji
prozapalnych cytokin IL-12 p40, IL-6 czy TNF-a w nadsaczach z 24-godzinnych hodowli.
Jedynie indometacyna hamowata uwalnianie TNF-o w mikromolowych stezeniach (ICsp = 600
nM; Ryec. 4.5), znacznie wyzszych niz wymagane do zahamowania syntezy PGs (ICso = 17 nM;
Ryc. 4.1B). Wyniki te wskazuja, ze endogenne PGs nie s3 zaangazowane w proces

autoregulacji stymulowanej przez LPS produkcji cytokin w DC.
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Ryc. 4.6 Przebieg czasowy uwalniania prozapalnych cytokin przez DC stymulowane LPS

Komérki hodowano w 24-dotkowych plytkach w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS (100 ng/mL), PGE; (10 uM), butaprostu (10 uM) i indometacyny (5 uM). W
zbieranych, w odpowiednich punktach czasowych, nadsgczach mierzono poziomy wybranych cytokin
metodg ELISA. Wykresy przedstawiajg wyniki dla jednego z 3 reprezentatywnych doswiadczen, gdzie
punkty sa wyrazone jako S$rednia z 3 powtorzen, a stupki btedéw sg w postaci odchylenia
standardowego.



W przeciwienstwie do endogennych, egzogenna PGE, silnie wptywala na syntez¢

cytokin stymulowana LPS w DC. Podobnie, podanie swoistego receptorowo analogu PGE,

(butaprostu), efektywnie hamowato produkcje prozapalnych cytokin w hodowli 48-godzinne;.

Natomiast ponowne zastosowanie indometacyny (5 uM) nie wptywato na uwalnianie zarowno

IL-12 p40, IL-6 jak i TNF-0, (Rye. 4.6, Tab. 4.1).

Tabela 4.1 Wplyw PGE; na akumulacj¢ cytokin w nadsaczach z hodowli

DC stymulowanych LPS
PGE; dodana 10 min przed LPS PGE; dodana 4 godziny po LPS
Cytokiny Maksymalny efekt Maksymalny efekt
zahamowania N zahamowania N
(%) (%)
IL-12 p40 61+8 (6) Brak wplywu 3)
IL-12 p40 (+INDO) 73 £21 2) Brak wplywu 2)
IL-6 5246 (7) 19+3 2)
IL-6 (+INDO) 42 (1) Nie badano
TNF-a 98 £2 (5) 61 @)
TNF-a (+INDO) 95 (1) Nie badano

Komorki hodowano w 96-dotkowych plytkach w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci LPS (100 ng/mL), PGE, (0.01 nM — 10 uM) oraz indometacyny (5 uM). Po 24
godzinach w zebranych nadsaczach oznaczono st¢zenie cytokin metoda ELISA. Wyniki przedstawiono
jako $rednia + btad $redni, a w nawiasach podano liczbg niezaleznych doswiadczen.

Ryc. 4.7 Efekt czasu podania PGE. na
poziom uwalniania cytokiny IL-12 p40

Komorki (5 x 10%mL) hodowano 24
godziny w pozywce (5% FCS w RPMI 1640)
w obecnosci PGE; (0.1 nM — 10 upM)
dodawanej 10 minut przed lub 4 godziny po
stymulacji LPS (100 ng/mL), po czym w
zebranych nadsaczach oznaczono stezenie
cytokin metodg ELISA. Punkty przedstawiajg
usrednione wyniki z 2 do 6 doswiadczen +
biad sredni, gdzie * p< 0.05, ** p<0.01.
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Wykazano zalezny od dawki PGE, wptyw na aktywnos$¢ wydzielnicza DC, stymulowanych
LPS. PGE, dodawana do hodowli hamowata uwalnianie IL-12p40 (maksymalnie zahamowanie
~60%), IL-6 (~50%) oraz TNF-a (catkowite zahamowanie), z warto$ciami ICsy w przedziale od
1 do 7 nM. Silnie hamujacy efekt obserwowano jedynie wowczas, gdy PGE, byta obecna w
poczatkowej fazie aktywacji DC (10 minut przed stymulacja LPS). Natomiast pdzniejsze
podanie PGE: (po 4 godzinach od stymulacji LPS) wykazywalo znacznie stabszy wptyw na
produkcje IL-6 (~20%) 1 TNF-a (~60%) 1 nie miato wpltywu na produkcje IL-12 p40

(odpowiednio, Tab. 4.1 i Ryc. 4.7).

4.4 Wplyw specyficznych agonistow dla receptoréow prostanoidow na poziom

uwalniania cytokin przez stymulowane DC



1001 ®g——- .. - vy
r.'é;._nm:-n..-ﬂ
= 80-
c
s
c
~'g 807
< 3
=5
é 404
20+

PGEZ (EP1,2‘3 4)

T T T
0 10 10 10° 10°

Agonista (nM)

Ryc. 4.8 Wplyw wybranych agonistow receptorow dla prostanoidéw na produkcje cytokin IL-12
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p40 oraz IL-10 w DC stymulownych LPS

Komorki (5 x 10°/mL) hodowano przez 24 godziny w pozywce (5% FCS w RPMI 1640) w obecnosci
agonistow, w zakresie stezen od 0.001 nM do 100 uM, dodawanych 10 minut przed LPS (100 ng/mL).
Nastepnie w zebranych nadsaczach oznaczono stezenie cytokin metodg ELISA. Wyniki przedstawiono
procentowo, gdzie za 100 % uwalniania cytokin przyjeto kontrole stymulowang samym LPS, a punkty
wyrazone sg jako srednia z 2 do 6 niezaleznych doswiadczen, dla ktdrych przeprowadzono regresje

nieliniowa.

(% uwalniania)



Opisano do tej pory cztery gltowne typy receptorow dla PGE,, bedace produktami
réznych genéw, o roznym powinowactwie do PGE, (EP, =20, EP, =12, EPs; = I, EPs =2 nM) i
mechanizmie transdukcji sygnatu [10]. Sulproston, selektywny agonista mysich receptoréw EP,
i EP;, w szerokim zakresie st¢zen (0.01 nM — 10 uM) nie wplywat statystycznie istotnie na
uwalnianie 1L-12 p40 i IL-10 (Ryc. 4.8) oraz IL-6 i TNF-o (wynikdéw nie pokazano). W
przeciwienstwie do sulprostonu, butaprost, selektywny agonista mysiego receptora EP,, silnie
hamowat uwalnianie IL-12 p40, IL-6 oraz zwigkszat poziom IL-10 w nadsaczach z hodowli DC

stymulowanych LPS (Ryec. 4.8, tab. 4.2).

Tabela 4.2 Wplyw agonistéw receptoréw dla prostanoidow na akumulacje cytokin w
nadsaczach z hodowli DC stymulowanych LPS

Maksymalny efekt

Agonista Cytokiny zahamowania (1) lub
stymulacji (1) uwalniania (%)

Butaprost - EP, IL-6 4 1 59+15
IL-12 p40 3) 1 91 +38
IL-10 4 Tt 245 +91

BW245C - DP, FP IL-6 3) 1 61 +11
IL-12 p40 3) H 80+ 14
IL-10 3) " 100 +27

Iloprost - IP, EP; ;_ IL-6 2) 1 64+6
IL-12 p40 2 1 66=+3
TNF-a 2) 17 96+ 1

Komorki (5 x 10/mL) hodowano w pozywce (5% FCS w RPMI 1640) i stymulowano LPS (100 ng/mL)
w obecnosci butaprostu (0.001 nM — 10 uM), iloprostu (0.1 nM — 10 uM) oraz BW245C (1 nM — 10
pM) (agonistow dodawano 10 minut przed LPS). Po 24 godzinach w zebranych nadsaczach oznaczono
stezenie cytokin metoda ELISA. Wyniki sa przedstawione jako s$rednia + btad Sredni, a w nawiasach
podano liczbg niezaleznych doswiadczen.

Butaprost dzialata juz w bardzo niskich, pikomolowych st¢zeniach, z wartosciami ECso w
zakresie 0.02 — 0.05 nM. Dodatkowo, w wigkszosci doswiadczen obserwowano dwufazowy
wplyw butaprostu na produkcje IL-10, a ponadto silniej niz PGE, hamowal on uwalnianie IL-12
p40 (61% vs 91%; p<0.05). Wyniki te sugeruja, ze w DC butaprost dziata na wigcej niz jeden

typ receptorow lub wykazuje wyzsze powinowactwo receptorowe.



Powyzsze wyniki wskazuja, ze egzogenna PGE, wptywa na produkcje cytokin w DC przy
udziale receptorow EP,, ale nie EP, i EPs. W dalszej czgsci postanowili§my zweryfikowaé
mozliwo$¢ regulacji stymulowanej przez LPS produkcji cytokin w DC przez pozostale gtowne
typy receptorow dla PGs. BW245C jest agonista mysich receptoréw DP (receptor dla PGD,)
[59] oraz FP (receptor dla PGF,a) [10]. Podobnie jak PGE,, BW245C hamowal w sposob
zalezny od dawki produkcje IL-12 p40 i IL-6 i nasilal produkcje IL-10, dla ECsy z zakresu
475-2160 nM (Ryc. 4.8, tab. 4.2). Brak wptywu selektywnego agonisty receptorow FP
fluprostenolu (wynikéw nie pokazano), $wiadczy, ze w dzialaniu butaprostu by¢ moze
posrednicza receptory DP, a nie FP.

Podobny efekt zahamowania produkcji cytokin prozapalnych przez stymulowane DC w
zakresie ECsp od 5-22 nM zaobserwowano przy uzyciu iloprostu (analog PGL, agonista
receptoréow IP, EP, 1 EP5) [10], przy czym catkowity brak wptywu sulprostonu (selektywny
agonista EP, i EP;) wskazuje na jedyna role receptora IP w regulacji produkcji cytokin w DC
przez iloprost (Ryc. 4.8, tab. 4.2).

Uzyskane do tej pory wyniki $wiadcza, ze w DC produkcja cytokin regulowana jest jedynie
przez receptory prostaglandynowe sprz¢zone z aktywacja cyklazy adenylowej. W celu
weryfikacji roli cyklazy adenylowej i generowanego przez nia cyklicznego AMP (cAMP) w
regulacji produkcji cytokin przez PGs, zbadano wplyw selektywnego agonisty receptorow [2-
adrenergicznych — terbutaliny, zwiazku podnoszacego poziom cAMP w komorce. Podobnie jak
aktywnie biologicznie prostanoidy (PGE,, butaprost, BW245C oraz iloprost), terbutalina
hamowata produkcjg prozapalnych cytokin: IL-12 p40 i TNF-a, i zwigkszata produkcjg IL-10

(Ryc. 4.9).



Ryc. 4.9 Wplyw agonisty receptora 2-
adrenergicznego (terbutaliny), podnoszacego
poziom cAMP na profil cytokin uwalnianych

200 4
——IL-12 p40 % przez DC stymulowane LPS

- TNF-a yae

150 —IL-10 ’ Komorki (5 x 10°%mL) hodowano w

pozywce (5% FCS w RPMI 1640) w obecnoéci
terbutaliny (1 nM — 100 pyM) dodawanej 10 minut
przed LPS (100 ng/mL). Po 24 godzinach w
zebranych nadsgczach oznaczono stezenie
cytokin metodg ELISA. Wyniki sg przedstawione
procentowo, gdzie za 100 % uwalniania cytokin
przyjeto kontrole stymulowang samym LPS.
Punkty na wykresie przedstawiajg usrednione
wyniki + blad $redni z 2 do 3 niezaleznych
et —e e doswiadczen, dla ktérych przeprowadzono
0 110 100 1000 10000 100000 regresje nieliniowa (*p<0.05, t-test).
Terbutalina (nM)

100 —

Uwalnianie cytokin (%)

50

4.5 Wplyw endo- vs egzogennych LTs na synteze cytokin przez stymulowane DC

Zahamowanie endogennej produkcji LTs przy uzyciu MK-886 w niewielkim stopniu, cho¢
istotnie statystycznie, obnizato uwalnianie IL-10 (o 6.3 + 0.92 %, n = 5, p = 0.002) po
stymulacji OZ podczas, gdy nie zaobserwowano takiego wptywu na DC stymulowane LPS, nie
syntetyzujacych LTs (Rye. 4.10A). Podobny efekt obserwowano po zastosowaniu U-75302,
specyficznego antagonisty receptora BLT, dla LTB, [20]. DC stymulowane OZ w obecno$ci 10
uM stezenia U-75302 uwalnialy o 13.1 + 1.68 % (p = 0.0002, n = 7) mniej IL-10. Ponadto
U-75302 podnosit produkcje IL-12 p40 o 25.6 + 294 % (p = 0.001, n = 5) w DC
stymulowanych OZ, a obnizal produkcje IL-12 p40 DC traktowanych LPS. Jedna z przyczyn
paradoksalnego wptywu U-75302 na stymulowana przez LPS produkcj¢ IL-12 p40 moga by¢
jego wiasciwosci czgsciowego agonisty, ujawniajace si¢ przy braku syntezy endogennych LTs

w DC stymulowanych LPS (Rye. 4.10B i C) [20].
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Ryc. 4.10 Wplyw MK-886 (inhibitor FLAP), U-75302 (antagonista BLT,), MK-571 (antagonista
cysLT,) na poziom uwalniania IL-12 p40 i IL-10 przez DC stymulowane LPS lub OZ

Komorki hodowano w 96-dotkowych plytkach w zageszczeniu 5 x 10° DC/mL pozywki (5% FCS w
RPMI 1640) w obecnosci MK886, U-75302, MK-571, do ktérych dodawano 20 minut przed stymulacjg
LPS (0.2 pg/mL) lub OZ (0.2 mg/mL). Po 20 godzinach w zebranych nadsgczach oznaczano cytokiny
metodag ELISA. Stupki przedstawiajg usrednione procentowe wyniki + btad sredni z 3 do 10 niezaleznych
doswiadczen. Za 100% uwalniania cytokin przyjeto kontrole stymulowang LPS lub OZ. (* p<0.05, t-test).

Uzycie MK571, swoistego antagonisty receptora CysL T}, ktory, jak pokazano u myszy, jest
glownym, o ile nie jedynym receptorem posredniczacym w prozapalnym dziataniu CysLTs [60,
61], nie miato wptywu na profil uwalnianych cytokin przez DC stymulowane zarowno LPS jak
i OZ (Ryc. 4.10Bi C).

Powyzsze wyniki sugeruja, ze jednym z mechanizmoéw wplywajacych na roznice w
poziomach uwalniania IL-10 i IL-12 p40 przez DC stymulowane OZ i LPS, wydaje si¢ by¢

obecno$¢ LTs. Przez zastosowanie swoistych antagonistow pokazano, ze na efekt ten sktada si¢



glownie sygnalizacja poprzez receptor BLT;, natomiast blokowanie receptora CysLT; nie
wykazalo statystycznie istotnych réznic. Dlatego wydaje si¢, ze za wyzsza produkcje IL-10 i
nizsza produkcje IL-12 p40 w DC traktowanych OZ, w poréwnaniu do DC stymulowanych
LPS, odpowiada czg¢$ciowo LTB..

Aby potwierdzi¢ role LTs w modulacji uwalniania cytokin, zbadano wptyw egzogennych
LTBs i LTD4 na stymulowana przez LPS produkcje cytokin w DC (Rye. 4.11). Egzogenny
LTBs w zalezno$ci od dawki obnizal produkcje¢ IL-12 p40, maksymalnie o 22 + 1.5 % w
stezeniu 1 uM (n =5, p < 0.001; ECsp = 130 £ 22 nM), natomiast podnosil poziom IL-10 w
nadsaczach z hodowli 0 39 £5.5 % (n =7, p <0.001; ECso = 36 = 10 nM) (Ryc. 4.11A). LTD,
wydaje si¢ by¢ znacznie stabszym modulatorem uwalniania cytokin przez DC stymulowane
LPS, gdyz jedynie statystycznie istotnie i zaleznie od dawki wptywal na poziom uwalniania
IL-10, podnoszac jej poziom o 14 +2.6 % (n =3, p < 0.05; ECsp = 76 £ 2 nM) (Ryec. 4.11B).

Natomiast zarowno LTB, jak i LTD4 nie wplywat na poziom uwalniania IL-6 (Ryc. 4.11A i B).
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Ryc. 4.11 Wplyw egzogennego LTB, i LTD, na profil cytokin uwalnianych przez DC stymulowane
LPS

Komorki (5 x 10°%/mL) hodowano w pozywce (5% FCS w RPMI 1640) w obecnosci LTB. (A) lub LTD, (B)

(0.1 nM = 1 uM) dodawanych 20 minut przed LPS (200 ng/mL). Po 20 godzinach w zebranych nadsaczach
oznaczono stezenie cytokin metodg ELISA. Punkty, dla ktérych przeprowadzono regresje nieliniowa,
przedstawiajg usrednione procentowe wyniki + btad $redni z 4 do 7 niezaleznych doswiadczen. Za 100%
uwalniania cytokin przyjeto kontrole stymulowang LPS (* p<0.05, t-test).

Antagonisci cysLT, moga dziata¢ réwniez poprzez jadrowe receptory, tzw. receptory dla



aktywatorow proliferacji peroksysoméw PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors)
[62], wywolujac ogdlnie efekt hamujacy na aktywowane komorki uktadu immunologicznego
[63]. Jeden z typéw PPARs — PPAR-a wydaje si¢ by¢ tez jadrowym receptorem dla LTBs. W
DC stymulowanych LPS agonisci/aktywatory PPAR-a, ETYA oraz 8S-HETE, hamuja

uwalnianie zaréwno IL-12 p40 jak i IL-10 w (Ryc. 4.12).
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Ryc. 4.12 Wplyw aktywatorow PPARa na profil cytokin uwalnianych przez DC
stymulowane LPS

Komorki (5 x 10°/mL) hodowano w pozywce (5% FCS w RPMI 1640) w obecnosci ETYA (A) lub
8S-HETE (B) (10 nM — 20 uM) dodawanych 20 minut przed LPS (200 ng/mL). Po 20 godzinach w
zebranych nadsgczach oznaczono stezenie cytokin metodg ELISA. Punkty, dla ktérych
przeprowadzono regresje nieliniowa, przedstawiajg usrednione procentowe wyniki + btad sredni z 4 do

7 niezaleznych doswiadczen. Za 100% uwalniania cytokin przyjeto kontrole stymulowang LPS (*
p<0.05, t-test).



V. Dyskusja

Komoérki dendrytyczne (dendritic cells, DC), glowne komorki prezentujace antygen
odgrywaja centralna rol¢ w indukcji i polaryzacji pierwotnej odpowiedzi immunologicznej. Ich
funkcje sa kontrolowane na drodze autokrynnej przez takie mediatory, jak cytokiny,
prostanoidy czy leukotrieny. Poznanie mechanizméw dzialania tych mediatoréw i ich roli w
funkcjonowaniu komoérek DC jest jednym z wazniejszych probleméw wspolczesnej
immunologii oraz przedmiotem intensywnych badan.

W naszych badaniach udato si¢ wykaza¢, ze stymulowane LPS lub/i IFN-y DC pochodzenia
szpikowego, w przeciwienstwie do niestymulowanych, uwalniaja znaczne ilo$ci PGE,, a dzigki
zastosowaniu rofekoksybu i indometacyny, specyficznych inhibitoréw COXs wykazano, ze w
produkcje PGE. zaangazowana jest indukowalna forma COX (COX-2). Nasze wyniki sa
zgodne z niedawnymi doniesieniami literaturowymi Harrizi i wsp., wg ktorych stymulacja LPS
1 zastosowanie selektywnych inhibitorow COX-1 i COX-2 dowodzi przede wszystkim udziatu
COX-2 w produkcji PGE,, pomimo obecnosci — COX-1 w niestymulowanych DC [48]. Oprocz
PGE,, stymulowane DC uwalniaja rowniez znaczne ilo$ci leukotrienéw (LTs), przy czym w
naszym modelu do§wiadczalnym, jedynie opsonizowany zymosan (OZ) oraz znane aktywatory
uwalniania LTB,4 przez makrofagi i DC, takie jak jonofor wapnia i PMA, pozwalaly uzyskaé
wykrywalne ilo$ci LTs [17, 44]. Nie udato si¢ natomiast zastymulowa¢ w naszych warunkach
DC do produkcji LTs samym LPS, nawet w 24 godzinnej hodowli (wynikéw nie pokazano), co
nie jest zgodne z wynikami Harrizi i wsp. [48]. Wydaje si¢, ze LPS jest ogolnie stabym
stymulatorem syntezy LTs w takich komoérkach, jak neutrofile [56, 64] czy makrofagi
otrzewnowe [65], natomiast dobrze reagowaly na ten czynnik ludzkie makrofagi ptucne [66].
Harrizi i wsp. w swoim modelu do§wiadczalnym, oprocz GM-CSF, stosowali dodatkowo 1L-4

w hodowli DC pochodzenia szpikowego, a w doswiadczeniach do stymulacji DC uzyli LPS w



stezeniu 1 pg/mL (w naszym doswiadczeniu bylto to 0.2 pg/mL) [45, 48]. Prawdopodobnie na
odmienna reaktywnos¢ DC pod wptywem LPS mialy wplyw zr6znicowane metody hodowli
DC zastosowane w do$§wiadczeniach, dlatego wymaga to dalszych badan, poniewaz wciaz jest
niewiele prac na ten temat.

Warto zwréci¢ uwagg, ze zdolno$¢ syntezy leukotrienow jest bardzo restrykcyjna i
ograniczona do zaledwie kilku typow komorek pochodzenia mieloidalnego, takich jak
mastocyty (komorki tuczne), bazofile, eozynofile czy neutrofile. Dodatkowo, niektére z nich,
jak np. neutrofile, wykazuja ekspresje tylko 5-LO 1 produkcje LTB4, natomiast nie wykazuja
syntezy cysLTs [60].

Jako pierwsi wykazaliSmy, ze DC, oprocz syntetyzowania LTB4, produkuja réwniez
znaczne ilo$ci cysLTs, pod wplywem OZ czy jonoforu wapnia. Machida i wsp. udowodnili
ponadto, ze niewielka produkcja cysLT zachodzi réwniez w DC stymulowanych ekstraktem
roztoczy kurzu domowego — Dermatophagoides farinae, i ze produkowane przez DC
leukotrieny odgrywaja istotng role w mysim modelu astmy oskrzelowej [41]. Mianowicie, u
myszy immunizowanych donosowo DC inkubowanymi z ekstraktem Dermatophagoides
farinae z zastosowaniem antagonistow receptorow cysLTs obserwowano znacznie tagodniejszy
przebieg astmy oskrzelowej po powtdrnym podaniu tego samego antygenu. Roéwniez Okunishi i
wsp. w mysim modelu astmy wywotanej ovalbuming, dzigki zastosowaniu antagonistow
receptoréw cysLTs w trakcie immunizacji myszy ovalbumina, uzyskali znaczne zahamowanie
rozwoju tej choroby [46].

W naszych badaniach zauwazylismy ciekawa wtasciwos¢ DC. O ile COX-2 i jego produkty
wymagaja pewnego czasu na indukcjg 1 syntez¢ od zadziatania bodzca (okoto 4 godzinny, Rye.
4.2), to 5-LO jest juz obecna w niestymulowanych DC (wynikdéw nie pokazano), gotowa do
produkcji substratow do syntezy leukotrienéw. Dane te sa zgodne z wczeSniejszymi

doniesieniami, gdzie wykazano, ze ludzkie DC hodowane w koktajlu cytokin GM-CSF i TNF-a



juz po 5 dniach wykazywaty obecnos¢ 5-LO oraz biatka aktywujacego lipoksygenaze-5 (five-
lipoxygenase activating protein, FLAP), a TGF-B, dodatkowo wzmagal ten efekt [17].
Obecnos¢ enzyméw syntezy LTs juz w niestymulowanych komoérkach wyjasnia akumulacje
wysokiego poziomu LTB, i cycLTs w nadsaczach z hodowli juz po 40 minutach od zadziatania
bodzca (Ryc. 4.3A i B). Oprocz tego, przez zastosowanie swoistych inhibitorow kompleksu 5-
LO/FLAP (MK-886, AA-861, 15(S)-HETE) (Ryc. 4.3C), ktoérego powstanie jest niezbedne w
syntezie LTs, potwierdziliSmy farmakologicznie, ze to wiasnie 5-LO odpowiada za produkcje
LTs w mysich DC pochodzenia szpikowego. Natomiast zablokowanie szlaku COXs nie miato
wplywu na poziom produkcji LTs w 24-godzinnej hodowli.

Podczas stymulacji DC przy pomocy LPS i OZ poza eikozanoidami powstaje rowniez
szereg cytokin pro- (IL-6, TNF-a, IL-12) oraz przeciwzapalnych (IL-10). Co istotne, proporcje
W poziomie uwalniania pomigdzy cytokinami sa wyraznie rézne w zaleznosci od uzytego
aktywatora, LPS vs OZ (Ryec. 4.4). Szczego6lnie istotna wydaje si¢ by¢ roznica pomigdzy IL-12
(cytokina odpowiedzialna za polaryzacje odpowiedzi immunologicznej w kierunku Thl), a
IL-10 (cytokina odpowiedzialna za Th2), gdzie LPS silniej stymulowat IL-12, a OZ IL-10.

Pojawia sig pytanie, czy prostanoidy i leukotrieny moga w sposéb auto- lub parakrynny
modulowa¢ profil uwalnianych cytokin przez aktywowane DC, a w konsekwencji decydowac o
charakterze odpowiedzi immunologicznej (Th1 czy Th2).

Na poczatku wykazalis$my, ze egzogennie podana PGE,, jak rowniez niektore ze swoistych
agonistow receptorow dla prostanoidow podnosza poziom cytokin przeciwzapalnych, a hamuja
produkcj¢ prozapalnych, co potwierdzaja rdwniez inne badania (Rye. 4.8, Tab. 4.1 ) [29, 30,
67, 68]. Poniewaz poziom endogennej PGE, w hodowli osiagal wartodci, przy ktérych dla
egzogennej PGE, obserwowali$my skutki ich dziatania, postanowili§my zbada¢, czy endogenna
produkcja PGE, w sposob autokrynny moze wplywaé na profil uwalnianych cytokin przez

aktywowane DC. Przy uzyciu indometacyny, inhibitora COX-1 i COX-2 oraz selektywnego



inhibitora COX-2, rofekoksybu wykazali§my, ze zarowno dla ré6znych stgzen inhibitoréw (Rye.
4.5), jak rowniez dla r6znego czasu dzialania (Rye. 4.6) zablokowanie endogennej produkcji
prostanoidow nie mialo istotnego wpltywu na poziom uwalnianych cytokin prozapalnych.
Podobny brak wptywu inhibitorow COXs, przy zablokowaniu endogennej syntezy PGs, na
dojrzewanie ludzkich DC pochodzenia szpikowego uzyskal Matasic 1 wsp. (mierzono poziom
ekspresji CD83 oraz produkcji IL-12 p40) [69]. Nasze wyniki potwierdzone zostaly ostatnio
przez Vassiliou i wsp. [33]. Autorzy ci wykazali na mysich DC pochodzenia szpikowego
hodowanych tylko w obecnosci GM-CSF, ze jedynie egzogenna PGE, i butaprost skutecznie
hamuja uwalnianie i kumulacj¢ TNF-a, zar6wno w hodowli in vitro, jak réwniez in vivo,
podczas gdy endogenne PGs wydaja si¢ nie odgrywaé roli. Dane te réznia si¢ od wynikow
Harizi i wsp., gdzie zastosowanie selektywnych inhibitorow COX w trakcie stymulacji LPS
wyraznie zmniejszalo uwalnianie IL-10, natomiast dramatycznie rost poziom IL-12 [48].
Niewatpliwie réznice te wynikaja z faktu, ze nasze DC produkowaty zdecydowanie mniej IL-10
po stymulacji LPS (okoto 10-15 razy mniej, 100 pg/mL vs 1500 pg/mL). Ponadto, nasze DC
zbierano do do$wiadczen juz 7. dnia, natomiast Harizi i wsp. uzywali DC 10-dniowych,
dodatkowo hodowanych w obecnosci IL-4, a wigc bardziej zroznicowanych i dojrzatych. Przy
niskim poziomie IL-10, gdzie to wtasnie ta cytokina, wedtug Harizi i wsp., petni kluczowa rolg
w regulacji profilu uwalnianych cytokin przez DC, mogliSmy nie zaobserwowac istotnych
r6znic dla endogennej PGE,, ktéra pojawia si¢ zbyt pdzno, aby zadziata¢ autokrynnie [48, 70].
Dlatego efekt przeciwzapalny obserwowaliSmy jedynie, gdy PGE; byta dodawana do DC 10
minut przed stymulacja LPS (Ryc. 4.6, 4.7, Tab. 4.1). Natomiast, gdy PGE, podawaliémy do
hodowli DC po 4 godzinach od stymulacji LPS, uzyskiwali§my znacznie stabszy efekt
zahamowania uwalniania cytokin prozapalnych, porownywalny do efektu zablokowania
produkcji endogennej PGE,.

Podsumowujac, w naszym modelu dos§wiadczalnym in vitro endogenne PGs nie wptywaja



W sposob autokrynny na poziom cytokin prozapalnych, produkowanych przez stymulowane
DC. Wydaje sig, ze produkcja PGs rozpoczyna si¢ zbyt pdzno, aby osiagaé wystarczajace
stezenie, mogace wplywac¢ na DC. By¢ moze réwniez komodrki DC sa wrazliwe na PGs jedynie
w poczatkowej fazie stymulacji LPS. Skoro produkcja cytokin in vitro nie podlega autoregulacji
przez endogenne prostanoidy, a jedynie egzogenna PGE, w poczatkowej fazie aktywacji DC
przez LPS hamowata produkcje¢ prozapalnych cytokin, to by¢ moze in vivo, w warunkach
odczynu zapalnego, rezydujace niedojrzate DC podlegaja rezimowi prostanoidow i cytokin
uwalnianych glownie z sasiadujacych komorek na drodze parakrynnej. Taka wlasnie ciekawa
koncepcje w 2003 roku zaproponowat Morelli 1 Thomson, ktorzy stwierdzili, ze we wezesnym
etapie zapalenia uszkodzone komorki danej tkanki, mediatory pochodzenia bakteryjnego, jak
LPS oraz naciekajace neutrofile uwalniaja cytokiny prozapalne (IL-la, TNF-a i IL-6) oraz
prostanoidy (PGE,, PGD, i 15-deoksy-PGl>), ktore silnie wptywaja na rezydujace w tkankach
DC, powodujac ich dojrzewanie i migracj¢ do lokalnych weztow chtonnych [71]. Tam, w
zalezno$ci od koktajlu czynnikow, w jakich DC zostaly ,,wykapane” w dalszej kolejnosci
zostaje podjeta decyzja o rodzaju odpowiedzi immunologicznej, Thl versus Th2 lub Thl i Th2,
lub jej zaniechaniu [72, 73].

Opierajac si¢ na badaniach farmakologicznych i danych z klonowania receptorow za
pomoca cDNA wyodrebniono kilka typow receptorow dla prostanoidow wystepujacych
rébwniez na komorkach dendrytycznych (Tab. 1.1). W celu sprawdzenia profilu
farmakologicznie czynnych receptorow dla PGs w DC z naszej hodowli, zastosowali$my szereg
syntetycznych, swoistych agonistow dla poszczegdlnych receptorow. Pokazalismy, ze przy
zastosowaniu selektywnych agonistow dla receptoréw EP,, DP i IP, a wigc zwiazanych z
aktywacja cyklazy adenylowej i wzrostem wewnatrz-komérkowego cAMP, DC stymulowane
LPS zaleznie od dawki uwalnialy mniej cytokin prozapalnych, natomiast wigcej IL-10 po

stymulacji receptorow EP, i DP. Zastosowanie sulprostonu i fluprostenolu nie wptynglo istotnie



na DC, co implikuje brak zaangazowania receptorow EP,, EP; oraz FP w modulacje¢ profilu
uwalnianych cytokin przez DC stymulowane LPS. Wyniki te sa zgodne z danymi Harizi i wsp.
oraz Vassiliou i wsp., ktorzy wykazali, ze LPS wzmaga ekspresj¢ receptoréw EP, i EP4 na
powierzchni DC, pochodzacych z komdrek szpiku hodowanych w obecnosci GM-CSF i IL-4
lub tylko GM-CSF, natomiast nie wptywa na poziom ekspresji EP, i EP;, a w proces ten
prawdopodobnie jest zaangazowana endogenna PGE, [33, 45]. Podobnie jak w naszych
doswiadczeniach, zastosowanie selektywnych agonistow receptorow EP, i EP; nie wptywato na
DC, tak wigc rola tych receptorow wciaz pozostaje nieznana — by¢ moze stanowia one
przeciwwagg dla pary receptoréw EP, i EP, ze wzgledu na to, ze EPsa obniza poziom cAMP.
Jednoczes$nie, nasze wyniki sugeruja ekspresje na DC funkcjonalnych receptoréw dla PGD, co
w istotny sposéb odrdznia te komorki od monocytow/makrofagow stymulowanych LPS [74].
Ze wzgledu na brak komercyjnie dostgpnego agonisty dla receptora EP, nie udato nam si¢ w
sposob bezposredni wykazac¢ jego wptywu na DC. Zastosowanie butaprostu w podobnym, a
nawet wigkszym od PGE, stopniu hamowato produkcje IL-12 p40 oraz IL-6. Koinkubacja DC z
PGE; (1 uM) oraz butaprostem (1 pM) nie przyczynita si¢ do addytywnego zahamowania
produkcji cytokin prozapalnych (wynikéw nie pokazano), co dodatkowo sugeruje, ze w naszym
modelu badawczym receptor EP, nie jest zaangazowany w negatywna regulacj¢ uwalniania
prozapalnych cytokin lub, Ze jego niska aktywnos$¢ jest maskowana przez EP,. Wniosek ten
pokrywa si¢ z wynikami badan in vitro na ludzkich komérkach DC pochodzenia szpikowego,
gdzie swoisty agonista receptora EP, w mniejszym stopniu wplywal na komorki [75].
Natomiast badania in vivo u myszy dowodza, ze EP, jest przede wszystkim odpowiedzialny za
migracj¢ komodrek Langerhansa z obwodowych tkanek do weztéw chtonnych [76]. Dodatkowo,
receptor ten w komoérkach Browicza-Kupffera jest silnie zaangazowany w negatywna regulacje
uwalniania TNF-a [77], a w innych badaniach na makrofagach otrzewnowych pokazano, ze

mRNA dla receptora EP, pojawia si¢ dopiero po stymulacji LPS i bierze, lacznie z receptorem



EP,, jako drugi sygnat, udzial w negatywnej autoregulacji produkcji TNF-a pod wptywem LPS
[79]. W przeciwienstwie do naszych wynikéw otrzymanych na mysich DC pochodzenia
szpikowego, gdzie produkcja IL-6 byla wyraznie hamowana przez PGs, sygnalizacja przez
receptory EP, i EP, w makrofagach jest kluczowym elementem w stymulacji uwalniania 1L-6
[79, 80]. Badania na myszach z defektywnym receptorem EPs, u ktorych wywotywano
reumatoidalne zapalanie stawow wykazuja, ze to wilasnie ten receptor jest in vivo
odpowiedzialny za pozytywna regulacje poziomu IL-6 w surowicy, poniewaz tylko w
przypadku jego braku obserwowano niski poziom IL-6 [81].

Poniewaz wptyw selektywnych agonistow obserwowali§my jedynie dla receptoréw EP,, DP
i IP, zastosowali$my terbutaling, agonistg receptora B2-adrenergicznego, podobnie dziatajacego
poprzez biatka G; i stymulacje cyklazy adenylowej. Wyniki byty poréwnywalne z wptywem
agonistow receptorow dla PGs, dlatego wydaje si¢ ze wzrost wewnatrz-komorkowego cAMP
jest gtownym sygnalem w DC do zmiany profilu uwalnianych cytokin. Wyniki te potwierdzaja
badania Vassiliou i wsp. [33].

Cho¢ nasze badania in vitro nie wykazaty istotnego wplywu endogennych prostanoidow na
profil uwalnianych cytokin, to silny wplyw zaobserwowaliSmy przy zastosowaniu egzogennej
PGE.. Wydaje sig, wigc ze in vivo gtéwna rola PGE, produkowanej przez stymulowane DC
oraz inne komoérki obecne w miejscu zapalenia np. neutrofile czy makrofagi, jest wpltywanie na
naciekajace komorki, a decydujaca rolg w sygnalizacji dla PGE, u DC wydaje si¢ petnié
receptor EP,, natomiast rola EP,, EP; i EP, wciaz wymaga wyjasnienia.

Poza produkcja PGs, DC uwalniaja réwniez inne pochodne AA, zwlaszcza duze ilosci
leukotrienow, w krotkim czasie od zadzialania bodzca. Podobnie jak w przypadku PGE,,
postanowili§my sprawdzi¢, czy endogenne lub egzogenne LTs w czasie stymulacji moga
modulowa¢ profil cytokin produkowanych przez DC. W naszych badaniach wykazaliSmy, ze

zahamowanie endogennej produkcji LTs przy uzyciu inhibitora 5-LO jedynie w niewielkim



stopniu  hamowato produkcje IL-10 po stymulacji OZ. Ciekawy efekt natomiast
obserwowaliSmy na poziomie receptorowym. Zastosowanie antagonisty receptora BLT,
(U-75302) wyraznie nasilalo uwalnianie IL-12 p40 oraz lekko obnizato produkcje IL-10, jesli
DC stymulowano OZ, natomiast jesli DC stymulowano LPS (w naszym modelu brak produkcji
LTs), U-75302 nie wpltywal na IL-10, a lekko hamowat IL-12 p40 (Ryec. 4.10). Poniewaz nasze
badania sa pionierskie, trudno znalez¢ w literaturze material porownawczy. Jedynie Harizi i
wsp. wykazali, ze DC stymulowane LPS produkuja LTB,, jednak w ich badaniach dziato si¢ to
pod wplywem LPS [48]. Warto zwrdci¢ uwage, ze badacze stosujac w swoim modelu
doswiadczalnym inhibitor 5-LO, a nawet egzogenny LTB4, nie uzyskali istotnego wptywu na
poziom produkcji IL-12 p70 oraz IL-10, co jest niezgodne z naszymi wynikami. Ponadto DC,
uzywane przez Harizi i wsp., spontanicznie uwalnialy duze ilosci IL-12 p70, natomiast po
stymulacji LPS poziom ten paradoksalnie dramatycznie malat (z 1500 do ~300 pg/mL) [48]. W
naszym uktadzie niestymulowane DC uwalniaty tylko znaczne ilo$ci IL-12 p40, natomiast nie
produkowaty IL-12 p70. Dopiero stymulacja LPS powodowata uwalnianie IL-12 p70, jednak
wciaz na granicy oznaczalnosci. Wyniki te wydaja si¢ by¢ zgodne z wieloma wcze$niejszymi
publikacjami, na podstawie ktérych Abdi postuluje, ze do produkcji IL-12 p70 skladajacej si¢ z
podjednostki p40 i p35, wymagany jest drugi sygnatl pochodzacy od innej komorki, np.
interakcja CD40-CDA40L lub IFN-y [83].

Dodanie egzogennego LTBs do hodowli DC stymulowanych LPS wyraznie hamowato
produkcj¢ IL-12 p40, nasilito tworzenie IL-10, a nie mialo wplywu na IL-6 (Ryec. 4.11A). We
wplywie egzogennego LTB4 na DC wydaje si¢ posredniczy¢ receptor BTL,, gdyz zastosowanie
antagonisty tego receptora blokowato efekt LTB.. Poniewaz inhibitor syntezy LTs oraz
antagonista receptora BTL, wykazywaly ponadto aktywno$¢ w przypadku stymulacji DC przez
0Z, wydaje sig, ze endogenny LTB, bierze udzial w modulacji poziomu uwalnianych cytokin

zarowno na drodze auto- jak i parakrynnej odpowiadajac, za wigksza produkcje IL-10, a



mniejsza I1L-12 p40 w komodrkach stymulowanych OZ, w poréwnaniu z komoérkami
stymulowanymi LPS (Ryec. 4.4).

Wydaje sig, ze cysLTs, cho¢ produkowane w wigkszej ilo$ci, maja mniejszy wptyw na DC
stymulowane OZ w warunkach in vitro, w poréwnaniu do LTB4 (Rye. 4.10 i 4.11). Jedynie
poziom IL-10 pod wpltywem egzogennego LTDs w sposob statystycznie istotny wzrastat,
natomiast LTD, nie miat jednoznacznego wplywu na IL-12 p40. Wyniki te sa czgsciowo
zgodne z doniesieniami Machida i wsp., ktorzy jako pierwsi pokazali, ze alergeny powietrzne,
jak np. ekstrakt z Dermatophagoides farinae, stymuluja w mysich DC pochodzenia szpikowego
produkcje¢ cysLTs oraz ekspresj¢ receptora cysLT,, 5-LO, FLAP i syntazy LTC, [41]. Ponadto,
zastosowanie antagonisty receptora cysLT; (Pranlukastu) wyraznie zmniejszalo produkcje
IL-10, a nasilalo produkcj¢ IL-12 p40, natomiast dodanie egzogennego LTD, wyraznie
podnosito poziom IL-10, natomiast nieco stabiej hamowalo produkcje IL-12 p40 w DC
stymulowanych tym ekstraktem. By¢ moze silniejszy efekt cysLTs i antagonistow receptora
cysLT; wynika z uzycia innego stymulatora. Ponadto, jak pokazano w tych do§wiadczeniach, w
DC wystepuje wptyw LTD4 oraz pojawia si¢ mRNA dla cysLT, jedynie po stymulacji D.
farinae. By¢ moze stymulacja LPS Iub OZ w naszym modelu do$wiadczalnym, jak réwniez
inne warunki do$wiadczalne, nie wystarczalty do zastymulowania ekspresji receptora dla
cysLTs.

Nieco inne wyniki uzyskal Okunishi i wsp. w ukladzie, w ktorym antagonistow receptora
dla cysLTs (m.in. Pranlukast) podawano myszom immunizowanym ovalbumina, in vivo, a
nastepnie izolowano $ledzionowe DC i sprawdzono ich wiasciwosci in vitro. Badacze pokazali,
ze takie DC charakteryzuja si¢ nizsza produkcja zaréwno IL-10 jak i IL-12 p70, a wigc
potencjalnie moga hamowaé¢ odpowiedz typu Thl oraz Th2, czyli ogdlnie wykazuja nizsza
zdolnos$¢ do stymulacji odpowiedzi immunologicznej [46]. Rodzi si¢ pytanie, czy obserwowany

efekt byt spowodowany zablokowaniem receptora cysLT,. Ostatnie doniesienie Fukushima i



wsp. (2005 r.) dowodza, ze Pranlukast hamuje uwalnianie IL-5 w alergicznym zapaleniu drog
oddechowych, jednak efekt ten nie byt zalezny od receptora cysLT; [83]. Zademonstrowano
ponadto, ze antagonisci cysLT, moga dziala¢ réwniez poprzez jadrowe receptory
peroksysomalnego czynnika proliferacyjnego, tzw. PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptors) [62], wywotujac ogélnie efekt supresyjny na aktywowane komorki uktadu
immunologicznego [63], w tym réwniez na DC [84]. By¢ moze efekt obserwowany przez
Okunishi 1 wsp. zwiazany byl bardziej z aktywacja PPARs niz blokowaniem receptora CysLT;,
co byloby zgodne z naszymi doswiadczeniami, w ktorych aktywatory PPAR-a, 8S-HETE i
ETYA (Ryec. 4.12) oraz aktywator PPAR-y, 15-deoksy-PGJ, i ciglitazon (wynikow nie
pokazano), hamowaty uwalnianie zarowno IL-10 jak i IL-12 p40 z DC stymulowanych LPS
[46].

Podsumowujac, pokazalismy, ze mysie DC pochodzenia szpikowego produkuja LTs pod
wplywem stymulatoréw znanych ze skutecznej aktywacji produkcji LTs w innych komdrkach
[55, 56, 85], natomiast nie uwalniaja LTs po stymulacji LPS. Ponadto pokazali$my, ze endo- i
egzogenny LTB, nie wptywa na poziom produkcji IL-6, natomiast wydaje si¢ by¢ czgSciowo
odpowiedzialny za modulacje uwalniania IL-12 p40 oraz IL-10, prawdopodobnie gtownie
poprzez receptor BLT,. Dlatego w przypadku stymulacji OZ mysich DC pochodzenia
szpikowego obserwujemy nasilenie produkcji IL-10, a zmniejszenie syntezy IL-12 p40,
zapewne czgsciowo spowodowane obecnos$cia szybko uwalnianego LTB4, w przeciwienstwie
do DC stymulowanych samym LPS. Dodatkowo wydaje sig¢, ze wplyw LTs na DC
stymulowane LPS in vitro byl podobny do wplywu PGs, ale stabszy i by¢ moze spowodowany
nizsza ekspresja receptorow LTs lub mniej efektywna transdukcja sygnatu z receptoréow dla
LTs (odpowiednio, Ryc. 4.11A i 4.6). Natomiast w naszym modelu do§wiadczalnym nie udato
si¢ wykaza¢ istotnej roli cycLTs, cho¢ badania Machida i wsp. sugeruja, ze DC hodowane w

obecnosci cysLTs powoduja znacznie silniejszy efekt stymulacji odpowiedzi typu Th2 w



mysim modelu astmy oskrzelowej [41].



V1. Whnioski

1) Aktywowane DC pochodzenia szpikowego produkuja znaczne ilosci eikozanoidow
(prostanoidy i leukotrieny) oraz charakteryzuja si¢ obecno$cia swoistych receptoréw dla

tych zwiazkow.

2) Profil uwalnianych eikozanoidow przez DC zalezy od rodzaju uzytego stymulatora:

- LPS, znany powszechnie aktywator leukocytow, indukuje ekspresje COX-2 i w
konsekwencji produkcje PGE,, natomiast nie wptywa na produkcj¢ leukotrienow.
IFN-y dodatkowo podnosi produkcje PGE,;

- Opsonizowany immunoglobulinami zymosan (OZ) i jonofor wapnia (A23187)
indukuja produkcje leukotrienow (cysLTs i LTB,) juz po 40 minutach. Dodatkowo
nasilana jest ona przez PMA, aktywator kinazy biatkowej C. Stosujac
farmakologicznie selektywne inhibitory wykazano, ze za t¢ produkcj¢ odpowiada

kompleks 5-LO/FLAP obecny juz w niestymulowanych DC.

3) LPS oraz OZ w odmienny sposéb wplywaja na poziom uwalnianych cytokin. DC

stymulowane OZ uwalniaja znacznie wigcej IL-10, TNF-a i IL-6, natomiast mniej 1L-12

p40 niz DC aktywowane samym LPS.

4) PGE, oraz LTB; w odmienny sposob reguluja synteze cytokin, poniewaz zahamowanie in

vitro endogennej produkc;ji:

- PGE, nie wplynglo istotnie na profil uwalnianych cytokin, co sugeruje, ze nie dziala



ona w sposob autokrynny, jedynie egzogenna PGE, podawana w poczatkowej fazie
stymulacji LPS hamowata uwalnianie cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6, IL-12), a
podnosita produkcj¢ IL-10. Zatem PGE, produkowana przez stymulowane DC moze
w warunkach in vivo, lacznie z pula PGE, pochodzacych od innych komoérek, w
sposob parakrynny oddziatywac¢ na sasiednie komorki, wygaszajac proces zapalny;

- c¢ysLTs i LTB4 wplynelo na nizsza produkcj¢ IL-10 w DC stymulowanych OZ, co
sugeruje udzial LTs w regulacji autokrynnej syntezy tej cytokiny. Dodatkowo
podanie LTs w trakcie stymulacji DC LPS, czyli w sytuacji braku endogennych
LTs, wyraznie podnosito produkcje IL-10, a obnizalo uwalnianie IL-12 p40, przy
czym znacznie skuteczniej dziatat LTB, niz cysLTs. Zatem stymulacja DC przez OZ
moze w warunkach in vivo, w sposob zarowno autokrynny, jak i parakrynny, tacznie
z pula LTs pochodzaca od innych komorek przyczynia¢ si¢ do regulacji procesu

zapalnego 1 polaryzacji odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2.

5) W regulacje syntezy cytokin w DC zaangazowane sa odpowiednie receptory dla

eikozanoidéw. Dzigki uzyciu szeregu swoistych agonistow i antagonistow stwierdzono, ze:

- w zastosowanym modelu badawczym jedynie agonisci receptoréw EP,, EP4, IP, DP
oraz terbutalina modulowaly uwalnianie cytokin (TNF-ad, IL-64, IL-12p40{ oraz
IL-101). Natomiast sulproston (agonista receptoréw EP; i EP;) oraz fluprostenol
(agonista receptora FP) nie wplywaty na synteze cytokin. Wobec tego wydaje sig, ze
przeciwzapalne wlasciwosci prostanoidow zwiazane sa z obecno$cia na DC
odpowiednich receptorow, ktorych aktywacja prowadzi do wzrostu poziomu
cyklicznego AMP w komorce.

- przy zastosowaniu swoistych antagonistow receptorow dla LTs tylko zablokowanie



receptora BTL, wplywalo na poziom produkeji cytokin (IL-104 i IL-12 p401),
natomiast blokowanie receptora CysLT, nie mialo Zzadnego efektu. Zatem podczas
stymulacji OZ szybko uwalniany LTB4, w sposob autokrynny, gtownie przez
receptor BTL,, oddzialywuje na DC pochodzenia szpikowego, odpowiadajac
czgsciowo za wigksza produkcja IL-10, a mniejsza syntezg IL-12 p40 w poréwnaniu

do DC stymulowanych LPS.

6) Pelne zrozumienie i poznanie regulacji syntezy eikozanoidow przez DC umozliwi regulacjg
indukcji odpowiedzi immunologicznej Thl vs Th2. Ta wiedza na pewno znajdzie
praktyczne zastosowanie w immunologii klinicznej, gdzie immunoterapia jest coraz czgsciej
stosowana metoda leczenia wspomagajacego w onkologii, infekcjach wirusowych czy

bakteryjnych.



VII. Streszczenie

Prostaglandyny (PGs), tromboksany (TXs), leukotrieny (LTs) i lipoksyny (LXs) to
eikozanoidy syntezowane z uwalnianego z fosfolipidow przez fosfolipaze A, kwasu
arachidonowego (kwasu eikoza-5,8,11,14-tetracnowego — stad wspdlna nazwa eikozanoidy). Za
biosynteze¢ PGs i TXs odpowiada cyklooksygenaza (COX), ktora wystepuje w dwodch
izoformach COX-1 (konstytutywna) oraz COX-2 (indukowalna), natomiast LTs i LXs sa
produktami enzymdw z grupy lipoksygenaz (LOs: 5-, 12- 1 15-LO).

Eikozanoidy, dzigki swojej roznorodnos$ci oraz obecnosci na komorkach szeregu swoistych
receptoréw  (rodzina receptorow  siedmiokrotnie przebijajacych blong komodrkowa,
kooperujacych z biatkami G), pelnia niezwykle wazna funkcj¢ zar6wno w utrzymaniu
homeostazy wielu narzadoéw, a takze sa uznanymi mediatorami odczynu zapalnego. Jednym z
wazniejszych probleméw wspodtczesnej immunologii oraz przedmiotem intensywnych badan sa
mechanizmy dziatania tych mediatorow i ich immunoregulacyjna rola. Dlatego gtownym celem
niniejszej pracy bylo poznanie mechanizmoéw dziatania wybranych eikozanoidow odczynu
zapalnego (PGE,, LTB, cysLTs) na funkcje komorek uktadu immunologicznego. Do naszych
badan in vitro wybrano komoérki dendrytyczne (DC), poniewaz sa one komoérkami odczynu
zapalnego, ktére pelnia funkcje komorek prezentujacych i odgrywaja centralng role w
polaryzacji odpowiedzi immunologicznej. Komorki uzyskiwano ze szpiku kostnego
izolowanego od myszy szczepu BALB/c i CBA, ktore hodowano w ciagu 7 dni w obecnosci
GM-CSF, a czysto$§¢ tak uzyskiwanej populacji sprawdzano pod katem ekspres;ji
charakterystycznych antygendéw dla mysich DC pochodzenia szpikowego (CD11c, CD86 oraz
MHC II).

Dotychczas sadzono, ze gldownym zrodlem eikozanoidéw produkowanych w odczynie
zapalnym sa komorki tuczne, makrofagi, neutrofile, bazofile oraz eozynofile. W naszym

modelu badawczym wykazaliSmy, ze rowniez mysie DC pochodzenia szpikowego oprocz



syntetyzowania znacznych ilosci PGE,, uwalniaja LTB, i cysLTs.

Przy zastosowaniu swoistych inhibitorow enzymow udowodniliSmy, ze za syntezg PGE,
odpowiada przede wszystkim COX-2, ktora pojawia si¢ w komorce po okoto 4 godzinach od
zadzialania bodZca, natomiast synteza LTB, 1 cysLTs zalezna jest od biatka FLAP i 5-LO, ktora
byta juz obecna w niestymulowanych DC. Ponadto jako pierwsi pokazali§my, ze profil
uwalniania eikozanoidow przez DC zalezy od rodzaju uzytego stymulatora. Zastosowany w
doswiadczeniach opsonizowany przeciwcialami zymosan (OZ) indukowat produkcje
leukotrienow (cysLTs i LTBs w ciagu 40 minut) oraz PGE, (pomiar po 24 godzinach).
Natomiast LPS, znany powszechnie aktywator leukocytow, indukowat ekspresje COX-2 i w
konsekwencji produkcj¢ PGE; w 24 godzinnej hodowli, ale nie stymulowat produkcji LTs.

W wigkszosci tkanek DC wystgpuja w formie niedojrzatej (np. komorki Langerhansa
skory), gdzie fagocytuja 1 przetwarzaja antygeny (antigen processing) ulegajac jednoczesnie
aktywacji. Nastepnie moga wedrowaé do lokalnych wezidw chionnych, gdzie juz jako dojrzate
komorki stymuluja obecne tam limfocyty T. Badania dowodza, ze oprocz cytokin w
dojrzewaniu DC wazna funkcje¢ wydaja si¢ pelnic eikozanoidy produkowane zardwno przez nie
same, jak i przez naciekajace do odczynu zapalnego leukocyty. Kalinski i wsp. (1997 r.)
wykazali, ze komoérki DC hodowane w obecnosci PGE, dojrzewaja i indukuja dziewicze
limfocyty ThO w kierunku Th2 m.in. przez zahamowanie uwalniania IL-12. Rieser i wsp. (1997
r.) pokazali natomiast, ze PGE, synergistycznie z TNF-o w komérkach DC podnosi poziom
IL-12 ukierunkowujac odpowiedz w Thl (odpowiedz komoérkowa). W doniesieniach
literaturowych brak jest jednoznacznej i pelnej informacji o regulacyjnej roli eikozanoidéw, a
zawlaszcza leukotrienéw, w mechanizmach fazy indukcyjnej odpowiedzi immunologicznej. W
naszych doswiadczeniach PGE, oraz LTB4 w odmienny sposob regulowaly syntezg cytokin w
DC stymulowanych LPS. Zahamowanie in vitro endogennej PGE, nie wptyngto istotnie na

profil uwalnianych cytokin, co sugeruje, ze nie dziala ona w sposéb autokrynny. W odmienny



sposob ksztaltowata si¢ natomiast produkcja cytokin po stymulacji OZ, silnego aktywatora
uwalniania leukotrienow. DC stymulowane OZ uwalniaja znacznie wigcej IL-10, TNF-a i IL-6,
natomiast mniej IL-12 p40 niz DC aktywowane samym LPS. W tym przypadku zablokowanie
endogennych LTs obnizato nieznacznie produkcj¢ IL-10, co sugeruje czgsciowy udziat LTs w
regulacji autokrynnej syntezy tej cytokiny. Podobnie jak egzogenna PGE,, LTs podawane w
trakcie stymulacji DC przez LPS, wyraznie podnosity produkcje IL-10, a obnizaty uwalnianie
IL-12 p40, przy czym PGE, znacznie efektywniej dziatata niz LTB,4 lub cysLTs (najstabszy
efekt).

W celu wyjasnienia roli poszczegdlnych receptorow dla eikozanoidow bioracych udzial w
regulacji syntezy wybranych cytokin przez DC zastosowano szereg swoistych agonistow i
antagonistow. W naszym modelu badawczym jedynie podawanie agonistow receptorow EP,,
EPs, IP i DP hamowato uwalnianie cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-6, IL-12 p40), a
podnosito poziom cytokiny przeciwzapalnej (IL-10) . W przypadku receptorow dla LTs jedynie
zablokowanie receptora BTL, wptywato na poziom IL-10 (spadek produkcji) i IL-12 p40
(wzrost produkcji), natomiast blokowanie receptora CysL T, nie miato zadnego efektu.

Podsumowujac, komorki dendrytyczne, poza gtowna rola komdrek prezentujacych, moga
réwniez w sytuacji zagrozenia petni¢ funkcje komorek regulujacych proces zapalny i tacznie z
innymi komorkami decydowa¢ o sile i charakterze tego procesu. Dodatkowo, ze wzgledu na
swoje unikalne zdolno$ci do aktywacji limfocytow dziewiczych Th, w zaleznosci od charakteru
antygenu oraz otaczajacego je mikrosrodowiska, moga one decydowac o kierunku odpowiedzi
immunologicznej (Th1 vs Th2). Dlatego pelne poznanie i zrozumienie tych mechanizméw by¢
moze wkrotce znajdzie praktyczne zastosowanie w immunologii klinicznej, gdzie
immunoterapia jest coraz czg$ciej stosowana metoda leczenia wspomagajacego w onkologii,

infekcjach wirusowych czy bakteryjnych.



Summary

Prostaglandins (PGs), thromboxanes (TXs), leukotrienes (LTs) and lipoxins (LXs) are
eicosanoids derived from arachidonate (5,8,11,14-eicosatetraenoic acid) that can be released
from phospholipids by phospholipase A, (PLA>). The biosynthesis of PGs and TXs is catalyzed
by cyclooxygenases (COXs), which exist in two izoforms, COX-1 (constitutive enzyme) and
COX-2 (inducible enzyme), whereas LTs and LXs are produced by lipoxygenases (LOs: 5-, 12-
and 15-LO). Eicosanoids, due to their heterogeneity and differentially distributed selective
receptors, have a variety of physiological functions in homeostasis of numerous organs. They
also play an important role in inflammation. Much less is known about the regulatory role of
eicosanoids in adaptive immunity.

Dendritic cells (DC) are representatives of immune cells in the inflammation. They play a
crucial role in antigen presentation and polarization of immune responses (Thl versus Th2). DC
reside in peripheral tissues as sentinel DC and after endocytosis and processing of antigen they
undergo the final maturation. During this process, DC migrate to the T cell areas of lymph
nodes where they prime naive T cells. Maturation of DC is controlled by cytokines, but the
recent data show that eicosanoids can be involved as well. However, the role of endogenous
prostanoids and LTs in this process is still controversial.

The purpose of this study was to examine the mechanism of action of selected endogenous
and exogenous inflammatory eicosanoids: prostaglandin E, (PGE:), leukotriene B4 (LTB4) and
cysteinyl leukotrienes (cysLTs) in DC. In our experiments DC were derived from murine bone
marrow cells isolated from the femurs and collected from 7 day cultures in medium containing
GM-CSF. The purity of DC population was routinely monitored by flow cytometric analysis
using monoclonal antibody against characteristic markers of murine bone marrow DC (CDllc,

CD86 and MHC II).



Until now, it was generally accepted that only mast cells, macrophages, neutrophils,
basophils and eosinophils could be a source of eicosanoids at the inflammation site. In our
experimental model, we have demonstrated that PGE,, LTB, and cysLTs can be released also
from murine bone marrow derived DC in response to inflammatory stimuli. Using selective
inhibitors of enzymes, we have proven that PGE, synthesis in DC is mediated predominantly by
COX-2, whereas LTB,4 and cysLTs synthesis depend on 5-lipoxygenase-activating protein
(FLAP) and 5-LO (a constitutive enzyme) activities. We have shown that DC activated by
opsonized zymosan (OZ) release PGE, as well as LTs (LTB4 and cysLTs). In contrast, murine
DC treated with lipopolysaccharide (LPS), show an expression of COX-2, which results in
production of PGE,, but they do not release LTs.

We have also found that in our experimental setup PGE, and LTs differentially modify
cytokine release in LPS stimulated DC. Briefly, inhibition of endogenous PGE, had no effect on
proinflammatory cytokine production (TNF-a, IL-6 and IL-12 p40). On the contrary, exogenous
PGE: dose-dependently inhibited the release of proinflammatory cytokines and enhanced the
release of IL-10 from LPS-stimulated DC, suggesting only paracrine action of PGE, in vitro.
Murine DC treated with OZ, but not with LPS released large amounts of LTB4 and cysLTs from
endogenous substrates. Additionally, we have noticed that OZ-stimulated DC, in the contrast to
LPS-stimulated DC, release much more IL-6, TNF-a and IL-10 and less IL-12 p40. Using a
selective inhibitor of leukotriene synthesis and a high affinity antagonist of LTB, receptor
(BLT)), we have shown slightly inhibition of IL-10 production in DC stimulated with OZ, but
not LPS. Moreover, treatment with exogenous LTB,sand LTD, (one of cysLTs) enhanced IL-10
and inhibited IL-12 p40 production in LPS-stimulated DC. Thus, our results indicate that LTs
can affect cytokine release in OZ-stimulated DC in both paracrine and autocrine manner
polarizing immune response into Th2.

In order to identify receptors mediating these effects, DC were treated in vitro with



receptor-selective analogues of eicosanoids. In our experiments, only agonist of EP,, EP,, IP
and DP receptors dose-dependently inhibited the release of IL-6, TNF-a, and IL-12 p40 and
enhanced the release of IL-10 from LPS-stimulated DC. Finally, we have shown that blocking
of BLT, receptors, but not of CysLT, receptors, increased IL-12 p40 and decreased IL-10
production.

In conclusion, dendritic cells, apart from playing an important role as professional antigen-
presenting cells, may also participate in the regulation of inflammation along with other
inflammatory cells. Furthermore, they have a unique ability to prime naive T helper cells and to
determine the direction of immunological response (Th1 versus Th2). This activity depends on
interplay between local microenvironment and a nature of antigens. Our results confirm a

significant contribution of eicosanoids in these DC activities.
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