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STRESZCZENIE

1. WPROWADZENIE

Skora nie tylko stanowi warstwe ochronng organizmu zapewniajgca utrzymanie
wewnetrznej homeostazy, ale rowniez pelni istotng role w przekazywaniu bodzcéw oraz
termoregulacji. Aby efektywnie pehi¢ rdéznorodne funkcje, komorki skory produkuja
szereg neuropeptydow, hormondéw oraz innych aktywnych czgstek [1]. Wykazano
na przyktad ekspresj¢ elementow 0si przysadkowo-podwzgorzowo-nadnerczowej
(ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA) [2] w komoérkach skory, ktora
umozliwia miejscowg odpowiedz na czynniki stresogenne takie jak promieniowanie
UV, czynniki chemiczne czy biologiczne [2-4]. Ale przede wszystkim naskorek jest
naturalnym zroédtem witaminy Ds [5].

Szlak produkcji neuropeptydow w skorze zachodzi zgodnie z algorytmem
wystepujacym w klasycznej osi HPA (omdéwione W [2, 16, 17]). Czynnik uwalniajacy
kortykotroping (kortykoliberyna, CRF) jest jednym z kluczowych elementow osi HPA
odpowiedzialnej za odpowiedz na stres [18]. Aktywacja receptorow CRF uruchamia
kaskade sygnalizacyjng prowadzaca do syntezy szeregu hormonéw peptydowych
bedacych efektem proteolizy proopiomelanokortyny (POMC): adrenokortykotropiny
(ACTH), melanotropiny (a, B i y-MSH), lipotropiny (B i y-LPH), beta-endorfiny
(B-END) [19]. ACTH, poprzez selektywne oddziatywanie z receptorem dla
melanokortyn (MC2R), pobudza wydzielanie glikokortykosteroidow, w tym kortyzolu
w ludzkiej skorze [20]. Kortyzol, wiazac si¢ z receptorem dla glikokortykosteroidow
(NR3C1), przeciwdziala czynnikom stresogennym, takim jak odpowiedz zapalna,
dodatkowo hamujac dalsza sekrecj¢ CRF oraz ACTH na zasadzie ujemnego sprzezenia
zwrotnego [16, 21].

Co ciekawe, na modelu hodowli keratynocytow in vitro wykazano szereg dziatan
plejotropowych dla CRF, charakterystycznych réwniez dla witaminy Ds;. Podobnie
do witaminy D3, produkcja CRF jest indukowana przez UV. Dodatkowo CRF
efektywnie hamuje proliferacje komorek [22] oraz stymuluje réznicowanie
keratynocytow [23]. Wykazano takze, ze neuropeptydy moga stymulowac ekspresje
czasteczek adhezyjnych [22], jak rowniez indukowac produkcje cytokin [24].

2. CELE PRACY

Cel 1: Przesledzenie dynamiki zmian w poziomie ekspresji elementow osi HPA
Wraz z roznicowaniem si¢ komorek naskorka.

Cel 2: Zbadanie wptywu witaminy D oraz jej analogéw o niewielkim wptywie na wapn
(20(OH)Dg3, 21(OH)pD) na ekspresje elementow osi HPA w hodowli keratynocytow
in vitro.

3. WYNIKI

Na rozprawe¢ doktorska sktadaja sie¢ cztery prace, w tym dwa artykuty pogladowe,
stanowigce wprowadzenie do tematyki roli witaminy D w skorze. Pozostate dwie
publikacje to prace oryginalne, w ktéorych zaprezentowano badania nad wptywem
procesu rdéznicowania si¢ keratynocytow oraz witaminy D na elementy osi HPA
w skorze.



W pracy oryginalnej pt. ,,Differentiation of Keratinocytes Modulates Skin HPA
Analog”, opublikowanej w Journal of Cellular Physiology w 2017 roku, wykazano
zmian¢ w ekspresji elementow osi SHPA podczas roznicowania si¢ keratynocytow.

W badaniach wykazalam podwyzszong ekspresj¢ genu CRF w S$rednio
zroznicowanych keratynocytach, podobne wyniki uzyskatam dla genu UCN1
kodujacego urokortyng 1. Dodatkowo barwienia immunofluorescencyjne wykazaty
podwyzszony poziom immunoreaktywnosci dla receptora CRFR1 w zrdéznicowanych
keratynocytach. Ekspresja genu POMC wzrastala wraz ze stopniem zrdéznicowania
keratynocytow, natomiast poziom jego receptora (MC2R) wyraznie wzrastal
w pierwszych dniach hodowli, a nastgpnie sukcesywnie spadat. Natomiast poziom
receptora dla glikokortykosteroidow (NR3C1) nie ulegat wiekszym wahaniom. Wyniki
te zostaty potwierdzone immunohistochemicznie na skrawkach zdrowej skory.

W drugiej pracy oryginalnej pt. ,,Bioactive forms of vitamin D selectively
stimulate the skin analog of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis in human
epidermal keratinocytes” opublikowanej w Molecular and Cellular Endocrinology
w 2016 roku, opisano wptyw witaminy D3 oraz jej analogow na wzrost i roznicowania,
ale rowniez na zdolno$¢ do modulacji ekspresji elementow sHPA w keratynocytach.

W pierwszym etapie pracy zbadatam ogélny efekt 1,25(OH),D3 oraz jego analogow
na hodowle pierwotnych keratynocytow. Wszystkie sekosteroidy (analogi witaminy D)
znaczaco hamowaty proliferacj¢ komorek w sposob zalezny od dawki. Jednakze
20(OH)D3; wykazywato wyzszg skuteczno$¢ w porownaniu do 1,25(OH);Ds
1 21(OH)pD, zmniejszajac liczb¢ komorek o 60-70% w poréwnaniu z 20%, dla
pozostatych zwigzkow. Zostata rowniez sprawdzona ekspresja genow markerowych
dla procesu roznicowania si¢ keratynocytow. Stwierdzono podwyzszong ekspresje
gené6w markerowych wczesnego zrdznicowania (cytokeratyna 14, cytokeratyna 1)
we wszystkich traktowanych probach. Natomiast, tylko 1,25(OH),D; i 20(OH)Ds3
znaczaco zwigkszyly poziom mRNA dla involukryny (INV, markera pdznego
zrdznicowania). Dodatkowo zbadatam zmiany w ekspresji gendw zaangazowanych
w metabolizm witaminy Ds;. Do najwazniejszych obserwacji nalezalo obnizenie
ekspresji VDR przez 21(OH)pD, przy jednoczesnym braku indukcji CYP24Al,
kodujacego 24-hydroksylaze biorgcg udziat w katabolizmie witaminy D. 1,25(0OH),D3
i 20(OH)D; nie wykazywaly wplywu na ekspresje VDR, natomiast efektywnie
indukowaty ekspresj¢ CYP24Al. Wzgledny poziom mRNA pozostalych enzymow
metabolizujagcych witaming D (CYP3A4, CYP2R1) ulegt umiarkowanej stymulacji przez
testowane zwigzki. Co ciekawe, wylacznie 21(OH)pD znaczaco zwigkszyt ekspresje
genu la-hydroksylazy, CYP27Bl. Powyzsze dane sugerujg, ze 21(OH)pD moze
aktywowac alternatywny szlak, niezalezny od receptora dla witaminy D (VDR).

Powszechnie wiadomo, ze waph oraz witamina D nalezg do silnych induktorow
procesu roznicowania si¢ keratynocytow. Dlatego tez w kolejnym etapie pracy
zbadatam wptyw powyzszych induktorow na ekspresje elementow osi HPA (CRF,
UNC1-3, POMC, MCI1R, MC2R oraz NR3C1l) w pierwotnych keratynocytach.
Wykazalam, ze traktowanie pierwotnych keratynocytéw 1,25(OH);D; w potaczeniu
z wapniem (Ca*?) efektywnie indukuje ekspresje, przynajmniej na poziomie mRNA,
wszystkich elementow osi HPA. Efekt samego wapnia na ekspresj¢ elementow HPA
byt znaczaco sltabszy, niz efekt 1,25(OH);Ds;. Najwyzsza indukcja ekspresji byla
obserwowana po 24h w probach traktowanych kombinacja 1,25(0OH),Ds oraz Ca'.
To sugeruje, ze witaminy D3 moze dziata¢ na elementy naskérkowe HPA zarowno
poprzez $ciezki zalezne jak i niezalezne od wapnia.



W ostatnim etapie pracy porownatam zdolno$¢ stymulacji ekspresji elementow osi
SHPA przez 20(OH)D3 i 21(OH)pD, do 1,25(0OH),D;. Oba testowane analogii
stymulowaty ekspresje CRF w poréwnywalnym stopniu do 1,25(OH),Ds3. Co ciekawe,
najwyzszy poziom ekspresji CRF i UCN obserwowatam w przypadku 21(OH)pD. Geny
POMC, MC1R i MC2R byty indukowane przez 1,25(0OH),D3;, 20(OH)D; oraz
21(OH)pD, z porownywalnymi efektami. Co ciekawe, mRNA MC3R byto
niewykrywalne w hodowli kontrolnej pierwotnych keratynocytow, natomiast jego
ekspresja byla skutecznie indukowana przez wszystkie testowane sekosteroidy.
Wykazatam réwniez, ze tylko 21(OH)pD umiarkowanie obnizato ekspresje NR3C1.

Dodatkowo zbadatam czy stopien zrdznicowania keratynocytow, monitorowany
poziomem ekspresji INV, wplywa na stymulacje ekspresji ACTH 1 MC2R przez
witaming D3 oraz jej analogii. Stosujac cytometri¢ przeptywowa przetestowatam dwie
populacje keratynocytow, INV pozytywne (INV”, zréznicowane) i INV ujemne (INV ",
niezroznicowane). 1,25(0OH),D3 zwigkszylo produkcje ACTH i MC2R tylko
w komoérkach INV*, natomiast 20(OH)Ds (umiarkowanie) i 21(OH)pD (silnie)
stymulowalo produkcje MC2R w keratynocytach INV . Ponadto w przeciwienstwie
do 1,25(0OH);D3 nie stwierdzono istotnego wptywu 21(OH)pD na produkcje ACTH
w obu populacjach keratynocytow.

4. PODSUMOWANIE

Istnieje wyrazna, cho¢ nie do konca poznana, zalezno$¢ miedzy witaming D3, a osig
sHPA. Wydaje sig, iz zaobserwowane zmiany w ekspresji CRF i CRFR1 w chorobach
skéry mogag podkresla¢ istotnos¢ funkcji CRF w hamowaniu proliferacji komoérek oraz
indukowaniu réznicowania. W moich badaniach po raz pierwszy wykazalam
dynamiczne zmiany w ekspresji elementéw sHPA w trakcie roznicowaniu
keratynocytow, oraz indukcje ekspresji elementow osi SHPA przez witamine D
I jej analogi. Ma to istotne znaczenie w przypadku ochrony komorek skory przed
szkodliwym wplywem promieniowania stonecznego (UVB), ktore jak wykazano
stymuluje rowniez ekspresje skornego analogu osi HPA. Otrzymane dane w ramach
prezentowanych prac podnosza intrygujace pytania: Czy stymulacja elementow osi
HPA przez UVB jest przynajmniej czeSciowo zalezna od lokalnie produkowanej
witaminy D3 oraz jej analogdéw? A moze to wilasnie witamina D3 jest glownym
czynnikiem stymulujacym ekspresje sHPA w skorze?

Tym bardziej wydaje si¢ uzasadnione prowadzenie dalszych badan nad poznaniem
mechanizmow tych interakcji. Wyniki moich badan stanowig podstawe do wyjasnienia
patogenezy szeregu chorob skory, w ktorych obserwuje si¢ zarbwno obniZzony poziom
witaminy D3 jak i1 deregulacje osi HPA, takich jak tuszczyca, czy atopowe zapalenie
skory. Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja nowe cele terapeutyczne w oparciu
o witaming¢ D3 oraz jej pochodne o nieznacznym wplywie na gospodarke wapniowq.
Zaproponowany przeze mnie nowy mechanizm interakcji miedzy witaming D3, a SHPA
potwierdza zasadno$¢ suplementowania witaminy Dz w terapii chorob skory, w celu
zmniejszenia czestosci ich wystgpowania oraz tagodzenia objawow 1 skutkow,
a co za tym idzie rowniez poprawy jakosci zycia pacjentdéw dermatologicznych.



