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Whptyw estrogenow na steienie N-terminalnego propeptydu kolagenu typu |
w plynie uzyskanym z przestrzennych hodowli ludzkich fibroblastéw powiezi
tonowo-cewkowej prowadzonych na siatkach polipropylenowych stosowanych
w uroginekologii operacyjnej
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Streszczenie

Wstep: Dolegliwosci zwigzane z nietrzymaniem moczu lub defektem statyki narzadu ptciowego s3 jedna
z czestszych przyczyn zgtaszania sie kobiet do leczenia operacyjnego. Nowoczesne techniki zabiegowe w uro-
ginekologii oparte sg na implantacji syntetycznych tasm/siatek polipropylenowych majacych wzmocni¢ uszko-
dzone struktury tacznotkankowe dna miednicy. Wybér wtasciwego graftu syntetycznego, prawidtowa technika
operacyjna oraz wtasciwe leczenie w okresie rehabilitacji pooperacyjnej maja decydujace znaczenie dla uzy-
skania trwatego efektu leczniczego i zapobiegania powiktaniom o charakterze erozji czy tez odrzutu tasmy/
siatki. Rola estrogenéw w procesach gojenia rany pooperacyjnej pochwy po zabiegach z implantacjg siatek
polipropylenowych jest nie do konca poznana. Niejednoznaczne i czesto sprzeczne informacje dotycza wptywu
estrogenoterapii na metabolizm kolagenu w tkance tacznej narzadu ptciowego.

Wyniki: Wykazalismy zdolnos¢ fibroblastéw powiezi tonowo-cewkowej kobiety do biosyntezy kolagenu typu |
w hodowlach prowadzonych na mono- i multifilamentowych siatkach polipropylenowych. W przypadku sta-
bych estrogenéw (estriol, daidzeina) stezenie N-terminalnego propeptydu kolagenu typu | w medium wzrastato
przez caty okres trwania eksperymentu, ale tylko w hodowlach prowadzonych na siatkach monofilamentowych.
Estriol i daidzeina stymulowaty biosynteze kolagenu typu | silniej niz 17B-estradiol. Dotyczyto to zaréwno hodowli
prowadzonych na siatkach mono-, jak i multifilamentowych. Catkowita produkcja N-terminalnego propeptydu
kolagenu typu | byta wyzsza w hodowlach prowadzonych na siatkach monofilamentowych suplementowanych
estriolem i daidzeina.

Whioski: Uzyskane wyniki badan wskazujg na potrzebe zastosowania estrogendw w okresie rehabilitacji
pooperacyjnej u kobiet po menopauzie leczonych operacyjnie z powodu schorzen uroginekologicznych.

Stowa kluczowe: wysitkowe nietrzymanie moczu, fibroblasty, biosynteza kolagenu

Summary

Objectives: Polypropylene meshes are widely used for surgical treatment of stress urinary incontinence
(SUI) and pelvic organ prolapse (POP). Synthesis and deposition of collagen induced by an inserted implant are
largely controlled by oestrogens. The aim of the study was to assess the rate of collagen type | (Col ) synthesis
by pubo-cervical fascia (PCF) fibroblasts cultured with mono- or multifilament polypropylene meshes in the
presence of oestrogens.

Material and Methods: Specimens of PCF were obtained during a surgical procedure from a 56-year-old wo-
man suffering from SUI and POP Fibroblasts were cultured with mono- or multifilament meshes and exposed to
17B-oestradiol, oestriol or phytoestrogen daidzein. The cultures were run for 216 hrs and the media were repla-
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ced every 72 hrs. Procollagen type 1 N-terminal propeptide (PINP), a marker of Col | biosynthesis, was assessed

in culture media by radioimmunoassay.

Results: The biosynthesis of Col | was more abundant in the presence of monofilament than multifilament
meshes. Fibroblasts exposed to oestriol or daidzein produced more Col | than those treated with oestradiol,
regardless of the mesh applied. In the presence of monofilament mesh the rate of Col | synthesis induced by
oestriol and daidzein increased persistently until the end of the experiment, whereas the peak concentration of
PINP in cultures treated with oestradiol was observed between 72 hrs and 144 hrs. In the presence of multifila-
ment mesh the rate of Col | production dropped after 144 hrs in all cultures.

Conclusions: PCF fibroblasts produce more Col | when cultured on monofilament than on multifilament
mesh. This process may be enhanced by oestriol and phytoestrogens.

Key words: stress urinary incontinence, fibroblasts, collagen biosynthesis

Wstep

Przewlekty niedobor estrogenéw odpowiada za sze-
reg ucigzliwych dolegliwosci zgtaszanych przez kobiety
w okresie menopauzy. Dotyczy to zardwno objawéw
wczesnych, gtéwnie neurowegetatywnych, jak i p6znych,
zwigzanych z odlegtymi skutkami, jakie niosa mniej lub
bardziej nasilone nastepstwa hipoestrogenizmu — zmia-
nami zanikowymi w obrebie narzadu ptciowego czy na-
wracajacymi infekcjami drég moczowych. Konsekwencja
przewlektego niedoboru estrogendw jest deficyt kolage-
nu w tacznotkankowo-miesniowym aparacie zawieszaja-
cym narzad ptciowy kobiety oraz tkance tacznej okoto-
cewkowej, co prowadzi do wystapienia dolegliwosci na
tle zaburzen statyki narzadu ptciowego (pelvic organ pro-
lapse — POP) i/lub nietrzymania moczu (NM) [1-7].

Dolegliwosci zwigzane z NM/POP s3 jedng z czest-
szych przyczyn zgtaszania sie kobiet do leczenia za-
biegowego. Ocenia sie, ze w ciggu najblizszych 30 lat
odsetek kobiet leczonych z powodu NM/POP wzrosnie
0 45%, proporcjonalnie do wzrostu liczby kobiet, kt6-
re ukonczyty 50. rok zycia. Odsetek pacjentek opero-
wanych z powodu NM/POP rosnie od 3. dekady zycia
(0,96/1000 kobiet) i osigga szczyt u kobiet bedacych
w wieku 60-64 lat (5,24/1000 kobiet). Ryzyko, ze w cig-
gu swojego zycia kobieta, ktéra dozyta 80 lat, zostanie
poddana zabiegowi chirurgicznemu z powodu NM/POP,
wynosi 7-11,1% [8-11].

Polipropylenowe siatki/tasmy mono- lub multifila-
mentowe sg powszechnie stosowane w uroginekologii
operacyjnej od lat 90. XX wieku. Techniki zabiegowe
oparte na implantacji graftow syntetycznych pozwala-
ja uzyskac dtugotrwaty sukces terapeutyczny zaréwno
u pacjentek cierpigcych na wysitkowg lub mieszang po-
staé NM, jak i u kobiet z zaawansowanym klinicznie de-
fektem statyki narzadu ptciowego, chociaz nie jest do
konca ustalone, czy powinno to by¢ leczenie pierwszo-
rzutowe, czy tez syntetyczne protezy nalezy stosowac
jedynie u pacjentek z choroba nawrotowg [12-16].

Na rynku materiatéw chirurgicznych stosowanych
w zabiegach uroginekologicznych dostepne sg implanty
o réznych wtasciwosciach strukturalnych, co potencjal-
nie moze mie¢ wptyw na ich zastosowanie w prakty-

ce klinicznej. Wybor wtasciwego graftu syntetycznego,
obok prawidtowej techniki operacyjnej, ma kluczowe
znaczenie dla uzyskania trwatego efektu leczniczego
i zapobiegania powiktaniom o charakterze erozji lub od-
rzutu tasmy/siatki [15-20].

Estrogeny podawane systemowo/miejscowo moga
regulowa¢ metabolizm kolagenu w komérkach tkanki
tacznej uktadu zawieszajaco-podpierajacego narzad
ptciowy, odpowiadajgc m.in. za zwiekszenie zawartosci
kolagenu witbkienkowego, biatek macierzy pozakomér-
kowej w tkance tacznej okotocewkowe] czy ekspresje
cystatyny C w fibroblastach oraz komérkach miesnio-
wych gtadkich pochwy — biatka bedacego inhibitorem
proteinazy cysteinowej, enzymu odgrywajacego istotna
role w przebudowie macierzy pozakomoérkowej. Duze
stezenie cystatyny C zwieksza wytrzymatos¢ biome-
chaniczng pochwy i moze opd6zniaé wystgpienie lub
tagodzi¢ stopien nasilenia zaburzen statyki pochwy
i podparcia cewki moczowej. Estrogeny poprzez wptyw
na aktywnos¢ kolagenolityczng komoérek tkanki tacznej
biorg udziat w procesie gojenia rany pooperacyjne;j. Ste-
roidy te zmniejszaja aktywnos¢ kolagenolityczng me-
taloproteinaz oraz stymuluja biosynteze tkankowych
inhibitoréw metaloproteinaz, przez co zwiekszaja obrét
metaboliczny kolagenu w obrebie miednicy mniejsze;j.
Utracie ,starego” kolagenu towarzyszy wzrost bio-
syntezy ,mtodego” kolagenu mierzony zwiekszeniem
stezenia niedojrzatych wiazan krzyzowych kolagenu —
hydroksylizynonorluecynowych oraz hydroksylizynoke-
tonorleucynowych. Wykazano zmniejszenie catkowitej
zawartosci kolagenu typu | w stosunku do kolagenu
typu lll iV az o 75% w tkance tacznej tuku Sciegnistego
powiezi miednicznej, ale tylko u kobiet niestosujacych
terapii hormonalnej. Estradiol stymulowat u naczelnych
ekspresje mRNA dla | i Ill typu kolagenu w tgcznotkan-
kowym aparacie zawieszajacym narzad ptciowy. Wy-
kazano, ze estrogeny optymalizujg proces gojenia sie
rany pooperacyjnej, hamujac migracje oraz uwalnianie
przez granulocyty obojetnochtonne/makrofagi cytokin
o dziataniu prozapalnym (czynnik hamujacy migracje
makrofagéw — MIF; czynnik martwicy guza a — TNF-a)
i elastazy — enzymu degradujacego biatka macierzy po-
zakomorkowej. Z drugiej strony, estrogeny powoduja
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wzrost zawartos¢ kolagenu typu | w skérze, co zwiek-
sza wytrzymatos¢ biomechaniczng rany pooperacyjnej.
Estradiol stymuluje biosynteze transformujacego czyn-
nika wzrostu, czynnika wzrostu fibroblastéw oraz ptyt-
kowego czynnika wzrostu przez monocyty i makrofagi.
Biatka te sa uznanymi czynnikami mitogennymi dla
fibroblastéow i stymuluja ich proliferacje, migracje oraz
biosynteze biatek macierzy pozakomérkowej. Proces
ten odpowiada za wytworzenie ziarniny i zamykanie sie
brzegbw rany [21-36].

Optymalizacja postepowania medycznego i wtasci-
we przygotowanie przedoperacyjne oraz postepowanie
pooperacyjne, zarbwno wczesne, jak i p6zne, moze przy-
nies¢ wymierne korzysci dotyczace zmniejszenia liczby
powiktah zwigzanych z nietolerancja lub odrzutem siat-
ki wszczepianej do struktur miednicy mniejszej. Dobra
stabilizacja implantu we wczesnym okresie rehabilitacji
pooperacyjnej zmniejsza ryzyko nawrotu NM/POP lub
wystapienia erozji, a wtasciwe przerastania graftu przez
tkanke taczng zwieksza wytrzymatosé wytworzonej chi-
rurgicznie struktury zabezpieczajacej statyke narzadu
ptciowego. Pozwala to uzyskac trwaty efekt terapeutycz-
ny zastosowanego leczenia operacyjnego.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena wptywu estrogenéw
(17B-estradiolu, estriolu, daidzeiny) na biosynteze kola-
genu typu | przez fibroblasty powiezi tonowo-cewkowej
w hodowlach prowadzonych na siatkach polipropyleno-
wych o réznych charakterystykach dotyczacych archi-
tektury i struktury implantu.

Materiat i metody
Wyprowadzenie linii komérkowej V-31

Fragment powiezi tonowo-cewkowej o wymiarach
0,5 x 0,5 cm pobrano od 52-letniej miesigczkujacej kobie-
ty operowanej z powodu wysitkowe]j postaci NM i zabu-
rzenia statyki narzadu ptciowego w stopniu POPQ IIA/IR
Uzyskang tkanke natychmiast umieszczono w buforze
fosforanowym (PBS) suplementowanym jonami Ca*
i Mg?* oraz antybiotykami — penicylina (100 j/ml) i strep-
tomycyng (100 ug/ml). Tkanke powiezi tonowo-cewko-
wej rozdrobniono mechanicznie nozem chirurgicznym,
a uzyskane skrawki zawieszono w podtozu hodowlanym
(DMEM D5921, Sigma) z dodatkiem 10-procentowej pto-

dowej surowicy cielecej (FBS) (F9665, Sigma). Fibroblasty
namnazano w butelkach umieszczanych w inkubatorze
zapewniajgcym stabilng temperature (37°C) oraz wil-
gotna atmosfere sktadajaca sie z 95% powietrza i 5%
CO,. Hodowle prowadzono az do catkowitego pokrycia
powierzchni butelki hodowlanej przez namnazajace sie
fibroblasty. Tak otrzymane komérki linii V-31 zamrazano
w ciektym azocie i przechowywano w banku hodowli.

Przygotowywanie hodowli fibroblastéw do
eksperymentu z uzyciem siatek polipropylenowych

Komorki linii V-31 przechowywane w ciektym azocie
w banku hodowli rozmrazano w tazni wodnej o tempe-
raturze 37°C. Nastepnie zawiesine komérek przenoszono
do plastikowych butelek hodowlanych z podtozem ho-
dowlanym podgrzanym do temp. 37°C. Komérki inkubo-
wano w inkubatorze w temperaturze 37°C z przeptywem
5-proc. CO,. Nastepnego dnia zmieniano podtoze na
Swieze w celu usuniecia toksycznego dimetylosulfotlen-
ku (DMSO). Komérki hodowano az do uzyskania jedno-
litej warstwy (monolayer). Po namnozeniu komorek ho-
dowle ptukano PBS bez jonéw Ca?* i Mg?* i poddawano
dziataniu 0,25-proc. trypsyny i kwasu etylenodiaminote-
traoctowy (EDTA) w celu otrzymania zawiesiny komérek
potrzebnej do zatozenia eksperymentu.

Przestrzenne hodowle fibroblastéw powigzi
fonowo-cewkowej na ta§mach polipropylenowych

Tasmy polipropylenowe cieto na okragte fragmenty
o srednicy 1,5 cm w sterylnych warunkach. Do ekspery-
mentu uzyto siatek:

* SPMM-149: siatka monofilamentowa, polipropyleno-
wa AUTOSUTURE SURGIPROMESH (Covidien Polska),
* SPM-149: siatka multifilamentowa, polipropylenowa

AUTOSUTURE SURGIPROMESH (Covidien Polska).

Szczegbtowe parametry uzytych siatek przedsta-
wiono w tabeli I.

Przed zatozeniem hodowli fragmenty taSm podda-
wano stabilizacji w podtozu hodowlanym z dodatkiem
10-proc. FBS w temperaturze 37°C przez 2 dni. Tak przy-
gotowane fragmenty tasm przyklejano do dna ptytki
hodowlanej (ptytki 24-dotkowe, NUNC) przy uzyciu ja-
towego smaru silikonowego lub przytwierdzano steryl-
nym plastikowym zaciskiem pierscieniowym. Dotki z ta-
Smami dwukrotnie inokulowano hodowlg fibroblastéw

Tab. I. Parametry siatek SURGIMESH SPMM-149 oraz SPM-149 uzytych w doswiadczeniu

Typ siatki Gramatura (g/m?) Srednica oczek (mm)  Gruboé¢ siatki (mm)  Metoda sterylizacji
SPMM-149 monofilament 96 0,38 x 0,38 0,54 tlenek etylenu
SPM-149 multifilament 85 0,29 x 0,29 0,54 tlenek etylenu
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w ilosci 1 x 10° w dniu rozpoczecia oraz po 48 godz.
hodowli. Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C
w inkubatorze z przeptywem 5-proc. CO, przez 2 tyg.
i poddano dziataniu substancji badanych:

e 17B-estradiolu,

e estriolu,

» daidzeiny (fitoestrogen),

w stezeniu 10 pM/ml. Dla stezenia 10 pM, wybranego
z 8 uzytych stezen (102, 10, 107, 1, 5, 10, 25 uM), uzy-
skano w doswiadczeniu przedwstepnym, opartym na
modelu oceny ruchliwosci komérek (,wound assay”),
najbardziej powtarzalna zdolnos¢ migracji fibroblastéw
na wykonang w warstwie rosnacych komérek ryse, sta-
nowigca domyslna ,rane”.

Witasciwy eksperyment zostat poprzedzony do-
Swiadczeniem majacym na celu potwierdzenie zdolno-
sci fibroblastéw powiezi tonowo-cewkowej do migracji
na siatki mono- i multifilamentowe in vitro (ryc. 1.).

Wszystkie hodowle wyprowadzono z linii V-31. Pod-
toze hodowlane zmieniano co 72 godz. Ocene wzro-
stu komérek przeprowadzano w sposéb jakosciowy
w mikroskopie Swietlnym. W czasie hodowli trzykrotnie
zbierano podtoze hodowlane znad taém zasiedlonych
fibroblastami powiezi tonowo-cewkowej. Zebrane me-
dium hodowlane zamrozono i przechowywano w tem-
peraturze —=70°C, a nastepnie poddano radioimmunolo-
gicznej ocenie na obecnos¢ catkowitego N-terminalnego
propeptydu kolagenu typu | przy uzyciu zestawu radio-
immunologicznego UNIQ PINP (Orion Diagnostica, Fin-
landia) zgodnie ze standardem metody.

Uzyskane wyniki badan poddano analizie staty-
stycznej. Wartosci parametréw mierzalnych przedsta-
wiono za pomocg Sredniej i odchylenia standardowego.
Do oceny r6znic miedzy zmiennymi zastosowano niepa-
rametryczny test U Manna-Whitneya. Przyjeto poziom
istotnosci p < 0,05 za wskazujacy na istotne réznice
statystyczne miedzy ocenianymi grupami. Analize sta-
tystyczng przeprowadzono z uzyciem programu STATI-
STICA 8.0 (StatSoft, Polska).

Wyniki

Wykazano zdolnos¢ fibroblastéw powiezi tonowo-
cewkowej do biosyntezy kolagenu typu | in vitro w obec-
nosci polipropylenowych siatek mono- i multifilamento-
wych. Uwalnianie N-terminalnego propeptydu kolagenu
typu | w hodowlach grupy kontrolnej prowadzonej na
siatkach multifilamentowych byto wyZzsze jedynie w 144.
godz. dodwiadczenia i zmniejszyto sie istotnie w ciagu
nastepnych 72 godz., osiggajac koncentracje mniejsza niz
w hodowlach otaczajacych implant monofilamentowy.
We wszystkich pozostatych hodowlach grupy kontrolnej
i w hodowlach stymulowanych estrogenami, w kazdym
z przedziatéw czasowych, odnotowano wieksze stezenie
PINP w supernatantach uzyskanych znad hodowli fibro-
blastéw prowadzonych na siatkach monofilamentowych.
W hodowli kontrolnej prowadzonej na siatkach monofi-
lamentowych uwalnianie PINP wzrastato przez caty czas
trwania eksperymentu. Podobnego trendu nie wykazano
dla implantu multifilamentowego.

W hodowlach prowadzonych na siatkach mono-
i multifilamentowych stymulowanych 17B-estradiolem
i estriolem nie odnotowano réznic w produkcji PINP przez
pierwsze 72 godz. hodowli. Biosynteza kolagenu typu |
byta wyzsza w hodowlach prowadzonych na implantach
monofilamentowych juz od 144. godz. doswiadczenia
i trend ten zostat utrzymany az do konca eksperymen-
tu. Po 216 godz. doswiadczenia fibroblasty pobudzane
17p-estradiolem uwalniaty wiecej PINP w hodowlach pro-
wadzonych na siatkach monofilamentowych, ale réznica
ta nie byta istotna statystycznie. Biosynteza kolagenu
typu | przez fibroblasty powiezi tonowo-cewkowej w po-
szczegblnych przedziatach czasowych, prowadzonych na
siatkach monofilamentowych, byta najwyzsza w hodow-
lach stymulowanych estriolem.

W przypadku fitoestrogenu — daidzeiny — nie wyka-
zano r6znic w produkgcji PINP przez pierwsze 144 godz.
badania zaréwno w hodowlach otaczajacych graft
mono-, jak i multifilamentowy. Dopiero w 216. godz.

Ryc. 1A-C. Komorki fibroblastow rosnace na siatkach polipropylenowych. Barwienie DIO, (3,3’ dihexyloxacorbo-cyanine iodide)
przez 10 min w ciemni. Zdjecia wykonano mikroskopem konfokalnym (LSM-5, Pascal, Zeiss, Germany) przy dtugosci fali 514 nm.

Powiekszenia: A-B x 50, C x 100



PRZEGLAD MENOPAUZALNY 1/2010

doswiadczenia uwalnianie N-terminalnego prokola-
genu typu | do medium byto wyzsze przez fibroblasty
hodowane w obecnosci monofilamentu. W hodowlach
fibroblastéw stymulowanych daidzeing prowadzonych
na siatkach monofilamentowych, podobnie jak w gru-
pie kontrolnej oraz hodowlach prowadzonych w obec-
nosci estriolu, juz od poczatku badania uwalnianie
PINP do medium rosto, osiggajac szczyt w 216. godz.
doswiadczenia. W przypadku siatki multifilamentowej
stezenie PINP w medium hodowlanym nie r6znito sie
po 72 i 144 godz. badania, istotnie sie zmniejszajac
w ciggu kolejnych 72 godz. (tab. II).

Estriol i daidzeina stymulowaty biosynteze kolagenu
typu | bardziej niz 17B-estradiol. Dotyczyto to zaréwno
hodowli prowadzonych na siatkach mono-, jak i multifi-
lamentowych (ryc. 2.).

Catkowita produkcja N-terminalnego propeptydu
kolagenu typu | byta wyzsza w hodowlach prowadzo-
nych na siatkach monofilamentowych, zwtaszcza dla
estriolu i daidzeiny (ryc. 3.).

Dyskusja

W Swietle regut medycyny opartej na faktach ak-
tualna wiedza dotyczaca roli estrogenéw w mechani-
zmach regulujacych biosynteze kolagenu w strukturach
miednicy mniejszej kobiety dostarcza nam niejedno-
znacznych lub wrecz sprzecznych informacji. Znikoma
liczba dobrze zaprojektowanych badan nie pozwala
w chwili obecnej na jednoznaczne potwierdzenie lub
zanegowanie ich rzeczywistej uzytecznosci klinicznej
w uroginekologii.

Tab. I1. Stezenie N-koncowego propeptydu prokolagenu typu | (PINP) w hodowlach fibroblastéw powiezi tonowo-cewkowej pro-
wadzonych na polipropylenowych siatkach multi- i monofilamentowych

N-koiicowy propeptyd prokolagenu typu I (ug/l)

kontrola 17p-estradiol estriol daidzeina
Rodzaj siatki (mono-/multifilament) mono multi mono multi mono multi mono multi
439+2,0 449+18 445+13 433+12 441404 43,6128 428+13 45013
72
p=0,55 p=0,3 p=0,8 p=0,09
C 47,0+0,9 489+0,1 54,0+0,1 47,6+2,9 54,0+0,6 42801 495+2,4 45911
2as 144
(godz) p < 0,05 p < 0,05 p < 0,0005 p =007
49,1+0,3 329+21 39,6104 32,2+13 54609 393+20 51,2+0,6 356+14
216
p < 0,005 p < 0,005 p < 0,005 p < 0,0005
mono — SPMM-149; multi — SPM-149
A. Siatka monofilamentowa (SPMM-149) B. Siatka multifilamentowa (SPM-149)
60 60
B = 50 T = 50
> >
g E g E
2 ¥ 4 2% 4
&2 07 g2 07
> 2 > 2
Z2 5 30 Z 5 30
3] o
c 3 c 3
£ 2 1 £ 2 1]
g g 20 g g 20
= =
= S 104 = 2 1044
0 T T T 0 T T T
kontrola  17B-estradiol  estriol daidzeina kontrola 17B-estradiol  estriol daidzeina
W 216 godz.  m 144 godz. o 72 godz. W 216 godz.  m 144 godz. o 72 godz.

Ryc. 2A-B. Stezenie N-terminalnego propeptydu kolagenu typu | w hodowlach przestrzennych fibroblastéw powiezi tonowo-cew-
kowej kobiety, prowadzonych na siatkach polipropylenowych w obecnosci estradiolu, estriolu i daidzeiny
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A. Siatka monofilamentowa (SPMM-149)
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N-terminalny propeptyd
kolagenu typu I (ug/ml)

kontrola 17B-estradiol  estriol daidzeina

W 216 godz.  m 144 godz. @ 72 godz.

B. Siatka multifilamentowa (SPM-149)

140

—
N
o

—
o
o

o]
o

[e))
o

N B
OT

N-terminalny propeptyd
kolagenu typu I (ug/ml)

o

kontrola 17B-estradiol  estriol daidzeina

W 216 godz.  m 144 godz. @ 72 godz.

Ryc. 3A-B. Catkowita produkcja N-terminalnego propeptydu kolagenu typu | przez hodowle fibroblastéw powiezi tonowo-cewko-
wej prowadzone na siatkach polipropylenowych w obecnosci 17f3-estradiolu, estriolu i daidzeiny przez 216 godz. eksperymentu

Analizujgc dostepna literature tematu, autorzy ni-
niejszej pracy nie napotkali na badania dotyczace oce-
ny biosyntezy kolagenu typu | przez fibroblasty powiezi
tonowo-cewkowej kobiety namnazajace sie in vitro na
siatkach polipropylenowych stosowanych w urogineko-
logii operacyjnej.

Podobnie jak w badaniach przeprowadzonych
in vivo na materiale zwierzecym przez de Almeide
i wsp. [37] oraz Bogusiewicza i wsp. [38], dotyczacych
zjawiska apozycji wtékien kolagenowych wokét im-
plantowanych do tkanek siatek polipropylenowych,
w opisywanym w niniejszej pracy eksperymencie po-
twierdzono zdolnos¢ fibroblastow powiezi tonowo-cew-
kowejkobiety do biosyntezy kolagenutypulwwarunkach
in vitro. N-terminalny propeptyd kolagenu typu | wykry-
to w mediach hodowlanych zaréwno grupy kontrolnej,
jak i w hodowlach stymulowanych estrogenami prowa-
dzonych na siatkach mono- badz multifilamentowych.

Przeprowadzone przez autoréw tej pracy badania
potwierdzity wczesniejsze obserwacje Clarka i wsp. [31]
dotyczace korzystnego, stymulujacego dziatania estro-
gendw na biosynteze kolagenu typu | przez komorki
tkanki tagcznej miednicy mniejszej kobiety. Podkreslenia
wymaga fakt, ze w opisywanym eksperymencie wyka-
zano stymulujace dziatanie zaréwno silnych, jak i sta-
bych estrogenéw na produkcje PINP przez fibroblasty
powiezi tonowo-cewkowej kobiety. Co ciekawe, autorzy
niniejszej pracy udowodnili, ze stabe estrogeny (estriol,
daidzeina) stymuluja biosynteze N-terminalnego pro-
peptydu kolagenu typu | bardziej niz estradiol, uznany
za najsilniejszy naturalny hormon estrogenowy.

Ta obserwacja potwierdza wyniki badan Moali i wsp.
[21, 22], ktérzy odnotowali korzystne dziatanie terapii
hormonalnej na catkowita zawartos¢ kolagenu typu |
w tkance tacznej tuku sciegnistego powiezi miednicznej.

Odpowied? fibroblastéw dotyczaca biosyntezy kola-
genu typu | po stymulacji estrogenami byta lepiej za-
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znaczona dla siatek monofilamentowych. Po ekspozycji
tych hodowli na estriol i daidzeine odnotowano staty
wzrost biosyntezy kolagenu typu | przez caty okres
trwania doswiadczenia. W hodowlach prowadzonych
w obecnosci siatki mono- i multifilamentowej doda-
nie do medium 17p-estradiolu nie miato tak istotnego
wptywu na biosynteze PINP Wyjasnienie tego faktu jest
trudne. By¢ moze istotny wptyw na to zjawisko ma ar-
chitektura zastosowanej siatki multifilamentowej (Sred-
nica wtokna, konfiguracja przeplotu, gestos¢ weztéw
czy wreszcie charakterystyka biofizyczna protezy).

Z terapeutycznego punktu widzenia najwazniejsza
wydaje sie odpowiedz organizmu dotyczaca proliferacji
i migracji fibroblastéw, pobudzenie ich zdolnosci do bio-
syntezy kolagenu typu | i Ill, biatek macierzy pozakomor-
kowej oraz neoangiogeneza [18, 19, 30, 31]. Idealny graft
nie stymuluje nadmiernej ostrej odpowiedzi zapalnej,
a wspbtczynnik migracji fibroblastéw do makrofagow
przesuniety jest w kierunku dominacji komérek tkanki
tacznej. Stopien inkorporacji siatki przez komérki tkan-
ki tacznej jest proporcjonalny do wielkosci przestrzeni
pomiedzy wtéknami. Siatki o oczkach mniejszych niz 75
um dajg mniej stabilne potgczenia z tkankg gospodarza
ze wzgledu na przewage migracji histiocytow w sto-
sunku do fibroblastow. W przypadku materiatébw mo-
nofilamentowych fibroblasty swobodnie migruja przez
przestrzenie miedzy wtéknami polimeru. Dla graftéow
multifilamentowych apozycja fibroblastow obserwo-
wana jest tylko wzdtuz wtdkien siatki. Siatki , |zejsze”,
monofilamentowe, o duzych przestrzeniach miedzy
wiéknami daja mierna, ale bardziej pozadana odpo-
wiedz tkankowa organizmu przy paradoksalnie lepszej
stabilizacji graftu. Siatki ,ciezkie”, wielowtdkienkowe,
o duzej, chropowatej powierzchni kontaktu z tkankami
gospodarza charakteryzuja sie nadmierng odpowiedzia
tkankowa. Uzyskane przez autoréw niniejszej pracy wy-
niki nie wskazuja jednak na taka zaleznos¢. By¢é moze
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w warunkach in vivo proces wtdknienia, mocniej zazna-
czony dla siatek multifilamentowych, jest stymulowany
przez inne czynniki, np. odpowiedZ zapalng organizmu
typu ,,0koto ciata obcego” na inkorporowany graft.

We wczesniejszych badaniach dotyczacych proliferacji
fibroblastow powiezi tonowo-szyjkowej stymulowanych
estradiolem, estriolem i daidzeing autorzy niniejszej pra-
cy stwierdzili wieksza aktywnos¢ proliferacyjng komorek,
ale jedynie w hodowlach suplementowanych estradiolem
[39]. Ciekawy wiec wydaje sie fakt, ze na biosynteze kola-
genu typu | estriol i daidzeina wywierajg wptyw silniejszy
od zaobserwowanego w hodowlach stymulowanych es-
tradiolem. Bergink i wsp. [40], analizujac zdolnos¢ przy-
taczania estrogenéw do biatka receptorowego w obrebie
tkanek narzadu ptciowego, wykazali dla tkanek pochwy
uzyskanych od kobiet bedacych w okresie menopauzy
wysoka zdolnosé przytaczania estriolu do receptora es-
trogenowego (ER), poréwnywalng z sitg odnotowana dla
17B-estradiolu. Stata dysocjacji kompleksu trytowanego
estriolu z biatkiem receptora estrogenowego byta nie-
znacznie wyzsza w poréwnaniu z odnotowana dla tryto-
wanego estradiolu (4,3 x 107 M vs 4,0 x 107 M). By¢
moze w obrebie pochwy i struktur z nig sasiadujacych
estriol jest steroidem preferencyjnie wigzacym sie z ER,
przez co wptyw wywierany przez ten hormon na, zalezny
od estrogendw, metabolizm kolagenu jest bardziej zazna-
czony.

Literatura dotyczaca wptywu fitoestrogenéw na
biosynteze kolagenu jest uboga, aczkolwiek pojawity
sie doniesienia mowigce o stymulujacym, zaleznym od
dawki, wptywie daidzeiny na zawartos¢ wtdkien kolage-
nowych otaczajgcych komérki tkanki tagcznej [41].

Podsumowujac, rezultaty przeprowadzonych przez
autoréw badan potwierdzaja korzystny wptyw terapii
estrogenami na biosynteze kolagenu u kobiet w okresie
menopauzy operowanych z powodu NM/POP Tego typu
terapia moze optymalizowaé proces gojenia sie rany
pochwy i prowadzi¢ do lepszej stabilizacji implantu po-
lipropylenowego w obrebie struktur miednicy mniejszej
w okresie wczesnej rehabilitacji pooperacyjnej.

Whioski

1. Wykazano zdolnos¢ fibroblastéw powiezi tonowo-
cewkowej do biosyntezy kolagenu typu | w oparciu
0 model przestrzenny hodowli prowadzonej na mono-
i multifilamentowych siatkach polipropylenowych.

2. W przypadku stabych estrogenéw (estriol, daidze-
ina) oraz grupy kontrolnej stezenie PINP w medium
wzrastato od poczatku eksperymentu do 216. godz.
jego trwania, ale tylko na siatkach monofilamento-
wych.

3. Estriol i daidzeina stymulowaty biosynteze kolagenu
typu | silniej niz 17p-estradiol. Dotyczyto to zarow-
no hodowli prowadzonych na siatkach mono-, jak
i multifilamentowych

4. Catkowita produkcja N-terminalnego propeptydu
kolagenu typu | byta wyzsza w hodowlach prowa-
dzonych na siatkach monofilamentowych.

Niniejsza praca zostata wykonana dzieki wspar-
ciu finansowemu uzyskanemu z Ministerstwa Edu-
kacji i Nauki w latach 2005-2008 [Projekt badawczy:
2P0O5E01729 ,Proliferacja, migracja i biosynteza kola-
genu w hodowlach fibroblastéw tkanki tqcznej prze-
pony moczowo-ptciowej kobiety prowadzonych na
biomateriatach chirurgicznych (siatki) stosowanych
w uroginekologii”].

PiSmiennictwo

1. The role of local vaginal estrogen for treatment of vaginal atrophy in
postmenopausal women: 2007 position statement of The North Ameri-
can Menopause Society. Menopause 2007; 14: 355-69.

2. Hextall A, Cardozo L. The role of estrogen supplementation in lower uri-
nary tract dysfunction. Int Urogynecol J Pelvic Floor Dysfunct 2001; 12:
258-61.

3. Hextall A, Bidmead J, Cardozo L, Hooper R. Hormonal influences on the
human female lower urinary tract: a prospective evaluation of the ef-
fects of the menstrual cycle on symptomatology and the results of uro-
dynamic investigation. Neurourol Urodyn 1999; 18: 363-4.

4. Hextall A. Oestrogens and lower urinary tract function. Maturitas 2000;
36: 83-92.

5. Farage M, Maibach H. Lifetime changes in the vulva and vagina. Arch
Gynecol Obstet 2006; 273: 195-202.

6. Robinson D, Cardozo L. The menopause and HRT. Urogenital effects of
hormone therapy. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2003; 17: 91-
104.

7. Robinson D, Cardozo LD. The role of estrogen in female lower urinary
tract dysfunction. Urology 2003; 62: 45-51.

8. Jelovsek JE, Maher C, Barber MD. Pelvic organ prolapse. Lancet 2007;
369: 1027-38.

9. Boyles SH, Weber AM, Meyn L. Procedures for urinary incontinence in
the United States, 1979-1997. Am J Obstet Gynecol 2003; 189: 70-5

10. Luber KM, Boero S, Choe JY. The demographics of pelvic floor disorders:
current observations and future projections. Am J Obstet Gynecol 2001;
184: 1496-501.

11. Olsen AL, Smith VJ, Bergstrom JO, et al. Epidemiology of surgically ma-
naged pelvic organ prolapse and urinary incontinence. Obstet Gynecol
1997; 89: 501-6

12. Karlovsky ME, Thakre AA, Rastinehad A, et al. Biomaterials for pelvic
floor reconstruction. Urology 2005; 66: 469-75.

13. Sentilhes L, Berthier A, Sergent F, et al. Sexual function in women be-
fore and after transvaginal mesh repair for pelvic organ prolapse. Int
Urogynecol J 2008; 19: 763-72.

14. Berrocal J, Clave H, Cosson M, et al. Conceptual advances in the surgical
management of genital prolapse. J Gynecol Obstet Biol Reprod 2004; 33:
577-87.

15. Tomaszewski J, Rechberger T. Materiaty chirurgiczne w uroginekologii
— co nowego? W: Rechberger T (red.). Uroginekologia praktyczna. BiFo-
lium, Lublin 2007; 245-55.

16. Grise P The future of biomaterials in urology. Prog Urol 2002; 12:
1305-9.

17. Fischer A. Prolapse surgery sling biomaterials. Eur Urol Suppl 2002; 1:
29-32.

18. Amid PK, Shulman AG, Lichtenstein IL, Hakakha M. Biomaterials for
abdominal wall hernia surgery and principles of their applications. Lan-
genbecks Arch Chir 1994; 379: 168-71.

19. Deprest J, Claerhout F, Zheng F, et al. Synthetic and biodegradable pro-
stheses in pelvic floor surgery. International Congress Series 2005; 1279:
387-97.

20. Amid PK. Classification of biomaterials and their related complications
in abdominal wall hernia surgery. Hernia 1997; 1: 15-21.

11



PRZEGLAD MENOPAUZALNY 1/2010

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

12

Moalli PA, Talarico LC, Sung VW, et al. Impact of menopause on collagen
subtypes in the arcus tendineous fasciae pelvis. Am J Obstet Gynecol
2004; 190: 620-7.

Moalli PA, Klingensmith WL, Meyn LA, Zyczynski HM. Regulation of ma-
trix metalloproteinase expression by estrogen in fibroblasts that are
derived from the pelvic floor. Am J Obstet Gynecol 2002; 187: 72-9.
Falconer C, Ekman G, Malmstrdm A, Ulmsten U. Decreased collagen syn-
thesis in stress incontinent women. Obstet Gynecol 1994; 84: 583-6.
Holland EFN, Studd JW, Mansell JP, et al. Changes in collagen composi-
tion and cross-links in bone and skin of osteoporotic postmenopausal
women treated with percutaneous estradiol implants. Obstet Gynecol
1994; 83: 180-3.

Jackson S, James M, Abrams P. The effect of estradiol on vaginal collagen
metabolism in postmenopausal women with genuine stress incontinen-
ce. BJOG 2002; 109: 339-44.

Calvin M, Dyson M, Rymer J, Young SR. The effect of ovarian hormone
deficiency on wound contraction in rat model. Br ) Obstet Gynecol 1998;
105: 223-7.

Calvin M. Oestrogens and wound healing. Maturitas 2000; 34: 195-210.
Calvin M. Ovarian hormone deficiency and wound healing. Int Congress
Series 2002; 1229: 179-85.

Sato T, Ito A, Mori Y, et al. Hormonal regulation of collagenolysis in
uterine cervical fibroblasts. Modulation of synthesis of procollagenase,
prostromelysin and tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP) by
progesterone and oestradiol-17 beta. Biochem J 1991; 275: 645-50.
Slayden OD, Hettrich K, Caroll RS, et al. Estrogen enhances cystatin C
expression in the macaque vagina. J Clin Endocrinol Metab 2004; 89:
883-91.

Clark AL, Slayden OD, Hettrich K, Brenner RM. Estrogen increases colla-
gen | and Il MRNA expression in the pelvic support tissues of the rhesus
macaque. Am J Obstet Gynecol 2005; 192: 1523-9.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Ashcroft GS, Mills SJ, Lei K, et al. Estrogen modulates cutaneous wo-
und healing by downregulating macrophage migration inhibitory factor.
J Clin Invest 2003; 111: 1309-18.

Ashcroft GS, Dodsworth J, van Boxtel E, et al. Estrogen accelerates cuta-
neous wound healing associated with an increase in TGF-betal levels.
Nat Med 1997; 3: 1209-15.

Fujimoto J, Hori M, Ichigo S, Tamaya T. Ovarian steroids regulate the
expression of basic fibroblast growth factor and its mRNA in fibroblasts
derived from uterine endometrium. Ann Clin Biochem 1997; 34: 91-6.
Shanker G, Sorci-Thomas M, Adams MR. Estrogen modulates the indu-
cible expression of platelet-derived growth factor mRNA by monocyte/
macrophages. Life Sci 1995; 56: 499-507.

Pirild E, Ramamurthy N, Maisi P, et al. Wound healing in ovariectomized
rats: effects of chemically modified tetracycline (CMT-8) and estrogen
on matrix metalloproteinases -8, -13 and type | collagen expression.
Curr Med Chem 2001; 8: 281-94.

de Almeida SH, Rodrigues MA, Gregbrio E, et al. Influence of sling mate-
rial on inflammation and collagen deposit in an animal model. Int J Urol
2007; 14: 1040-3.

Bogusiewicz M, Wrébel A, Jankiewicz K, et al. Collagen deposition aro-
und polypropylene tapes implants in the rectus fascia of female rats.
Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2006; 124: 106-9.

Tomaszewski J, Adamiak A, Skorupski P i wsp. Wptyw 17beta-estradio-
lu i fitoestrogenu daidzeiny na aktywnos¢ proliferacyjng fibroblastéw
powiezi tonowo-szyjkowej i skéry uzyskanych od kobiet operowanych
z powodu wysitkowego nietrzymania moczu. Ginekol Pol 2003; 10:
1410-4.

Bergink EW, Kloosterboer HJ, van der Vies J. Oestrogen binding proteins
in the female genital tract. J Steroid Biochem 1984; 20:1057-60.
Huang, Pan L, Xia X, et al. Long-term effects of phytoestrogen daidzein
on penile cavernosal structures in adult rats. Urology 2008; 72: 220-4.



