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Streszczenie

Miazdzyca okreslany jest stan przewlekle utrzymujacego si¢ aktywnego procesu zapalnego
w obrebie Scian tetnic, prowadzacy do ich pogrubienia 1 utraty elastycznosci. Stan ten jest szcze-
golnie niebezpieczny, gdy obejmuje tetnice wiencowe, prowadzac do rozwoju choroby wieficowej.
Wynikajaca z progresji choroby niewydolno$¢ krazenia wieficowego moze skutkowaé niedokrwie-
niem migsnia sercowego, co w rezultacie moze doprowadzi¢ do ostrej choroby niedokrwiennej
1 zgonu.

Sposréd wielu metod i technik terapeutycznych, na ktére sktada si¢ intensywna farmakote-
rapia oraz pomostowanie aortalno-wiencowe, przezskorna interwencja wieficowa stanowi zloty
standard w rewaskularyzacji zwezonej tetnicy wienicowej. Szacuje si¢, ze okolo 80% sposrod
wszystkich wykonanych interwencji koniczy si¢ wprowadzeniem do tetnicy wieficowej stentu kar-
diowaskularnego. Corocznie na $wiecie zabiegdw tego typu wykonuje si¢ az okolo 4 milionow.
Przytoczone dane podkreslaja powage problemu.

Przezskorna interwencja wienicowa z jednoczasows implantacja stentu prowadzi do po-
prawy jakosci Zycia i przezycia milionéw pacjentéw rocznie, niemniej jednak moze wigzaé si¢
z ewentualnym niepowodzeniem, decydujacym o ograniczeniu dlugoterminowej skutecznosci tego
zabiegu. Sposréd najczestszych, wskazaé nalezy restenoze w stencie, rozumiang jako nawrét zwe-
zenia w miejscu uprzednio poddanym rewaskularyzaciji.

Mechanizmy lezace u podstaw restenozy w stencie nie zostaly w pelni poznane. Szczegdlng
role w tym procesie wydaja si¢ odgrywacé obnazony 1 dysfunkcjonalny $rédblonek, zwiazana z za-
biegiem indukcja ostrego stanu zapalnego na tle przewlekajacych si¢ proceséw zapalnych, bedacych
wynikiem progresujacej miazdzycy, podsrodblonkowe gromadzenie si¢ makrofagéw modyfikuja-
cych lokalne $rodowisko naczynia oraz transformacje fenotypowe komoérek migsni gladkich na-
czyn. Wskazane zjawiska przyczyniaja si¢ do przerostu neointimy, stanowigcej pointerwencyjny,
patologiczny proces, podczas ktorego dokonuje si¢ przebudowa blony wewngtrznej $ciany naczy-
nia wiencowego. Prowadzi to stopniowo do restenozy w stencie oraz nawrotu klinicznych cech

niewydolno$ci krazenia wieficowego. Proces ten pozostaje wcigz powaznym problemem
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w kardiologii interwencyjnej. Stanowi roéwniez jedna z wazniejszych przyczyn zgonu wsréd pacjen-
tow z choroba wieficows.

Obecnie prowadzonych jest wiele badan nad rozwojem coraz to nowszych koncepcijt sten-
tow. Strategie te obejmuja poszukiwanie nowego materiatu, z ktérego stent zostanie wykonany
badz projektowanie zupelnie odmiennych konstrukcji implantu.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej podjeto si¢ przeprowadzenia badan z zakresu
modyfikacji powierzchni powszechnie stosowanych stentéw, ktora wykaze aktywnos¢ biologiczna
wobec komorek naczyniowych, przez co pozwoli zredukowaé prawdopodobiefstwo wystapienia
restenozy do minimum. Badania skoncentrowano wokél czasteczek naturalnie syntezowanych
przez organizm i charakteryzujacych si¢ plejotropowym dzialaniem — interleukin. Te — stuzace
jako $rodki komunikacji dla komérek uktadu odpornosciowego, jak rowniez dla komoérek nienale-
zacych do tego systemu — zdolne sa do wywolania korzystnych reakcji komoérek naczyniowych,
ograniczajac progresje zmian miazdzycowych oraz zmniejszajac prawdopodobienstwo rozwoju re-
stenozy w stencie.

Na wstepie przedstawiono procedure otrzymywania powlok na bazie polidopaminy i poli-
dopaminy wzbogaconej chitozanem. Wykorzystane biomaterialy cechuja si¢ silnymi wiasciwo-
$ciami adhezyjnymi oraz obecnoscia licznych grup funkcyjnych. Mozliwe zatem jest pokrycie struk-
tury stentu powloka bazowsa oraz zwiazanie na powierzchni wybranych czasteczek biologicznych.
Immobilizacje wybranych interleukin w obrebie materialéw bazowych przeprowadzono wskutek
reakcji bezposredniej lub za posrednictwem techniki sieciowania.

Wihasciwosci fizyko-chemiczne otrzymanych powlok zostaly scharakteryzowane z wyko-
rzystaniem spektroskopii oslabionego catkowitego wewngtrznego odbicia w podczerwieni z trans-
formata Fouriera, mikroskopii sil atomowych i testow immunoenzymatycznych. Za posrednic-
twem wspomnianych technik udalo si¢ potwierdzi¢ skutecznos¢ funkcjonalizacji powierzchni
1 obecnod¢ interleukin w strukturze proponowanej powloki. Nie tylko wykazano, ze powloka jest
nosnikiem interleukin, ale réwnoczesnie, ze pozwala na kontrolowane uwalnianie biomolekut.

Zdefiniowanie wlasciwosci biologicznych otrzymanych powlok mozliwe bylo wskutek
przeprowadzenia eksperymentow 7z vitro z wykorzystaniem modelowych komérek srédblonka oraz
modelowych monocytéw/makrofagéw. Ocenie poddano zywotnosé i proliferacje komérek §rod-
btonka, scharakteryzowano ich morfologie, a takze dokonano oceny ich prozapalnej odpowiedzi.
Otrzymane powloki indukowaly wzrost komoérek srodblonka, a z uptywem czasu, sprzyjaly wyha-
mowaniu proceséw zapalnych w tych komoérkach. Udowodniono réwniez, ze obecno$é powtoki
na powierzchni materialu znaczaco hamuje adhezje monocytéw/makrofagéw do materiatu, jak

1 do komérek srodbtonka hodowanych na tak zmodyfikowanej powierzchni. Zdolno$¢ powtok do



Streszczenie 9

indukowania zmian fenotypowych makrofagdéw zgromadzonych w $cianie tetnicy potwierdzila, ze
zaproponowana procedura immobilizacji intetleukin nie uposledza ich aktywnosci biologiczne;.
Ostatecznie, powloka wspiera procesy gojenia i regeneracji tkanek, ogranicza produkcje cytokin
prozapalnych i dostarcza cytokiny przeciwzapalne, co w rezultacie poprawia rokowanie pacjentéw
w chorobie naczyniowe;.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzaja, ze nadrzedny cel rozprawy dok-
torskiej zostal zrealizowany. Immunofunkcjonalizowane powloki zostaly otrzymane, komplek-
sowo scharakteryzowane pod wzgledem parametréw fizyko-chemicznych 1 aktywnosci biologicz-
nej. Co wigcej, przedstawione w niniejszej pracy badania rzutuja nowe $wiatfo na patomechanizm

choroby naczyniowej, proponujac dalsze kierunki rozwoju dziedziny.
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Summary

Atherosclerosis is defined as a state of chronically active inflammation within the vessel
walls, leading to their thickening and loss of elasticity. This condition is especially dangerous
when it involves the coronary arteries, leading to the development of coronary artery disease.
The insufficiency of coronary blood circulation, that developed based on disease progression,
may result in myocardial ischemia, which may cause myocardial infarction and death.

Among the many therapeutic methods and techniques, which include intensive phar-
macotherapy and coronary artery bypass grafting, percutaneous coronary intervention is the
gold standard in revascularization of a narrowed coronary artery. It is estimated that approxi-
mately 80% of all performed interventions end with insertion of a cardiovascular stent into the
coronary artery. Approximately 4.0 million such procedures are performed annually in the
world. The quoted numbers underline the seriousness of the problem.

Percutaneous coronary intervention with simultaneous stent implantation undoubtedly
leads to an improvement the quality of life and survival of millions of patients annually. How-
ever, it may be associated with a possible failure, limiting the long-term effectiveness of the
procedure. Among the most common, in-stent restenosis should be indicated, defined as
a stenosis recurrence of a previously revascularized vessel.

The mechanisms underlying in-stent restenosis are not fully understood. A special role
in this process seems to be played by the denudated and dysfunctional endothelium, the pro-
cedure-associated development of acute inflammation, which overlaps the progressive-ather-
osclerosis-associated chronic inflaimmation, subendothelial accumulation of macrophages
modifying the local vascular environment and phenotypic transformations of vascular smooth
muscle cells. The indicated phenomena contribute to the hypertrophy of the neointima, which
is a postinterventional, pathological process during which the remodeling of the intimal wall
of the coronary vessel takes place. This gradually leads to in-stent restenosis and recurrence of

clinical signs of coronary insufficiency. This process remains a serious problem in
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interventional cardiology. It is also one of the most important causes of death among patients
with coronary artery disease.

Currently, a lot of research is being conducted on the development of newer and newer
stents concepts. These strategies include the search for a new material from which the stent
will be made or the design of completely new implant structures.

As part of this doctoral dissertation, research was undertaken in the field of surface
modification of commonly used stents, which will show biological activity against vascular
cells, thus reducing the probability of in-stent restenosis to a minimum. The research focused
on molecules naturally synthesized by the body and characterized by a pleiotropic effect
— interleukins. These — serving as a means of communication for immune system cells as well
as cells not belonging to this system — are able to induce beneficial reactions of vascular cells,
limiting the progression of atherosclerotic lesions and reducing the likelihood of in-stent reste-
nosis developing,.

At the beginning, the step-by-step procedure of polydopamine and chitosan-enriched
polydopamine based coating synthesis have been reported. These biomaterials are character-
ized by strong adhesive properties and the presence of numerous functional groups. Therefore,
it is possible to cover the stent structure with a coating and to bind selected biological mole-
cules on the surface. Immobilization of selected interleukins within the applied base materials
have been performed by direct reaction or via cross-linking chemistry.

The physico-chemical properties of the obtained coatings have been characterized by
means of attenuated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy, atomic force
microscopy and enzyme-linked immunosorbent assays. By means of application these tech-
niques, it has been possible to confirm the effectiveness of surface functionalization and the
presence of interleukins in the structure of the proposed coating. Not only the coating has
exhibited interleukin-carrier property, but at the same time it has allowed controlled release of
biomolecules.

Defining the biological properties of the proposed coatings has been possible because
of in vitro studies, where model endothelial cells and model monocytes/macrophages have been
engaged. The viability and proliferation of endothelial cells have been examined, their mor-
phology has been characterized, and their pro-inflammatory response has been assessed. The
synthesized coatings have supported the growth of endothelial cells, and over time, they have
contributed to the inhibition of inflammatory processes in these cells. It has also been proven
that the presence of a coating on the surface of the material has significantly inhibited the

adhesion of monocytes/macrophages to the material as well as to endothelial cells cultured on
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such modified surface. The ability of the coatings to induce phenotypic changes of macro-
phages accumulated in the arterial wall has confirmed that the proposed procedure of inter-
leukin immobilization has not impaired the biological activity of the cytokines, that have been
used. Ultimately, the coatings have exhibited ability to promote tissue healing and regeneration,
reduce the production of pro-inflammatory cytokines and deliver anti-inflammatory cytokines,
what could improve the prognosis of patients with vascular disease.

The results of the conducted experiments have confirmed that the overriding goal of
the doctoral dissertation has been achieved. The immunofunctionalizated coatings have been
obtained, comprehensively characterized in terms of physico-chemical properties and their
biological activities. Moreover, the presented results shed new light on the pathomechanism

of vascular disease, proposing further directions for the development of this field of science.
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Wykaz skrotow

A AFM (z ang. atomic force microscopy) mikroskopia sit atomowych

ADCC (z ang. antibody-dependent cellular cytotoxicity) cytotoksyczno$c zalezna
od przeciwcial

ADP (z ang. adenosine-5 -diphosphate) adenozyno-5’-difosforan

AJs (z ang. adherens junctions) polaczenia przylegajace

ALDH (z ang. aldebyde debydrogenase) dehydrogenaza aldehydowa

ALK1 (z ang. activin receptor-like kinase 1) kinaza typu 1 podobna do recep-
tora aktywiny

AMP (z ang. adenosine-5-monophosphate) adenozyno-5-monofosforan

Ang I1 (z ang. angiotensin 1) angiotensyna 11

APC (z ang. antygen-presenting cells) komorki prezentujace antygen

ATP (z ang. adenosine-5 -triphosphate) adenozyno-5’-trifosforan

ATR-FTIR (z ang. attennated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy)
spektroskopia ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia
w podczerwieni z transformata Fouriera

a-SMA (z ang. smooth muscle a actin) a-aktyna miesni gladkich

bFGF (z ang. basic fibroblast growth factor) podstawowy czynnik wzrostu fi-
broblastow

BMS (z ang. bare metal sten) stent metalowy

BH> (z ang. dihydrobiopterin) dihydrobiopteryna

BH, (z ang. tetrahydrobiopterin) tetrahydrobiopteryna

BRS (z ang. bioresorbable stents) stenty bioresorbowalne

BSA (z ang. bovine serum albumin) albumina surowicy bydlecej

C CA/s (z ang. coronary artery/-ies) tetnica/-e wieficowe
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CABG

CaM
cAMP

cGMP

CH
CHD
CLSM

COMT
DA
DAF-FM

DCF
DES
DHI
DOPA
ECs
ECM
EDC

EDCFs

EDHF

EDRFs

EEL
EndoMT

(z ang. coronary artery bypass grafting) pomostowanie aortalno-wien-
cowe

(z ang. calmodulin) kalmodulina

(z ang. cyclic adenosine monophosphate) cykliczny adenozyno-3',5-mo-
nofosforan

(z ang. ¢yclic guanosine monophosphate) cykliczny guanozyno-3’,5-mon-
ofosforan

(z ang. chitosan) chitozan

(z ang. coronary heart disease) choroba wieficowa

(z ang. confocal laser scanning microscopy) skaningowa laserowa mikros-
kopia konfokalna

(z ang. catechol-O-methyltransferase) katecholo-O-metylotransferaza

(z ang. dopamine) dopamina

(z ang. 4-amino-5-methylamino-2",7"-diflnorofluorescein) dioctan 4-amino-
5-metyloamino-2',7'-difluorotresceiny

(z ang. 2',7"-dichlorofluorescein) 2',7'-dichlorofluoresceina

(z ang. drug eluting stents) stent uwalniajacy leki

(z ang. dibydroxyindole) 5,6-dihydroksyindol

(z ang. 3,4-dihydroksyphenyloalanine) 3,4-dihydroksyfenyloalanina

(z ang. endothelial cells) komorki §rédblonka

(z ang. extracellular matrix) macierz zewnatrzkomoérkowa

(z ang. T-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide) ~ 1-etylo-3-(3-
dimetyloaminopropyl)karbodiimid lub chlorowodorek 1-etylo-3-
(3-dimetyloaminopropyl)karbodiimidu

(z ang. endothelinm-derived contracting factors) $rédblonkowe czynniki
konstrykcyjne

(z ang. endothelinm-derived hyperpolarizing factor) sSrodblonkowy czynnik
hiperpolaryzujacy

(z ang. endothelinm-derived relaxing factors) $srédblonkowe czynniki re-
laksacyjne

(z ang. external elastic lamina) blaszka zewnetrzna

(z ang. endothelial-mesenchymal transition) przejscie sSrodblonkowo-me-

zenchymalne
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eNOS

EPCR

EPCs
ET-1

FBS
FCs
FGF
FOXO

G GM-CSF

H H,DCFDA

H hEGF

HUVECs

HVA
I ICAM-1

IDO
IEL
IFN-y
IL-18
IL-1R
IL-1RA

IL-4
IL-4R
IL-6
IL-10

(z ang. endothelial nitric oxide synthase) sr6dblonkowa syntaza tlenku
azotu

(z ang. endothelial cell protein C receptor) srédblonkowy receptor biatka
C

(z ang. endothelial progenitor cells) progenitorowe komoérki §rédblonka
(z ang. endothelin 1) endotelina 1

(z ang. focal adhesions) ogniska adhezyjne

(z ang. fetal bovine serum) bydleca surowica plodowa

(z ang. foam cells) komorki piankowate

(z ang. fibroblast growth factor) czynnik wzrostu fibroblastéw

(z ang. forkhead box O proteins) bialka nalezace do rodziny forkhead
box O

(z ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) czynnik stymulu-
jacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw

(z ang. 2',7"-dichlorodihydrofluorescein diacetate) dioctan 2',7'-dichloro-
dihydrofluoresceiny

(z ang. human epidermall growth factor) ludzki naskérkowy czynnik
WZrostu

(z ang. human wumbilical vein endothelial cells) ludzkie komorki
srédblonka zyly pepowinowe;j

(z ang. homovanillic acid) kwas homowanilinowy

(z ang. intercellular adbesion molecule 1) czasteczka adhezji miedzyko-
morkowej 1 (CD54)

(z ang. indoleamine 2,3-dioxygenase) 2,3-dioksygenaza indoloaminy

(z ang. internal elastic lamina) blaszka wewngtrzna

(z ang. interferon p) interferon vy

(z ang. interlenkin 1p) interleukina 13

(z ang. interlenkin 1 receptor) receptor interleukiny 1

(z ang. interlenkin 1 receptor antagonist) antagonista receptora interleu-
kiny 1

(z ang. interlenkin 4) interleukina 4

(z ang. interlenkin 4 receptor) receptor interleukiny 4

(z ang. interlenkin 6) interleukina 6

(z ang. interlenkin 10) interleukina 10
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IL-10R (z ang. interleukin 10 receptor) receptor interleukiny 10
IL-12 (z ang. interlenkin 12) interleukina 12
IL-13 (z ang. interlenkin 13) interleukina 13
1L-23 (z ang. interlenkin 23) interleukina 23
1P; (z ang. inositol triphosphate) 1,4,5-trifosforan inozytolu
ISR (z ang. in-stent restenosis) restenoza w stencie
L LDL (z ang. low density lipoprotein) lipoproteiny o malej gestosci
LDL-R (z ang. low-density lipoprotein receptor) receptor lipoprotein o malej ge-
stosci
LFA-1 (z ang. hymphocyte function-associated antigen 1) antygen zwiazany z funk-
cja limfocytéw 1
LOX (z ang. lipooxygenase) lipoksygenaza
LOX-1 (z ang. lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor-1) lektynopo-
dobny receptor utlenionej lipoproteiny o malej gestosci 1
LPS (z ang. lipopolysaccharide) lipopolisacharyd
M Mac-1 (z ang. macrophage-1 antigen) antygen makrofaga-1
MAO-B (z ang. monoamine oxidase B) monoaminooksydaza B
MCP-1 (z ang. monocyte chemoattractant protein 1) biatko chemotaktyczne mo-
nocytow 1
MCs (z ang. macrophages) makrofagi
MES (z ang. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) bufor kwasu 2-(N-morfo-
lino)etanosulfonowego
MHC (z ang. major histocompatibility complex) uklad zgodnosci tkankowe;
MI (z ang. miocardial infarction) zawal mig¢§nia sercowego
MLCK (z ang. myosin light-chain finase) kinaza lekkich tanicuchéw miozyny
MLCP (z ang. myosin light-chain phosphatase) fosfataza lekkich tanicuchéw mi-
ozyny
MMP-8 (z ang. matrix metalloproteinase §) metaloproteinaza macierzy 8
MPO (z ang. myeloperoxidase) mieloperoksydaza
MSCs (z ang. mesenchymal stem cells) mezenchymalne komoérki macierzyste
MTT (z ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinmbromide) bro-
mek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu
N NC (z ang. negative control) kontrola negatywna
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NF-»B
NGS
NHS
NIH
NO
NOS-3
NK
NKT

oxLDL

P PAF
PAI-1

PCI

PDGF
PECAM-1

PBS

pDA

pDA_CH

pDA_IL-4

pDA_IL-10

pDA_CH_IL-4

(z ang. nuclear factor kappa B) jadrowy czynnik transkrypceyjny kappa
B

(z ang. normal goat serum) surowica kozia

(z ang. N-hydroxysuccinimide) N-hydroksysukcynoimid

(z ang. neointimal hyperplasia) przerost neointimy

(z ang. nitric oxide) tlenek azotu

(z ang. nitric oxide synthetase 3) syntetaza tlenku azotu 3

(z ang. natural kilers) naturalni zabojcy

(z ang. natural kilers) limfocyty T naturalni zabojcy

(z ang. optical hweezers) pgseta optyczna

(z ang. oxudized low-density lipoprotein) utlenione lipoproteiny o malej
gestoscl

(z ang. platelet-activating factor) czynnik aktywujacy plytki

(z ang. plasminogen activator inhibitor 1) inhibitor aktywatora plazmi-
nogenu 1

(z ang. percutaneous coronary intervention) przezskorna interwencja
wieficowa

(z ang. platelet-derived growth factor) plytkopochodny czynnik wzrostu
(z ang. platelet endothelial cell adhesion molecule) czasteczka adhezji ko-
moérkowej plytek i srodblonka 1

(z ang. phosphate-buffered saline) sl fizjologiczna buforowana fosfo-
ranem

(z ang. polydopamine) polidopamina lub powloka na bazie polidopa-
miny

(z ang. polydopamine-and-chitosan-based coating) powloka na bazie poli-
dopaminy, wzbogacona o chitozan

(z ang. interlenkin 4 functionalized polydopamine-based coating) powloka
na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowana interleuking 4

(z ang. interlenkin 10 functionalized polydopamine-based coating) powloka
na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowana interleukina 10

(z ang. interleukin 4 _functionalized polydopamine-and-chitosan-based coating)
powloka na bazie polidopaminy, wzbogacona o chitozan i sfunk-

cjonalizowana interleuking 4
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pDA_CH_IL-10  (z ang. interlenkin 10 functionalized polydopamine-and-chitosan-based coat-
ing) powloka na bazie polidopaminy, wzbogacona o chitozan
1 sfunkcjonalizowana interleuking 10
PGIL; (z ang. prostaglandin 1) prostaglandyna I,
PLTSs (z ang. platelets) plytki krwi
PTCA (z ang. percutaneous transluminal coronary angioplasty) przezskorna §rod-
naczyniowa angioplastyka wieficowa
PVAT (z ang. perivascular adipose tissue) okolonaczyniowa tkanka tluszczowa
R RBCs (z ang. red blood cells) czerwone krwinki (erytrocyty)
RCF (z ang. relative centrifugal force) wzgledna sita odsrodkowa
ROCK (z ang. Rho-associated protein kinase) kinaza Rho
ROS (z ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu
S SaRe (z ang. sarcoplasmiic reticnlum) siateczka sarkoplazmatyczna
SDF-1 (z ang. stromal cell-derived factor-T) czynnik pochodzenia stromalnego
1
SR (z ang. scavenger receptors) receptory zmiatacze
SR-AI (z ang. scavenger receptors, class B type I) receptory zmiatacze, klasy
Atypul
SR-AII (z ang. scavenger receptors, class B type I) receptory zmiatacze, klasy
A typu II
SR-BI (z ang. scavenger receptors, class B type I) receptory zmiatacze, klasy
B typu I
SS (z ang. stainless steel) stal nierdzewna
STAT (z ang. signal transducer and activator of transcription) przekaznik sygnatu
1 aktywator transkrypcji
sulfo-NHS (z ang. N-hydroxysulfosuccinimide) N-hydroksysulfosukcynoimid lub
s6l sodowa N-hydroksysulfosukcynoimidu
T Tc (z ang. hymphocytes T ¢ytotoxic) limfocyty T cytotoksyczne
TF (z ang. tissue factor) czynnik tkankowy
TFPI (z ang. ftissue factor pathway inhibitor) inhibitor szlaku czynnika
tkankowego
TGF-8 (z ang. transforming growth factor f) transformujacy czynnik wzrostu 3
Th (z ang. hymphoeytes T helper) limfocyty T pomocnicze
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THP-1

TJs
TLO
TLR
TNF-o
t-PA
Treg
TXA2

UpsA

V  VCAM-1

VEGF

VEGFR2

VE-kadheryna

VLA-4

VSMCs

vWF

W WBCs
WSS

(z ang. human acute monocytic leukemia cell line) linia ludzkich komoérek
ostrej bialaczki monocytowe;j

(z ang. tight junctions) polaczenia zamykajace

(z ang. tertiary lymphatic organs) trzeciorzedowe narzady limfatyczne
(z ang. toll-like receptor) receptory fo/l-podobne

(z ang. tumor necrosis factor a) czynnik martwicy nowotworow a

(z ang. tissue plasminogen activator) tkankowy aktywator plazminogenu
(z ang. hymphocytes T regulatory) limfocyty T regulatorowe

(z ang. thromboxane A2) tromboksan A2

(z ang. urokinase-type plasmin activator) aktywator plazminy typu uro-
kinazy

(z ang. uridine adenosine tetraphosphate) tetrafosforan urydynoadeno-
zyny

(z ang. vascular cell adhesion molecule 1) czasteczka adhezji komorkowe;
naczyn 1 (CD1006)

(z ang. vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu $rédblonka
naczyniowego

(z ang. vascular endothelial growth factor receptor 2) receptor naczyniowo-
srédblonkowego czynnika wzrostu 2

(z ang. vascular endothelial cadherin) kadheryna $rédbtonka naczynio-
wego

(z ang. very late antygen 4) bardzo pézny antygen 4

(z ang. vascular smooth muscle cells) komorki migsni gladkich naczyn
(z ang. von Willebrand factor) czynnik von Willebranda

(z ang. white blood cells) leukocyty

(z ang. wall shear stress) naprezenia $cinajace

(z ang. xanthine oxidase) oksydaza ksantynowa
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Rozdziat 1

Wstep

1.1  Patomechanizm miazdzycy

Miazdzyca (z ang. atherosclerosis) okreslamy stan przewlekle utrzymujacego si¢ aktyw-
nego procesu zapalnego w obrebie $cian tetnic, co prowadzi do ich pogrubienia i utraty ela-
stycznosci. Szczegolnie niebezpieczny jest stan, w ktérym proces ten obejmuje tetnice wien-
cowe (CAs, z ang. coronary arteries), a okreslany jest mianem choroby wiencowej (CHD, z ang.
coronary heart disease). Zmiany miazdzycowe przyczyniaja si¢ do zaburzenia zaréwno struktury,
jak 1 funkcji kazdej, z trzech warstw budujacych sciang CA. Wynikajaca z progresji choroby
niewydolno$¢ krazenia wiencowego moze powodowac niedokrwienie mig¢§nia sercowego, co
w rezultacie moze doprowadzi¢ do ostrej choroby niedokrwiennej i zgonu (Looser, Kim, and
Feldman 2016; Milutinovié, guput, and Zorc-Pleskovic 2020).

Sciana CA sktada si¢ z trzech warstw: polozonej od $wiatta naczynia blony wewnetrz-
nej (tzw. tunica intima), btony $rodkowej (tzw. funica media) oraz blony zewnetrznej, in. przy-
danki (tzw. tunica externa, in. adventitia) — patrz Rys. 1. Calo$¢ otacza okolonaczyniowa tkanka
thuszczowa (PVAT, z ang. perivascular adipose tissue) (Milutinovié, Suput, and Zorc-Pleskovic
2020). Kazda z wymienionych trzech warstw odgrywa szczegélng role w utrzymaniu prawidlo-
wej funkeji CA, a zaburzenie na poziomie molekularnym czy komérkowym ktéregokolwiek
elementu strukturalnego naczynia stanowi czynnik sprzyjajacy rozwojowl 1 progresji zmian
chorobowych w obrebie tetnicy.

Blone wewnetrzng naczynia stanowi warstwa podluznie zorientowanych komorek
srédblonka (ECs, z ang. endothelial cells). Pokrywaja one ubogokomérkowa warstwe tkanki facz-
nej. Z kolei blaszka wewnetrzna (IEL, z ang. znternal elastic lamina), zbudowana z wldkien ela-

stycznych, stanowi strukture graniczna, oddzielajac #unica interna od tunica media (Milutinovié,
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Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020). Wystepujace w blonie wewnetrznej ECs odgrywaja klu-

czowgq role w utrzymaniu wlasciwej funkcji CA.

Rys. 1 Schematyczne przedstawienie warstwowej budowy tetnicy wieticowej (CA, z ang. coronary artery). Blone wewnetrzna
naczynia (tzw. funica intima) tworza komorki srédbtonka (ECs, z ang. endothelial cells) . keore pokrywaja podsrédblonkows
macierz pozakomoérkowa (ECM, z ang. extracellular matrix) @. Biona srodkowa (tzw. tunica media) rozciaga si¢ miedzy blaszka
wewnetrzna (IEL, z ang. internal elastic lamina) 9, a blaszka zewnetrzna (EEL, z ang. external elastic lamina) e Wystepuja tu
licznie komérki migsni gladkich naczyn (VSMCs, z ang. vascular smooth muscle cells) (5} Gléwnymi komérkami blony zewnetrz-
nej, in. przydanki (tzw. tunica externa, in. adyentitia) sa fibroblasty (6 ) Najbardziej zewnetrzna warstwa naczynia jest okolona-
czyniowa tkanka ttuszczowa (PVAT, z ang. perivascular adipose tissue), utworzona z niezréznicowanych ostatecznie adipocytow
(7} Rezyduja tutaj réwniez leukocyty (WBCs, z ang white blood cells) ©. schemat autorski.

ECs wydzielaja liczne substancje bioaktywne, ktére moduluja napigcie naczyi — ich
relaksacje (in. rozluznienie) lub konstrykcje (in. skurcz). Tlenek azotu (NO, z ang. nitric oxide),
prostaglandyna I, (PGL, z ang. prostaglandin 1) czy $rédblonkowy czynnik hiperpolaryzujacy
(EDHEF, z ang. endothelinm-derived hyperpolarizing factor) uznaje si¢ za jedne z wazniejszych $réd-
btonkowych czynnikéw relaksacyjnych (EDRFSs, z ang. endothelinm-derived relaxing factors). En-
doteling 1 (ET-1, z ang. endothelin 1), tromboksan A2 (TXA2, z ang. thromboxane A2), angioten-
syne 11 (Ang 11, z ang. angiotensin 1I) czy tetrafosforan urydynoadenozyny (UpsA, z ang. uridine
adenosine tetraphosphate) nalezy z kolei wymieni¢ w kontekscie §rédblonkowych czynnikéw kon-
strykeyjnych (BEDCFs, z ang. endothelinm-derived contracting factors). Wlasciwa produkcja przez

ECs, odpowiednich do sytuacji czasteczek wazoaktywnych, zapewnia regulacje
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ogoélnoustrojowego przeplywu krwi i perfuzji tkanek poprzez zmiang $rednicy i napigcia na-
czyn (Matsumoto, Tostes, and Webb 2011; D. Wang et al. 2017).

ECs stanowig naturalng barier¢. Funkcja barierowa $rédblonka $cisle powiazana jest
z integralnoscia jego struktury, ktora to podlega nieustannym zmianom w odpowiedzi na dzia-
tajace sily fizyczne lub sygnaly biologiczne. Zmiany te zachodza zaréwno w:

(1) potlaczeniach komoérka-komorka, w tym w polaczeniach zamykajacych (17s, z ang. #ght
Junctions) (okludyny, klaudyny), w poltaczeniach przylegajacych (AJs, z ang. adherens junc-
tions) (kadheryny, nektyny), w pozostatych biatkach peryferyjnych (biatka strefy zamy-
kajacej, kateniny), a takze w czasteczce adhezji komoérkowej plytek i §rodbtonka
1 (PECAM-1, z ang. platelet endothelial cell adbesion molecule) (Cerutti and Ridley 2017),

(2) polaczeniach komoérek do macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM, z ang. extracellular
matrix) 1 btony podstawnej — w tym gléwnie w integrynach (Pulous and Petrich 2019),

(3) obrebie samego cytoszkieletu komoérek (Dugina et al. 2021).

Sa to zlozone interakcje, mediowane sygnatami biologicznymi. Odpowiednie funkcjonowanie
1 regulacja tych struktur selektywnie kontroluje ruch plynu, jonéw i innych makroczasteczek
migdzy krwig a otaczajacymi tkankami, jednoczesnie zapobiegajac przedostawaniu si¢ substan-
cji szkodliwych (S. Y. Yuan and Rigor 2010). Znaczng rol¢ w powstawaniu 1 progresji wielu
choréb upatruje si¢ we wzroscie przepuszczalnodci naczyn mikrokrazenia (Khire et al. 2020;
Wautier and Wautier 2022).

Przeplywajaca krew dziala na CA silg styczng do jej Sciany, generujac naprezenia Sci-
najace (WSS, z ang. wall shear stress) (Fernandes et al. 2018; Paszkowiak and Dardik 2003). Wzo-
rzec przeplywu krwi w CA $cisle uzalezniony jest od jej anatomicznego zréznicowana, a wy-
Scielajace naczynie ECs odbieraja zalezne od przeptywu krwi zmiany WSS, generujac do nich
adekwatng odpowiedz. ECs rozwinely liczne czasteczki czujnikowe (in. mechanosensory, me-
chanoreceptory), posredniczace w przekazywaniu (in. mechanotransdukcji) sygnaléw fizycz-
nych (Fernandes et al. 2018). Za odbiér zmian WSS odpowiadaja (D. A. Chistiakov, Orekhov,
and Bobryshev 2017):

(1) okludyny, wchodzace w sktad TJs,

(2) kompleks mechanosensoryczny, zbudowany z PECAM-1, kadheryny $rédblonka na-
czyniowego (VE-kadheryna, z ang. vascular endothelial cadherin) oraz receptora na-
czyniowo-§rodblonkowego czynnika wzrostu 2 (VEGFR2, z ang. vascular endothelial
growth factor receptor 2),

(3) integryny, wchodzace w sklad ognisk adhezyjnych (FA, z ang. focal adhesions),

(4) glikokaliks,
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(5) kanaly jonowe.

Sity hemodynamiczne istotnie wplywaja na ekspresje gendéw ECs, co z kolei indukuje
w nich zmiany funkcjonalne. Wtasciwy dla zdrowych naczyn jednokierunkowy przeptyw lami-
narny o wysokich wartosciach WSS aktywuje mechanosensoryczne sieci sygnalizacyjne, ktore
wspieraja spoczynkowy fenotyp ECs. Natomiast zaburzony przeplyw krwi o niskich WSS sty-
muluje stan zapalny i stres oksydacyjny w ECs, utrate ich przeciwzakrzepowych wlasciwosci,
nadmierng i niekontrolowana proliferacje, migracje, autofagie oraz apoptoze, zwickszong ad-
hezje komorek uktadu odpornosciowego, a takze destabilizacje funkcji barierowej. Cechy te,
nabywane przez ECs w obszarach zaburzonego przeplywu, sprzyjaja powstawaniu zmian
miazdzycowych i sprzyjaja aterogenezie (D. A. Chistiakov, Orekhov, and Bobryshev 2017).
Odpowiedniej, zaleznej od WSS, modyfikacji podlegaja takze mechanizmy epigenetyczne
(Dunn et al. 2015; Karthika et al. 2021).

CDé2L -
wra o @

Q PECAM-1
O e Mac-1

CDé2L - a

PECAM-1 -

9 cD99 -

VLA-4 -

Rys. 2 Przedstawienie interakcji miedzykomérkowych ECs i WBCs, skutkujacych wynaczynieniem WBCs i ich migracja do
tkanek sasiadujacych. Uwzgledniono molekuly posredniczace w kazdym z etapéw tej interaktywnosci miedzykomoérkowej
— odpowiednio selektyna L. (CD62L) oraz selektyna E (CDG2E), integryna bardzo pézny antygen 4 (VLLA-4, z ang. very late
antygen 4) oraz czasteczka adhezji komoérkowej naczyn 1 (VCAM-1, z ang. vascular cell adbesion molecule T) (CD106), antygen
zwigzany z funkcja limfocytow 1 (LFA-1 z ang. hmphocyte function-associated antigen 1) oraz czasteczka adhezji miedzykomorkowej
1 (AICAM-1, z ang. intercellular adbesion molecule T) (CD54), a takze czasteczka adhezji komoérkowej plytek i §rédblonka
1 (PECAM-1, z ang. platelet endothelial cell adbesion molecule), CD99 oraz antygen makrofaga-1 (Mac-1, z ang. macrophage-1 antigen).
Przedstawiony proces rozpoczyna si¢ od przylegania (1 % nastepczym rolowaniem WBCs po aktywowanej powierzchni ECs
(2} Nastepnie dochodzi do stabilnej adhezji @i diapedezy parakomoérkowe; 0. Migracja WBCs w obrebie ECM © stanowi
ostatni etap, w ktoérym to WBCs osiagaja docelowe miejsce w obrebie aktywowanych zapalnie tkanek. Schemat autorski.

Nalezy wspomnie¢ rowniez, ze Srodblonkowsq bariere charakteryzuja ztozone interak-
cje z komoérkami uktadu odpornosciowego w odpowiedzi na uszkodzenia i infekcje (Yau,
Teoh, and Verma 2015). Leukocyty (WBCs, z ang. white blood cells) oddziatuja z ECs wieloeta-
powo — patrz Rys. 2. Poczatkowo obserwowane jest rolowanie, podczas ktérego WBCs prze-
taczajq si¢ po aktywowanej powierzchni ECs do momentu osiagnigcia stadium stabilnej adhe-
zji. Wynaczynienie, czyli wlasciwe przejscie komoérek z tozyska naczyniowego do tkanek sasia-

dujacych (in. diapedeza), jest ostatnim etapem tej interaktywnosci. W opisanej, zlozonej
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migracji WBCs posrednicza rézne cytokiny, takie jak interleukina 18 (IL-1B, z ang. znterlenkin
1P), czynnik martwicy nowotworow o (INF-o, z ang. fumor necrosis factor a) czy interferon
v AFN-vy, z ang. interferon y). Lokalny wzrost wskazanych, wolnych mediatoréw stanu zapalnego
stymuluje ECs. Aktywowane zapalnie ECs nasilaja ekspresja wybranych, powierzchniowo badz
przezblonowo zwigzanych molekul, w tym czasteczek adhezji migdzykomoérkowej 1 (ICAM-
1, z ang. ntercellular adhesion molecule 1) (CD54), czasteczek adhezji komoérkowej naczyn
1 (VCAM-1, z ang. vascular cell adhesion molecule T) (CD106) czy selektyn E (CD62E). ICAM-1
wiaze si¢ z integryng zwang antygenem zwigzanym z funkcja limfocytow 1 (LFA-1 z ang. -
Dphocyte function-associated antigen 1). Integryna bardzo pdzny antygen 4 (VLA-4, z ang. very late
antygen 4) jest z kolei ligandem dla VCAM-1. Selektyna E §rédblonka ma powinowactwo do
selektyny L (CD62L). Wspomniane molekuly obecne sa na WBCs, a odpowiednie ich zmiany
konformacyjne indukowane przez czynniki chemotaktyczne, zapewniajgq wiazanie leukocytow
z aktywowanym $rodblonkiem. Diapedeza parakomérkowa obejmuje sekwencyjne, homofilne
oddzialywania z udziatem kolejnych czasteczek, w tym PECAM-1 oraz CD99. Niezbednym
etapem jest rozluznienie AJs za posrednictwem VE-kadheryny. Ostatecznie WBCs przechodza
przez substancje pozakomoérkows w sposoéb zalezny od PECAM-1 oraz antygenu makrofaga-
1 (Mac-1, z ang. macrophage-1 antigen), co koficzy proces ich migracji do miejsc zapalnych (Filippi
2016; Muller 2002).

Z uwagi na fakt, ze ECs znajdujq si¢ na styku krwi z otaczajacymi tkankami, srédblonek
pelni takze znamienna role w ukladzie hemostatycznym poprzez koordynowanie zdarzen pro-
badz przeciwzakrzepowych, zaleznie od specyficznych potrzeb tkanek. Nienaruszone i zdrowe
komorki srodblonka wydzielajg liczne srodki przeciwplytkowe i przeciwzakrzepowe, majace
zapobiega¢ odpowiednio agregacji plytek krwi i tworzeniu fibryny. Sa to wspomniane juz NO
oraz PGl jak i inhibitor szlaku czynnika tkankowego (TFPI, z ang. #issue factor pathway inhibitor),
trombomodulina, srédblonkowy receptor biatka C (EPCR, z ang. endothelial cell protein C recep-
tor), heparyna badz czasteczki heparynopodobne. Dodatkowo ECs wydzielaja ektonukleoty-
daze¢ NTPDaz¢1/CD39, rozktadajaca adenozyno-5’-trifosforan (ATP, z ang. adenosine-5-tripho-
sphate) do adenozyno-5-monofosforanu (AMP, z ang. adenosine-5-mongphosphate), czyli rozkla-
dajaca czynnik aktywujacy plytki (Morello et al. 2021). Uszkodzone ECs z kolei wydzielaja
czynniki sprzyjajace tworzeniu wldknika oraz promujace adhezje¢ i agregacje plytek krwi (PLTs,
z ang. platelets). Wskazaé tu nalezy czynnik tkankowy (T, z ang. #ssue factor), czynnik von Wil-
lebranda (vWF, z ang. von Willebrand factor), selektyne P, angiopoetyne 2, tkankowy aktywator

plazminogenu (t-PA, z ang. Zissue plasminogen activator) czy wyzej wspomniana ET-1. Dodat-

kowo, $rédblonek moze uwalnia¢ czynniki profibrynolityczne inicjujace fibrynoliz¢ — t-PA,
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aktywator plazminy typu urokinazy (u-PA, z ang. #rokinase-type plasmin activator) czy metalopro-
teinaza ADAMTS13 — degradujac powstaly uprzednio skrzep (Yau, Teoh, and Verma 2015).
Zatem funkcjonalny $rédblonek jest elementem niezbgdnym, aby utrzymaé hemostaze i zapo-
biega¢ zakrzepicy.

Na koniec nie spos6b nie wspomnie¢ o procesie tworzenia naczyfl, w ktoérym to, dzigki
zachodzacym zmianom fenotypowym ECs, komorki te petnia kluczowe role w fizjologicznych
(m.in. gojenie ran) jak i patofizjologicznych (m.in. nowotwory) zjawiskach. Ten zlozony se-
kwencyjnie proces mediuja liczne sygnaly genetyczne 1 molekularne, z ktérych jednym z silnie;
napedzajacych inicjacje angiogenezy jest czynnik wzrostu srédblonka naczyniowego (VEGE,
z ang. vascular endothelial growth factor), oddzialujacy z receptorem obecnym na ECs — VEGFR-
2. To wlasnie komorka §rédblonka najbardziej wrazliwa na VEGF, charakteryzujaca si¢ zatem
wyzsza ekspresja VEGEFR-2, w poréwnaniu z komoérkami sasiadujacymi, staje si¢ wektorem
angiogenezy. Nastepuje rozszerzenie dotychczas istniejacego naczynia, degradacja blony pod-
stawnej, migracja ECs, ich chemotaksja i ostateczna proliferacja. Koniczac proces angiogenezy,
ECs dostosowuja si¢ do niemigrujacego i spoczynkowego fenotypu, organizujac si¢ w ciagla
monowarstwe 1 dojrzewaja do wlasciwego naczyniom wlosowatym $rédblonka (Kriger-
Genge et al. 2019).

Pod warstwa utworzona z ECs znajduje si¢ ubogokomoérkowa warstwa tkanki tacznej,
bogata we widkna elastyczne i proteoglikany — patrz Rys. 1. Elementem komérkowym tej war-
stwy sa nieliczne komorki miesni gladkich naczyn (VSMCs, z ang. vascular smooth muscle cells).
VSMCs sa zorientowanie wzdluznie do osi naczynia w kilku warstwach. Cechuje je stabilny
fenotyp i niski wskaznik proliferacji (M. Liu and Gomez 2019; Milutinovié, Suput, and Zorc-
Pleskovi¢ 2020).

W blonie $rodkowej CA, w przeciwienstwie do blony wewnetrznej, VSMCs wystepuja
licznie, ulozone sq obwodowo lub spiralnie w wielu warstwach — patrz Rys. 1. Komorki te
osadzone sa w ECM, zlozonej z widkien elastycznych, kolagenu i proteoglikanéw, jednocze-
$nie sa zdolne do syntezy tych elementéw budulcowych ECM (Milutinovi¢, Suput, and Zore-
Pleskovi¢ 2020). Z reguly sq one jedynymi komérkami obecnymi w blonie srodkowej, ktore
charakteryzuje stabilny fenotyp kurczliwy, z silna ekspresja biatek kurczliwych — a-aktyna mie-
sni gladkich («-SMA, z ang. smooth muscle a actin), biatko SM-22a, Taficuch cigzki miozyny SM-
118SM-2, kalponina, smoothelina (Durham et al. 2018). VSMCs s3 komé6rkami wykonawczymi,
zmieniajacymi $rednice i napigcie naczynia (poprzez skurcz i rozkurcz), w odpowiedzi na czyn-
niki wazoaktywne produkowane przez ECs (patrz wyzej). Dochodzi do tego na drodze licz-

nych, zréznicowanych mechanizmoéw.
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NO wywoluje rozkurcz VSMCs CA poprzez aktywacje cyklazy guanylowej w VSMCs
1 nasilenie produkgji cyklicznego guanozyno-3’,5-monofosforanu (cGMP, z ang. ¢yclic gnanosine
monophosphate) — czynnika obnizajacego wewnatrzkomorkowe stezenie wapnia i aktywujacego
fosfataze lekkich tancuchow miozyny (MLCP, z ang. myosin light-chain phosphatase). Defostory-
lacja miozyny uniemozliwia formowanie mostkéw z aktyna, zapobiegajac skurczowi VSMCs
(Golshiri et al. 2020; Gorabi et al. 2019). PGl z kolei poprzez pobudzenie receptora sprz¢zo-
nego z biatkiem G podnosi wewnatrzkomérkowe stezenie cyklicznego adenozyno-3',5'-mono-
fosforanu (cAMP, z ang. ¢yclic adenosine monophosphate) w VSMCs, ktory nastepnie hamuje kinaze
lekkich tancuchow miozyny MLCK, z ang. myosin light-chain kinase), kluczowego enzymu za-
pewniajacego funkcjonalny skurcz migsni gladkich (Golshiri et al. 2020; Jia, Durante, and So-
wers 2016). Natomiast EDHF poprzez aktywacje odpowiednich kanatéw jonowych, inicjuje
hiperpolaryzacje VSMCs, co skutkuje relaksacja migsni gladkich (Jia, Durante, and Sowers
2016) — patrz Rys. 3.
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Rys. 3 Molekularne mechanizmy skurczu i rozkurczu (oméwione w tekscie) VSMCs w odpowiedzi na czynniki wazoaktywne
produkowane przez ECs — tlenek azotu (NO, z ang. nitric oxide), prostaglandyna 1o (PGly, z ang. prostaglandin 1), $té6dblonkowy
czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF, z ang. endothelinm-derived hyperpolarizing factor), endotelina 1 (ET-1, z ang. endothelin 1), trom-
boksan A2 (TXA2, z ang. thromboxane A2), angiotensyna 11 (Ang 11, z ang. angiotensin 1I), tetrafosforan urydynoadenozyny
(Up4A\, z ang. uridine adenosine tetraphosphate). Dodatkowe oznaczenia: kalmodulina (CaM, z ang. calmodulin), cykliczny adeno-
zyno-3',5-monofosforan (cAMP, z ang. ¢yelic adenosine mongphosphate), cykliczny guanozyno-3’,5-monofosforan (cGMP, z ang.
cyelic guanosine monophosphate), 1,4,5-trifosforan inozytolu (IPs, z ang. inositol triphosphate), fosfataza lekkich tancuchéw miozyny
(MLCP, z ang. myosin light-chain phosphatase), kinaza lekkich tancuchéw miozyny (MLCK, z ang. myosin light-chain kinase), kinaza
Rho (ROCK, z ang. Rho-associated protein kinase), siateczka sarkoplazmatyczna (SaRe, z ang. sarcgplasmic reticulum). Schemat au-
torski.

Skurcz VSMCs mozliwy jest poprzez wzrost stezenia jondw wapnia we wnetrzu ko-
morki na skutek jego naplywu z zewnatrz badZ uwolnienia z siateczki sarkoplazmatyczne;.
Jony wapnia po zwiazaniu z kalmoduling (CaM, z ang. calmodulin) aktywuja MLCK, ktora
umozliwia interakcje miozyny z filamentami aktynowymi, a w rezultacie skurcz. ET-1 mediuje

uwalnianie wapnia z siateczki sarkoplazmatycznej (SaRe, z ang. sarcoplasmic reticulum) za posred-

nictwem receptoréw sprzezonych z biatkiem G i 1,4,5-trifosforanu inozytolu (IPs, z ang. inosito/
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triphosphate) (Calderon-Sanchez et al. 2020; Genovesi et al. 2022; Kostov and Kim 2021), po-
dobnie do Ang II (St. Paul et al. 2020). TXAZ2, poza opisang powyzej aktywnoscia poprzez
receptor zwigzany z bialkiem G wobec VSMCs, wykazuje dziatania na PLTs — odpowiada za
ich aktywacje, degranulacje, zmiang ksztaltu i agregacje. Wymieniony powyzej UpsA poza wy-
wolywaniem skurczu VSMCs zaleznego od wapnia, wykazuje dzialanie od wapnia niezalezne
— aktywuje kinaz¢ Rho (ROCK, z ang. Rho-associated protein kinase), ktora hamuje MLCP, co jak
zostalo juz omoéwione, skutkuje skurczem (Matsumoto et al. 2015; Z. Zhou et al. 2019) — patrz
Rys. 3.

VSMCs w normalnych warunkach maja niski wskaznik proliferacji. W pewnych oko-
liczno$ciach obserwowana jest utrata fenotypu kurczliwego VSMCs, skutkujaca regulacja
w dot biatek kurczliwych, zwigkszeniem proliferacji oraz udzialem w przebudowie ECM celem
ulatwienia swojej migracji. Po ustapieniu miejscowego bodzca stymulujacego przemiang feno-
typowa VSMCs, komérki te moga powrdci¢ do swojego stacjonarnego stanu kurczliwego (M.
Liu and Gomez 2019; Milutinovic, Suput, and Zorc-Pleskovic 2020).

VSMCs obecne w tunica media zdolne sa do silnych odpowiedzi na bodzce pro- jak
1 przeciwzapalne, ksztaltujac przy tym odpowiedZ immunologiczna naczynia. Ewentualna re-
akcja zapalna zachodzaca w CA, obejmuje blone wewnetrzng oraz zewnetrzng, oszczedzajac
jednoczesnie przed swoimi konsekwencjami blong srodkowa. Totez, nacieki z komorek jed-
nojadrzastych (takich jak makrofagi lub limfocyty T) preferencyjnie gromadzg si¢ w tunica intima
1 adventita. Brak ich jest w tunica media. Stanowi to podloze uprzywilejowaniu immunologicz-
nemu, realizowanemu w czynnych i biernych mechanizmach. Do mechanizméw biernych za-
liczy¢ mozna obecno$¢ IEL i blaszki zewnetrznej (EEL, z ang. external elastic lamina), stanowia-
cych barier¢ mechaniczng dla naptywajacych WBCs oraz brak naczyn limfatycznych i krwio-
nosnych, co z kolei zapobiega aferentnym i eferentnym zjawiskom immunologicznym. Ak-
tywne mechanizmy obejmuja indukcje syntezy 2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO, z ang. -
doleamine 2,3-djoxygenase) czy transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B, z ang. transforming
growth factor f) w odpowiedzi na INF-y wydzielany przez komorki zapalne w blonie wewnetrz-
nej i przydance, co moduluje funkcje limfocytow T. W tym procesie moze nastapi¢ generowa-
nie miazdzycowo-ochronnych regulatorowych limfocytow T (Treg, z ang. hmphocytes T regula-
tory). VSMCs cechuje réwniez niska ekspresje czasteczek gtéwnego ukladu zgodnosci tkanko-
wej (MHC, z ang. major histocompatibility complex) klasy 11. Niepowodzenie w realizaciji uprzywi-
lejowania immunologicznego blony $rodkowej objawia si¢ intensywnym naciekiem WBCs,

uszkodzeniem 1 utrata VSMCs oraz zniszczeniem architektury ECM, co moze byc
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obserwowane w zaawansowanych zmianach miazdzycowych (Tellides and Pober 2015; Zorc-
Pleskovic et al. 2018).

Graniceg tunica media stanowi EEL, oddzielajaca ja od przydanki. Blona ta jest znacznie
ciefisza od IEL, a zbudowana jest z przerywanych warstw elastyny. Fenestracje EEL umozli-
wiaja przenikanie neuroprzekaznikow uwalnianych z przylegajacych do blaszki niezmielinizo-
wanych aksonéw. Zapewnia to inicjacj¢ depolaryzacji VSMCs, ktéra propaguje przez niskoo-
porowe polaczenia szczelinowe. W ten sposéb dokonuje si¢ neurogenna regulacja $rednicy
naczynia i przeplywu krwi (Milutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020).

Przydanka jako najbardziej zewngtrzna warstwa budujaca CA, zbudowana jest z tkanki
facznej, w tym z wldkien kolagenowych i elastycznych. Obecne sa réwniez naczynia naczyn
(tzw. vasa vasorum), nerwy adrenergiczne i naczynia limfatyczne. Gtéwnymi komérkami tkanki
tacznej przydanki sa fibroblasty, ktére w odpowiedzi na uraz lub stres, proliferuja, réznicujq
si¢ w miofibroblasty, a nastepnie migruja do funica intima. Tam wydzielaja czynniki stymulujace
ECs 1 VSMCs do wzrostu, jednoczesnie koordynuja rekrutacje do Sciany naczynia komoérek
zapalnych i progenitorowych (Milutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020).

Ostatnia, wazna strukturg wspottworzaca CA jest okolonaczyniowa tkanka tlusz-
czowa. PVAT tworza niezréznicowane ostatecznie adipocyty, pelniace wiele znamiennych
funkcji lub wspétuczestniczace w réznych procesach biologicznych (Milutinovié, Suput, and
Zorc-Pleskovic 2020). Co ciekawe, wykazano, ze powstajace w czasie choréb naczyniowych
nacieki z komorek zapalnych w obrebie adventita, tworza mozliwe do klasyfikacji trzeciorze-
dowe narzady limfatyczne (TLO, z ang. zertiary hymphatic organs), a te — w przypadku miazdzycy
— $cisle korelujg z wielko$cia blaszki miazdzycowej, a takze z jej niestabilnoscia i podatnoscia
na pekniecie (Akhavanpoor et al. 2018). Dodatkowo mozna powigzac typ komoérek zapalnych
w przydance z prawdopodobiefistwem rozwoju 1 dynamika progresji miazdzycy. Obecnosé
limfocytéw T pomocniczych (Th, z ang. hmphocytes T helper) 1, komoérek naturalnych zabdjcow
(NK, z ang. natural kilers) 1 limfocytéw B wykazuje dzialanie promiazdzycowe, natomiast Th2,
Th17, Treg i B1 przeciwmiazdzycowe (Milutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020) — pattz
dalej. Zauwazy¢ zatem nalezy, ze nawet najbardziej zewnetrzne warstwy CA zawieraja i prze-
kazuja informacj¢ o lokalnym statusie chorobowym naczynia.

Inicjacja progresji miazdzycy CA Scisle wiaze si¢ z uszkodzonym $rédblonkiem, ktéry
to —jak udowodniono powyzej — pelni wiele kluczowych rol, zapewniajac prawidtows funk-
cje naczynia. Dysfunkcjonalnos¢ ECs moze by¢ wynikiem odpowiedzi na uraz oraz odpowie-
dzi na retencj¢. Sa to dwie hipotezy, aktualnie rozpatrywane, celem wyjasnienia patomechani-

zmu choroby naczyniowej. Pierwsza hipoteza zaklada, Zze uszkodzenie mechaniczne lub
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toksyczne prowadzi do dysfunkcji ECs. Hipoteza ta zostanie rozwinigta w dalszej czesci ni-
niejszej rozprawy (patrz 1.3.1 Patomechanizm restenozy w stencie). W drugiej, za pierwotne
zdarzenie prowadzace do niewydolnosci ECs jest wiazanie, retencja i odkladanie lipoprotein
o malej gestosci (LDL, z ang. low-density lipoprotein) w podsrédblonkowej ECM, co zachodzi
w odpowiedzi na bodzce predysponujace (Milutinovié, Suput, and Zotc-Pleskovi¢ 2020).

Teoria urazu lub retencji moze jednak nie dotyczy¢ srédblonka CA sensu stricte — moze
obejmowa¢ ECs wyscielajace vasa vasorum CA. Naczynia te powstajg w procesie neowaskulary-
zacji §ciany CA. Posiadajg one ECs o duzej przepuszczalnosci dla lipoprotein 1 komoérek za-
palnych, ktére moga wnikaé, a nastgpnie gromadzi¢ si¢ w glebszych regionach blony we-
wnetrznej. W przypadku ich przerwania lub zamknigcia moze nastapi¢ niedokrwienie $ciany
naczynia macierzystego. Takie podejscie sugeruje, ze miazdzyca moze by¢ chorobg mikrokra-
zenia, anizeli duzych naczyfn (Milutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020).

LDL stanowia jedne z kluczowych czasteczek przenoszacych cholesterol we krwi (Ca-
tar et al. 2022). Krazace LDL sa wychwytywane klasycznie w endocytozie mediowanej recep-
torem lipoprotein o malej gestosci (LDL-R, z ang. low-density lipoprotein receptor) oraz zaleznie od
innych, niekonwencjonalnych receptorow (Abumrad et al. 2021; Mineo 2020). Uzyskany za
posrednictwem endocytozy LDL nastgpnie jest transportowany do ukladu endolizosomal-
nego, gdzie po degradacji wykorzystywany jest w procesach metabolicznych, w tym tez do

utrzymania integralnosci blony komoérkowej (Catar et al. 2022). Niemniej jednak internalizacja
LDL zalezna od LDL-R nie wyjasnia, obserwowanej na wczesnym etapie aterogenezy, retencji
1 sekwestracji LDL w blonie wewnetrznej. W proces ten zaangazowana jest przezsrodblon-
kowa transcytoza, niezalezna od LDL-R, wymagajaca obecnosci kaweoli. Kaweole stanowia
wyspecjalizowane subdomeny wierzchotkowej blony komérkowej, ktore odrywaja si¢ jako pe-
cherzyki, przenoszac swojg zawarto$¢ do blony podstawno-bocznej, faczac si¢ z nia, jedno-
cze$nie uwalniajac swojg zawartos¢. Pokrywaja one znaczng cze¢s¢ luminalnej cz¢sci blony pla-
zmatycznej ECs, a ponadto wyposazone sa w kompletny zestaw bialek — od zewnatrzkomor-
kowych receptorow do wewnatrzkomoérkowych przekaznikow sygnatu — zaangazowanych
w liczne procesy komoérkowe. Wypelnienie pecherzykéw zalezne jest od receptoréw zmiata-
czy, klasy B typu I (SR-BI, z ang. scavenger receptors, class B type I) oraz kinazy typu 1 podobnej
do receptora aktywiny (ALK, z ang. activin receptor-like kinase 7). Transcytoza stanowi zatem
kluczowy proces, ktéry umozliwia infiltracje LDL do przestrzeni podsrédblonkowej (Ghaffari
et al. 2021; Luchetti et al. 2021; Y. Zhang et al. 2014).

Co wigcej, krazace we krwi czasteczki LDL przechodza szereg nastgpujacych po sobie

modyfikacji, w tym za pierwotna uznawana jest desialilacja. Skutkuje ona zmiana w skladzie
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LDL, zmniejszeniem wielko$ci czasteczki, wzrostem jej gestosci, nabyciem fadunku ujemnego,
zmniejszeniem zawartosci a-tokoferolu oraz zyskaniem cech wysoce immunogennych. Tak
zmienione czasteczki LDL dodatkowo cechuja si¢ mniejszym powinowactwem do swoistego
receptora, co wydluza czas ich krazenia we krwi, a zatem zwigksza si¢ prawdopodobienstwo
zaj$cia dodatkowych, aterogennych modyfikacji (w tym glikacji). Poddany licznym modyfikacja
LDL jest skfonny do spontanicznej agregacji 1 tworzenia komplekséw (in. samoasocjatow).
Zwigksza si¢ podatno$¢ LDL na procesy utleniania. Do opisanych powyzej nieenzymatycz-
nych modyfikacji LDL, dochodza te, zachodzace przy udziale enzyméw (jak esteraza choleste-
rolowa, sfingomielinaza, wydzielnicza fosfolipaza A2, metaloproteinazy macierzy, katepsyny
1in.), ktérych na pdzniejszych etapach rozwoju blaszki miazdzycowej, obserwowana jest hipe-
rekspresja. Gléwnym aterogennym efektem nieenzymatycznych i enzymatycznych modyfikacjt
jest wywolanie agregacji 1 fuzji LDL, co sprzyja retencji pod$rodblonkowej tej czasteczki (Al-
boaklah and Leake 2020; Summerhill et al. 2019).

Jednoczasowe z dyslipidemia wspélwystepowanie innych czynnikéw ryzyka (w tym hi-
perglikemia, nadcisnienie tgtnicze, otylo$¢, palenie tytoniu, insulinoopornosé i in.) pozytywnie
koreluja z transcytoza LDL (Jiang et al. 2022; Mundi et al. 2018; X. Zhang and Fernandez-
Hernando 2020) oraz z oméwionymi nieenzymatycznymi i enzymatycznymi modyfikacjami
czasteczek LDL (Summerhill et al. 2019). Gromadzeniu i zatrzymywaniu LDL w blonie we-
wnetrznej réwniez sprzyjaja silne oddzialywania miedzy zmodyfikowanymi czasteczkami LDL
a skfadnikami ECM (takimi jak kolagen, elastyna, proteoglikany) (H. Kang et al. 2019; Sum-
merhill et al. 2019). Zwigkszony obrét komoérkowy powoduje pogrubienie blony podstawnej
ECs, nasilajac to zjawisko (Sesorova et al. 2022).

Uwigzione w podsrédblonkowej przestrzeni czasteczki LDL ulegaja modyfikacji oksy-
dacyjnej za posrednictwem licznych mechanizméw — powstaja utlenione lipoproteiny o malej
gestodci (oxLDL, z ang. oxidized low-density lipoprotein). Proces utleniania LDL mediuja reak-
tywne formy tlenu (ROS, z ang. reactive oxygen species) powstajace przy udziale wewnatrzkomor-
kowych enzyméw — takich jak oksydaza zredukowanego fosforanu dinukleotydu nikotynoa-
midoadeninowego, lipoksygenaza (LOX, z ang. /pooxygenase), oksydaza ksantynowa (XO,
z ang. xanthine oxidase), mieloperoksydaza (MPO, z ang. myeloperoxidase), niesprz¢zona §réd-
blonkowa syntaza tlenku azotu (eNOS, z ang. endothelial nitric oxide synthase) — badz wytwarzane
przez pozakomoérkowe katalizatory metalowe (Higashi 2022; Jiang et al. 2022; Luchetti et al.
2021). Czasteczki oxLLDL sa wychwytywane przez ECs za posrednictwem lektynopodobnego
receptora utlenionej lipoproteiny o malej gestosci 1 (LOX-1, z ang. lectin-like oxidized low-density

lipoprotein receptor-1), ktére wywolujg liczne procesy komoérkowe promujace proces aterogenny.
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Sposréd wazniejszych nalezy wskaza¢ wyrazenie na powierzchni ECs czasteczek adhezyjnych
(m.in. ICAM-1, VCAM-1, biatko chemotaktyczne monocytéw 1 — MCP-1, z ang. monocyte che-
moattractant protein 1 czy selektyna E). LOX-1 po przylaczeniu oxLDL dodatkowo wywotuje
dysfunkcje eNOS z obnizeniem stezenia NO, przejscie ECs w komoérki mezenchymalne, co
wiaze si¢ z nadmierng ich proliferacja, migracjq i synteza macierzy pozakomoérkowej, ich sta-
rzenie (z ang. senescence), indukcje proceséw prowadzacych do $mierci komoérkowej, utrate in-
tegralnosci bariery §rodblonka czy modyfikacje epigenetyczne (Catar et al. 2022; Poznyak et
al. 2021). Nieszczelne polaczenia mi¢dzykomoérkowe wynikajace z obumierania lub nadmiernej
proliferacji stanowia kolejng droge, ktora LDL wnika w strukture $ciany naczynia (Cancel and
Tarbell 2010) — patrz Rys. 4.

Opisane powyzej procesy definiuja dysfunkcjonalnosé ECs zgodnie z hipoteza odpo-
wiedzi na retencj¢. Proces podsrodblonkowej akumulacji 1 sekwestracji LDL w blonie we-
wnetrznej napedza si¢ samoistnie, w typie blednego kotla, generujac postepujace, paralelne
procesy molekularne 1 komérkowe. Warto jeszcze wspomnied, ze wskazane pierwotne zmiany
najczesciej lokalizuja si¢ w obrebie rejonéw podatnych na miazdzyce (gléwnie krzywizn na-
czyn i ich rozgalezien), o nieréwnomiernym i nieregularnym przeplywie krwi 1 wynikajacych
z tego niskich wartosciach WSS, implikujacych dodatkowe, omoéwione juz wyzej procesy pro-
aterogenne (D. A. Chistiakov, Orekhov, and Bobryshev 2017).

Ekspresja czasteczek adhezyjnych oraz chemokin przez ECs skutkuje rekrutacja mo-
nocytéw i ich migracja do przestrzeni podsrédblonkowej. W blonie wewnetrznej monocyty
nabywajg cechy prozapalnych makrofagow (MCs, z ang. macrophages) z ekspresja receptorow
zmiatajacych (SR, z ang. scavenger receptor), w tym receptoréw zmiataczy, klasy A typu L1 typu 11
(SR-AL/IL, z ang. scavenger receptor, class A type I/11), SR-BI, CD36, LOX-1 czy receptotow fo/l-
podobnych (TLR, z ang. #//-like receptor) (M. Y. Wu et al. 2017). Za posrednictwem wspomina-
nych receptoréow, MCs intensywnie fagocytuja czasteczki LDL. Wewnatrzkomoérkowe szlaki
wytwarzajq zestryfikowany oraz wolny cholesterol, ktory nie moze zosta¢ uwolniony z proza-
palnych MCs, u ktérych ekspresja transporteréw cholesterolu jest zmniejszona. Zwiazki te od-
kladajq si¢. Powstaja komoérki piankowate (FCs, z ang. foam cells) (Dimitry A. Chistiakov et al.
2017) — patrz Rys. 5. Co wigcej, MCs indukuja stan zapalny w obrebie §ciany naczynia poprzez
wydzielanie czynnikdéw prozapalnych, w tym IL-18, interleukiny 6 (IL-6, z ang. znterlenkin 0)
1 TNF-a, a takze w wyniku zwickszonej produkcji ROS i enzymoéw proteolitycznych. Przyczy-
nia si¢ to do dalszej aktywacji komoérek naczyniowych, a takze do degradacji macierzy i desta-
bilizacji — powstalej wskutek dalszej progresji miazdzycy — blaszki miazdzycowej (Milutino-

vi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020; M. Y. Wu et al. 2017). Mediatory zapalne wydzielane
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przez MCs przyczyniaja si¢ do dalszej infiltracji §ciany naczynia przez kolejne MCs oraz inne
WBCs (limfocyty T, limfocyty B i in.). Powstajace nieprzerwanie FCs ulegaja apoptozie,
a zwickszona apoptoza sprzyja powstawaniu martwiczego rdzenia w Scianie naczynia (Miluti-
novi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020) — patrz Rys. 6.

Zgromadzone w przestrzeni podsrédblonkowej MCs ulegaja heterogenizacji. Komorki
te roznicuja si¢ (in. polaryzuja) w odrebne funkcjonalnie fenotypy w odpowiedzi na zaistniate
srodowiskowe bodzce predysponujace. Zasadniczo, definiuje si¢ dwa gléwne fenotypy MCs
— aktywowane klasycznie M1 oraz aktywowane alternatywnie M2 (Bobryshev et al. 2016; Fa-
rahi, Sinha, and Lusis 2021).

Cytokiny produkowane przez komoérki Th1l (m.in. IFN-y, TNF-o, czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow — GM-CSF, z ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), bodzce endogenne (m.in. ox-LDL) oraz bodzZce bakteryjne (m.in. lipopolisa-
charyd — LPS, z ang. /ipopolysaccharide) polaryzuja MCs w kierunku fenotypu M1. Markerami
identyfikujacymi t¢ subpopulacj¢ MCs sa CD68, CD80, receptor interleukiny 1 (IL-1R, z ang.
interlenkin 1 receptor), TLR oraz MHC klasy II. Wydzielaja one znaczne ilosci czynnikéw proza-
palnych, takich jak IL-183, IL-06, interleukina 12 (IL-12, z ang. interlenkin 12), interleukina 23
(1L-23, z ang. interlenkin 23), TNF-a, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL16, CCL2,
CCL3 czy CCLS5, a takze ROS i NO. Stad MCs fenotypu M1 odpowiadaja za inicjacj¢ i pod-
trzymanie stanu zapalnego w $cianie CA, skutkujacego w rezultacie progresja oraz destabiliza-
cja zmian miazdzycowych, co zagraza wystapieniem incydentu zakrzepowo-zatorowego (Bo-
bryshev et al. 2016; Farahi, Sinha, and Lusis 2021).

Fenotyp M2, a doktadniej ich podtyp M2a, powstaje w odpowiedzi na cytokiny produ-
kowane przez komoérki Th2 (m.in. interleukina 4 — 11L-4, z ang. interleukin 4 1 intetleukina 13
— 1L-13, z ang. interlenkin 13). 1dentyfikowane saq na podstawie obecnosci markeréw CID306,
LOX-1, MHC Klasy II, CD163, CD206 oraz CD209. Wydzielane przez M2a cytokiny i che-
mokiny (m.in. IL-1R, interleukina 10 — IL-10, z ang. znterlenkin 10, TGF-3, CCL17, CCL18,
CCL22, CCL24) maja wlasciwosci przeciwzapalne. Komorki te moduluja takze wydzielanie
cytokin prozapalnych oraz odpowiadaja za rekrutacje komoérek promujacych naprawe uszko-
dzent 1 odbudowg objetych chorobg naczyniows tkanek. IL-13, LPS, antagonista IL-1R (IL-
1RA, z ang. interlenkin 1 receptor antagonist) oraz kompleksy immunologiczne indukuja podtyp
M2b, wykazujacy ekspresje markerow CD86 oraz MHC klasy II. Komorki te wydzielaja IL-1,
IL-6, IL-10, TNF-a i CCL1 oraz biora udzial w szeroko rozumianej immunoregulacji. Kolej-
nym podtypem powstalym w wyniku zadzialania 11.-10 oraz TGF-§ sa M2c, cechujace si¢
obecnoscig na powierzchni markeréw TLR, CD163 oraz CD206. Wydzielaja one TGF-§, IL-
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10, CCL13, CCL16 oraz CXCL18. Zdolne sa do usuwania komoérek apoptotycznych w proce-
sie eferocytozy. Obecnos¢ réznych podtypéw alternatywnie aktywowanych MCs sprzyja re-
gresji zmian miazdzycowych poprzez hamowanie stanu zapalnego, tlumienie prozapalnej sy-
gnalizacji, usuwanie martwych komoérek oraz naprawe zniszczonych tkanek. Zapewnia to takze
stabilizacje¢ blaszek miazdzycowych (Bobryshev et al. 2016; Farahi, Sinha, and Lusis 2021).

Poza klasycznie i alternatywnie aktywowanymi MCs, wyrdznia si¢ wiele innych podty-
péw MCs, o wlasciwos$ciach zaréwno pro- jak i przeciwzapalnych (Farahi, Sinha, and Lusis
2021). Warte wyroznienia sag M(hem) lub M(Hb), indukowane przez hem lub kompleks hemo-
globina-haptoglobina. Komorki te sa w stanie eliminowac cholesterol, co zapobiega akumulacji
lipidow i powstawaniu FCs. Ta cecha decyduje o ich ateroprotekcyjnych wlasciwosciach (Sku-
ratovskaia et al. 2020). Zatem wlasciwa regulacja polaryzacji MCs do odpowiedniego ich feno-
typu moze stanowiC strategia terapeutyczna, zapobiegajaca postgpowi zmian chorobowych,
a nawet umozliwi¢ ich wycofanie.

Oprécz MCs w zmianach miazdzycowych wystepuja rézne podzbiory komorek
T, ktére odpowiednio wykazuja wlasciwosci pro- i przeciwzapalne. Komorki te zostaly juz
kilkukrotnie wspomniane (patrz wyzej). Th modulujg Srodowisko zmian miazdzycowych. Thi,
Th9 czy Th22 pelnia funkcj¢ proaterogenna, podczas gdy Th2, Th17 i limfocyty Treg pelnia
funkcje ateroprotekeyjng (Hedrick 2015). Limfocyty T cytotoksyczne (Tc, z ang. hmphocytes
T ¢ytotoxic) oraz NK gromadzg si¢ w powstajacych zmianach miazdzycowych, na ich wezesnym
etapie, jak i w stadiach zaawansowanych. Towarzysza zmianom wrazliwym, podatnym na pe-
kanie. Komorki te dzialaja lokalnie w obrebie zmian, wytwarzajac cytokiny prozapalne, che-
mokiny i cytotoksyny (Kyaw et al. 2017). Obecnos¢ limfocytéw B takze ksztaltuje przebieg
miazdzycy. Limfocyty B (podzbiér B1) dzialaja przeciwmiazdzycowo, gléwnie dzigki wytwa-
rzaniu immunoglobulin, ktére wiazac si¢ z oxLDL, zmniejszaja jego wychwyt przez MCs.
Wplywaja takze na stabilizacj¢ blaszki miazdzycowej poprzez zwigkszenie liczby MCs feno-
typu M2, ktére to przesuwajg rownowage w kierunku obnizonych pozioméw cytokin proza-
palnych oraz usuwajg komorki apoptotyczne. Funkcje i reaktywnosé podzbioru B2 limfocytow
B $cisle zalezy od srodowiska i stadium zaawansowania zmian miazdzycowych, indukujac ich
przeciwmiazdzycowy lub aterogenny fenotyp (Ma, Mussbacher, and Galkina 2021).

VSMCs zlokalizowane gléwnie w blonie §rodkowej (oraz nielicznie w blonie we-
wnetrznej) nie sa ostatecznie zroznicowane. Réwniez i one odgrywaja szczegdlna role w pro-
gresji choroby naczyniowej. W odpowiedzi na cytokiny prozapalne wytwarzane przez MCs,
limfocyty T 1 B oraz komérki dendrytyczne, VSMCs przechodzg zmiany fenotypowe (Miluti-
novié, Suput, and Zorc-Pleskovic 2020; M. Y. Wu et al. 2017).
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Rys. 4 Na wczesnym etapie aterogenezy dochodzi retencji i sekwestracji lipoprotein o matej gestosci (LDL, z ang. low-density
lipoprotein) w blonie wewnetrznej (1 A\Y proces ten zaangazowana jest przez$rédblonkowa transcytoza, zalezna od receptorow
zmiataczy, klasy B typu 1 (SR-BI, z ang. scavenger receptor, class B type I) oraz kinazy typu 1 podobnej do receptora aktywiny
(ALK, z ang. activin receptor-like kinase 1) oraz wymagajaca obecnosci kaweoli. Uwigzione w pods$rédblonkowej przestrzeni
czasteczki LDL ulegaja modyfikacji oksydacyjnej (oxLLDL, z ang. oxidized low-density lipoprotein) @. Czasteczki oxIDL sa wy-
chwytywane przez ECs za posrednictwem lektynopodobnego receptora utlenionej lipoproteiny o malej gestosci 1 (LOX-1,
z ang,. lectin-like oxidiged low-density lipoprotein receptor-1) . wywoluje wzrost ekspresji na powierzchni ECs czasteczek adhe-
zyjnych O. schemat autorski.

\

Rys. 5 Ekspresja czasteczek adhezyjnych na powierzchni ECs skutkuje rekrutacja monocytéw 1 JERN migracja do przestrzeni
podsrédbtonkowej (2 ) gdzie nabywaja cechy prozapalnych makrofagéw (MCs, z ang. macrophages) (3 W2 posrednictwem
receptoréw zmiatajacych (SR, z ang. scavenger receptor) MCs intensywnie fagocytuja czasteczki LDL 0. przeksztalcajac si¢
w komérki piankowate (FCs, z ang. foam cells) (5} Jednoczesnie MCs indukujq stan zapalny poprzez wydzielanie czynnikéw
prozapalnych @), ktore przyczyniaja si¢ do dalszej infiltracii $ciany naczynia przez kolejne WBCs @. Schemat autorski.
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Rys. 6 Powstajace nieprzerwanie FCs ulegaja apoptozie, a zwickszona apoptoza sprzyja powstawaniu martwiczego rdzenia
w $cianie naczynia (1 Y odpowiedzi na mediatory stanu zapalnego wytwarzane przez MCs, VSMCs przechodza zmiany
fenotypowe . Komorki te proliferuja, przebudowuja ECM, migruja O. wspoluczestniczac w progresji blaszki miazdzyco-
wej (4} Réznicujac sie takze w komorki podobne do MCs, intensywnie fagocytujac czasteczki LDL ©. Blaszki miazdzycowe
nacieczone sq réwniez przez inne podzbiory WBCs, ktére ksztaltuja mikrosrodowisko zmiany. Schemat autorski.

Rys. 7 Powstata blaszka miazdzycowa zbudowana jest z martwiczego rdzenia, otoczonego przez MCs i komérki podobne do
MCs, ktére nieustannie fagocytujq czasteczki LDL. Blaszce towarzyszy populacja WBCs, wytwarzajacych cytokiny prozapalne.
W sktad blaszki réwniez wchodzi zmodyfikowana ECM, ktéra wzglednie stabilizuje wrazliwg blaszke miazdzycowa. Zaawan-
sowane blaszki miazdzycowe wykazuja réwniez neowaskularyzacje, co przyczynia si¢ do dalszej ekspansji martwiczego rdzenia
przez lokalne wynaczynienie plytek krwi (PLT, z ang. platelets) i czerwonych krwinek (RBCs, z ang. red blood cells). Po erozji lub
peknigciu blaszki miazdzycowej © uszkodzone ECs wydzielaja zwickszone ilosci czynnikéw prozakrzepowych i zmniejszone

ilosci czynnikéw przeciwzakrzepowych, co skutkuje powiklaniem zakrzepowo-zatorowym @. Schemat autorski.
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VSMCs proliferuja, przebudowuja ECM, migruja. Wykazujq markery i cechy réznych
typow komorek, w tym osteoblastow, chondrocytéw, adipocytow czy FCs pochodzacych
z MCs. Réznicujac si¢ w komoérki podobne do MCs, intensywnie fagocytuja czasteczki LDL,
co prowadzi do odkladania zestryfikowanego oraz wolnego cholesterolu, i nastgpczej ich
apoptozy, przez co wspoluczestnicza w tworzeniu martwiczego rdzenia. Przeksztalcenie
VSMCs w fenotyp osteo- czy chondrogenny z kolei prowadzi do zwapnienia $ciany naczynia
(Milutinovié, suput, and Zorc-Pleskovic 2020; M. Y. Wu et al. 2017).

W wyniku intensyfikacji powyzej opisanych proceséw w $cianie naczynia tworzy si¢
— 1 nastgpnie powigksza — blaszka miazdzycowa (patrz Rys. 7). Zbudowana jest z martwi-
czego rdzenia, otoczonego przez MCs i komérki podobne do MCs (pochodzace z VSMCs),
ktére nieustannie fagocytuja zdeponowane czasteczki LDL. Blaszce towarzyszy populacja
WBCs, obecne w tym regionie w duzych ilosciach, wytwarzajacych cytokiny prozapalne i che-
mokiny, ktére aktywujg komorki naczyniowe (ECs, VSMCs, fibroblasty). W sklad blaszki réw-
niez wchodzi zmodyfikowana ECM, ktora wzglednie stabilizuje wrazliwa blaszke miazdzycowa
(Libby, Ridker, and Hansson 2011; Milutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovic 2020). Zaawanso-
wane blaszki miazdzycowe wykazuja réwniez neowaskularyzacje. Lokalne wynaczynienie PLT's
1 czerwonych krwinek (RBCs, z ang. red blood cells) przyczynia si¢ do dalszej ekspansji martwi-
czego rdzenia (Milutinovié, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020). Narastajace zmiany miazdzy-
cowe przyczyniaja si¢ do zaburzenia przeplywu krwi przez naczynie. Niewydolnos§é krazenia
w rezultacie moze doprowadzi¢ do niedokrwienie migénia sercowego, ostrej choroby niedo-
krwiennej i zgonu (Looser, Kim, and Feldman 2016). Po erozji lub peknigciu blaszki miazdzy-
cowej uszkodzone ECs wydzielaja zwigkszone ilosci czynnikéw prozakrzepowych (m.in. vWF,
selektyne P, TXA21in.) oraz zmniejszone ilosci czynnikéw przeciwzakrzepowych, co skutko-
wa¢ moze dodatkowymi powiklaniami zakrzepowo-zatorowymi (Milutinovi¢, Suput, and
Zorc-Pleskovic 2020; M. Y. Wu et al. 2017).

Pomimo prowadzonych w ostatnich latach licznych badan, ztozona patogeneza cho-
roby naczyniowej nadal pozostaje niejasna. Niemniej jednak pojawiajace si¢ nowe techniki po-
miarowe 1 metody badawcze z zakresu inzynierii biomedycznej dostarczaja istotnych wskazo-
wek dotyczacych rozwoju miazdzycy, rzucajac wyzwanie tradycyjnym zalozeniom. Stanowi to
podioze nowatorskich metod terapeutycznych, celowanych na molekularny i komérkowy pa-

tomechanizm choroby.
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1.2 Stenty wienicowe — jedna ze strategii terapeutycznych w przebiegu
miazdzycy

Sposréd strategii terapeutycznych, stosowanych w przebiegu miazdzycy nalezy wymie-
ni¢ intensywna farmakoterapie, przezskorna interwencje wiencowa (PCI, z ang. percutaneons co-
ronary intervention), inaczej okreslang mianem przezskornej srédnaczyniowej angioplastyki wien-
cowej (PTCA, z ang. percutaneons transluminal coronary angioplasty) oraz pomostowanie aortalno-
wiencowe (CABG, z ang. coronary artery bypass grafting). We wczesnych stadiach miazdzycy,
u pacjentow z nieznacznym zwezeniem CA podejmuje si¢ proby leczenia farmakologicznego.
PCI stosowana jest w momencie, gdy zwezenie CA jest umiarkowane lub zaawansowane (in.
klinicznie istotne), z kolet CABG — bedace technika chirurgiczng — stanowi metodg ostatnie;
szansy w przypadku powaznych juz niedroznosci w ukladzie CAs (Korei et al. 2022).

Sposréd wyzej wymienionych metod leczniczych, to PCI jest obecnie najczesciej po-
dejmowana. Stanowi ona niechirurgiczna, minimalnie inwazyjna procedure, majaca na celu po-
szerzenie — powstalego w przebiegu miazdzycy (patrz Rys. 8) — zwezenia §wiatla CA lub
przywrocenie droznosci po catkowitym jej zamknigciu. Obejmuje ona rézne techniki, z kto-
rych najczesciej stosowane sa balonowanie zwezonego odcinka czy umieszczenie wewnatrz-
naczyniowo stentu — patrz Rys. 9. Nadrzednym celem podjetego dzialania terapeutycznego
jest zapewnienie niezakléconego przeplywu krwi i poprawa perfuzji migs$nia sercowego,
a w rezultacie niedoprowadzenie do martwicy wybranych jego obszaréw (Ahmad et al. 2022;
Malik and Tivakaran 2023). Procedura ta cechuje si¢ wzglednie niskim odsetkiem powiklan
1 réznorodnymi korzy$ciami, w tym zapewnia dlugotrwala drozno$¢ naczynia. Towarzyszaca
PCI implantacja stentu wiaze si¢ z mniejszym ryzykiem restenozy (patrz dalej) w poréwnaniu
z PCI polegajacej na samym balonowaniu zwezonego naczynia. Dodatkowo, PCI jest latwiej-
sza technicznie 1 mniej inwazyjna w poréwnaniu z CABG (Korei et al. 2022).

Wszczepiane podczas PCI stenty sercowo-naczyniowe (z ang. cardiovascular stents) sta-
nowia rozprezalne (samorozprezalne lub rozprezalne balonem), rurkowate struktury, ktore
przypominajq siatke. Wyrdznia si¢ rozne ich rodzaje. Do wazniejszych, czgsto wykorzystywa-
nych, naleza stenty metalowe (BMS, z ang. bare metal stend), stenty uwalniajace leki (DES, z ang.
drug eluting stents) oraz stenty bioresorbowalne (BRS, z ang. bioresorbable stents), ktore systema-
tycznie zaczely si¢ pojawiac wraz z rozwojem inzynierii biomedycznej (Korei et al. 2022).

BMS s3 pierwszym rodzajem stentéw wprowadzonych do leczenia zwezen CA. Wyko-
nane zwykle ze stopu kobaltu i chromu (stop Co-Cr), stali nierdzewnej 316L (316L SS, z ang.
316L. stainless steel), stopu platyny 1 irydu (stop Pt-Ir) czy stopu niklu i tytanu (stop Ni-Ti, in.

nitinol). Wykazuja doskonale wlasciwosci mechaniczne i z powodzeniem sa w stanie utrzymac
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drozno$¢ naczynia. Jednak, jedna z gléwnych wad w ich stosowaniu to towarzyszacy nad-
mierny rozrost neointimy (NIH, z ang. neointimal hyperplasia — patrz dalej), prowadzacy do po-
nownego, stopniowego zwezenia $wiatla naczynia. Zwiazana z tym zwickszona potrzeba po-
wtornych rewaskularyzaciji okazala si¢ czynnikiem ograniczajacym stosowanie BMS w latach

90. XX wieku (Korei et al. 2022).

{

Rys. 8 Choroba wieicowa (CHD, z ang. coronary heart disease) obejmuje stany niedokrwienia migsnia sercowego, ktére zwigzane
s4 z postepujacymi zmianami miazdzycowymi w CA. Zaawansowane zmiany naczyniowe moga skutkowa¢ znacznym ograni-
czeniem przeplywu krwi w CA lub jego catkowitym ustaniem. W takim przypadku, niezbedne jest podjecie odpowiednich
dzialan terapeutycznych majacych na celu przywrécenie niezakléconego przeplywu krwi przez migsient sercowy i niedopro-
wadzenie do martwicy wybranych jego obszaréw funkcjonalnych. Schemat autorski.

'y J

Rys. 9 Schematyczne przedstawienie idei przezskornej interwencji wienicowej (PCL, z ang. percutaneons coronary intervention)
z implantacjq stentu kardiowaskularnego, ktérego element strukturalny oznaczono na schemacie (1 JA\Y wyniku podjetego
dzialania terapeutycznego, poprzez wywolanie odpowiedniej zmiany geometrii 9 objetego choroba miazdzycowa odcinka
naczynia, nastgpuje poszerzenie zwezonego $wiatta CA lub przywrdcenie jej droznosci po catkowitym zamknigciu. Zapewnia
to wlasciwy przeplyw krwi i poprawia perfuzje mig$nia sercowego. Schemat autorski.
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DES stanowig nastgpng generacj¢ stentow, uznang za trzecia rewolucje w kardiologii
interwencyjnej (odpowiednio po — pierwszej — balonowaniu naczynia w procedurze PCI
1 po — drugiej — wprowadzeniu BMS). Nadrzednym ich zadaniem byto ograniczenie stanu
zapalnego w naczyniu oraz zmniejszenie prawdopodobienistwa restenozy w stencie (ISR, z ang.
in-stent restenosis) — patrz dalej. Stenty te skladaja si¢ z platformy, na ktora zostala naniesiona
powloka polimerowa 1 zwiazany z nig zwigzek immunosupresyjny (w tym deksametazon i in.)
lub antyproliferacyjny (w tym sirolimus, zotarolimus, ewerolimus i in.). DES umozliwia specy-
ficzne dla miejsca, kontrolowane uwalnianie wprowadzonego leku, co zapobiega NIH (Korei
et al. 2022). Niemniej jednak zwigzki te miejscowo hamuja réwniez podziaty ECs oraz komé-
rek odpowiedzialnych za gojenie si¢ pozabiegowej rany (Meraj, Jauhar, and Singh 2015). To
zjawisko, pomimo ze pozadane w odniesieniu do komoérek neointimy, w stosunku do ECs
uznaje si¢ za gléwng wade DES.

Kolejno wprowadzono do uzycia BRS, wykonane na bazie polimeréw lub metali. Spo-
$r6d polimeréw stosowane sa m.in.: poli(kwas mlekowy) czy kopolimer kwasu mlekowego
1 kwasu glikolowego. Do biodegradowalnych materialéw na bazie metali zaliczy¢ nalezy stopy
magnezu 1 zelaza. Idea BRS polega na zapewnieniu czasowego wsparcia naczynia podczas go-
jenia, po czym struktura implantu ulega degradacji i stopniowej resorpcji przez organizm,
sprzyjajac jednoczesnie przywroceniu wlasciwych funkeji wazomotorycznych naczynia. Obec-
nie, to wlasnie na magnezie i jego stopach opierajg si¢ najnowsze innowacje w technologii
stentéw BRS. Charakteryzuja si¢ one zaréwno doskonala biodegradowalnoscia, bezpieczen-
stwem biologicznym i obiecujacymi wlasciwosciami mechanicznymi, przy zmniejszonym ry-
zyku ISR (Ang et al. 2017; Korei et al. 2022; Tsakiris, Tardei, and Clicinschi 2021). Niemnie;
jednak i dla BRS przeprowadzone badania randomizowane wskazaly dzialania niepozadane.
Szczegdlnym analizom poddawano poziom powrotu fizjologicznych funkcji wybranego od-
cinka naczynia po zabiegu (ruchliwo$¢, geometria i WSS). Opisano, ze poziomy te nie odbie-
galy znaczaco dla tych, scharakteryzowanych u pacjentéw, u ktérych zastosowano DES. Co
wigcej zaobserwowano rowniez znaczy wzrost czgstosci podejmowanych rewaskularyzacji czy
zwickszone ryzyko zakrzepicy (S. Buccheri and Capodanno 2019). Zatem 1 dla czwartej rewo-
lucji w kardiologii interwencyjnej wykazano utomnosci, ktére ciagle ograniczaja mozliwosé
wprowadzenia BRS do powszechnego uzycia.

Nadal prowadzi si¢ wiele badan nad rozwojem coraz to nowszych koncepcji stentow,
celem opracowania tego wzglednie idealnego. Strategie te jednak nie ograniczaja si¢ do poszu-
kiwania materiatu, z ktérego stent zostanie wykonany badz przeprojektowania jego geometrii.

Podejmowane sa proby opracowania powloki, modyfikujacej powierzchni¢ obecnie
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stosowanych w klinice stentéw, ktéra wykaze aktywnos¢ biologiczna wobec komoérek naczy-
niowych. Za tym trendem podaza tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej.

Roboczo strategie modyfikacji powierzchni stentéw warto podzieli¢ na nastepujace ka-
tegorie:
(1) modyfikacje mikrostruktury powierzchni stentu lub jej wlasciwosci fizyko-chemicz-
nych,
(2) wprowadzenie na powierzchnig stentu czasteczek bionicznych (inspirowanych zwigz-
kami naturalnie wystepujacymi),
(3) interwencja w funkcje biologiczne komérek naczyniowych i modyfikacja ich odpowie-
dzi (co poniekad wiaze si¢ z punktem wczesniejszym) za posrednictwem czasteczek
bioaktywnych.
Niniejsze dzialania maja na celu promowanie rozwoju warstwy $rédbtonka na powierzchni
implantu (in. re-endotelializacj¢), poprzez indukcje¢ migracji, adhezji i proliferacji okolicznych,
nieuszkodzonych ECs badz stworzeniu warunkéw sprzyjajacych zasiedlaniu materialu przez
komérki progenitorowe srédblonka (EPCs, z ang. endothelial progenitor cells) czy mezenchymalne
komorki macierzyste (MSCs, z ang. mesenchymal stem cells). EPCs 1 MSCs to typy komorek wy-
kazujacych potencjat do kierunkowego réznicowania si¢ w dojrzate ECs. Szybka re-endotelia-
lizacja powierzchni implantu i miejsca, gdzie zostal wszczepiony stanowi obecnie jedng z waz-
niejszych strategii zapobiegania NIH oraz ISR. Powstajaca kompetentna warstwa $rédblonka
naczyniowego ponadto ma za zadanie ostoni¢ VSMCs przed kontaktem ze stymulujacymi je
czynnikami wzrostu 1 bodZcami odpowiadajacymi za ich patologiczne transformacje fenoty-
powe. Przywrécenie tych — i innych, licznych (patrz 1.1 Patomechanizm miazdzycy) — zdol-
nosci ECs pozwoli przywréci¢ homeostaze mikro§rodowiska $ciany naczynia (Bian et al. 2022).

Komoérki naczyniowe sa wrazliwe na zmiany wlasciwosci fizyko-chemicznych po-
wierzchni materiatu, z ktérym sa w bezposrednim kontakcie, co znaczaco wplywa na ich funk-
cjonowanie. W fizjologicznym §rodowisku, oddziatuja one z ECM, ktérg cechuje odpowiednia
mikro- 1 nanostruktura. Prowadzone testy ujawnily znaczne réznice w zdolnos¢ adaptacji ko-
morek do zmiennej chropowatos$ci materiatu (badanej w zakresie 0.1-2.0 um). Wzrost chro-
powato$ci — od wartosci nano- do mikrometrowych — znaczaco sprzyja proliferacji, adhezjt
1 migracji ECs, jednoczesnie hamujac wzrost i rozprzestrzenianie si¢ VSMCs (K. Zhou et al.
2021). Co wigcej, powierzchnia o odpowiedniej mikrostrukturze i wielkodci (w przytoczonym
doniesieniu literaturowym — 15 pm) moze sprzyja¢ tworzeniu przez ECs monowarstwy, co
prowadzi do uporzadkowanego rozmieszczenia komorek na powierzchni materiatu (wartos§é

z zakresu 20-25 pm uznana zostala za krytyczna, do ktorej komoérki nie moga si¢ juz
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zaadaptowaé) (M. L. Wu, Panduranga, and Carman 2018). Topografia powierzchni dodatkowo
reguluje wydzielanie sktadnikéw ECM przez komoérki naczyniowe, co wplywa korzystnie na
pozniejsza biokompatybilno$¢ zastosowanych implantéw (C. Han et al. 2019). Poza struktura
materiatu, wplyw na funkcje komoérek ma wzér wytworzony w obrebie modyfikowanej po-
wierzchni. Periodyczna — 1 nie tylko — mikrostruktura materialu promuje migracje i adhezje
ECs, a co wigcej decyduje o ich przestrzennym rozkladzie na powierzchni implantu, wzdluznie
do wprowadzonego wzoru (Bian et al. 2022; I. G. Kang et al. 2020). Zachodza procesy analo-
giczne, jak te wynikajace z przeptywu krwi, gdzie komorki uktadajg si¢ wzdtuz kierunku prze-
plywajacej krwi, tworzac swoistego rodzaju zlobienia. Do modyfikacji topografii powierzchni
materiatu, z ktérych wykonuje si¢ stenty, stosuje si¢ rozne metody, jak fizyczne lub chemiczne
osadzanie z fazy gazowej, kontrolowane wytrawianie w kwasach, fotolitografie, bezposrednie
laserowe modelowanie interferencyjne 1 wiele innych technik (Bian et al. 2022).

Sposréd pozostalych parametréw fizyko-chemicznych materiatu, wymienié nalezy hy-
drofilowo$¢ powierzchni zastosowanego metalu, ktéra, dla przykladu, znacznie wzrasta po
obrébcee plazmowej. Wiaze si¢ to z kolei z nasileniem rekrutacji ECs przez opracowang po-
wierzchni¢ (Shim et al. 2018). Modyfikacja fadunku powierzchniowego materialu moze odpo-
wiada¢ za korzystng adsorbcje biatek ECM, co moze regulowac funkcje komoérek naczynio-
wych (T. Liu et al. 2014). Prowadzono badania oceniajace wplyw sztywnos$ci materiatu na sto-
pien adhezji 1 proliferacji ECs, ktora byla ograniczona na materialach o obnizonej sztywnosci,
a promowana na tych o wigkszej. Niemniej jednak komérki hodowane na powierzchni o mniej-
szej sztywnosci zachowywaly w wickszym stopniu swoiste funkcje srédblonka niz hodowane
na twardej powierzchni (Chang et al. 2017). Wlasciwosci magnetyczne materialéw réwniez
znaczaco wplywajaq na zachowanie komoérek. Namagnesowana powierzchnia materialu moze
zapewni¢ wysoka adsorpcje magnetycznie znakowanych EPCs, a pole magnetyczne o niskie;
czestotliwosci skutecznie promowac ich wzrost (J. Chen et al. 2019; L. Zhang et al. 2020).

Podsumowujac, metody modyfikujace zaréwno nano- jak i mikrostrukture implantu
oraz inne wlasciwosci fizyko-chemiczne powierzchni maja znaczny wplyw na interakcje mie-
dzy zastosowanym materialem a komérkami naczyniowymi. Nie sposob ich wszystkich scha-
rakteryzowac. Przyczynia si¢ to do promowania wzrostu, migracji i adhezji ECs. W efekcie,
komorki te moga wytworzy¢ funkcjonalng warstwe §rodblonka na powierzchni materiatu, co
jest podstawg wlasciwej re-endotelializacji stentu 1 wynikowej, dlugotrwajacej stabilnosci im-
plantu naczyniowego po zabiegu PCI.

Inna, wymieniong powyzej strategia modyfikacji materialu jest unieruchomienie na

jego powierzchni naturalnych lub syntetycznych czasteczek biologicznych, ktére zapewnia
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wlasciwe mikrosrodowisko dla rozwoju ECs. Sposrdd tych czasteczek wyrdznic¢ nalezy hepa-
ryng, kwas hialuronowy, pozostate biatka ECM (w tym fibronektyna, laminina, wybrane typy
kolagenu) czy specyficzne sekwencje aminokwasowe, ktére moga posredniczy¢ w adhezji, pro-
liferacji 1 roznicowaniu ECs, poprzez zwigzanie si¢ z Srédblonkowymi integrynami lub innymi
komérkowymi receptorami. Funkcjonalizacja stentow z udzialem tych zwiazkéw odbywa sie
poprzez wytworzenie wigzani kowalencyjnych (w tym w reakcji sieciowania — patrz dalej) oraz
za posrednictwem oddzialywan niekowalencyjnych (w tym poprzez oddzialywania elektrosta-
tyczne). Nierzadko molekuly te laczy si¢ takze z innymi zwiazkami, co poprawia stabilno$é
otrzymanej powloki (w tym zastosowanie chitozanu czy poli-L-lizyny) lub zapewnia jej wla-
sciwe zakotwiczenie na powierzchni materiatu (w tym wprowadzenie polidopaminy) (Bian et
al. 2022). Waznym warunkiem jest wlasciwe zwigzanie powloki z powierzchnig stentu, aby
zapobiec jej wymyciu w miejscu docelowego zastosowania. Jest to temat czgsto pomijany
w dyskusji prowadzonej w literaturze naukowej.

Re-endotelializacja powierzchni stentu opiera si¢ na zjawiskach zaleznych od dwoéch
rodzajéw komérek. W przypadku ECs polega na zapewnieniu wiasciwych warunkéw do mi-
gracji komoérek z obszaréow przyleglych do implantu i proliferacji w miejscach z uszkodzona
1 dysfunkcyjna warstwa Srédblonka. W przypadku EPCs strategia oparta jest na ich wstepnym
wychwycie z krazenia 1 indukcji ich réznicowania w dojrzale ECs. Stad podejmowano si¢ me-
tod wplywania zaréwno na sygnalizacje w obrebie ECs jak i EPCs oraz ich wychwytu (patrz
dalej). W tym celu powloki wzbogacano w VEGF, ktory jest kluczowym czynnikiem angioge-
nezy (patrz 1.1 Patomechanizm miazdzycy), sprzyjajacy migracji i proliferacji oméwionych wy-
zej dwoch rodzajow komorek (8. J. Lee et al. 2019; Tan et al. 2020). Inny czynnik — czynnik
pochodzenia stromalnego 1 (SDF-1, z ang. stromal cell-derived factor-1) zwigzano z powierzchnia
stentu, aby zmobilizowa¢ endogenne EPCs (wchodzace w interakcje z SDF-1 za posrednic-
twem receptora CXCR4) 1 naprowadzi¢ je na materialy implantacyjne (W. Wang et al. 2019).
Sposréd wielu innych czasteczek bioaktywnych, do produkcji biofunkcjonalizowanych powlok
zaangazowano czynniki wzrostu fibroblastéw (FGF, z ang. fibroblast growth factor), selenocysta-
ming, kwas siarkowodorowy, kwas cytrynowy, aptamery kwaséw nukleinowych, egzosomy,
kwas galusowy 1 wiele innych (Bian et al. 2022).

Jako ze zaréwno dojrzate ECs, jak i EPCs wyrazaja pewne specyficzne markery po-
wierzchniowe, takie jak CD31, CD34, CD133 czy VEGFR-2, aby zwigkszy¢ adhezje tych ko-
morek na powierzchni implantu podjeto proby wzbogacenia powlok w swoiste przeciwciala.
Takie podejscie umozliwia wychwyt krazacych we krwi EPCs. Immobilizacja przeciwcial na

powierzchni powloki bazowej mozliwa jest za posrednictwem techniki sieciowania (patrz
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dalej), tworzenia mostkéw disulfidowych z eksponowanymi na powierzchni grupami tiolo-
wymi czy za posrednictwem utlenionego lancucha glikanowego, reagujacego z wolnymi gru-
pami aminowymi powierzchni, a takze innych metod (Foerster et al. 2016; Sareto et al. 2020;
Wawrzyniska et al. 2019; West-Livingston et al. 2020). Rozpoznanie odpowiedniego biatka bto-
nowego docelowych komérek naczyniowych przez powierzchniowo zwigzane, wlasciwe zo-
rientowane przeciwcialo, skutkuje rekrutacja ECs lub EPCs, ich zasiedleniem i nastepcza pro-
liferacjq w obrebie wybranego odcinka naczynia (Bian et al. 2022).

Do modyfikacji powierzchni réwniez wykorzystywane si¢ zwiazki, zwickszajace lo-
kalne stezenie NO. Ta gazowa czasteczka sygnalizacyjna stanowi wazny czynnik promujacy
wzrost ECs, jednoczesnie hamujac PLTs, adhezje WBCs i proliferacje VSMCs, zmniejszajac
zatem NIH 1 prawdopodobienstwo ISR (Bian et al. 2022).

Zaproponowany na poczatku podzial metod modyfikacji powierzchni rzeczywiscie
wydaje si¢ tylko roboczym. Podejmowane strategie rzadko bywaja aplikowane pojedynczo.
W wickszosci sq laczone dla lepszego efektu biologicznego proponowanej powloki. Wstepnie
modyfikuje si¢ strukture stentu, aby zapewni¢ wlasciwe pokrycie powierzchni implantu mate-
rialem bazowym. On zapewnia wiasciwe lokalne mikros§rodowisko dla komérek. Do materiatu
bazowego, z pomoca réznych metod, wiaze si¢ czasteczki bioaktywne, aby wywotac¢ wlasciwa
odpowiedz komoérek nowo formowanej warstwy srodblonka. Takie kompleksowe podejscie
ma szans¢ zadziala¢ na zlozony patomechanizm ISR. Sposréd tak wielu koncepcji nie podjeto
jeszcze tematu wprowadzenia na powierzchnig stentu wybranych interleukin (in. cytokin) — co

by¢ moze okaze si¢ przelomowym rozwiazaniem.

1.3  Efekty biologiczne indukowane implantacja stentu

1.3.1 Patomechanizm restenozy w stencie

Pomimo, iz scharakteryzowana powyzej PCI z implantacja stentu kardiowaskularnego
(patrz 1.2 Stenty wieicowe — jedna ze strategii terapeutycznych w przebiegu miazdzycy) sta-
nowi ztoty standard w rewaskularyzacji zwezonej CA i niewatpliwie prowadzi do poprawy ja-
kosci zycia i przezycia milionéw pacjentow rocznie, wigze si¢ z ewentualnym niepowodzeniem,
decydujacym o ograniczeniu dlugoterminowej skutecznosci zabiegu. Sposréd najczestszych,
wskaza¢ nalezy wspomniang powyzej ISR. Ta — rozumiang jako nawrdt zwezenia w miejscu
uprzednio poddanym PCI — zdefiniowa¢ mozna na dwa sposoby: klinicznie — jako nawrét
objawéw dusznicy bolesnej u pacjenta, co wymaga ponownego PCI lub CABG, badz angio-
graficznie — jako zwezenie $wiatla o wigcej jak 50%, w okresie obserwacji 3—6 miesigcy po

przebytym zabiegu (Clare et al. 2022; Cornelissen and Vogt 2019; Jung et al. 2022).
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Mechanizmy lezace u podstaw ISR nie zostaly jeszcze w pelni wyjasnione. Niemniej
jednak, cztery $cisle powiazane ze soba czynniki wydaja si¢ odgrywaé szczegdlng role w tym
procesie — uszkodzenie 1 obnazenie $rédbtonka, jako skutek uboczny zabiegu, nasilenie pro-
ces6w zapalnych z dalszym gromadzeniem si¢ monocytow w przestrzeni podsrodblonkowej,
transformacja VSMCs oraz migracja fibroblastow. Wskazane zjawiska przyczyniajg si¢ do
NIH, stanowiacej pointerwencyjny, patologiczny proces, podczas ktérego dokonuje si¢ prze-
budowa blony wewnetrznej §ciany CA (D. Buccheri et al. 2016; Clare et al. 2022). Prowadzi to
do stopniowego jej pogrubienia, ponownej utraty droznosci CA, a wigc ISR oraz nawrotu kli-
nicznych cech niewydolnosci krazenia wienicowego (Rekhi et al. 2022).

Podczas PCI stosowane sg wysokie ci$nienia wypelnienia balonu (rzedu kilku- lub kil-
kunastu atmosfer) (Dirschinger et al. 1999), stuzace wlasciwemu rozprezeniu i wprasowaniu
struktury stentu w §cian¢ CA oraz wywolujace odpowiednia zmiang geometrii wybranego od-
cinka naczynia. Jednoczasowo generuje to duze sily, ktore dzialajac na $ciang naczynia wywo-
tuja uraz cisnieniowy (in. barotraume). Przyczynia si¢ to do krétko- 1 dlugoterminowych zmian,
ktérych nastepstwa odgrywaja znamienna rol¢ w patomechanizmie powiklan po interwencjt
naczyniowej — patrz dalej (Cornelissen and Vogt 2019). Reakcja komoérek Sciany CA na me-
chaniczne uszkodzenie naczynia definiuje, czy procesy naprawcze spowoduja wytworzenie
ochronnej, cienkiej blony wewnetrznej, czy przerosnigtej, pogrubionej neointimy (Jung et al.
2022). Stad patomechanizm ISR warto rozwazy¢ w kontekscie zaistniatych dysfunkcjonalnosci
poszczegolnych grup komérek budujacych CA czy proceséw zaleznych od komoérek, nieobec-
nych w jej Scianie w stanie zdrowia, a wchodzacych w sklad zmian charakterystycznych dla
choroby naczyniowej.

Pierwszymi komoérkami wartymi uwagi sa ECs, ktore realizuja ztozone procesy zapew-
niajace wlasciwe funkcjonowanie naczynia (patrz 1.1 Patomechanizm miazdzycy). Niemnie;
jednak, efektywnos¢é tych proceséw jest znacznie ograniczona, co jest wynikiem przewlekaja-
cego si¢, aktywnego procesu zapalnego bedacego istotna determinanta progresujacej miaz-
dzycy. Na przewlekly stan zapalny naklada si¢ ostra reakcja zapalna wynikajaca z zaistniatego
urazu (Clare et al. 2022).

Jako wynik, obserwowana jest nieréwnowaga w produkowanych przez ECs substan-
cjach bioaktywnych. Sposrod przedstawicieli EDRFs, wyr6zni¢ nalezy NO, ktérego poziom
nie wystarcza do wlasciwej kontroli napigcia naczynia, a niskie jego stezenia sprzyjaja niekon-
trolowanej migracji i proliferacji VSMCs (Napoli et al. 2013). Inna, fizjologicznie wazng funk-
Cjq tej czasteczki — uposledzong w zwiazku z jej nieadekwatnym wytwarzaniem przez §rod-

blonek — jest ograniczanie agregacji i adhezji PLTs (Cornelissen and Vogt 2019; Yu et al.
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2019). Synergistycznie z NO dziala inny przedstawiciel EDRFs, jakim jest PGI,, ktora poza
swoimi wlasciwosciami rozkurczajacymi naczynia krwiono$ne, oddziatuje takze z PLTSs, bedac
inhibitorem ich agregacji (Cornelissen and Vogt 2019). Zaistniala podczas zabiegu barotrauma
wplywa takze na poziom EDCFs (w tym ET-1, TXA2, Ang II). Zwi¢kszeniu ulega ich uwal-
nianie z ECs, co prowadzi do wazokonstrykeji, ktéra przeciwstawia si¢ mechanicznej prébie
rozszerzenia naczynia (Cornelissen and Vogt 2019). Jednym z istotniejszych przedstawicieli
mediatoréw zwezenia CA jest TXAZ2, bedacy czynnikiem kluczowym w procesie aktywacit
PLTs (Niccoli et al. 2008). Zatem, ograniczona liczba ECs, zmniejszona ilo§¢ wytwarzanych
EDRFs (w tym NO i PGL) oraz zwigckszenie udziatu EDCFs (w tym TXA2) znaczaco ogra-
nicza aktywno$¢ przeciwplytkowa pozostalych ECs. Prowadzi to do odkladania si¢ PLT's
w miejscu urazu z jednoczesna ich degranulacja, co sprzyja tworzeniu zakrzepdéw oraz przy-
czynia si¢ do progresji, juz istniejacego w obrebie naczynia, stanu zapalnego (Clare et al. 2022).

Nagle mechaniczne manipulacje w obrebie naczynia, niszcza Srédblonkowe polacze-
nia miedzykomoérkowe a takze te, ktore zapewniaja kontakt ze skladnikami ECM. Pelniona
przez ECs rola wybidrczej bariery zostaje uposledzona. Sprzyja to dalszemu, nadmiernemu
wychwytowi krazacych LDL, zapoczatkowanemu juz wczesniej. Indukowana wszczepieniem
stentu odpowiedz zapalna dodatkowo sprzyja rekrutacji monocytéw do miejsca umieszczenia
implantu. Komérki te réznicujg si¢ w MCs, a po wchlonigciu LDL w FCs, co wtoérnie nasila
rozwdj zmian miazdzycowych w nowo powstajacej, pogrubionej blonie wewnetrznej, z poz-
niejszym wytworzeniem nekrotycznego rdzenia. Stanowi to podioze opisywanej obecnie neo-
miazdzycy (z ang. neoatherosclerosis) (Wassif and Welt 2023), ktéra moze rozwinac si¢ juz w rok
po PCI. Dla poréwnania NIH jest powiklaniem typowo obserwowanym w okresie 6—12 mie-
siecy po PCI (Jung et al. 2022).

Realizacja wlasciwych dla ECs funkcji uzalezniona jest od WSS (patrz 1.1 Patomecha-
nizm miazdzycy). Wynikaja one z aktualnego wzorca przeplywu krwi, ktéry modytfikowany jest
przez obecnos¢ wewnatrznaczyniowych asymetrii lub przeszkod. Proces wszczepienia sztyw-
nych ram stentu prowadzi do zmian geometrii tetnicy i powstania ogniskowych nieregularnosci
WSS. Lokalne niskie wartosci WSS nasilaja w ECs ekspresj¢ genéw prozapalnych (w tym cza-
steczek adhezyjnych i cytokin chemotaktycznych), wzmacniajac w ten sposob stan zapalny
wywolany urazem. Obserwowane jest przejScie srédblonkowo-mezenchymalne (EndoMT,
z ang. endothelial-mesenchymal transition), modulowane przez WSS i uwalniany TGF-8. W wyniku
EndoMT, ECs nabywaja cech komérek mezenchymalnych 1 stajg si¢ zrédlem komorek po-
dobnych do VSMCs, przez co kontrybuuja w rozwoju NIH. Poprzez zwigkszenie ekspresji
plytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF, z ang. platelet-derived growth factor), ET-1, VEGF
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oraz przez osltabienie §rédblonkowej ekspresji inhibitora aktywatora plazminogenu 1 (PAI-1,
z ang. plasminogen activator inhibitor 1) promowana jest proliferacja 1 migracja VSMCs. VSMCs
réwniez — w sposob niezalezny od ECs — odpowiadaja na zaburzony, dotychczas chroniacy
naczynie, przeplyw laminarny. Odpowiadaja regulacja w gore ekspresji PDGF 1 ostabieniem
odpowiedzi na TGF-B — silny supresor ich proliferacji. W rezultacie skutkuje to przejsciem
neointimalnych VSMCs od spoczynkowego, kurczliwego fenotypu do fenotypu syntetycz-
nego, wytwarzajacego wigksze ilosci czasteczek ECM, a tym samym przyspieszajac progresje
NIH (Cao et al. 2022; Jenei et al. 2016; Koskinas et al. 2012).

Warto nadmienié, ze oprocz naglych zmian, wywolanych przez stent, zaawansowany
NIH réwniez indukuje zmiany w strukturze naczynia, tym samym obserwowane sa dlugoter-
minowe transformacje parametréw hemodynamicznych srodowiska, ktére dodatkowo sprzy-
jaja progresji uprzednio powstaltych, natywnych zmian chorobowych (Jenei et al. 2016; Koski-
nas et al. 2012).

Ekspozycja na powierzchni ECs czasteczek adhezyjnych (w tym ICAM-1, VCAM-1
czy selektyna E) sprzyja dalszej rekrutacji monocytéw, ktére w przestrzeni pod blona we-
wnetrzng roznicuja sic w MCs, uwalniaja cytokiny, takie jak IL-18, IL-6 czy IL-8 i wywieraja
dalsze dzialanie zapalne na ECs. Skutkuje to modyfikacja lokalnego srodowiska naczynia, po-
ciggajac za soba konsekwencje omoéwione juz w przypadku patogenezy miazdzycy (patrz
1.1 Patomechanizm miazdzycy). Czynniki uwalnianie przez MCs sprzyjaja takze proliferacji
1 migracji VSMCs. Za przykiad moze postuzy¢ metaloproteinaza macierzy 8 (MMP-8, z ang.
matrix metalloproteinase 8), ktora zostala uznana za regulator réznicowania komorek zasiedlaja-
cych przydanke w VSMCs, co sprzyja tworzeniu neointimy (Jung et al. 2022; F. Yang et al.
2020).

Uszkodzenie ECs wiaze si¢ ze zmniejszeniem aktywnosci ektonukleotydazy
NTPDazyl/CD39, co prowadzi do zwigkszonej lokalnej biodostepnosci adenozyno-5’-difos-
foranu (ADP, z ang. adenosine-5"-diphosphate). ADP z kolei wyzwala rekrutacje i agregacje PLTs,
z jednoczesng ich degranulacja. Ponadto, w wyniku uszkodzenia ECs, mechanizmy antykoa-
gulacyjne oparte na antytrombinie III (normalnie wiazacej si¢ z siarczanem heparanu w gliko-
kaliksie ECs) i trombomodulinie (poprzez wiazanie trombiny, stanowigcej jej inhibitor) ulegaja
wyczerpaniu. Aktywnosé dwoch silnych inhibitoréw aktywacji PLTs zostaje istotnie ograni-
czona. Jednoczesnie obserwowana jest nasilona ekspresja w ECs czynnikow sprzyjajacych two-
rzeniu wléknika oraz promujacych adhezje i agregacje PLTs (w tym TF — przeksztalcajaca
fibrynogen w fibryne, vWI — patrz dalej czy selektyna P — przemieszczana z cialek Weibela-

Palade’a do blony komérkowej ECs, rekrutujaca PLTs). Dodatkowo, prowadzone manipulacje
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w obrebie zmienionego patologicznie naczynia nieuchronnie prowadza do fizycznego obnaze-
nia warstwy $rédblonka 1 ekspozycji prozakrzepowych sktadnikéw blony wewnetrznej. Stad
wynika, ze deregulacja mechanizméw koordynujacych przeciwzakrzepowa rola ECs, prowadzi
do nastepczych powiklan zakrzepowo-zatorowych w obrebie odcinka CA po PCI (Jung et al.
2022; Neubauer and Zieger 2022).

Kolejnymi elementami komoérkowymi partycypujacymi w rozwoju ISR sa PLTSs, nie-
jednokrotnie wspominane juz wyzej.

Po uszkodzeniu CA PLT's adheruja do odstoni¢tych biatek ECM. Naste¢pnie, w wyniku
zadziataniu agonistow — do ktorych naleza ADP, TXA2, trombina, a takze czynnik aktywu-
jacy plytki (PAF, z ang. platelet-activating factor) — dochodzi do ich aktywacji. Nastepuje uwol-
nienie (in. degranulacja) ziarnistosci bogatych w bialka adhezyjne (w tym fibrynogen, vWT,
selektyne P), czynniki wzrostu (w tym PDGF, TGF-8, VEGF), czynniki krzepnigcia i fibryno-
lizy (w tym PAI-1, TFPI) oraz agonistéw receptoréw. W wyniku interakcji PLTs z uwolnionym
vWTF, nasila si¢ proces wzajemnego ich zlepiania oraz przylegania do $ciany uszkodzonej CA.
W innym mechanizmie, agregacja PLTs zachodzi w warunkach zaburzonego rozkladu WSS,
stymulujacego ECs do produkciji vWF. Czynnik ten, wobec zwickszonych wartosci WSS, wy-
kazuje tendencje¢ do agregacji, tworzac formy multimeryczne. Wychwytuja one krazace PLT's
1 prowadza do ich przylegania do powierzchni §réodblonka (Okhota et al. 2020). Eksponowane
na powierzchni PLTs czasteczki adhezyjne (w tym ICAM-1, VCAM-1, selektyna E czy selek-
tyna P), rekrutuja WBCs do miejsca, w ktorym doszlo do ich aktywacji. Produkowane przez
PLTSs czynniki, takie jak PAI-1 czy PDGF wywieraja dzialanie mitogenne i chemotaktyczne,
stymulujace VSMCs do proliferacji 1 migracji. Nasileniu ulega proces zapalny mediowany po-
chodzacymi z PLTs cytokinami prozapalnymi, odpowiednio IL-18, IL-6 czy IL-8. Wkrétce po
aktywacji, PLTs ulegaja agregacji, wskutek zmian konformacyjnych integryny olIbB3 (in. gli-
koproteiny IIb/IIIa). Ostatecznie proces ten skutkuje ich usieciowieniem, a co za tym idzie,
zakoniczeniem procesu wykrzepiania na stencie 1 w miejscu uszkodzenia naczynia (Clare et al.
2022; Jung et al. 2022; Neubauer and Zieger 2022).

Za gtéwne komorki uczestniczace w formowaniu patologicznej neointimy uwaza si¢
VSMCs oraz komoérki w typie VSMCs. Zatem jest to kolejna grupa warta oméwienia w kon-
tekscie ISR.

Liczne, wskazane wyzej sygnaly biologiczne, pochodzace z ECs, PLTs oraz MCs, od-
dzialuja na VSMCs. W rezultacie traca one swoj spoczynkowy fenotyp kurczliwy, radykalnie
zwickszajac tempo proliferacji. Uczestnicza w przebudowie ECM, syntezujac znaczne ilodci jej

sktadnikéw, takich jak kolagen czy fibronektyna. Jednoczesnie nabyta zdolno$¢ modyfikacji
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ECM ulatwia im migracje z blony srodkowej do tworzacej si¢ neointimy. Aktywowane VSMCs
samodzielnie wytwarzaja znaczne ilodci czynnikéw wzrostu, takich jak TGF-B, ktére zwigk-
szaja, proliferacj¢ 1 migracje rezydujacych w przydance fibroblastow. Te z kolei ulegaja prze-
ksztalceniu, tworzac populacje komérek w typie VSMCs — miofibroblastéw, ktore wspottwo-
rza z VSMCs przerosnigta, pogrubiala, patologiczng blone wewnetrzna. Ustapienie stanu za-
palnego, a takze przywrocenie wlasciwej funkcji srédblonka staje si¢ warunkiem koniecznym,
aby po podjetych przez VSMCs swoistych prébach odbudowy uszkodzen, mozliwe byto wy-

hamowanie tempa ich proliferacji i ich powrét do stanu spoczynkowego (Clare et al. 2022).

Rys. 10 Odcinek CA, uprzednio poddany PCI, w ktérym rozwinela si¢ restenoza w stencie (ISR, z ang. in-stent restenosis),
skutkujaca nawrotem zwezenia. Widoczna jest dysfunkcjonalna, obnazona warstwa srédblonka (1) pod ktéra widoczne sa
intensywnie dzielace sic VSMCs (2} jednoczesnie produkujace zmodyfikowana ECM (3} Migrujace VSMCs stanowia gtowne
komorki odpowiedzialne za przerost neointimy (NIH, z ang. neointimal hyperplasia). Towarzysza im miofibroblasty (4} pocho-
dzace z fibroblastéw przydanki. Miejscami, eksponowane sa prozakrzepowe skladniki blony wewnetrznej, ktére sprzyjaja
adhezji i agregacji PLTS, co skutkuje uformowaniem zakrzepu @.Wsréd komorek neointimy widoczny jest element struktu-

ralny stentu @), a ponizej natywna blaszka miazdzycowa @. Schemat autorski.

Podsumowujac, rozwoj ISR jest zlozony i wieloetapowy. Obejmuje on poczatkowo
obnazenie i utrat¢ ECs, do czego dochodzi podczas PCI i implantacji stentu kardiowaskular-
nego. Zapoczatkowana przez proces miazdzycowy dysfunkcja ECs poglebia sie. Obejmuje ona
nieadekwatne wytwarzanie substancji bioaktywnych, utrate wlasciwosci przeciwplytkowych
1 przeciwzakrzepowych, uposledzenie funkcji barierowej, nasilenie ekspresji gendéw prozapal-
nych, wzrost produkgcji czasteczek adhezyjnych i cytokin prozapalnych, zwickszong rekrutacje
komoérek ukladu odpornosciowego, nadmierng i niekontrolowang proliferacje z przejsciem
EndoMT, stres oksydacyjny oraz stres redukcyjny. Tym zaburzeniom towarzyszy proces ad-

hezji, aktywacji i agregacji PLTSs, z jednoczesna ich degranulacja. Produkowane i uwalniane
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przez ECs, WBCs oraz PLTs czynniki wzrostu 1 mitogeny promuja proliferacj¢ 1 migracje
VSMCs, ktore to jednoczesnie intensywnie syntezuja sktadniki ECM. Towarzysza im inne ko-
morki, ktore na skutek przemian fenotypowych nabywaja cech VSMCs (w tym miofibroblasty,
komorki mezenchymalne). Wszystkie omoéwione procesy prowadza w rezultacie do pogrubie-
nia blony wewnetrznej, NIH i neomiazdzycy — patrz Rys. 10.

Kombinacja wyzej wskazanych proceséw 1ich wspotzaleznosdci wskazuje na ztozonosé
mechanizmu ISR, ktéry w dalszym ciagu nie zostal w pelni poznany. ISR pozostaje istotnym

powiklaniem interwencji naczyniowe;.

1.3.2 Wybrane efekty molekularne i komérkowe zalezne od interleukiny 4 w okresie

przed- i poimplantacyjnym

IL-4 wydzielana jest gléwnie przez wybrane subpopulacje limfocytéw T (w tym Th2
oraz naturalnych zabéjcow — NKT, z ang. natural killer T  cells), bazofile i komoérki tuczne (in.
mastocyty). Sposrod typowych czynnikéw indukujacych produkeje 11-4 wskazaé nalezy kosty-
mulacj¢ wynikajaca z oddzialywania CD40L/CD40. Z kolei czynniki, takie jak IFN-y czy IL-
12, hamuja wytwarzanie omawianej cytokiny (Chandramohan et al. 2017; Mak and Saunders
20006; Shoenfeld 2017).

Wyrdznia si¢ dwa typy receptorow IL-4 (IL-4R, z ang. interlenkin 4 receptor) — typ
I, charakteryzujacy si¢ wysokim powinowactwem, obecny na komérkach hematopoetycznych
oraz typ II o niskim powinowactwie, wykazany na innych typach komoérek. Za posrednictwem
IL-4R typu I, aktywowane s3 trzy mozliwe szlaki sygnatowe, w tym szlak zwigzany z immuno-
regulacjq 1 dwie $ciezki odpowiedzialne za regulacje proliferacji 1 przezycia komérek. Co cie-
kawe, w szlaku sygnalizacyjnym zwiazanym z immunoregulacja posredniczy przekaznik sy-
gnatu i aktywator transkrypcji (STAT, z ang. signal transducer and activator of transcription) 6, ktory
rozpoznaje sekwencje rézniaca si¢ o jeden nukleotyd od tej, rozpoznawanej przez STATT.
Jako ze STAT1 jest czynnikiem transkrypcyjnym zaleznym od IFN-y, wspomniane podobien-
stwo w rozpoznanych motywach DNA moze tlumaczy¢ antagonizm dziatania IL-4 i IFN-y
(patrz dalej). Z pobudzenia IL-4R wynika rowniez aktywacja jadrowego czynnika transkryp-
cyjnego kappa B (NF-uB, z ang. nuclear factor kappa B), bialek nalezacych do rodziny forkbead
box O (FOXO, z ang. forkbead box O proteins) czy biatek c-myc 1 c-fos, co w ogdlnym rozra-
chunku wplywa na procesy komoérkowe zwigzane z wyzej wspomniang proliferacija, réznico-
waniem, apoptoza, cyklem komoérkowym i naprawag DNA (Chandramohan et al. 2017; Mak
and Saunders 2006; Shoenfeld 2017).

Sposréd wielu biologicznych efektow zaleznych od IL-4 wymieni¢ nalezy (Chandra-
mohan et al. 2017; Mak and Saunders 2006; Shoenfeld 2017):
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(1) wplyw na réznicowanie i wzrost podzbioru komérek Th2,

(2) stymulacj¢ wzrostu 1 réznicowania komoérek B, z jednoczesna indukcja MHC klasy 11
1 regulacja procesu przelaczania klas przeciwcial,

(3) wplyw na wzrost mastocytoéw i regulacje odpowiedzi alergicznej,

(4) hamowanie wydzielania prozapalnych chemokin i cytokin (w tym TNF-o i IL-1p) przez
MCs, uposledzenie ich zdolno§¢ do wytwarzania reaktywnych posrednich produktéw
tlenu i azotu oraz blokada indukowanej przez IFN-y ekspresji czasteczek adhezyjnych,
takich jak ICAM-1 i selektyna E.

Przedstawione powyzej fakty decyduja o tym, ze I1L-4 z pewnosciqg mozna uznaé za jedna
z najsilniejszych i plejotropowo dzialajacych cytokin w organizmie, tym bardziej ze ekspresja
IL-4R obserwowana jest w wielu, réznorodnych typach komorek, a ktérej rola skupia si¢ na
antagonizowaniu efektéw indukowanych przez IFN-y.

Przeprowadzone badania, oceniajace stezenie wybranych cytokin w surowicy pacjen-
tow, ktorzy przeszli PCI z zastosowaniem DES dostarczylo ciekawych wynikéw w kwestit
wybranych cytokin, w tym tez IL-4. Ot6z, przedoperacyjny poziom IL-4 byl obnizony u tych
pacjentow, u ktérych rozwinegta si¢ ISR w przeciagu 12 miesiecy od interwencji. Stezenie tej
cytokiny w surowicy poréwnano z jej stezeniem okreslonym w grupie pacjentéw, u ktérych
zmiany charakterystyczne dla ISR nie byly obserwowane. Stad wyciagni¢to wniosek, ze wla-
sciwy poziom 1L-4 moze negatywnie korelowac z wystapieniem powiktan po PCI. Co wigcej,
w tej samej pracy wykazano, ze przedoperacyjny zwickszony poziom cytokin prozapalnych
(w tym TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17A 1 IL-23) moze stuzy¢ predykcji wystapienia ISR. Pogarsza
to rokowanie pacjenta z CHD poddawanych PCI z DES poprzez zwickszenie ekspresji cza-
steczek adhezyjnych w ECs, aktywacje MCs, zwickszona ekspresj¢ metaloproteinaz czy po-
przez posredniczenie w negatywnych skutkach Ang II na naczynie (Sun et al. 2020).

Liczne badania z wykorzystaniem IL.-4 opieraja si¢ na probach modulowania procesow
immunologicznych w kierunku wygaszenia stanu zapalnego powstalego w miejscu wprowa-
dzenia implantu. Dokonuje si¢ tego poprzez zmiang polaryzacji makrofagéw (patrz 1.1 Pato-
mechanizm miazdzycy).

Nadmierny stan zapalny w miejscu wszczepienia implantu jest czgsto przyczyna zabu-
rzen integracji biomaterialu z okoliczng tkanka. MCs odgrywaja tu szczegdlng rolg, a pozadane
procesy gojenia rany i regeneracji tkanek wymagaja specyficznych profili ich aktywacji. We
wczesnym stadium po implantacji pojawia si¢ ostry stan zapalny, ktéremu towarzysza komorki
fenotypu M1. Jednak pojawienie si¢ komoérek fenotypu M2 moze zalagodzi¢ ten stan, jedno-

czednie sprzyjajac naprawie uszkodzonych tkanek. W przytoczonym badaniu wytworzono
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nanorurki z ditlenku tytanu. Nanorurki wypelniono przeciwzapalng I1.-4, a nastgpnie pokryto
hydrozelem z karboksymetylochitozanu usieciowanego genipin, ktéry z kolei zawieral proza-
palna cytoking — INF-y. Uzyskano w ten sposéb nosniki, ktére byly w stanie aktywowac pro-
zapalny fenotyp M1 poprzez uwalnianie IFN-y w ciagu pierwszych kilku dni, a nast¢pnie in-
dukowac przeciwzapalny fenotyp M2 przez dostarczanie IL-4 w pézniejszym okresie. Bioma-
terial zawierajacy jedynie IL-4 réwniez byt zdolny do modulowania transformacji M1 do M2,
chociaz ze stabszym efektem niz ten zawierajacy zaréwno IL-4 1 IFN-y. Ta obserwacja wyni-
kata z mniejszej liczby MCs w miejscu dziatania biomaterialu. Omoéwiony biomaterial zostat
zaproponowany w kontekscie osteoimplantéw. Co ciekawe, obecnos§¢ 1L.-4 uwalnianej z na-
norurek (w poréwnaniu do nanorurek bez IL-4) pozwolila obserwowac zwickszona ekspresje
przeciwzapalnej Arg-1 oraz IL-10, co potwierdzito skuteczno§¢ nanorurek w kontekscie mo-
dulowania proceséw immunologicznych w kierunku wygaszenia stanu zapalnego takze
1w poézniejszym okresie po implantaciji. Chociaz wplyw modulacji IL-4 na przelaczanie komo-
rek M1 na M2 w protokole przedstawionym w artykule byl nieco stabszy niz wplyw nanorurek
z IL-4 1 INF-y, to mozna oczekiwad, ze nosnik z samg I1.-4 wykaze dobra zdolno§¢ immuno-
modulacyjng wskutek obecnej stymulacji zapalnej zainicjowanej przez poczatkowy uraz lub
implantacje. Taka sytuacja wystepuje niewatpliwie w przypadku postepujacej miazdzycy oraz
implantacji stentu (Gao et al. 2018; M. Li et al. 2018).

Podobne podejscie zaprezentowano w kolejnej przytoczonej pracy. Opracowano po-
wloke na bazie chitozanu i siarczanu dermatanu, ktérg naniesiono warstwowo na polipropyle-
nowg siatke. W kolejnym kroku nalozono warstwy na bazie siarczanu dermatanu z ktérym
zwigzane byly czasteczki IL-4. W ten sposéb na powierzchni materialu uzyskano jednolita
powloke z eksperymentalnie potwierdzonym réwnomiernym rozlozeniem IL-4. Testy wyka-
zaly, ze ilo$¢ 1 czas uwalniania IL-4 z powlekanych implantéw moga by¢ modyfikowane
w oparciu o liczbe warstw powlekajacych implant. Badania 7z vitro wykazaly, ze implanty po-
kryte IL-4 promowaly polaryzacj¢ MCs do fenotypu M2. Co wigcej, po obrébcee i sterylizacit
implantu, bioaktywno$¢ IL-4 zostala utrzymana. Przeprowadzone badania iz vivo pozwolily
stwierdzi¢, ze myszy z wszczepionymi implantami pokrytymi IL-4 wykazywaly zwigkszony
odsetek komoérek M2 1 zmniejszony odsetek M1 w miejscu styku tkanki z implantem. Zmiany
te byly skorelowane ze zmniejszonym tworzeniem torebki wldknistej otaczajacej implant i lep-
sza jego integracja w dalszym etapie (Hachim et al. 2017).

IL-4 wprowadzona do nanorurek tytanowych réwniez naprzemiennie pokrywano algi-
nianem sodu i chitozanem, sieciujac z wykorzystaniem genipin i chlorku wapnia. Zbadano

profil uwalniania I1.-4 1 odpowiedZ komérkowa MCs, wskutek oddzialywania z tak otrzymana
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strukturg. W modelowym roztworze biologicznym, tylko 20% IL-4 wykryto w ciagu pierw-
szych 3 dni. Uwalnianie cytokiny byto wydluzone na kolejne 10 dni. Ocena ekspresji gendéw
1 sekrecji okreslonych biatek w MCs wykazaly, Zze otrzymana powloka zawierajaca 1L-4 zna-
czaco ostabila ich aktywno$¢ prozapalna poprzez obnizenie poziomu mRNA i bialek marke-
réw stanu zapalnego. I1L-4 byla uwalniana w kontrolowany sposéb z usieciowanych warstw
biopolimeréw, osadzonych na nanorurkach, co prowadzito do zaleznej od czasu konwersji
fenotypu MCs (Yiting Li et al. 2019).

Na koniec warto przytoczy¢ prace, ktéra powiazala zmiany fenotypowe MCs z obec-
noscig czasteczek microRNA, stanowiacych endogenne, konserwatywne, niekodujace frag-
menty RNA o dlugosci 20-23 nukleotydow. Czasteczki te uznawane sa za negatywne regula-
tory ekspresji wybranych genéw, co zwigzane jest z ich zdolnoscia do swoistego blokowanie
translacji mRNA. Udokumentowano dodatkowo istotny ich wplyw na rozwdj i progresja NIH,
stanowiacej podioze ISR. W celu zglebienia zagadnienia, przeprowadzono badania na wyizo-
lowanych mysich MCs otrzewnowych i szpikowych. Stymulowano je LPS, w celu osiagnigcia
klasycznie aktywowanych MCs fenotypu M1, wykazujacych charakterystyczne markery (w tym
TNF-a, IL-6 oraz COX-2). Z kolei traktowanie komérek IL-4 pozwolito uzyskac alternatywnie
aktywowany fenotyp M2 o markerach IL-10, PPARy oraz Mrcl. Na tym etapie stwierdzono,
ze ekspresja miR-150 — prekursora mictoRNA — byla znaczaco obnizona w komoérkach
fenotypu M1, a podwyzszona w komérkach fenotypu M2. Co wigcej, niedobér miR-150 sprzy-
jal znacznej regulacji w goére ekspresji markeréw M1, a oslabial ekspresje markeréw M2. Nie-
dobér miR-150 znaczaco promowal takze zmiany fenotypowe, migracje 1 proliferacje VSMCs,
ktére takze partycypuja w NIH (patrz 1.1 Patomechanizm restenozy w stencie), a sq stymulo-
wane przez czynniki produkowane przez MCs fenotypu M1. Wykazano, ze zachowanie
VSMCs moze by¢ niezalezne od typu polaryzacji MCs. W kolejnych eksperymentach w ramach
przywolanej pracy, z udzialem myszy z nokautem miR-150, u ktérych przeprowadzono zabieg
chirurgiczny celowo uszkadzajacy tetnice szyjna zaobserwowano, ze niedobér miR-150 dra-
matycznie zaostrzyl przerost neointimy w 7. 1 14. dniu po zabiegu, w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi (bez nokautu miR-150). Poziomy ekspresji markeréw fenotypu M1 byly znaczaco
podwyzszone w pobranych tetnicach szyjnych u myszy z deficytem miR-150, w poréwnaniu
z tymi, okreslonymi u myszy kontrolnych. Stad wyciagnieto wniosek, ze deficyt miR-150 osta-
bia alternatywna aktywacje¢ MCs, a takze wplywa na VSMCs, co w rezultacie moze sprzyjac
NIH i ISR (Qiu et al. 2020).

Podsumowujac, funkcjonalizacja implantéw poprzez wprowadzenie 1L.-4 moze sprzy-

ja¢ lepszej integracji implantu poprzez wygaszenie stanu zapalnego, kluczowego procesu
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przyczyniajacego si¢ do rozwoju miazdzycy i ISR. W gléwniej mierze bazuje to na indukcjt
w zgromadzonych w zmianach chorobowych MCs przeciwzapalnego ich fenotypu M2. Po-
cigga to szereg innych efektow biologicznych, w tym takze modyfikacje lokalnego srodowiska
CA. Zatem, motywuje to do podjecia préb opracowania stentéw wzbogaconych o 1L-4, przez
co implanty naczyniowe mogg zyskac ciekawa wiasciwosé, zdolng do wplywania bezposrednio

na komoérkowy i posrednio na molekularny patomechanizm CHD.

1.3.3 Wybrane efekty molekularne i komérkowe zalezne od interleukiny 10 w okresie

przed- i poimplantacyjnym

Produkcja 1 wydzielanie 1L-10 indukowane jest obecnoscia cytokin prozapalnych
(w tym TNF-o, IFN-y, IL-6, IL-12), ktére w tym celu aktywuja monocyty, MCs, limfocyty Th2,
ale réwniez i limfocyty B, eozynofile, mastocyty, keratynocyty, hepatocyty i kilka innych typéw
komorek ustroju. Do nasilenia produkeji IL-10 przyczynic¢ si¢ moga réwniez — poza cytoki-
nami prozapalnymi — inne bodzce, takie jak inwazja wewnatrzkomoérkowych patogenéw, nie-
dotlenienie czy nawet promieniowanie UV (Kubo et al. 2017; Mak and Saunders 2006; Markey
et al. 2019; Shouval et al. 2014).

Heterodimeryczny receptor dla 1L-10 (IL-10R, z ang. interlenkin 10 receptor), zlozony
z laficucha IL-10R1 oraz IL-10R2, ulega ekspresji w komoérkach hematopoetycznych, niemnie;
jednak jego ekspresja obserwowana jest réwniez w obrebie innych typéw komoérek. W przy-
padku szlaku sygnalizacyjnego zaleznego od IL-10 — podobnie jak dla IL.-4 — obserwuje si¢
swoistego rodzaju powiazania z prozapalng cytokina, dokladniej z IFN-y. W tym przypadku
to domena zewnatrzkomoérkowa lafncucha IL-10R1 przypomina tg, ktora wystepuje w recep-
torach swoistych dla IFN-y. Biatka, ktére posrednicza w transdukeji sygnatu zaleznego od IL-
10R sg fosforylowane w réznym stopniu, w réznych typach komorek, z czego wynikaja zr6z-
nicowane efekty biologiczne tej cytokiny (Kubo et al. 2017; Mak and Saunders 2006; Markey
et al. 2019; Shouval et al. 2014).

Sposréd wazniejszych bioaktywnosci IL-10 mozna przytoczy¢ nastepujace, IL-10 od-
powiednio (Kubo et al. 2017; Mak and Saunders 2006; Markey et al. 2019; Shouval et al. 2014):

(1) hamuje aktywowang przez NF-»B transkrypcje genéw kodujacych cytokiny prozapalne

(w tym TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-12), ukierunkowujac swoj wplyw na MCs, neu-

trofile, eozynofile i mastocyty. Skutkuje to wyhamowaniem reakcji zapalnych. Istnieja

réwniez dowody na to, ze IL-10 moze destabilizowa¢ mRNA tych cytokin, w tym na-

wet 1 wlasne mRNA,

(2) hamuje zdolno$¢ MCs do wybuch tlenowego badz analogicznych reakeji zaleznych od

zwiazkow azotu,
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(3) promuje reakcje zalezne od limfocytow Th2 poprzez wplyw na ich réznicowanie i ha-
mowanie wydzielania IL-2 i IFN-y przez subpopulacje¢ Thl,

(4) obniza ekspresj¢c MHC klasy II i B7 na komoérkach prezentujacych antygen (APC,
z ang. antygen-presenting cells), tym samym jeszcze bardziej ostabiajac odpowiedZ limfo-
cytow Thl,

(5) wspomaga proliferacje 1 aktywnos$¢ cytotoksyczna limfocytow Tc oraz NK,

(6) promuje wzrost limfocytow B, zwickszajac w nich ekspresje MHC klasy II i nasilajac
produkcje swoistych immunoglobulin,

(7) poprzez regulacje w gore ilodci receptorow dla fragmentu Fe przeciwcial w MCs, nasila
zdolnosci tych komérek do zaleznej od przeciwcial cytotoksycznosci (ADCC, z ang.
antibody-dependent cellular cytotoxicity).

W zwiazku z powyzszym mozna stwierdzi¢, ze 1L-10 modyfikuje zaréwno mechanizmy od-
pornosci wrodzonej, jak 1 nabytej. Stanowi to o jej dziataniu immunosupresyjnym i immuno-
stymulujacym, ktére uzaleznione jest od typu komoérek z nig oddziatujacych. Co wigcej, po-
mimo iz domena zewnatrzkomoérkowa 1L-10 strukturalnie przypomina IFN-y, te dwie cyto-
kiny cechuje kompletnie odmienna rola w organizmie (patrz wyzej).

Analiza ekspresji IL-10R wykazala, ze w ECs w stanie spoczynku oznaczalna jest nie-
wielka ilo§¢ mRNA IL-10R. Niemniej jednak ekspozycja tych komoérek na dziatanie cytokin
prozapalnych — takich jak TNF-o, IL-18 czy IFN-y — skutkuje wyraznym wzrostem po-
ziomu mRNA IL-10R. Efekt ten staje si¢ wyrazniejszy, gdy wskazane powyzej czynniki proza-
palne stymulujg ECs jednoczasowo. Na poziomie bialka, czynniki te takze wywoluja wzrost
ekspresji IL-10R. Co ciekawe, zaobserwowano rowniez, ze inkubacja z witaming D3 takze
skutkuje przejsciowym wzrostem zaréwno mRINA, jak i biatka badanego receptora (Cattaruzza
et al. 2003).

Komoérki kondycjonowane czynnikami wywolujacymi ekspresje IL-10R poddano dzia-
taniu IL-10. Spowodowalo to zalezny od czasu wzrost zarbwno mRNA syntetazy tlenku azotu
3 (NOS-3, z ang. nitric oxide synthetase 3), jak i biatka NOS-3. Wykazano réowniez, ze IL-10 jest
zdolna do przeciwdzialania zmianom w ECs wywolanym przez kondycjonujace je cytokiny
prozapalne w odniesieniu do NOS-3. Po 12-godzinnej inkubacji ECs z mieszaning cytokin
prozapalnych (czyli IL-183, TNF-o i IFN-y) — celem wzrostu ekspresji IL-10R — oraz nastep-
czej 48-godzinnej inkubacji ECs odpowiednio z IL-10, IL-10 z mieszaning cytokin prozapal-
nych i samg mieszaning cytokin prozapalnych, wykazano, ze nastapil wyrazny wzrost aktyw-
nosci NOS-3 po stymulacji komoérek IL-10. Wzrost aktywnosci NOS-3 nastapil réwniez

w komorkach stymulowanych jednoczesnie IL-10 i mieszaning cytokin prozapalnych.
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Najnizsza aktywno$cia NOS-3 charakteryzowaly si¢ komorki ciagle eksponowane na czynniki
prozapalne (bez dodatku IL-10). W tym eksperymencie aktywnos$¢ NOS-3 byla oceniana po-
srednio, poprzez oznaczenie st¢zenia azotynéw w medium hodowlanym. W przytoczonej
pracy potwierdzono réwniez, ze 1L-10 wywiera wplyw na genom gléwnie poprzez STATS3.
Blokada funkcji STAT3 praktycznie zniosta indukowana przez 1L-10 ekspresje NOS-3 (Catta-
ruzza et al. 2003).

Istotne wyniki, uzasadniajace wprowadzenie 1L.-10 na powierzchnie stentu przedsta-
wiono takze w innej pracy. W eksperymencie na zwierz¢cym modelu denudacji tetnicy szyjnej,
u myszy z genetycznym nokautem IL-10, obserwowano znacznie opdzniony wzrost §rod-
btonka i zwi¢kszony NIH, w poréwnaniu do myszy bez nokautu genu tej cytokiny. Stad wy-
ciggnicto wniosek, ze IL-10 moze negatywnie korelowac¢ z wystapieniem ISR po uszkodzeniu
$ciany naczynia. W nastepnym kroku myszy traktowano rekombinowang IL-10. Myszy
z uszkodzonym naczyniem, traktowane rekombinowana IL-10, w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej, zareagowaly zmniejszeniem grubosci neointimy z jednoczesnym przy$pieszeniem re-
generacji uszkodzonego $rédblonka (Verma et al. 2016).

Na kolejnym etapie badan wykazano, ze TNF-a ujemnie reguluje proliferacje ECs,
a traktowanie ECs rekombinowana I1.-10 odwraca dzialanie tego czynnika prozapalnego, na-
silajac ich proliferacje. Analogiczng analize przeprowadzono w stosunku do VSMCs. Jako ze
TNF-a wykazuje wlasciwosci mitogenne dla komérek VSMCs, indukujac ich proliferacie, in-
kubacja tych komérek z rekombinowang I1L-10 pozwala ograniczy¢ nasilone tym czynnikiem
ich podzialy. Obecnosé¢ TNF-a wplynela rowniez na intensywniejsze wigzanie monocytow
z ECs, gdzie wprowadzenie do $rodowiska IL.-10 znaczaco ograniczylo obserwowana interak-
cje monocytow ze Srédblonkiem. ECs traktowane TNF-a mialy takze zahamowany cykl ko-
morkowy. Obserwowano wzrost komoérek w fazie GO/G1 i redukcje ich liczby w fazie S. Jed-
noczesne traktowanie tych komoérek IL-10 odwrécito wskazane stosunki sugerujac, ze tak wy-
wolane zatrzymanie cyklu komérkowego moze zosta¢ odwrécone dzigki obecnosci I1L-10.
Takze ekspresja cykliny A — posredniczacej w postepie cyklu komérkowego — po traktowa-
niu IL-10 wzrosta (a byla zahamowana dziataniem TNF-«) (Verma et al. 2016).

Z powyzej oméwionych prac wynika, ze ekspresja genu IL-10R w ludzkich ECs jest
indukowana przez cytokiny prozapalne, co nasuwa dalsze wnioski — ekspresja tego receptora,
a takze odpowiedz na IL-10, bedzie zwickszona w stanach chorobowych, cechujacych si¢ prze-
wleklym stanem zapalnym. Za przyklad takiego stanu moze postuzy¢ miazdzyca, a takze po-
implantacyjne zdarzenia niepozadane. Ostatecznie, cytokina ta zdolna jest do pozytywnej re-

gulacji proliferacji ECs, z jednoczesnym ograniczeniem ekspansji VSMCs, ktére partycypuja
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w NIH i ISR. Za jej posrednictwem ograniczeniu ulega rekrutacja MCs do miejsc, gdzie war-
stwa $rodblonka zostala uszkodzona, a takze mozliwy jest do zaobserwowania korzystny
wplyw na cykl komérkowy ECs. Obserwacje te przemawiaja za tym, aby oprze¢ strategie tera-
peutyczne miazdzycy oraz dzialania zapobiegajace ISR o niezwykle ciekawe wlasciwosci IL-

10.

1.4  Chemia proponowanej powtoki

1.4.1 Polidopamina — wysoce adhezyjny i reaktywny chemicznie material bazowy

Jak udowodniono powyzej (patrz 1.2 Stenty wienicowe — jedna ze strategii terapeutycz-
nych w przebiegu miazdzycy), w kontekscie projektowania powloki stuzacej modyfikacji po-
wierzchni stentéw kardiowaskularnych, niezwykle wazny jest dobor wlasciwego materiatu ba-
zowego do jej otrzymania. Dla potencjalnego materialu postawiono dwa zasadnicze wymaga-
nia technologiczne:

(1) material powinien pokryé powierzchnig stentu, wysoce do niej przylega¢, nie wymywac
si¢ zarowno w procesie funkcjonalizacji, jak i — w przyszlos$ci — w miejscu docelo-
wego zastosowania (gdzie bedzie podatny na ciagly przeplyw krwi),

(2) wprowadzaé¢ na powierzchnie stentu odpowiednie grupy funkcyjne za posrednictwem
ktérych mozliwe bedzie zwigzanie wybranych czasteczek przeciwzapalnych (bezpo-
srednio badz za pomoca techniki sieciowania, z ang. chemistry of crosslinking).

Dodatkowym atutem bedzie latwos$¢ pracy ze zwigzkiem, co moze zapewni¢ optymalnosé
przysztych procesow technologicznych. W kontekscie wtasciwosci biologicznych, stanowig-
cym kryterium konieczne, jest jego biokompatybilnos¢, rozumiana jako zdolno$¢ do wywiera-
nia korzystnego — ewentualnie neutralnego — wplywu na zywy system, bez wywolywania
patologicznych odpowiedzi z tego ukladu (nie indukowa¢ reakcji toksycznej ani immunolo-
gicznej w kontakcie z tkanka oraz nie wywolywac hemolizy, gdy oddzialuje z plynami ustro-
jowymi).

Uwzgledniajac powyzej postawione kryteria, wytypowano material, otrzymywany
w wyniku polimeryzacji dopaminy (DA, z ang. dopamine) — polidopamine (pDA, z ang. polydo-
pamine). Zwiazek ten wykazuje interesujace z punktu widzenia postawionych wyzej wymagan,
wlasciwosci fizykochemiczne i biologiczne (patrz dalej).

DA (in. 3,4-dihydroksyfenyloetyloamina) pod wzgledem struktury chemicznej stanowi
najprostszg przedstawicielka sposrod katecholamin. Przemawia za tym obecno$¢ pirokatechiny
(plerscienia benzenowego z przylaczonymi dwiema grupami hydroksylowymi w pozycji orto).

Do pirokatechiny przylaczona jest, poprzez lancuch etylowy, grupa aminowa. Obecnosé
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pierscienia benzenowego z przylaczona grupa aminows pozwala zaklasyfikowaé DA takze do

pochodnych 2-fenyloetyloaminy (Liebscher 2019) — patrz Rys. 11.
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Rys. 11 Szlak wewnatrzustrojowej syntezy dopaminy (DA, z ang. dopamine) z aminokwaséw (bezposrednio z I-tyrozyny oraz
posrednio z L-fenyloalaniny) przy udziale odpowiednich enzyméw i kofaktoréw (gdzie BH4 oznacza tetrahydrobiopteryne,
przeksztatcana w BH2, czyli w dihydrobiopteryneg). Zwréci¢ nalezy uwage na strukture chemiczna DA (in. 3,4-dihydroksyfe-

nyloetyloaminy). Wskazano elementy strukturalne pozwalajace zaklasyfikowa¢ DA odpowiednio do katecholamin badZ po-
chodnych 2-fenyloetyloaminy. Opracowanie wlasne.
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Rys. 12 Wewnatrzustrojowy metabolizm dopaminy do kwasu homowanilinowego (HVA, z ang. homovanillic acid), filtrowanego
i wydalanego wraz z moczem. Oznaczenia: dehydrogenaza aldehydowa (ALDH, z ang. aldehyde debydrogenase), katecholo-O-
metylotransferaza (COMT, z ang. catechol-O-methyltransferase), monoaminooksydaza B (MAO-B, z ang. monoamine oxidase B).
Opracowanie wiasne.



58 Wstep

DA naturalnie wystepuje w organizmie czlowieka. Wytwarzana jest bezposrednio
z aminokwasu tyrozyny (posrednio réwniez z fenyloalaniny) za posrednictwem hydroksylazy
tyrozynowej, a nastepnie dekarboksylazy 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (IDOPA, z ang. 3,4-dihy-
droksyphenyloalanine) oraz odpowiednich kofaktoréw (patrz Rys. 11). Reakcje te zachodza
w neuronach dopaminergicznych, gdzie DA przechowywana jest w dedykowanych pecherzy-
kach synaptycznych. Kwasowe $rodowisko tych pecherzykéw zapewnia stabilno§é DA oraz
zapobiega jej oksydacji (Klein et al. 2019). Brak sekwestracji DA w pecherzykach skutkuje
nastepczym jej metabolizmem z udzialem monoaminooksydazy B (MAO-B, z ang. monoamine
oxidase B) 1 dehydrogenazy aldehydowej (ALDH, z ang. aldehyde dehydrogenase). Dalsza degradacja
DA zachodzi dzi¢ki katecholo-O-metylotransferazie (COMT, z ang. catechol-O-methyltransferase).
Koncowym produktem tych przemian jest kwas homowanilinowy (HVA, z ang. homovanillic
acid), ktory jest filtrowany przez nerki i wydalany wraz z moczem (Klein et al. 2019) — patrz
Rys. 12.

Warto podkresli¢, ze DA w duzych ilosciach z tatwoscia moze by¢ otrzymywana za
posrednictwem prostych metod laboratoryjnych (takich jak redukcja nitroetanéw czy acetoni-
tryli arylu), co zapewnia staty dostep do zwigzku wyjsciowego do otrzymania powloki (Lieb-
scher 2019).

Dopamina w organizmie pelni funkcje neurotransmitera i neuromodulatora. Poprzez
pobudzenie swoistych receptoréw metabotropowych sprze¢zonych z bialkiem G, wywotuje
wzrost lub spadek poziomu drugiego przekaznika, a zarazem wyzwalanie lub blokade okreslo-
nych szlakéw sygnalowych w komoérce (Klein et al. 2019). W rezultacie, bazujacy na dopaminie
uklad dopaminergiczny, odgrywa szczegdlng role w licznych, zlozonych funkcjach ustroju,
w tym kontroli motorycznej, zdolnosci uczenia si¢, zachowania uwagi 1 motywacji, ekspresji
emocji, regulacji snu, zdolnosciach poznawczych, instynktach matczynych i reprodukcyjnych,
a takze we wlasciwym funkcjonowaniu réznych narzadéw i ukladéw (narzady zmysltéw, uktad
pokarmowy, uktad sercowo-naczyniowy, uktad wydalniczy, uklad odpornosciowy, uklad hor-
monalny i in.) (Alm 2021; Klein et al. 2019).

Jak juz wspomniano, DA podatna jest na spontaniczne utlenianie. Produkty tego pro-
cesu zwyklo si¢ nazywac sa polidopaminami, mimo wystepowania znacznych réznic struktu-
ralnych w zaleznosci od sposobu syntezy (Liebscher 2019) — patrz dalej.

Struktura pDA nie zostala w pelni poznana 1 scharakteryzowana. Liczne metody ana-
lityczne sugeruja, ze pDA ma nature¢ polimeru, przy czym dodatkowo stanowi mieszaning oli-
gomer6w roznigeych sig nie tylko dlugoscia tanicucha, ale takze skladem réznych jednostek

monomerycznych (Liebscher 2019) — patrz Rys. 13.
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Rys. 13 Jednostki monomeryczne tworzace pDA wraz z wskazanymi prawdopodobnymi miejscami wiazania miedzy nimi.
Zwiazki te tacza si¢ ze soba poprzez wigzania C—C miedzy pierscieniami benzenu. Mozliwe sa dodatkowo polaczenia miedzy
jednostkami za posrednictwem wiazania w pozycji 2 lub 3 indolu, potaczenia potréjne C—C indolin oraz wigzania C—N.
W mniejszym stopniu mozliwe jest wytworzenie grupy karboksylowej jako skutek zniszczenia pierscienia benzenowego in-
dolu. Opracowanie wlasne.
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Rys. 14 Uproszczony szlak tworzenia polidopaminy (pDA, z ang. polydopamine) poprzez utlenianie DA. W poczatkowych
etapach polimeryzacji powstaje chinon dopaminy, ktéry moze tworzy¢ kilka tautomerycznych struktur (w tym indolino-5,6-
dion). Dalsza dehydrogenacja prowadzi do tworzenia 5,6-dihydroksyindolu (DHI, z ang. dibydroxyindole) oraz indol-5,6-dionu.
Opracowanie wiasne.

Sposréd zaprezentowanych jednostek monomerycznych, w poczatkowych etapach po-

limeryzacji powstaje chinon dopaminy, ktéry moze tworzy¢ kilka tautomerycznych struktur
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(w tym indolino-5,6-dion). Dalsza dehydrogenacja prowadzi do tworzenia 5,6-dihydroksyin-
dolu (DHI, z ang. dibydroxyindole) oraz indol-5,6-dionu — patrz Rys. 14. Te wszystkie posrednie
zwigzki zaangazowane sq w tworzenie form oligomerowych, taczac si¢ ze soba poprzez wig-
zania C—C migdzy pierscieniami benzenu. W strukturze pDA czg¢sto powtarza si¢ motyw tri-
meru zlozonego z dwoch czasteczek DHI 1 jednej DA. Mozliwa wydaja si¢ tez polaczenia
migdzy jednostkami za posrednictwem wiazania w pozycji 3 indolu (rzadziej w pozyciji 2), po-
aczenia potréjne C—C indolin, czy nawet wigzania C-N (Alfieri et al. 2018; Liebscher 2019).
Ponadto zniszczenie pierscienia benzenowego struktur indolowych, zachodzace podczas pro-
cesow utleniania DA, moze prowadzi¢ do powstania reszt karboksylowych. Takie modyfikacje

zachodzg jednak w mniejszym stopniu (Liebscher 2019).
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Rys. 15 Schemat tworzenia struktur supramolekularnych. Na wstepnym etapie powstaja wiazania kowalencyjne pomiedzy
jednostkami monomerycznymi (patrz wyzej). W strukturze pDA czgsto powtarza si¢ motyw trimeru zlozonego z dwdch
czasteczek DHI i jednej DA. Na dalszych etapach gléwna role odgrywaja oddziatywania fizyczne (w tym wigzania wodorowe,
oddzialywania n-n czy kation-m). Polidopamina zatem jest struktura, ktéra tworza jednostki monomeryczne (patrz wyzej)
potaczone wiazaniami kowalencyjnymi w réznych konfiguracjach, a w procesie agregacji powstaja coraz wigksze formy, sta-
bilizowane oddziatywaniami fizycznymi. Opracowanie wlasne.
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Proba wyjasnienia struktury pDA bierze rowniez pod uwage zjawisko tworzenia struk-
tur supramolekularnych za posrednictwem wigzan wodorowych, oddzialywan n-n czy kation-
7 (Circu and Filip 2018; Jin et al. 2020; Liebscher 2019). Wykazano, Ze po wytworzeniu wiazan
C—C na wczesnym etapie polimeryzacji DA, dochodzi do niekowalencyjnej agregacji pierwot-
nie utworzonych struktur (w tym trimeréw opisanych wyzej) (Liebscher 2019).

Na koniec warto wspomnie¢, ze ze wzgledu na wystgpowanie grup zasadowych (grupa
aminowa) 1 kwasowych (grupa hydroksylowa katecholu) niektére jednostki monomeryczne
moga tworzy¢ jony obojnacze, co rowniez sprzyja tworzeniu wigkszych agregatéw pDA (Lieb-
scher 2019).

Sposréd metod otrzymywania pDA, najpowszechniejszg 1 najprostsza jest autoutlenia-
nie DA (zwykle chlorowodorku dopaminy) w wodnym roztworze tris(hydroksymetylo)amino-
metanu i kwasu solnego (in. bufor Tris-HCI). W takich warunkach pDA tworzy ciemnobra-
zowy osad. Celem pokrycia ciala stalego warstwa pDA, autoutlenianie DA prowadzi si¢
w obecnosci tego ciata. Niemniej jednak, duza czes¢ tworzacego si¢ pDA bedzie tworzyla
agregaty w roztworze, ktore nie wiaza si¢ z powierzchnia, z czego wynikaja wzglednie duze
straty zwigzku bazowego (Liebscher 2019). Aby zwigkszy¢ efektywnos¢ tego procesu polime-
ryzacje DA nalezy od samego poczatku prowadzi¢ w obecnosci obiektu przeznaczonego do
pokrycia. Wynika to z faktu, ze efektywne zakotwiczenie pDA na powierzchni zachodzi na
wczesnym etapie tworzenia pDA, kiedy jeszcze grupy aminoetylowe nie ulegly cyklizacji.
W przeciwienstwie, dojrzale czasteczki pDA staja si¢ niechetne do zakotwiczenia na po-
wierzchni. Takie dziatanie zapewnia wigkszg efektywnosé procedury (Alfieri et al. 2018; della
Vecchia et al. 2013).

Autoutlenianie DA zachodzi w przeciagu kilku godzin. Proces otrzymywania pDA
mozna jednak przy$pieszy¢ poprzez sonifikacje, dodatek srodkéw powierzchniowo czynnych
(w tym dodecylosiarczan sodu, bromek heksadecylotrimetyloamoniowy), dodatek odczynni-
kéw utleniajacych (w tym nadtlenek wodoru, nadmanganian potasu, nadjodan sodu, nadsiar-
czan amonu, siarczan miedzi (II) i in.), napromieniowanie mikrofalami lub UV czy §wiatlem
dziennym w obecnosci czynnikéw uczulajacych, a takze wprowadzeniem enzyméw (w tym
peroksydazy chrzanowej z nadtlenkiem wodoru). Modyfikacje sposobu otrzymywania pDA
prowadza do zwigkszenia kinetyki reakcji, mozliwosci prowadzenia reakcji w srodowisku ob-
ojetnym lub nawet kwasowym, w ktérym nie wystepuje proste utlenianie tlenem z powietrza,
a takze w rozpuszczalnikach organicznych, przez co mozna pokry¢ warstwa pDA materialy,
ktére sa nierozpuszczalne w wodzie lub wrazliwe na jej dzialanie. Zmiana warunkow syntezy

pDA czgsto skutkuje otrzymaniem powtoki o zmienionych wlasciwosciach fizycznych (w tym
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gladkos¢, jednorodnosé, grubosé, morfologia 1 in.). Niemniej jednak, gléwnym problemem
procedur, w ktérych dodawane sa zwiazki wspomagajace zajscie reakcji, jest zanieczyszczenie
otrzymanej powloki stosowanymi zwiazkami lub ich pochodnymi (Liebscher 2019).

Charakteryzujac pDA, warto pokrétce omowic¢ wlasciwoscl fizyczne tego materiatu.
Jak zostalo juz wspomniane wyzej, pDA jest ciemnoczarnym cialem stalym, nierozpuszczal-
nym w wickszosci rozpuszczalnikach, wykazujacym absorpcje promieniowania elektromagne-
tycznego w zakresie od UV do podczerwieni, z czego zaabsorbowana energia jest prawie cal-
kowicie uwalniania bezpromieniscie, wskutek odpowiedniej syntezy wykazuje fluorescencje,
jest paramagnetykiem 1 jest hydrofilna. Zdolno$¢ do pokrywania wickszosci rodzajéw po-
wierzchni jest najwazniejszg cecha pDA. Cecha ta przypisywana jest grupom katecholowym
1 aminoetylowym wystepujacym w strukturze pDA. Zmniejszenie liczby tych grup zmniejsza
site adhezji polimeru do powierzchni. Niekowalencyjne oddzialywanie (patrz wyzej) rowniez
odgrywaja role w wiazaniu pDA z powierzchnia. Ostatnia, szczegdlnie atrakcyjng w kontekscie
projektowania powloki cechag pDA — obok jej zdolnosci do pokrywania materialéw — jest
posiadane réznorodnych reaktywnych grup funkcyjnych, co umozliwia wprowadzanie w ob-
rebie jej struktury dodatkowych jednostek (Liebscher 2019; Ye, Zhou, and Liu 2011).

Liczne prace podejmujg temat wykorzystania pDA do funkcjonalizacji powierzchni
powszechnie stosowanych implantéw naczyniowych. Przeprowadzone badania 7z vitro wyka-
zaly, ze pokrycie stentéw warstwa pDA moze promowac proliferacje ECs przy jednoczesnym
ograniczeniu wzrostu VSMCs. W badaniach 7z vivo na modelu szczurzym wykazano jednocze-
$nie, ze tak opracowany stent istotnie zmniejsza prawdopodobienstwo ISR w poréwnaniu do
zastosowanych BMS, stanowiacych kontrole (Hertault et al. 2021). W innym doniesieniu, silne
adhezyjne wlasciwosci pDA wykorzystano celem skutecznego zwigzania cyklodekstryny, pel-
niacej funkcje rezerwuaru lekow antyproliferacyjnych, co pozwalato opracowaé nowg koncep-
cje DES. Zatem pDA stanowila material, z jednej strony pokrywajacy powierzchni¢ stentu,
z drugiej strony umozliwiajacy zwiazane kolejnego, pozadanego sktadnika powloki (Sobocin-
ski et al. 2014). Wprowadzajac siarczanu miedzi (II) podczas otrzymywania powloki na bazie
pDA, opracowano kolejna, jednoetapows strategic funkcjonalizacji stentéw. Zaproponowana
powloka byla zdolna generowaé NO 7 situ w wyniku katalitycznego rozkladu endogennych
S-nitrozotioli nawet przez 30 dni, na poziomie zblizonym do fizjologicznego. W pracy tej po-
twierdzono, opisane juz powyzej zaleznosci, jakoby powloka na bazie pDA wykazywala selek-
tywnos¢ wobec komorek naczyniowych, znaczaco wzmacniajac proliferacje ECs, jednoczesnie
hamujac wzrost i migracje VSMCs (F. Zhang et al. 2019). Dodatek pDA zwigksza znaczaco

hemokompatybilno§¢ tworzonych implantéw lub urzadzen medycznych (F. Wu et al. 2016;
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Xue et al. 2017). Powloki na bazie pDA réwniez znalazly zastosowanie w innej galezi implan-
tologii. Wykorzystuje si¢ korzystne wlasciwosci pDA celem opracowania implantéw kostnych
(T'sai et al. 2014) lub lepszej ich osteointegracji (Xu et al. 2018).

Zatem, od czaséw, gdy po raz pierwszy opisano powloke otrzymywang w wyniku po-
limeryzacji DA, zainteresowanie §rodowiska naukowego tym biomaterialem, inspirowanym
bisiorem omulkoéw, stale rosnie. Przyczyniaja si¢ do tego jej niezwykle interesujace w dziedzinie
materialow wlasciwosci adhezyjne, bogactwo tatwo modyfikowalnych grup funkcyjnych oraz
unikatowa aktywnosc¢ biologiczna w stosunku do wybranych komérek. Podsumowujac, pDA
mozna z cala pewnoscia uznaé za jeden z najbardziej wszechstronnych zwiazkéw do powle-
kania niemal wszystkich typéw materialéw. W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, po-
wloke na bazie pDA zdecydowano si¢ wykorzysta¢ jako material bazowy do wprowadzenia

wybranych interleukin przeciwzapalnych na powierzchnie¢ stentéow kardiowaskularnych.

1.4.2 Teoria wigzania intetleukin na powierzchni materiatu bazowego

Jak zostalo juz wspomniane (patrz wyzej), uzyskana w wyniku autooksydacji DA po-
wloka pDA sklada si¢ z réznych jednostek monomerycznych — patrz Rys. 13. Wéréd nich
wyr6zni¢ mozna oryginalnie zachowang struktur¢ DA, ugrupowania chinonu dopaminy, indo-
lino-5,6-dionu, DHI i in. Mozna zatem spodziewac si¢, ze pDA bedzie uczestniczy¢ w podob-
nych reakcjach jak jej bazowe jednostki (Liebscher 2019).

Najczgsciej wykorzystywana cechg w funkcjonalizacji powloki na bazie pDA jest reak-
tywnos§¢ ugrupowania chinonu dopaminy. Reagenty posiadajace grupy funkcyjne, takie jak
wolne grupy aminowe (—-NH>) lub wolne grupy tiolowe (—SH) moga oddzialywaé ze wspo-
mnianym ugrupowaniem. Poprzez zmieszanie sktadnikéw, w zasadowym srodowisku, w tem-
peraturze pokojowej, moze zajs¢ reakcja addycji Michaela i/lub reakcja z wytworzeniem zasady
Schiffa, ktére skutkuja utworzeniem kowalencyjnego wigzania mi¢dzy wykorzystanymi reagen-
tami. Pozycja wigzania zalezy od grupy funkcyjnej bioracej udzial w wytworzeniu wigzania.
Reakcja z udzialem grupy aminowej zachodzi preferencyjnie w pozycji 6 chinonu dopaminy
jako wynik addycji Michaela lub w pozycji 6 indol-5,6-dionu, co mozliwe jest dzigki wytworze-
niu zasady Schiffa. Reakcja z udzialem grupy tiolowej zachodzi w pozycji 6 chinonu dopaminy
lub w pozycji 7’ indol-5,6-dionu, jako efekt reakcji addycji Michaela (S. Chen, Cao, and Feng
2014; Liebscher 2019). Omoéwione reakcje przedstawiono schematycznie (patrz Rys. 106).

W niniejszej rozprawie doktorskiej szczegélne zainteresowanie wzbudzila wlasnie ta
zdolno$¢ pDA do reagowania z wolnymi grupami aminowymi i tiolowymi, ktérych zréodlem

s aminokwasy skladajace si¢ na czasteczke wybranej interleukiny.
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Rys. 16 Schematyczne przedstawienie mechanizmu wiazania czasteczek wybranych interleukin z powloka na bazie pDA,
w wyniku reakcji Michacla @ lub reakdji z wytworzeniem zasady Schiffa @). Pozycja wiazania zalezy od grupy funkcyjnej
bioracej udzial w wytworzeniu wiazania. Reakcja z udzialem grupy aminowej zachodzi preferencyjnie w pozycji 6 chinonu
dopaminy @ lub w pozycji 6 indol-5,6-dionu @. Reakcja z udziatem grupy tiolowej zachodzi w pozycji 6 chinonu dopaminy
@ 1ub w pozycji 7 indol-5,6-dionu @. Opracowanic whasne.

Zdolne do reagowania wolne grupy aminowe wystepuja w nastepujacych aminokwa-
sach: asparagina (N), glutamina (Q), lizyna (K) czy arginina (R). Co wi¢cej na N-koncu biatka
réwniez takowa grupa wystepuje. Obecnos¢ cysteiny (C) w sekwencji aminokwasowej inter-
leukiny rowniez bedzie sprzyja¢ wigzaniu cytokin z powloka, dzigki obecnosci wolnej grupy
tiolowej, charakterystycznej dla tego aminokwasu. Przeprowadzajac zgrubng analize, mozna
stwierdzi¢, ze sposrod 153 aminokwaséw budujacych czasteczke IL-4 wyrdzni¢ mozna kolejno
nastepujacy liczbe reszt aminokwasowych — 7 N, 8 Q, 12 K, 9 R oraz 7 C (IL4 — Interleukin-
4 — Homo sapiens (Human) | UniProtKB | UniProt n.d.). W przypadku IL-10, na 178 ami-
nokwasow wyrézni¢ mozna 12 N, 10 Q, 13 K, 10 R oraz 6 C (IL10 — Intetleukin-10 — Homo
sapiens (Human) | UniProtKB | UniProt n.d.). Pozwolilo to w tagodnych warunkach reakcji,
dokona¢ funkcjonalizacji powierzchni stentu kardiowaskularnego — uprzednio pokrytego
pDA — wybrana interleuking przeciwzapalna, tym bardziej ze duzy jest udzial w tych cza-

steczkach teoretycznych punktéw uchwytu.

1.4.3 Pozadane wtasciwosci i grupy funkcyjne chitozanu

Chityna — ktérej pochodna jest chitozan — nalezy do naturalnych biopolimeréw. Za-

wiera ona w swojej strukturze mery N-acetyloglukozaminowe, ktére tworza dlugie tancuchy
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polimerowe poprzez tworzenie wigzan §-1,4-glikozydowych (patrz Rys. 17) (Aranaz et al.
2021).
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Rys. 17 Struktura chemiczna meru chityny — N-acetyloglukozaminy oraz struktura chemiczna chityny. Chitozan powstaje
w procesie deacetylacji chityny, w wyniku ktérego czesé grup acetylowych zostaje usunigta. Skutkuje to znacznym zwigksze-
niem udziatu wolnych grup aminowych w strukturze powstatego biopolimeru. Zatem mozna uznaé, ze chitozan jest kopoli-
merem zlozonym z podstawowych dla chityny meréw — N-acetyloglukozaminy oraz z meréw bedacych zdeacetylowana forma
N-acetyloglukozaminy — N-glukozaminy. Opracowanie wiasne.

Obecnos¢ atoméw azotu w strukturze chityny przyczynia si¢ do powstania silnych mig-
dzyczasteczkowych wiazan wodorowych, co skutkuje jej znaczng wytrzymaloscia mecha-
niczna. To dzigki tej wlasciwosci, naturalnie wchodzi w skiad egzoszkieletu skorupiakow, ktory
majq zapewnia¢ im oparcie, stanowi¢ miejsce przyczepu miesni, umozliwiajac przez to poru-
szanie, a takze pelni¢ funkcje ochronng. Chitozan powstaje z chityny w wyniku procesu jej
deacetylacji (patrz Rys. 17). Proces ten polega na usunigciu grup acetylowych poprzez trakto-
wanie chityny stezonym wodorotlenkiem sodu. W wyniku tej reakeji, w fafncuchu polisacha-
rydu pozostajg wolne grupy aminowe. To wlasnie obecnos¢ licznych, chemicznie reaktywnych
grup aminowych decyduje o uniwersalno$ci i wszechstronnos§¢ zastosowan chitozanu. Te
grupy réwniez staly si¢ istotnym obiektem zainteresowan w ramach niniejszej rozprawy dok-
torskiej (patrz dalej). Opisano wiele metod alkalicznej deacetylacji chityny w ktérych wykazano,
ze poziom deacetylacji jest $cisle zalezny od parametréw, w ktorych zachodzi reakcja, a wiec
temperatury, ci$nienia badz st¢zenia wodorotlenku sodu. W zwiazku z tym poziom deacetylacjt
moze by¢ $cisle kontrolowany (Aranaz et al. 2021; Beldowski et al. 2022; Rasweefali et al.
2021).
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Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze chitozan jest kopolimerem ztozonym z podsta-
wowych dla chityny meréw — N-acetyloglukozaminy oraz z meréw bedacych zdeacetylowana
forma N-acetyloglukozaminy — N-glukozaminy (patrz Rys. 17). Struktura chemiczna polimeru
moze charakteryzowac si¢ losowym badz blokowym rozkladem N-acetyloglukozaminy i N-
glukozaminy w obrebie czasteczki (Aranaz et al. 2021; Beldowski et al. 2022; Rasweefali et al.
2021).

Chitozan jest staba zasada i nie jest rozpuszczalny w wodzie oraz w rozpuszczalnikach
organicznych. Jednak jest rozpuszczalny w rozcienczonych wodnych roztworach kwaséw
o pH < 6.5. Obecno$¢ jondéw wodorowych w §rodowisku przeksztatca wolne grupy aminowe
mer6w chitozanu w forme zjonizowana. W celu neutralizacji tego fadunku niezbedne jest pod-
danie chitozanu dzialaniu silnej zasady (Aranaz et al. 2021).

W niniejszej rozprawie doktorskiej, to wlasnie obfito$¢ grup aminowych w strukturze
chitozanu zadecydowala o uwzglednieniu tego zwigzku w procesie opracowywania koncepcijt
powloki. Niemniej jednak chitozan, pochodne chitozanu i oligosacharydy chitozanu wykazaty
inne, bardzo ciekawe wlasciwosci, réwnie korzystne z punktu widzenia miazdzycy, powiklan
po PCI czy ogodlnie implantologii. Pierwsza ciekawg cecha chitozanu 1 jego pochodnych jest
dzialanie przeciwbakteryjne na rézne mikroorganizmy (w tym bakterie czy grzyby), znacznie
ograniczajac ich wzrost po wprowadzeniu biopolimeru do pozywki. Sposéb, w jaki wywierane
jest wspomniane dzialanie przeciwdrobnoustrojowe, jest nadal przedmiotem dyskusji. Poja-
wiaja si¢ teorie, jakoby wplywa on na zmniejszenie przepuszczalnosci btony komérkowej, blo-
kujac dostep komérek do skladnikéw odzywezych, poprzez tworzenie swoistej powltoki na
powierzchni mikroorganizméw. Proces ten zachodzi dzigki oddziatywaniu grup aminowych
chitozanu z grupami karboksylowymi wchodzacych w sklad zewngtrznych blon komérkowych
mikroorganizmoéw. Stad stopien acetylacji bedzie mial istotny wplyw na aktywno$¢ przeciw-
drobnoustrojows biomaterialu powstalego na bazie chitozanu (Aranaz et al. 2021; Ke et al.
2021). Posiadane przez chitozan grupy aminowe i grupy hydroksylowe reaguja takze z wolnymi
rodnikami, wykazujac zdolno$¢ do ich wychwytu. Stad chitozan mozna wykorzysta¢ jako po-
tencjalny przeciwutleniacz (Aranaz et al. 2021; J. Zhou et al. 2021). Cieckawe obserwacje row-
niez prowadzono, celem oceny wlasciwosci przeciwzapalnej oligosacharydéw chitozanu. Wy-
kazano, ze w MCs mogg one ostabi¢ indukowane czynnikami prozapalnymi wydzielanie TNF-
o 1IL-6. Odpowiedni spadek obserwowano dla tych cytokin takze na poziomie ich transkrypcji.
Stwierdzono réwniez, ze ekspozycja komoérek na oligosacharydy chitozanu zmniejsza induko-
wane przez LPS wydzielanie NO. Wyhamowanie stanu zapalnego zaobserwowano takze

w ECs. Wykazano, ze zwiazek ten jest w stanie tlumi¢ indukowany przez LPS czynnik
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transkrypcyjny NF-»B, od ktérego zalezna jest ekspresja gendw zapalnych. W eksperymencie
na ECs tetnicy biodrowej $wini, ktore traktowano oligosacharydami chitozanu zaobserwo-
wano zmniejszenie ekspresjt mRNA dla ICAM-1 i selektyny E, ktora byla indukowana przez
LPS (Azuma et al. 2015). Przeciwzapalne dzialanie zwiazkéw chitozanu moze by¢ szczegdlnie
interesujace w kontekscie miazdzycy i ISR. Tym bardziej, ze w literaturze niejednokrotnie tez
podejmowano préby tworzenia biomaterialéw na bazie pDA 1 chitozanu, udowadniajac ich
ciekawe wlasciwosci 1 potencjal do zastosowan w inzynierii biomedycznej (Bock et al. 2020;

Trinh, Le, and Lee 2020; Y. Wang et al. 2016; S. Yuan et al. 2014).

1.4.4 Technika sieciowania a immobilizacja interleukin

Korzystajac z silnych wlasciwosci adhezyjnych warstwy pDA oraz jej reaktywnosci
w stosunku do wolnych grup aminowych (patrz 1.4.1 Polidopamina — wysoce adhezyjny i re-
aktywny chemicznie material bazowy oraz 1.4.2 Teoria wiazania interleukin na powierzchni
materialu bazowego), powloke na bazie pDA wzbogacono o chitozan. Skutkowalo to zwick-
szeniem liczby dostepnych grup aminowych w tak otrzymanym biomateriale, ktére wykorzy-
stano w kolejnym kroku, dokonujac immobilizacji czasteczek wybranych interleukin. Reakcja
pDA z chitozanem zachodzita analogicznie do przedstawionej w 1.4.2 Teoria wigzania inter-
leukin na powierzchni materialu bazowego, z ta réznica, ze zrédlem grup aminowych do wy-
tworzenia wigzania, nie byla czasteczka interleukiny, lecz chitozan (patrz wyzej).

Immobilizacja wybranych interleukin poprzez wytworzenie wigzania kowalencyjnego
pomiedzy grupami karboksylowymi obecnymi w ich strukturze, a grupami aminowymi zapew-
nionymi przez obecny chitozan mozliwa byla poprzez przeprowadzenie reakeji sieciowania
(patrz Rys. 18). W sekwencji aminokwasowej wybranych czasteczek interleukin, a wigc w I1L-4
11L-10, mozna wykaza¢ odpowiednio 101 13 reszt kwasu asparaginowego (D) oraz 4 i 8 reszt
kwasu glutaminowego (E) (IL4 — Interleukin-4 — Homo sapiens (Human) | UniProtKB
| UniProt n.d.; IL10 — Interleukin-10 — Homo sapiens (Human) | UniProtKB | UniProt n.d.).
Te aminokwasy zawieraja wolne grupy karboksylowe zdolne do reakcji w nizej opisany sposob.
Wolng grupe karboksylows réwniez mozna znalez¢ na C-koncu bialka.

Podczas reakcji, grupa karboksylowa obecna w obrebie czasteczki interleukiny zostaje
aktywowana za pomocg 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl)karbodiimidu (EDC, z ang. 7-ezhy/-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide), co skutkuje utworzeniem reaktywnego produktu posred-
niego — estru acylozomocznika. Tak powstaly zwiazek nastepnie zdolny jest do wejscia w re-
akcje z nukleofilem, czyli czasteczka posiadajaca wolna grupe aminowa. W ten sposéb powstaje
wiazanie amidowe pomiedzy zwigzkiem posiadajacym grupy karboksylowe z jednej strony, ze

zwigzkiem prezentujacym grupy aminowe, z drugiej (Fischer 2010).
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Rys. 18 Reakcja tworzenia wigzania kowalencyjnego pomiedzy wolna grupa karboksylowa znajdujaca si¢ w obrebie czasteczki
interleukiny (odpowiednio I1.-4 lub IL-10) i grupa aminowa, wprowadzana licznie na modyfikowana powierzchni¢ wraz
z chitozanem. W tym celu czasteczki wybranych interleukin zostaly aktywowane w reakgji z 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopro-
pyl) karbodiimidem (EDC, z ang. 7-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide) oraz z hydroksysulfosukcynoimidem (sulfo-NHS,
z ang. N-hydroxcysulfosuccinimide), przez co staly si¢ one zdolne do reagowania z odpowiednimi grupami funkcyjnymi chitozanu.

Wskutek zachodzacych reakeji, powstalo wigzanie amidowe pomiedzy reagentami (interleuking i chitozanem). Opracowanie
wlasne.

W opisanym wyzej zastosowaniu, EDC jako reagent wykazuje szereg korzystnych cech,
do przeprowadzenia tego typu reakcji, w tym jest zwigzkiem zdolnym do tworzenia réznych
polaczen chemicznych oraz jest dobrze rozpuszczalny w wodzie, przez co mozliwe jest bez-
posrednie jego zastosowanie, bez koniecznosci wstgpnego jego rozpuszczania w zwigzkach
organicznych. Jako ze powstaly w wyniku zadziatania EDC na wolna grupe karboksylowa pro-
dukt posredni jest zwiazkiem niestabilnym, stosuje si¢ N-hydroksysukcynoimid (NHS, z ang.
N-hydroxysuccinimide) lub N-hydroksysulfosukcynoimid (sulfo-NHS, z ang. N-bydroxcysulfosuccini-
mide), celem poprawy wydajnosci biokoniugacii oraz do stabilizacji zwiazku posredniego. Po-
nadto zastosowanie NHS lub sulfo-NHS umozliwia przeprowadzenie reakcji dwuetapowo (Fi-
scher 2010; Yan et al. 2015).

NHS oraz sulfo-NHS sa rozpuszczalne zaréwno w rozpuszczalnikach wodnych, jak
1 organicznych. Niemniej jednak aktywacja za pomoca NHS zmniejsza rozpuszczalno$¢ w wo-

dzie zmodyfikowanej czasteczki. Taki efekt nie wystepuje, gdy zastosuje si¢ sulfo-NHS.
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Przeprowadzona aktywacja z jego udzialem skutkuje zachowaniem lub nawet zwickszeniem
rozpuszczalnodci w wodzie zmodyfikowanej czasteczki dzigki obecnej grupie sulfonianowe;
(Fischer 2010; Yan et al. 2015).

Przygotowane estry NHS lub sulfo-NHS sa wystarczajaco stabilne, aby mozna je byto
przetwarza¢ w dwuetapowym schemacie reakcji. Niemniej jednak w przeciagu godzin lub na-
wet minut — zaleznie od pH roztworu, w ktory zachodzi reakcja — powstate zwigzki posred-
nie ulegaja hydrolizie, stad aktywowane czasteczki powinny szybko zosta¢ wprowadzone do
roztworu zawierajacego docelowe grupy aminowe (Fischer 2010; Yan et al. 2015).

Konczac rozwazania, reakcja aktywaciji z EDC jest najbardziej wydajna przy pH w gra-
nicach 4,5-7,2, stad t¢ reakcje czgsto przeprowadza si¢ w buforze kwasu 2-(N-morfolino)eta-
nosulfonowego (MES, z ang. 2-(IN-morpholino)ethanesulfonic acid). Z kolei reakcja czasteczek ak-
tywowanych sulfo-NHS z grupami aminowymi jest najbardziej wydajna przy pH w zakresie
7-8, a wigc t¢ reakcje warto przeprowadzaé w srodowisku soli fizjologicznej buforowanej fos-
foranem (PBS, z ang. phosphate-buffered saline) (Fischer 2010).

Podsumowujac, wlasciwe przeprowadzenie powyzej scharakteryzowanych reakeji sie-
ciowania moze z powodzeniem zosta¢ wykorzystane w procesie immunofunkcjonalizacji po-
wloki opartej na zwiazkach pDA i chitozanie. Otrzymania powloki ta metoda podjeto si¢

w niniejszej rozprawie doktorskiej.
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Rozdziat 2

Motywacja

Szacuje sig, ze okolo 80% sposréd wszystkich wykonanych PCI koniczy si¢ wprowadze-
niem do tetnicy wiencowej stentu. Corocznie wykonuje si¢ okolo 4 milionéw takich zabiegdw na
swiecie (Pleva, Kukla, and Hlinomaz 2018). Niestety, pomimo postepéw w technologii stentéw,
ISR ciagle pozostaje najczestsza przyczyna niepowodzenia PCI. W erze przed wprowadzeniem do
uzytku stentéw, czesto$¢ nawrotow zwezenia wahata si¢ w zakresie 32—55% wszystkich angiopla-
styk. Liczba ta spadta do 17-41% po wprowadzeniu BMS (D. Buccheri et al. 2016), a pojawienie
si¢ DES doprowadzilo do zmniejszenia czestosci nawrotéow zwezenia do liczby ponizej 10%
(Pleva, Kukla, and Hlinomaz 2018). Niemniej jednak nalezy wskaza¢ wady tych rozwiazan. W przy-
padku BMS, liczba ISR ciagle pozostaje wysoka, co wynika z nadmiernego rozwoju neointimy.
Z kolei w przypadku DES, unieruchomione w stencie réznego rodzaju czynniki przeciwprolifera-
cyjne (takie jak sirolimus, paklitaksel, zotarolimus i ewerolimus), majace na celu znaczne zmniej-
szenie lub calkowite zahamowanie proliferacji komoérek neointimy, hamuja niestety rowniez proces
gojenia si¢ rany i re-endotelializacje (Meraj, Jauhar, and Singh 2015). Natomiast BSR — stanowiace
obecnie jedne z nowszych koncepcji stentéw — nie wykazaly, wbrew oczekiwaniom, znaczacej
poprawy funkcji wazomotorycznych poddanego PCI odcinka CA. Co wigcej, czgsciej wymagaly
podjecia dziatan rewaskularyzacyjnych 1 wykazaly zwigkszone ryzyko zakrzepicy (S. Buccheri and
Capodanno 2019). Zatem to motywuje do dalszych poszukiwan optymalnego rozwigzania.

ISR objawia si¢ szerokim spektrum objawéw klinicznych, ktére w znacznym stopniu uwa-
runkowane s3 poziomem niedokrwienia migsnia sercowego. Kliniczne cechy ISR zaleza od cech
osobniczych pacjenta oraz charakterystyki zmiany, a takze od jej umiejscowienia anatomicznego.
Mogg prezentowac si¢ jako stabilna dlawica piersiowa, niestabilna dlawica piersiowa (26—53% dla
BMS, 16—-66% dla DES) lub ostry zawal mi¢s$nia sercowego (M1, z ang. wiocardial infarction) (3—20%
dla BMS, 1-20% dla DES) mogacy prowadzi¢ do zgonu (Looser, Kim, and Feldman 2016).
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W swietle przytoczonych danych statystycznych mozna stwierdzi¢, ze powiklania zwiazane z reste-
noza, definiowang jako niepozadane zdarzenie po implantacji stentu kardiowaskularnego, pozo-
staje wclgz powaznym problemem kardiologii interwencyjnej. Stanowi to réwniez jedna z wazniej-
szych przyczyn zgonu wérdéd pacjentéw z CHD. Stad uzasadnione jest prowadzenie badan z za-
kresu takiej modyfikacji powierzchni powszechnie stosowanych stentéw, aby zredukowac prawdo-
podobienstwo ISR do minimum.

Poczatkowo, rezultatem prowadzonych przeze mnie badan bylo zaproponowanie powloki
biofunkcjonalizowanej przeciwcialem anty-CD133, uzyskiwanej w wielostopniowej syntezie. Do
syntezy powloki wykorzystano kopolimer zlozony z akryloilodimetylotaurynianu amonu i winylo-
pirolidononu. Kolejny etap syntezy — merkaptosilanizacja — umozliwil wprowadzenie na po-
wierzchni kopolimeru licznych grup tiolowych (-SH), ktére ostatecznie postuzyly immobilizacji
czasteczki przeciwciala (Sareto et al. 2020). Obecnos¢ przeciwciata anty-CD133 umozliwita wy-
chwyt krazacych we krwi EPCs. Sprzyjalo to szybszej re-endotelializacji powierzchni wprowadzo-
nego stentu i w rezultacie zapobiegalo jego restenozie (Wawrzynska et al. 2019). Co wigcej, zapro-
ponowana powloka nie wykazywala zwickszonych wtasciwosci hemolitycznych oraz cytotoksycz-
nych wzgledem naniesionych na nia komoérek (Sareto et al. 2020). Niemniej jednak, wspomniana
powloka charakteryzuje si¢ bierna rekrutacja EPCs, nie wplywajac na ich wzrost, proliferacje
1 funkcjonowanie. Dlatego tez, zdobyte do$wiadczenie oraz dokonane obserwacje zachecily do
podjecia kolejnych badan nad powloka, charakteryzujaca si¢ wielokierunkowym dziataniem na wy-
brane komérki $ciany naczyn. To wiasnie dysfunkcja ECs, nadmierna proliferacja VSMCs oraz
prozapalna aktywacja MCs sprzyja wystapieniu niepozadanych, postimplantacyjnych zdarzen (Mi-
lutinovi¢, Suput, and Zorc-Pleskovi¢ 2020). Zatem to motywuje, aby podja¢ si¢ préb modulacji
metabolizmu i funkcjonowania wybranych komorek 7 situ, wprowadzajac do chorobowo zmienio-
nego naczynia odpowiednio zmodyfikowany stent. Z tego punktu widzenia, korzystne wlasnosci
wykazuja czasteczki naturalnie syntezowane przez ustrdj i charakteryzujace si¢ plejotropowym (in.
wielokierunkowym) dzialaniem — cytokiny. Cytokiny i zwigzane z nimi interleukiny stuzg jako
srodki komunikacji dla komoérek uktadu odpornosciowego, jak réwniez dla komoérek nienalezacych
do tego systemu (Briukhovetska et al. 2021). To motywuje do dzialania majacego na celu opraco-
wanie powloki stuzacej jako nosnik, do ktérego zwigzana zostanie interleukina wywotujaca odpo-
wiedni efekt biologiczny w miejscu wprowadzenia sfunkcjonalizowanego stentu. By¢ moze wplyw
czasteczek wybranej interleukiny na funkcjonowanie uszkodzonych komoérek Sciany naczynia
umozliwi zahamowanie progresji zmian miazdzycowych oraz zmniejszy prawdopodobienstwo ISR.

Intrygujace jest uzyskanie odpowiedzi na tak postawione pytanie badawcze.
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Podsumowujac, omoéwione we wstepie dziatanie wybranych interleukin na aktywowane za-
palnie komorki $ciany naczynia stanowia ciekawy punkt uchwytu profilaktyki wystapienia ISR. Idac
dalej, licze, ze korzystny wplyw interleukin 7z szzu umozliwi szybsze zagojenie si¢ miejsca implantacji
1 wyhamowanie proceséw charakterystycznych dla miazdzycy. Warto wspomnie¢, ze stosowanie
stentéw nie leczy przyczyny postepujacych zmian miazdzycowych, lecz stanowi dorazne rozwigza-
nie, przywracajace drozno$¢ naczynia i zapobiegajace MI. Chcialbym podjac si¢ tematu, ktory by¢
moze bedzie dodatkowo wplywal na przyczyne choroby miazdzycowej oraz powiklan po angio-
plastyce. Co wigcej udowodniono, ze powiklania obserwowane w przebiegu wielu choréb naczyn
wiencowych serca wynikajq wlasnie z niskiego poziomu czynnikéw sygnalizacyjnych, ktérych lo-
kalne stezenie jest niewystarczajace, aby antagonizowac prozapalny wplyw réznych czynnikéw pa-
tologicznych (Ren, Liu, and Zhao 2016). Obecnie nie raportuje si¢ w kardiologii interwencyjnej
powloki, ktéra bylaby nosnikiem interleukin, stad che¢ praktycznej weryfikacji postawionych pytan
badawczych. Przeprowadzenie badan podstawowych, oméwionych w niniejszej rozprawie doktor-
skiej umozliwi opracowanie i scharakteryzowanie powloki wedlug oméwionej wezesniej koncepcii.
Licze takze, ze przedstawiony projekt badawczy zakonczy si¢ sukcesem i pozwoli p6js$¢ o krok dalej
— pozwoli wprowadzi¢ w niedalekiej przysztosci powloke do uzytku w kardiologii interwencyjnej.
Ubocznym efektem realizacji badan bedzie poglebienie wiedzy dotyczacej molekularnych mecha-
nizméw oddziatywania wybranych interleukin na ECs, VSMCs oraz komérki uktadu odpornoscio-
wego, co bedzie mialo istotny wklad w poznanie skomplikowanych mechanizméw funkcjonowania
tak zlozonego ukladu jakim jest komorka.

Na koncu, warto podkresli¢, ze grupa badawcza w ktorej realizuje niniejsza pracg doktorska
posiada udokumentowane dos§wiadczenie w zastosowaniu wybranych technik pomiarowych, ktore

umozliwiaja kompleksows charakteryzacje zaproponowanej powltoki oraz w prowadzeniu badan 7
vitro z wykorzystaniem wybranych linii komérkowych (Cyboran - Mikotajczyk et al. 2021; Danie-
lewska et al. 2022; Sareto et al. 2020, 2023; Zar¢ba et al. 2019).
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Rozdziat 3

Cel pracy

Nadrzednym celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest otrzymanie powfoki na po-
wierzchni kobaltowo-chromowego stentu kardiowaskularnego, przeciwdzialajacej przewleklym
1 ostrym procesom zapalnym, toczacych si¢ w $cianie naczynia, a wynikajacych z progresujacej
miazdzycy oraz przeprowadzonego zabiegu przezskérnej srodnaczyniowej angioplastyki wieco-
wej.

Powloka bedzie otrzymana na bazie biopolimeréw (polidopamina oraz chitozan), wykazu-
jacych silne wlasciwosci adhezyjne, stuzace zakotwiczeniu powltoki na powierzchni stentu oraz po-
siadajacych liczne grupy funkcyjne, stuzace zwigzaniu interleukin przeciwzapalnych (interleukina
4 oraz interleukina 10) w reakcji bezposredniej oraz za posrednictwem techniki sieciowania.

Zostanie przeprowadzona petna charakterystyka otrzymanej powtoki z wykorzysta-
niem spektroskopii ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia w podczerwieni z transfor-
mata Fouriera, mikroskopii sil atomowych 1 testow immunoenzymatycznych. Okreslenie whasci-
wosci biologicznych powtoki w warunkach 7z vitro pod katem patomechanizmu miazdzycy
1 restenozy w stencie zostanie przeprowadzone wskutek oceny zywotnosci, proliferacji i morfologii
komoérek srodblonka hodowanych na otrzymanych powlokach, ich odpowiedzi prozapalnej, adhe-
zji monocytéw/makrofagéw do biomateriatu i komoérek $rédbtonka hodowanych na zmodyfiko-

wanej powierzchni oraz indukceji zmian fenotypowych w makrofagach.
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Graficzny abstrakt

MODYFIKACJA POWIERZCHNI STENTU

TEZA 1

WPROWADZENIE INTERLEUKIN

TEZA 2

Mozliwe jest zwigzanie czasteczek wybranych interleukin
przeciwzapalnych na powierzchni powtoki bazowej oraz mozliwe
jest potwierdzenie obecnosci interleukin  na powierzchni
materiatu wybranymi technikami pomiarowymi.

DOWODY: 6.1.1 »6.1.2 »6.1.3

Istnieje materiat, ktérego parametry fizyko-chemiczne oraz
wiasciwosci biologiczne beds odpowiednie do zastosowania
jako powtoka bazowa do pokrycia powierzchni stentu
kardiowaskularnego. Mozliwe jest pokrycie powierzchni stentu
wybranym materiatem, zapewniajgc optymalnos$¢ przysztych
proceséw technologicznych.
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TEZA 3

Procedura wigzania interleukin na powierzchni powtoki bazowej nie
uposledzi ich aktywnosci biologicznej wobec wybranych linii

komérkowych. DOWODY: >6.2.6
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Tezy pracy

W niniejszym opracowaniu postawiono nastgpujace cztery tezy, a proba udowodnienia kaz-
dej kolejnej umozliwi stopniows realizacj¢ nadrzednego celu rozprawy doktorskiej, wskazanego
w poprzednim rozdziale.

Teza nr 1: Istnieje material, ktérego parametry fizyko-chemiczne oraz wlasciwosci biolo-
giczne beda odpowiednie do zastosowania jako powloka bazowa do pokrycia powierzchni stentu
kardiowaskularnego. Mozliwe jest pokrycie powierzchni stentu wybranym materiatem, zapewniajac
optymalno$¢ przyszlych proceséw technologicznych.

Teza nr 2: Mozliwe jest zwiazanie czasteczek wybranych interleukin przeciwzapalnych na
powierzchni powloki bazowej oraz mozliwe jest potwierdzenie obecnosci interleukin na po-
wierzchni materialu wybranymi technikami pomiarowymi.

Teza nr 3: Procedura wigzania interleukin na powierzchni powloki bazowej nie uposledzi
ich aktywnosci biologicznej wobec wybranych linii komérkowych.

Teza nr 4: Opracowana powloka wykaze minimum dwie pozadane wiasciwosci w odnie-
sieniu do molekularnego badz komoérkowego patomechanizmu restenozy, co pozwoli wnioskowac

o korzysciach z zastosowania opracowanej modyfikacji powierzchni stentu.
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Rozdziat 6

Materiaty i metody

6.1 Procedury przygotowania powfok

6.1.1 Procedura przygotowania powlok na bazie polidopaminy funkcjonalizowanych in-

terleuking

Pierwszym krokiem w procesie funkcjonalizacji wybranego materialu bylo pokrycie jego
powierzchni warstwa polidopaminy. Poczatkowo, przygotowano roztwor chlorowodorku dopa-
miny (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouti, Stany Zjednoczone) o stezeniu 2 mg/mlL.. Jako rozpusz-
czalnik wykorzystano 10 mM Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone)
o pH = 8,5. pH buforu zostalo doprowadzone do wskazanej warto$ci poprzez dodanie odpowied-
niej objetosci 0,1 M roztworu HCI, przygotowanego z 35-38% kwasu solnego (Avantor Perfor-
mance Materials, Gliwice, Polska) oraz dejonizowanej i destylowanej wody (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Stany Zjednoczone). Nastgpnie powierzchni¢ wybranego materialu pokryto war-
stwa polidopaminy. W tym celu material zanurzono badz pokryto tak przygotowanym roztworem
chlorowodorku dopaminy na ~4 godziny, w temperaturze pokojowej, chroniac przed $wiattem
oraz ciggle mieszajac na wytrzasarce orbitalnej z funkcja grzania. Tak uzyskano powloke bazows
(referowana jako pDA). Nastepnie powierzchni¢ materialu dokladnie przemyto dejonizowana
1 destylowang woda w celu usunigcia niezwigzanej polidopaminy. Na tym etapie, zmodyfikowane
powierzchnie wysuszono i wysterylizowano swiattem UV (245 nm, 8 W) przez 15 minut.

Reaktywne wlasciwosci polidopaminy, oméwione powyzej (patrz 1.4.1 Polidopamina — wy-
soce adhezyjny i reaktywny chemicznie material bazowy), wykorzystano do bezposredniego zwia-
zania czasteczek interleukiny na powierzchni materiatu nia pokrytego (patrz 1.4.2 Teoria wigzania
interleukin na powierzchni materialu bazowego), przygotowujac powltoki referowane w dalszej cze-

$ci pracy jako pDA_IL-4 badz pDA_IL-10.
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W tym celu przygotowano roztwér rekombinowanej ludzkiej IL-4 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 2 pg/mL w dejonizowanej
1 destylowanej wodzie oraz roztwor rekombinowanej ludzkiej IL-10 (Gibco, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) réwniez o stezeniu 2 pg/mL w dejonizowanej
1 destylowanej wodzie. Nastepnie 100 pL. roztworu IL-4 badz IL-10 naniesiono na odpowiednia
powierzchni¢ pokryta wezesniej pDA (co odpowiada masie 200 ng odpowiedniej interleukiny). Re-
akcja przebiegala przez ~4 godziny w temperaturze pokojowej, z ciaglym mieszaniem na wytrza-
sarce orbitalnej. Nastepnie material pokryty pDA 1 czasteczkami interleukiny zostal dokladnie
przemyty dejonizowang i destylowana woda w celu usunigcia niezwigzanych czasteczek interleukin,
i przechowywany w temperaturze 4°C do dalszego wykorzystania w zaplanowanych eksperymen-
tach.

Zaleznie od przeprowadzanego eksperymentu badang powloke nanoszono odpowiednio
na dnie dotkéw 24- lub 96-dotkowej plytki do kultur komérkowych (Corning Incorporated, Cor-
ning, Nowy Jork, Stany Zjednoczone; Biologix Group Limited, Jinan, Chiny; TPP Techno Plastic
Products AG, Trasadingen, Szwajcaria), na okragle szkietko nakrywkowe (Glaswarenfabrik Karl
Hecht GmbH & Co KG, Sondheim, Niemcy) o $rednicy 13 mm, na powierzchni¢ blaszki wyko-
nanej ze stopu Co-Cr L605 (Balton, Warszawa, Polska), na dnie 8-dotkowej komory (ibidi, Grifel-

fing, Niemcy), §wiezo roztupanej mice potasowej (Labnatek, Warszawa, Polska) o srednich wymia-

rach 10 mm X 10 mm czy na stencie wykonanym ze stopu Co-Cr L605 (Balton, Warszawa, Polska).

6.1.2 Wzbogacenie powtoki o chitozan. Funkcjonalizacja powtoki interleukinami za po-

Srednictwem techniki sieciowania

Aby wprowadzi¢ chitozan, na przygotowana w poprzednim kroku, powloke bazowg pDA,
przeprowadzono nastgpujace czynnosci.

Poczatkowo przygotowano 1% roztwor chitozanu w 1% kwasie octowym. W tym celu od-
wazono zadang ilo$¢ chitozanu niskoczasteczkowego o deacetylacji 75-85% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) i dodano do szklanej butelki. Nastepnie dodawano odpowied-
nia objetos¢ 1% roztworu kwasu octowego, przygotowanego z 99,5% kwasu octowego (Avantor
Performance Materials, Gliwice, Polska) oraz odpowiedniej obj¢tos¢ dejonizowanej i destylowanej
wody. Butelke¢ z zawarto$cia umieszczono na mieszadle magnetycznym i mieszano z pelng pred-
koscia az do catkowitego rozpuszczenia chitozanu. Uprzednio sfunkcjonalizowany polidopamina
material umieszczono badz pokryto odpowiednia objetoscia tak przygotowanego roztworu chito-
zanu i pozostawiono na okolo ~4 godziny, w temperaturze pokojowej, z ciagglym mieszaniem na
wytrzasarce orbitalnej. Umozliwilo to zwigzanie chitozanu na powierzchni materialu pokrytego

pDA poprzez wytworzenie wiazania pomiedzy grupami aminowymi licznie obecnymi
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w makroczasteczce chitozanu oraz grupami karbonylowymi polidopaminy. W taki sposoéb uzy-
skano powloke referowana w dalszej czesci jako pDA_CH.

W celu zwigzania czasteczek interleukin na powierzchni pokrytej pDA_CH, postuzono si¢
nastepujacq procedura. Na wstepie przygotowano roztwor rekombinowanej ludzkiej IL-4 (jak po-
wyzsza) w soli fizjologicznej buforowanej 0,1 M MES (pH = 4,7) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 2 pg/mL oraz roztwér rekombinowane;
IL-10 (jak powyzsza) w soli fizjologicznej buforowanej 0,1 M MES (pH = 4,7), réwniez o stezeniu
2 pg/mL. Nastepnie kolejno dodano chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl)karbodii-
midu (EDC; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) oraz sél sodowa N-hydrok-
sysulfosukcynoimidu (sulfo-NHS; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone), do kon-
cowego stezenia odpowiednio 80 ng/mlL i 220 ng/mlL.. Sktadniki reakcji dobrze wymieszano i po-
zostawiono na 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie tak uzyskany roztwor 11-4 oraz IL-
10 naniesiono na kazda z powierzchni pokrytej pPDA_CH. Reakcja przebiegala przez ~4 godziny
w temperaturze pokojowej, z ciaglym mieszaniem na wytrzasarce orbitalnej. Nast¢pnie material
pokryty warstwa pDA_CH 1 czasteczkami interleukiny zostal dokladnie przemyty dejonizowana
i destylowang woda, i przechowywany w temperaturze 4°C do dalszego wykorzystania w zaplano-
wanych eksperymentach.

W ten sposéb dokonano immobilizacji wybranych interleukin z wykorzystaniem EDC
1 sulfo-NHS na powloce bazowej wzbogaconej chitozanem (referowane odpowiednio jako
pDA_CH_IL-4 oraz pDA_CH_IL-10) poprzez wytworzenie wigzania amidowego pomiedzy gru-
pami aminowymi wystepujacymi w makroczasteczce chitozanu i grupami karboksylowymi taficu-
chow bocznych aminokwaséw wchodzacych w sklad czasteczki intetleukiny (patrz 1.4.4 Technika
sieciowania a immobilizacja interleukin). Zaleznie od przeprowadzanego eksperymentu, badane

powloki nanoszono na odpowiednie, wybrane powierzchnie (patrz wyzej).

6.2 Fizyko-chemiczne metody charakteryzacji powtoki

6.2.1 Ocena struktury chemicznej powloki za pomoca spektroskopii w podczerwieni

Do oceny struktury chemicznej wykorzystano spektroskopi¢ ostabionego calkowitego we-
wnetrznego odbicia w podczerwieni z transformata Fouriera (ATR-FTIR, z ang. attennated total re-
Slectance Fourier transform infrared spectroscopy).

Widma ATR-FTIR wodnych roztworéw interleukin uzyskano przy uzyciu spektrometru
Nicolet 6700 FT-IR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
z przystawka ATR Golden Gate Mk 11 z podgrzewana elektrycznie plyta diamentows (PIKE Tech-

nologies, Fitchburg, Wisconsin, Stany Zjednoczone). Spektrometr byl w sposéb ciagly
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przedmuchiwany suchym powietrzem. Wszystkie widma zbierano w zakresie 4000-400 cm™ z roz-
dzielczoscia 4 cm™, liczba skanéw 256. Bezposrednio przed pomiarem probki, widmo tla dia-
ment/powietrze rejestrowano jako odniesienie (512 skan6éw, 4 cm™). Wszystkie widma rejestro-
wano w temperaturze 25°C. Widma rejestrowano w programie OMNIC 8 Software Spectra
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). W celu otrzymania
widma probki, na krysztal naniesiono okoto 3—5 plL wodnego roztworu IL-4 o stezeniu 250 ug/mL
i wodnego roztworu IL-10 o stezeniu 100 pg/mL i odczekano okoto 1-2 godziny do utworzenia
cienkiego filmu poprzez odparowanie wody z roztworu. Uzyskane widma postuzyly jako widma
odniesienia.

Widma ATR-FTIR blaszki wykonanej ze stopu Co-Cr L605 pokrytej wilasciwa powloka
uzyskano przy uzyciu mikroskopu w podczerwieni Nicolet iN10 MX (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) wyposazonego w chfodzony cieklym azotem detek-
tor MCT 1 krysztal germanu MicroTip ATR do rejestracji w trybie kontaktu. Mikroskop w sposéb
ciggly byl przedmuchiwany suchym powietrzem. Wszystkie widma zbierano w zakresie 4000—

675 cm™ z rozdzielczoscia 4 cm™, liczba skanéw 256, apertura 75 pm X 75 um, skok 100 um, liczba

punktow, z ktérych zbierano widma 9 (3 x 3). Bezposrednio przed pomiarem prébki, widmo tla
german/powietrze trejestrowano jako odniesienie (512 skanéw, 4 cm™). Widma rejestrowano
w programie OMNIC Picta Software Spectra (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone). Dzigki zastosowaniu mikroskopu w podczerwieni Nicolet iN10 MX mozliwa
byla charakteryzacja wigkszej powierzchni materiatu niz w przypadku spektrometru Nicolet 6700
FT-IR.

Wszystkie zarejestrowane widma analizowano z wykorzystaniem oprogramowania Origin
Pro 8.5 (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Kazdora-
zowo dokonano korekgji tla, a do wygladzenia widma zastosowano filtr Savitzky-Golay z wielo-
mianem drugiego stopnia i 21-punktowym oknem usredniania. Widma znormalizowano wzgledem

1

intensywnosci pasma drgan rozciagajacych grupy C—H przy okoto 2930 cm™ . Celem wlasciwej
analizy byto wskazanie takich zmian w zarejestrowanych widmach, ktére potwierdzityby obecnosé

powierzchniowo zwiazanych z polidopaming lub polidopaming i chitozanem interleukin.

6.2.2 Charakterystyka nanostrukturalna powtoki za pomoca mikroskopii sit atomowych

Przygotowane na §wiezo rozlupanej mice potasowej probki powlok zostaly scharakteryzo-
wane przy zastosowaniu mikroskopii sit atomowych (AFM, z ang. atomic force microscopy).

W tym celu do magnetycznego dysku (TED PELLA, INC., Redding, California, Stany
Zjednoczone) przy pomocy dwustronnej tasmy samoprzylepnej (TED PELLA, INC., Redding,

California, Stany Zjednoczone) przymocowano plytki z naniesiong powloka. Magnetyczne dyski
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umieszczono na piezoelektrycznym skanerze (model E, maksymalny obszar skanowania
10 pm x 10 pm), skladajacym si¢ na baz¢ mikroskopu MultiMode Atomic Force Microscopy
(Brucker, Billerica, Massachusetts, Stany Zjednoczone). W uchwycie mikroskopu umieszczono
sonde¢ wykonana z krzemu domieszkowanego antymonem (Brucker, Billerica, Massachusetts, Stany
Zjednoczone) o czestotliwosci rezonansowej ~320 kHz i o stalej sprezystosci 42 N/m oraz o $red-
nicy maksymalnej ostrza 4 nm (model NCHYV). Mikroskop podlaczono do kontrolera NanoScope
3D IlIIa (Brucker, Billerica, Massachusetts, Stany Zjednoczone) skomunikowanym z zainstalowa-
nym na komputerze oprogramowaniem Nanoscope v. 6.13 (Brucker, Billerica, Massachusetts,
Stany Zjednoczone). Uchwyt z zamontowana sonda umieszczono w optycznej glowie mikroskopu
(Brucker, Billerica, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Sonda skanujaca pracowala w zakresie
swoje nominalnej czestotliwosci rezonansowej. Czestotliwos$¢ skanowania zostala nastawiona
w zakresie 1,0—1,5 Hz, liczba skanéw 512 x 512 na obraz, skanowany obszar 1 um x 1 um, kat
skanowania 0°. Przy nastawieniu mikroskopu wykorzystano uktad mikroskopu optycznego (Fibet-
Lite® PL-800, Dolan-Jenner Industries Inc., Boxborough, Massachusetts, Stany Zjednoczone).

Zarejestrowane obrazy opracowano za pomocg oprogramowania Nanoscope v. 6.13.

6.2.3 Ocena kinetyki uwalniania interleukin z powierzchni powtoki z wykorzystaniem

testu immunoenzymatycznego

Do oceny stopnia uwalniania IL.-4 oraz I1L.-10 z badanych powlok (pDA_IL-4 i pDA_IL-
10 oraz pDA_CH_IL-4 i pDA_CH_IL-10) wykorzystano testy ELISA, odpowiednio zestaw
ELISA 1L-4 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
oraz zestaw ELISA IL-10 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany
Zjednoczone) Testy przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta. Zakres krzywej standardo-
wej w przypadku testu ELISA IL-4 wynosit 7,8-500 pg/mL, z kolei dla ELISA IL-10 zakres ten
wynosit 3,15-200 pg/mL. Kazdorazowo wykonywano minimum trzykrotne oznaczenie danej cy-
tokiny w analizowanej probce.

Na wstepie powltoki naniesiono na dno dotkéw plytki 24-dotkowej zgodnie z opisang po-
wyzej procedurg. Powloki w doltkach nast¢pnie przemyto jednokrotnie PBS (pH = 7,4) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), a nastgpnie zanurzono
w 1 mL tymze PBS, ale z dodatkiem 0,1% albumin surowicy bydlecej (BSA, z ang. bovine serum
albumin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone). Plytki inkubowano z wytrzasa-
niem (500 rpm) przez 1, 3, 5, 71 10 dni w temperaturze pokojowej. Po kazdym czasie inkubaciji
zbierano PBS-BSA i zastgpowano $wiezym roztworem. Zebrane probki przechowywano w tem-

peraturze —80°C do konica eksperymentu. Obie cytokiny (IL-4 i IL-10) oznaczano w prébkach
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pobranych w kazdym punkcie czasowym. Absorbancj¢ mierzono za pomoca czytnika plytek Infi-
nite M200 (Tecan Group Ltd., Midnnedorf, Szwajcaria) przy 450 nm.
Wyniki wyrazono jako warto$¢ skumulowana st¢zenia uwolnionej cytokiny (sumowano

oznaczone stezenie z odpowiednich dni) w funkcji czasu inkubacji.

6.3 Metody badan na modelu komérkowym

6.3.1 Hodowle komorkowe

6.3.1.1 Hodowla ludzkich komoérek $rédbtonka zyly pepowinowej stanowiacych
model komoérek sr6dbtonka

Ludzkie komoérki §rédblonka zyly pepowinowej (HUVECs; Gibco, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) byly rutynowo hodowane w medium bazowym
przeznaczonym do hodowli komoérek srédbtonka duzych naczytn Human Large Vessel Endothelial
Cell Basal Medinm, wezesniej Medium 200 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachu-
setts, Stany Zjednoczone). Medium bazowe zostalo uzupelnione o czynniki wzrostu i suplementy
wchodzace w sklad zestawu Low Serum Growth Supplement (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) w stezeniach wskazanych przez producenta. Wzbo-
gacone medium (w dalszej czesci referowane jako kompletne medium) sktadato si¢ z 2% v/v plo-
dowej surowicy bydlecej (FBS, z ang. fetal bovine serum), 1 pg/mL hydrokortyzonu, 10 ng/mL ludz-
kiego naskérkowego czynnika wzrostu (WEGF, z ang. human epidermall growth factor), 3 ng/mL pod-
stawowego czynnika wzrostu fibroblastéw (bFGF, z ang. basic fibroblast growt) factor) oraz 10 pg/mL
heparyny. Hodowle prowadzono bez dodatku zwiazkéw przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybi-
czych.

Dno butelek (neoLab, Heidelberg, Niemcy) przeznaczonych do rutynowej hodowli komo-
rek pokrywane byly Zelatyna. W tym celu bezposrednio przed wprowadzeniem komorek, nano-
szono zalezna od wielkosci butelki objetos¢ (1 mL roztworu na kazde 10 cm” powierzchni hodow-
lanej) 0,1% roztworu zelatyny (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany
Zjednoczone) i inkubowano przez 30 minut w 37°C badz 2 godziny w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie roztwor odbierano 1 wprowadzano komoérki. Pokryte zelatyna butelki hodowlane prze-
chowywano maksymalnie do miesiaca w 4°C.

Hodowle komérkowe prowadzono w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,) w inku-
batorze CO: do hodowli komérkowych Innova CO-170 (New Brunswick Scientific, Edison, New
Jersey, Stany Zjednoczone). Komora z laminarnym przeplywem powietrza o II klasie bezpieczen-
stwa biologicznego Airstream (Esco Lifescience, Singapur) zapewniala sterylne warunki pracy. Ko-

moérki wirowano przy wzglednej sile odsrodkowej (RCF, z ang. relative centrifugal force) rzedu
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180 x g przez 7 minut z wykorzystaniem wirdwki laboratoryjnej EBA 21 (Hettich, Tuttlingen,
Niemcy) lub 350R (MPW Med. Instruments, Warszawa, Polska). Komorki obserwowano przy po-
mocy mikroskopu odwréconego MBI 100T (mikrolLAB, Lublin, Polska).

Medium wymieniano co 1-2 dni, zaleznie od gestosci HUVECs. Gdy komorki osiagaly 80—
90% konfluencji, komoérki pasazowano. Komorki pasazowano z wykorzystaniem roztworu 0,025%
trypsyny i 0,01% EDTA w PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany
Zjednoczone) oraz roztworu 0,5% surowicy cielecej w PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) badz z wykorzystaniem Trpl.E Express Engyme
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone).

Liczenie komorek z jednoczesng zgrubng oceng zywotnosci prowadzono poprzez barwie-
nie 0,4% bl¢kitem trypanowym w PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone), przy uzyciu komory Birkera (Brand, Wertheim, Niemcy).

Krioprezerwacje komoérek prowadzono w kompletnym medium z dodatkiem 10% v/v di-
metylosulfotlenku (DMSO) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjedno-
czone). Komorki zamrazano powoli w —80°C, obnizajac temperature¢ o okoto 1°C na minute przy
uzyciu pojemnika do zamrazania Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone) umieszczonym w zamrazarce niskotemperaturowej Innova U101 (New Bruns-
wick Scientific, Edison, New Jersey, Stany Zjednoczone). Po 24 godzinach komoérki przenoszono
do naczynia z cieklym azotem przeznaczonym do krioprezerwacja prob biologicznych Cryomaster

600 (Antech Scientific, Qingdao, Chiny).

6.3.1.2 Hodowla ludzkich komoérek ostrej biataczki monocytowej stanowiacych
model monocytow/makrofagéow
Ludzka linia komérek ostrej biataczki monocytowej (THP-1; Elabscience, Houston, Tek-
sas, Stany Zjednoczone) postuzyta jako model monocytéw/makrofagéw. Komérki hodowano
w medium RPMI-1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjedno-
czone) zawierajacej 10% FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany
Zjednoczone), 0,05 mM 2-merkaptoetanolu (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, Stany Zjednoczone) i 1% antybiotykéw (penicylina i streptomycyna) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Stany Zjednoczone), okreslanej dalej jako podloze kompletne.
Hodowlg¢ prowadzono w szalkach (neoLab, Heidelberg, Niemcy) badz w butelkach (neo-
Lab, Heidelberg, Niemcy) w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,) w inkubatorze CO, do

hodowli komérkowych. Z komoérkami pracowano w komorze z laminarnym przeplywem powie-

trza o II klasie bezpieczenstwa biologicznego, celem zapewnienia sterylnych warunkéw pracy.
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Komoérki wirowano przy RCF rzedu 180 X g przez 7 minut z wykorzystaniem wiréwki laboratoryj-
nej. Komérki obserwowano przy pomocy mikroskopu odwréconego.

Medium wymieniano co 2-3 dni. Komorki pasazowano zaleznie od ich gestodci (przy
~8 x 10° komorek/mL). Liczenie komérek z jednoczesna oceng zywotnosci prowadzono jak wy-

zej. Ktioprezerwacje komérek prowadzono w kompletnym medium z dodatkiem 5% v/v DMSO
jak wyzej.
6.3.2 Metody biologii komérkowej i molekularnej

6.3.2.1 Ocena zywotnosci i proliferacji komoérek srodbtonka hodowanych na otrzy-
manych powtokach

Do oceny zywotnosci i proliferacji komorek srédblonka postuzono si¢ testem MTT. Test
ten polega na przeksztalceniu soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylote-
trazolowego — MTT, z ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide), przyjmujacej
w roztworze wodnym zélte zabarwienie, do nierozpuszczalnych w wodzie krysztaléw formazanu
(1-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-3,5-difenyloformazanu), bedacych fioletowym produktem reakcji bio-
redukeji. Reakcja redukcji tetrazolowego barwnika mozliwa jest dzigki enzymowi z grupy oksydo-
reduktaz zaleznych od NADH badz NADPH — dehydrogenazy mitochondrialnej. Poziom aktyw-
nych oksydoreduktaz, a zatem ilo§¢ powstatego barwnego produktu reakciji, jest proporcjonalna do
liczby zywych (a wigc aktywnych metabolicznie) komoérek. Po rozpuszczeniu krysztaléw forma-
zanu w DMSO, intensywno$¢ zabarwienia powstalego roztworu moze zosta¢ zmierzona spektro-
fotometrycznie, mierzac poziom absorbcji $wiatla przy dlugosci fali 570 nm.

Na wstepie przygotowano 96-dotkows plytke hodowlang (niemodyfikowana lub pokryta
badanymi powlokami — zaleznie od eksperymentu). Do kazdego dotka dodano po 10* komoérek
srédblonka zawieszonych w 100 pL. kompletnego medium. Plytke inkubowano przez zadany
w eksperymencie czas, w inkubatorze CO,, w standardowych warunkach (37°C, 5% CO).

W migdzyczasie przygotowano roztwor podstawowy MTT poprzez rozpuszczenie 5 mg
MTT (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) na
kazde 1 mL PBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone).
Roztwor wysterylizowano poprzez filtracje z uzyciem filtréw strzykawkowych (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) o §rednicy poréw 0,2 um.

Po zadanym czasie inkubacji, do kazdego dotka dodano 10 pL roztworu podstawowego
MTT. Plytke inkubowano przez ~3 godziny w standardowych warunkach. Po tym czasie ostroznie
odebrano medium z kazdego z dotkéw, a nastgpnie dotki uzupelniono 100 p. DMSO (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone), mieszajac poprzez pipetowanie. Plytke ponownie

umieszczono w 37°C na 15 minut. Pomiaru absorbanciji dokonano z wykorzystaniem czytnika
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plytek Infinite M Nano+ (Tecan Group Ltd., Minnedorf, Szwajcaria) przy dlugosci fali 570 nm.
Proébe $lepa stanowit dotek bez badanych komérek, po dodaniu 100 p. DMSO.

/N J\
—N

/N NADH NAD*
*N N=N

MTT formazan

Rys. 19 Reakcja przeksztalcania soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowego — MTT, z ang, 3-
(4, 5-dimethylthiazol-2-51)-2,5-diphenyltetrazolinmbromide), przyjmujacej w roztworze wodnym z6lte zabarwienie, do nierozpuszczalnych
w wodzie krysztaléw formazanu (1-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-3,5-difenyloformazanu), bedacych fioletowym produktem reakeji bio-
redukeji. Opracowanie wlasne

Uzyskane wyniki wyrazono jako procent kontroli negatywnej — jako stosunek wartosci
zmierzonej absorbancji dla prébki badanej do warto$ci zmierzonej absorbancji dla kontroli nega-
tywnej. Od uzyskanych wynikéw kazdorazowo odejmowano srednig warto$¢ otrzymang dla préby
slepej.

Celem oceny zywotnosci i proliferacji komérek hodowanych na powloce, dno dotkéw
plytki hodowlanej bylo pokryte badana powloka. Ocenie poddawano komoérki po 24, 48 1 72 go-
dzinach inkubaciji z powloka.

Celem oceny zywotnosci i proliferacji komoérek po stymulacji cytokinami prozapalnymi
1 interleuking przeciwzapalna, eksperyment zaplanowano w nastgpujacy sposob.

Po wysianiu komoérek w odpowiedniej liczbie (jak wyzej) na plytke hodowlana, wstepnie
inkubowano komorki przez 24 godziny w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,). Po tym
czasie odebrano medium i poddano komérki dziataniu wybranych cytokin prozapalnych — odpo-
wiednio rekombinowanym ludzkim TNF-a (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 5 ng/ml oraz rekombinowang ludzka IL-13 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 5 ng/mlL.,
w kompletnym medium. Inkubacje prowadzono przez 6 godzin w standardowych warunkach
(37°C, 5% COy). Po tym czasie ponownie odebrano medium, dodajac odpowiednio medium su-
plementowane rekombinowang ludzka I1.-10 o stezeniu 50 ng/mlL. Komérki inkubowano przez
24, 48 1 72 godziny, dokonujac analizy w kazdym z tych punktéw czasowych. Kontrolg negatywna
stanowily komorki hodowane wylacznie w kompletnym medium przez caly czas trwania ekspery-
mentu. Kontrole pozytywne obejmowaly komérki traktowane przez 6 godzin wybrana cytoking

prozapalna, wymiang medium hodowlanego i rownoleglej inkubacji komérek z tymi, ktére byly
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traktowane IL-10. Schematycznie zaplanowany eksperyment przedstawiono ponizej (patrz Rys.

20).

24 h 6h 24h 48 h 72 h
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Rys. 20 Schematyczne przedstawienie zaplanowanego eksperymentu, majacego na celu oceng zywotnosci i proliferacji komorek po
stymulacji cytokinami prozapalnymi z nastgpcza inkubacja z intetleuking przeciwzapalna. Wysiane komorki wstepnie inkubowano
przez 24 godziny, nastepnie poddano przez 6 godzin dzialaniu odpowiednio rekombinowanemu ludzkiemu TNF-a o stezeniu
5 ng/mL badz rekombinowanej ludzkiej IL-13 o stezeniu 5 ng/mL, w kompletnym medium. Po tym czasie wprowadzono rekom-
binowana ludzka IL-10 o stezeniu 50 ng/mL, w kompletnym medium i inkubowano przez 24, 48 1 72 godziny, dokonujac wlasciwej
oceny w kazdym z punktéw czasowych.

6.3.2.2 Ocena morfologii komoérek $r6dbtonka hodowanych na otrzymanych po-
wtokach

W eksperymencie, ktéry polegal na ocenie interakcji HUVECs z badanymi powlokami,
dokumentowano wzrost i morfologi¢ komorek rejestrujac obrazy kontrastu fazowego za pomoca
mikroskopu IX71 (Olympus, Tokio, Japonia). Dodatkowo, fluorescencyjne wyznakowano jadra
komoérkowe i cytoszkielet aktynowy, rejestrujac obrazy przy uzyciu wspomnianego powyzej juz
mikroskopu fluorescencyjnego IX71. Wstepnie, w dotku 24-dotkowej plytki hodowlanej umiesz-
czono okragle szkietko nakrywkowe z naniesiona powloka, nastepnie do dotka wysiano 5 x 10*
komoérek zawieszonych w 500 uL. kompletnego medium. Komoérki poddawano ocenie po 24, 48
172 godzin od wysiania.

Komoérki do typowej mikroskopii kontrastu fazowego nie wymagaly szczegdlnego przygo-
towania. W przypadku mikroskopii fluorescencyjnej postuzono si¢ nastepujacym protokotem przy-
gotowania probek. Na wstepie komorki utrwalono poprzez inkubacje w 4% roztworze paraformal-
dehydu (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) w PBS
przez 15 minut, w temperaturze pokojowej. Komoérki przemyto jednokrotnie PBS. Komérkowe
wlokna aktynowe barwiono falloidyna znakowang FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
(stezenie 330 nM w PBS), natomiast jadra komérkowe DAPI (Thermo Fisher Science, Waltham,

Massachusetts, USA) (stezenie 300 nM w PBS). Barwienie struktur prowadzono jednoczasowo,
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przez 15 minut, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Na koniec komoérki przemyto PBS, za-
wieszajac w Swiezej porcji PBS.

Oceng morfologii komoérek dokonano réwniez za pomocy skaningowego laserowego mi-
kroskopu konfokalnego (CLSM, z ang. confocal laser scanning microscopy) poprzez fluorescencyjne wy-
znakowanie jader komoérkowych, cytoszkieletu aktynowego oraz wybranego markera ECs — czyn-
nik von Willebranda (vWF, z ang. von Willebrand factor). Eksperyment przeprowadzono dla proto-
kotu przedstawionego na Rys. 20.

W tym celu do kazdego dotka 8-dotkowej mikroptytki (ibidi, Grifelfing, Niemcy) dodano
po 10* komérek $§rodblonka zawieszonych w 200 pl. kompletnego medium. Plytke inkubowano
wstepnie przez 24 godziny w inkubatorze CO,, w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,). Po
tym czasie komorki poddano wlasciwemu eksperymentowi. Po zakofczeniu eksperymentu ko-
morki jednokrotnie przemyto PBS 1 utrwalono poprzez inkubacje w 4% roztworze paraformalde-
hydu w PBS przez 15 minut, w temperaturze pokojowej. Komoérki przemyto jednokrotnie PBS
i przechowywano w 4°C do czasu barwienia.

Barwienie fluorescencyjne wybranych struktur komérkowych prowadzono wedlug naste-
pujacej protokolu. Na wstepnie utrwalone komoérki poddano dziataniu 0,2% roztworu Triton X-
100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) i 10% koziej surowicy (NGS, z ang.
normal goat serum) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjedno-
czone) w PBS, przez 20 minut w temperaturze pokojowej, celem permabilizacja blony komérkowej
1 zablokowania niespecyficznych wiazan. Nastgpnie naniesiono roztwoér pierwszorzedowych, poli-
klonalnych, kréliczych przeciwcial skierowanych przeciwko vWTE (Bioss, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) rozcieficzonych roztworem 10% NGS w PBS o ste-
zeniu 10 pg/mL. Komérki inkubowano w temperaturze pokojowej, w ciemnosci przez ~2 go-
dziny. Po tym czasie odebrano roztwor przeciwcial pierwszorzedowych, komérki przeplukano jed-
nokrotnie PBS, a nastgpnie naniesiono roztwor drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-
kroliczych przeciwcial, znakowanych Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) o stezeniu 4 pg/mlL. Przeciwciata drugorzedowe
rozcienczono do zadanego stezenia roztworem 10% NGS w PBS. Komérki inkubowano w tem-
peraturze pokojowej, w ciemnosci przez ~2 godziny. Nastepnie komorki trzykrotnie przemyto
PBS, po czym inkubowano w PBS z 300 nM DAPI 1 330 nM falloidyna znakowana Alexa Fluor
647 (Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, Stany Zjednoczone) przez 15 minut
w temperaturze pokojowej, w ciemnosci, celem wybarwienia jadra komérkowego 1 cytoszkieletu

aktynowego. Na koniec komoérki ponownie przemyto dwukrotnie PBS i zawieszono w PBS
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z dodatkiem medium montujacego ProlLong Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone).

Obrazy zarejestrowano z wykorzystaniem CLSM TCS SPE (Leica Microsystems, Wetzlar,
Niemcy) wyposazonego w diodowe lasery wzbudzajace o dtugosci fali 405 nm dla DAPI, 488 nm
dla wykorzystanych przeciwcial drugorzedowych znakowanych Alexa Fluor 488 oraz 635 nm dla
falloidyny znakowanej Alexa Fluor 647. Moc lasera zostala ustawiona na 20% mocy maksymalnej.
Obrazy uzyskano w oprogramowaniu do mikroskopu LAS AF (Leica Microsystems, Wetzlar,
Niemcy).

6.3.2.3 Oznaczenie stg¢zenia cytokin prozapalnych wydzielanych przez komorki
$r6dbtonka hodowanych na otrzymanych powtokach

Wplyw powlok biofunkcjonalizowanych IL-4 i IL-10 na poziom uwalniania cytokin pro-
zapalnych (MCP-1 i IL-8) przez HUVECs oceniano przy uzyciu zestawu ELISA MCP-1 (Invitro-
gen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) oraz zestawu ELISA
IL-8 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Zakres
krzywej standardowej w przypadku testu ELISA MCP-1 oraz ELISA IL-8 wynosil 15,6—
1000 pg/mL. Kazdorazowo wykonywano minimum trzykrotne oznaczenie danej cytokiny
w probee.

W eksperymencie HUVECs hodowano (jak wyzej) na 24-dotkowej plytce, w kompletnym
medium, na badanych powlokach przez 24, 48 i 72 godziny. Poczatkowo, do kazdego dotka wy-
siano 5 x 10" komorek. Codziennie zbierano medium hodowlane i zastgpowano $wiezym. Zebrane
media przechowywano w temperaturze —80°C. Po zakoficzeniu eksperymentu, w zebranych me-
diach oznaczono poziom MCP-1 oraz IL-8, zgodnie z instrukcja producenta testéw ELISA.

Dla kazdej z badanych powlok wynik przedstawiono jako procent wartosci oznaczonej dla
kontroli negatywnej (ktora stanowita 100%) po 24, 48 1 72 godzinach. W kolejnych dniach sumo-
wano wartosci stezen danej cytokiny w probcee z wartoscig z dni poprzednich, co byto konieczne,
gdyz medium podmieniano codziennie (patrz wyzej). Dodatkowo okreslono dzienny przyrost
uwalnianej cytokiny dla kazdej z badanych powlok, odejmujac od uzyskanej wartosci dla danego
dnia, warto$¢ z dnia poprzedniego.

6.3.2.4 Ocena adhezji makrofagéw do otrzymanych powtok

W celu scharakteryzowania oddzialywan samej powltoki z monocytami oceniono przylega-
nie komoérek THP-1 do powloki, jak réwniez do kontroli negatywnej (powierzchnia niepokryta).

W tym celu THP-1, zréznicowane w makrofagi MO (patrz ponizej) hodowano przez 72 go-
dziny na testowanych powlokach. Powloki przygotowano na 8-dotkowej mikroptytce. Do kazdego

dotka wysiano 6 x 10* komérek zawieszonych w 300 pl. medium. Po 72 godzinach, komorki
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jednokrotnie przemyto PBS i utrwalono 4% paraformaldehydem w PBS przez 15 minut, w tempe-
raturze pokojowej. Nastepnie komorki dwukrotnie przemyto PBS, po czym inkubowano w PBS
z 300 nM DAPI i 330 nM falloidyng znakowang Alexa Fluor 647 przez 15 minut w temperaturze
pokojowej, w ciemnosci, celem wybarwienia jadra komérkowego i cytoszkieletu aktynowego. Na
koniec komorki ponownie przemyto dwukrotnie PBS i zawieszono w PBS z dodatkiem medium
montujacego. Obrazy zebrano z wykorzystaniem CLSM TCS SPE wyposazonego w diodowe lasery
wzbudzajace o dlugosci fali 405 nm dla barwionych jader komoérkowych i 635 nm dla barwione;j
aktyny. Moc lasera zostata ustawiona na 20% mocy maksymalnej. Obrazy uzyskano w oprogramo-
waniu do mikroskopu LAS AF. Wybarwione fluorescencyjnie komoérki THP-1, ktore przywarly do
szkietek pokrytych powloka zliczono w 16 réznych polach widzenia.

6.3.2.5 Ocena interakcji miedzy komoérkami §rodblonka hodowanymi na otrzyma-

nych powtokach a komérkowym modelem monocytéow

Aby dokonac oceny interakcji migdzykomoérkowych przeprowadzono nastepujace doswiadcze-
nie. Ocenie poddano adhezj¢ komérek THP-1 do HUVECs hodowanych przez 72 godziny na
testowych powlokach, naniesionych na okraglych szkietkach nakrywkowych, umieszczonych w 24-
dotkowej plytce do hodowli. Eksperyment miat odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace stopnia rekru-
tacji monocytéw do miejsca wprowadzenia stentu, wskutek oddzialywan z komérkami srédblonka.

W tym celu komoérki THP-1 zebrano i odwirowano (180 x g, 10 minut, 4°C) i zawieszono
w kompletnym medium RPMI-1640 z 10 pg/mL kalceiny-AM (Invitrogen, Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Zwiazek ten nie wplywa na zywotno§¢ mono-
cytoéw. Kalceina-AM biernie przechodzi przez blong komoérkows i jest hydrolizowana przez este-
razy komoérkowe. Tego typu barwienie umozliwia oceng integralnosci blony komoérkowej 1 aktyw-
nosci enzyméw badanych komérek. Komorki inkubowano przez 1 godzing w 37°C w standardo-
wych warunkach (37°C, 5% COy). Nastepnie komérki ponownie zawieszono w kompletnym me-
dium RPMI-1640 w liczbie 5 x 10° komérek zawieszonych w 1 mL. Nastepnie do dotka dodano
2,5 % 10° wybarwionych kalceina-AM komérek THP-1. W dotku znajdowala si¢ warstwa HU-

VECs, pokrywajaca powloke (komérki w liczbie 5 x 10* zawieszonych w 500 uI. kompletnego me-
dium hodowane przez 72 godziny). Inkubacj¢ prowadzono przez 4 godziny. Nastgpnie dwukrotnie
przemyto komorki PBS 1 utrwalano 4% paraformaldehydem (10 minut, temperatura pokojowa).
Po tym czasie ponownie, trzykrotnie przeplukano komoérki PBS.

Zliczono liczbg komoérek THP-1 przylegajacych do HUVECs pod mikroskopem fluorescen-
cyjnym IX71. Komérki THP-1 wybarwione kalceing-AM przylegte do warstwy HUVECs zliczono
srednio w 6—8 réznych polach widzenia. Wyniki wyrazono jako procent przylegajacych monocytow

w odniesieniu do kontroli negatywnej (czyli HUVECs hodowanych na niepokrytych powloka
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szkietkach, te stanowily 100%). HUVECs wstepnie traktowane przez 18 godzin LPS z Salmonella
Typhinurium (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) w stezeniu
4 ng/mL w kompletnym medium hodowlanym stuzyly jako kontrola pozytywna, referowana jako

LPS.

6.3.2.6 Ocena aktywnosci biologicznej interleukin po zwigzaniu na powtoce bazo-

wej — polaryzacja makrofagéw wskutek kontaktu z proponowang powtoka

Na wstepie monocyty THP-1 zostaly zréznicowane w makrofagi MO poprzez 24-godzinng
inkubacje w kompletnym medium uzupetnionym 100 ng/mL 12-mirystynianem 13-octanu forbolu
(PMA; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Stany Zjednoczone) i 48-godzinng inkubacje w kom-
pletnym medium hodowlanym bez PMA. Nastepnie komorki THP-1 wysiano do dotkéw w liczbie
10° zawieszonych w 500 pL. na 24-dotkows plytke hodowlana z dnem kazdej studzienki pokrytym
badang powloka. Tak wysiane komérki hodowano przez 72 godziny. Komorki traktowane masa
interleukiny, ktéra odpowiada masie naniesionej na powloke podczas jej przygotowywania (200 ng
odpowiedniej interleukiny) stosowano jako kontrole pozytywna, a komorki nietraktowane interleu-
king lub powloka stosowano jako kontrole negatywna.

Do analizy technika cytometrii przeplywowej, komérki THP-1 hodowane przez 72 godziny
z proponowang powloka (oraz kontrole negatywna i pozytywna) oderwano od naczynia hodowla-
nego przy uzyciu roztworu 5 mM EDTA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts, Stany Zjednoczone) i odwirowano (360 x g przez 5 minut w 4°C). Komoérki inkubowano
przez 10 minut w temperaturze pokojowej w 100 uL. PBS uzupelnionym 2,5% inaktywowanym
termicznie FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
oraz 5 uL. roztworu ludzkich przeciwcial IgG w PBS, blokujacych receptor Fe (TruStain FeX; Bio-
Legend, San Diego, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Nastepnie komorki barwiono przeciwciatami
MHC II sprze¢zonymi z V450 (BioLegend, San Diego, Kalifornia, Stany Zjednoczone), przeciwcia-
tami CD163 sprz¢zonymi z FITC (BioLegend, San Diego, Kalifornia, Stany Zjednoczone) i prze-
ciwcialami CD209 sprzezonymi z FITC (BioLegend, San Diego, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
lub odpowiednimi kontrolami izotypowymi (BioLegend, San Diego, Kalifornia, Stany Zjedno-
czone) w rozcienczeniu 1:100 przez 20 minut na lodzie, w ciemnosci. Przygotowano oddzielne
probki dla przeciwceial barwionych FITC. Na koniec komoérki przeptukano trzykrotnie w PBS
1analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego LSRFortessa (Becton Dickinson Biosciences,
San Jose, Kalifornia, Stany Zjednoczone).

Wyniki analizowano przy uzyciu oprogramowania Flowing Software 2.5.1 (Cell Imaging
and Cytometry, Turku Bioscience Center, Turku, Finlandia), okreslajac procent komérek dodatnich

wzgledem odpowiednich markeréw w poréwnaniu z kontrola ujemna.
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6.3.2.7 Ocena ekspresji czasteczek adhezyjnych w komoérkach $§rédbtonka

Oceng ekspresji wybranych czasteczek adhezyjnych w HUVECs dokonano, korzystajac
z CLSM, poprzez fluorescencyjne wyznakowanie ICAM-1.

HUVECs po przeprowadzonym eksperymencie (odpowiednio, po stymulacji cytokinami
prozapalnymi oraz po nastepczej stymulacji cytokinami przeciwzapalnymi — patrz Rys. 20) jedno-
krotnie przemyto PBS i utrwalono poprzez inkubacje w 4% roztworze paraformaldehydu w PBS
przez 15 minut, w temperaturze pokojowej. Komoérki przemyto ponownie jednokrotnie PBS
i przechowywano w 4°C do czasu barwienia.

Po utrwaleniu komérki poddano dziataniu 0,2% roztworu Triton X-100 1 10% NGS
w PBS, przez 20 minut, w temperaturze pokojowej. Nastepnie naniesiono roztwor pierwszorzedo-
wych, monoklonalnych, mysich przeciwcial skierowanych przeciwko ICAM-1, znakowanych FITC
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, Stany Zjednoczone) rozcienczonych roztworem 10%
NGS w PBS o stezeniu 2 pg/mL. Komoérki inkubowano w temperaturze pokojowej, w ciemnosci
przez ~3 godziny. Po tym czasie odebrano roztwér przeciwcial pierwszorzedowych, a komorki
przeptukano jednokrotnie PBS. Dodatkowo wybarwiono jadra komérkowe i cytoszkielet akty-
nowy, inkubujac komoérki w PBS z 300 nM DAPI 1 330 nM falloidyna znakowang Alexa Fluor 647
przez 15 minut w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Na koniec komérki ponownie przemyto
dwukrotnie PBS i zawieszono w PBS z dodatkiem medium montujacego.

Obrazy zarejestrowano z wykorzystaniem CLSM TCS SPE. Za pomoca lasera o dlugosci
fali 405 nm wzbudzono DAPI, za pomoca lasera o dlugosci fali 488 nm wzbudzono FITC, z ktérg
sprze¢zone byly przeciwciala wykorzystane do wyznakowania ICAM-1, natomiast za pomoca lasera
o dlugosci fali 635 nm wzbudzono Alexa Fluor 647 z ktéra sprzezono falloidyne. Standardowo
moc lasera ustawiono na 20% mocy maksymalnej, a obrazy rejestrowano w oprogramowaniu do

mikroskopu LAS AF.

6.3.2.8 Oznaczenie stezenia tlenku azotu w komoérkach $§r6dbtonka
HUVECs poddane dzialaniu wybranych czynnikéw (patrz Rys. 20) poddano ocenie pod
wzgledem produkciji NO. Do tego celu wykorzystano dioctan 4-amino-5-metyloamino-2',7'-diflu-
ororesceiny (DAF-FM, z ang. 4-amino-5-methylamino-2",7'-difluorofluorescein). Jest to odczynnik, ktory
umozliwia ilo$ciowe oznaczenie niskich stezen NO. Dioctan DAF-FM biernie dyfunduje przez
blony komérkowe i jest wewnatrzkomoérkowo deacetylowany przez esterazy. Powstaje niewykazu-
jacy fluorescencji DAF-FM, ktéry w wyniku reakeji z NO, tworzy fluorescencyjny juz benzotriazol
— patrz Rys. 21.
Na wstepie przygotowano roztwor podstawowy dioctanu DAF-FM o stezeniu 5 mM. W tym

celu 50 pg dioctanu DAF-FM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
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Stany Zjednoczone) rozpuszczono w 20 pL. bezwodnego DMSO (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone). Nastepnie przygotowano roztwor robo-
czy, poptzez rozcieficzenie roztworu podstawowego kompletnym medium do stezenia 10 pM. Ko-
morki, ktore uprzednio zebrano, inkubowano z rozcienczonym dioctanem DAF-FM przez 60 mi-
nut w inkubatorze, w standardowych warunkach (37°C, 5% COy). Po tym czasie komorki przemyto
PBS poprzez wirowanie, celem usunigcia nadmiaru sondy i zastapiono §wiezym, kompletnym me-
dium. Komoérki naniesiono na 8-dotkowsa mikroplytke. Inkubowano komoérki w wyzej wskazanych
warunkach dodatkowe 2 godziny, aby umozliwi¢ catkowita deestryfikacje wewnatrzkomoérkowych

dioctanéw i wstepne przyklejenie komoérek do dna plytki.

btona

komaérkowa \

/

N—N

DAF FM benzotiazol /

Rys. 21 Mechanizm oznaczenia tlenku azotu (NO, z ang. nitric oxide) w komérkach z wykorzystaniem dioctanu 4-amino-5-metyloa-
mino-2',7'-difluororesceiny (DAF-FM, z ang. 4-amino-5-methylamino-2",7"-diflnoroflnorescein). Dioctan DAF-FM biernie dyfunduje przez

btony komérkowe i jest wewnatrzkomoérkowo deacetylowany przez esterazy. Powstaje niewykazujacy fluorescencji DAF-FM, kt6ry
w wyniku reakcji z NO, tworzy fluorescencyjny juz benzotriazol. Opracowanie wlasne.

Powyzej wskazany krok zbierania komoérek i ponownego nanoszenia na nowe naczynie hodow-
lane wynikalo z zaobserwowanego podczas wstepnych eksperymentéw odklejania si¢ komorek
wskutek zadzialania uzytej sondy.

Na koniec zarejestrowano obrazy fluorescencyjne badanych komérek z wykorzystaniem CLSM
TCS SPE, korzystajac z lasera wzbudzajacego o dlugosci fali 488 nm, przy ustawieniach standar-

dowych mikroskopu (jak wyzej).
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6.3.2.9 Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu w komérkach §rédbtonka
Oznaczeniu poddano réwniez poziom ROS generowanych w HUVECs poddanych dzia-
taniu wybranych czynnikéw (patrz Rys. 20).

HsC—C—O0 o 0—C—CHj

H,DCFDA

\ btona

N komérkowa
z
0 0

ﬁ—o—c—cr-l3
o]

[
o
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Rys. 22 Mechanizm oznaczenia reaktywnych form tlenu (ROS, z ang. reactive oxygen species) w komérkach z wykorzystaniem dioctanu
2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (HoDCFDA, z ang. 2',7"-dichlorodibydrofluorescein diacetate). Odczynnik ten jest chemicznie zreduko-
wang forma fluoresceiny. Po deacetylacji H-DCFDA przez wewnatrzkomérkowe esterazy i utlenieniu powstalego zwiazku, nieflu-

orescencyjny HaDCFDA przeksztalcany jest w wysoce fluorescencyjng 2',7'-dichlorofluoresceine (DCF, z ang. 2,7"dichlorofluore-
scein). Opracowanie whasne.

Do tego celu postuzono si¢ przenikajacym do komoérek dioctanem 2',7'-dichlorodihydro-
fluoresceiny (Ho.DCFDA, z ang. 2',7"-dichlorodibydrofluorescein diacetate). Odczynnik ten jest chemicz-
nie zredukowang forma fluoresceiny, ktora znalazta zastosowanie jako wskaznik ROS w komor-
kach. Po deacetylacji H-DCFDA przez wewnatrzkomoérkowe esterazy 1 utlenieniu powstalego
zwiazku, niefluorescencyjny H-DCFDA przeksztalcany jest w wysoce fluorescencyjng 2',7'-dichlo-
rofluoresceing (DCF, z ang. 2',7"-dichlorofluorescein) — patrz Rys. 22.

Procedur¢ prowadzono analogicznie jak przy oznaczaniu NO. Poczatkowo przygotowano roz-
twor podstawowy Ho.DCFDA o stezeniu 5 mM. W tym celu nawazono odpowiednig ilo$¢
H>DCFDA, rozpuszczajac ja w adekwatnej objetosci DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone). Nastgpnie przygotowano roztwor roboczy, poprzez rozcienczenie roztworu
podstawowego kompletnym medium do stezenia 10 puM. Komorki, ktére uprzednio zebrano, in-
kubowano z rozcieficzonym HoDCFDA przez 60 minut w inkubatorze, w standardowych warun-
kach (37°C, 5% CO,). Po tym czasie komérki przemyto PBS poprzez wirowanie, celem usunigcia

nadmiaru sondy i zastapiono §wiezym, kompletnym medium. Komorki naniesiono na 8-dotkowa
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mikroplytke. Inkubowano komérki w wyzej wskazanych warunkach dodatkowe 2 godziny, aby
umozliwi¢ catkowity deestryfikacje wewnatrzkomoérkowych dioctanéw 1 wstepne przyklejenie ko-
moérek do dna plytki. Ponownie krok ze zbieraniem komérek i ponownym nanoszeniem na nowe
naczynie hodowlane byl konieczny — poczyniono analogiczng obserwacje jak wyze;.

Na koniec zarejestrowano obrazy fluorescencyjne badanych komérek z wykorzystaniem CLSM
TCS SPE, korzystajac z lasera wzbudzajacego o dlugosci fali 488 nm, przy ustawieniach standar-

dowych mikroskopu (jak wyzej).

6.4  Analiza statystyczna uzyskanych danych

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania SPSS Statistics (SPSS
Inc., Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone). Zastosowano nastgpujace testy statystyczne. Testowa-
nia zalozenia normalnosci rozktadu prowadzono z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka na pozio-
mie istotnosci 0,05. Do sprawdzenia, czy analizowane dane spelniajg kryterium réwnosci wariancji,
wykorzystano test Levene'a na poziomie istotnosci 0,05. Gdy dane spetniaty warunki normalnosci
rozkladu i réwnosci wariancji, przeprowadzano jednokierunkowa ANOVA na poziomie istotnosci
0,05 oraz analizg post hoc HSD Tukeya. W przypadku niespelnienia warunkéw do przeprowadzenia
testow parametrycznych, wykonywano testy nieparametryczne. Postugiwano si¢ testem Kruskala-
Wallisa na poziomie istotnosci 0,05, gdzie przy wielokrotnych poréwnaniach miedzygrupowych
dokonywano korekty poziomu istotnosci za pomoca poprawki Bonferroniego. Wartosci p uzyski-

wane podczas przeprowadzonych analiz kazdorazowo podawano wraz z wlasciwa interpretacja

wyniku.
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Rozdziat 7

Wyniki i dyskusja

7.1  Fizyko-chemiczne wlasciwoséci otrzymanej powtoki

7.1.1  Ocena struktury chemicznej powtoki za pomoca spektroskopii w podczerwieni

Do oceny struktury chemicznej otrzymanych powlok wykorzystano technike ATR-FTIR.
Zarejestrowano zarowno widma powlok, na kazdym z etapéw funkcjonalizacji powierzchni, jak
1 widma wodnych roztworéw wybranych interleukin. W pézniejszej analizie widma interleukin po-
stuzyly jako referencyjne, celem wykazanie obecnosci cytokin na powierzchni otrzymanej powloki.
W przypadku powlok wzbogaconych o chitozan, zarejestrowano réwniez widma roztworu chito-
zanu, wykorzystanego w procesie modyfikowania powierzchni.

Na Rys. 23A przedstawiono widma ATR-FTIR uzyskane odpowiednio dla wodnych roz-
tworow IL-4 1 I1.-10. Zgodnie z posiadana wiedza, widma wybranych interleukin nie byly wczesniej
publikowane w literaturze naukowej. Oba widma sa typowe dla biatek i1 s3 zdominowane przez
amidowe pasma wibracyjne szkieletu peptydowego. Szerokie pasmo w zakresie 3600-3100 cm™
pochodzi gtéwnie od drgan rozciggajacych N—H (Amid A) z udziatem drgan rozciggajacych O—H,
ktére pochodza od pozostalej w probee wody. Pasmo Amidu I, powstale wskutek drgan rozciaga-
jacych C=0 i pasmo Amidu II, powstate wskutek drgan zginajacych w plaszczyznie N—H, obser-
wowane sa w zakresie liczby falowej 1700—1500 cm-!. Z kolei pasmo Amidu III, ktére powstaje
w wyniku drgan zginajacych w plaszczyznie N—H oraz drgan rozciagajacych C-N, wystepuje
w zakresie spektralnym 1300-1200 cm™ (Kong and Yu 2007). Dominujace pasmo przy
~1060 cm™ zwiazane jest z drganiami rozciagajacymi C—N amin alifatycznych (Munje et al. 2017).
Omowione pasma zostaly zidentyfikowane na widmach interleukin — zaréwno dla IL-4 jak 1 IL-10.

Opisane powyzej pasma sg takze fatwo identyfikowalne podczas analizy widm uzyskanych

dla powlok sfunkcjonalizowanych interleukinami — odpowiednio pDA_IL-4 oraz pDA_IL-10
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(patrz Rys. 23D). Niemniej jednak na widmach uzyskanych dla tych powlok obserwuje si¢ znaczny
wzrost warto$ci absorbancji pasma Amidu III przy 1260 cm™ z jednoczesnym zmniejszeniem in-
tensywnosci pasma przy ~1060 cm™. Niniejsza obserwacje mozna wyjasni¢ nastepujaco. Synteze
warstwy pDA przeprowadzono w warunkach alkalicznych, co spowodowalo przesunigcie réwno-
wagl w kierunku chinonu dopaminy. To nadato warstwie opartej na pDA reaktywnos¢ wobec grup
aminowych bialek (patrz 1.4.1 Polidopamina — wysoce adhezyjny i reaktywny chemicznie material
bazowy) (H. Lee, Rho, and Messersmith 2009). Zatem, z tego moze wynika¢ wzrost absorbanciji
pasma Amidu III (wynikajacego zwlaszcza z drgan rozciagajacych C—N). Ponadto warto zauwazyc,
ze tak powstale wiazanie jest zasadniczo odporne na hydrolityczne dzialanie wody, ktore jest po-
wszechne w przypadku innych metod biokoniugacji (H. Lee, Rho, and Messersmith 2009). Stanowi
to niewatpliwie zalet¢ prezentowanego rozwigzania. Tak powstala powloka moze zachowywac
swoje wlasciwosci w §rodowisku docelowego zastosowania. Co wigcej, juz sama zmiana ksztaltu
pasm amidowych wskazuje na powstanie nowych oddzialywan pomiedzy polidopaming a cza-
steczkg interleukiny.

Opisane powyzej pasma z powodzeniem mozna rowniez wskaza¢ na widmach uzyskanych
dla powlok wzbogaconych o chitozan i sfunkcjonalizowanych interleukinami — odpowiednio
pDA_CH_IL-4 oraz pDA_CH_IL-10 (patrz Rys. 23E). Jednak w tym przypadku pasma te czg¢sto
wystepuja w zakresie spektralnym pasm pochodzacych od chitozanu (patrz dalej), stad momentami
utrudnia to identyfikacje¢ pasm swoistych dla interleukin i nie jest mozliwe jednoznaczne wskazanie,
ktérym czasteczkom one odpowiadaja.

W przypadku warstwy polidopaminy (patrz Rys. 23B), uwage zwracaja charakterystyczne
pasma w zakresach spektralnych 1600-1550 cm™ i 1500—-1400 cm™ powstale na skutek drgan roz-
ciggajacych C=C w pierscieniu aromatycznym (X. Yang, Duan, and Ran 2017).

Z kolei analizowane widmo ATR-FTIR chitozanu (patrz Rys. 23C) charakteryzuje si¢ sze-
rokim pasmem w zakresie 3600-3100 cm™ (patrz wyzej), ktéremu mozna przypisaé¢ drgania roz-
ciagajace grup O-H oraz N-H. Pasma przy ~2927 cm™', ~2870 cm™, ~1403 cm™ oraz
~1320 cm™' zwiazane sa z symetrycznymi i asymetrycznymi drganiami rozciagajacymi CH. w piet-
Scieniu piranozowym polisacharydu. Ponadto, pasmo 1631 cm™ mozna przypisa¢ drganiom roz-
ciggajacym C=0 w grupach amidowych (z powodu czg¢sciowej deacetylacji chitozanu). Pasmo przy
1537 cm™" wskazuje na drgania zginajace N—H w pierwszorzedowych grupach aminowych, licznych
i charakterystycznych dla chitozanu. Pasmo przy 1376 cm™ przypisuje si¢ drganiom zginajacym
O-H grup alkoholowych, podczas gdy pasmo przy 1253 cm™ jest wynikiem drgai rozciagajacych
C-O. Na koniec, pasma przy 1150 cm™, 1063 cm™ oraz 1015 cm™ wiaze si¢ z ugrupowaniem

C—O—C wiazania glikozydowego (Minisy, Salahuddin, and Ayad 2020).
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Rys. 23 (A) Referencyjne widma ATR-FTIR wybranych interleukin — I1.-4 (linia pomaraticzowa) i I1.-10 (linia zielona). (B) Referen-
cyjne widmo ATR-FTIR polidopaminy (pDA, linia czarna). (C) Referencyjne widmo ATR-FTIR chitozanu (linia z6tta). (D) Usred-
nione widma ATR-FTIR materialu pokrytego powloka na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej odpowiednio IL-4 (pDA_IL-
4, linia pomaraniczowa) oraz I1L-10 (pDA_IL-10, linia zielona). (E) Usrednione widma ATR-FTIR materiatu pokrytego powloka na
bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH, linia z61ta) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu z powierzch-
niowo zwiazanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4, linia pomaraniczowa) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10, linia zielona). Na wid-
mach wskazano wybrane, charakterystyczne pasma.

Podsumowujac, na podstawie opisanych powyzej wynikow, mozna z cala pewnoscia stwier-
dzi¢, ze w strukturze powloki obecne sa czasteczki wybranych interleukin oraz pomiedzy materia-

tem bazowym powloki — zaréwno polidopamina, jak i chitozanem — a interleukinami istnieje

swoistego rodzaju oddzialywanie chemiczne, opisane we wstepie (patrz 1.4.2 Teoria wigzania
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interleukin na powierzchni materiatu bazowego oraz 1.4.4 Technika sieciowania a immobilizacja
interleukin). To sugeruje, ze przeprowadzony proces funkcjonalizacji powierzchni zakonczyl si¢

sukcesem (Kane, Ashby, and Pruitt 2009; Morent et al. 2008).

7.1.2 Charakterystyka nanostrukturalna powtoki za pomoca mikroskopii sit atomowych

Technika AFM umozliwila dokonanie charakterystyki nanostruktury i obrazowanie topo-
grafii otrzymanej powloki na kazdym etapie jej przygotowania. Technike wykorzystano réwniez do
wykazania obecnos$ci odpowiednich czasteczek interleukiny na powierzchni badanych materialow

oraz ich rozmieszczenia w obrebie powloki.

250 nm

Rys. 24 Obrazy AFM otrzymane na kazdym etapie przygotowania powloki — powierzchnia pokryta powloka na bazie polidopaminy
(pDA) oraz powierzchnia pokryta powloka na bazie polidopaminy i sfunkcjonalizowana przez wprowadzenie I11.-4 lub IL-10 (od-
powiednio pDA_IL-4 i pDA_IL-10). Powierzchnia skanowania wynosita 1 um x 1 um. Po prawej stronie przedstawiono skale wy-
sokosci obiektow.

Mozna zauwazy¢, ze otrzymana powloka polimerowa, naniesiona na zadana powierzchnie
(w tym przypadku mika potasowa) charakteryzuje si¢ jednorodna nanostruktura (patrz Rys. 24).
W literaturze przedstawiono analogiczne obrazy AFM cienkowarstwowej nanostruktury polidopa-
miny (X. Han, Tang, and Jin 2018). W zaleznosci od czasu jej polimeryzacji oraz st¢zenia chloro-
wodorku dopaminy mozliwe s3 modyfikacje, zaréwno grubosci, jak 1 chropowato$ci uzyskanej war-
stwy (Ball et al. 2012). Parametry te mogg istotnie wplywac na adhezje¢ 1 wzrost komoérek $réd-
blonka na otrzymanej, odpowiednio opracowanej powierzchni (Tsai et al. 2014). Na podstawie
zmian chropowatosci, ktérg fatwo modyfikowac w przypadku polidopaminy, mozna réwniez ocze-
kiwa¢ odmiennego wplywu na pozostate komérki naczyniowe (K. Zhou et al. 2021). Stwarza to
tym samym mozliwos§¢ optymalizacji struktury powierzchni stentu z otrzymang powloka, w zalez-
nosci od odpowiedzi komérek zasiedlajacych te powierzchnie.

Kolejne dwa obrazy przedstawione na Rys. 24 odpowiadaja powloce pDA_IL-41ipDA_IL-
10. Sa to powloki na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej 1L-4 lub IL-10. W tym przypadku,

w poréownaniu do pDA, widoczny jest wzrost liczby swoistych obiektéw w obrebie modyfikowane;
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powierzchni, jak réwniez mozna wyrézni¢ duze struktury. Stad mozna wnioskowac, ze powloka
na bazie polidopaminy wykazuje reaktywnos$¢ chemiczng i jest zdolna do wigzania czasteczek in-
terleukiny wprowadzonych do roztworu, w ktérym zanurzono odpowiednia powierzchnie. Popar-
ciem dla poczynionej obserwacji moga by¢ przedstawione powyzej badania z wykorzystaniem tech-
niki ATR-FTIR (patrz wyzej). Szczegdlnie wicksze zageszczenie wspomnianych obiektow obser-
wuje si¢ na powierzchni pokrytej powloka pDA_IL-10. Niemniej jednak 1 w przypadku powloki
pDA_IL-4 takie obiekty sa obecne w wystarczajaco duzej liczbie.

Podsumowujac, zaproponowana procedura umozliwila otrzymanie powloki na bazie poli-
dopaminy o jednorodnej, fatwo modyfikowalnej powierzchni, a takze umozliwia wzbogacenie po-

wierzchni o odpowiednie znacznie wigksze obiekty, ktore to stanowig interleukiny.

7.1.3 Kinetyka uwalniania interleukin z powierzchni otrzymanej powtoki

Ostatnig z metod oceny wlasciwosci fizyko-chemicznych powlok sfunkcjonalizowanych
wybranymi cytokinami, byla ocena kinetyki uwalniania interleukin z powierzchni powlok. Stuzyto
to sprawdzeniu, czy badana powloka — oprocz tego, ze jest nosnikiem interleukin — moze lokal-
nie uwalnia¢ interleukiny, ktore byly zwigzane na jej powierzchni. W tym celu oznaczono stezenie
badanych interleukin (IL-4 i IL-10) w PBS z dodatkiem BSA, w ktérym inkubowano badane po-

wloki. Oznaczenie tego ste¢zenia wykonano w 1., 3., 5., 7. 1 10. dniu inkubacji.
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Rys. 25 Wykres zaleznosci uwalniania wybranej interleukiny z powloki (odpowiednio uwalnianie I1.-4 z powloki pDA_IL-4 — wykres
po lewej, uwalnianie I1.-10 z powltoki pDA_IL-10 — wykres po prawej) w funkcji czasu (kolejne dni). Materiatem bazowym powloki
byta polidopamina. Przedstawiono odchylenie standardowe dla powltoki pDA_IL-4 oraz 5-krotno$¢ odchylenia standardowego dla
powtoki pDA_IL-10 (dla lepszej wizualizacji).

Zaréwno powloka funkcjonalizowana I1.-4, jak i powloka funkcjonalizowana IL-10 wyka-
zuja stopniowe, liniowe uwalnianie niektérych cytokin w ciagu 10-dniowego okresu inkubacii, osia-
gajac maksymalne stezenie ~80 pg/mL pod koniec tego okresu (patrz Rys. 25). Warto zauwazyc,
ze po 10-dniowym okresie inkubacji profil uwalniania nie wydaje si¢ osiaga¢ platean ani malec¢. Ki-

netyka uwalniania pozostaje wzglednie stala, co niewatpliwie moze by¢ zaleta otrzymanej powloki.

Ze wzgledu na doniesienia, ze niedob6r IL-4 lub IL-10 jest powaznym czynnikiem ryzyka rozwoju
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ISR (Sun et al. 2020; Verma et al. 2010), otrzymane powloki moga znacznie ograniczac to zjawisko
poprzez uwalnianie wybranych cytokin 7z situ. Podobne rozwigzania koncepcyjne (w tym uwalnia-
nie cytokin), ale charakteryzujace si¢ bardziej skomplikowanym procesem produkcyjnym, opisano
dla biomaterialéw ortopedycznych (Gao et al. 2018; Hachim et al. 2017). W przytoczonych publi-
kacjach, oméwionych rowniez we wstepie (patrz 1.3.2 Wybrane efekty molekularne i komérkowe
zalezne od interleukiny 4 w okresie przed- i poimplantacyjnym) poczatkowe uwalnianie IFN-y, jak
1 opo6znione uwalnianie I1.-4 osiagaja plateau w 10. dniu obserwacji (Gao et al. 2018), czego nie
zaobserwowano w tym punkcie czasowym dla otrzymanej w niniejszej rozprawie doktorskiej po-
wloki. Mozna zatem stwierdzi¢, ze w przypadku otrzymanych powlok profil uwalniania jest
wzglednie staly w dluzszym okresie, w poréwnaniu z wyzej wymienionymi biomateriatami. Wigk-
sza kinetyke uwalniania cytokin w 10. dniu, gdzie réwniez nie zaobserwowano spadku nachylenia
krzywej, odnotowano dla biomateriatu, ktory rowniez przywolano juz wczesniej. Niemniej jednak
protokot przygotowania jest bardziej skomplikowany w poréwnaniu z proponowanym w niniejszej
pracy (nie ma potrzeby pokrywania cytokin warstwa polimeru ani prowadzenia sieciowania w od-

powiednich warunkach) (Yiting Li et al. 2019).
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Rys. 26 Wykres zaleznosci uwalniania wybranej interleukiny z powloki (odpowiednio uwalnianie IL.-4 z powloki pDA_CH_IL-4
— wykres po lewej, uwalnianie I1.-10 z powtoki pDA_CH_IL-10 — wykres po prawej) w funkgji czasu (kolejne dni). Materiatem
bazowym powloki byla polidopamina wzbogacona o chitozan. Przedstawiono odchylenie standardowe dla powtoki pDA_CH_IL-
4 oraz odchylenie standardowe dla powtoki pDA_CH_IL-10.

Co ciekawe, dla powlok otrzymanych na bazie polidopaminy, wzbogaconych w chitozan
1 sfunkcjonalizowanych wybranymi interleukinami za posrednictwem techniki sieciowania zaobser-
wowano nizsze, osiagane maksymalne stgzenia cytokin w poszczegdlnych dniach inkubacji. Byty
to wartosci rzedu ~25-30 pg/mL dla powloki pDA_CH_IL-4. Jeszcze nizsze stgzenia odnoto-
wano dla powtoki pDA_CH_IL-10, rzedu ~1,5 pg/mL (patrz Rys. 26). Profil uwalniania biocza-
steczek utrzymuje jednak tendencje wzrostows (analogicznie jak powyzej). Wydaje si¢ zatem, ze
metoda biokoniugacji z wykorzystaniem EDC i sulfo-NHS skutkuje wytworzeniem bardziej od-
pornego na rozklad wiazania kowalencyjnego. Poparciem tej teorii moze by¢ fakt, ze wigzanie ami-

dowe jest odporne na hydroliz¢ (Massolo, Pirola, and Benaglia 2020), a co najwazniejsze, przeciez
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jest odpowiedzialne za stabilizacje struktury pierwszorzedowej biatek (Sanvictores and Farci 2022).
Z. kolei wytlumaczenia zaobserwowanych réznic pomiedzy powloka pDA_CH_IL-4
1 pPDA_CH_IL-10 mozna upatrywaé w zawartosci poszczegolnych aminokwaséw w sekwencji in-
terleukin, uczestniczacych w procesie biokoniugacji (patrz 1.4.4 Technika sieciowania a immobili-
zacja intetleukin). W przypadku IL-4, aminokwaséw wprowadzajacych wolne grupy karboksylowe
jest 14, podczas gdy w czasteczce IL-10 jest ich az 21. Stad IL-10 posiada wigcej punktéw uchwytu
w obrebie powloki, a zatem mniejsze jej ilo$ci moga zosta¢ uwolnione z powierzchni.
Podsumowujac, przedltuzony czas uwalniania interleukin z otrzymanych w niniejszej roz-
prawie doktorskiej powlok zostal osiagniety przy mniej skomplikowanej procedurze. Ponadto
dluzszy okres uwalniania, bez zauwazalnych zmian w jego profilu, wskazuje na terapeutyczny po-
tencjal powloki zaréwno w pierwszych dniach po zabiegu implantaciji stentu, jak i dla p6Zniejszego
uwalniania IL-4 lub IL-10. Réznice pomiedzy sfunkcjonalizowanymi powlokami, odpowiednio na
bazie polidopaminy i polidopaminy z chitozanem moga sugerowaé bardziej miejscowe dzialanie
tych drugich (co wynika z silniejszego zwigzania bioczasteczek na tak zmodyfikowanej po-

wierzchni).

7.2  Aktywnos$c¢ biologiczna otrzymanych powtoki

7.2.1 Ocena zywotnosci i proliferacji komoérek sr6dbtonka hodowanych na otrzymanych

powtokach

Celem oceny zmian w zywotnosci i proliferacji HUVECs, zaleznie od zastosowanej modyfikacji
powierzchni, przeprowadzono test MTT (patrz Rys. 27oraz Rys. 28). Otrzymane wyniki poddano
analizie statystycznej (patrz 6.4 Analiza statystyczna uzyskanych danych).

Dla wszystkich analizowanych grup, parametry opisujace zywotno$¢ i proliferacje komorek,
spetnily zaréwno zalozenie o normalnosci rozkladu (wg testu Shapiro-Wilk) oraz kryterium réw-
nosci wariancji (wg testu Levene’a). Na podstawie przeprowadzonego testu jednokierunkowej
ANOVA, po 24-godzinnej inkubacji komoérek na badanych powlokach, uzyskana warto$¢ p jest
znacznie nizsza niz 0,001, co wskazuje, Zze podczas pierwszego dnia inkubacji HUVECs prolifero-
waly znacznie lepiej na otrzymanych powlokach niz komérki w kontroli negatywnej (NC, z ang.
negative control) — komoérki hodowane w dotkach plytki hodowlanej bez powlok. Analiza post hoc
wykazala warto$¢ p znacznie nizsza niz 0,001 za kazdym razem dla poréwnania NC z pDA,
pDA_IL-4 i pDA_IL-10. Nie odnotowano statystycznych réznic w stopniu proliferacji HUVECs
porownujac powloki miedzy soba. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze za-

proponowana modyfikacja powierzchni sprzyja wzrostowi HUVECs w poczatkowej fazie.
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Podobng analize przeprowadzono dla nastgpujacych punktéow czasowych, odpowiednio po
48 godzinach i 72 godzinach. Przy 48-godzinnej inkubacji nie zaobserwowano istotnych statystycz-
nie réznic migdzy grupami (zgodnie z jednoczynnikowa ANOVA wartos¢ p wynosita 0,063). Ana-
liza post hoc rowniez nie wykazala réznic miedzygrupowych na poziomie istotnosci statystycznej
ustalonym na 0,05. Przy 72-godzinnej inkubacji jednoczynnikowa ANOVA wykazala statystyczna
réznice miedzy grupami przy zalozonym poziomie istotnosci statystycznej (warto§¢ p wyniosta
0,033). Niemniej jednak analiza post hoc nie wykazala istotnych statystycznie réznic migdzy grupami
w poréwnaniach wielokrotnych. Tak wigc powltoki nie wplywaja na wzrost komoérek w pézniej-
szym okresie w istotnym statystycznie stopniu — wzrost nie rézni si¢ od tego, scharakteryzowanego

dla NC.
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Rys. 27 Zywotno$é¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach po wprowadzeniu ich na powierzchnie naczynia stosowanego do rutynowej
hodowli komérek, ktéra zostata pokryta — odpowiednio — powloka na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloka na bazie poli-
dopaminy z powierzchniowo zwiazanymi czasteczkami IL-4 (pDA_IL-4) oraz IL-10 (pDA_IL-10). Negatywna kontrole (NC) sta-
nowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komorek, ktéra nie zostata poddana
7adnym modyfikacjom. Zywotno$¢ tych komérek stanowita 100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey
HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (p < 0,05).

Warto zauwazy¢, ze spadek proliferacji, ktory nastapil po 48 godzinach i 72 godzinach moze
wynikaé z promowania adhezji 1 wzrostu komoérek w pierwszym dniu inkubacji z powlokami. Skut-
kowalo to szybszym osiagni¢ciem wysokiej konfluencji komoérek w pézniejszym okresie (patrz Rys.
29), co moglo ograniczy¢ dalszy wzrost komorek (z ang. contact inhibition) 1 w rezultacie spadek ich
zywotnosci w badaniach 7z vitro. Ograniczenie wzrostu nie moze wynikaé z wysokiego stezenia
zastosowanych interleukin, gdyz dokonano odpowiednich pomiaréw ich uwalniania (patrz 7.1.3
Kinetyka uwalniania interleukin z powierzchni otrzymanej powloki).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, Zze otrzymana powloka zapewnia lepsza
endotelializacj¢ powierzchni stentu kardiowaskularnego w pierwszych 24 godzinach (w poréwna-

niu do NC, rozumianej jako rutynowa hodowla komérkowa).
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Rys. 28 Zywotno$¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach po wprowadzeniu ich na powierzchnie naczynia stosowanego do rutynowej
hodowli komérek, ktéra zostata pokryta — odpowiednio — powtoka na bazie polidopaminy (pDA), powtoka na bazie polidopa-
miny, wzbogacong chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu z powierzchniowo zwiazanymi cza-
steczkami I1.-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na
powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostala poddana zadnym modyfikacjom. Zywotnosé
tych komérek stanowita 100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie
wyliczone warto$ci p przedstawiono jako * (p < 0,05).

Analize statystyczna przeprowadzono réwniez dla powlok wzbogaconych chitozanem. W przy-
padku analizy prowadzonej dla 24-godzinnej inkubacji, parametry opisujace zywotno$¢ i prolifera-
cje komorek w niektorych grupach nie spetnity wymagan do przeprowadzenia testow parametrycz-
nych. Stad wykonano analiz¢ nieparametryczna — test Kruskala-Wallisa na poziomie istotnosci 0,05,
gdzie przy wielokrotnych powtérzeniach dokonano korekty poziomu istotnosci za pomoca po-
prawki Bonferroniego — poziom istotnosci po poprawce wynosil 0,005. Na podstawie przeprowa-
dzonego testu uzyskana wartos¢ p wyniosta 0,043, wskazujac na istotne statystycznie réznice mig-
dzy grupami. Wskutek wielokrotnych powtérzen jednak nie wykazano réznic na poziomie istotno-
$ci po poprawce, niemniej jednak byly wyniki sugerujace mozliwe zmiany w proliferacji i zywotno-
$ci pomiedzy grupa NC a pDA_CH (p = 0,008) oraz pomi¢dzy NC a pDA_CH_IL-10 (p = 0,008).
Dla kolejnych punktéw czasowych, dla ktoérych prowadzono analize, dane spelnily zaréwno zalo-
zenie o normalnosci rozkladu (wg testu Shapiro-Wilk) oraz kryterium réwnosci wariancji (wg testu
Levene’a), dlatego przeprowadzono testy parametryczne. Na podstawie przeprowadzonego testu
jednokierunkowej ANOVA, po 48-godzinnej inkubacji komoérek na badanych powtokach, uzy-
skana wartos$¢ p byla znacznie nizsza niz 0,001, co wskazuje, ze komorki proliferowaly znacznie
lepiej na otrzymanych powlokach niz komérki w NC. Analiza post hoc wykazala warto§¢ p znacznie
nizszg niz 0,001 za kazdym razem dla poréwnania NC z pDA, pDA_CH, pDA_CH__IL-4
1 pDA_CH_IL-10. Nie odnotowano statystycznych réznic w stopniu proliferacji HUVECs poréw-
nujac powloki mi¢dzy soba. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze kazda za-

proponowana modyfikacja powierzchni sprzyja wzrostowi HUVECs. Analogiczna analiza po 72-
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godzinnej inkubacji nie wykazala juz wartosci p sugerujacej roznice migdzygrupowe istotne staty-
stycznie na zadanym poziomie istotnosci (p = 0,259).

Na podstawie uzyskanych wynikéw w przypadku i tych powlok mozna stwierdzi¢, ze otrzy-
mana powloka z pewnoscia wplywa na wzrost komoérek srédblonka, sugerujac, ze moze sprzyjac
endotelializacji powierzchni stentu kardiowaskularnego. Niemniej jednak nie zauwaza si¢ roznic we
wzrosdcie komoérek w pézniejszym okresie.

Zaproponowane w niniejszej rozprawie doktorskiej powloki wpisuja si¢ niewatpliwie w trend
obecnie promowany w opracowywaniu nowych koncepcji powlok. Zapewniajac szybsza i skutecz-
niejsza re-endotelializacj¢ powierzchni stentu mozna zapobiec powiktaniom po PCI, w tym NIH

1ISR (Baek et al. 2022; Marei, Ahmetaj-Shala, and Triggle 2022).

7.2.2 Ocena morfologii komérek sr6dbtonka hodowanych na otrzymanych powtokach

Ocene¢ morfologiit HUVECs, ktére hodowano przez 24, 48 1 72 godziny na powloce pDA
1 powloce sfunkcjonalizowanej wybranymi interleukinami — pDA_IL-4 oraz pDA_IL-10, przepro-
wadzono z wykorzystaniem mikroskopii kontrastu fazowego oraz mikroskopii fluorescencyjne;
(patrz Rys. 29 oraz Rys. 30). Komérki hodowane w standardowych naczyniach hodowlanych,
w ocenie morfologii, stuzyly jako NC.

Nie stwierdzono widocznych réznic w morfologii komoérek srédblonka rosnacych na badanych
powlokach w stosunku do komérek kontroli negatywnej. Po 3. dniu inkubacji komérki na powlo-
kach utworzyly monowarstwe typu kostki brukowej, identycznie jak te z NC. Co wigcej, morfologia
komérek hodowanych na powlokach jest jednorodna i powtarzalna w calym polu widzenia. Warto
réwniez zaznaczyé, ze komorki szczelnie pokrywaja badany material. Prowadzona obserwacja po-
zwala stwierdzi¢, ze komorki $rédblonka, ktére hodowano na powloce pDA 1 powloce pDA_IL-
10 wydaja si¢ by¢ bardziej konfluentne w poréwnaniu z NC. Ta wyzsza konfluencja moze by¢
przyczyna swoistego spadku zywotnosci komoérek (ale statystycznie nieistotnego) po 48 1 72 godzi-
nach po wprowadzeniu komérek na powloke — patrz wyzej.

HUVECs, hodowane na powtokach pDA, pDA_CH, pDA_CH_IL-4 oraz pDA_CH_IL-10,
réwniez poddano ocenie pod wzgledem morfologii w 24., 48. 1 72. godzinie po wysianiu. Wyko-
nano obrazy mikroskopii kontrastu fazowego (patrz Rys. 31) oraz mikroskopii fluorescencyjnej
(patrz Rys. 32, Rys. 33 oraz Rys. 34). NC stanowily komérki hodowane w standardowych naczy-
niach hodowlanych, bez powloki.

Roéwniez i w tym przypadku nie stwierdza si¢ widocznych réznic w morfologii komérek §rod-
blonka. Komoérki na powlokach réwniez utworzyly monowarstwe, ktéra jest jednorodna i powta-

rzalna w calym polu widzenia.



Wyniki i dyskusja 105

Rys. 29 Obrazy mikroskopii kontrastu fazowego HUVECs hodowanych przez 24, 48 1 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka
na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami 11.-4 (pDA_IL-4) i IT.-10
(pDA_IL-10). Negatywna kontrole (NC) stanowily komoérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej
hodowli komoérek, ktéra nie zostata poddana zadnym modyfikacjom. Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano mor-

fologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 100 um.
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Rys. 30 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka
na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami I11.-10 (pDA_IL-10). Nega-
tywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktora
nie zostala poddana Zzadnym modyfikacjom. Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy
— falloidyna sprzezona z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale po-
kazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 pm.
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Rys. 31 Obrazy mikroskopii kontrastu fazowego HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka
na bazie polidopaminy (pDA), powloka na bazie polidopaminy, wzbogacong chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie poli-
dopaminy i chitozanu z powierzchniowo zwiazanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Nega-
tywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktora
nie zostata poddana Zzadnym modyfikacjom. Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale
pokazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 100 pm.
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Rys. 32 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 24 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powtoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powltoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komorki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostala
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w le-
wym, gornym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 um.
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Rys. 33 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 48 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powtoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powltoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostata
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w le-
wym, gornym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 um.
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Rys. 34 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powltoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powtoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komorki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktora nie zostala
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w le-
wym, gornym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 um.
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Podsumowujac, nic nie budzi watpliwosci, jakoby jakakolwiek zaproponowana powloka byta
niekorzystana do wzrostu komorek, co potwierdza si¢ rowniez w opisanych wyzej wynikach doty-
czacych proliferacji 1 zywotnosci tychze komorek (patrz 7.2.1 Ocena zywotnosci 1 proliferaciji ko-
moérek §rédblonka hodowanych na otrzymanych powlokach). Wyniki uzyskane w niniejszym eks-
perymencie sugeruja, aby w przysztosci skupi¢ si¢ na pracy zwigzanej z oceng funkcji barierowej
komorek srodbtonka, uzalezniajac ja od wplywu IL-10. Takie doniesienia literaturowe juz sa noto-
wane. Wskazuja w nich, ze IL-10 moze regulowa¢ polaczenia migdzykomoérkowe i wspomaga na-
prawe komoérek (Nguyen, Aljamaei, and Stadnyk 2021; Wei, Wang, and Li 2020), co byloby ugrun-

towaniem poczynionych obserwacii.

7.2.3 Ocena stg¢zenia cytokin prozapalnych wydzielanych przez komérki $§rodblonka

— odpowiedz zapalna komoérek

Celem oceny odpowiedzi zapalnej HUVECs hodowanych na otrzymanych powltokach, w od-
niesieniu do komérek NC, dokonano oznaczenia wydzielanych do medium nastepujacych cytokin
prozapalnych — MCP-1 oraz IL-8. Oznaczen dokonano po 24-, 48- i 72-godzinnej inkubacji ko-
moérek z badanymi powlokami (patrz Rys. 35 oraz Rys. 30).

W przypadku pierwszej serii powlok, a wiec pDA, pDA_IL-4 oraz pDA_IL-10, poczyniono
nastgpujace obserwacje. W pierwszych trzech dniach inkubacji komérek z powloka pDA, jak
1z pDA_IL-4 oraz pDA_IL-10 zaobserwowano zwickszone wydzielanie 11.-8 przez HUVECs
w stosunku do komérek NC (patrz Rys. 35). W przypadku powlok sfunkcjonalizowanych interleu-
kinami, wzrost ten byl nawet wickszy niz w przypadku powloki pDA. Jednak analizujac dobowe
tempo wzrostu wydzielania tej interleukiny (réznica miedzy stezeniem IL-8 oznaczonym dla 48-
godzinnej inkubacji a 24-godzinnej inkubacji oraz réznica miedzy stezeniem IL-8 oznaczonym dla
72-godzinnej inkubacji a 48-godzinnej inkubaciji) mozna zauwazy¢, ze w poréwnaniu z NC jest ono
znaczaco nizsze. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wraz z uplywem czasu, postep odpowiedzi zapalnej
jest wolniejszy. Poziom wydzielanej IL-8 stabilizuje si¢ na stalym poziomie w poréwnaniu z ko-
moérkami niestymulowanymi otrzymanymi powlokami. Wyznaczony blad standardowy réznicy
srednich wskazuje rowniez na mniejszy rozrzut uzyskanych wynikéw dla pDA_IL-4 oraz pDA_IL-
10, w stosunku do NC i pDA. Podsumowujac, powloki moga hamowaé postep odpowiedzi zapal-

nej w komorkach, stabilizujac jego przebieg w czasie. Zatem wyniki te wskazuja, ze zaréwno

pDA_IL-4, jak i pDA_IL-10, wykazuja potencjal przeciwzapalny po przedtuzonej inkubacji.
Analogiczng analize przeprowadzono dla cytokiny MCP-1 (patrz Rys. 35). W pierwszym dniu

inkubacji komérek z powlokami pDA, pDA_IL-4 i pDA_IL-10, HUVECs zwi¢kszyly poziom

wydzielania MCP-1. Réznice te nie s jednak znaczne. Ponadto poziom wydzielania MCP-1

w przypadku dokonanych modyfikacji powierzchni z czasem spada, spadajac nawet po 72-
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godzinach ponizej poziomu MCP-1 wytwarzanego przez komérki NC. Zaobserwowaé mozna row-
niez zmiany w dobowym wzroscie wydzielania cytokiny prozapalnej MCP-1, analogiczne jak
w przypadku IL-8. Roéznice te sq znacznie mniejsze dla powlok w poréwnaniu z NC. Powloki
wydajq si¢ stabilizowa¢ wydzielanie MCP-1 na stalym, niskim poziomie. W przypadku powlok
sfunkcjonalizowanych interleukinami btad standardowy wskazuje réwniez na mniejszy rozrzut wy-
nikéw w obrebie badanej grupy. Stad rowniez te wyniki wskazuja na korzystny wplyw powlok na

stabilizacj¢ i stopniowe wygaszenie stanu zapalnego.
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Rys. 35 Ocena odpowiedzi zapalnej HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami I1-4 (pDA_IL-4) i IL-10 (pDA_IL-
10). Negatywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli ko-
morek, ktora nie zostata poddana zadnym modyfikacjom. W lewej kolumnie przedstawiono poziom uwalnianych cytokin prozapal-
nych (odpowiednio MCP-1 oraz I1.-8) wyrazone jako % kontroli negatywnej (poziom uwalnianych cytokin przez NC stanowito
100%) wraz z odchyleniem standardowym. W prawej kolumnie przedstawiono dobowy wzrost uwalniania cytokin prozapalnych
(réznica pomiedzy wyznaczonym stezeniem wybranej interleukiny w 48 godzinie i 24 godzinie inkubacji oraz w 72 godzinie i 48 go-
dzinie, z zaznaczonymi btedami standardowymi).

Uzyskane wyniki moga by¢ poparte innymi badaniami oméwionymi ponizej. Niektore donie-
sienia wskazuja, ze mRNA IL-8 1 MCP-1 osiagaja swoje szczyty w ciagu kilku godzin po uszkodze-
niu $ciany naczynia w wyniku implantacji stentu 1 sq wykrywane dopiero 14 dni po leczeniu. Ob-
serwuje si¢ wezesng rekrutacje neutrofili, po ktérej nastepuje przedtuzona akumulacja makrofagow.
Codzienny spadek poziomu tych cytokin spowodowany dziataniem otrzymanej powloki moze wigc
przyczynic si¢ do wygaszenia procesu zapalnego i doprowadzi¢ do niewykrywalnego poziomu ba-
danych cytokin w dniu 14. Ponadto nalezy zwroci¢ uwage, ze podwyzszone poziomy IL-8, jak

réwniez MCP-1 sa czynnikami ryzyka ISR i nawet pozadane wydaje si¢ dzialanie majace na celu
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obnizenie ich st¢zenia. W poréwnaniu z grupami kontrolnymi, w grupach badawczych, w ktérych
wystapita ISR, nastapil prawie dwukrotny wzrost poziomu badanych cytokin (R. Zhang et al. 2018).
Tak wigc efekt powloki prawdopodobnie zmienilby ten trend. Dodatkowo, przedoperacyjne po-
ziomy ekspresji 1L-4 byly obnizone u pacjentéw z ISR w poréwnaniu z pacjentami bez. Pacjenci
ci wykazywali réwniez zwigkszone przedoperacyjne poziomy TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17A 1 IL-23.
Otrzymana powloka ma wigc znaczny potencjal terapeutyczny, uwalniajac 7z situ pozadane cyto-
kiny, przy jednoczesnym zmniejszeniu stezen tych uwazanych za kluczowe czynniki ISR (Sun et al.

2020).
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Rys. 36 Ocena odpowiedzi zapalnej HUVEC hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powloka na bazie polidopaminy, wzbogaconej chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IIL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komorki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostata
poddana zadnym modyfikacjom. W lewej kolumnie przedstawiono poziom uwalnianych cytokin prozapalnych (odpowiednio MCP-
1 oraz IL-8) wyrazone jako % kontroli negatywnej (poziom uwalnianych cytokin przez NC stanowilo 100%) wraz z odchyleniem
standardowym. W prawej kolumnie przedstawiono dobowy wzrost uwalniania cytokin prozapalnych (réznica pomiedzy wyznaczo-
nym stezeniem wybranej interleukiny w 48 godzinie i 24 godzinie inkubacji oraz w 72 godzinie i 48 godzinie, z zaznaczonymi ble-
dami standardowymi).

W przypadku drugiej serii powlok, a wigcc powlok po wprowadzeniu chitozanu — pDA_CH,
pDA_CH_IL-4 oraz pDA_CH_IL-10, obserwacje powtorzyly si¢. Powloki indukuja w komérkach
wydzielanie IL-8. Najbardziej zblizona odpowiedz prozapalna, do tej wystepujacej w NC, zostala

wykazana dla powlok pDA_CH oraz pDA_CH_IL-4. W 3. dniu poziomy IL-8 ulegaja zwicksze-
niu, przekraczajac znaczaco poziom w NC. W tym dniu wyréznia si¢ powloka pDA_CH_IL-4,
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gdzie zbadany poziom jest najnizszy sposrod proponowanych modyfikacji powierzchni (patrz Rys.
36). Analizujac dobowe tempo wzrostu wydzielania IL-8, mozna zauwazy¢, ze w poréwnaniu
z NC, jest ono nizsze po 72-godzinnym okresie inkubacji. Nasuwa to wniosek, ze wraz z uplywem
czasu, postep odpowiedzi zapalnej jest wolniejszy. Obserwacja efektu przeciwzapalnego w pdzniej-
szym okresie wydaje si¢ wynika¢ z nizszej ilosci uwalnianej cytokiny przeciwzapalnej, co zostalo
wykazane wezesniej (patrz 7.1.3 Kinetyka uwalniania interleukin z powierzchni otrzymanej powloki
oraz Rys. 26) w poréwnaniu do powlok bez chitozanu (patrz Rys. 25).

Analiza przeprowadzona dla cytokiny MCP-1 (patrz Rys. 36) wykazala, ze w przypadku 72-
godzinnego okresu inkubacji, komoérki cechuje zwigkszona produkcja MCP-1, szczegdlnie
w 3. dniu inkubacji. Korzystne zmiany zachodza w odniesieniu do dobowego tempa wydzielania
tej cytokiny prozapalnej. Analogiczne jak w przypadku IL-8, w mi¢dzy 2. a 3. dniem inkubacji roz-
poczyna si¢ proces wyhamowania stanu zapalnego w badanych komérkach, w wyniku zadziatania
powlok. Jednak okres, po jakim mozna obserwowac ten efekt jest réwniez wydluzony, w stosunku
do powlok bez chitozanu.

Stad réowniez te wyniki (odpowiednio dla pDA_CH_IL-4 1 pDA_CH_IL-10) wskazuja na ko-
rzystny wplyw powlok na stopniowe wygaszenie stanu zapalnego, jednak po dluzszym okresie in-
kubacji niz powloki pDA_IL-4 1 pDA_IL-10. Przeciwzapalny efekt wykazal réwniez chitozan, co

jest zgodne z doniesieniami literaturowymi (Azuma et al. 2015; Jhundoo et al. 2020).

7.2.4 Ocena adhezji makrofagéw do otrzymanych powtok

W celu oceny adhezji makrofagéw do badanych powlok przeprowadzono ponizsza analize.
Zliczono komoérki THP-1, ktére przylegaly do badanych powierzchni pokrytych otrzymana po-
wloka (odpowiednio pDA, pDA_IL-4 1 pDA_IL-10). Grupe NC stanowily komérki THP-1 ho-
dowane na powierzchni nie pokrytej powloka.

Mozna zauwazy¢, ze liczba komérek, ktore zliczono na powierzchni NC znacznie przekracza
liczbe komoérek zwigzanych z testowanymi powlokami. Jest to szczegdlnie godne uwagi w przy-
padku powloki sfunkcjonalizowanej IL-4 — pDA_IL-4. Wigksza adhezj¢ obserwuje si¢ dla powtoki
sfunkcjonalizowanej IL-10 — pDA_IL-10. Réwniez obecnos¢ na powierzchni materialu powloki
pDA skutkuje zmniejszeniem adhezji komérek THP-1 zréznicowanych do makrofagéw (poprzez
stymulacje¢ PMA) — patrz Rys. 37. Wyniki te nasuwajg wniosek o selektywnym wzrodcie komoérek
na zaproponowanych powlokach — sprzyjajq proliferacji HUVECs (patrz wyzej) i ograniczaja
wzrost modelowych makrofagdw.

Ze wzgledu na niespelnienie kryterium rozkladu normalnego zmiennych (wg testu Shapiro-
Wilka, warto$¢ p dla dwoch z czterech analizowanych grup byta < 0,05), przeprowadzono analiz¢

nieparametryczna. Wykorzystano test Kruskala-Wallisa oraz wielokrotne poréwnania z korekta
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poziomu istotno$ci metoda Bonferroniego (x = 0,0125). Test Kruskala-Wallisa wykazal statystycz-
nie istotne réznice migdzy grupami (warto$¢ p < 0,001). Przeprowadzone poréwnania wielokrotne
wykazaly istotne réznice statystyczne przy skorygowanym o kazdorazowo pomiedzy NC i pDA,
pDA_IL-4, pDA_IL-10 (warto$¢ p znacznie nizsza niz 0,0125 w kazdym przypadku). Istnialy réw-
niez statystycznie istotne réznice w poréownaniu pDA_IL-10 z pDA oraz pDA_IL-10 z pDA_IL-
4 (warto$¢ p odpowiednio 0,005 1 < 0,001).
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jadra komérkowe cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

o)
Z
*
*
*
450, —
_ 400 -
[
< S 350
2 :
s 300
o
Q 250
2 0| |
— 200 , * .
! *
< T 150 —
_II F o
= 8 100 °
< N I
() L
: Te T
0
C 'S Y Q
Q Qo

pDA_IL-10

Rys. 37 Po lewej panel obrazéw, uzyskanych z wykorzystaniem skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej (CLSM, z ang.
confocal laser skaning microscpy), przedstawiajacy poziom adhezji komoérek THP-1 zréznicowanych do makrofagdéw (w wyniku stymu-
lacji PMA) do materialu niepokrytego (NC) i materiatu pokrytego testowanymi powlokami (odpowiednio pDA, pDA_IL-4
i pDA_IL-10). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna sprze¢zona z Alexa
Fluor 647 (czerwony). Trzecia kolumna obrazéw od lewej stanowi natozenie dwéch poprzednich kanatéw. Skala przedstawiona jest
na poszczegolnych obrazach, w ich prawych dolnych rogach, wskazujac 250 um. Obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie adhezji THP-
1 do otrzymanych powlok w stosunku do NC. Po prawej stronie przedstawiono wykres pudetkowy, ktéry wskazuje liczbe komérek
zliczong z 16 pdl widzenia. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu Kruskala-Wallisa z poréwnaniami wielokrotnymi
z korekcja poziomu istotnosci metoda Bonferroniego (o« = 0,0125), przedstawiono jako * dla p < 0,0125.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢ powloki na powierzchni materialu znaczaco
hamuje adhezj¢ komérek THP-1 (patrz Rys. 37). Wyciagnigte wnioski sa zgodne z doniesieniami

literaturowymi, jakoby juz sama powloka pDA wykazywala selektywnos$¢ wobec komorek, innych
niz $rédblonek (F. Zhang et al. 2019).
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7.2.5 Okreslenie poziomu adhezji monocytéw do monowarstwy utworzonej z komoérek

$r6dbtonka hodowanych na otrzymanych powfokach

Adhezje modelowych komérek monocytéw, wybarwionych kalceina-AM do HUVECs, hodo-
wanych przez 72 godziny na testowanych powlokach przeprowadzono w celu oceny wystapienia
zmian w procesie, bedacym istota progresji miazdzycy i ISR — rekrutacji monocytéw do miejsca
tworzacej si¢ blaszki miazdzycowej lub rozwijajacej si¢ neomiazdzycy (patrz 1.1 Patomechanizm
miazdzycy oraz 1.3.1 Patomechanizm restenozy w stencie). W doswiadczeniu, HUVECs hodowane
przez 72 godziny na niepokrytych szkietkach 1 komorki traktowane przez 18 godzin LPS
(4 ng/mL) w kompletnym medium hodowlanym stanowily odpowiednio kontrole negatywna
1 kontrol¢ pozytywna.

Celem poréwnania uzyskanych danych przeprowadzono testowanie statystyczne. Zalozenie
o normalnosci rozkladu (wg testu Shapiro-Wilka) dla kazdej grupy zostalo spelnione (warto$é
p > 0,05). Kryterium réwnosci wariancji z kolei nie zostato spelnione (wg test Levene'a, wartosé
» = 0,004). Niemniej jednak zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ test parametryczny — test jednoczyn-
nikowej ANOVA, gdyz jest on odporny na ztamanie zalozenie o homogenicznosci wariancji, gdy
liczebnos¢ grup jest podobna (co zostalo zapewnione).

W przypadku powlok, odpowiednio pDA, pDA_IL-4 i pDA_IL-10, po 4 godzinach inkubacji
monocytow z HUVECs zaobserwowano najsilniejsza adhezj¢ monocytéw do komorek srédblonka
traktowanych LPS.

Test jednoczynnikowej ANOVA wykazal, ze miedzy grupami wystepujq istotne statystycznie
réznice (warto$¢ p < 0,001). Analiza post hoc Tukey HSD ujawnila statystycznie istotne réznice mig-
dzy LPS w poréwnaniu z NC, pDA, pDA_IL-4 i pDA_IL-10 (wartos¢ p wyniosta odpowiednio
< 0,001, 0,001, 0,008, < 0,001). Nie odnotowano statystycznie istotnych réznic miedzy NC a te-
stowanymi powlokami (patrz Rys. 38).

Oznacza to, ze powloki nie sprzyjaja zwickszonej rekrutacji monocytéw. Nie nasilaja oddzialy-
wan monocytéw z HUVECs. Niewielkie zmniejszenie adhezji THP-1 do HUVECs na powloce
obserwuje si¢ dla pDA_IL-10. Wydaje si¢ to zgadza¢ z wynikami opisanymi powyzej, poniewaz
szczegblnie powloka sfunkcjonalizowana IL.-10 zmniejsza wydzielanie MCP-1, poréwnujac z po-

wloka sfunkcjonalizowana IL-4 (patrz wyzej).
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Rys. 38 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej komérek THP-1 wybarwionych kalceina-AM (zielony), ktére przylegaty do HUVECs
(niewybarwione) hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloka na
bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami IL-4 (pDA_IL-4) i IL-10 (pDA_IL-10). Skal¢ pokazano w prawym, gérnym
rogu, wskazujaca odpowiednio 200 um. Kontrole negatywna (NC) stanowily komorki przylegte do HUVECs utrzymywanych na
powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktora nie zostata poddana zadnym modyfikacjom. Komorki
hodowane analogicznie, jak w grupie NC, jednak traktowane przez 16 godzin lipopolisacharydem (LPS, z ang. /ipopolysacharide),
w stezeniu 4 ng/mlL, bezposrednio przed wprowadzeniem THP-1, stanowily kontrole pozytywna (LPS). Na podstawie uzyskanych
obrazéw, oceniono liczbe komérek THP-1, ktére przylegly do HUVECs. Wykres przedstawiajacy liczbe komérek THP-1 zliczo-
nych na uzyskanych obrazach mikroskopowych, ktére przylegly do HUVECs. Liczba THP-1 zliczonych dla NC stanowita 100%.
Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedsta-
wiono jako * (p < 0,05).

W eksperymencie przeprowadzonym dla powlok wzbogaconych chitozanem, odpowiednio
pDA_CH, pDA_CH_IL-4 1 pDA_CH-IL-10, po 4 godzinach inkubacji monocytéw z HUVECs,
analogicznie jak wyzej, zaobserwowano najsilniejsza adhezj¢ monocytéw do komorek srédblonka

traktowanych LPS (patrz Rys. 39).
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Rys. 39 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej komérek THP-1 wybarwionych kalceina-AM (zielony), ktére przylegaty do HUVECs
(niewybarwione) hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie polidopaminy (pDA), powtoka na bazie
polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu z powierzchniowo zwiaza-
nymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Skal¢ pokazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca od-
powiednio 200 um. Kontrole negatywna (NC) stanowily komérki przylegte do HUVECs utrzymywanych na powierzchni naczynia
stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostata poddana zadnym modyfikacjom. Komoérki hodowane analogicznie,
jak w grupie NC, jednak traktowane przez 16 godzin LPS, w stezeniu 4 ng/mlL, bezposrednio przed wprowadzeniem THP-1, sta-
nowily kontrole pozytywna (LPS). Na podstawie uzyskanych obrazéw, oceniono liczbe komérek THP-1, ktére przylegly do
HUVEC. Wykres przedstawiajacy liczbe komérek THP-1 zliczonych na uzyskanych obrazach mikroskopowych, ktére przylegly do
HUVEC. Liczba THP-1 zliczonych dla NC stanowita 100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD
przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (p < 0,05).

Test jednoczynnikowej ANOVA wykazal, ze miedzy grupami wystepujq istotne statystycznie

réznice (warto$¢ p < 0,001). Analiza post hoc Tukey HSD ujawnila statystycznie istotne réznice
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w nastepujacych poréwnaniach. Poréwnujac pDA, pDA_CH, pDA_CH_IL-4 i pDA_CH_IL-10
z LPS otrzymano za kazdym razem warto$¢ p < 0,05 (odpowiednio 0,018, 0,002, < 0,001, < 0,001).
Te powloki, ktére sfunkcjonalizowane zostaly interleukinami, wykazaly najbardziej istotne zmiany
w stosunku do komorek traktowanych LPS. Bliskie zalozonemu poziomowi istotnosci bylo po-
réwnanie NC z pDA_CH_IL-4, gdzie p wartos¢ ksztaltowala si¢ na poziomie 0,06. Nie odnoto-
wano innych statystycznie istotnych réznic (patrz Rys. 39).

Oznacza to, ze takze powloki wzbogacone chitozanem nie nasilaja procesu adhezji monocytéw
do HUVECs. Dlatego tez otrzymane powloki moga skutecznie zapobiega¢ miazdzycy i ISR, po-

przez modyfikacj¢ patomechanizmu tych stanéw.

7.2.6 Ocena polaryzacji makrofagéw wskutek kontaktu z powtoka — ocena aktywnosci
biologicznej zwigzanych z powtoka cytokin

Aby oceni¢ zmiany w polaryzacji komérek THP-1, okreslono ekspresje odpowiednich marke-
réw wskazujacych na subpopulacje M1 (w tym marker MHC II) oraz na subpopulacje M2 (w tym
marker CD163 1 CD209) — patrz Rys. 40. Metode t¢ wykorzystano celem odpowiedzi na pytanie,
czy czasteczka interleukiny wprowadzona na powierzchni¢ powloki zachowala swoja aktywnosé
biologiczna. Wykorzystano fakt, ze makrofagi w $cisle okreslony sposéb reaguja na obecnosé od-
powiednich cytokin w §rodowisku, zmiang polaryzacji.

W przypadku pierwszego etapu funkcjonalizacji powierzchni (naniesienie warstwy opartej na
pDA) komérki THP-1 nie wykazuja ekspresji MHC I jak i CD209. Swiadczy to o braku aktywacji
komérek THP-1 w sposob klasyczny (prozapalna rola komoérek) oraz alternatywny (przeciwzapalna
rola komorek). Zatem pDA jest immunologicznie obojetnym polimerem dla komoérek uktadu od-
pornosciowego.

W przypadku powlok sfunkcjonalizowanych IL-4, zaobserwowano, ze prawie polowa komo-
rek zréznicowala si¢ do podtypu M2 (44,3 + 18,2% komorek) — komorki CD209 dodatnie. Dla
porownania, gdy IL-4 zostala wprowadzona do medium (niezwigzana z powloka) w stezeniu jed-
nakowym, jakie wykorzystano podczas przygotowywania powlok, komoérki zréznicowaly sig
w 52,3 £ 9,5%. Test # przeprowadzono w celu poréwnania efektu indukowanego przez wolng IL-
4 z efektem indukowanym przez I1L.-4 zwigzana z pDA 1 nie wykazano zadnych statystycznie istot-
nych réznic (warto$¢ p = 0,537). Warunek rozkladu normalnego 1 jednorodnosci wariancji zostat
spetniony (dla obu testow wartos¢ p > 0,05). Mozna zatem stwierdzi¢, ze procedura pozwala na
uzyskanie powloki immunologicznie czynnej i nie uposledza aktywnosci biologicznej interleukiny
zwiazanej z powloka polimerows.

W przypadku powloki sfunkcjonalizowanej IL-10 nie zaobserwowano indukcji ekspresji mar-

kera CD209. Jest to oczekiwany wynik, poniewaz zastosowana interleukina nie jest odpowiedzialna
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za indukcje ekspresji tego markera. Réznicowanie THP-1 w kierunku komérek podtypu M2 spraw-
dzono réwniez za pomoca markera CD163. Wiadomym jest, ze za indukcj¢ tego markera odpo-
wiada IL-10. Nie zauwazono réwniez istotnych zmian w ekspresji tego biatka. Dzieje si¢ tak dla-
tego, ze linia komoérkowa THP-1 nie wykazuje naturalnej ekspresji CD163, w przeciwienistwie do
komoérek wyizolowanych z ludzkiej krwi obwodowej (Tedesco et al. 2018).

W przeprowadzonym doswiadczeniu wykazano réwniez, ze zaréwno powloki pDA_IL-4, jak
1 pDA_IL-10 nie sprzyjaja klasycznej aktywaciji makrofagdw 1 indukcji ich roli w procesach proza-
palnych (komorki s ujemne wzgledem markera MHC II). Odpowiednie wyniki przedstawiono na
Rys. 40.
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Rys. 40 Ekspresja markeréw wybranych subpopulacji makrofagéw na komérkach THP-1 oddzialujacych z otrzymanymi powlokami
(w postaci histograméw) — marker MHC II wskazuje subpopulacje makrofagéw M1, natomiast markery CD163 1 CD209 sa wskaz-
nikiem subpopulacji M2 makrofagéw. Analize¢ przeprowadzono na komoérkach THP-1, ktére naturalnie nie wykazuja ekspresji
CD163, co zostalo potwierdzone analiza CD163 po stymulacji wolng IL-10 (stad szare pola, wskazujace na brak koniecznosci
badania CD163 podczas interakcji z testowanymi powlokami, gdyz I1.-10 nie indukuje ekspresji CD163 w komoérkach THP-1).
Wykres po prawej przedstawia procentowy udzial komorek dodatnich wzgledem markera CD209, gdzie marker CD209 indukowany
jest w wyniku oddziatywania komérek z powtoka pDA_IL-4 oraz wolna IL.-4. Badane powtloki nie indukuja markeréw MHC II
(marker subpopulacji makrofagéw M1). Powloka funkcjonalizowana IL-4 sprzyja réznicowaniu makrofagéw do subpopulacji M2,
stad wynika zachowanie jej aktywnosci biologicznej.
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7.3 Modelowanie stanu zapalnego — oddzialywanie komérek sr6dblonka
z niezwigzanymi z powloka cytokinami — perspektywy rozwoju badan

nad patomechanizmem miazdzycy i restenozy w stencie

7.3.1 Ocena zywotnosci i proliferacji komoérek sr6dbtonka po stymulacji wolnymi cyto-
kinami pro- i przeciwzapalnymi

Celem oceny zywotnosci i proliferacji HUVECs po 6-godzinnej inkubacji z wybranymi cytoki-
nami prozapalnymi (TNF-o oraz IL-13 w stezeniu 5 ng/mlL) z nastepcza 24-, 48- 1 72-godzinna
inkubacja z IL-10, w stezeniu 10-krotnie przewyzszajacym stezenie czynnikéw prozapalnych, prze-
prowadzono test MTT (patrz 6.3.2.1 Ocena zywotnosci i proliferacji komorek srodblonka oraz
Rys. 20).

Warto nadmienic, ze po okresie 6 godzin od wprowadzenia do medium cytokin prozapalnych,
medium zostalo zastapione nowym, bez dodatku tych czynnikéw. Eksperyment zatem pozwolil
oceni¢ efekty wynikajace z czasowego dzialania czynnika stymulujacego, z pozniejszym jego usta-
pieniem.

Zywotno$é komoérek ksztaltuje sie na > 80% w stosunku do kontroli. Co wstepnie pozwala
stwierdzi¢, ze eksperyment prowadzony byl na zywych komoérkach, a stosowane cytokiny nie sg
toksyczne wzgledem nich. Wydaje si¢ to racjonalne, totez reakcja zapalna z zalozenia nie powinna

skutkowac¢ $miercig komorek, a jedynie indukcja reakcji obronnych.
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Rys. 41 Zywotnos¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/ml. 11.-10 (oznaczone na wykresie odpowiednio
TNF-o + IL-10 oraz IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz
5 ng/mL IL-1B). Oznaczenie TNF-« oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie
byly poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i prze-
ciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Zywotno$é¢ tych komorek stanowita 100%. Réznice istotne staty-
stycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (p < 0,05).
Po prawej, wykres przedstawiajacy wzrost wartosci p dla poréwnania wybranej grupy z NC po zastosowaniu IL-10. Sugeruje to
antagonistyczny wplyw tej cytokiny wzgledem aktywacji prozapalnej komérek srédbtonka.

Uzyskane dane spelnily zaréwno zalozenie o normalnosci rozkladu (wg testu Shapiro-Wilk)

oraz kryterium rOowno$ci wariancji (wg testu Levene’a). W analizie statystycznej uwzgledniono
ry ] g y ] g
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nastepujace grupy: komorki negatywnej kontroli (referowane jako NC, nietraktowane cytokinami),
komorki traktowane przez 6 godzin TNF-a (referowane jako TNF-), komorki traktowane przez
6 godzin IL-18 (referowane jako IL-183) oraz odpowiednio, komorki traktowane przez 6 godzin
TNF-u« 1 przez zadany czas 1L-10 (referowane jako TNF-a + I1L-10) 1 komérki traktowane przez
6 godzin IL-18 i przez zadany czas IL-10 (referowane jako IL-13 + IL-10).

Na podstawie przeprowadzonego testu jednokierunkowej ANOVA, po 24- 1 48-godzinnej in-
kubacji komérek z I1L-10 uzyskana warto$¢ p nie wskazala na wystapienie istotnych statystycznie
réznic miedzy grupami (warto$é p odpowiednio wynosita 0,134 oraz 0,221). Réznice istotne staty-
stycznie wystapily po 72-godzinach, gdzie warto$¢ p wyniosta 0,022, czyli ponizej poziomu istot-
nosci statystycznej 0,05. Analiza post hoc wykazala warto$¢ p wynoszacag odpowiednio 0,025 oraz
0,036 dla poréwnania NC z TNF-a oraz NC z TNF + «_IL-10. Dla poréwnania NC z IL-13 war-
to$¢ p wyniosta 0,053, a dla NC z IL-18 + IL-10 wartos¢ p wyniosta 0,096. Poczynione obserwacje
sugeruja, ze wprowadzona cytokina prozapalna indukuje swoistego rodzaju zmiany w komoérkach
srédblonka, niemniej jednak jednoczesne zastosowanie cytokiny przeciwzapalnej wykazuje poten-
cjal minimalizujacy zajscie tych zmian (zmniejsza obserwowane réznice w stosunku do NC) — patrz
Rys. 41. Co wigcej, zmiany wywolane aktywacja prozapalna uwidaczniaja si¢ po pewnym czasie
(w tym przypadku po 72 godzinach), stad otrzymana w poprzedniej czgsci niniejszej rozprawy dok-
torskiej powloka, wykazujaca dzialanie majace na celu wyhamowanie reakcji porozpalanej HU-
VECs po przedluzonej inkubacji, moze odegrac korzystna rol¢ w zapobieganiu rozwoju patologii
naczyniowej (Maké et al. 2010).

Niewatpliwe wymaga to dalszych badan, ktére umozliwi zglebienie tematu aktywacji prozapal-
nej komérek srédblonka 1 prob wyhamowania tego procesu, co moze przelozyc si¢ na opracowanie

nowych strategii terapeutycznych.

7.3.1 Ocena morfologii komoérek $réodbtonka po stymulacji wolnymi cytokinami pro-
i przeciwzapalnymi

Dokonano réwniez wstepnej oceny morfologii komoérek srodblonka po 6-godzinnej inkubacji
z wybranymi cytokinami prozapalnymi (TNF-a oraz IL-13 w stezeniu 5 ng/mL) z nastepcza 24-,
48- 1 72-godzinng inkubacja z IL-10, w stezeniu 10-krotnie przewyzszajacym stezenie czynnikéw
prozapalnych (patrz Rys. 42, Rys. 43 oraz Rys. 44).

Nie zaobserwowano istotnych zmian morfologii komérek po stymulacji cytokinami w réznych
konfiguracjach (patrz Rys. 20). Niemniej jednak, nieznaczne réznice mozna zaobserwowacé w od-
niesieniu do vWF, gdzie zgodnie z literatura czynniki prozapalne modyfikuja — zaréwno na po-

ziomie mRNA jak 1 bialek — jego poziom oraz uwalnianie (Yan Li et al. 2015; Meiring, Allers, and
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Le Roux 2016). Stanowi to kolejny punkt warty w przysztosci uwagi oraz poddania doktadniejszym
analizom.

jadra komérkowe
vWF

jadra komérkowe VWF cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

NC

TNF-a

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

Rys. 42 Motfologia HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-a + IL-10 oraz
IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-« badz 5 ng/mL IL-1f). Ozna-
czenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komoérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane dziataniu
czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym przez caly
okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWFE z uzyciem pierwszorzedowych, poli-
klonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-kréliczych przeciwcial, znakowanych Alexa
Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna znakowana Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych
obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio
75 pm.
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jadra komérkowe
VWF

jadra komérkowe VWF cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

NC

TNF-a

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

Rys. 43 Motfologia HUVECs po 48 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-a + IL-10 oraz
IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz 5 ng/mL IL-18). Ozna-
czenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komoérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane dziataniu
czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym przez caly
okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWF z uzyciem pierwszorzedowych, poli-
klonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-kréliczych przeciwcial, znakowanych Alexa
Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna znakowana Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych
obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio
75 pm.
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jadra komérkowe
VWF
jadra komérkowe VWF cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

TNF-a NC

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

Rys. 44 Motrfologia HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-a + IL-10 oraz
IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz 5 ng/mL IL-18). Ozna-
czenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komoérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane dziataniu
czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym przez caly
okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWFE z uzyciem pierwszorzedowych, poli-
klonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-kréliczych przeciwcial, znakowanych Alexa
Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna znakowana Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych
obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio
75 pm.
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7.3.2 Ocena ekspresji czasteczek adhezyjnych przez komorki sr6dblonka po stymulacji
wolnymi cytokinami pro- i przeciwzapalnymi

Jak oméwiono we wstepie do niniejszej rozprawy doktorskiej (patrz 1.1 Patomechanizm miaz-
dzycy), wybrane cytokiny prozapalne nasilaja ekspresje wybranych czasteczek adhezyjnych w ECs,
co skutkuje swoista ich interakcja z WBCs 1 rekrutacja komérek uktadu odpornosciowego do zmie-
nionych chorobowo miejsc w obrebie $ciany CA. Zjawisko to lezy u podstaw rozwoju i progresji
miazdzycy (Filippi 2016; Muller 2002; Yau, Teoh, and Verma 2015).

W celu okreslenia wplywu cytokin pro- i przeciwzapalnych na ekspresje czasteczek adhezyjnych
dokonano oceny ekspresji ICAM-1 w komoérkach srédblonka po 6-godzinnej inkubacji z wybra-
nymi cytokinami prozapalnymi (TNF-a oraz IL-13 w stezeniu 5 ng/mL) z nastepczg 24-, 48-172-
godzinng inkubacja z IL-10, w stezeniu 10-krotnie przewyzszajacym stezenie czynnikéw prozapal-
nych (patrz Rys. 45, Rys. 46 oraz Rys. 47).

Usunigcie ze $Srodowiska komorek cytokin prozapalnych (poprzez odebranie medium z dodat-
kiem TNF-a lub IL-18 po 6-godzinnej inkubacji i zastapieniem $wieza jego porcja), skutkowato
w kolejnych dniach stopniowym zanikiem ICAM-1 w HUVECs. Po 72-godzinach inkubacji po-
ziom ICAM-1 jest prawie nieoznaczalny. Obserwowane zjawisko jest zgodne z doniesieniami lite-
raturowymi, gdzie przykladowo zastosowanie przeciwciala anty-TNF-a — infliksymab — ktére
poprzez neutralizacje czynnikow prozapalnych, jest w stanie catkowicie odwrocic efekt ich dziata-
nia, czyli obserwowang w stanie zapalnym regulacje w d6t mRNA PECAM-1 oraz regulacje w gore
ICAM-11VCAM-1 (Moriconi et al. 2012). Inne substancje moga wykazywac analogiczne dziatanie,
na réznych typach komérek poddawanych dziataniu TNF-a (Huang et al. 2018).

Przygladajac si¢ serii zarejestrowanych obrazéw, uzyskanych w réznych punktach czasowych
(patrz Rys. 45, Rys. 46 oraz Rys. 47), mozna zauwazy¢, ze wprowadzona IL-10 nie wykazuje istot-
nego wplywu, ograniczajacego ekspresj¢ ICAM-1 w HUVECs. Co wigcej, na niektérych obrazach
mozna stwierdzi¢ nawet nieznacznie wigksza fluorescencje znakowanych przeciwciat skierowanych
ku tej czasteczce adhezyjnej. Stad nalezy rozwazy¢ skutecznos¢ 1L-10 w hamowaniu szlaku sygna-
lizacyjnego skutkujacego — zaleznym od TNF-o oraz I1L-13 — nasileniem produkcji ICAM-1
w HUVECs. By¢ moze w przypadku zbadanych cytokin prozapalnych, IL-10 nie wykazuje tak
silnego, antagonistycznego dziatania. Co wigcej, by¢ moze takie dziatanie mogloby by¢ zaobser-
wowane podczas stymulacji HUVECs przez IFN-y. Poparciem tej tezy moze by¢ fakt (wspomniany
juz wyzej), ze domena zewnatrzkomoérkowa jednego z tancuchéw IL-10R wykazuje znaczne po-
dobienistwo do receptora swoistego dla IFN-y. Bialka te, posredniczac w przekazaniu sygnalu do
komorki moga generowac przeciwstawne efekty komérkowe badz skutkowaé wzajemnym bloko-

waniem swoistych receptoréow (Mak and Saunders 2000).
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jadra komérkowe
ICAM-1

jadra komérkowe ICAM-1 cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

NC

TNF-a

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

Rys. 45 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-« oraz I11.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem pierwszo-
rzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna zna-
kowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano
w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 um.
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jadra komérkowe
ICAM-1

jadra komérkowe ICAM-1 cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

NC

TNF-a

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

Rys. 46 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 48 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-a oraz I11.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem pierwszo-
rzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna zna-
kowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano
w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 um.
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jadra komérkowe
ICAM-1
jadra komérkowe ICAM-1 cytoszkielet aktynowy cytoszkielet aktynowy

TNF-a NC

TNF-a + IL-10

IL-1B

IL-1B + IL-10

0 ym 75

Rys. 47 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-« oraz I1.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem pierwszo-
rzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna zna-
kowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano
w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 um.



130 Wyniki i dyskusja

7.3.3 Oznaczenie st¢zenia tlenku azotu w komoérkach §ré6dblonka po stymulaciji wolnymi
cytokinami pro- i przeciwzapalnymi

Przedstawione ponizej badania nad poziomem NO w HUVECs po stymulacji cytokinami pro-
1 przeciwzapalnymi moga stanowi¢ wstep do dalszych badan nad dysfunkcja srédblonka. Wskazuje
sig, ze NO jest wazng czasteczkq sygnalizacyjna w organizmie, a spadek jej produkcji moze skut-
kowac patologia. Wzrost z kolei §wiadczy¢é moze o utrzymaniu zdolnosci HUVECs do pelnienia
wlasciwych sobie funkcji. Warto jednak postawic¢ pytanie, czy przypadkiem nadprodukcja NO 2
sitn nie bedzie sprzyjac procesom oksydacyjnym. Nie chodzi tu o ROS,; a stres zalezny od reaktyw-

nych form azotu.

24 h 48 h 72 h

TNF-a

TNF-a + IL-10

IL-1B + IL-10

0 pm 100

Rys. 48 Oznaczenie poziomu NO w HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio
TNF-o + IL-10 oraz IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz
5 ng/mL IL-1B). Oznaczenie TNF-« oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie
byly poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i prze-
ciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Oznaczenie mozliwe bylo wskutek reakeji NO z dioctanem 4-amino-
5-metyloamino-2',7'-difluororesceiny (DAF-FM, z ang. 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein) (zielony). Skale pokazano w le-
wym, gornym rogu dla kazdej kolumny, wskazujaca odpowiednio 200 um lub 100 pum.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych réznic w produkcji NO przez
komorki poddane dziataniu cytokin pro- jak i przeciwzapalnych (patrz Rys. 48). Niemniej jednak
planowane sa prace eksperymentalne doglebnie oceniajace istote tego procesu oraz ulepszajace

procedure pomiarowa.

7.3.4 Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu w komérkach érédbtonka po stymu-
lacji wolnymi cytokinami pro- i przeciwzapalnymi
Dokonano takze wstepnego oznaczenia poziomu produkowanych przez HUVECs ROS w wy-
niku 6-godzinnej inkubacji z wybranymi cytokinami prozapalnymi (TNF-a oraz IL-13 w stezeniu
5 ng/mlL) z nastepcza 24-, 48- 1 72-godzinng inkubacja z IL-10, w stezeniu 10-krotnie przewyzsza-

jacym stezenie czynnikéw prozapalnych.

24 h 48 h 72 h
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Rys. 49 Oznaczenie poziomu ROS w HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio
TNF-o + IL-10 oraz IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz
5 ng/mL IL-1B). Oznaczenie TNF-« oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie
byly poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i prze-
ciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Oznaczenie mozliwe bylo wskutek reakeji ROS z dioctanem 2',7'-
dichlorodihydrofluotesceiny (HoDCFDA, z ang. 2',7"-dichlorodibydrofluorescein diacetate) (zielony). Skale pokazano w lewym, gérnym
rogu dla kazdej kolumny, wskazujaca odpowiednio 250 pm lub 100 pm.
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Nie zaobserwowano istotnych zmian miedzy grupami w wybranych punktach czasowych
— patrz Rys. 49. Niemniej jednak po 48 godzinach zaobserwowano wysoki poziom reaktywnych
form tlenu w HUVECs, ktéry po 72 godzinach zaczal ustgpowaé. Wynik nie jest jednoznaczny
1 na obecny moment trudny do wyjasnienia. Niemniej jednak zaklada si¢, ze przyczyna tego zjawi-
ska moze by¢ utrata przez komoérki kontaktu z podlozem (jako proces niezbedny w procedurze,
ktérego konieczno$¢ przeprowadzenia zakomunikowano w 6.3.2.9 Oznaczenie poziomu reaktyw-
nych form tlenu w komérkach $rédblonka) (Giannoni et al. 2008). Zatem tez rozwdj zapropono-
wanej metody w tym konkretnym zastosowaniu jest wskazany celem precyzyjnego oszacowania

zmian zachodzacych w komorkach wskutek zadziatania wybranych czynnikéw.
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Rozdziat 8

Dowiedzenie tez pracy

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawiono cztery hipotezy badawcze. Na tym etapie
mozna stwierdzi¢, ze wszystkie tezy — sposrdd postawionych — zostaly potwierdzone za pomoca
odpowiednio zaplanowanych i przeprowadzonych eksperymentéw badawczych oraz wlasciwej in-

terpretaciji uzyskanych wynikow.

Teza nr 1: Istnieje material, ktérego parametry fizyko-chemiczne oraz wtasciwosci
biologiczne be¢da odpowiednie do zastosowania jako powloka bazowa do pokrycia po-
wierzchni stentu kardiowaskularnego. Mozliwe jest pokrycie powierzchni stentu wybra-
nym materiatem, zapewniajac optymalno$¢ przysztych proceséw technologicznych.

Podczas realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej z sukcesem — wedtug opracowanej, au-
torskiej procedury — otrzymano powloki modyfikujace powierzchni¢ stentéw kobaltowo-chro-
mowych rutynowo stosowanych podczas zabiegéw przezskornej srodnaczyniowej angioplastyki
wiencowej. Otrzymano powloke na bazie biopolimeréw (w tym polidopaminy i chitozanu), ktére
szczelnie pokrywaja powierzchni¢ implantu naczyniowego 1 nie wymywaja si¢ podczas procedury
przygotowania powloki.

Za posrednictwem spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni z trans-
formata Fouriera potwierdzono obecnos¢ reaktywnych ugrupowan chinonu dopaminy oraz licz-
nych grup aminowych na powierzchni implantu, ktére w kolejnym kroku, z powodzeniem wyko-
rzystano do immobilizacji interleukin, zaréwno w reakcji bezposredniej lub za posrednictwem tech-
niki sieciowania (patrz 7.1.1 Ocena struktury chemicznej powloki za pomoca spektroskopii w pod-

czerwieni).
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Przeprowadzona charakteryzacja za pomoca mikroskopii sit atomowych wykazala, ze
otrzymana powloka na bazie polidopaminy jest jednorodna pod wzgledem nanostruktury (patrz
7.1.2 Charakterystyka nanostrukturalna powloki za pomoca mikroskopii sit atomowych).

W niniejszej rozprawie doktorskiej opracowano i zastosowano prosta, jedynie dwuetapowa,
efektywna oraz szybka procedure pokrywania powierzchni stentéw powloka, przy niewymagaja-
cych warunkach eksperymentalnych, co jest niewatpliwie korzystne z punktu widzenia proceséw
produkcyjnych. Pozwala to na precyzyjna kontrole jakosci funkcjonalizowanych stentéw podczas
syntezy powloki na linii technologicznej (patrz 6.1.1 Procedura przygotowania powlok na bazie
polidopaminy funkcjonalizowanych intetleuking oraz 6.1.2 Wzbogacenie powloki o chitozan.
Funkcjonalizacja powtoki interleukinami za posrednictwem techniki sieciowania).

Otrzymana powloka bazowa jest biokompatybilna, co zostalo potwierdzone w licznych
eksperymentach, w tym oceniajacych zywotnos¢, proliferacje i morfologie komoérek srédblonka
(patrz 7.2.1 Ocena zywotnosci 1 proliferacji komoérek $rédblonka hodowanych na otrzymanych
powlokach oraz 7.2.2 Ocena morfologii komoérek §rédblonka hodowanych na otrzymanych po-
wlokach). Wykazano, ze wykorzystane materialy bazowe wykazuja selektywnosc wzgledem wybra-
nych komérek naczyniowych, jednoczesnie hamujac ich odpowiedz prozapalng (patrz 7.2.1 Ocena
zywotnosci 1 proliferacji komoérek §rédblonka hodowanych na otrzymanych powltokach, 7.2.3
Ocena stezenia cytokin prozapalnych wydzielanych przez komoérki srédblonka — odpowiedz za-
palna komorek oraz 7.2.4 Ocena adhezji makrofagéw do otrzymanych powlok).

Podsumowujac, w oparciu o przedstawione wyniki, dowiedziono, ze zastosowane biopoli-
mery cechuja si¢ odpowiednimi parametrami fizyko-chemicznymi oraz wlasciwosciami biologicz-
nymi do zastosowania jako powloka bazowa do pokrycia powierzchni stentéw kardiowaskular-
nych. Udowodniono, ze mozliwe jest pokrycie powierzchni stentéw kardiowaskularnych wybra-

nymi materiatami, korzystajac ze zaproponowanej, zoptymalizowanej procedury.

Teza nr 2: Mozliwe jest zwigzanie czasteczek wybranych interleukin przeciwzapal-
nych na powierzchni powloki bazowej oraz mozliwe jest potwierdzenie obecnosci inter-
leukin na powierzchni materialu wybranymi technikami pomiarowymi.

Analiza widm uzyskanych za posrednictwem spektroskopii ostabionego catkowitego odbi-
cia w podczerwieni z transformatq Fouriera wykazala charakterystyczne dla interleukiny 4 oraz
interleukiny 10 pasma w widmach zarejestrowanych dla otrzymanych powtok. Co wigcej zaobser-
wowano jednoczesnie zmiang ksztaltu pasm amidowych na widmach powtok. Dowodzi to, ze po-
wstaly wigzania pomigdzy ugrupowaniem chinonu dopaminy oraz wolnymi grupami aminowymi
1 tiolowymi interleukin, a takze wigzania amidowe pomigdzy grupami aminowymi chitozanu oraz

wolnymi grupami karboksylowymi interleukin. Zatem wykazano, ze w strukturze otrzymanej
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powloki obecne sg czasteczki wybranych cytokin, odpowiednio interleukiny 4 oraz interleukiny 10
(patrz 7.1.1 Ocena struktury chemicznej powloki za pomoca spektroskopii w podczerwient).

Za posrednictwem mikroskopii sit atomowych potwierdzono jednorodna nanostrukture
otrzymanej powloki. Technika ta rownoczesnie wykazata obecnos¢ powierzchniowo zwigzanych,
niezagregowanych bioczasteczek. Na tej podstawie wnioskuje sig, ze ugrupowanie chinonu dopa-
miny powloki wykazuje reaktywno$¢ chemiczng w stosunku do wolnych grup aminowych i tiolo-
wych interleukin. Zatem wykorzystany material bazowy jest zdolny do wigzania czasteczek inter-
leukiny 4 i interleukiny 10 (patrz 7.1.2 Charakterystyka nanostrukturalna powloki za pomoca mi-
kroskopii sit atomowych).

Z wykorzystaniem testéw immunoenzymatycznych potwierdzono, ze powloki funkcjona-
lizowane interleuking 4 i interleuking 10 wykazuja stopniowe, liniowe uwalnianie tych cytokin do
srodowiska w przeciagu pierwszych 10 dni inkubacji, co moze ograniczy¢ hipoplazje neointimy
oraz rekrutacj¢ monocytow do miejsc implantacji stentu, a takze negatywnie koreluja z rozwojem
restenozy w stencie (patrz 7.1.3 Kinetyka uwalniania interleukin z powierzchni otrzymanej po-
wioki).

W zwigzku z powyzszym, z wykorzystaniem wskazanych wyzej technik pomiarowych, do-
wiedziono, ze mozliwe jest zwigzanie czasteczek interleukiny 4 i interleukiny 10 na powierzchni

powloki na bazie polidopaminy oraz polidopaminy i chitozanu.

Teza nr 3: Procedura wigzania interleukin na powierzchni powloki bazowej nie
uposledzi ich aktywnosci biologicznej wobec wybranych linii komérkowych.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze wskutek kontaktu makro-
fagbéw z otrzymana powloka, komoérki te dokonujgq zmiany polaryzacii, nasilajac ekspresje markera
CD209, charakterystycznego dla alternatywnie aktywowanych makrofagéw subpopulacji M2. Jed-
noczesnie, nie zaobserwowano indukcji markeréw MHC 11, charakterystycznych dla klasycznie ak-
tywowanych makrofagéw subpopulacji M1. W rezultacie sprzyja to ograniczeniu proceséw zapal-
nych w $cianie naczynia (patrz 7.2.6 Ocena polaryzacji makrofagéw wskutek kontaktu z powtoka
— ocena aktywnosci biologicznej zwiazanych z powloks cytokin).

Dowiedziono zatem, ze zaproponowana procedura immobilizacji interleukin na po-

wierzchni materialu bazowego nie uposledza aktywnosci biologicznej bioczasteczek.

Teza nr 4: Opracowana powloka wykaze minimum dwie pozadane wtasciwosci
w odniesieniu do molekularnego badz komoérkowego patomechanizmu restenozy, co po-
zwoli wnioskowac¢ o korzySciach z zastosowania opracowanej modyfikacji powierzchni

stentu.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw dotyczacych analizy zywotnosci i proliferacji komoérek
srédblonka wykazano, ze otrzymane powloki funkcjonalizowane interleuking 4 i interleuking 10
zapewniaja optymalne warunki do wzrostu i proliferacji komoérek srédblonka, co sprzyja re-endo-
telializacji powierzchni stentu kardiowaskularnego. Poprzez zapewnienie szybszej 1 skuteczniejszej
re-endotelializacji powierzchni implantu mozna zapobiega¢ powiklaniom po zabiegach przezskor-
nej $rédnaczyniowej angioplastyki wiedicowej, w tym przerostowl neointimy i restenozie w stencie
(patrz 7.2.1 Ocena zywotnosci 1 proliferacji komoérek $rédblonka hodowanych na otrzymanych
powlokach).

Udowodniono, ze warstwa komorek §rodblonka utworzona na otrzymanych powlokach
szczelniej pokrywa sfunkcjonalizowany material, co implikuje korzystny wplyw funkcjonalizacji
powierzchni na realizacje funkcji barierowej srodbtonka, uposledzonej w przebiegu miazdzycy
(patrz 7.2.2 Ocena morfologii komorek srodblonka hodowanych na otrzymanych powlokach).

Analiza odpowiedzi zapalnej komérek naczyniowych hodowanych na zmodyfikowanych
powierzchniach dowiodla, ze otrzymane powloki hamuja stan zapalny, poprzez ograniczenie wy-
dzielania cytokin prozapalnych przez komoérki srédbtonka (patrz 7.2.3 Ocena stezenia cytokin pro-
zapalnych wydzielanych przez komorki srodblonka — odpowiedZ zapalna komorek).

Dowiedziono, ze funkcjonalizowana powtoka znaczaco hamuje adhezje monocytéw/ma-
krofagéw do materialu (patrz 7.2.4 Ocena adhezji makrofagéw do otrzymanych powtok). Jedno-
czes$nie do komérek srodblonka hodowanych na powierzchni zmodyfikowanego materialu mono-
cyty adheruja w ograniczonym stopniu (patrz 7.2.5 Okreslenie poziomu adhezji monocytéw do
monowarstwy utworzonej z komoérek srodblonka hodowanych na otrzymanych powlokach).
W rezultacie powloka zapobiega progresji zmian miazdzycowych i zmian neomiazdzycowych,
ograniczajac rekrutacj¢ wskazanych komoérek ukladu odpornosciowego.

Wykazana zdolnos¢ powlok do indukowania zmian fenotypowych makrofagéw zgroma-
dzonych w $cianie tgtnicy moze wplynac¢ korzystnie na procesy gojenia i regeneracji tkanek. Jedno-
cze$nie indukcja alternatywnej aktywacji makrofagdéw stanowi dobry czynnik rokowniczy w prze-
biegu choroby naczyniowej (patrz 7.2.6 Ocena polaryzacji makrofagéw wskutek kontaktu z po-
wlokg — ocena aktywnosci biologicznej zwiazanych z powloks cytokin).

Innym czynnikiem decydujacym o korzystnym rokowaniu pacjenta po zabiegu przezskor-
nej §rodnaczyniowej angioplastyki wieicowej jest obnizony poziom cytokin prozapalnych i pod-
wyzszony poziom cytokin przeciwzapalnych w surowicy. Dowiedziono, ze otrzymana powloka
ogranicza wydzielanie cytokin prozapalnych w §rodowisku naczynia (patrz 7.2.3 Ocena stezenia

cytokin prozapalnych wydzielanych przez komoérki §réodblonka — odpowiedZz zapalna komorek),
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z jednoczesnym uwalnianiem cytokin przeciwzapalnych (patrz 7.1.3 Kinetyka uwalniania interleu-

kin z powierzchni otrzymanej powtoki).

Uwzgledniajac powyzsze mozna stwierdzi¢, ze nadrzedny cel rozprawy doktorskiej
zostal zrealizowany. Stent z autorska powloka zostal otrzymany, scharakteryzowany,
a jego aktywno$¢ biologiczna wzgledem wybranych, modelowych linii komérkowych zo-

stata potwierdzona.
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Oryginalny wklad w tematyke pracy

Rozdziat 9

Oryginalny wktad w tematyke pracy

Zrealizowanie niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolito rozwinaé tematyke obejmujaca

problem miazdzycy i restenozy w stencie po zabiegu przezskoérnej srodnaczyniowej angioplastyki

wieficowej oraz rzucono nowe wyzwania tradycyjnym zatozeniom, co moze stanowic¢ podioze no-

watorskich metod terapeutycznych celowanych na molekularny i komérkowy patomechanizm cho-

roby. Oryginalny wklad w tematyke pracy obejmuje nastepujace elementy.

©)

2)

3)

)

®)

Przeprowadzono z sukcesem proces funkcjonalizaciji powierzchni kobaltowo-chromowych
stentéw kardiowaskularnych, wprowadzajac na ich powierzchni¢ biopolimery i interleukiny
przeciwzapalne.

Otrzymano po raz pierwszy przeciwzapalna powloke, ktéra w naczyniu uwalnia lokalnie
cytokiny przeciwzapalne, uznane za deficytowe w stanie choroby naczyniowej. Wykazano
tym samym, ze ogranicza to patologiczny rozrost neointimy, zmniejszajac prawdopodo-
biefistwo rozwoju restenozy w stencie do minimum.

Stwierdzono, ze immunologicznie funkcjonalizowana powloka za pomoca interleukiny
4 1 interleukiny 10 nie uposledza istotnych proceséw re-endotelializacji powierzchni stentu
W naczyniu.

Wykazano, ze autorska powloka ogranicza wydzielanie cytokin porozpalanych przez ko-
morki $rédblonka, stabilizujac ich stezenie na statym, niskim poziomie, co stopniowo ha-
muje toczace si¢ procesy zapalne.

Udowodniono, ze otrzymana powloka jest zdolna do indukowania zmian fenotypowych
makrofagéw zgromadzonych w $cianie tetnicy, co korzystnie wplywa na procesy gojenia

1 regeneracji tkanek oraz wyhamowanie proceséw zapalnych.



Oryginalny wklad w tematyke pracy 139

(6) Dowiedziono, ze funkcjonalizowana powloka, otrzymana wedlug autorskiej procedury,
znaczaco hamuje adhezje monocytéw/makrofagdw, przeciwdzialajac ewentualnym sta-
nom zapalnym.

(7) Wykazano, ze monocyty adheruja w ograniczonym stopniu do komoérek srédbtonka, ktére
pokrywaly zmodyfikowana powierzchni¢ implantu naczyniowego, co hamuje postep cho-

roby naczyniowej.
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Rozdziat 10

Dorobek naukowy autora

10.1 Tytuty zawodowe

2018- Politechnika Wroctawska, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
studia doktoranckie w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych, w dyscy-
plinie inzynieria biomedyczna.

2018- Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slaskich, Wydziat Lekarski, studia jed-
nolite magisterskie na kierunku lekarskim.

2017-2018 Politechnika Wroclawska, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
studia II stopnia (magisterskie) na kierunku inzynieria biomedyczna. Praca
magisterska nt. Ocena charakterystyka amplitudowych i fazowych sygnatu pulsu ro-
SOwki u pacjentdw 3 jaskrq po interwencji chirnrgicne.

2013-2017 Politechnika Wroctawska, Wydzial Podstawowych Probleméw Techniki,
studia stacjonarne I stopnia (inzynierskie) na kierunku inzynieria biome-
dyczna, specjalnos¢ optyka biomedyczna. Praca inzynierska nt. Zalegnosci fa-

gowe pomied3y sygnatami pulsu rogowki i pulsu dna oka n 0sob drowych.

10.2 Publikacje naukowe

[1] Sareto, P., Sobieszczanska, B., Wysokinska, E., Gasior-Glogowska, M., Katas, W., Podbiel-
ska, H., Wawrzynska, M., Kopaczynska, M., 2023. In vitro examinations of the anti-inflammatory
interlenkin functionalized polydopamine based biomaterial as a potential coating for cardiovascular stents. Bi-
ocybern Biomed Eng, 43, s. 369-385. MNiSW: 140, 1F(2022): 05.687.

[2] Danielewska, M. E., Kostyszak, M. A., Sareto, P., Gasior-Glogowska, M., Niemczyk,
M., Przadka, P., Antonczyk, A., Kietbowicz, Z., Iskander, D. R., 2022. Indirectly assessing changes
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in corneal properties with OCT speckle after crosslinking in porcine eyes. Exp Eye Res, 219, s. 1-7.
MNIiSW: 140, IF(2022): 03.770.

Cyboran-Mikolajczyk, S., Sareto, P., Paslawski, R., Pastawska, U., Przybylo, M., Nowak,
K., Pl6ciennik, M., Podbielska, H., Kopaczynska, M., Wawrzyniska, M., 2021. Impact of liposomal
drug formulation on the RBCs shape, transmembrane potential, and mechanical properties. Int ] Mol Sci,
22(4), s. 1-12. MNiSW: 140, IF(2021): 06.208.

Sareto, P., Duda, M., Gasior-Glogowska, M., Wysokiniska, E., Kalas, W., Podbielska,
H., Wawrzynska, M., Kopaczyniska, M., 2020. Antibody CD133 Biofunctionalization of Ammoninm
Acryloyldimethyltaurate and 1 inylpyrrolidone Co-Polymer-Based Coating of the V ascular Implants. Mate-
rials, 13(24), s. 1-13. MNiSW: 140, IF(2020): 03.623.

Zareba, M., Sareto, P., Kopaczyniska, M., Bialonska, A., Uram, L., Walczak, M., Aebisher,
D., Wolowiec, S., 2019. Mixed-Gereration PANMAM G3-GO Megamer as a Drug Delivery System for
Nimesulide: Antitumor Activity of the Conjugate Against Human Squamons Carcinoma and Gliobalstoma
Cells. Int | Mol Sci, 20(20), s. 1-24. MNiSW: 100, IF(2019): 04.556.

10.3 Inne prace

[1]

Sareto, P., Zareba, M., Bialonska, A., Uram, L.., Walczak, M., Aebisher, D., Wotowiec,
S., Kopaczyniska, M., 2019. Structural characteristics of mixed-generation PAMAM G3-GO megamer as
a drug delivery system and its antitumor activity. W: 217 Polish Conference on Biocybernetics and Biomedical

Engineering: abstract book. Zielona Goéra: Lubuskie Towarzystwo Naukowe, p. 56.

10.4 Konferencje naukowe

[1]

2]

Czlonek Krajowego Komitetu Organizacyjnego Swiatowego Kongresu Europejskiego Stowa-
rzyszenia Medycyny Predykcyjnej, Prewencyjnej i Personalizowanej (The EPNLA World Congress
2021), 20-23 wrzesnia 2021, Wroclaw, Polska.

Wystapienie konferencyjne pt. Structural characteristics of mixed-generation PAMAM G3-GO
megamer as a drug delivery system and its antitumor activity podczas 21. Polskiej Konferencji Biocy-
bernetyki i Inzynierii Biomedycznej (277 Polish Conference on Biocybernetics and Biomedical Engineer-

ing), 25-27 wrzesnia 2019, Zielona Goéra, Polska.

[3] Wrystapienie konferencyjne pt. Ocena charakterystyk amplitudowych i fagowych sygnatu pulsu rogiwski

u 056b 3 jaskrq po interwenci chirnrgiczne podczas II Wroclawskiego Spotkania Ambitnych Bioin-
zynierow WASABI, 17 kwietnia 2018, Wroctaw, Polska. Wystapienie nagrodzono za najwick-
szy wklad w eksperymenty badawcze i trudno$¢ realizowanej pracy oraz za najlepsza prezen-

tacje.
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[4] Wystapienie konferencyjne pt. Zaleznose fazowe pomiedzy sygnatami pulsu rogowki i pulsu dna oka
u 056b zdrowych podczas I Wroctawskiego Spotkania Ambitnych Bioinzynierow WASABI, 27
kwietnia 2017, Wroctaw, Polska.

10.5 Udziat w grantach i projektach

09.2021-12.2021 Wykonawca w zadaniu pt. Us/uga kompleksowej charakteryzagi i ocena biokons-
patybilnosci nano-nosnikow 3 wykorgystaniem technik optycznych, mikroskopowych i
analityeznych (Nt 421R/0002/21) zgodnie z umows
PRO/DPN/ZKO/0181/478/2021 z dnia 19 lutego 2021 zawartq migdzy
Wojewddzkim Szpitalem Specjalistycznym we Wroctawiu a Katedra Inzy-
nierii Biomedycznej na rzecz projektu Narodowego Centrum Badan i Roz-
woju pt. Opracowanie nano-nosnika nowej generagji do zastosowani okulistycznych wrazg
g innowacynymi metodami oceny skutecinosci celem poprawy wydajnosci dostarczania
substangii w podazy dospojowkowej Nt POIR.04.01.01-00-0016/19).

07.2020-12.2020 Stypendysta w grancie OPUS 13 Narodowego Centrum Nauki pt. Moleku-
larny mechanizm diatania i ocena efektu terapentyegnego kombinagi 5-aza-2 deoksy-
otydyny i inbibitordw  topoizomerazy w  leczenin  raka  okregnicy (Nt
2017/25/B/NZ5/02608) — kierownik projektu dr hab. Wojciech Katas,
prof. PAN.

01.2018-09.2018 Stypendysta w grancie LIDER VI Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
pt. Prototyp urgqdzenia do rejestragi i analizy dykrotyzmu oka oraz wegesnej diagno-
styki jaskry (Nt LIDER/074/L-6/14/NCBR /2015) — kierownik projektu dr

hab. inz. Monika Danielewska, prof. uczelni.

10.6 Stypendia

[1] Zwigkszone stypendium z dotacji podmiotowej na dofinansowanie zadan projakosciowych
w roku akademickim 2019/2020, 2020/2021, 2021/2022, 2022/2023.

[2] Stypendium Rektora Politechniki Wroctawskiej w roku akademickim 2018/2019, 2019/2020,
2020/2021, 2021/2022, 2022/2023.

10.7 Wspotpraca naukowa

[1] Katedra Mikrobiologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu (ul. Ty-
tusa Chalubinskiego 4, 50-368 Wroclaw).
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2]

Laboratorium Immunologii Molekularnej Nowotworéw Instytutu Immunologii i Terapii Do-
$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk (ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114
Wroctaw).

Centrum Badan Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wrocta-
wiu (ul. Karola Marcinkowskiego 1, 50-368 Wroctaw).

Klinika Hematologii, Nowotworéw Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego
im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu (ul. Wybrzeze Ludwika Paustera 4, 50-367 Wroclaw).
Zintegrowana Grupa Przetwarzania Sygnaléw 1 Elektroniki Medycznej Katedry Inzynierii Bio-
medycznej Politechniki Wroclawskiej (ul. Stanistawa Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw).
Katedra Biochemii 1 Biologii Molekularnej Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (ul.

Cypriana Kamila Norwida 31, 50-375 Wroclaw).

10.8 Dziatalnos¢ dydaktyczna

7]

Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych dla studentéw studiow stacjonarnych 1.1 2. stopnia na kie-
runku inzynieria biomedyczna na Wydziale Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki
Wroclawskiej z podstaw chemii ogélnej (CHP001008C), anatomii (MDP001000W), fizjologii
(MDP002016L), podstaw biofotoniki (FTP002003L, FTP002029S), grafiki komputerowe;j
(INP002006L, INPO01034L) i diagnostyki obrazowej (ETP002956L).

Wspotprowadzenie pracy inzynierskiej dyplomantki Moniki Berent nt. Modyfikacia powierzchni
stentdw wewnatrnacgyniowych ga pomocq interlenkin preciwzapalnych (promotor dr hab. Marta Ko-

paczyniska, prof. uczelni) — Wroclaw, 2021.

10.9 Dziatalnos¢ dodatkowa

9]

Utworzenie w ramach Katedry Inzynierii Biomedycznej Laboratorium badan komérkowych

i molekularnych (04a/D-1), w tym nadzorowanie jego dziatalnosci.

[10] Utworzenie stanowiska pomiarowego na bazie czytnika plytek Infinite M Nano+ (Tecan

Gropu Ltd., Minnedorf, Szwajcaria).

[11] Wspotudzial w tworzeniu stanowiska pomiarowego na bazie szczypiec optycznych (Thorlabs,

Newton, New Jersey, Stany Zjednoczone).

10.10 Doswiadczenie naukowe

Posiadane doswiadczenie w zastosowaniu nastgpujacych technik badawczych i pomiarowych: ska-

ningowa laserowa mikroskopia konfokalna (CLSM), mikroskopia holotomograficzna, mikroskopia
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sit atomowych (AFM), spektroskopia oslabionego catkowitego odbicia w podczerwieni z transfor-
mata Fouriera (ATR-FTIR), spektroskopia ramanowska z transformata Fouriera (FT-Raman),
technika pesety optycznej (OT, z ang. optical tweezers). Dodatkowo udokumentowane doswiadczenie
w pracy laboratoryjnej (w tym prowadzenie badan z wykorzystaniem linii komérkowych i materiatu
pochodzenia biologicznego, organizacja pracy laboratorium, zaopatrzenie laboratorium i koordy-
nowanie prac rozwojowych) oraz umiejetnos¢ zastosowania metod statystycznych w analizie uzy-

skanych wynikow.

10.11 Dziatalno$¢ promujaca nauke

[1] Udzial w filmie pt. Tunele gycia - stenty. Medycyna 4.0 promujacym prowadzone badania naukowe
nad stentami kardiowaskularnymi (5 grudnia 2022 | https://youtu.be/SIg2V5Y20bk).

[2] Udzial w filmie pt. Nanka. Tego nie przeocgysz— ode.6 promujacym prowadzone badania naukowe
nad nowa, szybka technikq oceny chemoodpornosci komérek ostrej biataczki szpikowej (13

stycznia 2023 | https://youtu.be/Y5I1G6dDCOgs).
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Spis ilustracji

Rys. 1 Schematyczne przedstawienie warstwowej budowy tetnicy wieticowej (CA, z ang. coronary artery). Blone wewnetrzna naczynia
(tzw. tunica intima) tworza komorki srédblonka (ECs, z ang. endothelial cells) . Keore pokrywaja podsrédblonkowsa macierz
pozakomoérkowa (ECM, z ang. extracellular matrix) e Blona srodkowa (tzw. tunica media) rozciaga si¢ miedzy blaszka wewnetrzna
(IEL, z ang. internal elastic lamina) e, a blaszkq zewnetrzna (EEL, z ang. external elastic lamina) 9 Wystepuja tu licznie komorki
mieéni gladkich naczyn (VSMCs, z ang. vascular smooth muscle cells) ©. Gléwnymi komérkami blony zewnetrznej, in. przydanki (tzw.
tunica externa, in. adyentitia) sa fibroblasty 0. Najbardziej zewnetrzng warstwa naczynia jest okolonaczyniowa tkanka tluszczowa
(PVAT, z ang. perivascular adipose tissue), utworzona z niezrdznicowanych ostatecznie adipocytéw (7 ) Rezyduja tutaj réwniez
leukocyty (WBCs, z ang white blood cells) @), SChEMAL AULOLSKL. w..vvvooeoeeeeeeeeeeeee oo 21
Rys. 2 Przedstawienie interakcji miedzykomérkowych ECs 1 WBCs, skutkujacych wynaczynieniem WBCs i ich migracja do tkanek
sasiadujacych. Uwzgledniono molekuly posredniczace w kazdym z etapéw tej interaktywnosci miedzykomoérkowej — odpowiednio
selektyna L. (CDG62L) oraz selektyna E (CDG62E), integryna bardzo pozny antygen 4 (VILA-4, z ang. very late antygen 4) oraz czasteczka
adhezji komorkowej naczyn 1 (VCAM-1, z ang. vascular cell adbesion molecute T) (CID106), antygen zwiazany z funkcja limfocytéw 1
(LEA-1 z ang. hmphocyte function-associated antigen T) oraz czasteczka adhezji miedzykomoérkowej 1 ICAM-1, z ang. intercellular adbesion
molecule 1) (CD54), a takze czasteczka adhezji komoérkowej plytek i §rédblonka 1 (PECAM-1, z ang. platelet endothelial cell adbesion
molecnle), CD99 oraz antygen makrofaga-1 (Mac-1, z ang. macrophage-1 antigen). Przedstawiony proces rozpoczyna si¢ od przylegania
(1 nastepczym rolowaniem WBCs po aktywowanej powierzchni ECs (2 ) Nastepnie dochodzi do stabilnej adhezji (3 diapedezy
parakomoérkowej 0. Migracja WBCs w obrebie ECM © stanowi ostatni etap, w ktérym to WBCs osiagaja docelowe miejsce w
obrebie aktywowanych zapalnie tkanek. Schemat aUOISKIL ... 23
Rys. 3 Molekularne mechanizmy skurczu i rozkurczu (oméwione w tekscie) VSMCs w odpowiedzi na czynniki wazoaktywne
produkowane przez ECs — tlenek azotu (NO, z ang. nitric oxide), prostaglandyna Io (PGly, z ang. prostaglandin I), srédbtonkowy
czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF, z ang. endothelium-derived hyperpolarizing factor), endotelina 1 (ET-1, z ang. endothelin 1), tromboksan
A2 (TXA2, z ang. thromboxane A2), angiotensyna 11 (Ang II, z ang. angiotensin 1I), tetrafosforan urydynoadenozyny (Up4A, z ang.
uridine adenosine  tetraphosphate). Dodatkowe oznaczenia: kalmodulina (CaM, z ang. calmodulin), cykliczny adenozyno-3'5'-
monofosforan (cAMP, z ang. ¢yclic adenosine monophosphate), cykliczny guanozyno-3’,5-monofosforan (cGMP, z ang. ¢yclic gnanosine
monophosphate), 1,4,5-trifosforan inozytolu (IPs, z ang. inositol triphosphate), fosfataza lekkich tancuchéw miozyny (MLCP, z ang. myosin
light-chain phosphatase), kinaza lekkich taficuchéw miozyny (MLCK, z ang. myosin light-chain kinase), kinaza Rho (ROCK, z ang. Rho-
associated protein kinase), siateczka sarkoplazmatyczna (SaRe, z ang. sarcoplasmic reticulum). Schemat autorski. .....coececvvvciniiciniinnnnns 26
Rys. 4 Na wczesnym etapie aterogenezy dochodzi retencji i sekwestracji lipoprotein o matej gestosci (LDL, z ang. /low-density
lipoprotein) w blonie wewnetrznej 0 v proces ten zaangazowana jest przezsrodblonkowa transcytoza, zalezna od receptoréw
zmiataczy, klasy B typu 1 (SR-BI, z ang. scavenger receptor, class B type I) oraz kinazy typu 1 podobnej do receptora aktywiny (ALK, z
ang. activin receptor-like kinase 1) oraz wymagajaca obecnosci kaweoli. Uwigzione w podsrédblonkowej przestrzeni czasteczki LDL
ulegaja modyfikacji oksydacyjnej (oxLLDL, z ang. oxidized low-density lipoprotein) @. Czasteczki oxLDL sa wychwytywane przez ECs
za posrednictwem lektynopodobnego receptora utlenionej lipoproteiny o matej gestosci 1 (LOX-1, z ang. lectin-like oxidized low-density
lipoprotein receptor-1) ©. wywoluje wzrost ekspresji na powierzchni ECs czasteczek adhezyjnych O. schemat autorski........... 34
Rys. 5 Ekspresja czasteczek adhezyjnych na powierzchni ECs skutkuje rekrutacja monocytéw ©Qiich migracja do przestrzeni
podsrédblonkowe;j 0. gdzie nabywaja cechy prozapalnych makrofagéw (MCs, z ang. macrophages) ©. 2. posrednictwem
receptoréw zmiatajacych (SR, z ang. scavenger receptor) MCs intensywnie fagocytuja czasteczki LDL e, przeksztalcajac sic w komérki
piankowate (FCs, z ang. foam cells) e Jednoczesnie MCs indukuja stan zapalny poprzez wydzielanie czynnikéw prozapalnych @,
ktore przyczyniaja si¢ do dalszej infiltracji Sciany naczynia przez kolejne WBCs @. Schemat aUtOrsKi. oo 34
Rys. 6 Powstajace nieprzerwanie FCs ulegaja apoptozie, a zwigckszona apoptoza sprzyja powstawaniu martwiczego rdzenia w scianie
naczynia @. W odpowiedzi na mediatory stanu zapalnego wytwarzane przez MCs, VSMCs przechodza zmiany fenotypowe (2 )
Komorki te proliferuja, przebudowuja ECM, migruja (3} wspoluczestniczac w progresji blaszki miazdzycowej (4} Réznicujac sie
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takze w komorki podobne do MCs, intensywnie fagocytujac czasteczki LDL @ . Blaszki miazdiycowe nacieczone sa réwniez przez
inne podzbiory WBCs, ktére ksztaltuja mikrosrodowisko zmiany. Schemat autorski.... ..o 35
Rys. 7 Powstata blaszka miazdzycowa zbudowana jest z martwiczego rdzenia, otoczonego przez MCs i komérki podobne do MCs,
ktore nieustannie fagocytujq czasteczki LDL. Blaszce towarzyszy populacja WBCs, wytwarzajacych cytokiny prozapalne. W sktad
blaszki réwniez wchodzi zmodyfikowana ECM, ktéra wzglednie stabilizuje wrazliwa blaszke miazdzycowa. Zaawansowane blaszki
miazdzycowe wykazuja réwniez neowaskularyzacje, co przyczynia si¢ do dalszej ekspansji martwiczego rdzenia przez lokalne
wynaczynienie plytek krwi (PLT, z ang. platelets) i czerwonych krwinek (RBCs, z ang. red bivod cells). Po erozji lub peknigciu blaszki
miazdzycowej @ uszkodzone ECs wydzielaja zwigkszone iloéci czynnikéw prozakrzepowych i zmniejszone ilosci czynnikow
przeciwzakrzepowych, co skutkuje powiklaniem zakrzepowo-zatorowym e Schemat aUtOrSKi. .oveueveeeueeeireeeireieireieireieiseieiseeeineaenne 35
Rys. 8 Choroba wieicowa (CHD, z ang. coronary heart disease) obejmuje stany niedokrwienia mig$nia sercowego, ktore zwiazane sq z
postepujacymi zmianami miazdzycowymi w CA. Zaawansowane zmiany naczyniowe moga skutkowaé znacznym ograniczeniem
przeplywu krwi w CA lub jego catkowitym ustaniem. W takim przypadku, niezbedne jest podjecie odpowiednich dziatan
terapeutycznych majacych na celu przywrdcenie niezakléconego przeplywu krwi przez migsiert sercowy i niedoprowadzenie do
martwicy wybranych jego obszaréw funkcjonalnych. Schemat autOrski.........cocuiviiiiiiiiiiiii e 38
Rys. 9 Schematyczne przedstawienie idei przezskornej interwencji wieticowej (PCL, z ang. percutaneous coronary intervention) z
implantacja stentu kardiowaskularnego, ktérego element strukturalny oznaczono na schemacie 0 W wyniku podjetego dziatania
terapeutycznego, poprzez wywolanie odpowiedniej zmiany geometrii (2] objetego choroba miazdzycowa odcinka naczynia,
nastepuje poszerzenie zwezonego swiatla CA lub przywrdcenie jej droznosci po catkowitym zamknigciu. Zapewnia to wiasciwy
przeplyw krwi i poprawia perfuzje migsnia sercowego. Schemat AULOLSKi. ... 38
Rys. 10 Odcinek CA, uprzednio poddany PCI, w ktérym rozwinela si¢ restenoza w stencie (ISR, z ang. n-stent restenosis), skutkujaca
nawrotem zwezenia. Widoczna jest dysfunkcjonalna, obnazona warstwa §rédblonka c, pod ktérg widoczne sa intensywnie dzielace
sic VSMCs 9, jednoczesnie produkujace zmodyfikowana ECM 6 Migrujace VSMCs stanowia gléwne komorki odpowiedzialne
za przerost neointimy (NIH, z ang. neointimal hyperplasia). Towarzysza im miofibroblasty 0. pochodzace z fibroblastow przydanki.
Miejscami, eksponowane sa prozakrzepowe skladniki btony wewnetrznej, ktore sprzyjaja adhezji i agregacji PLTs, co skutkuje
uformowaniem zakrzepu e.\X/éréd komérek neointimy widoczny jest element strukturalny stentu @, a ponizej natywna blaszka
miazdzycowa @ SCOCIIAL AULOLSKL. ..ooooooo oo emeeeee e sess s et 48
Rys. 11 Szlak wewnatrzustrojowej syntezy dopaminy (DA, z ang. dopamine) z aminokwaséw (bezposrednio z L-tyrozyny oraz
posrednio z L-fenyloalaniny) przy udziale odpowiednich enzyméw i kofaktoréw (gdzie BH4 oznacza tetrahydrobiopteryne,
przeksztalcana w BH2, czyli w dihydrobiopteryng). Zwr6cié nalezy uwage na strukture chemiczna DA (in. 3,4-
dihydroksyfenyloetyloaminy). Wskazano elementy strukturalne pozwalajace zaklasyfikowaé DA odpowiednio do katecholamin badz
pochodnych 2-fenyloetyloaminy. Opracowaniec WIASNIC. ... 57
Rys. 12 Wewnatrzustrojowy metabolizm dopaminy do kwasu homowanilinowego (HVA, z ang. homovanillic acid), filtrowanego i
wydalanego wraz z moczem. Oznaczenia: dehydrogenaza aldehydowa (ALDH, z ang. aldehyde debydrogenase), katecholo-O-
metylotransferaza (COMT, z ang. catechol-O-methyltransferase), monoaminooksydaza B (MAO-B, z ang. monoamine oxidase B).
OPLACOWANIE WHASIIC c...veieriiiiiii bbb 57
Rys. 13 Jednostki monomeryczne tworzace pDA wraz z wskazanymi prawdopodobnymi miejscami wiazania miedzy nimi. Zwiazki
te tacza si¢ ze soba poprzez wigzania C—C miedzy pierscieniami benzenu. Mozliwe sa dodatkowo potaczenia miedzy jednostkami
za posrednictwem wiazania w pozycji 2 lub 3 indolu, polaczenia potréjne C—C indolin oraz wiazania C-N. W mniejszym stopniu
mozliwe jest wytworzenie grupy karboksylowej jako skutek zniszczenia pierscienia benzenowego indolu. Opracowanie whasne. . 59
Rys. 14 Uproszczony szlak tworzenia polidopaminy (pDA, z ang. polydopamine) poprzez utlenianie DA. W poczatkowych etapach
polimeryzacji powstaje chinon dopaminy, ktéry moze tworzy¢ kilka tautomerycznych struktur (w tym indolino-5,6-dion). Dalsza
dehydrogenacja prowadzi do tworzenia 5,6-dihydroksyindolu (DHI, z ang. dibydroxyindole) oraz indol-5,6-dionu. Opracowanie
WHASTIC. 1.ttt bR 59
Rys. 15 Schemat tworzenia struktur supramolekularnych. Na wstepnym etapie powstaja wiazania kowalencyjne pomiedzy
jednostkami monomerycznymi (patrz wyzej). W strukturze pDA czgsto powtarza si¢ motyw trimeru ztozonego z dwoch czasteczek
DHI i jednej DA. Na dalszych etapach gtéwna role odgrywaja oddzialywania fizyczne (w tym wiazania wodorowe, oddzialywania
n-n czy kation-m). Polidopamina zatem jest struktura, ktora tworza jednostki monomeryczne (patrz wyzej) polaczone wigzaniami
kowalencyjnymi w réznych konfiguracjach, a w procesie agregacji powstaja coraz wigksze formy, stabilizowane oddzialywaniami
fizycznymi. OPracowaniec WIASTIC. ... 60
Rys. 16 Schematyczne przedstawienie mechanizmu wigzania czasteczek wybranych interleukin z powloka na bazie pDA, w wyniku
reakcji Michaela (1 30 reakcji z wytworzeniem zasady Schiffa (2] Pozycja wiazania zalezy od grupy funkcyjnej bioracej udziat w
wytworzeniu wigzania. Reakcja z udzialem grupy aminowej zachodzi preferencyjnie w pozycji 6 chinonu dopaminy e lub w pozycji
6 indol-5,6-dionu @. Reakcja z udziatem grupy tiolowej zachodzi w pozycji 6 chinonu dopaminy Qv pozycji 7’ indol-5,6-
dionu @. OPLACOWANIE WHASILC ....vevviiiiiiiiii et 64
Rys. 17 Struktura chemiczna meru chityny — N-acetyloglukozaminy oraz struktura chemiczna chityny. Chitozan powstaje w procesie
deacetylacji chityny, w wyniku ktérego czesé grup acetylowych zostaje usunieta. Skutkuje to znacznym zwigkszeniem udziatu
wolnych grup aminowych w strukturze powstalego biopolimeru. Zatem mozna uznaé, ze chitozan jest kopolimerem zlozonym z
podstawowych dla chityny meréw — N-acetyloglukozaminy oraz z meréw bedacych zdeacetylowana forma N-acetyloglukozaminy
— N-glukozaminy. OpracoWanie WHaSIIC. .........ccuiiiiiiii s 65
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Rys. 18 Reakcja tworzenia wigzania kowalencyjnego pomiedzy wolna grupa karboksylowa znajdujaca sic w obrebie czasteczki
interleukiny (odpowiednio IL-4 lub IL-10) i grupa aminowa, wprowadzana licznie na modyfikowana powierzchni¢ wraz z
chitozanem. W tym celu czasteczki wybranych interleukin zostaly aktywowane w reakeji z 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropyl)
karbodiimidem (EDC, z ang. 7-ezhyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide) oraz z hydroksysulfosukcynoimidem (sulfo-NHS, z ang. N-
hydroxysulfosuccinimide), przez co staly si¢ one zdolne do reagowania z odpowiednimi grupami funkcyjnymi chitozanu. Wskutek
zachodzacych reakcji, powstato wiazanie amidowe pomiedzy reagentami (interleuking i chitozanem). Opracowanie wlasne. ........ 68
Rys. 19 Reakcja przeksztatcania soli tetrazolowej (bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowego — MTT, z ang. 3-
(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolinmbromide), przyjmujacej w roztworze wodnym zblte zabarwienie, do nierozpuszczalnych
w wodzie krysztaléw formazanu (1-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-3,5-difenyloformazanu), bedacych fioletowym produktem reakcji
bioredukcji. OPracoWaniec WIASIC. ..o 85
Rys. 20 Schematyczne przedstawienie zaplanowanego eksperymentu, majacego na celu oceng zywotnosci i proliferacji komoérek po
stymulacji cytokinami prozapalnymi z nastepcza inkubacija z intetleuking przeciwzapalna. Wysiane komoérki wstepnie inkubowano
przez 24 godziny, nastepnie poddano przez 6 godzin dzialaniu odpowiednio rekombinowanemu ludzkiemu TNF-a o stezeniu
5 ng/mL badZ rekombinowanej ludzkiej IL-18 o stezeniu 5 ng/ml, w kompletnym medium. Po tym czasie wprowadzono
rekombinowang ludzka IL-10 o stezeniu 50 ng/mL, w kompletnym medium i inkubowano przez 24, 48 i 72 godziny, dokonujac
wiasciwej oceny w kazdym z punktOw CZaSOWYC. ... 86
Rys. 21 Mechanizm oznaczenia tlenku azotu (NO, z ang. witric oxide) w komoérkach z wykorzystaniem dioctanu 4-amino-5-
metyloamino-2',7'-difluororesceiny (DAF-FM, z ang. 4-amino-5-methylamino-2",7'-difluorofluorescein). Dioctan DAF-FM biernie
dyfunduje przez bltony komérkowe i jest wewnatrzkomoérkowo deacetylowany przez esterazy. Powstaje niewykazujacy fluorescencji
DAF-FM, ktéry w wyniku reakcji z NO, tworzy fluorescencyjny juz benzotriazol. Opracowanie wlasne. .......ccccoeunineiniincieninnnnns 92
Rys. 22 Mechanizm oznaczenia reaktywnych form tlenu (ROS, z ang. reactive oxygen species) w komoérkach z wykorzystaniem dioctanu
2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (HoDCFDA, z ang. 2',7"-dichlorodibydrofluorescein  diacetate). Odczynnik ten jest chemicznie
zredukowang forma fluoresceiny. Po deacetylacji H-DCFDA przez wewnatrzkomoérkowe esterazy i utlenieniu powstatego zwiazku,
niefluotescencyjny HoDCFDA przeksztatcany jest w wysoce fluorescencyjng 2',7'-dichlorofluoresceing (DCF, z ang. 2',7'-
dichlorofluorescein). OPracoWanIe WIASTIC. ... s 93
Rys. 23 (A) Referencyjne widma ATR-FTIR wybranych interleukin — I1.-4 (linia pomaraficzowa) i IL-10 (linia zielona). (B)
Referencyjne widmo ATR-FTIR polidopaminy (pDA, linia czarna). (C) Referencyjne widmo ATR-FTIR chitozanu (linia z6tta). (D)
Usrednione widma ATR-FTIR materiatu pokrytego powloka na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej odpowiednio 11.-4
(pDA_IL-4, linia pomaranczowa) oraz 11.-10 (pDA_IL-10, linia zielona). (E) Usrednione widma ATR-FTIR materiatu pokrytego
powtoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH, linia z61ta) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu
z powierzchniowo zwiazanymi czasteczkami 11.-4 (pDA_CH_IL-4, linia pomaranczowa) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10, linia
zielona). Na widmach wskazano wybrane, charakteryStyCzne PASmIa. ... sssssssnsans 97
Rys. 24 Obrazy AFM otrzymane na kazdym etapie przygotowania powloki — powierzchnia pokryta powloka na bazie polidopaminy
(pDA) oraz powierzchnia pokryta powloka na bazie polidopaminy i sfunkcjonalizowana przez wprowadzenie I11.-4 lub IL-10
(odpowiednio pDA_II-4 i pDA_IL-10). Powierzchnia skanowania wynosita 1 um x 1 um. Po prawej stronie przedstawiono skale
WYSOKOSCL ODIEKEOW. cucrveiriieiiiiiiiiniiie ettt e bbb bbb bbbttt s 98
Rys. 25 Wykres zaleznosci uwalniania wybranej interleukiny z powloki (odpowiednio uwalnianie I1.-4 z powltoki pDA_IL-4 — wykres
po lewej, uwalnianie I1.-10 z powltoki pDA_IL-10 — wykres po prawej) w funkcji czasu (kolejne dni). Materiatem bazowym powloki
byta polidopamina. Przedstawiono odchylenie standardowe dla powloki pDA_IL-4 oraz 5-krotno$¢ odchylenia standardowego dla
powtoki pDA_IL-10 (dla lepsze] WiZualiZacji). .......cccuiuiiiriiiiiiiiiiiic st 99
Rys. 26 Wykres zaleznosci uwalniania wybranej intetleukiny z powloki (odpowiednio uwalnianie I1.-4 z powloki pDA_CH_IIL-4 —
wykres po lewej, uwalnianie IL-10 z powtoki pDA_CH_IL-10 — wykres po prawej) w funkgji czasu (kolejne dni). Materiatem
bazowym powloki byla polidopamina wzbogacona o chitozan. Przedstawiono odchylenie standardowe dla powtoki pDA_CH_IL-
4 oraz odchylenie standardowe dla powloki pDA_CH_TL-T0. ... ssssasesses 100
Rys. 27 Zywotnosé¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach po wprowadzeniu ich na powierzchnie naczynia stosowanego do rutynowej
hodowli komérek, ktéra zostala pokryta — odpowiednio — powloka na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloka na bazie
polidopaminy z powierzchniowo zwiazanymi czasteczkami IL-4 (pDA_I.-4) oraz IL-10 (pDA_IL-10). Negatywna kontrole (NC)
stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostala poddana
7adnym modyfikacjom. Zywotno$¢ tych komérek stanowita 100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey
HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (p < 0,05) ... 102
Rys. 28 Zywotnos¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach po wprowadzeniu ich na powierzchnie naczynia stosowanego do rutynowej
hodowli komorek, ktéra zostala pokryta — odpowiednio — powloka na bazie polidopaminy (pDA), powloka na bazie
polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu z powierzchniowo
zwigzanymi czasteczkami 1L-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole (NC) stanowily komorki
utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostata poddana zadnym
modyfikacjom. Zywotnos¢ tych komérek stanowila 100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD
przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (9 < 0,05). ... 103
Rys. 29 Obrazy mikroskopii kontrastu fazowego HUVECs hodowanych przez 24, 48 1 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka
na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami 11.-4 (pDA_IL-4) i IT.-10
(pDA_IL-10). Negatywna kontrole (NC) stanowily komoérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej
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hodowli komérek, ktéra nie zostata poddana zadnym modyfikacjom. Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano
morfologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, gornym rogu, wskazujaca odpowiednio 100 ... 105
Rys. 30 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka
na bazie polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami 11.-10 (pDA_IL-10).
Negatywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komoérek,
ktora nie zostala poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy
— falloidyng sprz¢zona z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale
pokazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 fm. ... 106
Rys. 31 Obrazy mikroskopii kontrastu fazowego HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka
na bazie polidopaminy (pDA), powloka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie
polidopaminy i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami 11.-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10).
Negatywna kontrole (NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komoérek,
ktora nie zostata poddana Zzadnym modyfikacjom. Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs.
Skale pokazano w prawym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 100 (. ..o 107
Rys. 32 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 24 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powtoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powtoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komorek, ktora nie zostala
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazow, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w
lewym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 (UL ... 108
Rys. 33 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 48 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powtoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powtoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IIL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komorki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostata
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w
lewym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 (UL ... 109
Rys. 34 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej HUVECs hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA), powltoka na bazie polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powltoka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IIL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komorki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktora nie zostala
poddana zadnym modyfikacjom. Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng
sprzezong z FITC (zielony). Na podstawie uzyskanych obrazow, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w
lewym, gérnym rogu, wskazujaca odpowiednio 200 (UL ... 110
Rys. 35 Ocena odpowiedzi zapalnej HUVECs hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie
polidopaminy (pDA) oraz powloce na bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami I1.-4 (pDA_IL-4) i IL-10 (pDA_IL-
10). Negatywng kontrole (NC) stanowily komoérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli
komorek, ktéra nie zostala poddana Zadnym modyfikacjom. W lewej kolumnie przedstawiono poziom uwalnianych cytokin
prozapalnych (odpowiednio MCP-1 oraz I1.-8) wyrazone jako % kontroli negatywnej (poziom uwalnianych cytokin przez NC
stanowilo 100%) wraz z odchyleniem standardowym. W prawej kolumnie przedstawiono dobowy wzrost uwalniania cytokin
prozapalnych (réznica pomiedzy wyznaczonym stezeniem wybranej interleukiny w 48 godzinie i 24 godzinie inkubacji oraz w
72 godzinie i 48 godzinie, z zaznaczonymi bledami standardOWymi). ......ccoveiiiiiiiiiinic s 112
Rys. 36 Ocena odpowiedzi zapalnej HUVEC hodowanych przez 24, 48 i 72 godziny na powierzchni pokrytej powltoka na bazie
polidopaminy (pDA), powloka na bazie polidopaminy, wzbogaconej chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy
i chitozanu z powierzchniowo zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz IL-10 (pDA_CH_IL-10). Negatywna kontrole
(NC) stanowily komérki utrzymywane na powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komorek, ktora nie zostala
poddana zadnym modyfikacjom. W lewej kolumnie przedstawiono poziom uwalnianych cytokin prozapalnych (odpowiednio MCP-
1 oraz IL-8) wyrazone jako % kontroli negatywnej (poziom uwalnianych cytokin przez NC stanowito 100%) wraz z odchyleniem
standardowym. W prawej kolumnie przedstawiono dobowy wzrost uwalniania cytokin prozapalnych (réznica pomiedzy
wyznaczonym stezeniem wybranej interleukiny w 48 godzinie i 24 godzinie inkubacji oraz w 72 godzinie i 48 godzinie, z
zaznaczonymi bledami standardOWYIIL). ......cceieveieieiiiiiiicie et b 113
Rys. 37 Po lewej panel obrazéw, uzyskanych z wykorzystaniem skaningowej laserowej mikroskopii konfokalnej (CLSM, z ang.
confocal laser skaning microscopy), przedstawiajacy poziom adhezji komérek THP-1 zréznicowanych do makrofagéw (w wyniku
stymulacji PMA) do materiatu niepokrytego (NC) i materiatu pokrytego testowanymi powlokami (odpowiednio pDA, pDA_IL-4 i
pDA_IL-10). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyna sprz¢zona z Alexa
Fluor 647 (czerwony). Trzecia kolumna obrazéw od lewej stanowi natozenie dwéch poprzednich kanatéw. Skala przedstawiona jest
na poszczegolnych obrazach, w ich prawych dolnych rogach, wskazujac 250 um. Obserwuje si¢ znaczne zmniejszenie adhezji THP-
1 do otrzymanych powlok w stosunku do NC. Po prawej stronie przedstawiono wykres pudetkowy, ktéry wskazuje liczbe komérek
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zliczong z 16 pdl widzenia. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu Kruskala-Wallisa z poréwnaniami wielokrotnymi z
korekcja poziomu istotnosci metoda Bonferroniego (« = 0,0125), przedstawiono jako * dla p < 0,0125. ......ccvvvviviiviniiininiincinns 115
Rys. 38 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej komérek THP-1 wybarwionych kalceina-AM (zielony), ktére przylegaty do HUVECs
(niewybarwione) hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powtoka na bazie polidopaminy (pDA) oraz powltoka na
bazie polidopaminy sfunkcjonalizowanej czasteczkami IL-4 (pDA_IL-4) i IL-10 (pDA_IL-10). Skal¢ pokazano w prawym, gérnym
rogu, wskazujaca odpowiednio 200 um. Kontrole negatywna (NC) stanowily komorki przylegte do HUVECs utrzymywanych na
powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostala poddana zadnym modyfikacjom. Komorki
hodowane analogicznie, jak w grupie NC, jednak traktowane przez 16 godzin lipopolisacharydem (LPS, z ang. /Zpopolysacharide), w
stezeniu 4 ng/ml, bezpostednio przed wprowadzeniem THP-1, stanowily kontrole pozytywna (LPS). Na podstawie uzyskanych
obrazéw, oceniono liczbe komoérek THP-1, ktére przylegly do HUVECs. Wykres przedstawiajacy liczbe komoérek THP-1
zliczonych na uzyskanych obrazach mikroskopowych, ktére przylegly do HUVECGs. Liczba THP-1 zliczonych dla NC stanowila
100%. Réznice istotne statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p
Przedstawiono JAKO * (< 0,05). ... 117
Rys. 39 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej komérek THP-1 wybarwionych kalceina-AM (zielony), ktére przylegaty do HUVECs
(niewybarwione) hodowanych przez 72 godziny na powierzchni pokrytej powloka na bazie polidopaminy (pDA), powtoka na bazie
polidopaminy, wzbogacona chitozanem (pDA_CH) oraz powloka na bazie polidopaminy i chitozanu z powierzchniowo
zwigzanymi czasteczkami IL-4 (pDA_CH_IL-4) oraz 11.-10 (pDA_CH_IL-10). Skale pokazano w prawym, gérnym rogu,
wskazujaca odpowiednio 200 pm. Kontrole negatywna (NC) stanowily komorki przylegte do HUVECs utrzymywanych na
powierzchni naczynia stosowanego do rutynowej hodowli komérek, ktéra nie zostala poddana zadnym modyfikacjom. Komorki
hodowane analogicznie, jak w grupie NC, jednak traktowane przez 16 godzin LPS, w stezeniu 4 ng/mL, bezpostednio przed
wprowadzeniem THP-1, stanowity kontrole pozytywna (LPS). Na podstawie uzyskanych obrazéw, oceniono liczbe komérek THP-
1, ktore przylegly do HUVEC. Wykres przedstawiajacy liczbe komoérek THP-1 zliczonych na uzyskanych obrazach
mikroskopowych, ktére przylegty do HUVEC. Liczba THP-1 zliczonych dla NC stanowita 100%. Réznice istotne statystycznie na
podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o« < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako * (p < 0,05). ............. 118
Rys. 40 Ekspresja markeréw wybranych subpopulacji makrofagéw na komérkach THP-1 oddzialujacych z otrzymanymi powlokami
(w postaci histograméw) — marker MHC II wskazuje subpopulacje makrofagéw M1, natomiast markery CD163 i CD209 sa
wskaznikiem subpopulacji M2 makrofagéw. Analiz¢ przeprowadzono na komérkach THP-1, ktére naturalnie nie wykazuja ekspresji
CD163, co zostalo potwierdzone analiza CD163 po stymulacji wolng IL-10 (stad szare pola, wskazujace na brak koniecznosci
badania CD163 podczas interakcji z testowanymi powlokami, gdyz I1.-10 nie indukuje ekspresji CD163 w komoérkach THP-1).
Wykres po prawej przedstawia procentowy udzial komoérek dodatnich wzgledem markera CD209, gdzie marker CD209 indukowany
jest w wyniku oddziatywania komérek z powtoka pDA_II-4 oraz wolna IL.-4. Badane powtoki nie indukuja markeréw MHC II
(marker subpopulacji makrofagéw M1). Powloka funkcjonalizowana I1.-4 sprzyja réznicowaniu makrofagéw do subpopulacji M2,
stad wynika zachowanie jej aktywnosci DIOIOICZNE]. .....ouuivuiuiiiiiiiiiii s 120
Rys. 41 Zywotnosé¢ HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mlL I1-10 (oznaczone na wykresie odpowiednio TNF-
o + IL-10 oraz IL-13 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz 5 ng/mlL.
IL-1B). Oznaczenie TNF-a oraz I1-18 wskazuje, Ze komorki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly
poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i
przeciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Zywotnos¢ tych komérek stanowilta 100%. Réznice istotne
statystycznie na podstawie testu post hoc Turkey HSD przyjeto dla o < 0,05, gdzie wyliczone wartosci p przedstawiono jako *
(p <0,05). Po prawej, wykres przedstawiajacy wzrost wartosci p dla poréwnania wybranej grupy z NC po zastosowaniu I1.-10.
Sugeruje to antagonistyczny wplyw tej cytokiny wzgledem aktywacji prozapalnej komérek §rédblonka. ..., 121
Rys. 42 Motfologia HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-10 oraz IL-
18 +IL-10) po uprzednim G6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badz 5 ng/mL IL-1f).
Oznaczenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komoérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWF z uzyciem
pierwszorzedowych, poliklonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-krdliczych
przeciwcial, znakowanych Alexa Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng znakowang Alexa Fluor 647
(czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu
obrazéw, wskazujaca OdPOWIEANIO 75 M. ...t 123
Rys. 43 Motfologia HUVECs po 48 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-10 oraz IL-
18 +IL-10) po uprzednim G6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badz 5ng/mL IL-1f).
Oznaczenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWF z uzyciem
pierwszorzedowych, poliklonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-krdliczych
przeciwcial, znakowanych Alexa Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng znakowang Alexa Fluor 647
(czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologie HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu
obrazéw, wskazujaca OdPOWIEANIO 75 M. ...t 124
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Rys. 44 Motfologia HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-10 oraz IL-
18 +IL-10) po uprzednim G6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badz 5ng/mL IL-1f).
Oznaczenie TNF-a oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), vWF z uzyciem
pierwszorzedowych, poliklonalnych, kréliczych przeciwcial i drugorzedowych, poliklonalnych kozich przeciw-krdliczych
przeciwcial, znakowanych Alexa Fluor 488 (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy — falloidyng znakowang Alexa Fluor 647
(czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologie HUVECs. Skale pokazano w prawym, dolnym rogu
obrazéw, wskazujaca OdPOWIEANIO 75 I ... 125
Rys. 45 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 24 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-« oraz I1.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem
pierwszorzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy —
falloidyna znakowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs.
Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 . ... 127
Rys. 46 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 48 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-o + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-a oraz I11.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem
pierwszorzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy —
falloidyna znakowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs.
Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 . ... 128
Rys. 47 Ocena ekspresji ICAM-1 w HUVECs po 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio TNF-« + IL-
10 oraz IL-18 + IL-10) po uptzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-a badZ 5 ng/mL IL-
1B). Oznaczenie TNF-« oraz I1.-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie byly poddane
dziataniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komérki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i przeciwzapalnym
przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Jadra komoérkowe wybarwiono DAPI (niebieski), ICAM-1 z uzyciem
pierwszorzedowych, monoklonalnych, mysich przeciwcial znakowanych FITC (zielony), natomiast cytoszkielet aktynowy —
falloidyng znakowang Alexa Fluor 647 (czerwony). Na podstawie uzyskanych obrazéw, scharakteryzowano morfologic HUVECs.
Skale pokazano w prawym, dolnym rogu obrazéw, wskazujaca odpowiednio 75 . ... 129
Rys. 48 Oznaczenie poziomu NO w HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio
TNF-o + IL-10 oraz IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz
5 ng/mL IL-1B). Oznaczenie TNF-« oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie
byly poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komorki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i
przeciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Oznaczenie mozliwe bylo wskutek reakcji NO z dioctanem 4-
amino-5-metyloamino-2',7'-difluororesceiny (DAF-FM, z ang. 4-amino-5-methylamino-2",7'-difluorofluorescein) (zielony). Skale pokazano
w lewym, gérnym rogu dla kazdej kolumny, wskazujaca odpowiednio 200 pm lub 100 pm. ..o 130
Rys. 49 Oznaczenie poziomu ROS w HUVECs po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z 50 ng/mL IL-10 (oznaczone odpowiednio
TNF-o + IL-10 oraz IL-18 + IL-10) po uprzednim 6-godzinnym traktowaniu czynnikami prozapalnymi (5 ng/mL TNF-o badz
5 ng/mL IL-1B). Oznaczenie TNF-« oraz IL-18 wskazuje, ze komérki po traktowaniu odpowiednim czynnikiem prozapalnym, nie
byly poddane dzialaniu czynnika przeciwzapalnego. Kontrole stanowily komorki nietraktowane czynnikiem prozapalnym jak i
przeciwzapalnym przez caly okres eksperymentu (oznaczone NC). Oznaczenie mozliwe bylo wskutek reakcji ROS z dioctanem
2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (HoDCFDA, z ang. 2',7"-dichlorodibydroflnorescein diacetate) (zielony). Skale pokazano w lewym,
gbrnym rogu dla kazdej kolumny, wskazujaca odpowiednio 250 pm Tub 100 (. .....cvuiviiiiiiiic s 131
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