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0 Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Przejsicie epitelialno-mezenchy-
malne (EMT) prowadzace do przeksztatcenia komérek nabton-
kowych w mezenchymalne, odgrywa istotng role w naprawie
iregeneracji tkanek. O ile w warunkach fizjologicznych wygas-
niecie zapalenia powoduje zatrzymanie EMT, o tyle przewlekty
stan zapalny napedza ten proces, prowadzac do widknienia.
Z uwagi na kluczowa role EMT w patologicznej przebudowie
tkanek stuszne wydaje sie ukierunkowanie terapii zwtéknien
na hamowaniu tego zjawiska. Uzyteczna w tym zakresie moze
by¢ witamina D3. Celem niniejszej pracy byto przedstawienie
mozliwosci wykorzystania witaminy D3 w prewencji witéknien
ptuc.

Metody przegladu. W artykule przedstawiono aktualny stan
wiedzy na temat wptywu witaminy D3 na zjawisko EMT w wy-
branych chorobach ptucg, tj. IPF, POChP, AZPP, astmie alergicz-
nej. Analizie poddano prace oryginalne dostepne w bazach
PubMed i Google Scholar.

Opis stanu wiedzy. Wyniki badan in vitro, in vivo, a takze
z udziatem pacjentéw jednoznacznie wykazaty, ze witamina
D3, a zwtaszcza jej aktywna biologiczne forma, tj. kalcytriol,
skutecznie hamuje proces EMT typulll, lezacy u podtoza wték-
nienia ptuc. Korzystne dziatanie witaminy D3 obejmowato:
zwiekszenie ekspresji receptora VDR; obnizenie ekspresji
czynnikow inicjujgcych EMT; wyciszenie przekazywania syg-
natéw w szlakach zwigzanych z TGF-3; obnizenie ekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych nadzorujacych EMT; utrzymanie
fenotypu nabtonkowego poprzez modulacje ekspresji marke-
réow epitelialnych oraz mezenchymalnych zwigzanych z EMT.
Podsumowanie. Zaprezentowany hamujacy wptyw witaminy
D3 na zjawisko EMT sugeruje, ze przywrdcenie fizjologicz-
nego stezenia tego metabolitu u pacjentéw z IPF, POChP,
AZPP oraz astma alergiczng moze stanowic istotny element
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prewencji widknienia ptuc oraz patologicznej przebudowy
tkanek.

Stowa kluczowe

witamina D3, kalcydiol, cholekalcyferol, kalcytriol, wtdknienie
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B Abstract

Introduction and Objective. Epithelial-mesenchymal
transition (EMT), which transforms epithelial cells into
mesenchymal cells, plays an important role in tissue repair
and regeneration. While in physiological conditions the
cessation of inflammation causes the suppression of EMT,
chronic inflammation drives this process, ultimately leading
to fibrosis. Due to the key role of EMT in pathological tissue
remodelling, it seems reasonable to focus fibrosis therapy on
inhibiting this phenomenon. Vitamin D3 may be useful in this
field. The aim of this study was to present the possibilities of
using vitamin D3 to prevent lung fibrosis.

Review methods. The article presents the current state
of knowledge on the effect of vitamin D3 on the EMT
phenomenon in selected lung diseases, i.e. IPF, COPD, AZPP,
and allergic asthma. Original articles available in the PubMed
and Google Scholar databases were analyzed. Brief description
of the state of knowledge The results of in vitro, in vivo, and
clinical studies revealed that vitamin D3, and especially its
biologically active form, i.e. calcitriol, effectively inhibits the
EMT type Il underlying lung fibrosis. The beneficial effects
of vitamin D3 included: increased expression of the VDR
receptor; decreased expression of EMT initiating factors;
silencing of signals transduction in TGF-B-related pathways;
down-regulation of transcription factors supervising EMT;
maintenance of the epithelial phenotype by modulating the
expression of epithelial and mesenchymal markers associated
with EMT.

Summary. The presented inhibitory effect of vitamin D3
on the EMT phenomenon suggests that restoration of the
physiological level of this metabolite in patients with IPF,
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COPD, AZPP, and allergic asthma may be animportant element
in the prevention of lung fibrosis and pathological tissue
remodelling.

Key words
pulmonary fibrosis, vitamin D3, cholecalciferol, EMT, calcidiol,
calcitriol

WPROWADZENIE

Przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT) jest $cisle
skoordynowanym procesem, w wyniku ktérego komorki
nablonkowe ulegajg przeksztalceniu w komoérki mezenchy-
malne. EMT odgrywa wazng role podczas embriogenezy, roz-
woju narzaddw oraz naprawy tkanek, aczkolwiek lezy takze
u podloza choréb nowotworowych oraz wldknienia tkanek
inarzadoéw [1]. Na tej podstawie wyrdznia sie trzy typy EMT:
I - zwigzany z embriogenezg, organogenezg oraz morfoge-
nezg tkanek, I - odpowiedzialny za przebudowe i naprawe
tkanek w warunkach stanu zapalnego oraz III - kluczowy
w progresji nowotwordw oraz ich przerzutowaniu. Sposréd
nich typ II jest $cisle powigzany z procesem widknienia [2].

Wiéknienie ptuc obserwowane jest w przebiegu kilku
powaznych choréb pluc, do ktérych zalicza si¢ m.in. prze-
wlekla obturacyjng chorobe ptuc (POChP), idiopatyczne
wioknienie ptuc (IPF) oraz alergiczne zapalenie pecherzykow
plucnych (AZPP) [3, 4]. Wraz ze wzrostem stopnia zaawan-
sowania zmian zwléknieniowych dochodzi do stopniowej
utraty funkcji pluc, a ostatecznie do niewydolnosci odde-
chowej. W konsekwencji choroby ptuc, w przebiegu kto-
rych dochodzi do wldknienia, charakteryzuja si¢ wysokim
wskaznikiem $miertelnosci. Zte rokowania wynikajg przede
wszystkim z braku skutecznych metod prewencji oraz lecze-
nia [5]. U podstaw wltdknienia pluc lezy EMT typu II, zatem
hamowanie opisanego powyzej procesu wydaje si¢ rozsadna
strategia terapeutyczng. W tym kontekscie duze nadzieje
poktadane sg w metabolitach witaminy D3 [6].

Witamina D3 nalezy do kluczowych rozpuszczalnych
w ttuszczach witamin z grupy D. W odréznieniu od witaminy
D2 (wystepujacej gtownie w grzybach i roélinach), witamina
D3 wytwarzana jest w skorze zwierzat pod wplywem promie-
niowania UVB. Witamina D3, oprécz regulacji gospodarki
wapniowo-fosforanowej i wodno-elektrolitowej organizmu,
pelni wiele innych istotnych funkeji biologicznych. Do tej
pory wykazano jej role w modulowaniu odpowiedzi immu-
nologicznej, a takze procesach zwiagzanych z proliferacja,
réznicowaniem, przezyciem oraz adhezjg komorek [6]. Dzigki
badaniom przeprowadzonym w ostatnich latach odkryto, ze
witamina D3 skutecznie hamuje zjawisko EMT, a w konse-
kwencji proces wtdknienia ptuc [1, 4, 6].

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan in vitro, in
vivo oraz z udzialem pacjentow, potwierdzajace skutecznosé
witaminy D3 w hamowaniu zjawiska EMT typu II we wtok-
nieniu ptuc obserwowanym w IPF, POChP, AZPP i astmie
alergicznej. Szczegdlng uwage poswiecono mechanizmom
molekularnym odpowiedzialnym za korzystny wplyw me-
tabolitow witaminy D3 na przebieg EMT, w tym interakcjom
z receptorem witaminy D (VDR), przekazywaniu sygnatéw
w szlakach zaleznych od transformujacego czynnika wzro-
stu B (TGF-B; gtéwnego induktora EMT) oraz modulacji
ekspresji kluczowych markeréw EMT.

METODY PRZEGLADU

Przegladu literatury dokonano przy uzyciu baz danych
PubMed i Google Scholar. Podczas wyszukiwania uzyto
terminéw: ,EMT - epithelial mesenchymal transition”, ,lung
fibrosis”, ,,pulmonary fibrosis”, ,vitamin D3”, ,,cholecalcife-
rol”, ,calcydiol”, ,.calcytriol”, ,IPF - idiopatic pulmonary
fibrosis”, ,COPD - chronic obstructive pulmonary disease”,
»asthma”, ,hypersensitivity pneumonities”, ,alergic alveoli-
ties”, w roznych konfiguracjach. Wybrano prace oryginalne
badajace wptyw witaminy D3 i jej metabolitéw na zjawisko
EMT typu II w modelach in vitro, in vivo oraz w badaniach
z udzialem pacjentéw. W szczegdlnosci skupiono sie na pra-
cach analizujacych wplyw witaminy D3 na przekazywanie
sygnalow w szlakach zwigzanych z EMT (przede wszystkim
w szlaku TGF-p) oraz poziom ekspresji markeréw epitelial-
nych i mezenchymalnych w chorobach pluc, w przebiegu
ktérych dochodzi do widknienia lub patologicznej przebu-
dowy tkanek (IPF, POChP, AZPP, astma alergiczna).

FIZJOLOGICZNE | PATOLOGICZNE OBLICZE EMT
TYPUII

EMT to zjawisko polegajace na przeksztalceniu komoérek
o fenotypie nablonkowym w komorki o fenotypie mezenchy-
malnym. W jego wyniku komdrki nablonkowe tracg swoje
charakterystyczne wlasciwosci - zanikajg oddziatywania
miedzykomoérkowe, zaburzona zostaje polarno$¢ komorek,
aw konsekwencji zanika uporzagdkowanie charakterystyczne
dla tkanki nablonkowej [7]. Obserwowane zmiany zwigzane
sa zmodyfikacjami w ekspresji wielu bialek, w tym markeréw
powierzchniowych oraz bialek odpowiedzialnych za kontak-
ty miedzykomorkowe i oddzialywanie z macierza zewnatrz-
komoérkowa (m.in. E-kadheryna i klaudyna zastepowane
sa przez N-kadheryne i fibronektyne) oraz za rearanzacje
cytoszkieletu (m.in. filamenty cytokeratynowe zostajg zasta-
pione przez wimentyne) [8]. Zmiany w ekspresji markerdw
EMT sa §ciéle regulowane przez szereg czynnikow transkryp-
cyjnych, wéréd ktorych najwazniejszymi sg Zeb, Snail i Twist.
Proces EMT prowadzi do utraty inhibicji kontaktowej przez
komorki, zaburzone zostaja podziaty komérkowe i procesy
réznicowania. W wyniku wskazanych przemian komorki
nabtonkowe zaczynaja przypomina¢ komoérki mezenchy-
malne, wykazujace zwigkszong ruchliwo$¢ i inwazyjnosé.
Ponadto powstale komdrki mezenchymane odpowiedzial-
ne s3 za produkcje oraz odkladanie sktadnikéw macierzy
zewnatrzkomodrkowej, jak réwniez za jej przebudowe, ktéra
ostatecznie prowadzi do naprawy uszkodzonej tkanki [2].
EMT typuIl, odpowiedzialna za regeneracje lub naprawe
uszkodzonej tkanki ptuc, przebiega w warunkach stanu za-
palnego, ktéry inicjuje i nadzoruje ten proces. W warunkach
fizjologicznych wygaséniecie zapalenia powoduje zatrzymanie
przejscia epitelialno-mezenchymalnego i naprawe uszkodze-
nia [2]. Przewlekta ekspozycja na czynniki srodowiskowe (np.
antygeny srodowiskowe, dym papierosowy, pyly), stwarza
patologiczne warunki, w ktérych przewlekty stan zapalny
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Legenda:

ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa; EMT - przejscie epitelialno-mezenchymalne; FGF - czynniki wzrostu fibroblastéw; IL - interleukina; MMP — metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomdrkowej; TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu f3; PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu; a-SMA - a-aktyna miesni gtadkich

Rycina 1. Rola EMT typu Il w fizjologicznym procesie naprawy tkanki oraz jako predyktora procesu wtdknienia ptuc

Zrédto: przygotowano na podstawie informacji zawartych w: [2]

powoduje uszkodzenie nabtonka drég oddechowych pro-
wadzace do wldknienia ptuc (ryc. 1) [3, 7, 9].

EMT typu Il powigzano z wtdknieniem ptuc w przebiegu
IPF, POChP i AZPP, jak réwniez z patologiczna przebudowsa
tkanek obserwowang w astmie. Sensowne zatem wydaje
sie oparcie terapii wldknienia ptuc na hamowaniu procesu
EMT [3].

MOZLIWOSC WYKORZYSTANIA WITAMINY D3
W PREWENCJI WLOKNIENIA PLUC POPRZEZ
HAMOWANIE ZJAWISK ZWIAZANYCH Z EMT

W ostatnich latach przedmiotem intensywnych badan stata
sie mozliwo$¢ wykorzystania metabolitéw witaminy D3,
a w szczegdlnosci jej aktywnej formy, czyli kalcytriolu,
w prewencji wioknienia ptuc. Kalcytriol powstaje w wyni-
ku przemian metabolicznych witaminy D3, ktorej gtéwnym
zrodtem u zwierzat jest proces syntezy, zachodzacy w skoérze
pod wplywem promieniowania ultrafioletowego (UVB).
Obecny w naskoérku 7-dehydrocholesterol ulega konwersji
do prewitaminy D3, a nast¢pnie wlasciwej postaci witaminy
D3, tj. cholekalcyferolu. W kolejnym etapie, ktéry odbywa sie
w watrobie, witamina D3 zostaje przeksztatcona do 25-hy-
droksycholekalcyferolu, znanego réwniez jako kalcydiol
(25(OH)-VD3). Stanowi on gléwng forme witaminy D3,
krazacej w organizmie i jego pomiar w surowicy wykorzy-
stuje si¢ jako marker poziomu witaminy D3 w organizmie.
W nastepnym etapie, zachodzacym glownie w nerkach, kal-
cydiol ulega kolejnej hydroksylacji. W jej wyniku powstaje
aktywna biologicznie forma witaminy D3, czyli wspomnia-
ny wczesniej kalcytriol (1,25(0H)2-VD3; 1,25-dihydrok-
sycholekalcyferol). Z uwagi na szeroki zakres aktywnosci
biologicznych oraz specyfike dzialania kalcytriol nalezy do
hormonéw |6, 10, 11].

Sposrod licznych funkeji biologicznych witaminy D3
w ostatnich latach zainteresowanie badaczy skupilo si¢ na
jej roli we wtoknieniu pluc. Powigzania witaminy D3 z pro-
cesem wldknienia stwierdzono na podstawie wynikow badan
pacjentéw ze zmianami zwtoknieniowymi pluc w przebiegu
IPF oraz POChP, u ktérych obserwowano zwigkszajacy sie
wraz z progresja choroby niedobér witaminy D3 w surowicy.
Na tej podstawie zasugerowano, ze niedobdr witaminy D3
sprzyja zaostrzeniom objawdw we wskazanych chorobach
i w konsekwencji moze by¢ markerem ich progresji [12-15].
Ponadto odkrycia te staly sie podstawa do przeprowadzenia
badan majacych na celu ocene terapeutycznego wplywu
suplementacji witaming D3 na proces wléknienia. Bada-
nia przeprowadzone w réznych modelach wtdknienia pluc
wykazaly, ze suplementacja metabolitami witaminy D3,
a w szczegdlnosci kalcytriolem, moze skutecznie hamowa¢
proces widknienia ptuc [3]. Cho¢ szczegélowy mechanizm jej
dziatania nie zostal jeszcze w petni poznany, dostepne zrodla
literatury zgodnie wskazuja, Ze podstawe stanowi jej zdolnos¢
do hamowania EMT typu IL Jednocze$nie wykazano, Ze rola
witaminy D3 w tym zakresie jest niezwykle zlozona i obej-
muje wplyw na ekspresje receptora VDR (receptor witaminy
D), czynnikéw inicjujacych, czynnikéw transkrypcyjnych,
przekazywanie sygnaléw w szlakach indukujacych EMT
typu IL, a poprzez wskazane dziatania na regulacje poziomu
ekspresji bialek warunkujacych przeksztalcenie nabtonka
pluc w komérki mezenchymalne [5].

Wptyw witaminy D3 na EMT poprzez receptor VDR

Aktywno$¢ biologiczna witaminy D3 $cisle zalezy od jej
interakcji z receptorem VDR, nalezacym do grupy recepto-
réw steroidowo-retinoidowych aktywowanych ligandami
[5]. Analiza poziomu ekspresji mRNA oraz biatka VDR np.
w komérkach pierwotnych fibroblastéw ptuc myszy C57BL/6
potwierdzila, Ze receptor ten wystepuje niemal we wszystkich
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komoérkach, w tym réwniez tkanki ptuc [16]. Utworzenie
kompleksu VDR-kalcytriol oraz jego translokacja do jadra
komoérkowego, a nastepnie jego przytaczenie do regiondéw
odpowiedzi na witamine D (VDRE) szeregu genéw, decyduje
o wystapieniu okreslonych aktywnosci biologicznych wita-
miny D3. Warto wspomnie¢, ze obecnie znanych jest ponad 1
tys. genow, ekspresje ktorych nadzoruje witamina D3, co ma
bezposrednie przetozenie na wszechstronne dziatanie tego
metabolitu. Powstanie kompleksu VDR-kalcytriol jest zatem
etapem krytycznym w kontekscie aktywnosci biologicznej
witaminy D3 [6]. Dowodu potwierdzajacego to zjawisko
dostarczyly badania, w ktérych inkubacja ludzkich komérek
pierwotnych pecherzykéw ptucnych typu II (ATII) z antago-
nistg receptora VDR-ZK159222 spowodowata zahamowanie
efektu terapeutycznego witaminy D3 [17]. Na aktywnos¢ bio-
logiczng kalcytriolu wptywa réwniez poziom VDR. Zmniej-
szona ekspresja VDR w ptucach myszy C57BL/6] z IPF indu-
kowanym bleomycyng [18] oraz u pacjentéw ze zwloknieniem
ptuc w przebiegu POChP [19] korelowata z niedoborem
witaminy D3 oraz z progresja choroby. Wyniki tych badan
wykazaly istnienie zwigzku miedzy zaburzeniem aktywnosci
kalcytriolu a wiéknieniem pluc, jednoczesnie wskazujac na
mozliwo$¢ powstrzymania rozwoju patologicznych zmian
poprzez uzupelnienie niedoboru witaminy D3. Stusznos¢ tej
hipotezy potwierdzity badania, w ktoérych dzigki uzupelnie-
niu niedoboru witaminy D3 zaobserwowano przywrécenie
prawidlowego poziomu ekspresji receptora VDR. Co wigcej,
na podstawie tych wynikéw autorzy zasugerowali, ze to
wlasnie poprzez przywrocenie prawidtowego poziomu VDR
witamina D3 hamuje proces EMT, a docelowo widknienie
pluc [20]. Inkubacja ludzkich komdrek raka niedrobnoko-
morkowego pluca, bedacego modelem komorek nablonka
pecherzykow plucnych typu II (A549) z cholekalcyferolem,
spowodowata zahamowanie procesu EMT indukowanego
ekstraktem dymu papierosowego. Jednocze$nie w komérkach
A549 wykazano wzrost aktywno$ci biatka VDR w jadrze
komoérkowym. Na podstawie tych odkry¢ stwierdzono, ze
witamina D3 wplywa na przywrdcenie prawidltowej syg-
nalizacji VDR, w konsekwencji hamujac EMT typu II [20].
Doniesienia te znajdujg takze potwierdzenie w badaniach
z wykorzystaniem witaminy D3 w mysim modelu astmy
alergicznej [21] oraz w mysim modelu IPF z wykorzystaniem
parykalcytolu (syntetyczny analog witaminy D3, agonista
VDR) [22]. Zdaniem autoréw obserwowane w odpowiedzi
na analizowane metabolity zahamowanie EMT, a w kon-
sekwencji proces wtoknienia ptuc, byty $cisle powiazane
z przywréceniem przez witamine D3 prawidfowego poziomu
ekspresji receptora VDR [21, 22].

Wptlyw witaminy D3 na EMT zwigzany z modulacja
poziomu TGF-f3

TGF-p reguluje w organizmie szereg proceséw biologicz-
nych zwigzanych z rozwojem, odpowiedzig immunologiczna,
naprawg tkanek, a takze nowotworzeniem [23]. Zdolnoé¢
TGF-p do wywotania EMT potwierdzono w ludzkich fi-
broblastach ptuc (HPF) [24], w modelu komérek nabtonka
pecherzykow ptucnych typu II (A549) [25], w ludzkich ko-
moérkach nablonka oskrzeli (BEAS-2B) [26] oraz w ludz-
kich komérkach nabtonka oskrzeli (NL20) [27]. Co wazne,
réwniez wyniki badan pacjentéw ze zwidknieniem pluc,
np. w przebiegu POChP, potwierdzily podwyzszony po-
ziom TGF-, ktéry korelowal z podwyzszonym poziomem
ekspresji markeréw EMT w surowicy badanych oséb [19].

Wigkszos¢ zrddet literatury zgodnie wskazuje TGF-f jako
czynnik kluczowy w indukeji EMT, zatem obnizenie jego eks-
presji jest jednym z waznych celéw w terapii zwioknien ptuc.
Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg, Ze witamina
D3, a w szczegolnosci kalcytriol, wykazuje w tym zakresie
wysoka skutecznoéé. U predestynowanych do wtoknienia
myszy szczepu C57BL/6] kalcytriol obnizyl poziom ekspresji
biatka TGF-p w plucach, skutecznie hamujac proces EMT
indukowany bleomycyng [28]. Ponadto, kalcydiol oraz kal-
cytriol obnizyly poziom ekspresji TGF-p w mysim modelu
AZPP indukowanym antygenem Pantoea agglomerans [29].
Wryniki opisanych badan wskazuja, ze witamina D3 poprzez
bezposredni wplyw na obnizenie poziomu ekspresji TGF-f8
skutecznie hamuje proces EMT typu II.

Wptyw witaminy D3 na przekazywanie sygnatow

w szlakach zwigzanych z TGF-f

Uruchomienie w komdrkach nablonka przemian charakte-
rystycznych dla EMT moze zachodzi¢ w odpowiedzi na syg-
naly TGF-B, przekazywane z jego receptora na powierzchni
komorek, na drodze kanonicznej (szlak TGF-p/Smad) lub
niekanonicznej (szlaki alternatywne) [30]. Szlak TGF-p/
Smad jest gtéwnym mechanizmem transdukcji sygnalow,
poprzez ktéry TGF-p aktywuje EMT w komorkach ptuc.
Nalezy nadmieni¢, Ze istnieja réwniez alternatywne szla-
ki sygnalizacyjne, ktore uczestniczg w transdukcji sygna-
téw TGEF-p, np. system renina-angiotensyna (RAS), szlak
Wnt/B-katenina, kinazy biatkowe aktywowane mitogenami
(MAPKSs), kinaza fosfatydyloinozytolu 3 (PI3K/AKT) oraz
Notch [6]. Szlaki te nie tylko wspomagajg transdukcje syg-
naléw czynnika TGF-p, ale tworza réwniez zlozong sie¢
sygnalizacyjna, umozliwiajaca precyzyjna kontrole procesu
EMT [30]. Przeprowadzone badania dowiodly, ze witamina
D3, poprzez obnizenie ekspresji gendw kodujacych kluczowe
komponenty wskazanych szlakéw, wptywa na zahamowanie
przekazywanych przez nie sygnatow, w konsekwencji hamu-
jac proces EMT (ryc. 2).

| SZLAKI SYGNALOWE TGB-B ZWIAZANE Z EMT |

Rycina 2. Potencjalny mechanizm prewencji wiéknienia ptuc zwigzany z hamo-
waniem przez witamine D3 przekazywania sygnatéw w szlakach indukujacych
EMT typu ll

Zrédto: przygotowano na podstawie informacji zawartych w: [6, 30].

Szlak TGF-B/Smad

W kanonicznym szlaku TGF-f/Smad zwigzanie TGF-f z re-
ceptorami blonowymi powoduje aktywacje bialek Smad2
i Smad3 poprzez ich fosforylacje. Bialka te tworzg kompleks,
ktéry nastepnie wigze sie do Smad4 i ulega translokacji do
jadra komodrkowego, w efekcie czego wplywa na ekspresje
gendw regulujacych EMT [30]. Przeprowadzone dotychczas
badania naukowe wykazaly, ze niedobdr witaminy D3 nasila
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przekazywanie sygnaléw w szlaku TGF-B/Smad, a zwiek-
szona jego aktywnos¢ jest zwigzana z progresja widknienia.
Do takich wnioskéw doszli m.in. autorzy badan na mysim
modelu widknienia ptuc indukowanym bleomycyna, ktérzy
zaobserwowali zwigkszony poziom TGF-f i zwigzang z nim
nasilona fosforylacje Smad3 u myszy z niedoborem witaminy
D3 [18]. Podwyzszony poziom fosforylacji Smad2 i Smad3 oraz
podwyzszong ekspresje TGF-f w tkance pluc zaobserwowano
réwniez u pacjentéw z POChP, u ktérych oznaczono istotny
niedobér witaminy D3 w surowicy [19]. Mozliwo$¢ wykorzy-
stania metabolitow witaminy D3 w wyciszaniu przekazywania
sygnalow w szlaku TGF-B/Smad i w konsekwencji hamowania
indukcji EMT oceniono w badaniach in vitro. Kalcytriol ha-
mowal fosforylacje bialek Smad2 i Smad3 wludzkich fibrobla-
stach ptuc (MRC-5) [19], a cholekalcyferol zmniejszal fosfory-
lacje Smad3 w mysich komoérkach pierwotnych fibroblastow
ptuc (MLFs), co zdaniem autoréw sugeruje, ze witamina D3
zapobiega zmianom zwldknieniowym ptuc [12]. W innym
badaniu, w ktérym wykorzystano hodowle komoérek bedacych
modelem ludzkich komérek nablonka pecherzykéw ptucnych
(A549), wykazano, ze cholekalcyferol nie tylko skutecznie
hamuje ekspresje bialek indukujacych szlak TGF-B/Smad,
ale takze podwyzsza poziom ekspresji Smad7, czyli inhibitora
tego szlaku. Zdaniem autoréw wskazuje to na zahamowanie
procesu EMT w analizowanych komoérkach [20].

Alternatywne szlaki TGF-3

W ostatnich latach jest coraz wigcej badan, ktore wskazuja na
hamowanie procesu EMT przez metabolity witaminy D3 po-
przez modulacje przekazywania sygnaléw TGF-f w szlakach
alternatywnych. Jednym z tych szlakow jest system renina-
-angiotensyna (RAS), kojarzony gltéwnie z regulacja cisnienia
krwi oraz gospodarki wodno-elektrolitowej [22]. Wykazano,
ze kluczowy element tego szlaku, czyli angiotensyna Il (Ang
IT), indukuje produkcje biatek macierzy zewnatrzkomorko-
wej (ECM) oraz ekspresje TGF-p, czyli glownych markeréw
EMT [5]. Potwierdzono, ze poziom ekspresji Ang II jest pod-
wyzszony u pacjentéw z IPF, u ktorych stwierdzono réwniez
obnizony poziom ACE - enzymu odpowiedzialnego za kon-
wersje tego biatka. Dzieki zastosowaniu inhibitoréw szlaku
RAS, w tym bezpos$redniego inhibitora ACE (ACEi) oraz
blokera receptora Ang II (ARB), zaobserwowano obnizenie
wskaznikow progresji oraz $miertelnosci u pacjentéw z IPF
[31]. Ponadto wykazano, ze przewlekly niedobér witaminy
D3 jest czynnikiem indukujacym proces widknienia u my-
szy szczepu (C57BL/6]), a patologiczne zmiany zwigzane
sa ze zwiekszong ekspresja (na poziomie mRNA i biatek)
kluczowych komponentéw szlaku RAS, tj. angiotensyno-
genu (Agt), reniny, enzymu konwertujacego angiotensyne 1
(ACE]) i receptora angiotensyny typu 1 (AT1R) [32]. Zasto-
sowanie witaminy D3 w postaci parykalcytolu w mysim mo-
delu IPF hamowato ekspresje kluczowych elementéw szlaku
RAS (renina, ACE, AGT, ATIR, Ang II), a w konsekwencji
zmniejszato zmiany indukowane bleomycyna [22]. Zdolno$¢
kalcytriolu do hamowania wldknienia poprzez hamowanie
przekazywania sygnalow w szlaku RAS, oznaka czego byt
spadek poziomu Ang II i TGF-B, potwierdzono réwniez
w mysich fibroblastach ptuc (MLg2908) [22].

Kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (MAPK) nalezg
do rodziny serynowych/treoninowych kinaz biatkowych,
pelnigcych istotng role w alternatywnej transdukcji syg-
naléw TGF-f, a poprzez to EMT. Liczne badania wskazuja,
ze witamina D3 skutecznie hamuje sygnalizacje na drodze

MAPK poprzez hamowanie fosforylacji biatek kluczowych
dla tego szlaku, m.in. p38 oraz ERK. W badaniach in vitro
terapia cholekalcyferolem powodowala obnizenie ekspresji
biatek p-p38 oraz p-ERK w ludzkich komérkach fibrobla-
stow ptuc (HPF) inkubowanych z TGF-{ [24]. Obnizenie
fosforylacji wspomnianych biatek obserwowano takze po
podaniu witaminy D3 u myszy C57BL/6N z wléknieniem
pltuc indukowanym bleomycyng. Wyniki tych eksperymen-
tow korelowaly z danymi dotyczacymi obnizenia poziomu
ekspresji kluczowych markeréw EMT, a takze ostabienia
oznak wldknienia [24]. Obnizony poziom biatka p38 od-
kryto takze w innym badaniu, w ktérym myszom C57BL/6]
z widknieniem ptuc indukowanym bleomycyna, podano
kalcytriol. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono
zdolnos¢ kalcytriolu do hamowania EMT oraz zasugerowano
jego role w fagodzeniu zwléknienia ptuc poprzez wyciszanie
przekazywania sygnatéw w szlaku MAPK [28].

Szlak Wnt/B-katenina odgrywa kluczowg role w procesach
zwigzanych z proliferacja, migracja, réznicowaniem oraz
odnowa komorek. Ostatnie badania wskazuja réwniez na
zaangazowanie tego szlaku w promowanie wléknienia po-
przez stymulacje réznicowania miofibroblastéw, produkeje
macierzy zewnatrzkomorkowej oraz zwiekszanie ekspresji
TGF-B [33, 34]. W konsekwencji inhibicja szlaku Wnt/f-
katenina moze odgrywa¢ wazna role w hamowaniu progre-
sji widknienia ptuc, a obiecujacy potencjal w tym zakresie
wykazuje witamina D3 [35-37]. W szczurzych komérkach
nablonka pecherzykéw ptucnych inkubowanych z kalcytrio-
lem, a nastepnie TGF-p1, zaobserwowano obnizenie ekspre-
sji B-kateniny oraz jej translokacji do jadra komérkowego,
czego nastepstwem bylo zahamowanie EMT [38]. Obnizony
poziom B-kateniny, korelujacy ze zmniejszong ekspresja
kluczowych markeréw EMT, stwierdzono takze w modelu
ludzkich komoérek nablonka pecherzykéw ptucnych (A549)
po preinkubacji z cholekalcyferolem oraz ekspozycji na
ekstrakt dymu papierosowego i TGF-p [20]. Zdolno$¢ kal-
cytriolu do hamowania przekazywania sygnatéow w szlaku
Wnt/p-katenina potwierdzaja rowniez badania in vivo, w kto-
rych kalcytriol zmniejszyt przebudowe drég oddechowych
u szczuréw Sprague-Dawley, indukowang owoalbuming, co
zwiazane bylo z obnizeniem ekspresji Wnt5a i f-kateniny na
poziomie mRNA oraz biatka [39].

Oprocz opisanych powyzej szlakow, dostepne zrddla li-
teratury sugeruja wplyw witaminy D3 na zahamowanie
przekazywania sygnaléw w innych szlakach regulujacych
EMT typu II. Doniesienia naukowe wskazuja m.in., ze wi-
tamina D3 moze ogranicza¢ synteze ECM oraz indukcje
EMT poprzez hamowanie przekazywania sygnalow w szlaku
PI3K/Akt, a takze ogranicza¢ transdukeje sygnatéw w szlaku
NF-xB, odgrywajacym kluczowa role w odpowiedzi zapalnej,
niezbednej do wytworzenia srodowiska sprzyjajacego EMT
typu II [28].

Wptlyw witaminy D3 na poziom ekspresji markeréow
EMT

Badania ostatnich lat wskazuja na kluczowq role powstatych
w wyniku EMT komdrek mezenchymalnych, gléwnie mio-
fibroblastow, we wtdknieniu ptuc. Nowo powstate komorki
mezenchymalne odpowiedzialne sg za zwiekszong produkcje
oraz odkladanie sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej
w tkance plucnej. Konicowym przejawem przeksztalcenia
komorek nabfonkowych w komérki mezenchymalne sa zmia-
ny w poziomie ich markeréw [40]. Badania wykazaly, ze
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Tabela 1. Wptyw witaminy D3 na poziom ekspresji markeréw EMT w modelach in vitro oraz in vivo

Model badawczy Forma witaminy | Wplyw terapii witaming D3 na poziom Zrédio
D3 ekspresji markeréow EMT

(Wzrost 1 Obnizenie |)
Linia komérkowa MLFs Choleklacyferol | | Kolagen typul, Ill (mRNA) [12]
(mysie komérki pierwotnych fibroblastéw ptuc — wyizolowane od myszy C57/BL6) | a-SMA (mRNA)
stymulowana TGF-B
Linia komérkowa NIH/3T3 Kalcytriol 1 a-SMA (mRNA, biatko) [16]
(mysie komorki fibroblastow) | Fibronektyna (mRNA, biatko)

| Prokolagen typu I, Il (nRNA, biatko)

| Kolagen typu Ill (mRNA)
Mysie komérki pierwotnych fibroblastow ptuc myszy Kalcytriol | a-SMA (mRNA, biatko) [16]
C57BL/6 | Fibronektyna (mRNA, biatko)
stymulowane TGF-B1 1 Prokolagen typu | (mRNA, biatko)
Linia komérkowa ATII Kalcydiol/ 1 E-kadheryna (mRNA, biatko) [17]
(ludzkie komorki pierwotnych pecherzykéw ptucnych typu 1) Kalcytriol | N-kadheryna (mRNA, biatko)
stymulowana TGF-(31 | Wimentyna (mRNA)

| Kolagen typu | (MRNA)

1 a-SMA (mRNA, biatko)
Linia komérkowa A549 Cholekalcyferol | 1 E-kadheryna (biatko) [20]
(ludzkie komérki raka niedrobnokomérkowego ptuca, bedace modelem komérek 1 a-SMA (biatko)
nabtonka pecherzykéw ptucnych typu 1) | B-katenina (biatko)
stymulowana 5% ekstraktem dymu papierosowego (CSE)/ 5% CSE + TGF
Linia komérkowa HPF Cholekalcyferol | | Kolagen typu | (mRNA, biatko) [24]
(ludzkie komérki fibroblastow ptuc) | a-SMA (mRNA, biatko)
stymulowana TGF-B
Linia komérkowa A549 Kalcytriol 1 E-kadheryna (biatko) [25]
(ludzkie komorki raka niedrobnokomérkowego ptuca, bedace modelem komoérek | N-kadheryna (biatko)
nabtonka pecherzykéw ptucnych typu 1) | Wimentyna (biatko)
stymulowana TGF-8 | Fibronektyna (mRNA)

| Kolagen typu | (mRNA)

| Snail (biatko)

| B-katenina (biatko)
Linia komérkowa BEAS-2B Kalcytriol 1 E-kadheryna (mRNA, biatko) [26]
(ludzkie komérki nabtonka oskrzeli) 1 N-kadheryna (mRNA, biatko)
stymulowana TGF-B1/TGF-32 | Snail (MRNA, biatko)

| Wimentyna (mRNA, biatko)

1 MMP2 i MMP9 (mRNA, biatko)
Szczurza linia komérkowa nabtonka pecherzykéw ptucnych Kalcytriol 1 E-kadheryna (biatko) [38]
stymulowana TGF-3 1 a-SMA (biatko)

| Fibronektyna (biatko)

| B-katenina (biatko)

| MMP-9 (biatko)

1 Snail (MRNA)
Linia komérkowa HFL1 Kalcytriol 1 Cdh1 (MRNA) [41]
(ludzkie ptodowe komorki fibroblastow tkanki ptucnej) stymulowana TGF-3 | Wimentyna (mRNA, biatko)

1 MMP-9 (mRNA)
Myszy C57/BL6 Cholekalcyferol | | Hydroksyprolina (biatko) [12]
(mysi model IPF indukowany bleomycyng) | Kolagen typu | (mRNA)

1 a-SMA (mRNA, biatko)
Myszy C57/BL6 Kalcydiol/ | a-SMA (biatko) [17]
(mysi model uszkodzenia ptuc w zespole ostrej niewydolnosci oddechowej (ARDS) Kalcytriol
indukowany LPS (Escherichia coli) 055: B5)
Myszy BALB/c Witamina D3 1 E-kadheryna (biatko) [21]
(mysi model astmy alergicznej indukowany mieszanka alergenéw (HRA) zawierajaca: 1 N-kadheryna (biatko)
roztocza kurzu domowego (HDA, ang. house dust mite), ekstrakt ambrozji oraz ekstrakt | Wimentyna (biatko)
Alternaria alternata
Myszy C57BL/6 Parykalcytol | a-SMA (mRNA, biatko) [22]
(mysi model IPF indukowany bleomycyng (BLM)) (syntetyczny analog | | Fibronektyna (mRNA, biatko)

witaminy D3) | Kolagen typu | (mRNA, biatko)

| Kolagen typu lll, IV (mRNA)
Myszy C57BL/6N Cholekalcyferol | |Hydroksyprolina (biatko) [24]
(mysi model IPF indukowany bleomycyna) | Kolagen typu | (biatko)

1 a-SMA (biatko)
Myszy C57BL/6J Kalcytriol | a-SMA (biatko) [28]
(mysi model IPF indukowany bleomycyng)
Myszy C57BL/6J Kalcydiol/ | Hydroksyprolina (sktadnik kolagenu) (biatko) [29]
(mysi model AZPP indukowany antygenem Pantoea agglomerans) Kalcytriol | Kolagen typu | (biatko)

| Fibronektyna (biatko)
Szczury Sprague-Dawley Kalcytriol | Kolagen (biatko) [39]

(mysi model astmy indukowany owalbuming)

1 a-SMA (biatko)
| B-katenina (mMRNA, biatko)

Zrédto: [12, 16, 17, 20-22, 24-26, 28, 29, 38, 39, 41].
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u pacjentéw z witoknieniem ptuc wystepuje obnizony poziom
markeréw epitelialnych (E-kadheryny), a zwieckszona eks-
presja markeréw mezenchymalnych (wimentyny, a-SMA).
Zmiany te sa charakterystyczne dla procesu EMT [19]. Wi-
tamina D3 poprzez interakcje z receptorem VDR, regulacje
ekspresji czynnikéw odpowiedzialnych za inicjacje oraz
aktywnos¢ szlakow sygnalowych zwigzanych z procesem
EMT, moduluje ekspresje markeréw EMT, w konsekwencji
hamujgc proces wldknienia ptuc [40]. Dotychczas wykazano,
ze witamina D3 zwieksza w komoérkach nablonka ekspresje
E-kadheryny, czyli biatka adhezyjnego odpowiadajacego za
utrzymanie polaczen miedzykomdrkowych. Jego zmniej-
szony poziom jest jednym z najbardziej charakterystycz-
nych wskaznikéw aktywacji EMT, poniewaz nast¢pujaca
wowczas dezorganizacja polaczen miedzykomoérkowych jest
niezbednym etapem w uzyskaniu przez komorki fenotypu
mezenchymalnego [17, 20, 21, 25, 26, 38]. W utrzymaniu
adhezji komorek nablonkowych z E-kadheryng wspotpra-
cuje m.in. B-katenina. Badania dowiodly, ze witamina D3
hamuje translokacje B-kateniny do jadra komodrkowego,
uniemozliwiajac mu indukcje ekspresji genéw zwigzanych
z procesem EMT [20, 25, 26, 38, 39]. W odrdznieniu od
marker6w epitelialnych, witamina D3 obniza poziom eks-
presji markeréw mezenchymalnych. Badania wykazaly, ze
zmniejsza ona ekspresje bialek bezposrednio zwigzanych
z transformacja fenotypowa komorek nabtonka, takich jak
N-kadheryna (zdolnosci migracyjne i inwazyjne) i aktyna
(przebudowa cytoszkieletu), oraz sktadnikéw ECM [17, 21,
25]. W przebiegu wldknienia ptuc nadmierna aktywacja
EMT prowadzi do zaburzen w aktywno$ci nowo powstalych
komoérek mezenchymalnych, w wyniku czego dochodzi do
zwigkszonej ekspresji bialek takich jak: kolagen typu I-IV
i XVIIL a-SMA, wimentyna, fibronektyna, kwas hialurono-
wy, a takze zwigzanych z przebudowa ECM metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP1, 2, 3, 9) [6]. Przepro-
wadzone dotychczas badania wykazaly, ze podanie witaminy
D3 powoduje spadek ekspresji, a w konsekwencji odktadania
w tkance plucnej bialek takich jak: kolagen typu I [12, 16,
17,22, 24-26, 29], kolagen typu III [12, 16, 22] kolagen typu
IV [22], a-SMA [12, 16, 17, 20, 22, 24, 28, 38, 39] wimentyna
(17, 21, 25, 26, 41] fibronektyna [16, 22, 29, 38] oraz MMP2
[26] i MMP?9 [26, 38, 41]. Ponadto badania potwierdzily, ze
witamina D3 nadzoruje poziom kluczowych czynnikéw
transkrypcyjnych, regulujacych ekspresje markeréw EMT.
Wykazano, ze witamina D3 wycisza ekspresje czynnikéw
Snaill oraz Snail2, ktérych zwigkszony poziom koreluje
z utratg cech nablonkowych oraz nabywaniem przez komorki
cech mezenchymalnych [25, 26, 38]. Uzyskane wyniki badan
wskazuja, ze witamina D3 poprzez przywrdcenie wlasciwych
pozioméw ekspresji markeréw EMT typu II jest w stanie
skutecznie hamowac ten proces (tab. 1).

PODSUMOWANIE

Zaprezentowane wyniki badan jednoznacznie wskazuja
na zdolno$¢ metabolitéw witaminy D3, a w szczegoélnosci
kalcytriolu, do hamowania procesu EMT typu II, lezacego
u podloza widknienia pluc. Wykryte korzystne dzialanie
witaminy D3 zwigzane jest ze zwi¢kszaniem ekspresji recep-
tora VDR, obnizeniem poziomu ekspresji czynnikdw inicju-
jacych EMT (w tym TGEF-p), obnizeniem poziomu ekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych nadzorujacych EMT (w tym

Snail), zahamowaniem transdukcji sygnaléw w szlakach
zwigzanych z TGF-J, a ostatecznie z utrzymaniem fenotypu
nabtonkowego poprzez modulacje ekspresji markeréw epi-
telialnych oraz mezenchymalnych EMT. Zaprezentowane
wyniki sugeruja, ze uzupelnienie deficytéw witaminy D3
u pacjentéw z IPF, POChP oraz AZPP moze stanowi¢ istotny
element prewencji wldknienia pluc w przebiegu tych choréb.
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