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WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W PRACY
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1. WSTEP

Palenie tytoniu jest problemem cywilizacyjnym o $wiatowym zasiegu, liczbe
palaczy tytoniu obecnie szacuje sie na 1,3 biliona [94,100,126], z czego okoto 83% to
ludno$¢ krajow rozwijajgcych sie [125]. Pomimo szerokiej wiedzy na temat
szkodliwosci dymu tytoniowego, badania przeprowadzone w Polsce w roku 2004
wykazaty, ze 35% osbéb powyzej 15. roku zycia pali tyton [58,134]. Dym tytoniowy w
skali swiatowej jest najwazniejszym czynnikiem powodujgcym choroby uktadu
sercowo-naczyniowego [94,100,124,122], przewlekia ekspozycja wigze sie z
trzykrotnie wiekszym ryzykiem wystgpienia zawatu miesnia sercowego [100], a ryzyko
rosnie proporcjonalnie do liczby wypalanych dziennie papieroséw [125]. Nalezy zwrécic
uwage na dtugotrwale utrzymujgcy sie wptyw dymu tytoniowego na uktad sercowo-
naczyniowy; u osob, ktére nie palg od 20. i wiecej lat ryzyko wystgpienia ostrego
epizodu wiencowego jest wieksze o 22% w stosunku do oséb, ktére nigdy nie pality
tytoniu [125]. Badania epidemiologiczne wykazujg, ze 1/3 palaczy tytoniu umiera z
powodu choréb serca oraz naczyn krwionosnych [72,100]. Naczynia krwionosne
palaczy cechujg sie wiekszg przepuszczalnoscig niz naczynia krwionosne oséb
niepalgcych tyton, wynika to z dysfunkcji srédbtonka naczyn, aktywacji leukocytow oraz
zaburzehn wydzielania tlenku azotu (NO) [97,120]. Zmienione naczynia krwionosne
predysponujg do powstawania udaréw mozgu [30,37,42,48,58,111]. W badaniach in
vitro wykazano, ze nikotyna stymuluje komorki srédbtonka do uwalniania czynnikéw
sprzyjajgcych neoangiogenezie np. VEGF (czynnik wzrostu srédbtonka naczyn), FGF
(czynnik wzrostu fibroblastéw), a regulacja tego procesu zwigzana jest z uwalnianiem
acetylocholiny (Ach) [21,22]. Ekspozycja komérek na dym tytoniowy, jako zrddto
wolnych rodnikéw prowadzi do peroksydacji lipidéw. Utlenianie lipidow o niskiej
gestosci (LDL), zwieksza ryzyko udaru [80]. Zmniejszona jest takze skutecznosé
leczenia nadcisnienia tetniczego, odnotowywano takze przypadki nadcisnienia
ztosliwego. Czesto$¢ wystepowania przewlektej, obturacyjnej choroby ptuc u osoéb
palgcych takze jest wyzsza w stosunku do osob niepalgcych [50,116]. Etiologia astmy
oskrzelowej rowniez wigzana jest z paleniem tytoniu, a 35% os6b chorujgcych
stanowig palacze [47,97,120]. Statystycznie dtugos¢ zycia osdb palgcych tyton jest o
15 lat krotsza w stosunku do osob niepalgcych [27,59]. Dziatanie dymu tytoniowego
oprocz zwiekszonego ryzyka wystgpienia schorzen ogdlnoustrojowych, wigze sie takze
z ryzykiem kancerogenezy [58,136]. Wérdod nowotwordw, ktorych patogeneze wigze sie

z paleniem tytoniu, najlepiej poznany jest rak ptuca, najczestszy nowotwor w krajach
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rozwinietych [27,58,59,76,132]. W Polsce notuje sie okoto 20 000 nowych przypadkow
zachorowan rocznie i niemal takg samg liczbe zgondw z powodu raka ptuca, a
przezywalnos¢ piecioletnia wynosi zaledwie 15% [59,127]. Innymi nowotworami
ztosliwymi, ktorych rozwdj jest wynikiem ekspozycji na dym tytoniowy sg miedzy
innymi: rak krtani, rak gardfa (czesci nosowej gardfa, czesci ustnej gardta oraz czesci
krtaniowe] gardta), a takze rak jamy ustnej [2]. Nalezy jednak pamieta¢, ze wplyw
szkodliwych sktadnikéw dymu tytoniowego nie ogranicza sie do opisanego dziatania
ogolnoustrojowego. Dym tytoniowy sktada sie z ponad 4000 zwigzkéw majgcych wptyw
na ludzki organizm, z ktorych kilkadziesigt (okoto 60) ma udowodnione dziatanie
rakotworcze [83,93]. Dym tytoniowy pod wzgledem fizycznym to heterogenny aerozol,
powstajgcy wskutek niecatkowitego spalania tytoniu. W trakcie spalania czgsteczki
ulegaja pirolizie (rozktadowi pod wptywem temperatury), tgczac sie ze sobg w procesie
pirosyntezy [74]. Podczas wypalania jednego papierosa palacz wchfania ok. 500 mg
dymu, z czego okoto 65% to azot i tlen, pozostate 35% to substancje czynne
biologicznie [75]. W zaleznosci od sposobu oddziatywania skfadnika dymu tytoniowego
na organizm, wyrozniamy substancje draznigce (tlenek siarki, amoniak, formaldehyd),
substancje toksyczne (tlenek wegla, amoniak, tlenek azotu), substancje blokujgce
enzymy oddechowe (cyjanowodor, aldehyd octowy) oraz kancerogeny
(etylometylonitrozoamina, hydrazyna, chlorek winylu, dwumetylonitrozoamina). [74].
Podczas palenia tytoniu, w bezposrednim kontakcie ze szkodliwymi substancjami
znajduje sie wiele narzgdow, w tym gtdwnie elementy uktadu oddechowego np. ptuca,
oskrzela. Jama ustna jest obszarem najmniej zbadanym, a przeciez narazonym w
réownym stopniu z pozostatymi obszarami anatomicznymi majgcymi kontakt z dymem
tytoniowym.

Gtowne informacje o wptywie nikotyny, czy innych sktadnikéw dymu tytoniowego
dotyczg pneumocytdw oraz komorek nabtonkéw wyscietajgcych goérne drogi
oddechowe. Wptyw dymu tytoniowego na komorki pecherzykéw ptucnych oraz komorki
nabtonkéw  wyscietajgcych  drogi  oddechowe jest dobrze udokumentowany
[95,112,119]. Szkodliwe substancje dymu tytoniowego mogg dziata¢ przez aktywne
czastki powstajgce podczas ich metabolizowania w komérkach bfony $luzowej uktadu
oddechowego lub wigzanie sie z receptorami komérkowymi, co prowadzi do zaburzen
takich procesow jak: proliferacja, apoptoza czy réznicowanie [49]. Ws$rdd palgcych
tyton, wyrézni€é mozemy osoby o zréznicowanej wrazliwosci na szkodliwe sktadniki
dymu tytoniowego, co wigze sie z polimorfizmem gendéw zwigzanych z naprawg DNA
[140]. Dziatanie dymu tytoniowego na organizm obniza jego reakcje obronne i
zwieksza m.in. ryzyko wystgpienia zakazen drog oddechowych, co moze réwniez

sprzyja¢ rozwojowi zmian nowotworowych [136]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
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uszkodzenia DNA wywotane nikotyng powstajg zarowno w komadrkach nabtonkowych,
jak i nienabtonkowych [41]. W wyniku zmian wewngtrzkomérkowych moze dojs¢ do
powstawania mutacji, ktére powstang w przypadku niewydolno$ci mechanizmow
naprawczych a takze blokowania $ciezek apoptozy. Badania genetyczne wykazaty, ze
komorki nabtonka oddechowego poddane dziataniu dymu tytoniowego wykazujg
odmienng ekspresje gendw w poréwnaniu z komoérkami nabtonka oséb niepalgcych
[95,119]. U palaczy nadekspresji ulegajg geny, ktérych produkty biorg udziat w
procesach unieszkodliwiania substancji toksycznych (np. gen dla transferazy
glutationowej; GST1) zwigzanych z metabolizmem ksenobiotykow (m.in. geny
cytochromu P450: CYP1A1,CYP1B1; dehydrogenaza AKR1C1), stresem
oksydacyjnym (gen dehydrogenazy aldehydowej ALDH3A1), a takze adhezjg komorek
(gen antygenu rakowo ptodowego CEACaM1) [18,92,119,137].

Ponadto, komorki nabtonkow drog oddechowych palaczy wykazujg obnizong
ekspresje genow kodujgcych interleukiny np.IL-6, IL-8 oraz metaloproteazy np. MMP1
[119]. U osob palacych w bfonie Sluzowej drog oddechowych odnalez¢ mozna tzw.
pola kancerogenezy, umiejscowione najczesciej w okolicy rozwidlen duzych oskrzeli.
Stanowig one miejsca potencjalnej metaplazji lub dysplazji nabtonka, a komérki tam
znajdujace sie wykazujg zmiany w genach supresorowych i protoonkogenach np. p53,
K-Ras [18,58,119] oraz innych np. kodujgcych mucyny — sktadniki sluzu [119]. Cho¢
doktadne mechanizmy nikotynozaleznych uszkodzen DNA nie sg w petni poznane,
stres oksydacyjny wydaje sie odgrywac¢ kluczowg role. Teorie tg potwierdzono
doswiadczalnie, wykazujgc wywotanie przez nikotyne, stresu oksydacyjnego komorek
przetyku szczura z udziatem nadtlenku wodoru [135].Udowodniono, ze nikotyna wigzgc
sie zreceptorem nAChRs (acetylocholinergiczny receptor nikotynowy) komorek
nabtonka drég oddechowych, w istotny sposéb modyfikuje proliferacje i réznicowanie
komérek zwiekszajgc nasilenie tego procesu w warstwie podstawnej nabtonka [79]. W
badaniach in vitro komérek nabtonka wysScietajgcego drogi oddechowe stwierdzono
indukowang nikotyng (jednym ze skfadnikow dymu tytoniowego)aktywacje kinazy Akt
[41,133]. Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa Akt odgrywa istotng role w regulacji
proceséw zwigzanych z metabolizmem, proliferacjg oraz przezyciem komorek.
[67,134]. Sposrod wielu fosforylowanych przez te kinaze biatek sg: proapoptyczne
biatko Bad, prokaspaza 9, kinaza Htra2/Omi (proteaza serynowa, odpowiada za
proteolize inhibitorow apoptozy IAP); czynniki transkrypcyjne rodziny FOXO, biatko
MDM2 (E3 ligaza ubikwitynowa), biatko YAP (biatko powigzane z biatkiem YES, YES
Associated Protein), a takze czynnik indukujgcy apoptoze AIF (Apoptosis Inducing

Factor) [66]. Fosforylacja tych czynnikdw zwieksza szanse przezycia komorki, m.in.
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hamujgc proces apoptozy, co posrednio moze ttumaczy¢ zwiekszong aktywacje kinazy
Akt w wielu nowotworach cztowieka [23].

Nalezy takze zwrocic uwage na wynik doswiadczenia przeprowadzonego przez
West i wsp., w ktérym oceniano fosforylacje Akt w komdrkach pobranych od chorych
z rakiem ptuc. Na 10 pobranych wycinkéw fosforylacje Akt stwierdzono u 10 chorych
[133].

Wykazano takze doswiadczalnie, ze nikotyna promuje proliferacje komorek —
niedrobnokomorkowego raka ptuc (NDRP) oraz stymuluje ekspresje fibronektyny.
Fibronektyna jest glikoproteing macierzy zewngtrzkomorkowej, ktéra reguluje wazne
procesy komorkowe, takie jak adhezja, proliferacja oraz réznicowanie [141].

| cho¢ wiadomo, ze przewlekla ekspozycja komorek na dziatanie nikotyny
prowadzi do nieodwracalnych zmian, ktére mogg powodowaC zaburzenia
podstawowych proceséw zachodzgcych w komorce, to jednak powyzsze wyniki
pochodzg gtownie z obserwacji linii komorkowych lub komérek nabtonka hodowanych
in vitro, ktére poddawano dziataniu ekstraktu nikotyny [1,44,54,102]. Sama hodowla, a
wiec utrzymywanie komoérek w Srodowisku sztucznym moze zaburza¢ homeostaze
proceséw wewngtrzkomérkowych. Trudno réwniez poréwnacé wptyw dymu tytoniowego
in vivo, gdzie komorki majg kontakt z substancjami smolistymi najczesciej przez dtugi
czas, z warunkami stworzonymi w czasie hodowli. W warunkach doswiadczalnych
podawane ekstrakty z substancji smolistych czy nikotyny, dziatajg na komorki znacznie
krocej. Niezwykle trudne jest takze okreslenie iloSci nikotyny jakg nalezatoby podac
hodowanym komoérkom, aby odpowiadata ona ilosci na ktoérg narazone sg komorki
w trakcie ekspozycji u palaczy [139]. Dyskusyjne jest takze zatozenie, ze komorki
poddane w warunkach in vitro jednorazowemu dziataniu ekstraktu z nikotyny zareagujg
w ten sam sposoéb jak komérki oséb palgcych, ktére narazone sg na dziatanie nikotyny
i sktadnikéw dymu tytoniowego wielokrotnie kazdego dnia i czesto przez wiele lat.

Sposréd wszystkich struktur anatomicznych, ktére poddane sg ekspozycji podczas
palenia tytoniu, jama ustna jest obszarem najstabiej zbadanym, a przeciez to komoérki
nabtonka jamy ustnej jako pierwsze sg narazone na niekorzystny wptyw substancji
zawartych w dymie tytoniowym, natomiast o indukowanych paleniem tytoniu zmianach
w tych komorkach wiadomo dotad bardzo mato.

Nieliczne badania molekularne wskazujg, iz w komérkach nabtonka jamy ustnej
(policzek) dochodzi do zmiany ekspresji podobnego zestawu gendw, jak w komérkach
nabtonka oddechowego [18,119]. Wytoniono okoto 40 gendw ktorych ekspresja ulegata
zmianie zaréwno w nabtonku oskrzeli, jam nosowych, jak i nabtonku jamy ustnej
(policzek) u oso6b palgcych tyton. Byly to geny kodujagce biatka uczestniczace w

procesie detoksykacji, regulujgce cykl komoérkowy i adhezje [18,119].0procz tej
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wspolnej grupy gendw w kazdym z badanych miejsc narazonych na dziatanie dymu
tytoniowego wystepowaty odmienne geny o zmienionej ekspresji np. gen MUC1 w
komoérkach nabtonka oddechowego ulegat nadekspresji, a w komérkach nabtonka jamy
ustnej jego ekspresja byta obnizona [119]. Inne prace wskazujg, iz ekspresja genu
biatka p16, inhibitora kinaz zaleznych od cyklu, ulega zmianie u o0so6b palgcych
[14,123].

Oprocz czynnikow Srodowiskowych takich jak styl zycia, wykonywany zawadd,
ogolnoswiatowy projekt o nazwie HUMNy_ (The Human Micronucleus Project on
Exfoliated Buccal Cells), wykorzystujgcy biopsje zluszczeniowg komorek nabtonka
policzka, ocenit rowniez wptyw palenia tytoniu na komorki nabtonka jamy ustnej [15].
Wykorzystany w tych badaniach materiat stanowity komorki pobrane z warstw
powierzchniowych nabtonka wielowarstwowego ptaskiego policzka oséb palgcych
tyton. Przebadano 5424 pacjentdéw, stwierdzajgc znaczgcy wzrost wystepowania
mikronukleacji jgdra komoérkowego (rozpadu jgdra na liczne drobne fragmenty)
keratynocytow nabtonka jamy ustnej wsrod badanej grupy palaczy w poréwnaniu do
os6b niepalacych. Mikronukleacja jadra komoérkowego uwazana jest za biomarker
ryzyka rozwoju raka [85]. Potwierdzeniem tych wynikbw sg takze prace innych
autorow, wsrod ktorych odnalez¢ mozna informacje na temat kondensacji chromatyny
czy piknozy jgdra komoérkowego komorek nabtonka jamy ustnej pod wptywem palenia
tytoniu [86].

Nieliczne prace porownujgce morfologie nabtonka jamy ustnej palaczy oraz oséb
niepalgcych wskazujg na wzrost grubosci nabtonka oraz wzrost zawarto$ci cytokeratyn
w komoérkach u oséb palgcych [46,51,129]. Powszechnie wiadomo, iz nabfonki
narazone na dziatanie niekorzystnych czynnikbw chemicznych czy fizycznych, bronig
sie poprzez zwiekszenie zawartosci cytokeratyn [98,99]. Nieliczne obserwacje struktury
komérek nabtonka jamy ustnej palaczy wykazujg zmiany np. obnizenie zawartosci
desmogleiny 3 (biatko biorgce udziat w adhezji komoérek w nabtonku) i cytokeratyny 10
[29], czy zmniejszenie wielkosci jgdra komorkowego [108].

O prawidtowym funkcjonowaniu nabtonka jamy ustnej decyduje proliferacja
komérek oraz ich rdéznicowanie w procesie Kkeratynizacji, ktory jest procesem
zaprogramowanej smierci komorek. Znajdujgca sie w warstwie podstawnej pula
komoérek progenitorowych zawiera komérki o wysokim potencjale proliferacyjnym
[71,96]. Wymiana komorek w nabtonku warunkuje utrzymanie prawidtowej homeostazy
oraz umozliwia zachowanie wiasciwosci izolacyjnych, ktore sg niezbedne dla
prawidtowego petnienia funkcji przypisanych nabtonkowi jamy ustnej [117]. Zawarte w
dostepnym pismiennictwie dane na temat wptywu dymu tytoniowego na proliferacje

komoérek nabtonka jamy ustnej sg niejednoznaczne, a uzyskane wyniki czesto ze sobg
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sprzeczne. W swoim doswiadczeniu Schwartz i wsp. oceniajgc keratynocyty nabtonka
jamy ustnej pozyskane metodg biopsji ztuszczeniowej z policzkow badanych oséb
(osoby niepalace i palgce tyton), stwierdzit wzrost liczby komoérek dzielgcych sie wsréd
grupy palaczy w stosunku do komorek oséb niepalgcych [108], natomiast Hwa-Jeong
oceniajgc wptyw nikotyny na inkorporowane wirusem HPV keratynocyty nabtonka jamy
ustnej stwierdzit, hamowanie proliferacji keratynocytow pod wptywem nikotyny [54].
Reno i wsp. wykazali, iz nikotyna hamuje proliferacje keratynocytéw nabtonka jamy
ustnej, a takze zmniejsza tzw. boczng migracje — niezbedng do prawidtowego gojenia
ran btony Sluzowej, poprzez zmniejszenie ekspresji metaloproteaz takich jak: MMP-9
gelatynazyna B oraz MMP-28, a stopien hamowania ekspresji uzalezniony byt od
podanego stezenia ekstraktu nikotyny hodowanym komoérkom [102]. Metaloproteaza
MMP-28 pojawia sie juz w keratynocytach warstwy podstawnej nabtonka.
Nikotynozalezne zwiekszenie ekspresji MMP-28 wigzane jest z nasileniem
réznicowania oraz spowolnieniem migracji tych komorek w kierunku powierzchniowych
warstw nabtonka [102,104].

Ponadto, komorki nabtonka jamy ustnej oséb palgcych posiadajg zwiekszong
zawartos¢ filagryny — biatka okreslanego jako marker réznicowania keratynocytow
[44,54,102,103]. Podobnej obserwacji dokonali Grando i wsp. wykazujgc zwiekszenie
zawartosci cytofilamentow w keratynocytach naskoérka poddanych dziataniu nikotyny
(10 uml/L), zwiekszenie zawartosci markeréw roznicowania np. filagryny jak i lorykryny
[44].

Badania innych autorow, wykazaty takze, iz ekspozycja na dym tytoniowy komorek
nabtonka jamy ustnej szczura prowadzi do aktywacji Sciezek sygnalizacyjnych
zwigzanych z regulacjg proliferacji (nasilenie proliferacji — nadekspresja czynnikéw
transkrypcyjnych: GATA-2, STAT-3) [7,109].

Liczne badania wskazujg, iz nikotyna oddziatywuje na komorki nabtonka jamy
ustnej poprzez receptory acetylocholiny nAChRs, ktorych obecnos¢ stwierdzono w
keratynocytach jamy ustnej [5,6,7,87]. Receptory nAChRs kontrolujg homeostaze
nabtonka miedzy innymi poprzez wptyw na keratynizacje i proliferacje. Nikotyna jako
agonista naturalnego ligandu (acetylocholiny) wptywa na te procesy poprzez nAChRs
[6,62]. Wyrézniamy kilka podtypow nikotynowego receptora acetylocholiny m.in.:
a3(B2/B4), a5 a takze a7. Sposrdd trzech rodzajow receptoréw nAChRs, podtypy a3
oraz a7 zwigzane gtéwnie sg z keratynocytami nabtonka jamy ustnej, przy czym podtyp
a7 wystepuje tylko w keratynocytach w koncowej fazie réznicowania [102]. Aktywacja
nAChRs wywotuje wzrost stezenia wewnatrzkomoérkowego jonéw wapnia [8,99,105],
ktére sg waznym regulatorem procesu réznicowania keratynocytéow [40],a takze

reguluje poziom jonéw sodu ipotasu [21]. Ekspozycja na produkty nikotynowe

11



Wstep

powoduje wzrost ekspresji a3(B2/B4)a5 oraz a7 podjednostek tej klasy receptorow w
keratynocytach nabtonka jamy ustnej [5,7]. Zmiany podjednostki a7 indukowane
nikotyng wigze sie z aktywacjg szlaku Ras/Raf-1/MEK1/ERK prowadzgc do
nadekspresji STAT-3 jak takze fosforylacji JAK-2. Nikotynozalezna reakcja receptorow
nAChR zalezy od czasu i powtarzalnosci kontaktu komoérki z nikotyng, a wzrost sity
reakcji komorki wigzany jest ze zwiekszajgcg sie liczbg receptoréw acetylocholiny.
Mechanizm ten jednak nie jest do konca wyjasniony [21]. Niektérzy autorzy podwazajg
te hipoteze sugerujgc, ze wzrost liczby receptorow nAChRs wynika z procesow
odpornosciowych i reakcji prozapalnych organizmu, jako przyktad podajgc nicienia
Caenorhabditis elegans, u ktérego takze odnotowuje sie wzrost liczby komoérkowych
receptoréw acetylocholiny przy braku kontaktu z nikotyng [24].

Zmiany podjednostek nAChR wigzg sie ze zmianami zachodzgcymi w funkcji
komorki, co moze zosta¢é uznane za nowg patofizjologiczng reakcje komoérki na
dziatanie nikotyny [6,21]. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze doswiadczenia prowadzone
przez Arredondo i wsp. prowadzone byty na hodowlach z komérek pozyskanych z
dzigsta w czasie zabiegébw periodontologicznych i dopiero w czasie hodowli
poddawane byty dziataniu nikotyny (10 uM) [5-7].

Dodatkowo wykazano, iz nikotyna wywotuje aktywacje endogennego czynnika
transkrypcyjnego  FOXM1, moze to wigza¢ sie z utratg heterozygotycznosci
w chromosomie 13, co obserwowano w zmianach przednowotworowych btony
Sluzowej jamy ustnej, a takze w przypadku raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej.
Stwierdzenie to moze wyjasniaC znacznie czestsze wystepowanie raka
ptaskonabtonkowego jamy ustnej u oséb palgcych tyton [21,39].

Komorki nabtonka jamy ustnej podlegajg procesowi programowanej smierci, ktory
jest niezbedny do utrzymania homeostazy tego nabtonka.

O mozliwym wpltywie tytoniu na apoptoze komdérek nabtonka jamy ustnej wiadomo
bardzo niewiele, a poczynione obserwacje sg zrdéznicowane od braku zmian
w poziomie apoptozy w nabtonku osob palgcych i niepalgcych [29] do wynikéw badan
na zwierzetach wykazujgcych podwyzszenie zawartosci biatka antyapoptycznego Bcl-2
[8]. Czynnik NFkB, ktéry posredniczy w nikotyno-zaleznym hamowaniu procesu
apoptozy w komoérkach raka ptuca, w komorkach nabtonka jamy ustnej poddanych
dziataniu nikotyny takze ulega nadekspres;ji [5].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wszystkie dostepne w pismiennictwie informacje na
temat zmian w procesie apoptozy indukowanych sktadnikami dymu tytoniowego
dotyczg keratynocytéw hodowanych in vitro lub pochodzgacych od zwierzat
doswiadczalnych. Abhijit i wsp. w przeprowadzonej prébie oceny wpltywu nikotyny na

keratynocyty btony sluzowej jamy ustnej chomika, zauwazyli, ze ekstrakt z nikotyny
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w niskim stezeniu indukowat apoptoze, natomiast wyzsze stezenie nikotyny
powodowato hamowanie tego procesu [1].

Gtéwny problem okreslenia wptywu nikotyny na apoptoze komoérek nabtonka jamy
ustnej wynika z faktu, iz palacze absorbujg nikotyne czesto przez wiele lat, a takie
warunki nie sg mozliwe do spetnienia w przypadku hodowli komdérkowych.

Btona Sluzowa jamy ustnej wystana jest nabtonkiem wielowarstwowym ptaskim,
ktéry w zalezno$ci od lokalizacji mozemy podzielic na nabtonek rogowaciejacy oraz
nierogowaciejgcy [107,118]. Podniebienie twarde, wyrostek zebodotowy, trojkat
zatrzonowcowy sg miejscami w jamie ustnej narazonymi na urazy, m.in. podczas zucia
pokarmow, dlatego pokryte sg nabtonkiem wielowarstwowym pfaskim rogowaciejgcym
[117,118]. Nabtonek rogowaciejacy stanowi ok. 25% powierzchni btony sluzowej jamy
ustnej i cechuje sie wiekszg odpornoscig na urazy mechaniczne ichemiczne niz
nabtonek nierogowaciejgcy, ktory stanowi 65% powierzchni btony sluzowej jamy ustne;j.
Grzbietowa powierzchnia jezyka pokryta nabtonkiem wyspecjalizowanym stanowi 15%
btony sluzowej jamy ustnej [118]. Nabtonek rogowaciejacy i nierogowaciejgcy roznig
sie budowg, miedzy innymi warstwy zewnetrznej. Komorki tej warstwy w nabtonku
nierogowaciejgcym sg ptaskie, przebudowujg btone komorkowa, ale zachowujg jadro i
inne organella [19,118]. Natomiast komorki nabtonka rogowaciejgcego stajg sie
komorkami martwymi, tracg jadro i organelle, a ich heksagonalny ksztatt jest
utrzymywany przez utworzong pod btong plazmatyczng tzw. koperte rogowg (cornified
envelope) [19,117]. W wyniku tych zmian nabtonek staje sie oporny na mechaniczne
urazy, maleje jego przepuszczalnosé.

Oprécz keratynocytow, ktore stanowig okoto 90% komorek budujgcych nabtonek
jamy ustnej, 10% stanowig inne komorki, wyrézniamy miedzy innymi melanocyty,
komérki Langerhansa, komorki Merkla. [10,11]. W nabtonku wielowarstwowym ptaskim
znajdujg sie takze komorki uktadu odpornosciowego, z ktérych najliczniejsze sg
limfocyty. Wieksza liczba limfocytow zlokalizowana w nabtonku nierogowaciejgcym
zwigzana jest z jego wiekszg przepuszczalnoscia, co sprzyja wnikaniu patogendéw [98].
Dendrytyczne komérki Largenhansa opuszczajgc szpik kostny drogg naczyn
krwiono$nych docierajg do tkanek, gdzie petnig funkcje komdrek prezentujgcych
antygeny [10]. W nabtonku jamy ustnej lokalizujg sie powyzej warstwy podstawne;.
Zlokalizowane rowniez w tej warstwie komérki Merkla odpowiedzialne sg za odbieranie
bodzcow czuciowych. Komorki Merkla wystepujg liczniej w nabtonku rogowaciejgcym —
bardziej narazonym na urazy, nabtonek nierogowaciejgcy zawiera mniej komodrek
czuciowych.

Zachowanie prawidiowej homeostazy nabtonka wymaga zréwnowazonych

proceséw powstawania oraz eliminacji komorek. Petny cykl odnowy tzn. wedrowki
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komoérek z warstwy rozrodczej do najbardziej powierzchownej wynosi okoto 25 dni dla
nabtonka nierogowaciejgcego oraz okoto 55 dni dla nabtonka rogowaciejgcego [32].

Kornifikacja, czyli proces terminalnego réznicowania keratynocytow, jest droga
programowanej Smierci komorki i mimo wspolnych cech z apoptozg, uwazany jest za
odrebny szlak fizjologicznej $mierci komorki [57,138].

Zasadnicza réznica dotyczy efektu apoptozy i kornifikacji. W apoptozie komérka
rozpada sie na ciatka apoptotycze, podczas gdy w kornifikacji komoérka zachowuje
swojg integralnos¢. Réznice dotyczg rowniez zmian zachodzgcych w jgdrze i tak
w apoptozie zachodzi kondensacja chromatyny i rozpad na charakterystyczne
fragmenty (tzw. drabinka apoptyczna), a podczas kornifikacji jadro zanika na drodze
niepoznanego jeszcze mechanizmu [138]. Obecnie uwaza sie, ze zaprogramowana
Smieré keratynocytow w czasie procesu rogowacenia jest niezalezng od apoptozy
drogg fizjologicznej $mierci komoérek, ale zachodzacg z wykorzystaniem jej
mechanizmow [117,121,143].

Sekwencja molekularnych zdarzen zachodzgcych w czasie apoptozy zalezy od
rodzaju czynnika wywotujgcego smieré oraz typu komorki. Do indukcji apoptozy
dochodzi w wyniku aktywacji drogi receptorowej oraz mitochondrialnej [43]. W drodze
zewnatrzpochodnej (receptorowej) nastepuje aktywacja receptorow btonowych z tzw.
domenami smierci (TNFR1, Fas, TRAILR1/R2) prowadzaca do aktywacji prokaspazy 8,
a nastepnie gtéwnej kaspazy wykonawczej — prokaspazy 3, aktywujgcej dalsze
czynniki zaangazowane w faze samozniszczenia komorki [17,78]. Aktywacja kaspaz
zaczyna sie od rekrutacji receptora smierci, co prowadzi do utworzenia aktywnego
kompleksu DISC (Death Inducing Signaling Complex), w ktérym nastepuje aktywacja
prokaspazy 8 [17,52].

Kaspaza 3 indukuje mechanizmy doprowadzajgce do proteolizy waznych dla zycia
komoérek biatek m.in. polimerazy poli (ADP-rybozy) (PARP), biatek cytoszkieletu oraz
aktywacji endonukleazy tngcej DNA na fragmenty oligonukleosomalne [36,142].

W drodze wewnatrzpochodnej (mitochondrialnej) czynnik indukujgcy apoptoze
pochodzi z wnetrza komorki (uszkodzenie DNA, wzrost stezenia reaktywnych form
tlenu — ROS, stres oksydacyjny, zaburzenia transportu elektrolitow), a zasadniczg role
odgrywajg tu mitochondria [28,78,89,91]. Jedng z najwczesniejszych zmian w tych
organellach jest spadek potencjatu transbtonowego, po ktérym nastepuje uwolnienie z
przestrzeni miedzybtonowej czynnikéw prowadzacych do aktywacji kaskady kaspaz, co
w rezultacie prowadzi do $mierci komorki [78,91].

W wyniku opisanych zmian dochodzi do uwolnienia z mitochondrium okoto 40
biatek m.in. cytochromu c, endonukleazy G, czynnika indukujgcego apoptoze (AlF).

Cytochrom ¢ w czasie apoptozy, wydostaje sie z mitochondridow i wraz z czynnikiem

14



Wstep

cytoplazmatycznym Apaf 1 tworzy apoptosom, ktory aktywuje prokaspaze 9 a ta
aktywuje prokaspaze 3 [61,64,84,91,115]. Jedng z pierwszych morfologicznych zmian
w komorce apoptycznej jest przemieszczenie fosfolipidu — fosfatydyloseryny (PS) z
wewnetrznej warstwy do zewnetrznej warstwy dwuwarstwy lipidowej w bionie
komérkowej [9]. Utrata asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidéw w btonie
komorkowej prowadzi do zmian w oddziatywaniach komérka — komérka oraz komérka
— biatka wewnagtrzkomorkowe [9,80]. Sposrod wielu czynnikéw regulujgcych
rozmieszczenie fosfolipidow btonowych najwazniejszym wydaje sie by¢ lipidowa
translokaza aminokwasowa APT Il. Czynniki utleniajgce modyfikujg grupe SH
translokazy i w ten sposdb hamujg jej aktywnos¢ [34]. W programowanej smierci
komorki drogg apoptozy regulatorami rozmieszczenia fosfatydyloseryny sa: rodzina
biatek ABC (gtownie biatko ABCA1); jony wapnia, skramblazy [16,35,77], jednak
wedtug innych autoréw udziat tych biatek w regulacji rozmieszczenie fosfatydyloseryny
jest znikomy [114]. Eksternalizacja PS jest sygnatem do makrofagéw typu ,zjedz mnie”
[12].

Waznymi regulatorami procesu apoptozy sg biatka z rodziny Bcl-2, wsréd ktérych
sg zaréwno biatka hamujgce apoptoze np. Bcl-2, Bel-XL jak i promujgce ten proces np.
Bax, Bad, Puma, Noxa. Biatka te poprzez regulacje przepuszczalnosci btony
mitochondrialnych wptywajg na uwalnianie cytochromu c, AIF i innych czynnikow
zgromadzonych w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow [63,81,113].

Kornifikacja jako szczegdlny rodzaj smierci fizjologicznej komorki jest ztozonym
procesem, w ktorym biorg udziat rézne czynniki m.in. transglutaminazy (TG1, TG3
TG5), lorykryna, involukryna, SPRR2 (Small Proline-Rich Proteins), biatka z rodziny
S100 (S100A7, S100A10; S100A11) oraz keratyny [7,65,77,139]. W wyniku tego
procesu powstaje warstwa rogowa nabtonka, utworzona z korneocytéw — terminalnie
zréznicowanych keratynocytoéw, martwych sptaszczonych komérek pozbawionych jgdra
komorkowego, zawierajgcych tuz pod btong komoérkowg duze ilosci filamentow
keratynowych tworzgcych koperte rogowg osadzonych w matrycy utworzonej przez
filagryne, pokrytych otoczka lipidowa (m.in. zawierajg ceramidy) [40].

Lorykryna jest biatkiem bogatym w glicyne, seryne a takze cysteine, ktére
wystepuje w duzych ilosciach w komoérkach warstwy rogowej, inwolukryna jest biatkiem
wystepujgcym tylko w dojrzatych keratynocytach [40,98]. W komdrkach nabtonka
nierogowaciejgcego inwolukryne i biatka SPRR2 odnalezé mozna w warstwach
powierzchownych nabtonka, natomiast lorykryna jest w tych komorkach nieobecna.
Odmienna zawartos¢ biatek zwigzanych z rdéznicowaniem komoérek budujgcych
poszczegdlne warstwy nabtonkéw podkresla réznice strukturalne nabtonka

rogowaciejgcego i nierogowaciejgcego [40]. Rdznicowanie keratynocytéw rozpoczyna
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sie migracjg komoérek ku powierzchniowym warstwom nabtonka. W wyniku tego
procesu komoérki ulegajg szeregowi dalszych przemian, zastepujgc korneocyty, ktore
ulegty keratynizacji i zostaty ztuszczone.

Rozpoczecie procesu keratynizacji komoérki nabtonkowej nie jest do konca jasne.
Wiadomo, ze nie jest ono wylgcznie zwigzane z oddalaniem sie komorki od blaszki
wiasciwej, w przypadku komorek nie majgcych mozliwosci migracji roznicowanie takze
wystepuje. Zapoczgtkowanie procesu roznicowania zmniejsza wtasciwosci adhezyjne
komérek, co moze powodowaé przyspieszenie tempa migracji w Kkierunku
powierzchownych warstw nabtonka [40,98].

Powyzej warstwy podstawnej nabtonka lezg komoérki okrggte oraz owalne
tworzgce warstwe Kkolczystg. Komorki te sg wieksze oraz bardziej dojrzate
w poréwnaniu do komodrek warstwy podstawnej. Charakterystyczne jest takze
wystepowanie innych typow cytokeratyn (CK). CK5 oraz CK14 zwigzane s3
z komérkami warstwy podstawnej, aczkolwiek CK14 wystepuje réwniez w warstwach
powierzchownych. Jako marker keratynocytéw warstwy podstawnej oznaczana jest
CK19. Cytokeratyny CK6 oraz CK16 wystepujg w nabtonku cechujgcym sie szybkg
wymiang komérek. Nalezy takze stwierdzi¢, ze w nabtonku nierogowaciejgcym liczba
CK jest mniejsza i inny jest ich zestaw w poréwnaniu z nabtonkiem rogowaciejacym;
CK4 i CK13 wystepujg w komorkach nabtonka nierogowaciejgcego, zas CK1 i
CK10w komorkach nabtonka rogowaciejgcego [40,98,99] i zwigzane sg z kohcowg
fazg keratynizacji [13]. W goérnej czesci warstwy kolczystej pojawiajg sie mate,
wewnatrzkomoérkowe ziarnistosci, bogate w fosfolipidy, w nabtonku rogowaciejgcym
zbudowane z rownolegtych blaszek. Liczba wewnatrzkomdrkowych ziarnistosci
zwieksza sie wraz z zaawansowaniem procesu keratynizacji, w komorkach warstwy
ziarnistej pojawiajg sie wewngtrzkomoérkowe ziarnistosci keratohialinowe. Komorki
nabtonkowe oddalajgc sie od warstwy podstawnej stajg sie wieksze, bardziej ptaskie,
ubozsze w organella komorkowe, a ich przestrzen cytoplazmatyczna wypemia sie
filamentami cytokeratyny. W poczatkowej fazie kornifikacji pojawia sie biatko —
profilagryna, ktéra w rezultacie przeksztatca sie w komorkach warstwy zrogowaciatej
w filagryne [25,67]. Filagryna jest biatkiem wigzgcym filamenty cytokeratyny w gestg
mase rogowa. Wystepujg liczne desmosomy, ktére wraz z bogatymi w tluszcze
ziarnistosciami  wewnagtrzkomérkowymi zmniejszajg przepuszczalno$¢ nabtonka,
przyczyniajgc sie do zmniejszenia utraty wody. Komorki docierajgce do warstwy
zewnetrznej nabtonka rogowaciejgcego sg ptaskie, majg heksagonalny ksztait, brak
jadra i innych organelli komoérkowych, liczne witdkna cytoszkieletu oraz wysokie

stezenie jondw wapnia [67,118].
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Potgczenia miedzykomorkowe tworzg korneodesmosomy —zmodyfikowane
podczas roznicowania desmosomy [19,20]. Cechg charakterystyczng komorek warstwy
rogowej jest ich Sciste przyleganie oraz zwigkszona odpornos¢ na urazy mechaniczne
[20,77,98,99].

Nabtonek wielowarstwowy ptaski rogowaciejgcy jamy ustnej posiada grubszg
warstwe rogowg (wysokos$¢ do 20 komorek), niz w przypadku wiekszosci obszarow
skory (oprécz naskorka dtoni oraz stop) [11]. Jednak procesy zwigzane
z kontrolowaniem proliferacji oraz dojrzewania keratynocytow nabtonka jamy ustnej nie
sg w petni poznane. Wiele czynnikéw takich jak: naskérkowy czynnik wzrostu (EGF),
transformujgcy czynnik wzrostu (TGF), czynnik wzrostu ptytek krwi (PDGF), czynnik
wzrostu keratynocytow (KGF), mogg kontrolowac proliferacje oraz réznicowanie
keratynocytow.

Udziat kaspaz zwigzanych z apoptozg w procesie réznicowania keratynocytow
nabtonka wielowarstwowego pfaskiego jest kontrowersyjny [70,69,88]. Badania
Lippens i wspt. wykazaty, ze aktywacja proapoptycznych kaspaz nie jest wymagana do
indukcji procesu roznicowania keratynocytow nabtonka [73], inne publikacje za$
donoszg o udziale tych proteaz w procesie dojrzewanie keratynocytow [138].

Ze wzgledu na brak wyczerpujgcych informacji na temat procesu kornifikacji
nabtonka jamy ustnej w dostepnym pismiennictwie, odnies¢ nalezy sie do wiadomosci
zawartych w publikacjach dotyczgcych procesu dojrzewania keratynocytow naskorka.
Janes i wsp. wykazali w swoich doswiadczeniach prowadzonych na hodowanych
keratynocytach naskoérka, wiele wspaolnych cech obu proceséw programowanej $mierci
komorki: kornifikacji i apoptozy [55]. Juz w poczatkowej fazie kornifikacji, zaraz po
opuszczeniu przez keratynocyty warstwy podstawnej, stwierdzili obecnos¢ aktywnej
kaspazy 8 oraz kaspazy 9, tak wiec wydaje sie, iz oba szlaki (zewnetrzny
i wewnetrzny) apoptozy zaangazowane sg takze w procesie dojrzewania
keratynocytow [55,128]. Szlak zewnatrzpochodny procesu apoptozy wydaje sie
odgrywac istotniejszg role w procesie keratynizacji komérek naskorka w poréwnaniu do
szlaku wewnagtrzpochodnego [55]. Poza aktywacjg kaspaz, stwierdzono réwniez
w trakcie procesu kornifikacji keratynocytéw naskoérka inne elementy z mechanizmow
uczestniczgcych w apoptozie np. spadek potencjatu transbtonowego mitochondriow,
uwalnianie cytochromu ¢ do cytoplazmy keratynocyta [4,55,131]. Niektérzy autorzy
obserwowali, iz dojrzewajagce keratynocyty nie wykazywaty eksternalizacji
fosfatydyloseryny (nie wigzaly aneksyny) oraz wzrostu ilosci reaktywnych form tlenu
[55], co jest cechg charakterystyczng dla procesu apoptozy [77,90]. W badaniach
Janes i wsp. zanotowali udziat kaspazy 3 oraz kaspazy 14 w pdznych fazach

keratynizacji naskorka [55].
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Kaspazy nalezg do rodziny proteaz cysteinowych, biorgcych udziat zaréwno
w fazie poczatkowej, jak takze wykonawczej apoptozy. Niektdre z nich zaangazowane
sg w procesy zapalne. Kaspazy wystepujg w komorkach w postaci nieczynnych
zymogenow — prokaspaz. Aktywacja tych enzymow moze odbywacC sie w wyniku
indukcji apoptozy z udziatem elementow szlaku zewnetrznego lub wewnetrznego [52].
W badaniach keratynocytow naskoérka stwierdzono bezposredni udziat kaspazy14 w
procesie keratynizacji. W przeciwienstwie do kaspaz zwigzanych z apoptozg, ktore
ewolucyjnie wystepujg juz u organizméw nizszych np. owadéw oraz kregowcow
kaspaze 14 stwierdzono tylko u naziemnych ssakow [26,69]. Przedmiotem dyskusji jest
obecnos¢ kaspazy 14 w nabtonku jamy ustnej i jej rola w procesie réznicowania
komorek tego nabtonka [69,88]. W naskorku kaspaza 14 ulega aktywacji tylko w
réznicujgcych sie keratynocytach, badania in vitro wykazaty, Zze proliferujgce
keratynocyty majg nieaktywng kaspaze 14 [101]. Analiza ultrastrukturalna
keratynocytow warstwy ziarnistej, wykazata zwigzek kaspazy 14 z jadrem komorki,
ziarnistosciami keratohialinowymi, podczas gdy w korneocytach kaspaza14 znajduje
sie w cytoplazmie i jest zwigzana z korneodemosomami oraz resztkami jadra, co moze
wedtug niektorych autoréw sugerowac udziat kaspazy14 w procesie rozpadu jgdra
komérkowego w trakcie kornifikacji [33]. Aktywacja prokaspazy14 odbywa sie poprzez
proteolityczne ciecie podjednostek duzej (20p) oraz matej (10p) [26] przez kaspaze 8
oraz kaspaze 10 [3,26]. Bezposrednia rola kaspazy14 w procesie kornifikacji polega na
obrdobce profilagrynyi umozliwieniu przeksztatcenia jej w filagryne [26].

Proces programowanej Smierci komorek zachodzgcy w komorkach nabtonka jamy
ustnej, mimo wielu przeprowadzonych badan, nie zostat jak do tej pory w pefni
poznany. Przebieg procesu kornifikacji poznano gtdéwnie w keratynocytach naskorka.
Pomimo oczywistych podobienstw miedzy komodrkami naskoérka oraz komorkami
nabtonka jamy ustnej, o biologii tych ostatnich, zaréwno w stanach fizjologicznych jak
i patologicznych, wiadomo znacznie mniej, a obserwacje poczynione na tych
pierwszych nie majg tak oczywistego przetozenia na komorki nabtonka jamy ustnej
[31].

Zdolnosci do proliferacji i $mierci komérek stanowig podstawowe procesy
gwarantujgce utrzymanie homeostazy struktury nabtonka. Efekty zaburzen tej
rownowagi prowadzg do nieodwracalnych zmian w biologii samych komorek
a w rezultacie mogg sta¢ sie podtozem dla procesu nowotworzenia.

Wiele nowotworow jamy ustnej, w tym gtownie rak ptaskonabtonkowy, uwazane sg
jako nikotynozalezne. Wiekszos¢ chorych to natogowi palacze, brak jednak
bezposrednich dowoddéw uzyskanych na materiale ludzkim w jaki sposéb, krok po

kroku nikotyna i inne sktadowe dymu tytoniowego przyczyniajg sie do rozwoju procesu
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nowotworowego w obrebie jamy ustnej. Z tego powodu poznanie wptywu dymu
tytoniowego na komorki nabtonka jamy ustnej moze pozwoli¢ na lepsze zrozumienie

inicjacji procesow patologicznych takich jak powstawanie leukoplakii czy howotworow.
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2. UZASADNIENIE | CEL PRACY

Wyniki doswiadczen réznych autorow sygnalizujg, iz palenie tytoniu wpltywa na
procesy biologiczne komérek nabtonka jamy ustnej, jednak zachodzgce pod wptywem
sktadnikow dymy tytoniowego mechanizmy prowadzgce do zaburzenia homeostazy
nabtonka jamy ustnej nie zostaty jak do tej pory w petni poznane. Gtéwne obserwacije o
wptywie dymu tytoniowego dotyczg komoérek oskrzeli i ptuc.

Dane dotyczgce wplywu dymu tytoniowego na proliferacje keratynocytow
nabtonka jamy ustnej sg fragmentaryczne, a takze czesto opisywane na podstawie
analizy mato licznych grup oséb palacych tyton. Natomiast drogi fizjologicznej smierci
keratynocytow, odpowiadajgce za prawidlowg wymiane komérek w nabtonku
opisywane sg ogolnie, bez wnikania w poszczegodlne fazy tych proceséw. Opisywane
przez innych autoréw indukowane paleniem tytoniu zmiany w procesie apoptozy
keratynocytow nabtonka jamy ustnej sg niejednoznaczne. Wiekszos¢ informacji o
wptywie tytoniu na komorki nabtonka jamy ustnej pochodzi z doswiadczen, w ktérych
hodowane komorki nabtonka jamy ustnej poddaje sie w warunkach in vitro dziataniu
sktadnikow dymu tytoniowego, w tym i nikotyny. Nieliczne prace oparte sg na materiale
pobranym bezposrednio od osob palgcych tyton. Zaznaczy¢ jednak nalezy, iz w takim
przypadku komorki pozyskiwane byty gtdwnie metodg biopsji ztuszczeniowej, a wiec
oceniane keratynocyty pochodzity wytgcznie z powierzchownych warstw nabtonka.

Na temat wplywu dymu tytoniowego na proces fizjologicznej $mierci
keratynocytow nabtonka jamy ustnej wiadomo bardzo niewiele, z tego powodu réwnie
istothe wydaje sie okreslenie wplywu palenia tytoniu na ten proces. Niezbedng dla
utrzymania homeostazy nabtonka jest fizjologiczna smier¢ komérek, dzieki ktorej m.in.
tworzy sie warstwa ochronna na powierzchni nabtonka jamy ustnej zbudowana z
martwych komoérek, korneocytow.

Przebieg tego procesu oraz ewentualne zmiany indukowane paleniem tytoniu
majg kluczowe znaczenie dla funkcjonowania nabtonka. Poniewaz proces keratynizacji
komorek nabtonka jamy ustnej przebiega z wykorzystaniem mechanizméw apoptozy,
dlatego celowa wydaje sie ocena parametrow tego procesu. Natomiast jama ustna,
choc jest pierwszym miejscem kontaktu organizmu z dymem tytoniowym, jest najmniej
zbadana.

W zwigzku z niejednoznacznymi informacji na temat wptywu palenia tytoniu na
komorki nabtonka jamy ustnej, zbadanie keratynocytow pobranych bezposrednio od

palaczy oraz porownanie tych wynikéw z grupg osob niepalacych mogtoby dostarczyc¢
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istotnych informacji o wptywie palenia tytoniu na biologie nabtonka jamy ustnej. Jak do
tej pory nie okreslono markerow, ktore by odzwierciedlaly zmiany w biologii
keratynocytow nabtonka jamy ustnej pod wptywem palenia tytoniu, przed wystgpieniem
klinicznych zmian.

W zwigzku z bardzo fragmentaryczng wiedzg o wplywie tytoniu na jame ustng,
zaplanowano przeprowadzenie oznaczeh umozliwiajgcych poréwnanie zasadniczych
proceséw z biologii keratynocytéw pobranych od os6b niepalgcych i palgcych tyton
poprzez:

1. ocene zawartosci komoérek nabtonka jamy ustnej bedgcych w poszczegdlnych
fazach cyklu komérkowego

2. analize zroznicowania morfologicznego keratynocytébw przy pomocy
parametrow cytometrycznych oceniajgcych wielkos¢ (FSC) i ziarnistos¢ (SSC)

3. analize wybranych parametréw procesu apoptozy, takich jak aktywno$¢ kaspaz

oraz stopien eksternalizacji fosfatydyloseryny.

Wyniki z przedstawionych zatozen badawczych by¢é moze pozwolg odpowiedzie¢ na
pytanie: czy i w jakim stopniu palenie tytoniu wplywa na proliferacje i smier¢
komoérek nabtonka jamy ustnej, podstawowe procesy decydujgce o prawidlowej

biologii tego nabtonka.
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3. MATERIAL

3.1. POBIERANIE MATERIALU DO BADAN

Materiat do badan stanowity komérki nabtonka jamy ustnej pozyskiwane od osob
hospitalizowanych oraz leczonych ambulatoryjnie w Katedrze i Klinice Chirurgii
Szczekowo-Twarzowej i Stomatologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz
Przychodni Chirurgii Stomatologicznej Uniwersyteckiego Centrum Stomatologicznego
GUMed.

Badaniem objete zostaly osoby w wieku od 18. do 40.lat. W trakcie pozyskiwania
materiatlu wytoniono dodatkowg grupe czterech oséb intensywnie palgcych tyton
w przedziale wiekowym od 40. do 61.lat i okreslono jg jako kontrole pozytywng wptywu
intensywnosci palenia. Wszyscy pacjenci przed przystgpieniem do projektu wypetniali
szczegotowg ankiete. Formularz zawierat pytania na temat: aktualnego stanu zdrowia
pacjenta, przyjmowanych lekéw, palenia tytoniu (okreslenie liczby wypalanych
papieroséw dziennie a takze liczby lat trwania natogu, palenia w przesztosci). Oprocz
0s6b ogdlnie obcigzonych, przewlekle przyjmujgcych leki, ankieta eliminowata réwniez
pacjentow spozywajgcych alkohol w ciggu ostatnich 3. dni przed pobraniem wycinka, w
zwigzku z mozliwoscig toksycznego wptywu alkoholu o wysokim stezeniu na nabtonek
jamy ustnej. Wszyscy pacjenci przed planowanym pobraniem materiatu byli badani
klinicznie. Wszelkie zmiany patologiczne w obrebie btony Sluzowej jamy ustnej, a takze
objawy stanu zapalnego, eliminowaty chorych z projektu.

Tak wiec pozyskane komorki pochodzity wytgcznie od oséb ogdlnie zdrowych, z
makroskopowo niezmieniong btong sluzowa.

Izolowane komorki nabtonka jamy ustnej, keratynocyty, otrzymywano ze skrawkéw
btony Sluzowej, ktérej nadmiary rutynowo byly usuwane podczas zabiegéw
chirurgicznych, w szczegolnosci podczas zabiegdéw diutowania zatrzymanych trzecich
zebow trzonowych dolnych. Pozyskany materiat umieszczano w schtodzonym medium
(PBS z zestawem antybiotykéw: 100 jednostek/ml penicyliny,100 ug/ml streptomycyny,
2ug/ml klindamycyny, 50ug/ml nystatyny) i natychmiast poddawano dalszej obrébce.

Zebrany materiat pochodzi od 77 pacjentow.
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3.2. CHARAKTERYSTYKA PACJENTOW STANOWIACYCH BADANE GRUPY

W badanej grupie 77. oséb wyodrebniono 40. pacjentéw niepalgcych ($rednia
wieku 27+6,4 lat) oraz 33. pacjentéw palgcych tyton (Srednia wieku 26+4,7 lat). Grupe
palgcych podzielono na dwie podgrupy pod wzgledem intensywnosci palenia
wyrazonej jako liczba paczkolat (Tab.1). Paczkolata stanowig miedzynarodowy
wskaznik intensywnos$ci palenia tytoniu. Wielkos¢ ta, obliczana jest w nastepujgcy
sposob: jeden paczkorok jest to wypalana codziennie jedna paczka papieroséw
(20 sztuk) przez rok [56]. Z catej grupy palaczy obliczono $rednig paczkolat, kt6ra
wyniosta 3,0 (¥2,6). Srednia ta pozwolita na podzielenie grupy palaczy na: 20 oséb z
wartosciami paczkolat réwnymi i ponizej 3,0 [Srednia paczkolat dla tej grupy 1,4 (£1,0)];
oraz 13 pacjentéw ze Srednig paczkolat powyzej 3,0 [$rednia paczkolat dla tej grupy
5,6 (x2,1)]. W materiale wyodrebniono czterosobowg grupe palaczy o sredniej liczbie
paczkolat wynoszacej 26,9 (x15,7). Osoby te ze wzgledu na wyzszg srednig wieku nie
zostaty wigczone do analizy podstawowej, ale w dalszej ocenie wynikéw postuzyty jako

kontrola pozytywna dla podkreslenia réznic miedzy badanymi grupami.

Tabela 1.Charakterystyka pacjentéw biorgcych udziat w doswiadczeniu z podziatem na grupy
pod wzgledem intensywnosci palenia (paczkolata) i wieku. Wartosci to srednie arytmetyczne
+ OS.

Grupa Paczkolata ‘(,I\g’; I; Pal_c:jc:azr:)t?’)w
1 0 27 +6,4 40
2 1,4+1,0 25+51 20
3 5621 27 +4,2 13
4 26,9 + 15,7 51+9,5 4
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Odczyty wynikow testdw oceniajgcych procesy biologiczne (Smieré komorek,
proliferacie) z  wykorzystaniem  przeciwciat  sprzezonych z  barwnikami
fluorescencyjnymi zostaty wykonywane z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
FAC Calibour flow cytometer (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA) w

Katedrze i Zaktadzie Fizjopatologii GUMed.

4.1. 1ZOLACJA KOMOREK NABLONKA JAMY USTNEJ

Fragmenty bfony sluzowej umieszczano w roztworze dyspazy o stezeniu 5 mg/ml
(GIBCO); po catonocnej inkubacji w 4°C oddzielony mechanicznie nabtonek od
warstwy podnabtonkowej umieszczano w roztworze 0,25% trypsyny z EDTA (SIGMA-
ALDRICH) na 30 minut w temperaturze 37°C [31]. Po tym czasie neutralizowano
enzym poprzez dodanie medium DMEM z 10% surowicg bydlecg (SIGMA-ALDRICH,
GIBCO). Nastepnie komorki ptukano dwukrotnie w roztworze PBS. Otrzymana w ten
sposob zawiesina pojedynczych komoérek stanowita materiat do dalszych badan. Z
fragmentu btony $luzowej od jednego pacjenta uzyskiwano od 0,6x10° do 1,2x10°
komoérek nabtonka o zywotnosci powyzej 80% ocenianej btekitem trypanu.

W celu oceny zawartodci keratynocytéw, izolowane komérki znakowano
mieszaning przeciwciat monoklonalnych  wykrywajgcych  wiekszos¢ ludzkich
cytokeratyn nabtonkéw [anti human cytokeratin clone AE1/AE3 (DAKO)]; oznaczenia
wykonano w Zakfadzie Patomorfologii GUMed. To badanie immunohistochemiczne
wykazato, iz w pozyskiwanym materiale okoto 97% komorek stanowity keratynocyty.

Rycina 1 ilustruje morfologiczne zréznicowanie pozyskiwanych komoérek nabtonka

jamy ustne;j.

24



Rycina 1. Zréznicowana morfologia komoérek nabtonka jamy ustnej po izolacji widziana
w mikroskopie $wietlnym w kontrascie Hoffmana. Numerem 1 oznaczono komérki duze, ptaskie
z warstw gérnych nabtonka. Mikroskop NIKON TS-100F (powiekszenie 200x); Katedra i Zaktad
Fizjopatologii GUMed.

4.2. OCENA ZROZNICOWANIA MORFOLOGICZNEGO IZOLOWANYCH
KOMOREK NABLONKA JAMY USTNEJ

4.2.1. Parametr FSC (wielkos¢ komoérki) i SSC (ziarnisto$¢ komorki)

Wykorzystanie metody cytometrii przeptywowej, umozliwito analize parametréw
morfometrycznych takich jak FSC (Farward Side Channel; sygnat rozproszenia $wiatta
laserowego do przodu) — wzgledna wielkos¢ komérki, oraz SSC (Scatt Side Channel;
sygnat rozproszenia bocznego $wiatta laserowego) — ztozono$¢ struktury wewnetrznej,
np. obecnos¢ ziarnistosci, co pozwala na ocene morfologicznego zrdéznicowania
badanych komorek.

Przeprowadzona w ten sposéb ocena umozliwita poréwnanie wielkosci oraz
stopnia dojrzatosci komorek wszystkich badanych pacjentéw. Dodatkowo oceniano
stopien aktywacji kaspaz w odniesieniu do wielkosci i ziarnisto$ci komorek, co

pozwolito na stwierdzenie, czy aktywnoS$¢ tych proteaz zmienia sie wraz ze zmiang
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wielkosci komorki i ilosci wewngtrzkomorkowych ziarnistosci, a wiec wraz z procesem

dojrzewania keratynocytéw.

4.2.2. Obraz komérek w mikroskopie konfokalnym

Izolowane komorki po odpowiednich barwieniach analizowano przy pomocy
systemu mikroskopii konfokalnej (Nikon, Japonia) i programéw: Laser Sharp 2000
i Laser Pix V. 4. 001 (BioRad, GB) w Katedrze Anatomii GUMed.

4.3. OCENA CYKLU KOMORKOWEGO

Ocena cytometryczna utrwalonych komorek, barwionych jodkiem propidyny (PI)
(dawka Pl wigzgca sie z DNA), pozwala na oznaczenie zawartosci DNA i okreslenie
odsetka komorek znajdujgcych sie w poszczegodlnych fazach cyklu komorkowego:
GO0/G1, S i G2/M. Metoda ta okresla rowniez odsetek komorek o obnizonej zawartosci
DNA (m.in. komérki apoptyczne bedgce w fazie rozpadu na ciatka apoptyczne),
lokalizujgce sie w obszarze sub G0/G1. Izolowane keratynocyty nabtonka jamy ustne;j
zawieszano w PBS, nastepnie utrwalano przez minimum 24 godz. w temperaturze
-20°'C w 70% alkoholu etylowym. Po odptukaniu alkoholu etylowego roztworem PBS,
komorki zawieszano w 1 ml roztworu barwigcego (RNaza A 100 pg/ml, Pl 40pg/ml w
PBS), inkubowano przez 30 minut w 37°C w ciemnosci. Nastepnie przy pomocy
cytometrii przeptywowej oceniano zawartos¢ DNA oraz odsetek komoérek w
poszczegolnych fazach cyklu. Dane z 20000 komorek w kazdym doswiadczeniu

analizowano przy pomocy programu Cyflogic 1.2.1 (CyFloltd.).

4.4. METODY OCENIAJACE ODSETEK KOMOREK GINACYCH

Ze wzgledu na ztozony mechanizm $mierci komoérki, w tym apoptozy, i réznorodne
drogi jej przebiegu Komitet ds. Nomenklatury Smierci Komoérki (Nomenclature
Committee on Cell Death) proponuje, aby przy ocenie tego procesu wybiera¢ kilka
testow obrazujgcych rozne parametry apoptozy i szczegétowo je nazywac opisujgc
wyniki. Jest to niezmiernie wazne, aby moc porownywac wyniki poszczegodlnych prac
dotyczgcych Smierci komoérek. Proces dojrzewania komorek nabtonka jamy ustnej
prowadzi do fizjologicznej $mierci komorek, przebiegajacej z wykorzystaniem
mechanizmow apoptozy — gtéwnej drogi fizjologicznej smierci komérek. W zwigzku
Z powyzszym w obecnej pracy, aby okresli¢ odsetek komoérek gingcych drogg apoptozy

wybrano ocene zmian w strukturze btony komdrkowej polegajgcg na przemieszczeniu
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fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy fosfolipidowej (tzw. eksternalizacja PS) oraz

aktywacje kaspaz, proteaz szczegolnie zaangazowanych w te droge smierci komorek.

441. Zmiany w strukturze blony komérkowej - eksternalizacja

fosfatydyloseryn — jednoczesne barwienie aneksyna V oraz jodkiem

propidyny

Jedng z wczesnych zmian w komoérce podczas procesu apoptozy jest
przemieszczenie fosfatydyloseryny (PS) z wewnetrznej do zewnetrznej warstwy
fosfolipidowej btony komaérkowej (tzw. eksternalizacja fosfatydyloseryny).

Obecnos$¢ fosfatydyloseryny w bionie komorkowej wykrywana jest dzieki
aneksynie V swoiscie wigzgcej sie z PS. Zastosowanie jednoczesnego barwienia
aneksyng V sprzezong z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i jodkiem propidyny PI
(wigze sie z DNA) pozwala na wykrycie komorek z uszkodzong btong komoérkowg
(Annexin-V-FLUOS, ROCHE). Komérki w liczbie 200 x 10° inkubowano 20 min w 50
roztworu aneksyny V-FITC w buforze z Pl w temperaturze pokojowej. Roztwor
barwigcy przygotowano zgodnie z procedurg zalecang przez producenta.

Metoda ta pozwala wyrozni¢ nastepujgce populacje komorek:

e nie wigzgce aneksyny i nie wigzgce Pl (An-/Pl-); komérki uznawane za komorki
zywe

e wigzgce aneksyne i nie wigzgce Pl (An +/Pl-); komérki wczesnoapoptyczne

e Wwigzace aneksyne i wigzgce Pl (An+/Pl+); komorki te przyjmowane sg za komorki
poznoapoptyczne/nekrotyczne.

Ocena stopnia wigzania aneksyny V-FITC wykonana zostata metodg cytometrii

przeptywowej. Dane z 10000-20000 komérek w kazdym doswiadczeniu analizowano

przy pomocy programu Cyflogic 1.2.1 (CyFlo Itd.).

4.4.2. Aktywacja kaspaz — metoda FLICA

Do oceny zawarto$ci komérek z aktywnymi kaspazami zastosowany zostat test
FLICA (Fluorochrome-Labeled Inhibitors of Caspase) z wykorzystaniem znakowanego
fluorochromem inhibitora kaspaz/y swoiscie wigzgcego sie z centrum aktywnym
enzymu. W wykonywanych badaniach zastosowany zostat znakowany FITC pan-
inhibitor VAD-FMK, ktéry wykrywa wiekszo$¢ zaktywowanych kaspaz. Jednoczesne

barwienie komérek FITC-VAD-FMK i Pl pozwolito na wyrdznienie komorek:
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Metody

e wczesnoapoptycznych (kaspazo+/Pl-; zaktywowane kaspazy przy nie uszkodzonej
btonie komorkowej)

e poznoapoptycznych (kaspazo+/Pl+; zaktywowane kaspazy oraz uszkodzenia
w btonie komorkowej pozwalajgce na wnikanie Pl do komorki)

e w finalnej fazie apoptozy (kaspazo-/Pl+; komorki barwig sie Pl, ale nie wykazujg juz
aktywnosci kaspaz)

Wyréznienie wyzej wspomnianych komorek znajdujgcych sie na réznych etapach
apoptozy pozwala przesledzi¢ przebieg procesu apoptozy.

Komorki w liczbie 200 x 10% inkubowano z 5 pM FITC-VAD-FMK (caspACE™-
FITC-VAD-FMK, PROMEGA PROBES) w 100 pl przez 30 minut w ciemnosci w
temperaturze pokojowej, po odptukaniu, umieszczano w PBS z PI o stezeniu 25 ug/ml,
a stopien natezenia fluorescencji oceniano metodg cytometrii przeptywowe.

Dane z 10000-20000 komoérek w kazdym doswiadczeniu analizowano przy

pomocy programu Cyflogic 1.2.1 (CyFloltd.).

4.5. OCENA STATYSTYCZNA UZYSKANYCH WYNIKOW

Analiza statystyczna wykonana zostata za pomocag programu STATISTICA 10
(StatSoft, Inc.). Dane w tabelach przedstawione zostaly w postaci $rednich
arytmetycznych * odchylenie standardowe (OS). Zgodno$¢ rozktadu danych dla
oznaczen sprawdzono testem Shapiro-Wilka, a jednorodnos¢ wariancji testem
Levene'a. Analiza znamiennosci réznic miedzy badanymi grupami przeprowadzona
zostata nieparametrycznymi testami ANOVA Kruskall’a Wallis’a i testem Dunn’a; za

réznice statystycznie znamienne przyjeto wartosé p=< 0,05.
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5. WYNIKI

5.1. OCENA CYKLU KOMORKOWEGO W KOMORKACH NABLONKA JAMY

USTNEJ

Analiza cyklu komoérkowego komorek nabtonka jamy ustnej osob niepalgcych

wykazata, iz odsetek komorek w fazie S wyniost 7,1%;w fazie G2/M 4,3%; a w fazie

G0/G1 82,1%, zas dla osdb palgcych $rednio 5,6 paczkolat odsetek komérek w fazie S
wyniost 8,5%, w fazie G2/M 3,4% oraz w fazie GO/G1 78,7% [Ryc. 2, Tab.2].

Analiza odsetek komoérek w poszczegoélnych fazach cyklu pomiedzy badanymi

grupami nie wykazata statystycznie znamiennych réznic.

Tabela 2. Analiza zawartosci komoérek nabtonka jamy ustnej w GO/G1, S, G2/M fazach cyklu
komorkowego. Przedstawione w tabeli wartosci sg srednimi arytmetycznymi +OS

Odsetek komorek w Liczba paczkolat
fazie cyklu
komérkowego 0 1.4 5,6
GO0/G1 82,1+5,0 83,04 78,7+7,0
S 711272 7621 85+29
G2/M 43+1,7 3,8+1,0 34+15
tacznie S/G2/M 11,4 + 3,1 11,425 12,0+ 4,0
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Rycina 2. Przyktadowe histogramy oznaczen cytometrycznych iloSci DNA w celu
okreslenia zawartosci komérek nabtonka jamy ustnej w poszczegodlnych fazach cyklu
komarkowego u osoby niepalgcej (A) oraz palgcej (B, liczba paczkolat 3.5). Komorki w sub GO
wykazujg obnizong zawartos¢ DNA (np. fragmentacja DNA w wyniku $mierci komorek).

5.2. OCENA ZROZNICOWANIA KOMOREK NABLONKA

5.2.1. Ocena zréznicowania komoérek nabtonka jamy ustnej ze wzgledu na
parametry FSC i SSC

Cytometria przeptywowa pozwala na wzgledng ocene wielkosci (parametr FSC)
i wewnetrznego  zréznicowania komorki  tzw.  ziarnistosci  (parametr SSC).
Wykorzystujac tg mozliwos¢, w badanym materiale wyodrebniono trzy populacje
komoérek roznigce sie wielkoscig (FSC) i ziarnistoscig (SSC), co odzwierciedla
zroznicowanie komorek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego pokrywajgcego btone
Sluzowag jamy ustnej. Wyniki tej analizy przedstawia Tab.3 i ilustruje Ryc. 3 A. Wartosci
FSC i SSC przedstawiane sg w jednostkach umownych fluorescenciji.
Parametry FSC i SSC komoérek pochodzacych od oséb niepalacych tytoniu uznano za

charakteryzujgce morfologie wyréznionych trzech populacji komérek:
e Populacja 1 to komodrki mate, o niskiej ziarnistosci; srednie wartosci FSC

i SSC wynosity odpowiednio 225 (+24), 110 (x18). Komorki te stanowity

ok. 12% wsrdd izolowanych keratynocytow.
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e Populacja 2 to komorki o wiekszym zakresie wielkosci i duzej ziarnistosci;
Srednie wartosci FSC i SSC wynosity odpowiednio 435 (+47), 918
(£150).Komorki te stanowity ok. 31% wsrdd izolowanych keratynocytéw.

e Populacja 3 to komérki o najwiekszym zakresie wielko$ci ale nieco nizszej
ziarnistosci niz grupa 2; $rednie wartosci FSC i SSC wynosity
odpowiednio 684 (+59), 585 (x87). Komorki te stanowity ok. 33% wsréd

izolowanych keratynocytow.

Podane powyzej wartosci FSC (wielkos¢ komorek) i SSC (zréznicowanie wnetrza
komorki, ocena ziarnistosci) dotyczg materiatu pochodzgcego od osdb niepalacych, ale
dla pozostatych grup badanych byly one zblizone. Jak wykazaty obecne badania,
palenie tytoniu nie wptywato w istotny sposéb ani na odsetek wymienionych populacji,

ani na wielkos¢ i ziarnistos¢ komorek je tworzgcych.
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5.2.2. Ocena =zawartosci komoérek z aktywnymi kaspazami wsréd

izolowanych komoérek nabtonka jamy ustnej

5.2.2.1. Ocena zroznicowania morfologicznego komoérek nabtonka jamy ustnej

w powigzaniu z aktywnoscig kaspaz

Wykorzystujgc parametr SSC przenalizowano aktywno$¢ kaspaz mierzong
intensywnoscig fluorescencji FLICA. Na podstawie wynikow umieszczonych w Tab.4
i zilustrowanych na Ryc.3B wyrdzniono trzy wyrazne populacje komorek u oséb
niepalgcych tytoniu:

e Populacia 4 to komorki nie wykazujgce aktywnosci kaspaz. Wyraznie

odpowiadajg one komoérkom matym o niskiej ziarnistosci (SSC podobne jak
w populacji 1)

e Populacja 5 wykazywata niskg aktywno$¢ kaspaz srednie wartosci FLICA i SSC
wynosity odpowiednio 311 (£169), 917 (x157) (SSC podobne jak w populacji 2).
Komorki te stanowity ok. 59% wsrdd izolowanych keratynocytéw. Byty wsrod
nich komorki z populacji 21 3.

e Populacja 6 to komérki o bardzo wysokiej aktywnosci kaspaz (10x wiekszej niz
w populacji 5); srednie wartosci FLICA i SSC wynosity odpowiednio 3409
(£1542), 714 (x200) (SSC nieco nizsze niz w populacji 2 i nieco wyzsze niz w
populacji 3). Komorki te stanowity ok. 22% ws$rdd izolowanych keratynocytow.

Byty wsrdd nich komorki z populaciji 21 3.
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Rycina 3. Przyktadowa analiza zawarto$ci komérek z aktywnymi kaspazami wsrod komorek
nabtonka jamy ustnej w powigzaniu z parametrami FSC i SSC.

A

— grupy komorek o zréznicowanej wielkosci i ziarnistosci (FSC/SSC); 1 komorki mate
o niskiej ziarnistosci 220/150; 2 komérki duze o duzej ziarnisto$ci 500/900; 3 komorki
duze o nizszej niz populacja 2 ziarnistosci 650/700

— grupy komoérek o zréznicowanej aktywnosci kaspaz (FLICA) i ziarnisto$ci (SSC);
4 brak aktywnych kaspaz i niska ziarnisto$¢ (FLICA=10, SSC=160); 5 niska aktywnosc¢
kaspaz i duza ziarnistos¢ (FLICA=100,SSC=940); 6 wysoka aktywnos¢ kaspaz i nizsza
niz populacja 5 ziarnistos¢ (FLICA=1400,SSC= 700)

— histogram ilustrujgcy zréznicowang aktywnos$¢ kaspaz: 5 to komorki o niskiej
aktywnosci kaspaz KL; 6 to komorki o wysokiej aktywnosci kaspaz KH; histogram szary
przedstawia komorki niebarwione FLICA,;

— populacje komorek wczesnoapoptycznych KH+PI- (wysoka aktywnosé kaspaz
i zachowana ciggto$¢ btony komérkowej) i pdznoapoptycznych/nekrotycznych KH+PI+
(wysoka aktywnos$¢ kaspaz i uszkodzona btona komadrkowa)
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Palenie tytoniu wptywato na odsetek wymienionych populacji oraz aktywnos¢ kaspaz.
Wraz ze wzrostem liczby paczkolat istnieje tendencja do obnizania zawartosci komoérek
populacji 5 i wzrostu odsetka populacji 6, z komorkami o wysokiej aktywnosci kaspaz.
W obu populacjach mozna zauwazy¢ obnizajgca sie wartos¢ sredniej fluorescencii
FLICA (mniej fluorochromu wigze sie z komorka, co oznacza spadek zawarto$ci
aktywnych kaspaz) wraz z liczbg paczkolat. Na podkreslenie zastuguje znamienny
(p=0,014) spadek o ok. 40% wartosci FLICA w populacji 6 w grupie palaczy o $redniej
liczbie paczkolat 5,6 w porownaniu z osobami niepalgcym, przy podobnym odsetku
tych komoérek.

Wykonane zdjecia w mikroskopie konfokalnym potwierdzity wewnagtrz-
plazmatyczng obecno$¢  znakowanych  fluorochromem  aktywnych  kaspaz
w izolowanych komorkach nabtonka jamy ustnej oraz zrdéznicowang intensywnosé
fluorescencji FLICA, co wskazuje na rézng aktywnos¢ kaspaz. Wysoka fluorescencje
(1) obserwowano wsrdd komérek o roznej wielkosci, w tym w komérkach najwiekszych

pochodzgcych z warstw zewnetrznych (Ryc.4)
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Rycina 4. Obraz morfologicznego zréznicowania oraz aktywnosci kaspaz (FLICA) komorek
nabtonka jamy ustnej w mikroskopie konfokalnym. Komorki oznaczone jako 1 to komoérki o
wysokiej aktywnosci kaspaz (KH), 2 to komoérki o niskiej aktywnosci kaspaz (KL), 3 komorki nie
wykazujgce aktywnosci kaspaz. Pl — jodek propidyny wybarwia DNA przy uszkodzonej bfonie
komorkowej. Skala 10um.
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5.2.2.2. Ocena zréznicowania komorek z aktywnymi kaspazami

Analiza odsetka komérek wykazujgcych obecnos¢ aktywnych kaspaz
w poszczegodlnych grupach pacjentéw, wykazata iz najwiecej komoérek z aktywnymi
kaspazami byto wsrdd osob niepalgcych az 73% (Tab.5). Wsrdod palaczy zawartosé
tych komorek malata do 62,4% (w grupie palacych 1,4 paczkolat) oraz 57,8% (w grupie
palacych 5,6 paczkolat). Obnizanie odsetka komoérek z aktywnymi kaspazami byto
wysoce znamienne w grupie osob palgcych 5,6 paczkolat w poréwnaniu z osobami
niepalgcymi (p= 0,004) (Tab.5).

Wsréd komorek z aktywnymi kaspazami wyodrebniono dwie grupy komorek,
o wysokiej aktywnos$ci kaspaz (KH) oraz o niskiej aktywnosci kaspaz (KL) (Tab.5, Ryc.
3Ci3D)

Wsréd komorek o wysokiej aktywnosci kaspaz (KH+) zauwazalna byta tendencja
do zmniejszania sie odsetka komorek z aktywnymi kaspazami wraz we wzrostem
liczby wypalanych papieroséw. Dodatkowe barwienie jodkiem propidyny (Pl) wskazato,
iz gtéwnie spada liczba komorek, ktore poza wysokg aktywnoscig kaspaz nie
wykazywaty cech przerwania ciggtosci btony (KH+PI-). Réznica pomiedzy komaorkami
0sOb niepalgcych a palgcych 5,6 paczkolat wyniosta ponad 5% i byta znamienna
statystycznie (p= 0,03). Natomiast odsetek komorek z wysokg aktywnoscig kaspaz ale
z uszkodzong btong komorkowg we wszystkich badanych grupach byt zblizony
i wyniost okoto 10%.

Réwniez w grupie komoérek o niskiej aktywnosci kaspaz (KL) obserwowano
zmniejszanie sie odsetka komorek wraz ze wzrostem liczby paczkolat. U osob
niepalgcych komoérki te stanowity 43,7%, a u oséb palgcych 5,6 paczkolat juz o 11%
mniej (réznica znamienna statystycznie p= 0,01). Obserwowany spadek byt wynikiem
gtéwnie obnizania sie zawarto$ci komoérek z nieuszkodzonymi btonami komorkowymi
(KL+PI-). Wsréd osob niepalgcych komorki KL+PI- stanowity 39,1%, a u palgcych 5,6
paczkolat juz tylko 27,0% (znamienna statystycznie réznica p= 0,007).

W procesie zaprogramowanej $mierci dochodzi do wzmozonej aktywnosci kaspaz,
dlatego populacja komoérek o wysokiej aktywnosci kaspaz (KH) zostala poddana

dalszej analizie w badanych grupach pacjentow.
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5.2.3. Ocena zréznicowania morfologicznego komoérek nabtonka jamy

ustnej w powigzaniu z eksternalizacjg fosfatydyloseryny

W badanym materiale podobnie jak przy ocenie kaspaz morfologicznie mozna
wyrézni¢ trzy grupy komorek roznigce sie wielkoscig (FSC) i ziarnistoscig (SSC)
(Ryc.5A). Odzwierciedlenie tego morfologicznego zréznicowania znajduje swoj wyraz

w zroznicowaniu komorek pod wzgledem zmian w bfonie komaorkowej:

e Populacja 7 i 8 to komoérki nie wykazujgce istotnej eksternalizacji PS; $rednia
wartos¢ fluorescencji dla aneksyny w populacji 8 wyniosta zaledwie 37 (£12)
Komorki populacji 8 stanowity ok. 58% ws$rdd izolowanych keratynocytow.

e Populacja 9 to komorki z wyraznym przemieszczeniem PS na zewnetrzng
powierzchnie btony komérkowej (An+) (Rycina B i C). Komorki te stanowity

ok. 25% wsrdd izolowanych keratynocytow.

Analiza materiatu wskazuje na wzrost odsetka komoérek Populacji 9
z eksternalizacjg fosfatydyloseryny wsrdd palaczy o najwiekszej liczbie paczkolat w
poréwnaniu z osobami niepalgcymi (Tab.6, Ryc.5D). Moze to sugerowac istnienie
tendencji do wzrostu odsetka komoérek z przemieszczong do warstwy zewnetrznej
fosfatydyloseryng w bfonie komoérkowej wraz z liczbg paczkolat.

Eksternalizacja PS to jedna z pierwszych zmian w procesie zaprogramowanej
Smierci, dlatego ta populacja komodrek zostata poddana dalszej analizie w badanych
grupach pacjentow. Wykonane zdjecia w mikroskopie konfokalnym potwierdzajg
blonowg lokalizacje Aneksyny V wigzacej sie z fosfatydyloseryng. Wsréd komorek
wyrozni¢ mozna komorki wigzgce Aneksyne V (An+) oraz z nieciggtg btong komérkowa
(Pl+), co pozwala na wyrdznienie komoérek wczesnoapoptycznych (An+/Pl-) i

poznoapoptycznych (An+/Pl+) (Ryc.6).
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(ziarnisto$¢ komorek)
(ziarnisto$¢ komorek)

SSC
SSC

T T T rrrmr o rrm

FSC (wielko$¢ komorek) Aneksyna (intensywnosc fluorescencji)

An+Pl+ .-

PI (intensywnos¢ fluorescencji)

T T T Trm T T TTTTTT T™TTTTm

Aneksyna  (intensywnos¢ fluorescencji) Aneksyna (intensywno$é fluorescencii)

Rycina 5. Przyktadowa analiza zawarto$ci komdrek z eksternalizacjg fosfatydyloseryny (An+) wsrod
komorek nabtonka jamy ustnej.

A — grupy komorek o zréznicowanej wielkos$ci i ziarnistosci (FSC/SSC); 1 komorki mate o niskiej
ziarnisto$ci 120/60; 2 komorki duze o duzej ziarnistosci 200/400; 3 komérki duze o nizszej niz
populacja 2 ziarnistosci 390/320

B — grupy komorek o zroéznicowanej fluorescencji aneksyny (FL1) i ziarnistosci (SSC): 7 brak
zmian w bfonie niska ziarnisto$¢ (FL1=10, SSC=160); 8 brak zmian w bfonie i duza ziarnistos¢
(FL1=40,SSC=400); 9 zmiany w bfonie, eksternalizacja PS (FL1=1230, SSC= 330)

C - populacja 9 to komérki wykazujgce wyrazng eksternalizacje fosfatydyloseryny (An+)

D — barwienie Pl pozwolito na zréznicowanie populacji komoérek wigzgcych aneksyne (An+) na:
wczesnoapoptyczne charakteryzujgce sie eksternalizacjg fosfatydyloseryny przy zachowane;j
ciggtosci btony komoérkowej (An+Pl-) i pdznoapoptyczne/nekrotyczne z eksternalizacjg
fosfatydyloseryny oraz nieciggtg btong komoérkowg (An+Pl+).
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ANEKSYNA / PI ANEKSYNA

10 Microns

10 Microns
—=

1

10 Microns
—J

Rycina 6.0braz zr6znicowania komaérek nabtonka jamy ustnej na komorki wezesnoapoptyczne

(An+/PI-; 1) oraz péznoapoptyczne (An+/Pl+; 2) w mikroskopie konfokalnym. Skala 10um.
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5.3. OCENA ZAWARTOSCI KOMOREK O CECHACH APOPTOTYCZNYCH

Analiza komorek wszystkich pacjentéw obejmowata ocene odsetka komorek:
zwysokg aktywnoscig kaspaz, przemieszczeniem fosfatydyloseryny w btonie

komorkowej oraz ze zdegradowanym DNA. Wyniki zostaty przedstawione w Tab. 7.

5.4. OCENA ROZNIC POMIEDZY GRUPA OSOB NIEPALACYCH | GRUPA O
SREDNIEJ PACZKOLAT 1,4

5.4.1. Ocena aktywnosci kaspaz

Zawartos¢ komorek z aktywnymi kaspazami wsréd palgcych (Srednio 1,4
paczkolata) byta o ok 10 % nizsza w poréwnaniu z osobami niepalgcymi.
Zaobserwowano gtéwnie tendencje do obnizania komorek wczesnoapoptycznych.
Jednakze obserwowane zmiany nie byty znamienne statystycznie (Tab.7).

5.4.2. Ocena eksternalizacji fosfatydyloseryny

W obu poréwnywanych grupach komorki wczesnoapoptyczne An+/Pl- stanowity

okoto 10%, a p6znoapoptyczne An+/Pl+ okoto 20% (Tab.7).
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5.5. OCENA ROZNIC POMIEDZY GRUPA OSOB NIEPALACYCH | GRUPA O
SREDNIEJ PACZKOLAT 5.6

5.5.1. Ocena aktywnosci kaspaz

Wykonane badania wskazujg na réznice pomiedzy obiema badanymi grupami w
zawartosci procentowej komorek wczesnoapoptotycznych wykazujgcych aktywno$c¢
kaspaz przy braku uszkodzen btony komoérkowej (KH+PI-) (Tab.7). Wsrod osob
niepalgcych stanowity one 20,1%; natomiast u palaczy o Sredniej 5,6 paczkolat 14,5%

(réznica statystycznie istotna p=0,02).

Komoérki KH+PI-
24

22

1T
L

18

16

Odsetek komoérek
*

14

12 O Srednia
[ SredniatBtad std
T Srednia+1,96*Btad std

10

Liczba 0 5,6
paczkolat

Rycina 7. Znamienne obnizenie zawartosci komoérek wczesnoapoptycznych wykazujgcych
obecnos$¢ aktywnych kaspaz (KH+) bez uszkodzenh btony komérkowej (PI-) w grupie palgcych
5,6 paczkolat w poréwnaniu z osobami niepalgcymi. Test Dunn’a *p<0,05

Natomiast nie stwierdzono roéznic dotyczgcych komoérek pdznoapoptycznych,
ktorych odsetki wyniosty w obu grupach okoto 10% (Tab.7).

Komorki nie wykazujgce aktywnosci kaspaz zréznicowano takze pod wzgledem
obecnosci uszkodzen w btonie komérkowej. Odsetek komorek bez aktywnych kaspaz
z prawidtowg btong komorkowg (K-/Pl-) w grupie niepalgcych wynidst 26,3%, wsréd
palgcych 5,6 paczkolat 40,0% (Ryc.8, réznica statystycznie istotna p=0,006). Komorki
bez aktywnych kaspaz, z uszkodzong btong komérkowg (komorki nekrotyczne) wsréd
0sob niepalgcych stanowity ok. 1% wszystkich komorek, zas wsrdd palgcych wartosc

ta wzrastata do ok. 2% (Tab.7, r6znica statystycznie znamienna p=0,007).
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Komoérki K-PlI-
50

48
46
44
42
40 o
38
36
34
32 —_—
30
28
26

Odsetek komoérek

[ SredniatBtad std
22 T Sredniat1,96*Btad std
20

_I_
[m]

24 O Srednia
0

Liczba
paczkolat

5,6

Rycina 8. Poréwnanie zawartosci komérek nie wykazujgcych obecnosci aktywnych kaspaz
i uszkodzenia btony komorkowej w grupie niepalgcych i palgcych $rednio 5,6 paczkolat.
Test Dunn’a * p<0,01

5.5.2. Ocena eksternalizacji fosfatydyloseryny

Zawartos¢ komorek wigzgcych aneksyne oraz nie wykazujgcych uszkodzen
w strukturze btony komorkowej (An+PI-), w obu grupach wyniosta ok. 10%. Natomiast
komorek poznoaptycznych z przemieszczong fosfatydyloseryng oraz z uszkodzong
btong komérkowg (An+/Pl+) u oséb palgcych 5,6 paczkolat w poréwnaniu do komérek
0s6b niepalgcych byto o ok.4% wiecej (Tab.7).

5.6. OCENA ROZNIC POMIEDZY GRUPA OSOB NIEPALACYCH | GRUPA O
SREDNIEJ PACZKOLAT 26,9 (,,KONTROLA POZYTYWNA”)

Uzyskany materiat umozliwit wyodrebnienie grupy oséb o sredniej paczkolat 26,9,
co pozwolito na dodatkowe potwierdzenie tendencji o zachodzgcych zmianach
w zawartosci komérek o cechach apoptycznych wraz ze wzrostem intensywnosci
palenia (Tab.7; Ryc.9, 10, 11).
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5.6.1. Ocena aktywnosci kaspaz

W trakcie oceny komorek z aktywnymi kaspazami, odnotowano dalsze,
w stosunku do pozostatych grup palaczy, obnizanie liczby komérek wczesno-
apoptotycznych (KH+PI-) o prawie 38% w stosunku do komérek osdéb niepalgcych
(Srednie dla obu poréwnywanych grup wyniosty odpowiednio: 13,1% dla grupy ,kontroli
pozytywnej” i 20,1% dla grupy niepalgcych) (Ryc.9).

Natomiast odsetek komérek poznoapoptycznych (KH+PI+) w grupie palgcych 26,9

paczkolat byt znamiennie wyzszy (p<0,05) i wynidst 16,9% w poréwnaniu z 9,2% u
osbéb niepalgcych. Zaobserwowano wyrazng tendencje do zwiekszania odsetka
komorek pédznoapoptotycznych wraz ze wzrostem liczby wypalanych papierosow
(paczkolat), co ilustruje Ryc.10.
Ws$rdd osob palgcych 26,9 paczkolat podobnie jak w grupie palgcych 5,6 paczkolat
byto wiecej komorek bez aktywnych kaspaz i z ciggtg btong komdrkowg (K-PI-)
w poréwnaniu z niepalgcymi osobami; wartoéci wynosity odpowiednio 36,5+4,3%
i 26,3+12,5%.

Komorki KH+/PI-
35)

|1

25
*

20 o

15
a

10

5 l ¢ i

0O Srednia

O SredniatOdch.std
T Srednia+2*Odch.std

Odsetek komoérek
=]

Liczba 0 1,4 5,6 26,9

Paczkolat

Rycina 9. Malejgca zawarto$s¢ komoérek wczesnoapoptycznych z aktywnymi kaspazami (KH+)
inie uszkodzong blong komoérkowg (Pl-) wraz ze wzrastajgcg liczbg paczkolat.
Test Dunn’a *p<0.05
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Komoérki KH+PI+
30 _

25

20

4T 17T L |

10

5)
O Srednia
[ SredniatOdch.std

T Srednia+2*Odch.std

Odsetek komoérek

Liczba 0 1,4 5,6 26,9
Paczkolat

Rycina 10. Wzrastajgca zawarto$¢ komorek péznoapoptycznych z aktywnymi kaspazami (KH+)
i uszkodzong btong komdrkowa (Pl+) wraz ze wzrastajgcg liczbg paczkolat. Test Dunn’a* p<0,05

5.6.2. Ocena eksternalizacji fosfatydyloseryny

Zaobserwowana tendencja w komorkach ,kontroli pozytywnej” do pogtebiania sie
réznic w stosunku do oséb niepalgcych wraz ze wzrostem liczby wypalanych
papierosdw potwierdzita sie rowniez przy ocenie eksternalizacji fosfatydyloseryny
(Tab.7). W grupie palgcych 26,9 paczkolat nastgpit znaczacy o 40% wzrost liczby
komérek wigzacych aneksyne z jednoczesnie uszkodzong btong komdrkowg (komorki
poznoapoptotyczne, An+Pl+) w stosunku do osob niepalgcych (wartosci wyniosty
odpowiednio 32,5% i 19,3%; roznica znamienna statystycznie p=0,018).

Zwiekszajacy sie odsetek komoérek poéznoapoptotycznych wykazujgcych zmiany
w strukturze btony komodrkowej wraz ze wzrostem liczby wypalanych papieroséow
ilustruje Ryc.11.

Natomiast ocena komorek wigzgcych aneksyne i nie wykazujgcych uszkodzen btony

komodrkowej (An+/Pl -) w obu badanych grupach wynosita okoto 9% (Tab.7).
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Komoérki An+PI-

50
45
40
s T
30 —‘7

25

20

Odsetek komoérek

15

1T L

I

|

0 Srednia
[ $rednia+Odch.std
T Srednia+2*Odch.std

Liczba 0 1,4
Paczkolat

5,6

26,9

Rycina 11. Wzrastajgca zawartos¢ komoérek poéznoaptycznych charakteryzujgcych sie
eksternalizacjg fosfatydyloseryny (An+) i uszkodzong btong komérkowa (Pl+) wraz ze

wzrastajgcg liczbg paczkolat. Test Dunn’a*p<0,05

W podsumowaniu zaobserwowanych zmian stwierdzono, iz wraz ze wzrostem

liczby paczkolat maleje liczba komorek wczesnoapoptycznych (wysoka aktywnosc

kaspaz, zachowana ciggto$¢ btony komérkowej; KH+/Pl-) a wzrasta liczba komoérek o

cechach péznej apoptozy/nekrozy (wysoka aktywnos¢ kaspaz,

fosfatydyloseryny, nieciggta btona komérkowa; KH+An+Pl+), co ilustruje Ryc. 12.

eksternalizacja
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5.6.3. Ocena komorek o obnizonej zawartosci DNA

W analizowanej grupie palaczy zaobserwowano wzrost komorek o obnizonej
zawartosci DNA (znajdujgcych sie w tzw. subGO0), wsréd ktérych znajdujg sie
fragmenty komorek gingcych np. ciatka apoptotyczne. Odsetek tych komorek w grupie
palgcych $rednio 26,9 paczkolat wynidst 7,5%, a wsréd oséb niepalgcych byt

dwukrotnie mniejszy i wynosit 3,0% (Tab.7).
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6. OMOWIENIE WYNIKOW

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty réznice pomiedzy komorkami nabtonka
jamy ustnej osob niepalgcych oraz palgcych tyton. Stwierdzono takze, Zze stopien
nasilenia zmian wewnatrzkomorkowych zwigzanych z fizjologiczng $miercig komoérek
zalezy od liczby wypalanych papieroséw jak i okresu palenia.

Na poczatku omawiania wynikébw zaznaczy¢ nalezy, iz w dostepnym
pismiennictwie brak jest danych na temat podobnie przeprowadzonych badan, na tak
licznej grupie pacjentéw, uwzgledniajgc technike pobrania materiatu, jego
przygotowanie, ocene, czy zestawienie wynikéw. W obecnej pracy oceniano komorki
wszystkich warstw nabtonka jamy ustnej pod wzgledem zmian indukowanych
przewlektg ekspozycjg na dym tytoniowy z uwzglednieniem liczby paczkolat. Znaczaca
wiekszos$¢ autorow ocenia wpltyw dymu tytoniowego lub jego ekstraktow na komorki
nabtonka jamy ustnej pozyskane drogg biopsji ztuszczeniowej [45,108]. Metoda ta nie
pozwala okresli¢, z ktérych warstw nabtonka pochodzg pobrane komorki.

Analiza cyklu komoérkowego oceniajgca odsetki komorek nabtonka jamy ustne;j
w poszczegolnych fazach cyklu nie wykazata istotnych réznic pomiedzy badanymi
grupami pacjentow. Wsrod osoéb niepalgcych stwierdzono okoto 82% komorek w fazie
G0/G1i11% komorek w fazach S i G2/M.

Poréwnujgc otrzymane wyniki z tymi dostepnymi w publikacjach stwierdzic¢
nalezy widoczne réznice pomiedzy komodrkami hodowanymi oraz ocenianymi w
obecnej pracy bezposrednio po pobraniu i izolacji. Ohnukii i wsp. badajgc wptyw kwasu
zoledronowego na keratynocyty nabtonka jamy ustnej, w grupie kontrolnej nie
poddanej dziataniu tej substancji wykazali, iz 53% komodrek byto w fazie GO/G1, 26%
w G2/M oraz 21% w fazie S [90]. Podobnie, wysokg procentowg zawartos¢ w tych
fazach cyklu dla keratynocytéw linii komérkowej A549 nie poddanych dziataniu CSE
(0k.9% w fazie G2/M i ok.37% w fazie S) uzyskat Jian i wsp [60]. Schwartz i wsp. w
swoich badaniach obejmujgcych grupe szesciu o0séb niepalgcych (biopsja
ztuszczeniowa blony Sluzowej policzka), oproécz analizy odsetka komérek o
hypodiploidalnej zawartosci DNA, dokonat oceny odsetka komdrek w poszczegdinych
fazach cyklu komérkowego. Odsetek komoérek w fazie G1 wynidst 63,7%, w fazie G2
13,5%, natomiast w fazie S 22,8% [108].

W przytoczonych pracach uwage zwraca znacznie wyzszy odsetek komorek w
fazach S i G2/M (ok. 47%, 46%, 36%) w porodwnaniu z badang w obecnej pracy grupg

0so6b niepalacych (11%). W przytoczonych pracach wysoki odsetek komoérek w fazach
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S/G2/M wynika najprawdopodobniej z faktu, iz badania prowadzono na komdérkach
hodowanych in vitro, a nie pochodzgcych bezposrednio od pacjenta.

Interesujgca wydaje sie by¢ réwniez ocena faz cyklu keratynocytow nabtonka
jamy ustnej z keratynocytami naskorka przez Hwa-Jeong i wsp [54]. Grupa ta badajgc
cykl komérkowy transfekowanych wirusem keratynocytéw nabtonka jamy ustnej IHOK
oraz linii komorkowej keratynocytow naskérka HaCaT stwierdzita zblizone odsetki
komorek w poszczegolnych fazach cyklu, ktére wynosity odpowiednio dla fazy G1
58,8%; G2/M 9,3%; S 16,2% [54]. Prawie 25% komédrek nabtonka jamy ustnej
znajdowato sie w fazach bezposrednio zwigzanych z proliferacjg, jednakze trzeba
podkresli¢, iz komorki te byly transfekowane wirusem. Réwniez Wan-Wen i wsp.
wykazali podobne odsetki keratynocytow naskérka w poszczegdlnych fazach cyklu
komérkowego w poréwnaniu do komoérek nabtonka jamy ustnej [130].

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono danych o ewentualnych zmianach
zawartosci komoérek w poszczegodinych fazach cyklu pod wptywem tytoniu (metoda
cytometrii przeptywowej), a wyniki omawianej rozprawy nie wykazaty istotnych réznic w
odsetkach komérek w poszczegdlnych fazach cyklu pomiedzy grupami o0séb
niepalacych oraz palgcych tyton.

W kolejnym etapie zbadano, czy palenie tytoniu wptywa na wielkos¢ (FSC)
a takze ziarnistos¢ (SSC) komorek nabtonka jamy ustnej. Oceniono réwniez, czy
aktywnos¢ kaspaz zalezy od stopnia zréznicowania komorki (od ilosci ziarnistosci
cytoplazmatycznych). Wyodrebniono 3 populacje komorek, réznigce sie miedzy sobg
wielkoscig oraz wewnetrznym zréznicowaniem, co odzwierciedla morfologiczne
zréznicowanie komoérek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego rogowaciejgcego w
ocenie z uzyciem cytometrii przeptywowe;.

Poréwnujgc FSC oraz SSC komodrek oséb niepalgcych oraz palgcych tyton, nie
stwierdzono roznic pomiedzy komorkami badanych grup, co $wiadczy iz palenie tytoniu
nie zmieniato w istotny sposéb morfologii komérek nabtonka jamy ustnej. Nalezy tu
podkresli¢, iz badano pacjentéw bez jakichkolwiek zmian makroskopowych w jamie
ustnej. Wynik ten ze wzgledu na brak podobnych publikacji nie moze zostac
poréwnany z badaniami innych autoréw.

Jak juz wczesniej wspomniano, w wiekszosci doswiadczen na keratynocytach
jamy ustnej, jako metode pozyskania materiatu, wykorzystywano biopsje
ztuszczeniowg, (umozliwia uzyskanie tylko komorek z powierzchownych warstw
nabtonka) [68]. Metoda ta nie daje mozliwosci oceny wielkosci komorek wszystkich
warstw nabtonka. W kolejnym etapie wykorzystujgc mozliwosci cytometrii
przeptywowej, przeanalizowano, czy wraz z réznicowaniem keratynocytéw — wzrostem

SSC, zmienia sie aktywnos¢ kaspaz. W ten sposéb wyodrebniono kolejne trzy
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populacje komoérek, réznigce sie zréznicowaniem oraz aktywnoscig kaspaz (FLICA).
Palenie tytoniu miato wptyw na wyodrebnione populacje a takze na aktywnosc¢ kaspaz.
Wykazano, iz wraz ze wzrostem liczby paczkolat malat odsetek komérek o najwiekszej
ziarnistosci (SSC) i niewielkiej aktywnosci kaspaz, rost natomiast odsetek komorek o
srednim SSC i najwyzszej aktywnosci kaspaz. Wykazano w ten sposob, iz aktywnos¢
kaspaz zmienia sie w trakcie kornifikacji (jedna z fizjologicznych drég $mierci komorki)
keratynocytow nabtonka jamy ustnej oraz, ze palenie tytoniu wptywa na ten proces,
poprzez zwiekszenie odsetka komorek o sredniej ziarnistosci oraz o duzej aktywnosci
kaspaz. Opisane zmiany oraz obserwowany znaczgcy spadek $redniej wartosci
fluorescencji FLICA, odzwierciedlajgcej obecnos¢ aktywnych kaspaz w komoérkach, u
palgcych 5,6 i powyzej paczkolat wskazujg na jak dotgd nieznany wptyw nikotyny na
komérki nabtonka jamy ustnej. W publikacjach oceniajgcych wyptyw palenia tytoniu na
nabtonek jamy ustnej brak jest podobnych informac;ji.

Jedynie praca Janes i wsp. dotyczgca obserwacji keratynocytow naskérka w
hodowli wykazata zmieniajgcg sie aktywnos¢ kaspaz w trakcie réznicowania tych
komorek poprzez wyodrebnienie wyrazne 3. populacji roznigcych sie  wielko$cig
komoérek i aktywnoscig kaspaz [55]. Uzyskany w ten sposdb obraz morfologicznego
zréznicowania hodowanych in vitro komoérek naskorka jest zblizony do zréznicowania
komorek nabtonka jamy ustnej obserwowanego w omawianej rozprawie. Zaréwno
naskorek jak i nabtonek jamy ustnej z obszaru tréjkgta zatrzonowcowego to nabtonki
wielowarstwowe ptaskie rogowaciejgce. Wykonane w obecnej pracy obserwacje,
wykazaty, iz przy pomocy cytometrii przeptywowej mozna okre$li¢ morfologiczne
zroznicowanie komorek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego i oceniaé zmiany
populacji komoérek pod wptywem czynnikow, w tym wypadku palenia tytoniu.

Mechanizmy apoptozy wykorzystywane w kornifikacji sg niezbednymi
elementami homeostazy nabtonka jamy wustnej. Z tego powodu okreslenie
indukowanych paleniem tytoniu zmian w tym procesie moze miec istotne znaczenie dla
zrozumienia patogenezy choréb jamy ustnej np. leukoplakii, rakow.

Wiekszos¢ autoréw w dostepnych publikacjach oceniajgc wplyw sktadnikow
dymu tytoniowego na wewnatrzkomorkowe procesy keratynocytow nabtonka jamy
ustnej, przestawiajgc ocene procesu apoptozy, nie rozgranicza komorek na wczesno-
oraz poéznoapoptyczne. Jednak dla petnego zrozumienia zachodzacych zmian w
procesie apoptozy zastosowanie takiego kryterium umozliwia ocene dynamiki tego
procesu. W przeprowadzonym doswiadczeniu wykazano, iz wzrastajgcy odsetek
komérek poéznoapoptycznych (wykazujgcych obecnosé aktywnych kaspaz oraz

uszkodzong btone komérkowg), wsrod palaczy, zalezy od liczby paczkolat.
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Odsetek komoérek poznoapoptycznych w grupie niepalgcych wyniost 9,2%,
poérod palgcych 5,6 paczkolat odsetek wyniost 10,5%, natomiast wsrdéd grupy
palgcych 26,9 paczkolat 19,4%. Odnotowano zatem wzrost o 52%. liczby komorek
poznoapoptycznych pomiedzy niepalgcymi oraz palacymi 26,9 paczkolat.

Drugg w obecnych badaniach wykorzystang metodg oceny odsetka komadrek
péznoapoptycznych byto okreslenie stopnia eksternalizacji fosfatydyloseryny.
Zestawiajgc wyniki wszystkich badanych pacjentéw zaobserwowano znaczacy wzrost
liczby komorek wigzacych aneksyne z uszkodzong btong komérkowa o 41,8% w grupie
palaczy (26,9 paczkolat, 34,6+4,8%) w stosunku do niepalacych (19,2917,2%).
Uzyskane w obecnych badaniach wyniki dotyczgce przemieszczania fosfatydyloseryny
w komoérkach nabtonka jamy ustnej mogg wskazywac, iz palenie tytoniu wptywa na
zmiany w strukturze btony komérkowej charakteryzujgce pdzng apoptoze. Jednak
trudno je porownywac z wynikami innych autorow z powodu braku informacji na ten
temat w dostepnym pismiennictwie. Jednym z nielicznych doniesien réznicujgcych
komérki nabtonka jamy ustnej na wczesno- oraz poéznoapoptyczne na podstawie
wigzania aneksyny V oraz 7- AAD (7-Aminoactinomycin-D), jest praca Gao i wsp.
ktérzy w swoich badaniach poréwnywali wptyw sktadnikow dymu tytoniowego na
komoérki raka ptaskonabtonkowego linii 101A oraz prawidtowe keratynocyty nabtonka
jamy ustnej (HGEC — Human Gingival Epithelial Cells). Ocena stopnia eksternalizacji
fosfatydyloseryny oraz wnikania 7-AAD przez btone komoérkowg wykazata, podobnie
jak w omawianej rozprawie, wzrost odsetka komoérek péznoapoptycznych indukowany
ekstraktami ze sktadnikéw dymu tytoniowego (TPM smoke — Total Particulate Matter)
w prawidtowych komodrkach nabtonka jamy ustnej [38]. Podobnie przeprowadzone
doswiadczenie przez Jiao i wsp. okreslajgce wptyw CSE na komorki nabtonka jamy
ustnej pochodzgce z linii komoérkowej A549 (Cell Bank of Chinese Academy of
Sciences), wykazato znaczacy wzrost odsetka komoérek z przemieszczong
fosfatydyloseryng  oraz  uszkodzong bilong komodrkowg  (An+Pl+)  czyli
poznoapoptycznych pod wptywem CSE, a nasilenie fluorescencji (okreslajgce ilos¢
przemieszczonej fosfatydyloseryny oraz stopien uszkodzenia btony komérkowej) rosto
wraz ze zwiekszajgcym sie stezeniem CSE [60]. Przytoczone prace wskazujg, iz in
vitro dym tytoniowy indukuje apoptyczng smieré komoérek nabtonka jamy ustnej. Te
wyniki doswiadczalne, odpowiadajg obserwacji o wzroscie odsetka komorek
poznoapoptycznych An+Pl+ w grupie palgcych 26,9 paczkolat.

Otrzymane w obecnych badaniach wyniki mozna réwniez probowaé
poréwnywac¢ w podobnie przeprowadzonych analizach, oceniajgcych wptyw sktadnikow
dymu tytoniowego na komorki nabtonka wysScietajgcego oskrzela. Jednakze tak jak

przypadku komorek nabtonka jamy ustnej, nieliczne analizy wptywu sktadnikéw dymu

56



Omowienie wynikow

tytoniowego na komorki nabtonka wyscietajgcego oskrzela przeprowadzane byly na
hodowlach komdrkowych [75,140].

Zhang i wsp. oceniajgcy wptyw CSE na komérki nabtonkowe oskrzeli linii
komérkowej HBE1, stosujgc aneksyne V oraz jodek propidyny, stwierdzili wzrastajgcy
odsetek komorek poéznoapoptycznych wraz ze wzrostem stezenia CSE [140], co
odpowiada wynikom obecnej pracy wykazujgcym wzrost liczby komorek
poznoapoptycznych w komérkach nabtonka jamy ustnej u osob palgcych 26,9
paczkolat.

Odsetek komoérek o obnizonej zawartosci DNA (subGO; zawiera fragmenty
komoérek, ciatka apoptyczne) jest dodatkowym parametrem oceniajgcym komorki
zniszczone. Opisywana w piSmiennictwie zawartos¢ tych komorek wsrod komorek
nabtonka jamy ustnej osob niepalgcych wynosi od ok.6% do ok.14% [54,108], to wiecej
niz 3% w omawianym materiale doswiadczalnym, ktéry jednak pochodzit z liczgcej 40.
0s6b grupy badanej. Odsetek ten zwigkszat sie w grupach palaczy wraz ze wzrostem
liczby paczkolat, osiggajac 7,5+7% w grupie palgcych 26,9 paczkolat. Wykazano tym
samym ponad dwukrotny wzrost liczby komoérek w koncowej fazie apoptozy lubfi
nekrotycznych w grupie palgcych 26,9 paczkolat w stosunku do os6b niepalgcych.

Szczegotowa analiza procesu apoptozy umozliwita wyodrebnienie rowniez komorek
wczesnoapoptycznych.  Odsetek  tych  komodrek,  wykazujgcych  obecnosé
zaktywowanych kaspaz, ale bez uszkodzenh btony komoérkowej wyzszy byt o 37% w
grupie niepalgcych w poréwnaniu do grupy palacych 26,9 paczkolat, co sugeruje, iz
palenie tytoniu powoduje wzrost liczby komoérek tylko w koncowej fazie apoptozy.

Niezbednymi elementami szlakéw apoptozy sg kaspazy. Wyniki obecnej pracy
wskazujgce na wzrastajgcy odsetek komorek z aktywnymi kaspazami, wraz ze
wzrostem wielko$ci i ziarnisto$ci komorek, swiadczg o udziale tych proteaz w procesie
réznicowania keratynocytéw nabtonka jamy ustne;.

Uzyskane wyniki potwierdzajg nieliczne doniesienia z dostepnych publikacji o
indukowanym nikotyng wzroscie aktywnosci tych enzymdéw w komorkach nabtonka
jamy ustnej [38,60]. Opisy doswiadczen przedstawiajg indukowang stezonymi
ekstraktami dymu tytoniowego zwiekszajgcg sie aktywnos¢ kaspazy 3. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ocena aktywnosci kaspaz przez Gao i wsp. prowadzona byla na
hodowlach komérkowych przy podawaniu komérkom ekstraktéw ze sktadnikéw dymu
tytoniowego, wsrod ktoérych jest szereg substancji o cytotoksycznym dziataniu [38].
Odsetek komodrek wykazujgcych wzrastajgcg aktywnosé kaspazy 3 zaobserwowali
takze we wspomnianym juz wczesniej doswiadczeniu Jiao i wsp., wykazujgc wzrost

zaktywowanej kaspazy 3 o prawie 90% ws$rdd komorek poddanych dziataniu CSE o
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stezeniu 20% przez 24 godziny w poréwnaniu do komérek nie poddawanych dziataniu
CSE [60].

Wyniki dyskutowanej rozprawy nie wykazaty tak duzego wzrostu aktywnosci
kaspaz, maksymalna zawartos¢ komorek poznoapoptycznych (wykazujgcych
obecnos¢ zaktywowanych kaspaz oraz uszkodzenie btony komoérkowej) wzrosta o
ponad 50% u palacych 26,9 paczkolat w poréwnaniu z osobami niepalgcymi.
Rozbieznos¢ uzyskiwanych wynikow w badaniach prowadzonych na hodowlach
komérkowych, wskazuje iz uzasadniona wydaje sie by¢ ocena komorek bezposrednio
izolowanych od oso6b palgcych tyton.

Niezwykle istotnym czynnikiem regulujgcym wptyw sktadnikéw dymu tytoniowego
na komorki jest czas, w ktorym miaty one kontakt z substancjami zawartymi w dymie
tytoniowym. Swiadczyé o tym moze analiza przeprowadzona przez Semlali i wsp. w
ktérej wykorzystano utworzony w warunkach in vitro model btony $luzowej sktadajgcy
sie z podtoza utworzonego z fibroblastéw oraz kolagenu zwierzecego a takze z
pokrywajgcej blaszke wiasciwg, warstwy komoérek nabtonkowych [106, 110]. Taki
model btony Sluzowej poddawany byt dziataniu sktadnikéw dymu tytoniowego w
komorze dymnej, zwraca uwage jednak krotki czas ekspozycji wynoszgcy 30 min.
Nastepnie przeprowadzono ocene aktywnosci kaspazy 3, nie stwierdzajgc wzrostu
aktywnosci tej proteazy [110]. Dopiero wykorzystanie przez Semlali i wsp. aneksyny V
wraz z Pl umozliwito szerszg oceng procesu apoptozy. Stwierdzono znaczgcy wzrost
odsetka komorek péznoapoptycznych wsrdéd komérek poddanych dziataniu skfadnikow
dymu tytoniowego [110]. Wynik ten, choc jest zbiezny z obserwacjami omawianej pracy
jest trudny do poréwnania, ze wzgledu na zupetnie inne warunki doswiadczenia.

Gualercii i wsp. w przeprowadzonym w podobny sposéb doswiadczeniu ocenit
wptyw skfadnikéw dymu tytoniowego na komorki nabtonka jamy ustnej pobrane
w czasie zabiegdw chirurgicznych w obrebie btony Sluzowej jamy ustnej od osob
niepalgcych (n=5) [45]. Po izolacji, komérki poddane zostaty krotkotrwatemu dziataniu
dymu tytoniowego (okoto 6 minut co miato odpowiada¢ jednemu wypalanemu
papierosowi), a nastepnie ocenione metodg immunofluorescencji pod katem
zréznicowania komoérkowego (ocena zawartosci cytokeratyn: CK10, CK14), adhezji
(Dsg1, Dsg3, E-kadheryna) oraz zaprogramowanej $mierci poprzez ocene m. in.
aktywnosci kaspazy 3 oraz ekspresji biatka p53. Jednak zmian w aktywnosci tej
proteazy cysteinowej nie zaobserwowano [45].

Rozbiezne rezultaty doswiadczeh i w tym przypadku najprawdopodobniej mogag
wynika¢ z réznych warunkéw hodowlanych, réznego stezenia ekstrakidow dymu

tytoniowego, a takze zréznicowanego czasu ekspozycji komoérek na ten czynnik.
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Abhijit i wsp. w przeprowadzonej prébie oceny wplywu nikotyny na keratynocyty
btony sluzowej jamy ustnej chomika, zauwazyli, ze ekstrakt z nikotyny podany
komorkom w niskim stezeniu indukowat apoptoze, natomiast wyzsze stezenie nikotyny
powodowato hamowanie tego procesu, co specyficznie sprzezone byto z obnizeniem
zawartosci wewngtrzkomérkowego stezenia NO (tlenek azotu) [1].

Jak juz wczesniej wspomniano, oprécz komoérek nabtonka jamy ustnej, komorki
wyscietajgce drogi oddechowe takze podlegajg szkodliwemu dziataniu dymu
tytoniowego. Wiekszos¢ prac oceniajgcych ten wptyw koncentruje sie na ocenie zmian
w ekspresji genow [119,133]. W pismiennictwie odnalezé mozna jednak publikacje
opisujgce wptyw sktadnikéw dymu tytoniowego na procesy wewnagtrzkomorkowe.
Swiadczy o tym m.in. wynik badania przeprowadzonego przez Liu i wsp., w ktérym linia
komérkowa BEAS-2B (komérki nabtonka oskrzeli) poddana zostata dziataniu CSE.
Analiza immunofluorescencyjna aktywnosci kaspazy 3 nie wykazata réznic pomiedzy
komérkami poddanymi dziataniu CSE a grupg kontrolng. Nalezy jednak dodag, ze
komoérki byty pasazowane i wykorzystywane do badan pomiedzy 3 a 10 pasazem [75].
Wynik ten sugerowa¢ moze odmienng reakcje komérek nabtonkowych gornych drég
oddechowych na sktadniki dymy tytoniowego w poréwnaniu do komérek nabtonka jamy
ustnej, jednak odszukaC¢ w dostepnym pismiennictwie mozna rowniez prace, ktore
wskazujg na aktywacje kaspazy 3 pod wptywem skfadnikbw dymu tytoniowego w
komérkach nabtonka oskrzeli. Takim przyktadem jest doswiadczenie Zhang i wsp., w
ktérym stopien immunofluorescencji okreslajgcy aktywnos¢ kaspazy 3 wzrést znaczgco
po ekspozycji komérek HBE1 (Human Bronchial Epithelial cell line) na stezony ekstrakt
skfadnikéw dymu tytoniowego CSE [140].

Wobec tak réznorodnych wynikow badan, najtrafniejsza wydaje sie by¢ cena
komérek bez prowadzenia hodowli. Tylko komorki bezposrednio oceniane po pobraniu
i izolacji odzwierciedlajg rzeczywiste zmiany zachodzgce w nabtonku jamy ustnej pod
wptywem palenia tytoniu. Niezmiernie istotnym czynnikiem jest takze ocena komorek,
ktére przez wiele lat poddawane byty dziataniu dymu tytoniowego. Komorki takie mogag
wykazywaé zupetnie inne zmiany wewngtrzkomérkowe w poréwnaniu do komorek
poddanych dziataniu ekstraktow dymu tytoniowego w czasie prowadzonej hodowli.

Zatem wykonane poréwnawcze badania obejmujgce grupe 40. oséb niepalgcych i
33. osoby ze zréznicowang intensywnoscig palenia tytoniu mierzong paczkolatami , w
ktérych badano komdérki pobrane bezposrednio od pacjentdw uzupetniajg
fragmentaryczng wiedze o wptywie tytoniu na nabtonek jamy ustnej. Chociaz nie
wykazaty one, iz palenie tytoniu zmienia znaczgco morfologie komoérek (FSC, SSC) czy
procentowg zawartos¢ komorek w poszczegoélnych fazach cyklu, to wyraznie wskazaty,

iz na palenia tytoniu reagujg kaspazy, enzymy zaangazowane w proces fizjologicznej
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Smierci keratynocytow bedgcy drogg ich rdznicowania. Obserwowane wraz ze
wzrastajgcg liczbg wypalanych papieroséw oraz liczbg lat trwania natogu zmiany miaty
charakter zmian iloSciowych i jakosciowych, dotyczyly spadku $redniej aktywnosci
kaspaz, spadku procentowej zawartosci komorek z aktywnymi kaspazami przy
wzroscie komorek pdznoapoptycznych. Oczywiscie dalszych badan wymaga
odpowiedz na pytanie, ktore z kaspaz szczegoOlnie podlegajg wptywowi dymu

tytoniowego.
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1.

Nie ulegajgca zmianie zawarto$¢ komorek w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego u 0s6b palgcych jedng paczke dziennie przez okres do 6. lat
Swiadczy, iz palenie tytoniu nie zaburza w sposoéb istotny proliferacji

komorek nabtonka jamy ustnej.

. Wyréznione populacje komoérek réznigce sie wielkoscig (FSC) i

zawartoscig struktur wewnetrznych (SSC) wyraznie odzwierciedlajg
histologiczne zréznicowanie komorek nabtonka wielowarstwowego
ptaskiego rogowaciejgcego, a wzrastajgca wraz z tymi parametrami
aktywnos¢ kaspaz i eksternalizacja fosfatydyloseryny, potwierdzajg udziat
mechanizmow apoptozy w procesie réoznicowania komorek nabtonka jamy

ustnej.

Wzrastajgcy odsetek komoérek poéznoapoptycznych, obnizajgca sie
aktywnos¢ kaspaz wraz ze wzrostem liczby paczkolat wskazuje na
indukowane paleniem tytoniu zaburzenia w przebiegu fizjologicznej $mierci

keratynocytow nabtonka jamy ustnej.

. Wplyw sktadnikow dymu tytoniowego na biologie keratynocytéw nabtonka

jamy ustnej zalezny jest od czasu trwania natogu oraz liczby wypalanych

papierosow i staje sie juz zauwazalny przy ok. 6. paczkolatach.
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8. STRESZCZENIE

Palenie tytoniu jest problemem o zasiegu $wiatowym | wigzane jest
z wystepowaniem licznych choréb ogdélnoustrojowych a takze nowotworowych.
Najlepiej poznanym tytoniozaleznym nowotworem jest rak ptuca, nie nalezy jednak
zapominac¢ o innych nowotworach, ktorych etiologia rowniez wigzana jest z paleniem
tytoniu. Sposréd nowotwordw obszaru gtowy i szyi, oprocz raka krtani, nosowej czesci
gardfa, nowotworem o czestym wystepowaniu jest ptaskonabtonkowy bfony Sluzowe;j
rak jamy ustnej (OSCC).

Dym tytoniowy sktada sie z duzej liczby zwigzkoéw, z ktérych okoto 60 ma
udowodnione dziatanie kancerogenne.

Sposréd wszystkich przestrzeni anatomicznych, ktdre ulegajg ekspozycji na
szkodliwe sktadniki dymu tytoniowego podczas palenia tytoniu, jama ustano stanowi
obszar najmniej zbadany. Jak do tej pory nie uchwycono momentu, w ktérym przy
braku manifestacji klinicznej dochodzi juz do zmian w biologii keratynocytéw nabtonka
jamy ustnej. Znacznie lepiej poznany i udokumentowany jest wptyw palenia tytoniu na
komorki oskrzeli oraz pecherzykéw ptucnych.

Wiekszos¢ opisywanych w publikacjach doswiadczeh oceniajgcych biologie
keratynocytow nabtonka jamy ustnej, jako materiat wykorzystuje hodowane komorki
poddawane in vitro wptywowi dymu tytoniowego. Wobec braku systematycznych badan
nad wptywem palenia tytoniu na komorki nabtonka jamy ustnej na materiale
bezposrednio pochodzgcym od osbéb palgcych tyton w niniejszej pracy przebadano
grupe 77. pacjentow, obejmujgc doswiadczeniem osoby, ktore nigdy nie pality tytoniu
oraz palaczy, z uwzglednieniem okresu oraz intensywnosci palenia tytoniu
(paczkolata). Wykorzystujac rutynowo usuwanie podczas zabiegdw chirurgicznych
diutowania dolnych zebow trzecich trzonowych fragmenty btony sluzowej jamy ustnej,
przeprowadzono bezposrednio po izolacji i barwieniu keratynocytdw ocene ich
zdolnosci do proliferacji i $mierci (apoptoza, kornifikacja), atakze zrdznicowanie
morfologiczne.

Ocena odsetek komorek w poszczegodlnych fazach cyklu komérkowego, pozwolita
na poréwnanie proliferacji keratynocytow osob niepalgcych oraz palgcych tyton.

Do oceny drogi fizjologicznej smierci komorek w procesie kornifikacji wykorzystano
parametry procesu apoptozy takie jak aktywnos¢ kaspaz iprzemieszczenie
fosfatydyloseryny w dwuwarstwie fofsolipidowe;.

Okre$lenie odsetka komorek z aktywnymi kaspazami (metodg FLICA),

z przemieszczong do warstwy zewnetrznej fosfolipidow fosfatydyloseryng w btonie
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Streszczenie

komérkowej (test z Aneksyng V) oraz przerwang btong komoérkowej (pozwala na
wnikanie do komérki jodku propidyny, Pl), pozwolito na ocene procesu apoptozy
keratynocytow nabtonka jamy ustnej oséb niepalgcych oraz palgcych tyton,
z podziatem komorek na wczesno- oraz pdznoapoptyczne.

Proces keratynizacji stanowi droge fizjologicznej $mierci keratynocytow
i przebiega w wykorzystaniem mechanizméw apoptozy. Wykorzystujgc ten fakt
przeprowadzono analize zréznicowania komoérek pod wzgledem wielkosci (FSC) oraz
ziarnistosci (SSC) komodrek w potgczeniu z oceng aktywnosci kaspaz i eksternalizacjg
fosfatydyloseryny. Wyrdznione trzy populacje komérek roznigce sie wielkoscig
i zawartoscig struktur wewnetrznych (ziarnistoscig) wyraznie odzwierciedlajg
histologiczne zréznicowanie komodrek nabtonka wielowarstwowego pfaskiego
rogowaciejgcego. Wraz ze wzrostem wielkosci i ziarnistosci komorek wrastata
aktywnos¢ kaspaz i eksternalizacja fosfatydyloseryny komérek nabtonka jamy ustnej,
co jednoznacznie potwierdza zaangazowanie mechanizméw apoptozy w proces
dojrzewania komérek nabtonka jamy ustne;.

Ocena morfologiczna komorek nie wykazata istotnych roznic w wielkosci komorek
nabtonka osob niepalgcych oraz palgcych tyton. Natomiast wyrazne réznice dotyczyty
aktywnosci kaspaz i tak zaobserwowano ws$rod osob palacych tendencje zmian
zawartosci poszczegoélnych populacji roznigcych sie aktywnoscig kaspaz oraz
obnizanie aktywnosci tych proteaz wraz ze wzrostem liczby paczkolat.

Doswiadczalnie nie wykazano istotnego wplywu palenia tytoniu na proces
proliferacji komoérek nabtonka jamy ustnej. Odsetki komoérek w poszczegdinych fazach
cyklu komorkowego we wszystkich badanych grupach byty zblizone.

Ocena markeroéw procesu apoptozy wykazata, iz palenie tytoniu zaburza przebieg
tego procesu, zwiekszajgc odsetek komédrek péznoapoptycznych.

Wyniki przeprowadzonych badan pozwalajg na stwierdzenie, iz palenie tytoniu
zaburza proces fizjologicznej s$mierci tych komoérek bedgcy podstawg procesu
keratynizacji. Nalezy szczegdlnie podkresli¢, iz u badanych oséb palgcych tyton nie
byly obecne w jamie ustnej zadne makroskopowe zmiany btony $luzowej, to byty
zdrowe osoby. Palenie tytoniu u tych oséb jednak zaburzyto juz homeostaze nabtonka,
co w perspektywie czasowej moze prowadzi¢ do rozwoju réznych choréb jamy ustnej,

w tym procesu nowotworzenia.
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