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Streszczenie

Wstep: Heparyna wykazuje korzystne dziatanie w leczeniu nawracajgcych poronien, a takze wptywa na wzrost
odsetka implantacji w programach zaptodnien in vitro u kobiet z zaburzeniami rozrodu, nie zwigzanym z trombofilia.
Liczne badania wskazuja, ze heparyna poprzez blokowanie enzymu heparanazy moze wywiera¢ wptyw na strukture
i funkcje macierzy zewnatrzkomaorkowej (ECM) i zwigzane z nig czynniki wzrostu. Zaburzenia w remodelingu (ECM)
sg uznawane za potencjalng przyczyne zaburzeri implantacji i nawracajgcych poronieri. Celem tego badania jest
ocena na modelu in vitro wptywu niskoczgsteczkowej heparyny na ekspresje heparanazy (HPSE) oraz istotnych dla
procesu implantacji i inwazji trofoblastu czynnikow zwigzanych z siarczanem heparanu (HS): wigzacego heparyne
nabfonkowego czynnika wzrostu (HB-EGF), czynnika wzrostu srodbtonka (VEGF-A), czynnika wzrostu fibroblastow
(FGF2) w endometrium, w oknie implantacyjnym niekoncepcyjnego cyklu u kobiet z nawracajgcymi poronieniami.

Metoda: Bioptaty endometrium pozyskane od 10 pacjentek z dwoma lub wiecej niewyjasnionymi utratami cigz
postuzyty do skonstruowania kokultury komorek nabtonka gruczotowego i podscieliska. Model endometrium in
vitro suplementowano hormonami steroidowymi i enoxaparyng sodu o stezeniu 5ug/ml. Przy uzyciu metody gPCR
oceniono wzgledny poziom transkrypcji HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 w nabtonku gruczofowym i podscielisku.
Metoda ELISA oceniono stezenie w/w czynnikow medium hodowlanym.

Wyniki: Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 w ko-
morkach nabtonka gruczotowego i podscieliska oraz ich stezenia w medium w hodowlach poddanych dziataniu
hormondw steroidowych. Nie znaleziono natomiast wptywu suplementacji LMWH na poziom badanych czynnikéw.
Whioski: Uzyskane wyniki wskazujg, ze znaczenie aktywnosci hydrolitycznej heparanazy w endometrium, w oknie
implantacyjnym cyklu niekoncepcyjnego moze mie¢ funkcje drugorzedng i ze, korzystne dziatanie heparyny u ko-
biet z zaburzonym rozrodem nie ma istotnego, bezposredniego zwigzku z przebudowg macierzy zewnagtrzkomor-
kowej, katalizowang przez heparanaze i uwalnianiem czynnikow wzrostu wigzgcych heparyne.
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Abstract

Heparin has a beneficial effect in the treatment of recurrent miscarriages and positively affects implantation rates in
the IVF procedure in women with reproductive disorders not associated with thrombophilia. Several studies have
indicated that heparin, by blocking the enzymatic activity of heparanase, may affect the structure and function of
the extracellular matrix (ECM) and related growth factors. Disturbances in the remodeling (ECM) are believed to
be the potential cause of implantation disorders and recurrent miscarriages. Objectives: The aim of the study was
the evaluation, on an in vitro model, of the effect of low molecular weight heparin (LMWH) on the expression of
heparanase (HPSE) and, important for successful implantation and invasion of trophoblast, heparan sulfate (HS)
- binding growth factors, i.e. heparin-binding epidermal growth factor-like (HB-EGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF-A), fibroblast growth factor (FGF2) in the endometrium, during the implantation window in women
with recurrent miscarriage.

Method: Biopsy samples, obtained from 10 patients with two or more unexplained miscarriages, were used to
construct a co-culture of glandular epithelial cells and stroma. Endometrium in vitro model was supplemented with
steroid hormones and enoxaparin 5ug/ml. Using the gPCR, we assessed relative levels of the HPSE, HB-EGF,
VEGF-A and FGF2 transcripts in glandular epithelium and stroma in cell culture. Using ELISA, we measured con-
centrations of the mentioned above factors in culture medium.

Results: A statistically significant increase in the relative level of HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 transcripts in the
cells of the glandular epithelium and stroma (p<0.001), as well as their increased concentration in the medium of
cultures treated with steroid hormones (p<0.001) were observed. However, we found no effect of LMWH supple-
mentation on the level of the investigated factors.

Conclusions: Our results show that the importance of the HPSE hydrolytic activity in the endometrium, during the
implantation window, may have a secondary function, ana/or that beneficial effects of LMWH in women with im-
paired reproduction have no significant, direct connection with the, catalyzed by HPSE, reconstruction of the ECM

and with release of heparin-binding growth factors.

Key words: heparin / heparanase / heparin binding growth factors /endometrium

impaired reproduction

Wstep

Implantacja i1 inwazja trofoblastu mozliwa jest dzigki wy-
stapieniu specyficznych warunkéow w endometrium w okresie
okna implantacyjnego. Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzic,
ze uwarunkowania te obejmuja szczegdlng rdwnowage immu-
nologiczng w endometrium, a takze obecnos¢ i biologiczng do-
stegpnos¢ na powierzchni nabtonka i blastocysty specyficznych
ligandow i ich receptoréw [1, 2]. Prawidlowa implantacja, angio-
geneza i1 inwazja trofoblastu mozliwa jest takze dzigki przemia-
nom zachodzacym w macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) en-
dometrium [3]. Macierz zewnatrzkomodrkowa stanowi nie tylko
fundament strukturalny tkanki, ale jest takze miejscem, w ktorym
sa deponowane i uwalniane istotne dla rozwoju blastocysty czyn-
niki wzrostu takie jak: wiazacy heparyne nabtonkowy czynnik
wzrostu (HB-EGF), czynnik wzrostu $rédbtonka (VEGF-A) oraz
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF2). Wykazano, ze zwiazanie
tych czynnikéw z ECM skutkuje nie tylko wzrostem ich stezenia
w tkance, ale takze poprzez wigzanie ze sktadnikiem ECM - siar-
czanem heparanu (HS), prowadzi do modulacji ich biologicznej
aktywnosci [4].

Za degradacjg siarczanu heparanu (HS) i uwalnianie zwiaza-
nych z nim czynnikéw odpowiada heparanaza (HPSE) [5]. Nie-
wiele wiadomo na temat molekularnych podstaw oddziatywania
heparanazy w procesie implantacji i inwazji trofoblastu u czto-
wieka. Ekspresj¢ HPSE wykazano w endometrium i tozysku
u ssakow, w tym takze u cztowieka.

Wiele eksperymentow przeprowadzonych na modelu mysim
pozwolito wykazaé istotng rolg HPSE w procesie implantacji

Nr42/2014

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

[6-8]. Heparanaza jest nie tylko biatkiem enzymatycznym. Wy-
kazano, ze HPSE oddziatuje zaréwno na drodze enzymatycznej
jak i poprzez swoja domeng¢ sygnalowq na angiogenez¢ i wzrost
guzow nowotworowych [9-11].

W badaniach nad fizjopatologia nowotworow wykazano, ze
poprzez strukturalne podobienstwo do siarczanu heparanu, hepa-
ryna i jej pochodne dziataja jako inhibitory heparanazy wywotu-
jac efekt biologiczny w postaci zahamowania wzrostu i angioge-
nezy w obregbie guzow nowotworowych, takze poprzez zahamo-
wanie in vitro ekspresji VEGF 1 HPSE [12].

Heparyna niefrakcjonowana (UFH) oraz jej niskoczastecz-
kowe frakcje (LMWH), jako antykoagulant jest powszech-
nie stosowana w leczeniu i profilaktyce przeciwzakrzepowej
u cigzarnych z trombofilia. Dostgpne wyniki badan wskazuja tez,
ze heparyna wykazuje korzystne dzialanie w leczeniu nawraca-
jacych poronien, a takze wplywa na wzrost odsetka implantacji
w programach zaplodnien in vitro u kobiet z zaburzeniami roz-
rodu, nie zwigzanymi z trombofilig [13, 14]. Przypuszczalnie za
ten efekt odpowiadaja przeciwzapalne i immunomodulacyjne
wlasciwosci heparyny [15-17]. Z drugiej strony nalezy bra¢ pod
uwage, ze wyzej wspomniany, hamujacy wplyw heparyn na eks-
presj¢ HPSE i VEGF oraz angiogeneze moze uposledza¢ funkcje
endometrium. Obecny stan wiedzy nie daje odpowiedzi na py-
tanie czy heparyny w endometrium blokuja aktywno$¢ enzyma-
tyczng heparanazy, i czy oddziatywanie heparyny z heparanaza
w endometrium wyraza si¢ obnizeniem stgzenia uwolnionych
z macierzy zewnatrzkomorkowej czynnikéw wzrostu wiazacych
siarczan heparanu.

909



ginekologia

Ginekol Pol. 2014, 85, 908-915

Przemystaw Wirstlein et al. Ocena wpltywu in vitro niskoczasteczkowej heparyny na ekspresje heparanazy i czynnikdw wzrostu wigzgcych heparyne...

Cel pracy

Celem tego badania jest ocena na modelu in vitro wptywu ni-
skoczasteczkowej heparyny na ekspresj¢ heparanazy i istotnych
dla procesu implantacji i inwazji trofoblastu czynnikéw zwia-
zanych z siarczanem heparanu: wiazacego heparyn¢ nabtonko-
wego czynnika wzrostu, czynnika wzrostu srodbtonka, czynnika
wzrostu fibroblastow w endometrium, w oknie implantacyjnym
niekoncepcyjnego cyklu u kobiet z nawracajacymi poronieniami.
W celu oceny wplywu heparyny na enzymatyczna aktywnosc he-
paranazy zbadane zostanie stgzenie w/w czynnikdéw w medium
z kokultury gruczotowych struktur nabtonka endometrium i ko-
morek podscieliska.

Materiat i Metoda

Pozyskanie materialu i zaloZenie hodowli

Na przeprowadzenie badan wedlug ponizej opisanej proce-
dury uzyskano zgodg komisji bioetycznej Uniwersytetu Medycz-
nego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Endometrium w okresie okna implantacyjnego niekon-
cepcyjnego cyklu pozyskano pipella od kobiet w wieku 23-37
lat, ktore wezesniej doswiadczyly co najmniej dwdch poronien
w pierwszym trymestrze ciazy. Czgs$¢ pozyskanego materiatu
zostata przekazana do badania histopatologicznego, z pozosta-
tej czescei wyizolowano komorki nablonka i podscieliska w celu
zatozenia hodowli in vitro. Do eksperymentu zakwalifikowano
materiat od dziesigciu kobiet u ktérych potwierdzono dojrzatosé
histologiczna endometrium odpowiadajaca w pelni wyksztatco-
nej fazie wydzielniczej.

Izolacj¢ komorek nablonkowych oraz komorek podscieliska
przeprowadzono wedtug zatozen metody opisanej przez Laird
i wsp., zmodyfikowanej przez Blauer i wsp. [18, 19]. Natychmiast
po pobraniu fragmenty endometrium przeznaczone do zatozenia
hodowli zostaty wstepnie przeplukane w roztworze PBS i 0,1%
albuminy (SigmaAldrich, USA) w celu usunigcia, ewentualnych
skrzepdw krwi i §luzu z tkanki, a nast¢pnie rozdrobnione steryl-
nym ostrzem. Tak przygotowana zawiesina zostata oddzielona
od roztworu phuczacego, poprzez wirowanie przez lmin, przy
50 x g. Nastgpnie przeprowadzono trawienie enzymatyczne przy
uzyciu 10 ml medium do trawienia, sktadajacego si¢ z przygo-
towanego wedtug wskazowek producenta roztworu kolagenazy
1(1:10 v/v), w medium DMEM/F12, zawierajacym 2% plodowej
surowicy bydlecej, oczyszczonej weglem aktywnym (FBS) oraz
1:100 Antibiotic Antimycotic Solution (Sigma Aldrich, USA).
Trawienie prowadzono na wytrzasarce orbitalnej 90 rpm/min
przez 120 min (Biosan, Lotwa). Po tym czasie zawiesina komo-
rek zostata przefiltrowana przez filtr 80 mm (Millipore, USA).
Osad z filtra zostal odrzucony, a przesacz zawierajacy komorki
nabtonka i podscieliska odwirowano przez 1min, przy 250 x g.
Po odwirowaniu osad przeptukano trzykrotnie w medium bez
kolagenazy. Przeptukany osad zostal sedymentacyjnie rozdzielo-
ny na frakcje komorek nabtonkowych i komdrek podscieliska.
Komodrki nabtonkowe i mate struktury gruczotowe byly zbierane
z osadu na dnie 10 ml probéwki typu Falcon (Becton Dickinson,
USA), po 5 min swobodnego opadania w medium, z kolei frakcja
komorek podscieliska bylta zbierana z osadu po 30 min. Dla 5 ml
zawiesiny frakcji komorek nablonkowych procedure sedymen-
tacji powtorzono jeszcze dwukrotnie, natomiast we frakcji ko-
morek podscieliska zhemolizowano pozostate erytrocyty poprzez
zawieszenie osadu w 1ml destylowanej wody przez 30 s, a na-
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stepnie dodanie 9 ml medium. Zywotno$é komérek podscieliska
oceniona zostata na 78-85%, przy uzyciu biekitu trypanu (Sigma
Aldrich, USA).

Hodowla komorek nabtonkowych odbywata si¢ na sztucz-
nej btonie podstawnej, w insertach z porowatym dnem (Gre-
iner, Niemcy), zapewniajacym wymiang substancji pomigdzy
frakcja nabtonkowa i podscieliskiem. Btong podstawng stanowit
komercyjny zel ECM Gel - basement membrane matrix (Sigma
Algrich, USA), przygotowany zgodnie ze wskazéwkami produ-
centa. W skrocie, 50 ml schtodzonego uprzednio zelu podano do
insertow z dnem o porach 8 mm, i pozostawiono do stgzenia na
30 min w 37°C. Nastgpnie na inserty podano 150 ml zawiesiny
struktur nabtonkowych w nowej porcji schtodzonego zelu ECM.
Po stezeniu na powierzchni¢ zelu podano 200 ml pozywki. In-
setry umieszczono w dotku 24 dotkowej plytki hodowlanej (Gre-
iner, Niemcy). Komorki podscieliska hodowane byty réwnolegle,
w tym samym dolku naczynia w postaci monolayer’u na kraz-
kach Thermanox (NUNC). Obie frakcje komorek w kokulturze
pochodzily zawsze od tej samej pacjentki.

Hodowla byla prowadzona inkubatorze BB16 (Haereus,
Niemcy), w 37°C, przy wilgotnosci 95%. Pozywka do hodowli
sktadata si¢ z pozywki DMEM/F12 Ham, 5% plodowej surowicy
bydlecej, oczyszczonej weglem aktywnym, suplementowang in-
suling i transferyna ITS (Sigma Aldrich, USA) oraz mieszanka
antybiotykowa Antibiotic Antimycotic Solution. Po 24 godzi-
nach do hodowli dodawano hormony, tj. progesteron 50 nmol/l
i 17-b-estradiol 50 nmol/l lub hormony i niskoczasteczkows he-
paryn¢ (LMWH) — enoksyparyng sodu w stezeniu 5 mg/ml (Cle-
xane, Sanofi Aventis) lub niskoczasteczkowa heparyne bez do-
datku hormondw. Jako kontrolg prowadzono rownolegle hodow-
lg bez dodatku hormondw i heparyny. Hodowle suplementowano
co 24 godziny, przez 3 dni. Po kazdym dniu hodowli Zywotnos¢
komorek weryfikowano ma za pomoca testu MTS/PMS (Prome-
ga, USA) opartego na metabolicznej bioredukcji przez dehydro-
genaze mitochondrialng substratu — MTS, produktem jest barwny
zwiazek — formazan, ktorego stezenie mierzone na podstawie ab-
sorbancji (I =490 nm) bylo miara zywotnosci komorek.

Po zakonczeniu hodowli mas¢ zelowa z frakcja nabtonka
i strukturami gruczotowymi oraz krazki thermanox z komorkami
podscieliska umieszczono w ptynie RNA Later (Qiagen, Niemcy)
i zamrozono w -20°C do czasu izolacji mRNA. Media hodowlane
do oznaczenia stgzenia HPSE i HB-EGF, VEGF-A, FGF2 zostaly
réwniez zabezpieczone w -20°C.

Izolacja mRNA i oznaczanie poziomu transkryptow HPSE
i HB-EGF, VEGF-A-A, FGF2

Izolacja RNA zostata przeprowadzona przy uzyciu zestawu
RNeasy Mini Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcja producenta. Aby
wyeliminowac¢ ryzyko zanieczyszczenia materialu pozostatoscia-
mi DNA, w trakcie izolacji przeprowadzono dodatkowe trawie-
nie DNA przy uzyciu zestawu odczynnikéw RNase-Free DNase
Set (Qiagen, Niemcy). Po izolacji, za pomoca spektrofotometru
NanoDrop ND1000 (Thermo Scientific, USA), na podstawie po-
miaréw absorbancji okres$lono ilo$¢ wyizolowanego RNA (1 =
260 nm), oraz jego czystos¢ (1 =260/280 nm).

Odwrotna transkrypcja i reakcja qPCR

Przy uzyciu zestawu odczynnikéw Quanti-Tect Reverse
Transcription (Qiagen, Niemcy), z 1 pg RNA zsyntetyzowano
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Tabela I. Sekwencje par starterow zastosowanych do oceny poziomu wzglednego poziomu transkrypcji, w reakcji gPCR.

Gen FF REV

HPSG 5-ATCAATGGGTCGCAGTTAGG-3 5-AGGCTGACCATCAGGAC-3’
HB-EGF 5-TGAGGTGGGTGGGATTATACA-3’ 5TTGGAGCTGACTGTTCTTGGT3
VEGF-A 5-AGGAGGAGGGCAGAATCATCA-3' 5-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3'
FGF2 5-AGAAGAGCGACCCTCACATC-3 5-TTCCTTCATAGCCAGGTAACG-3’
RPLPO 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3’ 5-CCATCAGCACCACAGCCTTC-3

komplementarny DNA (cDNA). Jako matrycg¢ w reakcji qPCR
uzyto do 30 ng wytworzonego cDNA. Poziom analizowanych
transkryptow okreslono wzglgdem poziomu transkryptu genu
o konstytutywnej ekspres;ji (house keeping gene) RPLPO, kodu-
jacego biatko wchodzace w sktad duzej podjednostki rybosomu.

Sekwencje swoistych par starterow dla badanych transkryp-
tow HPSE, HB-EGF, VEGF-A, FGF2 zostaly wyznaczone przy
uzyciu programu Primer3 [20], w oparciu o sekwencje RNA uzy-
skane z bazy danych NCBI Gene [21]. Sekwencj¢ pary starterow
komplementarnych do transkryptu RPLPO uzyskano z bazy RT-
PrimerDB [22]. Specyficzno$¢ wybranych par starterow zosta-
a potwierdzona w bazie BLAST [23]. Specyficznos¢ produktu
reakcji QPCR, uzyskanego przy uzyciu wybranych par starteréw
potwierdzono ostatecznie na 2% zelu agarozowym. Sekwencje
par starterow uzytych w reakcji qPCR przedstawiono w tabeli I.

Reakcje qPCR przeprowadzono przy uzyciu komercyjnego
zestawu odczynnikéw DyNAmo HS SYBR Green qPCR Kit
(Thermoscientific, USA) i termocyklera Rotor - Gene 3000 ther-
mocycler (Corbett Research, Australia). Profil termiczny reakc;ji
opracowano wedtug zalecen producenta odczynnikow z uwzgled-
nieniem temperatury przyltaczania starterow specyficznej dla kaz-
dej pary. Do wyznaczenia poziomu transkryptow, dla kazdego
z produktow pochodzacych od specyficznych par starteréw, na
podstawie szesciu kolejnych, 10-krotnych rozcienczen produk-
tu qPCR, kazdego z badanych czynnikow, opracowano krzywa
stantardowa, do ktorej odnoszono wynik uzyskany w kazdej z ba-
danych préb. Dla kazdej z badanych prob prowadzono zdupliko-
wang reakcj¢ qPCR, w obecnosci kontroli pozytywnej i1 kontroli
negatywnej — bez matrycy cDNA. Wzgledny poziom ekspresji
wyrazono stosunkiem poziomu cDNA badanych transkryptow
HPSE, HB-EGF, VEGF-A oraz FGF-2 do poziomu cDNA refe-
rencyjnego transkryptu RPLPO.

Ocena steienia heparanazy i czynnikow wzrostu w medium
hodowlanym

Oceng stgzenia badanych czynnikow przeprowadzono w po-
faczonym medium z hodowli nablonka i struktur gruczotlowych
oraz podscieliska. Wyznaczenie stezenia wszystkich badanych
czynnikdéw przeprowadzono metoda immunoenzymatycznag, przy
uzyciu komercyjnych zestawdw odczynnikéw ELISA. Stezenie
HPSE wyznaczono zestawem USCN (Wuhan, Chiny). Do oceny
stezenia HB-EGF uzyto zestaw Sigma Aldrich (USA). Stgzenie
VEGF-A i FGF2 oznaczono przy uzyciu odczynnikéw R&D
Systems (USA). Wszystkie oznaczenia zostaty przeprowadzone
w duplikacji, zgodnie z instrukcjami producentéw, przy uzyciu
czytnika MRX, (Dynex Technologies, USA).
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Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej uzyskanych wynikow uzyto progra-
mu SigmaStat 3.5. Analizowano normalnos$¢ rozktadu badanych
zmiennych oraz poréwnano ich rozklad przy uzyciu rangowego
testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) Kruskala
-Wallisa. Za statystycznie znamienng przyjeto wartosc p <0,05.

Wyniki
Wzrost komorek w kokulturze

Na podstawie testu MTS potwierdzono aktywnos¢ metabo-
liczna, $wiadczaca o proliferacji komorek zardwno frakcji na-
btonkowej, jak i w podscielisku. Zaobserwowany wzrost stezenia
barwnego produktu, $wiadczacego o aktywnosSci biologicznej
komorek przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Ocena zywotnosci komorek nabtonka i gruczotow (A) i komérek
podscieliska (B) w tescie metabolicznej redukcji MTS. Zaobserwowano wzrost
absorbanciji (| = 490nm) w hodowlach z kolejnych dni eksperymentu (D0-D3)
$wiadczacy o proliferacji komorek.
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Rycina 2. Wzgledny poziom transkryptow HPSE, HB — EGF, VEGF-A oraz FGF2 w kokulturze komdrek nabtonka i gruczotow (A) i komorek podscieliska (B), pozyskanych
od kobiet z dwoma lub wigcej kolejnymi utratami cigz. lloé¢ cDNA odpowiadajaca poziomowi ekspresji poszczegolnych transkryptow zostata znormalizowana w stosunku do

transkryptu genu o konstytutywnej ekspresji RPLPO.

*Warto$¢ p <0,001 wyznaczono przy uzyciu rangowego testu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnar.
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Rycina 3. Stezenie HPSE, HB-EGF, VEGF-A oraz FGF2 w medium hodowlanym
komérek endometrium z dodatkiem hormondw i niskoczasteczkowej heparyny. Jako
kontrole prowadzono hodowle bez hormonéw.

*Warto$¢ p<0,001 wyznaczony przy uzyciu rangowego testu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan.
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Poziom transkryptow HPSE i HB-EGF, VEGF-A, FGF2

Znaleziono obecno$¢ transkryptow badanych czynnikow
w strukturach gruczotowych i podscielisku. Stwierdzono istotny
statystycznie wzrost wzglednego poziomu transkrypcji HPSE,
HB-EGF, VEGF oraz FGF2 w hodowlach suplementowanych
hormonami w stosunku do wzglgednego poziomu transkrypcji
tych czynnikéw w hodowlach bez hormonéw, tj. hodowli kontro-
Inej oraz hodowli z dodatkiem jedynie heparyny (p<0,001).

Nie zaobserwowano natomiast istotnej statystycznie zmia-
ny ekspresji HPSE, ani czynnikow wzrostu wiazacych heparyne
w hodowlach suplementowanych jedynie heparyna w stosunku
do hodowli kontrolnej. Suplementacja heparyna nie miata takze
wplywu na poziom transkrypcji badanych czynnikéw w hodow-
lach z dodatkiem hormonow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze hor-
mony plciowe stymuluja in vitro ekspresj¢ badanych czynnikow.
Rozktad uzyskanych wynikéw oceny wzglgdnego poziomu po-
ziomo6w transkryptow przedstawiono na rycinie 2.

Stezenie HPSE, HB-EGF, VEGF-A-A, FGF2 w medium
hodowlanym

Aby stwierdzi¢ czy heparyna moze mie¢ wplyw na katali-
zowane przez heparanaz¢ uwalnianie czynnikow wzrostu wig-
zacych heparyng zmierzono stgzenie tych czynnikow w medium
hodowlanym. Wyniki przedstawiono na rycinie 3.

W medium pochodzacym z hodowli suplementowanych
hormonami steroidowymi, po 3 dniach hodowli zaobserwowa-
no wzrost stezenia badanych czynnikdéw (p<0,001). Jednakze
podobnie, jak w przypadku oceny poziomu transkryptow, suple-
mentacja heparyng nie wykazata statystycznie istotnego wpltywu
na stgzenie badanych czynnikdw.
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Dyskusja

Heparyny zaréwno niefrakcjonowane jak i drobnoczastecz-
kowe znalazty zastosowanie w leczeniu wielu schorzen zwia-
zanych z zaburzong krzepliwoscia krwi. Profilaktyczne dawki
heparyny drobnoczasteczkowej stosuje si¢ takze u cigzarnych
z trombofiliag. Wielokrotnie wykazano jednak, ze heparyny moga
by¢ skuteczne w terapii niezwiazanych z trombofilia nawracaja-
cych poronien i nieplodnosci uwarunkowanej nieprawidlowa im-
plantacja zarodka [13, 14].

Szereg opublikowanych wynikéw badan wskazuje, ze hepa-
ryna moze by¢ efektywnym immunomodulatorem. Jak wykazali
Spratte i wsp. w badaniach in vitro, niefrakcjonowana heparyna
moze wptywac na stosunek cytokin Th1/Th2 w podscielisku, po-
przez hamowanie ekspresji catego wachlarza cytokin stymulowa-
nych przez TNFa, w tym prozapalnych IL6 1 IL8 [24].

Fluhr i wsp. wykazali, ze heparyny moduluja zmiany do-
czesnowe w podscielisku, przez stymulacje ekspresji prolakty-
ny (PRL), biatka wiazacego insulinopodobny czynnik wzro-
stu-1 (IGFBP-1) i 3'5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu
(cAMP), oraz hamowanie ekspres;ji insulinozaleznego czynnika
wzrostu (IGF-1) [25]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze kierunek ob-
serwowanych zmian, wywotanych przez heparyn¢ w podscieli-
sku, wydaje si¢ by¢ dyskusyjny, poniewaz Eyal i wsp. wykaza-
li, ze wzrost ekspresji PRL i towarzyszacy mu spadek ekspres;ji
IGFBP-1 autokrynnie hamuja decydualizacj¢ endometrium [26].
Niewatpliwie jednak, badania Fluhr i wsp., jak i wczesniejsze ba-
dania innych zespotow dowiodly ze, heparyna wptywa na induk-
cje sygnatu w réznych typach komorek [27, 28].

W badaniach nad terapeutycznymi wtasciwosciami heparyn
wykazano, ze ich skutecznos¢ jest niezalezna od wiasciwosci
antykoagulacyjnych. Znaleziono, ze zaré6wno niefrakcjonowana
heparyna jak i r6zne postacie drobnoczasteczkowej heparyny sty-
muluja proces decydualizacji fibroblastow podscieliska in vitro,
a wielkos¢ uzyskanego efektu jest zalezna jedynie od masy cza-
steczkowej zastosowanej postaci heparyny oraz wielkosci ujem-
nego tadunku czasteczki [29].

Wiele czynnikéw wzrostu i cytokin posiada w swojej struk-
turze domeny wiazace sktadnik ECM - siarczan heparanu oraz
zblizone do niego strukturalnie heparyny. Zwiazanie z czastecz-
ka HS nie tylko zwigksza powinowactwo tych czynnikow, ale
takze ma na celu zwigkszenie ich koncentracji w poblizu specy-
ficznych receptoréw [10, 30].

Fluhr i wsp. w kolejnej pracy in vitro wykazali, ze heparyny
w podscielisku moga peli¢ funkcje immunomodulatoréw po-
przez blokade prozapalnej reakcji, ktorej mediatorem jest INFg.
Zaproponowany tym razem mechanizm wyjasniajacy uzyskane
wyniki zaktadal blokowanie przez heparyny domen wiazacych
HS w czasteczce IFNg, co prowadzito do spadku dostgpnosci
mediatora dla receptordw na powierzchni fibroblastow [32]. Po-
dobne zjawisko konkurencyjnego w stosunku do HS wiazania si¢
heparyny jako inhibitora HPSE, zaproponowano juz w badaniach
nad wzrostem i waskularyzacja guzéw nowotworowych [9, 31,
32].

W przeprowadzonym przez nas eksperymencie badalismy
wplyw drobnoczasteczkowej heparyny na ekspresj¢ hepara-
nazy oraz potencjalny wptyw heparyny na uwalnianie do me-
dium hodowlanego wiazacych heparyng czynnikoéw wzrostu.
W skonstruowanym modelu in vitro nie znalezliSmy jednakze
istotnego wptywu heparyny na profil ekspresji heparanazy.

Nr42/2014

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Suplementacja heparyna nie miata takze istotnego wply-
wu na stgzenie uwolnionych do medium, wigzacych heparyng
czynnikdw wzrostu. Obserwowany przez nas wptyw hormonow
ptciowych na ekspresj¢ badanych czynnikow jest zgodny z inny-
mi publikacjami, m.in. Yoo i wsp. [33].

Wyniki naszych wczesniejszych badan wykazaty nizszy po-
ziom ekspresji HPSE w endomertium u kobiet z dwoma i wigcej
poronieniami [34]. W aktualnych badaniach in vitro potwierdzili-
$my obecnos¢ transkryptu HPSE w nablonku i podscielisku w en-
dometrium. Wykazalismy takze zdolno$¢ komorek podscieliska
do sekrecji HPSE do medium hodowlanego.

Mechanizm oddziatywania heparyn na heparanaz¢ zaktada
dziatanie heparyny jako inhibitora heparanazy i tym samym jako
czynnika hamujacego wzrost i waskularyzacj¢ [12]. Obserwacje
te stoja w sprzecznosci z kierunkiem przemian obserwowanym
w obrebie endometrium w momencie implantacji i w okresie
wczesnej cigzy [35]. Nie pomijajac dziatania heparyny jako im-
munomodulatora, nalezatoby si¢ spodziewaé jej negatywnego
wplywu na remodeling endometrium jako inhibitora HPSE. Z ko-
lei inne publikacje wskazuja, ze w endometrium heparanaza nie
musi by¢ istotnym enzymem, odpowiedzialnym za przebudowe
ECM. Wykazano bowiem, ze w endomertium heparanaza, nieza-
leznie od katalizowania przemian w obrgbie ECM moze spetnia¢
rolg¢ czasteczki adhezyjnej i/lub czynnika transkrypcyjnego [36].
Znanym jest, ze aktywnos¢ katalityczna heparanazy osiaga opty-
malny poziom przy pH 5,0, podczas gdy w jamie macicy pH jest
znacznie wyzsze 1 wynosi 6,6 do 7,6. W takim przedziale pH he-
paranaza ma znacznie nizsza aktywnos$¢ katalityczna, natomiast
funkcjonuje jako biatko adhezyjne [37]. Co wigcej, Revel 1 wsp.
wykazali, ze w tych warunkach heparanaza korzystnie wptywa na
odsetek implantacji mysich bastocyst [38].

Wezesniejsze badania wykazaty, ze czynniki wzrostu posia-
dajace domeng wiazaca siarczan heparanu moga odgrywac istot-
ng rol¢ w procesach zwiazanych z implantacja. Jednym z naj-
wazniejszych czynnikow zaliczanych do tej grupy jest wiazacy
heparyng nabtonkowy czynnik wzrostu. Wykazano, ze w mysim
endometrium synteza HB-EGF w komorkach nabtonka jest $ci-
Sle zwiazana z miejscem implantacji blastocysty. W mysim en-
dometrium HB-EGF jest deponowany w formie zwiazanej z HS
i stymuluje rozwdj mysiej blastocysty poprzez zlokalizowane na
jej powierzchni receptory dla nabtonkowego czynnika wzrostu
(EGFR’s) [39]. Takze w nabtonku endometrium u ludzi obserwu-
je si¢ ekspresj¢ HB-EGF, ktorej najwicksze natgzenie, wedtug
Yoo i wsp., przypada w czasie implantacji [33].

Z kolei wyniki uzyskane przez Chobotova i wsp. i Birdsall
i wsp. wskazuja, ze w ludzkim endometrium HB-EGF jest syn-
tetyzowany z roznym nat¢zeniem w nabtonku i podscielisku, za-
réwno w fazie proliferacyjnej jak i sekrecyjnej. Zlokalizowanie
w podscielisku receptoréw dla HB-EGF sugeruje, ze u cztowicka
czynnik ten odpowiada takze za wzrost i receptywnos$¢ endome-
trium [40, 41].

Nasze wczesniejsze badania wskazuja, ze w oknie implan-
tacyjnym cyklu niekoncepcyjnego, poziom ekspresji HB-EGF
w endometrium, u kobiet z dwoma lub wigcej poronieniami jest
nizszy w stosunku do kobiet zdrowych [35].

Obecnie potwierdzilismy, ze komodrki nabtonkéw i podscie-
liska syntetyzuja HB-EGF w odpowiedzi na dziatanie hormondw
ptciowych, nie zaobserwowali$my natomiast istotnej statystycz-
nie zmiany ekspresji HB-EGF w hodowlach po podaniu hepary-
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ny. Takze stgzenie HB-EGF w medium hodowlanym nie zmie-
nito si¢ w istotny sposéb pod wptywem heparyny. Jak zostato
wczesniej wspomniane, zwigzanie HS, ale tez heparyny, jako ko-
faktora wzmacnia aktywnos¢ biologiczng badanych czynnikow
wzrostu, w tym HB-EGF. Nie mozemy jednak powiedzie¢, ze
niskoczasteczkowa heparyna moduluje ekspresj¢ badanych przez
nas czynnikow. Bardziej prawdopodobna wydaje si¢ hipoteza, ze
heparyna nie wptywa na zmiang¢ ekspresji HB-EGF w endome-
trium, ale posrednio, poprzez przylaczenie do domeny wiazacej
HS moduluje oddziatlywania ligand-receptor.

Kolejnymi czynnikami, ktére bralisSmy pod uwage badajac
wplyw heparyny na endometrium byly dobrze znane: czynnik
wzrostu $rodbtonka (VEGF-A) oraz czynnik wzrostu fibrobla-
stow (FGF2). Takahashi i wsp. zaobserwowali, ze heparyny sa
w stanie zablokowa¢ syntez¢ VEGF-A w komorkach nowotwo-
rowych, a w konsekwencji takze wzrost guzow nowotworowych.
Nieoczekiwanie jednak w eksperymentach przeprowadzonych
na modelach komoérek niezmienionych nowotworowo wykaza-
no proangiogenne dziatanie heparyny drobnoczasteczkowej [12,
28]. W naszym badaniu, podobnie jak w przypadku HB-EGF
nie zaobserwowali$my zmian w poziomie transkrypcji obu tych
czynnikéw pod wplywem drobnoczasteczkowej heparyny ani
w komorkach nablonka, ani w podscielisku. Podobnie wyniki
uzyskane przez Xu i wsp. wskazuja na przyktadzie FGF2, ze ani
heparanaza, ani heparyna nie wptywaja bezposrednio na eks-
presj¢ czynnikow wzrostu in vitro. Natomiast poprzez wzajem-
ne oddziatywanie enzym-inhibitor sa one w stanie modulowac
wigzanie si¢ czynnikow wzrostu do receptorow i w ten sposob
wywiera¢ biologiczny efekt [42].

Opublikowane wyniki badan wskazuja, ze o ile w heparana-
za stymuluje angiogenezg poprzez enzymatyczny udziat w prze-
budowie ECM, o tyle moze wywiera¢ dziatanie antyprolifera-
cyjne poprzez usuwanie HS z powierzchni komorek na ktorych
obecne sa takze receptory dla czynnikdw wzrostu. Heparyna
w tym przypadku, jako inhibitor heparanazy ma wywiera¢ do-
ktadnie odwrotny efekt, tzn. blokowac tworzenie si¢ naczyn, oraz
stymulowac¢ aktywnos$¢ mitotyczng komdrek poprzez zwigksze-
nie podazy czynnikow wzrostu przytaczonych do HS w poblizu
receptorow [43]. W zwiazku z tym korzystne oddziatywanie he-
paryny w endometrium mogtoby si¢ przejawiaé przywrdoceniem
odpowiedniej rownowagi pomigdzy oddzialywaniem angiogen-
nym, a antyproliferacyjnym. Jednakze, w naszych badaniach nie
zaobserwowaliSmy statystycznie istotnego wplywu heparyny
na stgzenie VEGF-A i FGF-2 w medium hodowlanym. Sktania
nas to do wniosku, ze w endometrium u kobiet z zaburzonym
rozrodem nie istnieje, lub jest stabo wyrazona zaleznos$¢ pomig-
dzy aktywnoscig enzymatyczng heparanazy, a jej ewentualnym
blokowaniem przez heparyng. Sytuacja taka moze wynikaé ze
wspomnianej juz wczesniej nieenzymatycznej roli heparanazy
w endometrium.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna przypusz-
czaé, ze drobnoczasteczkowa heparyna nie wplywa in vitro na
profil ekspresji heparanazy oraz wigzacych heparyng czynnikow
wzrostu HB-EGF, VEGF-A, FGF-2 w komorkach endomer-
tium w oknie implantacyjnym, cyklu niekoncepcyjnego u kobiet
z dwoma i wigcej poronieniami, tym samym przytaczane korzyst-
ne dziatanie heparyny u kobiet z zaburzonym rozrodem nie ma
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bezposredniego zwiazku z przebudowa macierzy zewnatrzko-
morkowej, katalizowang przez heparanaze i uwalnianiem czyn-
nikéw wzrostu wigzacych heparyne.
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