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STRESZCZENIE

Zapalenie jest istotnym mechanizmem obronnym organizmu, ktéry do prawidtowego
przeprowadzenia wymaga wspotpracy réznych komorek ludzkiego organizmu.
Do wytworzenia reakcji zapalnej niezbedne sg rowniez okreslone procesy komorkowe
takie jak adhezja, aktywacja komorek odporno$ciowych oraz ich migracja. Adhezja jest
nie tylko wazna ze wzgledu na budowe tkanek i1 organow, ale rowniez umozliwia
komoérkom uktadu odpornosciowego docieranie do miejsc objetych stanem zapalnym.
Do skladnikow macierzy pozakomoérkowej, ktore umozliwiaja adhezje komoérkowa,
naleza kolageny, elastyna, fibronektyna, laminina, witronektyna, kwas hialuronowy
oraz metaloproteinazy macierzy. Komorki tuczne ze wzgledu na swoja lokalizacje
w tkankach, a takze dzigki licznym mediatorom prozapalnym i przeciwzapalnym, ktore
sa przez nie produkowane 1 wydzielane, pelnia wazna role w inicjowaniu,
utrzymywaniu oraz wygaszaniu zapalenia. Komorki tuczne wykazuja na swojej
powierzchni ekspresj¢ licznych receptoréw adhezyjnych, gtéwnie z rodziny integryn.
Hipoksja jest zwigzana ze stanem zapalnym i moze zmieniaé ekspresje receptorow
adhezyjnych, prawdopodobnie wplywajac na adhezje komorek odpornosciowych.
Do tej pory niewiele byto wiadomo na temat roli obnizonego ci$nienia parcjalnego tlenu
w regulacji adhezji komoérek tucznych. W pracy badano dziatanie hipoksji na adhezje
ludzkich komorek tucznych do wybranych sktadnikow macierzy pozakomorkowe;j
I ekspresje receptorow adhezyjnych w tych komorkach, a takze poszukiwano
mechanizméw warunkujacych zalezng od hipoksji zmiang w adhezji komorek tucznych
do fibronektyny i kwasu hialuronowego.

W toku pracy wykorzystano ludzka lini¢ komorek tucznych LAD2 i hodowlg
komorkowa w wyspecjalizowanej komorze z mozliwoscig Scistego regulowania
stezenia tlenu. Procent adherujagcych komoérek LAD2 byt okreslany w tescie adhezji
przez pomiar kwasnej fosfatazy uwalnianej z lizowanych komorek. Do oceny ekspresji
mRNA zastosowano technike RT-qPCR, za$ ekspresje powierzchniowg receptoréw
badano za pomoca cytometrii przeptywowej. Uzywano tez metody Western blot
do pomiaru aktywnos$ci wybranych $ciezek sygnatowych.

Stwierdzono, ze hipoksja wptywa na regulacj¢ adhezji komorek tucznych, a efekty
moga by¢ przeciwstawne w zalezno$ci od sktadnika macierzy pozakomorkowej oraz
wchodzacego z nim w interakcje receptora. Komorki LAD2 adherowaty

do fibronektyny w zwiekszonej ilosci, kiedy byly eksponowane na niedotlenienie,



podczas gdy w tych samych warunkach tracity niemal calkowicie zdolno§¢ adhezji do
kwasu hialuronowego. W pierwszym przypadku, wzrostowi adhezji nie towarzyszyly
zmiany ekspresji mMRNA oraz powierzchniowej integryny a5p1, a zmiana aktywnoSci
tej integryny zalezna byta od procesu regulacji integryn znanego jako ,.inside-out
signaling” i $ciezki sygnatowej PI3K/Akt, ktora byla aktywowana przez hipoksjg.
W drugim przypadku, zanik adhezji na skutek obnizonego st¢zenia tlenu mogt wynikaé
ze zmian konformacyjnych receptora CD44, ktéry wchodzi w interakcje z kwasem
hialuronowym. Powyzsze obserwacje wspieraja poglad, ze hipoksja moze odgrywac
znaczaca role w naplywie komorek tucznych do tkanki objgtej procesem zapalnym

poprzez regulacj¢ adhezji tych komoérek do macierzy pozakomorkowe;.

SUMMARY

Inflammation is an essential defense mechanism in the body that for proper function
requires the collaboration of various cells. Certain cellular processes such as adhesion,
activation of immune cells and their migration are necessary to generate
an inflammatory response. Adhesion is not only important for the structure of tissues
and organs, but also helps cells reach inflammatory sites. The components
of the extracellular matrix that enable efficient adhesion, include collagens, elastin,
fibronectin, laminin, vitronectin, hyaluronic acid and matrix metalloproteinases.
Due to location in tissues, as well as numerous pro-inflammatory and anti-inflammatory
mediators that are produced and secreted, mast cells play an important role in initiating,
maintaining and extinguishing inflammation. Mast cells express on their surface
numerous adhesion receptors, mainly within the integrin family. Hypoxia is associated
with inflammation and may alter the expression of adhesion receptors possibly affecting
adhesion of immune cells. Little is known about the role of reduced oxygen partial
pressure in regulating mast cell adhesion. Taking into account the literature data, it was
decided to assess the effect of hypoxia on mast cell adhesion by focusing in particular
on: (1) adhesion of human mast cells to selected components of the extracellular matrix
under hypoxic conditions; (2) expression of specific adhesion receptors under
the influence of oxygen deficiency; (3) investigating the mechanism behind
the hypoxia-dependent change in adhesion to fibronectin and hyaluronic acid.

In the course of the work, the human LAD2 mast cell line cultured in specialized

chamber with the ability to precisely regulate the oxygen concentration were used.



The percentage of the adhering LAD2 was determined in an adhesion assay
by measuring acid phosphatase released from lysed cells. The RT-gPCR technique was
used to evaluate the mMRNA expression of selected genes, while the surface expression
of receptors was assessed by flow cytometry. Western blot was used to analyze state
of selected signaling pathway involved in the regulation of LAD2 cell adhesion
to fibronectin.

It was found that hypoxia influences mast cell adhesion, and the effects may
be opposite depending on the extracellular matrix component as well as the receptor
interacting with it. LAD2 adhered to fibronectin in an increased amounts when exposed
to hypoxia, while under the same conditions they almost completely lost their adhesion
to hyaluronic acid. In the first case, the increase in adhesion was not accompanied
by a change in mRNA and surface expression of the a5B1 integrin, but an inside-out
signaling pathway was engaged, resulting in the activation of cell surface receptors.
Moreover, hypoxia directly affected the PI3K/Akt signaling. In the second case, the loss
of adhesion due to decreased oxygen concentration could also result from
conformational changes of the CD44 receptor, which interacts with hyaluronic acid.
The above observations support the idea that hypoxia regulates mast cell adhesion
to extracellular matrix and this process may play a role in the influx of mast cells into

the inflamed tissue.



