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temat pracy: ,, Wphw wieku i interleukiny 6 na proces uszkodzenia miesnia sercowego

indukowany lipopolisacharydem bakteryjnym

STRESZCZENIE

Jedng z najczestszych przyczyn zgondw na oddziatach intensywnej terapii jest
niewydolno$¢ krazenia wywotana wstrzgsem septycznym. Pacjenci przebywajacy na oddziatach
intensywnej opieki medycznej sg szczegdlnie podatni na zakazenia z uwagi na czgsto starszy
wiek, obcigzenie licznymi schorzeniami i ci¢zki stan ogdlny, ktore uposledzaja odpornosc oraz
procedury inwazyjne naruszajace ciagto$¢ fizjologicznych barier ochronnych. WSstrzas
septyczny rozwijajacy si¢ w nastepstwie zakazenia charakteryzuje si¢ spadkiem oporu
naczyniowego oraz kurczliwosci migénia sercowego. Uszkodzone tkanki oraz komorki uktadu
odpornosciowego sg zrodtem duzych ilosci cytokin i mediatorow stanu zapalnego, ktore
odpowiedzialne sg za wystapienie wstrzasu septycznego.

Do silnych czynnikéw indukujacych ostrag odpowiedz komoérek uktadu odpornosciowego
w przebiegu zakazen bakteryjnych nalezy lipopolisacharyd bakteryjny (LPS), ktory jest
antygenem zewngtrznej blony komorkowej bakterii  Gram-ujemnych. Wsrdd cytokin
uwalnianych w przebiegu wstrzasu septycznego jest interleukina 6 (IL-6), ktora petni role
zardwno czynnika prozapalnego, jak tez immunomodulujacego. Nie wiadomo, jak efektywne sa
mechanizmy protekcyjne zalezne od IL-6 u pacjentow w starszym wieku, a wigc u chorych
najbardziej narazonych na wystgpienie wstrzasu septycznego.

Celem pracy jest ocena wpltywu stanu zapalnego indukowanego podaniem
lipopolisacharydu §ciany bakteryjnej (LPS) na aktywacj¢ szlakow przekaZnictwa
wewnatrzkomorkowego zwigzanych z uszkodzeniem lub cytoprotekcja w komorkach migsnia
sercowego, w zalezno$ci od wieku oraz obecnosci badz braku interleukiny 6 u myszy.

Badanie przeprowadzono na 43 samcach myszy szczepu pozbawionego funkcjonalnego
genu IL-6 (C57BL6/J'-6FTMKoDT _ 11 6KO) oraz na 44 zwierzetach szczepu kontrolnego
(C57BL6/J - WT), wytwarzajacych IL-6 w sposob fizjologiczny. W celu porownania wpltywu
wieku na badane zjawiska doswiadczeniu wykonano na zwierz¢tach w wieku 3 miesiecy (49

myszy) oraz 24 miesiecy (38 myszy). Grupy kontrolne kazdego genotypu stanowity zwierzeta,



ktorym podano dootrzewnowo 0,9% roztwor chlorku sodu w dawce 10 ml/kg m.c., natomiast
grupy badane obydwu genotypoéw otrzymywaty LPS z Escherichia coli wedlug nast¢pujacego
schematu: grupa ,,0,1 LPS” otrzymata LPS w niskiej dawce 0,1 mg/ kg m.c; grupa ,,10 LPS”
otrzymata wysoka dawke LPS (10 mg/ kg m. c.) w celu wywotania objawoéw wstrzasu
septycznego; ostatnie grupy (,,0,1+10 LPS”) otrzymaly dwie dawki LPS — najpierw niska (0,1
mg/kg m.c. -,,hartujacg”), a po 24 godzinach wysokag dawke (10 mg/kg m.c.). Po 24 godzinach
od podania ostatnich dawek LPS myszy u$miercano przez przerwanie ciagltosci rdzenia
przedtuzonego i pobierano krew oraz serce do dalszych badan. Podstawe serca utrwalano w
10% roztworze buforowanej formaliny, a pozostale fragmenty lewej komory umieszczano w
ciektym azocie w celu podzniejszej analizy metodami biologii molekularnej. Oceng¢ nasilenia
nacieku zapalnego w migéniu sercowym wykonano w preparatach histologicznych barwionych
hematoksyling 1 eozyng oraz w barwieniu immunohistochemicznym w kierunku
powierzchniowego antygenu leukocytarnego CD45. Nasilenie procesu apoptozy oceniono na
podstawie ilosci jader komorkowych zabarwionych fluoresceing w badaniu metoda TUNEL.
Zamrozone fragmenty lewej komory postuzyty do oceny ekspresji i fosforylacji biatlek metoda
Western Blotting. Analizowano elementy szlakow przekaznictwa wewnatrzkomorkowego,
biorgce udziat w odpowiedzi kardiomiocytéw na czynniki uszkadzajace i regulowanych przez
IL-6: STAT3, ERK1/2, Aktl/2/3, a takze biatka wpltywajace na apoptoze: Bcl-2 i p53. Ponadto
wykonano analizg ekspresji regulatorow przekaznictwa: biatek SOCS1/3 i PIAS.

Whyniki: U zwierzat mtodych podanie wysokiej dawki LPS prowadzi do pobudzenia
szlakow przekaznictwa JAK/STAT, MEK/ERK, z jednoczesnym obnizeniem ekspresji bialek
hamujacych (PIAS i1 SOCS3), bez istotnego wptywu na kaskad¢ IP3K/Akt, ktora jest
aktywowana niska dawkag LPS. Brak IL-6 nie zmienia istotnie odpowiedzi kaskad JAK/STAT,
MEK/ERK na podanie LPS, wywotuje natomiast odmienng reakcje¢ inhibitorow biatek STAT3,
powodujac zmniejszenie ekspresji PIAS oraz zniesienie hamowania ekspresji SOCS3 przez
LPS. Podanie wysokiej dawki LPS zwierzetom szczepu referencyjnego prowadzi do
zmniejszenia ekspresji bialek regulujacych apoptoz¢ Bcl-2 i p53 oraz nasilenia procesu
apoptozy w miegs$niu sercowym, natomiast wczesniejsze podanie hartujacej dawki LPS jest w
stanie czgsciowo zapobiec indukcji apoptozy wywotanej wstrzasem septycznym. Przy braku IL-
6 wystepuje obnizenie ilosci pS3 w migsSniu sercowym, natomiast nasileniu ulega depresyjny
wplyw podania LPS na poziom Bcl-2. U myszy w podesztym wieku obserwuje si¢ znacznie
mniejszg dynamike aktywacji szlakow JAK/STAT oraz MEK/ERK w odpowiedzi na LPS.
Wysoka dawka LPS nasila aktywacje kaskady IP3K/Akt. Podobnie jak u zwierzat w mlodym



wieku, brak IL-6 nie wplywa na zmiang¢ odpowiedzi szlakéw przekaznictwa
wewnatrzkomérkowego na podanie LPS. U starych myszy szczepu dzikiego podanie LPS
zmniejsza ekspresj¢ biatka PIAS, a brak IL-6 sprawia, iz efekt ten jest bardziej nasilony. W
odréznieniu od zwierzat mtodych, podanie LPS zwierzgtom starym nie wplywa istotnie na
ekspresj¢ biatka SOCS3, niezaleznie od obecnosci IL-6.

Whioski: Dootrzewnowe podanic LPS wywotuje zmiany aktywnosci szlakow przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego JAK/STAT, MEK/EKR, zwigzanych z cytoprotekcja i uszkodzeniem
komorek oraz nasilenie apoptozy w migsniu sercowym. W starszym wieku dynamika zmian
aktywnosci tych szlakow jest istotnie mniejsza, inna jest tez odpowiedz szlaku IP3K/Akt. IL-6
ma niewielki wplyw na aktywnos$¢ szlakéw przekaznictwa w odpowiedzi na LPS, ktory
sprowadza si¢ do ograniczenia ekspresji biatek antyapoptotycznych, w niewielkim stopniu

nasilajac proces apoptozy.



