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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

1. WPROWADZENIE

Skora nie tylko stanowi warstwe ochronng organizmu zapewniajacg utrzymanie
wewnetrznej homeostazy, ale rowniez pelni istotng role w przekazywaniu bodzcoéw oraz
termoregulacji. Aby efektywnie petni¢ réznorodne funkcje, komorki skory produkuja
szereg neuropeptydow, hormondéw oraz innych aktywnych czastek [1]. Wykazano
na przyktad ekspresj¢ elementow o0si przysadkowo-podwzgdrzowo-nadnerczowej
(ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA) [2] w komorkach skory, ktora
umozliwia miejscowg odpowiedz na czynniki stresogenne takie jak promieniowanie
UV, czynniki chemiczne czy biologiczne [2-4]. Ale przede wszystkim naskorek jest
naturalnym zrédlem witaminy D3 [5].

Powstawianie i rola witaminy D3 w skérze. W skorze, a przede wszystkim
w keratynocytach warstwy podstawnej, pod wptywem promieniowania ultrafioletowego
typu B (UVB) zachodzi fotoliza 7-dechydrocholesterolu (7-DHC) do prewitaminy D3
[6] (Rysunek 1). Nastepnie w wyniku izomeryzacji prowitaminy D3 powstaje nie tylko
witamina D3, ale rowniez tachysterol i lumisterol. Witamina D3 zostaje przeksztatcona
w aktywny hormon - Kkalcytriol (1,25(OH);D3) poprzez nastepujace po sobie
hydroksylacje wegli w pozycji C-25 i C-1, ktore zachodzg odpowiednio w watrobie
I nerkach [7]. Badania ostatnich lat wykazaty, iz szereg organéw, w tym réwniez skora,
posiada niezbedne enzymy do pelnej aktywacji witaminy Ds, ale wylacznie
w Kkeratynocytach mozliwa jest synteza 1,25(0OH),D; z 7-DHC [8]. Ponadto,
keratynocyty podobnie jak inne komorki skory produkuja funkcjonalny receptor dla
witaminy D3 (VDR) [9]. Dzi¢ki temu, skora jest nie tylko zrodtem witaminy Ds, ale
réwniez waznym miejscem docelowym jej dzialania. Jedng z lepiej poznanych funkcji
witaminy D3 jest regulacja homeostazy jondéw wapnia i fosforanow w ludzkim
organizmie [10]. Poza tym aktywne metabolity witaminy D; charakteryzujg sig
szerokim spektrum dzialan biologicznych, takich jak hamowanie proliferacji
keratynocytow oraz indukcja ich réznicowania [8]. Dzigki powyzszym wihasciwosciom,
1,25(0OH),D3 oraz jego analogi od lat z powodzeniem byly stosowane w leczeniu
chor6b hiperproliferacyjnych, np. tuszczycy [20].

Wapn wraz z witaming D3 odgrywaja istotng role w procesie réznicowania naskorka
[11] (Rysunek 1). 1,25(0OH),D3 nie tylko stymuluje produkcje¢ bialek uczestniczacych
W procesie roznicowania, takich jak inwolukryna, transglutaminaza, lorykryna czy
filagryna [12], ale rowniez uwrazliwia keratynocyty na roznicowanie indukowane
wapniem poprzez zwickszenie ekspresji genu receptora dla wapnia (CaR) [13].
Regulacja transkrypcji przez aktywna form¢ witaminy D3 (1,25(0OH),;D3) nastepuje
za posrednictwem jadrowego receptora dla witaminy D (ang. Vitamin D Receptor,
VDR). Po aktywacji ligandem, VDR ulega heterodimeryzacji z receptorem kwasu
9-cis-retinowego (ang. Retinoid X Receptor, RXR). Powstaly dimer VDR-RXR
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rozpoznaje charakterystyczne sekwencje promotorowe DNA (ang. vitamin D responsive
element, VDRE) dla genéow zaleznych od witaminy D3 [14]. Do kompleksu dotaczaja
si¢ rowniez jadrowe biatka koregulatorowe modulujac zalezng do witaminy D ekspresje
gendéw. Wykazano, iz w skorze podczas procesu roznicowania kompleks VDR-RXR
wigze si¢ selektywnie z kompleksem DRIP (réwniez znany, jako MDI1) lub SRC,
zaleznie od stopnia zroznicowania keratynocytow [15] (Rysunek 1).

Koregulatory Funkcje
VDR VDR

Y — Roznicowanie
keratynocytow

— Regulacja cyklu
mieszka wlosowego

— Hamowanie
proliferacji

— Ochrona
przeciwnowotworowa

— Utrzymanie bariery
ochronnej skory

VDR
— Antybakteryjna

Rysunek 1 Regulacja funkcji, proliferacji i roznicowania keratynocytéw przez wapn, VDR oraz jego
koregulatory.

Analog osi HPA w skorze (sHPA). Szlak produkcji neuropeptydow w skorze
zachodzi zgodnie z algorytmem wystepujacym w klasycznej osi HPA (omoéwione
w [2, 16, 17]). Czynnik uwalniajgcy kortykotroping (kortykoliberyna, CRF) jest jednym
z kluczowych elementow osi HPA odpowiedzialnej za odpowiedz na stres [18].
Aktywacja receptorow CRF uruchamia kaskad¢ sygnalizacyjng prowadzaca do syntezy
szeregu hormonow peptydowych bedacych efektem proteolizy proopiomelanokortyny
(POMC): adrenokortykotropiny (ACTH), melanotropiny (o, B i y-MSH), lipotropiny
(B 1 y-LPH), beta-endorfiny (B-END) [19]. ACTH, poprzez selektywne oddzialywanie
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 dalszg sekrecje 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].

Zaburzenie ekspresji osi HPA zaobserwowano w szeregu schorzen skory
zwigzanych z nadmiernym podzialem komorek naskorka (np. tuszczyca) lub o podtozu
autoimmunologicznym (np. atopowe zapalenie skory). Nadal nie jest znany peten
mechanizm oraz wplyw zaburzen funkcjonowania osi HPA na wystgpowanie chordb
skornych. Dwa niezalezne badania wykazaly obnizony poziom receptora CRFR1
na poziomie MRNA [25] oraz biatka [26] w biopsjach skornych pacjentow
huszczycowych. Dodatkowo, kolejne badania wykazaly wyrazne zwigkszenie poziomu
CRF w surowicy, przy rownoczesnym obnizeniu ekspresji gendw CRFR1 u pacjentéw
chorych na tuszczyce oraz atopowe zapalenie skory [27]. Z drugiej strony wzrost
ekspresji CRFR1 stwierdzono u pacjentow z innymi chorobami zapalnymi skory, takimi
jak kontaktowe zapalenie skory czy przewlekta pokrzywka [28].

Wydaje si¢, iz zaobserwowane zmiany w ekspresji CRF i CRFR1 w chorobach
skéry mogag podkresla¢ istotno$¢ funkcji CRF w hamowaniu proliferacji komorek oraz
indukowaniu roéznicowania. Ponadto witamina D3 ze wzgledu na szereg podobnych
wlasciwosci do CRF moze by¢ istotnym modulatorem ekspresji elementow osi sHPA.
Warto podkresli¢, ze interakcja migdzy elementami osi HPA oraz witaming D nie byla
jak dotad doktadnie badana.



2. CELE PRACY
Cel 1:

Przesledzenie dynamiki zmian w poziomie ekspresji elementéw osi HPA

wraz z roznicowaniem si¢ komoérek naskorka.
Cel 2:

Zbadanie wptywu witaminy D oraz jej analogéw o niewielkim wptywie na wapn
(20(OH)D3, 21(OH)pD) na ekspresje elementow osi HPA w hodowli keratynocytow
in vitro.

3. OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Na rozprawe doktorska sktadajg si¢ cztery prace, w tym dwa artykuty pogladowe,
stanowigce wprowadzenie do tematyki roli witaminy D w skorze. Pozostale dwie
publikacje to prace oryginalne, w ktorych zaprezentowano badania nad wpltywem
procesu roznicowania si¢ keratynocytow oraz witaminy D na elementy osi HPA

w skorze.

W pracy pogladowej pt. ,,The renaissance of vitamin D” opublikowanej w Acta
Biochimica Polonica w 2014 roku zostata omowiona historia badan podkreslajaca role
witaminy D, jako globalnego regulatora homeostazy organizmu z perspektywy
historycznej, jak i rowniez zostal przedstawiony aktualny stan wiedzy na temat jej
znaczenia w fizjologii cztowieka.

Witamina D jest prawdopodobnie jednym z najstarszych hormondéw na ziemi.
Juz najwczeséniejsze form zycia mialy zdolno$¢ wytwarzania witaminy D, pod
wplywem promieni stonecznych [29]. Wspotczesna historia badan nad witaming D
ma swoj poczatek w czasach rewolucji przemystowej (XVIII w.). W 1822 polski lekarz,
Jedrzej Sniadecki, jako pierwszy zauwazyt, ze dzieci mieszkajace w zanieczyszczonej
Lodzi, czy centrum Warszawy, znaczgco czgsciej chorowaly na krzywice w pordwnaniu
do dzieci zyjacych w stonecznych obszarach wiejskich. Dzigki tym obserwacjom
zaproponowal skuteczng metod¢ leczenia krzywicy za pomoca zwigkszonej ekspozycji
na $wiatto stoneczne [30]. Dopiero ponad 100 lat pozniej, powiazano wpltyw $wiatta
stonecznego z produkcja witaminy D3 w skorze. Przetomem w badaniach nad witaming
D, dajgcym podstawy przysztych odkry¢, byta izolacja witaminy D, [31], a nastepnie D3
[32, 33], odpowiednio w 1932 i 1937 roku. Kolejne dekady przyniosty szczegotowe
opisy fotoprodukcji witaminy D, jej metabolizmu oraz interakcji z receptorem dla
witaminy D (VDR) [34]. Ponadto duze badania epidemiologiczne dostarczyty



posrednich, ale przekonywujacych dowodow, na to, ze optymalny poziom witaminy D
w surowicy ma korzystne skutki dla naszego zdrowia, jak i zmniejsza ryzyko
wystepowania wielu chorob, w tym nowotworow [35]. W ostatnich latach prowadzone
sa zaawansowane badania analogéw witaminy D, alternatywnych szlakow jej
metabolizmu oraz poszukiwanie nowych celow wewnatrzkomoérkowych, ktore
przyczynia si¢ do opracowania nowych narzgdzi w profilaktyce oraz leczeniu wielu
chorob cywilizacyjnych.

Praca pogladowa pt. ,,Vitamin D in the skin physiology and pathology”,
opublikowana w Acta Biochimica Polonica w 2016 roku, jest kontynuacja powyzej
omawianej publikacji. Przedstawia ona obszerny przeglad biezacej wiedzy na temat
wplywu witaminy D i jej analogéw w fizjologii i patologii skoéry oraz ich aplikacje
Kliniczne.

Skora pelni nie tylko funkcje ochronng organizmu, ale réwniez odgrywa istotng rolg
w przekazywaniu bodzcoOw pomiedzy organami wewngtrznymi, a otaczajacym
srodowiskiem, termoregulacji, czy tez syntezie i wydzielaniu czasteczek biologicznie
czynnych. Naskorek jest glownym zrodtem witaminy D3 dla catego organizmu [36].
Keratynocyty, podobnie jak wigkszos¢ innych komorek, sg wrazliwe na 1,25(0OH),D3
dzigki ekspres;ji receptora dla witaminy D (VDR) [8]. Witamina D3 oraz VDR wptywa
miedzy innymi na: proliferacje komoérek (hamowanie), réznicowanie keratynocytow
(stymulacja), odporno$¢ wrodzona (pobudzanie) oraz regulacj¢ cyklu mieszka
wlosowego [5]. Wszystkie z powyzej wymienionych aktywnosci witaminy D znaczaco
przyczyniaja si¢ do hamowania powstawania nowotworow skory.

Roéznicowanie keratynocytow prowadzi do wytworzenie si¢ zrogowaciatej warstwy
komorek naskorka, ktora stanowi bariere ochronng. Wszelkie zaburzenia tego procesu
moga prowadzi¢ do powstawania powaznych zaburzen skoérnych, w tym tuszczycy,
atopowego zapalenia i raka skory [8]. Warto zwrdci¢ uwage, ze patologie skory maja
ogromny wpltyw na wspotczesne spoleczenstwo, wpltywajac nie tylko na stan fizyczny,
ale i psychik¢ pacjentow, a takze na ich status spoleczny. Praca ta zawiera omowienie
roli witaminy D w rozwoju oraz przebiegu wybranych chorob skory, wskazujac
na potencjalne cele terapeutyczne dla witaminy D. Dla przyktadu w zmianach
tuszczycowych bariera ochronna naskorka jest niedostatecznie wyksztatcona, a dzigki
zastosowaniu 1,25(0OH),D3 nast¢puje indukcja ekspresji inwolukryny, sktadnikow
warstwy rogowej i transglutaminazy [37], enzymu wspomagajacego jej odnowe.
Ponadto witamina D zmniejsza ekspresje prozapalnych cytokin produkowanych przez
limfocyty T — IL-2, IFN-y, IL-6 i IL-8 (wszystkie odgrywaja istotng role w zapaleniu
skory) [38]. A zatem przeciwluszczycowa aktywnos¢é witaminy D wynika réwniez z jej
wlasciwos$ci  antyproliferacyjnych,  immunomodulujagcych  oraz  promujacych
réznicowanie komorek.
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W pracy oryginalnej pt. ,,Differentiation of Keratinocytes Modulates Skin HPA
Analog”, opublikowanej w Journal of Cellular Physiology w 2017 roku, wykazano
zmiang w ekspresji elementow osi SHPA podczas réznicowania si¢ keratynocytow.

W komorkach skory, takich jak keratynocyty, melanocyty, fibroblasty oraz
mastocyty, ulegaja ekspresji wszystkie elementy o0si HPA — glownego systemu
odpowiedzi na stres w organizmie [1, 17, 39]. Wykazano, ze w keratynocytach
ekspresja elementow osi HPA jest regulowana przez promieniowanie UV [4],
a ich aktywacja wptywa modulujaco na lokalng odpowiedz immunologiczng [2, 3, 17,
40, 41]. Dlatego tez, komoérki skory nie tylko odpowiadajag na poszczegdlne
neuropeptydy oraz kortykosteroidy, ale takze efektywnie produkujg elementy osi HPA
[21, 42]. Proces proliferacji i roznicowania keratynocytow ma zasadnicze znaczenie dla
odnowy bariery naskorkowej, i jest §cisle regulowany przez wapn oraz witaming D3 [5,
43-45]. Co ciekawe, roéznicowanie si¢ keratynocytow moze by¢ rowniez indukowane
przez neuropeptydy, w tym lokalne elementy osi sHPA [2, 17, 39].

Dotychczasowe badania wielokrotnie wykazywaty zmiany w ekspresji elementow
osi HPA w chorobach skornych, przyktadowo u pacjentow chorych na tuszczyce oraz
atopowe zapalenie skory zaobserwowano miedzy innymi podwyzszony poziom
kortykoliberyny (CRF) w surowicy oraz obnizong ekspresje CRFR1 w zmienionych
chorobowo biopsjach skornych [27]. W zwigzku z brakiem informacji na temat roli
procesu roznicowania keratynocytow W regulacji osi sHPA, w niniejszej pracy
zbadatam ekspresj¢ neuropeptydow i ich receptoréw w poszczegélnych warstwach
naskorka oraz w hodowli pierwotnych keratynocytow, w ktérych indukowano
réznicowanie.

W  przeprowadzonych doswiadczeniach uzytam dwoch modeli réznicowania
keratynocytow — przedtuzong hodowle keratynocytéw (wzrost gestosci hodowli
powodowat zahamowanie podziatow komorkowych 1 indukowat ich réznicowanie) oraz
biopsje skory ludzkiej, zawierajace zarowno naskorek jak 1 skore wlasciwa. Ekspresje
wybranych neuropeptydéw oraz ich receptorow (CRF, CRF1, MC1R, MC2R, NR3Cl1,
POMC) zbadalam zaréwno na poziomie mRNA (Real-Time PCR), jak i biatka
(barwienia immunofluorescencyjne).

W badaniach wykazatam podwyzszong ekspresje genu CRF w $rednio
zroznicowanych keratynocytach, podobne wyniki uzyskatam dla genu UCN1
kodujacego urokortyng 1. Dodatkowo barwienia immunofluorescencyjne wykazaty
podwyzszony poziom immunoreaktywnosci dla receptora CRFR1 w zréznicowanych
keratynocytach. Ekspresja genu POMC wzrastala wraz ze stopniem zrdznicowania
keratynocytdw, natomiast poziom jego receptora (MC2R) wyraznie wzrastat
w pierwszych dniach hodowli, a nastgpnie sukcesywnie spadat. Natomiast poziom
receptora dla glikokortykosteroidow (NR3C1) nie ulegat wigkszym wahaniom. Wyniki
te zostaty potwierdzone immunohistochemicznie na skrawkach zdrowej skory.
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Podsumowujac, wiele publikacji wskazuje na istotng role osi sHPA w fizjologii
skory. Przeprowadzone przeze mnie badania po raz pierwszy pokazuja dynamiczne
zmiany w ekspresji elementow osi sHPA na réznych etapach zroéznicowania
keratynocytow (Rysunek 2). Na podstawie otrzymanych danych w prezentowanej pracy
wysuni¢to wniosek, ze selektywna ekspresja neuropeptydéw 1 ich receptorow
przyczynia si¢ do procesu powstawania bariery naskorkowej, a takze uczestniczy
w lokalnej odpowiedzi na stres oraz moduluje dziatanie uktadu immunologicznego.
Dlatego tez wydaje si¢, ze jakiekolwiek nieprawidlowosci w lokalnej ekspresji
neuropeptydéw oraz ich receptoréw moga miec istotny wpltyw na fizjologi¢ skory,
a w konsekwencji prowadzi¢ do rozwoju choréb skornych.

O T e e )
S ] S ] —— |

<g| UCN 1 | ACTH [5] MC2R

Rysunek 2 Proponowany model lokalizacji elementéw osi HPA w naskorku.

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 1 roznicowania,
ale réwniez na zdolno$¢ do modulacji ekspresji elementow sHPA w keratynocytach.

Promieniowanie UVB nie tylko indukuje ekspresje elementow osi HPA
w keratynocytach [4], ale przede wszystkim stymuluje produkcj¢ witaminy Ds.
Niedawno wykazano, ze CYP11Al (jeden z glownych enzymow steroidogenezy)
metabolizuje 7-dehydroholesterol i witaming D3 do aktywnych biologicznie
pochodnych, takich jak 20S-hydroksywitamina D3 (20(OH)D3) oraz 21(OH)pD
(opisanych w [46, 47]), wykazujacych niewielki wptyw na gospodarkg wapniowa.
Witamina D3 i jej analogi modulujg ekspresje co najmniej 3000 genow [14, 48]. Jednak
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wpltyw witaminy D3 oraz jej analogéw na ekspresje elementéw osi HPA nie zostat
do tej pory zbadany. Gtéwnym celem badania byto okreslenie czy 1,25(OH),D3 oraz jej
pochodne o obnizonym wptywie na wapn (20(OH)D3, 21(OH)pD) moduluja ekspresje
elementow osi SHPA.

Badania zostaty przeprowadzone na komercyjnej linii pierwotnych keratynocytow
(HPEKp). Wrazliwo$¢ keratynocytow na witaming D oraz jej analogi zostala zbadana
przy uzyciu testow proliferacyjnych (test SRB). Zbadatam roéwniez ekspresje genow
zwigzanych z metabolizmem witaminy D3, wybranych neuropeptydow oraz ich
receptoréw. Badania zostaty przeprowadzone zar6wno na poziomic mRNA (Real-Time
PCR), jak 1 biatka (barwienia immunofluorescencyjne, Western Blot, cytometria
przeptywowa).

W pierwszym etapie pracy zbadatam ogolny efekt 1,25(OH),D3 oraz jego analogdw
na hodowle pierwotnych keratynocytow. Wszystkie sekosteroidy (analogi witaminy D)
znaczaco hamowaty proliferacj¢ komorek w sposob zalezny od dawki. Jednakze
20(OH)D; wykazywalo wyzsza skuteczno$¢ w poréownaniu do 1,25(OH),D3
i 21(OH)pD, zmniejszajac liczbe komoérek o 60-70% w poréwnaniu z 20%, dla
pozostatych zwigzkoéw. Zostata réwniez sprawdzona ekspresja genoéw markerowych
dla procesu réznicowania si¢ keratynocytdw. Stwierdzono podwyzszong ekspresje
genéw markerowych wczesnego zréznicowania (cytokeratyna 14, cytokeratyna 1)
we wszystkich traktowanych probach. Natomiast, tylko 1,25(OH);Ds; i 20(OH)Ds
znaczaco zwigkszyly poziom mRNA dla involukryny (INV, markera pdznego
zroznicowania). Dodatkowo zbadalam zmiany w ekspresji genow zaangazowanych
w metabolizm witaminy Ds;. Do najwazniejszych obserwacji nalezato obnizenie
ekspresji VDR przez 21(OH)pD, przy jednoczesnym braku indukcji CYP24A1,
kodujacego 24-hydroksylaze bioracg udzialt w katabolizmie witaminy D. 1,25(0OH),D3
I 20(OH)D; nie wykazywaly wptywu na ekspresjc 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 zwigkszyl ekspresje
genu lo-hydroksylazy, CYP27B1. Powyzsze dane sugerujg, ze 21(OH)pD moze
aktywowac alternatywny szlak, niezalezny od receptora dla witaminy D (VDR).

Powszechnie wiadomo, Zze wapn oraz witamina D naleza do silnych induktorow
procesu rdznicowania si¢ keratynocytow. Dlatego tez w kolejnym etapie pracy
zbadatam wptyw powyzszych induktorow na ekspresje elementow osi HPA (CRF,
UNC1-3, POMC, MCIR, MC2R oraz NR3C1l) w pierwotnych keratynocytach.
Wykazalam, ze traktowanie pierwotnych keratynocytow 1,25(OH);D; w potaczeniu
z wapniem (Ca*?) efektywnie indukuje ekspresje, przynajmniej na poziomie mRNA,
wszystkich elementow osi HPA. Efekt samego wapnia na ekspresje elementow HPA
byt znaczaco stabszy, niz efekt 1,25(OH);Ds;. Najwyzsza indukcja ekspresji byta
obserwowana po 24h w préobach traktowanych kombinacja 1,25(0OH),D3 oraz Ca*
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To sugeruje, ze witaminy D3 moze dziala¢ na elementy naskorkowe HPA zar6wno
poprzez $ciezki zalezne jak i niezalezne od wapnia.

W ostatnim etapie pracy poréwnatam 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),D3. 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 poréwnywalnymi efektami. Co cieckawe, mRNA MC3R bylo
niewykrywalne w hodowli kontrolnej pierwotnych keratynocytéw, natomiast jego
ekspresja byla skutecznie indukowana przez wszystkie testowane sekosteroidy.
Wykazatam réwniez, ze tylko 21(OH)pD umiarkowanie obnizato ekspresj¢ NR3C1.

Dodatkowo zbadatam czy stopien zréznicowania keratynocytow, monitorowany
poziomem ekspresji INV, wplywa na stymulacj¢ ekspresji ACTH i MC2R przez
witaming D3 oraz jej analogii. Stosujac cytometri¢ przeptywowa przetestowatam dwie
populacje keratynocytéw, INV pozytywne (INV™, zroznicowane) i INV ujemne (INV,
niezroznicowane). 1,25(0OH);D; zwigkszyto produkcje ACTH i MC2R tylko
w komorkach 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 wplywu 21(OH)pD na produkcje ACTH
w obu populacjach keratynocytow.
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4. PODSUMOWANIE

Istnieje wyrazna, cho¢ nie do konca poznana, zalezno$¢ miedzy witaming D3, a osig
sHPA. Wydaje sig, iz zaobserwowane zmiany w ekspresji CRF i CRFR1 w chorobach
skory mogg podkresla¢ istotno$¢ funkcji CRF w hamowaniu proliferacji komoérek oraz
indukowaniu roznicowania. W moich badaniach po raz pierwszy wykazalam
dynamiczne zmiany w ekspresji elementow sSHPA w trakcie réznicowaniu
keratynocytow, oraz indukcje¢ ekspresji elementow osi sHPA przez witamine D
i jej analogi. Ma to istotne znaczenie w przypadku ochrony komorek skory przed
szkodliwym wptywem promieniowania stonecznego (UVB), ktore jak wykazano
stymuluje rowniez ekspresje skornego analogu osi HPA. Otrzymane dane w ramach
prezentowanych prac podnosza intrygujace pytania: Czy stymulacja elementéw osi
HPA przez UVB jest przynajmniej czeSciowo zalezna od lokalnie produkowanej
witaminy D3 oraz jej analogow? A moze to wilasnie witamina D3 jest gtdéwnym
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 ktérych obserwuje si¢ zarowno obnizony poziom
witaminy D3 jak i 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 migdzy witaming D3, a SHPA
potwierdza zasadno$¢ suplementowania witaminy D3 w terapii chorob skory, w celu
zmniejszenia czestoSci ich wystgpowania oraz tagodzenia objawow 1 skutkow,
a co za tym idzie rowniez poprawy jakosSci zycia pacjentow dermatologicznych.
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SUMMARY IN ENGLISH

1. INTRODUCTION

As a protective layer, skin ensures the maintenance of the internal homeostasis,
but also plays an important role in the transmission of stimuli and thermoregulation.
To efficiently perform those diverse functions, skin cells produce a variety
of neuropeptides, hormones, and other active molecules [1]. In the recent years, it was
showed that the skin can express its own analog of the stress response coordinating
system — hypothalamic pituitary adrenal axis (SHPA) [2], which enables rapid, local
response to stress causing stimuli e.g. ultraviolet radiation, chemicals or pathogens
[2-4]. But almost importantly, the epidermis is a natural source of vitamin D [5].

Synthesis and role of vitamin D; in the skin. A vitamin D3 synthesis in the body
depends on ultraviolet light B (UVB) radiation from the sun, that is why this process
is only effective in the uppermost layer of the skin — epidermis. Briefly, UVB radiation
cause photolysis of 7-dehydrocholesterol (7-DHC) to previtamin D3 [6] (Figure 1),
which further isomerizes to vitamin Dgs, tachysterol; (T3) and lumisterol; (Ls).
Vitamin D3 undergoes sequential hydroxylations, in position C-25 and C-1, to its fully
active form — 1,25(0OH),Ds, respectively in the liver and kidney [7]. Recent studies
revealed that the essential enzymatic machinery for vitamin D3 synthesis is also present
in a number of distinct tissues and organs, including skin. But, it should be emphasized,
that the skin is the only known organ where provitamin D3 is formed and equipped with
complete machinery of vitamin D3 synthesis 25-hydroxylase and la-hydroxylase)
and metabolism (24-hydroxylase) [8]. In an addition, epidermal keratinocytes as well
as other skin cells produce functional receptor for vitamin D3 (VDR) [9]. Thus, the skin
is not only the source of vitamin D but also important target of its activity. The most
well-known vitamin D3 functions are linked to the regulation of body levels of calcium
and phosphorus, and the mineralization of bone [10]. Beyond that, active metabolites
of vitamin D3 exhibit a broad spectrum of cellular effects such as an inhibition
of cell proliferation (both normal and hyperproliferative cells) and an induction
of differentiation [8]. Thanks to the above properties, 1.25(0OH),D3 and its analogs for
years have been successfully used for treating hyperproliferative diseases such
as psoriasis [20].

Since keratinocytes express VDR, they are able to respond to the fully active form
of vitamin D3 — 1,25(OH),D3, which, together with calcium, is one of the most potent
inducer of the epidermal differentiation [11] (Figure 1). 1,25(OH),Ds3 increases
the expression of epidermal differentiation markers, such as involucrin,
transglutaminase, loricrin and filaggrin [12], but also potentiates keratinocytes response
to calcium by the induction of calcium receptor (CaR) gene expression [13]. Vitamin D
exerts its biological activity by binding with nuclear receptor for vitamin D — VDR,
which after stimulation forms a dimer with 9-cis-retinoic acid receptor — RXR (retinoid
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X receptor). The complex is then translocated to the nucleus and acts as a transcriptional
factor by binding to a VDR-responding element (VDRE) [14]. Now, it is well
established that several co-activators or co-repressors interact with VDR-RXR complex
and regulates its activity. During keratinocytes differentiation, two distinct coactivators
are involved in VDR transactivation: vitamin D interacting protein (DRIP, also known
as MDI1) complex and the steroid receptor coactivator (SRC) family [15] (Figure 1).

UVB VDR VDR
coactivators functions
A — Keratinocytes
Ca*t differentiation
e = SRC — Hair differentiation

— Proliferation
inhibition

— Cancer prevention

DRIP — Improvement of
barrier function

{‘;‘ VDR ‘ ] | — Antimicrobial
L | [

Figure 1 Regulation of keratinocytes functions, proliferation and differentiation by calcium, VDR and its
coactivators.

Skin analog of HPA axis (sHPA).The production of neuropeptides in the skin
follows the same algorithms as the classical HPA axis (reviewed in [2, 16, 17]).
The corticotropin releasing factor (CRF) is one of the key components of the HPA axis,
which is responsible for stress response [18]. Activation of CRFR1 receptor by CRF
results in an induction of the expression of proopiomelanocortin (POMC), which
is further processed to POMC-derived peptides — adrenocorticotropic hormone (ACTH),
lipotropins (B and y-LPH) melanocyte-stimulating hormone (a, B and y-MSH),
and B-endorphin (B-END) [19]. ACTH selectively interacts with the melanocortin
2 receptor (MC2R), and thereby stimulates production and secretion of glucocorticoids
— cortisol in human skin [20]. Cortisol binds to the glucocorticoid receptor (NR3C1)
and counteracts the effect of the stressor. The stress response is completed through
a negative feedback mechanism on HPA axis by attenuating CRF and ACTH peptide
production [16, 21].

It is noteworthy, that cutaneous elements of sHPA axis exert also some pleiotropic
effects on the skin. Similarly to vitamin D3, CRF production can be induced
by UV radiation. What is more, CRF was shown to inhibit cell proliferation [22],
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and stimulate keratinocytes cell differentiation [23]. It was also demonstrated that
neuropeptides can modulate the expression of cell surface adhesion molecules [22],
as well as induce production of cytokines [24].

Impairment of HPA axis expression has been observed in a number of skin
disorders, associated with overproliferation of keratinocytes (eg. psoriasis)
or autoimmunology (eg. atopic dermatitis). The full mechanism and impact
of the dysfunction of the HPA axis on the occurrence of skin diseases is still no known.
Two independent studies have demonstrated a decreased level of CRFR1 receptor
at the mRNA [25] and protein [26] level in the dermis biopsies of psoriatic patients.
Distinct studies demonstrated an increased CRF level in the serum, with simultaneous
decrease in CRF1R gene expression in lesional skin biopsies from psoriasis and atopic
dermatitis patients [27]. On the other hand, an increased CRFR1 expression was found
in patients with other inflammatory skin diseases, such as contact dermatitis and chronic
urticaria [28].

It seems that altered expression of CRF and CRFR1 in skin diseases may underline
antiprolifarative and prodifferentiation role of CRF in the skin as shown previously.
In addition, vitamin D3 due to a number of similar properties to CRF may
be an important modulator of the expression of sHPA axis elements. It is worth
emphasizing that the interaction between the elements of HPA axis and vitamin D has
not been thoroughly investigated so far.
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2. OBJECTIVES OF THE WORK
Obijective 1:

Track dynamic changes in the expression of HPA axis elements along with
the differentiation of epidermal cells.

Obijective 2:

Investigate the effect of vitamin D3 and its low calcemic analogs (20(OH)Ds,
21(OH)pD) on the expression of HPA axis elements in in vitro keratinocyte culture.

3. REVIEW OF THE PUBLICATIONS

The dissertation consists of four scientific publications. Two review articles are
the introduction of the topic of the role of vitamin D in the skin. The next two
publications are original papers showing the effects of differentiation of keratinocytes
and vitamin D on the elements of HPA axis in the skin.

The review paper "The renaissance of vitamin D", published in Acta Biochimica
Polonica in 2014, discusses the history of studies on vitamin D, highlighting its role
as a global regulator of homeostasis from a historical perspective, and also presents
current knowledge about its importance for human physiology.

Vitamin D is probably one of the oldest hormones that exist on earth. Some of the
earliest life forms have the capacity to produce vitamin D,, when exposed
to the sunlight [29]. The modern history of vitamin D in human health began during
Industrial Revolution, in the 17th century. In 1822, polish physician, Jedrzej Sniadecki
observed that children living in the polluted, sunless centre of Warsaw or Lodz, more
often suffered from rickets than compared to children living in the sunny rural areas.
Thanks to these observations, he proposed an effective method of treatment of rickets
by direct exposure to sunlight [30]. It was not until over 100 years later, the impact
of sunlight has been associated with the production of vitamin D3 in the skin.
A breakthrough in studies on vitamin D, which provided a framework for future
discoveries, was the isolation of vitamin [31], and D3 [32, 33], respectively in 1932
and 1937. The following decades have provided detailed descriptions
of the photoproduction of vitamin D, its metabolism and interaction with its receptor
(VDR) [34]. In addition, large epidemiological studies have provided indirect but
convincing evidence that optimal levels of vitamin D in serum have beneficial effects
on our health and reduce the risk of many diseases, including cancer [35]. In recent
years, advanced studies are carried out on vitamin D analogs, alternative metabolic
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pathways, and the search for new intracellular targets, which may lead
to the development of new tools for the prevention and treatment of many civilization
diseases.

The review "Vitamin D in the skin physiology and pathology", published in Acta
Biochimica Polonica in 2016, is a continuation of the above discussed publication.
It presents a comprehensive overview of current knowledge concerning the impact
of vitamin D and its analogs on skin physiology and pathology with potential clinical
implications.

The skin acts not only as a protective layer, but also performs an important role
in the transmission of stimuli, thermoregulation, synthesis and secretion of biologically
active molecules. In humans, the skin is the natural source of vitamin D3 [36].
Keratinocytes, like most other cells, express VDR, therefore are able to respond to the
fully active form of vitamin D3 — 1a,25(0OH),D3 [8]. Vitamin D3 and VDR can affect:
cell proliferation (inhibition), keratinocytes differentiation (stimulation), innate
immunity (stimulation) and regulation of the hair follicle cycle [5]. All of the above
mentioned properties of vitamin D significantly contribute to the inhibition of skin
cancer formation.

Differentiation of keratinocytes leads to the formation of a cornified keratinocytes
layer, which forms a protective barrier. Any impairment of this process can lead
to severe skin disorders, including psoriasis, atopic dermatitis and skin cancer [8].
It is worth noting that skin pathologies have a huge impact on modern society, affecting
not only the physical condition of patients, but also mental health, as well as their social
status. This discusses the role of vitamin D in the development and course of selected
skin diseases, indicating potential therapeutic targets for vitamin D. For instance,
deregulation of the keratinocytes differentiation process observed in psoriasis also
prevents the formation of the functional impermeable epidermal barrier. The application
of 10,25(0H),D3 induces, among others, expression of involucrin and transglutaminase
[37] and therefore stimulates the formation of cornified envelope. Furthermore, vitamin
D inhibits expression of proinflammatory cytokines produced by T lymphocytes, such
as IL-2, IFN-y, IL-6 and IL-8, which are responsible for the exacerbation of the skin
inflammation [38]. Thus, having in mind immunosuppressive, prodifferentiation
and antiproliferative properties of vitamin D, its successful introduction in the therapy
of psoriasis is fully justified.

The original paper "Differentiation of Keratinocytes Modulates Skin HPA
Analog", published in the Journal of Cellular Physiology in 2017, presents data
indicating that the process of keratinocytes differentiation is accompanied by significant
changes in the expression of the elements of SHPA axis.
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In the skin cells such as keratinocytes, melanocytes, fibroblasts, and mast cells,
all elements of HPA, principal stress response system of the body axis, are expressed
[1, 17, 39]. It has been demonstrated that the expression of sHPA in keratinocyte
is regulated by UVB radiation [4], and its elements can modulate skin immune
responses [2, 3, 17, 40, 41]. Thus, skin cells are not only responding to its individual
components including neuropeptides and corticosteroids, but also effectively produce
elements of HPA axis [21, 42]. Process of proliferation and differentiation
of keratinocytes is essential for renewal of the epidermal barrier and it is tightly
regulated by calcium and vitamin Dz [5, 43-45]. Interestingly, keratinocytes
differentiation may be also regulated by neuropeptides, including local elements
of sSHPA axis [2, 17, 39].

Previous studies have repeatedly demonstrated changes in the expression
of the elements of HPA axes in skin diseases. In patients with psoriasis and atopic
dermatitis was observed elevated level of CRF in the serum and decreased expression
of CRFR1 in disease affected skin biopsies [27]. Since, there is a shortage
of information on the role of keratinocytes differentiation program in regulation
of the sHPA axis, in this study was investigated the expression of neuropeptides
and their receptors in the epidermis and in cultured primary keratinocytes exposed
to differentiation stimuli.

In conducted experiments, | used two different models of Kkeratinocytes
differentiation — prolonged keratinocytes culture (increased density of the culture caused
the contact-inhibition of cell division and induction of differentiation process) and
human skin biopsies, containing both epidermis and dermis. The changes in expression
of sHPA elements (CRF, UCN1-3, POMC, ACTH, CRFR1, CRFR2, MC1R, MC2R
and NR3C1) were observed by means of real time PCR and immunohistochemistry
in full thickness skin biopsies.

The expression of CRF was more pronounced in the less differentiated
keratinocytes, very similar pattern was observed for Urocortin 1 (UCN1). Additional
immunohistochemical studies showed high prevalence of CRFR1 in large well
differentiated keratinocytes. The POMC expression was upregulated in the more
differentiated keratinocytes. Furthermore, the mRNA level of MC2R was elevated
in the first days of culture, and then gradually declined. Finally, the expression
of receptor for glucocorticoids (NR3C1) was only slightly affected by the process
of differentiation. These results have been confirmed by immunohistochemistry
on sections of healthy skin.

Summarizing, it is well established that elements of sHPA play important role
in the skin physiology and here | am showing for the first time dynamic changes
in the expression of the elements of sHPA in differentiating keratinocytes, what
corresponded with unique gradient of immunoreactivities in the epidermis (Figure 1).
On the basis of obtained data, it is speculated that the selective expression

21



of neuropeptides and their receptors contributes to the process of formation of epidermal
barrier, as well as it participates in the skin stress and immune responses. Therefore,
it seems that any alternations in local expression of neuropeptides and their receptors
can have a significant effect on skin physiology and, consequently, lead
to the development of number of dermatoses.

<l ven 1 { acTH [ mc2r

Figure 2 Proposed model of localization of the elements of skin analog of HPA axis in the epidermis

In the second original work "Bioactive forms of vitamin D selectively stimulate
the skin analog of the human epidermal keratinocytes", published in Molecular and
Cellular Endocrinology in 2016, is described effect of vitamin D3 and its analogs
on growth and differentiation, but also on their ability in modulation of the expression
of sSHPA elements in keratinocytes.

Ultraviolet radiation B stimulates not only the expression the elements of the skin
analog of HPA [4], but above all induces the production of vitamin D3 in the skin.
Recently, CYP11Al1, one of the key enzymes in steroidogenesis, was shown
to metabolize 7-dehydroholesterol and vitamin Dj providing low calcemic but
biologically active analogs: 20S-hydroxyvitamin D3 (20(OH)Ds) and 21(OH)pD
(reviewed in [46, 47]). Vitamin D and its analogs are known to modify expression
of at least 3000 genes [14, 48], however the effect on expression of the elements
of HPA axis has not been investigated. Therefore, the major aim of this study was
to determine whether 1,25(OH),D; and its low calcemic analogs, 20(OH)Dj;
and 21(OH)pD, the expression of the elements of SHPA axis.

The studies were conducted on commercially available human primary keratinocytes
(HPEKp). The sensitivity of keratinocytes to vitamin D and its analogs has been tested
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by proliferation assays (SRB assay). | also studied the expression of the genes involved
in the metabolism of vitamin Ds, selected neuropeptides and their receptors. The studies
were performed both at the mRNA (Real-Time PCR) as well as protein
(immunofluorescence staining, Western Blot, flow cytometry) level.

First of all, the general effects of 1,25(0OH),D; and its analogs on HPEKp primary
keratinocytes were examined. All secosteroids significantly inhibited cell proliferation
in a dose-dependent. However, 20(OH)D3; showed higher maximal inhibition
(efficiency) in comparison to 1,25(0OH),D3; and 21(OH)pD, reducing the cell number
by 60-70% vs 20%, for 1,25(0OH),D3 and 21(OH)pD. In addition, | investigated the
expression of keratinocytes differentiation marker genes and found that expression
of the early differentiation marker genes, cytokeratin 14 (KRT14) and cytokeratin 1
(KRT1), was elevated in HPEKp keratinocytes treated with all secosteroids tested. Only
1,25(0OH),D3; and 20(OH)D; treatment effectively increased the level of mRNA
for the involucrin (INV) gene, a late differentiation marker.

| also examined changes in the expression of genes involved in vitamin Dj;
signalling following treatment with the secosteroids. The most important observation
was downregulation of VDR gene expression by only 21(OH)pD treatment, at the same
time with no induction of CYP24A1 encoding 24-hydroxylase involved in vitamin D
catabolism. 1,25(0OH),D3; and 20(OH)D3; had no effect on VDR gene expression, but
effectively induced CYP24A1 expression. The relative mRNA levels of remaining
enzymes metabolizing vitamin D (CYP3A4, CYP2R1) were moderately stimulated
by tested compounds. Interestingly, only 21(OH)pD significantly increased
the expression of the la-hydroxylase gene, CYP27B1. These data suggest that
21(OH)pD can activate the alternative pathway that is independent of the vitamin D
receptor (VDR).

It is well known that calcium and vitamin D are powerful inducers of keratinocytes
differentiation. Therefore, in the next stage of this work, | investigated the influence
of the above inducers on the expression of the HPA axis elements (CRF, UNC1-3,
POMC, MC1R, MC2R and NR3C1) in primary keratinocytes. | have shown that the
treatment of primary keratinocytes with 1,25(OH),D3; in combination with calcium
(Ca*?) effectively induces expression, at least at the mRNA level, of all elements of the
HPA axis. The effect of calcium alone on HPA expression was significantly weaker
than the effect of 1,25(0OH),Ds. The highest induction of expression was observed after
24h in cultures treated with a combination of 1,25(0OH),D3 and Ca*?. This suggests that
vitamin D3 may act on the epidermal elements of the HPA through overlapping
and distinct pathways to that induced by calcium.

Next, 20(OH)D; and 21(OH)pD were tested for their ability to stimulate
the expression of sHPA genes in comparison to 1,25(0OH),;Ds;. Both of these
secosteroids stimulated the expression CRF similarly to 1,25(0OH),Ds. Interestingly,
the highest level of stimulation of the expression of CRF and urocortins (UCN)
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was observed for 21(OH)pD. The expression of the POMC, MC1R and MC2R genes
was stimulated similarly by 1,25(0OH),D3, 20(OH)D3 and 21(OH)pD. MC3R mRNA
was undetectable in primary keratinocytes from the control culture, but its expression
was effectively induced by all the secosteroids tested. Only 21(OH)pD moderately
decreased the expression of NR3C1. | also tested whether the degree of differentiation
of keratinocytes, monitored by the level of expression of INV, affects the stimulation
of ACTH and MC2R expression by vitamin D compounds. Using flow cytometry
| tested two populations of keratinocytes, INV positive (INV", differentiated) and INV
negative (INV, undifferentiated) cells. 1,25(0OH),D3 treatment increased the number
of positive cells for ACTH and MC2R only in INV" keratinocytes, while 21(OH)pD
(moderately) and 20(OH)D; (more strongly) stimulated MC2R production
in undifferentiated (INV") keratinocytes. Furthermore, in contrast to 1,25(OH),D3 there
was not a significant effect of 21(OH)pD on ACTH immunoreactivity in both INV* and
INV Kkeratinocytes.
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4. SUMMARY

There is a clear but not fully understood relationship between vitamin D3 and
the sHPA axis. It seems that the observed changes in CRF and CRFR1 expression
in skin diseases may underline the importance of CRF in inhibiting cell proliferation
and inducing differentiation. My studies, for the first time, showed that the process
of Kkeratinocytes differentiation active forms of vitamin D can stimulate
the expression of elements of the skin analog of the HPA axis. This is especially
important in case of the protection of skin cells from the damaging effect of sunlight
(UVB), which has also been shown to stimulate expression of the cutaneous HPA axis
analog. Obtained data, in the presented work, raises some intriguing questions: Whether
the stimulation of the cutaneous elements of the HPA by UVB is mediated, at least
in part, by locally synthesized active form of vitamin D3? Or is it the vitamin D that
is the main stimulant for sHPA expression in the skin?

Specially, it seems justified continue further studies on understanding
the mechanisms of these interactions. The results of my research are the basis for
explaining the pathogenesis of a number of skin diseases, where reduced vitamin Dj
level and deregulation of the HPA axis is observed, for example: psoriasis and atopic
dermatitis. In addition, the results point new therapeutic targets based on vitamin Dj
and its derivatives with a low impact on the calcium homeostasis. The new proposed
mechanism for the interaction between vitamin Dsz and sHPA confirms
the appropriateness of using / supplementing vitamin Ds; in therapy to reduce
the incidence, alleviate the symptoms and effects of skin diseases, and thereby improve
the quality of life.
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