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Wykaz ważnych skrótów stosowanych w pracy 

Ac - komórka apoptotyczna (apoptotic cell) 
BM - błona podstawna (basement membrane) 
CVD - choroby układu sercowo-naczyniowego (cardiovascular diseases) 
DBP - białko wiążące witaminę D (vitamin D binding protein) 
DAPI - barwnik fluorescencyjny (tiamino-2-fenyloindol) 
DB - ciałka gęste (dense bodies) 
EC - komórka śródbłonka (endothelial cell) 
ECM - istota międzykomórkowa (extracellular matrix) 
FBS - surowica płodowa (fetal bovine serum) 
FITC - fitocyjanina 
Fc - czapeczka włóknista (fibrous cap) 
Fo - komórka piankowata (foam cell) 
FM - mikroskop fluorescencyjny (fluorescence microscope) 
GA - struktura Golgiego (Golgii apparatus) 
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (high performance liquid 
   chromatography) 
IL - interleukina 
IFN - interferon 
LM - mikroskop świetlny (light microscope) 
Ma - makrofag  
MMP - metaloproteinazy (matrix metalloproteinases) 
MEM - pożywka hodowlana (minimal essential medium) 
MF - miofilamenty 
PBS - bufor fosforanowy (phosphate-buffered saline) 
PI - jodek propidyny (propidium iodide) 
PS - fosfatydyloseryna 
RER - siateczka endoplazmatyczna szorstka (rough endoplasmi reticulum)  
SEM - mikroskop elektronowy skaningowy (scanning elektron microscpe) 
SMα-aktyna - aktyna (smooth muscle α-actin) 
SMC - komórka mięśniówki gładkiej (smooth muscle cell) 
TEM - mikroskop elektronowy transmisyjny (transmission elektron 
   microscope) 
TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor) 
VCAM - cząstki adhezyjne komórek mięśniowych (vascular cell adhesion 
   molecule) 
VDR - receptor witaminy D (vitamin D receptor) 
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1. WSTĘP 
 
Choroby układu sercowo-naczyniowego (CVD – cardiovascular diseases), a 

wśród nich miażdżyca i jej powikłania, są główną przyczyną śmierci w społe-
czeństwach o wysokim stopniu rozwoju ekonomicznego [89, 102, 112, 147, 150, 
241, 288, 300, 319].  

Chociaż do tej pory przedstawiano liczne hipotezy na temat etiologii i pato-
genezy miażdżycy, oraz proponowano nowatorskie strategie terapeutyczne i 
sposoby prewencji, to nadal pozostajemy bezsilni wobec skutków tej choroby. 

Komórki mięśniowe (SMC – smooth muscle cells) są dominującym składni-
kiem ściany naczynia tętniczego. Podstawową funkcją SMC jest kurczliwość, 
która pozwala zachować odpowiednie napięcie naczynia (tonus) i stwarza wa-
runki dla prawidłowego przepływu krwi [240, 244, 251]. Niezwyczajną cechą 
komórek mięśniowych naczyń jest ich duża plastyczność, która manifestuje się 
zmiennością fenotypową zarówno w różnych fazach rozwoju osobniczego jak i 
w odpowiedzi na lokalne zmiany w otaczającym środowisku [14, 65, 82, 131]. 
Takim szczególnym środowiskiem (milieu) dla SMC jest ściana naczynia krwio-
nośnego, w którym toczy się proces miażdżycowy, a one same podlegają skom-
plikowanym interakcjom typu komórka–komórka i komórka–ECM (extracelul-
lar matrix) [5, 26, 33, 45, 176, 195, 196, 197, 227, 238, 261]. Zaawansowane 
badania z zastosowaniem metod biologii molekularnej pozwoliły jedynie w czę-
ści poznać oddziaływanie czynników wzrostu, cytokin i hormonów, które mogą 
powodować aktywację SMC, zmianę ich fenotypu i funkcji [56, 65, 228]. 

Wśród wielu różnych związków, uczestniczących w rozwoju procesu miaż-
dżycowego na uwagę niewątpliwie zasługuje witamina D, a precyzyjniej jej 
aktywny metabolit – 1α,25(OH)2D3 (kalcytriol). Dobrze rozpoznana została 
podstawowa funkcja tego hormonu witaminowego w organizmie człowieka 
polegająca na regulacji gospodarki wapniowo-fosforanowej oraz modelowaniu i 
mineralizacji kości [50, 109, 110, 160, 161, 194]. 1α,25(OH)2D3 spełnia tę waż-
ną biologicznie rolę oddziaływując poprzez receptory (VDR – Vitamin D Recep-
tor) na nabłonek jelita, nabłonek kanalików nerkowych oraz komórki tkanki 
kostnej [94, 95, 219, 234]. Obecnie wiadomo, ze receptory witaminy D obecne 
są w znakomitej większości tkanek i komórek ludzkiego ciała, a różne aspekty 
jej działania zaobserwowano u przynajmniej 36 różnych typów komórek [123, 
193, 221, 232, 264]. Bezpośrednio lub pośrednio, 1α,25-dihydroxyvitamina D 
wpływa na ekspresję ponad 200 genów, których produkty regulują między in-
nymi proliferację komórek, różnicowanie, apoptozę i angiogenezę [37, 53, 57, 
68, 69, 76, 159].  

Odkrycie zaś mitochondrialnej 1α-hydroksylazy w różnych tkankach ludz-
kiego organizmu, także w SMC, nadało badaniom nad witaminą D nowy kieru-
nek i intensywność [110, 123, 154, 162, 203, 258]. Wiadomo też, że pozanerko-
wo, lokalnie syntetyzowana 1α,25-dihydroksywitamina D3 reguluje na drodze 
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auto- i parakrynii ważne funkcje około 10 różnych komórek ludzkiego ciała 
[112, 162, 215, 258, 316].  

Istnieje bogate piśmiennictwo dokumentujące fakt, iż niedobór witaminy D 
poważnie narusza równowagę fizjologiczną organizmu i zwiększa ryzyko wy-
stąpienia przewlekłych schorzeń o odmiennej etiologii [4, 6, 36, 37, 57, 68, 76, 
107, 108, 114, 143, 159, 187, 319]. Szeroko zaś zakrojone badania epidemiolo-
giczne wskazują na wyraźną zależność między częstotliwością występowania 
CVD a niedoborem witaminy D [150, 181, 182, 318].  

Od czasu, gdy w 1987 roku komórki mięśniowe naczyń zostały zaliczone do 
grupy komórek docelowych (target cells) dla kalcytriolu, istnieją przesłanki ku 
temu, aby sądzić, że 1α,25(OH)2D3 wpływając na morfologię i funkcje tych 
komórek spełnia ważną rolę w procesie powstawania zmian miażdżycowych [9, 
35, 115, 137, 174, 180, 184, 186, 205, 232, 279, 283, 284, 285, 308]. I mimo 
tego, że szczegółowe wyniki badań niejednokrotnie różnią się między sobą, to 
coraz częściej podkreśla się protekcyjne lub wręcz dobroczynne działanie ak-
tywnego metabolitu witaminy D w różnych stadiach rozwoju miażdżycy. [204, 
205, 223, 250, 317, 320]. 

 
 

1.1. Komórki mięśniowe naczyń 
 

1.1.1. Morfologia i modulacja fenotypowa 
 
W ścianie naczyń u osobników dorosłych, zróżnicowane komórki mięśniowe 

posiadają fenotyp o cechach kurczliwości contractile. Na terenie cytoplazmy tych 
komórek dominują włókienka kurczliwe o równoległym przebiegu, zorientowane 
wzdłuż długiej osi komórki oraz ciałka gęste (Db – dens bodies). Ekspresja unikal-
nego zestawu białek kurczliwych i cząstek sygnałowych umożliwia komórkom 
mięśniowym wypełnianie ich podstawowej funkcji, jednocześnie zapewnia bardzo 
niski potencjał proliferacyjny i niewielką aktywność syntetyczną (quiescent) [93, 
197, 270, 273, 300]. 

Zidentyfikowano liczne geny oraz produkty ich ekspresji będące użytecznymi 
markerami służącymi ocenie poziomu zróżnicowania SMC. Takimi markerami są w 
szczególności izoformy białek budujących aparat kurczliwy komórek mięśniowych: 
SM-α-actin, SM-myosin heavy chain, SM22α, h-calponin, desmin, smoothelin, h-
caldesmon, metavinculin i telokin [252, 255, 257, 259, 270, 279].  

Oprócz wymienionych białek budujących aparat kurczliwy inną ważną cechą 
komórki mięśniowej naczynia krwionośnego jest zlokalizowana na jej powierzchni 
błona podstawna (BM – basement membrane). Składnikami BM są głównie lamini-
na, i kolagen typu IV, ale także siarczan heparanu, entaktyna i perlekan [100, 272]. 
Błona podstawna odgrywa istotną rolę w ochronie SMC przed odróżnicowaniem i w 
związku z tym uznawana jest za negatywny regulator wzrostu tych komórek. 
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Ryc. 1. Schemat obrazujący przebieg modulacji fenotypowej komórek mięśniówki gładkiej 
naczyń. 

Fig. 1. Scheme showing pathways of vascular smooth muscle cells phenotype modulation. 

 

 
SMC ściany naczynia krwionośnego w przeciwieństwie do włókien mięśni 

szkieletowych i komórek mięśnia sercowego nie są terminalnie zróżnicowane, 
i dlatego w określonych sytuacjach mogą ulegać modulacji fenotypowej (phenotype 
switching) [135]. Sprzyjające okoliczności ku temu istnieją w warunkach patolo-
gicznych oraz w warunkach in vitro. W odpowiedzi na lokalne zmiany w otaczają-
cym środowisku, komórki mięśniowe odróżnicowują się, a prezentowany fenotyp 
określany jest mianem synthetic [3, 13, 26, 32, 33, 56, 65, 141, 233, 240]. Na po-
ziomie ultrastruktury komórki te cechuje bogato rozbudowana siateczka endopla-
zmatyczna szorstka, duża liczba profili mitochondrialnych, rozbudowane struktury 
Golgiego oraz wolne rybosomy. Nieliczne miofilamenty są zlokalizowane pod pla-
zmalemmą wzdłuż długiej osi komórki [244, 259, 270, 274, 279].  

Fenotyp o analogicznych cechach posiadają także SMC we wczesnej fazie 
rozwoju embrionalnego osobnika. Wówczas cechuje je wysoki wskaźnik prolife-
racyjny i wzmożone tempo syntezy [128, 135].  
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Proces modulacji fenotypowej wiążący się ze wzmożoną proliferacją SMC, 
migracją i syntezą elementów istoty międzykomórkowej przy wydatnym spadku 
ekspresji genów markerowych, uznawany jest za kluczowy w patogenezie pro-
cesu miażdżycowego [3, 58, 101, 102, 208, 246, 248]. 

 
 

1.1.2. Pochodzenie  
 
Zdecydowana większość SMC budujących scianę naczynia krwionośnego 

wywodzi się z lokalnego źródła mezodermy (mesenchymal vascular smooth 
muscle cells). Dowiodły tego szczegółowe badania przeprowadzone na wcze-
snych zarodkach kręgowców, z których wynika ponadto, iż pochodzenie mię-
śniówki gładkiej naczyń jest bardziej niejednorodne niż powszechnie sądzono. 
Naczynia głowy i szyi zawierają bowiem frakcję komórek mięśniowych pocho-
dzącą z grzebieni nerwowych (NCC – neural crest cells), a komórki mięśniowe 
naczyń wieńcowych wywodzą się z proepicardium. Wykazano ponadto, że cyr-
kulujące komórki pnia (steam cells), których źródłem jest szpik kostny, mogą 
także różnicować się do SMC [104, 314]. Tak odmienne pochodzenie komórek 
mięśniowych uzasadnia różnice występujące w budowie naczyń jak również 
różnice dotyczące ich fizjologii oraz potencjalnych schorzeń [77].  

W latach 60. ubiegłego stulecia Benditt przedstawił oryginalną koncepcję, 
według której populacja komórek mięśniowych budująca neointimę ma naturę 
monoklonalną i wywodzi się ze specjalnie predysponowanych do tego komórek 
błony środkowej (tunica media) [11, 192]. Ostatecznie jednak zwyciężyła kon-
cepcja oligoklonalna poparta badaniami z zastosowaniem nowoczesnych technik 
in situ, według której prócz określonej subpopulacji SMC migrujących z błony 
środkowej ściany naczynia istnieją inne źródła komórek mięśniowych budują-
cych neointimę. Okazało się, że w niewielkim stopniu w procesie tym mogą 
uczestniczyć SMC powstałe na skutek transdyferencjacji komórek śródbłonka 
lub fibroblastów, oraz zdolne do różnicowania cyrkulujące progenitorowe ko-
mórki szpiku kostnego [13, 90, 168]. 

 
 

1.1.3. Istota międzykomórkowa  
 
Homeostaza strukturalno-czynnościowa naczynia tętniczego jest utrzymana 

dzięki doskonałej organizacji w układzie SMC i ECM. Produkowane przez ko-
mórki mięśniowe takie białka włókniste jak elastyna i kolagen umożliwiają 
stworzenie w błonie środkowej zwartego koncentrycznego układu kolejnych 
warstw SMC. ECM może także regulować istotne fizjologiczne funkcje komó-
rek mięśniowych dzięki temu, że posiada unikalne właściwości uwarunkowane 
budową chemiczną [41, 102, 130, 227, 241, 242].  
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Wśród makromolekuł budujacych ECM najistotniejszymi są kolagen typu I i 
III, szeroki wachlarz glikoprotein (fibronektyna, witronektyna, tenascyna, trom-
bospondyna), proteoglikany (zawierające siarczan dermatanu i siarczan chondro-
ityny) oraz elastyna. Związki te pełnią kluczową rolę w trakcie morfogenezy 
naczyń, ale również modulują reakcje SMC na działanie czynników patologicz-
nych między innymi w procesie miażdżycowym [32, 121, 122, 274].  

Szczególnie podkreśla się znaczenie wzajemnych interakcji fibronektyny i 
SMC w kontrolowaniu cyklu komórkowego [100, 101]. Dobrze udokumentowa-
na jest też rola elastyny jako autokrynnego regulatora polimeryzacji aktyny i 
organizacji aparatu kurczliwego komórek mięśniowych [127]. Stwierdzono, że 
zmiany pojawiające się w strukturze genu elastyny powodują wystąpienie w 
naczyniu patologicznych zjawisk związanych z proliferacją SMC [32, 210, 237].  

Wzajemne interakcje SMC - ECM oraz SMC - SMC mogą zostać zaburzone 
poprzez zewnątrzkomórkowe proteazy z grupy metaloproteinaz (MMP – matrix 
metalloproteinases), które w warunkach fizjologicznych są wydzielane przez 
SMC w formie latentnej, a uaktywniają się w warunkach uszkodzenia naczyń 
[121, 122, 196, 197].  

Poznanie mechanizmów kontrolujących zarówno syntezę jak i degradację 
ECM przyczyni się niewątpliwie do lepszego zrozumienia złożoności procesów 
formowania blaszki miażdżycowej, utrzymania jej stabilności bądź też przerwa-
nia jej ciągłości.  

SMC posiadają transbłonowe receptory dla składników ECM spełniające 
ważną rolę w regulacji takich funkcji komórki jak przyleganie, polaryzacja, ruch 
a także proliferacja, różnicowanie i żywotność. Te receptory istotne w procesie 
transdukcji sygnału zaliczane są do rodziny integryn [30, 31]. Cząsteczki inte-
gryn są heterodimerami złożonymi z podjednostek α i ß, z których każda posia-
da dużą domenę zewnątrzbłonową dla wiązania liganda, pojedynczą domenę 
transbłonową oraz domenę cytoplazmatyczną umożliwiającą interakcję z ele-
mentami cytoszkieletu [315]. Molekułą docelową dla sygnału przekazywanego z 
ECM za pośrednictwem integryn jest w komórkach mięśniówki naczyń aktyna 
budująca elementy cytoszkieletu. Natomiast ligandami receptorów integryno-
wych są zazwyczaj fibronektyna, laminina i kolagen [302]. 

 
 

1.2. Miażdżyca 
 
1.2.1. Poglądy na patogenezę miażdżycy  

 
Wskazanie przyczyn rozwoju miażdżycy i rozwikłanie złożoności tego pro-

cesu absorbowało badaczy od dziesięcioleci. W XIX wieku Virchow zaprezen-
tował histologiczną charakterystykę zmian miażdżycowych zwracając uwagę na 
obecność cholesterolu w komórkach piankowatych oraz zlokalizowanych poza-
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komórkowo kryształów cholesterolu. Na tej podstawie sformułował aktualną do 
dzisiaj hipotezę określanej mianem „infiltration”, według której u podstaw for-
mowania zmian miażdżycowych leży przenikanie z krwi do ściany naczynia 
lipidów oraz komórek generujących proces zapalny. Jeszcze przez długi czas, w 
badaniach eksperymentalnych i klinicznych, dominującą problematyką było 
szukanie zależności pomiędzy występowaniem miażdżycy i zaburzonym meta-
bolizmem lipidów. Nie przypadkiem więc kolejna hipoteza otrzymała miano 
„modified low-density lipoprotein"[262].  

W latach siedemdziesiątych ubiegłego stulecia bardzo duże uznanie zyskała 
hipoteza „response to injury” prezentowana przez Rossa i współpracowników 
[240]. Autor eksponował zjawisko proliferacji komórek mięśniowych błony 
środkowej naczyń oraz ich migracji do błony wewnętrznej występujące jako 
odpowiedź na uszkodzenie ściany naczynia. Od tego czasu nie tylko dobrze 
poznano czynniki i procesy uszkadzające ścianę naczynia tętniczego, lecz także 
zidentyfikowano i zbadano czynniki wzrostowe oraz mediatory zapalenia ważne 
w progresji choroby. I chociaż hipoteza Rossa jest nadal aktualna, stworzono 
nową, zunifikowaną koncepcję aterogenezy, uwzględniającą elementy wszyst-
kich hipotez wykreowanych wcześniej ze wskazaniem jednakże na kluczową 
rolę procesu zapalnego i odpowiedzi immunologicznej [55, 157, 158, 247, 249, 
293, 300]. 

Jeszcze do niedawna uważano miażdżycę za wolno postępującą chorobę 
zwyrodnieniową naczyń tętniczych, która doprowadza do zaburzeń w przepły-
wie krwi u osób w podeszłym wieku. Obecnie miażdżyca przedstawiana jest 
jako dynamiczny proces zapalny, który nieustannie jest modyfikowany na sku-
tek działania czynników regulacyjnych. Coraz częściej też podkreśla się znacze-
nie dynamicznej równowagi pomiędzy destrukcyjnym oddziaływaniem komórek 
zaangażowanych w rozwój reakcji zapalnej, a odpowiedzią i stabilizującym 
wpływem SMC [10, 24, 35, 56, 246, 250]. 

 
 

1.2.2. Znaczenie SMC w powstawaniu zmian miażdżycowych 
 
1.2.2.1. Inicjacja procesu miażdżycowego  

 
Czynniki fizyczne, biochemiczne lub immunologiczne mogą powodować 

uszkodzenia śródbłonka wyścielającego naczynie krwionośne zapoczątkowu-
jąc w ten sposób proces miażdżycowy (atherogenesis) [75, 240, 242, 293]. 
W następstwie uszkodzenia dochodzi do zmian właściwości śródbłonka, któ-
re polegają na zwiększeniu jego przepuszczalności dla lipidów (permeability) 
oraz na zmianie w ekspresji licznych genów [2, 75]. Produkowane selektyny 
P i E, cząsteczki adhezyjne ICAM-1 (intracellular adhesion molecule), 
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VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) umożliwiają adhezję monocytów 
i limfocytów T do śródbłonka [31, 47, 48, 119]. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 2. Elementy budujące ścianę naczynia krwionośnego. Komórka śródbłonka, Ec 
(endothelial cell), błona podstawna, BM (basement membrane), błona elastyczna, El 
(elastic lamina), istota międzykomórkowa, ECM (extracellular matrix), komórka mię-
śniówki gładkiej naczyń, SMC (smooth muscle cell), błona wewnętrzna, i (tunica inti-
ma), błona środkowa, m (tunica media), błona zewnętrzna, a (tunica adventitia).  

Fig. 2. Vascular wall components. Endothelial cell (Ec), basement membrane (BM), 
elastic lamina (EL), extracellular matrix (ECM), smooth muscle cell (SMC), tunica inti-
ma (i), tunica media (m), tunica adventitia (a).  
 
 
 
 

 
 
Postęp w rozwoju zmian miażdżycowych wiąże się z rekrutacją limfocytów 

T i monocytów do intimy oraz wywiązaniem się stanu zapalnego. Jednakże re-
akcja zapalna zawsze jest poprzedzona kumulacją przynajmniej częściowo zmo-
dyfikowanych lipidów w warstwie podśródbłonkowej [188, 217, 300]. 

Pod wpływem chemokin, w szczególności MCP 1 (monocyte chemoat-
tractant protein 1), odbywa się migracja monocytów do błony wewnętrznej na-
czyń oraz ich transformacja w kierunku makrofagów. Makrofagi kumulują w 
cytoplaźmie aterogenne, zmodyfikowane lipoproteiny, głównie ox-LDL (low 
density lipoprotein) oraz estry cholesterolu i stają się komórkami piankowatymi 
(Fo – foam cells,) [28, 157, 158]. 

Na tym etapie rozwoju miażdżycy powstają zauważalne makroskopowo, 
charakterystyczne zmiany w wewnętrznej błonie naczynia, zwane smugami 
tłuszczowymi (fatty streak). 

Nie tylko makrofagi lecz także SMC mogą przekształcać się w komórki 
piankowate uczestnicząc w formowaniu złogów lipidowych, czego dowodzi 
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obecność w ich błonie właściwych receptorów związanych z funkcją magazy-
nowania tłuszczów [239]. 

SMC podobnie jak komórki śródbłonka ujawniają ekspresję molekuł adhe-
zyjnych takich jak VCAM-1 i ICAM-1 odgrywających istotną rolę podczas mi-
gracji do błony wewnętrznej naczynia tętniczego [57, 58]. Wspomniane cząstki 
adhezyjne do pewnego stopnia chronią SMC przed apoptozą przyczyniając się 
do obecności dużej liczby tych komórek we wczesnej fazie formowania blaszki 
miażdżycowej [119]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 3. Inicjacja procesu miażdżycowego. Komórki uszkodzonego śródbłonka przeja-
wiają na swojej powierzchni ekspresję cząsteczek adhezyjnych ((ICAM-1, VCAM-1) 
ułatwiających rekrutację monocytów (Mo) i limfocytów, które następnie penetrują war-
stwę śródbłonka i zasiedlają błonę wewnętrzną (intima). Następuje transformacja mono-
cytów do makrofagów (Ma), pochłanianie przez nie zmodyfikowanych lipidów i prze-
miana w komórki piankowate (Fo). Cytokiny uwalniane przez makrofagi i limfocyty T 
inicjują proces zapalny w ścianie naczynia. Czynniki wzrostu stymulują modulację fen-
typową SMC polegającą na transformacji ze stadium contractile do aktywnego metabo-
licznie stadium synthetic. Zaktywowane SMC zaczynają migrować z błony środkowej 
ściany naczynia do błony wewnętrznej, a następnie proliferować w warstwie podśród-
błonkowej. 

Fig. 3. Initiation of atherosclerotic process. Altered endothelium (Ec) begins to express 
the adhesion molecule (ICAM-1, VCAM-1) which attracts monocytes and lymphocytes. 
Next, these cells migrate through the endothelial layer into the intima. Within the arterial 
intima, the monocytes (Mo) transform into macrophages (Ma), engulf Ox-LDL to be-
come foam cells (Fo). Macrophages and T-lymphocytes secrete cytokines and provoke 
inflammation in arterial wall. Growth factors stimulate phenotypic modulation of 
smooth muscle cells from quiescent, contractile state to an active, synthetic state. Acti-
vated SMC derived from the tunica media start to migrate and proliferate under suben-
dothelial space. 
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1.2.2.2. Wczesne zmiany miażdżycowe  
 
Rozwój kolejnych zmian miażdżycowych następuje głównie za sprawą cytokin 

prozapalnych, wśród których najważniejszymi wydają się być interleukina-1β  
i czynnik martwicy nowotworu α (tumor necrosis factor-α, TNF-α) [70, 126]. 
Aktywowane limfocyty Th1 produkują interferon-γ (INF-γ), który z kolei akty-
wuje makrofagi oraz SMC intensyfikując proces zapalny [87, 92, 149]. Nato-
miast limfocyty zaliczane do grupy Th2 wydzielają cytokiny przeciwzapalne 
Il-4, IL-10 i TGF-β (transforming growth factor), które niewątpliwie wywiera-
ją działanie modulacyjne w procesie miażdżycowym [134]. A zatem progresja 
zmian miażdżycowych będzie zależała w dużej mierze od tego na ile reakcje 
prozapalne i antyzapalne pozostają w równowadze [71, 72, 73, 85, 87, 89, 92, 
101, 126, 158, 209]. 
 

 

 
Ryc. 4. Wczesna zmiana miażdżycowa (fibroatheroma). Komórki mięśniowe spełniają 
kluczową rolę w formowaniu otoczki włóknistej (Fc) i stabilizacji blaszki miażdżyco-
wej. Tworzenie Fc odbywa się w następstwie migracji i proliferacji SMC oraz odkłada-
nia składników macierzy międzykomórkowej. Składnikami budującymi obszar stłusz-
czenia (Lc) są komórki piankowate, krople lipidowe leżące pozakomórkowo oraz resztki 
nekrotyczne. Otoczka włóknista zawierająca liczne SMC stanowi barierę uniemożliwiają 
kontakt między krążącą krwią i trombogenicznym lipidowym rdzeniem. Makrofag (Ma), 
komórka ulegająca apoptozie (Ac). 

Fig. 4. Early fibroatheroma. Smooth muscle cells play a key role in fibrous cap (Fc) 
formation and plaque stability. Fc arises from the migration and proliferation of vascu-
lar SMC and from matrix deposition. Lipid core (Lc) region is built by foam cells, ex-
tracellular lipid droplets and necrotic debris. SMC-rich fibrous cap acts as a barrier 
between lipid-rich protrombogenic plaque core and blood flow. Macrophage (Ma), 
apoptotic cell (Ac). 
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Proces zapalny przyczynia się do wzmożonej syntezy i zwiększonego wy-
dzielania przez komórki mięśniowe metaloproteinaz, enzymów uczestniczących 
w degradacji białek istoty międzykomórkowej [10, 66, 85, 89]. Strawienie błony 
podstawnej ułatwia proliferację SMC i migrację z błony środkowej tętnic po-
przez perforowaną błonę elastyczną (elastic lamina) do określonych obszarów w 
błonie wewnętrznej (tunica intima) [100, 101, 130]. 

Aktywność proliferacyjna i migracyjna komórek mięśniowych pozostaje w 
ścisłym związku z modulacją fenotypową polegającą na zmianie fenotypu z 
kurczliwego na syntetyzujący [45, 65, 101, 128, 217]. Wymienione procesy są 
regulowane na zasadzie auto- i parakrynii w szczególnym środowisku (highly 
mitogenic milieu) zawierającym oprócz wspomnianego zestawu mediatorów 
stanu zapalnego także czynniki wzrostu: czynnik płytkowy, PDGF (platelet de-
rived growth factor), endotelinę-1 (endothelin-1), trombinę oraz czynnik wzro-
stowy fibroblastów (FGF – fibroblast growth factor). Funkcję regulacyjną speł-
niają także inhibitory wzrostu: siarczan heparanu, tlenek azotu oraz czynnik 
transformujacy β (TNFβ – transforming growth factor) [131, 141, 312]. 

Komórki mięśniowe podobnie jak limfocyty i makrofagi syntetyzują i wy-
dzielają cytokiny i czynniki wzrostu, które mają istotne znaczenie w przebiegu 
procesu zapalnego [72, 134, 154]. Niektóre z produkowanych cząstek sygnało-
wych mogą działać regulacyjnie na takie procesy jak migracja, proliferacja, 
kurczliwość i podatność SMC na apoptozę. Szczególna debata dotyczy roli IFN-
γ (interferon-γ)oraz synergizmu w działaniu IFN-γ i TNF-α [70, 92, 126, 154] 

Wysokiej aktywności proliferacyjnej komórek mięśniowych w trakcie roz-
woju blaszki miażdżycowej towarzyszy intensywna synteza ECM, czego skut-
kiem jest kumulacja proteoglikanów, włókien kolagenowych i elastynowych 
[32, 45, 67, 81, 227].  

W efekcie na powierzchni lipidowego rdzenia tworzona jest różnej grubości 
charakterystyczna włóknista czapeczka (fibrous cap) umożliwiająca strukturalną 
integralność i mechaniczną stabilność utworzonej blaszce miażdżycowej [35, 
116, 250]. Włóknista tkanka stanowi barierę oddzielającą wysoce tromboge-
niczną tkankę (atheroma) od krążących płytek krwi i białek o właściwościach 
koagulujących. Odpowiednia grubość i struktura otoczki włóknistej jest cechą 
stabilnej blaszki miażdżycowej (stable atheroma) [156]. 

 
 

1.2.2.3. Niestabilna blaszka miażdżycowa 
 
Daleko posunięta destrukcja ECM jest jednym z powodów zmniejszenia 

grubości tkanki włóknistej osłaniającej trombogeniczny lipidowy rdzeń w blasz-
ce miażdżycowej [130, 147, 195]. Procesy degradacyjne występują jako następ-
stwo aktywności komórek układu immunologicznego produkujących mediatory 
stanu zapalnego, oraz jako następstwo aktywności enzymów proteolitycznych 
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[5, 67, 155]. Za nie mniej istotną przyczynę prowadzącą do osłabienia otoczki 
włóknistej uważa się także zwiększoną częstotliwość występowania apoptozy 
wśród SMC [12, 24, 43, 88].  

Konsekwencją wymienionych procesów jest powstanie niestabilnej blaszki 
miażdżycowej (unstable/vulnerable plaque) [147, 241]. W sytuacji, gdy zabu-
rzenie integralności okrywy włóknistej będzie poważne, a komórki mięśniowe 
nie podejmą skutecznych działań reperacyjnych, istnieje duże prawdopodobień-
stwo jej pęknięcia i wytworzenia wewnątrznaczyniowej skrzepliny [71, 142]. 

 
 

 
Ryc.5. Niestabilna blaszka miażdżycowa posiada cienką pokrywę włóknistą osłaniającą 
duży rdzeń, w którym skumulowane są zmodyfikowane lipidy oraz obumarłe makrofagi 
i komórki mięśniowe. Destabilizacja i pęknięcie blaszki miażdżycowej występuje na 
skutek degradacji składników istoty międzykomórkowej. Kontakt elementów krwi z 
trombogenicznym bogatym w lipidy nekrotycznym rdzeniem (NLc) powoduje wytwo-
rzenie skrzepliny (T) zamykającej światło naczynia tętniczego.  

Fig. 5. Unstable plaque has a thin fibrous cap overlying a large core consisted of oxi-
dized lipids, apoptotic macrophages and SMC. Destabilization and rupture of athero-
sclerotic plaque is associated with degradation of extracellular matrix components. 
Contact of the blood with the thrombogenic lipid-rich necrotic core (NLc) initiates co-
agulation cascade, and thrombosis (T), which causes occlusion of the atherosclerotic 
artery. 

 
 

1.2.2.4. Proces naprawczy 
 
Jakkolwiek postępująca erozja, a następnie pęknięcie niestabilnej blaszki 

miażdżycowej może spowodować zamknięcie światła naczynia, to w rzeczywi-
stości powtarzające się wielokrotnie incydenty pęknięcia nie powodują skutków 
klinicznych [49, 265]. Miejsca uszkodzenia podlegają procesowi reperacji dzięki 
inwazji SMC w miejsce skrzepliny, ich proliferacji i syntezie ECM. Kolejne 
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pęknięcia i naprawy wiążą się z rozrostem blaszki miażdżycowej i nieuchronnie 
prowadzą do sytuacji krytycznej, w której po pęknięciu i wytworzeniu skrzepu 
jednak dochodzi do zamknięcia światła naczynia [83, 227, 250]. 

Niewątpliwie najistotniejszym zjawiskiem wiążącym się z procesem na-
prawczym jest proliferacja komórek mięśniowych [3, 73, 240]. Intensyfikacja 
proliferacji zachodzi pod wpływem czynników wzrostowych; fibroblastycznego-
FGF, insulinowego (IGF – insulin-like growth factor,) i płytkoweg-PDGF, które 
są wydzielane przez komórki indukujące proces zapalny oraz przez aktywowane 
SMC [147, 155, 165]. Ponadto obecny w zmianach miażdżycowych czynnik 
transformujący-TGF-β wspomaga proces naprawczy stymulując syntezę ECM 
[169, 300]. 

Z procesem naprawczym związane jest także zjawisko migracji komórek 
mięśniowych do miejsc uszkodzenia [10, 35, 248]. Proces migracji jest ułatwio-
ny dzięki aktywności wydzielanych proteinaz powodujących degradację skład-
ników błony podstawnej. Z drugiej strony aktywowane SMC są zdolne do syn-
tezy białek będących składową macierzy międzykomórkowej – w szczególności 
kolagenu i elastyny uczestniczących w naprawie miejsc uszkodzenia naczynia 
[32, 67, 227]. Ponieważ SMC są jedynymi komórkami zdolnymi do tworzenia 
włóknistej pokrywy, oddzielającej wysoce trombogeniczny lipidowy rdzeń od 
krążących płytek krwi i białek zaangażowanych w proces krzepnięcia, spełniają 
podstawową rolę w budowaniu stabilności płytki miażdżycowej, która stanowi 
kulminacyjny moment procesu naprawczego [241, 242]. 

 
 

1.2.2.5. Komplikacja zmian miażdżycowych  
 
Rozwój zawansowanych zmian miażdżycowych następuje również przy 

istotnym udziale SMC i w ścisłym związku z procesem zapalnym [102, 242, 
260]. W tzw. zaawansowanych zmianach miażdżycowych, na terenie atheroma 
wzrasta ilość obumarłych komórek (necrotic debris) i postępuje proces odkłada-
nia soli wapniowych (fibrocalcific lesion). Przypuszcza się, że u podstaw two-
rzenia takich skomplikowanych zmian leży apoptoza SMC oraz aktywnie postę-
pujący i podlegający regulacji proces wapnienia [27, 55, 115, 275].  

Istnieją doniesienia na temat możliwości nabywania przez komórki mię-
śniowe nowych właściwości zbliżających je fenotypowo do osteoblastów, w 
których następuje ekspresja białek związanych z procesem kostnienia [74, 117]. 
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Ryc. 6. Stabilna blaszka miażdżycowa. Zdecydowana większość blaszek miażdżyco-
wych po pęknięciu ulega reperacji dzięki proliferacji SMC, migracji i syntezie składni-
ków ECM. Wspólną cechą stabilnej blaszki miażdżycowej jest gromadzenie kryształów 
cholesterolu i soli wapniowych, z początku w postaci niewielkich skupień następnie 
dużych złogów. Zaawansowane, wapniejące zmiany miażdżycowe zwykle powodują 
zwężenie naczyń.  

Fig. 6. Stable atherosclerotic lesion. The majority of disrupted plaques are repaired 
because of SMC proliferation, migration and synthesis of ECM components. Common 
feature of stable atheroma is accumulation of cholesterol crystals and calcium minerals 
initially in small aggregates and later as large nodules. Intensification and complication 
of atherosclerosis usually cause stenosis. 

 
 

1.3. Witamina D  
 

1.3.1. Historia badań 
 
Biogenetycznie witamina D (cholekalcyferol) wywodzi się z cholesterolu i 

niewątpliwie jest substancją bardzo starą filogenetycznie. Istnieją dowody na to, 
iż pewne prymitywne, roślinne organizmy planktoniczne (Emiliani huxlei), 
obecnie występujące w Oceanie Atlantyckim, już ponad 750 milionów lat temu 
nabyły umiejętność syntezy witaminy D pod wpływem promieniowania sło-
necznego [108]. 

Historia badań nad witaminą D jest długa i przynajmniej na swoim początku 
łączy się ściśle z rozwojem badań nad krzywicą. Pierwsze klinicznie potwier-
dzone obserwacje na temat krzywicy u dzieci zostały przedstawione przez Whi-
stlera i Glissona już w połowie XVII stulecia, lecz związek przyczynowo-
skutkowy niedostatku promieniowania słonecznego i występowania krzywicy 
ostatecznie udowodniono i zaakceptowano dopiero na początku XX wieku.  

Prekursorem badań epidemiologicznych był Jędrzej Śniadecki, który w 1822 
roku opublikował wyniki świadczące jednoznacznie o antyrachitycznym działa-
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niu promieni słonecznych [189]. Niewątpliwy przełom w badaniach dokonał się 
w latach 1919-21, kiedy to Edward Mellanby [178] empiryczne wykazał w po-
żywieniu obecność czynnika przeciwkrzywiczego i nazwał go fat-soluble vita-
min, a wkrótce potem Mc Collum przypisał tej nowej substancji nazwę witamina 
D [175].  

Intensywne badania pozwoliły w kolejnych dziesięcioleciach w pełni poznać 
szlaki przemian metabolicznych witaminy D [304]. Szczególnie owocne były 
lata 1968-71, ponieważ w tym czasie odkryto aktywny metabolit witaminy D – 
kalcytriol [200], dokonano identyfikacji jego receptora jądrowego, i poznano 
genomowy mechanizm działania tego związku, zwanego powszechnie hormo-
nem steroidowym [95]. W roku 1994 zidentyfikowano receptor błonowy, ale 
dopiero w obecnym dziesięcioleciu zostały szczegółowo poznane i opisane me-
chanizmy transdukcji sygnału oraz związki między działaniem genomowym i 
niegenomowym [164, 195, 202]. Rewolucyjnym niewątpliwie było doniesienie 
Stumpfa i współpracowników w 1979 roku na temat obecności receptorów ak-
tywnego metabolitu D3 w organach i tkankach dotąd niekojarzonych z gospo-
darką fosforanowo-wapniową [264]. Kolejne odkrycia utwierdziły badaczy w 
przekonaniu, że kalcytriol wykazuje działanie plejotropowe mogąc spełniać w 
organizmie wielorakie funkcje [4, 37, 52, 54, 123, 161, 193, 234].  

 
 

1.3.2. Metabolizm witaminy D 
 
Potoczna nazwa „Witamina D” odnosi się do cząsteczki zbudowanej z 4 

pierścieni (A, B, C, D) oraz łańcucha bocznego. Jednakże metabolizm witaminy 
D jest wieloetapowy i możemy rozważać kilka związków różniących się budową 
cząsteczki i właściwościami. Prekursorem dla tych związków jest cholesterol, a 
wywodzący się z niego 7-dehydroksycholesterol, zwany prowitaminą D, zloka-
lizowany jest w błonach komórkowych keratynocytów, budujących warstwy 
podstawną i kolczystą naskórka, oraz w fibroblastach skóry właściwej. Zatem 
pierwszy etap biosyntezy witaminy D odbywa się w skórze człowieka i polega 
na fotolitycznej konwersji 7-dehydrocholesterolu do cholekalcyferolu (kalciol) 
[42, 107].  

Na tym etapie pod wpływem promieni słonecznych (UVB 290-315 nm) i 
przy udziale odpowiedniej reduktazy następuje zerwanie podwójnego wiązania 
w pozycji węgla 9 i 10 i otwarcie pierścienia B. Powstały związek, zwany prewi-
taminą D, prawie natychmiast ulega izomeryzacji pod wpływem temperatury 
skóry tj. 25°C. W efekcie tworzony jest cholekalcyferol (kalciol), czyli czą-
steczka witaminy D, która w świetle zasad termodynamiki ma stabilną strukturę. 
W tej właśnie postaci witamina D jest uwalniana z błon do przestrzeni między-
komórkowych, a następnie do krwi [295, 296]. 
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Kolejne przemiany metaboliczne polegające na syntezie form biologicznie 
aktywnych witaminy D3 zachodzą dwuetapowo.  

 
Synteza 25-hydroksycholekalcyferolu (kalcydiol)  

 
Cholekalcyferol syntetyzowany w skórze dyfunduje do krwioobiegu, a na-

stępnie w formie związanej z białkami osocza jest transportowany do wątroby. 
Natomiast cholekalcyferol i ergokalcyferol, których źródłem jest pokarm, są 
transportowane do wątroby za pomocą chylomikronów (ryc 9). Związki te ule-
gają hydroksylacji przy udziale 25–hydroksylazy (CYP27A1 - monooksydaza 
zależna od cytochromu P-450). Proces ten przebiega we frakcji mitochondrialnej 
hepatocytów przy współudziale enzymów frakcji mikrosomalnej CYP2J3, 
CYP2R1 i CYP3A4 [162, 173, 226, 253]. 

Powstały 25-hydroksycholekalcyferol (kalcydiol) jest główną postacią wi-
taminy D obecnej w krwioobiegu. Aktywność biologiczna kalcydiolu jest nie-
wielka, bo jedynie 1,5 krotnie wyższa od cholekalcyferolu, a okres połowiczne-
go rozpadu jest szacowany na około 15 dni [124]. 

 
Synteza 1α,25-dihydroksycholekalcyferolu (1α,25(OH)2D3 = kalcytriol) 

 
Kolejnym miejscem aktywacji witaminy D w organizmie jest nerka. W mi-

tochondriach kanalików proksymalnych nefronu następuje hydroksylacja w po-
zycji 1 pierścienia A kalcydiolu z udziałem 1α-hydroksylazy (CYP27B1) [16, 
200, 234]. 

Szacuje się, że aktywność biologiczna powstałego 1α,25-
dihydroksycholekalcyferolu [1α,25(OH)2D3=kalcytriol] jest nawet do 1000 
krotnie wyższa niż kalcydiolu, natomiast okres połowicznego rozpadu jest 
znacznie krótszy i wynosi zaledwie kilka godzin [42, 53, 167, 226]. 

Podaż 1α,25(OH)2D3 pozostaje pod kontrolą PTH (parathormon) i zależy 
od poziomu wapnia i fosforu [50, 51]. Synteza kalcytriolu regulowana jest także 
przez czynnik wzrostowy fibroblastów (FGF-23) produkowany przez tkankę 
kostną [253]. Ponadto nadmiernie wysokie stężenie kalcytriolu we krwi indukuje 
ekspresję genu D-24-hydroksylasy (CYP24), która katabolizuje kalcytriol do 
biologicznie nieaktywnego kwasu kalcytrionowego [111, 123]. 
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Ryc. 7. Metabolizm witaminy D (wzorowane na Tukaj C. 2008) 

Fig. 7. Vitamin D metabolism (adopted from Tukaj C. 2008) 
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Pozanerkowa synteza 1α,25-dihydroksycholekalcyferolu 
 
Niezwykle istotnym z biologicznego punktu widzenia jest fakt, iż hydroksy-

lacja w kanalikach nerkowych nie jest jedynym źródłem aktywnego metabolitu 
witaminy D. Ponad 20 lat temu wykazano obecność 1α-hydroksylazy 
(CYP27B1) w hodowli keratynocytów. Od tego czasu aktywność mitochon-
drialnej 1α-hydroksylazy stwierdzono w wielu różnych tkankach ludzkiego or-
ganizmu takich jak; makrofagi, przytarczyce, komórki beta wysp trzustkowych, 
różnego typu nowotwory oraz komórki mięśniówki gładkiej naczyń [162, 203, 
258, 316]. Jak dotąd, nie stwierdzono obecności tego enzymu jedynie w mięśniu 
sercowym, wątrobie i korze nadnerczy. Pozanerkowo, lokalnie syntetyzowana 
1,25dihydroksywitamina D3 reguluje na drodze auto- i parakrynii istotne funkcje 
fizjologiczne wymienionych tkanek [4, 6, 103, 154, 258]. 

 
 

Synteza 1α,24,25-dihydroksycholekalcyferolu 
 
Znany jest także inny metabolit witaminy D, mianowicie 1α,24,25-

dihydroxycholekalcyferol, niemający jednak większego znaczenia biologiczne-
go. Hydroksylacja w pozycji 24 jest początkiem jednego ze szlaków katabolicz-
nych witaminy D, gdzie w następstwie oksydatywnego rozszczepienia łańcucha 
bocznego powstaje kwas kalcytrionowy – związek dobrze rozpuszczalny w wo-
dzie i dlatego łatwo usuwalny z organizmu. 

Czynnikiem indukującym ekspresję 24OH-azy (CYP24A1) jest kalcytriol, a 
zatem jego poziom w organizmie jest regulowany na zasadzie sprzężenia zwrot-
nego [123]. 

 
 

1.3.3. Mechanizm działania 1α,25(OH)2D3 
 

1.3.3.1. Działanie genomowe 
 
Aktywna biologicznie, podwójnie hydroksylowana postać witaminy D, a 

także jej analogi oddziaływają na komórki docelowe poprzez VDR [57, 96, 97, 
200, 219, 234]. VDR (55-56 kDa) jest aktywatorem liganda w procesie regulacji 
transkrypcji genów, i z tego powodu został zaliczony do nadrodziny receptorów 
hormonów steroidowych [95].  

Konserwatywna domena VDR wiążąca DNA zawiera 60-80 aminokwasów, 
spośród których 20 tworzy struktury zwane palcami cynkowymi. O rozpoznaniu 
specyficznej sekwencji w regionie promotora genu docelowego VDRE (vitamin 
D-responsive element) decydują 3 aminokwasy położone u nasady pierwszego 
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palca. Domena wiążąca ligand składa się z około 210 aminokwasów, a w jej 
sąsiedztwie znajduje się obszar zwany domeną dimeryzacyjną.  

Połączenie ligand-receptor indukuje w domenie dimeryzacyjnej zmiany 
konformacyjne umożliwiające interakcję z RXR (retinoid x receptor). Utworzo-
ny kompleks liganda z heterodimerem VDR-RXR pełni funkcję aktywnego 
czynnika transkrypcyjnego o wysokim powinowactwie do VDRE [96, 133]. Na 
przebieg transkrypcji wpływają także kompleksy aktywujące receptorów stero-
idowych, wykazujące aktywność acetylotransferazy histonowej, zdolne do „re-
modelowania chromatyny”.  

Liczne doniesienia wskazują na znaczenie kalcytriolu w kontrolowaniu eks-
presji ponad 200 genów, przy czym pełna odpowiedź na poziomie genomu 
(GR – genomic response) wymaga czasu liczonego w godzinach, a nawet 
dniach.  

 
 

1.3.3.2. Działanie niegenomowe 
 
Kalcytriol może oddziaływać na organy docelowe również według odmien-

nego mechanizmu niż wyżej opisany, mianowicie za pośrednictwem receptorów 
umiejscowionych na powierzchni błony komórkowej [59, 170, 201, 202]. Zna-
czenie szybkich niegenomowych odpowiedzi (RR – rapid response,) jest różne 
dla poszczególnych organów docelowych, ponieważ dotyczy aktywacji odmien-
nych szlaków sygnałowych [57, 164, 221]. W procesie tym uczestniczy szeroki 
wachlarz wtórnych przekaźników, obecnych w cytoplazmie komórki [202]. Nie-
które ważne molekuły zaangażowane w systemie transdukcji sygnału są przed-
stawione na schemacie ilustrującym mechanizm działania kalcytriolu (ryc. 8). 

Czas niegenomowej odpowiedzi jest znacznie krótszy niż w przypadku od-
działywania na genom i może być mierzony w sekundach (np. otwarcie kanałów 
jonowych) lub minutach (np. aktywacja kinazy IP3). Jednakże najnowsze bada-
nia sugerują, iż zarówno cząsteczki receptora zlokalizowane w różnych miej-
scach komórki jak i molekuły liganda (izoformy: 6-s-cis i 6-s-trans) wykazują 
zmienność konformacyjną i dlatego są zdolne w sposób selektywny powodować 
zarówno odpowiedzi typu GR jak i RR. 
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Ryc. 8. Mechanizm działania 1α,25(OH)2D3 (wzorowane na Tukaj C. 2008) 

Fig. 8. Mode of action of 1α,25(OH)2D3 (adopted from Tukaj C. 2008).VDRE, vitamin D 
responsive element; cAMP, cyclic AMP; MAP, mitogen activated protein; mRNA mes-
senger RNA; PKC, protein kinase C 
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1.3.4. Źródła witaminy D w organizmie 
 
1.3.4.1. Egzogenne źródło 
 

Stosunkowo niewielkie ilości witaminy D3 (cholekalcyferolu) zawierają 
produkty spożywcze. Najbogatszym naturalnym źródłem witaminy D są tłuste 
ryby morskie, wśród nich łosoś, makrela i śledź, a także tran oraz suszone w 
słońcu grzyby. Produkty te zawierają 16 do 27 µg witaminy D w 100g masy, co 
sprawia, że jednorazowo możemy jej dostarczyć organizmowi około 400-500 IU 
[98, 99, 110, 120, 301].  

W organizmach pewnych gatunków roślin i grzybów znajduje się inna for-
ma witaminy D, mianowicie ergokalcyferol (D2). Posiada ona mniejsze znacze-
nie biologiczne z powodu niższej aktywności, krótszego czasu oddziaływania 
oraz odmiennego profilu toksykologicznego [7]. 

 
 

1.3.4.2. Endogenne źródło 
 
Ludzki organizm nabył w trakcie filogenezy zdolność do syntezy znacznych 

ilości witaminy D [78, 99, 108, 118, 234, 309]. Ponad 90% obecnej w organi-
zmie witaminy D ma więc pochodzenie endogenne, a jej poziom w osoczu zale-
ży od tego jak sprawnie zachodzi synteza w skórze pod wpływem promieniowa-
nia słonecznego [8, 82, 162]. Skóra jest zatem istotnym elementem układu en-
dokrynnego, a sama witamina D jest prehormonem. 

Fotochemiczna konwersja prekursora witaminy D obecnego w skórze, czyli 
7-hydroksycholesterolu, zachodzi pod wpływem promieni ultrafioletowych typu 
B (290-315 nm) o natężeniu nie mniejszym niż 20 mJ/cm2 [173]. Produkcja 
witaminy D w skórze jest procesem bardzo efektywnym. Stwierdzono, iż po 
ekspozycji całego ciała na MED następuje uwolnienie do krwioobiegu, w ciągu 
24 godzin, 10.000 – 20.000 IU 25(OH)D3 [113]. Przy czym MED (minimal ery-
themic dose) stanowi minimalną dawkę promieniowania UVB powodującą zaró-
żowienie skóry i osiąga się ją zazwyczaj po około 10 minutach ekspozycji. Przed 
nadmierną syntezą witaminy D i ewentualną intoksykacją organizm broni się 
włączając procesy degradacyjne, w wyniku których powstają takie nieaktywne 
związki jak lumisterol i tachysterol [296].  

Syntezę witaminy D można również indukować w sposób sztuczny za po-
mocą lamp emitujących promieniowanie UV o odpowiedniej długości fali [79, 
267].  
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Ryc. 9. Źródła i znaczenie witaminy D dla organizmu 

Fig.9. The source and role of witamin D 
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1.3.4.3. Ograniczenia syntezy witaminy D 
 
Na intensywność syntezy witaminy D wydatnie wpływają takie czynniki 

zewnętrzne jak; szerokość geograficzna, pora roku oraz pora dnia [42, 79, 86, 
222]. Istotne znaczenie posiadają także naturalne czynniki limitujące syntezę 
witaminy D w skórze jak; pigmentacja skóry [44, 111], wiek [167], oraz odzie-
nie i filtry przeciwsłoneczne [172, 173]. Obecnie szeroko propaguje się styl ży-
cia bez eksponowania na promieniowanie słoneczne w obawie przed nowotwo-
rami skóry, co zdaniem wielu autorów wyraźnie zwiększa ryzyko niedoboru 
witaminy D w organizmie. Powyższe zagadnienia zostały przeze mnie szerzej 
omówione w pracy przeglądowej [286]. 

 
 

1.3.4.4. Zapotrzebowanie na witaminę D 
 
Uznanym wskaźnikiem aktualnego poziomu witaminy D w organizmie jest stę-

żenie kalcydiolu (25(OH)D3) w osoczu. Kalcydiol stanowi kombinację witaminy D 
pochodzenia endogennego i egzogennego, i co istotne, nie podlega mechanizmom 
regulacyjnym [18, 113, 310]. 

Uważa się, iż optymalne stężenie 25(OH)D3 winno kształtować się na poziomie 
równym lub wyższym niż 80 nmol/l. Stężenie tego markerowego metabolitu wita-
miny D w surowicy niższe od 25 nmol/l świadczy o jego niedoborze (deficien-
cy). O niedostatku (insuficiency) mówi się, gdy wartości wynoszą od 25 do 50 
nmol/l, zaś obniżony poziom (hypovitaminosis) występuje u osobników przy 
wartościach stężenia 50-70 nmol/l [40, 51, 94, 160, 161, 301, 310]. 

Granice normy fizjologicznej (adequacy) określa stosunkowo szeroki zakres 
stężeń, bo od 70 do 100 nmol/l, a nawet do 250 nmol/l [113]. Trudno było uzyskać 
konsensus przy wyznaczaniu wartości stężenia kalcydiolu, powyżej której ma dzia-
łanie toksyczne (toxicity). Ostatecznie, za najwyższą wartość stężenia, która jest 
tolerowana przez organizm (tolerable uptake upper level) uznano 250 nmol/l [124, 
311].  

Szacuje się, że ponad 99% cyrkulującej witaminy D jest związana z białkiem, 
głównie z DBP (vitamin D binding protein). DBP wykazuje powinowactwo do me-
tabolitów witaminy D w kolejności 25(OH)D = 24,25(OH)2D > 1,25(OH)2D > vi-
tamin D, przy czym poziom tego globularnego białka w osoczu krwi jest 20-krotnie 
wyższy niż całkowita zawartość metabolitów witaminy D [46]. 

 
 

1.3.5. Przyczyny niedoboru witaminy D 
 
Przypadki hyperwitaminozy D spotykamy rzadko, natomiast niedobór lub 

niedostatek witaminy D jest powszechny i dotyczy około miliarda osób na świe-
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cie, w szczególności starszych mieszkańców miast USA i Europy [51, 111, 112, 
160, 161]. Badania epidemiologiczne przeprowadzone w amerykańskich uni-
wersytetach dowodzą, że problem ten dotyczy również ludzi młodych, jako że u 
około 50% młodzieży poziom kalcydiolu nie przekraczał 50 nmol/l [17, 40, 82]. 

Głównym powodem niedoboru witaminy D w organizmie jest jej ograni-
czona synteza w skórze [295, 296]. Istnieją także inne, poważne, aczkolwiek 
stosunkowo rzadkie przyczyny niedoboru witaminy D. Przyczyną niedoboru 
może być obniżona biodostępność z przewodu pokarmowego w przypadku za-
burzonego wchłaniania (malabsorption) lub niemożność korzystania z zapasów 
zgromadzonych w tkance tłuszczowej u osób otyłych (sequestration) [306]. 
Niedobór witaminy D może także wystąpić u osób stosujących specjalne diety 
żywieniowe przy jednocześnie ograniczonym korzystaniu z działania promieni 
słonecznych.  

W swojej obszernej pracy przeglądowej, Holick [111] dokonał szczegóło-
wego zestawienia chorób metabolicznych, często uwarunkowanych genetycznie, 
w następstwie których dochodzi niejednokrotnie do poważnego niedoboru wi-
taminy D. I tak, w przypadku dysfunkcji wątroby upośledzona bywa synteza 
kalcydiolu, a w chronicznych schorzeniach nerek synteza kalcytriolu oraz może 
występować utrata z moczem kalcydiolu, który nie jest związany z białkiem.  

Choroby nowotworowe bywają przyczyną zwiększonej podaży FGF-23, 
który hamując ekspresję genu kodującego 1α hydroksylazę, powoduje w konse-
kwencji obniżenie stężenia kalcytriolu. Natomiast niektóre leki stosowane w 
terapii AIDS intensyfikują katabolizm kalcytriolu do kwasu kalcitrionowego.  

Wśród przyczyn niedoboru witaminy D ważną grupę stanowią również za-
burzenia powstałe na skutek mutacji określonych genów. Opisano mutacje genu 
1α-hydroksylazy (CYP27B1), genu FGF-23 oraz genu dla receptora witaminy D. 

 
 

1.3.6. Plejotropowy efekt działania witaminy D i skutki jej niedoboru 
 
Skutkiem długotrwałego niedoboru witaminy D (na poziomie 25 nmol/l) jest 

krzywica u dzieci, a u osobników dorosłych osteomalacja i osteoporoza [6, 18, 
109, 309]. W przypadku wymienionych chorób zaburzeniu ulega regulacja go-
spodarki wapniowo-fosforanowej oraz modelowanie i mineralizacja kości. Co 
prawda efekt wapniowy, jaki powoduje witamina D, a precyzyjniej jej postać 
podwójnie hydroksylowana został szczegółowo zbadany, to jednak powszechne 
występowanie wymienionych chorób wciąż stanowi poważny problem.  

Zważywszy na fakt, że zakres działania witaminy D jest bardzo szeroki a nie 
ogranicza się jedynie do efektu wapniowego, jej niedobór wynikający z niedo-
statecznej syntezy w skórze zwiększa ryzyko występowania przewlekłych cho-
rób o odmiennej etiologii. Dostrzeżono wyraźny związek między zwiększoną 
częstotliwością występowania różnego typu nowotworów, cukrzycy typu I, reu-
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matoidalnego zapalenia stawów, stwardnienia rozsianego i schizofrenii u osób 
zamieszkujących tereny o niskiej ekspozycji na promieniowanie słoneczne (po-
wyżej 35o szerokości geograficznej) [6, 52, 107, 114, 185, 215, 220, 317]. W 
kwestii nowotworów, szczegółowe badania u mieszkańców wspomnianej strefy 
klimatycznej wykazały wzrost ryzyka zachorowania na nowotwór jelita grubego, 
trzustki, prostaty, piersi, jajnika i niektóre postaci białaczek. Dodatkowo pro-
spektywne i retrospektywne studia epidemiologiczne ujawniły, że poziom 
25(OH)D3 poniżej 50 nmol/l zwiększa niebezpieczeństwo zachorowania na wy-
mienione nowotwory nawet o 50% [68, 69, 84, 143]. 

Do tej pory stosunkowo niewiele wiadomo na temat zależności pomiędzy 
niedoborem witaminy D w dzieciństwie i wieku młodzieńczym, a ryzykiem 
występowania chronicznych chorób w wieku dojrzałym [144]. W jednej ze swo-
ich ostatnich prac przeglądowych Holick [110] przytacza dane świadczące o 
tym, że u osobników, którzy spędzają pierwsze 10 lat życia w obszarze powyżej 
35°szerokości geograficznej ryzyko zachorowalności na stwardnienie rozsiane i 
inne choroby autoimmunizacyjne wzrasta o 100%. Od pewnego też czasu poja-
wiają się doniesienia wskazujące na związek między niedoborem witaminy D w 
okresie płodowym i wczesnym dzieciństwie, ze zwiększoną częstotliwością 
występowania schizofrenii i depresji w okresie późniejszym [177]. 

Poziom kalcydiolu ma także wyraźny związek z rozwojem i stopniem nasi-
lenia różnych postaci chorób autoimmunizacyjnych, w szczególności stwardnie-
nia rozsianego, reumatoidalnego zapalenia stawów, choroby Crohna oraz cu-
krzycy typu 1 [37, 222]. Intensywnie prowadzone w wielu ośrodkach nauko-
wych badania są źródłem danych na temat pozytywnego oddziaływania kalcy-
triolu w procesie modulacji odpowiedzi immunologicznej [4, 6, 148]. Zidentyfi-
kowano receptory witaminy D w komórkach dendrytycznych, makrofagach oraz 
limfocytach T. Aktywny metabolit witaminy D może regulować odpowiedź 
immunologiczną na wielu poziomach, w tym szczególnie istotne wydaje się 
oddziaływanie na komórki prezentujące antygen (APC – antygen presenting 
cells). I tak, komórki dendrytyczne o zmienionej morfologii i odmiennych wła-
ściwościach, powodowanych przez 1α,25(OH)2D3 i jej analogi, noszą miano 
tolerogenic i skutkują obniżeniem aktywności limfocytów T, która jest niezbęd-
na w przebiegu odpowiedzi immunologicznej. Immunosupresja przy udziale 
1α,25(OH)2D3  i jej analogów była demonstrowana na różnych modelach scho-
rzeń autoimmunizacyjnych oraz w eksperymentalnych przeszczepach [171].  

Badania wskazują na możliwość i celowość aplikacji kalcytriolu w przypad-
ku takich schorzeń jak; choroby proliferacyjne, choroby o podłożu autoimmuni-
zacyjnym, zaburzenia funkcji układu dokrewnego oraz choroby metaboliczne 
układu kostnego [36, 212]. 

Oczywistym jest jednak, że hormon witaminowy w swojej naturalnej postaci 
nie może spełniać wymogów terapeutycznych z uwagi na silne „działanie wap-
niowe”, które mogłoby spowodować gwałtowny efekt hyperkalcemii i w konse-
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kwencji wapnienie tkanek miękkich. Zatem wysiłki badaczy zmierzają do wy-
eksponowania korzystnych właściwości biologicznych hormonu witaminowego 
i zniwelowania niekorzystnego w tym wypadku „działania wapniowego” metodą 
selektywnych modyfikacji chemicznych jego struktury [39]. Dążąc do uzyskania 
idealnego hormonu spełniającego te wymogi zsyntetyzowano do tej pory około 
2000 analogów witaminy D.  

 
 

1.3.7. Witamina D a choroby układu sercowo naczyniowego  
 
W latach 80-tych ubiegłego stulecia zidentyfikowano VDR w komórkach 

mięśniowych naczyń, kardiomiocytach oraz komórkach śródbłonka, i na tej pod-
stawie zaliczono je do grona komórek docelowych (target cells) dla witaminy D 
[179, 180, 290]. Chociaż od tego czasu przeprowadzono wiele badań klinicz-
nych i epidemiologicznych, jednakże dopiero w obecnym dziesięcioleciu ukaza-
ły się znaczące prace, w których wykazano zależność między występowaniem 
CVD a poziomem witaminy D w organizmie [182, 223, 245, 298, 299, 318, 
319]. 

Strefa klimatyczna oraz przynależność do określonej rasy ma wpływ na 
rozwój chorób układu sercowo-naczyniowego w tym choroby nadciśnieniowej. 
Spostrzeżenia te pozostają w zgodzie z wcześniej rozpoznanym działaniem regu-
lacyjnym witaminy D w układzie renina-angiotensyna [154]. Badania Formana 
[61] wykazały zwiększone o 95% ryzyko wystąpienia nadciśnienia tętniczego u 
osobników z niedoborem witaminy D na poziomie niższym niż 15 ng/ml. Nadci-
śnienie, cukrzyca, otyłość oraz hyperlipidemia są od dawna uznane jako czynni-
ki ryzyka dla miażdżycy. Wymienione kliniczne objawy korelują wyraźnie z 
występowaniem u pacjentów niedoboru witaminy D (kalcydiolu) [61, 114, 140, 
243]. Z szeroko zakrojonych badań epidemiologicznych wynika, że u 77% pa-
cjentów w Wielkej Brytanii dotkniętych ostrym zawałem stężenie kalcydiolu w 
surowicy było na poziomie niższym niż 20 ng/ml [223]. Bardzo przekonywające 
dane kliniczne dotyczą też śmiertelności wśród pacjentów dializowanych, u 
których występuje upośledzony proces hydroksylacji kalcydiolu [150, 268]. 
Śmiertelność z powodu chorób układu sercowo naczyniowego jest u takich pa-
cjentów nawet 20-krotnie wyższa w porównaniu z grupą kontrolną [60]. 
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2. CEL PODJĘTYCH BADAŃ 
 
Badania dotyczące miażdżycy są niezwykle trudne do realizowania w wa-

runkach in vivo, ze względu na wyjątkową złożoność zachodzących procesów i 
bardzo długi czas rozwoju. Analiza materiału pochodzącego z sekcji, nawet przy 
użyciu zaawansowanych technik badawczych, pozwala jedynie na precyzyjną 
ocenę patologicznych zmian, które się dokonały w naczyniu. Wykorzystanie 
zwierząt doświadczalnych wprawdzie umożliwia badanie wpływu wybranego 
czynnika na rozwój miażdżycy, jednakże uzyskane efekty zawsze będą wypad-
kową interakcji wielu innych, bardziej lub mniej znanych czynników, oraz wy-
padkową działania różnych mechanizmów kontrolujących procesy miażdżyco-
we. Badania in vitro wydają się mieć przewagę nad pozostałymi ze względu na 
możliwość określenia i kontrolowania warunków, w jakich przebiega ekspery-
ment. Niestety zawsze istnieje poważna trudność w formułowaniu na podstawie 
uzyskanych wyników jednoznacznych wniosków odnoszących się do warunków 
in vivo.  

Poznanie roli komórek mięśniowych naczyń w powstawaniu zmian miaż-
dżycowych jest kluczowe w profilaktyce tej choroby, a także dla opracowania 
metod służących opanowaniu jej progresji. Problem ten interesuje badaczy wła-
ściwie od dziesięcioleci i obecnie mamy pewność, że SMC aktywnie uczestniczą 
w formowaniu neointimy i w budowaniu fibrous cup przyczyniając się do niwe-
lowania uszkodzeń powstałych w błonie wewnętrznej oraz do stabilizacji blaszki 
miażdżycowej. Z drugiej zaś strony, w zaawansowanych stadiach miażdżycy, 
SMC prawdopodobnie przyczyniają się do powstawania niestabilnej blaszki 
miażdżycowej poprzez uleganie apoptozie i czynnym udziale w degradacji ele-
mentów istoty międzykomórkowej. Ciągle intrygująca i nie do końca wyjaśnio-
na jest także rola SMC w procesach naprawczych, które zachodzą w naczyniu po 
kolejnych epizodach przerwania ciągłości blaszki miażdżycowej.  

Zidentyfikowano liczne czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, które wystę-
pują w miejscu tworzenia zmian miażdżycowych. Poznano mechanizmy ich 
działania i określono regulacyjny wpływ na morfologię i ważne procesy fizjolo-
giczne komórek mięśniowych. Jednakże dalecy jesteśmy od wyjaśnienia złożo-
ności procesu miażdżycowego i chyba dalecy jesteśmy od opanowania progresji 
tej choroby. 

Aktywny metabolit witaminy D - 1α,25-dihydroksycholekalcyferol 
(kalcytriol), oddziaływający na SMC podobnie jak inne hormony steroidowe za 
pośrednictwem VDR, może być substancją zaangażowaną w rozwój procesu 
miażdżycowego. Wobec niekompletnych, niejednoznacznych, a często nawet 
kontrowersyjnych danych literaturowych, badanie tego zagadnienia jest ważne 
zarówno ze względów poznawczych jak i terapeutycznych. 
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Dla rozpoznania oddziaływania suprafizjologicznych stężeń 1α,25-
dihydroksycholekalcyferolu na komórki mięśniowe aorty szczura w hodowli 
komórkowej postawiono następujące cele badawcze: 

1. Dokonanie morfologicznej oceny (LM, FM, TEM, SEM) zmian związa-
nych z modulacją fenotypową, ruchem, wzrostem, syntezą ECM oraz 
śmiercią SMC pod wpływem kalcytriolu. 

2. Określenie efektu proliferacyjnego kalcytriolu.  

3. Zbadanie wpływu kalcytriolu na występowanie apoptozy i nekrozy. 

4. Ocena oddziaływania kalcytriolu w procesie formowania włókien 
sprężystych. 

5. Określenie wpływu kalcytriolu na intensywność migracji komórek. 

6. Oszacowanie regulacyjnego wpływu kalcytriolu na produkcję 

niektórych mediatorów procesu zapalnego. 

Założono, iż wyniki uzyskane przy realizacji postawionych wyżej celów 
upoważnią do wnioskowania na temat roli zarówno SMC jak i kalcytriolu w 
patogenezie zmian miażdżycowych. 
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3. MATERIAŁ I METODY 
 

3.1. Materiał 
 

3.1.1. Izolacja SMC  
 
Komórki mięśniowe izolowano z błony środkowej aorty grzbietowej nowo-

rodków szczurzych rasy Wistar. Każdorazowo do doświadczenia używano 10-15 
zwierząt pochodzących z hodowli wsobnych. 

Zwierzęta zabijano przez dekapitację, następnie wycinano aortę grzbietową i 
umieszczano w pożywce hodowlanej MEM (Minimal Essential Medium, 
Eagle’a, Biomed, Poland). Wyizolowane aorty mechanicznie pozbawiano przy-
danki, płukano wielokrotnie w świeżym roztworze pożywki a następnie cięto na 
fragmenty długości około 1mm. Zastosowana procedura oraz projekt badań 
otrzymał akceptację lokalnej Komisji do Spraw Etyki. 

Do izolacji komórek stosowano roztwór kolagenazy o stężeniu 3,0 mg/ml 
(Collagenase Type 1A, Sigma, USA), a proces trawienia istoty międzykomórko-
wej zachodził w temperaturze 37°C z wykorzystaniem mieszadła magnetyczne-
go. Po upływie 15 min usuwano roztwór enzymu wraz z komórkami śródbłonka 
i fibroblastami przydanki. W kolejnym etapie, przy użyciu świeżego roztworu 
kolagenazy izolowano komórki mięśniowe obecne w błonie środkowej. Po 
upływie 1-1,5 h neutralizowano działanie enzymu dodając surowicę płodową 
(Fetal Bovine Serum, FBS, Sigma, USA). 

Uzyskaną zawiesinę komórek filtrowano przez siatkę nylonową o ∅ 50 µm 
w celu usunięcia resztek (debris) a następnie płukano dwukrotnie w PBS i wi-
rowano (100xg przez 5 minut). Komórki zawieszano w pożywce wzbogaconej 
10% dodatkiem surowicy płodowej i antybiotyku (penicylina 100 U/ml). 

Żywotność SMC izolowanych w oparciu o wyżej opisaną metodę oceniana 
po każdej izolacji testem z błękitem trypanu wynosiła 90-95%. Liczebność po-
zyskanych komórek określano przy użyciu hemocytometru. 

 
 

3.1.2. Hodowla komórkowa 
 
Hodowle pierwotne i pasażowane (pasaże od 1 do 4) komórek mięśniowych 

prowadzono w pożywce Eagle’a z 10% dodatkiem surowicy płodów cielęcych i 
antybiotyku w standardowych warunkach (37°C, 95% wilgotności względnej, 
5% CO2).  

Używano polistyrenowych naczyń hodowlanych (Ø 3,5 mm lub 6 mm Petri 
dishes, Corning, USA) na dnie których umieszczano sterylne mikroskopowe 
szkiełka nakrywkowe.  
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Medium hodowlane zmieniano co drugi dzień dodając za każdym razem 
1α,25(OH)2D3 (D1530 Sigma, USA.). W doświadczeniach użyto kalcytriolu w 
stężeniach - 1, 10 lub 100 nmol/l, które zostały określone i wyselekcjonowane 
na podstawie wcześniej prowadzonych badań. Z uwagi na hydrofobowy charak-
ter kalcytriolu macierzysty roztwór tego związku (stock solution) sporządzano w 
95% EtOH. Finalna wartość stężenia etanolu w medium hodowlanym nie była 
jednak wyższa niż 0,1%, co powszechnie uznaje się za wartość dopuszczalną. 

Kontrolą dla hodowli SMC traktowanych kalcytriolem były komórki rosną-
ce bez dodatku witaminy i komórki rosnące w środowisku etanolu aplikowanego 
w odpowiednim stężeniu. Hodowle SMC prowadzono, a następnie oceniano z 
zastosowaniem metod morfologicznych, analitycznych i cytometrii przepływo-
wej w okresie między 3 a 21 dniem. Jednak z uwagi na postawiony cel badań 
większość wyników pochodzi z eksperymentów przeprowadzonych na komór-
kach mięśniowych w hodowlach będących w logarytmicznej fazie wzrostu, czyli 
między 5 a 11 dniem. 

 
 

3.2. Metody mikroskopowe 
 

3.2.1. Mikroskopia świetlna 
 

3.2.1.1. Badania przyżyciowe 
 
SMC we wszystkich wariantach doświadczenia oceniano przyżyciowo za 

pomocą mikroskopu odwróconego każdorazowo przed zmianą pożywki. 
 
 

3.2.1.2. Preparatyka histologiczna 
 
Materiał hodowlany utrwalano bezpośrednio na szkiełkach nakrywkowych 

w metanolu (temp.-200C) i rutynowo barwiono metodą H&E. Włókna elastyno-
we uwidaczniano za pomocą barwienia orceiną. Skrawki półcienkie (1,5 µm) 
sporządzane z bloczków eponowych dobarwiano roztworem błękitu toluidyny.  

 
 

3.2.2. Immunofluorescencja 
 
Technika immunofluorescencji została wykorzystana dla oceny zmian doty-

czących ekspresji i lokalizacji białkowych składników budujących cytoszkielet i 
aparat kurczliwy komórek mięśniowych. Ponadto zastosowano ją dla wizualiza-
cji chromatyny jądrowej a także włókien elastynowych i złogów wapniowych 
znajdujących się w przestrzeniach międzykomórkowych. 
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Komórki mięśniowe rosnące na szkiełkach nakrywkowych płukano dwu-
krotnie zimnym PBS, następnie przez 10 minut utrwalano w 100% metanolu w 
temp. -20 °C. Niespecyficzne reakcje immunologiczne blokowano za pomocą 
1% FBS w PBS, przez 1 godzinę w temp. pokojowej. 

 
Białka cytoszkieletu i białka kurczliwe zostały wyznakowane i uwidocz-

nione przy zastosowaniu bezpośredniej metody immunofluorescencyjnej. In-
kubację SMC z monoklonalnymi przeciwciałami dla tubuliny (anti-α-tubulin 
monoclonal FITC-conjugated antibody, Sigma, rozcieńczenie 1:200) prowa-
dzono w temperaturze pokojowej przez 1 godzinę. W podobny sposób wyzna-
kowano α-aktynę (anti-α-actin monoclonal FITC conjugated antibody, Sigma, 
rozcieńczenie 1:500). 

 
Elastynę, amorficzne białko będące składnikiem włókien sprężystych, wy-

znakowano stosując pośrednią metodę immunofluorescencyjną opartą na reakcji 
dwustopniowej. Jako pierwsze zostało użyte przeciwciało przeciw elastynie 
(polyclonal rabbit anti-rat elastin, Cedarlane, Kanada, rozcieńczenie 1:250). 
Reakcja przebiegała w temperaturze pokojowej przez 40 minut. Następnie ho-
dowle (na szkiełkach nakrywkowych) płukano w PBS i przez 1 godzinę trakto-
wano przeciwciałami zkoniugowanymi z fluorochromem (chicken anti-rabbit 
antibody conjugated with Alexa Fluor 488 fluorochrome, Molecular Probes, 
USA, rozcieńczenie 1:200). Test kontrolny wykonano bez użycia przeciwciała 
pierwszorzędowego. 

 
Złogi wapniowe w hodowlach SMC wyznaczano stosując specyficzny 

wskaźnik (Calcium GreenTM -1, Molecular Probes, USA) w stężeniu 5 μM przez 
20 min. w temperaturze pokojowej. 

 
DNA wyznakowano stosując stabilny barwnik DAPI (4'-6 diamidyno-2-

fenyloindol, Sigma), który tworzy fluorescencyjne kompleksy selektywnie wią-
żąc się z sekwencjami bogatymi w pary adenina-tymina.  

Preparaty wykonane zgodnie z procedurami zalecanymi przez producentów 
płukano dwukrotnie w PBS w celu usunięcia nadmiaru płynów reagujących, 
następnie umieszczano na szkiełkach podstawowych z kroplą płynu chroniącego 
przed utratą fluorescencji (anti-fade mounting medium, Citifluor, Agar Int, 
U.K.).  

Materiał oceniano i fotografowano przy wykorzystaniu mikroskopu fluore-
scencyjnego Nikon Eclipse 800 używając odpowiedniego zestawu filtrów. 
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3.2.3. Mikroskopia elektronowa transmisyjna (TEM) 
 
Po usunięciu podłoża hodowlanego, SMC płukano dwukrotnie PBS bezpo-

średnio w szalkach Petriego a następnie utrwalano płynem o składzie: 2,5% 
aldehyd glutarowy (GA), 0,15% kwas pikrynowy, 1,5% OsO4, 3% sacharoza w 
0,1% buforze kakodylanowym, pH 7,4. Utrwalanie następowało w temp. 4°C 
przez 2 godz., po czym hodowle płukano 3x w buforze kakodylanowym. Na-
stępnie materiał traktowano przez 1 godzinę 1,5% kwasem taninowym, po czym 
odwadniano etanolem o wzrastającym stężeniu i prześwietlano tlenkiem propy-
lenu.  

Dla części materiału stosowano także odmienny sposób utrwalania, a proce-
dura jest szczegółowo opisana w pracy opublikowanej przez autorkę [284]. 

Hodowlę po „zdjęciu” z powierzchni naczynia hodowlanego bez naruszenia 
jej struktury przestrzennej, poddawano kilkustopniowej procedurze przepajania 
żywicą epoksydową (Epon 812, Merck ). Następnie zatapiano w żywicy i pod-
dawano polimeryzacji w temp. 37°C. Skrawki półcienkie (1,5 μm) zostały wy-
konane przy użyciu ultramikrotomu (Om U2, Reichert), następnie barwione 
błękitem toluidyny i oceniane w mikroskopie świetlnym. 

Skrawki ultracienkie (60 nm) zbierano na siatki miedziane pokryte formwa-
rem, następnie kontrastowano octanem uranylu i cytrynianem ołowiu.  

Ocena materiału i dokumentacja fotograficzna została wykonana w transmi-
syjnym mikroskopie elektronowym (JEM 1200EX II, Jeol, Japonia), a stosowa-
ne napięcie wynosiło 80 kV.  

 
 

3.2.4. Mikroskopia elektronowa skaningowa (SEM) 
 
Komórki mięśniowe rosnące na szkiełkach nakrywkowych po płukaniu PBS 

utrwalano 2% aldehydem glutarowym w 0,1 M buforze kakodylanowym z sa-
charozą (pH 7,2) kolejno przez 5 minut, 1 godzinę i 24 godziny za każdym ra-
zem podając świeżą miksturę utrwalającą i zmieniając temperaturę [281, 282]. 
Następnie materiał dodatkowo utrwalano przez 1 godzinę w 1% OsO4, po czym 
odwadniano stopniowo w etanolu. 

Suszenie w „punkcie krytycznym” przy użyciu ciekłego CO2 wykonano 
bezpośrednio przed napyleniem złotem koloidowym w napylarce próżniowej 
(Sputter coater, Balzers).  

Preparaty oceniano w elektronowym mikroskopie skaningowym (Philips XL 30) 
stosując napięcie 10 kV. 
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3.3. Cytometria przepływowa 
 

3.3.1. Dynamika podziałów komórkowych  
 
Do badania dynamiki podziałów komórkowych użyto ester dwuoctanu kar-

boksyfluoresceiny (CFSE, 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Związek ten jest niepolarną, niefluoryzu-
jącą pochodną fluoresceiny, który dyfunduje do wnętrza komórek, a następnie 
jest substratem dla wewnątrzkomórkowych esteraz. Powstała po hydrolizie flu-
oresceina o właściwościach fluoryzujących ulega długotrwałej retencji w ko-
mórce na skutek utworzenia wiązań kowalencyjnych z grupami aminowymi. 
Wraz z kolejnymi podziałami komórkowymi ilość barwnika, a tym samym jego 
fluorescencja ulega zmniejszeniu o połowę.  

Roztwór podstawowy CFSE sporządzono przez rozpuszczenie w DMSO 
uzyskując stężenie 10 mM. Tuż przed użyciem do badań wykonano roztwór 
użytkowy w PBS, który po wprowadzeniu do hodowli miał ostateczne stężenie 
10 μM. 

Komórki mięśniowe uzyskane na drodze izolacji enzymatycznej po 36 go-
dzinach przywarły do dna naczynia hodowlanego i po tym czasie przeprowa-
dzono inkubację z CFSE przez 10 min. w temp. 37°C. Następnie SMC płukano 
w roztworze PBS/0,1% BSA i dwukrotnie w medium hodowlanym. Pożywkę 
zmieniano co drugi dzień za każdym razem stosując 1α,25(OH)2D3 w odpo-
wiednim stężeniu (1, 10, 100 nmol/l). Po 10 dniach, SMC trypsynizowano, 
utrwalano 3,5% formaldehydem, płukano w PBS, a następnie zawieszano w 
roztworze PBS/0,1% BSA przechowując w ciemności w temp. 4°C. 

Analizę cytometryczną wykonywano przy użyciu cytometru (EPICS XL 
Coulter, USA) wykorzystując laser emitujący światło o długości fali 488 nm.  

 
 

3.3.2. Cykl komórkowy 
 
Dla określenia odsetka SMC znajdujących się w określonych fazach cyklu 

komórkowego: G0/G1 oraz S+G2/M posłużono się metodą cytometrii przepły-
wowej oznaczając zawartość DNA związanego z jodkiem propidyny (PI). 

Komórki mięśniowe z hodowli kontrolnej i hodowli wystawionej przez 
9 dni na działanie kalcytriolu w stężeniach 1, 10, 100 nmol/l izolowano trypsyną 
i płukano w PBS. Materiał utrwalano w 70% roztworze etanolu i przechowywa-
no w temperaturze -20°C. Po odwirowaniu i przepłukaniu roztworem PBS, 
utrwalone komórki zawieszano w 1ml roztworu barwiącego o składzie: 800 µl 
PBS, 100 µl RNaza, 100 µl PI. Analiza przy użyciu cytometru przepływowego 
(EPICS XL, Coulter, USA) była prowadzona po 30 minutowej inkubacji w ciem-
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ności, w temperaturze 37°C. Dane z pomiarów analizowano przy pomocy pro-
gramu Cylchred -wersja 1.2 (Terry Hoy). 

 
 

3.3.3. Ocena apoptozy i nekrozy 
 
W celu identyfikacji komórek mięśniowych ulęgających apoptozie oraz 

oszacowania odsetka komórek podlegających temu procesowi w hodowli ko-
mórkowej wykorzystano właściwość fosfatydyloseryny (PS) do przemieszczania 
z wewnętrznej do zewnętrznej warstwy błony komórkowej. Eksternalizowana w 
trakcie apoptozy PS wiązana jest swoiście z Aneksyną V sprzężoną z izoticyja-
nianem fluoresceiny (Annexin V-FITC, BD Pharmingen).  

Zawiesinę komórek mięśniowych przygotowano zgodnie z procedurą pro-
ponowaną przez producenta, a następnie 100 µl zawiesiny zawierającej 1 x 105 
komórek inkubowano z 5 µl aneksyny i 5 µl jodku propidyny (PI) przez 15 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Barwienie PI, który wiąże się z DNA komórek z 
uszkodzoną błoną pozwala na identyfikację komórek nekrotycznych. 

Zastosowanie opisanej procedury pozwala wyróżnić następujące populacje 
komórek: 

− komórki żywe, niewiążące aneksyny i PI  
(AN−/PI−) 

− komórki wczesnoapoptotyczne, wiążące aneksynę i niewiążące PI  
(An+/PI−) 

− komórki późnoapoptotyczne lub nekrotyczne, wiążące aneksynę i PI 
(An+/PI+) 

Próbki analizowano w cytometrze przepływowym (LSRI, Becton-Dickinson) 
przy użyciu wiązki lasera o długości fali 488 nm. 

 
 

3.3.4. Analiza poziomu beta-1 integryny 
 
Po 7 dniach hodowli, SMC rosnące w środowisku kalcytriolu i SMC z ho-

dowli kontrolnej przepłukiwano ciepłym roztworem PBS i trypsynizowano 
(37°C). Po procedurze trypsynizacji, zawiesinę komórek płukano roztworem 
PBS, następnie komórki w liczbie 5 x 105 inkubowano z mysimi przeciwciałami 
monoklonalnymi (Ig G1, klon MAR4, Becton Dickinson) skierowanymi przeciw 
integrynie beta-1, sprzężonymi z allofikocyjaniną (APC). Po 30 minutowej in-
kubacji ekspresję beta-1 integryny oceniano cytometrycznie (LSRI, Becton-
Dickinson).  

Wykorzystywane były lasery emitujące światło o długości fali 488 nm oraz 
633 nm. Zbierano sygnał Forward Scatter, Side Scatter, a uzyskane dane anali-
zowano używając oprogramowania WinMDI 2.9.  
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3.3.5. Analiza wydzielania cytokin zapalnych 
 
Pomiaru poziomu cytokin prozapalnych: IFN-γ, TNF-α, IL-2 i IL-6 dokona-

no w supernatantach z hodowli pierwotnych i pasażowanych komórek mięśnio-
wych poddanych działaniu 1α,25(OH)2D3 w stężeniu 10 nmol/l. Supernatanty 
zbierano znad hodowli stymulowanej przez 48 godz. kalcytriolem po każdora-
zowej zmianie pożywki aż do 9 dnia trwania hodowli. Analogicznie postępowa-
no z hodowlą rosnącą bez dodatku witaminy. 

Pomiarów dokonano przy użyciu zestawu (Th1/Th2 Cytokine Cytometric 
Bead Array Kits, Dickinson Biosciences Pharmingen, San Diego, Ca), wg pro-
cedury podanej przez producenta. Próbki analizowano w cytometrze przepły-
wowym (LSRI, Becton-Dickinson). 

Wyniki pomiarów oznaczanych cytokin analizowano przy uzyciu programu 
BD CBA Analysis Software. Krzywe standardowe dla mierzonych cytokin mie-
ściły się w zakresie stężeń 20-5000 pg/ml.  

 
 

3.4. Metody analityczne 
 

3.4.1. Chromatograficzna analiza (HPLC) zawartości adenylanów 
 
Komórki mechanicznie usuwano z dna szalki Petriego i wirowano (3 minut 

300xg). Uzyskany osad zawieszano w 1,4 M HClO4 i inkubowano w lodzie 
przez 15 minut w celu ekstrakcji nukleotydów, po czym wirowano (5 minut, 
20000xg, temp. 4°C). Supernatant zobojętniano do pH 5-6 przy użyciu 3 M 
K3PO4. Uzyskany ekstrakt przeznaczono do dalszej analizy metodą wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC – high performance liquid chroma-
tography).  

Pomiar był wykonywany przy użyciu zestawu chromatograficznego (Merck-
Hitachi/Hewlett-Packard). Próbki (20 µl) rozdzielano przy użyciu termostatowej 
kolumny wysokociśnieniowej. Dane chromatograficzne archiwizowano i anali-
zowano przy użyciu programu HPChem firmy Hewlett-Packard [231]. Wartości 
stężenia ATP (nmol/próba) przeliczano na białko uzyskując wartości stężenia 
ATP wyrażone w nmol/mg białka. 

 
 

3.4.2. Oznaczanie zawartości białka metodą Bradford 
 
Całkowitą zawartość białka w hodowli komórkowej mierzono spektrofoto-

metrycznie (przy długości fali 595 nm) z zastosowaniem metody Bradford [29, 
231]. W tym celu wykorzystano osad pozostały po ekstrakcji nukleotydów roz-
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puszczony w 0,5 M NaOH, błękit brylantynowy (Coomassie Brillant Blue G-
250, PoCH) i albuminę (Sigma-Aldrich) jako białko wzorcowe. 

 
 

3.5. Ocena proliferacji z zastosowaniem [3H]-tymidyny 
 
Posłużono się metodą autoradiograficzną z zastosowaniem tymidyny zna-

kowanej trytem, zdolnej do wbudowania się do nowosyntetyzowanego DNA. 
Ilość wbudowanej [3H]-tymidyny jest proporcjonalna do efektywności syntezy 
DNA przez populację komórek i jest wskaźnikiem rozrostu komórkowego.  

Komórki mięśniowe (pasaż 2 i 3) hodowano przez 7 dni w mikropłytkach 
96-dołkowych w obecności kalcytriolu o stężeniu 10 nmol/l. Wyjściowa koncen-
tracja komórek w hodowli wynosiła 5 x 105 SMC/ml. Kontrolę stanowiły ko-
mórki mięśniowe hodowane bez dodatku witaminy. Następnie do pożywki ho-
dowlanej dodano tymidynę znakowaną trytem o aktywności 2,0 Ci/mmol w 
ilości 20 µl ([metyl 3H] thymidyne, Amersham Biosciences, U.K.). Inkubację 
prowadzono w temperaturze 37°C przez 12 godzin.  

Po inkubacji komórki zbierano na filtr celulozowy przy użyciu zbieracza 
komórek (Skatron, Oslo, Norwegia). Bibułę suszono, a krążki bibuły zawierają-
ce wyznakowane trytem jądra komórkowe umieszczano w naczynkach zawiera-
jących płyn scyntylacyjny (Opti-Scint, WallacOy, Turku, Finlandia).  

Pomiarów aktywności inkorporowanej do komórek tymidyny znakowanej 
trytem dokonywano przy użyciu czytnika scyntylacyjnego fazy płynnej (LSC-
Beckman Instruments, Inc, CA). Kontrolę stanowiły komórki mięśniowe hodo-
wane bez dodatku kalcytriolu. Uzyskano wartości cpm (counts per minute) z 
korektą tła. 

 
 

3.6. Ocena statystyczna wyników 
 
Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą programu Excel (Microso-

ft Office, 2003). Wykresy słupkowe przedstawiają wartości średnie wraz z od-
chyleniami standardowymi. Do porównania wartości średnich wykorzystano test 
t-Studenta i przyjęto poziom istotności granicznej P ≤ 0,05. 
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4. WYNIKI  
 

4.1. Ocena morfologiczna komórek mięśniowych w hodowli  
 
Komórki mięśniowe izolowane enzymatycznie z aort noworodków szczu-

rzych były oceniane od momentu przylgnięcia i ustabilizowania się na po-
wierzchni naczynia hodowlanego do 21 dnia trwania hodowli.  

Przez bardzo krótki czas, tuż po zainicjowaniu hodowli i w trakcie „zako-
twiczania” się do dna naczynia hodowlanego, czyli przez około 2 doby komórki 
mięśniowe wyraźnie przejawiały określone cechy morfologiczne związane z 
kurczliwością. Stadium to odpowiadało fenotypowi contractile. Po tym czasie 
następował proces intensywnych przemian nazywany modulacją fenotypową 
albo odróżnicowaniem. Komórki sukcesywnie traciły cechy charakteryzujące 
fenotyp contractile i zaczęły przejawiać cechy charakterystyczne dla fenotypu 
synthetic. Modulacja przebiegała w różnym tempie, z różnym nasileniem i nie 
dotyczyła całej populacji komórek w hodowli, lecz jej części. Można szacować, 
że po około 5 dniach więcej niż 70% SMC w hodowli pierwotnej uległo odróż-
nicowaniu i został osiągnięty stan konfluencji. W tym też czasie, czyli po około 
5 dniach zaczęto obserwować proces przeciwny – spontaniczną transformację 
SMC w kierunku fenotypu contractile. 

Zmiany fenotypu SMC pociągały za sobą zmiany behawioralne dotyczące 
adhezji, migracji i proliferacji. Typowy dla SMC brak zahamowania kontakto-
wego podczas kolejnych podziałów mitotycznych umożliwiał tworzenie hodowli 
wielowarstwowych (mutilayer). Badania mikroskopowe pozwoliły na wyodręb-
nienie trzech typów morfologicznych komórek mięśniowych gładkich, które 
odpowiadają ich określonym stanom fizjologicznym. 

 
 

4.1.1. Subpopulacje komórek mięśniowych  
 

4.1.1.1. Fenotyp „synthetic” 
 
Na ryc.10. przedstawiono typowe morfologiczne cechy komórek mięśnio-

wych o fenotypie synthetic. Uwagę zwracają wyraźne własności „rozlewania” 
się po podłożu (spreading) oraz duże rozmiary komórek. Słabo wyrażona fluore-
scencja α-aktyny (ryc. 10A) oraz charakterystyczny, promienisty układ mikrotu-
bul (ryc. 10B) u obserwowanych komórek, świadczą o ich niewielkich możliwo-
ściach kurczenia. 

 



 Wyniki 47 

 
Ryc. 10. Komórki mięśniowe po spontanicznej modulacji w kierunku fenotypu synthetic 
w obrazie FM (A,B) i SEM (C,D). Filamenty aktynowe współtworzą liczne miejsca 
kontaktu z powierzchnią naczynia (A↓). Układ mikrotubul w obrazie mikroskopu fluore-
scencyjnego (B). Wyraźnie „rozlana” na podłożu komórka mięśniowa posiadająca na 
powierzchni liczne mikrokosmki (C). Lamellipodia zaznaczono na rycinie gwiazdką 
(D∗), strzałka wskazują lokalizację filopodiów (D↓). 

Fig. 10. Smooth muscle cells after spontaneous modulation toward “synthetic” pheno-
type. FM (A,B) and SEM (C,D) examination. The actin filaments terminate at focal ad-
hesions, where the cell adheres to the surface (A↓). α-tubulin FITC distribution under 
fluorescence microscope (B). Spread SMC with numerous microvilli (C). Lamellipodia 
indicated by asterisk (D∗), filopodia by arrow (D↓). 

 
W obrazie mikroskopu skaningowego, na powierzchni błony komórkowej, 

szczególnie w rejonie jądra komórkowego, widoczne były liczne mikrokosmki 
(microvili) (ryc. 10C). Obserwowano także wyraźnie uformowane wypustki 
cytoplazmy, które odgrywają ważną rolę w procesie migracji poprzez tworzenie 
miejsc kontaktu między komórkami oraz między komórką i ECM (ryc. 10D). 
Były to blaszkowate wypustki cytoplazmy lamellipodia oraz cienkie, nitkowate 
wyrostki z aktynowym rdzeniem filopodia. Na elektronogramach umieszczonych 
w dalszej części pracy, gdy jest rozważane zagadnienie migracji SMC (ryc. 41) 
można będzie dostrzec, iż budowa lamellipodium i filopodium jest związana ze 
zmianami w organizacji aktynowego cytoszkieletu. 
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Ryc. 11. Ultrastruktura zorientowanych równolegle SMC o fenotypie synthetic. Na tere-
nie cytoplazmy komórek mięśniowych obecna jest dobrze rozbudowana siateczka endo-
plazma szorstka (RER), wyraźnie zaznaczone struktury aparatu Golgiego (GA) oraz 
liczne mitochondria (M). Nieliczne miofilamenty (MF) występują w częściach peryfe-
rycznych komórek. W przestrzeniach między komórkami zlokalizowane są elementy 
istoty międzykomórkowej zawierające amorficzną elastynę (E). SMC o fenotypie syn-
thetic są pozbawione błony podstawnej. 

Fig.11. Ultrastructure of “synthetic” SMCs oriented in parallel arrays. Cytoplasm is 
largely filled by abundant rough endoplasmic reticulum (RER), prominent Golgi appa-
ratus (GA) and numerous mitochondria (M). These cells have only little appearance of 
peripherally organized myofilaments (MF). Extracellular matrix including amorphous 
elastin (E) is located in extracellular spaces. SMC exhibiting “synthetic” phenotype are 
entirely devoid of basement membrane. 

 
Spostrzeżenia na temat modulacji fenotypowej dokonane przy pomocy róż-

nych technik mikroskopii świetlnej korespondują z obserwacjami dokonanymi 
na poziomie subkomórkowym przy użyciu transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego. Na terenie cytoplazmy komórek mięśniowych o fenotypie synthetic 
stwierdzono obecność struktur nierozerwalnie związanych z intensywnym meta-
bolizmem komórkowym (ryc. 11). Bogato rozbudowany system siateczki endo-
plazmatycznej szorstkiej, duża liczba profili mitochondrialnych, liczne struktury 
Golgiego oraz wolne rybosomy były organellami dominującymi na przekrojach 
komórek ocenianych pod względem ultrastruktury. Miofilamenty będące charak-
terystycznym elementem aparatu kurczliwego komórek mięśniowych występo-
wały nielicznie, zwykle lokując się pod plazmalemmą. Jądra komórkowe o wy-
dłużonym kształcie zawierały euchromatynę typową dla komórek aktywnych 
metabolicznie oraz jąderka. 

 
 

4.1.1.2. Fenotyp „contractile” 
 

Przedstawione na rycinie 12, SMC o charakterystycznym kształcie wrzecio-
na (spindle shaped) posiadały morfologiczne cechy odpowiadające komórkom 
mięśniowym budującym błonę środkową ściany naczyń (differentiated, mature). 
Różniły się od wcześniej opisanych SMC typu synthetic nie tylko kształtem i 
wielkością (były mniejsze), ale także właściwościami przylegania do podłoża. 
Na powierzchni występowały mniej liczne i słabiej wykształcone mikrokosmki. 
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Ryc. 12. Wrzecionowate komórki mięśniowe przejawiające fenotyp contractile w obra-
zie mikroskopu kontrastowo-fazowego (A), fluorescencyjnego (B) i elektronowego 
mikroskopu skaningowego (C,D).  

Fig. 12. Spindle-shaped SMC revealed “contractile” phenotype under phase-contrast 
light microscope (A) fluorescence microscope (B) and scanning electron microscope 
(C,D) examination.  
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Ryc. 13. Ultrastruktura komórek mięśniowych w 9-dniowej hodowli kontrolnej repre-
zentujących fenotyp contractile. Uwagę zwracają gęsto upakowane miofilamenty (MF) 
przebiegające wzdłuż długiej osi komórki. Widoczne są również ciałka gęste (DB) i 
kaweole (Cv) typowe dla ultrastruktury zróżnicowanych SMC. 

Fig. 13. Ultrastructure of SMCs representing differentiated, “contractile” phenotype 
observed in control culture (9 days). Note tightly packed arrays of myofilaments (MF) 
running along the long axis of the cell. Typical ultrastructural features of contractile 
SMC - dens bodies (DB) and caveolae (Cv) are visible. 

 
 
Badanie mikroskopowo-elektronowe pozwoliło wyodrębnić i scharaktery-

zować komórki mięśniowe o fenotypie contractile na podstawie cech ultrastruk-
turalnych. Obserwowano gęsto upakowane miofilamenty o równoległym prze-
biegu wzdłuż długiej osi komórki oraz ciałka gęste (dens bodies). Cytoplazma 
komórek o cechach contractile zawierała nieliczne organelle komórkowe zwią-
zane z syntezą. 

Analizując obrazy hodowli SMC wykonane techniką TEM często można 
było dostrzec regiony w sąsiedztwie błony komórkowej szczególnie mocno 
przylegające do ECM. Takie struktury morfologiczne, zwane focal adhesions, 
tworzone głównie przez pęczki filamentów aktynowych służą komórkom z do-
brze rozwiniętym aparatem kurczliwym do „kotwiczenia” w podłożu (ryc.14). 
Wrzecionowatego kształtu SMC o fenotypie contractile posiadają niewielką 
zdolność do migracji, dlatego też nie obserwowano u nich lamellipodiów, nato-
miast dzięki wyznakowaniu elementów cytoszkieletu można było obserwować 
bogato rozwinięte włókna naprężeniowe stabilizujące fenotyp (ryc. 20). 
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Ryc. 14. Ultrastrukturalne cechy zróżnicowanej komórki mięśniowej reprezentującej 
fenotyp contractile w obrazie transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Widoczny 
układ miofilamentów charakterystyczny dla przekroju poprzecznego SMC. Strzałki 
wskazują miejsca występowania gęsto upakowanych filamentów aktynowych, które są 
strukturalnym wyznacznikiem kontaktu z ECM (↓). W przestrzeniach między sąsiadują-
cymi komórkami obecne są elementy istoty międzykomórkowej (ECM). Jądro 
komórkowe (N), jąderko (Nu). 

Fig. 14. Electron micrograph illustrating the ultrastructural features of differentiated, 
“contractile” SMCs in culture. Typical arrangement of myofilaments in transverse sec-
tion of SMCs is clear. Note densely packed actin filaments in focal adhesions to ECM 
indicated by arrows (↓). Extracellular matrix (ECM) elements are visible between 
neighboring cells. Nucleus (N), nucleolus (Nu). 

 

 
4.1.1.3. Fenotyp „intermediate” 

 
W hodowli komórkowej SMC często prezentują fenotyp o cechach pośred-

nich określany mianem intermediate, który zawiera zarówno elementy budowy 
fenotypu contractile jak i synthetic. Badanie morfologii tych komórek za pomo-
cą techniki kontrastowo-fazowej, fluorescencyjnej i skaningowej pozwoliło za-
uważyć ich cechy, odmienne od wcześniej opisanych, a dotyczące przede 
wszystkim kształtu, właściwości przylegania oraz kontaktu z sąsiednimi komór-
kami. 
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Fig. 15. Komórki mięśniowe przejawiające fenotyp intermediate w obrazie mikroskopu 
fluorescencyjnego (A,B) i elektronowego mikroskopu skaningowego (C,D). Włókna 
naprężeniowe komórek mięśniowych są widoczne dzięki wyraźnej reakcji z α-SM akty-
ną. 

Fig. 15. ”Intermediate” phenotype of smooth muscle cells under fluorescence micro-
scope (A,B) and scanning electron microscope (C,D) examination. Cells maintained 
well-defined smooth muscle α actin-positive stress fibers (A). 
 
 

Badania ultrastruktury SMC o fenotypie intermediate wykazały obecność na 
terenie cytoplazmy zarówno elementów aparatu kurczliwego jak i struktur zaan-
gażowanych w procesy metaboliczne. Komórka mięśniowa przedstawiona w 
centrum elektronogramu (ryc. 16) posiada dobrze widoczne miofilamenty, jed-
nakże w obszarze wokółjądrowym obserwujemy błony siateczki szorstkiej, pro-
file mitochondrialne i stosunkowo dobrze rozbudowane struktury Golgiego. 
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Ryc. 16. Ultrastruktura komórek mięśniowych w hodowli reprezentujących fenotyp 
intermediate. Cytoplazma komórek zawiera stosunkowo dobrze rozbudowane błony 
siateczki endoplazmatycznej szorstkiej (RER), struktury aparatu Golgiego i mitochon-
dria, lecz jednocześnie znaczną jej części wypełniają skupiska miofilamentów (MF). 

Fig. 16. Ultrastructure of “intermediate” phenotype of smooth muscle cells in culture. 
The cytoplasm of the cells is filled with rough endoplasmic reticulum (RER) well devel-
oped Golgi complex (GA), and mitochondria, but a certain portion of the cells retained 
myofilament bundles (MF). 
 
 

W podsumowaniu obserwacji dotyczących różnorodności fenotypowej ko-
mórek mięśniowych należy podkreślić, że wymienione trzy typy morfologiczne 
występują i są obserwowane jednocześnie w pierwotnej hodowli SMC. Jednakże 
udział liczbowy poszczególnych fenotypów w hodowli zmienia się w zależności 
od intensywności procesów różnicowania (differentiation) i odróżnicowywania 
(redifferentiation). 

 
 

4.2. Zmiany morfologii SMC pod wpływem 1α,25(OH)2D3  
 
4.2.1. Modyfikacja charakteru wzrostu  
 

Suprafizjologiczne stężenia 1α,25(OH)2D3, zakresie od 1-100 nmol/l w 
istotny sposób zmieniały charakter wzrostu komórek mięśniowych. 
Każdorazowo podczas zmiany pożywki dokonywano przyżyciowej oceny komó-
rek mięśniowych w hodowli kontrolnej i traktowanej kalcytriolem w 
mikroskopie świetlnym odwróconym. 
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Ryc. 17. Morfologiczne cechy i charakter wzrostu SMC w hodowli rosnącej bez dodatku 
kalcytriolu. Komórki odmienne fenotypowo przejawiają różną ekspresję α-aktyny. Włó-
kienka aktynowe w komórkach mięśniowych o fenotypie synthetic są słabo widoczne, a 
ich układ jest chaotyczny (17A). Wybarwienie jąder komórkowych DAPI pozwala 
wskazać komórki (↓) w trakcie różnych faz podziału mitotycznego (17B). 

Fig. 17. Morphological features and growth pattern of aortal SMCs in control primary 
culture. Smooth muscle α-actin expression in different two phenotypes of SMCs charac-
terized by immunocytochemistry. Weakly stained and randomly organized actin fila-
ments are present in SMCs revealed “synthetic“ state (17A). DAPI intercalating with 
DNA make able to see cells (↓) during different phases of mitotic mitotic divisions (70B). 
 
 

Już na tym etapie badań można było zaobserwować istotne różnice dotyczą-
ce morfologii komórek, adhezji, migracji oraz intensywności podziałów komór-
kowych. 

Na rycinie 17A przedstawiono morfologiczne cechy komórek mięśniowych 
i charakter ich wzrostu w hodowli rosnącej w standardowych warunkach opisa-
nych w rozdziale „materiał i metody”. Filamenty aktynowe aparatu kurczliwego 
tych komórek wyznakowano za pomocą przeciwciał dla α-aktyny sprzężonych z 
FITC. α-aktyna będąca markerowym białkiem dla mięśniówki gładkiej naczyń 
jest jednocześnie wyznacznikiem stopnia zróżnicowania tych komórek. Silna 
ekspresja α-aktyny występuje w SMC o kształcie wydłużonym, które zbudowały 
kilka pokładów oraz w komórkach dzielących się. Komórki posiadające bogato 
rozbudowany aparat kurczliwy prezentują fenotyp typu contractile. W części 
obwodowej preparatu obecne są komórki o nieokreślonym kształcie, słabo wy-
rażonej ekspresji α-aktyny, wyraźnie rozlewające się po podłożu (spreading). Te 
komórki mięśniowe o słabo wyrażonych cechach kurczliwości prezentują feno-
typ typu synthetic. 

Wyznakowanie jąder komórkowych (na tym samym preparacie) barwnikiem 
DAPI pozwoliło zidentyfikować komórki znajdujące się w różnych fazach podziału 
mitotycznego i odróżnić od komórek znajdujących się w interfazie cyklu komórko-
wego (ryc. 17B). Obrazy dają też dodatkowe informacje o rozmiarach SMC, które 
są wyraźnie zależne od fenotypu, który te komórki prezentują. 
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Ryc. 18. Komórki mięśniowe w hodowli kontrolnej (9 dni) formujące charakterystyczny 
układ zwany „hills and valleys”. Preparat półcienki (1,5 µm), krojony w płaszczyźnie 
prostopadłej, zabarwiony błękitem toluidyny uwidacznia bliski kontakt pomiędzy SMC. 
Strzałki wskazują miejsce przylegania do naczynia hodowlanego (↓). Włókna sprężyste 
znajdujące się w przestrzeniach międzykomórkowych są widoczne w postaci ciemnych 
amorficznych struktur (A). Hodowla w obrazie mikroskopu kontrastowo-fazowego (B). 
Wizualizacja cytoszkieletu po reakcji z anty-α-tubuliną FITC (C)). Jądra SMC uwidocznione 
metodą DAPI (D). 

Fig. 18. “Hills and valleys” appearance in control culture of smooth muscle cells 
(9 days). Light microscopy image of toluidine blue stained semi-thin (1.5 µm) trans-
verse sections. Arrows show the regions of adhesion to Petri dish (↓). Characteristic 
close contact occurring between the cells is visible. Elastic fibers in extracellular spaces 
are visualized as black aggregates (A). SMC culture viewed under phase-contrast light 
microscope. (B). Cytoskeleton of SMCs visualized by reaction with anti-α-tubulin FITC 
(C). SMC nuclei stained with DAPI (D).  
 
 

W celu wieloaspektowej oceny morfologicznej komórek w hodowli wyko-
nano różnego typu preparaty trwałe posługując się odmiennymi technikami mi-
kroskopowymi. Cennych informacji dostarczyła analiza preparatów półcienkich 
(1,5 µm) przygotowanych z materiału zatopionego w żywicy epoksydowej 
(ryc. 18A i ryc. 19A). Na odpowiednio wykonanych i dobarwionych błękitem 
toluidyny skrawkach uzyskiwano obraz hodowli ciętej prostopadle do po-
wierzchni naczynia hodowlanego. 
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Fig. 19. Komórki mięśniowe rosnące w środowisku 1α,25(OH)2D3 (9 dni). Zwraca uwa-
gę, odmienny niż wariancie kontrolnym, typ wzrostu komórek i zaburzenia w układzie 
włókien sprężystych. SMC traktowane kalcytriolem formują wiele warstw o równomier-
nym układzie (preparat półcienki, 1,5 µm, barwienie błękitem toluidyny). Strzałki wska-
zują miejsce przylegania do dna naczynia hodowlanego (A). Przestrzenna organizacja 
wielopokładowej hodowli SMC widoczna w obrazie SEM i FM nie podlega zmianom 
przez długi czas trwania hodowli (B,C). Jądra komórkowe po barwieniu DAPI dobrze 
uwidaczniają wielopokładowy równomierny wzrost SMC (C). Intensywnie rozbudowa-
ny układ mikrokosmków na powierzchni SMC (D). 

Fig. 19. Smooth muscle cells in 1α,25(OH)2D3-treated culture (9 days). Note changed 
cell growth and altered deposition of elastic fibres. Calcitriol-treated SMCs exhibit 
uniform, highly abundant multilayer in culture (semi-thin section, 1.5 µm, toluidine blue 
staining). Arrows show the regions of adhesion to Petri dish (A). The three-dimensional 
arrangement of smooth muscle cells within the culture become unchanged under pro-
longed cultivation, SEM (B) FM (C). SMC nuclei stained with DAPI indicate uniform 
multilayered growth pattern (C). Abundant microvili on the surface of SMCs (D). 

 
 
Na rycinie 18A i 19A można zaobserwować miejsca szczególnie intensyw-

nie wybarwione, które odpowiadają włóknom sprężystym, zlokalizowanym w 
przestrzeniach międzykomórkowych. W skrawkach ultracienkich elastynowa 
komponenta włókien sprężystych widoczna jest w postaci elektronowo nieprze-
ziernych złogów (ryc. 45, 47, 48). Efekt taki, widoczny na elektronogramach 
niniejszej pracy, uzyskano dzięki zmodyfikowaniu procedury przygotowującej 
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materiał do badań polegającej na wykorzystaniu kwasu taninowego i pikryno-
wego. 

Bardzo wcześnie, między 4 a 6 dniem w hodowli kontrolnej widoczne były 
liczne miejsca, gdzie SMC po kolejnych podziałach mitotycznych nawarstwiały 
się tworząc grudkowate struktury (nodule) otoczone strefą komórek luźno rozlo-
kowanych. W ciągu kilku następnych dni prowadzenia hodowli nierównomierny 
układ komórek stawał się coraz bardziej wyraźny. Na rycinie 18 (A-D) oraz 
rycinie 31 (A,B) przedstawiono charakterystyczny typ wzrostu SMC w hodowli, 
potocznie nazywany hills and valleys. Obrazy uzyskano dzięki wykorzystaniu 
różnych sposobów preparatyki materiału i kilku technik mikroskopowych.  

W hodowli SMC traktowanej kalcytriolem (w zakresie stężeń 1–100 nmol/l) 
obserwowano odmienny charakter wzrostu i nietypowy układ komórek. Komór-
ki mięśniowe po upływie około 5 dni od zainicjowania hodowli osiągnęły stan 
konfluencji. Przez następne 5–6 dni, na skutek intensywnej proliferacji i wzmo-
żonej migracji formowały liczne warstwy o równomiernym układzie na całej 
powierzchni naczynia hodowlanego (ryc. 19). Komórki mięśniowe rosnące w 
obecności witaminy D nie tworzyły grudkowatych struktur. 

 
 

4.2.2. Wpływ na modulację fenotypową  
 
Jest znanym faktem, że w pierwotnej hodowli komórkowej SMC podlegają 

modulacji fenotypowej określanej często w literaturze jako phenotype switching.  
Po około 2 dobach od założenia hodowli i adhezji do dna naczynia hodow-

lanego komórki mięśniowe zaczynały spontanicznie transformować zmieniając 
swój fenotyp z contractile na synthetic. Przez kolejne 3 doby większość SMC w 
hodowli uzyskała cechy komórek o wysokim stopniu odróżnicowania. W tym 
wypadku określenie synthetic będzie synonimem immature. Jednakże po upły-
wie około 5 dni rozpoczął się proces odwrotny polegający na różnicowaniu i 
powrocie do stanu contractile.  

Badania ultrastrukturalne potwierdziły wcześniejsze spostrzeżenia, iż SMC 
rosnące w hodowli bez dodatku kalcytriolu i formujące wielopokładowe nodule, 
wcześniej podlegały różnicowaniu i przejawiały cechy fenotypu contractile 
(ryc. 13 i 14). Na ultracienkich przekrojach komórkowych widoczny był dobrze 
wykształcony, wypełniający cytoplazmę aparat kurczliwy. 

Szczegółowa charakterystyka komórek o cechach fenotypu contractile, syn-
thetic i intermediate oraz dokumentacja zdjęciowa została przedstawiona w po-
przednim rozdziale (4.1).  

W toku badań zaobserwowano także inne ważne cechy strukturalne, które 
dodatkowo charakteryzowały SMC podczas spontanicznie zachodzącego proce-
su różnicowania. 
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Ryc. 20. Analiza obrazów w mikroskopie fluorescencyjnym z uwidocznionymi struktu-
rami zbudowanymi z SM α-aktyny ujawniła, że komórki mięśniowe w 7-dniowej ho-
dowli kontrolnej posiadają wysoce zorganizowaną sieć aktynowych włókien napręże-
niowych. Taka organizacja elementów aparatu kurczliwego jest czynnikiem stabilizują-
cym kurczliwy fenotyp SMC. Dlatego też włókna naprężeniowe spotykane były głównie 
w komórkach nieprzemieszczających się.  

Fig. 20. Immunofluorescence analysis for SM α-actin reveals that smooth muscle cells  
culturing for 7 days under control conditions have a highly organized network of actin 
stress fibres. This indicates that mature contractile phenotype of SMCs is stabilized by 
contractile apparatus organization. Therefore stress fibers are more prominenced in 
non-migratory cells. 
 
 

Cechą zróżnicowanych SMC były włókna naprężeniowe, odgrywające waż-
ną rolę w tworzeniu stabilnych miejsc kotwiczenia do podłoża i generowaniu 
skurczu. Mikrofotografie przedstawione na rycinie 20 pokazują, że elementy te 
są stworzone przez zorganizowaną sieć włókienek aktynowych.  

Ponadto SMC o fenotypie contractile, które od 2 tygodnia zaczynały domi-
nować w hodowli kontrolnej, zdolne były do odtwarzania błony podstawnej 
(ryc. 21), stanowiącej istotny element stabilizujący dla tego fenotypu. 

 



60 Cecylia Tukaj 

 
Ryc. 21. Elektronogramy przedstawiają komórki mięśniowe o fenotypie „contractile” 
w 9-dniowej hodowli kontrolnej. Na terenie cytoplazmy dominują miofilamenty. Błona 
podstawna częściowo zostaje odbudowana w związku z procesem różnicowania komó-
rek. Błona podstawna (↓), elastyna (E). 

Fig. 21. Electron micrographs of contractile SMCs found in 9-day old control culture. 
The cytoplasm is in large part densely filled with myofilaments. Basement membrane 
was partially rebuilt after differentiation of cells. Basement membrane (↓), elastin (E).  
 
 

Kolejną istotną strukturą dla oceny modulacji fenotypowej SMC były kawe-
ole funkcjonalnie związane z transportem cholesterolu przez błonę cytoplazma-
tyczną. Te charakterystyczne małe, butelkowatego kształtu inwaginacje błony 
komórkowej występowały w dużych ilościach i znacznie częściej na powierzch-
ni zróżnicowanych SMC (ryc. 22). 

W odróżnieniu od komórek wzrastających w warunkach kontrolnych, więk-
szość SMC rosnących w środowisku 1α,25(OH)2D3 przejawiała w tym samym 
czasie, ultrastrukturalne cechy charakterystyczne dla komórek niezróżnicowa-
nych (ryc. 11). 
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Ryc. 22. Analiza mikroskopowo elektronowa komórek mięśniowych z 9-dniowej ho-
dowli kontrolnej. SMC o wysokim stopniu zróżnicowania posiadają liczne wpuklenia 
błony komórkowej (caveolae, Cv ↓). Miofilamenty (MF). Elementy istoty między-
komórkowej (ECM). 

Fig. 22. Electron microscopic analysis of smooth muscle cells in 9-day old control cul-
ture. Variable numbers of flask-shaped plasmalemmal invaginations (caveolae, Cv ↓) 
were identified in differentiated state of smooth muscle cells. Miofilaments (MF). Extra-
cellular matrix components (ECM). 
 
 

Liczne struktury obecne w cytoplazmie niezróżnicowanych SMC o fenotypie 
synthetic, związane z syntezą, świadczyły o dużej aktywności metabolicznej bada-
nych komórek. Nie obserwowano natomiast ani włókien naprężeniowych, ani błony 
podstawnej, ani kaweoli, które były charakterystyczne dla zróżnicowanych SMC w 
hodowli kontrolnej.  

Na podstawie obserwacji mikroskopowych (LM, FM, TEM, SEM) można 
stwierdzić, że kalcytriol hamuje proces różnicowania SMC in vitro. Stymulacja 
kalcytriolem pozwalała bowiem na utrzymanie komórek mięśniowych w sta-
dium synthetic przez wiele dni. Proces różnicowania następował co prawda do-
syć intensywnie jednakże kilka dni później w porównaniu z hodowlą rosnącą 
bez dodatku kalcytriolu. 
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4.3. Wpływ 1α,25(OH)2D3 na procesy wzrostowe komórek 
mięśniowych 

 
4.3.1. Ocena mikroskopowa intensywności podziałów komórkowych 
 

Komórki mięśniowe izolowane z aort noworodków szczurzych w hodowli 
pierwotnej przejawiały duży potencjał proliferacyjny. Optymalne warunki dla 
podziałów komórkowych zapewniał 10% dodatek FBS. W niniejszej pracy gę-
stość początkowa komórek wynosiła 5 x 104/szalka, co uznano za wartość ko-
rzystną dla badania różnych aspektów zmian zachodzących w hodowli pod 
wpływem kalcytriolu.  

Obserwacje mikroskopowe pozwoliły stwierdzić istnienie zasadniczych róż-
nic w intensywności podziałów komórkowych w porównywanych hodowlach. 
Podczas oceny hodowli w mikroskopie odwróconym zanotowano, że SMC pod-
dane działaniu kalcytriolu szybciej rozprzestrzeniały się na powierzchni naczy-
nia hodowlanego dzięki intensywniejszej migracji i proliferacji. Kalcytriol po-
wodował, że komórki mięśniowe wcześniej osiągały stan konfluencji a następnie 
efektywniej formowały kolejne pokłady w porównaniu z hodowlą kontrolną. 
Różnice między porównywanymi hodowlami dotyczące typu wzrostu hodowli 
oraz wyraźny efekt stymulujący kalcytriolu dobrze ilustrują ryciny 18 i 19. 

W hodowlach komórkowych podziały mitotyczne i apoptoza są obserwowa-
ne w tym samym czasie i niewątpliwie jest to zjawisko typowe dla rozwijają-
cych się populacji. Różnice morfologiczne między komórkami dzielącymi się i 
komórkami ulegającymi apoptozie są właściwie niedostrzegalne przyżyciowo 
podczas obserwacji w mikroskopie odwróconym i słabo widoczne podczas ob-
serwacji z zastosowaniem techniki kontrastowo-fazowej (ryc. 23C). Wyznako-
wanie elementów cytoszkieletu przeciwciałami skierowanymi przeciwko α-SM 
aktynie i α-tubulinie pozwala jednoznacznie odróżnić wspomniane dwa typy 
aktywności SMC. Te spostrzeżenia są przedstawione na rycinach 23B, D i E 
oraz 32A-D i uzupełnione stosownymi opisami. Bardziej precyzyjnej charakte-
rystyki morfologicznej, wskazującej na istotne różnice pomiędzy komórkami 
dzielącymi się i ginącymi na drodze apoptozy, dokonano na podstawie analizy 
obrazów w mikroskopie skaningowym (ryc. 24 i 33).  

Badania mikroskopowe i dokonana na ich podstawie analiza porównawcza 
materiału pochodzącego z kilkudziesięciu hodowli SMC (w wariancie kontrol-
nym i po ekspozycji na kalcytriol) unaoczniła fakt, że pod wpływem kalcytriolu 
SMC prezentowały wyższy potencjał proliferacyjny przy jednoczesnym spadku 
tendencji do śmierci na drodze apoptozy. Te spostrzeżenia znalazły swoje po-
twierdzenie w badaniach ilościowych, prezentowanych w kolejnych rozdziałach 
tej pracy. 
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Ryc 23. Proliferacja komórek mięśniowych w hodowli (A-E). Różne fazy mitozy w 
obrazie mikroskopu fluorescencyjnego. Stopień kondensacji chromatyny uwidoczniony 
dzięki reakcji z DAPI (A). Widoczne różnice w ekspresji α-tubuliny w komórce mię-
śniowej podczas mitozy (↓) i wczesnej apoptozy (∇) (B). Apoptoza i mitoza są nie-
odróżnialne morfologicznie w obrazie mikroskopu kontrastowo-fazowego (C). Układ 
gęsto upakowanych i przypadkowo zorientowanych filamentów aktynowych (D) i cha-
rakterystyczny układ mikrotubul (E) pod koniec cytokinezy.  

Fig. 23. Proliferation of smooth muscle cells in culture. Mitotic figures under fluores-
cence microscope examination. DAPI-staining visualizes chromatin condensation of 
dividing nuclei (A). Differences in α-tubulin expression during mitosis (↓) and during 
early stage of apoptosis are visible (∇) (B). Apoptosis and mitosis are morphologically 
indistinguishable under phase-contrast light microscope (C). Distribution of densely 
packed randomly oriented actin filaments (D) and characterictic distribution of micro-
tubules (E) in almost completed cytokinesis. 
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Ryc. 24. Obrazy z mikroskopu elektronowego skaningowego przedstawiające SMC w 
trakcie podziałów mitotycznych. Dzielące się komórki mięśniowe mają zmieniony 
kształt i obkurczoną cytoplazmę, co je wyraźnie odróżnia od sąsiednich komórek, które 
się nie dzielą (A, B, C i D). Błonę cytoplazmatyczną dzielących się komórek pokrywają 
gęsto upakowane mikrokosmki, a kotwiczenie do podłoża wspomagają cienkie wypustki 
o charakterze filopodiów. Komórki podlegające mitozie stopniowo zatracają kontakt ze 
składnikami podłoża. 

Fig. 24. Scanning electron micrographs of SMCs during mitotic division observed in 
calcitriol-treated and control culture. The presented cells have altered shape, shrunk 
cytoplasm (A, B, C and D) and substantially differ from neighboring cells. Cytoplasmic 
membrane is covered by densely distributed microvilli. Attaching to the surface is sup-
ported by thin filopodia. Note that dividing SMCs are poorly adhered to the surface. 
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Ryc. 25. Ultrastruktura dzielącej się mitotycznie komórki mięśniowej w hodowli podda-
nej przez 5 dni działaniu kalcytriolu. Widoczne dwa nowo utworzone jądra komórkowe 
tuż przed cytokinezą. W trakcie mitozy w komórce mięśniowej odtwarzana jest gęsta 
sieć włókien kurczliwych.  

Fig. 25. Higher magnification electron micrographs illustrating the ultrastructure of 
individual smooth muscle cell during mitotic division on day 5 of calcitriol-treated cul-
ture. Two newly formed nuclei photographed before cytokinesis of SMCs. During mitotic 
division densely packed miofilament network reappeared. 
 
 
4.3.2. Proliferacja 

 
Ilościowa analiza badanego materiału potwierdziła opisane w poprzednim 

podrozdziale spostrzeżenia na temat stymulującego wpływu kalcytriolu na inten-
sywność podziałów mitotycznych.  

 
 

4.3.2.1. Liczebność komórek 
 
Szacując liczbę SMC rosnących w obecności kalcytriolu oraz komórek ro-

snących bez dodatku kalcytriolu, uzyskano istotne różnice pomiędzy porówny-
wanymi grupami oraz wysoką powtarzalność wyników pochodzących z nieza-
leżnych doświadczeń. 
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Ryc. 26. Wpływ kalcytriolu na liczebność SMC w hodowli. Analiza wskazuje na zna-
czący wzrost liczby komórek mięśniowych w hodowli poddanej działaniu kalcytriolu 
przez 7 dni. Dane uzyskano licząc w hemocytometrze komórki z 3 niezależnych do-
świadczeń wykonanych w trzech powtórzeniach. Na histogramach przedstawiono warto-
ści średnie ±SD, a statystycznie istotne różnice (P<0,001) stwierdzono za pomocą testu  
t-Studenta. 

Fig. 26. Effect of calcitriol on SMC number in culture. Analysis reveals significant in-
crease in the number of SMCs exposed to calcitriol for 7 days. Values were obtained by 
counting the cells in hemacytometer. All the experiments were performed in triplicate 
and repeated at least three times. Values are given as mean ± SD and statistically 
(P<0.001) significant differences were assessed using the unpaired Student's t-test.  
 
 
4.3.2.2.  Analiza inkorporowania [3H]-tymidyny 
 

Mierzono ilość [3H]-tymidyny wbudowanej do DNA jądrowgo komórek 
mięśniowych w hodowli poddanej działaniu aktywnego metabolitu witaminy D 
oraz hodowli kontrolnej. Radiograficzna aktywność znakowanej trytem tymidy-
ny, proporcjonalna do szybkości syntezy DNA przez badane komórki, była w 
wybranym modelu badawczym dobrym wskaźnikiem rozrostu komórkowego. 



 Wyniki 67 

 
Ryc. 27. Pomiary aktywności [3H]-tymidyny inkorporowanej do komórek wskazują, że 
SMC wystawione przez 7 dni na działanie kalcytriolu proliferują znacznie intensywniej 
w porównaniu z SMC rosnącymi w warunkach kontrolnych. Histogramy ilustrują istotną 
statystycznie różnicę (P<0,01) w ilości [3H]-tymidyny wbudowanej do DNA po 12 go-
dzinnej inkubacji komórek mięśniowych pochodzących z dwóch porównywanych grup. 
Przedstawiono średnie wartości ±SD uzyskane z trzech niezależnych doświadczeń. SI 
(indeks stymulacji). 

Fig. 27. Assay measuring [3H]-thymidyne incorporation demonstrates that SMCs ex-
posed to calcitriol for 7 days proliferate at a much higher rate than do SMC from con-
trol culture. Histograms demonstrate statistically significant difference (P<0.01) in 
[3H]-thymidyne uptake to DNA between experimental and control values after 12 hour 
incubation. Data obtained in three different experiments are given as mean ± SD. SI 
(stimulation index). 

 
 

4.3.2.3. Dynamika podziałów komórkowych 
 
Na podstawie analizy cytometrycznej stopnia wbudowywania CFSE do 

dzielących się komórek stwierdzono zwiększoną dynamikę podziałów pod 
wpływem suprafizjologicznych stężeń aktywnego metabolitu witaminy D.  
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Ryc. 26. Histogramy prezentują poziom fluorescencji w komórkach mięśniowych w 
10-dniowej hodowli po wyznakowaniu estrem dwuoctanu fluoresceiny (CFSE). Utrata 
fluorescencji o połowę następuje po kolejnych podziałach komórkowych. 1α,25(OH)2D3 
zastosowano w stężeniu 10 nmol/l. 

Fig. 26. SMCs labeled with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) 
tracked in vitro for 10 days. Fluorescence histograms demonstrate progressive halving 
of the fluorescence intensity of CFSE in cells after each division. The 10 nmol/l concen-
tration of 1α,25(OH)2D3 was tested. 

 
 
Ilość barwnika fluorescencyjnego w cytoplazmie badanych komórek po ko-

lejnych ich podziałach, a tym samym intensywność fluorescencji ulega zmniej-
szeniu dokładnie o połowę.  

Wyniki wskazują, że SMC rosnące przez 10 dni w obecności kalcytriolu 
uległy większej liczbie podziałów (4) niż SMC w hodowli kontrolnej (2-3). 
Oznacza to, że czas generacji w porównywanych grupach jest różny i ulega 
skróceniu po zastosowaniu kalcytriolu. 

 
 

4.3.2.4. Cykl komórkowy 

Mierzona zawartość DNA w jadrach komórek mięśniowych metodą cytofo-
tometryczną przy zastosowaniu barwienia jodkiem propidyny (PI) nie wykazała 
różnic pomiędzy porównywanymi grupami. Odsetek komórek znajdujących się 
w fazie S+G2/M był podobny i zawierał się w przedziale 45–50%. 
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Ryc. 28. Wybrane histogramy (jeden z 4 eksperymentów) oznaczeń cytometrycznych 
zawartości DNA komórek mięśniowych w hodowli. Komórki mięśniowe rosnące w 
środowisku kalcytriolu o stężeniu 10 nmol/l oraz bez dodatku kalcytriolu, po zebraniu i 
utrwaleniu wybarwiono jodkiem propidyny. Określono odsetek SMC w poszczególnych 
fazach cyklu komórkowego. Analiza cyklu komórkowego przeprowadzona w 9 dniu 
trwania hodowli nie wykazała różnic pomiędzy badanymi grupami.  

Fig. 28. Representative cell cycle analysis (one from 4 experiments) of smooth muscle 
cells in culture determined by DNA content distribution. SMCs were grown without or 
with 1α,25(OH)2D3, in concentration of 10 nmol/l, harvested, permeabilized and labeled 
with propidium iodide. The percentages of SMCs in phases of cell cycle are shown. 
Analysis performed at day 9 did not reveal any differences between cultures.  

 

 

4.3.3. Synteza białka 
 

Pomiary białka całkowitego wykonane w ekstraktach z hodowli komórek 
mięśniowych dotyczyły zarówno białka zawartego w strukturach wewnątrz-
komórkowych jak również białka będącego składnikiem istoty międzyko-
mórkowej. Dane wskazują, że kalcytriol stosowany w stężeniach suprafizjo-
logicznych (10 nmol/l) w istotny sposób zwiększa poziom białka całkowite-
go w hodowli SMC.  
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Ryc. 29. Wpływ kalcytriolu na zawartość białka całkowitego w 9-dniowej hodowli 
SMC. Dane pochodzą z 4 niezależnych doświadczeń wykonanych w trzech powtórze-
niach. Istotność statystyczna została stwierdzona za pomocą testu t-Studenta na po-
ziomie ufności P<0,001. Wzrost ilości białka całkowitego w hodowlach wystawionych 
na działanie kalcytriolu w stężeniu 10 nmol/l pozostaje w związku ze wykazanym 
zwiększeniem aktywności proliferacyjnej SMC. 

Fig. 29. Effects of calcitriol on total protein content on day 9 of SMC culture. All the 
experiments were performed in triplicate and repeated at least four times. Statistical 
significance was assessed by an impaired Student’s t-test. P-value of <0.001 was con-
sidered significant. Increased amount of total proteins after exposition to 10 nmol/l con-
centration of calcitriol coincides with increased proliferative activity of SMCs. 
 
 

Uzyskany wynik do pewnego stopnia potwierdza też spostrzeżenia poczy-
nione podczas analizy obrazów mikroskopowych (ryc. 19 oraz ryc. 46 i 47), 
które wskazują na większą kumulację składników ECM w poszerzonych prze-
strzeniach międzykomórkowych. 

 
 

4.3.4. Status energetyczny  
 
Intensywny metabolizm komórek mięśniowych w hodowli komórkowej jest 

zależny między innymi od ciągłej regeneracji ATP, będącego donorem energii. 
Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ATP w hodowlach komó-
rek mięśniowych traktowanych kalcytriolem. Stwierdzony wyższy poziom tego 
nukleotydu adenylowego dotyczy więc hodowli, w których SMC w większości 
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przejawiają fenotyp synthetic, dynamiczniej się dzielą, intensywniej migrują i 
rzadziej giną na drodze apoptozy. Widoczne na elektronogramach struktury 
nierozerwalnie związane z procesami syntezy (ryc. 11) niejako uzasadniają wyż-
szy poziom ATP po stymulacji kalcytriolem. 
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Ryc. 30. Wpływ kalcytriolu na zawartość ATP w komórkach mięśniowych w 9-dniowej 
hodowli. Obserwuje się wyraźny wzrost stężenia ATP w hodowlach wystawionych na 
działanie kalcytriolu o stężeniu 10 nmol/l. Dane pochodzą z 4 niezależnych doświadczeń 
wykonanych w trzech powtórzeniach. Istotność statystyczna została potwierdzona za 
pomocą testu t-Studenta na poziomie ufności P<0,047.  

Fig. 30. Effects of calcitriol on ATP content in SMC cultured for 9 days. Concentration 
of ATP after exposition of SMCs to 10 nmol/l of calcitriol is significantly increased. All 
the experiments were performed in triplicate and repeated at least four times. Statistical 
significance was assessed by an impaired Student’s t-test. P-value of <0.047 was consi-
dered. 
 
 

Dla określenia stanu energetycznego SMC w hodowli wyliczono wartość 
tzw. ładunku energetycznego (AEC – adenylate energy charge) opisującą sto-
sunkowe nasycenie układu adenylaów w bezwodnikowe wiązania fosforanowe.  

AEC = (ATP) + 0,5 (ADP) / (ATP) + (ADP)+ (AMP) 
W warunkach aktywności metabolicznej AEC zazwyczaj przekracza war-

tość 0,8 i plasuje się na poziomie 0,85. 
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Wartość ładunku energetycznego adenylanów w hodowli SMC poddanej 
działaniu kalcytriolu i hodowli kontrolnej wynosiła odpowiednio 0,8957 i 
0,8959.  

 
 

4.4. Wpływ 1α,25(OH)2D3 na żywotność komórek mięśniowych 
w hodowli 

 
4.4.1. Ocena morfologiczna 
 

Analizując obrazy wykonane przy wykorzystaniu różnych technik mikro-
skopii świetlnej i elektronowej dostrzegano morfologiczne cechy zmian w ko-
mórkach mięśniowych świadczące o uleganiu apoptozie. Odnotowano i opisano 
również zmiany charakterystyczne dla nekrozy.  

Przedstawiono cykl rycin zawierających szczegółowe opisy cech, które po-
siadały SMC na różnych etapach degradacji ich struktury, przy czym większość 
materiału pochodzi z hodowli kontrolnych. 

Chociaż cechy degradacji SMC widoczne były już w 4 dniu, to zdecydowa-
nie nasilały się w kolejnych dniach hodowli. Interesujące spostrzeżenia zostały 
poczynione za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego na temat reorganizacji w 
układzie mikrotubul stanowiących element cytoszkieletu komórek (ryc. 32). 
Obserwacje w mikroskopie skaningowym dały informacje co do zmiany kształtu 
komórek, szczegółów ukształtowania błony komórkowej oraz relacji z sąsiedni-
mi komórkami i podłożem w trakcie postępującej śmierci (ryc. 33). Badania 
ultrastrukturalne natomiast uwidoczniły cały wachlarz zaburzeń na poziomie 
subkomórkowym, począwszy od kumulacji lipidów i wakuolizacji a skończyw-
szy na daleko posuniętej degradacji z objawami zaawansowanej autofagii. 

Przy każdorazowej zmianie pożywki tracono niewielką, aczkolwiek zauwa-
żalną część populacji SMC, które ulegając wspomnianym procesom destrukcyj-
nym traciły kontakt z podłożem. Sytuacja ta dotyczyła w zdecydowanej więk-
szości komórek mięśniowych w hodowlach rosnących bez dodatku kalcytriolu. 
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Ryc. 31. Mikrofotografie przedstawiają SMC w 9-dniowej hodowli, rosnące bez dodatku 
kalcytriolu. Mikroskop fluorescencyjny (A) kontrastowo-fazowy (B). Komórki mię-
śniowe tworzą charakterystyczny wielopokładowy układ w postaci hills and valleys. 
Takie wzniesienia i grudkowate skupienia są spontanicznie formowane z komórek o 
małych rozmiarach i słabej przyczepności do podłoża (No). Rozrost hodowli w kierunku 
wytworzenia trójwymiarowego układu obserwowanego w grudkach skutkuje wystąpie-
niem w SMC znamion strukturalnej ich degradacji. Strzałką zaznaczono SMC w trakcie 
apoptozy (A↓). 

Fig. 31. SMCs on day 9 of control culture viewed by fluorescence (A) and phase-
contrast microscopy (B) are presented. Characteristic “hills and valleys“ growth pat-
tern is visible. Hills, mounds or nodules (No) are spontaneously formed by small-sized 
cells with low adhesivity. Transfer to three-dimensional arrangement in nodules was 
followed by marked cellular changes with signs of structural degradation. SMC under-
going apoptosis is indicated by arrow (A↓). 
 
 

Zaobserwowano, że suprafizjologiczne stężenia kalcytriolu miały wpływ na 
żywotność komórek mięśniowych w hodowli obniżając częstość występowania 
zmian doprowadzających do ich śmierci.  
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Ryc. 32. Komórki mięśniowe hodowane przez 9 dni bez dodatku kalcytriolu. Fotografie 
wykonane techniką fluorescencji (A, C) oraz kontrastowo-fazową (B, D) demonstrują 
wyraźne zmiany morfologiczne w SMC ulegających apoptozie. Zmiany te polegają na 
utracie kontaktu z podłożem oraz sąsiednimi komórkami. Obserwuje się ponadto wyraź-
ną kondensację cytoplazmy komórek mięśniowych, zdecydowaną zmianę ich kształtu i 
uformowania powierzchni. Drastycznym zaburzeniom ulega organizacja tubulinowych 
elementów cytoszkieletu (A, C).  

Fig. 32. Smooth muscle cells cultured without addition of calcitriol for 9 day. Prominent 
morphological changes in the cells ongoing apoptosis are observed under fluorescence 
(A,C) and contrast-phase microscope (B, D). Changes involve separation from the sur-
rounding cells in culture and from ECM attachment. Cytoplasmic condensation, altera-
tion of the surface and changes in shape are also noted. Tubulin cytoskeleton reflects a 
drastic self-destruction (A,C). 
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Ryc. 33. Komórki mięśniowe w 9-dniowej hodowli komórkowej ulegające apoptozie w 
obrazie mikroskopu elektronowego skaningowego. Widoczne są takie cechy jak utrata 
kontaktu z podłożem, obkurczona cytoplazma, zaokrąglony kształt i zmiany w ukształ-
towaniu błony cytoplazmatycznej. SMC ulegające apoptozie straciły kontakt z sąsiedni-
mi komórkami charakteryzującymi się wysoką adhezją i „rozpłaszczeniem” na podłożu 
(A, B, C i D). Widoczne są także nietypowe wypustki cytoplazmatyczne (C) i wyraźna 
utrata mikrokosmków na powierzchni ginących SMC.  

Fig. 33. Scanning electron micrographs show apoptotic SMC in control culture (9 days). 
The visualized cells have an abnormal rounded shape, disintegrated cell membrane and 
shrunk cytoplasm. They lost their contact with completely spreaded, strongly adhered 
neighboring cells (A, B, C, and D). Untypical protrusions from the cell surface (C) and 
the loss of microvilli are observed in SMC undergoing apoptosis.  
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Ryc. 34. Krople lipidowe (L) obecne na terenie cytoplazmy komórek mięśniowych po-
chodzących z 9-dniowej hodowli kontrolnej (A, B). Obserwowano także obłonione wy-
pustki cytoplazmatyczne różniące się rozmiarami, kształtem i zawartością zwane ciał-
kami apoptotycznymi (A). Takie struktury występowały samodzielnie na terenie ECM, 
w przestrzeniach międzykomórkowych lub w kontakcie z błoną komórkową SMC (↓). 

Fig. 34. Lipid-rich droplets (L) accumulated within the cytoplasm of smooth muscle cells 
growing for 9 days in control culture are observed (A,B). Membrane-bound vesicles 
named apoptotic bodies reflected a variable size, shape and composition were consis-
tently seen in culture. These apoptotic remnants were present in ECM, isolated or in 
membrane contact. 
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Ryc. 35. Ultrastruktura SMC w 10-dniowej hodowli rosnącej bez dodatku kalcytriolu. 
Widoczne są uwypuklenia błony komórkowej świadczące o postępującym procesie de-
gradacji strukturalnej typowej dla procesu apoptozy (A, ↓). Charakterystycznymi struk-
turami obecnymi w SMC podczas apoptozy są także pęcherzyki zawierające macierz 
komórkową (B, ↓). Struktury te oddziela od cytoplazmy dobrze wyróżnialna błona, a ich 
zawartość często ma naturę ziarnistą. Błoniaste organelle komórkowe obecne na terenie 
cytoplazmy pozostały morfologicznie niezmienione. 

Fig 35. Ultrastructure of SMCs grown 10 days in culture without calcitriol. Membrane 
outpouching with condensed cytoplasm, indicates structural degradation process char-
acterized apoptosis of SMCs (A, ↓). Matrix vesicle (B, ↓) the other typical structural 
feature of apoptosis is visible in SMC. This engulfed structure is clearly demarcated 
from cytoplasm by distinct membrane and contains granular material. Intracytoplasmic 
membranous organelles appear to be morphologically normal. 
 
 
 
 
 
 

 



78 Cecylia Tukaj 

 
Ryc. 36. W hodowli rosnącej bez dodatku kalcytriolu po upływie 12 dni komórki mię-
śniowe często przejawiały ultrastrukturalne cechy komórek piankowatych. Znamiona 
degradacji komórek mięśniowych, takie jak wakuolizacja i autofagocytoza występowały 
znacznie częściej w hodowli kontrolnej w porównaniu z hodowlą, w której SMC były 
wystawione na działanie kalcytriolu. Jądro komórkowe (N), wakuole (V). 

Fig. 36. After 12 days in control culture numerous SMCs had the electron microscopic 
appearance of foam cells. Signs of cellular degeneration like vacuolization and auto-
phagocytosis were even more prominenced than in calcitriol-treated culture. Nucleus 
(N), Vacuole (V). 
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Ryc. 37. Ultrastruktura komórki mięśniowej z 15-dniowej hodowli kontrolnej. Na za-
awansowany proces autofagocytozy w komórce wskazują liczne obłonione wakuole 
trawiące zawierające gęsty elektronowo materiał pochodzenia komórkowego. Wydaje 
się prawdopodobnym, że nasilony proces fagocytozy i postępująca degradacja komórki 
na skutek działania enzymów lizosomalnych jest zaawansowanym stadium apoptozy. 

Fig. 37. Ultrastructure of SMCs from 15-day old control culture. Membrane-bounded 
digestive vacuoles (secondary lisosomes) contained electron dense material of obvious 
cellular origin indicated pronounced autophagocytosis. It is likely that increased phago-
cytosis and degradation by lysosomal enzymes is the advanced stage of apoptosis. 
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Ryc. 38. Cechy ultrastrukturalne komórek mięśniowych podlegających procesom degra-
dacyjnym w starszej (18 dni) hodowli kontrolnej. Organelle komórkowe ulegają rozpro-
szeniu, zaczynają dominować elektronowo gęste złogi oraz wakuole. Licznie występują 
struktury błoniaste o kolistym układzie zaliczane do ciał wielopęcherzykowych. Oznaki 
degradacji komórkowej częściej występowały i były bardziej zaawansowane w komór-
kach rosnących bez dodatku kalcytriolu. 

Fig. 38. Electron microscopic analysis revealing ultrastructural features of degenerating 
cells observed with prolonged time (18 days) in control SMC culture. Dispersed cyto-
plasmic organelles, electron-dense granules as well as vacuoles dominate in the cyto-
plasm. Many structures containing whorled membranes resembling so-called multive-
sicular bodies are also visible. Signs of cellular degradation were more pronounced in 
SMC growing without calcitriol. 
 
 
4.4.2. Analiza cytometryczna (AnV/Pi) 
 

Wczesną zmianą apoptotyczną, którą można odnotować w komórkach jest 
eksternalizacja fosfatydyloseryny (PS), czyli jej przemieszczanie się z we-
wnętrznej do zewnętrznej warstwy fosfolipidowej błony komórkowej. Zjawisko 
to zbadano w 9-dniowej hodowli SMC wykorzystując właściwość swoistego 
związania PS z aneksyną V (FITC). Ponadto, jednoczesne barwienie komórek 
jodkiem propidyny (PI), który wiąże się z DNA uszkodzonych komórek pozwo-
liło na odróżnienie komórek apoptotycznych od nekrotycznych. 
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Ryc. 39. Reprezentatywny wynik, przedstawiający wykresy punktowe fluorescencji 
FITC sprzężonego z aneksyną V oraz jodku propidyny: hodowla komórek mięśniowych 
w obecności (A) oraz braku kalcytriolu (B). Lewy dolny region wskazuje komórki żywe, 
które nie inkorporują jodku propidyny oraz nie wiążą aneksyny V. Prawy dolny region 
zawiera komórki we wczesnym etapie apoptozy (wiązanie aneksyny, brak inkorporacji 
PI). Prawy górny region przedstawia komórki w późnej fazie apoptozy (wiązanie anek-
syny V oraz inkorporacja PI). Lewy górny region przedstawia komórki martwe. Wyniki 
analizy cytometrycznej prezentujące znacznie obniżony odsetek komórek ulegających 
apoptozie i nekrozie w hodowli traktowanej kalcytriolem wskazują na ochronne działa-
nie tego aktywnego metabolitu witaminy D dla żywotności SMC w hodowli komórko-
wej. 

Fig. 39. Representative flow cytometric dot-plots of FITC-Annexin V/propidium iodide 
(PI) dual color flow cytometry for smooth muscle cells grown in the presence of calcit-
riol (A) and absence of calcitriol (B). Bottom left quadrant of each dot plot shows the 
viable cells, which exclude PI and are negative for FITC-Annexin V binding. Bottom 
right quadrant represents the early apoptotic cells (FITC-Annexin V positive and PI 
negative), demonstrating cytoplasmic membrane integrity. Top right quadrant contains 
the late apoptotic cells (positive for FITC-Annexin V binding and for PI uptake) and the 
upper left quadrant shows dead cells. The significant decrease in number of apoptotic 
and necrotic cells in calcitriol-treated culture evaluated by flow cytometic analysis indi-
cate that low concentration of calcitriol influence viability of SMCs in culture.  

 
 
Kalcytriol stosowany w hodowli komórek mięśniowych powodował znaczą-

cy spadek odsetka komórek podlegających apoptozie lub nekrozie. Badania wy-
konane metodą cytometrii przepływowej zdecydowanie potwierdziły wcześniej 
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poczynione na ten temat obserwacje morfologiczne. Pomiary wykonano wyko-
rzystując materiał pochodzący z czterech niezależnych doświadczeń. 

Odsetek SMC ulegających apoptozie: 
• w hodowli traktowanej kalcytriolem w stężeniu 10 nmol/l wynosił: 

6,95±1,11 
• w hodowli rosnącej bez dodatku kalcytriolu wynosił: 11,1±1,19 

Odsetek SMC ulegających nekrozie: 
• w hodowli traktowanej kalcytriolem w stężeniu 10 nmol/l wynosił: 

3,57±0,71 
• w hodowli rosnącej bez dodatku kalcytriolu wynosił 

9,97±4,45 
W podsumowaniu można stwierdzić, iż kalcytriol ogranicza w znaczny spo-

sób procesy degradacyjne zachodzące w SMC, chroni też przed występowaniem 
apoptozy. 

 
 

4.5. Wpływ 1α,25(OH)2D3 na migrację komórek mięśniowych 
 

4.5.1. Analiza mikroskopowa 
 

Zaobserwowano, że komórki mięśniowe w hodowli posiadały zdolność do 
zmiany kształtu, a także do ruchu w określonym kierunku. Ta aktywność SMC 
związana była z obecnością złożonego zestawu włóknistych struktur białkowych 
występujących na terenie cytoplazmy, tworzących cytoszkielet. Ilość elementów 
cytoszkieletu oraz ich układ przestrzenny ulegały niezwykle dynamicznym 
przemianom zależnie od aktywności biologicznej SMC. 

Podczas ruchu komórki cytoplazma i struktury zlokalizowane pod błoną 
komórkową formowały blaszkowate wypustki lamellipodia (ryc. 40D). Lamelli-
podia zawierały wyraźne rusztowanie z cienkich filamenów aktynowych, co 
dobrze obrazują elektronogramy przedstawione na rycinie 41 i 41B. Nieco po-
grubiona krawędź lamellipodium buduje płytkę wiodącą (leading edge), która 
jest ważnym miejscem kotwiczenia komórki do podłoża i w efekcie umożliwia 
jej płynne przemieszczanie (ryc. 40D). Wielokrotnie obserwowano także skie-
rowane ku górze, wyrostki na grzbietowej części lamellipodium zwane ruffles 
(ryc. 41B). Opisane struktury występują w części komórki, która tworzy tzw. 
biegun „ciągnący”, natomiast większość cytoplazmy wraz z jądrem komórko-
wym podąża pasywnie w wyznaczonym kierunku (ryc. 42). Nie trudno więc 
było określić kierunek ruchu migrujących komórek, co zaznaczono strzałkami 
na rycinach 41A,B i 42.  
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Ryc. 40. Wybrane mikrofotografie przedstawiają morfologiczne cechy migrujących 
komórek mięśniowych w 6-dniowej hodowli traktowanej kalcytriolem. Komórki w ob-
razie mikroskopu kontrastowo-fazowego (A, B, C, D), oraz mikroskopu elektronowego 
skaningowego (E, F). Gwiazdkami zaznaczono rozpłaszczone szerokie wypustki zwane 
lamellipodiami (D, ∗), strzałki wskazują palczaste wypustki zwane filopodiami (E, ↓), 
włóka naprężeniowe (B, ↓) oraz mitochondria (F, ↓). 

Fig. 40. Micrographs selected to show various morphological features of migrating 
smooth muscle cells on day 6 of calcitriol-treated culture. Cells viewed under phase-
contrast light microscope (A, B, C, D) and scanning electron microscope (E, F). Sheet-
like protrusive structures named lamellipodia are indicated by asterisk (D, ∗), finger-like 
protrusions named filopodia (E, ↓), stress fibers (B, ↓) and mitochondria (F, ↓) by ar-
rows. 
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Ryc. 41. Wypustki cytoplazmatyczne, zawierające gęstą sieć filamentów aktynowych, 
zwane lamellipodiami, często były spotykane w przemieszczających się komórkach 
mięśniowych traktowanych kalcytriolem. Lamellipodia formowane na przednim biegu-
nie spolaryzowanej komórki wchodzą w kontakt z błoną komórek położonych niżej lub z 
ECM. Miejsca przylegania (Fc) stabilizujące lamellipodium umieszczono w kole. Po-
grubione strzałki wskazują kierunek migracji (→). MF – miofilamenty.  

Fig. 41. Cytoplasmic protrusions that contain a thick cortical network of actin filaments, 
called lamellipodia were frequently visible in migrating SMC of calcitriol-treated cul-
ture. Lamellipodia protrude at the front of the cell and weakly attach to the underlying 
cell or substratum. Focal contacts (Fc) stabilizing lamellipodium are indicated by circle. 
Thick arrows mark direction of cell movement (→). MF – myofilaments.  

 
Obrazy uzyskane w mikroskopie skaningowym pozwoliły zidentyfikować 

kolejne, ważne w lokomocji struktury, zwane filopodiami. Te cienkie, różnej 
długości wyrostki cytoplazmatyczne ze względu na lokalizację i dynamikę po-
wstawania zdają się pełnić rolę czujników przy wyznaczaniu kierunku ruchu 
(ryc. 40D, E). Jeszcze innym morfologicznie typem wypustek chociaż podob-
nym do filopodiów są microspikes. Są to niezwykle delikatne, cienkie struktury 
występujące na obrzeżach komórek wyjątkowo efektywnie rozpostartych na 
powierzchni szkiełka mikroskopowego (ryc. 40F).  

W mikroskopie elektronowym transmisyjnym (TEM) obserwowano nato-
miast specyficzne miejsca przylegania (Fc – focal contacts), które są krótkotrwa-
łymi połączeniami SMC - ECM, niezbędnymi dla generowania ruchu kroczące-
go komórek. Fc były widoczne jako niewielkie obszary spolimeryzowanej akty-
ny zlokalizowane po wewnętrznej stronie błony komórkowej. Obserwowano 
także miejsca kontaktu SMC - SMC, o podobnej strukturze, które często określa 
się mianem focal complexes zamiast focal contacts (ryc.41B).  

Wymienione miejsca kontaktu, o subtelnej strukturze, występowały w regionie 
płytki wiodącej na krawędzi lamellipodium. Duża dynamika w tworzeniu i de-
gradacji tych przejściowych struktur sprawiała, że lamellipodia stosunkowo 
słabo były kotwiczone do ECM lub błony innych komórek mięśniowych, co 
umożliwiało ich płynny ruch w określonym kierunku.  

Odmienną lokalizację i znaczenie dla SMC posiadały struktury zwane focal ad-
hesions (Fa) obecne w komórkach mięśniowych pozostających w ścisłym kon-
takcie z ECM. Rozległe obszary spolimeryzowanej aktyny, o regularnym prze-
biegu filamentów wyznaczały miejsca przy błonie SMC gdzie poprzez receptory 
cząstek adhezyjnych występowała silna interakcja ze składnikami ECM. Fa były 
typowe dla komórek mięśniowych o fenotypie contractile stabilizowały fenotyp 
tych komórek i ograniczały ich ruch (ryc. 13 i 14). 
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Ryc. 42. Ultrastruktura komórki mięśniowej w trakcie migracji w 8-dniowej hodowli 
traktowanej kalcytriolem (część górna fotografii). Wyraźnie widoczny jest zwarty wąski 
układ filamentów aktynowych w warstwie „korowej” tej części ciała komórki, która jest 
pasywnie pociągana w kierunku ruchu (↓). Jądro komórkowe (N), aparat Golgiego (GA). 
Kierunek ruchu SMC (→) 

Fig.42. Ultrastructure of migrating SMCs (upper position of photograph) cultured for 8 
days in the presence of calcitriol. Cortical array of actin filaments is clearly visible 
beneath the plasma membrane in part of the cell passively moving forward (↓). Nucleus 
(N). Golgii apparatus (GA). Elastin (E). Direction of SMC movement (→). 

 
Zwraca uwagę fakt, iż komórki przejawiające morfologiczne cechy wyso-

kiej aktywności migracyjnej posiadały jednocześnie cechy komórek o fenotypie 
synthetic. W hodowli poddanej działaniu suprafizjologicznych stężeń kalcytriolu 
dominowały właśnie komórki mięśniowe niezróżnicowane, aktywne metabo-
licznie, zdolne do migracji (ryc. 10, 11, 40, 41). 

Skutkiem wzmożonej wędrówki SMC po stymulacji kalcytriolem był zupeł-
nie odmienny niż w wariancie kontrolnym sposób budowania układu przestrzen-
nego komórek w hodowli. Uformowane liczne pokłady komórek mięśniowych 
stanowiły w miarę regularną strukturę trójwymiarową, podczas gdy w hodowli 
SMC rosnącej bez dodatku kalcytriolu dominował typ wzrostu zwany hills and 
valleys (ryc. 18 i 19). 
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4.5.2. Analiza cytometryczna ekspresji cząstek adhezyjnych  
 

Badając poziom beta1-integryn, zalicznych do rodziny cząstek adhezyjnych, 
w błonie komórek mięśniowych metodą cytometrii przepływowej odnotowano 
ich spadek w hodowlach traktowych kalcytriolem (ryc. 43 i 44). Stwierdzona 
obniżona ekspresja tych ważnych receptorów powierzchniowych, które spełniają 
kluczową rolę w przewodzeniu sygnału pomiędzy komórką i ECM, pozostaje w 
ścisłym związku z oceną morfologiczną SMC poddanych działaniu kalcyriolu 
przez 7 dni trwania hodowli. W porównaniu z wariantem kontrolnym komórki te 
przejawiały wyraźne cechy fenotypu synthetic, intensywniej przemieszczały się, 
proliferowały i tworzyły regularny wielopokładowy układ przestrzenny. Spadek 
ilości beta1-integryn po działaniu kalcytriolu wyraźnie korespondował z zaha-
mowaniem procesu różnicowania i zwiększeniem stopnia przeżywalności komó-
rek mięśniowych. 

 
 

 
Ryc. 43. Reprezentatywny wynik, przedstawiający ekspresję beta-1 integryn na po-
wierzchni komórek mięśniowych hodowanych w obecności kalcytriolu, komórek hodo-
wanych bez kalcytriolu oraz komórek niebarwionych. Poziom czastek adhezyjnych jest 
znacznie niższy w przypadku SMC hodowanych w obecności kalcytriolu (7 dni). Cy-
tometria przepływowa, LSRII. 

Fig. 43. Representative histograms illustrating expression of beta-1 integrin receptors in 
plasma membrane of SMCs from calcitriol-treated and control culture. Diminished level 
of adhesion molecules on SMC after calciriol treatment for 7 days is evident. Flow cy-
tometry, LSRII. 
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Ryc. 44. Wpływ kalcytriolu na poziom beta-1 integryn w 7-dniowej hodowli. Uśrednio-
ne dane pochodzą z czterech niezależnych doświadczeń. Istotność statystyczna została 
stwierdzona za pomocą testu t-Studenta na poziomie ufności P<0,01. Mniejsza ekspresja 
receptorów integrynowych po działaniu kalcytriolu w stężeniu 10 nmol/l pozostaje w 
związku ze zwiększeniem aktywności proliferacyjnej i migracyjnej SMC. 

Fig. 44. Effects of calcitriol on beta-1 integrin level after culturing for 7 days. Data were 
averaged from at least four independent experiments in each group. Statistical signifi-
cance was assessed by an impaired Student’s t-test. P-value of <0.01 was considered 
significant. Diminished expression of beta-1 integrin receptors after exposition to 10 
nmol/l concentration of calcitriol coincides with increased proliferative and migratory 
activities of SMCs. 
 
 
4.6. Wpływ 1α,25(OH)2D3 na ECM 
 
4.6.1. Zaburzenia w formowaniu włókien elastycznych 
 

Komórki mięśniowe hodowane w obecności kalcytriolu oraz bez dodatku te-
go aktywnego hormonu witaminowego syntetyzowały i wydzielały do prze-
strzeni międzykomórkowych znaczne ilości składników ECM. Odpowienia pre-
paratyka chemiczna i obróbka techniczna (opisana wcześniej) pozwoliły na uzy-
skanie obrazów informujących o ilości i jakości odkładanych składników włó-
kien elastycznych. 
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Ryc. 45. Hodowla komórek mięśniowych traktowanych kalcytriolem. Małe powiększe-
nie TEM uwidacznia intensywnie rozbudowane liczne pokłady SMC w hodowli wielo-
warstwowej. Szczególny kształt komórek mięśniowych oraz obecność licznych cytopla-
zmatycznych wyrostków wskazuje na ich aktywne przemieszczanie. Szerokie przestrze-
nie komórkowe zawierają ECM. Materiał przygotowano bez kontrastowania włókien 
elastycznych.  

Fig. 45. Calcitriol-treated culture of SMCs. Low power magnification of TEM visualize 
intensely abundant multilayer of SMCs. Oddly shaped cells with long cytoplasmic pro-
jections indicating ongoing migration are visible. Note wide extracellular spaces filled 
by ECM. Material was prepared without visualization of elastic fibers. 
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Ryc.46. Analiza mikroskopowa uwidacznia cechy ultrastrukturalne komórek mięśnio-
wych w 9-dniowej hodowli prowadzonej bez dodatku kalcytriolu (A). Strzałki wskazują 
miejsca przylegania do naczynia hodowlanego. W obszarze wzrostu wielopokładowego 
SMC tworzą stosunkowo zwarty układ i przejawiają cechy komórek zróżnicowanych, 
posiadających dobrze rozbudowany aparat kurczliwy. W przestrzeniach międzykomór-
kowych znajdują się skupienia wyraźnie kontrastowanej amorficznej elastyny (E). Ela-
styna uwidoczniona za pomocą techniki immunofluorescencyjnej z zastosowaniem prze-
ciwciał skierowanych przeciwko elastynie (B).  

Fig. 46. Electron microscopic analysis show structural features of SMCs after culturing 
for 9 days without calcitriol (A). Arrows indicate the regions of adhesion to Petri dish. 
In multilayered region the closely arranged cells exhibit differentiated, myofilament-rich 
contractile phenotype. Network of newly formed elastic fibers within the matrix is dem-
onstrated. Elastic fibers are composed of clearly distinguishable conglomerates of 
highly stained amorphous elastin (E). Immunofluorescence localization of matrix asso-
ciated elastin using anti-elastin antibody (B). 
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Ryc. 47. Analiza ultrastrukturalna komórek mięśniowych w 9-dniowej hodowli komór-
kowej poddanej działaniu kalcytriolu. SMC prezentują cechy charakterystyczne dla 
komórek o fenotypie synthetic. Rozbudowane błony siateczki endoplazmatycznej, liczne 
mitochondria świadczą o dużej aktywności metabolicznej. Dodatek kalcytriolu do ho-
dowli wyraźnie wpływał na proces elastogenezy, szczególnie na dojrzewanie włókien 
sprężystych. Można zaobserwować zaburzenia w procesie formowania włókien sprężys-
tych polegające na kumulacji w przestrzeniach międzykomórkowych jedynie małych 
skupień amorficznej elastyny. Istota międzykomórkowa (ECM). Czarne strzałki wskazu-
ją miejsce przylegania do naczynia hodowlanego (↓). Próba identyfikacji elastyny w 
przestrzeniach międzykomórkowych za pomocą techniki immunofluorescencyjnej z 
zastosowaniem przeciwciał skierowanych przeciwko elastynie (B). W przeciwieństwie 
do hodowli prowadzonej w warunkach kontrolnych nie udało się uwidocznić elementów 
dojrzałej elastyny. 

Fig. 47. Electron microscopic analysis show ultrastructural features of SMCs after cul-
turing for 10 days with calcitriol. SMC cultured in the presence of calcitriol resemble 
the typical smooth muscle cell synthetic phenotypes. Intensively abundant rough 
endoplasmic reticulum and mitochondria cause evidence high metabolic activity. Note 
that addition of calcitriol to the culture markedly altered elastogenesis especially elastic 
fibers maturation. Impaired elastic fiber assembly, as small small patches of amorphous 
material in extracellular spaces is visible. Extracellular matrix (ECM). Black arrows 
indicate the region of adhesion to Petri dish (↓). Immunofluorescence localization of 
matrix associated elastin using anti-elastin antibody (B). In contrast to control condi-
tions there is no visualization of mature elastin.  
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Ryc. 48. Obraz z mikroskopu elektronowego obrazujący formowanie włókien sprężys-
tych w przestrzeni między dwiema komórkami mięśniowymi w hodowli rosnącej przez 
9 dni bez dodatku kalcytriolu (A). Fotografia wybrana dla pokazania gęstej sieci mikro-
fibryli (Mi) zlokalizowanych w przestrzeni międzykomórkowej hodowli SMC traktowa-
nych kalcytriolem (B). Z mikrofibrylami związane są jedynie niewielkie skupienia amor-
ficznej elastyny. Kalcytriol wyraźnie zaburza proces elastogenezy na etapie polimeryza-
cji elastyny. Obserwuje się więc ewidentny spadek zawartości dojrzałej elastyny i nie-
normalnie dużą kumulację składnika mikrofibryllarnego.  
 
Fig. 48 Electron micrograph illustrated elastic fiber assembly between two SMC in 9 
day of control culture (A). Electron micrographs selected from calcitriol-treated culture 
to demonstrate large amounts of cross-linked fine microfibrillar meshwork (B). Small 
elastin aggregates are intimately associated with microfibrils (Mi). Addition of calcitriol 
to the culture markedly alters elastogenesis especially elastic fibers maturation. A sub-
stantial decrease in the insoluble elastin content and abnormal accumulation of microfi-
brillar component is evident.  
. 
. 
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Ryc. 49. Analiza miroskopowo elektronowa SMC w 7-dniowej hodowli poddanej dzia-
łaniu kalcytriolu. Utworzone przez komórkę mięśniową, zatokowe zagłębienie zawiera 
sieć mikrofibrylli ze złogami elektronowo gęstej elastyny (E) tworząc włóknisto-
ziarnistą strukturę. W sąsiedztwie „zatoki” na terenie cytoplazmy SMC występują inten-
sywnie rozbudowane cysterny aparatu Golgiego (Ga). Struktura Golgiego jest bezpo-
średnio związana z syntezą i sekrecją elementów istoty międzykomórkowej. 

Fig. 49. Electron microscopic examination of SMCs after culturing for 7 days with cal-
citriol. Microfibrils arranged into the three dimensional meshwork within the matrix 
were covered with electron dense granular elastin (E) build fibrillogranular bundles 
located in the bay. Intensively developed Golgii apparatus (GA) with abundant cisterne 
is typical of cells synthesizing and secreting of extracellular matrix elements. 
 
 

Specjalne, dodatkowe kontrastowanie spolimeryzowanej elastyny dało moż-
liwość obserwacji procesu formowania włókien sprężystych. Kalcytriol zaburzał 
przebieg tego procesu powodując wyraźnie jego spowolnienie. W obrazach z 
TEM dominowała komponenta włóknista (mikrofibryle glikoproteinowe ) na 
niekorzyść aglomeratów dojrzałej elastyny (ryc. 47 i 48B). 
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Na podstawie analizy morfologicznej uzyskanych obrazów mikroskopo-
wych można wyszczególnić najbardziej znaczące zmiany dotyczące ECM po-
wodowane przez kalcytriol:  

• poszerzenie przestrzeni międzykomórkowych i zwiększenie ilości 
odkładanych składników ECM (porównanie rycin 18A i 19A oraz 
rycin 45A i 46, 47A 

• zmniejszenie ilości dojrzałej polimeryzowanej elastyny (porównanie 
rycin 46A i 47A oraz 46B i 47B) 

• nadmierna akumulacja mikrofibryli (porównanie rycin 48A i 48B) 

 
 

4.6.2. Wapnienie 
 

Dla oszacowania wpływu kalctriolu na proces mineralizacji w hodowli ko-
mórek mięśniowych wykorzystano bardzo czułą metodę opartą na zastosowaniu 
fluorescencyjnego wskaźnika (Calcium Green-1). W 9 dniowych hodowlach 
SMC rosnących bez dodatku kalcytriolu stwierdzono niewielkie złogi wapniowe 
(ryc. 50A). Natomiast odnotowano intensywną fluorescencję wskazującą na 
kumulację mineralnych depozytów zawierających wapń w przestrzeniach mię-
dzykomórkowych SMC hodowanych w środowisku kalcytriolu o stężeniu 10 
nmol/l (ryc. 50B). 

Przedstawione na rycinach różnice w intensywności mineralizacji hodowli 
w porównywanych grupach, bardzo wyraźnie korelowały z cechami fenotypu, 
charakterem wzrostu komórek i budową ECM. Mianowicie, wyraźną tendencję 
do kumulacji wapnia posiadały hodowle traktowane kalcytriolem, w których 
SMC przejawiały fenotyp synthetic. W takich hodowlach występowały liczne 
pokłady „luźno” rozlokowanych komórek produkujące duże ilości istoty mię-
dzykomórkowej. Przede wszystkim zaś, złogi wapniowe znajdowały się w ho-
dowlach o zaburzonym procesie formowania włókien sprężystych.  
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Ryc. 50. Reprezentatywne mikrografie spod mikroskopu fluorescencyjnego ukazujące 
złogi wapniowe w hodowli komórek mięśniowych. Obraz hodowli komórek mięśnio-
wych rosnących bez dodatku kalcytriolu przedstawia niewielkie nasilenie reakcji z za-
stosowanym fluroforem Calcium-greenTM (A). W hodowli SMC wystawionej przez 9 dni 
na działanie kalcytriolu widoczne są liczne rozproszone lub skupione depozyty wapnio-
we, zlokalizowane głównie w rejonie macierzy zewnątrzkomórkowej (B). 

Fig. 50. Representative photomicrographs of immunofluorescence detection of calcium 
deposits in smooth muscle cell culture. SMC cultured without calcitriol demonstrate only 
weak immunostainability with Calcium-greenTM-1 (A). SMC incubated for 9 days with 
calcitriol supplemented medium show diffusive and granular calcification predominantly 
in the extracellular matrix regions of the cultures (B).  

 
 

4.7. Wpływ 1α,25(OH)2D3 na wydzielanie cytokin zapalnych 
 

SMC w hodowli są aktywne metabolicznie i czynnościowo, co manifestuje 
się także zdolnością do syntezy i wydzielania cząstek sygnałowych, będących 
mediatorami stanu zapalnego. Stwierdzono istotne różnice w ilości wydziela-
nych cytokin prozapalnych w supernatantach pomiędzy dwiema porównywany-
mi grupami. Kalcytriol w stężeniu 10 nmol/l powodował spadek poziomu TNF-
α, IFN-γ, IL-2 i IL-6 w supernatantach z hodowli pierwotnych i pasażowanych, 
rosnących w środowisku kalcytriolu.  
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Ryc. 51. Wpływ 1α,25(OH)2D3 (10 nmol/l) na produkcję cytokin prozapalnych przez ko-
mórki mięśniowe. Kalcytriol powodował obniżenie poziomu wszystkich badanych cytokin 
prozapalnych (TNF-α, IFN-γ, IL-2 IL-6) w supernatantach z hodowli. Przedstawiono średnie 
wartości pomiarów ±SD uzyskane z trzech niezależnych doświadczeń wykonanych w trzech 
powtórzeniach. Istotność statystyczna została stwierdzona za pomocą testu t-Studenta na 
poziomie ufności P<0,01.  

Fig. 51. The effects of 1α,25(OH)2D3 (10 nmol/l) on proinflammatory cytokine production by 
SMCs in culture. Calcitriol decreased the levels of all proinflammatory cytokines (TNF-α, 
IFN-γ, IL-2, IL-6) examined in the culture supernatants. All the experiments were performed 
in triplicate and repeated at least three times. Values are given as mean ± SD and statisti-
cally significant (P<0.01) differences were assessed using the unpaired Student's t-test.  
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5. DYSKUSJA 
 
Powszechnie przyjęto uważać, że wysokie ciśnienie krwi, wzrost poziomu 

LDL przy niskiej koncentracji HDL, palenie papierosów oraz podwyższony 
poziom glukozy, są oprócz uwarunkowań genetycznych, najistotniejszymi czyn-
nikami ryzyka chorób układu sercowo-naczyniowego, w tym miażdżycy. Brak 
aktywności ruchowej, otyłość oraz nieodpowiednia dieta dodatkowo nasilają 
działanie wymienionych czynników [116, 142, 183]. Kwestia przestaje być 
oczywista, gdy rozważamy tzw. paradoksy, jak np. paradoks francuski czy wło-
ski. Zauważa się bowiem jawną sprzeczność polegającą na występowaniu ni-
skiego wskaźnika śmiertelności z powodu CVD dla wspomnianych populacji, 
przy jednocześnie wysokim wskaźniku występowania określonych czynników 
ryzyka. Lub odwrotnie, w przypadku paradoksu irlandzkiego lub indyjskiego 
występuje wysoka śmiertelność z powodu CVD, przy braku zdefiniowanego 
czynnika ryzyka. Przytoczone paradoksy wspierają wysuwaną coraz częściej 
tezę, że jeden lub więcej dodatkowych aczkolwiek nie do końca rozpoznanych 
czynników odgrywa ważną rolę w patogenezie chorób serca i naczyń. 

Obecnie wiele danych przemawia za słusznością założenia, iż zbyt niski po-
ziom witaminy D w organizmie, może być właśnie tym istotnym, poszukiwa-
nym czynnikiem [187, 154, 287, 292]. Niedobór lub niedostatek witaminy D jest 
poważnym problemem o zasięgu globalnym, a zjawisko przybrało rozmiary 
pandemii [6, 18, 82, 109, 320]. W tym miejscu wypada jeszcze raz podkreślić, 
że stężenie kalcydiolu – 25(OH)D3, głównego metabolitu witaminy D, który 
znajduje się we krwi, zależy bezpośrednio od efektywności syntezy w skórze i w 
niewielkim stopniu od podaży w pokarmie [78, 82, 107, 118, 162, 309]. Kalcy-
diol zaś jest prekursorem aktywnej formy witaminy D3 – kalcytriolu, który regu-
luje ważne funkcje organizmu poprzez wpływ na ekspresję ponad 200 różnych ge-
nów, lub poprzez działanie w układach transdukcji sygnału [53, 57, 159, 203, 213]. 

Głównym elementem komórkowym ściany naczynia krwionośnego są SMC, 
one też są głównymi aktorami zmian, które występują w procesie 
miażdżycowym [9, 33, 56, 90, 191, 195, 250, 273, 275, 300]. Właśnie ta 
szczególna pozycja komórek mięśniowych i intrygująca, potencjalna rola 
kalcytriolu w procesie miażdżycowym skłoniła mnie do badania i opisania 
wybranych aspektów działania suprafizjologicznych stężeń (1–100 nmol/l) tego 
aktywnego metabolitu witaminy D3 na SMC. 

Pierwsze doniesienia związane z problematyką podejmowaną w tej pracy 
ukazały się w roku 1987 i dotyczyły identyfikacji VDR w komórkach mięśnio-
wych naczyń. Na tej podstawie SMC zaliczono je do grona tzw. target cells 
[137, 138, 179]. Ci sami badacze opisując efekty oddziaływania 1α,25 dihy-
droksywitaminy D3 na proliferację SMC w hodowli zakwalifikowali ten związek 
do grupy czynników wzrostowych (growth factors).  
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Planując doświadczenia z wykorzystaniem witaminy D, miałam na uwadze 
silną toksyczność jej podwójnie hydroksylowanego metabolitu, jakim jest kalcy-
triol [229, 311]. Niejednokrotnie przedstawiano wyniki badań na zwierzętach, u 
których po aplikacji wysokich dawek witaminy D występowały poważne zmiany 
martwicowe i zwapnienia w licznych tkankach i narządach [213, 214, 266, 298, 
307]. Zastosowanie do eksperymentów in vitro kalcytriolu w zbyt wysokich 
stężeniach może indukować spektakularne efekty biologiczne, takie jak zaha-
mowanie wzrostu komórek oraz wzmożone ich obumieranie na drodze apoptozy 
lub nekrozy. Z drugiej zaś strony, ze względu na niezwykle krótki okres połowi-
czego rozpadu kalcytriolu, szacowany na 4–6 godzin [124], oraz duże niebez-
pieczeństwo degradacji w trakcie czynności laboratoryjnych, można wogóle nie 
odnotować biologicznego efektu działania tej witaminy. 

Decyzja o zastosowaniu kalcytriolu w zakresie stężeń od 1–100 nmol/l, przy 
czym opisane wyniki odnoszą się zwykle do stężenia 10 nmol/l, była poprze-
dzona licznymi wstępnymi eksperymentami. Pozwoliły one wyselekcjonować 
dawkę, która powodowała biologiczne, ale nie toksyczne efekty, dające się za-
obserwować na poziomie struktury i skutkujące zmianami funkcji SMC [279, 
284, 285]. 

Wydaje się, że zastosowane przeze mnie stężenia kalcytriolu mogą być po-
równywalne z ilością tego endogennego związku w miejscach rozwoju zmian 
miażdżycowych. Stężenie 1α,25(OH)2D3 może lokalnie wzrastać na skutek syn-
tezy przez makrofagi, komórki śródbłonka, a według ostatnich doniesień, także 
przez same komórki mięśniowe [57, 258, 316].  

O tym, że witamina D odgrywa istotną rolę w funkcjonowaniu układu ser-
cowo-naczyniowego ostatecznie przesądzają wyniki pracy D. Somjen, zaprezen-
towane na łamach czasopisma Circulation [258]. Mianowicie, w komórkach 
mięśniowych naczyń stwierdzono obecność wewnątrzkomórkowego systemu 
1α-hydroxylazy. I tak, syntetyzowana on site 1α,25(OH)2D3 może regulować na 
drodze auto- i parakrynii ważne funkcje fizjologiczne SMC. Sugestie na temat 
auto/parakrynnych mechanizmów warunkujących wzrost SMC wysuwano zresz-
tą znacznie wcześniej [35, 41, 242], a określenie autocrine growth oznaczało 
wzrost ekspresji genów w komórkach mięśniowych i zwiększoną podaż różnych 
biologicznie aktywnych czynników. I chociaż zagadnienie regulacji behawioru 
komórek mięśniowych naczyń zostało dosyć dobrze zbadane [32, 127, 131, 168, 
244, 313], to rola kalcytriolu jako mediatora ważnych funkcji tych komórek nie 
jest do końca rozpoznana. Trudno też odpowiedzieć na pytanie, do jakiego stop-
nia reakcja SMC na kalcytriol zależy od związku, który cyrkuluje we krwi i 
działa na zasadzie endokrynii, a do jakiego stopnia od produkowanego on site i 
działającego auto- lub parakrynnie.  

Część wyników przedstawionych w niniejszej pracy dotyczy wpływu tego 
aktywnego metabolitu witaminy D – 1α,25(OH)2D3 na modulację fenotypową 
SMC. Termin „modulacja fenotypowa” jest powszechnie używany w odniesie-
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niu do komórek mięśniowych od prawie 30 lat, i jest niewątpliwie bardzo uży-
teczny dla określenia całokształtu zmian zachodzących podczas procesu ich 
różnicowania i odróżnicowywania [33, 41, 91, 271, 273].  

Komórki mięśniowe w hodowli charakteryzują się unikalnymi cechami mor-
fologicznymi i nietypowym wzrostem [23, 25, 62, 64, 205], co też uwzględniłam 
podczas dokonywania wyboru modelu badawczego [277, 279]. Jedną z takich 
cech, które odróżniają SMC od innych typów komórek, jest wzrost wielowar-
stwowy (multilayer), możliwy ze względu na brak zahamowania kontaktowego 
[41, 272, 277, 278, 279]. Pod tym względem SMC wykazują podobieństwo do 
komórek transforowanych [20].  

Nie przypadkowo też większość doświadczeń w niniejszej pracy została 
wykonana na pierwotnych hodowlach SMC. Komórki mięśniowe pasażowane 
lub ich wyselekcjonowane linie zatracają prawie całkowicie właściwość sponta-
nicznego różnicowania, nie są zatem odpowiednie do badania modulacji fenoty-
powej [34, 272, 279]. Duże znaczenie dla efektów prowadzonych przeze mnie 
doświadczeń miał także wiek zwierząt [62] oraz sposób pozyskiwania komórek 
mięśniowych do hodowli [34, 41]. Izolacja komórek z błony środkowej wyko-
nywana za pomocą enzymu proteolitycznego – kolagenazy, powodowała stra-
wienie składników błony podstawnej, głównie lamininy i kolagenu typu IV, 
promując w ten sposób fenotypową modulację SMC, i co się z tym wiąże – pro-
liferację i migrację [100, 197, 227]. 

Problem modulacji fenotypowej badałam w oparciu o kryteria morfologicz-
ne. Podczas tego procesu następowały zarówno zmiany ilościowe dotyczące 
elementów budujących cytoszkielet i aparat kurczliwy, jak i zmiany w ich orga-
nizacji. Następstwem odróżnicowania SMC była intensywna proliferacja, a faza 
wykładnicza wzrostu hodowli trwała do około 10–11 dnia [278].  

Istotną cechą SMC z hodowli kontrolnej był ich charakterystyczny nierów-
nomierny układ, powszechnie określany jako hills and valleys. W miejscach 
wzrostu wielopokładowego SMC pozostawały w dużym zagęszczeniu i bli-
skim kontakcie, przybierały kształt wrzecionowaty, a na terenie cytoplazmy 
wyraźnie wzrastała ilość elementów kurczliwych. Komórki takie częściowo 
odbudowywały błonę podstawną. W 7-dniowej hodowli kontrolnej proces 
różnicowania SMC zachodził intensywniej w porównaniu z hodowlą podda-
ną działaniu kalcytriolu. 

Zaobserwowano, że 1α,25(OH)2D3 w stężeniu 10 nmol/l drastycznie zmie-
niał charakter wzrostu komórek mięśniowych w hodowli. Liczne pokłady luźno 
rozmieszczonych komórek tworzyły szeroką warstwę o równomiernym ukła-
dzie. Większość SMC przejawiała cechy fenotypu synthetic, którego wyznacz-
nikami strukturalnym były: utrata elementów kurczliwych, intensywna rozbu-
dowa błon siateczki endoplazmatycznej i wyraźnie ukształtowane struktury Gol-
giego. 
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Badania immunofluorescencyjne uwidoczniły, że SMC z hodowli traktowa-
nych kalcytriolem prezentowały niski poziom ekspresji alfa-aktyny, będącej 
markerem różnicowania [255, 256, 259]. Wymienione cechy były także dowo-
dem na pozostawanie SMC w cyklu komórkowym [199, 233, 280].  

Opóźniony pod wpływem kalcytriolu proces różnicowania wpływał na 
przedłużoną w czasie aktywność proliferacyjną SMC, co skutkowało zwiększe-
niem ich liczby w porównaniu z liczbą komórek mięśniowych rosnących w ho-
dowli bez dodatku kalcytriolu. Analiza cytometryczna dostarczyła danych na 
temat kinetyki podziałów komórkowych [166], z których wynika, że w hodowli 
traktowanej kalcytriolem nastąpiło skrócenie czasu generacji zachodzących po-
działów. Potwierdzeniem proproliferacyjnego efektu działania kalcytriolu były 
również wyniki badań radiologicznych świadczące o efektywniejszej inkorpora-
cji znakowanej tymidyny do DNA jądrowego, a także wyniki analizy zawartości 
białka. Zwiększona synteza białka niekoniecznie jednak w prosty sposób korelu-
je z proliferacją, ponieważ do puli białka całkowitego zaliczyć należy także 
białko syntetyzowane, wydzielane, a następnie kumulowane w przestrzeniach 
międzykomórkowych. Zwiększone ilości składników ECM w hodowlach SMC 
eksponowanych na działanie kalcytriolu były obserwowane w poszerzonych 
przestrzeniach międzykomórkowych na elektronogramach wykonanych techniką 
TEM.  

Stwierdzono ponadto statystycznie znamienny wyższy poziom ATP w eks-
traktach z hodowli traktowanych kalcytriolem. Efekt ten dotyczył więc hodowli, 
w których SMC w większości przejawiły fenotyp synthetic, dynamiczniej się 
dzieliły, intensywniej migrowały i przejawiały słabsze tendencje do śmierci na 
drodze apoptozy. 

Przedstawione powyżej efekty działania kalcytriolu potwierdziły wcześniej 
poczynione przeze mnie i opisane spostrzeżenia na temat stymulującego działa-
nia kalcytriolu w stosunku do SMC [278, 284, 285]. 

Nie uzyskano natomiast spodziewanych różnic pomiędzy porównywanymi 
grupami podczas analizy cyklu komórkowego. Oceniana cytofotometrycznie 
zawartość DNA w komórkach mięśniowych była w obu przypadkach podobna, a 
odsetek komórek w fazach S+G2/M wynosił 45–50%. Ten brak różnic pomiędzy 
porównywanymi grupami można tłumaczyć faktem dokonywania analizy cytome-
trycznej cyklu komórkowego w 9-dniowej hodowli, czyli w czasie kiedy komórki 
mięśniowe traktowane kalcytriolem i komórki wariantu kontrolnego wykazywały 
podobny poziom zróżnicowania. Tak więc 9, 10-dniowa hodowla SMC jest naj-
bardziej odpowiednia do oceny dynamiki podziałów mitotycznych, lecz zdecydo-
wanie „za stara” dla porównań odnośnie przebiegu cyklu komórkowego. 

Podobnie przedstawia się kwestia dotycząca wartości ładunku energetycz-
nego adenylanów (AEG) dla dwóch porównywanych grup. Sądzę, że odpowied-
nio wysoka wartość AEG, oszacowana na poziomie 0,896, zarówno dla SMC z 
9-dniowej hodowli kontrolnej jak i hodowli poddanej działaniu kalcytriolu, pra-
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widłowo oddaje ich stan energetyczny. Wartość AEG mogłaby być znacznie 
obniżona w przypadku zastosowania substancji o działaniu toksycznym, co 
oczywiście w tym przypadku nie miało miejsca. 

W literaturze światowej istnieje zdecydowanie niewiele danych, za to sporo 
kontrowersji na temat proliferacyjnego efektu, jaki wywołuje kalcytriol w sto-
sunku do komórek mięśniówki w hodowli. Niektóre dane literaturowe wskazują 
na efekt hamujący [174, 258] inne stymulujący [38, 137, 184, 204, 205]. Roz-
bieżności często wynikają ze stosowania przez eksperymentatorów odmiennych 
sposobów izolowania komórek, różnych warunków doświadczalnych oraz stę-
żeń 1α,25(OH)2D3. Prawdopodobnie właśnie z tego powodu, w pracach prze-
glądowych, aspekt działania witaminy D na komórki mięśniowe naczyń, chociaż 
wydaje się niezwykle ważny, jest traktowany powierzchownie lub bywa pomija-
ny [57, 215].  

Wzmożona proliferacja SMC, opisana w niniejszej pracy, związana była 
także z innymi przejawami aktywności komórek mięśniowych, w tym z migra-
cją. Na podstawie analizy obrazów mikroskopowych można było stwierdzić, że 
zastosowany hormon witaminowy wyraźnie wpływa na przyleganie SMC do 
podłoża oraz zaburza kontakty między komórkami. Pod wpływem kalcytriolu 
redukcji ulegała ilość włókien naprężeniowych i miejsc przylegania (Fa) do 
ECM. Badania z zastosowaniem cytometrii przepływowej wykazały spadek 
ilości cząstek adhezyjnych β1-integryn w błonie komórek poddanych działaniu 
kalcytriolu. 

Dyskutując kwestie związane z migracją SMC w hodowli komórkowej, na-
leży uwzględnić szczególną i wyjątkową plastyczność tych komórek [141, 176, 
305]. W ścianie niezmienionych patologicznie naczyń krwionośnych obecne są 
SMC o fenotypie kurczliwym i nie przejawiają właściwości migracyjnych ani 
proliferacyjnych [9, 56, 93, 244]. Sytuacja ta jest możliwa głównie dzięki odpo-
wiednio wysokiej adhezji SMC do ECM, co daje gwarancję zachowania mecha-
nicznej stabilności i elastyczności ściany naczynia [10, 195, 261]. Do tego stanu 
przyczyniają się ponadto liczne cząstki adhezyjne obecne w błonie SMC o feno-
typie contractile, które generują sygnał pozwalający zachować niezmienność 
tego fenotypu, zabezpieczając jednocześnie przed migracją i proliferacją [1, 30, 
237, 297, 315]. 

Migracja komórek jest procesem dynamicznym, wielostopniowym, wysoce 
zintegrowanym, który oprócz swojego oczywistego znaczenia w morfogenezie 
naczyń, odgrywa istotną rolę w miażdżycy [80, 235]. W trakcie tworzenia zmian 
miażdżycowych migracja podobnie jak proliferacja wymaga reorganizacji ele-
mentów ECM i molekuł adhezyjnych [242, 248, 250, 260]. Komórki mięśniowe 
zatracają dotychczasowe prawidłowe interakcje z ECM na skutek degradacji 
błony podstawnej przez enzymy z rodziny MMP, których cały panel jest w dużej 
ilości produkowany przez same SMC [10, 66, 67, 129, 130]. W tych okoliczno-
ściach komórki mięśniowe modulują fenotypowo, a finalnym stadium tego pro-
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cesu jest fenotyp synthetic predysponujący je do proliferacji i migracji [3, 10, 14, 
26, 33, 65, 135, 240]. 

Podczas moich obserwacji zauważyłam, że w pierwotnej hodowli komór-
kowej SMC najpierw modulują fenotypowo w kierunku stanu synthetic, następ-
nie proliferują i rozprzestrzeniają się po podłożu, zajmując w krótkim czasie 
dostępną powierzchnię i formując grudkowate nawarstwienia (nodule) [19, 20, 
277, 278, 279, 283]. W ten sposób odzwierciedlają do pewnego stopnia sytuację 
panującą w warunkach tworzenia zmian miażdżycowych [15, 34, 41]. Jednakże 
po kilku dniach w hodowli pierwotnej zachodzi proces odwrotny, SMC sponta-
nicznie różnicują się i przybierają cechy fenotypu contractile. Ich zdolności 
proliferacyjne i migracyjne zostają osłabione [153]. W obrazach spod mikrosko-
pu elektronowego można było dostrzec dobrze uformowane elementy aparatu 
kurczliwego, odbudowaną błonę podstawną oraz liczne kaweole. Natomiast 
wyznakowanie przeciwciałami dla α-aktyny sprzężonymi z fluorochromem po-
zwoliło zidentyfikować w mikroskopie fluorescencyjnym włókna naprężeniowe, 
a nawet miejsca przylegania do podłoża zwane focal adhesions, które stanowiły 
wyznacznik stabilizacji fenotypu kurczliwego SMC i silnego związku z ECM. 

SMC hodowane w środowisku kalcytriolu po 5 dniach tylko w niewielkim 
stopniu ulegały różnicowaniu, dlatego też wymienione wyżej cechy morfolo-
giczne były obserwowane rzadziej niż w wariancie kontrolnym. W obrazach 
TEM widoczne były natomiast wyraźnie poszerzone przestrzenie międzykomór-
kowe, cechy degradacji włókien elastycznych oraz subtelne, strukturalne wy-
znaczniki ruchu komórek. Także analiza materiału w mikroskopie skaningowym 
i kontrastowo-fazowym dostarczyła informacji na temat formowania struktur 
zaangażowanych w przemieszczenie się komórek. Rozróżniano lamellipodia i 
filopodia, które po zakotwiczeniu komórki do podłoża na tzw. biegunie ciągną-
cym, generują siły umożliwiające kurczenie pozostałej części komórki i w kon-
sekwencji pozwalają spolaryzowanej komórce na płynny ruch w określonym 
kierunku [63].  

Bogata literatura przedmiotu wyjaśnia, że interakcja komórek mięśniowych 
ze składnikami istoty międzykomórkowej odbywa się za pośrednictwem 
transbłonowych receptorów dla ECM [119, 139, 146]. Zidentyfikowano cząstki 
adhezyjne zaliczane do rodziny integryn, będące ważnym elementem w układzie 
transdukcji sygnału, dzięki którym regulowane są takie funkcje komórek mię-
śniowych jak adhezja, ruch, polaryzacja a także proliferacja, różnicowanie i 
żywotność [30, 73, 302, 303]. Integryny są heterodimerami złożonymi z podjed-
nostek α i β, z których każda posiada dużą domenę zewnątrzbłonową dla wiąza-
nia liganda, pojedynczą domenę transbłonową oraz domenę cytoplazmatyczną 
umożliwiającą interakcję z elementami cytoszkieletu. O specyficzności kontaktu 
z ECM decyduje różnorodność podjednostek α i β, a następnie ich kombinacja 
[315]. Zdecydowanie molekułą docelową, dla sygnału przekazywanego z ECM 
za pośrednictwem integryn, jest w komórkach mięśniówki naczyń aktyna budu-



 Dyskusja 105 

jąca elementy cytoszkieletu, chociaż ważną rolę spełniają także białka kotwiczą-
ce (adapter proteins) powiązane z aktyną [302]. Ligandami receptorów integry-
nowych są zazwyczaj fibronektyna, laminina i kolagen. Podjednostka beta do-
meny cytoplazmatycznej zaś jest szczególnie istotna dla lokalizacji miejscowej 
adhezji. 

Poszukując miarodajnych wyznaczników dla adhezji i intensywności migra-
cji określono i porównano poziom beta-1 integryny w błonie komórek mięśnio-
wych rosnących w środowisku kalcytriolu i tych z hodowli kontrolnych. Wyraź-
ne obniżenie ilości badanych cząstek adhezyjnych na komórkach mięśniowych 
traktowanych kalcytriolem jest efektem, który w dużym stopniu uzasadnia rezul-
taty obserwacji morfologicznych. Mianowicie, SMC po działaniu kalcytriolem 
miały słabszy kontakt z ECM, w mniejszym stopniu następowała u nich polime-
ryzacja aktyny umożliwiająca formowanie stress fibers istotnych do konstru-
owania miejsc przylegania (focal adhesions). Jak już wspomniano, włókna na-
prężeniowe są typowe dla mocno zakotwiczonych w ECM i nieruchliwych ko-
mórek mięśniowych [1, 139, 211, 235, 259]. Jako molekularne podłoże dla mi-
gracji komórek wskazują badacze mechanizm transdukowania sygnału poprzez 
fosfolipazę C, kinazę fosfatydylinositolu 3 i kinazę MAP [163, 216, 232, 291].  

Mając na uwadze szczególne właściwości SMC do formowania włókien 
sprężystych w hodowli komórkowej, postanowiono zbadać na ile 1α,25(OH)2D3 
jest w stanie wpływać na ten proces. W 10-dniowej hodowli kontrolnej obser-
wowano regularny układ dojrzałych włókien sprężystych zbudowanych z kon-
glomeratów amorficznej, nieprzeziernej elektronowo elastyny, otoczonej pęcz-
kami mikrofibrylli. Pod wpływem kalcytriolu, w hodowli SMC następował 
znaczny spadek ilości nierozpuszczalnej elastyny, wzrastała natomiast ilość dru-
giego składnika włókien sprężystych, mianowicie glikoproteinowych mikrofi-
brylli. Opisane w pracy efekty działania kalcytriolu, polegające na zaburzeniu 
procesu tworzenia włókien sprężystych wyraźnie współistniały z intensywniej-
szą proliferacją i migracją komórek mięśniowych [285]. 

W kontekście moich spostrzeżeń nie bez znaczenia jest fakt, iż elastyna jest 
zgodnie uznawana przez badaczy za autokrynny, negatywny regulator aktywno-
ści metabolicznej komórek mięśniowych ściany naczynia tętniczego, stabilizują-
cy ich kurczliwy fenotyp [127, 238]. Prawidłowa budowa włókien sprężystych 
pozwala więc zachować funkcjonalną homeostazę naczynia i przeciwdziała pa-
tologicznym stanom [151, 237]. Przedstawiony w tej pracy efekt działania kal-
cytriolu nie pozostaje w sprzeczności z doniesieniami innych autorów, mimo że 
wyniki uzyskiwano w odmiennych warunkach doświadczalnych, z zastosowa-
niem innych technik badawczych [105, 106, 218]. Wielce prawdopodobnym 
wyjaśnieniem dla poczynionych przeze mnie obserwacji dotyczących struktura-
nych nieprawidłowości w budowie włókien sprężystych może być zahamowanie 
syntezy tropoelastyny [105, 218], chociaż niebagatelną rolę prawdopodobnie 



106 Cecylia Tukaj 

odgrywa nasilony proces elastolizy istniejących lub nowosyntetyzowanych włó-
kien elastynowych przy udziale MMP [67, 236]. 

W odniesieniu do procesu miażdżycowego, fragmentacja i translokacja włó-
kien sprężystych oraz utrata kontaktu SMC – elastyna ma znaczenie dwojakie. 
Może sprzyjać odróżnicowaniu, migracji i proliferacji komórek mięśniowych, co 
umożliwia zbudowanie czapeczki włóknistej i stworzenie skutecznej bariery 
odgraniczającej trombogeniczną tkankę (atheroma) od krążącej krwi. Z drugiej 
strony proces degradacji włókien sprężystych może osłabiać czapeczkę włókni-
stą i przyczyniać się do pęknięcia blaszki miażdżycowej [32, 127, 195, 196, 
197].  

Ważną morfologicznie i klinicznie cechą zmian miażdżycowych są zwap-
nienia w ścianie naczyń [22, 54]. Kiedyś cecha ta była postrzegana jedynie jako 
element świadczący o daleko posuniętej degradacji. Obecnie wiemy, że wapnie-
nie naczyń, zarówno w rejonie błony wewnętrznej (intima) jak i środkowej (me-
dia) to proces aktywny, który podlega złożonej regulacji i jest w dużym stopniu 
związany z funkcją SMC [55, 275, 276]. Szczegółową analizę całego wachlarza 
czynników endokrynnych i genetycznych wpływających na proces mineralizacji 
naczyń przedstawił Doherty i wsp.[55], jednakże w konkluzji tej obszernej pracy 
przeglądowej zawarte są jedynie pytania a brakuje odpowiedzi. W badaniach 
dużą wagę przykłada się do rozpoznania w tym procesie roli PTH, BMP (bone 
morphogenic protein) i osteopontyny [28, 125, 145, 289]. Opisano wielokrotnie 
związek wapnienia naczyń z występowaniem osteoporozy wskazując na od-
wrotną zależność między ilością wapnia w naczyniach i tkance kostnej [187]. 
Poza tym rozpoznano również istnienie ewidentnie odwrotnej zależności między 
poziomem witaminy D w organizmie, a stopniem zwapnienia naczyń, i to za-
równo w intimie jak i medii [294]. Pozornie więc może się wydawać niedo-
rzecznością to, iż całe serie doświadczeń wykazały drastyczny efekt wapnienia 
naczyń na skutek aplikowania zwierzętom witaminy D. Ponieważ jednak stoso-
wano zdecydowanie toksyczne dawki, trudno było w tej sytuacji rozważać dzia-
łanie mechanizmów regulacyjnych [198, 307]. 

W przedstawionym modelu badawczym zastosowałam czułą metodę immu-
nocytochemiczną, która pozwalała śledzić wpływ 1α,25(OH)2D3 na proces mi-
neralizacji. W przestrzeniach międzykomórkowych komórek hodowanych w 
obecności kalcytriolu złogi soli wapniowych gromadzne były ze większą inten-
sywnością niż w hodowli kontrolnej. Wzmożona mineralizacja powiązana była 
wyraźnie ze zmianą typu wzrostu hodowli, modulacją fenotypową SMC oraz z 
zaburzeniami w formowaniu włókien sprężystych.  

Podobne do opisanych w tej pracy, zmiany fenotypowe SMC oraz degrada-
cja elementów ECM, powstałe w związku z postępującą mineralizacją, zostały 
odnotowane także przez innych autorów, chociaż w odmiennych warunkach 
doświadczalnych [74, 115, 198, 263]. Przekonywającym wyjaśnieniem dla ob-
serwowanych zależności w hodowlach rosnących w środowisku kalcytriolu, 
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wydaje się wzmożona aktywność MMP (2 i 9), które powodują degradację włó-
kien elastycznych, a następnie ich wapnienie [145]. Ten sam autor postuluje 
również możliwość występowania takich ektopowych zwapnień, gdy po degra-
dacji ECM komórki mięśniowe zaczynają przejawiać właściwości komórek 
osteogennych. Obserwowane przez Jono [125] zjawisko kumulacji wapnia pod 
wpływem kalcytriolu w hodowlach SMC było natomiast ściśle związane z obni-
żeniem działania endogennego inhibitora wapnienia (PTH-related peptide) i 
zaburzeniem sygnalizacji na drodze PTH – receptor. Z kolei zagadnienie sponta-
nicznej kalcyfikacji w starszych hodowlach SMC próbuje się wiązać ze wzmo-
żona apoptozą, występującą głównie w miejscach tworzenia grudkowatych sku-
pień komórek [191, 225].  

Procesowi miażdżycowemu zwykle towarzyszy stan chronicznego zapale-
nia, który jest związany z produkcją i podażą cytokin zapalnych w miejscach 
powstawania zmian [89, 224, 228, 242, 293]. Chociaż podstawowym źródłem 
cytokin są limfocyty i makrofagi, to komórki śródbłonka oraz SMC też mogą 
wydzielać mediatory stanu zapalnego [134, 148, 149]. Znane są właściwości 
komórek mięśniowych do produkcji i wydzielania cytokin, będących aktywnymi 
mediatorami procesu zapalnego [56, 72, 254].  

W tej pracy przedstawiono hamujący wpływ kalcytriolu na ilość wydziela-
nych cytokin prozapalnych w supernatantach z hodowli komórek mięśniowych 
pierwotnych i pasażowanych. Uzyskano znamienne statystycznie różnice po-
między porównywanymi grupami w przypadku IFN-γ , TNF-α i IL-2. Poziom 
IL-6 nie uległ zmniejszeniu w hodowli pierwotnej pod wpływem kalcytriolu.  

Można wskazać na kilka interesujących zależności pomiędzy obniżeniem 
zawartości kluczowych cytokin prozapalnych a innymi efektami działania kalcy-
triolu. Mianowicie wyniki tej pracy pokazują, że spadek ilości cytokin w super-
natantach wiązał się ze wzmożoną żywotnością SMC, intensywną proliferacją i 
migracją. Natomiast wyższy poziom IFN-γ, TNF-α i IL-2 odnotowany był w 
hodowlach rosnących bez dodatku kalcytriolu, w których występowały zmiany 
degradacyjne i wyższy odsetek komórek apoptotycznych.  

Co prawda dane literaturowe przytaczają efekty jakie poszczególne cytokiny 
wywierają w stosunku do komórek mięśniowych [70, 72, 152, 207, 208], jed-
nakże ich działanie w złożonym procesie miażdżycowym nie zostało w pełni 
wyjaśnione [134, 140, 228]. Nie ma wątpliwości co do tego, że cytokiny wpły-
wają na proliferację i apoptozę SMC, jednakże efekt raczej jest rezultatem regu-
lacji przez nie podaży czynników wzrostowych, takich jak PDGF lub EGF, po 
wywiązaniu się stanu zapalnego [126, 230, 269]. Proponowany jest też podział 
cytokin na pro- i antyaterogenne, a szczególna debata dotyczy roli typowych 
cytokin prozapalnych, IFN-γ i TNF-α, tym bardziej, że przypisuje się im działa-
nie synergistyczne [87, 92]. Zaobserwowano, że TNF-α wywołuje efekt cyto-
toksyczny często wespół z IL-1. [254]. Prowadzone przez Genga [70 ] badania 
in vitro dowiodły, że SMC wyizolowane z naczyń mają zwiększoną apoptozę 
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przy ekspozycji na IFN-γ, TNF-α i IL-1. Podobne rezultaty uzyskali także inni 
badacze obserwując indukcję formowania komórek piankowatych w materiale 
pochodzącym ze zmienionych miażdżycowo naczyń [85, 269]. Istnieją również, 
chociaż nieliczne sugestie, iż niektóre prozapalne cytokiny, szczególnie INF-γ – 
hamują proliferację SMC i syntezę kolagenu typu I i III [300], a także promują 
przejawianie fenotypu „contractile” w hodowli pierwotnej SMC [254]. Z kolei 
rola Il-6 w miażdżycy wydaje się być ambiwalentna, jako że różni badacze 
przypisują jej działanie pro- lub antyzapalne. 

W świetle aktualnego stanu wiedzy na temat roli kalcytriolu w procesie za-
palnym, który towarzyszy procesowi miażdżycowemu, wyniki moich badań 
wydają się być zgodne z tezą proponowaną przez Zittermanna [319], że kalcy-
triol wpływa na poziom cytokin prozapalnych obniżając te kluczowe. Wydaje 
się więc, że działanie aktywnego metabolitu witaminy D na rzecz utrzymania 
balansu w ekspresji cytokin pro- i antyzapalnych może odgrywać ważną rolę 
ochronną w inicjacji i progresji procesu miażdżycowego.  

W warunkach fizjologicznych, w ścianie naczynia, ustalony jest pewien ro-
dzaj równowagi, gdzie zarówno proliferacja jak i apoptoza występują na bardzo 
niskim poziomie [24, 81]. Problem przedstawia się zgoła odmiennie w trakcie 
rozwoju zmian miażdżycowych, gdy ten balans zostaje drastycznie zaburzony 
[43, 85, 132, 136, 147]. Do wzmożonej apoptozy dochodzi głównie na skutek 
aktywacji powierzchniowych receptorów śmierci niezbędnych dla uruchomienia 
szlaku transdukcji sygnału Fas/Fas ligand /caspase. Występują także zmiany w 
podaży czynników wewnętrznych, istotnych w tym procesie, szczególnie białek 
z rodziny Bcl-2 i p53 oraz c-myc protoonkogenów [29, 132]. 

Chociaż apoptozie ulegają wszystkie typy komórek budujących zmiany 
miażdżycowe i najważniejszymi wydają się być makrofagi budujące lipid core, 
to nie można umniejszać w tym procesie roli komórek mięśniowych. SMC bę-
dące głównym komponentem pokrywy włóknistej osłaniającej nekrotyczny 
rdzeń i głównym producentem ECM pełnią bardzo ważną funkcję polegającą na 
stabilizacji blaszki miażdżycowej [147]. Nienormalna zaś ekspresja genów regu-
lujących apoptozę SMC doprowadza do tzw. apoptozy chronicznej w blaszce 
miażdżycowej. W następstwie tego zostaje zredukowana grubość pokrywy 
włóknistej, zwiększona objętość nekrotycznego rdzenia, ulega destrukcji elasty-
na i postępuje proces wapnienia [43, 191]. To wszystko poważnie zaburza inte-
gralność i stabilność blaszki miażdżycowej [71] oraz powoduje konsekwencje 
kliniczne w postaci jej pęknięcia [136, 155]. Apoptotyczne SMC po zetknięciu z 
krwią mogą prowokować proces koagulacji i powstawanie skrzepu ze względu 
na zmianę właściwości błony komórkowej po ekspozycji fosfatydyloseryny 
[136]. 

Pierwotne hodowle komórek mięśniowych do pewnego stopnia odzwiercie-
dlają warunki panujące podczas tworzenia blaszki miażdżycowej [34, 190]. W 
jednym i drugim przypadku postępuje intensywna proliferacja SMC, wzmożony 



 Dyskusja 109 

ruch oraz synteza i odkładanie składników ECM [3, 15, 56]. W swoich bada-
niach, w analogicznym czasie, oprócz wymienionych aktywności SMC obser-
wowałam także różne przejawy degradacji i śmierci tych komórek. I chociaż 
komórki mięśniowe wchodziły na drogę apoptozy zarówno w hodowli traktowa-
nej kalcytriolem jak i w hodowli rosnącej bez dodatku tego aktywnego związku, 
to niewątpliwie dało się odnotować różnice co do częstotliwości występowania 
tego zjawiska. Wyniki cytometrycznych pomiarów ilościowych (test wiązania 
aneksyny V i jodku propidyny) wykazały wyraźny spadek procentowy komórek 
ginących zarówno na drodze apoptozy jak i nekrozy po stymulacji kalcytriolem. 
Przytoczone dane pozwalają wnioskować na temat korzystnego znaczenia ni-
skich stężeń tego aktywnego metabolitu witaminy D dla żywotności SMC w 
hodowli. 

Śmierć komórek mięśniowych na drodze apoptozy jest zagadnieniem inten-
sywnie badanym, jako że odgrywa istotną rolę w zachowaniu stabilności blaszki 
miażdżycowej. Wyjaśnienia antyapoptotycznego działania kalcytriolu może 
należałoby doszukiwać się w związku z jego działaniem immunosupresyjnym i 
antyzapalnym [37, 148, 171, 222]. Dowiedziono mianowicie, że wysokie stęże-
nie cytokin prozapalnych, a szczególnie asocjacja TNF-α i IFN-γ promuje apop-
tozę w blaszce miażdżycowej [70], natomiast czynniki wzrostowe i TGF-β re-
dukują apoptozę promując żywotność SMC [71, 169, 230, 169]. 

Przedstawiona w tej pracy problematyka dotycząca oddziaływania kalcytrio-
lu na komórki mięśniowe naczyń wzbudza obecnie coraz większe zainteresowa-
nie. Niewątpliwie mają na to wpływ wyniki badań epidemiologicznych wskazu-
jące na wyraźny związek pomiędzy poziomem witaminy D w organizmie i czę-
stością występowania chorób układu sercowo-naczyniowego. 
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 
 
Aktywny metabolit witaminy D – 1α,25-dihydroksycholekalcyferol (kalcy-

triol) stosowany w suprafizjologicznych stężeniach w hodowlach komórek mię-
śniowych aorty szczura: 

 
• wpływa na przebieg modulacji fenotypowej-opóźnia proces różnicowa-

nia 
• stymuluje proliferację i migrację 

Wymienione efekty działania kalcytriolu wskazują, iż ten endogenny 
związek stymuluje SMC w procesie tworzenia blaszki miażdżycowej, 
szczególnie na etapie formowania pokrywy włóknistej (fibrous cap). 
Kalcytriol może też spełniać podobną stymulującą funkcję w stosunku do 
SMC, gdy po pęknięciu niestabilnej blaszki miażdżycowej są zaangażowane 
w proces naprawczy. 

 
• hamuje proces apoptozy i nekrozy 

Taki efekt działania aktywnego metabolitu witaminy D w stosunku do ko-
mórek mięśniowych in vitro sugeruje korzystną rolę w utrzymaniu ciągłości 
i stabilności blaszki miażdżycowej. 

 
• indukuje zaburzenia w budowie włókien elastycznych 
• stymuluje odkładanie złogów wapniowych 

Powodując zaburzenia w budowie ECM kalcytriol stwarza warunki do sku-
tecznej proliferacji i migracji SMC z błony środkowej do wewnętrznej na-
czynia krwionośnego na etapie budowania pokrywy włóknistej tworzącej 
barierę dla trombogenicznego nekrotycznego rdzenia. 

 
• powoduje spadek wydzielania kluczowych cytokin prozapalnych 

Obniżenie pod wpływem kalcytriolu zawartości kluczowych cytokin 
prozapalnych: INF-γ, TNF-α, IL-2, i IL-6 sugeruje, że związek ten spełnia 
ważną rolę w modulacji procesu zapalnego, który towarzyszy rozwojowi 
zmian miażdżycowych. 
 
Podsumowując, 1α,25-dihydroksycholekalcyferol – aktywny metabolit wi-

taminy D - poprzez wpływ na strukturę i funkcje SMC, spełnia ochronną a na-
wet dobroczynną rolę w procesie miażdżycowym. 
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7. STRESZCZENIE 
 
Błona środkowa (tunica media) ściany zdrowego naczynia krwionośnego 

jest wysoce zorganizowaną strukturą anatomiczną, zbudowaną głównie z komó-
rek mięśniówki gładkiej, które pełnią ważną rolę w zachowaniu szeroko pojętej 
homeostazy naczynia. Jakkolwiek główną rolą komórek mięśniowych naczyń w 
dojrzałym organizmie jest kurczliwość, to w określonych warunkach cechuje je 
daleko posunięta plastyczność w zakresie zarówno budowy jak i funkcji. W 
odpowiedzi na uszkodzenie naczynia, SMC modulują fenotypowo ze stanu zwa-
nego contractile w kierunku fenotypu określanego jako synthetic. Na skutek 
transformacji fenotypowej zaczynają przejawiać wzmożoną aktywność biolo-
giczną, dzięki której migrują do warstwy podśródbłonkowej naczynia, inten-
sywnie proliferują oraz wydzielają składniki istoty międzykomórkowej przyczy-
niając się do powstania i progresji procesu miażdżycowego.  

Podobny proces modulacji komórek mięśniowych w kierunku fenotypu syn-
thetic można także obserwować w warunkach doświadczalnych. W niniejszej 
pracy posłużyłam się modelem badawczym in vitro aby zbadać morfologiczne i 
fizjologiczne aspekty działania 1α,25(OH)2D3 (kalcytriol) na SMC w kontekście 
procesu miażdżycowego. Do badań wykorzystano komórki mięśniowe izolowa-
ne enzymatyznie z aort noworodków szczurzych.  

Istotną rolę 1α,25(OH)2D3 w biologii komórek mięśniowych uzasadnia fakt, 
iż posiadają one swoiste receptory tej witaminy, a ponadto same mogą być miej-
scem syntezy aktywnego metabolitu witaminy D. Kalcytriol powoduje efekt 
plejotropowy działając na SMC poprzez receptory jądrowe, bądź wywołuje 
szybkie niegenomowe efekty za pośrednictwem receptorów błonowych i wtór-
nych przekaźników. 

W celu zbadania efektu jaki wywiera 1α,25(OH)2D3 na komórki mięśniowe 
wykorzystano różne metody mikroskopowe, immunocytochemiczne i bioche-
miczne. Do doświadczeń wykorzystano suprafizjologiczne stężenia (1–100 
nmol/l) kalcytriolu, wybrane na podstawie wcześniej uzyskanych wyników. 
Stosowane dawki kalcytriolu są porównywalne ze stężeniami tego aktywnego 
metabolitu cyrkulujacego we krwi, co więcej, w warunkach patologicznych po-
ziom calcytriolu może miejscowo znacznie przekraczać wspomniane wartości. 

Zaobserwowano, że wkrótce po zakotwiczeniu do dna naczynia hodowlane-
go większość SMC przechodzi spontaniczną modulację w kierunku fenotypu 
synthetic. Podczas tego procesu następowały zarówno zmiany ilościowe doty-
czące elementów budujących cytoszkielet i aparat kurczliwy jak i zmiany w ich 
organizacji. Następstwem odróżnicowania SMC była intensywna proliferacja, a 
faza wykładnicza wzrostu w hodowli trwała do około 10–11 dnia.  

Analiza mikroskopowa wykazała istnienie znacznych różnic w morfologii 
pomiędzy komórkami rosnącymi w warunkach kontrolnych i komórkami ekspo-
nowanymi na działanie 1α,25(OH)2D3. Istotną cechą SMC z hodowli kontrolnej 
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był ich charakterystyczny nierównomierny układ, powszechnie określany jako 
hills and valleys. W miejscach wzrostu wielopokładowego SMC pozostawały w 
dużym zagęszczeniu i bliskim kontakcie, przybierały kształt wrzecionowaty, a 
na terenie cytoplazmy wyraźnie wzrastała ilość elementów kurczliwych. Ko-
mórki takie częściowo odbudowywały błonę podstawną. W hodowli kontrolnej 
proces różnicowania SMC zachodził intensywniej w porównaniu z hodowlą 
poddaną działaniu kalcytriolu. 

Zaobserwowano, że 1α,25(OH)2D3, stosowany w stężeniu 10 nmol/l dra-
stycznie zmieniał charakter wzrostu komórek mięśniowych w hodowli. Liczne 
pokłady luźno rozmieszczonych komórek tworzyły szeroką warstwę o równo-
miernym układzie. Większość SMC przejawiała cechy fenotypu synthetic, któ-
rego wyznacznikami strukturalnym były; utrata elementów kurczliwych, inten-
sywna rozbudowa błon siateczki endoplazmatycznej i wyraźnie ukształtowane 
struktury Golgiego. 

W komórkach mięśniowych porównywanych hodowli, kontrolnej i wysta-
wionej na działanie kalcytriolu mierzono ilości wbudowanego CFSE i dokonano 
analizy kinetyki zachodzących podziałów komórkowych. Wykazano skrócenie 
czasu generacji komórek traktowanych kalcytriolem, co wiązało się ze zwięk-
szeniem liczby ich podziałów. Ponadto komórki traktowane kalcytriolem efek-
tywniej inkorporowały znakowaną tymidynę i przejawiały intensywniejszą syn-
tezę białka w porównaniu z SMC w hodowli kontrolnej. Reasumując można 
stwierdzić, że 1α,25(OH)2D3 stymuluje proliferację komórek mięśniowych i 
jednocześnie hamuje proces ich różnicowania. 

Ruch komórek mięśniowych był przedmiotem badań ze względu na klu-
czową rolę w powstawaniu zmian miażdżycowych. Na podstawie analizy obra-
zów mikroskopowych można było stwierdzić, że zastosowany hormon witami-
nowy wyraźnie wpływa na przyleganie SMC do podłoża oraz zaburza kontakty 
między komórkami. Pod wpływem kalcytriolu redukcji ulegała ilość włókien 
naprężeniowych i miejsc przylegania (Fa) do ECM. Badania z zastosowaniem 
cytometrii przepływowej wykazały spadek ilości cząstek adhezyjnych; β1-
integryn w błonie komórek poddanych działaniu kalcytriolu. Skłania to do kon-
kluzji, że kalcytriol zaburza oddziaływanie między SMC i składnikami istoty 
międzykomórkowej, determinuje ekspresję fenotypu synthetic oraz indukuje 
proces migracji. 

Śmierć komórek mięśniowych na drodze apoptozy jest zagadnieniem inten-
sywnie badanym, jako że odgrywa istotną rolę w zachowaniu stabilności blaszki 
miażdżycowej. W obu wariantach hodowli obserwowano SMC posiadające mor-
fologiczne cechy charakteryzujące apoptozę lub nekrozę związane z destrukcją 
cytoszkieletu i organelli komórkowych. Wyniki cytometrycznych pomiarów 
ilościowych (test wiązania aneksyny V i jodku propidyny) wykazały wyraźny 
spadek procentowy komórek ginących zarówno na drodze apoptozy jak i nekro-
zy po stymulacji kalcytriolem. Przytoczone dane pozwalają wnioskować na te-
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mat korzystnego znaczenia niskich stężeń tego aktywnego metabolitu witaminy 
D dla żywotności SMC w hodowli. 

Mając na uwadze szczególne właściwości SMC do formowania włókien 
sprężystych w hodowli komórkowej, postanowiono zbadać na ile 1α,25(OH)2D3 
jest w stanie wpływać na ten proces. W 10-dniowej hodowli kontrolnej obser-
wowano regularny układ dojrzałych włókien sprężystych zbudowanych z kon-
glomeratów amorficznej, nieprzeziernej elektronowo elastyny, otoczonej pęcz-
kami mikrofibrylli. Pod wpływem kalcytriolu, w hodowli SMC następował 
znaczny spadek ilości nierozpuszczalnej elastyny i wysoka kumulacja składnika 
mikrofibrylarnego. Opisane w pracy efekty działania kalcytriolu polegające na 
zaburzeniu procesu tworzenia włókien sprężystych współistnieją z intensyfikacją 
proliferacji i migracji komórek mięśniowych. 

W przedstawionym modelu badawczym zastosowano czułą metodę immu-
nocytochemiczną, która pozwalała śledzić wpływ 1α,25(OH)2D3 na proces mi-
neralizacji. W przestrzeniach międzykomórkowych komórek hodowanych w 
obecności kalcytriolu złogi soli wapniowych gromadzone były ze znacznie 
większą intensywnością niż w hodowli kontrolnej. Wzmożona mineralizacja 
powiązana była wyraźnie ze zmianą typu wzrostu hodowli, modulacją fenoty-
pową SMC oraz z zaburzeniami w formowaniu włókien sprężystych. Poczynio-
ne obserwacje zwracają uwagę na pewne podobieństwa istniejące pomiędzy 
mineralizacją w hodowli SMC a mineralizacją zachodzącą w zmianach miaż-
dżycowych. 

Znane są właściwości SMC do produkcji i wydzielania cytokin, będących 
aktywnymi mediatorami procesu zapalnego. W następstwie stymulacji kalcytrio-
lem SMC wykazywały obniżoną zdolność do produkcji kluczowych cytokin 
prozapalnych INF-γ,  TNF-α, IL-2 i IL-6 . Stężenie tych cytokin w supernatan-
tach z hodowli było znamiennie niższe w porównaniu z wartościami uzyskanymi 
z hodowli kontrolnych.  

Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić, że aktywny metabo-
lit witaminy D, 1α,25(OH)2D3, odgrywa istotną rolę w biologii SMC, wpływając 
na ich strukturę i ważne funkcje fizjologiczne. Działanie tego hormonu witami-
nowego może odgrywać pozytywną rolę w tworzeniu okrywy włóknistej oraz 
chronić przed destabilizacją blaszki miażdżycowej. 
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8. SUMMARY  
 

The medial layer in healthy arteries is a well-organized structure mainly 
consisting of highly specialized smooth muscle cells, which play an important 
role in the maintenance of vascular homeostasis. Although the principal function 
of SMCs in mature animals is contraction, they exhibit a high degree of pheno-
typic and functional plasticity. In response to vascular injury, SMC can undergo 
a phenotypic modulation from a “contractile” (differentiated) to a more imma-
ture, “synthetic” (dedifferentiated) state. Under pathophysiological conditions, 
activated SMC derived from the vessel wall, migrate and proliferate under endo-
thelial space, secrete and deposit ECM, thereby contributing to the formation 
and progression of atherosclerosis.  

A similar modulation from a “contractile” to a “synthetic” phenotype occurs 
when normal smooth muscle cells are established in culture. Therefore, an in 
vitro model system has been used here to study the alterations of SMC morphol-
ogy and physiology under 1α,25(OH)2D3 (calcitriol) treatment, especially in the 
context of atherogenesis. SMC were obtained from the aortas of newborn rats by 
enzymatic digestion.  

The biological importance of calcitriol in behavior of vascular smooth mus-
cle cells is highlighted by the facts that these cells posses the vitamin D receptor 
and are able to synthesize 1α,25(OH)2D3. The pluripotent active metabolite of 
vitamin D initiates genomic responses through the VDR or rapid non-genomic 
effects through a membrane receptor and second messengers.  

A combination of microscopic, immunocytochemical and biochemical 
methods was applied to study the effect of calcitriol on SMC. Based on the pre-
viously obtained results, the supra-physiological (1–100 nmol/l) concentrations 
of 1α,25(OH)2D3 were chosen in experiments. Concentrations of calcitriol are 
comparable with the physiological level of total circulating 1α,25(OH)2D3. Fur-
thermore, much higher local concentrations of calcitriol could be reached under 
pathophysiological conditions.  

A few days after seeding at moderate density, most of the SMC in culture 
systems spontaneously modulated toward the “synthetic” phenotype. Phenotypic 
transition of cells involved not only quantitative changes in expression of con-
tractile and cytoskeletal proteins but also changes in their organization. Thereaf-
ter, cells began to proliferate and logarithmically up to the 10–11 day of the cul-
ture.  

Microscopical analysis of SMCs in culture revealed marked morphological 
differences between SMC performed in control culture and these exposed to 
supraphysiological concentration of 1α,25(OH)2D3. Characteristic growth pat-
tern with “hills and valleys” was observed in control culture. In multilayered 
nodular region the closely arranged cells became elongated and spindle shaped, 
with elevation of myofilament density and required contraction. Basement 
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membrane was partially rebuilt after maturation of cells. In control culture the 
differentiation of SMCs was observed more frequently in comparison to calcit-
riol-treated cells. 

Calcitriol in concentration of 10 nmol/l dramatically changed smooth mus-
cle layer composition and subcellular architecture of SMCs. The cells formed 
highly abundant, three-dimentional culture system with flattened configuration. 
Most of the cells exhibited evident synthetic phenotype characterized by loss of 
myofilaments, formation of highly abundant rough endoplasmic reticulum and a 
prominent Golgi complex.  

It is well established that excessive proliferation of vascular smooth muscle 
cells is a prototypical response to vascular injury and is also a feature of early-
stage atherogenesis. The growth kinetics of asynchronically divided SMC from 
both cultures was estimated by flow cytometry using CFSE. Generation time 
calculated for SMC exposed to calcitriol was shortened, therefore increased 
number of cell division was noted in comparison to control. Simultaneously, 
calcitriol-treated cells incorporated the [3H]-thymidine and produced protein 
more readily than did control cells. The results clearly showed that after calcit-
riol treatment proliferation of SMCs is enhanced, whereas differentiation is 
compromised.  

Migration of vascular SMCs was here investigated due to its importance in 
the formation of vascular lesions. Marked changes of adhesion and spreading in 
calcitriol-treated SMC culture observed under electron microscopy well corre-
lated with intensity of cell migration. Stress fibers assembly and focal adhesions 
formation was reduced. Down-regulation of the β1-integrin in SMC exposed to 
calcitriol determined their phenotypes; therefore these cells displayed several 
hallmarks of the synthetic state. The results from these comparative investiga-
tions demonstrate that inhibited expression of surface β1-integrin most likely 
altered binding of SMCs to the matrix and markedly stimulated migration. 

SMC death by apoptosis has been intensively studied problem in context to 
atherosclerotic plaque stability. Characteristic apoptotic or necrotic morphology 
reflecting a drastic destruction of cytoskeleton and organelles was observed. A 
significant decrease in number of apoptotic and necrotic cells in calcitriol-treated 
culture versus control one, was identified by flow cytometry using the FITC-
annexin V/propidium iodide (PI) – based assay. The obtained results indicate 
that low concentration of calcitriol plays a protective role against apoptosis and 
necrosis.  

Based on the unique capacity of neonatal aortic smooth muscle cells to for-
mation of elastic fibers in culture, the alteration in this process upon calcitrol-
treatment was investigated. In control culture, regular arrangement of maturated 
elastic fibers between the cells was observed. Elastic fibers composed of clearly 
distinguishable conglomerates of highly stained amorphous material were dis-
tributed among the bundles of microfibrillar component. Calcitriol caused a sub-



116 Cecylia Tukaj 

stantial decrease in the insoluble elastin content and abnormal accumulation of 
microfibrillar component. Considerable evidence suggests that such modifica-
tions in the matrix deposition may be at least partially responsible for an in-
creased rate of SMC proliferation and migration. 

In experimental model presented here, calcitriol induced a significant in-
crease in calcium deposition, visualized by immunofluorescence method, com-
pared with cells cultured in medium alone. Observations provided evidence that 
enhanced mineralization in SMC culture exposed to calcitriol is related to thick-
ening of multilayer culture, phenotype switching and elastic fibers alteration. 
This finding indicate that calcification of the matrix deposited by SMCs resem-
bles the mineralization observed in atherosclerotic plaques. 

It is known that SMCs in vitro have the potential to express reactive 
mediators like cytokines involved in inflammation. After calcitriol stimulation, 
the ability of SMCs to production such proinflamatory cytokines like INF-γ, 
TNF-α, IL-2 and IL-6 was diminished, therefore their concentrations in 
supernatants were significantly reduced in comparison with control culture.  

Based on the results, it may be concluded that 1α,25(OH)2D3 – an active 
form of vitamin D – plays an important role in vascular biology. It has been also 
suggested that structural and physiological responses of SMCs to calcitriol play 
a beneficial role in fibrous cap formation as well as protect against atheroscle-
rotic plaque destabilization. 
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