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Streszczenie

Medycyna regeneracyjna jest obecnie jedng z najintensywniej rozwijajacych si¢ gatezi
nauki, a wdrazane technologie pozwalaja na proponowanie pacjentom coraz bardziej
nowoczesnych rozwigzan terapeutycznych. Poszukuje si¢ substancji aktywnych biologicznie,
w celu wzbogacania nimi nowych kompozytow, a tym samym modulowania procesu
regeneracji uszkodzonej tkanki kostnej i §rodbtonkowe;.

Badania sktadajgce si¢ na niniejszg rozprawe¢ doktorska skupiaty sie na okresleniu roli
cholesterolu w procesie regeneracji uszkodzonego srodbtonka i tkanki kostnej. Cholesterol
posiada wielofunkcyjne whasciwosci biologiczne i pelni wazng rolg w kluczowych procesach
fizjologicznych, a jego rola w regeneracji Srodblonka i angiogenezie wzbudza zainteresowanie
badaczy w ostatnich latach.

Uzyskane w rozprawie doktorskiej wyniki badan daty podstawe, aby wylonic¢
cholesterol, sposréd badanych w doswiadczeniach invitro steroli (cholesterolu,
7-ketocholesterolu i kalcytriolu) jako substancj¢ biologicznie aktywna o najwickszym
potencjale promujacym proces regeneracji srédblonka naczyniowego, na ktory sktadaja sie
migracja, proliferacja oraz angiogeneza, procesy zalezne od receptora VEGFR2.

W oparciu o uzyskane wyniki zastosowano cholesterol jako substancje biologicznie
aktywng do modyfikacji witokien apatytowych w kompozycie polilaktydowym
(5PLA1OWMCH(H20)0,15%), w celu zwigkszenia jego efektywnosci w procesach
regeneracyjnych. W doswiadczeniach wykonanych z uzyciem modeli in vitro i in vivo
potwierdzono cytobiozgodno$§¢ badanego kompozytu oraz jego potencjal promujacy
zasiedlanie przez komorki kostne i1 formowanie si¢ bogato unaczynionej tkanki tgczne;.
Bioefektywnos¢ biokompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15% potwierdzono w badaniu
zarastania ubytkow ko$ci czaszki szczura, w ktérym wykazano nasilenie i przyspieszenie
procesu regeneracji uszkodzonej tkanki kostnej w §rodowisku implantacji kompozytu, a takze
silne dziatanie inicjujgce procesy mineralizacji 1 tworzenia si¢ ,,nowej kosci” w porownaniu
do kompozytu referencyjnego (SPLA10W).

Podsumowujac, przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania
invitro 1 In vivo wskazuja, ze cholesterol moze petni¢ role potencjalnego, biozgodnego
stymulatora procesu angiogenezy i1 kosciotworzenia, co czyni go obiecujgcym sktadnikiem

do modyfikacji biokompozytéw stosowanych w regeneracji tkanki kostne;.



Abstract

Regenerative medicine is one of the most intensively developing scientific fields,
and the technologies implemented make modern therapeutic solutions available to patients.
Biologically active substances are being sought to enrich new composites with them and thus
modulate damaged bone and endothelial tissue regeneration.

The research presented in this thesis focused on determining the role of cholesterol
in the regeneration of damaged endothelial and bone tissue. Cholesterol has multifunctional
biological properties and is vital in key physiological processes. Its role in endothelial
regeneration and angiogenesis has recently attracted researchers' interest.

In this study, cholesterol was selected from among the sterols tested in in vitro
experiments (cholesterol, 7-ketocholesterol, and calcitriol) as the biologically active substance
with the most significant potential to promote vascular endothelial regeneration, i.e., VEGFR2
receptor-dependent migration, proliferation, and angiogenesis.

Based on the results, cholesterol was used as a biologically active substance to modify
apatite fibers in a polylactide composite (5PLA10WMCH(H20)0.15%) to increase its
efficiency in regenerative processes. In experiments performed with in vitro and in vivo models,
the cytocompatibility of tested composite and its potential to promote colonization by bone
cells and the formation of richly vascularized connective tissue was confirmed. The
effectiveness of the 5SPLA10WMCH(H20)0,15% biocomposite was confirmed in a rat cranial
bone defect overgrowth study, which showed enhanced regeneration of damaged bone tissue
in the composite implantation environment, as well as a strong initiating effect on
mineralization processes and the formation of new bone compared to the reference composite
(5PLA10W).

In conclusion, this dissertation's in vitro and in vivo studies indicate that cholesterol can
be a potential biocompatible stimulator of angiogenesis and bone formation, making it

a promising ingredient for modifying composites in bone tissue regeneration.

10



Wykaz skrotow

4-HNE (4-hydroxynonenal) — 4-hydroksynonenal

7-KCh — 7-ketocholesterol

ABCG1 (ATP-binding cassette sub-family G member 1) — biatko podrodziny G z kaseta
wigzacg ATP

ADA?2 (adenosine deaminase 2) — gen kodujacy deaminaze¢ adenozyny 2

ADAM9 (disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9) — gen kodujacy
biatko 9 zawierajace domene dezintegryny 1 metaloproteinazy

AGS (gastric adenocarcinoma epithelial cells) — komorki nablonkowe raka zotadka

AIBP (apoA-I binding protein) — biatko wigzace apoA-I

ALKZ1 (activin receptor type 1) — receptor aktywiny typu 1

ALP (alkaline phosphatase) — fosfataza alkaliczna

ANG?2 (angiopoietin-2) — angiopoetyna 2

API5 (apoptosis inhibitor 5) — inhibitor apoptozy 5

apoM (apolipoprotin M) — apolipoprotieina M

ARP2/3 (actin-related proteins 2/3) — biatka 2/3 zwigzane z aktyng

ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) — biatko zwigzane
Z apoptoza zawierajgce CARD)

ATF3 (activating transcription factor 3) — czynnik transkrypcyjny 3

B-TCP (p-tricalcium phosphate) — B-fosforan trojwapniowy

Bad (Bcl-2 associated agonist of cell death) — agonista $§mierci komorkowej zwigzany z Bcl-2)
Bax (Bcl-2 associated X, apoptosis regulator) — regulator apoptozy X zwigzany z Bcl-2

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) — biatko 2 chioniaka z komorek B

Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large) — biatko XL chtoniaka z komorek B

BMP (bone morphogenetic protein) — biatko morfogenetyczne kosci

BSA (bovine serum albumin) — albumina surowicy wotowej

Cas9 (caspase 9) — kaspaza 9

CASP10 (caspase 10) — gen kodujacy kaspaze 10

CD31 (cluster of differentiation 31) — klaster réznicowania 31

Cdc42 (cell division control protein 42 homolog) — homolog 42 biatka kontroli podziatu
komorkowego

CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) — kinaza 2 zalezna od cykliny

CIB1 (calcium and integrin binding 1) — gen kodujacy biatko 1 wigzace wapn i integryne

11



CH — cholesterol
CML (chronic myeloid leukemia) — przewlekta biataczka szpikowa
CTD (C-terminal domain) — domena C-koncowa
CTGF (connective tissue growth factor) — czynnik wzrostu tkanki tacznej
CXCL (C-X-C motif chemokine ligand 10) — chemokinowe biatko indukowane interferonem-y
0 masie 10 kDa
DAG (diacylglycerol) — diacyloglicerol
DAMPs (damage-associated molecular patterns) — wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) — 4',6-diamidyno-2-fenyloindol
DLLA4 (delta-like ligand 4) — ligand 4 delta-podobny
DMSO (dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek
DNA (deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy
DNAza (deoxyribonuclease) — deoksyrybonukleaza
ECM (extracellular matrix) — macierz zewnatrzkomorkowa
EGF (epidermal growth factor) — naskorkowy czynnik wzrostu
eNOS (nitric oxide syntase) — syntaza tlenku azotu
ERK-1/2 (extracellular signal-regulated kinase) — zewngtrzkomoérkowa kinaza regulowana
sygnatem
EtOH — etanol
FAK (focal adhesion kinase) — kinaza ogniskowo-adhezyjna
FBS (fetal bovine serum) — surowica ptodow cielecych
FGF (fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow
FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) — gen kodujacy receptor 1 czynnika wzrostu
fibroblastow
FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) — spektroskopia w podczerwieni
Z transformacjg Fouriera
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) - dehydrogenaza
gliceraldehydo-3-fosforanu
GATA-2 (GATA-binding factor 2) — czynnik transkrypcyjny wiazacy fragment GATA
H>O —woda
H>0> — nadtlenek wodoru
HAEC (human aortic endothelial cells) — komorki $rodbtonka aorty cztowieka
HDL (high-density lipoprotein) — lipoproteina o wysokiej gestosci
12



hFOB 1.19 (human fetal osteoblastic cells) — osteoblasty cztowieka

HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) — czynnik indukowany hipoksja 1

HMEC-1 (dermal microvascular endothelial cells) — komorki §rodbtonka naczyniowego skory
cztowieka

HMVEC-L (human lung microvascular endothelial cells) — komorki $rodbtonka
naczyniowego ptuc cztowicka

HP — Helicobacter pylori

HRP (horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) — komorki srodbtonka naczyniowego zyty
ptodowe;j

ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) — migdzykomoérkowa czasteczka adhezyjna 1
ICAM2 (intercellular cell adhesion molecule 2) — gen kodujacy miedzykomorkowa czasteczke
adhezyjna 2

IGF (insulin-like growth factor) — insulinopodobny czynnik wzrostu

IL (interleukin) — interleukina

IP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate) — 1,4,5-trifosforan inozytolu

K562 (myelogenous leukemia cell line) — linia komdrkowa biataczki szpikowej

KCTD10 (potassium channel tetramerisation domain containing 10) — gen kodujacy biatko 10
zawierajace domeng tetrameryzacji kanatu potasowego

LDL (low-density lipoprotein) — lipoproteina o niskiej gestosci

LOX-1 (lectin-like oxLDL 1) — receptoréw lektynopodobnych dla ox-LDL

LPS (lipopolysaccharide) — lipopolisacharyd

LXR (liver X receptors) — receptory X watroby

LYRM1 (LYR motif containing 1) — gen kodujacy biatko 1 zawierajace motyw LYR

M-CSF (macrophage colony stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagoéw

MAPK (mitogen-activated protein kinase) — kinaza proteinowa aktywowana mitogenem
MAPKAPK2/3 (MAP kinase-activated protein kinase 2) — kinaza biatkowa 2 aktywowana
kinazg MAP

MARVELD1 (MARVEL domain containing 1) — gen kodujacy biatko 1 zawierajace domeng
MARVEL

MCP1 (monocyte chemoattractant protein 1) — biatko chemotaktyczne monocytow

MMP (matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkkomorkowej
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MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) —  bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy
NCK (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1) — niekatalityczny region
biatka adaptorozwego 1 kinazy tyrozynowej
NF-kB (nuclear factor kB) — jadrowy czynnik transkrypcyjny kB
NLR (NOD-like receptors) — receptory NOD-podobne
NLRP3 (NLR-family pyrin domain-containing protein 3) — biatko z rodziny NLR zawierajace
domeng pirynowg 3
NM-M Il (non-muscle myosin I1) — niemig$niowa miozyna II
NO (nitric oxide) — tlenek azotu
Notch (neurogenic locus notch homolog proteins) — neurogenne biatka homologiczne dla locus
notch
OCN (osteocalcin) — osteokalcyna
OPD (o-phenylenediamine) — o-fenylodiamina
OPG (osteoprotegerin) — osteoprotegeryna
OPN (osteopontin) — osteopontyna
OsO4 — czterotlenek osmu
ox-LDL (oxidized low-density lipoprotein) — utleniona lipoproteina o niskiej gestosci
p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) — inhibitor kinaz zaleznych od cyklin
p38 (p38 mitogen-activated protein kinases) — rodzina kinaz biatkowych aktywowanych
mitogenem 38
PA2G4 (proliferation-associated 2G4) — gen kodujacy biatko 2G4 zwigzane z proliferacja
PAFAH1B1 (platelet-activationg factor acetylhydrolase 1b) — gen kodujacy czynnik aktywacji
ptytek krwi, acetylohydrolaza 1b
PAMP (pathogen-associated molecular patterns) — wzorce molekularne zwigzane
z patogenem
PBS (phosphate buffered saline) — s6l fizjologiczna buforowana fosforanami
PDGF (platelet-derived growth factor) — ptytkowy czynnik wzrostu
PEAK1 (pseudopodium-enriched atypical kinase 1) — atypowa kinaza wzbogacona
w pseudopodium 1
PEAK1 (pseudopodium-enriched atypical kinase 1) — gen kodujacy atypowag kinaze
1 wzbogacong w pseudopodium
PGA (polyglycolic acid) — kwas poliglikolowy
PI3K (phosphoinositide 3-kinase) — kinaza 3-fosfoinozytydu
14



PIGF (placenta growth factor) — tozyskowy czynnik wzrostu

PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) — (4,5)-bifosforan fosfatydyloinozytolu

PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-tris-phosphate) — (3,4,5)-trifosforan fosfatydyloinozytolu
PKB (protein kinase B) — kinaza biatkowa B; znana réwniez jako AKT

PGE?2 (prostaglandin E2) — prostaglandyna E2

PKC (protein kinase C) — kinaza biatkowa C

PLA (polylactic acid) — kwas polilaktydowy (polilaktyd)

PLGA (poly(lactic-coglycolic acid) — kwas polilaktydo-koglikolidowy

PLCy (phospholipase C-y) — fosfolipaza C-y

PLXND1 (plexin D1) — pleksyna D1

PLXND1 (plexin D1) — gen kodujacy pleksyne D1

p-NPP (para-nitrophenylphosphate) — para-nitrofenylofosforan

PRB (retinoblastoma protein) — biatko pochodzgce z siatkowczaka

PRR (pattern recognition receptors) — receptory rozpoznajace wzorce

gRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction) — ilo§ciowa reakcja fancuchowa
polimerazy w czasie rzeczywistym

Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma) — szybkorosngcy widkniakomigsak

RANK (receptor activator of nuclear factor-kappa B) — receptor aktywujacy czynnik jadrowy
kappa B

RANKL (receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand) — ligand receptora aktywujgcego
czynnik jadrowy kappa B

RNA (ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RNAza (ribonuclease) — rybonukleaza

ROS (reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu

RSF1 (remodeling and spacing factor 1) — czynnika przebudowy i odstepu 1

RSPO3 (R-spondin-3) — R-spondyna 3

Runx2 (Runt-related transcription factor 2) — czynnik transkrypcyjny 2 zwigzany z Runt

S1P (sphingosine-1-phosphate) — sfingozyno-1-fosforan

SAPK?2 (p38 MAPK inhibitor) — inhibitor p38

SAvV-HRP (streptavidin-horseradish peroxidase) — strepawidyna-peroksydaza chrzanowa
SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase) — wydzielona embrionalna fosfataza
alkaliczna

SEM (scanning electron microscopy) — elektronowa mikroskopia skaningowa

SH2 (Src homology domain-2) — 2 domena homologiczna Src
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SHB (SH2 domain-containing adapter protein B) — adaptorowe biatko B zawierajgce domeng
SH2

SR (scavenger receptors) — receptory zmiatacze

Src (proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) — protoonkogenowa kinaza tyrozynowa Src
TG-DTA (thermogravimetric/differential thermal analysis) - analiza
termograwimetryczna/ro6znicowa analiza termiczna

TGF-B (transforming growth factor f§) — transformujacy czynnik wzrostu 3

TGFp1 (transforming growth factor f§ 1) — gen kodujacy transformujacy czynnik wzrostu f 1
TKD (tyrosine kinase domain) — domena kinazy tyrozynowej

TLR (Toll-like receptors) — receptory Toll-podobne

TMB (3,3',5,5"-tetramethylbenzidine) — 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna

TNF-a (tumor necrosis factor o) — czynnik martwicy guza

TSAd (T-cell-specific adapter) — tacznik specyficzny dla komorek T

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) — czasteczka adhezyjna komorek
naczyniowych 1

VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego
VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) — receptor dla czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego

XRD (X-ray diffraction) — dyfrakcja rentgenowska
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1. Wstep

Srédbtonek sktada sie z wyspecjalizowanych komoérek o jednowarstwowej strukturze,
co wyrdznia go pod wzgledem histologicznym. Wystepuje m.in. w S$cianach naczyn
krwionosnych (zyt i1 tetnic) oraz w jamie serca. Komorki $rodblonka w naczyniach
krwiono$nych $cisle przylegaja do siebie tworzac polaczenia typu occludens (zamykajace,
gdzie wewnetrzne blony komorek tacza si¢) oraz neksus (szczelinowe, wyposazone w kanaty
komunikacyjne jonowo-metaboliczne). Srodbtonek petni kluczowe funkcje, takie jak transport
substancji chemicznych miedzy krwig i tkankami, utrzymanie prawidtowego przeptywu krwi,
produkcja biologicznie aktywnych substancji, np. czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego
(VEGF — vascular endothelial growth factor) oraz udziat w angiogenezie, czyli tworzeniu
nowych naczyn wlosowatych (Cichocki i wsp. 2009, Sawicki i Malejczyk 2012).

Dysfunkcja $rodbtonka to stan zachwiania réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem
czynnikow rozszerzajacych i zwezajacych naczynia, co moze prowadzi¢ do zaburzen procesu
krzepnigcia, zapalenia naczyn, a w konsekwencji do wystapienia niewydolno$ci naczyniowe;j
(Incalza i wsp. 2018). Zaktocenie homeostazy srodblonka naczyniowego jest czgsto wynikiem
stanu zapalnego indukowanego przez czynniki zewnatrzpochodne o0 charakterze
mechanicznym badz zakaznym, a takze wewnatrzpochodne, wydzielone do organizmu
w odpowiedzi na bodzce egzo- lub endogenne. Wzbudzenie reakcji zapalnej prowadzi
do aktywacji szeregu szlakow sygnatowych w komorkach, ktore skutkujg syntezg réznych
biatek, np. cytokin zapalnych, a takze $miercig komorki (Sawicki i Malejczyk 2012).
W odpowiedzi na dzialanie wydzielonych cytokin uruchamiane sa rowniez sygnaty
I mechanizmy komoérkowe, ktore wspolnie prowadzg do regeneracji majgcej na celu

przywrdcenie homeostazy 1 petnej funkcjonalnosci bariery srodbtonka naczyniowego.
1.1. Charakterystyka stanu zapalnego srodblonka naczyniowego

Rolag komorek $rodbtonka jest nie tylko wyscielanie $cian naczyn, ale rodwniez
pierwotna reakcja na pojawiajace si¢ czynniki prozapalne, takie jak czynniki bakteryjne
i elementy pochodzace z uszkodzonych komorek. Komorki srodbtonka, podobnie jak komorki
odporno$ciowe, wykazujg ekspresje receptorOw rozpoznajacych wzorce molekularne
(PRR — pattern recognition receptors), ktorych funkcja jest wigzanie wzorcéw molekularnych
zwigzanych z patogenem (PAMP — pathogen-associated molecular patterns) oraz wzorcow
molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem (DAMP — damage-associated molecular patterns)

pojawiajagcych sie w $rodowisku reakcji zapalnej. W wyniku potgczenia PRR z PAMP
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albo DAMP dochodzi do indukcji szlaku sygnatowego zwigzanego z receptorem, CO prowadzi
do aktywacji komorki. Aktywowane komorki $rodblonka wydzielaja cytokiny zapalne
I czynniki wzrostu, ktore sg mediatorami w uruchamianiu proceséw naprawczych komorek
(Shao i wsp. 2020, Chipurupalli i wsp. 2021). Konsekwencja uszkodzenia struktury srédbtonka
jest:

e rozw0j stanu zapalnego,

e rozszczelnienie bariery $rodbtonka, a tym samym wzmozona jego

przepuszczalnos¢,

e transmigracja komorek o charakterze zapalnym oraz erytrocytow,

obrzek tkanki.

Cytokiny zapalne wydzielane przez komorki $rodbtonka w odpowiedzi na bodziec
zapalny sa indukowane dziataniem wewnatrzkomorkowych inflamasomow, bedacych
biatkowymi kompleksami aktywacyjnymi w komorce zaleznymi od PRR (Bai i wsp. 2020).
Najwazniejszym inflamasomem jest biatko z rodziny NLR zawierajace domene pirynowg 3
(NLRP3 — NLR-family pyrin domain-containing protein 3), ktory sktada si¢ z biatka nalezacego
do rodziny receptorow NOD-podobnych (NLR — NOD-like receptors), biatka adaptorowego
zwigzanego z apoptozg zawierajacego CARD (ASC — apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD) i kaspazy 1, ktora stanowi enzym efektorowy (Bai i wsp. 2020, Scheiblich
i wsp. 2021). Wéréd PRR aktywujacych NLRP3 znajdujg si¢ receptory Toll-podobne
(TLR —Toll-like receptors), receptory zmiatacze (SR — scavenger receptors) i receptory
lektynowe (Gotab i wsp. 2017). W wyniku rozpoznania PAMP lub DAMP przez receptory
TLR wzbudzany jest szlak sygnatowy jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-«B
—nuclear factor kappa — B), ktory prowadzi do wytwarzania biatek sktadowych NLRP3 i jego
aktywacji (Zhaolin i wsp. 2018, Scheiblich i wsp. 2021), a to skutkuje wydzielaniem
prekursorow cytokin prozapalnych — interleukiny-13 (IL-1B) i interleukiny-18 (IL-18).
Konsekwencja aktywacji inflamasomu NLRP3 jest indukcja $mierci komorki na drodze
pyroptozy. W wyniku pyroptozy do organizmu przedostaje si¢ zawarto$¢ komorek
oraz dochodzi do wzmozenia stanu zapalnego (Erdei i wsp. 2018, Zhaolin i wsp. 2018, Bai
i wsp. 2020, Huang i wsp. 2022). Taka kaskada zdarzen jest typowa dla rozwoju choréb

0 podtozu sercowo-naczyniowym (Evans i wsp. 2021).
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1.1.1. Reaktywne formy tlenu i inne czynniki w przebiegu stanu zapalnego Srédblonka

Dysfunkcja $rodbtonka powodowana jest takze przez stres oksydacyjny, ktory
prowadzi do wytworzenia si¢ reaktywnych form tlenu (ROS — reactive oxygen species).
W przebiegu chorob o podlozu sercowo-naczyniowym stan patologiczny organizmu
przyczynia si¢ do wzbudzenia stresu oksydacyjnego prowadzac do apoptozy i uszkodzenia
$rodbtonka (Scioli 1 wsp. 2020, Huang i wsp. 2022). Czynniki takie jak otylo$¢, cukrzyca,
zaburzenia metaboliczne, nadci$nienie tetnicze i palenie tytoniu sprawiajg, ze dochodzi
do intensyfikacji produkcji ROS przez mitochondria. Fizjologicznie mitochondria
odpowiadajg nie tylko za metabolizm energetyczny, ale rowniez za produkcje tlenku azotu
(NO — nitric oxide) biodostepnego dla komodrek s$rodbtonka, ktory pozwala utrzymac
homeostazg naczyniowa poprzez hamowanie wytwarzania cytokin i chemokin, oksydacji
frakcji LDL (low-density lipoprotein) cholesterolu, czy ekspresji czasteczek adhezyjnych
komorek  naczyniowych (VCAM-1 — vascular cell adhesion molecule 1)
I miedzykomodrkowych czasteczek adhezyjnych (ICAM-1 — intercellular adhesion molecule 1)
(Incalza 2017, Scioli i wsp. 2020). Konsekwencjg zwigkszonej ilosci ROS w §rodowisku jest
zachwiana roéwnowaga pomiedzy ROS i NO. Spadek biodostepnosci NO wynika z jego
degradacji przez anionorodnik ponadtlenkowy, a to skutkuje wystagpieniem dysfunkcji
srodblonka. Nastepnie dochodzi do zwigkszonej produkcji i wydzielania cytokin
prozapalnych, takich jak interleukina-6 (IL-6) czy czynnik martwicy guza a (TNF-a — tumor
necrosis factor a), uszkodzenia mitochondrialnego kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA — deoxyribonucleic acid) czy aktywacji szlaku sygnatowego -NF-kB, co w dalszych
etapach prowadzi do rozwoju stanu zapalnego i apoptozy komorek (Bai i wsp. 2020, Scioli
i wsp. 2020). ROS prowadza takze do utleniania si¢ frakcji LDL cholesterolu, a forma
oksydowana LDL (ox-LDL — oxidized low-density lipoprotein) z duzym powinowactwem
wigze si¢ z receptorami SR obecnymi na makrofagach indukujac transformacje tych komorek
w komorki piankowate uczestniczgce w formowaniu si¢ blaszki miazdzycowej (Zhaolin i wsp.
2018). Dziatanie ox-LDL rowniez powoduje powstawanie ROS, takich jak anionorodnik
ponadtlenkowy (O2"), nadtlenek wodoru (H202) czy rodnik hydroksylowy (OH®) (Huang
i wsp. 2022). Ponadto, w przebiegu miazdzycy w komorkach s$rodblonka dochodzi
do zwigkszenia ekspresji receptorow lektynopodobnych dla ox-LDL (LOX-1 — lectin-like
oxLDL 1), ktore sa receptorami typu SR. W ostatnim czasie wskazuje si¢, ze¢ w warunkach
miazdzycy czy nadcis$nienia tetniczego LOX-1 moze by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju choréb

o podtozu sercowo-naczyniowym (Lubrano i Balzan 2014, He i wsp. 2020, Shao i wsp. 2020).
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Interakcja oxLDL/LOX-1 wzbudza aktywacje czynnika NF-kB w komorkach srodblonka,
ktory odpowiada za zwigkszong ekspresje genow zwigzanych z rozwojem reakcji zapalnej
0 podtozu immunologicznym (He i wsp. 2019, Sanchez-Leon i wsp. 2024). LOX-1 odpowiada
takze za formowanie si¢ komorek piankowatych z monocytéw. Jego zwickszona ekspresja
wystepuje we wcezesnych fazach miazdzycy (Sanchez-Ledn i wsp. 2024) i ma negatywny
wplyw na rozwdj choroby prowadzac do apoptozy komorek, produkcji metaloproteinaz
I dysfunkcji srodbtonka (He i wsp. 2020).

W odpowiedzi na uszkodzenie komorki s$rodbtonka wydzielaja rézne czynniki
wplywajace na przebieg stanu zapalnego i1 regeneracje miejsca uszkodzenia. Komorki
srodblonka moga wydziela¢ czynniki angiogenne, takie jak angiopoetyna 2
(ANG2 — angiopoietin-2) czy R-spondyna 3 (RSPO3 — R-spondin-3), ktére zapewniaja
homeostaze watroby. Komorki srodbtonka phuc, jak 1 inne komorki srédblonka specyficzne dla
tkanki, produkuja VEGFA i czynnik wzrostu fibroblastow (FGF — fibroblast growth factor),
ktore aktywuja metaloproteinaze macierzy zawnatrzkomorkowej 14 (MMP14 — matrix
metalloproteinase 14) i biatko morfogenetyczne kosci 4 (BMP4 — bone morpogenetic protein
4), ktére warunkujg wzrost biodostepnosci ligandéow naskorkowego czynnika wzrostu
(EGF — epidermal growth factor) prowadzac do regeneracji $rodbtonka (Gomez-Salinero
i Rafii 2018). Do czynnikow wydzielanych przez komorki $rodbtonka w trakcie regeneracji
nalezg rowniez IL-1a, insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF-1 — insulin-like growth factor),
czynnik wzrostu tkanki tacznej (CTGF — connective tissue growth factor), tozyskowy czynnik
wzrostu (PIGF — placenta growth factor) i BMP9 (Shao i wsp. 2020).

1.1.2. Zmiany w komorkach na poziomie transkryptomu i uruchamiane szlaki

sygnalowe

W uszkodzonych komorkach s$rodbtonka dochodzi do wzmozonej ekspresji
transkryptow zwigzanych z przezywalnos$cia komorek §rodbtonka czy ich proliferacja. Jednym
z uruchamianych szlakow sygnatowych jest szlak zwigzany z konserwatywnym aktywujacym
czynnikiem transkrypcyjnym 3 (ATF3 — activating transcription factor 3). ATF3 przejawia
wysoka ekspresje w proliferujacych komodrkach $rédbtonka. Mimo jego niezaprzeczalnego
udzialu w rozwoju miazdzycy i choréb nowotworowych jest on niezbednym czynnikiem
do prawidlowego procesu regeneracji — Wwykazano, ze brak genu atf3 u zwierzat
doswiadczalnych znaczaco wplywa na spadek zdolnosci komoérek srodblonka do efektywnej
proliferacji, a to skutkuje nieprawidtowym gojeniem si¢ w miejscu uszkodzenia (McDonald
i wsp. 2018, Evans i wsp. 2021). Kolejnym istotnym szlakiem sygnatowym uruchamianym
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podczas regeneracji komorek S$rodblonka jest szlak rodziny neurogennych biatek
homologicznych dla locus notch (NOTCH — neurogenic locus notch homolog protein).
Prawidlowa ekspresja genow dla biatek rodziny NOTCH (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3
I NOTCH4) pozwala na regulowanie przezycia oraz proliferacji komorek srodbtonka (Shawber
1 Kitajewski 2007). Szlak sygnalowy NOTCH jest takze zwigzany z ekspresja receptorow
VEGF. Szlak sygnatowy uruchamiany przez VEGF ma wptyw na proliferacje¢, angiogeneze
I procesy warunkujace regeneracje komorek srodbtonka (Simons i wsp. 2016, Evans i wsp.
2021).

Oprocz komorek $rodbtonka bedacych w poblizu miejsca uszkodzenia, do procesu
regeneracji moga by¢ rekrutowane krazace komorki progenitorowe srédblonka, ktore nastepnie
r6znicujg si¢ do komorek $rédbtonka. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze krazace komorki
progenitorowe moga wykazywac ekspresje tych samych markerow powierzchniowych i moga
w warunkach in vitro wykazywa¢ podobne wtasciwosci do dojrzatych komorek srodbtonka.
Jednak najbardziej prawdopodobne jest, ze krazace komorki progenitorowe przyczyniaja si¢
do regeneracji srodbtonka poprzez wspomaganie catego procesu (Bautch 2011, Medina i wsp.
2017, Evans i wsp. 2021).

1.2. Regeneracja Srodblonka w odpowiedzi na uszkodzenie i stan zapalny

Odpowiedz komorek $rodbtonka na uszkodzenie i1 rozwijajacy si¢ stan zapalny jest
ztozona 1 wieloetapowa. Podczas uruchamiania procesu regeneracji komorek $rodbtonka
w miejscu uszkodzenia obserwowana jest zmiana polarno$ci komoérek o0 czym $wiadczy
powigkszona struktura aparatu Golgiego w komorkach oraz jego orientacja przestrzenna
w komoérce w kierunku uszkodzenia. Co ciekawe, orientacja aparatu Golgiego podczas
uszkodzenia w naczyniu nie jest zalezna od kierunku przeptywu krwi. Kolejng wazng zmiana,
ktéra potwierdza wezesny proces regeneracji jest wydluzanie si¢ komorek w celu przywrocenia
potaczen miedzykomoérkowych, co pozwolitoby na proliferacje komorek w miejscu
uszkodzenia i odnowienia S$cistej budowy $rodbtonka, niezwykle istotnej dla jego

prawidlowego funkcjonowania (McDonald i wsp. 2018, Evans i wsp. 2021).
1.2.1. Rola VEGF w regeneracji srodblonka naczyniowego

VEGF obejmuje calg rodzing bialek regulujacych angiogeneze i proces regeneracji.
W grupie biatek VEGF wyr6zni¢ mozna VEGFA, PIGF, VEGFB, VEGFC oraz VEGFD.
VEGFC 1 VEGFD sg istotnymi czynnikami w procesie powstawania nowych naczyn

limfatycznych (limfangiogenezie), natomiast  VEGFA, VEGFB i PIGF
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w waskulo- i angiogenezie (Haiko i wsp. 2007). Waskulogeneza to rozw¢j naczyn de novo
w stadium zarodka, podczas ktérego dochodzi do réznicowania si¢ komorek prekursorowych
srodblonka w komorki $rodbtonka, co poprzedza formowanie si¢ sieci naczyn. Natomiast
angiogeneza jest procesem, podczas ktérego dochodzi do wzrostu komorek z istniejacych juz
naczyn, remodelowania i dalszego formowania si¢ sieci naczyn (Patan 2004, Wang 1 wsp.
2020a, Goncalves 1 wsp. 2021). Biatka VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD 1 PIGF 1aczg si¢
z receptorami dla VEGF (VEGFR — vascular endothelial growth factor receptor) — VEGFRL,
VEGFR2 lub VEGFRS3, przy czym VEGFR1 i VEGFR2 sg niezb¢dne w regulowaniu
angiogenezy i przepuszczalno$ci naczyn, natomiast VEGFR3 bierze udziat glownie
w regulacji limfangiogenezy (Simons i wsp. 2016, Wang i wsp. 2020a).

VEGFA jest gtownym czynnikiem odpowiadajacym za proces angiogenezy. Moze
wigza¢ si¢ z VEGFR1 i VEGFR2 regulujac przez to migracje oraz proliferacje komorek
srodbtonka, przepuszczalnos$¢ naczyn oraz sekrecje rdéznych substancji (Eichmann i Simons
2012, Shibuya 2013, Simons i wsp. 2016, Wang i wsp. 2020a). Receptory VEGF ulegaja
ekspresji gtownie w komorkach $rodbtonka i przejawiaja pewne podobienstwo strukturalne
i funkcjonalne do ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF — platelet-derived growth factor)
(Shibuya 2012). Ekspresja VEGFR2 zachodzi w komorkach $rdédblonka naczyniowego;
dojrzaty receptor ma posta¢ transbtonowej glikoproteiny 1 jest odpowiedzialny gtownie

za transdukcje sygnatu do angiogenezy poprzez nastgpujace szlaki sygnatowe:

e PLCy (phospholipase C-y — fosfolipaza C-y)-PKC (protein kinase C — kinaza
biatkowa C)-MAPK (mitogen-activated protein kinase — kinaza proteinowa
aktywowana mitogenem),

e PLCy-PKC-eNOS (nitric oxide syntase — syntaza tlenku azotu)-NO (nitric
oxide — tlenek azotu),

e TSAd (T-cell-specific adapter - Iacznik specyficzny dla komorek T)-Src
(proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src — protoonkogenowa kinaza
tyrozynowa Src)-PI3K (phosphoinositide 3-kinase - kinaza
3-fosfoinozytydu)-PKB/AKT (protein kinase B — kinaza biatkowa B, znana rowniez
jako AKT),

e SHB (SH2 domain-containing adapter protein B —adaptorowe biatko B zawierajace
domeng SH2)-FAK (focal adhesion kinase — kinaza
ogniskowo-adhezyjna)-paksylina,

e SHB-PI3K-PKB/AKT,
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e NCK (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1 — niekatalityczny
region biatka adaptorowego 1 kinazy tyrozynowej)-p38 (p38 mitogen-activated
protein kinases — rodzina kinaz bialkowych aktywowanych mitogenem
38)-MAPKAPK2/3 (MAP kinase-activated protein kinase 2 — kinaza biatkowa
aktywowana kinazg MAP).

VEGF, poprzez wigzanie si¢ z VEGFR2 i jego aktywacje, promuje przezycie, migracje
I proliferacje komorek srodbtonka oraz wptywa na wzrost przepuszczalnosci naczyn.

Wptyw VEGFR2 na przezycie komorek $rodbtonka opiera si¢ gtdéwnie o aktywacje szlaku
sygnatowego TSAd-Src-PISK-PKB/AKT. Dzigki tej interakcji oraz wynikajacej z niej
aktywacji PI3K, VEGFA moze regulowaé przezycie komorek ludzkiego srodbtonka zyty
pepowinowej (Tsuji-Tamura and Ogawa 2018, Wang i wsp. 2020a). Nastgpnie dochodzi
do wytworzenia 3,4,5-trifosforanu  fosfatydyloinozytolu (PIP3 — phosphatidylinositol
3,4,5-tris-phosphate), czasteczki sygnatowej rekrutujacej inne czasteczki sygnatlowe w btonie
komorkowej (Corti 1 Simons 2017), ktoéra doprowadza do fosforylacji 1 aktywacji PKB
i aktywacji szlaku (Downward 2004, Karali i wsp. 2014, Tsuji-Tamura i Ogawa 2018).
Konsekwencjg aktywacji szlaku jest fosforylacja biatek zwigzanych z apoptozg, biatka 2
chtoniaka z komoérek B (Bcl-2 —B cell lymphoma 2) oraz kaspazy 9 (Cas9 — caspase 9),
Co ostatecznie prowadzi do zahamowania apoptozy i przezycia komoérek $rodbtonka (Ryc. 1)
(Lee i wsp. 2014, Simons i wsp. 2016).

Migracja, jeden z kluczowych mechanizméw niezbednych do procesu regeneracji
srodbtonka, rowniez podlega wptywowi szlaku VEGF/VEGFR2 1 aktywacji kolejnych szlakow
sygnatowych. Udowodniono wptyw VEGFR2 na migracj¢ komoérek $rodbtonka poprzez
aktywacje¢ biatek SHB, NCK 1 PI3K, ktore sa mediatorami sygnatu i wptywaja na fosforylacje
domeny C-koncowej (CTD — C-terminal domain) u VEGFR2 (Wang i wsp. 2020a).
W przypadku sygnatu zaleznego od biatka SHB fosforylowany obszar CTD wigze si¢
z domena SH2 (Src homology domain-2) biatka SHB, co prowadzi do migracji komorek
srodblonka i aktywacji PI3K (Holmgqvist i wsp. 2004). Z kolei fosforylacja VEGFR2 od strony
domeny kinazy tyrozynowej (TKD — tyrosine kinase domain) sprawia, ze mozliwe jest
wigzanie z kompleksem TSAd i Src, co odpowiada za regulacj¢ migracji komorek srodbtonka
naczyniowego rozwijajacego si¢ nowotworu (Ryc. 1) (Wang i wsp. 2020a, Abdel Rahman
i wsp. 2023). Natomiast szlak sygnalowy zalezny od biatka NCK, NCK/Src-p21
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1 — inhibitor kinaz zaleznych od cyklin)/Cdc42 (cell division

control protein 42 homolog — homolog 42 biatka kontroli podziatu komérkowego)-SAPK2
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(p38 MAPK inhibitor — inhibitor p38)/p38-MAPK, jest zwigzany z fosforylacjg odpowiedniego
miejsca CTD na VEGFR2 i bierze udzial w regulacji przebudowywania aktyny (Wang i wsp.
2020a).

Proliferacja to kolejny etap na drodze efektywnej regeneracji §rodbtonka, ktory rowniez
wymaga aktywacji VEGFR2. Sygnal wzbudzany na szlaku VEGF/VEGFR2 zwigzany
z proliferacjag komorek $rodbtonka jest przekazywany do jadra komorkowego S$ciezka
PLCy-PKC-Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma — szybkorosngcy wtokniakomigsak)-MEK
(MAPK kinase — kinaza MAPK)-MAPK w celu aktywacji genow odpowiedzialnych za proces
proliferacji (Karali i wsp. 2014). Sygnat rozpoczyna si¢ od PLCy, z ktorg wiaze si¢ VEGFR2,
co doprowadza do jego aktywacji w wyniku fosforylacji w odpowiednim obszarze — CTD
na VEGFR2. Aktywacja kinazy PLCy powoduje hydroliz¢  4,5-difosforanu
fosfatydyloinozytolu (PIP2 — phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), z ktorego powstaje
diacyloglicerol (DAG - diacylglycerol) oraz 1,4,5-trifosforan inozytolu (IP3 — inositol
1,4, 5trisphosphate) (Karali i wsp. 2014, Wang i wsp. 2020a, Abdel Rahman i wsp. 2023). Dla
dalszego przebiegu szlaku istotne jest, ze DAG jest fizjologicznym aktywatorem PKC
(Koivunen i wsp. 2006). W wyniku aktywacji PKC dochodzi do fosforylacji MAPK i kinazy
regulowanej sygnatem zewnatrzkomorkowym 1/2 (ERK-1/2 — extracellular signal-regulated
kinase 1/2), czego konsekwencja jest uruchomienie catej kaskady sygnatowe;j
PKC-Raf-MEK-ERK, ktora ostatecznie prowadzi do proliferacji komorek §rodbtonka (Ryc. 1)
(Eichmann i Simons 2012, Karali i wsp. 2014, Wang i wsp. 2020a).
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VEGF/VEGFR2

Szlak sygnatowy Szlak sygnatowy
TSAd-Src-PI3K-PKB/AKT PLCy-PKC-Raf-MEK-MAPK
PI3K PLCy
SHB TSAd-Src
PIP3 PIP2
MIGRACJA KOMOREK
SRODBLONKA
PKB DAG
Bcl-2/Cas9 PKC

MAPK/

PRZEZYCIE KOMOREK
ERK-1/2

SRODBLONKA

PROLIFERACIA KOMOREK
SRODBLONKA

Ryc. 1 Uproszczone szlaki sygnalowe VEGF/VEGFR2 warunkujace przezycie, migracje
i proliferacje komoérek s$rédblonka. Bcl-2 (B-cell lymphoma 2 — biatko 2 chloniaka
z komorek B), Cas9 (caspase 9 — kaspaza 9), DAG (diacylglycerol — diacyloglicerol), ERK
(extracellular signal-regulated kinase — zewnatrzkomorkowa kinaza regulowana sygnatem),
MAPK (mitogen-activated protein kinase — kinaza proteinowa aktywowana mitogenem), MEK
(MAPK kinase — kinaza MAPK), PI3K (phosphoinositide 3-kinase — kinaza 3-fosfoinozytydu),
PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate — (4,5)-bifosforan fosfatydyloinozytolu), PIP3
(phosphatidylinositol ~ 3,4,5-tris-phosphate  —  (3,4,5)-trifosforan  fosfatydyloinozytolu),
PKB/AKT (protein kinase B — kinaza biatkowa B, znana réwniez jako AKT), PKC (protein
kinase C — kinaza biatkowa C), PLCy (phospholipase C-y — fosfolipaza C-y), Raf (rapidly
accelerated fibrosarcoma — szybkorosnacy wiokniakomigsak), SHB (SH2 domain-containing
adapter protein B — adaptorowe bialko B zawierajace domeng), Src (proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src — protoonkogenowa kinaza tyrozynowa Src), TSAd (T-cell-specific
adapter — tacznik specyficzny dla komorek T), VEGF (vascular endothelial growth
factor — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego), VEGFR (vascular endothelial growth
factor receptor — receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu).

1.2.2. Mechanizmy zachodzace w czasie regeneracji Srodblonka

Mechanizmy warunkujgce regeneracje $rodbtonka sg uruchamiane w odpowiedzi
na wzbudzone szlaki sygnatowe i wydzielane mediatory prozapalne. W grupie tych

mechanizmow wyr6zni¢ mozemy:
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e apoptoze,

e migracj¢ komorek,

e proliferacje komorek,

e angiogeneze, w sktad ktorej wchodzi kietkowanie komorek $rodbtonka, tworzenie
tubul i formowanie si¢ komoérek w ksztalt naczynia oraz tworzenie sieci

naczyniowej podczas dojrzewania (Potente i Carmeliet 2017).
1.2.2.1. Apoptoza

Apoptoza jest zjawiskiem naturalnej $mierci komorek i ma na celu usunigcie
uszkodzonych komodrek powstatych w wyniku destruktywnego dzialania danego czynnika
(Ghavami 1 wsp. 2014). Kaspazy apoptotyczne, wsrod ktorych znajduja si¢ kaspazy
inicjatorowe oraz kaspazy efektorowe, sg biatkami odpowiedzialnymi za regulacje sygnatu
prowadzacego do apoptozy (Ola i wsp. 2011, Shalini i wsp. 2015). W przekazie sygnatu
apoptotycznego kaspazom towarzysza konkretne biatka apoptotyczne, ktdre mozna podzieli¢
na biatka proapoptotyczne (np. Bad (Bcl-2 associated agonist of cell death — agonista $§mierci
komorkowej zwigzany z Bcl-2), Bax (Bcl-2 associated X apoptosis regulator — regulator
apoptozy X zwigzany z Bcl-2)) i biatka antyapoptotyczne (np. Bcl-2, Bcl-XL (B-cell
lymphoma-extra large — biatko XL chtoniaka z komorek B)) (Ola i wsp. 2011, Choi i wsp.
2016, Gross 2016).

W poprzednim podrozdziale rozprawy 1.2.1. Rola VEGF w regeneracji srédblonka
naczyniowego opisany zostat wptyw biatek zwigzanych z apoptoza na przezycie komodrek
srodbtonka. W wyniku dziatania szlaku sygnatowego TSAd-Src-PI3K-PKB/AKT dochodzi
ostatecznie do aktywacji kompleksu biatek Bel-2/Cas9, co skutkuje zahamowaniem apoptozy
komorek, a w konsekwencji ich przezycie (Ryc. 1) (Lee i wsp. 2014, Simons i wsp. 2016).
Obserwuje si¢ rowniez zwigzek miedzy aktywacja apoptozy, a wzbudzeniem proliferacji
W procesie regeneracji komorek. Podczas eksperymentalnie indukowanej apoptozy
zaobserwowano jednoczesne pobudzenie komorek do proliferacji, co zaowocowato
rozpoczeciem procesu regeneracji. Kluczem kompensacyjnej proliferacji okazato sig
utrzymanie przy zyciu komorek, ktore zaczety ulegac apoptozie poprzez wzbudzenie ekspresji

p35, ktory jest silnym inhibitorem kaspaz efektorowych (Bergmann i Steller 2010).
1.2.2.2. Migracja

Migracja jest jednym z podstawowych mechanizméow komorek, ktéry prowadzi

do zmiany pozycji komorki w obrebie tkanki. Przemieszczanie si¢ komorek moze dotyczy¢:
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e migracji pojedynczych komoérek
e migracji wielu komorek z zachowanymi potgczeniami komoérka-komoérka (migracja

kolektywna).

Poruszajace si¢ grupy komorek roznig si¢ pomigdzy soba pod wzgledem morfologicznym
I organizacyjnym oraz zaleznie od tego w jakim celu wystepuje migracja. Komorki moga
przemieszcza¢ si¢ jako wielokomérkowe zorganizowane pasma utrzymujace kontakt
komorka-komorka badz w sposob bardziej chaotyczny w przypadku rozwoju nowotworu
(Khalil i Friedl 2010).

Ruch komorek srodbtonka zapewniany jest przez skoordynowang prace aktyny
cytoszkieletu oraz kompleksow biatkowych, ktore oddzialuja na substraty komorek
oraz na miejsca styku komorek. Aktyna moze tworzy¢ widkna zorganizowane w sieci, ktore
pozniej ulegaja polimeryzacji w wyniku dziatania biatek 2/3 zwigzanych z aktyng
(ARP2/3 — actin-related proteins 2/3) i powstaje specyficzny rodzaj wypustek komorkowych,
lamellipodia, a wptyw niemig$niowej miozyny I (NM-M Il —non-muscle myosin I1) prowadzi
do wywierania skurczu przez wtokna aktynowe (Vicente-Manzanares 2009, Rotty i wsp. 2013,
Michaelis 2014). Komorki przylegaja do macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM — extracellular
matrix) w wyniku dziatania kompleksu integryn, czyli transbtonowych receptoréw wigzacych
specyficzne biatka ECM. Nastgpnie kompleksy adhezyjne przenosza sile¢ skurczowa
aktomiozyny na ECM 1 napedzaja aktywny ruch — takie dzialanie okres$la si¢ mianem modelu
sprzegta molekularnego (Michaelis 2014, Elosegui-Artola i wsp. 2018, Fonseca i wsp. 2020).

Podczas migracji zwigzanej z angiogeneza komorki srodblonka, sposrod kilku trybow
ruchu preferujg tryb mezenchymalny, ktory zwigzany jest wtasnie z lamellipodiami (Yamada
i Sixt 2019). Aby migracja byta efektywna wymagany jest ciagly ruch; podczas poruszania si¢

komorki $§rédbtonka reaguja na wiele bodzcoéw zewnetrznych:

chemotaktycznych — dziatanie rozpuszczalnych substancji aktywnych biologicznie,

haptotaktycznych — dziatanie ligandow ECM,

mechanotaktycznych — dziatanie sit mechanicznych,

elektrotaktycznych — dziatanie pola elektrycznego (Fonseca i wsp. 2020).

Migracja komorek $rodbtonka, ktora ukierunkowana jest na jeden z dziatajacych
bodzcow, doprowadza do uruchomienia szlakow sygnatowych zwigzanych z migracja
oraz polaryzacji komoérek, w wyniku ktorej powstaja przedni i tylny koniec komorki.

Polaryzacja komorek wplywa na asymetryczne dostarczanie biatek migedzy przednim i tylnym
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koncem komorki, co najprawdopodobniej wptywa na trwalo$§¢ migracji. Hierarchiczna
organizacja migracji komoérek $rodblonka jest niezwykle istotna — w trakcie rozpoczecia
migracji komorek wylaniajg si¢ populacje przywodcze komorek, ktére odbierajg bodzce
chemiczne, oraz mechaniczne, dajace sygnat do migracji, a nastgpnie przekazuja sygnaly
reszcie komoérek tzw. komorkom nasladowcezym (Michaelis 2014, Mayor i Etienne-Manneville
2016, De Pascalis i Etienne-Manneville 2017, Fonseca i wsp. 2020).

Komorki srodblonka sg zaprogramowane tak, aby porusza¢ si¢ w kierunku przeciwnym
do kierunku przeplywu krwi, a sita fizyczna przeplywu krwi napedza migracje komorek.
Tlumaczy si¢ to zaangazowaniem w migracje S$ciezki sygnatowej zwigzanej z BMP.
Zahamowanie sktadnikow sygnalizacyjnych receptora BMP takich jak receptor aktywiny typu
1 (AIK1 — activin receptor type 1) czy endoglina blokuja migracje komorek $rodbtonka
kierowang przez przeptyw krwi. Okazuje sig¢, ze brak sktadnikéw receptora BMP i zaburzenie
migracji komorek srodbtonka prowadzi do powstawania malformacji tetniczo-zylnych (Trimm
i Red-Horse 2023). Ponadto, sygnalizacja SMAD, wzbudzana przez oddziatywanie BMP
i receptora 1A BMP pozwala na utworzenie pierwszych naczyn w zarodkach myszy i ryb (Neal
i wsp. 2019).

W  wyniku uszkodzenia komoérek $rodblonka podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow (bFGF — basic fibroblast growth factor) promuje migracje komoérek do miejsca
uszkodzenia. W wyniku stymulacji FGF komorki znajdujace si¢ w poblizu uszkodzenia
$rodbtonka przejmujg funkcje przywodcéw w migracji do miejsca docelowego, podobnie jak
komorki wierzchotkowe w formowaniu si¢ nowych naczyn. W kolejnym etapie komorki
przywodcze przekazuja sygnat komorkom paczkujacym odpowiedzialnym za formowanie
nowych naczyn. W tej ukierunkowanej migracji uczestniczy VE-kadheryna. W przypadku
braku sygnatu stymulujacego do ukierunkowanej migracji dochodzi do losowego
przemieszczania si¢ komorek i1 wypetniania przez nie miejsca uszkodzenia. Jest to skutek

zahamowanej migracji wstecznej (Michaelis 2014).
1.2.2.3. Proliferacja

Proliferacja to zdolno$¢ komorek do dzielenia si¢. Podziat oraz powstawanie nowych
komorek w czasie odbywa si¢ w cyklu komorkowym, w ktorym biorg udziat enzymy i biatka
niezbedne do prawidtowego przebiegu poszczegdlnych faz cyklu komoérkowego — faze G1, S,
G2 1 M. Proliferacja komorek jest kontrolowana przez sygnaty stymulujace do podziatu (badz
hamujace) ptynace z innych komoérek. Komorki prawidtowe, znajdujace si¢ w monowarstwie,

w warunkach fizjologicznych przesytaja sobie nawzajem sygnat hamujacy proliferacje.
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W przypadku powstania uszkodzenia, aby doszlo do regeneracji, komoérki znajdujgce sie
W miejscu zdarzenia wysytaja sygnat do proliferacji, a komorki, ktore ten sygnal odbieraja
przechodza w kolejne fazy cyklu komérkowego (Yang 2018).

Komorki, ktére si¢ nie dzielg pozostaja w fazie cyklu GO, a ich DNA wystepuje
w formie niezduplikowanej. Po odebraniu sygnatu komoérki wchodzg w faze G1 cyklu, ktéra
odpowiada za przygotowanie ich DNA do duplikacji w fazie S. Przejscie z fazy G1 do fazy S
cyklu komoérkowego kontrolowane jest przez aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego E2F,
co skutkuje aktywacja gendéw potrzebnych do syntezy DNA. Nastepuje hiperfosforylacja pRb
(retinoblastoma — siatkéwczak); biatko to wchodzi w interakcje z E2F 1 dochodzi do wejscia
komorek w faze S cyklu komorkowego. W fazie S, w warunkach kontrolowanych dochodzi
do powielenia materialu genetycznego, a komoérka przechodzi do fazy G2 w wyniku zwigzania
si¢ cykliny A z cyklinozalezng kinazg 2 (CDK2 — cyclin-dependent kinase 2), co powoduje
obnizenie aktywno$ci E2F. W fazie G2 cyklu dochodzi do wigzania si¢ cykliny B z CDK2.
Kinaza CDK2 ulega aktywacji, co pozwala komdorkom przygotowac si¢ do wejscia w ostatnig
faze cyklu komoérkowego, czyli fazg M. W fazie mitozy dochodzi do podziatu pojedynczej
komorki na dwie 1 do rozdzielenia pomiedzy nie zduplikowanego materiatu genetycznego
w wyniku przej$cia komorek przez poszczegolne etapy podziatu mitotycznego komorki (Joyce
2012, Yang 2018).

Migracja 1 proliferacja komorek srodblonka muszg by¢ w rownowadze wobec siebie,
aby dochodzito do efektywnej regeneracji srédblonka pod wplywem rozpuszczalnych
i fizycznych czynnikoéw mikrosrodowiska srodbtonka. W przypadku zachwiania rownowagi
pomigdzy migracja i proliferacja komorek s$rodblonka w wyniku niezréwnowazonego
dziatania czynnikoéw mikrosrodowiskowych dochodzi do odrywania si¢ komorek
wierzchotkowych od komoérek paczkujacych zaburzajac tworzenie struktury naczynia (Wang
i wsp. 2020a).

Sasiadujace komorki §rodbtonka wokot komorek wierzchotkowych otrzymujg sygnaty
za posrednictwem NOTCH, VEGFR1 badz PIGF, ktére promuja podziat i proliferacje
komorek. Nowopowstate komoérki tworzg niedojrzate naczynia w odpowiedzi na dziatanie
VE-kadheryny, CD34 (cluster of differentiation) czy VEGF podczas wydtuzania formujacych
si¢ komorek paczkujacych (Li 1 wsp. 2024). Ponadto, kinazy Alk-1 i Alk-5 to receptory dla
transformujacego czynnika wzrostu  (TGF-p — transforming growth factor £) o przeciwnym
dziataniu i zaangazowane w angiogeneze. Alk-1 wystepuje na powierzchni komorek
srodbtonka 1 promuje proliferacj¢ oraz angiogenez¢ komorek na $ciezce sygnalowej
Alk1/Smadl/5. Alk-5 promuje z kolei réznicowanie komoérek srédbtonka poprzez obnizenie
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ekspresji VEGFR2 i zwigkszenie ekspresji VEGFR1 (Jarad i wsp. 2017, Sweeney i Foldes
2018, Li i wsp. 2024).

1.2.2.4. Angiogeneza

Angiogeneza jest ztozonym 1 kilkuetapowym procesem odgrywajacym kluczowa role
w regeneracji $rodbtonka. Polega ona na wytwarzaniu nowych naczyn z istniejacych juz

struktur przy udziale komorek srodbtonka. Na etapy angiogenezy sktadaja sie:

e kielkowanie komorek,
e tworzenie tubul i formowanie si¢ komorek w ksztalt naczynia,

e tworzenie si¢ sieci komorek.

Mechanizm formowania si¢ nowych naczyn rozpoczyna si¢ od kietkowanie komorek
srodblonka. Dochodzi wtedy do wielu interakcji pomiedzy komorkami i ich
mikrosrodowiskiem. Potrzeba zaspokojenia odpowiedniej ilosci tlenu oraz substancji
odzywczych w tkance powoduje wydzielanie czasteczek proangiogennych, ktére dziatajac na
komorki $rodblonka przyczyniaja si¢ do wystawienia struktur komoérkowych zwanych
filopodiami. Takie komorki sg komodrkami wierzchotkowymi; to z nich wylaniajg sig¢
kietkujace struktury i1 rozszerzaja filopodia w kierunku sygnatu do angiogenezy. Komorki
wierzchotkowe znajduja si¢ na szczycie caltej struktury, za nimi znajduja si¢ komorki
paczkujace, ktore proliferuja 1 wydluzaja kietkujaca strukture. Ostatecznie, komorki
wierzchotkowe z dwoch kietkujacych sasiadujacych ze sobg struktur tacza si¢ tworzac ksztatt
obwodu naczynia (Ryc. 2) (Michaelis 2014, Vandekeere i wsp. 2015, Potente i Carmeliet 2016,
Tsuji-Tamura i Ogawa 2018, Fonseca i wsp. 2020). Kietkowanie komoérek §rodbtonka trwa
do momentu  zaopatrzenia tkanki ~w odpowiednie ilosci tlenu i  skladnikow
odzywczych — czynniki proangiogenne zostajg wyciszone (Potente i Carmeliet 2016).

Kluczowym czynnikiem odpowiedzialnym za kietkowanie komorek srodblonka jest
VEGF, ktory jest uwalniany przez niedotlenione tkanki i taczy si¢ z VEGFR2 znajdujacym si¢
na komorkach §rodbtonka. Aktywacja receptora powoduje uruchomienie kaskady sygnatowe;j
prowadzace] do migracji, proliferacji 1 tworzenia si¢ komodrek wierzchotkowych. Komorki
srédblonka z wysokim sygnalem ze strony VEGFR2 stajg si¢ komorkami wierzchotkowymi
I przekazujg sygnat komérkom sgsiadujacym do przystosowania si¢ jako komorki paczkujace.
Sygnat ten przekazywany jest przez deltapodobny ligand 4 (DLL4 — delta-like ligand 4), ktory
jest ligandem NOTCH, co prowadzi do aktywacji receptora NOTCH1 skutkujac aktywacja
komorek paczkujacych. Efektem tego jest zahamowanie aktywno$ci VEGFR2,
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przy jednoczesnej aktywacji VEGFR1. Taka regulacja, zmniejszajgca wrazliwos¢ na VEGF,
jest istotna do utrzymania stabilnosci wydtuzajacej si¢ struktury kietkujacej zlozonej
z komorek paczkujacych. Jednoczesnie caty czas regulowany jest poziom aktywnosci
receptorow VEGF, DLL4 i NOTCH1, gdy kolejne komorki $rodbtonka przekazuja sygnat
kolejnym komodrkom sgsiadujagcym. Konsekwencja takiej regulacji jest sytuacja, w ktorej
komorki paczkujace moga przesta¢ petni¢ funkcje inhibitorow komorek wierzchotkowych
I same przejaé rolg komorki prowadzacej, powodujac dynamiczng zmiang pozycji
W rozrastajacej si¢ strukturze (Eilken i Adams 2010, Blanco i Gerhardt 2013, Michaelis 2014,
Vandekeere i wsp. 2015, Tsuji-Tamura i Ogawa 2018, Fonseca i wsp. 2020, Gongalves i Wsp.
2021). W wyniku oddziatywania sygnatéow kietkujace struktury tworzace ksztalty obwodu
naczynia w koncu tacza si¢ ze sobg formujac zlozong sie¢ potaczen.

Tworzenie tubul to formowanie si¢ struktur komoérek $rodbtonka w ksztatt naczynia.
Komorki §rodbtonka w wyniku dziatania stymulatora i uruchamiania szlaku sygnatowego tacza
si¢ ze sobg zaggszczajac strukture. Sygnalem to formowania tubul, oprocz tego pochodzacego
z VEGF, moze by¢ roéwniez aktywacja szlaku czynnika indukowanego hipoksja
(HIF-1 — hypoxia-inducible factor 1), co doprowadza do aktywacji ekspresji PDGF (Yadav
i wsp. 2012, Herold i Kalucka 2021). Ekspresja galektyn w komorkach $rodbtonka réwniez

moze prowadzi¢ do efektywnego sygnatu do tworzenia si¢ tubuli (Thijssen 2021).
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1.3. Stan zapalny komorek kostnych i ich remodeling

Remodeling kosci jest procesem, ktéry odbywa si¢ lokalnie oraz systemowo w sposob
ciggly prowadzac do odnawiania si¢ koSéca. Remodeling kosci charakteryzuje sie
wystepowaniem dwoch okresowych zjawisk — resorpcji, trwajagcej 30-40 dni i formowania,
trwajacego okoto 150 dni (Eriksen 2010). Przebudowa kos$ci rozpoczyna si¢ od usunigcia btony
kolagenowej, ktora wysciela ko$¢ 1 wypelnienia luki w kosci $§wieza warstwg macierzy
kolagenowej. Odpowiedzialne sg za to komorki wysSciotki kosci, ktore biorg udziat w catym
procesie remodelingu razem z osteoklastami, osteoblastami i osteocytami. Resorpcja,
czylirozktad tkanki kostnej zachodzi przy wudziale osteoklastow. Komorki te sg
chemotaktyczniec zwabiane do miejsca docelowego poprzez dziatanie m.in. TNF-o
i prostaglandyny E2 (PGE2 — prostaglandin E2), ktore prowadza do zwigkszenia ekspresji
ligandu receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa B (RANKL — receptor activator
of nuclear factor-kappa B ligand) wigzacego si¢ z receptorem aktywujacym czynnik jadrowy
kappa B (RANK — receptor activator of nuclear factor-kappa B) na prekursorach osteoklastow,
czego skutkiem jest ich dojrzewanie do osteoklastow. RANKL jest ligandem powigzanym
Z TNF-a, ktérego ekspresja zachodzi na btonie powierzchniowej osteoblastow, co pozwala
na regulacje ich funkcji, a wigc synteze kosci. Osteocyty natomiast pochodza od osteoblastow,
osadzajg si¢ w zmineralizowanej kosci 1 biorg udzial w jej formowaniu (Epsley 1 wsp. 2021).

Osteoblasty sa takze odpowiedzialne za chemotaktyczne przycigganie prekursorow
osteoklastow poprzez wydzielanie czynnika stymulujacego tworzenie si¢ kolonii makrofagdéw
(M-CSF — macrophage colony stimulating factor) i biatka chemotaktycznego monocytow
(MCP1 — monocyte chemoattractant protein 1) w odpowiedzi na dziatanie cytokin takich jak
TNF-a czy IL-1 (Graves i wsp. 1999).

Innym bialkiem regulujacym przebieg koSciotworzenia jest osteoprotegeryna
(OPG — osteoprotegerin), ktore wigze si¢ z RANKL blokujac jednocze$nie mozliwosé jego
wigzania si¢ z RANK na prekursorach osteoklastow, czego konsekwencja jest zahamowanie
dojrzewania osteoklastow. Ponadto, osteoklasty w czasie resorpcji uwalniajg TGF-p, ktory jest
chemoatraktantem dla osteoblastow 1wzmacnia ich rdéznicowanie oraz proliferacje.
Prawidtowa proporcja migdzy resorpcja, a formowaniem si¢ kosci jest warunkiem utrzymania
homeostazy w procesie kosciotworzenia (Loi i wsp. 2016, Epsley i wsp. 2021).

Stan zapalny tkanki kostnej moze zosta¢ wywotany przez wiele roznych czynnikow:

e dzialanie patogenow (zapalenie przyzebia, rozwoj biofilmu bakteryjnego

na wszczepionym implancie kostnym),
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e choroby autoimmunologiczne (reumatoidalne zapalenie stawow),
e ubytki/uszkodzenia kosci wywotane chorobami (osteoporoza),
e zaburzenia doptywu krwi do kosci (osteonekroza),

e urazy mechaniczne/wypadki (ztamanie kosci) (Bastian i wsp. 2011, Thomas i Puleo

2011, Loi i wsp. 2016).

Uszkodzenie kosci skutkuje dysfunkcjg lokalnego uktadu naczyniowego (Ryc. 3).
W wyniku aktywacji kaskady krzepnigcia i narazenia ptytek krwi na dziatanie §rodowiska
pozanaczyniowego powstaje krwiak. Wytwarzana jest sie¢ fibrynowa, ktora peini role
tymczasowej matrycy podczas gromadzenia si¢ komorek o charakterze prozapalnym, ktére
naptywaja w miejsce uszkodzenia w wyniku dziatania chemoatraktantow pod postacig PDGF,
sktadowych komplementu czy czynnikow uwolnionych z martwych komoérek (Loi 1 wsp.
2016). Kontrolowane uwalnianie sygnatow i czynnikow prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-1
I IL-6 jest niezbedne do utrzymania optymalnego remodelingu kosci (resorpcji, formowania,
mineralizacji), natomiast zaburzenie tej homeostazy skutkuje zakloceniem catego procesu
remodelingu (Cavagis i wsp. 2014).

IL-6 jest kluczowym mediatorem regeneracji kosci, a jej kontrolowane uwalnianie
pozwala na promowanie angiogenezy, produkcje VEGF oraz roznicowanie si¢ osteoklastow
i osteoblastow. Obecnos¢ IL-6 jest wymagana na wezesnych stadiach gojenia si¢ ubytku kosci
do prawidlowej mineralizacji kos$ci oraz jej formowania (Bastian i wsp. 2011, Loi i wsp. 2016).

Oprécz wspomnianych wyzej czynnikow, innymi istotnymi mediatorami remodelingu
kosci w odpowiedzi na powstaty stan zapalny sa BMP, FGF czy VEGF. Dzi¢ki ich dzialaniu
krwiak, ktory powstat na skutek uszkodzenia kosci 1 lokalnych naczyn moze zosta¢ zastapiony
tkanka bogata w proliferujace komoérki mezenchymalne i rozwijajace si¢ naczynia (Shindeler
I wsp. 2008, Claes i wsp. 2012). Sugeruje si¢, ze VEGF, biorgc udzial w unaczynianiu tkanki
kostnej przyczynia si¢ rowniez do regulacji wzrostu kosci. VEGF, bedac mediatorem komorek
srodbtonka, rekrutuje je do regenerowanego miejsca. Nastepnie w tych komorkach dochodzi
do przetaczenia gendéw, co umozliwia promowanie przebudowy kosci. Same komorki

srodbtonka moga by¢ takze Zrodlem mitogenow dla osteoblastow (Pape 1 wsp. 2010).
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Ryc. 3 Stan zapalny i regeneracja komoérek srédblonka i kostnych. Stan zapalny
w $rodblonku rozwija si¢ W wyniku uszkodzenia i dysfunkcji komoérek, a w kosci w wyniku
uszkodzen iubytkdw. Zmiany zapalne sa najczeséciej konsekwencja chordb toczacych sig¢
w organizmie, takich jak choroba niedokrwienna serca czy osteoporoza. Podczas regeneracji
tkanki dochodzi do jej przebudowy pozwalajacej osiagna¢ stan homeostazy.

1.4. Kompozyty biologicznie aktywne do zastosowania w regeneracji

Technologia oraz metodyka stosowana w szeroko pojetej medycynie regeneracyjnej ma
za zadanie doprowadzi¢ do naprawy badz wymiany tkanki czy organu, ktére zostaly
uszkodzone w wyniku dziatania chordb czy urazow. Ciagly rozwoj tej galezi nauki prowadzi
do odkrycia nowych metod leczenia przewleklych czy naglych przypadkow, ktorych
skuteczno$¢ potwierdzana jest w badaniach przedklinicznych oraz klinicznych. W leczeniu
regeneracyjnym zastosowanie znajduja polimerowe materiaty, ktére moga dodatkowo by¢
optaszczone substancja biologicznie aktywna, aby wzmocni¢ proces regeneracji w obrgbie
miejsca wszczepu 1 przywroci¢ prawidlowe funkcje oraz organizacje uszkodzonej tkanki.

Réznego rodzaju polimerowe materialty do zastosowania regeneracyjnego majg
za zadanie nasladowa¢ ECM w tkance 1 niejako kierowa¢ aktywnoscia komorek,
aby odbudowa¢ uszkodzong strukture tkanki oraz przywroci¢ jej pelna funkcjonalnosé
(Huebsch 1 Mooney 2009). Jednym z materialéw, ktére z powodzeniem stosuje si¢
w regeneracji sa polimerowe rusztowania — skafoldy, ktore sa stosowane zarowno
do wypehiania ubytkow chrzastki, jak i w leczeniu owrzodzen zylnych. Czgsto do materiatdw
dotaczane sa czynniki wzrostu, ktore maja za zadanie wspomagaé gojenie i regeneracje
uszkodzonej tkanki. Taki biomateriat jest w stanie zapewni¢ staty dost¢p substancji aktywne;j
biologicznie w miejscu wszczepu (Mao i Mooney 2015).

Z powodzeniem wytwarza si¢ i stosuje skafoldy sktadajace si¢ z materiatow

pochodzenia naturalnego, np. komponentow ECM, alginianu z alg, kolagenu, badz wywodzace
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si¢ z syntetycznych polimeréw, jak kwas polikglikolowy (PGA — polyglycolic acid), PLA
czy poli(laktydo-koglikolid) (PLGA - poly(lactic-coglycolic acid). Do wytwarzania
skafoldow wykorzystuje si¢ takze hydrozele wodne, co pozwala na uzyskanie wysokiego
podobienstwa takich struktur do tkanki (Mao i Mooney 2015). R6zne materiaty rowniez taczy
si¢ ze sobg 1 osadza w odpowiedniej matrycy, aby uzyska¢ kompozyt. Takg matrycg moze by¢
material metalowy, ceramiczny badz plastikowy. Matryca w kompozycie jest faza ciagla,
natomiast faza nieciggla kompozytu to materiat wzmacniajacy. Taki kompozyt mozna jeszcze
uzupehi¢ o dodatki lub wypelniacze. Ostatecznie kompozyt zawiera w sobie materialy,
ktérych funkcje moga si¢ uzupekiaé, czynigc jego dziatanie bardziej efektywnym (Hsissou
i wsp. 2021).

Obecnie wiele substancji biologicznie aktywnych majacych rézne pochodzenie
dotaczanych jest do materialdw przeznaczonych do regeneracji uszkodzonej tkanki.
W przypadku stosowania biomaterialdéw przeznaczonych do regeneracji ubytkow kostnych
zastosowanie znajduja m.in. biatka macierzy zewnatrzkomorkowej kosci, czynniki wzrostu,
fitosterole czy oksysterole (Szwed-Georgiou i wsp. 2023). Dziatanie poszczegdlnych
substancji biologicznie aktywnych przedstawiono w Tab. 1.

Tab. 1 Substancje aktywne biologicznie wykorzystywane przy tworzeniu biokompozytow
przeznaczonych do regeneracji kostnej i ich dzialanie (na podstawie Szwed-Georgiou i wsp.
2023).

SUBSTANCJA DZIALANIE ZRODLA
AKTYWNA LITERATUROWE
BIOLOGICZNIE
Bialka macierzy e Formowanie si¢ kosci Roach 1994
zewnatrzkomoérkowej kosci: | e Mineralizacja kosci Rammelt i wsp. 2005
e osteokalcyna (OCN — o Kalcyfikacja Manolagas 2020

osteocalcin)
e osteopontyna (OPN —

osteopontin)

Biatka morfogenetyczne e Formowanie sie kosci Reddi i Reddi 2009

Kosci (BMPs) e Przekazywanie sygnatu Zhou 2015
chemotaktycznego dla

proliferacji i
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réznicowania komorek
progenitorowych kos$ci
Wzbudzanie aktywnosci

fosfatazy alkalicznej

VEGF

Regeneracja okolicznych
naczyn

Sygnal do réznicowania

i proliferacji osteoblastow
Stymulacja

do przeksztalcania si¢
tkanki chrzestnej

do ,,naczyniowej tkanki
kostnej”

Unaczynianie

zregenerowanego miejsca

Ozturk i wsp. 2013

Fitosterole:

Zawarte w ekstraktach

z Cissus quadrangularis
Fukosterol pochodzacy

Z wodorostow
[-Ekdysteron
pochodzacy z Achyranthe

bidentata

Wzmaocnienie przylegania
komorek do biomateriatu
I jego zasiedlania
Stymulacja proliferacji
komorek

Mineralizacja ko$ci
Wzrost aktywnosci
fosfatazy alkalicznej
Sygnal do wzmozonej
aktywnos¢ OPN
Zwigkszanie gestosci

kosci

Parisuthiman i wsp. 2009
Soumya i wsp. 2012
Lee D.G. i wsp. 2014
Suganya i wsp. 2014
Hannan i wsp. 2020

Yan i wsp. 2022

Oksysterole:

20S-hydroksycholesterol
22S-hydroksycholesterol
Oxy4

Oxy18

Wplyw na réznicowanie
si¢ komorek

osteogenicznych

Aghaloo i wsp. 2007
Johnson i wsp. 2011
Kwon i wsp. 2015
Hokugo i wsp. 2016
Cui i wsp. 2017
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e Oxy21 e  Wzrost aktywnosci Lee S.J. iwsp. 2017
e Oxy34 fosfatazy alkalicznej, Cottrill i wsp. 2020
e Oxy49 OCN, OPN

e Formowanie si¢ kosci
e Zwigkszanie gestosci

kosci

1.5. Sterole jako potencjalne czynniki majace wplyw na regeneracje

Obecnie wiele badan dotyczacych medycyny regeneracyjnej skupia si¢
na poszukiwaniu substancji o potencjale regeneracyjnym, aby wyloni¢ te najskuteczniejsze
do efektywnego zastosowania u pacjentow. Badania nad regeneracja kosci od kilku lat skupiaja
si¢ migdzy innymi na mozliwo$ci wykorzystania oksysteroli (Tab. 1). Oksysterole (zwane
takze hydroksycholesterolami) sg czasteczkami pochodzgcymi od cholesterolu, ktore powstaty
w wyniku jego oksydacji i sg obecne w organizmie ludzkim (Lee i wsp. 2017, Cottrill i wsp.
2020). O ich potencjalnym osteoindukcyjnym dziataniu zacz¢to mowic juz okoto 20 lat temu
(Kha i wsp. 2004). W kolejnych latach rozne zespoty kontynuowaly badania
nad osteoindukcyjnymi wtasciwosciami oksysteroli, wyrdzniajac najpierw takie czasteczki jak
20(S)-hydroksycholesterol,  22(R)-hydroksycholesterol czy  22(S)-hydroksycholesterol
(Aghaloo i wsp. 2007, Kim i wsp. 2007), pdzniej rozszerzajac grupe analizowanych czasteczek
0 Oxy34 1 Oxy49 (Johnson i wsp. 2011), az do stanu obecnego, gdzie poznano i opisano kolejne
oksysterole i ich wtasciwosci (Oxy4, Oxy18, Oxy21, Oxy133 czy 72-hydroksycholesterol)
(Lee i wsp. 2017, Liiwsp. 2017, Cottrill i wsp. 2020, de Freitas i wsp. 2021, Szwed-Georgiou
1wsp. 2023). Czasteczki te, oprocz dziatania osteoindukcyjnego, wykazujg rowniez aktywnos¢
W procesie modulacji gojenia si¢ uszkodzonego fragmentu kosci poprzez wplyw
na zwigkszony potencjat osteogenny komorek (Johnson i wsp. 2011, Lee i wsp. 2017, Cottrill
i wsp. 2020). Odbywa si¢ to m.in. w wyniku zwigkszonej ekspresji genow i biatek biorgcych
udziat w osteogenezie, takich jak czynnik transkrypcyjny 2 zwigzany z Runt (Runx2 — Runt
related transcription factor 2) czy OCN, a takze zwigkszonej aktywacji Sciezki sygnatowe;j
Hedgehog, ktora jest niezbgdna do prawidlowego rozwoju kosci (Cottrill 1 wsp. 2020,
Szwed-Georgiou i wsp. 2023).

Jednoczesénie, niektore badania potwierdzajg destruktywny wptyw oksydowanych form
cholesterolu na komorki §rodbtonka, ale tez na fibroblasty czy komorki nerwowe. Oksysterole
sg zaangazowane w regulacje proceséw o podlozu immunologicznym, agregacj¢ ptytek krwi

czy proliferacj¢ 1 apoptoz¢ komorek. W badaniach wskazuje si¢, ze oksysterole moga
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przejawia¢ dziatanie cytotoksyczne na wymienione wczesniej grupy komorek (de Freitas
i wsp. 2021). Wskazuje si¢, ze oksysterole mogg rowniez by¢ zaangazowane w rozwoj
nowotworow, jak i wykazywac dzialanie przeciwnowotworowe (Centonze i wsp. 2022).
Wptyw oksydowanej frakcji LDL cholesterolu zostat opisany we wcze$niejszym podrozdziale.
OXLDL moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia ekspresji receptora dla VEGF2 na powierzchni
komorek $rodbtonka, niezbednego komponentu dla prawidlowej angiogenezy, a takze moze
wptywaé na zwigkszong apoptozg oraz obnizenie zywotnosci komorek (Zhang and Jiang
2016). W ostatnich latach pojawialy si¢ badania sugerujgce, ze podstawowa forma
wspomnianych wcze$niej substancji, cholesterol, moze mie¢ wplyw na procesy regeneracji
i remodelowania komorek (Lyu i wsp. 2019, Samson i wsp. 2020). Cholesterol jest zwigzkiem
thuszczowym, stale obecnym w organizmie cztowieka — pozyskiwany jest wraz z pozywieniem
oraz syntetyzowany de novo. Jest niezbedny do prawidlowego zorganizowania
i funkcjonowania bton komorkowych poprzez transdukcje sygnatow wewnatrzkomorkowych
oraz do wspierania procesu mielinizacji, czyli otaczania aksondéw thuszczowsg ostong
zapewniajacg ich izolacje i regeneracje. Ponadto, cholesterol jest rOwniez znanym prekursorem
hormonoéw piciowych, witaminy D i kwasow zotciowych (Ryc. 4) (Klaassen i Aleksunes 2010,
Zhang i wsp. 2019, Luo i wsp. 2020, Xu i wsp. 2020, Shabanzadeh i wsp. 2021, Centonze
i wsp. 2022). Cholesterol jest rowniez komponentem W szlaku sygnatowym Hedgehog, ktory
odpowiada za utrzymanie prawidlowej biosyntezy bialek tego szlaku oraz bierze udziat
w regulacji odbioru i transdukcji sygnatu. Z kolei biatka szlaku sygnatowego Hedgehog
kontroluja wzrost, przezywalnos$¢, rdznicowanie, migracj¢ i proliferacj¢ réznych komorek,

w tym réwniez komorek srodbtonka (Riobo 2012).
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Ryc. 4 Schemat przedstawiajacy funkcje cholesterolu. Cholesterol jako prekursor syntezy
witaminy D, hormondow steroidowych 1 kwasow zotciowych; substancja odpowiedzialna
za prawidlowe funkcjonowanie i organizacje bton komoérkowych; substancja niezbedna
do mielinizacji aksonéw. Jego oksydowane formy mogg przyczyniaé si¢ do rozwoju chordb
sercowo-naczyniowych, ale rowniez mogg bra¢ udziatl w procesach regeneracji kosci.

Cholesterol ma swoj udzial w angiogenezie — lipoproteina o wysokiej gestosci
(HDL — high density lipoprotein) wykazuje zardwno dziatanie pro- jak i antyangiogenne.
Aktywny biologicznie lipid, sfingozyno-1-fosforan (S1P — sphingosine-1-phosphate), wiaze
apolipoprotieing M (apoM — apolipoprotin M), ktora jest obecna W czasteczce HDL i wykazuje
aktywno$¢ w angiogenezie 1 integralno$ci naczyh. W wyniku tego wigzania dochodzi
do aktywacji szlaku sygnatowego PI3K/Akt/eNOS i aktywacji eNOS. eNOS jest kluczowym
enzymem dla produkcji tlenku azotu przez komorki srodbtonka, a zahamowanie jego dziatania
wplywa negatywnie na angiogenez¢. Aktywacja eNOS przektada si¢ na wzrost ekspresji VEGF
W naczyniach i progres angiogenezy (Zhu, Gu i Fang 2019). Ponadto, cholesterol jest istotnym
sktadnikiem tratw lipidowych, bogatych w biatka transportowe ABC, znajdujacych sie
w btonach komorek (Centonze 1 wsp. 2022). Zmniejszona ilos¢ cholesterolu w tratwach
lipidowych zakléca sygnalizacje komorkowa zwigzang z przezyciem, adhezja, migracja
I proliferacja komorek. Wyplyw cholesterolu z komorek srodblonka, ktory jest kluczowy dla
prawidtowej angiogenezy, odbywa si¢ poprzez dzialanie biatko wigzace apoA-I
(AIBP — apoA-I1 binding protein). AIBP wiaze si¢ z HDL poprzez biatko podrodziny G z kaseta
wigzacag ATP (ABCG1 —ATP-binding cassette sub-family G member 1), ktore jest biatkiem
transportowym, co ulatwia odplyw cholesterolu z komoérek do HDL. Nadekspresja AIPB
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prowadzi do skurczenia si¢ zasobéw cholesterolu w komorkach $rodbtonka i zmniejszenie
iloéci tratw lipidowych w blonie komorkowej, co z kolei zakioca dimeryzacje VEGFR2
znajdujacego si¢ na komorkach §rodbtonka i hamuje sygnat do angiogenezy (Lyu i wsp. 2019,
Vona i wsp. 2021). Receptory X watroby (LXR — liver X receptors) odpowiedzialne sg
zaregulacje poziomu cholesterolu w komoérkach $rodblonka poprzez zmniejszanie
wchianiania cholesterolu i hamowanie jego biosyntezy (Vona i wsp. 2021). Obnizenie poziomu
cholesterolu za pomoca agonistow LXR wplywa na zahamowanie proliferacji, migracji
I tubulogenezy komorek $rodblonka, a takze na blokowanie neoangiogenezy. Ponadto,
obnizenie poziomu cholesterolu w wyniku dzialania agonistow LXR wptywa na zmniejszong
kompartmentacj¢ VEGFR2 w tratwach lipidowych, co skutkuje zahamowaniem sygnatu
do angiogenezy pochodzacego od tego receptora w komorkach srédbtonka (Lyu i wsp. 2019).
W badaniach in vivo na modelu embrionu kurzego i udzialu cholesterolu w angiogenezie
wskazuje si¢, ze moze mie¢ on wplyw na rozwo6j nowych naczyn, zaleznie od zastosowane;j
daweki lub od czasu hodowli. W pierwszym dniu po podaniu cholesterolu wykazano gwattowny
rozwoj naczyn w embrionie, natomiast w dniu czwartym obserwowano spowolnienie tego
procesu. Sugeruje to istotng role cholesterolu we wczesnym etapie angiogenezy (Samson i wsp.
2020).
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2. Uzasadnienie podjecia tematu

Medycynie regeneracyjnej, jako dynamicznie rozwijajacej si¢ dziedzinie nauki,
nieustannie towarzyszy poszukiwanie nowych substancji i materialdbw wspierajacych
skuteczng regeneracje uszkodzen komorkowych. Efektywne procesy regeneracyjne sg
kluczowe dla przywracania funkcji $rédblonka, zwlaszcza w  kontek$cie zmian
miazdzycowych oraz odbudowy kosci w przypadku ubytkow kostnych. Statystyki
epidemiologiczne podkreslaja wage tych probleméw — choroby sercowo-naczyniowe
odpowiadaja za okoto 30% globalnych zgondw, a zaburzenia zwigzane z ubytkami kostnymi
dotykaja az 30% kobiet i 20% m¢zczyzn na §wiecie.

Pochodne cholesterolu, takie jak oksysterole, sa juz wykorzystywane w medycynie
regeneracyjnej, chociaz z r6znym skutkiem. Jednak wiedza na temat cholesterolu w regeneracji
uszkodzonej tkanki jest niewystarczajagca. W zwigzku z powyzszym celem pracy byto
przeprowadzenie badan eksperymentalnych na modelach in vitro i in vivo dostarczajacych
nowej wiedzy na temat roli cholesterolu w procesie regeneracji srodbtonka naczyniowego
i tkanki kostnej. Mozna oczekiwac, iz wiedza ta przyczyni si¢ do rozwoju nowych strategii

terapeutycznych.
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3. Hipotezy badawcze:
H1: Sterole wykazuja potencjal proregeneracyjny wobec komorek srodbtonka naczyniowego.

H2: Kompozyt polilaktydowy z dodatkiem wtokien apatytowych jest odpowiedni
do skutecznej modyfikacji wybranym sterolem sposrod cholesterolu, 7-ketocholesterolu

I kalcytriolu i wykazuje wlasciwosci wspomagajace proces regeneracji in vitro.

H3: Kompozyt polilaktydowy z dodatkiem wiokien apatytowych modyfikowanych wybranym
sterolem sposrod cholesterolu, 7-ketocholesterolu i kalcytriolu wspiera regeneracje komoérek
kostnych i srodblonkowych in vivo.
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4. Cele pracy doktorskiej

1. Wyselekcjonowanie substancji biologicznie aktywnej o charakterze sterolu sposrod
cholesterolu, 7-ketocholesterolu i1 kalcytriolu, wykazujacej najwigkszy potencjat

promujacy proces regeneracji naczyniowe;j.

2. Charakterystyka fizyko-chemiczna i biologiczna kompozytu polilaktydowego
z dodatkiem wldkien apatytowych jako potencjalnego no$nika do dalszych modyfikacji

wyselekcjonowanym sterolem.

3. Modyfikacja kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wldokien apatytowych
wyselekcjonowanym sterolem w celu zwigkszenia jego efektywnosci w procesach

regeneracyjnych.

4. Ocena bezpieczenstwa stosowania kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wiokien

apatytowych modyfikowanych wyselekcjonowanym sterolem.

5. Ocena efektywno$ci dziatania kompozytu polilaktydowego z dodatkiem widkien

apatytowych modyfikowanych wyselekcjonowanym sterolem.
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5. Materialy i metody
5.1 Materialy

5.1.1 Materialy plastikowe, szklane i metalowe

e butelki hodowlane 25 i 75 cm® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone)

e Dbutelki szklane (Chemland, Stargard, Polska)

e Dbutelki szklane Pyrex® (INTER-CHEM POZNAN Sp. z 0.0., Poznan, Polska)

e gty do strzykawek (KDM®, Berlin, Niemcy)

e koncowki do pipet automatycznych (Capp, AHN Biotechnologie GmbH,
Nordhausen, Niemcy)

e nozyczki chirurgiczne (Weldon Instruments, Raipur, Sialkot, Punjab, Pakistan)

e nici chirurgiczne (Atramat, Lerma, Meksyk)

e pipety typu Pasteura (F.L. Medical, Torreglia PD, Wtochy)

e pipety serologiczne 5, 10, 25, 50 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy)

e plastikowe szalki Petriego (Falcon®, Corning INC., Corning, NY, Stany
Zjednoczone)

e plytki plastikowe hodowlane, ptaskodenne, przezroczyste (Greiner, Kremsmiinster,
Austria)

e plytki plastikowe hodowlane, ptaskodenne, czarne (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

o plytki szklane hodowlane, ptaskodenne, czarne (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e plytki nichodowlane, ptaskodenne, przezroczyste (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e probowki apirogenne, wolne od doeksyrybonukleaz (DNAz) i rybonukleaz (RNAz)
typu Falcon 15 i 50 ml (Greiner, Kremsmiinster, Austria)

e probowki nichodowlane 4 i 11 ml (Medlab Products, Raszyn, Polska)

e probowki typu eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Germany)

o skalpele (Swann Morton, Sheffield, Wielka Brytania)

e strzykawki (KDM®, Berlin, Niemcy)

o szkietka nakrywkowe (Pathosolutions, ELEKTRO MED, Zabierzow Bochenski,
Polska)
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e szkietka podstawowe (Pathosolutions, ELEKTRO MED, Zabierzéw Bochenski,
Polska)

5.1.2 Odczynniki

e 1,4-dioksan (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska)

e 3,35 5'-tetrametylobenzydyna (TMB - 3,3'5,5-tetramethylbenzidine) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e 4'.6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone)

e 7-ketocholesterol (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Stany
Zjednoczone)

e Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Stany
Zjednoczone)

¢ aldehyd glutarowy (Polysciences Inc., Warrington, PA, Stany Zjednoczone)

e Dblastocydyna (Invivogen, San Diego, CA, Stany Zjednoczone)

e Dbiekit kalceiny (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e Dbiekit trypanu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e Dbromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT - 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e Dbufor cytrynianowo-fosforanowy 0,1 M

e Dbufor kakodylowy (Polysciences Inc., Warrington, PA, Stany Zjednoczone)

e Dbufor weglanowy 0,05 M

e B-fosforan tréjwapniowy (B-TCP — g-tricalcium phosphate) (Fluka Chemie GmbH
Buchs, Szwajcaria)

e cholesterol w proszku rozpuszczalny w wodzie, odpowiedni do hodowli
komorkowej (Merck, Darmstadt, Niemcy)

e cholesterol wysoko oczyszczony rozpuszczalny w etanolu (Merck, Darmstadt,
Niemcy)

e CyQuant® Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e czterotlenek osmu OsO4 (Polysciences Inc., Warrington, PA, Stany Zjednoczone)
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czynnik wzrostu fibroblastow (FGF) uzyskany z systemu rekombinacyjnego
Escherichia coli BL21STAR

dimetylosulfotlenek (DMSO - dimethyl sulfoxide) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, Stany Zjednoczone)

DNAza (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska)

drugorz¢dowe przeciwciala kurze skierowane przeciwko kroéliczej 1gG (H+L)
skoniugowane z AF™ 488 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Stany Zjednoczone)

drugorzedowe przeciwciala poliklonalne krélicze skierowane przeciwko
kolagenowi | skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (HRP — horseradish
peroxidase (Bioss, Woburn, MA, Stany Zjednoczone)

etanol (EtOH) (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska)
Falloidyna Texas Red (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone)

formalina (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Geltrex™ (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)
genetycyna (Invivogen, San Diego, CA, Stany Zjednoczone)

Human IL-6 ELISA Set BD OptEIA™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, Stany
Zjednoczone)

hydrokortyzon (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

izofluoran (Virbac, Carros, Francja)

kalcytriol (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, Stany Zjednoczone)
KAPA Hyper Prep Kit (KAPA BIOSYSTEMS, Roche, Bazylea, Szwajcaria)

klej do preparatow tkankowych Shandon Consul-Mount™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

kolagen I (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

ksylen (Avantor Performance Materials Poland S.A., Gliwice, Polska)

kwas cytrynowy 0,5 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)
kwas siarkowy 2 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

kwas polilaktydowy (PLA) RESOMER® LR 706 S (Evonik, Essen, Niemcy)
L-glutamina (Biowest, Nuaillé, Francja)

LPS Escherichia coli 055:B5 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone)
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LPS Helicobacter pylori CCUG 17874

Morbital® (Biowet Putawy, Putawy, Polska)

naczyniowy czynnik wzrostu (VEGF) uzyskany z systemu rekombinacyjnego
Escherichia coli BL21STAR

nadtlenek wodoru (H202 — hydrogen peroxide) (Avantor Performance Materials
Poland S.A., Gliwice, Polska)

naskorkowy czynnik wzrostu (EGF) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany
Zjednoczone)

normocyna (Invivogen, San Diego, CA, Stany Zjednoczone)

o-fenylodiamina (OPD — o-phenylenediamine) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
Stany Zjednoczone)

oligonukleotydy dla GAPDH (G_RT For i G RT Rev) (Genomed®, Warszawa,
Polska)

oligonukleotydy dla PEAK1 (P1 RT ForiP1 RT Rev) (Genomed®, Warszawa,
Polska)

oligonukleotydy dla PLXNDI (PL RT For i PL RT Rev) (Genomed®,
Warszawa, Polska)

oligonukleotydy dla TNFRSFI0B (T RT For i T RT Rev) (Genomed®,
Warszawa, Polska)

oranz ksylenolowy (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)
para-nitrofenulofosforan (p-NPP — para-nitrophenylphosphate) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

PCR-cDNA Barcoding Kit (SQK-PCB109, Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, Wielka Brytania)

podtoze bazowe do komoérek hFOB 1.19 DMEM/F12 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

podtoze bazowe do komérek HMEC-1 MCDB-131 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

podtoze bazowe do komorek 1929 i THP-Blue™ RPMI-1640 z 25 mM HEPES
(Biowest, Nuaillé, Francja)

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Stany Zjednoczone)
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e przeciwciala skierowane przeciwko 4-hydroksynonenalowi
(anty-4-HNE — 4-hydroxynonenal) AF™ 488 (Bioss, Woburn, MA, Stany
Zjednoczone)

e przeciwciatla poliklonalne skierowane przeciwko klastrowi réznicowania 31
(anty-CD31) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone)

e przeciwciata skierowane przeciwko kolagenowi | (Bioss, Woburn, MA, Stany
Zjednoczone)

e przeciwciala skierowane przeciwko receptorowi 2 VEGF (anty-VEGFR2)
AF™488 (R&D Systems, Minneapolis, MN, Stany Zjednoczone)

e Quanti-Blue™ (Invivogen, San Diego, CA, Stany Zjednoczone)

e SAV-HRP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e 50l fizjologiczna buforowana fosforanami (PBS — phosphate buffered saline)
(Biowes, Nuaillé, Francja)

e SuperScript™ |1l Reverse Transcriptase (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e surowicza albumina bydleca (BSA — bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e surowica plodow cielgcych (FBS — fetal bovine serum) inaktywowana termicznie
(PAN-Biotech, Aidenbach, Niemcy)

e Total RNA Zol-Out™ D kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e TRIzol LS Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

e trypsyna (Biowest, Nuaillé, Francja)

e Tween 80 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e weglan sodu 0,1 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e wodorotlenek sodu 2 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)

e zestaw antybiotykow do podidz hodowlanych penicylina/streptomycyna

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Stany Zjednoczone)
5.1.3 Linie komorkowe i zwierzeta

e komorki fibroblastow myszy L929 CCI-1™ (ATCC, Manassas, VA, Stany

Zjednoczone)
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komorki  $srédbtonka naczyniowego skory cztowieka HMEC-1  (human
microvascular endothelial cells) CRL-3243™ (ATCC Manassas, VA, Stany
Zjednoczone)

osteoblasty cztowieka hFOB (human fetal osteoblastic cell line) 1.19 CRL-11372™
(ATCC Manassas, VA, Stany Zjednoczone)

monocyty reporterowe cztowieka THP1-Blue™ NF-kB (Invivogen, San Diego,
CA, Stany Zjednoczone)

aorty szczura wedrownego Rattus norvegicus rasy Wistar (doroste samce)

szczur wedrowny Rattus norvegicus rasy Wistar (doroste samice i samce,
Zwierzetarnia Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Lodzki,
1.6dz, Polska)

5.1.4 Kompozyty i wypelniacze

5.15

kwas polilaktydowy (PLA)

wlokna apatytowe (W)

kompozyt 5PLA10W

biokompozyt 5SPLA10WMCH(EtOH)0,15%
biokompozyt 5PLA10WMCH(H20)0,15%

Sprzety

czytnik absorbancji (Multiscan®EX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Stany Zjednoczone)

czytnik fluorescencji (SpectraMax, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone)

liofilizator BETA 1-16 (Christ, Osterode am Harz, Niemcy)

mikroskop elektronowy (PHENOM PRO X SEM, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, Stany Zjednoczone)

mikroskop fluorescencyjny (Zeiss, Axio Scope, Al, Jena, Germany)

mikroskop konfokalny (Leica SP-8, Leica Microsystems, Frankfurt, Germany)
mikroskop kontrastowo-fazowy z odwroconym polem widzenia (Motic AE 2000,
Hong Kong, Chiny)

MinlON MKIB z kuweta przeptywowa R9 (Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, Wielka Brytania)
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pipetor automatyczny (Capp, AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen, Niemcy)
pipety automatyczne (Capp, AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen, Niemcy)
Rotor-Gene® Q (Qiagen, Hilden, Niemcy)

suszarka laboratoryjna SML 32/250 (Zalmed, Skierniewice, Polska)

suszarka prozniowa (Binder GmbH Tuttlingen, Niemcy)

urzadzenie do stereotaksji 1 podawania izofluoranu (SomnoSuite® System,
Animalab, Poznan, Polska)

wirdéwka MPW-350R (MPW Med. Instruments, Warszawa, Polska)

wirowka MPW-352R (MPW Med. Instruments, Warszawa, Polska)

5.1.6 Oprogramowanie

Agilent 2100 BioAnalyzer
ClustVist

CoreIDRAW Home&Student X8
Graphpad Prism 5

LAS AF Leica

MinKNOW

Minimap2 (v.2.17-r941)

Motic Image Plus 3.0
MultiBamCov skrypt z Bedtools package (v.2.27.1)
Rotor-Gene® Q series

Statistica 13

Zen 2012 Ziess

5.2 Metody
5.2.1 Hodowla linii komérkowych adherentnych HMEC-1, hFOB 1.19 i L929

Komorki $rodblonka naczyniowego cztowieka HMEC-1, tak jak i osteoblasty

cztowieka hFOB 1.19 i fibroblasty myszy L929, rozmrazano w kapieli wodnej, a nastepnie

zawiesing komorek kazdej z linii dodawano kroplami do 10 ml suplementowanego podtoza
hodowlanego (HMEC-1 — podtoze MCDB-131 z 10% FBS, 10 mM L-glutaminy, 1 pg/ml

hydrokortyzonem, 10 ng/ml EGF, 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny; hFOB
1.19 — podtoze DMEM/F12 z 10% FBS 1 0.3 mg/mL genetycyny; L929 — podtoze RPMI-1640

z 10% FBS, 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny) i odwirowywano przez 10 min
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przy 1200 rpm w temperaturze pokojowej. Nast¢pnie, osad komoérek zawieszano w 1 ml
odpowiedniego suplementowanego podtoza hodowlanego, przenoszono do butelki hodowlanej
0 powierzchni 25 cm® zawierajacej 5 ml odpowiedniego suplementowanego podtoza
hodowlanego i inkubowano przez 2-4 dni w 34°C (hFOB 1.19) badz 37°C (HMEC-1, L929)
przy 5% CO2, 95% wilgotnosci). Po uzyskaniu 90-100% konfluencji, ktora oceniano
przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwroconym polem widzenia, komorki
pasazowano. W tym celu z butelki hodowlanej usuwano podtoze hodowlane, przeptukiwano
monowarstwe komorek PBS, a nastepnie dodawano 1 ml trypsyny iinkubowano 3 min
w warunkach inkubatora (odpowiednich dla linii komdrkowej). W celu inaktywacji trypsyny
do zawiesiny komoérek w trypsynie dodawano 10 ml podtoza RPMI-1640 z 5% FBS. Nastepnie
komorki odwirowywano przez 10 min przy 1200 rpm w temperaturze pokojowej. Osad
komoérek zawieszano w 1 ml odpowiedniego suplementowanego podioza hodowlanego,
przenoszono do nowych butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm® (stosowany
stosunek przesiewania zalezy od tempa wzrostu komorek i wynosi 1:2 dla komorek srodbtonka
naczyniowego HMEC-1 i osteoblastow hFOB 1,19 oraz 1:5 dla fibroblastow myszy L929.
Przy kazdym pasazu oceniano zywotnos¢ komorek i liczono ich gesto$é przy uzyciu komory

Biirkera i biekitu trypanu, ktory barwi martwe komorki.
5.2.2 Hodowla linii komérek nieadherentnych THP1-Blue™ NF-kB

Monocyty cztowieka THP1-Blue™ rozmrazano w taki sam sposob, jak komorki
adherentne, przy uzyciu suplementowanego podloza hodowlanego (podtoze RPMI-1640
suplementowane 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 25 mM HEPES, 100 U/ml penicyliny i 100
ug/ml streptomycyny). Hodowla komoérek odbywa si¢ w warunkach inkubatora (37°C, 5%
C02, 95% wilgotnosci). W ramach pasazowania zawiesing komorek w podtozu hodowlanym
przenoszono do proboéwki wirowniczej | odwirowywano przez 10 min przy 1400 rpm
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, osad komoérek zawieszano w 1 ml odpowiedniego
suplementowanego podtoza hodowlanego, a jedynie czgs¢ zawiesiny komorek przenoszono
do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm3, zawierajacych 10 ml odpowiedniego
suplementowanego podtoza hodowlanego i1 inkubowano w warunkach inkubatora przez 3-4
dni. Po dwoch pasazach zmieniano podtoze hodowlane na podtoze suplementowane
dodatkowo zawierajace czynniki selekcyjne stosowane do utrzymania wstawki reporterowej
w komorkach (podtoze RPMI-1640 suplementowane 10% FBS, 2 mM L-glutaminy, 25 mM
HEPES, 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny, 10 ug/ml blastocydyny i 100 ug/ml
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normocyny). Przy kazdym pasazu oceniano zywotnos¢ komorek i liczono ich gesto$¢ przy

uzyciu komory Biirkera 1 biekitu trypanu, ktory barwi martwe komorki.

5.2.3 Ocena aktywnosci metabolicznej komorek srodblonka naczyniowego czlowieka

HMEC-1 w obecnosci steroli

Ocena aktywno$ci metabolicznej komorek opiera si¢ na badaniu zdolnosci zywych
komorek do redukcji soli MTT do rozpuszczalnych krysztalow formazanu. Komorki
srodblonka naczyniowego HMEC-1 o gestosci 1 x 10° komorek/ml w objetosci 100 pl
suplementowanego podioza hodowlanego MCDB-131 nanoszono na ptytki hodowlane
96-studzienkowe, a nast¢pnie inkubowano przez 24 godz. w 37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci.
Nastepnie, po uzyskaniu 100% konfluencji komorek, wymieniano suplementowane podtoze

hodowlane MCDB-131 na $wieze i dodawano stymulatory:

e 10 uM cholesterolu (CH),
e 10 uM 7-ketocholesterolu (7-KCh),
e 10 uM kalcytriolu.

Kontrole komorek wykazujacych 100% aktywnosci metabolicznej stanowity komorki
niestymulowane, podczas gdy kontrole komodrek uszkodzonych stanowity komorki
inkubowane w podlozu zawierajacym 1% H20.. Komoérki inkubowano przez 24 godz.
w warunkach inkubatora, a nastepnie do studzienek dodawano 20 ul MTT w stezeniu 5 mg/ml
I inkubowano przez 4 godz. Po tym czasie, ptytki z komoérkami odwirowywano przez 10 min
przy 1200 rpm w temperaturze pokojowej, usuwano supernatant, a do studzienek dodawano
200 ul DMSO w celu rozpuszczenia krysztatow formazanu. Absorbancj¢ mierzono przy

dhugosci fali 570 nm. Doswiadczenia wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.4 Ocena migracji komoérek srodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 w teScie

gojenia si¢ rany (ang. wound healing assay) w odpowiedzi na stymulacje sterolami

Komorki $roédbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 o gestosci 1 x 10° komorek/ml
W objetosci 500 pl suplementowanego podtoza hodowlanego MCDB-131 nanoszono na ptytki
hodowlane 12-studzienkowe i inkubowano przez 24 godz. w warunkach inkubatora. Nastepnie,
po uzyskaniu 100% konfluencji komérek wymieniano podtoze na PBS i wykonywano pionowa
ryse w monowarstwie komorek. Nastepnie PBS usuwano, a do studzienek nanoszono 500 ul
$wiezego suplementowanego podtoza hodowlanego MCDB-131 z dodatkiem 2% FBS

I umieszczano stymulatory:
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e 10 uM CH,
e 10 uM 7-KCh,
e 10 uM kalcytriolu.

Jako kontrole uktadu stosowano komorki niestymulowane oraz komorki stymulowane
20 ng/ml VEGF. Komorki inkubowano przez 24 godz. w warunkach inkubatora, a nastepnie
obserwowano migracje komorek (zarastanie rysy) przy uzyciu mikroskopu
kontrastowo-fazowego z odwroconym polem widzenia. Zdjecia uszkodzenia monowarstwy
komorek wykonywano w czasie 0 oraz po 24 godz. inkubacji w powigkszeniu 10x
i analizowano przy uzyciu oprogramowania Motic Image Plus 3.0. Doswiadczenia

wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach.

5.2.5 Ocena ekspresji receptorow typu 2 dla VEGF (VEGFR2) na powierzchni komoérek
srodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 wodpowiedzi na stymulacje

sterolami

Komoérki $rodblonka naczyniowego HMEC-1 o gestosci 1 x 10° komorek/ml
w objetosci 100 pl suplementowanego podioza hodowlanego MCDB-131 nanoszono
do studzienek czarnych ptytek hodowlanych 96-studzienkowych i inkubowano przez 24 godz.
w warunkach inkubatora. Nastgpnie, wymieniano suplementowane podioze hodowlane

MCDB-131 na $wieze i dodawano stymulatory:

e 10uM CH,
e 10 uM 7-KCh,
e 10 uM kalcytriolu.

Jako kontrolg uktadu uzywano komorek niestymulowanych. Komorki inkubowano przez
24 godz. w warunkach inkubatora, a nast¢pnie usuwano podloze hodowlane, utrwalano
komorki 10% formaling w PBS przez 10 min, rozszczelniano btony komoérkowe 0,2%
roztworem Triton-X 100 przez 10 min i blokowano niespecyficzne wigzanie si¢ przeciwciat do
komorek i powierzchni ptytki roztworem 3% BSA/PBS przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie przeciwciata skierowane przeciwko receptorowi 2 VEGF,
skonjugowane z Alexa Fluor™ 488 1 przygotowane w roztworze 1% BSA/PBS
W rozcienczeniu 1:250, nanoszono do studzienek ptytki iinkubowano przez 3 godz.

w temperaturze 37°C. Po kazdym etapie studzienki plytek odplukiwano PBS. Intensywno$¢
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fluorescencji mierzono przy dtugosci fali 488 nm. Doswiadczenia wykonywano w trzech

niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.6 Pomiar stezenia kolagenu I wydzielonego przez komoérki sSrodblonka

naczyniowego czlowieka HMEC-1 w odpowiedzi na stymulacje sterolami

Stezenie kolagenu I mierzono stosujac  test immunoenzymatyczny ELISA
z wykorzystaniem ptynéw pohodowlanych, pochodzacych ze stymulacji komorek $rodbtonka
naczyniowego HMEC-1 10 uM CH, 10 uM 7-KCh i 10 uM Kkalcytriolu, w warunkach
analogicznych do testu oceny aktywnosci metabolicznej komorek §rodbtonka naczyniowego
HMEC-1 w obecnosci steroli. W pierwszym etapie do studzienek na ptytce niehodowlanej
96-studzienkowej nanoszono przeciwciala skierowane przeciwko kolagenowi |
W rozcienczeniu 1:4000 w buforze weglanowym i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C.
Nastepnie plytki odptukiwano 5 razy PBS z dodatkiem Tween 80 i blokowano niespecyficzne
wigzanie si¢ przeciwcial do komoérek i powierzchni ptytki roztworem 3% BSA/PBS przez
2 godz. w temperaturze pokojowej. Po tym czasie ptytki odptukiwano 2 razy PBS z dodatkiem
Tween 80, nanoszono plyny pohodowlane komérek HMEC-1 stymulowanych sterolami
I inkubowano przez noc w 4°C. Nastepnie ptytki odptukiwano 5 razy PBS z dodatkiem Tween
80, nanoszono drugorzgdowe przeciwciata poliklonalne krolicze, skierowane przeciwko
kolagenowi |, skoniugowane z peroksydaza chrzanowa (HRP — horseradish peorxidase)
w rozcienczeniu 1:2000 w 1% roztworze BSA/PBS i inkubowano 3 godz. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie ptytki odptukiwano 5 razy PBS z dodatkiem Tween 80, nanoszono
substrat dla HRP — OPD przygotowany w buforze cytrynianowo-fosforanowym w stezeniu
1 mg/ml, dodawano 0,5 ul 30% H20- i inkubowano 10 min w ciemnosci. Reakcje barwng
hamowano poprzez dodanie 2 M kwasu cytrynowego, a absorbancje mierzono przy dhugosci
fali 450 nm. Uzyskane wyniki odnoszono do krzywej wzorcowej dla kolagenu | w zakresie

stezen 100-1,56 pg/ml. Doswiadczenia wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.7 Ocena stresu oksydacyjnego komorek Srédblonka naczyniowego czlowieka
HMEC-1

Komorki $rodblonka naczyniowego HMEC-1 o gestoéci 1 x 10° komorek/ml
w objetosci 100 ul suplementowanego podtoza hodowlanego MCDB-131 nanoszono
do studzienek na czarnej ptytce hodowlanej 96-studzienkowej, a nast¢pnie inkubowano przez
24 godz. w 37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci. Nastepnie, wymieniano suplementowane podtoze

hodowlane MCDB-131 na 100 ul $wiezego i hanoszono stymulatory:

55



. 10 uM CH,
. 10 uM 7-KCh,
. 10 uM kalcytriolu.

Jako kontrole uktadu uzywano komorek niestymulowanych. Komoérki inkubowano przez
24 godz. w warunkach inkubatora, a nastepnie przeprowadzono barwienie fluorescencyjne
W kierunku oceny markera peroksydacji lipidow — 4-HNE. Z plytek hodowlanych usuwano
podtoze hodowlane, utrwalano komorki 10% formaling w PBS przez 10 min, rozszczelniano
btony komodrkowe 0,2% roztworem Triton-X 100 przez 10 min i blokowano niespecyficzne
wigzanie si¢ przeciwcial do komorek i powierzchni ptytki roztworem 3% BSA/PBS przez
1 godz. w 37°C. Nastepnie przeciwciata skierowane przeciwko 4-HNE, skoniugowane z FITC
przygotowywano w roztworze 1% BSA/PBS w rozcienczeniu 1:500, nanoszono na ptytki
i inkubowano przez 3 godz. w temperaturze 37°C. Po kazdym etapie komorki ptukano PBS.
Intensywnos$¢ fluorescencji mierzono przy dlugosci fali 488 nm. Doswiadczenia wykonywano

w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.8 Ocena tworzenia tubul przez komérki $rédblonka naczyniowego czlowieka

HMEC-1 w obecnosci steroli lub wlokien apatytowych (ang. tube formation assay)

Komorki srodbtonka do wytworzenia tubul potrzebuja macierzy zewnatrzkomorkowej,
o zredukowanej zawarto$ci czynnikow wzrostu — Geltrex™, ktory jest ciecza w temperaturze
okoto 4°C, a w wyzszej temperaturze ulega polimeryzacji. W pierwszym etapie
przygotowywano zawiesiny zawierajagce 10 mg/ml Geltrex™ w suplementowanym podtozu

hodowlanym MCDB-131 oraz stymulatory:

10 uM CH,
10 uM 7-KCh,
10 uM kalcytrioli,

0,5 mg/250 ul wiokien apatytowych.

Jako kontrole ukladu uzywano komorek niestymulowanych oraz komoérek stymulowanych
20 ng/ml FGF (referencja wzrostu). Nastgpnie, przygotowane zawiesiny nanoszono
do studzienek na ptytce hodowlanej 24-studzienkowej i inkubowano 30 min w warunkach
inkubatora, aby Geltrex™ spolimeryzowat. W kolejnym etapie komorki s$rodbtonka
naczyniowego HMEC-1 o gestosci 4,8 x 10° komoérek/ml w 250 ul suplementowanego podtoza

hodowlanego MCDB-131 nanoszono na Geltrex™ i inkubowano przez 24 godz. w warunkach
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inkubatora. Po tym czasie mikroskopowo oceniano wytworzenie tubul i wykonywano zdjecia
w powiekszeniu 20x przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Leica oraz w powigkszeniu 40
I 100x przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwrdéconym polem widzenia Motic
AE 2000. Dodatkowo, na zdjeciach oceniano $rednig dtugos$¢ oraz szeroko$¢ wytworzonych
potaczen przy uzyciu oprogramowania LAS AF Leica. Doswiadczenia wykonywano w trzech
niezaleznych powtdrzeniach.

W przypadku uktadu, w ktorym komorki srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
hodowano w obecno$ci wiokien apatytowych wykonano barwienie fluorescencyjne
przy uzyciu Falloidyny Texas Red (barwienie aktyny) i DAPI (barwienie jader komorkowych).
W tym celu, z ptytek hodowlanych usuwano podtoze hodowlane, utrwalano komoérki 10%
formaling w PBS przez 10 min, rozszczelniano btony komoérkowe 0,2% roztworem Triton-X
100 przez 10 min iblokowano niespecyficzne wigzanie si¢ reagentow do komorek
i powierzchni ptytki roztworem 3% BSA/PBS przez 1 godz. w 37°C. Nastgpnie wybarwiano
wiokna aktyny Falloidyng Texas Red w PBS (1:40) przez 30 min, odptukiwano 5 razy PBS,
a potem wykonywano barwienie jader komodrkowych DAPI (1:1000) przez 30 min.
Wybarwione struktury komoérkowe ogladano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego SP-8

Leica w powiekszeniu 10x.

5.2.9 Ocena kielkowania krazkow aorty w odpowiedzi na stymulacje cholesterolem

(ang. aorta sprouting assay)

Zgoda na prace z materialem pochodzacym od zwierzat zostata wydana przez Lokalng
Komisj¢ Etyczna ds. Doswiadczen na zwierzgtach z siedziba przy Uniwersytecie Medycznym
w Lodzi (nr zgody nr LB192/2021). W pierwszym etapie aorte piersiowg izolowano
Z osobnikow meskich szczuréw rasy Wistar, ktoére poddawano eutanazji poprzez
przedawkowanie pentobarbitalu sodu (Morbital), a dawke obliczano na podstawie masy ciata
zwierzecia. Aortg odslaniano poprzez rozcigecie jamy klatki piersiowej 1 usuniecie tkanki
ptucnej. Nastepnie odstonigtg aorte wycinano i krojono na poprzeczne fragmenty o grubosci
okoto 1 mm (Igbal i wsp. 2017). Krazki aorty nanoszono centralnie na przygotowana wczesniej
ptytke hodowlang 12-studzienkowa zawierajaca W swoich studzienkach po 300 ul mieszaniny
10 mg/ml Geltrex™ w suplementowanym podtozu hodowlanym MCDB-131 i 10 uM CH lub
20 ng/ml VEGF (kontrola pozytywna) i inkubowano przez 30 min w warunkach inkubatora,
aby Geltrex™ gspolimeryzowat. Po tym czasie do studzienek dodawano 300 pul
suplementowanego podtoza hodowlanego MCDB-131 i hodowano przez 5 dni w 37°C, 5%
CO2 i 95% wilgotnosci. Suplementowane podtoze hodowlane MCDB-131 wymieniano
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na swieze po 3 dniach. Kietkowanie komoérek $rodbtonka itworzenie sieci obserwowano
codziennie przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwroconym polem widzenia
Motic AE 2000. Zdjg¢cia w powigkszeniu 10x 1 40x wykonywano kazdego dnia od momentu
rozpoczecia doswiadczenia (czas 0). W obszarach kietkowania aorty wyodrgbniano
czg$¢ nieustrukturyzowang, wychodzaca bezposrednio z krazka aorty oraz ustrukturyzowana,
powstalg za obszarem nieustrukturyzowanym, przy uzyciu oprogramowania Motic Image Plus

3.0. Doswiadczenia wykonywano w trzech niezaleznych powtorzeniach.

5.2.10 Izolacja RNA z komérek s$rodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1
po stymulacji cholesterolem

Komorki $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 o gestosci 1 x 10° komérek/ml
nanoszono Ww objetosci 1 ml suplementowanego podloza hodowlanego MCDB-131
do studzienek ptytki hodowlanej 6-studzienkowej i inkubowano przez 24 godz. w warunkach
inkubatora. Kolejnego dnia, po uzyskaniu 100% konfluencji komorek, wymieniano

suplementowane podtoze hodowlane MCDB-131 na $wieze 1 dodawano stymulatory:

e 10 uM CH,
e 25 ng/ml lipopolisacharydu (LPS — lipopolysaccharide) Helicobacter pylori (HP),
e 10 uM CH oraz 25 ng/ml LPS HP.

Stosowano stymulatory pojedynczo (CH lub LPS HP) lub tacznie (CH/LPS HP). Kontrolg
w do$wiadczeniu stanowily komorki niestymulowane. Komorki inkubowano przez 24 godz.
w warunkach inkubatora. Nast¢pnie komorki $rodbtonka naczyniowego HMEC-1 mieszano
Z trzema objetosciami reagentu TRIzol LS oraz jedna objetoscia wody wolnej od RNAZ,
po czym RNA izolowano z uzyciem zestawu Total RNA Zol-Out™ D wedtug instrukcji
producenta. Trawienie DNA wykonywano na kolumnach przy uzyciu DNAz wedtug instrukcji
producenta. Jako$¢ 1 ilo§¢ RNA oceniano przy uzyciu oprogramowania Agilent 2100
BioAnalyzer i zestawu do oceny Agilent RNA 6000 Nano wedtug instrukcji producenta. Przed
wygenerowaniem bibliotek probki RNA poddawano wzbogacaniu poli(A) przy uzyciu modutu
wzbogacania mRNA z zestawu KAPA Hyper Prep. Biblioteki do sekwencjonowania
generowano przy uzyciu zestawu PCR-cDNA Barcoding zgodnie z instrukcjg producenta,
co umozliwiato identyfikacje 1 ocene iloSciowa transkryptow pelnej dhlugosci. Powstate
biblioteki sekwencjonowano przy uzyciu urzagdzenia MinlON MK 1B wyposazonego w kuwete
przeplywowg serii R9 w celu uzyskania okoto miliona odczytow sekwencjonowania z kodem

kreskowym na jednym koncu, odpowiadajacych transkryptom peinej dlugosci, poniewaz
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do probek nie zastosowano fragmentacji. Przeprowadzano trzy niezalezne replikacje izolacji

RNA, przygotowania biblioteki i sekwencjonowania RNA.

5.2.11 Analiza transkryptomiczna przygotowanych bibliotek po izolacji RNA z komérek

srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 po stymulacji cholesterolem

Analiz¢ danych sekwencjonowania przeprowadzano automatycznie podczas
sekwencjonowania na platformie sekwencjonowania MinKNOW, gdzie wykorzystano dane
dla gupika pawie oczko (Poecilia reticulata) (wersja 5.1.13) do wykonania wywolywania
bazowego i demultipleksowania danych z duza dokladno$cia. Mapowanie do uwolnienia
ludzkiego transkryptomu 42 (GRCh38.pl13, uzyte jako odniesienie do dopasowania)
przeprowadzano za pomoca Minimap2 (wersja 2.17-r941). Do zliczenia dopasowan
do transkryptow i wygenerowania macierzy do oceny ekspresji roznicowej stosowano skrypt
MultiBamCov z pakietu Bedtools (v.2.27.1). Transkrypty ulegajace roznej ekspresji
szacowano za pomocg internetowej platformy analitycznej Degust RNA-Seq z domyS$lnymi

parametrami (http://degust.erc.monash.edu, zaprojektowane przez D.R. Powella (2015)).

5.2.12 Ocena ekspresji wybranych genéow w komorkach s$rédblonka naczyniowego

cztowieka HMEC-1 po stymulacji cholesterolem

Do oceny ekspresji genéw po stymulacji CH zastosowano ilo$ciowg metode reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR — real time polymerase chain
reaction). Geny kodujace atypowa kinaz¢ wzbogacong w pseudopodium 1
(PEAK1 — pseudopodium-enriched atypical kinase 1) i pleksyne D1 (PLXND1 — plexin D1)
wybrano na podstawie wynikow sekwencjonowania. W pierwszym etapie rozmrazono 1 mg
catkowitego RNA wyizolowanego do przygotowania bibliotek 1 przeprowadzono odwrotng
transkrypcje do cDNA przy uzyciu SuperScript™ [l Reverse Transcriptase, zgodnie
Z instrukcjg producenta. Powstaly cDNA uzywano w reakcji PCR w czasie rzeczywistym przy
uzyciu Rotor-Gene® Q. Przeprowadzano 40 cykli reakcji; poczatkowa denaturacj¢ ustawiano
na 2 min w temperaturze 94°C, cykliczng denaturacje na 15 s w temperaturze 94°C, a nastepnie
etap przylaczania/wydtuzania na 1 min w temperaturze 60°C. Doswiadczenia
z wykorzystaniem gRT-PCR przeprowadzano w trzech powtorzeniach, a uzyskane dane
analizowano przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene® Q Series. Stosujac metode delta
(2-AACT), ilos¢ badanych transkryptow standaryzowano w stosunku do genu metabolizmu

podstawowego, dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH — glyceraldehyde
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3-phosphate dehydrogenase), i obliczano wzgledng krotno$¢ zmian w ekspresji gendéw

W poréwnaniu z komorkami niestymulowanymi.

5.2.13 Synteza hydroksyapatytowego wypelniacza w postaci wielofazowych wlokien

apatytowych i jego modyfikacja cholesterolem

Wszystkie kompozyty i wypelniacze wykorzystane w testach sktadajacych sie
na niniejsza rozprawe doktorskg zostaty zaprojektowane i wytworzone przez zespot dr inz.
Moniki Biernat z Grupy Badawczej Biomateriaty, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytutu
Ceramiki i Materiatbw Budowlanych w Warszawie. Wielofazowe witokna apatytowe (W)
przygotowywano wedlug nastepujacej metodologii — 4 g materialu wyjsciowego w postaci
proszku (96% B-TCP) umieszczano w szklanej butelce Pyrex® o pojemnosci 250 ml
i dodawano 100 ml 30% roztworu H.O». Butelke zakrecano, wytrzasano przez 2 min
I podgrzewano w cieplarce elektrycznej w temperaturze 95°C przez 48 godz. Uzyskany w
procesie produkt w postaci wiokien filtrowano, przemywano czterokrotnie 500 ml wody
destylowanej i suszono przez noc w temperaturze 90°C.

Modyfikacja witokien apatytowych zostala przeprowadzona za pomoca dwoch

rodzajow CH:

e CH wysoko oczyszczony rozpuszczalny w etanolu (EtOH),

e CH w proszku rozpuszczalny w wodzie (H20).

Do modyfikacji uzywano CH w $cisle zaplanowanej ilo$ci, aby zawarto§¢ CH w kompozytach
porowatych z 10% udziatem wtokien apatytowych byla rowna 0,15% wag. W kulistej kolbie
0 pojemnosci 50 ml umieszczano 1 g wilokien apatytowych, dodawano 0,01523 g CH
i dodawano 30 ml wody dejonizowanej lub 96% etanolu. Reakcje prowadzono z uzyciem
mieszadta magnetycznego (ok. 230 obr./min) w temperaturze 40°C przez 3 godz. pod pokrywa.
Nastgpnie wylaczano ogrzewanie oraz mieszanie i pozostawiano roztwory na 1 godz. bez
przykrycia. Po tym czasie probki suszono w suszarce prozniowej (ok. 0,17 bar) przez 20 godz.
W temperaturze 50°C. Otrzymywano widkna apatytowe modyfikowane CH rozpuszczalnym
w etanolu (WMCHEtOH) oraz wtokna apatytowe modyfikowane CH rozpuszczalnym
w wodzie (WMCHH:0), z wydajnoscig reakcji 100%. Nastepnie, oceniano sktad fazowy
i morfologi¢ widkien apatytowych modyfikowanych przy uzyciu elektronowej mikroskopii
skaningowej (SEM - scanning electron microscopy) i metody dyfrakcji promieni

rentgenowskich (XRD — X-ray diffraction) oraz potwierdzano skuteczno$¢ modyfikacji
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przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera

(FTIR — Fourier-transform infrared spectroscopy) i analizy termicznej.

5.2.14 Otrzymywanie kompozytow polilaktydowych z dodatkiem wlékien apatytowych

niemodyfikowanych lub modyfikowanych cholesterolem w procesie liofilizacji

Roztwory 5% PLA przygotowywano przez rozpuszczenie polimeru w 1,4-dioksanie
przy mieszaniu magnetycznym przez 72 godz. Nastepnie do roztworow PLA dodawano
w odpowiedniej ilosci widkna apatytowe (modyfikowane lub niemodyfikowane) w celu
uzyskania kompozytow o sktadzie, w ktérym stosunek wagowy PLA/wtdkna apatytowe rowny
jest 90/10. W tym celu widkna apatytowe wprowadzano do roztworéw polimerowych i przez
10 minut dyspergowano ultradzwigkowo, a nastepnie mieszano magnetycznie do uzyskania
jednorodnych zawiesin. Otrzymane jednorodne zawiesiny zamrazano w temperaturze —20 °C,
a nastgpnie przenoszono do liofilizatora. Porowate kompozyty otrzymywano przez liofilizacje
zamrozonych zawiesin w temperaturze —35 °C i ci$nieniu 0,06 MPa w fazie gtdéwnej suszenia
i 0,005 MPa w fazie koncowej, przez 48 godz. Otrzymane kompozyty nastepnie kilkakrotnie
przemywano woda dejonizowang i ponownie suszono przez liofilizacje¢ zgodnie z powyzsza
procedurg suszenia liofilizacyjnego. Nastepnie oceniano mikrostrukture otrzymanych
kompozytow przy uzyciu SEM. Sklad kompozytéw potwierdzano analizg termiczna.

Kompozyty charakteryzowano pod katem wytrzymatos$ci mechanicznej na $ciskanie.

5.2.15 Badanie cytobiozgodno$ci kompozytéw przy uzyciu fibroblastow myszy L 929
i osteoblastow cztowieka hFOB 1.19

Do badan cytotoksycznosci rekomendowanym standardem jest ocena aktywnosci
metabolicznej linii komorkowej fibroblastow myszy L929 (1ISO-10993-5-2009). W oparciu
0 ten standard badanie cytobiozgodno$ci wykonano takze uzywajgc osteoblastow czlowieka
hFOB 1.19. Komorki o gestosci 1 x 10° komoérek/ml w objetosci 100 pl odpowiedniego
suplementowanego poditoza hodowlanego nanoszono do studzienek plytek hodowlanych
96-studzienkowych, a nastepnie inkubowano przez 24 godz. w odpowiednich warunkach
inkubatora (hFOB 1.19 — 34°C, L929 — 37°C). Kolejnego dnia oceniano wytworzenie
monowarstwy komorek, przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwroéconym polem
widzenia, wymieniano odpowiednie podloza hodowlane na $wieze, a w studzienkach
umieszczano kompozyty o wielko$ci 1/10 powierzchni studzienki, poddane wcze$niej
sterylizacji radiacyjnej. Jako kontrole uktadu uzywano komorek niestymulowanych, komorek

stymulowanych certyfikowanym materiatem referencyjnym (fragment kaniuli) oraz komorek
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hodowanych w podlozu z dodatkiem 2% saponiny lub 1% H202. Komorki inkubowano
przez 24 godz. w warunkach inkubatora. Nastepnego dnia usuwano ze studzienek kompozyty,
aby nie zaburzatly odczytu absorbancji, a do studzienek dodawano 20 u MTT w stezeniu
5 mg/ml i inkubowano 4 godz. w warunkach inkubatora. Po tym czasie ptytki z komdrkami
odwirowywano przez 10 min przy 1200 rpm w temperaturze pokojowej, usuwano supernatant
1 do studzienek dodawano 200 ul DMSO, aby rozpusci¢ krysztaly formazanu. Absorbancje
mierzono przy dlugosci fali 570 nm. Do$wiadczenia wykonywano w trzech niezaleznych

powtdrzeniach.

5.2.16 Ocena aktywacji szlaku sygnalowego zaleznego od NF-kB w monocytach
reporterowych czlowieka THP1-Blue™ NF-kB eksponowanych na dzialanie
badanych kompozytéw

Monocyty reporterowe cztowieka THP1-Blue™ NF-kB hodowane w obecnosci
stymulatora reakcji zapalnej wydzielaja embrionalng fosfataze alkaliczng (SEAP — secreted
embtyonic alkaline phosphatase), ktora §wiadczy o aktywacji nuklearnego czynnika NF-«kB.
Komoérki o gestosci 5 x 10° komoérek/ml w objetosci 180 ul suplementowanego podloza
hodowlanego nanoszono na plytki hodowlane 96-studzienkowe, a nastepnie dodawano,
poddane wczesniej sterylizacji radiacyjnej, kompozyty (5PLA i 5SPLA10W) o wielkosci 1/10
powierzchni studzienki. Jako kontrole uktadu uzywano komoérek niestymulowanych, komorek
stymulowanych certyfikowanym materiatem referencyjnym (fragment kaniuli) oraz komoérek
stymulowanych LPS Escherichia coli w stezeniu 5 ng/ml (stymulator aktywacji Sciezki
sygnatowej NF-kB). Komorki inkubowano przez 24 godz. w 37°C, 5% CO2 95% wilgotnosci.
Nastepnego dnia ptytki hodowlane z komoérkami odwirowywano przez 10 min przy 1400 rpm
w temperaturze pokojowej, a 20 pul supernatantow pohodowlanych przenoszono do studzienek
ptytek, ktore zawieraly 180 pl Quanti-Blue™, reagent do wykrywania wydzielonej SEAP,
i inkubowano przez 3 godz. w warunkach inkubatora. Absorbancje mierzono przy dlugosci fali

650 nm. Doswiadczenia wykonywano w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

5.2.17 Ocena zasiedlania kompozytéw przez komorki Srédblonka naczyniowego

czlowieka HMEC-1 i osteoblasty czlowieka hFOB 1.19

Kompozyty 5PLA10W, 5PLA10WMCH(EtOH)0,15% i 5PLA10WMCH(H20)0,15%
zanurzano w 200 pl odpowiedniego suplementowanego podtoza hodowlanego, MCDB-131
(HMEC-1) lub DMEM/F12 (hFOB 1.19), na czas 30 min w celu ich nawilzenia. Nastepnie
komorki o gestosci 5 x 107 komérek/ml (HMEC-1) i 2,5 x 107 komorek/ml (hFOB 1.19)
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w objetosci 20 pl dodawano na kompozyty i inkubowano przez 2 godz. w odpowiednich
warunkach inkubatora. Po tym czasie uzupelmiano zawarto§¢ odpowiedniego
suplementowanego podtoza hodowlanego do catkowitej objetosci 1 ml i hodowano przez 7 dni
(HMEC-1) 17,141 21 dni (hFOB) w 37°C (HMEC-1) lub 34°C (hFOB1.19), w 5% CO2, 95%
wilgotno$ci. Co 3-4 dni wymieniano suplementowane podtoze hodowlane na Swieze.
Po zakonczonej hodowli utrwalano komorki znajdujace si¢ na kompozytach mieszaning 2%
aldehydu glutarowego i 2% paraformaldehydu w 0,1 M buforze kakodylowym przez 2 godz.
Nastepnie utrwalony materiat przeptukiwano PBS i barwiono 1% czterotlenkiem osmu (OsOs).
Tak przygotowane kompozyty poddawano procedurze odwadniania w serii stezen alkoholu
etylowego (10; 30; 50; 70; 80; 96; 99,6%), kazdy cykl trwal 45 min, a p6Zniej odwodniony
materiat suszono przez noc. Zasiedlanie kompozytéw przez komorki oceniano i analizowano
przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego przy powigkszeniu okoto 990x.
Dodatkowo, w celu oceny proliferacji osteoblastow cztowicka hFOB 1.19
zasiedlajacych  badany  biokompozyt 5PLAL10WMCH(H20)0,15%  przeprowadzano
doswiadczenie przy uzyciu komercyjnego zestawu do oceny proliferacji komoérek CyQuant®
Cell Proliferation Assay Kit, zgodnie z instrukcjg producenta. Zestaw pozwala na zmierzenie
fluorescencji  barwnika fluorescencyjnego zwigzanego =z kwasami nukleinowymi
w komorkach. Komorki osteoblastow cztowieka hFOB 1.19 o gestosci 0,5 x 10° komérek/ml
nanoszono na badany biokompozyt (5SPLA10WMCH(H20)0,15%) i kompozyt referencyjny
(5PLA10W) i hodowano przez 7, 14, 21 i 28 dni w 34°C, 5% CO2 95% wilgotnosci.
Po zakonczonym czasie hodowli komodrki zmywano z kompozytow przy uzyciu PBS
i zamrazano w —80°C. W dniu doswiadczenia komorki rozmrazano w kapieli wodnej,
wirowano przy 1400 rpm, a supernatant usuwano. Nastepnie, wedtug instrukcji producenta
zestawu do komorek dodawano 200 pl mieszaniny komponentu A (barwnik CyQUANT™ GR)
I komponentu B (bufor lizujacy) i inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej.
Intensywnos$¢ fluorescencji mierzono przy diugosci fali 480 nm (wzbudzenie) i 520 nm
(emisja). W celu wyliczenia ilosci komorek uzyskane wyniki odnoszono do krzywej

wzorcowej proliferacji.

5.2.18 Ocena stezenia alkalicznej fosfatazy i interleukiny 6 wyprodukowanej przez

osteoblasty czlowieka hFOB 1.19 hodowane w obecnosci kompozytow

W celu oceny poziomu produkcji fosfatazy alkalicznej (ALP — alkaline phosphate)
komorki osteoblastow cztowieka hFOB 1.19 o gestosci 0,5 x 10° komorek/ml nanoszono

na badany biokompozyt (5SPLAL10OWMCH(H20)0,15%) i kompozyt referencyjny (5SPLA10W)
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i hodowano przez 7, 14, 21 i 28 dni w warunkach inkubatora (procedura analogiczna
do opisanej w punkcie 5.2.17). Po kazdym punkcie czasowym hodowli komoérki zmywano
z kompozytu przy uzyciu PBS i zamrazano w —80°C. W dniu doswiadczenia komorki
rozmrazano w kapieli wodnej, wirowano przy 1400 rpm, a supernatanty usuwano. Nastepnie,
na ptytki nichodowlane 96-studzienkowe nanoszono po 100 ul zawiesiny komorek i dodawano
do nich po 100 pl p-NPP w stezeniu 4 pg/ul i inkubowano przez 30 min w 37°C. Reakcje
zatrzymywano 2 M wodorotlenkiem sodu. Absorbancje¢ mierzono przy dtugosci fali 405 nm.
W celu okreslenia stezenia ALP uzyskane wyniki odnoszono do krzywej standardowej
w zakresie stezen 0-10 1U/ml.

Stezenie IL-6 wydzielonej przez osteoblasty cziowicka hFOB 1.19 zasiedlajace
kompozyty, mierzono przy uzyciu komercyjnego zestawu ELISA (Human IL-6 ELISA Set),
zgodnie z instrukcjg producenta. Komorki osteoblastow czlowieka hFOB 1.19 o gestosci
0,5 x 10% komorek/ml nanoszono na badany biokompozyt (5PLA10WMCH(H20)0,15%)
i kompozyt referencyjny (5PLA10W) i hodowano przez 7, 14, 21 i 28 dni w warunkach
inkubatora. Po zakonczonym czasie hodowli zachowywano podtoza pohodowlane do dalszych
etapow. W pierwszym etapie studzienki niehodowlanej ptytki 96-studzienkowej pokrywano
przeciwciatami skierowanymi przeciwko IL-6 przygotowanymi w 0,1 M weglanie sodu
i inkubowano przez noc w 4°C. Nastepnie ptytki odptukiwano 5 razy PBS z dodatkiem Tween
80 i blokowano niespecyficzne wigzanie si¢ przeciwcial do komorek i powierzchni ptytki
roztworem 10% BSA/PBS przez 1 godz. Nastgpnie, ptytki odptukiwano 2 razy PBS
z dodatkiem Tween 80, nanoszono ptyny pohodowlane i inkubowano przez 2 godz. Potem
plytki odptukiwano 5 razy PBS z dodatkiem Tween 80, nanoszono biotynylowane
monoklonalne przeciwciala w 10% FBS/PBS 1 inkubowano przez 1 godz. Nast¢pnie, plytki
odplukiwano 3 razy PBS z dodatkiem Tween 80, nanoszono roztwoér strepawidyny
skoniugowanej z HRP (SAv-HRP) w 10% FBS/PBS i inkubowano przez 30 min. Po tym czasie
ptytki odptukiwano 3 razy PBS z dodatkiem Tween 80 i nanoszono mieszaning substratu TMB
i H202. Reakcje barwng zatrzymywano przez dodanie 2M kwasu siarkowego, a absorbancje
mierzono przy dtugosci fali 450 nm (z korekta dtugosci fali 570 nm). W celu okreslenia
stezenia IL-6 uzyskane wyniki odnoszono do krzywej standardowej w zakresie st¢zen

300-4,7 pg/ml.

5.2.19 Badanie bezpieczenstwa in vivo kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wlokien

apatytowych modyfikowanych cholesterolem
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Badanie bezpieczenstwa stosowania in Vivo biokompozytu
5PLA10WMCH(H20)0,15% wykonano za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na zwierzetach z siedzibg przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (nr zgody £B192/2021),
stosujac test miejscowej odpowiedzi tkankowej i1 reakcji uogolnionej na wszczepiony
kompozyt. Uczestniczenie w procedurze zapewnito mi posiadane wyznaczenie do pracy
na zwierzetach (nr 268W/2021), udzielone mi po odbyciu szkolenia prowadzonego
przez kierownika zwierzetarni Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego (posiada uprawnienia do nadawania wyznaczen do pracy na zwierzgtach).
Procedure wykonata dr hab. Agnieszka Krupa, prof. UL, dr hab. Przemystaw Ptocinski,
prof. UL, dr Marcin Wtodarczyk i dr Aleksandra Szwed-Georgiou. Wybor testu do badania
invivo bezpieczenstwa kompozytu zostal podyktowanym normg EN ISO 10993-1:2009
,Biologiczna ocena wyrobow medycznych/Ocena i badanie w procesie zarzadzania
ryzykiem/Klasyfikacja wyrobéw medycznych/Klasyfikacja wedlug rodzaju kontaktu
Z organizmem/Wyroby implantowane”, PN-EN 1SO 10993-6:2017 ,,Biologiczna ocena
wyrobow medycznych/Badania miejscowej reakcji po implantacji”. Model in vivo stanowity
szczury rasy Wistar — doroste osobniki, samice i samce, 0 $redniej wadze 250-350 g,
pochodzace z wewnetrznej hodowli Zwierzetarni Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
UL.

Przed rozpoczeciem procedury szczury depilowano na grzbiecie, po czym znieczulano
wziewnie przy uzyciu 5% izofluranu w dawce dobranej do wagi zwierzecia 1 utrzymywano
ciggte dawkowanie przez caly czas zabiegu (zestaw do anestezji matych zwierzat
laboratoryjnych jest na wyposazeniu Katedry Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu
Lodzkiego). Nastgpnie zwierzgta pozycjonowano na brzuchu, skorg 1 tkanke podskérng
przecinano w linii $srodkowej grzbietu, a po prawej 1 lewej stronie wykonywano kieszonki,
w ktorych umieszczano po jednym fragmencie tego samego kompozytu, nasaczonego
uprzednio sterylng sola fizjologiczng. Po umieszczeniu kompozytow pole operacyjne
zamykano stosujgc nici chirurgiczne niewchtanialne 4/0. Kompozyty uzyte w do§wiadczeniach
poddawano wczesniejszej sterylizacji radiacyjnej. Po zabiegu zwierzeta umieszczano
pojedynczo w klatkach, a w celu zapewnienia ostony przeciwbdlowej zwierzetom podawano
lek przeciwbolowy — Butorfanol (2mg/kg masy ciala, iniekcja podskdrna). Nastepnie
obserwowano ruchliwos¢ zwierzat, pobieranie wody i pokarmu, a takze poszukiwano oznak
miejscowego stanu zapalnego (obrzek, zaczerwienienie, opuchnigcie rany pooperacyjnej).
Po 7, 30 i 90 dniach zwierz¢ta poddawano eutanazji poprzez przedawkowanie pentobarbitalu
sodu (Morbital, 100 mg/kg masy ciata, inieckcja dootrzewnowa). Po eutanazji od zwierzat
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pobierano krew, wybrane narzady ($ledziona, nerki, watrobg) oraz wszczepione kompozyty
wraz z otaczajacg tkanka. Podczas sekcji obserwowano miejsca wszczepu kompozytow
I dokumentowano obserwacje wykonujac zdjecia, a pobrane materialy zabezpieczano

do dalszej analizy. Liczba zwierzat na grupg¢ to 3 osobniki.

5.2.20 Badanie bioefektywno$ci zarastania ubytkow w kosciach czaszki po wszczepieniu
kompozytow  polilaktydowych z  dodatkiem  wldkien  apatytowych

niemodyfikowanych lub modyfikowanych cholesterolem

Badanie bioefektywnosci in vivo biokompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15%
I kompozytu referencyjnego SPLA10W wykonano za zgoda wydang przez Lokalng Komisje
Etyczng ds. Doswiadczen na zwierzetach z siedzibg przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi
(nr zgody £B240/2022), stosujac test zarastania ubytku kosci czaszki szczura. Uczestniczenie
w procedurze zapewnito mi posiadane wyznaczenie do pracy na zwierzetach (nr 268W/2021).
Procedur¢ wykonata dr hab. Agnieszka Krupa, prof. UL, dr hab. Przemystaw Plocinski, prof.
UL, dr Marcin Wtodarczyk i dr Aleksandra Szwed-Georgiou. Model in vivo stanowity szczury
rasy Wistar (doroste osobniki, samice i samce, 0 $redniej wadze 200-250 g). Zwierzeta
pochodzily z wewnetrznej hodowli Zwierzetarni Wydziahu Biologii i Ochrony Srodowiska UL.

W doswiadczeniu szczury znieczulano wziewnie przy uzyciu 5% izofluranu w dawce
dobranej do wagi zwierzgcia, a znieczulenie utrzymywano przez caly czas zabiegu. UsSpione
szczury pozycjonowano na grzbiecie i utrzymywano w bezruchu przy pomocy stolika
stereotaktycznego. Przed zabiegiem depilowano skorg czaszki 1 wykonywano nacigcie skory
czaszki o dtugosci 10-15 mm w linii posrodkowej. Nast¢pnie odstaniano czaszke w taki sposob,
zeby widoczne byly szwy czaszkowe bregma/lambda. Przy pomocy przystawki do stolika
stereotaktycznego wyznaczano koordynaty i precyzyjne miejsca do nawiercania otworow
w czaszce. Dwa otwory w kosci czaszki wykonywano uzywajac wiertla, ale w taki sposob,
zeby ich $rednica nie przekraczata 3 mm. Jeden z otwordéw w kosci czaszki szczura wypetniano
fragmentami  kompozytu referencyjnego (5PLA10W) Ilub badanego biokompozytu
(5PLA10WMCH(H20)0,15%), uprzednio wysterylizowanych radiacyjnie i nasgczonych sola
fizjologiczng, podczas gdy drugi zostawiano do samoistnego zaros$ni¢cia. Po zabiegu skore
zwierzecia zszywano stosujac nici chirurgiczne niewchtanialne 4/0, a w celu zapewnienia
ostony przeciwbolowej podawano lek przeciwbolowy — Butorfanol (2mg/kg masy ciata,
iniekcja podskdrna). Po zabiegu zwierzgta umieszczano pojedynczo w klatkach. Po 4, 8 1 12
tygodniach zwierzeta poddawano eutanazji poprzez przedawkowanie pentobarbitalu

sodu (Morbitalu, 100 mg / kg masy ciala, iniekcja dootrzewnowa) i przeprowadzano resekcje
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czaszek, ktore umieszczano w 10% roztworze formaliny w celu zabezpieczenia do dalszej
analizy patomorfologiczne;.

Dodatkowo, oddzielnej grupie zwierzat, ktorym wszczepiono kompozyt referencyjny
(5PLA10W) lub badany biokompozyt (5PLAL1OWMCH(H20)0,15%) na czas 8 tygodni,
podawano dwa barwniki fluorescencyjne: biekit kalceiny i oranz ksylenolowy w stezeniu
25mg/kg masy ciala w iniekcji podskornej, na 72 godz. przed eutanazjg. Oba barwniki maja
wlasciwosci fluorescencyjne i sg stosowane w wizualizacji obszarow mineralizacji kos$ci.

Liczba zwierzat na grupe to 3-6 osobnikéw na kazdy punkt czasowy.

5.2.21 Analiza histopatologiczna kompozytow po implantacjach do szczuréw (modele

in vivo)

Preparatyka histologiczna, obejmujaca przygotowanie bloczkow parafinowych
I wykonanie cienkowarstwowych skrawow (3 um) wyizolowanych od zwierzat kompozytow,
wszczepionych podskornie lub doczaszkowo, zostalta wykonana przez akredytowane
laboratorium diagnostyki histologicznej i cytologicznej Cytopath w Lodzi. Obrazowanie
cienkowarstwowych preparatow przekrojow poprzecznych kompozytow, barwionych
hematoksyling 1 eozyna, wykonano przy uzyciu mikroskopu swietlnego, a zdjecia obrazow
mikroskopowych analizowano w asyscie certyfikowanego histopatologa, dra Jarostawa

Szwalskiego, kierownika laboratorium Cytopath w Lodzi.

5.2.22 Ekspresja czasteczek CD31 na komérkach zasiedlajacych kompozyty
polilaktydowe z dodatkiem wldkien apatytowych modyfikowanych cholesterolem,

wszczepione podskornie szczurom

Preparaty cienkowarstwowe (3um) przekrojow poprzecznych biokompozytu
5PLAL10WMCH(H20)0,15% po 7, 30 i 90 dniach od implantacji, odparafinowano w 60°C
przez 1 godz. przy uzyciu piecyka histologicznego, a nast¢pnie ptukano w roztworach alkoholu
etylowego o rosngcej zawartosci procentowej alkoholu od 70 do 100% i ksylenu (100%), gdzie
kazde ptukanie w roztworze trwato 3 min. Nastepnie, odparafinowane preparaty inkubowano
z 3% roztworem BSA/PBS przez 1 godz. w celu zablokowania niespecyficznych wigzan,
z pierwszorzedowymi przeciwcialami krolika skierowanymi przeciwko CD31 szczura
(rozcienczenie 1:100 w 1% roztworze BSA/PBS, inkubacja 3 godz. w temp. 37°C)
I Z drugorzedowymi przeciwciatami skierowanymi przeciwko IgG (tancuchy ciezkie
i lekkie — H+L) krolika, skoniugowanymi z Alexa Fluor™ 488 (rozcienczenie 1:2000 w 1%

roztworze BSA/PBS, inkubacja 1 godz. w temp. pokojowej). Jadra komérkowe barwiono
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DAPI w rozcienczeniu 1:1000 (inkubacja 30 min w temp pokojowej). Po kazdym etapie
barwienia preparaty ptukano PBS. Po barwieniu preparaty suszono i zamykano szkietkami
nakrywkowymi za pomoca kleju histologicznego. Obrazowanie mikroskopowe wykonano

przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Zeiss w powiekszeniu 4x i 10x.

5.2.23 Ocena mineralizacji obszaréw kostnych czaszek szczuréw po implantacji
kompozytow  polilaktydowych z  dodatkiem  wlokien  apatytowych

niemodyfikowanych lub modyfikowanych cholesterolem

Fragmenty czaszek zawierajace wszczepione kompozyty (8 tygodni po implatacji)
I pochodzace od zwierzat nastrzykiwanych barwnikami fluorescencyjnymi (bigkit kalceiny
i oranz ksylenolowy) na 72 godz. przed ecutanazjg, ogladano z uzyciem makroskopu
konfokalnego wyposazonego w lasery wzbudzajace emisj¢ bigkitu kalceiny w zakresie
dhugosci fali 322-445 nm i oranzu ksylenolowego w zakresie dtugosci fali 440/570-610 nm.
Dodatkowo, cienkowarstwowe preparaty (3 um) przekrojow poprzecznych tych kompozytow
odparafinowane (metoda opisana w podrozdziale 5.2.22) i niebarwione ogladano
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego wyposazonego w lasery wzbudzajace emisje
barwnikow fluorescencyjnych (dtugosci fal jak wyzej): biekit kalceiny (pseudokolor niebieski)

I oranz ksylenolowy (pseudokolor zielony) w powigkszeniu 10x.
5.2.24 Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki badan analizowano pod katem istotnosci statystycznej przy uzyciu
programu Statistica 13. Wyniki przedstawiano jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe. Dla wszystkich eksperymentdw przyjmowano poziom istotnosci statystycznej

p<0,05.

6. Wyniki

6.1 Badanie dzialania proregeneracyjnego steroli z wylonieniem kandydata
0 najsilniejszym potencjale promujacym

6.1.1 Cholesterol jako czynnik modulujacy migracje i proliferacje komorek srodblonka

naczyniowego czlowieka HMEC-1

W ramach oceny zdolnosci wybranych zwigzkow sterolowych do modulowania
komorek $rodblonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 do migracji, proliferacji i tworzenia
tubul w pierwszym etapie nalezalo wykluczy¢é potencjalne dziatanie cytotoksyczne

testowanych zwigzkow wobec komorek. W tym celu komorki eksponowano na dziatanie CH,

68



7-KCh, ktory jest oksydowang formg cholesterolu, oraz kalcytriolu, czyli hormonu
kontrolujagcego gospodarke wapniowo-fosforanowg (Donati i wsp. 2022). Stymulacje
wykonano wzorujac si¢ na testach do oceny bezpieczenstwa zwigzkéw do potencjalnego
wykorzystania biomedycznego zgodnie znormg I[SO-10993-5-2009 Migdzynarodowej
Organizacji Normalizacyjnej. Zaden ze stymulatoréw nie powodowat istotnej statystycznie
zmiany aktywnosci metabolicznej komorek srodbtonka naczyniowego HMEC-1 w poréwnaniu
do kontroli, ktérg stanowity komorki niestymulowane (p>0,05) (Ryc. 5). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze aktywno$¢ metaboliczna komoérek stymulowanych nieistotnie przekraczata
poziom aktywnosci komorek niestymulowanych (Ryc. 5), co $wiadczy 0 pelnej
cytobiozgodnosci wybranych steroli wobec komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka

HMEC-1.
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Ryc. 5 Aktywno$¢ metaboliczna komérek srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1
po 24 godz. stymulacji sterolami przedstawiona jako procent [%] aktywnosci kontroli.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu jednoczynnikowej ANOVY z testem
posthoc Tuckey’a dla roznych N (p>0,05). Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie
standardowe. K — kontrola komorek niestymulowanych, 7-KCh - 7-ketocholesterol,
CH — cholesterol.

Migracja i proliferacja komoérek $rodblonka sg niezbednymi etapami, dzigki ktorym
zachodzi proces regeneracji. Wérdd zastosowanych w doswiadczeniu steroli (CH, 7-KCh
oraz kalcytriolu) poszukiwano czynnika, ktory najsilniej promuje migracje i proliferacje
komorek $rodblonka naczyniowego cztowicka HMEC-1. Do oceny wptywu wybranych steroli
na migracje komorek srodbtonka cztowieka HMEC-1 oraz wylonienia sterolu o najsilniejszym

potencjalne proregeneracyjnym przeprowadzony zostal test gojenia si¢ rany (ang. wound
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healing assay), opierajacy si¢ na ocenie migracji stymulowanych komorek w miejsce
uszkodzenia monowarstwy komorek. Obserwacja mikroskopowa wykazata, ze intensywnos¢
zarastania uszkodzenia w monowarstwie komorek s$rodbtonka naczyniowego czlowieka
HMEC-1 stymulowanych CH byla wyzsza niz migracja samoistna izblizona do tej
indukowanej przez VEGF. Stymulacja komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka
HMEC-1 przez 7-KCh skutkowata zarastaniem uszkodzenia poréwnywalnym do migracji

samoistnej komorek niestymulowanych (Ryc. 6).
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Ryc. 6 Migracja komorek $rodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 w teScie gojenia
sie rany (ang. wound healing assay) po 24 godz. stymulacji sterolami. Reprezentatywne
zdjecia przedstawiajgce migracje komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
po ekspozycji na dziatanie CH, 7-KCh i kalcytriolu w poréwnaniu do migracji samoistnej
po 24 godz. hodowli. K — kontrola, komorki niestymulowane, CH — cholesterol,
7-KCh — 7-ketocholesterol, VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego. Zdjecia
wykonano przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwrdconym polem widzenia
(pow. 40x). Czerwong ramka zaznaczono obszar uszkodzenia mechanicznego. Skala
umieszczona na zdjeciach odpowiada dtugosci 100 pm.

Na podstawie zdje¢ oceniono srednig liczbg¢ komoérek $rodbtonka naczyniowego
cztowieka HMEC-1 znajdujacych si¢ w miejscu uszkodzenia mechanicznego po stymulacji
badanymi sterolami. Sposrod uzytych stymulatorow to CH istotnie nasilat migracje komorek

srédbtonka naczyniowego cziowieka HMEC-1 w miejsce uszkodzenia w poréwnaniu
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do migracji samoistnej (p<0,01). Ponadto, migracja pod wplywem CH byta istotnie silniejsza
niz migracja w obecnosci 7-KCh lub kalcytriolu (p<0,001, Ryc. 7). Natomiast stymulacja
komorek 7-KCh spowodowata istotne zahamowanie migracji w poréwnaniu do migracji
samoistnej (p<0,01), jak i migracji komorek stymulowanych CH lub VEGF (p<0,001),
wskazujac negatywny wplyw 7-KCh na migracje komorek s$rodbtonka naczyniowego

HMEC-1, pomimo braku efektu cytotoksycznego na wczesniejszym etapie badan (Ryc. 7).
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Ryc. 7 Srednia liczba komérek §rodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 w miejscu
uszkodzenia monowarstwy po 24 godz. stymulacji sterolami. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona przy uzyciu jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a dla
réznych N (p<0,05). Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe. Rézne
oznaczenia literowe wskazujg na istotne statystycznie réznice miedzy analizowanymi grupami.
Grupy z tym samym oznaczeniem literowym nie r6znig si¢ istotnie. K — kontrola, komorki
niestymulowane, 7-KCh — 7-ketocholesterol, CH — cholesterol, VEGF — czynnik wzrostu
srodbtonka naczyniowego.

VEGF i jego receptor, VEGFR2, odgrywaja istotng role w migracji i proliferacji
komorek srodbtonka podczas regeneracji (Wang i wsp. 2020b). Dlatego tez oceniono ekspresje
VEGFR2 na komorkach s$rédbtonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 w odpowiedzi

na stymulacje CH, 7-KCh i kalcytriolem. Oceng ekspresji przeprowadzano za pomoca
immunofluorescencji (Ryc. 8).
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Ryc. 8 Ekspresja VEGFR2 na komérkach srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1
po 24 godz. stymulacji sterolami. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu
jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a (p<0,05). Dane przedstawiono jako
$rednie + odchylenie standardowe. Rozne oznaczenia literowe wskazuja na istotne
statystycznie réznice migdzy analizowanymi grupami. Grupy z tym samym oznaczeniem
literowym nie r6znig si¢ istotnie. K — kontrola, komorki niestymulowane,
7-KCh — 7-ketocholesterol, CH — cholesterol.
Sposrod zwigzkoéw uzytych do stymulacji komorek to CH spowodowat najwigkszy wzrost
ekspresji VEGFR2 na komorkach §rodbtonka naczyniowego HMEC-1, a ekspresja VEGFR2
byla istotnie wigksza w porownaniu do kontroli, ktorg stanowily komorki niestymulowane
(p<0,01) oraz komorek stymulowanych 7-KCh (p<0,01) lub kalcytriolem (p<0,001) (Ryc. 8).
W kolejnym etapie pracy oceniono, czy w wyniku ekspozycji komorek srodbtonka
naczyniowego cztowiecka HMEC-1 na dziatanie CH, 7-KCh i kalcytriolu zachodzg zmiany
W wydzielaniu przez komorki kolagenu typu I. Istotne zwigkszenie produkcji kolagenu przez
komorki moze skutkowaé bliznowaceniem 1 rozwojem stanu zapalnego o podiozu

patologicznym (Krupa i wsp. 2021).
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Ryc. 9 Stezenie kolagenu typu I wydzielonego przez komorki srodblonka naczyniowego
czlowieka HMEC-1 po 24 godz. stymulacji sterolami. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona przy uzyciu jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a (p>0,05).
Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe. K — kontrola, komorki
niestymulowane, 7-KCh — 7-ketocholesterol, CH —cholesterol.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zaden z uzytych steroli nie indukowat istotnych zmian
w produkcji i wydzielaniu kolagenu typu I przez komorki srédbtonka naczyniowego cztowieka
HMEC-1 w poroéwnaniu do kontroli, ktorg stanowity komorki niestymulowane (Ryc. 9).

Pod wptywem wielu czynnikéw obecnych w otoczeniu komoérek wzrasta poziom stresu
oksydacyjnego. Czynnik stresujacy, ktory obecny jest w srodowisku w nadmiarze moze
prowadzi¢ do reakcji patologicznej i rozwoju stanu zapalnego, podczas ktorego komorki
uruchamiajg swoje mechanizmy obronne, aby zwalczy¢ powstaty stan zapalny. Jednakze same
komorki w wyniku aktywacji moga stres oksydacyjny nasilaé. Stres oksydacyjny moze by¢
rowniez korzystny, jesli dziatanie czynnika stresujgcego nie jest nadmierne. W takiej sytuacji
w komorkach nasilane s3 mechanizmy zwigzane z przezyciem i podziatami (Jitca i wsp. 2022).
W celu oceny dziatania wybranych steroli jako potencjalnych stresorow na komorki srodbtonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 przeprowadzono stymulacje komoérek przy uzyciu CH,
7-KCh i kalcytriolu, a nastepnie sprawdzono poziom 4-HNE, ktory jest produktem oksydacji

lipidow w komorce.
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Ryc. 10 Poziom stresu oksydacyjnego w komérkach srodblonka naczyniowego czlowieka

HMEC-1 po 24 godz. stymulacji sterolami. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona

przy uzyciu jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a (p<0,05). Dane

przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe. Rozne oznaczenia literowe wskazuja

na istotne statystycznie roznice miedzy analizowanymi grupami. Grupy z tym samym

oznaczeniem literowym nie rdznig si¢ istotnie. 4-HNE — 4-hydroksynonenal, K — kontrola,
komorki niestymulowane, 7-KCh — 7-ketocholesterol, CH — cholesterol.

Sposrad steroli uzytych do stymulacji komoérek §rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1

to 7-KCh spowodowal istotny wzrost stresu oksydacyjnego W komodrkach w poréwnaniu

do kontroli, ktora stanowity komorki niestymulowane (p<0,05) (Ryc. 10). Natomiast dziatanie

CH i kalcytriolu nie spowodowato istotnych zmian w poziomie stresu Oksydacyjnego

w komorkach $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 w poréownaniu do komorek

niestymulowanych (p>0,05) (Ryc. 10).

6.1.2 Cholesterol jako czynnik promujacy tworzenie tubul przez komorki srédblonka
naczyniowego czlowieka HMEC-1

Wytwarzanie tubul przez komorki $rédbtonka to jeden z fundamentalnych etapow
regeneracji Srodblonka (Atat i wsp. 2019). Wptyw CH na powstawanie tubul oceniono
zapomocy testu formowania si¢ tubul (ang. tube formation assay). W tescie komorki
srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 nanoszono na trojwymiarowa strukture
imitujaca macierz zewnatrzkomorkowa ECM, w ktorej znajdowaly si¢ testowane stymulatory.
Komorki $rédbtonka majg zdolno$¢ do spontanicznego tworzenia tréjwymiarowej sieci

przypominajacej kapilary na podtozu ECM, jednak wprowadzajac do uktadu do§wiadczalnego
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stymulatory potencjalnie mozna wplywac na intensywno$¢ wytwarzania potaczen oraz ich
jakos¢ (dtugosc i szerokosc). Komorki srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 poddano
stymulacji CH, 7-KCh lub kalcytriolu, a nast¢pnie obserwowano i oceniano wytwarzanie tubul
przez komorki. Kontrolg spontaniczng w ocenie tworzenia tubul stanowily komorki
niestymulowane, natomiast komorki eksponowane na dziatanie FGF stanowity kontrole
pozytywng tworzenia naczyn (Ryc. 11). Obserwacje mikroskopowe wskazaty, ze ekspozycja
komorek s$rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 na dzialanie CH skutkowata
wytwarzaniem tubul przez komorki na poziomie kontroli pozytywnej. 7-KCh oraz kalcytriol
nie nasilaly tworzenia tubul na podtozu ECM przez komorki $rodblonka naczyniowego
cztowieka HMEC-1 (Ryc. 11).

7-KCh

Kalcytriol

i

Ryc. 11 Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce tworzenie tubul przez komorki
srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 po 24 godz. stymulacji. a — Zdjecia
wykonano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego SP-8 Leica (pow. 20x). K — kontrola,
komorki niestymulowane, CH — cholesterol, 7-KCh — 7-ketocholesterol, FGF — czynnik
wzrostu fibroblastow. b — przyktadowe zdjecie przedstawiajace tubule - czerwona strzatka
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wskazuje na dlugo$¢ polaczenia, niebieska na szerokos$¢. Skala umieszczona na zdjeciach
odpowiada 1 mm.

Przeprowadzona analiza $redniej dlugosci i szeroko$ci tubul w kazdym wariancie
stymulacji komorek pomogta wskaza¢ najbardziej efektywny sterol, ktory istotnie wptywa
na tworzenie si¢ tubul z komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 (Ryc. 12).
Ocena struktury wytworzonych tubul pozwolita wykaza¢, ze to CH istotnie nasilat ich
formowanie przez komorki §rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 w poréwnaniu
do kontroli spontanicznej, ktorg stanowily niestymulowane komorki oraz W poréwnaniu

do komoérek stymulowanych 7-KCh lub kalcytriolem (Ryc. 12).
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Ryc. 12 Analiza cech tubul wytworzonych przez komérki srédblonka naczyniowego
czlowieka HMEC-1 po 24 godz. stymulacji. a — Srednia dhugo$¢ tubul [mm] b — Srednia
szerokos¢ tubul [mm]. Analiza statystyczna zostala przeprowadzona przy uzyciu
jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a dla réznych N (p<0,05). Dane
przedstawiono jako §rednie + odchylenie standardowe. Rozne oznaczenia literowe wskazuja
na istotne statystycznie roznice miedzy analizowanymi grupami. Grupy z tym samym
oznaczeniem literowym nie roznig si¢ istotnie. K — kontrola, komorki niestymulowane,
7-KCh — 7-ketocholesterol, CH — cholesterol, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow.

Analiza cech wytworzonej siatki tubul wykazata, ze wskutek stymulacji komoérek CH
formowane sg istotnie dtuzsze potaczenia niz w srodowisku innych stymulatorow (p<0,001)
i komorek niestymulowanych (p<0,001; Ryc. 12a). Natomiast dtugos$¢ potgczen po stymulacji
komorek 7-KCh byla istotnie mniejsza W porownaniu do kontroli spontanicznej (p<0,05;

Ryc. 12a). Stymulacja CH spowodowata wytwarzanie istotnie szerszych potaczen

w poréwnaniu do kontroli spontanicznej (p<0,001) i pozostatych stymulatoréw (p<0,001; Ryc.

76



12b). Nie wykazano réznic w szerokosci tubul w przypadku pozostatych stymulatoréw (Ryec.
12b).

Oceniane powyzej cechy — dlugos¢ i szeroko$¢ tubul (Ryc.12) oraz zdolnosc
do wytwarzania sieci tubul przez komorki $rodblonka naczyniowego cztowieka HMEC-1

(Ryc. 11) przedstawiono wedtug opracowanej skali punktowej w Tab. 2.

Tab. 2 Ocena ilosciowa i jakosciowa polaczen wytworzonych przez komorki srédblonka
naczyniowego czlowieka HMEC-1 po 24 godz. stymulacji w skali 1-3. Dla dlugosci
potaczen zastosowano skale: 3 punkty — >0,4 mm, 2 punkty —>0,3 mm, 1 punkt —>0,2 mm,;
dla szerokosci: 3 punkty — >0,03 mm, 2 punkty — >0,02 mm, 1 punkt — >0,01 mm, a dla
wielkos$ci wytworzonych sieci: 3 punkty — duze, 2 punkty — §rednie, 1 punkt — male/brak.
CH — cholesterol, 7-KCh — 7-ketocholesterol, FGF — czynnik wzrostu fibroblastow.

CECHA
STYMULATOR ___ WYNIK
Dlugosé Szerokos¢ Sieci
niestymulowane 2 1 1 4
CH 3 2 2 7
7-KCh 1 1 1 3
kalcytriol 2 1 1 4
FGF 2 1 3 6

Na podstawie wynikow przedstawionych w powyzszej cze$ci rozprawy mozna wskazac
CH jako czynnik promujacy tworzenie tubul przez komorki srodblonka naczyniowego
cztowicka HMEC-1. Na tym etapie badan zdecydowano o wyborze CH jako czynnika
promujacego proces regeneracji komorek srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
do zastosowania w dalszych doswiadczeniach.

Zdolno$¢ do kietkowania komorek $rodbtonka naczyniowego pod wyptywem CH
badano na modelu ex vivo przy uzyciu testu kietkowania aorty (ang. aorta sprouting assay)
z wykorzystaniem krazkow aorty szczura. Krazki osadzano w trojwymiarowej strukturze
imitujacej] ECM, w ktorej znajdowaty sie stymulatory, CH lub VEGF, ktéry stanowit kontrole
pozytywng kietkowania, a nastepnie prowadzono hodowle przez 5 dni w celu wytworzenia
sieci tubul, wzorujac si¢ na metodzie opisanej przez Igbal i wsp. (2017). Zdolno$¢ komorek
srodbtonka pochodzacych z aorty szczura do tworzenia polaczen sieciowych oceniano przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego. Badanie obejmowalo obserwacje rozrostu $rédblonka,

Z podziatem na obszar nieustrukturyzowany lub ustrukturyzowany (Ryc. 13a).
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Ryc. 13 Test kielkowania aorty. a — Reprezentatywne zdjecia kietkowania komorek aorty
wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (dzien 5 hodowli, pow. 40x). Wytworzona sie¢
komorek (kietkujaca aorta) podzielono na dwa obszary: nieustrukturyzowany (czarna strzatka),
wychodzacy bezposrednio z krazka aorty, 1 ustrukturyzowany (czerwona strzatka), powstaty
za obszarem nieustrukturyzowanym. Skala umieszczona na zdjeciach odpowiada diugosci
200 um. b — na wykresie przedstawiono usrednione warto$ci z pomiaru promieni Sieci
komorek w obszarze ustrukturyzowanym [um]. Pomiary wykonane zostaty z 3 niezaleznych
zdje¢ dla kazdego wariantu stymulacji. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy
uzyciu jednoczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a (p<0,05). Dane przedstawiono
jako Srednie + odchylenie standardowe. Rdézne oznaczenia literowe wskazujg na istotne
statystycznie réznice migdzy analizowanymi grupami. Grupy z tym samym oznaczeniem
literowym nie rdznig si¢ istotnie. K — kontrola, komoérki niestymulowane, CH — cholesterol,
VEGF — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego.
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Nastepnie w programie Motic Images Advanced 3.2 obliczono $redni promien sieci
ustrukturyzowanej 1 promien odleglo$ci obszaru nieustrukturyzowanego wychodzacego
z krazka aorty. Analiza iloSciowa promieni wytworzonych sieci, z podzialem na obszar
ustrukturyzowany oraz nieustrukturyzowany, wykazata, ze sie¢ strukturalna wytworzona przez
komorki aorty po stymulacji CH rozwingta si¢ intensywniej w porownaniu do sieci powstatej
po stymulacji VEGF, ktory stanowit kontrol¢ pozytywna w badaniu (Ryc. 13a). Efekt ten
obserwowano zwlaszcza w obszarze ustrukturyzowanym, gdzie widoczne byly
charakterystyczne potaczenia miedzy komoérkami przypominajagce wygladem unaczynienie.
Ocena pomiaru obszaru ustrukturyzowanego wytworzonego w wyniku stymulacji krazkow
aorty CH wykazata, ze CH najintensywniej stymulowal wytwarzanie sieci S$rodbtonka
w poréwnaniu do kontroli spontanicznej, ktora stanowily niestymulowane komorki (p<0,001),
oraz do kontroli pozytywnej, ktorg stanowity komoérki stymulowane VEGF (p<0,01; Ryc. 13a
i 13b).

6.1.3 Wplyw cholesterolu na zmiany w komérkach srédblonka naczyniowego HMEC-1

zachodzace na poziomie transkrypcji genow

W celu wyjasnienia mechanizméw zachodzacych w komorkach $rodbtonka
naczyniowego cztowicka HMEC-1 w czasie ekspozycji na CH wykonano analizg
transkryptomiczng. Transkryptomika zajmuje si¢ okresleniem miejsca i czasu aktywnosci
gendw poprzez badanie transkryptomu, czyli zestawu czasteczek mRNA obecnych
w okreslonym momencie w komorce, grupie komorek lub organizmie. Transkryptom
W przeciwienstwie do genomu jest bardzo dynamiczny, a komorki w odpowiedzi na dziatajace
na nie czynniki wlaczaja badz wylaczaja transkrypcje gendow, zmieniajac w ten sposob swoj
transkryptom. Czgsto juz kilka minut po zadziataniu jakiego$ czynnika mozna zaobserwowacé
zmiany transkyptomiczne powstate w wyniku reakcji na ten czynnik. Stosujac t¢ metode mozna
jednoczesnie analizowac tysigce czasteczek w kazdej probee (Allison 2019).

Wykonana analiza RNA Seq wykazata ponad 200 istotnych zmian w transkryptomie
komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka HEMC-1 eksponowanych na dziatanie CH.
Sposrod wszystkich zmian zachodzacych w komoérkach na poziomie transkryptomu wybrano
te, ktore s3 najbardziej zwigzane z mechanizmami regeneracji $rodblonka naczyniowego
(Ryc. 14). W wyniku ekspozycji komorek srodblonka naczyniowego cziowieka HMEC-1
na CH zaobserwowano istotnie zwigkszong ekspresje¢ genow kodujacych biatka zwigzane
z migracja, proliferacja czy angiogeneza oraz istotnie obnizong ekspresje niektorych gendéw

zwigzanych z rozwojem stanu zapalnego i zmienno$¢ genéw zwigzanych z apoptoza.
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MTMR12 myotubularin related protein 12“
DNAJC16 Dna) (Hsp40) homolog, subfamily C, member 16—
WDR1 WD repeat domain 1-JZER
KCTD10 potassium channel tetramerisation domain containing 10— R
WIPF2 WAS/WASL interacting protein family, member 2 -2
CIB1 calcium and integrin binding 1 (calmyrin)—l
PNPLA4 patatin-like phospholipase domain containing 4—1 0 R
TGFB1 transforming growth factor, beta 1-J
SEC14L2 SEC14-like 2 (S. cerevisiae)=l A 4
GNL2 guanine nucleotide binding protein-like 2 (nucleolar) - E
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1-l L ER
ADA2 adenosine deaminase 2— L EREEEEE 3
PA2G4 proliferation-associated 2G4, 38kDa—L . EL
CALCRL calcitonin receptor—like—
ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5— 2
MARVELD1 MARVEL domain containing 1-00
LYRM1 LYR motif containing 1-0 AE
FDFT1 farnesyl-diphosphate famesyltransferase 1= 44 | -1
PEAK1 NKF3 kinase family member-10 A4
AP5M1 adaptor related protein complex 5 subunit Mu 1=0 00
AACS acetoacetyl-CoA synthetase— 20 -0
ADAM3 ADAM metallopeptidase domain 9-. A0
PAFAH1B1 platelet-activating factor acetylhydrolase 1b, regulatory subunit 1 (45kDa)-
PLXND1 plexin D1 1
ICAM2 intercellular adhesion molecule 2= 2
EOLAL endothelium and lymphocyte associated ASCH domain1- =20
IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein-_ 2.0
EPBALL3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3—_
HSPA9 heat shock 70kDa protein 9 {mortalin}- =21
PTPN2 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 2= 2.2 |
QRICH1 glutamine-rich 1-0 2.2 |
CASP10 caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase—. 2.2
TNFRSF10B tumor necrosis Factor receptor superfamily, member 10b—-10 =220
SLFN12 schlafen family member 12-1 =202
LIMD1 LIM domains containing 1-. =23
RBMS RNA binding motif protein 5—00 2300
AIMP1 aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein1- =23
NTN4 netrin 4— SRR
TMEM9 TMEM9 domain family, member B—E
TRPM4 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 4= 2
ENSG00000267714 novel transeript, antisense to SLC7A10 -
SBF2-AS1 SBF2 Antisense RNA 1-
GNE glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase— e~
FBX045 F-box protein 45— R
RNF8 ring finger protein 5 R

Ryc. 14 Zmiany transkryptomiczne w komorkach Srédblonka naczyniowego czlowieka
HMEC-1. Opis gendOw  uzupelniono  przy  uzyciu  bazy  Genecards®
(https://www.genecards.org/, dostep w dniu 2.12.2022 r.). Analiza transkryptomiczna zostata
przeprowadzona z uzyciem platformy internetowej Degust (https://degust.erc.monash.edu/)
przy uzyciu standardowych parametréw analizy danych, przyjmujac za istotne zmiany
na poziomie Log2FC |2| przy wspotczynniku fatszywych odkry¢ FDR <0,05.

Szczegotowa analiza danych pozwolita na wylonienie gendéw, ktérych ekspresja
nasilata si¢ co najmniej czterokrotnie i przyporzadkowanie ich do procesow zwigzanych

zZ regeneracjg komorek (Ryc. 15, Tab. 3).

Tab. 3. Poziom ekspresji wybranych genow kodujacych bialka uczestniczace w procesach
regeneracji komorek po 24 godz. stymulacji CH komérek $rodblonka naczyniowego
cztowieka HMEC-1. 1 — zwigkszenie ekspresji genu w wyniku odpowiedzi na dziatajacy
czynnik; | — obnizenie ekspresji genu w wyniku odpowiedzi na dziatajacy czynnik. ADA2
(adenosine deaminase 2 —gen kodujacy deaminaz¢ adenozyny 2), ADAM9 (disintegrin
and metalloproteinase domain-containing protein 9 — gen kodujacy biatko 9 zawierajace
domene dezintegryny i metaloproteinazy), CIB1 (calcium and integrin binding 1 — gen
kodujacy biatko 1 wigzace wapn i integryne), FGFR1 (fibroblast growth factor receptor
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1 — gen kodujacy receptor 1 czynnika wzrostu fibroblastow), KCTD10 (potassium channel
tetramerisation domain containing 10 — gen kodujacy biatko 10 zawierajace domeng
tetrameryzacji kanatu potasowego), LYRM1 (LYR motif containing 1 — gen kodujgcy biatko 1
zawierajace motyw LYR), MARVELD1 (MARVEL domain containing 1 — gen kodujacy biatko
1 zawierajace domen¢ MARVEL), PA2G4 (proliferation-associated 2G4 — gen kodujacy
biatko 2G4 zwiazane z proliferacja), PAFAH1B1 (platelet-activationg factor acetylhydrolase
1b — gen kodujacy czynnik aktywacji plytek krwi, acetylohydrolaza 1b), PEAK1
(pseudopodium-enriched atypical kinase 1 — gen kodujacy atypowa kinaz¢ 1 wzbogacona
w pseudopodium), PLXND1 (plexin D1 — gen kodujacy pleksyn¢ D1), TGFp1 (transforming
growth factor f 1 — gen kodujacy transformujacy czynnik wzrostu f 1).

RELATYWNY
SYMBOL POZIOM
PRODUKT
GENU EKSPRESJI
(Log2FC)
ADA2 deaminaza adenozyny 2 123
ADAM9 biatko 9 zawierajace domeng dezintegryny i metaloproteinazy 12,0
CiB1 biatko 1 wigzace wapn i integryng 12,5
FGFR1 receptor 1 czynnika wzrostu fibroblastow 123
KCTD10 biatko 10 zawierajace domeng tetrameryzacji kanatu Y
potasowego
LYRM1 biatko 1 zawierajgce motyw LYR 12,2
MARVELD1 biatko 1 zawierajagce domen¢ MARVEL 12,2
PA2G4 biatko 2G4 zwigzane z proliferacja 123
PAFAH1B1 czynnik aktywacji ptytek krwi, acetylohydrolaza 1b 12,0
PEAK1 kinaza atypowa 1 wzbogacona w pseudopodium 122
PLXND1 pleksyna D1 12,0
TGFpI1 transformujgcy czynnik wzrostu f3 1 124
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Ryc. 15 Diagram przedstawiajacy wybrane geny kodujace bialka zaangazowane
W procesy zwigzane z migracja, proliferacja, apoptoza i angiogeneza komorek.

Wsrod gendéw ulegajacych zwigkszonej ekspresji w komorkach $rodblonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 poddanych dziataniu CH szczegodlnie interesujace
w kontekscie regeneracji byly PEAK1 i PLXND1. Sa one zwigzane z migracja komorek
oraz szlakami sygnatowymi dla VEGF (Wang i wsp. 2018, Zhang i wsp. 2021). Biatko PEAK1
jest kinazg tyrozynowa, ktora wigze si¢ z cytoszkieletem aktyny i ma wptyw na powstawanie,
dojrzewanie i rozdzielanie zrostow adhezyjnych zaleznych od integryny, ktore petnig rolg
w migracji komorek. PEAK1 moze promowaé przerzuty i ulega¢ ekspresji na wysokim
poziomie w przebiegu raka trzustki i jelita grubego u ludzi, a migracje komorek intensyfikuje
poprzez szlak sygnatowy zalezny od aktywnosci kinazy Src (Bristow i wsp. 2013).

Dla potwierdzenia obserwacji z RNA-Seq, zostata wykonana analiza qRT-PCR
(Ryc. 16), ktora wykazata wzrost ekspresji genu PEAKL (p<0,05) w komoérkach §rodbtonka
naczyniowego czlowicka HMEC-1 po stymulacji CH, w poréwnaniu z komodrkami
niestymulowanymi (Ryc. 16). Natomiast ekspresja PLXND1 w komoérkach $rodbtonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 stymulowanych CH wykazywata tendencj¢ wzrostowa

w porownaniu do komoérek niestymulowanych, ale nie byta istotna statystycznie (Ryc. 16).
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Ryc. 16 Nasilenie ekspresji genow PEAKL i PLXND1 po 24 godz. stymulacji CH. Komorki
srodbtonka naczyniowego cztowicka HMEC-1 niestymulowane (HMEC-1) lub stymulowane
CH (HMEC-1/CH). Analiza qRT-PCR wykonano przy uzyciu metody delta (2-AACT). Analizg
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta (p<0,05). Dane przedstawiono jako
$rednie + odchylenie standardowe.

Wyniki uzyskane w tej czesSci badan przyczyniaja si¢ do czgsciowego potwierdzenia
H1 niniejszej rozprawy.
6.1.3.1 OdpowiedZ komorek S$rodblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1

na cholesterol na poziomie transkryptomu w obecnosci czynnika zakaznego

Bioragc pod uwage wysoka czestos¢ wystepowania zakazen Helicobacter pylori (HP)
w populacji ludzkiej i ogdlnoustrojowe skutki dziatania LPS w organizmie w kontekscie
nieszczelnosci bariery jelitowej (Moludi i wsp. 2020), a takze udzial rozpuszczalnych
komponentow bakteryjnych w rozwoju miazdzycy, jako przyktadu choroby, ktérej towarzyszy
utrata homeostazy $rédblonka naczyniowego, wazne jest, aby wzig¢ pod uwage czynniki
zakazne w odpowiedzi komoérek $rodblonka na poziomie ich transkryptomu (Rosenfeld
i Campbell 2011, Chmiela i wsp. 2015). Chociaz LPS HP jest stabsza endotoksyng niz LPS
Escherichia coli, badania na modelu in vivo Cavia porcellus pokazuja, ze polaczenie
przewlektej infekcji HP 1 diety bogatej w lipidy pogarsza stan zapalny S$rodbtonka
naczyniowego i jego dysfunkcje, co prowadzi do tworzenia si¢ wysoce aterogennego
srodowiska sprzyjajacego rozwojowi miazdzycy (Chmiela i wsp. 2015, Krupa i wsp. 2021,
Tomaszewska i wsp. 2024).

Aby zbada¢ wptyw komponentu czynnika zakaznego, jakim jest LPS HP,
na funkcjonalng odpowiedz eksponowanych na dziatanie CH komoérek $rodblonka
naczyniowego cztowiecka HMEC-1 na poziomie transkryptomu przeprowadzono analizg
transkryptomiczng komoérek stymulowanych CH w obecnosci LPS HP (CH+LPS HP). Wyniki
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w postaci heatmapy przedstawiono na Ryc. 17, a w Tab. 4 przedstawiono ekspresj¢ genow

zwigzanych z procesem regeneracji komorek.
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Ryc. 17 Zmiany transkryptomiczne w komoérkach Srodblonka naczyniowego czlowieka
HMEC-1 po 24 godz. stymulacji. Na heatmapie przedstawione zostaty transkrypty, ktore
ulegty istotnym zmianom w czasie stymulacji komoérek $roédbtonka naczyniowego HMEC-1
przy uzyciu CH, LPS HP i CH/LPS HP. Tanskrypty zostaly sklasyfikowane przy uzyciu
narzedzia ClustVist (Metsalu 1 Vilo 2015), za pomocg ktéorego mozna dokona¢ analizy
klastrowania hierarchicznego HCA. (* istotna zmiana w analizowanym uktadzie (>2 lub <-2),
1 —zwigkszenie ekspresji genu w wyniku odpowiedzi na dziatajacy czynnik; | — obnizenie
ekspresji genu w wyniku odpowiedzi na dziatajacy czynnik). Opis gendéw uzupelniono
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przy uzyciu bazy Genecards®. CH — cholesterol, LPS HP — lipopolisacharyd Helicobacter
pylori.

Tab. 4. Poziom ekspresji wybranych genéw kodujacych bialka uczestniczace w procesach
regeneracji komorek srodblonka po 24 godz. stymulacji CH, LPS HP lub CH w obecno$ci
LPS HP. ADA2 (adenosine deaminase 2 — gen kodujacy deaminaze adenozyny 2), ADAM9
(disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 9 — gen kodujacy biatko 9
zawierajace domene dezintegryny i metaloproteinazy), CASP10 (caspase 10 — gen kodujacy
kaspaze 10), CIB1 (calcium and integrin binding 1 — gen kodujacy biatko 1 wigzace wapn
I integryne), FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1 — gen kodujacy receptor 1 czynnika
wzrostu fibroblastow), ICAM2 (intercellular adhesion molecule 2 — gen kodujacy
miedzykomorkowa czasteczke adhezyjng 2), KCTD10 (potassium channel tetramerisation
domain containing 10 — gen kodujacy biatko 10 zawierajace domeng tetrameryzacji kanatu
potasowego), LYRM1 (LYR motif containing 1 — gen kodujacy biatko 1 zawierajace motyw
LYR), MARVELD1 (MARVEL domain containing 1 — gen kodujacy biatko 1 zawierajace
domen¢ MARVEL), PA2G4 (proliferation-associated 2G4 — gen kodujacy biatko 2G4
zwigzane z proliferacjg), PAFAH1B1 (platelet-activationg factor acetylhydrolase 1b — gen
kodujacy  czynnik  aktywacji  plytek  krwi,  acetylohydrolaza 1b), PEAK1
(pseudopodium-enriched atypical kinase 1 — gen kodujacy atypowa kinaz¢ 1 wzbogacona
w pseudopodium), PLXND1 (plexin D1 — gen kodujacy pleksyne D1), TGFp1 (transforming
growth factor [ 1 — gen kodujacy transformujacy czynnik wzrostu B 1). 1 — zwigkszenie
ekspresji genu w wyniku odpowiedzi na dzialajacy czynnik; | — obnizenie ekspresji genu
w wyniku odpowiedzi na dziatajacy czynnik.

STYMULACJA

SYMBOL CH+LPS
GENU CH LPS HP HPp

POZIOM EKSPRESJI

ADA2
ADAM9
CASP10

CiB1
FGFR1

ICAM2

KCTD10
LYRM1
MARVELD1
PA2G4
PAFAH1B1
PEAK1
PLXND1
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Dane wskazujg, ze ekspresja gendéw kodujacych biatka LYRMI1, KCTDIO,
MARVELDI, PLXNDI1, PAFAHIB1 i ICAM2, ktére sg zaangazowane w procesy
angiogenezy, byla znaczaco obnizona po stymulacji LPS HP. Sugeruje to zmniejszenie
zdolnos$ci komorek srodbtonka do migracji i proliferacji w obecnosci LPS HP. Z drugiej strony,
obecno$¢ LPS HP w uktadzie z CH nie obnizata ekspresji genéw kodujacych biatka PEAKI,
FGFR1, ADA2, CIB1 i PA2G4 w komorkach $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1.
Natomiast ekspresja genu kodujacego biatko ADAM9 znaczaco obnizyta si¢ w komoérkach
srodblonka stymulowanych CH z powodu obecnosci w probie LPS HP. Literatura naukowa
wskazuje, ze biatko ADAMY jest zaangazowane w fizjologiczng angiogeneze, np. podczas
rozwoju embrionalnego serca, ale takze w angiogenez¢ zwigzang Z rozwojem NOWoOtworow
(Chou i wsp. 2020).

6.2 Przygotowanie i charakterystyka kompozytow polilaktydowych wykazujgacych
potencjal proregeneracyjny wzgledem komorek srédblonkowych i kostnych

6.2.1 Charakterystyka wlasciwo$ci fizyko-chemicznych i biologicznych wldkien

apatytowych przeznaczonych do modyfikacji cholesterolem stanowiacych

wypelniacz kompozytow polilaktydowych

Wiodkna apatytowe niemodyfikowane oraz modyfikowane CH zostaly przygotowane
przez zespot dr inz. Moniki Biernat z Grupy Badawczej Biomaterialy, Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz — Instytut Ceramiki i Materialtow Budowlanych w Warszawie. W metodzie
pothydrotermalnego Stracania W §rodowisku H2O» uzyskano trojfazowy produkt w postaci
wlokien apatytowych o dlugosci 18,84 + 4,06 um, ktore sktadajg sie¢ w 71,08+0,17%
z hydroksyapatytu (PDF 01-073-2656), w 13,43+0,15% 2z pirofosforanu wapnia
(PDF 00-009-0346) oraz w 15,49+0,14% z B-TCP (PDF 00-055-0898). Sktad fazowy
uzyskanego produktu okreslano za pomocg metody XRD, ktora pozwala na analizg

wlasciwosci fizycznych proszkow czy probek statych (Ryc. 18).

86



intensywnosc (Cps)

o 1w 2 % 4 % e W & % 100

20
Ryc. 18 Widmo dyfrakcji promieni rentgenowskich otrzymanych wlokien apatytowych.
W sklad witokien apatytowych wchodzi hydroksyapatyt, pirofosforan wapnia 1 trdjfosforan

wapnia. Cps (counts per second — liczba zliczen na sekundg).

Morfologi¢ widkien oraz ich dlugo$¢ oceniano przy pomocy SEM, wedlug metody
opisanej przez Biernat i wsp. 2022 (Ryc. 19).

Ryc. 19 Reprezentatywne zdjecie wiokien apatytowych. Srednia dtugosé¢ wiokien wynosi
18,84+4,06 pum, a srednica 1,13+0,24 um. Skala umieszczona na zdjeciach odpowiada 100 pm
(pow. 2000x).

W celu oceny wiasciwosci biologicznych wiokien apatytowych, czyli ich zdolnosci
do promowania wytwarzania tubul przez komorki $rodbtonka naczyniowego cztowieka
HMEC-1 wykonano test formowania tubul na trojwymiarowej strukturze ECM (ang. tube
formation assay). Komoérki $rodblonka naczyniowego cziowieka HMEC-1 inkubowano
na ECM w obecno$ci wiokien apatytowych, a formujace si¢ tubule wizualizowano

z wykorzystaniem mikroskopu $wietlnego i konfokalnego. Kontrole w badaniu stanowity
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komorki niestymulowane hodowane na macierzy zewnatrzkomorkowej ECM. Wizualizacja
przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z odwroconym polem widzenia Wykazala,
ze komorki w obecnosci wiokien apatytowych utworzyty tubule na ECM, podczas gdy nie
zaobserwowano tego zjawiska w uktadzie kontrolnym (Ryc. 20a). Wyniki potwierdzono takze
w czasie obserwacji z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego, po uprzednim wybarwieniu
komorek (Ryc. 20b).

Ryc. 20 Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace strukture tubul wytworzonych przez
komorki srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1. a —Zdjecia wykonane przy uzyciu
mikroskopu kontrastowo-fazowego (pow. 4x). b — Zdjecia wykonane z obrazéw uzyskanych
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego (pow. 100x). K — kontrola, komoérki niestymulowane,
Aktyna — Falloidyna Texas Red (czerwona fluorescencja), DNA — DAPI (niebieska
fluorescencja). Skala umieszczona na zdjeciach odpowiada 250 um.

W nastgpnym etapie badan przystapiono do modyfikacji widkien apatytowych CH.
Modyfikacje przeprowadzano dwoma sposobami, z wykorzystaniem metody opartej
na roztworze wodnym lub etanolowym. Wtokna apatytowe w wyniku modyfikacji CH
nieznacznie zmienily swoje wymiary. Wptyw na to mialo mieszanie magnetyczne prowadzone
w celu adsorpcji CH na powierzchni czastek widkien apatytowych. Modyfikowane CH wtdkna

apatytowe oceniano przy uzyciu SEM (Ryc. 21).

88



I SRR
~ V@ Ny
v AR o
oL AV A o

Ryc. 21 Reprezentatywne zdjecia wlokien apatytowych modyfikowanych CH. a — Wtokna
apatytowe modyfikowane CH rozpuszczonym w etanolu — W MCH EtOH. Srednia dtugo$é
wiokien wynosi 17,33+4,11 pm. b — Widkna apatytowe modyfikowane CH rozpuszczonym
wwodzie — W MCH Hz0. Srednia dlugos¢ wiokien wynosi 16,36+3,40 pm. Skala
umieszczona na zdjeciach odpowiada 50 um (pow. 2500x).

Struktur¢ chemiczng uzyskanych czastek modyfikowanych CH potwierdzano
z zastosowaniem spektroskopii FTIR. Na widmach wtokien (Ryc. 22a i 22b) modyfikowanych
CH rozpuszczonym w etanolu lub wodzie widoczne sg pasma absorpcji pochodzace od CH
przy:

e 0k. 3400 cm™ (drgania rozciggajace grupy OH),

e 2800-3000 cm™ (asymetryczne i symetryczne drgania rozciggajace grup CHz i CHs)

oraz nakladajace si¢ z pasmami pochodzacymi od PO4+*> w hydroksyapatycie:

e 1055 cm™ (ostry pik pochodzacy od deformacji pierécienia cholesterolowego),
e 840 cm™ (pasmo przypisane drganiom rozciggajacym C-C-C w cholesterolu),
e 900-675 cm™ (pasmo przypisywane drganiom zginajacym C-H poza plaszczyzng

charakterystyczne dla podstawienia aromatycznego).

Co cickawe, w widmie czastek modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie (Ryc. 22b)

widoczne sg dodatkowe pasma absorpcji przy:

e 1464 cm™ (przypisane asymetrycznym drganiom rozciggajacym grup CHz i CHa)
e 1378 cm™? (zwigzane z drganiami zginajacymi grup CH2 i CHs w czasteczce

cholesterolu).
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Otrzymane widma pozwalajg na potwierdzenie skuteczno$ci modyfikacji widkien apatytowych

CH.
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Ryc. 22 Widma wlékien apatytowych modyfikowanych CH analizowane metoda FTIR.
a— Widmo FTIR dla modyfikacji CH rozpuszczonym w etanolu. b—-Widmo FTIR
dla modyfikacji CH rozpuszczonym w wodzie.

Dodatkowo, skuteczno$¢ modyfikacji wiokien apatytowych potwierdzono stosujgc
analiz¢ termiczng (Ryc. 23). W pomiarach wykonanych podczas analizy
termograwimetrycznej/roznicowej analizy termicznej (TG — thermogravimetric/DTA

— differential thermal analysis) zaobserwowano dodatkowy ubytek masy wtokien w czasie
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ogrzewania w przedziale temperaturowym 200-350°C dla czastek apatytowych
modyfikowanych CH w porownaniu do niemodyfikowanych widkien. Wyniki wskazuja
na rozktad dodatkowych substancji, ktore sa mniej odporne termicznie niz sam hydroksyapatyt
(w tym przypadku jest to zastosowany modyfikator, czyli CH). Ubytek masy w przedziale
200-350°C wynosi ok. 1,4%, co jest w przyblizeniu zgodne z iloscig dodanego w czasie
modyfikacji CH (1,5% w stosunku do ilo$ci czastek apatytowych). Uzyskane wyniki badan
wskazuja na skuteczng modyfikacj¢ wiokien apatytowych CH.
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Ryc. 23 Analiza termiczna wlékien apatytowych niemodyfikowanych i modyfikowanych
CH.

6.2.2 Charakterystyka fizyko-chemiczna i biologiczna kompozytéw polilaktydowych
Z dodatkiem wlokien apatytowych niemodyfikowanych i modyfikowanych

cholesterolem

Porowate kompozyty PLA zostaly otrzymane na drodze liofilizacji PLA z widknami
apatytowymi niemodyfikowanymi lub modyfikowanymi CH przez zespét dr inz. Moniki
Biernat z Grupy Badawczej Biomateriaty, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut Ceramiki
I Materialow Budowlanych w Warszawie. Ich mikrostruktura zostata scharakteryzowana

przy uzyciu techniki SEM (Ryc. 24a).

91



a b
5PLA1OW

w B
=} =)

llosé porow [%]
~n
o

) | I I
4]

050 50100 100-150 150-200 200-250 250-300 300-350
wielkos¢ porow [um]

25

20

15

10
)
0

0-50 50-100 100-150 150-200 200-250 250-300 300-350

llos$¢ porow [%]

wielko$¢ poréw [um]

050  50-100 100-150 150-200 200-250 250-300 300-350
wielkosé porow [um]

llos¢ pordéw [%]
o 3 @ 3 2

o

Ryc. 24 Mikrostruktura i rozklad wielkosci porow kompozytéow PLA z dodatkiem
wldékien apatytowych niemodyfikowanych lub modyfikowanych CH. a — Wielko$¢ porow
uwidoczniona przy uzyciu SEM. Skala umieszczona na zdjg¢ciach odpowiada 500 i 50 um
(pow. 250x i 2000x). b — Rozktad ilosci [%] i wielko$ci [um] porow kompozytow. Wielkos¢
poroéw 0szacowano na podstawie pomiaru srednicy ekwiwalentnej stosowanej w przypadku
porow o nieregularnym ksztatcie.

Na zdjeciach zaobserwowano wyraznie porowatg strukture W catej objetosci
kompozytu, niezaleznie od tego czy kompozyt zawieral widkna apatytowe niemodyfikowane,
czy modyfikowane CH (Ryc. 24a, pow. 250x). Obserwacja mikrostruktury kompozytow
wykonana w powiekszeniu 2000x pokazata, ze wtokna apatytowe umieszczone sg gtownie
W $cianach poréw 1 s wbudowane w matryce polimerowa, co mogltoby wskazywac, ze beda
pei¢ w kompozycie dodatkowa funkcje wzmacniajaca porowate rusztowania (Ryc. 24a).
Na podstawie obrazowania SEM oraz pomiaréow wielkosci porow kompozytowych

sporzadzono wykresy rozktadu wielkosci porow. Wykazano, ze w przypadku kompozytu

z wtoknami apatytowymi niemodyfikowanymi oraz modyfikowanymi CH, rozpuszczonym
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W wodzie, najwickszy udziat w kompozycie maja pory o wielkosci 100-150 um (Ryc. 24b).
W przypadku kompozytow =z udziatem wiokien apatytowych modyfikowanych CH
rozpuszczonym w etanolu nieco wigcej jest porow wigkszych, w przedziale 150-200 um
(Ryc. 24b). Kompozyty zostaty zaprojektowane w taki sposob, aby zawieraty zarbwno materiat
apatytowy (trojfazowy fosforan wapnia) jak i substancje aktywnag (CH). Zawartos¢ CH
w gotowych kompozytach byta ustalana na poziomie 0,15%, dlatego modyfikowane wtdkna
apatytowe o zawartosci 1,5% cholesterolu byly dodawane w ilosci 10% w stosunku do matrycy
polimerowej (PLA). Sktad kompozytow potwierdzano poprzez badania wytrzymatosci
termicznej (Ryc. 25), w ktorej okreslano ubytek masy, a zatem zawartosci statej pozostatosci
po wygrzewaniu, ktora wynosi ok. 10% i odpowiada w duzej mierze zawartosci dodanego

fosforanu wapnia (wiokna apatytowe).
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Ryc. 25 Analiza termiczna kompozytu PLA z dodatkiem wlokien apatytowych
modyfikowanych CH.

Wytworzone kompozyty PLA scharakteryzowano rowniez pod katem wytrzymatosSci
mechanicznej, gdzie okreslano ich wytrzymato$¢ na $ciskanie. Wykazano, ze ani modyfikacja
witokien apatytowych CH ani sposob rozpuszczania CH nie mialy wptywu na wytrzymatosé
uzyskanych kompozytdéw na $ciskanie, ktora dochodzita do 0,6 MPa przy odksztalceniu

roéwnym 50% (Ryc. 26).
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Ryc. 26 Wytrzymalo$¢ na Sciskanie kompozytéw PLA z dodatkiem wldkien apatytowych
niemodyfikowanych lub modyfikowanych CH.

PLA jest bezpiecznym i biokompatybilnym materialem wchodzacym w sklad wielu
réznych kompozytow stosowanych w medycynie regeneracyjnej. PLA znalazt swoje
zastosowanie w inzynierii tkankowej, stomatologii, okulistyce czy w leczeniu ztaman kosci.
Uzywa si¢ go rowniez do produkcji szwow rozpuszczalnych czy jako no$nik lekéw (Ramot
i wsp. 2016).

Cytobiozgodnos¢ PLA jako matrycy samego kompozytu, jak i matrycy PLA
wraz z dodatkiem wtokien apatytowych zostata potwierdzona testem redukcji MTT, w ktorym
oceniano aktywnos¢ metaboliczng komorek. Wyniki tych badan zostaty przedstawione
w publikacji, ktorej jestem wspotautorkg (Biernat i wsp. 2022). Komorki referencyjnej linii
fibroblastow myszy L929 (zgodnie z normg 1SO-10993-5-2009) i osteoblasty cztowieka hFOB
1.19 hodowano w obecnosci kompozytu PLA (5PLA) oraz kompozytu PLA z dodatkiem
wiokien apatytowych (5PLA10W). Wyniki pokazane na Ryc. 27 wskazuja, ze zaréwno
kompozyty 5PLA, jak i 5SPLA10W s3 cytobiozgodne wobec obu linii komérkowych (Ryc. 27).
Komorki hodowane w obecnosci obu kompozytow wykazaty aktywno$¢ metaboliczng
na poziomie komorek niestymulowanych, czyli 100% aktywnosci, co dato podstawe,
aby uzna¢ oba kompozyty za bezpieczne dla komoérek i gotowe do uzycia w dalszych

badaniach.

94



-E‘ 120+ g 120+
2 3
© i )
2 %. 90 g = 90-
0 = [«]
8% gt
‘gg 60 ES 60
22 T
8 301 o = 3p-
§ hE
3 4l - —
o |
FTITF S T - STTITEFS cEE
Q\y, S ?Q {&v/ ’,\Q ,@ év./
S K 3 TS
RN & &2
¢ &

Ryec. 27 Aktywno$¢ metaboliczna fibroblastow myszy L929 (a) i osteoblastéw czlowieka
hFOB 1.19 (b) hodowanych w obecnos$ci kompozytow PLA niezawierajacych wlokien
apatytowych (5PLA) lub zawierajacych wlékna apatytowe niemodyfikowane
(5PLA_10W). Czerwona ramka wskazuje na wyniki uzyskane dla kompozytow testowanych
w pracy doktorskiej. R —certyfikowany materiat referencyjny (fragment kaniuli);
NC — kontrola negatywna (komorki traktowane 2% saponing); PC — kontrola pozytywna
(komorki niestymulowane). Ryciny pochodzg z publikacji Biernat i wsp. 2022.

Oprocz oceny cytobiozgodnosci kompozytoéw 0znaczano takze ich potencjalne
dziatanie stymulacyjne wobec komoérek immunokompetentnych, ktoére sa wyznacznikiem
W ocenie wlasciwosci prozapalnych badanych substancji. W publikacji, ktorej jestem
wspoétautorkg (Biernat i wsp. 2022), przedstawiono wyniki testu aktywacji monocytow
reporterowych cztowieka THP1-Blue™ NF-kB w odpowiedzi na ich ekspozycje na kompozyty
5PLA oraz 5PLA_10W. Zaréwno kompozyty 5PLA, jak i 5PLA_10W nie aktywowaly
monocytow, a wigc nie pobudzaly w komorkach $ciezki sygnatowej NF-kB, typowej

dla wzbudzenia stanu zapalnego (Ryc. 28, Biernat i wsp. 2022).
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Ryc. 28 Aktywacja monocytéw reporterowych czlowieka THP1-Blue™ hodowanych
W obecnosci kompozytow PLA niezawierajacych wlokien apatytowych (SPLA)
lub zawierajacych wlokna apatytowe niemodyfikowane (5SPLA_10W). Czerwona ramka
wskazuje na wyniki uzyskane dla kompozytow testowanych w pracy doktorskiej.
MCCB - certyfikowany materiat referencyjny (fragment kaniuli); NC — kontrola negatywna
(komorki  niestymulowane); PC —kontrola pozytywna (komorki stymulowane LPS
Escherichia coli). Rycina pochodzi z publikacji Biernat i wsp. 2022.

Wyniki przedstawione na Ryc. 27 i Ryc. 28 wskazuja, ze kompozyt PLA
niezawierajacy wypelniacza w postaci wiokien apatytowych (5PLA), stanowigcy matryce
calego kompozytu oraz kompozyt PLA zawierajacy wypelniacz z widkien apatytowych
(5PLA_10W), bedacy w uktadzie doswiadczalnym kompozytem referencyjnym, sa biozgodne
i mogg by¢ zastosowane w dalszych badaniach in vitro i in vivo.

W kolejnym etapie badan oceniano aktywno$¢ metaboliczng komorek referencyjnej
linii fibroblastow myszy L929 hodowanych w obecnosci kompozytéw PLA z dodatkiem
wiokien apatytowych modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie
(5PLA10WMCH(H20)0,15%) lub w etanolu (5SPLA10WMCH(EtOH)0,15%) (Ryc. 29).
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Ryc. 29 Ocena cytobiozgodnosci badanych kompozytow PLA z dodatkiem wlékien
apatytowych modyfikowanych CH wobec fibroblastow myszy L929 po 24 godz.
stymulacji. KT — kontrola negatywna (komorki stymulowane 1% H»>02); KNT — kontrola
pozytywna (komorki niestymulowane); R — certyfikowany materiat referencyjny (fragment
kaniuli).

Fibroblasty myszy L929 po ekspozycji na kompozyty PLA z dodatkiem widkien
apatytowych modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie lub etanolu wykazywaty
aktywnos$¢ metaboliczng na poziomie komorek stymulowanych materiatem referencyjnym (R)
lub komoérek niestymulowanych, hodowanych w samym podtozu (KNT) (Ryc. 29).
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna uznaé, ze kompozyty PLA z dodatkiem
wypelniacza w postaci wiokien apatytowych modyfikowanych CH
(5PLA10WMCH(EtOH)0,15% i 5PLA10WMCH(H20)0,15%) sa cytobiozgodne i moga by¢

zastosowane w dalszych badaniach in vitro i in vivo.

6.2.2.1 Badanie wlasciwosci kompozytow polilaktydowych z dodatkiem wldékien
apatytowych  niemodyfikowanych i modyfikowanych  cholesterolem

do promowania zasiedlania komérek kostnych i $srodblonkowych

Kompozyty PLA z wypeliaczem w postaci widkien apatytowych majg strukture
porowata o S$redniej wielkosci porow w zakresie 50-250 pm, przy czym najczescie)
wystepujace otwory w strukturze kompozytow maja wielkos¢ od 100 do 150 um (Ryc. 24).
W celu oceny wiasciwosci adhezyjnych badanych kompozytow w stosunku do komorek
kostnych, osteoblasty cztowieka hFOB.1.19 hodowano na powierzchni kompozytu PLA
z niemodyfikowanymi wioknami apatytowymi (5PLA10W) oraz zawierajacych widkna
apatytowe modyfikowane CH rozpuszczonym w wodzie (5PLA10WMCH(H20)0,15%)
lub wetanolu  (5SPLALIOWMCH(EtOH)0,15%). Hodowla komoérek w  obecnosci
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biokompozytow prowadzona byta przez 7, 14 i 21 dni, a po kazdym punkcie czasowym

komorki utrwalano i obserwowano przy uzyciu SEM. Kontrolg uktadu doswiadczalnego byty

kompozyty, na ktorych nie hodowano komorek kostnych. (Ryc. 30).
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Ryc. 30 Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace wzrost osteoblastow czlowieka hFOB
1.19 na kompozytach PLA z dodatkiem wlokien apatytowych niemodyfikowanych
(5PLA10W) lub modyfikowanych CH (5PLA10WMCH(H20)0,15%
i 5PLAIOWMCH(EtOH)0,15%) po 7, 14 i21 dniach hodowli. Zdj¢cia wykonano
przy uzyciu SEM (pow. ok. 900x).

Na postawie obserwacji mikroskopowej hodowli osteoblastow cztowieka hFOB 1.19
na kompozytach PLA z dodatkiem wldkien apatytowych modyfikowanych CH mozna
wnioskowa¢, ze badane kompozyty wykazuja wlasciwosci promujace wzrost komorek
kostnych i to juz od wczesnego etapu hodowli (7 dni), a wzrost komorek byt coraz bardziej
intensywny wraz z wydtuzonym czasem hodowli (14 i 21 dni) (Ryc. 30). Modyfikacja widkien
apatytowych CH, bez wzgledu na sposob jego rozpuszczenia (woda/etanol), widocznie nasilata
zasiedlanie kompozytow przez komorki osteoblastow cztowieka hFOB 1.19 (Ryc. 30),
jednakze do kolejnych doswiadczen wybrano kompozyt PLA zawierajacy wiokna apatytowe
modyfikowane CH rozpuszczonym w wodzie (5PLA10WMCH(H20)0,15%). Wybor
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biokompozytu byt powodowany tym, ze wykazywat podobny do kompozytu referencyjnego
(5PLA10W) uktad porow, z przewagg poréw o wielkosci 100-150 um (Ryc. 24).

W celu przeprowadzenia ilosciowej oceny komorek kostnych zasiedlajagcych
kompozyty 5PLA10W oraz 5PLA10WMCH(H20)0,15% oznaczono liczbg¢ komorek
W poszczegdlnych punktach czasowych hodowli (7-28 dni) (Ryc. 31).
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Ryc. 31 Liczba osteoblastow czlowieka hFOB 1.19 zasiedlajacych kompozyty po 7, 14, 21
i 28 dniach hodowli. Analize statystyczna przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej
ANOVY z testem posthoc Tuckey’a (p<0,05). Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie
standardowe. Rozne oznaczenia literowe wskazujg na istotne statystycznie rdznice miedzy
analizowanymi grupami. K - kompozyt referencyjny (5PLA10W),
5PLA10WMCH(H20)0,15% — badany biokompozyt z dodatkiem wtokien apatytowych
modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie.

W dniu rozpoczecia hodowli (czas 0) na kazdy badany kompozyt nanoszono 0,5x10°
osteoblastow cztowieka hFOB 1.19, jednakze po 7 dniach hodowli, bez wzgledu na typ
testowanego kompozytu, wykazano blisko 10-krotnie mniejsza liczbe komorek. Moze sig¢
to wigza¢ z mechanicznym ich uszkodzeniem w momencie nanoszenia na powierzchni¢
kompozytéw. Na dalszych etapach hodowli (14, 21 i 28 dni) liczba osteoblastow cztowieka
hFOB 1.19 nadal spadata w porownaniu do 7-dniowej hodowli (p<0,05) i nie obserwowano
réznic pomiedzy kompozytem referencyjnym (5PLA10W), a biokompozytem badanym
(5PLA10WMCH(H20)0,15%) (p>0,05, Ryc. 31). Ostatecznie, w dniu 21 i 28 hodowli, liczba

komorek nie ulegata zmianie, w stosunku do 14 dnia hodowli, a to moze $wiadczy¢

0 zasiedlaniu kompozytow przez komorki kostne. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w hodowli
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komorek kostnych na kompozycie referencyjnym (5PLA10W) i biokompozycie badanym
(5PLA10WMCH(H20)0,15%), nie dochodzi do namnazania si¢ komorek.

Nastepnie oceniano stezenie IL-6 (Ryc. 32) oraz ALP (Ryc. 33), markerow
osteogenezy, w ptynach pohodowlanych osteoblastow cztowieka hFOB1.19 po 7, 14, 211 28

dniach hodowli w obecnosci kompozytow.
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Ryec. 32 Stezenie IL-6 w ptynach pohodowlanych osteoblastow czlowieka hFOB 1.19 po 7,
14, 21 i 28 dniach hodowli na kompozytach. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu dwuczynnikowej ANOVY 2z testem posthoc Tuckey’a (p<0,05). Dane
przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe. Rdozne oznaczenia literowe wskazuja
na istotne statystycznie réznice migdzy analizowanymi grupami. K — kompozyt referencyjny
(5PLA10W), 5PLA10WMCH(H20)0,15% — badany biokompozyt z dodatkiem wiokien
apatytowych modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie.

IL-6 jest cytoking warunkujaca utrzymanie homeostazy komoérek kostnych (Loi i wsp.
2016). Wykazano, ze stezenie IL-6 w dniu 7 hodowli jest najnizsze i ma tendencj¢ wzrostowa
osiagajac swoje maksimum w dniu 21 trwania hodowli (p<0,001). Uzyskany wynik odpowiada
pomiarom liczby komorek osteoblastow cztowieka hFOB 1.19 (Ryc. 31). Komorki nanoszone
na kompozyty w dniu 0 ulegaty uszkodzeniu w pierwszych godzinach hodowli, a ich liczba
spadala 10-krotnie (pomiar liczby komoérek w dniu 7). Utrzymanie si¢ komorek
na kompozytach i réznicowanie wymagato intensywniejszego wydzielania IL-6 (Ryc. 32).
Takiej  obserwacji  dokonano  wobec  kompozytu referencyjnego  (5PLA10W)
oraz biokompozytu badanego (5PLA10WMCH(H20)0,15%).

ALP jest markerem kosciotworzenia, a jej Stezenie w hodowli osteoblastow cztowieka

hFOB 1.19 w obecnosci kompozytow PLA pozostawato na podobnym poziomie w czasie 7-28
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dni. W uktadzie badanym stezenie ALP jest jednak istotnie nizsze w poréwnaniu do uktadu
kontrolnego przez caly czas trwania hodowli (p<0,001), z wylgczeniem pomiaru w 14 dniu
(p>0,05). W  przypadku hodowli  komérek ~w  obecnosci  biokompozytu
S5PLA10WMCH(H20)0,15% st¢zenie ALP jest istotnie wyzsze w 14 dniu hodowli
W poréwnaniu do dnia 7 (p<0,001), 21 (p<0,01) i 28 (p<0,001).
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Ryc. 33 Stezenie ALP w plynach pohodowlanych osteoblastow czlowieka hFOB 1.19 po 7,
14, 21 i 28 dniach hodowli na kompozytach. Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona przy uzyciu testu dwuczynnikowej ANOVY z testem posthoc Tuckey’a
(p<0,05). Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie standardowe. Rozne oznaczenia
literowe wskazuja na istotne statystycznie rdéznice migdzy analizowanymi grupami.
K — kompozyt referencyjny (5PLA10W), 5PLA10WMCH(H20)0,15% — badany biokompozyt
z dodatkiem wtokien apatytowych modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie.

Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje dotyczace pomiaru liczby osteoblastow
cztowieka hFOB 1.19 w czasie oraz stgzenia wydzielonej IL-6. Komoérki po 7 dniach hodowli
w obecnosci kompozytow zasiedlaja je, ale nie namnazajg si¢, a ich wyglad morfologiczny
(Ryc. 30) wskazuje na proregeneracyjny/prokosciotworczy potencjat badanego biokompozytu.

Wyniki uzyskane w tej cze$ci badan przyczyniaja si¢ do potwierdzenia H2 niniejszej
rozprawy.

Prowadzono takze hodowle komorek srodbtonka naczyniowego HMEC-1 w obecnosci
kompozytow PLA z dodatkiem widkien apatytowych modyfikowanych CH rozpuszczonym
w wodzie (5PLA10WMCH(H20)0,15%) lub etanolu (S5PLA1IOWMCH(EtOH)0,15%).

Po 7 dniach hodowli nie zaobserwowano zasiedlania kompozytow przez komorki srédbtonka
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HMEC-1 (brak komoérek w obrazach mikroskopowych uzyskanych przy uzyciu SEM),

co moze Wskazywac na ich obumieranie.

HMEC-1
7 dni

PR 7 i et TR Y
5PLA10W 5PLA10W 5PLA10W
MCH(H,0) MCH (EtOH)
0,15% 0,15%

Ryc. 34 Zasiedlanie kompozytow polilaktydowych z dodatkiem wlokien apatytowych
modyfikowanych CH przez komoérki srédblonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 po 7
dniach hodowli. Reprezentatywne zdjgcia wykonano przy uzyciu SEM (pow. ok. 900x). Nie
zaobserwowano zasiedlania zadnego z kompozytow przez komoérki srodbtonka naczyniowego
HMEC-1.

Dodatkowo wykonano do$wiadczenie, w ktorym komorki $rodbtonka naczyniowego
cztowicka HMEC-1 hodowano w obecnosci kompozytow oplaszczonych uprzednio
kolagenem. Obserwacje wykonane przy uzyciem SEM wskazuja, ze komorki $rodbtonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 nie zasiedlaty badanych kompozytéw, pomimo obecnosci
warstwy optaszczajacej w postaci kolagenu. Obecno$é¢ CH w kompozycie PLA z dodatkiem
wilokien apatytowych nie zmieniata jego wiasciwosci biologicznych wzgledem komorek.
Komorki srédbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 nie zasiedlaly kompozytow, zarowno
referencyjnego  (5PLA10W), jak i modyfikowanych  (SPLA10WMCH(H20)0,15%
i SPLA1I0OWMCH(EtOH)0,15%).

6.2.2.2 Badanie biozgodnosci kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wldékien
apatytowych niemodyfikowanych i modyfikowanych cholesterolem na modelu
in vivo
Biozgodnos¢ wyselekcjonowanego kompozytu PLA z dodatkiem wiokien apatytowych
modyfikowanych CH rozpuszczonym w wodzie (5SPLA10WMCH(H20)0,15%) wykonano
z wykorzystaniem modelu szczurzego stosujac badanie miejscowej odpowiedzi tkankowej
oraz reakcji uog6lnionej na wszczepienie kompozytu. Wybierajac model badawczy in vivo
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wzigto pod uwage typ kontaktu kompozytu z tkankg (kontakt z tkanka migkka) oraz czas
ekspozycji (dtuzsza niz 30 dni) i zaplanowano go w oparciu o norm¢ PN-EN 1SO 10993-6:2017
,Biologiczna ocena wyrobow medycznych/Badania miejscowej reakcji po implantacji”.
W doswiadczeniu zwierzetom wszczepiano podskornie biokompozyt
5PLA10WMCH(H20)0,15%, a nastepnie obserwowano 0znaki miejscowej reakcji zapalnej
po 7, 30 i 90 dniach (zaczerwienienie skory, obrzek w miejscu wszczepienia, podwyzszona
temperatura ciata) od wszczepienia. Po kazdym punkcie czasowym zwierze¢ta poddawano
eutanazji, a wyizolowane biokompozyty oceniano w badaniu histologicznym we wspotpracy

zdrem Jarostawem Szwalskim z akredytowanego laboratorium patologicznego Cytopath

w Lodzi.
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Ryc. 35 Badanie biozgodnosci biokompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15% w ukladzie
in vivo w ocenie miejscowej odpowiedzi tkankowej po 7, 30 i 90 dniach od wszczepienia.

Reprezentatywne zdje¢cie fragmentéw kompozytow barwionych hematoksyling i eozyng
(pow. 400x).

Obserwacja mikroskopowa cienkowarstwowych preparatow przekrojow poprzecznych
biokompozytow wyizolowanych po 7, 30 i 90 dniach od wszczepienia pokazata typowy obraz
histologiczny prezentujacy odpowiedz zapalng generowang W organizmie po ingerencji
chirurgicznej. Po 7 dniach od wszczepienia biokompozytu widoczne byty nacieki makrofagdow,
ktore petnig rolg komorek oczyszczajacych obszar pooperacyjny (Ryc. 35). Nastepnie, W czasie
30, a potem 90 dni od wszczepienia biokompozytu w preparatach histopatologicznych
obserwowano formowanie si¢ tkanki tgcznej wraz z towarzyszacym jej ukrwieniem, natomiast
nie zaobserwowano oznak reakcji zapalnej o charakterze patologicznym.

Dodatkowo, w preparatach cienkowarstwowych przekrojow poprzecznych
biokompozytow oceniano ekspresje markera komorek srodbtonka naczyniowego CD31, ktory
petni wazna rolg¢ w utrzymaniu homeostazy komorek srédbtonka w miejscach ich stymulacji
(Caligiuri 2020). Analiza ta byla nastepstwem obserwacji unaczynienia obszaréw tkanki

tacznej po 7, 30 i 90 dniach od wszczepienia biokompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15%.
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CD31 DAPI

7 dni

30 dni

90 dni

Ryc. 36 Ocena ekspresji CD31 w obszarze kompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15% po 7,
30 190 dniach od wszczepienia podskérnego w badaniu miejscowej odpowiedzi
tkankowej. Reprezentatywne zdjecia wykonane z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego
Leica (pow. 100x). CD31 — (zielona fluorescencja), DNA — (niebieska fluorescencja).

Analiza mikroskopowa przekrojow poprzecznych badanego biokompozytu
5PLA10WMCH(H20)0,15%, po 7 dniach od wszczepienia pokazata, ze w jego obszarze
wystepuje staba ekspresja markera komorek srodblonkowych CD31, co potwierdza obraz
uzyskany w badaniu histologicznym (po 7 dniach widoczne byly glownie nacieki makrofagow,
Ryc. 35). W czasie 30, a nastgpnie 90 dni od wszczepienia kompozytu w preparatach
histologicznych ~ zaobserwowano formowanie si¢ unaczynionej tkanki  tgcznej,
co potwierdzono w mikroskopii fluorescencyjnej. Zarowno w obszarze kompozytu badanego,

jak i na jego obrzezu widoczna byta silna ekspresja CD31 (Ryc. 36).

6.3 Badanie bioefektywnosci kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wldokien
apatytowych niemodyfikowanych i modyfikowanych cholesterolem na modelu
in vivo

Bioefektywnos¢ kompozytu PLA z dodatkiem widkien apatytowych modyfikowanych

CH (5PLA10WMCH(H20)0,15%) badano w uktadzie in vivo w teécie zarastania ubytkow

kosci czaszki (Samsonraj i wsp. 2017, Zeng i wsp. 2019), a uzyskane wyniki porownywano

z wynikami otrzymanymi dla kompozytu referencyjnego (5SPLA10W). W czaszkach dorostych

szczuréw rasy Wistar nawiercano dwa otwory w obszarze wyznaczonym przez Szwy

czaszkowe bregma/lambda (Ryc. 38). Nastgpnie w jeden z ubytkéw implantowano kompozyt,
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podczas gdy drugi pozostawiano do samoistnego zarosnigcia. Po 4, 8 i 12 tygodniach
od implantacji, po eutanazji zwierzat, izolowano kompozyty i przeprowadzano analizg
histopatologiczna w oparciu o ekspertyze dra Jarostawa Szwalskiego — kierownika
akredytowanego laboratorium patologicznego Cytopath w Lodzi.

Ryc. 37 Procedura implantacji doczaszkowej kompozytow PLA z dodatkiem wlokien
apatytowych niemodyfikowanych lub modyfikowanych CH. Procedurg wykonano
w nastgpujacych etapach: a — odstonigcie czaszki, b — wykonanie otworéw w czaszce,
C — umieszczenie kompozytéw w ubytkach kostnych i zamknigcie pola operacyjnego poprzez
zatozenie szwOw chirurgicznych.

Analiza histologiczna cienkowarstwowych preparatow przekrojow poprzecznych
biokompozytéw wraz z otaczajaca koscig (barwienie hematoksyling i eozyng) opierata si¢
na obserwacji miejsca powstawania ,,nowej kosci” na styku ubytkow kostnych i badanych
kompozytow. Po 4 tygodniach od implantacji kompozytow w ubytki kostne czaszki
w preparatach histologicznych zaobserwowano przede wszystkim histiocyty, odgrywajace

glowna role w przebudowie tkanek i gojeniu ran (Ryc. 38).
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Ryc. 38 Reprezentatywne zdjecia przekrojéow poprzecznych ubytkéw kosci czaszki
wypelnionych kompozytem referencyjnym (5PLA10W) Ilub kompozytem PLA
z dodatkiem wiokien apatytowych modyfikowanych CH (5SPLA10WMCH(H20)0,15%).
Oceng histopatologiczng wykonano po 4, 8 i 12 tygodniach od implantacji kompozytow.
Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego (pow. 400x).

W obszarach bezposredniego kontaktu kompozytu z koscig czaszki obserwowano poczatki
procesu mineralizacji, a takze pojawianie si¢ pierwszych osteoblastow. Na szczegdlng uwage
zastuguje kompozyt z dodatkiem wiokien apatytowych modyfikowany CH
(5PLA10WMCH(H20)0,15%), poniewaz po 8 tygodniach od implantacji w ubytek kosci
czaszki stal si¢ szkieletem do wytworzenia gestej sieci dobrze unaczynionych komorek,
a W obszarach bezposredniego kontaktu kompozytu z koscig obserwowano odtwarzanie si¢
kosci (Ryc. 38). Na podstawie obserwacji mikroskopowej cienkowarstwowych preparatow
fragmentéw czaszek zwierzat z ubytkami kostnymi wypetlionymi kompozytami mozna
sugerowac, ze czas 8 tygodni od implantacji moze by¢ czasem najbardziej optymalnym
do oceny bioefektywnosci ich dziatania proregeneracyjnego. Po 4 tygodniach od doczaszkowej
implantacji dziatanie biokompozytu badanego Ilub kompozytu referencyjnego byto
poréwnywalne (Ryc. 38) a obraz histologiczny wskazywal na wczesny etap regeneracji
kostnej. Z kolei po 12 tygodniach efekt regeneracji tkanki kostnej oraz jej unaczynienie
w obszarach implantowanych kompozytow byt na zbyt zaawansowanym etapie, zeby mozliwe
byto okreslenie roli CH w tym procesie (Ryc. 38). Wykazano takze, ze 4, 8 i 12 tygodni
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po implantacji doczaszkowej kompozytow nie obserwowano zadnych oznak stanu zapalnego
miejscowego oraz uogolnionego.

W kolejnym etapie pracy podjeto si¢ wizualizacji obszaro6w mineralizacji ko$ci czaszki
zwierzat w miejscu powstatego ubytku. W tym celu zwierzetom z implantowanym
kompozytem referencyjnym (5PLA10W) lub biokompozytem badanym
(5PLA10WMCH(H20)0,15%) po 8 tygodniach od implantacji, a na 72 godz. przed eutanazja,
wprowadzono droga podskorna dwa barwniki fluorescencyjne (bigkit kalceiny oraz oranz
ksylenolowy). Bigkit kalceiny jest stosowany do znakowania nowo utworzonej kosci z powodu
wigzanie si¢ g0 ze zlogami wapnia, podczas gdy oranz ksylenolowy ma powinowactwo
do jonow wapnia, moze wigc oznacza¢ obszary bogate w wapn, pomagajac w badaniach
identyfikujacych wzrost i zwapnienie kosci (Wier i Xu 2010). Nastgpnie fragmenty czaszek
zawierajace implantowane kompozyty poddawane byly obrazowaniu z uzyciem makroskopu
konfokalnego. Obserwacje wskazuja, ze badany kompozyt PLA z dodatkiem wldokien
apatytowych modyfikowanych CH (5PLA10WMCH(H20)0,15%) przyczynit si¢ do znacznej
regeneracji tkanki kostnej po 8 tygodniach od implantacji w porownaniu do kompozytu
referencyjnego (5PLA10W) (Ryc. 39).

a b

brak wszczepu PLA S5PLA10WMCH(H20)0,15%

Ryc. 39 Reprezentatywne zdjecia obrazujace proces kostnienia zachodzacy w ubytkach
kosci czaszek 8 tygodni po implantacji. a — ubytek kos$ci i brak wszczepu, b — ubytek kosci
wypetiony kompozytem referencyjnym PLA (5PLA10W), ¢ — ubytek kosci wypetniony
kompozytem badanym (5PLA10WMCH(H20)0,15%). Btekit kalceinowy — pseudokolor
niebieski, oranz ksylenowy — psedokolor zielony.

Interesujgce jest, ze bilekit kalceiny wbudowal si¢ najsilniej w obszar ubytku
niewypetiony kompozytem (Ryc. 39a, kolor niebieski) co moze $wiadczy¢ o silnej samoistnej
tendencji do regeneracji tkanki, widocznej szczegdlnie na obrzezach ubytku koSci czaszki.

Najsilniejsza fluorescencja pochodzaca od oranzu ksylenowego jest widoczna w obszarze
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wypetnionym kompozytem badanym (5PLA10WMCH(H20)0,15%), co moze $wiadczyé
0 duzym potencjale biokompozytu do promowania regeneracji tkanki kostnej (Ryc. 39c).

Przeprowadzono takze obrazowanie obszaro6w Kkostnienia stosujac niebarwione
preparaty cienkowarstwowe przekrojow poprzecznych fragmentéw kosci wypetionych
kompozytami, pochodzacych od zwierzat nastrzykiwanych barwnikami fluorescencyjnymi
(Ryc. 40).

5PLA10WMCH(H20)0,15%
Ryc. 40 Reprezentatywne zdjecia preparatéw cienkowarstwowych obrazujace miejsca
implantacji kompozytéw po 8 tygodniach od implantacjii a - kompozyt
referencyjny — 5SPLA10W (PLA), b —badany biokompozyt (5SPLA10WMCH(H20)0,15%).
Bi¢kit kalceinowy — pseudokolor niebieski, oranz ksylenowy — pseudokolor zielony.

Na podstawie obserwacji zdje¢ mozna wnioskowaé, ze modyfikacja widkien
apatytowych CH promuje mineralizacj¢ obszarow kosci bezposrednio stykajacych sig¢
z wszczepionym materiatem (Ryc. 40).

Wyniki uzyskane w tej cze$ci badan przyczyniajg si¢ do potwierdzenia H3 niniejszej
rozprawy.

7. Dyskusja

Medycyna regeneracyjna jest obecnie jedng z najintensywniej rozwijajacych si¢ gatezi
nauki, a technologie wdrazane przez ostatnie 20 lat pozwalajg na proponowanie pacjentom
coraz bardziej nowoczesnych rozwigzan terapeutycznych (Edgar i wsp. 2020, Santana i Huber
2023). Poszukiwane sg zarowno nowe kompozyty, jak 1 substancje aktywne biologicznie, ktore
majg zdolno$¢ do modulowania procesu regeneracji i wptywania na kinetyke procesow

naprawczych uszkodzonej tkanki. Badania sktadajace si¢ na niniejsza rozprawe skupiajg si¢
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na okresleniu roli CH w procesie regeneracji uszkodzonego srodbtonka i tkanki kostnej, majac
na uwadze zaproponowanie go jako substancje aktywna biologicznie do przeprowadzenia
modyfikacji wybranego kompozytu.

CH posiada wielofunkcyjne wtasciwosci biologiczne i pelni wazna role w kluczowych
procesach fizjologicznych. Jest prekursorem w syntezie witaminy D, hormonow steroidowych
oraz kwasow zotciowych, co podkresla jego znaczenie w regulacji funkcji metabolicznych
i endokrynologicznych, a jako integralny sktadnik bton komoérkowych, CH odgrywa kluczowa
rolg w ich organizacji i funkcjonowaniu. Rola CH w regeneracji $rodbtonka i angiogenezie
wzbudza zainteresowanie badaczy. CH wydaje si¢ by¢ istotnym czynnikiem promujacym
tworzenie naczyn juz na wczesnych etapach angiogenezy, co wykazat Samson i wsp. 2020.
Autorzy w swoich badaniach eksponowali model in vivo kurzych embrionéw na dziatanie CH
I zaobserwowali nasilony rozwdj naczyn w embrionach juz po kilku godzinach od ekspozycji
(Samson i wsp. 2020).

W badaniach dotyczacych regeneracji komorek $rodbtonka naczyniowego do ztotego
standardu nalezy ocena poszczeg6lnych etapow tego procesu — przezywalnosci komorek, ich
migracji i proliferacji, a takze zdolnosci do tworzenia struktur naczyniowych nazywanych
tubulami. W przypadku badan nad regeneracja komorek kostnych zwraca si¢ szczegdlng uwage
na oceng zasiedlania przez nie testowanych biokompozytow.

W pierwszej czgsci przeprowadzonych przeze mnie badan in vitro wykazatam, ze CH
ma potencjat proregeneracyjny wzgledem komorek srodblonka naczyniowego czlowieka
HMEC-1, a sita jego dziatania moze by¢ porownana do uznanych stymulatorow wzrostu tych
komorek, takich jak VEGF czy FGF (Michaelis 2014). Z przeprowadzonych badan wynika,
ze CH promuje migracje i proliferacje komoérek s$rodbtonka naczyniowego cztowieka
HMEC-1, a takze formowanie si¢ tubul oraz sieci tych komoérek odwzorowujacych naczynia.
Do efektywnej regeneracji $rodblonka niezbedna jest migracja komoérek w miejsce
uszkodzenia, a nast¢pnie ich proliferacja. Oba procesy sa kluczowe w skutecznej odbudowie
struktury naczyn (Potente i Carmeliet 2017). W tescie gojenia si¢ rany (ang. wound healing
assay) wykazatam, ze CH stymuluje komorki srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
do wzmozonej migracji, CO pozostaje w zwiazku z nasilong ekspresja receptorow VEGFR2 dla
VEGF, ktory jest istotnym czynnikiem wzrostu §rodbtonka dziatajacym przez te receptory,
inicjujace szlaki sygnalowe zwigzane z migracja komorek srodbtonkowych (Wang i wsp.
2020b). Otrzymane wyniki znajduja potwierdzenie w badaniach Cui i wsp. (2020), z ktorych

wynika, ze inne sterole, np. B-sitosterole i ich pochodne obecne w wielu roslinach, maja
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zdolnos¢ do promowania migracji i proliferacji fibroblastow myszy L929, silniej niz FGF (Cui
i wsp. 2020).

Pozostate sterole uzyte w moich badaniach, czyli kalcytriol i 7-KCh, nie promowaty
migracji komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1, a w przypadku 7-KCh
zaobserwowano hamowanie tego procesu. Uzyskane wyniki sg zgodne z badaniami, w ktorych
wykazano hamowanie przez 7-KCh migracji komoérek nabtonkowych raka zotadka
(AGS — gastric adenocarcinoma epithelial cells) (Gajewski i wsp 2022).

Utleniona forma frakcji CH o niskiej gestosci, 0X-LDL, rowniez dziala hamujaco
na migracj¢ komorek $rodbtonka aorty cztowieka (HAEC — human aortic endothelial cells)
(Wei i wsp. 2020), a takze na komorkach srodblonka naczyniowego zyly plodowej
(HUVEC — human umbilical vein endothelial cells), gdzie efekt hamowania migracji byt
dodatkowo zalezny od dawki ox-LDL (Zhang i Jiang 2016).

Wykazatam takze, ze CH istotne nasilat ekspresje receptora VEGFR2 na powierzchni
komorek $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1, co moze W $wiadczy¢ o jego
potencjale do promowania przezywalnosci, migracji oraz proliferacji komorek $rodbtonka,
jako ze receptor ten jest zaangazowany w szlaki sygnatowe dla wspomnianych mechanizmow
komorkowych (Eichmann i Simons 2012, Karali i wsp. 2014, Lee i wsp. 2014, Simons i wsp.
2016, Wang i wsp. 2020b). Natomiast pozostate sterole, kalcytriol i 7-KCh, nie wywieraty
wpltywu na ekspresje VEGFR2 na powierzchni komorek srodbtonka naczyniowego HMEC-1
(Ryc. 8). Dane literaturowe nie sg jednoznaczne. Niektorzy autorzy wskazujg, ze wysokie
stezenie frakcji LDL cholesterolu moze istotnie zmniejsza¢ ekspresje¢ receptoréw VEGFR2
oraz wydzielanie czynnika VEGF w komorkach srodbtonka aorty cztowieka HAEC, natomiast
oxLDL nie wykazuje takiego dziatania (Bogachkow i wsp. 2020). Rowniez Zhang i wsp.
(2016) wykazali, ze ekspresja mMRNA dla VEGFR2 w komorkach $rodblonka naczyniowego
zyly ptodowej HUVEC w wyniku ekspozycji na oxLDL nie zmieniata si¢, cho¢ w zaleznos$ci
od metody obserwowano nieistotny statystycznie wzrost ekspresji mRNA dla VEGFR2
(RT-PCR) lub obnizenie ekspresji tego biatka w komorkach $rodbtonka naczyniowego zyly
ptodowej HUVEC (Western Blot) (Zhang i Jlang 2016). Ponadto Bogachkow i wsp. (2020)
nie wykazali zmian w przezywalnosci komorek $rodbtonka aorty cztowieka HAEC
po stymulacji oxLDL lub LDL (Bogachkow i wsp. 2020).

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze ekspozycja komorek srodbtonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 na CH, ale takze na 7-KCh i Kkalcytriol, nie wptywata
istotnie na przezywalno$¢ komorek. Jest to szczegélnie ciekawe z uwagi na fakt, ze 7-KCh
to znany czynnik obnizajacy przezywalno$¢ roznych typow komorek. Gajewski i wsp. (2022)
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wykazali negatywny wplyw 7-KCh na przezywalno$¢ komoérek AGS i komoérkach srodbtonka
naczyniowego zyly ptodowej HUVEC, natomiast Luthra i wsp. (2008) wykazali wptyw tego
czynnika na obnizenie przezywalno$¢ komorek srodbtonka ptuc cztowieka HMVEC-L (human
lung microvascular endothelial cells). W niektorych badaniach wykazano, ze obnizenie
zywotnosci réznych komoérek przez wptyw 7-KCh moze by¢ zalezne od zastosowanej dawki
(Fernandes i wsp. 2017). Wykazano rowniez, ze oxLDL wywiera wpltyw na przezywalno$¢
komorek srodblonka naczyniowego zyty ptodowej HUVEC w zaleznosci od st¢zenia (Zhang
i Jiang 2016). W badaniach poswigconych dziataniu 7-KCh na komorki K562 (linia
komorkowa biataczki szpikowej) oraz komoérki przewleklej biataczki  szpikowej
(CML — chronic myeloid leukemia) wykazano, ze 7-KCh dopiero w stezeniu wyzszym niz
60 uM dziata cytotoksycznie na testowane komorki. Ttumaczono to zjawisko zwigkszona
ekspresja biatka anty-apoptotycznego API5 (API5 — apoptosis inhibitor 5) wystepujacego
w wielu typach komorek nowotworowych (Fernandes iwsp. 2017). By¢ moze komorki
srodblonka naczyniowego cziowiecka HMEC-1 roéwniez wykazuja ekspresje czynnika
ochronnego, ktory sprawia, ze 7-KCh moze dziata¢ na nie cytotoksycznie dopiero zaleznie
od wysokosci dawki. Rozne typy komorek srodbtonka dziatajg w odmienny sposob, poniewaz
roznig si¢ pochodzeniem, profilem genetycznym i stad innym rodzajem odpowiedzi
komorkowej na zastosowany czynnik cytotoksyczny (Hauser i wsp. 2017).

Stres oksydacyjny moze petni¢ niekorzystng role w komorce, a w otoczeniu tkanek
ROS mogg przyczyniac si¢ do uszkodzenia komorek i do rozwoju zmian zapalnych (Breitzig
i wsp. 2016). Jednakze, jesli nasilenie stresu oksydacyjnego w mikro$rodowisku komorek
srodbtonka nie jest krytyczne, to komorki uruchamiaja procesy regeneracyjne pozwalajace
na odbudowe komoérek (Jitca i wsp. 2022). Fizjologicznie ROS s3 wytwarzane przez
mitochondria, btony plazmatyczne 1 peroksysomy, a niski poziom markerow stresu
oksydacyjnego jest niezbedny do zachowania rownowagi redoks, roznicowania si¢ komorek,
ich migracji i proliferacji. Dopiero gwaltowny wzrost ilosci wolnych rodnikow powoduje
zachwianie rownowagi redoks, o czym moze $wiadczy¢ peroksydacja biatek i lipidow (Breitzig
iwsp. 2016, Luczaj i wsp. 2017). W warunkach fizjologicznych 4-HNE bierze udziat w reakcji
addycji Michaela, ktéra skutkuje powstawaniem nietoksycznych zwigzkéw — cysteiny
i glutationu. Poziom 4-HNE wzrasta w przypadku wystepowania choréb zwigzanych
ze stresem oksydacyjnym, takich jak miazdzyca badz cukrzyca. Podwyzszony poziom 4-HNE
wystepuje rowniez w komodrkach naczyn eksponowanych na ROS, ktore w takim srodowisku
ulegaja apoptozie (Chapple i wsp. 2013). Sposrod badanych steroli to 7-KCh, ale nie CH
lub kalcytriol, istotnie nasilal stres oksydacyjny w komorkach s$rodbtonka naczyniowego
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cztowicka HMEC-1, o czym $wiadczyt podwyzszony poziom 4-HNE. Uzyskane wyniki
pozostaja w zgodzie zwynikami innych zespotéw badawczych stosujacych rozne typy
komorek $rodbtonka (Pedruzzi i wsp. 2004, Chang i wsp. 2016, Gajewski i wsp. 2022).
Wykazano, ze oxLDL powoduje zwigkszong produkcj¢ ROS, a tym nasila stres oksydacyjny
w komorkach srodbtonka naczyniowego zyty ptodowej HUVEC, niezaleznie od zastosowane;j
dawki tego stymulatora (Zhang i Jiang 2016).

Uzyskane wyniki w tej czesci pracy wskazujg na potencjat CH do stymulacji migracji
komorek $rodblonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 i tendencj¢ do nasilania aktywno$ci
metabolicznej, nasilania ekspresji VEGFR2, przy braku generowania nadmiernego stresu
oksydacyjnego. Na podstawie wynikow $wiadczacych o promowaniu przez CH migracji
komorek srodbtonka naczyniowego cztowiecka HMEC-1 oraz zwigkszeniu ekspresji
kluczowego dla procesow regeneracji srodbtonka receptora VEGFR2, ocenitam zdolno$¢ CH
do indukowania formowania si¢ tubul (ang. tube formation assay) — struktur przypominajacych
naczynia. Jest to komorkowy model angiogenezy in vitro pozwalajacy na oceng potencjatu
angiogennego badanej substancji. Uzyskane wyniki wskazuja, ze CH stymuluje komorki
$rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 do intensywnego formowania tubul na podtozu
macierzy zewnatrzkomorkowej. Powstate tubule sa wydtuzone i szerokie, a ich tworzenie
zachodzi z intensywnoscig porownywalng do tej indukowanej przez FGF. Jest to czynnik
wzrostu znany ze stymulacji komorek tworzacych nowe struktury naczyniowe, promuje
przyjmowanie przez komorki funkcji prowadzacych, przekazywanie sygnalow zwigzanych
Z migracja, a takze powstawanie komorek paczkujacych i wierzchotkowych odpowiedzialnych
za tworzenie nowych potaczen naczyniowych (Michaelis 2014). Natomiast pozostate sterole
uzyte w tym doswiadczeniu, kalcytriol i 7-KCh, wykazaty odmienne wzorce dzialania
na proces formowania tubul i tworzenia sieci komorkowych. Kalcytriol ani nie promowat,
ani nie hamowal wytwarzania tubul, natomiast 7-KCh znaczaco hamowat ten proces
prowadzac do powstawania tubul krotkich i cienkich. Z literatury wiadomo, ze oxLDL hamuje
formowanie tubul przez komorkach s$rodbtonka naczyniowego zyly ptodowej HUVEC
W sposob zalezny od dawki (Zhang i Jiang 2016). OXLDL hamuje rowniez tworzenie tubul
w komorkach $rodbtonka aorty cztowieka HAEC, jednak efekt ten jest ograniczony i zalezny
od obecnosci kolistego RNA (circRSF1) wywodzacego si¢ z czynnika przebudowy i odstepu
1 (RSF1 — remodeling and spacing factor 1) (Wei i wsp. 2020).

Na tworzenie tubul przez komoérki srodbtonka wpltywa takze IL-6 — cytokina o dziataniu
zarowno prozapalnym, jak i przeciwzapalnym, wydzielana przez rozne typy komorek (Zegeye
i wsp. 2020). W wyniku rozwoju stanu zapalnego komorki srodblonka wydzielajg 1L-6
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w odpowiedzi na stres oksydacyjny (Bai i wsp. 2020, Scioli i wsp. 2020). Okazuje sig,
ze sygnalizacja miedzykomorkowa za posrednictwem IL-6 hamuje zdolnos¢ komoérkach
srodbtonka naczyniowego zyly ptodowej HUVEC do tworzenia tubul. Jednoczes$nie
autokrynna sygnalizacja IL-6 stanowi istotny element prawidtowego wytwarzania tubul przez
komorki $rédbtonka. Sugeruje si¢, ze molekularny mechanizm hamujacego dziatania
miedzykomoérkowego IL-6 na tworzenie tubul przez komorki srodbtonka naczyniowego zyty
ptodowej HUVEC opiera si¢ o dzialanie chemokin, takich jak chemokinowe biatko
indukowane interferonem-y o masie 10 kDa (CXCL10 — C-X-C motif chemokine ligand 10),
ktore jest czynnikiem antyangiogennym oraz obnizenie regulacji proangiogennego czynnika
CXCLS, jakim jest IL-8 (Zegeye i wsp. 2020). W prezentowanych obecnie badaniach in vitro
poswieconych tworzeniu tubul przez komorki srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
w srodowisku badanych steroli nie oceniano st¢zenia IL-6. Jakkolwiek nie mozna wykluczy¢,
ze IL-6, zwlaszcza w hodowli eksponowanej na CH, moze mie¢ zwigzek z autokrynnym
dziataniem tej cytokiny na komorki. Dalsze badania sg niezb¢dne w celu oceny ekspresji
receptora dla IL-6 na komorkach $rodblonka oraz wytwarzaniu tej cytokiny w $rodowisku
hodowlanym.

Obiecujace wyniki badan in vitro, wskazujace na wspomagajaca role CH w procesach
dotyczacych komorek srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1, sktonity mnie
do rozszerzenia badan o model ex vivo z wykorzystaniem krgzkow aorty szczura. W tescie
kietkowania aorty (ang. aorta sprouting assay), CH stymulowal migracje i proliferacje
komorek srodbtonka, co doprowadzito do formowania tubul i sieci komorkowych.
Intensywno$¢ dziatania CH przewyzszata efekt VEGF, uznanego czynnika promujacego
angiogeneze (Haiko i wsp. 2007, Shibuya i wsp. 2013, Simons i wsp. 2016, Wang i wsp. 2020b,
Gongalves i wsp. 2021). CH wykazuje rOwniez wptyw na tworzenie naczyn w modelu embrionu
kurzego, przy czym intensywnos$¢ angiogenezy W tym modelu byla zalezna od zastosowanej
dawki CH oraz czasu hodowli embrionow. Wyzsza dawka CH sprzyjata formowaniu
dhuzszych naczyn, aw pierwszym dniu po jego dodaniu do hodowli zaobserwowano
gwaltowny rozwdj naczyn, ktory ulegal spowolnieniu w kolejnych dniach hodowli (Samson
i wsp. 2020). Mechanizm dziatania CH w opisanym modelu nie jest jednak znany.

Uzyskany w pracy wynik wskazujacy na role¢ CH we wspomaganiu procesu
kietkowania komorek srodblonka naczyniowego stanowit przestanke do dalszych badan w celu
wyjasnienia potencjalnych mechanizmow. W pracy podjelam si¢ proby wyjasnienia
mechanizmow molekularnych stojacych za potencjalnym proregeneracyjnym dziataniem CH
wobec komorek $rodbtonka naczyniowego czlowieka HMEC-1 wykonujac badania
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transkryptomiczne. Analizy wykonywane na poziomie transkryptomu komoérek generalnie sg
obarczone ryzykiem wynikajacym ze zmiennosci ze wzgledu na czynniki biologiczne, takie
jak heterogeniczno$¢ komorek oraz techniczne, takie jak jako§¢ probek czy warunki
eksperymentalne. Rdznice moga rowniez wynika¢ z metod bioinformatycznych i sa
spowodowane wieloma etapami analizy danych, od wstepnego przetwarzania i mapowania,
przez statystyczng ocen¢ ekspresji, po interpretacje biologiczng. Istnieje wiele rdznych
programow 1 algorytmow stosowanych do analiz danych (mapowanie sekwencji RNA
czy analiza réznic w ekspresji gendéw), a uzyskane wyniki moga si¢ rézni¢ w zaleznoS$ci
od tego jakie bazy referencyjne zostaly uzyte do mapowania odczytow RNA. Wszystko
to moze wptyna¢ na to, ktore geny zostang zidentyfikowane 1 w jaki sposob sklasyfikowane.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspozycja komorek srodblonka naczyniowego
cztowieka HMEC-1 na dziatanie CH doprowadzita do wzmozonej ekspresji genéw zwigzanych
z proliferacja, migracja, apoptoza i angiogeneza. Szczegdlng uwage zwrdcity dwa geny,
PEAK1 oraz PLXND1, ktore odpowiadaja za ekspresje biatek zaangazowanych w proces
migracji komorek, zalezny od szlaku sygnalowego czynnika VEGF. Analiza gqRT-PCR
przeprowadzona z uzyciem RNA wyizolowanego z komorek HMEC-1 eksponowanych na CH
wykazata blisko szesciokrotny wzrost ekspresji genu dla biatka PEAK1 i tendencj¢ wzrostowa
ekspresji genu dla biatka PLXNDL.

Biatko PEAK1 to niereceptorowa kinaza tyrozynowa wystepujaca we wszystkich
tkankach (Kelber i Klemke 2010, Agajanian i wsp. 2015). Wykazano, ze PEAK1 stymuluje
angiogenez¢ poprzez modulacje transkrypcji VEGFR2, z udziatem czynnika transkrypcyjnego
wigzacego fragment GATA (GATA-2 — GATA-binding factor 2). Na modelu in vivo
z zastosowaniem danio prggowanego Danio rerio udowodniono, ze embriony z delecja genu
peakl po dwoch dniach od zaptodnienia wykazaty charakterystyczne defekty naczyniowe,
takie jak obrz¢k osierdzia i1 nagromadzenie krwi we wstgpnej cze$ci aorty. Ponadto,
zaobserwowano, ze komorki wierzchotkowe 1 paczkujace srodblonka, ktdre wyrastaly z aorty
lub zyly gtéwnej, byly widocznie kartowate, posiadaty zdezorganizowane wypustki, ktore nie
taczyly sie ze sobg i nie tworzyly siatki naczyniowej. Efekt niedoboru genu peakl byt podobny
do efektu wywotanego przez zaburzony szlak sygnatowy VEGF/VEGFR2 (Wang i wsp. 2018).
Nalezy podkresli¢, ze identycznos$¢ sekwencji biatka PEAK 1 dla gatunkéw Homo sapiens, Mus
musculus i Danio rerio wynosi 44,5%, a domeny interakcji biatka PEAK1 i miejsca jego
fosforylacji sg wysoce konserwatywne u krggowcow. Ponadto, na modelu in vitro
z wykorzystaniem komorek $rodbtonka naczyniowego zylty ptodowej HUVEC wykazano,
ze brak biatka PEAK1 wplywat na zahamowanie migracji, proliferacji oraz kietkowania
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komorek itworzenia tubul, a takze powodowal obnizenie ekspresji receptorow VEGFR2
(Wang i wsp. 2018). Biorgc pod uwage badania wykonane przez Wang i wsp. (2018),
sugerujace rolg biatka PEAK1 w nasilaniu angiogenezy, a takze uzyskane w mojej pracy
obserwacje, wskazujace na zwigkszenie ekspresji genu kodujacego biatko PEAKL
w komorkach $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 eksponowanych na CH, mozna
wnioskowa¢ o potencjalnej proregeneracyjnej roli CH wzgledem komorek $rodbtonkowych
za posrednictwem biatka PEAK1.

Uszkodzenie s$rodbtonka naczyniowego Czy utrata jego homeostazy mogag by¢
wynikiem dziatania roznych czynnikow, w tym przewlektego zakazenia Helicobacter pylori
(HP), podczas ktorego uwalniany jest LPS tych bakterii. Z uwagi na wysoka czestos¢ zakazen
wywotanych przez HP (ponad 50% populacji), w powigzaniu z zaburzeniem funkcji bariery
nabtonkowej zotadka i komorek $rodblonka naczyniowego, a takze ze wzgledu na mozliwe
rozszczelnienie bariery jelitowej i zwigzane z tym zjawiskiem konsekwencje (Moludi i wsp.
2020; Gajewski i wsp. 2022), zakazenie pateczkami HP jest brane pod uwagg jako potencjalny
czynnik egzogenny w rozwoju choroby niedokrwiennej serca (Chmiela i wsp 2015). Wiele
badan dotyczacych roli czynnikow zakaznych w rozwoju tej choroby, z uwzglednieniem
mechanizmow komorkowych, prowadzonych jest na poziomie transkryptomu (Rosenfeld iwsp.
2011, Chmiela i wsp. 2015). LPS HP wykazuje stabsze dzialanie endotoksyczne niz LPS
Escherichia coli, ale przewlekta infekcja HP w potaczeniu z dietg bogatg w lipidy nasila stan
zapalny i dysfunkcje srodblonka sprzyjajac rozwojowi miazdzycy (Chmiela i wsp. 2015, Krupa
i wsp. 2021, Tomaszewska i wsp. 2024). Analiza danych uzyskanych w prezentowanych
badaniach transkryptomu komoérek $rodbtonka naczyniowego cziowiecka HMEC-1,
eksponowanych rownoczesnie na CH 1 LPS HP wykazala, Zze ekspresja genéw kodujacych
biatka: LYRM1, KCTD10, MARVELD1, PLXND1, PAFAH1B1 i ICAM2, stymulujgce
procesy angiogenezy, byta w takim Srodowisku istotnie obnizona. Wyniki te sugeruja,
ze obecnos¢ LPS HP moze ogranicza¢ zdolnos¢ komorek srodbtonka do migracji i proliferacii,
ktore sg kluczowe dla odnowy komorek. Jednoczesna stymulacja komorek s$roédbtonka
naczyniowego cztowicka HMEC-1 CH i LPS HP wykazata, ze obecno$¢ LPS HP w uktadzie
hamuje ekspresje genow kodujacych biatka: PEAK1, FGFR1, ADA2, CIB1 i PA2G4. Biatka
te odgrywaja istotng role w procesach regeneracji komoérek srédbtonka i z obserwacji wynika,
ze moga ulega¢ nadekspresji w obecnosci CH (Tab. 3). Co ciekawe, w komoérkach srodbtonka
naczyniowego HMEC-1 stymulowanych LPS HP w poréwnaniu do hodowli z samym CH
zaobserwowano znaczacy spadek ekspresji genu kodujacego biatko ADAMSY. Jak wskazuje
literatura, biatko ADAM9 odgrywa kluczowa role w rozwoju embrionalnym serca, ale tez
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W procesie neowaskularyzacji i angiogenezy zwigzanej z rozwojem nowotworow (Chou i wsp.
2020). Zatem dziatanie LPS HP, polegajace na hamowaniu syntezy tego biatka moze
ogranicza¢ angiogenez¢. Dalsza analiza danych uzyskanych w badaniach tranksryptomu
komorek $rodblonka naczyniowego cztowieka HMEC-1, jednocze$nie eksponowanych na CH
i LPS HP, wykazata obnizong ekspresje genu KDR, ktory odgrywa kluczowa role
w promowaniu proliferacji i migracji komoérek srodbtonka za posrednictwem VEGF (Ryc. 17).
Wykazano, ze zablokowanie §ciezki sygnalowej VEGF przy uzyciu przeciwcial przeciwko
biatku KDR w modelu osteogenezy myszy prowadzi do zmniejszenia tworzenia si¢ kosci,
prawdopodobnie w powigzaniu z ograniczonym rozwojem naczyn (Hyzy i wsp. 2017).

Podsumowujac, wyniki uzyskane w analizach transkryptomicznych wskazuja, ze CH
moze by¢ induktorem zmian w komorkach $rodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1
zwigzanych z mechanizmami przezycia, migracji, proliferacji i angiogenezy, zaangazowanymi
w procesy regeneracyjne. Wyniki uzyskane w badaniach transkryptomicznych sugeruja takze,
ze CH moze inicjowa¢ w komorkach §rédbtonka mechanizmy proregeneracyjne, a takze petnic
funkcje ochronng wobec komodrek eksponowanych na dziatanie czynnikow zakaznych,
co wykazano w badaniach z uzyciem LPS HP.

Podsumowujac badania in vitro dotyczace oceny wplywu steroli (CH, 7-KCh
i kalcytriolu) na zdolno$¢ migracji komorek $rodbtonka naczyniowego, ich zywotno$é
oraz tworzenie tubul nalezy podkresli¢, ze to CH okazat si¢ najlepszym stymulatorem migracji
I angiogenezy, nasilajac ekspresje VEGFR2 i biatek promujacych te procesy w komorkach
oraz nie indukujac w nich stresu oksydacyjnego. Majac na uwadze wyniki badan in vitro
oraz majac $wiadomos¢ roli $rédbtonka naczyniowego w regeneracji r6znych tkanek, w tym
tkanki kostnej, dalsza cze$¢ pracy zostala poswiecona opracowaniu biokompozytu
modyfikowanego CH do potencjalnego zastosowania w medycynie regeneracyjnej kosci.

Biokompozyt zostal zaprojektowany i wytworzony we wspotpracy z zespotem dr inz.
Moniki Biernat z Grupy Badawczej Biomaterialy, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — Instytut
Ceramiki i Materiatbw Budowlanych w Warszawie. Wybdr substancji aktywnej
do modyfikacji wiokien apatytowych oparto na wynikach badan przeprowadzonych
W pierwszej czegsci mojej pracy doktorskiej. PLA jest odnawialnym, biodegradowalnym
i biokompatybilnym polimerem wykorzystywanym jako matryca do dostarczania substancji
biologicznie aktywnych czy lekow. Zaletag PLA jako materialu jest m.in. jego elastycznosc,
rozmiar, ksztatt i wlasciwos$ci chemiczne, co pozwala na uzyskanie pozadanej farmakokinetyki
dotaczonej substancji biologicznie aktywnej. PLA jest wrazliwy na temperaturg i hydrolizg
dzigki czemu jest stabilny w stanie stopionym przy zachowaniu odpowiednich warunkow
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suszenia. PLA w potagczeniu z hydroksyapatytem cieszy si¢ szczegdlnym zainteresowaniem
w biomedycynie ze wzgledu na osteokonduktywno$¢ 1 zdolno$¢ spajania kosSci przez
hydroksyapatyt oraz wchtanialno$¢ jaka posiada PLA. Poza tym, sam hydroksyapatyt jest
chetnie wykorzystywany do modyfikacji implantéw kostnych ze wzgledu na swoje
podobienstwo do gldwnego sktadnika nieorganicznego kosci, przyspieszanie gojenia si¢ kosci
we wczesnym czasie implantacji oraz dzigki jego tatwosci do inkorporacji jonow.
Wzmacnianie PLA stanowigcego matryce kompozytu wtoknami pochodzenia naturalnego
badz syntetycznego z dotaczong substancja biologicznie aktywna jest uwazane za bardzo dobrg
metodg¢ otrzymywania biokompozytéw o ukierunkowanych wtasciwosciach (Lee i wsp. 2016,
Murariu i Dubois 2016, Arcos i Vallet-Regi 2020).

Aby zakwalifikowa¢ kompozyt PLA =z dodatkiem wiokien apatytowych
modyfikowanych CH do dalszych badan, wiaczajac w to badania z uzyciem modelu
zwierzecego, przeprowadzitam oceng profilu bezpieczenstwa na modelu komorkowym.
Wyniki wykazaly, ze kompozyt jest nie tylko cytobiozgodny wzgledem komorek
referencyjnych fibroblastow myszy L929, ale nie posiada wiasciwosci prozapalnych,
co okreslono w tescie aktywacji szlaku sygnatowego NF-kB w komorkach o profilu
monocytarno-makrofagowym. Wyniki zostaty opublikowane w ramach pracy Biernat i wsp.
(2022), ktorej jestem wspoOtautorka.

W kolejnym etapie pracy sprawdzitam czy modyfikacja kompozytu, polegajaca
nadodaniu CH do wildkien apatytowych, stanowigcych jego wypelniacz, wplywa
na zasiedlanie przez komorki osteoblastow czlowieka hFOB 1.19
oraz srodbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1. Obserwacje zasiedlania badanych
kompozytéow przez komoérki wykonano z uzyciem techniki SEM, a hodowle komorek
W obecno$ci kompozytow prowadzono do 28 dni. Uzyskane wyniki wskazuja, ze osteoblasty
cztowieka hFOB 1.19 z r6zng intensywnoscig zasiedlaty badane kompozyty, a obecnos¢ CH
w kompozycie wyraznie nasilata ten proces. W hodowlach osteoblastow hFOB 1.19,
z kompozytami PLA z dodatkiem wiokien apatytowych, zaré6wno niemodyfikowanych
lub modyfikowanych CH, przeprowadzitam pomiar st¢zenia IL-6 oraz ALP. IL-6 odgrywa
kluczowa role w regeneracji kosci na wczesnych etapach mineralizacji oraz w procesie
tworzenia si¢ kosci, m.in. poprzez regulacj¢ angiogenezy i produkcje VEGF (Bastian i wsp.
2011, Loi i wsp. 2016). Podczas hodowli osteoblastow hFOB 1.19, ktore kolonizowaty
powierzchni¢  porowatego kompozytu PLA  z dodatkiem wildkien apatytowych
modyfikowanych CH, zaobserwowano staty wzrost produkcji IL-6 w trakcie trwania
doswiadczenia. Stezenie IL-6 byto najnizsze w 7 dniu hodowli, a nast¢gpnie wzrastato osiggajac
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maksimum w 21 dniu hodowli. Uzyskane wyniki odpowiadaja pomiarom liczby komorek
kostnych, ktore wskazuja, ze cze$¢ komorek nanoszonych na kompozyty w dniu O obumiera
lub ulega uszkodzeniu w pierwszych godzinach hodowli, co skutkowato 10-krotnym spadkiem
ich liczby w 7 dniu hodowli. Utrzymanie si¢ komorek na powierzchni porowatego materiatu
wymagalo intensywniejszego wydzielania IL-6 (Ryc. 32). Taka obserwacja dotyczyta zard6wno
kompozytu referencyjnego  (5PLA10W), jak i badanego biokompozytu
(5PLA10WMCH(H20)0,15%). Pomimo tego, ze poziom IL-6 wzrastal w czasie hodowli, nie
przekraczal on wartosci zaobserwowanych w uktadzie kontrolnym. Najprawdopodobniej
wynika to z faktu, ze osteoblasty hFOB 1.19 jedynie kolonizowaty powierzchnig¢
biokompozytu, ale si¢ na niej nie namnazaty, poniewaz byly hodowane w warunkach
osteoindukcyjnych i tym samym kierowane w stron¢ réznicowania si¢, a nie proliferacji.
Proces obumierania osteoblastow podczas ich réznicowania w kierunku osteocytow tez jest
zupelie naturalny i fizjologiczny.

IL-6, jako kluczowa cytoking prozapalna, petni istotng rolg w regulacji reakcji zapalnej
w organizmie. W przypadku pacjentow z zapaleniem tg¢tnic wytwarzanie cytokin prozapalnych,
takich jak IL-6, wzrasta proporcjonalnie do nasilenia stanu zapalnego. Jest to wynikiem
intensywniejszego dziatania i zwigkszonej liczby komorek zaangazowanych w produkcje
cytokin, ktore regulujg przebieg procesu zapalnego (Hernandez-Rodriguez i wsp. 2004).
Z kolei podwyzszony poziom IL-6 w chorobach reumatycznych, moze prowadzi¢
do zaburzenia rownowagi mi¢dzy osteoblastami i osteoklastami, sprzyjajac resorpcji kosci
(Epsley i wsp. 2021). Jak wykazano w kontekscie mineralizacji tkanki kostnej, zmniejszona
proliferacja komorek zrgbowych szpiku kostnego w zdemineralizowanej macierzy zg¢biny
prowadzi do wzrostu ekspresji IL-6, co sygnalizuje poczatek procesu dojrzewania komorek
i ich mineralizacji (Munir i wsp. 2019). IL-6 oprocz udzialu w mediowaniu odpowiedzi
zapalnej, bierze udzial w regulacji procesow przebudowy kosci. W procesie ko§ciotworzenia
IL-6 wptywa na réznicowanie komorek progenitorowych, aktywacj¢ osteoblastow oraz ich
interakcje z osteoklastami. IL-6 wspiera rowniez dojrzewanie preosteoblastow
do osteoblastow. Przyspiesza proliferacj¢ preosteoblastow i ich zdolno$¢ do produkcji
macierzy kostnej. Aktywacja genow zwigzanych z dojrzewaniem osteoblastow, takich jak
Runx2 i Osterix. Wzmacnia zdolno$¢ preosteoblastow do mineralizacji macierzy poprzez
zwigkszenie ekspresji kolagenu typu I i innych sktadnikow macierzy pozakomoérkowej (Loi
i wsp. 2016).

Z kolei ALP jest enzymem, ktory pelni istotng rol¢ w mineralizacji kosci, poniewaz
odpowiada za inicjacj¢ depozycji wapnia w komorkach kosci oraz powoduje wzrost stezenia
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nieorganicznego fosforu. Ponadto, wptywa na zmniejszenie stezenia zewnatrzkomorkowego
pirofosforanu, ktory moze spowalniaé proces mineralizacji (Vimalraj 2020). W koncowej fazie
remodelingu kos$ci osteoblasty ulegaja apoptozie albo wlaczajg si¢ do macierzy kostnej jako
osteocyty podczas kalcyfikacji za posrednictwem ALP (Loi i wsp. 2016).

Podczas hodowli osteoblastow hFOB 1.19 na kompozycie PLA z dodatkiem wtokien
apatytowych modyfikowanych CH, zaobserwowano poczatkowy wzrost poziomu ALP (po 14
dniach hodowli), przy czym w dalszych etapach hodowli komorek stgzenie ALP zaczeto si¢
obnizac, osiggajac poziom wyjsciowy, ale stezenie ALP nie przekraczato wartosci mierzonych
w uktadzie kontrolnym. Uzyskane wyniki sugerujg, ze podobnie jak w przypadku IL-6,
osteoblasty cztowieka hFOB 1.19 jedynie zasiedlajg biokompozyt, nie namnazajac si¢ na nim,
a stopniowo osiaggajac dojrzalo$¢ poprzez mineralizacje.

W pracy wykazano, ze komorki srédbtonka naczyniowego cztowicka HMEC-1 nie
wykazuja zdolnosci do zasiedlania kompozytow PLA, zarowno referencyjnego (5SPLA10W),
jak ibadanego biokompozytu (SPLA10WMCH(H20)0,15%). Moze to wynika¢ z faktu,
ze komorki $rodbtonka wymagaja obecno$ci macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz struktury
przypominajacej szkielet komorek kostnych. W przysztosci warto rozwazy¢ przeprowadzenie
badan z hodowla mieszang, obejmujaca zarowno komorki $rédblonkowe, jak i komorki
osteoblastow, co mogtoby lepiej odzwierciedla¢ warunki fizjologiczne i sprzyja¢ zasiedlaniu
kompozytow.

Biozgodno$¢ biokompozytu 5PLA10WMCH(H20)0,15% potwierdzono in vivo
stosujac model szczurzy, na ktérym przeprowadzono badanie miejscowej odpowiedzi
tkankowej oraz reakcji uogo6lnionej po wszczepieniu biokompozytu, a nastgpnie po 7, 30 i 90
dniach od wszczepienia podskornego wykonano ocene histopatologiczng w poszukiwaniu
komorkowych markeréw stanu zapalnego (komorki immunokompetentne i erytrocyty).
W miejscu wszczepienia zaobserwowano rozwoj bogato ukrwionej tkanki tacznej, a komorki
srodbtonka naczyniowego 0znaczono poprzez barwienie w kierunku czasteczek CD31,
uznanego markera $rodbtonka naczyn (Caligiuri 2020). CD31 jest czasteczka adhezyjng
oraz sygnalowa w btonie komorkowej komorek srodbtonka, ale takze leukocytow 1 plytek
krwi. Jako receptor transhomofilny, nie jest przypisany do konkretnego typu komorek
ani do konkretnej $ciezki sygnatowej, moze by¢ wigc angazowany przez roézne stymulatory,
zapewniajgc komorkom z ekspresja CD31 przezycie i odpowiedz na dziatanie réznych
czynnikow stresogennych, immunologicznych czy metabolicznych. U myszy pozbawionych
apolipoproteiny E nadekspresja czasteczek CD31 w formie rozpuszczalnej prowadzi
do zmniejszenia odpowiedzi immunologicznej poprzez zwigkszong populacj¢ limfocytow T
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regulatorowych i redukcj¢ stopnia aterogenezy. Okazuje si¢ rowniez, ze wadliwa ekspresja
czasteczek CD31 na makrofagach, ktore naciekaja uszkodzony srodbtonek naczyniowy
w miazdzycy jest powigzana z op6znionym gojeniem si¢ naczyn (Liu i Shi 2012, Caligiuri
2020).

Do prawidtowej regeneracji tkanki kostnej kluczowa jest obecnos$¢ komorek
srodbtonka, ktore dostarczaja tlen i1 sktadniki odzywcze do rozwijajacej sie tkanki,
umozliwiajac tym samym prawidtowa przebudowe kosci (Hauser i wsp. 2017). Badania
na myszach, ktérym wszczepiono hydrozel zawierajacy zwigzki antyangiogenne, takie jak
przeciwciato przeciwko VEGFA oraz topotekan (inhibitor HIF1-a stosowany w leczeniu
nowotworow), Wwykazaty zahamowanie angiogenezy, co skutkowalo spowolnieniem
I opOznieniem procesu regeneracji  kosci. Oba zwigzki antyangiogenne ograniczyly
formowanie naczyn krwionos$nych prowadzac do zmniejszenia objetosci kosci w trakcie
regeneracji (Hyzy i wsp. 2017). Wyniki badan na modelu szczurzym przedstawione
W niniejszej rozprawie wskazuja dobre unaczynienie tkanki tgcznej w miejscu wszczepienia
biokompozytu 5SPLA10WMCH(H20)0,15%, co pozwala sadzié, ze stworzone zostaty warunki
do regeneracji tkanki kostnej poprzez obecnos¢ komorek $rodbtonka naczyniowego.

Bioefektywno$¢  kompozytu PLA z  dodatkiem  wiokien  apatytowych
niemodyfikowanych (5PLA10W) oraz modyfikowanych CH (5PLA10WMCH(H20)0,15%)
zostala oceniona in vivo w modelu regeneracji ubytkow kosci czaszki. Mikroskopowa ocena
preparatow sugeruje, ze 8 tygodni to optymalny czas do oceny bioefektywnosci
proregeneracyjnej kompozytow. W obszarach kontaktu biokompozytu z koscia czaszki
zaobserwowano poczatki mineralizacji i pojawianie si¢ osteoblastow. Biokompozyt
5PLAL0WMCH(H20)0,15% po 8 tygodniach od implantacji stat si¢ rusztowaniem dla gestej
sieci dobrze unaczynionych komoérek oraz formowania si¢ nowej tkanki kostnej.
Po 4 tygodniach regeneracja byta na wczesnym etapie 1 poréwnywalna dla obu kompozytow
(badanego i1 referencyjnego), natomiast po 12 tygodniach proces byt zbyt zaawansowany,
aby okresli¢ role CH. Na zadnym etapie (4, 8 i 12 tygodni) nie odnotowano objawow Stanu
zapalenego miejscowego ani ogdlnoustrojowego.

Mineralizacja uszkodzonych obszarow kosci jest kluczowym wyznacznikiem
postepujacej regeneracji tkanki. Najczgsciej stosowanymi barwnikami do oznaczania
mineralizacji in vivo sg kalceina, czerwien alizarynowa i jony srebra w barwieniu von Kossa
(Parisuthiman i wsp. 2005, Lee i wsp. 2017, White i wsp. 2021, Nakajima i wsp. 2022, Bernar
i wsp. 2023). Kalceina, w odrdéznieniu od pozostalych barwnikéw, jest fluorochromem,
co umozliwia jej zastosowanie w badaniach in vivo bez konieczno$ci dodatkowego barwienia
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komorek. Stopien mineralizacji ocenia si¢ na podstawie wigzania barwnika z wapniem,
co odzwierciedla rosngcg zawartos¢ krysztatow fosforanu i weglanu wapnia w regenerujace;j
si¢ kosci (White 1 wsp. 2021). W przeprowadzonych badaniach wykazano wbudowanie sig¢
bi¢kitu kalceiny w obrzeza ubytku niewypelnionego kompozytem, co moze wskazywac
na naturalng tendencje¢ do regeneracji kosci (Ryc. 39). Mozna zaobserwowac, ze modyfikacja
wiokien apatytowych CH dodatkowo wspomagata mineralizacj¢ obszarow bezposrednio
stykajacych si¢ z implantowanym biokompozytem, co jest wyraznie zauwazalne W preparatach
cienkowarstwowych pochodzacych od zwierzat z implantowanym biokompozytem
5PLA10WMCH(H20)0,15% w poréwnaniu do kompozytu referencyjnego (Ryc. 40).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze kompozyt PLA z dodatkiem wiokien apatytowych
modyfikowanych CH  (5PLA10WMCH(H20)0,15%) wykazuje silny  potencjat
proregeneracyjny wobec tkanki kostnej i s$rodbtonkowej. Modyfikacja kompozytu CH
przyczynia si¢ do zwigkszenia tempa regeneracji uszkodzen w tkance kostnej 1 sSrodbtonkowe;j
potwierdzajac jego potencjat terapeutyczny w leczeniu urazow tych tkanek.

W literaturze nie znajduje si¢ przyktadow zastosowania CH do modyfikacji
kompozytow w celu modulowania procesOw regeneracji tkanki kostnej, podobnie jak
zastosowania CH w procesach regeneracji. Modyfikowanie kompozytéw lipidami w celu
zwigkszenia ich potencjatu regeneracyjnego jest punktem zainteresowan naukowcow od wielu
lat, a zwigzkami, ktore wzbudzajg najwigksze zainteresowanie sg utlenione formy steroli
(oksysterole). Wsrod steroli badanych w regeneracji tkanki kostnej i srodbtonka in vivo
oceniano  dziatanie m.in. Oxy34, Oxy49, Oxyl133, 20(S)-hydroksycholesterolu,
22(S)-hydroksycholesterolu, pB-ekdysteronu, mirystynianu cholesterolu w potaczeniu
Z berberyng czy pochodne B-sitosteroli (Johnson i wsp. 2011, Hokugo i wsp. 2013, Buser i wsp.
2017, Cui i wsp. 2017, Lee i wsp. 2021, Yan i wsp. 2022, Ciu i wsp. 2020, Li i wsp. 2024).
Chociaz oksysterole naleza do grupy zwigzkéw o wysokiej reaktywnosci przeklada sie
to na ich udziat zarbwno w fizjologicznych, jak i patologicznych procesach zachodzacych
W organizmie. Odgrywaja role w regulowaniu procesOw o poditozu immunologicznym,
agregacji ptytek krwi, r6znicowaniu komoérek oraz ich proliferacji i apoptozie, a prowadzone
badania wykazuja cytotoksyczne dziatanie oksysteroli w stosunku do wielu populacji komorek,
w tym komorek $rodbtonkowych, migsni gladkich, fibroblastow czy komorek nerwowych
(de Freitas i wsp. 2021). Tak wiec wybor stymulatora komérek musi by¢ poprzedzony
badaniami biobezpieczenstwa in vitro oraz in vivo i badaniem mechanizmoéow jakim ma by¢

przeznaczony.
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Podsumowujac, badania in vitro i in vivo wykonane w niniejszej rozprawie doktorskiej
pozwalaja wskaza¢ CH jako potencjalny, biozgodny stymulator procesu angiogenezy
I koSciotworzenia, ktory moze by¢ wykorzystany do modyfikacji biokompozytow

przeznaczonych do regeneracji tkanki kostnej.

122



. Podsumowanie wynikow

e CH promuje regeneracj¢ komorek $rodbtonka naczyniowego cziowieka HMEC-1
zalezna od interakcji VEGF/VEGFR.

e CH promuje tworzenie tubul przez komorki $roédblonka naczyniowego cztowieka
HMEC-1.

e Aktywnos¢ proregeneracyjna komorek srodbtonka naczyniowego czlowieka HMEC-1
1 zdolno$¢ aniogenezy w §rodowisku CH pozostajg w zwigzku z nasileniem ekspresji
genéw kodujacych biatka, ktore stymulujg te procesy, co wykazano w analizie
trankryptomicznej.

e CH moze chroni¢ komorki $roédbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1 przed
ograniczeniem ekspresji biatek zaangazowanych w regeneracj¢ i angiogeneze
w odpowiedzi na LPS Helicobacter pylori.

e Wiokna apatytowe stymuluja wytwarzanie tubul przez komorki srodbtonka
naczyniowego cztowicka HMEC-1, wiec moga by¢ dobrym kandydatem jako nosnik
substancji aktywnej biologicznie w biokompozycie.

e Modyfikacja wiokien apatytowych CH jest skuteczna.

e Kompozyty PLA z dodatkiem wldkien apatytowych modyfikowanych CH spehiaja
warunek biozgodnosci in vitro i in vivo.

e Kompozyty PLA z dodatkiem wiokien apatytowych modyfikowanych CH mogg by¢
zasiedlane przez osteoblasty cztowieka hFOB.1.19 i promujg wzrost tych komoérek
we wczesnym etapie hodowli oraz ich dojrzewanie.

e W obszarze implantowanego kompozytu PLA z dodatkiem witdkien apatytowych
modyfikowanych CH na modelu in vivo dochodzi do indukcji korzystnej reakcji
zapalnej zaleznej od infiltracji makrofagow.

e W Srodowisku implantacji kompozytu PLA z dodatkiem wtokien apatytowych
modyfikowanych CH w modelu in vivo zachodzi ekspresja markera komorek
srodbtonka naczyniowego CD31, formowanie si¢ tkanki tacznej oraz inicjacja procesu
mineralizacji i tworzenie ,,nowej kosci”.

e Po 8 tygodniach od implantacji kompozytu PLA z dodatkiem widkien apatytowych
modyfikowanych CH nastgpuje znaczna regeneracja tkanki kostnej w badanym modelu

in vivo.
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9. Whnioski

e Cholesterol wykazuje potencjal proregeneracyjny wzgledem komorek s$réodbtonka
naczyniowego cztowieka HMEC-1 promujac ich migracje i zdolno$¢ do tworzenia
tubul w uktadzie in vitro w powigzaniu z nasileniem ekspresji VEGFR2.

e Cholesterol zastosowany do modyfikacji witokien apatytowych, stanowigcych
wypetniacz dla kompozytu PLA, nasila procesy regeneracji tkanki kostnej na modelu
in vivo ubytku ko$ci czaszki szczura.

e Kompozyt PLA z dodatkiem widkien apatytowych modyfikowanych cholesterolem
moze by¢ innowacyjnym biokompozytem do zastosowania w medycynie
regeneracyjnej do leczenia uszkodzen tkanki kostnej] w powigzaniu z regeneracja

srédblonka naczyniowego.

Przeprowadzone przeze mnie badania doprowadzity do realizacji zatozonych celow

oraz czesciowego potwierdzenia H1 i1 catkowitego potwierdzenia H2 i H3.
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