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Streszczenie

Wprowadzenie. Biatko HMGB1 (high mobility group box 1) jest sy-
gnatem zagrozenia uwalnianym przez uszkodzone tkanki i indukuja-
cym procesy zapalne. Srodbtonek naczyniowy, ktéry tworzy bariere
miedzy krwia, a tkanka i jest silnym Zzrédtem prozapalnych cytokin
moduluje lokalne procesy immunologiczne.

Cel pracy. Celem badania byta ocena wptywu biatka HMGB1 na wta-
Sciwosci barierowe i immunomodulujace Srédbtonka naczyniowego.

Materiat i metody. Ludzkie komérki srédbtonka zyly pepowinowej
(HUVEC) indukowano biatkiem HMGB1 (100 ug/ml, 12,5 ug/ml) w sys-
temie RTCA-DP w celu oceny jego wptywu na integralnos¢ srodbtonka.
Ekspresje mRNA okludyny and MCP-1 oceniano po 24 godz. hodowli
metoda real-time pcr. Apoptoze komérek srodbtonka oceniano po 24
godz. hodowli metoda cytometrii przeptywowej z uzyciem zestawu za-
wierajacego Anneksyne V-FITC i jodek propydyny (PI).

Wyniki. Biatko HMGB1 obnizyto wartos¢ wskaznika nCl $rédbtonka
naczyniowego hodowanego w systemie RTCA-DP w ciggu pierwszych
12 godz. hodowli, podczas gdy w 24 godz. wskaznik nCi byt poréw-
nywalny z hodowla spontaniczna. HMGB1 w stezeniu 0,1 ug/ml spo-
wodowato spadek ekspresji mMRNA okludyny o 50% (p<0.01), podczas
gdy w stezeniu 1 i 2,5 ug/ml zaobserwowano blisko 2-krotny wzrost
tej ekspresji (p<0.05) w poréwnaniu do kontroli spontanicznej. Nie
zaobserwowano wptywu HMGB1 na odsetek komoérek zywych oraz
puli komérek apoptotycznych. Biatko HMGB1 spowodowato 2-krotny
wzrost ekspresji mMRNA MCP-1 (p<0.05).

Whiosek. HMGB1 uwalniane w wyniku uszkodzenia tkanek moze in-
dukowac procesy zapalne poprzez krotkotrwate zmniejszenie integral-
nosci srodbtonka naczyniowego oraz zwiekszenie ekspresji czynnikéw
chemotaktycznych.

Stowa kluczowe: HMGB1, srédbfonek naczyniowy, zapalenie, wiasciwo-
Sci barierowe, okludyna

Summary

Introduction. High mobility group box 1 (HMGB1) is a protein be-
longing to the “danger signals”. It is released by injured tissues and it
induces inflammatory processes. Vascular endothelium, which serves
as a barrier between the blood and tissues, is a potent source of proin-
flammatory chemokines, thus modulating local immune responses.

Aim. The aim of the study was to assess the effect of HMGB1 on en-
dothelial integrity and its chemotactic properties.

Material and methods. Human umbilical vein endothelial cells (HU-
VEC) were induced with HMGB1 (0.1 ug/ml, 1i 2.5 ug/ml) in RTCA-DP
system in order to assess its effect on the barrier functions of endothe-
lium. Occludin and MCP-1 mRNA expression was analyzed in real-time
pcr after 24 hours of the culture. Apoptosis of endothelial cells was
assessed in flow cytometry with use of Annexin V-FITC and propidium
iodide (Pi) kit.

Results. HMGB1 decreased nCl index of HUVEC in RTCA-DP system
during first 12 hours of incubation, whereas in hour 24 nCl index was
comparable to the spontaneous control. HMGB1 in concentration 100
ug/ml decreased occludin mRNA expression; whereas in higher concen-
trations (1 i 2.5 ug/ml) HMGB1 caused significant increase of occludin
mRNA expression in HUVEC. We did not observe the effect of HMGB1
on apoptosis. Finally, HMGB1 caused twofold increase of MCP-1 mRNA
expression in HUVEC.

Conclusion. HMGB1, which is released during tissue injury, may in-
duce inflammatory processes by the decrease of endothelial integrity
and the increase of chemotactic mediators expression.

Keywords: HMGB1, vascular endothelium, inflammation, barrier
functions, occludin
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Wykaz skrotow:

DAMPs (damage-associated molecular patterns) — wzorce
molekularne zwigzane z uszkodzeniem

EGM-2 (endothelial growth medium-2) — medium wzrostu
srodbtonka-2

HMGB1 (high mobility group box1) — biatko grupy wysok-
iej mobilnosci-1

HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) — ludzkie
komorki srédbtonka naczyniowego z zyty pepowinowe;j

ICAM-1  (Intercellular ~Adhesion Molecule 1) -
miedzykomoérkowa czastka adhezyjna-1

IFN-y (interferon-y) — interferon-gamma

MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) — chemoki-
na dla monocytow-1

nCl (normalized cell index) — znormalizowacy indeks
komorkowy

WSTEP

Biatko HMGB1 (high mobility group box 1) to niehistono-
we, zasadowe biatko chromosomalne o duzej ruchliwosci
elektroforetycznej [1]. Zbudowane jest z 3 domen: A, Bi C,
sktadajacych sie z 215 aminokwaséw, kodowanych przez
gen zlokalizowany w rejonie chromosomu 13g12 [2,3].
Wystepuje i oddziatuje zaréwno w jadrze komoérkowym,
jak i w przestrzeni pozakomérkowej, do ktérej uwalniane
jest w sposoéb aktywny w efekcie oddziatywania czynnikéw
prozapalnych, takich jak: czynnik martwicy nowotworéw-a
(TNF-0), interferon-y (INF-y) czy endotoksyny (lipopolisacha-
ryd, LPS), oraz w sposob bierny z uszkodzonych komoérek
podlegajacych nekrozie [4-7].

HMGB1 zalicza sie do grupy tzw. ,,sygnatéw zagrozenia”
(danger signals), zwanych réwniez , wzorcami molekular-
nymi zwiazanymi z uszkodzeniem” (damage associated
molecular patterns, DAMPs) [8]. Jego rola jest pobudzanie
proceséw immunologicznych niezbednych do rozwoju sta-
nu zapalnego i eliminacji zagrozenia. Oddziatujac poprzez
receptory RAGE (receptors for advanced glycation and pro-
ducts) i TLR (toll like receptors) obecne w btonie komoérek
immunologicznych i $rédbtonka naczyniowego, HMGB1
zachowuije sie jak prozapalna cytokina [6,7]. Aktywuje ma-
krofagi, monocyty, neutrofile i limfocyty Th, nasila ich che-
motaksje oraz zwieksza synteze szeregu mediatoréw proza-
palnych (IL-1, IL-6, IL-8) [6,9-11]. W komorkach srédbtonka
nasila produkcje IL-8 i TNF-a oraz ekspresje czastek adhe-
zyjnych ICAM-1 i VCAM-1 [3,6]. Pobudzajac migracje
i proliferacje komoérek macierzystych oraz inicjujac pro-
ces angiogenezy, bierze udziat w regeneracji i odbudowie
uszkodzonych tkanek [12,13]. Podwyzszony poziom biatka
HMGB1 obserwuje sie w surowicy pacjentéw ze wstrzasem
septycznym, chorobami nowotworowymi i autoimmunolo-
gicznymi [14,15].

Srodbtonek naczyniowy pokrywajacy wewnetrzng po-
wierzchnie naczyn krwionosnych tworzy bariere kontro-
lujgca wymiane zwigzkéw chemicznych i komérek immu-
nologicznych miedzy krwia, a tkanka. Przepuszczalnos¢
srodbtonka podlega regulacji przez endo- i egzogenne czyn-
niki, takie jak prozapalne cytokiny (TNF-a, IFN-y, VEGF, IL-33,
IL-4), sktadniki Sciany bakterii Gram-ujemnych (LPS) oraz
utlenione formy cholesterolu [16,20]. Za wtasciwosci barie-
rowe $rédbtonka odpowiedzialne sa potaczenia Sciste (tight
junctions) zbudowane z okludyny (occludin), ZO-1 (Zonu-

NO (nitric oxide) — tlenek azotu
RAGE (receptors for advanced glycation and products) —
receptory koncowych produktow | zaawansowanej glikacji

RTCA-DP (Real-time Cell Electric Impedance Sensing sys-
tem) — system oceny impedancji elektrycznej w czasie rzec-
zywistym

TLR (toll like receptors) — receptory Toll-podobne

TNF-o. (tumor mecrosis factor-a) — czynnika martwicy now-
otwordéw-alfa

TNS (tripsin neutralizing solution) — roztwér neutralizujacy
trypsyne

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) — czastka ad-
hezyjna komorek naczyniowych

la occludens-1) i biatek z rodziny klaudyn (claudins), oraz
potaczenia adherentne (adherens junctions), w sktad kté-
rych wchodzi VE-kadheryna (VE-cadherin). Biatka te obecne
w btonie komérkowej zwieraja sasiadujace ze soba komoér-
ki, dzieki czemu tworza one $cista monowarstwe [18].

Do aktywacji srodbtonka naczyniowego oraz fizjolo-
gicznego wzrostu jego przepuszczalnosci dla zwiazkéw
chemicznych i komérek immunologicznych dochodzi
w trakcie procesdw zapalnych, niezbednych w odpowiedzi
na uszkodzenie tkanki lub infekcje. Srédbtonek inicjuje bo-
wiem i podtrzymuje zjawiska naprawcze prowadzace do re-
zolucji zapalenia, odbudowy uszkodzonych tkanek narzadu
i przywrécenia jego prawidtowego funkcjonowania [21].
Natomiast nadmierne, niekontrolowane i przewlekte zwiek-
szenie przepuszczalnosci srodbtonka moze przyczyniac sie
do patologicznej destabilizacji lokalnej homeostazy, co — je-
$li ma miejsce w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
czy siatkdwce oka w przebiegu cukrzycy — moze stanowic
jeden z elementéw mechanizmu rozwoju stwardnienia roz-
sianego czy retinopatii cukrzycowej [22,23].

Celem tego badania byta ocena wptywu biatka HMGB1
na wiasciwosci barierowe srédbtonka naczyniowego oraz
jego potencjat do regulowania proceséw zapalnych. Wy-
niki badania wykazaty, ze HMGB1 moze obniza¢ bariere
srodbtonkowa, nie wptywa na apoptoze komérek srédbton-
ka i zwigksza¢ synteze mediatoréw odpowiedzialnych za
migracje komérek immunologicznych, przyczyniajac sie
w ten sposéb do rozwoju zapalenia.

MATERIAL | METODY
Komorki

Pierwotne ludzkie komorki srodbtonka naczyniowego
zyly pepowinowej (human umbilical vein endothelial cells,
HUVEC) (Lonza, C2517A) rozproliferowywano w medium
Endothelial Basal Medium-2 (EGM-2) (Lonza, Clonetics, CC-
3162) uzupetnionym EGM-2 BulletKit (Lonza, Clonetics, CC-
3156 and 4176). Po uzyskaniu 80-90% konfluencji komér-
ki HUVEC trypsynizowano 0,05% trypsyna z 0,02% EDTA
(SAFC Biosciences, 59417C) przez 4 minuty, a nastepnie
neutralizowano roztworem neutralizujacym trypsyne (TNS)
(Clonetics, Lonza, CC-5002) w celu uzyskania zawiesiny ko-
moérkowej gotowej do wysiania komoérek celem wykonania
doswiadczen.
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Hodowla HUVEC w systemie Real-time Cell
Electric Impedance Sensing system (RTCA-DP)

Hodowla HUVEC w systemie Real-time Cell Electric Im-
pedance Sensing system (RTCA-DP) umozliwia ocene inte-
gralnosci monowarstwy komorek adherentnych w czasie
rzeczywistym na podstawie oporu elektrycznego genero-
wanego przez te monowarstwe (impedancja). Impedan-
cja wyrazona jest w jednostkach tzw. Cell Index (Cl), ktory
odzwierciedla wtasciwosci barierowe, przepuszczalnos¢,
liczebnos¢ zywych komorek, ich adhezje oraz morfologie.
Na wykresie ukazane sa wartosci tzw. ,,znormalizowanego”
Cell Index (nCl), ktéry uzyskuje sie poprzez podzielenie war-
tosci Cl w danym punkcie czasowym przez wartos¢ Cl w re-
ferencyjnym punkcie czasowym (ryc. 1). W przypadku tych
doswiadczen referencyjny punkt czasowy stanowit ostatni
pomiar Cl przed indukcja komérek srodbtonka biatkiem
HMGBI1.

Strypsynizowane komorki HUVEC wysiano na ptytki E-16
o gestosci 10,000 komorek na dotek w petnowartosciowym
medium EGM-2. HUVEC osiagnely petna konfluencje oraz
stabilna faze plateau po 24 godz. hodowli. Nastepnie ko-
morki zaindukowano biatkiem HMGB1 w trzech stezeniach
(0,1 pg/ml, 1 2,5 pug/ml) (1690-HM-025, R&D Systems).
Okres monitorowania impedancji wynosit 24 godziny. Do
analizy statystycznej wybrano nastepujace punkty czaso-
we: 6, 12 i 24 godz. Optymalne stezenia HMGB1 oraz czas
obserwacji zastosowane w badaniu wybrano na podstawie
badan pilotazowych.

1.10+
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Ryc. 1. Analiza integralnosci srédbtonka naczyniowego krwi pepowi-
nowej (HUVEC) indukowanych HMGB1 (0,1 pg/ml, 1 i 2,5 ug/ml) w
systemie RTCA-DP; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=9 z 3 nieza-
leznie przeprowadzonych eksperymentow

Indukcja HUVEC biatkiem HMGB1 w tradycyjnej
hodowli

Strypsynizowane komoérki HUVEC wysiano na 24-dot-
kowa ptytke o gestosci 50,000 na dotek w petnowarto-
sciowym medium EGM-2. Po uzyskaniu petnej konfluencji
komorki indukowano rekombinowanym ludzkim HMGB1
w trzech stezeniach (0,1 pug/ml, 1 i 2,5 pug/ml) (1690-HM-
025, R&D Systems). Po 24-godzinnej stymulacji zakonczo-
no hodowle, oznaczono apoptoze lub zebrano materiat
komérkowy i zabezpieczono w buforze RLT z dodatkiem
B-merkaptoetanolu w —80°C w celu oznaczenia ekspresji
mMRNA wybranych czynnikéw metoda Real-time pcr.

Ocena ekspresji mMRNA w HUVEC metoda
Real-time pcr

MRNA z materiatu komérkowego po hodowli wyizolo-
wano za pomoca kolumn RNAesy (Qiagen) zgodnie z pro-

tokotem producenta. Stezenie uzyskanego mRNA oceniano
poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci swiatta 260 nm.
Na podstawie stosunku absorbancji przy dtugosci swiatta
260/280 nm oceniano czystos¢ wyizolowanego mRNA. Na-
stepnie mMRNA zabezpieczano w temperaturze —80°C w celu
przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji. Odwrotna tran-
skrypcje przeprowadzano z uzyciem kitu i primeréw random
(High-Capacity cDNA reverse transcription kit, Pharmingen)
na podstawie protokotu producenta. Ekspresje mRNA oklu-
dyny i MCP-1 oznaczano w urzadzeniu Agilent Technologies
stratagene Mx3005P. Jako gen referencyjny zastosowano
elongation factor - 1a (EF-10). Do oceny ekspresji mRNA EF-
-1a zastosowano primery: FW 5'-CTG AAC CAT CCA GGC
CAA AT-3’, RV 5'-GCC GTG TGG CAA TCC AAT-3'. Do oceny
ekspresji okludyny zastosowano nastepujaca pare prime-
row: FW 5'-GAT GAG CAG CCC CCC AAT-3' i RV 5'-GGT GAA
GGC ACG TCC TGT GT-3'. Do oceny ekspresji MCP-1 zasto-
sowano nastepujaca pare primeréw: FW 5'-AGT CTC TGC
CGC CCT TCT-3" i RV 5'-GTG ACT GGG GCA TTG ATT G-3'".
Dla kazdej analizowanej préby obliczano srednig wartos¢ C,
dla genu referencyjnego EF-10 uzyskana po przeprowadze-
niu reakgji real-time pcr. Kolejno dla kazdej préby obliczano
wartos¢ AC, odrebnie dla kazdego z badanych genéw po-
przez odjecie od wartosci C, danej proby wartosci $redniej
C, dla genu referencyjnego w danej prébie. Nastepnie dla
kazdego z badanych genéw wyprowadzano warto$¢ AAC,
poprzez réznice pomiedzy wartoscia AC, danego genu
w danej prébie a srednia wartoscig C, tego genu obliczong
dla prob z uktadéw niestymulowanych (kontrolnych). Obli-
czajac krotnos¢ zmiany ekspres;ji dla kazdego genu z bada-
nych préb uzyskane wartosci podstawiano do wzoru 2AA<.

Ocena apoptozy HUVEC metoda cytometrii
przeptywowej

W celu oceny wptywu HMGB1 na apoptoze komorki
HUVEC byly indukowane HMGB1 (1690-HM-025, R&D Sys-
tems) w stezeniach 0,1 ug/ml, 1i 2,5 ug/ml. W 24 godz.
stymulacji HMGB1 komorki zostaty strypsyniowane w celu
oceny apoptozy. Apoptoze HUVEC oceniono za pomoca
cytometru przeptywowego Beckman-Coulter FC500 (Szpi-
tal im. Wiadystawa Bieganskiego) przy uzyciu Anneksyny
V-FITC oraz jodku propydyny (P1) (FITC-Annexin V Apoptosis
detection kit, BD Pharmingen, 556547) zgodnie z protoko-
tem producenta. Komérki Anneksyna V(-)PI(-) uznawano
jako zywe, natomiast pule komoérek Anneksyna V(+)PI(-)
i Anneksyna V(+)PI(+) uznawano jako apoptotyczne. Ko-
morki Anneksyna(+)PI(+) uznawano jako komorki w p6z-
nej fazie apoptozy.

Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako $rednig = SEM. Rozktad po-
szczegblnych zmiennych zweryfikowano testem W Shapi-
ro-Wilka. Jednorodno$¢ wariancji sprawdzano testem Le-
ven'a. W przypadku rozktadu normalnego i nierézniacych
sie wariancji istotnos¢ réznic opisano testem t Studenta Ida
prob niezaleznych, a gdy przynajmniej jedno z wyzej wy-
mienionych kryteriéw nie byto spetnione, stosowano test U
Manna-Whitney'a. Do analiz wykorzystano program Stati-
stica (StatSoft, Inc,. Tulsa, OK., USA).

WYNIKI

Wptyw HMGB1 na barierowe witasciwosci HUVEC
w systemie Real-time Cell Electric Inpedance
Sensing system (RTCA-DP)

Biatko HMGB1 to czynnik zagrozenia uwalniany przez
uszkodzone tkanki. Celem badania byta ocena jego wptywu
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na wiasciwosci barierowe srédbtonka naczyniowego (ryc.
1). Biatko HMGB1 w stezeniach 1i 2,5 ug/ml spowodowato
nieznaczny, ale istotnie statystyczny spadek integralnosci
srodbtonka w stosunku do hodowli kontrolnej zaréwno
w 6 godz., (nCl srednia = SEM odpowiednio: 0,96+0,007;
0,97+0,01 versus 1,01+0,01, p<0,01 i p<0,05), jak
i w 12 godz. stymulacji (nCl Srednia = SE odpowiednio:
1,03x0,008; 1,04=0,008 versus 1,07+0,008, p<0,001
i p<0,01). Efekt ten byt jednak krotkotrwaty, bowiem
w 24 godz. inkubacji wartosci nCl $rédbtonka induko-
wanego biatkiem HMGB1 nie réznity sie od wartosci ob-
serwowanych w kontrolnej hodowli spontanicznej (nCl
$rednia = SEM odpowiednio: 1,06+0,02; 1,06+0,01 ver-
sus 1,05+0,03; p>0,05). HMGB1 w stezeniu 0,1 ug/ml
nie wplyneto na integralnos¢ srédbtonka. Wyniki badania
wskazuja, ze biatko HMGB1 moze powodowac krétkotrwa-
ta destabilizacje integralnosci srédbtonka naczyniowego.

Wptyw HMGB1 na ekspresje mRNA okludyny
w HUVEC

W celu analizy mechanizmu zmniejszenia integralnosci
srodbtonka naczyniowego przez HMGB1 zaobserwowane-
go w poprzednim badaniu dokonano oceny ekspresji mMRNA
okludyny — jednego z biatek budujacych potaczenia 3ciste
(ryc. 2). W tym celu HUVEC indukowano biatkiem HMGB1
w stezeniach 0,1 ug/ml, 1 oraz 2,5 ug/ml przez 24 godzi-
ny. Ekspresja mRNA okludyny w HUVEC poddanych dziata-
niu HMGB1 w wiekszych stezeniach byfa 2-krotnie wieksza
w poréwnaniu z kontrola spontaniczna. Natomiast biatko
HMGB1 w najnizszym stezeniu spowodowato 50% spadek
ekspresji mRNA okludyny. Powyzsze wyniki wskazuja, ze
HMGB1 zmniejsza integralnos¢ srodbtonka naczyniowego
podczas pierwszych 12 godzin indukgji. Zniesieniu wptywu
HMGB1 na integralno$¢ obserwowanemu w 24 godzinie
stymulacji towarzyszy paradoksalny wzrost ekspresji mRNA
dla okludyny.

Wptyw HMGB1 na apoptoze HUVEC

Dezintegracja Srédbtonka naczyniowego moze wyni-
kac¢ ze Smierci jego komérek prowadzacej do uszkodzenia
monowarstwy. Stad w nastepnym etapie badania zana-
lizowano wptyw biatka HMGB1 na apoptoze HUVEC (ryc.
3). Biatko HMGB1 w zadnym ze stezen (0,1 ug/ml, 1 ug/
ml i 2,5 ug/ml) nie wptyneto na odsetek komérek zywych
w poréwnaniu z hodowla spontaniczna (Ax-Pl- Srednia
+ SEM: 75,93+1,89; 75,5+0,93% i 76,35+1,2% versus
76,88+0,69%; p>0,05) (ryc. 3). Nie odnotowano tez wpty-
wu HMGB1 na odsetek komoérek apoptotycznych (suma
odsetkéw komoérek we wcezesnej i pdznej fazie apoptozy)
w stosunku do hodowli spontanicznej (Ax+PI- + Ax+Pl+
Srednia + SEM: 19,38+1,4; 19,85+1,9% i 19,90+1,8% ver-
sus 18,75+2,36%; p>0,05) (ryc. 3).

Wptyw HMGB1 na ekspresje MCP-1 przez HUVEC

W celu oceny wptywu HMGB1 na aktywacje zapalna
srédbtonka naczyniowego komérki HUVEC indukowano
biatkiem HMGB1 (0,1 ug/ml, 1 i 2,5 ug/ml) przez 24 go-
dziny, a nastepnie oceniono ekspresje mRNA MCP-1 (ryc.
4). HMGB1 w najwiekszym stezeniu spowodowato ponad
dwukrotny wzrost ekspresji mRNA MCP-1 (ryc. 4). Powyzsze
wyniki wskazuja, ze HMGB1 posiada wtasciwosci aktywuja-
ce $rédbtonek naczyniowy do wydzielania chemokin, regu-
lujac w ten sposoéb jego immunomodulujace wiasciwosci.
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Ryc. 2. Analiza ekspresji mRNA okludyny w komoérkach $rédbtonka
naczyniowego krwi pepowinowej (HUVEC) indukowanych HMGB1
(0,1 pg/ml, 1 2,5 ug/ml); *p<0.05, **p<0.01, wykres przedstawia
wartosci ekspresji mRNA w komorkach srodbtonka indukowanych
HMGB-1 znormalizowane wzgledem kontroli (komérki niestymulo-
wane); n=8 z 3 niezaleznie przeprowadzonych eksperymentéw; Re-
al-time pcr
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Ryc. 3. Analiza apoptozy komoérek srédbtonka naczyniowego krwi
pepowinowej (HUVEC) indukowanych HMGB1 (0,1 ug/ml, 1 2,5 ug/
ml); Ax-Pi-: komérki zywe, Ax+Pi-+Ax+Pi+: pula komérek podlega-
jacych apoptozie, n=5 z 3 niezaleznie przeprowadzonych ekspery-
mentdéw; cytometria przeptywowa
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Ryc. 4. Analiza ekspresji mRNA MCP-1 w komérkach srodbtonka na-
czyniowego krwi pepowinowej (HUVEC) indukowanych HMGB1 (0,1
ug/ml, 12,5 ug/ml); **p<0.01, wykres przedstawia wartosci ekspre-
sji mRNA w komérkach srédbtonka indukowanych HMGB-1 znorma-
lizowane wzgledem kontroli; n=8 z 3 niezaleznie przeprowadzonych
eksperymentéw; Real-time pcr



Legeza A i wsp. Wptyw biatka HMGBT1 na barierowe i immunomodulujace wfasciwosci...

131

DYSKUSJA

Wyniki uzyskane w badaniu wskazuja, ze biatko HMGB1
moze destabilizowa¢ bariere $rédbtonka naczyniowego.
Spadek integralnosci srodbtonka pod wptywem HMGB1
odnotowany w badaniu byt krétkotrwaty, bowiem mimo
réznic obserwowanych w 6 i 12 godz. hodowli, wartosci
nCl sréodbtonka indukowanego HMGB1 po 24 godz. doréw-
nywaty wartosciom kontroli spontanicznej (ryc. 1). Spadek
integralnosci srodbtonka na skutek oddziatywania HMGB1
moze utatwiaé przedostawanie sie zwigzkéw chemicznych
i cytokin uwalnianych przez uszkodzona tkanke do krwio-
obiegu oraz ich oddziatywanie na komorki immunologiczne
we krwi, przyczyniajac sie do rozwoju proceséw zapalnych.

W celu oceny mechanizmu spadku integralnosci
srédbtonka wywotanego przez HMGB1 oznaczono eks-
presje mRNA okludyny, biatka potaczenia Scistego. Wyniki
badania wykazaty, ze w komoérkach srédbtonka indukowa-
nych biatkiem HMGB1 w stezeniach 1 i 2,5 ug/ml ekspresja
mMRNA okludyny byta po 24 godz. inkubacji istotnie wyzsza
w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (ryc. 2). Powyzszy
wynik sugeruje, ze spadek integralnosci srédbtonka wywo-
tany przez HMGB1 w poczatkowym okresie indukcji mogt
spowodowad wilaczenie mechanizméw kompensacyjnych,
polegajacych na reaktywnym zwiekszeniu ekspresji okludy-
ny i w efekcie odbudowe integralnosci srédbtonka. Co cie-
kawe, biatko HMGB1 w najnizszym stezeniu spowodowato
spadek ekspresji mMRNA okludyny w komorkach srédbton-
ka, czemu nie towarzyszyto zmniejszenie integralnosci mo-
nowarstwy. Wyboér 24 godz. do oceny ekspresji mRNA dla
okludyny wiazat sie z zaobserwowanym w tym punkcie cza-
sowym zniwelowaniem spadku integralnosci monowarstwy
srodbtonka naczyniowego w obecnosci biatka HMGB-1.

Zaburzenie bariery indukowane przez HMGB1 poréw-
nywalne z odnotowanym w naszym badaniu zaobserwo-
wano réwniez na bydlecym s$rédbtonku naczyn krwiono-
$nych siatkdwki; towarzyszyt mu jednakze spadek ekspresji
biatek potaczen Scistych [24]. Wykazano tez, ze surowice
pacjentow ze wstrzagsem septycznym indukowaty wzrost
przepuszczalnosci Srodbtonka in vitro dzieki obecnosci
biatka HMGB1 generowanego w trakcie wstrzasu i efekcie
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