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	 Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy była ocena wpływu estrogenów (17beta-estradiolu, estriolu, daidzeiny) oraz antyestrogenu 
(tamoxifenu) na biosyntezę kolagenu typu III przez fibroblasty powięzi łonowo-cewkowej w warunkach hodowli 
prowadzonych na siatkach polipropylenowych o różnych charakterystykach dotyczących architektury i struktury 
implantu.
Materiał i metoda: Fibroblasty uzyskano z fragmentu powięzi łonowo-cewkowej i namnażano w hodowli. Tak 
otrzymane komórki linii V-31 zamrażano w ciekłym azocie i przechowywano. Do eksperymentu użyto siatek: 
SPMM-149: siatka monofilamentowa, polipropylenowa AUTOSUTURE SURGIPROMESH oraz SPM-149: siatka 
multifilamentowa, polipropylenowa AUTOSUTURE SURGIPROMESH. Na siatki nałożono fibroblasty linii V-31 
i poddano działaniu 17β-estradiolu, estriolu, daidzeiny (fitoestrogen) oraz tamoksifenu. Ocenę wzrostu komórek 
przeprowadzano w mikroskopie świetlnym. W medium oznaczono radioimmunologicznie obecność całkowitego 
N-terminalnego propeptydu kolagenu typu III. Uzyskane wyniki badań poddano analizie statystycznej. 
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Wstęp
Polipropylenowe	siatki	i	taśmy	mono	lub	multifilamentowe	

są	od	lat	stosowane	w	uroginekologii	operacyjnej.	Techniki	za-
biegowe	oparte	na	implantacji	graftów	syntetycznych	pozwalają	
uzyskać	długotrwały	sukces	terapeutyczny	zarówno	u	pacjentek	
cierpiących	na	wysiłkową	lub	mieszaną	postać	nietrzymania	mo-
czu	(NM),	jak	i	u	kobiet	z	zaawansowanym	klinicznie	defektem	
statyki	narządu	płciowego	(POP)	[1,	2].

Na	rynku	materiałów	chirurgicznych	stosowanych	w	zabie-
gach	uroginekologicznych	dostępne	są	implanty	o	różnych	właś-
ciwościach	strukturalnych,	co	potencjalnie	może	mieć	wpływ	na	
ich	zastosowanie	w	praktyce	klinicznej.	Fibroblasty,	macierz	ko-
lagenowa	oraz	naczynia	krwionośne	przerastają	układ	przestrzen-
ny	jaki	 tworzy	siatka/taśma/płat	kolagenowy	już	we	wczesnym	
okresie	gojenia,	co	w	konsekwencji	prowadzi	do	wytworzenia	de 
novo	trwałej	struktury	zawieszająco-podpierającej.	W	ten	sposób	
zostają	 odtworzone	 lub	wzmocnione	 uszkodzone	więzadła	 lub	
powięzie.	Siatka/taśma	polipropylenowa	z	jednej	strony	stanowi	
podparcie	dla	struktur	łącznotkankowo-mięśniowych	i	narządów	
miednicy	mniejszej,	a	z	drugiej	strony	jest	czynnikiem	inicjują-
cym	wzmożoną	produkcję	autologicznej	tkanki	łącznej.	

Biosynteza	 kolagenu,	 nasilenie	 reakcji	 włóknienia,	 a	 co	
za	 tym	 idzie	 wytrzymałość	 biomechaniczna	 inkorporowanego	
graftu,	zależy	od	rodzaju	polimeru,	średnicy	włókna,	typu	utkania	
(monofilamentowe,	 multifilamentowe),	 konfiguracji	 przeplotu	
lub	gęstości	węzłów,	gramatury	(g/m2)	oraz	struktury	powierzchni	
implantu	(tekstura).	Siatki	„lżejsze”,	monofilamentowe,	o	dużych	
przestrzeniach	 pomiędzy	 włóknami	 dają	 mierną,	 ale	 bardziej	
pożądaną	 odpowiedź	 tkankową	 organizmu,	 przy	 paradoksalnie	
lepszej	 stabilizacji	 graftu.	 Siatki	 „ciężkie”,	wielowłókienkowe,	
sztywne	 i	 mniej	 elastyczne,	 o	 dużej	 chropowatej	 powierzchni	
kontaktu	 z	 tkankami	 gospodarza	 charakteryzują	 się	 nadmierną	
odpowiedzią	tkankową,	zarówno	dotyczącą	odczynu	włóknienia	
jak	i	reakcji	zapalnej	oraz	ryzyka	infekcji	wymagającej	usunięcia	
graftu	[1-7].

Hipoestrogenizm	 zaburza	 mechanizmy	 kontrolujące	
metabolizm	 kolagenu	 u	 kobiet.	 Konsekwencją	 przewlekłego	
niedoboru	 estrogenów	 jest	 zmniejszenie	 wytrzymałości	
biomechanicznej	 struktur	 łącznotkankowo-mięśniowych	
tworzących	przeponę	moczowo-płciową	oraz	wydłużony	okres	
gojenia	 rany	 pooperacyjnej.	 Estrogeny	 podawane	 systemowo/
miejscowo	mogą	regulować	metabolizm	kolagenu	w	komórkach	

Wyniki: Wykazano zdolność fibroblastów powięzi łonowo-cewkowej do biosyntezy kolagenu typu III. Dla 17 
β-estradiolu i tamoksifenu odnotowano najwyższe stężenie N-terminalnego propeptydu kolagenu typu III (PIIINP) 
w ciągu pierwszych 72 godzin hodowli prowadzonych na siatkach monofilamentowych. W przypadku siatki 
multifilamentowej stężenie PIIINP rosło do 144 godziny eksperymentu. W przypadku słabych estrogenów (estriol, 
daidzeina) stężenie PIIINP w medium wzrastało do 144 godziny eksperymentu zarówno w hodowlach na siatkach 
mono jak  i multifilamentowych. Jedynie dla hodowli prowadzonych na siatkach monofilamentowych w obecności 
estriolu wykazano wzrost biosyntezy kolagenu typu III przez cały okres trwania doświadczenia.  
Wnioski: Rezultaty naszych badań potwierdzają korzystny wpływ terapii estrogenami na biosyntezę kolagenu typu 
III u kobiet w okresie menopauzy operowanych z powodu NM/POP. Tego typu terapia może optymalizować proces 
gojenia się rany pochwy i prowadzić do lepszej stabilizacji implantu polipropylenowego w obrębie struktur miednicy 
mniejszej w okresie wczesnej rehabilitacji pooperacyjnej.  

 Słowa kluczowe: wysiłkowe nietrzymanie moczu / fibroblasty / biosynteza kolagenu /
       / estrogeny / tamoksifen /  

	 Abstract
Aim: Surgical procedures using synthetic implants are currently considered as the most efficient therapy for stress 
urinary incontinence (SUI) and pelvic organ prolapse (POP). Insertion of the tape or mesh causes enhanced collagen 
synthesis that largely affects the biomechanical property of the implant. This process is significantly modulated by 
estrogens and improper wound healing and treatment failure may result in hypoestrogenism. The aim of the study 
was to assess the rate of collagen type III synthesis by pubocervical fascia fibroblasts cultured with polypropylene 
meshes in the presence of estrogens and tamoxifen. 
Material and Methods: Fibroblasts were obtained from pubo-cervical fascia sampled from a 52-year-old pre-
menopausal woman who underwent surgical treatment for SUI and cultured with monofilament or multifilament 
polypropylene meshes in the presence of 17β-estradiol, estriol, daidzein or tamoxifen. The cultures were run for 
216hr and the media were replaced every 72hr. N-terminal propeptide of type III procollagen (PIIINP) was used 
as a marker of collagen type III synthesis. Its concentration in the media was measured by radioimmunoassay. 
Pubocervical fascia fibroblast cultured with monofilament or multifilament meshes are capable of collagen type III 
synthesis. Following treatment with estradiol or tamoxifen, the highest PIIINP concentrations were observed after 
72hr, whereas in case of estriol, daidzein or no treatment after 144hr of culture, regardless of the type of mesh 
used. 
Results: Only in cultures containing monofilament mesh and stimulated with estriol the high rate of collagen type 
III synthesis persisted until the end of the experiment. Paradoxically, the highest total production of PIIINP was 
observed in culture treated with tamoxifen, both for multifilament and monofilament meshes. 
Conclusion: The rate of collagen type III synthesis by pubocervical fascia fibroblast cultured with polypropylene 
meshes is subjected to modulation by estrogens and antiestrogens.

 Key words: stress urinary incontinence / fibroblasts / collagen biosynthesis / 
         / estrogens / tamoxifen / 
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tkanki	 łącznej	 układu	 zawieszająco-podpierającego	 narząd	
płciowy,	odpowiadając	między	innymi	za	zwiększenie	zawartości	
kolagenu	 włókienkowego,	 białek	 macierzy	 pozakomórkowej	
w	 tkance	 łącznej	 okołocewkowej	 czy	 ekspresję	 cystatyny	
C	 w	 fibroblastach	 oraz	 komórkach	 mięśniowych	 gładkich	
pochwy	–	białka	będącego	 inhibitorem	proteinazy	cysteinowej,	
enzymu	 odgrywającego	 istotną	 rolę	 w	 przebudowie	 macierzy	
pozakomórkowej.	 Wysoka	 zawartość	 cystatyny	 C	 zwiększa	
wytrzymałość	 biomechaniczną	 pochwy	 i	 może	 opóźniać	
wystąpienie	 lub	 łagodzić	 stopień	 nasilenia	 zaburzeń	 statyki	
pochwy	i	podparcia	cewki	moczowej	[8-25].	

Z	roku	na	rok	wzrasta	w	naszym	kraju	liczba	operacji	z	za-
stosowaniem	syntetycznych	materiałów	chirurgicznych	wykony-
wanych	u	kobiet	cierpiących	na	NM/POP.	

Odsetek	 pacjentek	 u	 których	 dojdzie	 do	 ekstruzji	 lub	 ero-
zji	 taśmy/siatki	we	wczesnym	 lub	 odległym	 czasie	 po	 zabiegu	
uroginekologicznym	dochodzi	nawet	do	10-13%	operowanych.	
Optymalizacja	postępowania	medycznego	i	właściwe	przygoto-
wanie	przedoperacyjne	oraz	postępowanie	pooperacyjne,	zarów-
no	wczesne	jak	i	późne,	może	przynieść	wymierne	korzyści	doty-
czące	zmniejszenia	liczby	powikłań	związanych	z	nietolerancją	
lub	odrzutem	siatki	implantowanej	do	struktur	miednicy	mniej-
szej.	Co	więcej,	dobra	stabilizacja	implantu	we	wczesnym	okre-
sie	 rehabilitacji	 pooperacyjnej	 zmniejsza	 ryzyko	 nawrotu	NM/
POP	a	właściwe	przerastania	graftu	przez	tkankę	łączną	zwiększa	
wytrzymałość	wytworzonej	chirurgicznie	struktury	zabezpiecza-
jącej	statykę	narządu	płciowego.	

Cel	pracy
Celem	pracy	była	ocena	wpływu	estrogenów	(17beta-estra-

diolu,	 estriolu,	 daidzeiny)	 oraz	 antyestrogenu	 (tamoxifenu)	 na	
biosyntezę	kolagenu	 typu	 III	przez	fibroblasty	powięzi	 łonowo
-cewkowej	 w	 warunkach	 hodowli	 prowadzonych	 na	 siatkach	
polipropylenowych	 o	 różnych	 charakterystykach	 dotyczących	
architektury	i	struktury	implantu.	

Materiał	i	metodyka
Wyprowadzenie linii komórkowej V-31.

Fragment	 powięzi	 łonowo-cewkowej	 o	 wym.	 0,5x0,5cm	
pobrano	 od	 52	 letniej	 niemiesiączkującej	 kobiety	 operowanej	
z	 powodu	NM/POP	w	 stopniu	POPQ	 IIA/IP.	Uzyskaną	 tkankę	
natychmiast	 umieszczono	 w	 buforze	 fosforanowym	 (PBS)	
suplementowanym	 jonami	 Ca2+ i Mg2+ oraz	 antybiotykami:	
penicyliną	 (100j/ml)	 i	 streptomycyną	 (100μg/ml).	 Tkankę	
rozdrobniono	 mechanicznie	 a	 uzyskane	 skrawki	 zawieszano	
w	 podłożu	 hodowlanym	 (DMEM	D5921,	 Sigma)	 z	 dodatkiem	
10%	 płodowej	 surowicy	 cielęcej	 (F9665,	 Sigma).	 Fibroblasty	
namnażano	 w	 butelkach	 umieszczanych	 w	 inkubatorze	
zapewniającym	 stabilną	 temperaturę	 (37oC)	 oraz	 wilgotną	
atmosferę	 95%	 powietrza	 i	 5%	 CO2.	 Hodowlę	 prowadzono	
aż	 do	 całkowitego	 pokrycia	 powierzchni	 butelki	 hodowlanej	
przez	namnażające	się	fibroblasty.	Tak	otrzymane	komórki	linii	
V-31	 zamrażano	w	 ciekłym	 azocie	 i	 przechowywano	w	 banku	
hodowli.	

Przygotowywanie hodowli fibroblastów do eksperymentu 
z użyciem siatek polipropylenowych.

Komórki	 linii	 V-31	 przechowywane	 w	 ciekłym	 azocie	
w	 banku	 hodowli	 rozmrażano	 w	 łaźni	 wodnej	 o	 temperaturze	

37oC.	Następnie	zawiesinę	komórek	przenoszono	do	plastikowych	
butelek	hodowlanych	z	podłożem	hodowlanym	podgrzanym	do	
temp.	37oC.	Komórki	inkubowano	w	inkubatorze	w	temperaturze	
37oC	z	przepływem	5%	CO2.	Następnego	dnia	zmieniano	podłoże	
na	 świeże	 w	 celu	 usunięcia	 toksycznego	 DMSO.	 Komórki	
hodowano	 aż	 do	 uzyskania	 jednolitej	 warstwy	 (monolayer).	
Po	 namnożeniu	 komórek,	 hodowlę	 płukano	 PBS	 bez	 jonów	
Ca2+ i Mg2+	 i	 poddawano	 działaniu	 0,25%	 trypsyny	 +	 EDTA	
w	celu	otrzymania	zawiesiny	komórek	potrzebnej	do	założenia	
eksperymentu.

Przestrzenne hodowle fibroblastów powięzi łonowo-cewkowej 
na taśmach polipropylenowych. 

Taśmy	polipropylenowe	cięto	na	okrągłe	fragmenty	o	śred-
nicy	 1,5cm	 w	 sterylnych	 warunkach.	 Do	 eksperymentu	 użyto	
siatek:

SPMM-149:	 siatka	 monofilamentowa,	 polipropylenowa	•	
AUTOSUTURE	SURGIPROMESH	(Covidien	Polska).
SPM-149:	 siatka	 multifilamentowa,	 polipropylenowa	•	
AUTOSUTURE	SURGIPROMESH	(Covidien	Polska).

Szczegółowe	 parametry	 użytych	 siatek	 przedstawiono	
w	tabeli	I.	

Przed	 założeniem	 hodowli	 fragmenty	 taśm	 poddawano	
stabilizacji	 w	 podłożu	 hodowlanym	 z	 dodatkiem	 10%	
FBS	 w	 temperaturze	 37oC	 przez	 2	 dni.	 Tak	 przygotowane	
fragmenty	 taśm	 przyklejano	 do	 dna	 płytki	 hodowlanej	 (płytki	
24-dołkowe,	Nunc)	 przy	 użyciu	 jałowego	 smaru	 silikonowego	
lub	 przytwierdzano	 sterylnym	 plastikowym	 zaciskiem	
pierścieniowym.	 Dołki	 z	 taśmami	 dwukrotnie	 inokulowano	
hodowlą	fibroblastów	w	 ilości	 1x106,	w	dniu	 rozpoczęcia	 oraz	
po	48	godzinach	hodowli.	Hodowle	prowadzono	w	temperaturze	
37oC	w	inkubatorze	z	przepływem	5%	CO2	przez	okres	2	tygodni	
i	poddano	działaniu	substancji	badanych	w	stężeniu	10μM/ml:

estrogenów:•	
17β-estradiolu,	
estriolu,	
daidzeiny	(fitoestrogen),	

oraz	antyestrogenu	-	tamoxifenu.•	
Dla	 stężenia	 10μM,	 wybranego	 z	 8	 użytych	 stężeń	 (od	

10-12,	 10-9,	 10-6	 ,	 1,	 5,	 10,	 25μM)	 uzyskano	 w	 doświadczeniu	
przedwstępnym	opartym	na	modelu	oceny	ruchliwości	komórek	
(wound assay)	 najbardziej	 powtarzalną	 zdolność	 migracji	
fibroblastów	na	wykonaną	w	warstwie	rosnących	komórek	rysę,	
stanowiącą	domyślną	„ranę”.	

Właściwy	eksperyment	został	poprzedzony	doświadczeniem	
mającym	na	celu	potwierdzenie	zdolności	fibroblastów	powięzi	
łonowo-cewkowej	do	migracji	na	siatki	mono	i	multifilamentowe	
in vitro.	(Rycina	1).

Wszystkie	 hodowle	 wyprowadzono	 z	 linii	 V-31.	 Podłoże	
hodowlane	 zmieniano	 co	 72	 godziny.	Ocenę	wzrostu	 komórek	
przeprowadzano	w	sposób	jakościowy	w	mikroskopie	świetlnym.	
W	czasie	hodowli	trzykrotnie	zbierano	podłoże	hodowlane	znad	
taśm	 zasiedlonych	 fibroblastami	 powięzi	 łonowo-cewkowej.	
Zebrane	 medium	 hodowlane	 zamrażano	 i	 przechowywano	
w	temperaturze	-70oC,	a	następnie	poddano	radioimmunologicznej	
ocenie	 na	 obecność	 całkowitego	 N-terminalnego	 propeptydu	
kolagenu	typu	III	przy	użyciu	zestawu	radioimmunologicznego	
UNIQ	 PIIINP	 (Orion	 Diagnostica,	 Finlandia),	 zgodnie	 ze	
standardem	metody.
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Uzyskane	 wyniki	 badań	 poddano	 analizie	 statystycznej.	
Wartości	parametrów	mierzalnych	przedstawiono	przy	pomocy	
średniej	i	odchylenia	standardowego.	Do	oceny	różnic	pomiędzy	
zmiennymi	 zastosowano	 nieparametryczny	 test	 U	 Manna-
Whitneya.	 Przyjęto	 poziom	 istotności	 p<0,05	 za	 wskazujący	
na	 istotne	 różnice	 statystyczne	pomiędzy	ocenianymi	grupami.	
Analizę	 statystyczną	 przeprowadzono	 w	 oparciu	 o	 program	
STATISTICA	8.0	(StatSoft,	Polska).

Wyniki
Wykazano	zdolność	fibroblastów	powięzi	łonowo-cewkowej	

do	biosyntezy	kolagenu	typu	III	in vitro	w	obecności	polipropyle-
nowych	siatek	mono	i	multifilamentowych.	(Rycina	2).	

Uwalnianie	 N-terminalnego	 propeptydu	 kolagenu	 typu	 III	
w	 hodowlach	 prowadzonych	 na	 siatkach	 multifilamentowych	
było	wyższe	jedynie	przez	pierwsze	72	godziny	hodowli	w	gru-
pie	 kontrolnej	 oraz	 w	 144	 godzinie	 hodowli	 z	 dodatkiem	 17	
β-estradiolu,	estriolu	i	tamoksifenu.	We	wszystkich	pozostałych	
grupach	oraz	przedziałach	czasowych	wykazano	wyższe	stężenie	
PIIINP	w	supernatantach	uzyskanych	z	nad	hodowli	fibroblastów	
prowadzonych	na	siatkach	monofilamentowych.	(Tabela	II).

W	odniesieniu	 do	 grupy	 kontrolnej,	 po	 72	 godzinach	 eks-
perymentu	 w	 hodowlach	 na	 siatkach	 multifilamentowych	 nie	
wykazano	 istotnych	 różnic	 dotyczących	 biosyntezy	 kolagenu	
typu	III	przez	fibroblasty	hodowane	w	obecności	17	β-estradiolu.	
W	hodowlach	z	użyciem	siatek	monofilamentowych	nie	wyka-
zano	różnic	w	stężeniu	PIIINP	pomiędzy	kulturami	fibroblastów	
traktowanymi	17	β-estradiolem	w	porównaniu	do	komórek	sty-
mulowanych	daidzeiną	lub	tamoksifenem.	

Podobnie,	 nie	 odnotowano	 zmian	 w	 stężeniu	 PIIINP	
w	medium	z	nad	hodowli	z	dodatkiem	daidzeiny	i	tamoksifenu.	

W	 144	 godzinie	 doświadczenia	 nie	 stwierdzono	 różnic	
w	 biosyntezie	 kolagenu	 typu	 III	 w	 hodowlach	 na	 siatkach	
multifilamentowych	 z	 dodatkiem	 17	 β-estradiolu,	 estriolu	 oraz	
daidzeiny	w	porównaniu	do	fibroblastów	z	grupy	kontrolnej.	

Nie	 wykazano	 istotnych	 różnic	 w	 stężeniu	 PIIINP	
pomiędzy	 hodowlami	 z	 dodatkiem	 estrogenów.	 Biosynteza	
PIIINP	w	hodowlach	z	dodatkiem	tamoksifenu	była	zbliżona	do	
odnotowanej	dla	estradiolu.	

W	 hodowlach	 na	 siatkach	 monofilamentowych	 nie	
stwierdzono	 istotnych	 różnic	 statystycznych	 dotyczących	
biosyntezy	kolagenu	typu	III	jedynie	w	przypadku	fibroblastów	
traktowanych	tamoksifenem.	

Po	 216	 godzinach	 hodowli	 odnotowano	 wyższe	 stężenie	
PIIINP	 we	 wszystkich	 hodowlach	 prowadzonych	 na	 siatkach	
monofilamentowych.	 Za	 wyjątkiem	 hodowli	 prowadzonej	 na	
siatkach	 monofilamentowych	 w	 obecności	 estriolu,	 stężenie	
PIIINP	 w	 analizowanych	 grupach	 istotnie	 się	 zmniejszyło	
w	 porównaniu	 do	 wyjściowych	 wartości	 z	 72	 godziny	
eksperymentu.	Dotyczyło	to	wszystkich	hodowli	prowadzonych	
na	siatkach	multifilamentowych	a	dla	siatek	monofilamentowych	
grupy	 kontrolnej	 oraz	 grupy	 traktowanej	 17	 β-estradiolem,	
daidzeiną	i	tamoksifenem.	(Tabela	III).

Całkowite	uwalnianie	N-terminalnego	propeptydu	kolagenu	
typu	III	była	najwyższa	dla	hodowli	prowadzonych	w	obecności	
tamoksifenu.	Dotyczyło	to	zarówno	siatek	mono	jak	i	multifila-
mentowych.	(Rycina	3).

 
Rycina 1. Komórki fibroblastów rosnące na siatkach polipropylenowych. Barwienie DIO3(6) (3,3’ Dihexyloxacorbo-cyanine iodide)/10 min. w ciemni.  
Zdjęcia wykonano mikroskopem konfokalnym (LSM-5, Pascal, Zeiss, Germany) przy długości fali 514nm. Powiększenia: a) i b) x 50, c) x 100 . 
 

a b c

 
Tabela I. Parametry siatek SURGIMESH SPMM-149 oraz SPM-149 użytych w doświadczeniu. 
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Dyskusja
W	 świetle	 reguł	 medycyny	 opartej	 na	 faktach	 (Evidence 

Based Medicine) aktualna	 wiedza	 dotycząca	 roli	 estrogenów	
w	mechanizmach	 regulujących	biosyntezę	kolagenu	w	 struktu-
rach	miednicy	mniejszej	kobiety	dostarcza	nam	niejednoznacz-
nych	 lub	wręcz	 sprzecznych	 informacji.	 Znikoma	 ilość	 dobrze	
zaprogramowanych	badań	nie	pozwala	w	chwili	obecnej	na	jed-
noznaczne	potwierdzenie	lub	zanegowanie	ich	rzeczywistej	uży-
teczności	klinicznej	w	uroginekologii.

Analizując	 dostępną	 literaturę	 tematu	 nie	 napotkaliśmy	na	
badania	dotyczące	oceny	biosyntezy	kolagenu	typu	III	przez	fi-
broblasty	powięzi	łonowo-cewkowej	kobiety	namnażające	się	in	
vitro	na	siatkach	polipropylenowych	stosowanych	w	urogineko-
logii	operacyjnej.	

Estrogeny	 poprzez	 wpływ	 na	 aktywność	 kolagenolityczną	
komórek	tkanki	łącznej	biorą	udział	w	fazie	gojenia	rany	popera-
cyjnej.	Sterydy	te	zmniejszają	aktywność	kolagenolityczną	me-
taloproteinaz	oraz	stymulują	biosyntezę	tkankowych	inhibitorów	
metaloproteinaz	 przez	 co	 zwiększają	 obrót	metaboliczny	 kola-
genu	w	 obrębie	miednicy	mniejszej	 [20-23].	Utracie	 „starego”	
kolagenu	 towarzyszy	 wzrost	 biosyntezy	 „młodego”	 kolagenu	
mierzony	 zwiększeniem	 stężenia	 niedojrzałych	wiązań	 krzyżo-
wych	 kolagenu:	 hydroksylizynonorluecynowych	 oraz	 hydrok-
sylizynoketonorleucynowych	 [16-18]. Moali	 i	wsp.	odnotowali	
zmniejszenie	 całkowitej	 zwartości	 kolagenu	 typu	 I	w	 stosunku	
do	kolagenu	typu	III	i	V	aż	o	75%	w	tkance	łącznej	łuku	ścięg-
nistego	powięzi	miednicznej,	ale	tylko	u	kobiet	nie	stosujących	
hormonalnej	terapii	substytucyjnej	[16].	

Tabela II. Stężenie N-końcowego propeptydu prokolagenu typu III (PIIINP) w hodowlach fibroblastów powięzi łonowo-cewkowej prowadzonych na polipropylenowych siatkach 
multi i monofilamentowych. 

 
Rycina 2. Stężenie N-terminalnego propeptydu kolagenu typu III w 
hodowlach przestrzennych fibroblastów powięzi łonowo-cewkowej kobiety 
prowadzonych na siatkach polipropylenowych w obecności estradiolu, 
estriolu, daidzeiny i tamoksifenu.
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Tabela III. Różnice w stężeniu PIIINP w medium z nad hodowli komórkowych prowadzonych na siatkach mono i multifilamentowych  
po 72 (A), 144 (B)  oraz 216 (C)  godzinach eksperymentu. 
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Clark	i	wsp.wykazała,	że	u	naczelnych	estradiol	stymulował	
w	 łącznotkankowym	aparacie	 zawieszającym	ekspresję	mRNA	
dla	I	i	III	typu	kolagenu	[25].

Na	 modelu	 zwierzęcym	 wykazano,	 że	 estrogeny	 optyma-
lizują	 proces	 gojenia	 się	 rany	 pooperacyjnej	 hamując	migrację	
oraz	 uwalnianie	 przez	 granulocyty	 obojętnochłonne/makrofagi	 
cytokin	 o	 działaniu	 prozapalnym	 (czynnik	 hamujący	 migra-
cję	 makrofagów	 –	 MIF,	 czynnik	 martwicy	 guza	 α	 –	 TNF-α)	 
i	elastazy	–	enzymu	degradującego	białka	macierzy	pozakomór-
kowej.	Z	drugiej	strony	estrogeny	zwiększają	zawartość	kolagenu	
typu	I	w	skórze,	co	zwiększa	wytrzymałość	biomechaniczną	rany	
pooperacyjnej.	Estradiol	stymuluje	biosyntezę	transformującego	
czynnika	 wzrostu,	 czynnika	 wzrostu	 fibroblastów	 oraz	 płytko-
wego	czynnika	wzrostu	przez	monocyty	 i	makrofagi.	Białka	 te	
są	uznanymi	czynnikami	mitogennymi	dla	fibroblastów	i	stymu-
lują	 ich	 proliferację,	migrację	 oraz	 biosyntezę	 białek	macierzy	 
pozakomórkowej.	 Proces	 ten	 odpowiada	 za	 wytworzenie	 
ziarniny	i	zamykanie	się	brzegów	rany	[26-30].	

Podobnie	do	wyników	badań	przeprowadzonych	in vivo na 
materiale	zwierzęcym	przez	de	Almeidę	i	wsp.	[31]	oraz	Bogu-
siewicza	i	wsp.	[6]	a	dotyczących	zjawiska	apozycji	włókien	ko-
lagenowych	wokół	 implantowanych	 siatek	 polipropylenowych,	
w	naszym	eksperymencie	potwierdziliśmy	zdolność	fibroblastów	
powięzi	 łonowo-cewkowej	 kobiety	 do	 biosyntezy	 kolagenu	 in 
vitro,	 co	 udokumentowaliśmy	wykryciem	N-terminalnego	 pro-
peptydu	kolagenu	typu	III	w	mediach	hodowlanych.	

Zjawisko	to	odnotowano	zarówno	dla	grupy	kontrolnej	jak	
i	w	hodowlach	prowadzonych	na	siatkach	mono	jak	i	multifila-
mentowych.	Biosynteza	kolagenu	typu	III	przez	fibroblasty	po-
więzi	 łonowo-cewkowej	 grupy	kontrolnej	 była	 istotnie	wyższa	
w	 obecności	 implantu	 multifilamentowego	 dla	 pierwszych	 72	
godzin	doświadczenia.	

Dopiero	w	9	dobie	eksperymentu	efekt	ten	był	wyraźniej	za-
znaczony	dla	hodowli	z	użyciem	materiałów	opartych	na	włók-
nach	monofilamentowych.	

Odpowiedź	 fibroblastów	 dotycząca	 biosyntezy	 kolagenu	
typu	III	po	stymulacji	estrogenami,	daidzeiną	oraz	tamoksifenem	
wydaje	 się	 być	 bardziej	 zaznaczona	 dla	 siatek	monofilamento-
wych.	Po	ekspozycji	 tych	hodowli	na	17	β-estradiol,	daidzeinę	
i	 tamoksifen	 odnotowano	wzrost	 biosyntezy	 kolagenu	 typu	 III	
w	okresie	pierwszych	72h	badania.	Daidzeina	stymulowała	pro-
dukcję	kolagenu	nawet	przez	okres	pierwszych	6	dni	doświad-
czenia.	Takiego	efektu	nie	potwierdzono	dla	17	β-estradiolu	i	ta-
moksifenu.	Estriol	powodował	istotny	wzrost	uwalniania	PIIINP	
przez	hodowane	fibroblasty	dopiero	po	9	dniach	stymulacji.	

W	hodowlach	w	obecności	siatki	multifilamentowej	dodanie	
do	 medium	 17	 β-estradiolu	 nie	 miało	 istotnego	 wpływu	 na	
biosyntezę	 kolagenu	 typu	 III.	 Fibroblasty	 namnażające	 się	 na	
siatkach	 multifilamentowych	 w	 medium	 z	 obecnością	 estriolu	
i	 tamoksifenu	 uwalniały	 więcej	 PIIINP	 dopiero	 po	 6	 dobach	
eksperymentu,	 a	 dla	 hodowli	 z	 daidzeiną,	 aż	 po	 9	 dniach	
doświadczenia.	

W	 naszych	 wcześniejszych	 badaniach	 dotyczących	 proli-
feracji	fibroblastów	powięzi	 łonowo-szyjkowej	 stymulowanych	
estradiolem	i	daidzeiną	stwierdziliśmy	większą	aktywność	pro-
liferacyjną	komórek	ale	jedynie	w	hodowlach	z	suplementowa-
nych	 estradiolem	 [32].	Ciekawym	więc	wydaje	 się	 fakt,	 że	 na	
biosyntezę	kolagenu	 typu	III	daidzeina	wywiera	efekt	zbliżony	
do	zaobserwowanego	po	podaniu	estradiolu.	Literatura	dotyczą-
ca	wpływu	 fitoestrogenów	 na	 biosyntezę	 kolagenu	 jest	 uboga,	
aczkolwiek	pojawiły	się	doniesienia	mówiące	o	stymulującym,	
zależnym	 od	 dawki,	 wpływie	 daidzeiny	 na	 zawartość	włókien	
kolagenowych	w	tkankach	[33].	

 
Rycina 3. Całkowita produkcja N-terminalnego propeptydu kolagenu typu III przez  hodowle fibroblastów powięzi łonowo-cewkowej prowadzone  
na siatkach polipropylenowych w obecności estradiolu, estriolu, daidzeiny i tamoksifenu przez okres 216 godzin eksperymentu.
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Interesująca	jest	obserwacja	dotycząca	wpływu	tamoksifenu	
na	zwiększenie	biosyntezy	kolagenu	typu	III.	Najprawdopodob-
niej	obserwujemy	tu	paradoksalny	efekt	związany	ze	zjawiskiem	
słabego,	estrogenopodobnego	działania	tamoksifenu	na	fibrobla-
sty	 tkanki	 łącznej,	 który	 został	 potwierdzony	 także	 dla	 innych	
selektywnych	modulatorów	 receptora	 estrogenowego	 (SERM).	
Stymulujący	wpływ	raloksifenu	na	syntezę	kolagenu	wykazano	
w	hodowlach	fibroblastów	skóry	 [34].	Z	drugiej	 strony	 tamok-
sifen	znajduje	zastosowanie	 jako	 lek	hamujący	procesy	 idiopa-
tycznego	 włóknienia	 zaotrzewnowego	 [35],	 czy	 nadmiernego	
bliznowacenia	ran	[36].	Najprawdopodobniej	tak	różny	od	ocze-
kiwanego	wynik	działania	 tamoksifenu	zależy	od	zastosowanej	
dawki	i	długości	stosowania	leku	i	potwierdza	naszą	dotychcza-
sową	wiedzę	dotyczącą	często	nieprzewidywalnego	działania	an-
tyestrogenów	w	komórkach	narządów	docelowych	na	poziomie	
biomolekularnym	[37].

Wnioski
Wykazano	 zdolność	 fibroblastów	 powięzi	 łonowo-cew-1.	
kowej	do	biosyntezy	kolagenu	typu	III	w	oparciu	o	model	
przestrzenny	hodowli	prowadzonej	na	mono	i	multifila-
mentowych	siatkach	polipropylenowych.	
Dla	17	β-estradiolu	i	tamoksifenu	odnotowano	najwyższe	2.	
stężenie	 N-terminalnego	 propeptydu	 kolagenu	 typu	 III	
w	ciągu	pierwszych	72	godzin	hodowli	prowadzonych	na	
siatkach	monofilamentowych.	W	przypadku	siatki	multi-
filamentowej	stężenie	PIIINP	rosło	do	144	godziny	eks-
perymentu.	
W	 przypadku	 słabych	 estrogenów	 (estriol,	 daidzeina)	3.	
stężenie	 PIIINP	 w	 medium	 wzrastało	 do	 144	 godziny	
eksperymentu	zarówno	w	hodowlach	na	 siatkach	mono	
jak	i	multifilamentowych.	Podobny	trend	odnotowano	dla	
hodowli	prowadzonych	na	siatkach	multifilamentowych	
w	obecności	tamoksifenu.	
Jedynie	 dla	 hodowli	 prowadzonych	 na	 siatkach	 mono-4.	
filamentowych	 w	 obecności	 estriolu	 wykazano	 wzrost	
biosyntezy	 kolagenu	 typu	 III	 przez	 cały	 okres	 trwania	
doświadczenia.	
Całkowita	 produkcja	 N-terminalnego	 propeptydu	 kola-5.	
genu	typu	III	była	najwyższa	dla	hodowli	prowadzonych	
w	obecności	tamoksifenu	zarówno	w	hodowlach	fibrobla-
stów	prowadzonych	na	siatkach	mono	jak	i	multifilamen-
towych.

Niniejsza praca została wykonana dzięki wsparciu finansowemu 
uzyskanemu z Ministerstwa Edukacji i Nauki  w latach 2005-2008.

(Projekt badawczy: 2PO5E01729 „Proliferacja, migracja i biosynteza 
kolagenu w hodowlach fibroblastów tkanki łącznej przepony moczowo-płciowej 
kobiety prowadzonych na biomateriałach chirurgicznych (siatki) stosowanych 

w uroginekologii”).
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