Streszczenie pracy doktorskiej

Wstep: Do nieswoistych chordb zapalnych jelit (NChZ]) zaliczamy chorobe
Lesniowskiego-Crohn’a (ChL-C) oraz wrzodz1e)ace zapalenie jelita grubego
(WZJG). Dostepne dane sugeruja, ze nieprawidlowa odpowiedz
immunologiczna przeciwko mikroorganizmom ludzkiej flory bakteryjnej jelit
powoduje chorob¢ u o0séb podatnych genetycznie. Histamina jest
immunomodulujaca biogenng amina, ktérej immunoregulacyjne dzialanie jest
zalezne od wigzania si¢ z jednym z czterech receptoréw histaminowych (H1R-
H4R).

Cel pracy: Zbadanie ckspresji receptoréw histaminowych i ich aktywnosci
funkcjonalnej oraz ustalenie roli sygnatu histaminowego w modelu NChZJ, a
takze zbadanie czy histamina moduluje odpowiedZz immunologiczng przeciwko
bakteriom u pacjentéw cierpiacych na nieswoiste choroby zapalne jelit.
Material i metody: Do badania wykorzystano jednojadrzaste komoérki krwi
obwodowej (PBMCs) izolowane od pacjentéw ze zdiagnozowana ChL-C i
WZJG i od zdrowych ochotnikow, stanowiacych grupe kontrolna. Dodatkowo
pobrano wycinki tkanek z miejsc zapalnych i miejsc niewykazujacych cech
zapalnych (kontrola) od pacjentdéw cierpiacych na NChZ]. Ekspresje gendéw
kodujacych receptory histaminowe oceniano metoda tancuchowej polimerazy w
czasie rzeczywistym (RT-PCR) w PBMCs i biopsjach. Ponadto ekspresje
receptoréw histaminowych na poziomie biatkowym oceniano na limfocytach T,
limfocytach B oraz monocytow krwi za pomocg cytometrii przeplywowej. Geny
kodujace enzymy, ktére biora udzial w syntezie badZz metabolizmie histaminy
mierzono metodag RT-PCR w PBMCs i biopsjach, podobnie jak ekspresje
genows receptoréw Toll-podobnych (TLR) w komoérkach krwi, jak rowniez
ckspresje  genéw kodujacych cytokiny prozapalne w biopsjach. PBMCs
stymulowano odpowiednimi ligandami dla receptoréw Toll-podobnych w
zalozonych 24-godzinnych hodowlach komérkowych 7 vitro w obecnosci lub
przy braku histaminy. Wydzielanie cytokin w supernatancie pohodowlanym
mierzono przy uzyciu maszyny Bioplex. Populacje limfocytéw TH1, TH21 TH17
zidentyfikowano za pomoca wielokolorowej cytometrii przeptywowej.

Wyniki: Ekspresja genéw HIR i H4R jest znaczaco obnizona w PBMCs
zaréwno pacjentow z ChL-C, jak i z WZJG w pordéwnaniu ze zdrowymi
ochotnikami. Genowa ekspresja receptorow H2R i H4R jest istotnie zwigkszona
w tkankach z miejsc zapalnych u chorych z ChL-C, w poréwnaniu do tkanek
kontrolnych. Genowa ekspresja receptoréw HIR, H2R i H4R jest istotnie
zwigkszona w tkankach z miejsc zapalnych u pacjentéw z WZ] G, w poréwnaniu
do tkanek kontrolnych. Ekspresja genu H2R dodatnio koreluje z ekspresja genu
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TNF-a, a ekspresje genu H4R z ekspresja genu IFN-y w tkankach z miejsc
zapalnych od pacjentéw z WZJG. Korelacji takich nie zaobserwowano u
pacjentéw z ChL-C. W cytometrii przeplywowej wykryto wzrost wzglednej
proporciji limfocytéw B i monocytéow krwi obwodowej ekspresjonujacych H4R
u pacjentéw z WZJG, oraz H4R pozytywnych monocytéw u pacjentéw z Chl-
C. Znaczacy spadek H2R pozytywnych monocytéw krwi obwodowe;j
obserwowano zaréwno u pacjentéw z ChL-C i WZJG, w poréwnaniu ze
zdrowymi ochotnikami. Ekspresja genu DAO w PBMCs, kodujacego enzym
odpowiedzialny za rozklad histaminy byla znacznie nizsza w obu grupach
pacjentéw z NChZ] w poréwnaniu z grupa kontrolng. Histamina hamuje
wydzielanie 1L-12 i MCP-1 po uprzedniej stymulacji receptoréw TLR
odpowiednimi ligandami u zdrowych ochotnikéw, lecz nie ma wplywu na
wydzielanie 1L.-12 1 MCP-1 u pacjentéw z NChZ]. Histamina hamuje wydzielanie
TNF-a zaréwno u pacjentéw z NChZ], jak i w grupie kontrolnej zdrowych
ochotnikéw. Hamujace dziatanie histaminy jest zalezne od receptora H2R, jako
ze dodanie blokera tego receptora - famotydyny, powoduje zniesienie efektu
dziatania histaminy. Zwickszony odsetek limfocytéw TH1 i TH17, ale nie
limfocytéw TH2 zaobserwowano zaréwno u pacjentow z ChL-C, jak 1 WZ]G.
Whnioski: Etiologia i patologia NChZ] pozostaje nadal nieznana, ale lepsze
zrozumienie mechanizméw odpowiedzi immunologicznej w blonie §luzowej jelit
przeciwko bakteryjnym komponentom dostarcza nowych spostrzezef na temat
patogenezy NChZ] i rzuca nowe S$wiatlo w kierunku innowacyjnej i
ukierunkowanej terapii. W niniejszej pracy badawczej wykazano po raz pierwszy,
ze ekspresja receptoréw histaminowych jest zaburzona u pacjentéw z NChZ],
podobnie jak 1 zmieniony jest wplyw histaminy na przeciwbakteryjna odpowiedz
immunologiczng w schorzeniach z kregu NChZ]. Ponadto, hamujace dziatanie
histaminy na odpowiedz prozapalna przeciw bakteryjnym czasteczkom poprzez
receptor H2R, nie jest tak skuteczne u pacjentéw cierpiacych na NChZ], jak
obserwuje si¢ u zdrowych ochotnikéw. Wskazuje to na nowe mozliwosci
terapeutyczne w NChZ]J. Terapie celowane polegajace na modulacji sygnalu
receptoréw histaminowych zwiazkami farmakologicznymi powinny by¢
ocenione w badaniach klinicznych. Kombinacja lekéw, ktére blokuja receptory
H1R i H4R, w polaczeniu z lekami, ktére aktywuja receptor H2R moze okazaé
sic korzystna dla chorych na NChZ] i powinna przywréci¢ prawidlows
odpowiedz immunologiczng przeciw mikroorganizmom.



