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TEORIA MATERIALY | METODY

Choroba zwyrodnieniowa stawow (osteoartroza, OA) jest bardzo powszechng, powoli rozwijajgca sie choroba Sescss
uktadu miesniowo-kostnego, jedng z najczestszych przyczyn wtornej niepetnosprawnosci ruchowej. Dotyka é%@
najczesciej osob starszych lub w srednim wieku (po 60 roku zycia) i objawia sie przewlektym bdlem, sztywnoscig

Hodowle fibroblastow btony maziowej i stymulacja TNF lub LPS w celu

stawu oraz utrudnionym poruszaniem. Dotychczasowo, za gtdbwng przyczyne osteoartrozy uwazano zuzycie sie wywotania stanu zapalnego nasladujcego proces zapalny w OA
powierzchni chrzgstki, spowodowane nadmiernym naciskiem (otytos¢) oraz wiekiem pacjenta. Wraz z
postepem badan nad okazato sie jednak, ze chorobie tej juz od bardzo wczesnych stadiow towarzyszy
przewlekty stan zapalny o niskim natezeniu. Aktualnie nieznane s3 skuteczne metody terapii OA, leczenie

Vv
polega jedynie na fagodzeniu bolu oraz utrzymaniu funkcjonalnosci stawu. Nie istnieje jednak skuteczny lek,
ktory zapobiegatby degeneracji chrzastki stawowej oraz wspierat jej odbudowe u osob dotknietych chorobg.
CEL BADAN
Izolacja RNA
Spojrzenie na osteoartroze jako na chorobe zapalng wyznacza nowy kierunek badan. Dotychczasowym celem & °{f;n2i:;;°ctjga
badaczy byty chondrocyty (HC), komorki budujace chrzastke stawowg, poniewaz to ona ulega degeneracji w OA. Test proliferacji komorek
Jednak HC nie s3 gtownymi komédrkami wydzielniczymi stawu. Za ich odzywienie, produkcje ptynu - pozywcge;;f:a'i’:jzhodown (ort)
maziowkowego oraz ochrone catego stawu odpowiadajg gtownie synowiocyty btony maziowej (HFLS, human

fibroblast-like synoviocytes). Komorki te w zdrowym stawie petnig funkcje odzywczo-ochronne, natomiast
podczas stanu zapalnhego produkujg szereg czynnikéw zapalnych, mi.in. cytokiny prozapalne, chemokiny, TNFa,

czynniki wzrostu naczyn, metaloproteinazy degradujgce macierz zewnatrzkomorkowa (MMPs),
metaloproteinazy zawierajgce domene dezyntegryny (ADAMTS) i inne.

Celem naszych badan byto opracowanie modelu in vitro zapalenia btony maziowej nasladujgcego stan

Analiza ekspresji gendéw
zapalny obserwowany w OA oraz charakterystyka zmian w HFLS zachodzacych podczas choroby. (qPCR)
Stymulacja HFLS i HFLS-OA w roznych punktach czasowych w celu wybrania odpowiedniego czasu stymulacji zapalnej do dalszych badan — Roznice w ekspresji gendw w HFLS pochodzacych od oséb zdrowych i chorych na OA
wyniki testu ELISA oraz gPCR dla czynnikow zapalnych: IL-6 i CCL2 MMP3 MMP2 RN
61 2.51 30-
HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA x x *k
250001 25000~ ook 20000~ 25000~ . c g 2.0 2
_ *kk _ Fkk — *kk — :g 44 :g ;qif 204
E 200001 E 200001 ?Em 15000- % 20000+ 4 %1-5- g
g 15000+ = 15000+ f\,“l o (% 15000+ * e $ 1.0 ¥
0 * i 3 10000- a § 2- § £ 10-
= 100007 = 10000- O O 100001 8 80.5- g
S o g g
S 5000 S 5000- 5 2000 q 50001 0- 0.0- 0-
a o HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA
TRt 4n aan 48 Kt 4 2 a4 TRt 4n aan 48 Kt 4 2 an
LPS 50 ng/mi LPS 50 ng/mi LPS 50 ng/ml LPS 50 ng/mi
IL6 IL8 CCL2
HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA 2.0~ 41 2.0
80001 8000- 8000+ ek 10000- } i 3 }
_ _ — — ok € 1.5- S 3- S 1.5-
E 6000 E 6000 iy £ 6000- £ 80007 = = =
g g = ek = 5000- o g10- 5 2- g10-
) 4000 4000~ o 3 4000- 3 2 2 °
g g $E> g 4000+ * '§0.5- 2 1- '§0.5-
] 20001 'S 2000- S 20001 S Joood
= = 8 8 0.0- - 0.0-
0- 0. 0. o HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA
K 1h 4h 8h 24h  48h K 1h 4h sh 24nh  48h K 1h 4h sh 24h 4sh K 1h  4h  8h  24h  48h
TNF 10 ng/ml TNF 10 ng/mi TNF 10 ng/ml TNF 10 ng/ml
HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA Roznice w ilosci biatka MMP-3 w HFLS pochodzgcych od osob zdrowych i chorych na OA

N
o1
]

40+

o
o
[ ]
N
o

N
o
1

w

o
w
o
[EEN
ol

[EY
(6]
1

- **k%
HFLS HFLS-OA
2 = < = % S 0] ek % = o 30000- ok 10000~
:é_;-% g‘g Fokk q;_).'g g’?g‘ E E 8000 *k Fkk
gz gz 2- g5 g £ 107 £ 200001 k=t
e 5 107 £ S 25 ** c 3 @ o 6000-
8 E s £ 101 2 £ 10- °E 5 S S
58 s- 2 8 g S g g S S 4000-
= 10000- =
0- 0- 0- 0- S S
S < 2000-
K 1h 4h 24h 48h K 1h 4h 24h 48h K 1h 4h 24h 48h K 1h 4h 24h 48h =3 S
LPS 50 ng/ml LPS 50 ng/ml LPS 50 ng/ml LPS 50 ng/ml 0 0-
K LPS 24h LPS 48h K LPS 24h LPS 48h
HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA
15- 20 - * * 15- *k*k 15- HFLS HFLS'OA
*kk
© 2 - © 2 = N 3 _ 3000 ~ 3000 .
5 g 55 10 g2 * g2 * S 2000- S 2000-
i e i i o 7
£ £ 5 535 5 55 5 S S
SE S E s S E g 5 = =
82 g8 e g & g e = 10004 = 10004 *
S S
0- . 0- o o
K 1h  4h  8h  24h  48h K 1h  4h  8h  24h  4sh K 1h  4h  8h  24h  48h K 1h  4h  8h  24h  4sh 2 =
TNF 10 ng/ml TNF 10 ng/ml TNF 10 ng/ml TNF 10 ng/ml 0- b TNE 24h TNF 48h 0- " NP 24 TNF 48h
Roznice w tempie proliferacji FLS po osob zdrowych i chorych na OA oraz Poziomy ekspresji genu MMP-3 oraz TIMP-1 po 24-godzinnej stymulacji prozapalnej w HFLS pochodzgcych od oséb zdrowych i chorych na OA
szczurow zdrowych i badanych w modelu OA
HFLS HFLS-OA HFLS HFLS-OA
150- 150 MMP3 MMP3 TIMP-1 TIMP-1
g E, 151 5 * 5+ 61
[ **k%
= — kK
< 100~ & 100+ = 2 2 41 i 2
= 5 2 g 3 5
"IG—) g *x :S, 10+ :2 = 3 = 4+
E 2 3 ; é 5 .
Q 504 Q 50- > > < 24 >
S S § °] 15 s s 2]
= & 3 3 3 1- 3
- +—
0- 0- 0- - 0- 0-
HFLS HFLS-OA SHAM MIA K LPS 24h TNF 24h K LPS 24h TNF 24h LPS 24h TNF 24h K LPS 24h TNF 24h

PODSUMOWANIE

Projekt finansowany w Powyzsze wyniki wskazujg na znaczgce zmiany zapalne w synowiocytach pobranych od pacjentéw chorych na OA w
ramach projektu Narodowego ~ Stosunku do komorek pochodzacych od osdb zdrowych. Po stymulacji prozapalnej, zmiany w ekspresji genow widoczne sg
‘ Centrum Nauki OPUS no. po 1-8 godzinach, natomiast na poziomie produkcji biatka po 24-48 godzinach. Zaobserwowano takze roznice w tempie

UMO-2016/23/B/nZ7/01143,  proliferacji — komorki zdrowe dzielg sie znaczgco szybciej, zarébwno w probkach pochodzacych od ludzi jak i od szczurdw.
2017-2020 oraz srodkow

Wybrane czasy stymulacji oraz dawki TNF i LPS pozwolg na opracowanie doktadnego modelu osteoartrozy in vitro, ktory

statutowych IF PAN. : : . C : :
J L Vel zostanie wykorzystany do dalszego badania substancji oddziatujgcych na synowiocyty. Hamowanie stanu zapalnego, za
martabrykk@gr.nail.com ktory odpowiadajg gtoéwnie HFLS, stanowi nowatorskie podejscie do terapii OA i daje duze nadzieje na zwiekszenie jej

efektywnosci.



