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Streszczenie

Celem pracy byto zbadanie mechanizmu cytotoksycznego oddziaty-
wania neutrofiléw ludzkich na chondrocyty chrzastki stawowej, ho-
dowanych w réznych warunkach tlenowych. Badano zaleznosci po-
miedzy aktywacja neutrofilow (CL) a dostepnoscia glukozy, pozio-
mem energii i aktywnoscig szlaku pentozofosforanowego. Wykaza-
no, ze aktywnos¢ NADPH oksydazy warunkuje intensywnos¢ odpo-
wiedzi zapalnej. Nie znalazty potwierdzenia doniesienia, sugerujace
bezposrednia zaleznos¢ CL od poziomu dostepnej energii (ATP).
Hodowle chondrocytéw prowadzone w zréznicowanych warun-
kach tlenowych wykazaty, ze w wysokich stezeniach tlenu (21%)
komérki chrzastki znajduja sie w stanie hiperoksji, cho¢ ich zy-
wotnos¢ nie rézni sie zasadniczo od komérek hodowanych w ni-
skich stezeniach tlenu.

Komérki chrzastki hodowane w wysokich stezeniach tlenu s jednak
zdecydowanie bardziej narazone na toksyczny wptyw neutrofilow.
Zahamowanie szlaku produkcji NADPH, obnizajagce w sposéb
zdecydowany poziom uszkodzen chondrocytéw, moze sugerowaé
zastosowanie blokera tego szlaku — DOG jako srodka zmniejsza-
jacego intensywnos¢ odpowiedzi zapalnej.

Summary

The main objective of our work was to examine how different
oxygen levels affects cytotoxic interactions between human
neutrophils and chondrocytes obtained from the cartilage. We
studied the connections between neutrophils activation (CL) and
the availability of glucose, the amount of energy and the activity
of the penthose phosphate pathway. We found that NADPH
oxidase affects the intensity of the inflammation process but the
amount of energy (ATP) had no direct influence on neutrophils
activation.

Chondrocytes cultivation in different oxygen conditions
demonstrated that although in high oxygen levels (21%), the
survival of the cells being in hyperoxia- state varies not from cells
cultivated in low oxygen conditions, they are significantly more
exposed to the toxic influence of neutrophils.

The inactivation of NADPH production, noticeably lowering the
level of damage delivered to the chondrocytes, could suggest that
a blocker of this pathway (DOG) might be a useful remedy,
reducing the intensity of the inflammation process.
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Wstep

Neutrofile jako pierwsze zjawiaja sie w miejscach ob-
szaru procesu zapalnego, dlatego tez czesto sa nazywane
pierwszq linig obrony. Po ich aktywacji, na skutek kontak-
tu z czynnikami obcymi lub witasnymi uszkodzonymi
tkankami, obserwuje sie wzrost zapotrzebowania na tlen
oraz uwalnianie do Srodowiska duzych ilosci aktywnych
metabolitéw tlenowych (AMT). To zjawisko, okreslone ja-
ko wybuch tlenowy (respiratory burst), jest spowodowane
aktywacja NADPH oksydazy i jest uzaleznione m.in.
od NADPH wytwarzanego w cyklu pentozofosforano-
wym. Uruchomienie systemu NADPH oksydazy prowadzi
do powstania czynnikéw niezbednych do dalszych prze-
mian katalizowanych przez mieloperoksydaze (MPO) [1].

Juz w1972 r. Allen [2] udowodnit, ze wskutek wytwa-
rzania AMT w aktywnych neutrofilach zachodzi zjawisko
chemiluminescencji (CL). CL pojawia sie wowczas, gdy
jeden z czynnikéw powstajacych w wyniku reakgji che-
micznych jest w stanie elektronowo wzbudzonym i po-
wraca do stanu wyjsciowego, emitujac Swiatto. Nateze-
nie tego Swiatta jest niezwykle mate, ale mozna je
wzmocni¢, dodajac substancje o duzej wydajnosci
kwantowej. Szerokie zastosowanie znalazta lucygenina
(wzmocnienie CL zaleznej od NADPH oksydazy) oraz lu-
minol (wzmocnienie CL zaleznej od MPO) [3, 4].

Do tej pory przeprowadzono wiele badan nad wza-
jemnymi interakcjami pomiedzy toksycznym oddziaty-
waniem komérek zapalnych, ptynem stawowym
a komponentami biorusztowan, na ktérych zasiedla sie
komorki w celu rekonstrukcji danej tkanki [5]. Interak-
cje te sg tak bardzo skomplikowane, ze juz w tej chwi-
li mozna sadzi¢, ze to wtadnie one, a nie sama hodow-
la komérek czy ich pbézniejsza implantacja, moga by¢
gtownym problemem inzynierii tkankowe;.

Proces przeksztatcania sie r6znych typéw komérek
w komorki chrzastki powinien odbywac¢ sie w warun-
kach maksymalnie odzwierciedlajacych warunki panu-
jace w jamie stawu in vivo. W przekroju chrzastki wy-
stepuja bardzo znaczne réznice w wartosciach stezenia
tlenu. Na jej powierzchni wynosi ono do 10%, w war-
stwie srodkowej 1-6%, natomiast w warstwach potozo-
nych najgtebiej warunki sa juz praktycznie beztlenowe
[6]. Z tych powoddéw w wyniku ewolucyjnej adaptacji
komérki chrzastki przystosowaty sie do pozyskiwania
energii na drodze beztlenowej glikolizy, a koniecznos¢
zachowania niskich cisnien tlenu do utrzymania feno-
typu chondrocytéw zostata wykazana juz w 1969 r. [7].

Ostatnio pojawity sie doniesienia, ze standardowe
warunki hodowli komérek chrzastki (21% tlenu) sa jed-
nak dla nich zdecydowanie niekorzystne [8, 9]. Komérki
takie znajduja sie bowiem w warunkach stresu oksyda-
cyjnego, polegajacego — w duzym skrdcie — na przewa-
dze produkcji aktywnych metabolitow tlenowych

nad mozliwosciami ich detoksykacji. Badania nad wpty-
wem zréznicowanych cisnief tlenu na chondrocyty pro-
wadzono w standardowych warunkach hodowli,
przy roznych stezeniach tlenu (w granicach 2-21%).
Oznaczano poziom wolnej energii — adenozynotrojfosfo-
ranu (ATP), parametry stresu oksydacyjnego — poziom
peroksydacji lipidéw (LPO) oraz poziomy aktywnosci en-
zymoéw inaktywujacych aktywne metabolity tlenowe
— katalazy (KAT), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz
peroksydazy glutationowe] (GPx).

Celem badan byto okreslenie stopnia zaawansowa-
nia stresu oksydacyjnego w chondrocytach hodowa-
nych w réznych stezeniach tlenu oraz okreslenie me-
chanizmu i zakresu uszkodzen, jakie moga powodowaé
neutrofile infiltrujace implanty z chondrocytami.

Materiat i metody
Odczynniki

Zymosan A (0Z) oraz ester forbolu (PMA — phorbol
12-myristste 13 acetate) otrzymano z firmy Sigma. Lumi-
nol (lum.-5-amino-2,3-dihydroftalazyno-1,4-dion), lucyge-
nine (luc.-dwuazotan10,10”-dimetylo-9,9”-dis-akrydyno-
wy) oraz fMLP (n-formylo-metionylo-leucylo-fenyloala-
nian) dostarczyta firma SERVA. Gradisol G otrzymano z fir-
my Polfa Kutnowskie Zaktady Farmaceutyczne, a PBS
(zbuforowany roztwér 0,9% NaCl z CaCl, i MgCl,) z firmy
BIO-MED w Lublinie. RPMI 1640 z L-glutaming otrzymano
z Wytwérni Surowic i Szczepionek w Lublinie. Antybiotyki
— penicylina i streptomycyna pochodzity z Polfy Tarcho-
min. Kolagenaze otrzymano z firmy SERVA, surowice cie-
leca (NCS) z Bio-Whittaker. Firma Sigma dostarczyta
DMEM/F12, amfoterycyne, hialuronidaze i trypsyne/EDTA.

Izolacja neutrofilow z obwodowej krwi zylnej

Krew obwodowa ochotnikéw (mezczyzni w wie-
ku 25-45 lat) otrzymano z Instytutu Hematologii
w Warszawie. Do izolacji komérek z krwi obwodowe;j
wykorzystano technike wirowania w gradiencie gesto-
ci przy uzyciu Gradisolu G, stosowano réwniez wstrzas
hipotoniczny w celu wyeliminowania erytrocytéw.
Otrzymane komorki (98% neutrofildow) zawieszano
w PBS i przetrzymywano w temp. 4°C do momentu roz-
poczecia badan. Ich zywotnos¢, okreslong metoda bar-
wienia z btekitem trypanu, oceniono na 96%.

Izolacja neutrofiléw z ptynu stawowego
pacjentéw chorych na reumatoidalne
zapalenie stawow

Ptyn stawowy, z ktérego izolowano neutrofile,
otrzymano od 24 pacjentéw z reumatoidalnym zapale-
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niem stawdw (RZS) obu ptci, w wieku 31-79 lat, leczo-
nych w Instytucie Reumatologii w Warszawie.

Liczba komoérek w pobieranym ptynie stawowym
(SF) wahata sie od 1x10” do 1x10*/ml.

Neutrofile stanowity 75-98% wszystkich komoérek
(Srednio 87%). Swiezo izolowany ptyn stawowy byt mie-
szany z RPMI 1640 (w proporgcji 1:5) i wirowany. Komor-
ki byty 2-krotnie przemywane PBS, nastepnie przepro-
wadzano wirowanie w gradiencie Gradisolu G oraz
wstrzas hipotoniczny. Neutrofile izolowane z SF, barwio-
ne technika May-Grunewald-Giemsy, byty morfologicz-
nie prawidtowe, a ich Zywotnos¢ wynosita ponad 80%
(barwienie z btekitem trypanu).

Przygotowywanie ptynu stawowego

Ptyn stawowy pobrano od 25 pacjentéw chorych
na RZS, leczonych w Instytucie Reumatologii.

Ptyn byt pobierany i natychmiast wirowany
w temp. 2+8°C, przez 30 min, przy obrotach 10 000/min.
Ptyn po odwirowaniu zostat rozpipetowany na porcje
1 ml w probéwkach Eppendorfa, ktére nastepnie prze-
chowywano w temp. -20°C.

Hodowle chondrocytow

Skrawki chrzastki ludzkiej, pobranej post-mortem
od ludzi niechorujacych na RZS, cieto skalpelem w wa-
runkach sterylnych, zawieszano w mieszaninie antybio-
tykéw (penicylina 200 j./ml, streptomycyna 200 pg/ml,
amfoterycyna 2,5 pug/ml). Jeden gram mokrej masy byt
trawiony w 3—4 ml pozywki, trawienie przeprowadzano
za pomoca hialuronidazy, trypsyny, a nastepnie na cata
noc pozostawiano w 0,2% roztworze kolagenazy i odsa-
czano na gazie mtynskiej, po czym zawieszano w po-
zywece. Sktad pozywki: DMEM/F12 plus 5% NCS plus an-
tybiotyki plus 10% L-glutaminy 200 mM, zawieszano
w niej 1 mln komérek na 5 ml pozywki.

Pomiar chemiluminescencji

Do pomiaréw CL wykorzystano Luminometr 1251
(Pharmacia LKB). Pomiar emisji $wiatta (wartos¢ CL)
uznano za miare aktywnosci neutrofilow. Podstawa
do interpretacji pomiaréw CL byt odsetek maksymalnych
przyrostow Swiatta w okreslonym przedziale czasowym
(30 min). Pomiary byty przeprowadzane w temperatu-
rze 37°C. Badane probki zawieraty 1x10° neutrofilow.

Pomiary CL wykonywano z udziatem luminolu i lu-
cygeniny (substancje wzmacniajace emisje Swiatta).
Neutrofile, niezaleznie od Zrddta ich pochodzenia, byty
aktywowane opsonizowanym zymosanem (OZ) oraz
eksponowane na wzrastajace stezenia ptynu stawowe-
go (SF) w zakresie 0-50% SF.
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Pomiar NADPH oraz ATP

Oznaczenia poziomu ATP i NADPH prowadzono me-
todami bioluminescencyjnymi, z wykorzystaniem lumi-
nometru LKB-1251 (Wallac).

Pomiar NADPH prowadzono przy zastosowaniu
LKB-Wallac 1243-104 NADPH Monitoring Kit, zestaw ten
jest przeznaczony do oznaczeh zredukowanego nukle-
otydu w zakresie stezef 10107 M.

Schemat przeprowadzanych reakgji:

1) NADPH + FMN + H* (NADPH:FMN oksydoredukta-
za)—>NADP* + FMNH,,

2) FMNH, + RCHO + O, (lucyferaza)—>FMN + RCOOH +
H,0 + Swiatto.

Poziom Swiatta przeliczano na stezenie NADPH, sto-
sujac odpowiednie standardy zestawu.

Pomiaru ATP dokonano przy zastosowaniu zesta-
wu 1243-107 ATP Assay Kit (firmy LKB-Wallac).

Schemat przeprowadzanych reakgji:

ATP + lucyferyna + O, (lucyferaza)—>oksylucyferyna
+ AMP + PPi + CO, + Swiatto. Analogicznie jak w zesta-
wie NADPH, odpowiednie standardy umozliwiaty przeli-
czenie poziomu Swiatta na stezenie ATP

Oznaczenia biochemiczne

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) ozna-
czano metodg Misra i Fridovich [10], aktywnos¢ katala-
zy (KAT) metoda Beers i Sizer [11], aktywnos¢ peroksy-
dazy glutationowe]j (GPx) metodg Paglia i Valentine [12],
poziom glutationu (GSH i GSSG) oznaczano metoda flu-
orymetryczng Hissin i Hilf [13], natomiast oznaczanie
peroksydacji lipidow (LPO) przeprowadzono metoda
Kramera i wsp. [14]. Opsonizacje zymosanu (0Z) prze-
prowadzono wg Jamesa i wsp. [15].

Wyniki

Badania nad mechanizmem
cytotoksycznosci neutrofilow

Poziomy CL-lum. oraz CL-luc. neutrofiléw stymulo-
wanych 100 ul OZ w dwéch uktadach eksperymental-
nych, w obecnosci glukozy lub bez niej, zostaty przed-
stawione na ryc. 1. i 2.

Obydwa typy chemiluminescencji sa wyraznie
zwiekszone w obecnosci glukozy (ponaddwukrotnie
w poréwnaniu z neutrofilami inkubowanymi bez gluko-
zy), przy czym typowy wybuch oddechowy (respiratory
burst) jest zauwazalny jedynie wobec wyzszych stezen
OZ. Zwraca uwage fakt, ze efekt nasilania CL w obecno-
sci glukozy jest efektem natychmiastowym i mozna go
zauwazyt juz podczas pierwszych pomiaréw (pierwsze
minuty eksperymentéw) (ryc. 1. i 2.).
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Ryc. 1. Wartos¢ chemiluminescencji CL-lum.
neutrofiléw izolowanych z krwi w czasie do 30
min po stymulacji opsonizowanym zymosanem
(100 pl 0Z) w Srodowisku PBS z glukoza/bez
glukozy w stosunku do kontroli (0 ul 0Z).

Fig. 1. Chemiluminescence values (CL-lum) of
neutrophils isolated from the blood up to 30 min
after the stimulation with opsonized zymosan
(02) (100 ul OZ) in PBS environment with/without
glucose in comparison to the control (0 ul OZ).

W tab. | zamieszczono dane dotyczace poziomu wol-
nego ATP w neutrofilach izolowanych z krwi obwodowe;j
zaréwno spoczynkowych, jak i stymulowanych przez OZ
(w obecnosci glukozy lub bez niej). Zbadano réwniez
poziom ATP w neutrofilach izolowanych z ptynu stawo-
wego i aktywowanych poprzez kontakt z OZ (tab. II).

W tab. | przedstawiono poziomy ATP oznaczone
na neutrofilach jednego pacjenta (homogenat ze 100 000
komoérek zawierat ATP w stezeniu £5x10™ M), wyniki uzy-
skane z badan neutrofilow innych pacjentoéw (przebada-
no 8 pacjentéw) nie réznity sie miedzy soba. W zadnej
z probek od poszczegblnych pacjentow i w zadnym ukta-
dzie doswiadczalnym nie stwierdzono znaczacych zmian
poziomu ATP podczas 30 min eksperymentu.

Podobne wyniki uzyskano, badajac neutrofile izolo-
wane z ptynu stawowego pacjentéw z RZS, przy czym
wyjsciowy poziom wolnego ATP byt w tych komor-
kach 2-krotnie nizszy (homogenat ze 100 000 komérek
zawierat ATP w stezeniu +2,5x10™ M) (tab. II).
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Ryc. 2. Wartos¢ chemiluminescencji CL-luc. neu-
trofiléw izolowanych z krwi w czasie do 30 min
po stymulacji opsonizowanym zymosanem (02)
(100 pl 02) w srodowisku PBS z glukoza/bez
glukozy w stosunku do kontroli (0 ul 0Z).

Fig. 2. Chemiluminescence values (CL-luc) of
neutrophils isolated from the blood up to 30 min
after the stimulation with opsonized zymosan
(02) (100 ul O2) in PBS environment with/without
glucose in comparison to the control (0 ul OZ).

W tab. II przedstawiono wyniki uzyskane w préb-
kach od jednego pacjenta, w wynikach uzyskanych
w prébkach od 8 pozostatych pacjentéw nie odnotowa-
no znaczacych zmian w poziomie ATP z tym, Ze zanoto-
wano duze réznice w wyjsciowym poziomie ATP w neu-
trofilach izolowanych z ptynu stawowego. Poziom wol-
nej energii (w homogenatach uzyskanych ze 100 tys.
komérek) wahat sie w granicach 1,75+6,21x10" M.
W Zadnym ze stosowanych modeli doSwiadczalnych nie
zanotowano istotnych zmian w poziomach ATP w neu-
trofilach izolowanych z krwi czy SF w czasie do 30 min
od ich aktywacji przez kontakt z OZ (tab. I'i Il).

W dalszych eksperymentach zastosowano 2-deo-
ksy-glukoze (DOG), niemetabolizowalng pochodng glu-
kozy, blokujaca proces glikolizy.

Na ryc. 3. i 4. przedstawiono wptyw DOG na oba rodza-
je CL (lum.- i luc.-zalezna). Neutrofile krwi obwodowej i izo-
lowane z ptynu stawowego byty eksponowane na DOG,
zastosowang w szerokim zakresie stezen, 10°-10° M.
Na rycinach przedstawiono jedynie wybrane wyniki.

Reumatologia 2006; 44/2
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Tabela I. Wartoéci stezen ATP (M) neutrofiléw izolowanych z krwi w czasie do 30 min stymulacji wzrasta-
jacymi stezeniami opsonizowanym zymosanem (0Z) w Srodowisku PBS z glukoza/bez glukozy
Table I. ATP concentration values (M) of neutrophils isolated from the blood in time up to 30 min after the

stimulation with opsonized zymosan (0Z) in PBS environment with/without glucose

PBS
czas pomiaru (min) ouloz 5ul 0z 25 ul 0z 50 ul 0Z 100 pl OZ
0 5,36x10™ 5,60x10™" 6,00x10™ 5,88x10™ 5,50x10™
5 5,18x10™ 5,80x10™ 5,00x10™" 5,55x10™" 5,45x10™"
10 4,00x10™ 5,57x10™" 5,51x10™" 6,07x10™" 5,96x10™"
15 4,20x10™" 5,60x10™" 5,60x10™" 5,63x10™ 5,17x10™
30 4,28x10™" 5,28x10™" 5,88x10™ 6,31x10™ 5,18x10™"
PBS+glukoza+albumina
czas pomiaru (min) ouloz 5ul 0z 25 ul 0z 50 ul 0Z 100 pl 0OZ
0 5,60x10™" 5,30x10™ 5,80x10™ 5,10x10™ 5,00x10™
5 5,16x10™ 5,19x10™" 5,88x10™ 5,11x10™" 5,65x10™"
10 5,83x10™" 5,74x10™" 5,20x10™" 5,25x10™" 5,75x10™"
15 5,32x10™ 6,07x10™ 5,00x10™" 5,81x10™ 5,69x10™"
30 5,00x10™" 6,53x10™ 5,43x10™" 5,11x10™" 5,47x10™

Najwyzsze wartosci CL-lum. i CL-luc. uzyskano przy ste-
zeniach 10° M DOG i nizszych.

Zaréwno CL-luc.,, jak i CL-lum. zdecydowanie sie ob-
nizaty dopiero w obecnosci DOG w stezeniu 10° M
i wyzszym (10%+10° M — dane niezamieszczone).

Wptyw dwoch wybranych stezen DOG (10° i 10° M)
na Cl-lum. i Cl-luc. neutrofiléw izolowanych z SF pacjen-
tow z RZS byt stabiej zaznaczony w poréwnaniu z neu-
trofilami izolowanymi z krwi, tendencja hamowania CL
jest identyczna we wszystkich 10 przebadanych przy-
padkach (ryc. 3., 4.).

Na ryc. 5. przedstawiono wyniki eksperymentéw
ukazujacych wptyw 30-minutowe] inkubacji réznych
stezeh DOG na poziomy ATP, NADPH w neutrofilach, za-
rowno izolowanych z krwi, jak i z SF pacjentéw z RZS
(warunki spoczynkowe i po stymulacji 50% SF i 0Z).

Zaobserwowano stopniowe zmniejszenie poziomu
ATP, proporcjonalne do zastosowanego stezenia DOG,
blokera glikolizy. Zwraca uwage fakt, ze ekspozycja neu-
trofilow stymulowanych OZ na DOG (w zakresie 10+10?
M) nie nasila dalej procesu obnizenia poziomu ATP. Obie
wielkosci zmniejszenia poziomu sg praktycznie identycz-
ne, mimo ze w drugim zaktywowane neutrofile (100 ul
02) rozpoczety juz proces fagocytozy (ryc. 5.).

Podobne rezultaty uzyskano w badaniu neutrofiléw
izolowanych z SF pacjentéw z RZS.
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Spadek (procentowy) jest bardzo podobny, dodat-
kowa stymulacja tych neutrofilow przez kontakt z SF
badz tacznie przez 50% SF i 100 pl OZ nie nasila juz da-
lej zmniejszenia poziomu ATP (ryc. 5.). Nalezy zauwazy¢,
iz po 30 min eksperymentu zmniejszenie poziomu ATP
(wyrazone w procentach) jest stabiej zaznaczone
w neutrofilach izolowanych z SF w poréwnaniu z neu-
trofilami izolowanymi z krwi.

W neutrofilach izolowanych z krwi DOG obniza po-
ziom NADPH juz przy stezeniu 10° M. Spadek ten jest
niewielki (ok. 20%), zastosowanie wiekszego stezenia
DOG (10* M) znacznie bardziej obniza poziom NADPH.
W neutrofilach izolowanych z krwi i stymulowanych 0Z
relacja jest podobna, przy stezeniu DOG 10° M wykazano
obnizenie poziomu NADPH o 23% (a jest to stezenie
DOG, przy ktérym nastepuje juz znaczacy spadek obu ty-
péw CL), natomiast DOG w stezeniu 10* M znaczaco ob-
niza poziom dostepnego NADPH — nawet o 75%, w neu-
trofilach izolowanych z krwi i ptynu stawowego chorych
na RZS. Na ryc. 5. przedstawiono typowe wyniki uzyska-
ne w prébkach od pojedynczych pacjentéw (z przebada-
nych 12 zdrowych dawcéw krwi i 10 chorych na RZS).

Podobnie jak w przypadku ATP, réwniez i tempo ob-
nizania poziomu NADPH po ekspozycji na DOG jest sta-
biej zaznaczone w neutrofilach izolowanych z SF niz
w neutrofilach izolowanych z krwi (ryc. 5.).
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Tabela Il. Wartosci stezeh ATP (M) neutrofilow
izolowanych z ptynu stawowego w czasie do 30
min stymulacji wzrastajacymi stezeniami opso-
nizowanym zymosanem (OZ) w $rodowisku PBS
z glukoza/bez glukozy

Table Il. ATP concentration values (M) of
neutrophils isolated from the synovial fluid in
time up to 30 min. after the stimulation with
opsonized zymosan (0Z) in PBS environment
with/without glucose

PBS
czas ouloz 20 ul 0z 50ul0Z 100wl OZ
pomiaru
(min)
0 2,50x10™"  2,30x10™" 2,45x10™"  2,55x10™
5 2,65x10™"  2,43x10™" 2,40x10™"  2,05x10™"
10 2,70x10™"  2,00x10™  2,10x10™"  3,05x10*
15 2,60x10™"  2,15x10™" 2,19x10™"  2,70x10™"
30 2,70x10™"  2,11x10™ 2,17x10™" 2,15x10™"
PBS+glukoza+albumina
czas ouloz 20 ul 0z 50 ul 0z 100 ul OZ
pomiaru
(min)
0 2,50x10™  2,55x10™ 2,15x10™" 2,18x10™"
5 2,78x10™"  2,35x10™ 2,16x10™" 3,05x10™
10 2,52x10™"  2,30x10™ 2,19x10™" 2,75x10™"
15 3,02x10™"  2,15x10™ 2,53x10™ 2,15x10™"
30 2,72x10™"  2,48x10™ 2,17x10™" 2,29x10™"

Badania nad chondrocytami hodowanymi
w réznych warunkach tlenowych

i ich podatnoscia na cytotoksyczny
wptyw neutrofilow

Badania nad wptywem niskich (zblizonych do fizjo-
logicznych) stezeh tlenu prowadzono na hodowlach
chondrocytéw eksponowanych na zréznicowane wa-
runki tlenowe (21% — cisnienie tlenu atmosferyczne ja-
ko kontrola oraz 10, 5 i 2% tlenu).

Wyniki badanh nad poziomem aktywnosci antyoksy-
dantéw oraz enzyméw inaktywujacych AMT w chon-
drocytach ludzkich po 1. i 2. tyg. hodowli w zr6Znicowa-
nych warunkach tlenowych s3g przedstawione na ryc. 6.
Na tej rycinie s3 zaprezentowano wyniki otrzymane
w probkach od pojedynczego pacjenta (z przeprowa-

CL-lum, [mV]

CL-lum, [mV]

A KREW
800

700

600

/

500

A

400

/

300

i
F4

czas pomiaru [min]

B PLYN STAWOWY
800

700

600

500

400

300

200

N

100

0 T T T T T T
10 15 20 25

30

czas pomiaru [min]

e —kontrola/control, m—10° M DOG, a—10° M DOG

Ryc. 3. Wptyw rdznych stezeri DOG (2-deoksy-
-D-glukozy) na wartos¢ CL-lum. neutrofilow izo-
lowanych z krwi i ptynu stawowego w czasie
do 30 min.

Fig. 3. The influence of different DOG
(2-deoxy-D-glucose) concentrations on CL-lum
values of neutrophils isolated from the blood and
the synovial fluid after incubation up to 30 min.
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dzonych 5 eksperymentow). W kazdym z 5 przypadkéw
procentowe zmiany w poziomie aktywnosci KAT i SOD
byty zmienne i nie mozna byto skorelowac ich ani ze
stezeniem tlenu, ani z czasem trwania eksperymentu.

Badania nad GPx oraz pomiary GPH i GSSG wykaza-
ty, ze wraz ze zwiekszeniem stezenia tlenu zmieniat sie
zarébwno poziom aktywnosci GPx, jak i ilosci GSH oraz
GSSG. Poziomy aktywnosci GPx zwiekszaty sie juz
przy 5% tlenu i sa znamiennie podwyzszone w hodow-
lach z wyzszymi stezeniami tlenu (10-21%), niezaleznie
od czasu trwania eksperymentu (do 2 tyg. hodowli).

Poziomy GSH i GSSG znaczaco zmieniaty sie dopie-
ro przy najwyzszych stezeniach tlenu (21%). Po tygo-
dniu hodowli poziom GSSG zwiekszyt sie o ok. 30%, na-
tomiast nie byto wida¢ réznic w poziomach GSH. Nie
zauwazono réwniez zadnych dalszych zmian w pozio-
mach GSH po 2 tyg. hodowli w 10% stezeniu tlenu.

W hodowlach prowadzonych w najwyzszych ze sto-
sowanych stezen tlenu (21%) juz po tygodniu zauwazo-
no bardzo znaczne obnizenie GSH (10-krotne) i 20-krot-
ny wzrost poziomu GSSG, natomiast po 2 tyg. poziom
GSSG zwiekszyt sie 30-krotnie (ryc. 6.).

W ostatniej serii eksperymentéw badano podat-
nos¢ chondrocytéw hodowanych w réznych stezeniach

A KREW
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15
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1/
e

o T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
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tlenu (5 vs 21%) na uszkadzajace dziatanie neutrofilow.
Eksperymenty wstepne wykazaty, ze stymulowane OZ
odpowiadaja z takg sama intensywnoscia, niezaleznie
od tego, czy przebywaja w srodowisku 5% czy 21% tle-
nu (dane niezamieszczone).

Neutrofile byty stymulowane OZ lub SF i inkubowane
z hodowlami chondrocytéw (po réznym czasie hodowli
w zrdéznicowanych warunkach tlenowych). Po 24 godz.
pobierano ptyn znad takich wspélnych hodowli i ozna-
czano w nich poziom uwolnionego ATP oraz poziom LPO
(jako markery uszkodzen). Kontrolg byty wspdlne ho-
dowle chondrocytéw, do ktérych dodawano niestymulo-
wane neutrofile. Wyniki tych eksperymentéw (otrzyma-
ne z prébek od jednego pacjenta, z przeprowadzonych
7 eksperymentéw) sg zamieszczone w tab. |ll.

Neutrofile niestymulowane i eksponowane
na chondrocyty (zaréwno w 5%, jak i 21% stezeniu tle-
nu) nie wykazywaty znaczacego efektu cytotoksyczne-
go, w probkach ptynu pobranego znad takich hodowli
nie stwierdzano wystepowania zauwazalnych ilosci ATP
czy produktéw LPO.

Neutrofile, stymulowane OZ i inkubowane z chon-
drocytami, oddziatujg na nie toksycznie, w zaleznosci
od stezenia tlenu, w jakim byty hodowane chondrocyty.
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Ryc. 4. Wptyw r6znych stezehh DOG (2-deoksy-D-glukozy) na wartos¢ CL-luc. neutrofiléw izolowanych z krwi

i ptynu stawowego w czasie do 30 min.

Fig. 4. The influence of different DOG (2-deoxy-D-glucose) concentrations on CL-luc values of neutrophils
isolated from the blood and the synovial fluid after incubation up to 30 min.
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Ryc. 5. Wptyw réznych stezeh DOG (2-deoksy-D-glukozy) (10°-102 M) na poziom ATP i NADPH w neutrofilach
izolowanych z krwi (KREW), krwi stymulowanej 100 ul OZ (KREW+02), ptynu stawowego (SF), ptynu stymulo-
wanego 50% SF (SF+50% SF), ptynu stymulowanego 50% SF i 100 ul OZ (SF+SF 50%+0Z) w czasie do 30 min.
Fig. 5. The influence of different DOG (2-deoxy-D-glucose) concentrations on ATP and NADPH levels in
neutrophils isolated from the blood (KREW), stimulated blood with 100 ul OZ (KREW+02), synovial fluid (SF),
synovial fluid stimulated with 50% SF (SF+50% SF), synovial fluid stimulated with 50% SF and 100 ul OZ

(SF+50% SF+02), after less than 30 min.

Ilos¢ uwalnianego ATP i poziom LPO zaleza jednoznacz-
nie od stezenia tlenu i czasu trwania eksperymentu.
Po 2 tyg. hodowli chondrocytéw w najwyzszych steze-
niach tlenu (21%) zakres uszkodzen powodowanych
przez neutrofile aktywowane przez 100 ul OZ byt zde-
cydowanie wiekszy (tab. Il1).

Blokowaniu aktywnosci neutrofilow przez DOG (10*
M) towarzyszy praktycznie catkowite zahamowanie ich
toksycznego oddziatywania na chondrocyty. Poziom
uwalnianego ATP i produktéw LPO zdecydowanie sie ob-
nizat do poziomu praktycznie niewykrywalnego (tab. IlI).

Dyskusja

Zapalenie jest dynamicznym i uporzadkowanym
procesem zachodzacym w zywych tkankach po zadzia-
taniu bodzca uszkadzajacego. Neutrofile sg pierwszy-
mi komérkami infiltrujgcymi jame stawu, w ktérej mo-
ze zgromadzi¢ sie 30 ml ptynu stawowego,
a w nim 5x10° neutrofiléw. Maja one najwiekszy po-
tencjat toksyczny ze wszystkich komérek infiltrujgcych
jame stawu, a jednym z najwazniejszych mechani-

zmoéw toksycznego oddziatywania jest produkcja i wy-
dzielanie do otoczenia AMT [1, 4].

Niewiele uwagi poswiecono dotychczas badaniom
nad relacjami pomiedzy CL a metabolizmem energetycz-
nym neutrofildw, opartym na beztlenowej glikolizie
[16, 17]. Poziomy CL (wzmacnianej zaréwno przez lumi-
nol, jak i lucygenine) w istotny sposéb zalezy od obecno-
ci glukozy w Srodowisku, w jej obecnosci aktywacja
neutrofiléw jest natychmiastowa, i to znacznie nasilona.
Na tym etapie badan nie byto jednakze jasne, czy gluko-
za zwieksza poziom CL przez podniesienie stanu energii
w neutrofilach (ATP), czy nastepuje to przez zwiekszenie
produkcji NADPH, komponentu niezbednego do produk-
¢ji i uwalniania AMT, a generowanego przez szlak pento-
zofosforanowy (réwniez zalezny od glukozy).

Zgodnie z pismiennictwem Swiatowym relacja po-
miedzy CL a poziomem energii jest prosta i bezposred-
nia, a aktywacji neutrofiléw towarzyszy szybkie zmniej-
szenie sie poziomu ATP [17].

Borregaarg i Herlin [16] podaja, iz juz 5 min po zak-
tywowaniu neutrofiléw przez OZ mozna wykazaé
znaczne obnizenie sie poziomu ATP

Reumatologia 2006; 44/2
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Ryc. 6. Procentowe zmiany w poziomach antyoksydantéw (GSH, GSSG) oraz w aktywnosciach enzymoéw in-
aktywujacych AMT (KAT, SOD, GPx) — chondrocytow ludzkich hodowanych w zmiennych warunkach tleno-
wych (2-21% tlenu) w czasie 1.1 2. tyg. hodowli. Wszystkie wartosci zmierzone w czasie 0 (czas wyjsciowy)
uznano za 100% (wartosci niezamieszczone na rycinie).

Fig. 6. Percental changes of antioxidant levels (GSH, GSSG) and the activity of enzymes inactivating Reactive
Oxygen Species (KAT, SOD, GPx) in human chondrocytes cultivated in different oxygen conditions (2-21% of
oxygen) for a time of 1 and 2 weeks. All values measured at the time of 0 (starting time) were regarded
as 100% (not to be found on the figure).

Tabela lll. Zakres uszkodzeh chondrocytéw na podstawie procentowych zmian w wartosciach pozioméw
ATP i produktéw LPO hodowanych w srodowisku 5% lub 21% tlenu oraz eksponowanych na dziatanie sty-
mulujace opsonizowanego zymosanu 100 pl OZ lub blokowanie DOG i stymulowanie opsonizowanym zy-
mosanem 100 pl OZ

Table Ill. Range of impairment of chondrocytes cultivated in different oxygen conditions and exposed to the
stimulating influence of opsonized zymosan 100 ul OZ or blocked with DOG and stimulated with opsonized
zymosan 100 ul OZ basing on the percental changes of ATP and LPO product levels

1. tydz. 2.tydz.
100 ul 0Z DOG+100 ul 0Z 100 ul 0Z DOG+100 pl 0Z
zawartosé tlenu (%) 5% 21% 5% 21% 5% 21% 5% 21%
LPO (%) 500 1350 250 330 400 2351 250 251
ATP (%) 350 970 300 358 512 2342 258 254

Za 100% poziomu ATP i produktow LPO, hodowanych w tych samych warunkach tlenowych uznano poziom ATP i produktow LPO wykrywany w medium po in-
kubacji chondrocytow z neutrofilami niestymulowanymi 100 ul OZ

As 100% ATP and LPO product levels cultivated in the same oxygen conditions were regarded ATP and LPO product levels detected in the medium after
incubation of the chondrocytes with neutrophils not stimulated with 100 ul OZ
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Nasze badania nie potwierdzaja tych spostrzezen,
w czasie trwania wybuchu oddechowego (do 30 min)
nie zauwazono spadku poziomu wolnego ATP, i to
w kazdym z zastosowanych modeli doswiadczalnych
— ani w neutrofilach izolowanych z krwi obwodowej
(spoczynkowe, stymulowane SF czy 0OZ), ani w neutro-
filach izolowanych z SF i stymulowanych OZ.

Obnizenie poziomu ATP w naszych eksperymentach
mozna zaobserwowac dopiero po zastosowaniu 2-de-
oksy-glukozy (DOG), niemetabolizowalnej pochodnej
glukozy. Spadek ten byt szybki i proporcjonalny do ste-
zenia blokera.

Na tym etapie badan wciaz nie byto jasne, czy spa-
dek ten jest wynikiem obnizenia poziomu ATP, czy za-
hamowania szlaku wytwarzania NADPH. Kinetyka
spadku poziomu ATP w neutrofilach eksponowanych
na DOG byta identyczna, niezaleznie od tego, czy neu-
trofile znajdowaty sie w stanie spoczynku, czy tez byty
wczedniej zaktywowane. Taki sam spadek poziomu ATP
w neutrofilach spoczynkowych i produkujacych AMT
sugerowat, ze produkcja AMT nie jest, a przynajmniej
nie jest bezposrednio zwigzana z poziomem wolnego
ATP. Dalsze badania wykazaty, ze DOG powoduje obni-
zenie poziomu NADPH, i to w stezeniach, w ktérym jed-
noczesnie obniza znacznie poziom CL.

Mozna twierdzi¢, iz DOG obniza poziom CL przez za-
hamowanie cyklu pentozofosforanowego, a tym samym
produkcji NADPH, komponentu niezbednego w procesie
produkcji i uwalniania AMT. Cytotoksycznosé neutrofilow
zalezy wiec przede wszystkim od aktywnosci uktadow
produkujacych komponenty systemu generujacego AMT,
a nie od poziomu ATR. Wydaje sie réwniez, ze metody ha-
mujace aktywnos¢ systemu generujacego AMT w neu-
trofilach moga w przysztosci by¢ przydatne w ogranicza-
niu intensywnosci odczynu zapalnego.

Dalsze badania prowadzono w celu zbadania relacji
pomiedzy neutrofilami a hodowanymi komoérkami
chrzastki. U zwierzat, ktérym implantuje sie wtasne,
hodowane in vitro komorki, ktére nastepnie sg osadza-
ne na biorusztowaniach, zawsze stwierdzalismy wysta-
pienie odczynu zapalnego, czasami znacznego (praca
w przygotowaniu).

Opracowania warunkéw hodowli chondrocytéw do-
konano po analizie warunkéw tlenowych, jakim w rze-
czywistosci sa poddane komorki chrzastki (w warstwie
zewnetrznej ok. 10% tlenu, w Sredniej 1-6%, w war-
stwach gtebokich praktycznie 0% tlenu).

Wykazalismy, ze przy obnizonych stezeniach tlenu
zakres stresu oksydacyjnego jest znaczaco zmniejszony
(poziom antyoksydantéw, LPO). Warunki standardowe,
w jakich hoduje sie komarki (tj. 21% stezenie tlenu), po-
woduja znaczace uszkodzenia komérek (nasilona LPO,
stanu antyoksydantéw sugerujacy ich wymuszong

nadaktywnos¢, obnizony poziom GSH, bardzo znacznie
zwiekszony poziom GSSG).

Chociaz zywotnos¢ komérek hodowanych w r6znych
stezeniach tlenu nie r6znita sie od siebie, to jednak ko-
morki hodowane w warunkach obnizonego stezenia tle-
nu byty znacznie mniej uszkodzone, jesli uszkodzenia
mierzy¢ parametrami stresu oksydacyjnego.

Dostepne dane na temat relacji pomiedzy CL a po-
ziomem dostepnego tlenu sa nieliczne. Edwards i wsp.
[18] sugeruja prosta zaleznos¢ — w SF pacjentéw z RZS
stezenie tlenu pozwala jedynie na znacznie obnizony
(ponad 2-krotnie) poziom CL. Davis i wsp. [19] potwier-
dzaja obnizenie produkcji AMT (50% maksymalnej)
w zmniejszonym stezeniu tlenu (0-700 Torr), ale doty-
czy to jedynie AMT mniej chemicznie stabilnych. Pro-
dukty stabilniejsze (oraz produkty koncowe szlaku
mieloperoksydazy — MPO, a takze chlorowanych po-
chodnych AMT, takich jak HOCL) w warunkach obnizo-
nego stezenia tlenu byty wytwarzane nawet w wiek-
szych ilodciach [6, 10].

Z kolei Sanidas i wsp. [20] zauwazyli, ze hipoksja in-
dukuje CL ludzkich neutrofiléw. Badania prowadzone
w warunkach obnizonego stezenia tlenu (z 21 do 6%)
wskazuja, ze w czasie 6-45 min hipoksji produkcja
i uwalnianie AMT ulegty nasileniu [20].

Niewiele dotychczas prac poswiecono wzajemnym
relacjom chondrocytéw i aktywujacym sie przez kon-
takt z nimi neutrofilom [21-24]. W naszych ekspery-
mentach stosowane stezenia tlenu (5 i 21%) nie wpty-
waty w sposéb znaczacy na poziom CL neutrofiléw sty-
mulowanych OZ. Znamienne byty natomiast r6znice
w poziomie uwalnianego ATP czy produktéw LPO. Na-
lezy wnioskowa¢, ze powyzsze réznice wynikaja z roz-
nej podatnosci samych chondrocytéw na cytotoksycz-
ny efekt stymulowanych neutrofildéw. Poziom uwalnia-
nego ATP i produktéw LPO byt znacznie wyzszy w przy-
padku chondrocytéw hodowanych w warunkach 21%
stezenia tlenu. Zablokowaniu szlaku pentozofosfora-
nowego w komérkach neutrofilow przez DOG towarzy-
szyto praktycznie catkowite zahamowanie proceséw
destrukcyjnych wobec chondrocytéw.

Nieznane s3 nam prace dotyczace cytotoksycznego
wptywu neutrofilow na chondrocyty chrzastki stawo-
wej w zaleznosci od zastosowania tak zréznicowanych
warunkéw tlenowych.

Whioski

1. Proces chemiluminescencji (CL) jest procesem zalez-
nym od glukozy, w jej obecnosci procesy cytotoksycz-
ne s3a znacznie nasilone. Intensywnos¢ tych proce-
s6w zalezy od poziomu NADPH tworzonego w szlaku
pentozofosforanowym, zaleznym od glukozy.
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2. Zablokowanie tego szlaku mogtoby byé¢ istotnym
czynnikiem ograniczajagcym intensywnos¢ odpowie-
dzi zapalnej.

3. Standardowo prowadzone hodowle komérkowe (21%
tlenu) powoduja, ze hodowane komorki znajduja sie
w stanie zbyt duzego stezenia tlenu (hyperoxia).
Swiadczy o tym zwiekszony poziom markeréw stresu
oksydacyjnego.

4. Chondrocyty hodowane w warunkach wysokich ste-
zen tlenu sg zdecydowanie bardziej podatne na uszko-
dzenia ze strony zaktywowanych neutrofilow.

Praca finansowana z grantu KBN nr 3 PO5A 056 23.
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