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Srédbtonek, bedacy bariera miedzy krwia, a wewnetrzna czescia naczyn i bardzo
aktywnym organem regulatorowym, jest niezwykle podatny na wplyw czynnikow
patologicznych. Postuluje si¢, ze wigkszo$¢ chorob uktadu sercowo-naczyniowego ma swoj
poczatek w dysfunkcji $rodblonka, tym samym komorki $rodbtonka stanowiag wygodny

i odpowiedni model do badan in vitro nad rozwojem patologii uktadu krwiono$nego.



Zasadniczym celem pracy doktorskiej bylo zbadanie zmian chemicznych
towarzyszacych modyfikacjom fenotypu komorek srodblonka w stanie zapalnym oraz
apoptozie i zweryfikowanie otrzymanych wynikow w badaniach stanu zapalnego
w stenozie aortalnej w tkance ex vivo z zastosowaniem obrazowania ramanowskiego,
oraz pomocniczo obrazowania z uzyciem mikroskopii sit atomowych oraz testow

biochemicznych i barwien histochemicznych.

W ramach pracy zbadano zmiany chemiczne w komorkach §rodbtonka HMEC-1,
w ktorych wzbudzono proces stanu zapalnego z wykorzystaniem dwoch czynnikow
angazujacych rozne receptory blonowe: czynnik martwicy nowotworow alfa (TNF-a)
oraz lipopolisacharydy (LPS), pochodzace z bakterii E. Coli, oraz wczesng apoptoze
indukowang na komoérkach EA.hy926 pod wplywem receptora btonowego dla Fas ligandu
(FasL) oraz cykloheksymidu (CHX). Aby wykluczy¢ wptyw proliferacji komorek
na obserwowane chemiczne i fenotypowe zmiany, przeprowadzono takze analize
spektroskopowa faz cyklu komorkowego dla komorek kontrolnych oraz zmienionych
w wyniku dziatania TNF-a oraz cytochalazyny B (CB). Wyniki badan nad stanem zapalnym,
uzyskane dla modelu komodrkowego, wykorzystano do analizy tego procesu

dla tkanek ex vivo zastawek aortalnych ze stwierdzong stenozg aortalna.

Proces stanu zapalnego laczy si¢ z reorganizacjg i lokalnym zwigkszeniem poziomu
zawartos$ci lipidow. Tym samym badania spektroskopowe skomplikowanych uktadow, jakimi
sg komorki i tkanki, wymagaty uprzedniej charakterystyki widm ramanowskich
podstawowych lipidow zawierajacych rézne grupy funkcyjne. Na podstawie profilu widm
ramanowskich wskazano pasma charakterystyczne dla kazde; z badanych grup lipidow,
a takze pochodzace od nienasyconych wigzan w tancuchu weglowodorowym.
Dane otrzymane dla kwasoéw ttuszczowych postuzyly do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej

stopnia nienasycenia.

W badanych modelach in vitro stanu zapalnego zaobserwowano pojawienie si¢ licznych
kropli lipidowych w cytoplazmie, ktorych liczba istotnie statystycznie wzrastata ze wzrostem
czasu ekspozycji na czynnik zapalny. Dzigki zastosowaniu profilowania ramanowskiego 3D
zbadano ich  dystrybucje w  komorce, a takze okreslono ich  strukturg
i charakter chemiczny. Niezaleznie od czynnika wzbudzajacego proces zapalny,
zidentyfikowano obecno$¢ dwoch typow kropli lipidowych. Dla modelu z TNF-a pierwsze

z nich posiadaly w swojej strukturze fosfolipidy oraz nasycone estry cholesterolu,



w odroznieniu od znacznie liczniejszych, drugiego typu z lipidami o wysokim stopniu
nienasycenia i wickszej zawarto$¢ cholesterolu. Sktad lipidow w modelu stanu zapalnego
indukowanym LPS znaczaco si¢ réznil, dominowaly krople zawierajace nasycone estry
cholesterolu, podczas gdy znacznie mniej liczng grupe stanowity krople o nienasyconym
charakterze chemicznym. Badane modele komodrkowe wykazaty, ze rozwojowi stanu
zapalnego komorek $rodbtonka, potwierdzonemu zwigkszong ekspresja biatka ICAM-1
na obrazach z barwien immunohistochemicznych, towarzyszy znaczna zmiana lokalnego
sktadu chemicznego komorki objawiajaca si¢ pojawieniem kropli lipidowych

0 nienasyconym i nasyconym charakterze chemicznym.

Dla linii EA.hy926 komorek $rodbtonka okreslono zmiany chemiczne towarzyszace
wczesnej  apoptozie  wewnatrz  gtownych  struktur  komodrkowych tj.  jaderek,
jadra komoérkowego, cytoplazmy oraz siateczki $rddplazmatycznej. Dla obu badanych
czynnikow, FasL i CHX, uzyskane wyniki wykazaty spadek ilo$ci bialek we wszystkich
wspomnianych elementach morfotycznych komorki z jednoczesnym istotnym statystycznie
wzrostem zawartoSci DNA/RNA w jadrze komorkowym 1 jaderkach. Zmiany chemiczne
obserwowane dla poszczegdlnych organelli sa réwniez odzwierciedlone w usrednionych
widmach ramanowskich dla catych komorek, jednak w tym podejsciu ginie informacja
o lokalizacji tych zmian, co pokazuje istotng korzy$¢ wysokorozdzielczych przestrzennie
pomiar6w w badaniach mechanizméw molekularnych zmian patologicznych w komorkach.
Obserwacje  spektroskopowe  zostaly = uzupelnione o  obrazy  mikroskopowe,
umozliwiajace $ledzenie zmian morfologicznych. Wyniki obu eksperymentéw wskazuja

na cechy charakterystyczne wczesnej apoptozy, niezalezne od szlaku jej wywolania.

Badania nad cyklem komoérkowym pokazaty, ze profil spektralny komoérek $rodbtonka
w r16znych fazach cyklu komorkowego jest inny, co pozwala na ich rozdziat
na podstawie widm ramanowskich z zastosowaniem metod chemometrycznych.
Roéznice widm ramanowskich komoérek w roznych fazach cyklu komorkowego sg na tyle
znaczace, iz wplywaja na rozdziat komorek kontrolnych od komoérek w stanie zapalnym,
uniemozliwiajagc  ich  jednoznaczng  klasyfikacje na  komorki — zdrowe/chore.
Ponadto wykazano, iz konfluencja komorek srodbtonka ma istotny wptyw na profil widm
ramanowskich i w konsekwencji na mozliwo$¢ chemometrycznego rozdzielenia komorek
z réznych faz cyklu komoérkowego na podstawie ich widm ramanowskich. Dla optymalnej
konfluencji (70-80%) najbardziej istotne roznice w widmach zaobserwowano w zakresie

spektralnym odpowiadajacym drganiom biatek i1 lipidow, natomiast widma ramanowskie



komoérek hodowanych w duzej konfluencji (100%) wykazuja jedynie subtelne roznice
w tym zakresie spektralnym. Wynik ten sugerowa¢ moze podobienstwo sktadu chemicznego

oraz fenotypu komorek w monowarstwie.

Rezultaty uzyskane dla modelu stanu zapalnego oraz baz¢ widm ramanowskich lipidow
wykorzystano do analizy tkanek ex vivo zastawek stenotycznych, w ktorych proces zapalenia
wystepuje jako pierwszy objaw choroby prowadzacej do zwapnienia tkanki.
W tym badaniu stwierdzono obecno$¢ lipidow: estrow cholesterolu i wolnego cholesterolu
w miejscach tworzenia si¢ ziaren soli wapnia, co zgadza si¢ z wynikami otrzymanymi dla linii

komorkowych i potwierdza zasadno$¢ prowadzonych badan in vitro.

Otrzymane rezultaty niewatpliwie poszerzaja wiedz¢ na temat mechanizméw rozwoju
patologii §rédbtonka 1 moga by¢ uzyteczne w rozwijaniu metod diagnostyki spektroskopowe;j

srédblonka naczyniowego.



