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Wykaz waznych skrétow stosowanych w pracy

Ac - komorka apoptotyczna (apoptotic cell)

BM - btona podstawna (basement membrane)

CVD - choroby uktadu sercowo-naczyniowego (cardiovascular diseases)

DBP - biatko wiazace witaming D (vitamin D binding protein)

DAPI - barwnik fluorescencyjny (tiamino-2-fenyloindol)

DB - ciatka geste (dense bodies)

EC - komorka srodbtonka (endothelial cell)

ECM - istota miedzykomorkowa (extracellular matrix)

FBS - surowica plodowa (fetal bovine serum)

FITC - fitocyjanina

Fc - czapeczka wioknista (fibrous cap)

Fo - komorka 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 $wietlny (/ight microscope)

Ma - makrofag

MMP - metaloproteinazy (matrix metalloproteinases)

MEM - pozywka 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)

SMa-aktyna - aktyna (smooth muscle a-actin)

SMC - komoérka migsnidwki gtadkiej (smooth muscle cell)

TEM - mikroskop elektronowy transmisyjny (transmission elektron
microscope)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (fumor necrosis factor)

VCAM - czastki adhezyjne komoérek migsniowych (vascular cell adhesion
molecule)

VDR - receptor witaminy D (vitamin D receptor)



Rozprawa habilitacyjna jest kontynuacja badan, ktére zostaty opublikowane
w wykazanych ponizej pracach i zawiera ich niektore czastkowe elementy.

1. Tukaj C., Kubasik- Juraniec J., Kraszpulski M.: Morphological changes of
aortal smooth muscle cells exposed to calcitriol in culture. Med. Sci. Monit.
2000, 6, 668-674.

2. Tukaj C., Bohdanowicz J., Kubasik-Juraniec J.: Effects of 1,25-
dihydroxycholecalciferol on cytoskeleton organisation of aortal smooth
muscle cells in primary culture. In: Norman A. W. (ed): Vitamin D Endo-
crine System: structural, biological, genetic and clinical aspects. Riverside
(Calif) 2000, 431-434.

3. Tukaj C, Bohdanowicz J, Kubasik-Juraniec J.: A scanning electron micro-
scopic study of phenotypic plasticity and surface structural changes of aortal
smooth muscle cells in primary culture. Folia Morph. 2002, 61, 191-298.

4. Tukaj C., Trzonkowski P., Kubasik Juraniec J., Mysliwski A.:Quantifying
division of aortal smooth muscle cell in culture stimulated by 1,25(0OH),D ;
J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2007, 103, 525-528.

5. Tukaj C.: Enhanced proliferation of aortal smooth muscle cells treated by
1,25(0OH),D; in vitro coincides with impaired formation of elastic fibers. Int.
J. Exp. Path. 2008, 89, 117-124.

6. Tukaj C.: Adequate level of vitamin D is essential for the maintenance of
good health. PHMD. 2008, 62, 502-510.

7. Tukaj C. Role of vascular smooth muscle cells in atherosclerosis. Post. N.
Med. W druku



11

1. WSTEP

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD — cardiovascular diseases), a
wsrod nich miazdzyca i jej powiktania, sa gtdwna przyczyna $Smierci w spote-
czenstwach o wysokim stopniu rozwoju ekonomicznego [89, 102, 112, 147, 150,
241, 288, 300, 319].

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

Komorki migsniowe (SMC — smooth muscle cells) sa dominujacym sktadni-
kiem $ciany naczynia t¢tniczego. Podstawowa funkcja SMC jest kurczliwose,
ktora pozwala zachowa¢ odpowiednie napigcie naczynia (tonus) i stwarza wa-
runki dla prawidtowego przeptywu krwi [240, 244, 251]. Niezwyczajna cecha
komoérek migsniowych naczyn jest ich duza plastyczno$¢, ktora manifestuje sig
zmienno$cig fenotypowa zarowno w réznych fazach rozwoju osobniczego jak i
w odpowiedzi na lokalne zmiany w otaczajacym $rodowisku [14, 65, 82, 131].
Takim szczeg6lnym srodowiskiem (milieu) dla SMC jest $ciana naczynia krwio-
nos$nego, w ktérym toczy si¢ proces miazdzycowy, a one same podlegaja skom-
plikowanym interakcjom typu komoérka—komorka i komorka—ECM (extracelul-
lar matrix) [5, 26, 33, 45, 176, 195, 196, 197, 227, 238, 261]. Zaawansowane
badania z zastosowaniem metod biologii molekularnej pozwolily jedynie w cze-
$ci pozna¢ oddzialywanie czynnikow wzrostu, cytokin i hormonéw, ktore moga
powodowac aktywacje SMC, zmiang ich fenotypu i funkcji [56, 65, 228].

Wisréd wielu réznych zwiazkoéw, uczestniczacych w rozwoju procesu miaz-
dzycowego na uwage niewatpliwie zastluguje witamina D, a precyzyjniej jej
aktywny metabolit — 1a,25(OH),D; (kalcytriol). Dobrze rozpoznana zostala
podstawowa funkcja tego hormonu witaminowego w organizmie cztowieka
polegajaca na regulacji gospodarki wapniowo-fosforanowej oraz modelowaniu i
mineralizacji kosci [50, 109, 110, 160, 161, 194]. 10,25(0OH),D; spehnia tg waz-
na biologicznie role¢ oddzialywujac poprzez receptory (VDR — Vitamin D Recep-
tor) na nablonek jelita, nabtonek kanalikoéw nerkowych oraz komorki tkanki
kostnej [94, 95, 219, 234]. Obecnie wiadomo, ze receptory witaminy D obecne
sa w znakomitej wigkszo$ci tkanek i komodrek ludzkiego ciala, a rézne aspekty
jej dziatania zaobserwowano u przynajmniej 36 roznych typow komorek [123,
193, 221, 232, 264]. Bezposrednio lub posrednio, 10,25-dihydroxyvitamina D
wplywa na ekspresje ponad 200 gendéw, ktorych produkty reguluja migdzy in-
nymi proliferacje komorek, réznicowanie, apoptoze i angiogeneze [37, 53, 57,
68, 69, 76, 159].

Odkrycie za$ mitochondrialnej 1o-hydroksylazy w réznych tkankach ludz-
kiego organizmu, takze w SMC, nadalo badaniom nad witaming D nowy kieru-
nek i intensywno$¢ [110, 123, 154, 162, 203, 258]. Wiadomo tez, ze pozanerko-
wo, lokalnie syntetyzowana 1a,25-dihydroksywitamina D; reguluje na drodze



12 Cecylia Tukaj

auto- i parakrynii wazne funkcje okoto 10 roznych komorek ludzkiego ciala
[112, 162, 215, 258, 316].

Istnieje bogate pismiennictwo dokumentujace fakt, iz niedobor witaminy D
powaznie narusza rownowage fizjologiczna organizmu i zwigksza ryzyko wy-
stapienia przewlektych schorzen o odmiennej etiologii [4, 6, 36, 37, 57, 68, 76,
107, 108, 114, 143, 159, 187, 319]. Szeroko za$ zakrojone badania epidemiolo-
giczne wskazuja na wyrazna zalezno$¢ migdzy czestotliwoscia wystgpowania
CVD a niedoborem witaminy D [150, 181, 182, 318].

Od czasu, gdy w 1987 roku komorki mig$niowe naczyn zostaly zaliczone do
grupy komoérek docelowych (farget cells) dla kalcytriolu, istnieja przestanki ku
temu, aby sadzi¢, ze 1a,25(OH),D; wptywajac na morfologi¢ i funkcje tych
komorek spetlnia wazna role w procesie powstawania zmian miazdzycowych [9,
35, 115, 137, 174, 180, 184, 186, 205, 232, 279, 283, 284, 285, 308]. I mimo
tego, ze szczegdlowe wyniki badan niejednokrotnie rdznia si¢ migdzy soba, to
coraz czg$ciej podkresla si¢ protekcyjne lub wregez dobroczynne dziatanie ak-
tywnego metabolitu witaminy D w réznych stadiach rozwoju miazdzycy. [204,
205, 223, 250, 317, 320].

1.1. Komorki mi¢sniowe naczyn
1.1.1. Morfologia i modulacja fenotypowa

W $cianie naczyn u osobnikéw dorostych, zréznicowane komorki migsniowe
posiadaja fenotyp o cechach kurczliwosci contractile. Na terenie cytoplazmy tych
komorek dominuja widkienka kurczliwe o rownoleglym przebiegu, zorientowane
wzdtuz dlugiej osi komorki oraz ciatka geste (Db — dens bodies). Ekspresja unikal-
nego zestawu biatek kurczliwych i czastek sygnalowych umozliwia komdrkom
migsniowym wypehianie ich podstawowej funkcji, jednocze$nie zapewnia bardzo
niski potencjat proliferacyjny i niewielka aktywnos¢ syntetyczna (quiescent) [93,
197,270, 273, 300].

Zidentyfikowano liczne geny oraz produkty ich ekspresji bedace uzytecznymi
markerami stuzacymi ocenie poziomu zréznicowania SMC. Takimi markerami sg w
szczegolnosci izoformy bialek budujacych aparat kurczliwy komorek migsniowych:
SM-o-actin, SM-myosin heavy chain, SM220, h-calponin, desmin, smoothelin, h-
caldesmon, metavinculin i telokin [252, 255, 257,259, 270, 279].

Oprocz wymienionych biatek budujacych aparat kurczliwy innag wazna cecha
komorki mig§niowej naczynia krwionosnego jest zlokalizowana na jej powierzchni
btona podstawna (BM — basement membrane). Sktadnikami BM sa gtoéwnie lamini-
na, i kolagen typu 1V, ale takze siarczan heparanu, entaktyna i perlekan [100, 272].
Blona podstawna odgrywa istotna rol¢ w ochronie SMC przed odréznicowaniem i w
zwiazku z tym uznawana jest za negatywny regulator wzrostu tych komorek.
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Ryc. 1. Schemat obrazujacy przebieg modulacji fenotypowej komorek migsnidwki gladkiej
naczyn.

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

SMC $ciany naczynia krwiono$nego w przeciwienstwie do widkien migsni
szkieletowych 1 komorek migénia sercowego nie sa terminalnie zréznicowane,
i dlatego w okreslonych sytuacjach moga ulega¢ modulacji fenotypowej (phenotype
switching) [135]. Sprzyjajace okolicznosci ku temu istnieja w warunkach patolo-
gicznych oraz w warunkach in vitro. W odpowiedzi na lokalne zmiany w otaczaja-
cym $rodowisku, komérki migdniowe odrdznicowuja sig, a prezentowany fenotyp
okreslany jest mianem synthetic [3, 13, 26, 32, 33, 56, 65, 141, 233, 240]. Na po-
ziomie ultrastruktury komorki te cechuje bogato rozbudowana siateczka endopla-
zmatyczna szorstka, duza liczba profili mitochondrialnych, rozbudowane struktury
Golgiego oraz wolne rybosomy. Nieliczne miofilamenty sa zlokalizowane pod pla-
zmalemma wzdtuz dtugiej osi komorki [244, 259, 270, 274, 279].

Fenotyp o analogicznych cechach posiadaja takze SMC we wczesnej fazie
rozwoju embrionalnego osobnika. Wowczas cechuje je wysoki wskaznik prolife-
racyjny i wzmozone tempo syntezy [128, 135].
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Proces modulacji fenotypowej wiazacy si¢ ze wzmozong proliferacja SMC,
migracja i synteza elementow istoty miedzykomoérkowej przy wydatnym spadku
ekspresji gené6w markerowych, uznawany jest za kluczowy w patogenezie pro-
cesu miazdzycowego [3, 58, 101, 102, 208, 246, 248].

1.1.2. Pochodzenie

Zdecydowana wigkszos¢ SMC budujacych sciang naczynia krwiono$nego
wywodzi si¢ z lokalnego zrédta mezodermy (mesenchymal vascular smooth
muscle cells). Dowiodly tego szczegotowe badania przeprowadzone na wcze-
snych zarodkach kregowcow, z ktérych wynika ponadto, iz pochodzenie mig-
sniowki gladkiej naczyn jest bardziej niejednorodne niz powszechnie sadzono.
Naczynia glowy i szyi zawieraja bowiem frakcj¢ komorek migsniowych pocho-
dzaca z grzebieni nerwowych (NCC — neural crest cells), a komorki migsniowe
naczyn wiencowych wywodza si¢ z proepicardium. Wykazano ponadto, ze cyr-
kulujace komorki pnia (steam cells), ktorych zrodtem jest szpik kostny, moga
takze réznicowac sig¢ do SMC [104, 314]. Tak odmienne pochodzenie komorek
mig$niowych uzasadnia réznice wystgpujace w budowie naczyn jak réwniez
roznice dotyczace ich fizjologii oraz potencjalnych schorzen [77].

W latach 60. ubiegtego stulecia Benditt przedstawit oryginalna koncepcje,
wedtug ktorej populacja komoérek migsniowych budujaca neointime ma nature
monoklonalng i wywodzi si¢ ze specjalnie predysponowanych do tego komorek
btony srodkowej (tunica media) [11, 192]. Ostatecznie jednak zwycigzyta kon-
cepcja oligoklonalna poparta badaniami z zastosowaniem nowoczesnych technik
in situ, wedtug ktorej procz okreslonej subpopulacji SMC migrujacych z btony
srodkowej $Sciany naczynia istnieja inne zrodta komorek migsniowych buduja-
cych neointime. Okazato sig, ze w niewielkim stopniu w procesie tym moga
uczestniczy¢ SMC powstale na skutek transdyferencjacji komorek $rodbtonka
lub fibroblastow, oraz zdolne do roéznicowania cyrkulujace progenitorowe ko-
morki szpiku kostnego [13, 90, 168].

1.1.3. Istota migdzykomorkowa

Homeostaza strukturalno-czynno$ciowa naczynia tgtniczego jest utrzymana
dzigki doskonalej organizacji w uktadzie SMC i ECM. Produkowane przez ko-
moérki migsniowe takie biatka wlokniste jak elastyna i kolagen umozliwiaja
stworzenie w blonie $rodkowej zwartego koncentrycznego uktadu kolejnych
warstw SMC. ECM moze takze regulowac istotne fizjologiczne funkcje komo-
rek migsniowych dzigki temu, ze posiada unikalne wlasciwosci uwarunkowane
budowa chemiczna [41, 102, 130, 227, 241, 242].
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Wsréd makromolekut budujacych ECM najistotniejszymi sa kolagen typu I 1
111, szeroki wachlarz glikoprotein (fibronektyna, witronektyna, tenascyna, trom-
bospondyna), proteoglikany (zawierajace siarczan dermatanu i siarczan chondro-
ityny) oraz elastyna. Zwiazki te petnia kluczowa role¢ w trakcie morfogenezy
naczyn, ale rowniez moduluja reakcje SMC na dziatanie czynnikow patologicz-
nych migdzy innymi w procesie miazdzycowym [32, 121, 122, 274].

Szczegodlnie podkresla si¢ znaczenie wzajemnych interakcji fibronektyny i
SMC w kontrolowaniu cyklu komoérkowego [100, 101]. Dobrze udokumentowa-
na jest tez rola elastyny jako autokrynnego regulatora polimeryzacji aktyny i
organizacji aparatu kurczliwego komorek migsniowych [127]. Stwierdzono, ze
zmiany pojawiajace si¢ w strukturze genu elastyny powoduja wystapienie w
naczyniu patologicznych zjawisk zwiazanych z proliferacja SMC [32, 210, 237].

Wzajemne interakcje SMC - ECM oraz SMC - SMC moga zosta¢ zaburzone
poprzez zewnatrzkomdrkowe proteazy z grupy metaloproteinaz (MMP — matrix
metalloproteinases), ktore w warunkach fizjologicznych sa wydzielane przez
SMC w formie latentnej, a uaktywniaja si¢ w warunkach uszkodzenia naczyn
[121, 122, 196, 197].

Poznanie mechanizméw kontrolujacych zaréwno syntezg jak i degradacje
ECM przyczyni si¢ niewatpliwie do lepszego zrozumienia ztozonosci procesow
formowania blaszki miazdzycowej, utrzymania jej stabilnosci badz tez przerwa-
nia jej ciagtosci.

SMC posiadaja transbtonowe receptory dla sktadnikow ECM spelniajace
wazng rolg w regulacji takich funkcji komorki jak przyleganie, polaryzacja, ruch
a takze proliferacja, roznicowanie i zywotno$¢. Te receptory istotne w procesie
transdukcji sygnatu zaliczane sa do rodziny integryn [30, 31]. Czasteczki inte-
gryn sa heterodimerami ztozonymi z podjednostek a i B3, z ktorych kazda posia-
da duza domene¢ zewnatrzblonowa dla wiazania liganda, pojedyncza domeng
transblonowa oraz domen¢ cytoplazmatyczna umozliwiajaca interakcje z ele-
mentami cytoszkieletu [315]. Molekula docelowa dla sygnatu przekazywanego z
ECM za posrednictwem integryn jest w komodrkach migsnidowki naczyn aktyna
budujaca elementy cytoszkieletu. Natomiast ligandami receptorow integryno-
wych sa zazwyczaj fibronektyna, laminina i kolagen [302].

1.2. Miazdzyca
1.2.1. Poglady na patogenez¢ miazdzycy

Wskazanie przyczyn rozwoju miazdzycy i rozwiktanie ztozonosci tego pro-
cesu absorbowato badaczy od dziesigcioleci. W XIX wieku Virchow zaprezen-
towal histologiczng charakterystyke zmian miazdzycowych zwracajac uwage na
obecnos$¢ cholesterolu w komorkach piankowatych oraz zlokalizowanych poza-



16 Cecylia Tukaj

komoérkowo krysztatéw cholesterolu. Na tej podstawie sformutowatl aktualng do
dzisiaj hipoteze okreslanej mianem ,.infiltration”, wedlug ktérej u podstaw for-
mowania zmian miazdzycowych lezy przenikanie z krwi do $ciany naczynia
lipidow oraz komorek generujacych proces zapalny. Jeszcze przez diugi czas, w
badaniach eksperymentalnych i klinicznych, dominujaca problematyka byto
szukanie zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem miazdzycy i zaburzonym meta-
bolizmem lipidow. Nie przypadkiem wigc kolejna hipoteza otrzymata miano
»~modified low-density lipoprotein"[262].

W latach siedemdziesiatych ubieglego stulecia bardzo duze uznanie zyskata
hipoteza ,,response to injury” prezentowana przez Rossa i wspotpracownikow
[240]. Autor eksponowal zjawisko proliferacji komoérek migsniowych blony
srodkowej naczyn oraz ich migracji do btony wewnetrznej wystepujace jako
odpowiedz na uszkodzenie $ciany naczynia. Od tego czasu nie tylko dobrze
poznano czynniki i procesy uszkadzajace §ciang naczynia tgtniczego, lecz takze
zidentyfikowano i zbadano czynniki wzrostowe oraz mediatory zapalenia wazne
w progresji choroby. I chociaz hipoteza Rossa jest nadal aktualna, stworzono
nowa, zunifikowana koncepcje aterogenezy, uwzgledniajaca elementy wszyst-
kich hipotez wykreowanych wczeéniej ze wskazaniem jednakze na kluczowa
rolg procesu zapalnego i odpowiedzi immunologicznej [55, 157, 158, 247, 249,
293, 300].

Jeszcze do niedawna uwazano miazdzyce¢ za wolno postgpujaca chorobe
zwyrodnieniowa naczyn tgtniczych, ktora doprowadza do zaburzeh w przepty-
wie krwi u 0s6b w podesztym wieku. Obecnie miazdzyca przedstawiana jest
jako dynamiczny proces zapalny, ktory nieustannie jest modyfikowany na sku-
tek dziatania czynnikow regulacyjnych. Coraz czesciej tez podkresla sig znacze-
nie dynamicznej rownowagi pomigdzy destrukcyjnym oddziatywaniem komorek
zaangazowanych w rozwoj reakcji zapalnej, a odpowiedzia i stabilizujacym
wpltywem SMC [10, 24, 35, 56, 246, 250].

1.2.2. Znaczenie SMC w powstawaniu zmian miazdzycowych
1.2.2.1. Inicjacja procesu miazdiycowego

Czynniki fizyczne, biochemiczne lub immunologiczne moga powodowac
uszkodzenia $§rédbtonka wyscielajacego naczynie krwionosne zapoczatkowu-
jac w ten sposob proces miazdzycowy (atherogenesis) [75, 240, 242, 293].
W nastepstwie uszkodzenia dochodzi do zmian wtasciwos$ci $rodbtonka, kto-
re polegaja na zwigkszeniu jego przepuszczalnosci dla lipidow (permeability)
oraz na zmianie w ekspresji licznych genow [2, 75]. Produkowane selektyny
P i E, czasteczki adhezyjne ICAM-1 (intracellular adhesion molecule),
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VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) umozliwiaja adhezje monocytéw
i limfocytow T do $rédbtonka [31, 47, 48, 119].

Ryc. 2. Elementy budujace $ciang naczynia krwionos$nego. Komdrka $rddbtonka, Ec
(endothelial cell), btona podstawna, BM (basement membrane), btona elastyczna, El
(elastic lamina), istota migdzykomorkowa, ECM (extracellular matrix), komérka mig-
$nidwki gladkiej naczyn, SMC (smooth muscle cell), blona wewngtrzna, i (funica inti-
ma), btona srodkowa, m (tunica media), blona zewngtrzna, 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).

Postep w rozwoju zmian miazdzycowych wiaze si¢ z rekrutacja limfocytow
T i monocytow do intimy oraz wywiazaniem si¢ stanu zapalnego. Jednakze re-
akcja zapalna zawsze jest poprzedzona kumulacja przynajmniej czg$ciowo zmo-
dyfikowanych lipidow w warstwie podsrodbtonkowej [188, 217, 300].

Pod wptywem chemokin, w szczeg6lnosci MCP 1 (monocyte chemoat-
tractant protein 1), odbywa sig¢ migracja monocytow do blony wewngtrznej na-
czyn oraz ich transformacja w kierunku makrofagéw. Makrofagi kumuluja w
cytoplazmie aterogenne, zmodyfikowane lipoproteiny, gtownie ox-LDL (low
density lipoprotein) oraz estry cholesterolu i staja si¢ komoérkami piankowatymi
(Fo — foam cells,) [28, 157, 158].

Na tym etapie rozwoju miazdzycy powstaja zauwazalne makroskopowo,
charakterystyczne zmiany w wewnetrznej blonie naczynia, zwane smugami
thuszczowymi (fatty streak).

Nie tylko makrofagi lecz takze SMC moga przeksztalca¢ sig w komorki
piankowate uczestniczac w formowaniu ztogdéw lipidowych, czego dowodzi
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obecno$¢ w ich btonie wlasciwych receptorow zwiazanych z funkcja magazy-
nowania thuszczow [239].

SMC podobnie jak komorki srodblonka ujawniaja ekspresje molekut adhe-
zyjnych takich jak VCAM-1 i ICAM-1 odgrywajacych istotna rolg podczas mi-
gracji do btony wewngtrznej naczynia tetniczego [57, 58]. Wspomniane czastki
adhezyjne do pewnego stopnia chronia SMC przed apoptoza przyczyniajac si¢
do obecnosci duzej liczby tych komodrek we wczesnej fazie formowania blaszki
miazdzycowej [119].

Ryc. 3. Inicjacja procesu miazdzycowego. Komorki uszkodzonego $rodbtonka przeja-
wiaja na swojej powierzchni ekspresje¢ czasteczek adhezyjnych ((ICAM-1, VCAM-1)
utatwiajacych rekrutacje monocytéw (Mo) i limfocytéw, ktore nastgpnie penetruja war-
stwe srodblonka i zasiedlaja btong wewngtrzna (intima). Nastepuje transformacja mono-
cytow do makrofagow (Ma), pochtanianie przez nie zmodyfikowanych lipidow i prze-
miana w komorki piankowate (Fo). Cytokiny uwalniane przez makrofagi i limfocyty T
inicjuja proces zapalny w $cianie naczynia. Czynniki wzrostu stymuluja modulacj¢ fen-
typowa SMC polegajaca na transformacji ze stadium contractile do aktywnego metabo-
licznie stadium synthetic. Zaktywowane SMC zaczynaja migrowac z blony srodkowej
Sciany naczynia do blony wewngtrznej, a nastgpnie proliferowaé w warstwie podsrod-
btonkowe;j.

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. Weczesne zmiany miaZdiycowe

Rozwoj kolejnych zmian miazdzycowych nastgpuje gtownie za sprawa cytokin
prozapalnych, wsrod ktorych najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ interleukina-1f
i czynnik martwicy nowotworu o (tumor necrosis factor-o, TNF-a) [70, 126].
Aktywowane limfocyty Th; produkuja interferon-y (INF-y), ktory z kolei akty-
wuje makrofagi oraz SMC intensyfikujac proces zapalny [87, 92, 149]. Nato-
miast limfocyty zaliczane do grupy Th, wydzielaja cytokiny przeciwzapalne
11-4, IL-10 i TGF-B (transforming growth factor), ktore niewatpliwie wywiera-
ja dziatanie modulacyjne w procesie miazdzycowym [134]. A zatem progresja
zmian miazdzycowych bedzie zalezala w duzej mierze od tego na ile reakcje
prozapalne i antyzapalne pozostaja w rownowadze [71, 72, 73, 85, 87, 89, 92,
101, 126, 158, 209].

Ryc. 4. Wczesna zmiana miazdzycowa (fibroatheroma). Komorki migsniowe spelniaja
kluczowa role w formowaniu otoczki widknistej (Fc) i stabilizacji blaszki miazdzyco-
wej. Tworzenie Fc odbywa si¢ w nastgpstwie migracji i proliferacji SMC oraz odktada-
nia sktadnikéw macierzy migdzykomoérkowej. Sktadnikami budujacymi obszar sthusz-
czenia (Lc) sa komorki piankowate, krople lipidowe lezace pozakomorkowo oraz resztki
nekrotyczne. Otoczka widknista zawierajaca liczne SMC stanowi barierg uniemozliwiaja
kontakt migdzy krazaca krwia i trombogenicznym lipidowym rdzeniem. Makrofag (Ma),
komorka ulegajaca 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 si¢ do wzmozonej syntezy i zwigkszonego wy-
dzielania przez komorki migsniowe metaloproteinaz, enzymdw uczestniczacych
w degradacji biatek istoty miedzykomorkowej [10, 66, 85, 89]. Strawienie btony
podstawnej ulatwia proliferacj¢ SMC i migracje z blony srodkowej tetnic po-
przez perforowana btong elastyczna (elastic lamina) do okre§lonych obszarow w
btonie wewnetrznej (tunica intima) [100, 101, 130].

Aktywno$¢ proliferacyjna i migracyjna komorek migsniowych pozostaje w
scistym zwiazku z modulacja fenotypowa polegajaca na zmianie fenotypu z
kurczliwego na syntetyzujacy [45, 65, 101, 128, 217]. Wymienione procesy sa
regulowane na zasadzie auto- i parakrynii w szczegolnym srodowisku (highly
mitogenic milieu) zawierajacym oprdcz wspomnianego zestawu mediatoréw
stanu zapalnego takze czynniki wzrostu: czynnik ptytkowy, PDGF (platelet de-
rived growth factor), endoteling-1 (endothelin-1), trombing oraz czynnik wzro-
stowy fibroblastow (FGF — fibroblast growth factor). Funkcje regulacyjna spet-
niaja takze inhibitory wzrostu: siarczan heparanu, tlenek azotu oraz czynnik
transformujacy B (TNF — transforming growth factor) [131, 141, 312].

Komorki migéniowe podobnie jak limfocyty i makrofagi syntetyzuja i wy-
dzielaja cytokiny i czynniki wzrostu, ktére maja istotne znaczenie w przebiegu
procesu zapalnego [72, 134, 154]. Niektore z produkowanych czastek sygnato-
wych moga dziata¢ regulacyjnie na takie procesy jak migracja, proliferacja,
kurczliwo$¢ 1 podatnos¢ SMC na apoptoze. Szczegdlna debata dotyczy roli IFN-
vy (interferon-y)oraz synergizmu w dziataniu IFN-y i TNF-a [70, 92, 126, 154]

Wysokiej aktywnos$ci proliferacyjnej komoérek migsniowych w trakcie roz-
woju blaszki miazdzycowej towarzyszy intensywna synteza ECM, czego skut-
kiem jest kumulacja proteoglikandw, wtokien kolagenowych i elastynowych
[32, 45, 67, 81, 227].

W efekcie na powierzchni lipidowego rdzenia tworzona jest roznej grubosci
charakterystyczna wtoknista czapeczka (fibrous cap) umozliwiajaca strukturalna
integralno$¢ i mechaniczna stabilno$¢ utworzonej blaszce miazdzycowej [35,
116, 250]. Widknista tkanka stanowi bariere oddzielajaca wysoce tromboge-
niczng tkanke (atheroma) od krazacych ptytek krwi i biatek o whasciwosciach
koagulujacych. Odpowiednia grubo$¢ i struktura otoczki widknistej jest cecha
stabilnej blaszki miazdzycowej (stable atheroma) [156].

1.2.2.3. Niestabilna blaszka miaidiycowa

Daleko posunigta destrukcja ECM jest jednym z powoddéw zmniejszenia
grubosci tkanki wtoknistej ostaniajacej trombogeniczny lipidowy rdzen w blasz-
ce miazdzycowej [130, 147, 195]. Procesy degradacyjne wystepuja jako nastep-
stwo aktywnos$ci komorek uktadu immunologicznego produkujacych mediatory
stanu zapalnego, oraz jako nastgpstwo aktywnosci enzymoéw proteolitycznych
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[5, 67, 155]. Za nie mniej istotng przyczyn¢ prowadzaca do ostabienia otoczki
wloknistej uwaza si¢ takze zwigkszona czgstotliwo$¢ wystepowania apoptozy
wsérod SMC [12, 24, 43, 88].

Konsekwencja wymienionych proceséw jest powstanie niestabilnej blaszki
miazdzycowej (unstable/vulnerable plaque) [147, 241]. W sytuacji, gdy zabu-
rzenie integralnos$ci okrywy widknistej bedzie powazne, a komorki migsniowe
nie podejma skutecznych dziatan reperacyjnych, istnieje duze prawdopodobien-
stwo jej peknigcia i wytworzenia wewnatrznaczyniowej skrzepliny [71, 142].

Ryc.5. Niestabilna blaszka miazdzycowa posiada cienka pokrywe wioknista ostaniajaca
duzy rdzen, w ktérym skumulowane sa zmodyfikowane lipidy oraz obumarte makrofagi
i komorki mig$niowe. Destabilizacja i pgknigcie blaszki miazdzycowej wystgpuje na
skutek degradacji sktadnikow istoty migdzykomoérkowej. Kontakt elementow krwi z
trombogenicznym bogatym w lipidy nekrotycznym rdzeniem (NLc) powoduje wytwo-
rzenie skrzepliny (T) zamykajacej $wiatlo naczynia tgtniczego.

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 postepujaca erozja, a nastgpnie pekniecie niestabilnej blaszki
miazdzycowej moze spowodowac zamknigcie Swiatla naczynia, to w rzeczywi-
stosci powtarzajace si¢ wielokrotnie incydenty peknigcia nie powoduja skutkow
klinicznych [49, 265]. Miejsca uszkodzenia podlegaja procesowi reperacji dzigki
inwazji SMC w miejsce skrzepliny, ich proliferacji i syntezie ECM. Kolejne
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peknigcia 1 naprawy wiaza si¢ z rozrostem blaszki miazdzycowej i nieuchronnie
prowadza do sytuacji krytycznej, w ktorej po peknigciu i wytworzeniu skrzepu
jednak dochodzi do zamknigcia $wiatla naczynia [83, 227, 250].

Niewatpliwie najistotniejszym zjawiskiem wiazacym si¢ z procesem na-
prawczym jest proliferacja komorek migsniowych [3, 73, 240]. Intensyfikacja
proliferacji zachodzi pod wplywem czynnikow wzrostowych; fibroblastycznego-
FGF, insulinowego (IGF — insulin-like growth factor,) i ptytkoweg-PDGF, ktore
sa wydzielane przez komorki indukujace proces zapalny oraz przez aktywowane
SMC [147, 155, 165]. Ponadto obecny w zmianach miazdzycowych czynnik
transformujacy-TGF-B wspomaga proces naprawczy stymulujac syntezg ECM
[169, 300].

Z procesem naprawczym zwiazane jest takze zjawisko migracji komorek
migsniowych do miejsc uszkodzenia [10, 35, 248]. Proces migracji jest ulatwio-
ny dzigki aktywnos$ci wydzielanych proteinaz powodujacych degradacje sktad-
nikow btony podstawnej. Z drugiej strony aktywowane SMC sa zdolne do syn-
tezy bialek bedacych sktadowa macierzy migdzykomorkowej — w szczegolnosci
kolagenu i elastyny uczestniczacych w naprawie miejsc uszkodzenia naczynia
[32, 67, 227]. Poniewaz SMC sa jedynymi komdrkami zdolnymi do tworzenia
wloknistej pokrywy, oddzielajacej wysoce trombogeniczny lipidowy rdzen od
krazacych ptytek krwi i biatek zaangazowanych w proces krzepnigcia, spetniaja
podstawowa rolg w budowaniu stabilnosci plytki miazdzycowej, ktora stanowi
kulminacyjny moment procesu naprawczego [241, 242].

1.2.2.5. Komplikacja zmian miazdiycowych

Rozwo6j zawansowanych zmian miazdzycowych nastgpuje rowniez przy
istotnym udziale SMC i w $cistym zwiazku z procesem zapalnym [102, 242,
260]. W tzw. zaawansowanych zmianach miazdzycowych, na terenie atheroma
wzrasta ilos¢ obumartych komorek (necrotic debris) i postepuje proces odktada-
nia soli wapniowych (fibrocalcific lesion). Przypuszcza sig, ze u podstaw two-
rzenia takich skomplikowanych zmian lezy apoptoza SMC oraz aktywnie postg-
pujacy i podlegajacy regulacji proces wapnienia [27, 55, 115, 275].

Istnieja doniesienia na temat mozliwosci nabywania przez komoérki mig-
$niowe nowych wlasciwosci zblizajacych je fenotypowo do osteoblastow, w
ktorych nastepuje ekspresja biatek zwigzanych z procesem kostnienia [74, 117].
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Ryc. 6. Stabilna blaszka miazdzycowa. Zdecydowana wigkszo$¢ blaszek miazdzyco-
wych po peknigciu ulega reperacji dzigki proliferacji SMC, migracji i syntezie sktadni-
kéw ECM. Wspolna cecha stabilnej blaszki miazdzycowej jest gromadzenie krysztatow
cholesterolu i soli wapniowych, z poczatku w postaci niewielkich skupien nast¢pnie
duzych ztogéw. Zaawansowane, wapniejace zmiany miazdzycowe zwykle powoduja
zwezenie naczyn.

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 badan

Biogenetycznie witamina D (cholekalcyferol) wywodzi si¢ z cholesterolu i
niewatpliwie jest substancja bardzo stara filogenetycznie. Istnieja dowody na to,
iz pewne prymitywne, roslinne organizmy planktoniczne (Emiliani huxlei),
obecnie wystepujace w Oceanie Atlantyckim, juz ponad 750 milionéw lat temu
nabyly umiejgtno$¢ syntezy witaminy D pod wptywem promieniowania sto-
necznego [108].

Historia badan nad witamina D jest dtuga i przynajmniej na swoim poczatku
laczy sig §cisle z rozwojem badan nad krzywica. Pierwsze klinicznie potwier-
dzone obserwacje na temat krzywicy u dzieci zostaly przedstawione przez Whi-
stlera i Glissona juz w potowie XVII stulecia, lecz zwiazek przyczynowo-
skutkowy niedostatku promieniowania stonecznego i wystgpowania krzywicy
ostatecznie udowodniono i zaakceptowano dopiero na poczatku XX wieku.

Prekursorem badan epidemiologicznych byt Jedrzej Sniadecki, ktory w 1822
roku opublikowat wyniki §wiadczace jednoznacznie o antyrachitycznym dziata-
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niu promieni stonecznych [189]. Niewatpliwy przetom w badaniach dokonat si¢
w latach 1919-21, kiedy to Edward Mellanby [178] empiryczne wykazal w po-
zywieniu obecno$¢ czynnika przeciwkrzywiczego i nazwat go fat-soluble vita-
min, a wkrotce potem Mc Collum przypisat tej nowej substancji nazwe witamina
D [175].

Intensywne badania pozwolity w kolejnych dziesigcioleciach w petni poznaé
szlaki przemian metabolicznych witaminy D [304]. Szczegodlnie owocne byly
lata 1968-71, poniewaz w tym czasie odkryto aktywny metabolit witaminy D —
kalcytriol [200], dokonano identyfikacji jego receptora jadrowego, i poznano
genomowy mechanizm dziatania tego zwiazku, zwanego powszechnie hormo-
nem steroidowym [95]. W roku 1994 zidentyfikowano receptor btonowy, ale
dopiero w obecnym dziesigcioleciu zostaty szczegétowo poznane i opisane me-
chanizmy transdukcji sygnatu oraz zwiazki migdzy dzialaniem genomowym i
niegenomowym [164, 195, 202]. Rewolucyjnym niewatpliwie byto doniesienie
Stumpfa i wspdtpracownikéw w 1979 roku na temat obecnosci receptoréw ak-
tywnego metabolitu D; w organach i tkankach dotad niekojarzonych z gospo-
darka fosforanowo-wapniowa [264]. Kolejne odkrycia utwierdzity badaczy w
przekonaniu, ze kalcytriol wykazuje dzialanie plejotropowe mogac spetniaé w
organizmie wielorakie funkcje [4, 37, 52, 54, 123, 161, 193, 234].

1.3.2. Metabolizm witaminy D

Potoczna nazwa ,,Witamina D” odnosi si¢ do czasteczki zbudowanej z 4
pierécieni (A, B, C, D) oraz tancucha bocznego. Jednakze metabolizm witaminy
D jest wieloetapowy i mozemy rozwazac kilka zwiazkow rézniacych si¢ budowa
czasteczki 1 wlasciwosciami. Prekursorem dla tych zwiazkoéw jest cholesterol, a
wywodzacy sig z niego 7-dehydroksycholesterol, zwany prowitaming D, zloka-
lizowany jest w btonach komorkowych keratynocytéw, budujacych warstwy
podstawna i kolczysta naskorka, oraz w fibroblastach skory wilasciwej. Zatem
pierwszy etap biosyntezy witaminy D odbywa si¢ w skorze cztowieka i polega
na fotolitycznej konwersji 7-dehydrocholesterolu do cholekalcyferolu (kalciol)
[42, 107].

Na tym etapie pod wplywem promieni stonecznych (UVB 290-315 nm) i
przy udziale odpowiedniej reduktazy nastgpuje zerwanie podwdjnego wiazania
w pozycji wegla 9 1 10 i otwarcie pierScienia B. Powstaly zwiazek, zwany prewi-
taming D, prawie natychmiast ulega izomeryzacji pod wplywem temperatury
skory tj. 25°C. W efekcie tworzony jest cholekalcyferol (kalciol), czyli cza-
steczka witaminy D, ktéra w $wietle zasad termodynamiki ma stabilna strukture.
W tej wlasnie postaci witamina D jest uwalniana z bton do przestrzeni migdzy-
komoérkowych, a nastepnie do krwi [295, 296].
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Kolejne przemiany metaboliczne polegajace na syntezie form biologicznie
aktywnych witaminy D; zachodza dwuetapowo.

Synteza 25-hydroksycholekalcyferolu (kalcydiol)

Cholekalcyferol syntetyzowany w skoérze dyfunduje do krwioobiegu, a na-
stgpnie w formie zwiazanej z biatkami osocza jest transportowany do watroby.
Natomiast cholekalcyferol i ergokalcyferol, ktorych zrodiem jest pokarm, sa
transportowane do watroby za pomoca chylomikrondéw (ryc 9). Zwiazki te ule-
gaja hydroksylacji przy udziale 25-hydroksylazy (CYP27A1 - monooksydaza
zalezna od cytochromu P-450). Proces ten przebiega we frakcji mitochondrialnej
hepatocytow przy wspotudziale enzyméw frakcji mikrosomalnej CYP2J3,
CYP2R11CYP3A4[162, 173,226, 253].

Powstaty 25-hydroksycholekalcyferol (kalcydiol) jest glowna postacia wi-
taminy D obecnej w krwioobiegu. Aktywno$¢ biologiczna kalcydiolu jest nie-
wielka, bo jedynie 1,5 krotnie wyzsza od cholekalcyferolu, a okres potowiczne-
go rozpadu jest szacowany na okoto 15 dni [124].

Synteza 1, 25-dihydroksycholekalcyferolu (10,25(0OH),D; = kalcytriol)

Kolejnym miejscem aktywacji witaminy D w organizmie jest nerka. W mi-
tochondriach kanalikow proksymalnych nefronu nastgpuje hydroksylacja w po-
zycji 1 pierscienia A kalcydiolu z udzialem 1a-hydroksylazy (CYP27B1) [16,
200, 234].

Szacuje  sig, ze  aktywno$¢  biologiczna  powstatego  1a,25-
dihydroksycholekalcyferolu [1a,25(OH),Ds=kalcytriol] jest nawet do 1000
krotnie wyzsza niz kalcydiolu, natomiast okres potowicznego rozpadu jest
znacznie krotszy i wynosi zaledwie kilka godzin [42, 53, 167, 226].

Podaz 10,25(0OH),D; pozostaje pod kontrola PTH (parathormon) i zalezy
od poziomu wapnia i fosforu [50, 51]. Synteza kalcytriolu regulowana jest takze
przez czynnik wzrostowy fibroblastow (FGF-23) produkowany przez tkanke
kostna [253]. Ponadto nadmiernie wysokie stezenie kalcytriolu we krwi indukuje
ekspresje genu D-24-hydroksylasy (CYP24), ktora katabolizuje kalcytriol do
biologicznie nieaktywnego kwasu kalcytrionowego [111, 123].
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Pozanerkowa synteza 1a,25-dihydroksycholekalcyferolu

Niezwykle istotnym z biologicznego punktu widzenia jest fakt, iz hydroksy-
lacja w kanalikach nerkowych nie jest jedynym zrodtem aktywnego metabolitu
witaminy D. Ponad 20 lat temu wykazano obecno$¢ la-hydroksylazy
(CYP27B1) w hodowli keratynocytow. Od tego czasu aktywno$¢ mitochon-
drialnej la-hydroksylazy stwierdzono w wielu r6znych tkankach ludzkiego or-
ganizmu takich jak; makrofagi, przytarczyce, komorki beta wysp trzustkowych,
réznego typu nowotwory oraz komorki migsniowki gladkiej naczyn [162, 203,
258, 316]. Jak dotad, nie stwierdzono obecnosci tego enzymu jedynie w migsniu
sercowym, watrobie i1 korze nadnerczy. Pozanerkowo, lokalnie syntetyzowana
1,25dihydroksywitamina D reguluje na drodze auto- i parakrynii istotne funkcje
fizjologiczne wymienionych tkanek [4, 6, 103, 154, 258].

Synteza 1a,24,25-dihydroksycholekalcyferolu

Znany jest takze inny metabolit witaminy D, mianowicie 10,24,25-
dihydroxycholekalcyferol, niemajacy jednak wiekszego znaczenia biologiczne-
go. Hydroksylacja w pozycji 24 jest poczatkiem jednego ze szlakow katabolicz-
nych witaminy D, gdzie w nastepstwie oksydatywnego rozszczepienia tancucha
bocznego powstaje kwas kalcytrionowy — zwiazek dobrze rozpuszczalny w wo-
dzie i dlatego tatwo usuwalny z organizmu.

Czynnikiem indukujacym ekspresj¢ 240OH-azy (CYP24A1) jest kalcytriol, a
zatem jego poziom w organizmie jest regulowany na zasadzie sprzezenia zwrot-
nego [123].

1.3.3. Mechanizm dzialania 1a,25(OH),D;
1.3.3.1. Dzialanie genomowe

Aktywna biologicznie, podwojnie hydroksylowana posta¢ witaminy D, a
takze jej analogi oddziatywaja na komorki docelowe poprzez VDR [57, 96, 97,
200, 219, 234]. VDR (55-56 kDa) jest aktywatorem liganda w procesie regulacji
transkrypcji genow, i z tego powodu zostat zaliczony do nadrodziny receptorow
hormonéw steroidowych [95].

Konserwatywna domena VDR wiazaca DNA zawiera 60-80 aminokwasow,
sposrod ktorych 20 tworzy struktury zwane palcami cynkowymi. O rozpoznaniu
specyficznej sekwencji w regionie promotora genu docelowego VDRE (vitamin
D-responsive element) decyduja 3 aminokwasy potozone u nasady pierwszego
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palca. Domena wiazaca ligand sklada si¢ z okoto 210 aminokwaséw, a w jej
sasiedztwie znajduje si¢ obszar zwany domena dimeryzacyjna.

Potaczenie ligand-receptor indukuje w domenie dimeryzacyjnej zmiany
konformacyjne umozliwiajace interakcje¢ z RXR (retinoid x receptor). Utworzo-
ny kompleks liganda z heterodimerem VDR-RXR peini funkcje aktywnego
czynnika transkrypcyjnego o wysokim powinowactwie do VDRE [96, 133]. Na
przebieg transkrypcji wptywaja takze kompleksy aktywujace receptoréw stero-
idowych, wykazujace aktywnos$¢ acetylotransferazy histonowej, zdolne do ,,re-
modelowania chromatyny”.

Liczne doniesienia wskazuja na znaczenie kalcytriolu w kontrolowaniu eks-
presji ponad 200 gendw, przy czym petna odpowiedZz na poziomie genomu
(GR — genomic response) wymaga czasu liczonego w godzinach, a nawet
dniach.

1.3.3.2. Dzialanie niegenomowe

Kalcytriol moze oddziatywac na organy docelowe rowniez wedtug odmien-
nego mechanizmu niz wyzej opisany, mianowicie za posrednictwem receptorow
umiejscowionych na powierzchni btony komoérkowej [59, 170, 201, 202]. Zna-
czenie szybkich niegenomowych odpowiedzi (RR — rapid response,) jest r6zne
dla poszczeg6lnych organow docelowych, poniewaz dotyczy aktywacji odmien-
nych szlakéw sygnatowych [57, 164, 221]. W procesie tym uczestniczy szeroki
wachlarz wtornych przekaznikow, obecnych w cytoplazmie komorki [202]. Nie-
ktoére wazne molekuly zaangazowane w systemie transdukcji sygnatu sa przed-
stawione na schemacie ilustrujacym mechanizm dziatania kalcytriolu (ryc. 8).

Czas niegenomowej odpowiedzi jest znacznie krotszy niz w przypadku od-
dzialywania na genom i moze by¢ mierzony w sekundach (np. otwarcie kanatéw
jonowych) lub minutach (np. aktywacja kinazy IP;). Jednakze najnowsze bada-
nia sugeruja, iz zarowno czasteczki receptora zlokalizowane w r6znych miej-
scach komorki jak i molekuty liganda (izoformy: 6-s-cis i 6-s-trans) wykazuja
zmienno$¢ konformacyjna i dlatego sa zdolne w sposob selektywny powodowaé
zarowno odpowiedzi typu GR jak i RR.



Wstep 29

blonowy (membrane)

VDR

kompleks
ligand-receptor

kompleks
ligand-receptor

jadrowy (nuclear)
VDR

. c AMP4
kinaza MAP «
koaktywator PKQ t
- otwarcie
g. kanalow Ca2*
[RXR )

VDRE [}

ltranskrypt T _
mRNA £8
=@ £E
24 :
=3 2o
£g ElE
$3 R
SN PR
efekt genomowy efekt niegenomowy
(genomic response, GR) (rapid response, RR)

Ryc. 8. Mechanizm dziatania 1a,25(OH),D; (wzorowane na Tukaj C. 2008)

Fig. 8. Mode of action of 1a,25(0OH),D; (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. Zrédla witaminy D w organizmie
1.3.4.1. Egzogenne Zrodlo

Stosunkowo niewielkie ilosci witaminy D; (cholekalcyferolu) zawieraja
produkty spozywcze. Najbogatszym naturalnym zrodtem witaminy D sa tluste
ryby morskie, wérdd nich tosos, makrela i $ledz, a takze tran oraz suszone w
stonicu grzyby. Produkty te zawieraja 16 do 27 pg witaminy D w 100g masy, co
sprawia, ze jednorazowo mozemy jej dostarczy¢ organizmowi okoto 400-500 TU
[98, 99, 110, 120, 301].

W organizmach pewnych gatunkow roslin i grzyboéw znajduje si¢ inna for-
ma witaminy D, mianowicie ergokalcyferol (D,). Posiada ona mniejsze znacze-
nie biologiczne z powodu nizszej aktywnosci, krotszego czasu oddziatywania
oraz odmiennego profilu toksykologicznego [7].

1.3.4.2. Endogenne Zrodlo

Ludzki organizm nabyt w trakcie filogenezy zdolnos$¢ do syntezy znacznych
ilosci witaminy D [78, 99, 108, 118, 234, 309]. Ponad 90% obecnej w organi-
zmie witaminy D ma wigc pochodzenie endogenne, a jej poziom w osoczu zale-
zy od tego jak sprawnie zachodzi synteza w skorze pod wptywem promieniowa-
nia stonecznego [8, 82, 162]. Skora jest zatem istotnym elementem uktadu en-
dokrynnego, a sama witamina D jest prehormonem.

Fotochemiczna konwersja prekursora witaminy D obecnego w skorze, czyli
7-hydroksycholesterolu, zachodzi pod wptywem promieni ultrafioletowych typu
B (290-315 nm) o natezeniu nie mniejszym niz 20 mJ/cm’ [173]. Produkcja
witaminy D w skorze jest procesem bardzo efektywnym. Stwierdzono, iz po
ekspozycji calego ciata na MED nastgpuje uwolnienie do krwioobiegu, w ciagu
24 godzin, 10.000 — 20.000 IU 25(OH)Ds [113]. Przy czym MED (minimal ery-
themic dose) stanowi minimalng dawke promieniowania UVB powodujaca zaro-
zowienie skory i osiaga sig ja zazwyczaj po okoto 10 minutach ekspozycji. Przed
nadmierng synteza witaminy D i ewentualng intoksykacja organizm broni sig
wlaczajac procesy degradacyjne, w wyniku ktorych powstaja takie nieaktywne
zwiazki jak lumisterol i tachysterol [296].

Syntez¢ witaminy D mozna rowniez indukowaé w sposéb sztuczny za po-
moca lamp emitujacych promieniowanie UV o odpowiedniej dlugosci fali [79,
267].
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1.3.4.3. Ograniczenia syntezy witaminy D

Na intensywnos$¢ syntezy witaminy D wydatnie wptywaja takie czynniki
zewnetrzne jak; szeroko$¢ geograficzna, pora roku oraz pora dnia [42, 79, 86,
222]. Istotne znaczenie posiadaja takze naturalne czynniki limitujace synteze
witaminy D w skorze jak; pigmentacja skory [44, 111], wiek [167], oraz odzie-
nie i filtry przeciwstoneczne [172, 173]. Obecnie szeroko propaguje sig styl zy-
cia bez eksponowania na promieniowanie stoneczne w obawie przed nowotwo-
rami skory, co zdaniem wielu autor6w wyraznie zwigksza ryzyko niedoboru
witaminy D w organizmie. PowyzZsze zagadnienia zostaly przeze mnie szerzej
omoOwione w pracy przegladowej [286].

1.3.4.4. Zapotrzebowanie na witamineg D

Uznanym wskaznikiem aktualnego poziomu witaminy D w organizmie jest stg-
zenie kalcydiolu (25(OH)Ds) w osoczu. Kalcydiol stanowi kombinacje¢ witaminy D
pochodzenia endogennego i egzogennego, i co istotne, nie podlega mechanizmom
regulacyjnym [18, 113, 310].

Uwaza sig, iz optymalne stezenie 25(OH)Ds; winno ksztattowac si¢ na poziomie
réwnym lub wyzszym niz 80 nmol/l. St¢zenie tego markerowego metabolitu wita-
miny D w surowicy nizsze od 25 nmol/l §wiadczy o jego niedoborze (deficien-
¢y). O niedostatku (insuficiency) moéwi sig, gdy wartosci wynosza od 25 do 50
nmol/l, za§ obnizony poziom (hypovitaminosis) wystgpuje u osobnikow przy
wartosciach stezenia 50-70 nmol/I [40, 51, 94, 160, 161, 301, 310].

Granice normy fizjologicznej (adequacy) okresla stosunkowo szeroki zakres
stezen, bo od 70 do 100 nmol/l, a nawet do 250 nmol/l [113]. Trudno byto uzyskac
konsensus przy wyznaczaniu warto$ci stezenia kalcydiolu, powyzej ktorej ma dzia-
lanie toksyczne (foxicity). Ostatecznie, za najwyzsza wartos¢ stezenia, ktora jest
tolerowana przez organizm (tolerable uptake upper level) uznano 250 nmol/l [124,
311].

Szacuje sig, ze ponad 99% cyrkulujacej witaminy D jest zwigzana z biatkiem,
glownie z DBP (vitamin D binding protein). DBP wykazuje powinowactwo do me-
tabolitow witaminy D w kolejnosci 25(OH)D = 24,25(0OH),D > 1,25(0OH),D > vi-
tamin D, przy czym poziom tego globularnego biatka w osoczu krwi jest 20-krotnie
wyzszy niz catkowita zawarto§¢ metabolitow witaminy D [46].

1.3.5. Przyczyny niedoboru witaminy D

Przypadki hyperwitaminozy D spotykamy rzadko, natomiast niedobor lub
niedostatek witaminy D jest powszechny i dotyczy okoto miliarda osob na $wie-
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cie, w szczegolnosci starszych mieszkancow miast USA i Europy [51, 111, 112,
160, 161]. Badania epidemiologiczne przeprowadzone w amerykanskich uni-
wersytetach dowodza, ze problem ten dotyczy rowniez ludzi mtodych, jako ze u
okoto 50% mtodziezy poziom kalcydiolu nie przekraczat 50 nmol/1 [17, 40, 82].

Glownym powodem niedoboru witaminy D w organizmie jest jej ograni-
czona synteza w skorze [295, 296]. Istnieja takze inne, powazne, aczkolwiek
stosunkowo rzadkie przyczyny niedoboru witaminy D. Przyczyna niedoboru
moze by¢ obnizona biodostepnos¢ z przewodu pokarmowego w przypadku za-
burzonego wchtaniania (malabsorption) lub niemoznos$¢ korzystania z zapasow
zgromadzonych w tkance tluszczowej u 0sob otylych (sequestration) [306].
Niedobor witaminy D moze takze wystapi¢ u oséb stosujacych specjalne diety
zywieniowe przy jednoczes$nie ograniczonym korzystaniu z dziatania promieni
stonecznych.

W swojej obszernej pracy przegladowej, Holick [111] dokonal szczegoto-
wego zestawienia chorob metabolicznych, czgsto uwarunkowanych genetycznie,
w nastgpstwie ktorych dochodzi niejednokrotnie do powaznego niedoboru wi-
taminy D. I tak, w przypadku dysfunkcji watroby uposledzona bywa synteza
kalcydiolu, a w chronicznych schorzeniach nerek synteza kalcytriolu oraz moze
wystgpowac utrata z moczem kalcydiolu, ktory nie jest zwiazany z biatkiem.

Choroby nowotworowe bywaja przyczyna zwigkszonej podazy FGF-23,
ktory hamujac ekspresje genu kodujacego 1a hydroksylaze, powoduje w konse-
kwencji obnizenie stgzenia kalcytriolu. Natomiast niektore leki stosowane w
terapii AIDS intensyfikuja katabolizm kalcytriolu do kwasu kalcitrionowego.

Wsréd przyczyn niedoboru witaminy D wazna grupg stanowia rowniez za-
burzenia powstate na skutek mutacji okreslonych genoéw. Opisano mutacje genu
la-hydroksylazy (CYP27B1), genu FGF-23 oraz genu dla receptora witaminy D.

1.3.6. Plejotropowy efekt dzialania witaminy D i skutki jej niedoboru

Skutkiem dlugotrwalego niedoboru witaminy D (na poziomie 25 nmol/l) jest
krzywica u dzieci, a u osobnikoéw dorostych osteomalacja i osteoporoza [6, 18,
109, 309]. W przypadku wymienionych choréb zaburzeniu ulega regulacja go-
spodarki wapniowo-fosforanowej oraz modelowanie i mineralizacja kosci. Co
podwojnie hydroksylowana zostal szczegotowo zbadany, to jednak powszechne
wystgpowanie wymienionych choréb wciaz stanowi powazny problem.

Zwazywszy na fakt, ze zakres dzialania witaminy D jest bardzo szeroki a nie
ogranicza si¢ jedynie do efektu wapniowego, jej niedobor wynikajacy z niedo-
statecznej syntezy w skorze zwigksza ryzyko wystgpowania przewlektych cho-
rob o odmiennej etiologii. Dostrzezono wyrazny zwiazek miedzy zwigkszona
czgstotliwo$cig wystgpowania réznego typu nowotwordw, cukrzycy typu I, reu-
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matoidalnego zapalenia stawow, stwardnienia rozsianego i schizofrenii u osoéb
zamieszkujacych tereny o niskiej ekspozycji na promieniowanie stoneczne (po-
wyzej 35° szerokosci geograficznej) [6, 52, 107, 114, 185, 215, 220, 317]. W
kwestii nowotworow, szczegétowe badania u mieszkancow wspomnianej strefy
klimatycznej wykazaly wzrost ryzyka zachorowania na nowotwor jelita grubego,
trzustki, prostaty, piersi, jajnika i niektore postaci biataczek. Dodatkowo pro-
spektywne 1 retrospektywne studia epidemiologiczne ujawnily, ze poziom
25(OH)D; ponizej 50 nmol/l zwigksza niebezpieczenstwo zachorowania na wy-
mienione nowotwory nawet o 50% [68, 69, 84, 143].

Do tej pory stosunkowo niewiele wiadomo na temat zaleznos$ci pomigdzy
niedoborem witaminy D w dziecinstwie i wieku mlodzienczym, a ryzykiem
wystepowania chronicznych chorob w wieku dojrzalym [144]. W jednej ze swo-
ich ostatnich prac przegladowych Holick [110] przytacza dane $wiadczace o
tym, ze u osobnikow, ktorzy spedzaja pierwsze 10 lat zycia w obszarze powyzej
35%szerokosci geograficznej ryzyko zachorowalnosci na stwardnienie rozsiane i
inne choroby autoimmunizacyjne wzrasta o 100%. Od pewnego tez czasu poja-
wiaja si¢ doniesienia wskazujace na zwiazek migdzy niedoborem witaminy D w
okresie plodowym i wczesnym dziecinstwie, ze zwigkszona czgstotliwoscia
wystepowania schizofrenii i depresji w okresie pozniejszym [177].

Poziom kalcydiolu ma takze wyrazny zwiazek z rozwojem i stopniem nasi-
lenia réznych postaci chordb autoimmunizacyjnych, w szczegdlnosci stwardnie-
nia rozsianego, reumatoidalnego zapalenia stawdéw, choroby Crohna oraz cu-
krzycy typu 1 [37, 222]. Intensywnie prowadzone w wielu os$rodkach nauko-
wych badania sa zrodlem danych na temat pozytywnego oddzialywania kalcy-
triolu w procesie modulacji odpowiedzi immunologicznej [4, 6, 148]. Zidentyfi-
kowano receptory witaminy D w komodrkach dendrytycznych, makrofagach oraz
limfocytach T. Aktywny metabolit witaminy D moze regulowa¢ odpowiedz
immunologiczna na wielu poziomach, w tym szczegoélnie istotne wydaje si¢
oddzialywanie na komorki prezentujace antygen (APC — antygen presenting
cells). 1 tak, komorki dendrytyczne o zmienionej morfologii i odmiennych wta-
sciwosciach, powodowanych przez 1a,25(0OH),D; i jej analogi, nosza miano
tolerogenic 1 skutkuja obnizeniem aktywnosci limfocytéw T, ktdra jest niezbed-
na w przebiegu odpowiedzi immunologicznej. Immunosupresja przy udziale
10,,25(0OH),D; i jej analogéw byta demonstrowana na réznych modelach scho-
rzen autoimmunizacyjnych oraz w eksperymentalnych przeszczepach [171].

Badania wskazuja na mozliwo$¢ i celowo$¢ aplikacji kalcytriolu w przypad-
ku takich schorzen jak; choroby proliferacyjne, choroby o podtozu autoimmuni-
zacyjnym, zaburzenia funkcji uktadu dokrewnego oraz choroby metaboliczne
uktadu kostnego [36, 212].

Oczywistym jest jednak, ze hormon witaminowy w swojej naturalnej postaci
nie moze spetnia¢ wymogoéw terapeutycznych z uwagi na silne ,,dziatanie wap-
niowe”, ktére mogloby spowodowaé gwaltowny efekt hyperkalcemii i w konse-
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kwencji wapnienie tkanek migkkich. Zatem wysitki badaczy zmierzaja do wy-
eksponowania korzystnych wilasciwosci biologicznych hormonu witaminowego
i zniwelowania niekorzystnego w tym wypadku ,,dziatania wapniowego” metoda
selektywnych modyfikacji chemicznych jego struktury [39]. Dazac do uzyskania
idealnego hormonu spetniajacego te wymogi zsyntetyzowano do tej pory okoto
2000 analogow witaminy D.

1.3.7. Witamina D a choroby ukladu sercowo naczyniowego

W latach 80-tych ubieglego stulecia zidentyfikowano VDR w komorkach
migsniowych naczyn, kardiomiocytach oraz komoérkach $rédbtonka, i na tej pod-
stawie zaliczono je do grona komoérek docelowych (target cells) dla witaminy D
[179, 180, 290]. Chociaz od tego czasu przeprowadzono wiele badan klinicz-
nych i epidemiologicznych, jednakze dopiero w obecnym dziesigcioleciu ukaza-
ly si¢ znaczace prace, w ktorych wykazano zalezno$¢ migdzy wystgpowaniem
CVD a poziomem witaminy D w organizmie [182, 223, 245, 298, 299, 318,
319].

Strefa klimatyczna oraz przynalezno$¢ do okreslonej rasy ma wplyw na
rozwoj chorob uktadu sercowo-naczyniowego w tym choroby nadci$nieniowe;.
Spostrzezenia te pozostaja w zgodzie z wczesniej rozpoznanym dziataniem regu-
lacyjnym witaminy D w uktadzie renina-angiotensyna [154]. Badania Formana
[61] wykazaty zwickszone o 95% ryzyko wystapienia nadci$nienia t¢tniczego u
osobnikow z niedoborem witaminy D na poziomie nizszym niz 15 ng/ml. Nadci-
$nienie, cukrzyca, otylo$¢ oraz hyperlipidemia sa od dawna uznane jako czynni-
ki ryzyka dla miazdzycy. Wymienione kliniczne objawy koreluja wyraznie z
wystgpowaniem u pacjentdow niedoboru witaminy D (kalcydiolu) [61, 114, 140,
243). Z szeroko zakrojonych badan epidemiologicznych wynika, ze u 77% pa-
cjentow w Wielkej Brytanii dotknigtych ostrym zawatem stezenie kalcydiolu w
surowicy byto na poziomie nizszym niz 20 ng/ml [223]. Bardzo przekonywajace
dane kliniczne dotycza tez $miertelnosci wsrdd pacjentow dializowanych, u
ktorych wystgpuje uposledzony proces hydroksylacji kalcydiolu [150, 268].
Smiertelno$¢ z powodu chordb uktadu sercowo naczyniowego jest u takich pa-
cjentow nawet 20-krotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolna [60].
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2. CEL PODJETYCH BADAN

Badania dotyczace miazdzycy sa niezwykle trudne do realizowania w wa-
runkach in vivo, ze wzgledu na wyjatkowa ztozono$¢ zachodzacych proceséw i
bardzo dtugi czas rozwoju. Analiza materiatu pochodzacego z sekcji, nawet przy
uzyciu zaawansowanych technik badawczych, pozwala jedynie na precyzyjna
oceng patologicznych zmian, ktore si¢ dokonaty w naczyniu. Wykorzystanie
zwierzat doswiadczalnych wprawdzie umozliwia badanie wptywu wybranego
czynnika na rozw6j miazdzycy, jednakze uzyskane efekty zawsze beda wypad-
kowsa interakcji wielu innych, bardziej lub mniej znanych czynnikéw, oraz wy-
padkowa dziatania réznych mechanizmoéw kontrolujacych procesy miazdzyco-
we. Badania in vitro wydaja si¢ mie¢ przewage nad pozostatymi ze wzgledu na
mozliwo$¢ okreslenia i kontrolowania warunkow, w jakich przebiega ekspery-
ment. Niestety zawsze istnieje powazna trudno$¢ w formutowaniu na podstawie
uzyskanych wynikow jednoznacznych wnioskow odnoszacych si¢ do warunkow
in vivo.

Poznanie roli komdrek mig$niowych naczyn w powstawaniu zmian miaz-
dzycowych jest kluczowe w profilaktyce tej choroby, a takze dla opracowania
metod stuzacych opanowaniu jej progresji. Problem ten interesuje badaczy wia-
sciwie od dziesigcioleci i obecnie mamy pewnos¢, ze SMC aktywnie uczestnicza
w formowaniu neointimy i w budowaniu fibrous cup przyczyniajac si¢ do niwe-
lowania uszkodzen powstatych w btonie wewngtrznej oraz do stabilizacji blaszki
miazdzycowej. Z drugiej za$§ strony, w zaawansowanych stadiach miazdzycy,
SMC prawdopodobnie przyczyniaja si¢ do powstawania niestabilnej blaszki
miazdzycowej poprzez uleganie apoptozie i czynnym udziale w degradacji ele-
mentow istoty miedzykomorkowej. Ciagle intrygujaca i nie do konca wyjasnio-
na jest takze rola SMC w procesach naprawczych, ktore zachodza w naczyniu po
kolejnych epizodach przerwania ciagltosci blaszki miazdzycowe;.

Zidentyfikowano liczne czynniki wzrostu, hormony i cytokiny, ktore wystg-
puja w miejscu tworzenia zmian miazdzycowych. Poznano mechanizmy ich
dziatania i okre$lono regulacyjny wptyw na morfologig i wazne procesy fizjolo-
giczne komoérek migsniowych. Jednakze dalecy jesteSmy od wyjasnienia ztozo-
nos$ci procesu miazdzycowego i chyba dalecy jeste§my od opanowania progresji
tej choroby.

Aktywny metabolit witaminy D - la,25-dihydroksycholekalcyferol
(kalcytriol), oddzialywajacy na SMC podobnie jak inne hormony steroidowe za
posrednictwem VDR, moze by¢ substancja zaangazowang w rozwd@j procesu
miazdzycowego. Wobec niekompletnych, niejednoznacznych, a czgsto nawet
kontrowersyjnych danych literaturowych, badanie tego zagadnienia jest wazne
zaréwno ze wzgledow poznawczych jak i terapeutycznych.
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Dla rozpoznania oddziatywania suprafizjologicznych stezen la,25-
dihydroksycholekalcyferolu na komodrki migéniowe aorty szczura w hodowli
komoérkowej postawiono nastgpujace cele badawcze:

1. Dokonanie morfologicznej oceny (LM, FM, TEM, SEM) zmian zwigza-
nych z modulacja fenotypowa, ruchem, wzrostem, synteza ECM oraz
$mierciag SMC pod wptywem kalcytriolu.

2. Okreslenie efektu proliferacyjnego kalcytriolu.
3. Zbadanie wptywu kalcytriolu na wystgpowanie apoptozy i nekrozy.

4. Ocena oddzialywania kalcytriolu w procesie formowania wtokien
sprezystych.

5. Okreslenie wptywu kalcytriolu na intensywno$¢ migracji komorek.

6. Oszacowanie regulacyjnego wplywu kalcytriolu na produkcjg

niektorych mediatorow procesu zapalnego.

Zatozono, iz wyniki uzyskane przy realizacji postawionych wyzej celow
upowaznig do wnioskowania na temat roli zarowno SMC jak i kalcytriolu w
patogenezie zmian miazdzycowych.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material
3.1.1. Izolacja SMC

Komorki migsniowe izolowano z blony $rodkowej aorty grzbietowej nowo-
rodkéw szczurzych rasy Wistar. Kazdorazowo do doswiadczenia uzywano 10-15
zwierzat pochodzacych z hodowli wsobnych.

Zwierzgta zabijano przez dekapitacje, nastgpnie wycinano aortg grzbietowa i
umieszczano w pozywce hodowlanej MEM (Minimal Essential Medium,
Eagle’a, Biomed, Poland). Wyizolowane aorty mechanicznie pozbawiano przy-
danki, ptukano wielokrotnie w Swiezym roztworze pozywki a nastgpnie cigto na
fragmenty dlugos$ci okolo 1mm. Zastosowana procedura oraz projekt badan
otrzymat akceptacje¢ lokalnej Komisji do Spraw Etyki.

Do izolacji komorek stosowano roztwor kolagenazy o stezeniu 3,0 mg/ml
(Collagenase Type 1A, Sigma, USA), a proces trawienia istoty miedzykomorko-
wej zachodzil w temperaturze 37°C z wykorzystaniem mieszadla magnetyczne-
go. Po uptywie 15 min usuwano roztwor enzymu wraz z komoérkami srodbtonka
i fibroblastami przydanki. W kolejnym etapie, przy uzyciu §wiezego roztworu
kolagenazy izolowano komorki migsniowe obecne w btonie $rodkowej. Po
uplywie 1-1,5 h neutralizowano dziatanie enzymu dodajac surowice plodowa
(Fetal Bovine Serum, FBS, Sigma, USA).

Uzyskana zawiesing komorek filtrowano przez siatkg nylonowa o & 50 pm
w celu usunigcia resztek (debris) a nastgpnie ptukano dwukrotnie w PBS i wi-
rowano (100xg przez 5 minut). Komorki zawieszano w pozywce wzbogaconej
10% dodatkiem surowicy plodowej i antybiotyku (penicylina 100 U/ml).

Zywotno$¢ SMC izolowanych w oparciu o wyzej opisana metode oceniana
po kazdej izolacji testem z bigkitem trypanu wynosila 90-95%. Liczebnos¢ po-
zyskanych komorek okreslano przy uzyciu hemocytometru.

3.1.2. Hodowla komorkowa

Hodowle pierwotne i pasazowane (pasaze od 1 do 4) komoérek migsniowych
prowadzono w pozywce Eagle’a z 10% dodatkiem surowicy plodow cielgcych i
antybiotyku w standardowych warunkach (37°C, 95% wilgotnosci wzglednej,
5% COy).

Uzywano polistyrenowych naczyn hodowlanych (@ 3,5 mm lub 6 mm Petri
dishes, Corning, USA) na dnie ktorych umieszczano sterylne mikroskopowe
szkietka nakrywkowe.
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Medium hodowlane zmieniano co drugi dzien dodajac za kazdym razem
10,25(0H),D; (D1530 Sigma, USA.). W do$wiadczeniach uzyto kalcytriolu w
stezeniach - 1, 10 lub 100 nmol/l, ktére zostaty okreslone i wyselekcjonowane
na podstawie wczesniej prowadzonych badan. Z uwagi na hydrofobowy charak-
ter kalcytriolu macierzysty roztwor tego zwiazku (stock solution) sporzadzano w
95% EtOH. Finalna warto$¢ st¢zenia etanolu w medium hodowlanym nie byla
jednak wyzsza niz 0,1%, co powszechnie uznaje si¢ za warto$¢ dopuszczalna.

Kontrola dla hodowli SMC traktowanych kalcytriolem byty komorki rosna-
ce bez dodatku witaminy i komoérki rosnace w srodowisku etanolu aplikowanego
w odpowiednim st¢zeniu. Hodowle SMC prowadzono, a nastgpnie oceniano z
zastosowaniem metod morfologicznych, analitycznych i cytometrii przeptywo-
wej w okresie migdzy 3 a 21 dniem. Jednak z uwagi na postawiony cel badan
wigkszo§¢ wynikow pochodzi z eksperymentéw przeprowadzonych na komor-
kach migsniowych w hodowlach bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu, czyli
migdzy 5 a 11 dniem.

3.2. Metody mikroskopowe
3.2.1. Mikroskopia Swietlna
3.2.1.1. Badania przyiyciowe

SMC we wszystkich wariantach do§wiadczenia oceniano przyzyciowo za
pomoca mikroskopu odwréconego kazdorazowo przed zmiang pozywki.

3.2.1.2. Preparatyka histologiczna

Materiat hodowlany utrwalano bezposrednio na szkietkach nakrywkowych
w metanolu (temp.-20°C) i rutynowo barwiono metoda H&E. Wi6kna elastyno-
we uwidaczniano za pomoca barwienia orceina. Skrawki poélcienkie (1,5 pm)
sporzadzane z bloczkéw eponowych dobarwiano roztworem bigkitu toluidyny.

3.2.2. Immunofluorescencja

Technika immunofluorescencji zostata wykorzystana dla oceny zmian doty-
czacych ekspres;ji i lokalizacji biatkowych sktadnikoéw budujacych cytoszkielet i
aparat kurczliwy komoérek migsniowych. Ponadto zastosowano ja dla wizualiza-
cji chromatyny jadrowej a takze wiokien elastynowych i ztogow wapniowych
znajdujacych si¢ w przestrzeniach migdzykomoérkowych.
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Komorki migsniowe rosnace na szkietkach nakrywkowych plukano dwu-
krotnie zimnym PBS, nastgpnie przez 10 minut utrwalano w 100% metanolu w
temp. -20 °C. Niespecyficzne reakcje immunologiczne blokowano za pomoca
1% FBS w PBS, przez 1 godzing w temp. pokojowe;j.

Biatka cytoszkieletu i biatka kurczliwe zostaty wyznakowane i uwidocz-
nione przy zastosowaniu bezposredniej metody immunofluorescencyjnej. In-
kubacje SMC z monoklonalnymi przeciwciatami dla tubuliny (anti-a-tubulin
monoclonal FITC-conjugated antibody, Sigma, rozcienczenie 1:200) prowa-
dzono w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. W podobny sposéb wyzna-
kowano a-aktyng (anti-a-actin monoclonal FITC conjugated antibody, Sigma,
rozcienczenie 1:500).

Elastyne, amorficzne biatko bedace sktadnikiem widkien sprezystych, wy-
znakowano stosujac posrednia metod¢ immunofluorescencyjng oparta na reakcji
dwustopniowej. Jako pierwsze zostalo uzyte przeciwcialo przeciw elastynie
(polyclonal rabbit anti-rat elastin, Cedarlane, Kanada, rozcienczenie 1:250).
Reakcja przebiegata w temperaturze pokojowej przez 40 minut. Nastepnie ho-
dowle (na szkietkach nakrywkowych) ptukano w PBS i przez 1 godzing trakto-
wano przeciwciatami zkoniugowanymi z fluorochromem (chicken anti-rabbit
antibody conjugated with Alexa Fluor 488 fluorochrome, Molecular Probes,
USA, rozcienczenie 1:200). Test kontrolny wykonano bez uzycia przeciwciata
pierwszorzgdowego.

Zlogi wapniowe w hodowlach SMC wyznaczano stosujac specyficzny
wskaznik (Calcium Green™ -1, Molecular Probes, USA) w stezeniu 5 uM przez
20 min. w temperaturze pokojowe;j.

DNA wyznakowano stosujac stabilny barwnik DAPI (4-6 diamidyno-2-
fenyloindol, Sigma), ktéry tworzy fluorescencyjne kompleksy selektywnie wia-
zac sig z sekwencjami bogatymi w pary adenina-tymina.

Preparaty wykonane zgodnie z procedurami zalecanymi przez producentow
ptukano dwukrotnie w PBS w celu usunigcia nadmiaru plynow reagujacych,
nastgpnie umieszczano na szkietkach podstawowych z kropla ptynu chroniacego
przed utrata fluorescencji (anti-fade mounting medium, Citifluor, Agar Int,
UK.).

Materiat oceniano i fotografowano przy wykorzystaniu mikroskopu fluore-
scencyjnego Nikon Eclipse 800 uzywajac odpowiedniego zestawu filtrow.
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3.2.3. Mikroskopia elektronowa transmisyjna (TEM)

Po usunigciu podtoza hodowlanego, SMC plukano dwukrotnie PBS bezpo-
srednio w szalkach Petriego a nastgpnie utrwalano ptynem o skladzie: 2,5%
aldehyd glutarowy (GA), 0,15% kwas pikrynowy, 1,5% OsO,, 3% sacharoza w
0,1% buforze kakodylanowym, pH 7,4. Utrwalanie nastgpowato w temp. 4°C
przez 2 godz., po czym hodowle ptukano 3x w buforze kakodylanowym. Na-
stepnie materiat traktowano przez 1 godzing 1,5% kwasem taninowym, po czym
odwadniano etanolem o wzrastajacym stgzeniu i prze§wietlano tlenkiem propy-
lenu.

Dla czg$ci materialu stosowano takze odmienny sposob utrwalania, a proce-
dura jest szczegdtowo opisana w pracy opublikowanej przez autorke [284].

Hodowlg po ,,zdjgciu” z powierzchni naczynia hodowlanego bez naruszenia
jej struktury przestrzennej, poddawano kilkustopniowej procedurze przepajania
zywica epoksydowa (Epon 812, Merck ). Nastgpnie zatapiano w zywicy i pod-
dawano polimeryzacji w temp. 37°C. Skrawki potcienkie (1,5 um) zostaty wy-
konane przy uzyciu ultramikrotomu (Om U2, Reichert), nastgpnie barwione
btekitem toluidyny i oceniane w mikroskopie §wietlnym.

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

Ocena materialu i dokumentacja fotograficzna zostata wykonana w transmi-
syjnym mikroskopie elektronowym (JEM [200EX I, Jeol, Japonia), a stosowa-
ne napigcie wynosito 80 kV.

3.2.4. Mikroskopia elektronowa skaningowa (SEM)

Komorki migéniowe rosnace na szkietkach nakrywkowych po plukaniu PBS
utrwalano 2% aldehydem glutarowym w 0,1 M buforze kakodylanowym z sa-
charoza (pH 7,2) kolejno przez 5 minut, 1 godzing i 24 godziny za kazdym ra-
zem podajac $wieza miksture utrwalajaca i zmieniajac temperature [281, 282].
Nastgpnie material dodatkowo utrwalano przez 1 godzing w 1% OsOs, po czym
odwadniano stopniowo w etanolu.

Suszenie w ,,punkcie krytycznym” przy uzyciu ciektego CO, wykonano
bezposrednio przed napyleniem zlotem koloidowym w napylarce prozniowej
(Sputter coater, Balzers).

Preparaty oceniano w elektronowym mikroskopie skaningowym (Philips XL 30)
stosujac napiecie 10 kV.



42 Cecylia Tukaj

3.3. Cytometria przeplywowa
3.3.1. Dynamika podzialéw komoérkowych

Do badania dynamiki podziatéw komoérkowych uzyto ester dwuoctanu kar-
boksyfluoresceiny (CFSE, 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Zwiazek ten jest niepolarna, niefluoryzu-
jaca pochodna fluoresceiny, ktory dyfunduje do wngtrza komorek, a nastgpnie
jest substratem dla wewnatrzkomorkowych esteraz. Powstata po hydrolizie flu-
oresceina o witasciwosciach fluoryzujacych ulega dlugotrwatej retencji w ko-
morce na skutek utworzenia wigzan kowalencyjnych z grupami aminowymi.
Wraz z kolejnymi podziatami komorkowymi ilo§¢ barwnika, a tym samym jego
fluorescencja ulega zmniejszeniu o potowe.

Roztwor podstawowy CFSE sporzadzono przez rozpuszczenie w DMSO
uzyskujac stezenie 10 mM. Tuz przed uzyciem do badan wykonano roztwor
uzytkowy w PBS, ktéry po wprowadzeniu do hodowli miat ostateczne stezenie
10 pM.

Komorki migéniowe uzyskane na drodze izolacji enzymatycznej po 36 go-
dzinach przywarly do dna naczynia hodowlanego i po tym czasie przeprowa-
dzono inkubacj¢ z CFSE przez 10 min. w temp. 37°C. Nastgpnie SMC ptukano
w roztworze PBS/0,1% BSA i dwukrotnie w medium hodowlanym. Pozywke
zmieniano co drugi dzien za kazdym razem stosujac 1a,25(OH),D; w odpo-
wiednim stezeniu (1, 10, 100 nmol/l). Po 10 dniach, SMC trypsynizowano,
utrwalano 3,5% formaldehydem, ptukano w PBS, a nast¢pnie zawieszano w
roztworze PBS/0,1% BSA przechowujac w ciemnosci w temp. 4°C.

Analize cytometryczna wykonywano przy uzyciu cytometru (EPICS XL
Coulter, USA) wykorzystujac laser emitujacy swiatlo o dlugosci fali 488 nm.

3.3.2. Cykl komoérkowy

Dla okreslenia odsetka SMC znajdujacych si¢ w okreslonych fazach cyklu
komoérkowego: GO/G1 oraz S+G2/M postuzono si¢ metoda cytometrii przeply-
wowej oznaczajac zawarto§¢ DNA zwigzanego z jodkiem propidyny (PI).

Komorki migéniowe z hodowli kontrolnej i hodowli wystawionej przez
9 dni na dzialanie kalcytriolu w stezeniach 1, 10, 100 nmol/l izolowano trypsyna
i plukano w PBS. Material utrwalano w 70% roztworze etanolu i przechowywa-
no w temperaturze -20°C. Po odwirowaniu i przeplukaniu roztworem PBS,
utrwalone komorki zawieszano w 1ml roztworu barwiacego o sktadzie: 800 pl
PBS, 100 pl RNaza, 100 pl PI. Analiza przy uzyciu cytometru przeptywowego
(EPICS XL, Coulter, USA) byta prowadzona po 30 minutowej inkubacji w ciem-
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nosci, w temperaturze 37°C. Dane z pomiaréw analizowano przy pomocy pro-
gramu Cylchred -wersja 1.2 (Terry Hoy).

3.3.3. Ocena apoptozy i nekrozy

W celu identyfikacji komorek mig$niowych ulggajacych apoptozie oraz
oszacowania odsetka komorek podlegajacych temu procesowi w hodowli ko-
moérkowej wykorzystano whasciwosé fosfatydyloseryny (PS) do przemieszczania
z wewngtrznej do zewngtrznej warstwy btony komorkowej. Eksternalizowana w
trakcie apoptozy PS wigzana jest swoiscie z Aneksyna V sprzezona z izoticyja-
nianem fluoresceiny (Adnnexin V-FITC, BD Pharmingen).
Zawiesing komorek migsniowych przygotowano zgodnie z procedurag pro-
ponowana przez producenta, a nastgpnie 100 ul zawiesiny zawierajacej 1 x 10°
komérek inkubowano z 5 pl aneksyny i 5 pl jodku propidyny (PI) przez 15 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Barwienie PI, ktory wiaze si¢ z DNA komorek z
uszkodzong btona pozwala na identyfikacj¢ komorek nekrotycznych.
Zastosowanie opisanej procedury pozwala wyrdzni¢ nastgpujace populacje
komorek:
— komorki zywe, niewiazace aneksyny i PI
(AN-/PI-)

— komorki wezesnoapoptotyczne, wiazace aneksyne i niewiazace Pl
(An+/PI-)

— komorki poéznoapoptotyczne lub nekrotyczne, wiazace aneksyng 1 PI
(An+/Pl+)

Probki analizowano w cytometrze przeptywowym (LSRI, Becton-Dickinson)
przy uzyciu wiazki lasera o dtugosci fali 488 nm.

3.3.4. Analiza poziomu beta-1 integryny

Po 7 dniach hodowli, SMC rosnace w $rodowisku kalcytriolu i SMC z ho-
dowli kontrolnej przeptukiwano cieptym roztworem PBS i trypsynizowano
(37°C). Po procedurze trypsynizacji, zawiesing komorek ptukano roztworem
PBS, nastepnie komorki w liczbie 5 x 10° inkubowano z mysimi przeciwciatami
monoklonalnymi (Ig G1, klon MAR4, Becton Dickinson) skierowanymi przeciw
integrynie beta-1, sprzezonymi z allofikocyjaning (APC). Po 30 minutowe;j in-
kubacji ekspresje beta-1 integryny oceniano cytometrycznie (LSRI, Becton-
Dickinson).

Wykorzystywane byly lasery emitujace $wiatto o dlugosci fali 488 nm oraz
633 nm. Zbierano sygnat Forward Scatter, Side Scatter, a uzyskane dane anali-
zZowano uzywajac oprogramowania WinMDI 2.9.
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3.3.5. Analiza wydzielania cytokin zapalnych

Pomiaru poziomu cytokin prozapalnych: IFN-y, TNF-qa, IL-2 i IL-6 dokona-
no w supernatantach z hodowli pierwotnych i pasazowanych komoérek mig$nio-
wych poddanych dziataniu 1a,25(OH),D; w stgzeniu 10 nmol/l. Supernatanty
zbierano znad hodowli stymulowanej przez 48 godz. kalcytriolem po kazdora-
zowej zmianie pozywki az do 9 dnia trwania hodowli. Analogicznie postgpowa-
no z hodowla rosnaca bez dodatku witaminy.

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

Wyniki pomiaré6w oznaczanych cytokin analizowano przy uzyciu programu
BD CBA Analysis Software. Krzywe standardowe dla mierzonych cytokin mie-
Scity sig¢ w zakresie stezen 20-5000 pg/ml.

3.4. Metody analityczne
3.4.1. Chromatograficzna analiza (HPLC) zawarto$ci adenylan6ow

Komorki mechanicznie usuwano z dna szalki Petriego i wirowano (3 minut
300xg). Uzyskany osad zawieszano w 1,4 M HCIO, i inkubowano w lodzie
przez 15 minut w celu ekstrakcji nukleotydéw, po czym wirowano (5 minut,
20000xg, temp. 4°C). Supernatant zoboj¢tniano do pH 5-6 przy uzyciu 3 M
K;3PO,. Uzyskany ekstrakt przeznaczono do dalszej analizy metoda wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC — high performance liquid chroma-
tography).

Pomiar byt wykonywany przy uzyciu zestawu chromatograficznego (Merck-
Hitachi/Hewlett-Packard). Probki (20 pl) rozdzielano przy uzyciu termostatowe;j
kolumny wysokocisnieniowej. Dane chromatograficzne archiwizowano i anali-
zowano przy uzyciu programu HPChem firmy Hewlett-Packard [231]. Wartosci
stezenia ATP (nmol/proba) przeliczano na biatko uzyskujac wartosci stezenia
ATP wyrazone w nmol/mg biatka.

3.4.2. Oznaczanie zawartoS$ci biatka metoda Bradford
Calkowita zawarto$¢ biatka w hodowli komoérkowej mierzono spektrofoto-

metrycznie (przy dlugosci fali 595 nm) z zastosowaniem metody Bradford [29,
231]. W tym celu wykorzystano osad pozostaty po ekstrakcji nukleotydow roz-
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puszczony w 0,5 M NaOH, bftekit brylantynowy (Coomassie Brillant Blue G-
250, PoCH) i albuming (Sigma-Aldrich) jako biatko wzorcowe.

3.5. Ocena proliferacji z zastosowaniem [’H]-tymidyny

Postuzono si¢ metoda autoradiograficzna z zastosowaniem tymidyny zna-
kowanej trytem, zdolnej do wbudowania si¢ do nowosyntetyzowanego DNA.
Tlo$¢ wbudowanej [*H]-tymidyny jest proporcjonalna do efektywnosci syntezy
DNA przez populacje komorek i jest wskaznikiem rozrostu komérkowego.

Komorki migéniowe (pasaz 2 i 3) hodowano przez 7 dni w mikroptytkach
96-dotkowych w obecnosci kalcytriolu o stgzeniu 10 nmol/l. Wyjsciowa koncen-
tracja komorek w hodowli wynosita 5 x 10° SMC/ml. Kontrolg stanowily ko-
moérki migsniowe hodowane bez dodatku witaminy. Nastepnie do pozywki ho-
dowlanej dodano tymidyng znakowana trytem o aktywnosci 2,0 Ci/mmol w
ilosci 20 ul (fmetyl *H] thymidyne, Amersham Biosciences, U.K.). Inkubacje
prowadzono w temperaturze 37°C przez 12 godzin.

Po inkubacji komorki zbierano na filtr celulozowy przy uzyciu zbieracza
komoérek (Skatron, Oslo, Norwegia). Bibulg suszono, a krazki bibuly zawieraja-
ce wyznakowane trytem jadra komorkowe umieszczano w naczynkach zawiera-
jacych ptyn scyntylacyjny (Opti-Scint, WallacOy, Turku, Finlandia).

Pomiarow aktywnos$ci inkorporowanej do komoérek tymidyny znakowanej
trytem dokonywano przy uzyciu czytnika scyntylacyjnego fazy ptynnej (LSC-
Beckman Instruments, Inc, CA). Kontrolg stanowily komoérki migsniowe hodo-
wane bez dodatku kalcytriolu. Uzyskano warto$ci cpm (counts per minute) z
korekta tla.

3.6. Ocena statystyczna wynikow

Analizg statystyczna przeprowadzono za pomoca programu Excel (Microso-
ft Office, 2003). Wykresy stupkowe przedstawiaja wartosci $rednie wraz z od-
chyleniami standardowymi. Do poréwnania wartos$ci Srednich wykorzystano test
t-Studenta i przyjeto poziom istotnosci granicznej P < 0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena morfologiczna komorek mi¢sniowych w hodowli

Komorki migsniowe izolowane enzymatycznie z aort noworodkow szczu-
rzych byly oceniane od momentu przylgnigcia i ustabilizowania si¢ na po-
wierzchni naczynia hodowlanego do 21 dnia trwania hodowli.

Przez bardzo krétki czas, tuz po zainicjowaniu hodowli i w trakcie ,,zako-
twiczania” si¢ do dna naczynia hodowlanego, czyli przez okoto 2 doby komorki
migéniowe wyraznie przejawialy okreslone cechy morfologiczne zwiazane z
kurczliwo$cia. Stadium to odpowiadato fenotypowi contractile. Po tym czasie
nastgpowal proces intensywnych przemian nazywany modulacja fenotypowa
albo odroznicowaniem. Komorki sukcesywnie tracity cechy charakteryzujace
fenotyp contractile i zaczgly przejawia¢ cechy charakterystyczne dla fenotypu
synthetic. Modulacja przebiegala w roznym tempie, z r6znym nasileniem i nie
dotyczyta catej populacji komoérek w hodowli, lecz jej czg$ci. Mozna szacowac,
ze po okolo 5 dniach wigcej niz 70% SMC w hodowli pierwotnej ulegto odroz-
nicowaniu i zostal osiagniety stan konfluencji. W tym tez czasie, czyli po okoto
5 dniach zaczeto obserwowacé proces przeciwny — spontaniczna transformacje
SMC w kierunku fenotypu contractile.

Zmiany fenotypu SMC pociagaly za soba zmiany behawioralne dotyczace
adhezji, migracji i proliferacji. Typowy dla SMC brak zahamowania kontakto-
wego podczas kolejnych podziatdw mitotycznych umozliwial tworzenie hodowli
wielowarstwowych (mutilayer). Badania mikroskopowe pozwolily na wyodr¢b-
nienie trzech typéw morfologicznych komoérek migsniowych gladkich, ktore
odpowiadaja ich okreslonym stanom fizjologicznym.

4.1.1. Subpopulacje komérek migsniowych
4.1.1.1. Fenotyp ,synthetic”

Na ryc.10. przedstawiono typowe morfologiczne cechy komdrek migsnio-
wych o fenotypie synthetic. Uwage zwracaja wyrazne wilasnosci ,,rozlewania”
si¢ po podtozu (spreading) oraz duze rozmiary komorek. Stabo wyrazona fluore-
scencja a-aktyny (ryc. 10A) oraz charakterystyczny, promienisty uktad mikrotu-
bul (ryc. 10B) u obserwowanych komorek, $wiadcza o ich niewielkich mozliwo-
sciach kurczenia.



Wyniki 47

Ryc. 10. Komoérki migéniowe po spontanicznej modulacji w kierunku fenotypu synthetic
w obrazie FM (A,B) i SEM (C,D). Filamenty aktynowe wspoitworza liczne miejsca
kontaktu z powierzchnia naczynia (A]). Uktad mikrotubul w obrazie mikroskopu fluore-
scencyjnego (B). Wyraznie ,,rozlana” na podlozu komoérka migéniowa posiadajaca na
powierzchni liczne mikrokosmki (C). Lamellipodia zaznaczono na rycinie gwiazdka
(D), strzatka wskazuja lokalizacje filopodiow (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]). o~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 btony komorkowej,
szczegOlnie w rejonie jadra komorkowego, widoczne byly liczne mikrokosmki
(microvili) (ryc. 10C). Obserwowano takze wyraznie uformowane wypustki
cytoplazmy, ktére odgrywaja wazna role w procesie migracji poprzez tworzenie
miejsc kontaktu migdzy komoérkami oraz migdzy komoérka i ECM (ryc. 10D).
Byly to blaszkowate wypustki cytoplazmy /lamellipodia oraz cienkie, nitkowate
wyrostki z aktynowym rdzeniem filopodia. Na elektronogramach umieszczonych
w dalszej czg$ci pracy, gdy jest rozwazane zagadnienie migracji SMC (ryc. 41)
mozna bedzie dostrzec, iz budowa lamellipodium i filopodium jest zwiazana ze
zmianami w organizacji aktynowego cytoszkieletu.
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Ryc. 11. Ultrastruktura zorientowanych réwnolegle SMC o fenotypie synthetic. Na tere-
nie cytoplazmy komoérek migsniowych obecna jest dobrze rozbudowana siateczka endo-
plazma szorstka (RER), wyraznie zaznaczone struktury aparatu Golgiego (GA) oraz
liczne mitochondria (M). Nieliczne miofilamenty (MF) wystgpuja w czgsciach peryfe-
rycznych komorek. W przestrzeniach migdzy komoérkami zlokalizowane sa elementy
istoty migdzykomoérkowej zawierajace amorficzng elastyng (E). SMC o fenotypie syn-
thetic sa pozbawione blony podstawne;j.

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.

Spostrzezenia na temat modulacji fenotypowej dokonane przy pomocy roz-
nych technik mikroskopii §wietlnej koresponduja z obserwacjami dokonanymi
na poziomie subkomoérkowym przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego. Na terenie cytoplazmy komorek mig$niowych o fenotypie synthetic
stwierdzono obecno$¢ struktur nierozerwalnie zwigzanych z intensywnym meta-
bolizmem komoérkowym (ryc. 11). Bogato rozbudowany system siateczki endo-
plazmatycznej szorstkiej, duza liczba profili mitochondrialnych, liczne struktury
Golgiego oraz wolne rybosomy byty organellami dominujacymi na przekrojach
komorek ocenianych pod wzgledem ultrastruktury. Miofilamenty bedace charak-
terystycznym elementem aparatu kurczliwego komoérek migsniowych wystepo-
waty nielicznie, zwykle lokujac si¢ pod plazmalemma. Jadra komorkowe o wy-
dluzonym ksztalcie zawieraly euchromatyng typowa dla komorek aktywnych
metabolicznie oraz jaderka.

4.1.1.2. Fenotyp ,contractile”

Przedstawione na rycinie 12, SMC o charakterystycznym ksztatcie wrzecio-
na (spindle shaped) posiadaty morfologiczne cechy odpowiadajace komdrkom
migsniowym budujacym btong Srodkowa Sciany naczyn (differentiated, mature).
Roznily si¢ od wczesniej opisanych SMC typu synthetic nie tylko ksztaltem i
wielkoscia (byty mniejsze), ale takze wlasciwos$ciami przylegania do podtoza.
Na powierzchni wystepowaty mniej liczne i stabiej wyksztatcone mikrokosmki.
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Ryc. 12. Wrzecionowate komorki mig§niowe przejawiajace 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 komorek mig$niowych w 9-dniowej hodowli kontrolnej repre-
zentujacych fenotyp contractile. Uwage zwracaja gesto upakowane miofilamenty (MF)
przebiegajace wzdluz dlugiej osi komorki. Widoczne sa réwniez ciatka geste (DB) i
kaweole (Cv) typowe dla ultrastruktury zréznicowanych 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 pozwolito wyodrebni¢ i scharaktery-
zowa¢ komorki migsniowe o fenotypie contractile na podstawie cech ultrastruk-
turalnych. Obserwowano ggsto upakowane miofilamenty o rownoleglym prze-
biegu wzdluz dlugiej osi komorki oraz ciatka geste (dens bodies). Cytoplazma
komorek o cechach contractile zawierata nieliczne organelle komorkowe zwia-
zane z synteza.

Analizujac obrazy hodowli SMC wykonane technika TEM czgsto mozna
bylo dostrzec regiony w sasiedztwie btony komodrkowej szczegdlnie mocno
przylegajace do ECM. Takie struktury morfologiczne, zwane focal adhesions,
tworzone glownie przez peczki filamentow aktynowych stuzg komoérkom z do-
brze rozwinigtym aparatem kurczliwym do ,,kotwiczenia” w podtozu (ryc.14).
Wrzecionowatego ksztattu SMC o fenotypie contractile posiadaja niewielka
zdolnos$¢ do migracji, dlatego tez nie obserwowano u nich lamellipodiow, nato-
miast dzigki wyznakowaniu elementoéw cytoszkieletu mozna bylo obserwowac
bogato rozwinigte widkna naprgzeniowe stabilizujace fenotyp (ryc. 20).
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Ryc. 14. Ultrastrukturalne cechy zréznicowanej komdrki migéniowej reprezentujacej
fenotyp contractile w obrazie transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Widoczny
uktad miofilamentéw charakterystyczny dla przekroju poprzecznego SMC. Strzatki
wskazuja miejsca wystgpowania gesto upakowanych filamentéw aktynowych, ktore sa
strukturalnym wyznacznikiem kontaktu z ECM (). W przestrzeniach migdzy sasiaduja-
cymi komodrkami obecne sa elementy istoty migdzykomorkowej (ECM). Jadro
komérkowe (N), jaderko (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 komérkowej SMC czgsto prezentuja fenotyp o cechach posred-
nich okreslany mianem intermediate, ktory zawiera zardwno elementy budowy
fenotypu contractile jak i synthetic. Badanie morfologii tych komoérek za pomo-
ca techniki kontrastowo-fazowej, fluorescencyjnej i skaningowej pozwolilo za-
uwazy¢ ich cechy, odmienne od wcze$niej opisanych, a dotyczace przede
wszystkim ksztaltu, wlasciwo$ci przylegania oraz kontaktu z sasiednimi komor-
kami.
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Fig. 15. Komorki migsniowe przejawiajace fenotyp intermediate w obrazie mikroskopu
fluorescencyjnego (A,B) i elektronowego mikroskopu skaningowego (C,D). Wiokna
napre¢zeniowe komorek migsniowych sa widoczne dzigki wyraznej reakcji z o-SM akty-
na.

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 a actin-positive stress fibers (4).

Badania ultrastruktury SMC o fenotypie intermediate wykazaly obecnos$¢ na
terenie cytoplazmy zarowno elementéw aparatu kurczliwego jak i struktur zaan-
gazowanych w procesy metaboliczne. Komoérka migéniowa przedstawiona w
centrum elektronogramu (ryc. 16) posiada dobrze widoczne miofilamenty, jed-
nakze w obszarze wokotjadrowym obserwujemy btony siateczki szorstkiej, pro-
file mitochondrialne i stosunkowo dobrze rozbudowane struktury Golgiego.
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e seME:
Ryc. 16. Ultrastruktura komoérek migsniowych w hodowli reprezentujacych fenotyp
intermediate. Cytoplazma komoérek zawiera stosunkowo dobrze rozbudowane btony

siateczki endoplazmatycznej szorstkiej (RER), struktury aparatu Golgiego i mitochon-
dria, lecz jednocze$nie znaczna jej czgsci wypetniaja skupiska miofilamentow (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 dotyczacych réznorodnosci fenotypowej ko-
moérek migsniowych nalezy podkresli¢, ze wymienione trzy typy morfologiczne
wystepuja i sa obserwowane jednoczes$nie w pierwotnej hodowli SMC. Jednakze
udziat liczbowy poszczegdlnych fenotypéw w hodowli zmienia si¢ w zalezno$ci
od intensywnosci procesOw roznicowania (differentiation) i odroznicowywania
(redifferentiation).

4.2. Zmiany morfologii SMC pod wplywem 10,25(0OH),D;
4.2.1. Modyfikacja charakteru wzrostu

Suprafizjologiczne st¢zenia 10,25(OH),D;, zakresie od 1-100 nmol/l w
istotny sposob  zmienialy charakter wzrostu komoérek mig§niowych.
Kazdorazowo podczas zmiany pozywki dokonywano przyzyciowej oceny komo-
rek migéniowych w hodowli kontrolnej i traktowanej kalcytriolem w
mikroskopie $wietlnym odwroconym.
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Ryc. 17. Morfologiczne cechy i charakter wzrostu SMC w hodowli rosnacej bez dodatku
kalcytriolu. Komoérki odmienne fenotypowo przejawiaja rozna ekspresje a-aktyny. Wio-
kienka aktynowe w komorkach migsniowych o fenotypie synthetic sa stabo widoczne, a
ich uktad jest chaotyczny (17A). Wybarwienie jader komorkowych DAPI pozwala
wskaza¢ komorki (|) w trakcie réznych faz podzialu mitotycznego (17B).

Fig. 17. Morphological features and growth pattern of aortal SMCs in control primary
culture. Smooth muscle o~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 (174). DAPI intercalating with
DNA make able to see cells (|) during different phases of mitotic mitotic divisions (70B).

Juz na tym etapie badan mozna bylto zaobserwowac istotne rdznice dotycza-
ce morfologii komorek, adhezji, migracji oraz intensywnosci podziatow komor-
kowych.

Na rycinie 17A przedstawiono morfologiczne cechy komoérek migsniowych
i charakter ich wzrostu w hodowli rosnacej w standardowych warunkach opisa-
nych w rozdziale ,,material i metody”. Filamenty aktynowe aparatu kurczliwego
tych komoérek wyznakowano za pomoca przeciwciat dla a-aktyny sprzgzonych z
FITC. a-aktyna bedaca markerowym biatkiem dla mig$niowki gladkiej naczyn
jest jednoczesnie wyznacznikiem stopnia zroéznicowania tych komorek. Silna
ekspresja a-aktyny wystgpuje w SMC o ksztalcie wydtuzonym, ktore zbudowaty
kilka poktadéw oraz w komorkach dzielacych si¢. Komorki posiadajace bogato
rozbudowany aparat kurczliwy prezentuja fenotyp typu contractile. W czgsci
obwodowej preparatu obecne sa komorki o nieokreslonym ksztatcie, stabo wy-
razonej ekspresji a-aktyny, wyraznie rozlewajace si¢ po podtozu (spreading). Te
komérki migsniowe o stabo wyrazonych cechach kurczliwos$ci prezentuja feno-
typ typu synthetic.

Wyznakowanie jader komorkowych (na tym samym preparacie) barwnikiem
DAPI pozwolito zidentyfikowa¢ komorki znajdujace si¢ w roznych fazach podziatu
mitotycznego 1 odrozni¢ od komoérek znajdujacych si¢ w interfazie cyklu komorko-
wego (ryc. 17B). Obrazy daja tez dodatkowe informacje o rozmiarach SMC, ktére
sa wyraznie zalezne od fenotypu, ktory te komorki prezentuja.
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Ryc. 18. Komoérki migsniowe w hodowli kontrolnej (9 dni) formujace charakterystyczny
uktad zwany ,.hills and valleys”. Preparat potcienki (1,5 um), krojony w plaszczyznie
prostopadlej, zabarwiony blgkitem toluidyny uwidacznia bliski kontakt pomigdzy SMC.
Strzatki wskazuja miejsce przylegania do naczynia hodowlanego (]). Widkna sprezyste
znajdujace si¢ w przestrzeniach migdzykomorkowych sa widoczne w postaci ciemnych
amorficznych struktur (A). Hodowla w obrazie mikroskopu kontrastowo-fazowego (B).
Wizualizacja cytoszkieletu po reakeji z anty-a-tubuling FITC (C)). Jadra SMC uwidocznione
metoda 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 um) 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 (4). SMC culture viewed under phase-contrast light

microscope. (B). Cytoskeleton of SMCs visualized by reaction with anti-a-tubulin FITC
(C). SMC nuclei stained with DAPI (D).

W celu wieloaspektowej oceny morfologicznej komorek w hodowli wyko-
nano roéznego typu preparaty trwate postugujac si¢ odmiennymi technikami mi-
kroskopowymi. Cennych informacji dostarczyta analiza preparatow poétcienkich
(1,5 pm) przygotowanych z materiatu zatopionego w zywicy epoksydowe;j
(ryc. 18A i ryc. 19A). Na odpowiednio wykonanych i dobarwionych bigkitem
toluidyny skrawkach uzyskiwano obraz hodowli cigtej prostopadle do po-
wierzchni naczynia hodowlanego.



Fig. 19. Komérki mig$niowe rosnace w §rodowisku 10,25(OH),D5 (9 dni). Zwraca uwa-
ge, odmienny niz wariancie kontrolnym, typ wzrostu komorek i zaburzenia w uktadzie
wiokien sprezystych. SMC traktowane kalcytriolem formuja wiele warstw o rdwnomier-
nym uktadzie (preparat potcienki, 1,5 um, barwienie btekitem toluidyny). Strzatki wska-
zuja miejsce przylegania do dna naczynia hodowlanego (A). Przestrzenna organizacja
wielopoktadowej hodowli SMC widoczna w obrazie SEM i FM nie podlega zmianom
przez dlugi czas trwania hodowli (B,C). Jadra komérkowe po barwieniu DAPI dobrze
uwidaczniaja wielopoktadowy réwnomierny wzrost SMC (C). Intensywnie rozbudowa-
ny uktad mikrokosmkéw na powierzchni SMC (D).

Fig. 19. Smooth muscle cells in 1a,25(0OH),D;-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 um, 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 mozna zaobserwowac¢ miejsca szczegolnie intensyw-
nie wybarwione, ktére odpowiadaja widknom sprezystym, zlokalizowanym w
przestrzeniach migdzykomorkowych. W skrawkach ultracienkich elastynowa
komponenta wiokien spr¢zystych widoczna jest w postaci elektronowo nieprze-
ziernych ztogdéw (ryc. 45, 47, 48). Efekt taki, widoczny na elektronogramach
niniejszej pracy, uzyskano dzieki zmodyfikowaniu procedury przygotowujacej
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material do badan polegajacej na wykorzystaniu kwasu taninowego i pikryno-
wego.

Bardzo wczesnie, migdzy 4 a 6 dniem w hodowli kontrolnej widoczne byty
liczne miejsca, gdzie SMC po kolejnych podziatach mitotycznych nawarstwiaty
si¢ tworzac grudkowate struktury (nodule) otoczone strefa komorek luzno rozlo-
kowanych. W ciagu kilku nastepnych dni prowadzenia hodowli nierownomierny
uktad komorek stawatl si¢ coraz bardziej wyrazny. Na rycinie 18 (A-D) oraz
rycinie 31 (A,B) przedstawiono charakterystyczny typ wzrostu SMC w hodowli,
potocznie nazywany hills and valleys. Obrazy uzyskano dzigki wykorzystaniu
roznych sposobow preparatyki materiatu i kilku technik mikroskopowych.

W hodowli SMC traktowanej kalcytriolem (w zakresie stezenn 1-100 nmol/I)
obserwowano odmienny charakter wzrostu i nietypowy uktad komoérek. Komor-
ki migsniowe po uptywie okoto 5 dni od zainicjowania hodowli osiagnety stan
konfluencji. Przez nastepne 5—6 dni, na skutek intensywnej proliferacji i wzmo-
zonej migracji formowaty liczne warstwy o rownomiernym uktadzie na calej
powierzchni naczynia hodowlanego (ryc. 19). Komoérki migsniowe rosnace w
obecnosci witaminy D nie tworzyly grudkowatych struktur.

4.2.2. Wplyw na modulacj¢ fenotypowa

Jest znanym faktem, ze w pierwotnej hodowli komérkowej SMC podlegaja
modulacji fenotypowej okreslanej czgsto w literaturze jako phenotype switching.

Po okoto 2 dobach od zatozenia hodowli i adhezji do dna naczynia hodow-
lanego komorki mig§niowe zaczynaty spontanicznie transformowaé zmieniajac
swoj fenotyp z contractile na synthetic. Przez kolejne 3 doby wigkszos¢ SMC w
hodowli uzyskata cechy komorek o wysokim stopniu odréznicowania. W tym
wypadku okreslenie synthetic bedzie synonimem immature. Jednakze po upty-
wie okolo 5 dni rozpoczat sig¢ proces odwrotny polegajacy na roéznicowaniu i
powrocie do stanu contractile.

Badania ultrastrukturalne potwierdzity wczesniejsze spostrzezenia, iz SMC
rosnace w hodowli bez dodatku kalcytriolu i formujace wielopoktadowe nodule,
wczesniej podlegaty roznicowaniu i przejawialy cechy fenotypu contractile
(ryc. 13 1 14). Na ultracienkich przekrojach komérkowych widoczny byt dobrze
wyksztalcony, wypeltniajacy cytoplazme aparat kurczliwy.

Szczegodlowa charakterystyka komoérek o cechach fenotypu contractile, syn-
thetic i intermediate oraz dokumentacja zdjeciowa zostata przedstawiona w po-
przednim rozdziale (4.1).

W toku badan zaobserwowano takze inne wazne cechy strukturalne, ktore
dodatkowo charakteryzowaty SMC podczas spontanicznie zachodzacego proce-
su roznicowania.
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Ryc. 20. Analiza obrazéw w mikroskopie fluorescencyjnym z uwidocznionymi struktu-
rami zbudowanymi z SM a-aktyny ujawnita, ze komodrki migsniowe w 7-dniowej ho-
dowli kontrolnej posiadaja wysoce zorganizowana sie¢ aktynowych widkien napreze-
niowych. Taka organizacja elementéw aparatu kurczliwego jest czynnikiem stabilizuja-
cym kurczliwy fenotyp SMC. Dlatego tez widkna naprgzeniowe spotykane byty glownie
w komorkach nieprzemieszczajacych sig.

Fig. 20. Immunofluorescence analysis for SM o-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.

Cecha zroznicowanych SMC byly wtokna napr¢zeniowe, odgrywajace waz-
na role w tworzeniu stabilnych miejsc kotwiczenia do podioza i generowaniu
skurczu. Mikrofotografie przedstawione na rycinie 20 pokazuja, ze elementy te
sa stworzone przez zorganizowang sie¢ witokienek aktynowych.

Ponadto SMC o fenotypie contractile, ktére od 2 tygodnia zaczynaty domi-
nowa¢ w hodowli kontrolnej, zdolne byly do odtwarzania blony podstawnej
(ryc. 21), stanowiacej istotny element stabilizujacy dla tego fenotypu.
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Ryc. 21. Elektronogramy przedstawiaja komorki migsniowe o fenotypie ,,contractile”
w 9-dniowej hodowli kontrolnej. Na terenie cytoplazmy dominuja miofilamenty. Btona
podstawna czg$ciowo zostaje odbudowana w zwiazku z procesem réznicowania komo-
rek. Btona 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).

Kolejna istotna struktura dla oceny modulacji fenotypowej SMC byly kawe-
ole funkcjonalnie zwiazane z transportem cholesterolu przez blone¢ cytoplazma-
tyczna. Te charakterystyczne mate, butelkowatego ksztattu inwaginacje btony
komorkowej wystgpowaty w duzych ilosciach i znacznie czg$ciej na powierzch-
ni zréznicowanych SMC (ryc. 22).

W odroznieniu od komorek wzrastajacych w warunkach kontrolnych, wigk-
szo$¢ SMC rosnacych w §rodowisku 1a,25(OH),D; przejawiata w tym samym
czasie, ultrastrukturalne cechy charakterystyczne dla komorek niezréznicowa-

nych (ryc. 11).



Wyniki 61

Ryc. 22. Analiza mikroskopowo elektronowa komorek migsniowych z 9-dniowej ho-
dowli kontrolnej. SMC o wysokim stopniu zrdéznicowania posiadaja liczne wpuklenia
btony komorkowej (caveolae, Cv |). Miofilamenty (MF). Elementy istoty migdzy-
komorkowej (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 niezréznicowanych SMC o fenotypie
synthetic, zwiazane z synteza, $wiadczyly o duzej aktywno$ci metabolicznej bada-
nych komérek. Nie obserwowano natomiast ani widkien naprezeniowych, ani blony
podstawnej, ani kaweoli, ktore byty charakterystyczne dla zréznicowanych SMC w
hodowli kontrolne;j.

Na podstawie obserwacji mikroskopowych (LM, FM, TEM, SEM) mozna
stwierdzi¢, ze kalcytriol hamuje proces roznicowania SMC in vitro. Stymulacja
kalcytriolem pozwalata bowiem na utrzymanie komoérek mig$niowych w sta-
dium synthetic przez wiele dni. Proces r6znicowania nastgpowat co prawda do-
sy¢ intensywnie jednakze kilka dni pézniej w porownaniu z hodowla rosnaca
bez dodatku kalcytriolu.



62 Cecylia Tukaj

4.3. Wplyw 10,25(OH),D; na procesy wzrostowe komorek
migSniowych

4.3.1. Ocena mikroskopowa intensywnosci podzialéw komérkowych

Komorki mig$niowe izolowane z aort noworodkéw szczurzych w hodowli
pierwotnej przejawialy duzy potencjat proliferacyjny. Optymalne warunki dla
podziatow komorkowych zapewniat 10% dodatek FBS. W niniejszej pracy ge-
stos¢ poczatkowa komoérek wynosita 5 x 10*/szalka, co uznano za warto$¢ ko-
rzystna dla badania réznych aspektow zmian zachodzacych w hodowli pod
wplywem kalcytriolu.

Obserwacje mikroskopowe pozwolity stwierdzi¢ istnienie zasadniczych roz-
nic w intensywnos$ci podzialdéw komoérkowych w poréwnywanych hodowlach.
Podczas oceny hodowli w mikroskopie odwroconym zanotowano, ze SMC pod-
dane dziataniu kalcytriolu szybciej rozprzestrzenialy si¢ na powierzchni naczy-
nia hodowlanego dzigki intensywniejszej migracji i proliferacji. Kalcytriol po-
wodowat, ze komorki migsniowe wczesniej osiagaty stan konfluencji a nastepnie
efektywniej formowaty kolejne poktady w poréwnaniu z hodowla kontrolna.
Réznice migdzy porownywanymi hodowlami dotyczace typu wzrostu hodowli
oraz wyrazny efekt stymulujacy kalcytriolu dobrze ilustruja ryciny 18 i 19.

W hodowlach komérkowych podzialy mitotyczne i apoptoza sa obserwowa-
ne w tym samym czasie i niewatpliwie jest to zjawisko typowe dla rozwijaja-
cych sig populacji. Réznice morfologiczne migdzy komorkami dzielacymi sig i
komorkami ulegajacymi apoptozie sa wlasciwie niedostrzegalne przyzyciowo
podczas obserwacji w mikroskopie odwroconym i stabo widoczne podczas ob-
serwacji z zastosowaniem techniki kontrastowo-fazowej (ryc. 23C). Wyznako-
wanie elementow cytoszkieletu przeciwciatami skierowanymi przeciwko a-SM
aktynie i1 o-tubulinie pozwala jednoznacznie odr6zni¢ wspomniane dwa typy
aktywnosci SMC. Te spostrzezenia sa przedstawione na rycinach 23B, D i E
oraz 32A-D i uzupehione stosownymi opisami. Bardziej precyzyjnej charakte-
rystyki morfologicznej, wskazujacej na istotne réznice pomigdzy komorkami
dzielacymi si¢ i gingcymi na drodze apoptozy, dokonano na podstawie analizy
obrazoéw w mikroskopie skaningowym (ryc. 24 i 33).

Badania mikroskopowe i dokonana na ich podstawie analiza poréwnawcza
materialu pochodzacego z kilkudziesieciu hodowli SMC (w wariancie kontrol-
nym i po ekspozycji na kalcytriol) unaocznita fakt, ze pod wptywem kalcytriolu
SMC prezentowaly wyzszy potencjal proliferacyjny przy jednoczesnym spadku
tendencji do $mierci na drodze apoptozy. Te spostrzezenia znalazty swoje po-
twierdzenie w badaniach ilo$ciowych, prezentowanych w kolejnych rozdziatach
tej pracy.
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Ryc 23. Proliferacja komérek migsniowych w hodowli (A-E). Rézne fazy mitozy w
obrazie mikroskopu fluorescencyjnego. Stopien kondensacji chromatyny uwidoczniony
dzigki reakcji z DAPI (A). Widoczne roéznice w ekspresji a-tubuliny w komorce mig-
$niowej podczas mitozy (|) i wczesnej apoptozy (V) (B). Apoptoza i mitoza sa nie-
odréznialne morfologicznie w obrazie mikroskopu kontrastowo-fazowego (C). Uktad
gesto upakowanych i przypadkowo zorientowanych filamentéw aktynowych (D) i cha-
rakterystyczny uktad 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 o-tubulin expression during mitosis (|) and during
early stage of apoptosis are visible (V) (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 przedstawiajace SMC w
trakcie podziatow mitotycznych. Dzielace si¢ komoérki migSniowe majg zmieniony
ksztalt i obkurczona cytoplazme, co je wyraznie odrdznia od sasiednich komorek, ktore
si¢ nie dziela (A, B, C i D). Blong cytoplazmatyczna dzielacych si¢ komorek pokrywaja
gesto upakowane mikrokosmki, a kotwiczenie do podtoza wspomagaja cienkie wypustki
o charakterze filopodiow. Komorki podlegajace mitozie stopniowo zatracaja kontakt ze
sktadnikami podtoza.

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 dzielacej si¢ mitotycznie komorki migsniowej w hodowli podda-
nej przez 5 dni dziataniu kalcytriolu. Widoczne dwa nowo utworzone jadra komérkowe
tuz przed cytokineza. W trakcie mitozy w komoérce mig$niowej odtwarzana jest gesta
sie¢ widkien 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

Ilosciowa analiza badanego materialu potwierdzita opisane w poprzednim
podrozdziale spostrzezenia na temat stymulujacego wplywu kalcytriolu na inten-
sywnos$¢ podzialow mitotycznych.

4.3.2.1. Liczebnosé komorek

Szacujac liczbg SMC rosnacych w obecnosci kalcytriolu oraz komorek ro-
snacych bez dodatku kalcytriolu, uzyskano istotne réznice pomigdzy poréwny-
wanymi grupami oraz wysoka powtarzalno$¢ wynikéw pochodzacych z nieza-
leznych doswiadczen.
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Ryc. 26. Wplyw kalcytriolu na liczebno$¢ SMC w hodowli. Analiza wskazuje na zna-
czacy wzrost liczby komorek mig§niowych w hodowli poddanej dziataniu kalcytriolu
przez 7 dni. Dane uzyskano liczac w hemocytometrze komorki z 3 niezaleznych do-
$wiadczen wykonanych w trzech powtorzeniach. Na histogramach przedstawiono warto-
$ci $rednie £SD, a statystycznie istotne rdznice (P<0,001) stwierdzono za pomoca 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 [ H]-tymidyny

Mierzono ilo$¢ [’H]-tymidyny wbudowanej do DNA jadrowgo komorek
migsniowych w hodowli poddanej dziataniu aktywnego metabolitu witaminy D
oraz hodowli kontrolnej. Radiograficzna aktywnos¢ znakowanej trytem tymidy-
ny, proporcjonalna do szybkosci syntezy DNA przez badane komorki, byta w
wybranym modelu badawczym dobrym wskaznikiem rozrostu komoérkowego.
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Ryc. 27. Pomiary aktywnosci [*H]-tymidyny inkorporowanej do komorek wskazuja, ze
SMC wystawione przez 7 dni na dziatanie kalcytriolu proliferuja znacznie intensywniej
w porownaniu z SMC rosnacymi w warunkach kontrolnych. Histogramy ilustruja istotna
statystycznie roznice (P<0,01) w ilosci [*H]-tymidyny wbudowanej do DNA po 12 go-
dzinnej inkubacji komérek migsniowych pochodzacych z dwdch porownywanych grup.
Przedstawiono $rednie warto$ci £SD uzyskane z trzech niezaleznych do§wiadczen. SI
(indeks stymulacji).

Fig. 27. Assay measuring ["H]J-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
[ HJ-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 podziatow komorkowych

Na podstawie analizy cytometrycznej stopnia wbudowywania CFSE do
dzielacych si¢ komorek stwierdzono zwigkszona dynamike podzialow pod
wptywem suprafizjologicznych stgzen aktywnego metabolitu witaminy D.
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Intensywnos¢ fluorescencji (fluorescence intensity)

Ryc. 26. Histogramy prezentuja poziom fluorescencji w komdrkach mig$niowych w
10-dniowej hodowli po wyznakowaniu estrem dwuoctanu fluoresceiny (CFSE). Utrata
fluorescencji o potowe nastepuje po kolejnych podziatach komoérkowych. 10,25(0OH),D;
zastosowano w stezeniu 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 10,25(OH),D; was tested.

Ilo$¢ barwnika fluorescencyjnego w cytoplazmie badanych komoérek po ko-
lejnych ich podziatach, a tym samym intensywnos$¢ fluorescencji ulega zmniej-
szeniu doktadnie o potowe.

Wyniki wskazuja, ze SMC rosnace przez 10 dni w obecnosci kalcytriolu
ulegly wigkszej liczbie podziatéw (4) niz SMC w hodowli kontrolnej (2-3).
Oznacza to, ze czas generacji w porownywanych grupach jest rozny i ulega
skroceniu po zastosowaniu kalcytriolu.

4.3.2.4. Cykl komorkowy

Mierzona zawartos¢ DNA w jadrach komoérek migsniowych metoda cytofo-
tometryczna przy zastosowaniu barwienia jodkiem propidyny (PI) nie wykazata
réznic pomigdzy porownywanymi grupami. Odsetek komorek znajdujacych sie
w fazie S+G2/M byl podobny i zawierat si¢ w przedziale 45-50%.
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Ryc. 28. Wybrane histogramy (jeden z 4 eksperymentdow) oznaczen cytometrycznych
zawarto$ci DNA komorek mig$niowych w hodowli. Komoérki migéniowe rosnace w
srodowisku kalcytriolu o stezeniu 10 nmol/l oraz bez dodatku kalcytriolu, po zebraniu i
utrwaleniu wybarwiono jodkiem propidyny. Okreslono odsetek SMC w poszczegolnych
fazach cyklu komoérkowego. Analiza cyklu komoérkowego przeprowadzona w 9 dniu
trwania hodowli nie wykazata réznic pomigdzy 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 10,25(OH),D;, 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 biatka

Pomiary biatka catkowitego wykonane w ekstraktach z hodowli komdrek
migéniowych dotyczyly zaréwno biatka zawartego w strukturach wewnatrz-
komérkowych jak rowniez biatka bedacego sktadnikiem istoty migdzyko-
morkowej. Dane wskazuja, ze kalcytriol stosowany w stezeniach suprafizjo-
logicznych (10 nmol/l) w istotny sposob zwigksza poziom biatka catkowite-
go w hodowli SMC.
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Ryc. 29. Wplyw kalcytriolu na zawarto$¢ biatka calkowitego w 9-dniowej hodowli
SMC. Dane pochodza z 4 niezaleznych doswiadczen wykonanych w trzech powtorze-
niach. Istotno$¢ statystyczna zostata stwierdzona za pomoca testu t-Studenta na po-
ziomie ufnosci P<0,001. Wzrost ilosci biatka catkowitego w hodowlach wystawionych
na dziatanie kalcytriolu w stgzeniu 10 nmol/l pozostaje w zwiazku ze wykazanym
zwigkszeniem aktywnosci 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 tez spostrzezenia poczy-
nione podczas analizy obrazéw mikroskopowych (ryc. 19 oraz ryc. 46 i 47),
ktore wskazuja na wigksza kumulacje sktadnikow ECM w poszerzonych prze-
strzeniach migdzykomorkowych.

4.3.4. Status energetyczny

Intensywny metabolizm komorek migsniowych w hodowli komorkowej jest
zalezny migdzy innymi od ciaglej regeneracji ATP, bedacego donorem energii.
Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu ATP w hodowlach komo-
rek migsniowych traktowanych kalcytriolem. Stwierdzony wyzszy poziom tego
nukleotydu adenylowego dotyczy wigc hodowli, w ktérych SMC w wigkszos$ci
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przejawiaja fenotyp synthetic, dynamiczniej si¢ dziela, intensywniej migruja i
rzadziej gina na drodze apoptozy. Widoczne na elektronogramach struktury
nierozerwalnie zwiazane z procesami syntezy (ryc. 11) niejako uzasadniaja wyz-
szy poziom ATP po stymulacji kalcytriolem.
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Ryc. 30. Wptyw kalcytriolu na zawartos¢ ATP w komdrkach migéniowych w 9-dniowe;j
hodowli. Obserwuje si¢ wyrazny wzrost st¢zenia ATP w hodowlach wystawionych na
dziatanie kalcytriolu o st¢zeniu 10 nmol/l. Dane pochodza z 4 niezaleznych do$wiadczen
wykonanych w trzech powtorzeniach. Istotno$¢ statystyczna zostata potwierdzona za
pomoca testu t-Studenta na poziomie ufnosci 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 okreslenia stanu energetycznego SMC w hodowli wyliczono warto$¢
tzw. tadunku energetycznego (AEC — adenylate energy charge) opisujaca sto-
sunkowe nasycenie uktadu adenyladw w bezwodnikowe wiazania fosforanowe.

AEC = (ATP) + 0,5 (ADP) / (ATP) + (ADP)+ (AMP)
W warunkach aktywnos$ci metabolicznej AEC zazwyczaj przekracza war-
to$¢ 0,8 1 plasuje si¢ na poziomie 0,85.
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Warto$¢ tadunku energetycznego adenylanéw w hodowli SMC poddanej
dziataniu kalcytriolu i hodowli kontrolnej wynosita odpowiednio 0,8957 i
0,8959.

4.4. Wplyw 10,25(0OH),D; na zywotnos¢ komorek migsniowych
w hodowli

4.4.1. QOcena morfologiczna

Analizujac obrazy wykonane przy wykorzystaniu réznych technik mikro-
skopii $wietlnej i elektronowej dostrzegano morfologiczne cechy zmian w ko-
moérkach migsniowych $§wiadczace o uleganiu apoptozie. Odnotowano i opisano
rowniez zmiany charakterystyczne dla nekrozy.

Przedstawiono cykl rycin zawierajacych szczegdtowe opisy cech, ktore po-
siadaly SMC na roznych etapach degradacji ich struktury, przy czym wigkszos¢
materiatu pochodzi z hodowli kontrolnych.

Chociaz cechy degradacji SMC widoczne byty juz w 4 dniu, to zdecydowa-
nie nasilaly si¢ w kolejnych dniach hodowli. Interesujace spostrzezenia zostaty
poczynione za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego na temat reorganizacji w
uktadzie mikrotubul stanowiacych element cytoszkieletu komorek (ryc. 32).
Obserwacje w mikroskopie skaningowym daly informacje co do zmiany ksztaltu
komoérek, szczegdtow uksztaltowania btony komorkowej oraz relacji z sasiedni-
mi komorkami i podtozem w trakcie postepujacej $mierci (ryc. 33). Badania
ultrastrukturalne natomiast uwidocznity caly wachlarz zaburzen na poziomie
subkomodrkowym, poczawszy od kumulacji lipidow i1 wakuolizacji a skonczyw-
szy na daleko posunigtej degradacji z objawami zaawansowanej autofagii.

Przy kazdorazowej zmianie pozywki tracono niewielka, aczkolwiek zauwa-
zalna cze$¢ populacji SMC, ktore ulegajac wspomnianym procesom destrukcyj-
nym tracily kontakt z podtozem. Sytuacja ta dotyczyla w zdecydowanej wigk-
szo$ci komorek migsniowych w hodowlach rosnacych bez dodatku kalcytriolu.
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Ryc. 31. Mikrofotografie przedstawiaja SMC w 9-dniowej hodowli, rosnace bez dodatku
kalcytriolu. Mikroskop fluorescencyjny (A) kontrastowo-fazowy (B). Komoérki mig-
$Sniowe tworza charakterystyczny wielopoktadowy uktad w postaci hills and valleys.
Takie wzniesienia i grudkowate skupienia sa spontanicznie formowane z komorek o
matych rozmiarach i stabej przyczepnosci do podtoza (No). Rozrost hodowli w kierunku
wytworzenia trojwymiarowego ukladu obserwowanego w grudkach skutkuje wystapie-
niem w SMC znamion strukturalnej ich degradacji. Strzalka 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 (4]).

Zaobserwowano, ze suprafizjologiczne stezenia kalcytriolu mialy wptyw na
zywotno$¢ komoérek migsniowych w hodowli obnizajac czgstos¢ wystgpowania
zmian doprowadzajacych do ich $mierci.
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Ryc. 32. Komorki migsniowe hodowane przez 9 dni bez dodatku kalcytriolu. Fotografie
wykonane technika fluorescencji (A, C) oraz kontrastowo-fazowa (B, D) demonstruja
wyrazne zmiany morfologiczne w SMC ulegajacych apoptozie. Zmiany te polegaja na
utracie kontaktu z podlozem oraz sasiednimi komdrkami. Obserwuje si¢ ponadto wyraz-
na kondensacje¢ cytoplazmy komoérek migsniowych, zdecydowana zmiang ich ksztattu i
uformowania powierzchni. Drastycznym zaburzeniom ulega organizacja tubulinowych
elementow 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
(4,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 (4,C).
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Ryc. 33. Komérki migsniowe w 9-dniowej hodowli komorkowej ulegajace apoptozie w
obrazie mikroskopu elektronowego skaningowego. Widoczne sa takie cechy jak utrata
kontaktu z podlozem, obkurczona cytoplazma, zaokraglony ksztatt i zmiany w uksztat-
towaniu btony cytoplazmatycznej. SMC ulegajace apoptozie stracity kontakt z sasiedni-
mi komdrkami charakteryzujacymi si¢ wysoka adhezja i ,,rozplaszczeniem” na podtozu
(A, B, C i D). Widoczne sa takze nietypowe wypustki cytoplazmatyczne (C) i wyrazna
utrata mikrokosmkdéw na powierzchni ginacych 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 komorek migsniowych po-
chodzacych z 9-dniowej hodowli kontrolnej (A, B). Obserwowano takze oblonione wy-
pustki cytoplazmatyczne réznigce si¢ rozmiarami, ksztaltem i zawarto$cia zwane cial-
kami apoptotycznymi (A). Takie struktury wystepowaty samodzielnie na terenie ECM,
w przestrzeniach migdzykomdrkowych lub w kontakcie z btona komérkowa 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.



Wyniki 77

Ryc. 35. Ultrastruktura SMC w 10-dniowej hodowli rosnacej bez dodatku kalcytriolu.
Widoczne sa uwypuklenia btony komdrkowej Swiadczace o postepujacym procesie de-
gradacji strukturalnej typowej dla procesu apoptozy (A, |). Charakterystycznymi struk-
turami obecnymi w SMC podczas apoptozy sa takze pecherzyki zawierajace macierz
komorkowa (B, |). Struktury te oddziela od cytoplazmy dobrze wyrdznialna btona, a ich
zawarto$¢ czgsto ma naturg ziarnista. Bloniaste organelle komorkowe obecne na terenie
cytoplazmy pozostaty 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.
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Ryc. 36. W hodowli rosnacej bez dodatku kalcytriolu po uptywie 12 dni komorki mig-
Sniowe czgsto przejawialy ultrastrukturalne cechy komoérek piankowatych. Znamiona
degradacji komérek migsniowych, takie jak wakuolizacja i autofagocytoza wystgpowaty
znacznie czgsciej w hodowli kontrolnej w poréwnaniu z hodowla, w ktorej SMC byty
wystawione na dziatanie kalcytriolu. Jadro komoérkowe (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 komoérki migsniowej z 15-dniowej hodowli kontrolnej. Na za-
awansowany proces autofagocytozy w komorce wskazuja liczne oblonione wakuole
trawigce zawierajace gesty elektronowo materiat pochodzenia komérkowego. Wydaje
si¢ prawdopodobnym, ze nasilony proces fagocytozy i postgpujaca degradacja komorki
na skutek dzialania enzymow 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 komérek migsniowych podlegajacych procesom degra-
dacyjnym w starszej (18 dni) hodowli kontrolnej. Organelle komérkowe ulegaja rozpro-
szeniu, zaczynaja dominowac elektronowo geste ztogi oraz wakuole. Licznie wystepuja
struktury btoniaste o kolistym uktadzie zaliczane do cial wielopgcherzykowych. Oznaki
degradacji komorkowej czgsciej wystgpowaty i1 byly bardziej zaawansowane w komor-
kach rosnacych 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)

Wczesna zmiana apoptotyczna, ktora mozna odnotowaé w komodrkach jest
eksternalizacja fosfatydyloseryny (PS), czyli jej przemieszczanie si¢ z we-
wnetrznej do zewngtrznej warstwy fosfolipidowej btony komorkowej. Zjawisko
to zbadano w 9-dniowej hodowli SMC wykorzystujac wlasciwo$¢ swoistego
zwiazania PS z aneksyna V (FITC). Ponadto, jednoczesne barwienie komorek
jodkiem propidyny (PI), ktory wiaze si¢ z DNA uszkodzonych komodrek pozwo-
lito na odrdéznienie komoérek apoptotycznych od nekrotycznych.
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Ryc. 39. Reprezentatywny wynik, przedstawiajacy wykresy punktowe fluorescencji
FITC sprzgzonego z aneksyna V oraz jodku propidyny: hodowla komoérek migsniowych
w obecnosci (A) oraz braku kalcytriolu (B). Lewy dolny region wskazuje komorki zywe,
ktére nie inkorporuja jodku propidyny oraz nie wiaza aneksyny V. Prawy dolny region
zawiera komorki we wczesnym etapie apoptozy (wiazanie aneksyny, brak inkorporacji
PI). Prawy gorny region przedstawia komorki w pdznej fazie apoptozy (wiazanie anek-
syny V oraz inkorporacja PI). Lewy gorny region przedstawia komorki martwe. Wyniki
analizy cytometrycznej prezentujace znacznie obnizony odsetek komorek ulegajacych
apoptozie i nekrozie w hodowli traktowanej kalcytriolem wskazuja na ochronne dziata-
nie tego aktywnego metabolitu witaminy D dla Zywotnosci SMC w hodowli komoérko-
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 komérek migsniowych powodowal znacza-
cy spadek odsetka komoérek podlegajacych apoptozie lub nekrozie. Badania wy-
konane metoda cytometrii przeptywowej zdecydowanie potwierdzity wczesniej
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poczynione na ten temat obserwacje morfologiczne. Pomiary wykonano wyko-
rzystujac materiat pochodzacy z czterech niezaleznych doswiadczen.
Odsetek SMC ulegajacych apoptozie:
e w hodowli traktowanej kalcytriolem w stezeniu 10 nmol/l wynosit:
6,95£1,11
e w hodowli rosnacej bez dodatku kalcytriolu wynosit: 11,1+1,19
Odsetek SMC ulegajacych nekrozie:
e w hodowli traktowanej kalcytriolem w stezeniu 10 nmol/l wynosit:
3,57+0,71
e w hodowli rosnacej bez dodatku kalcytriolu wynosit
9,97+4,45
W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, iz kalcytriol ogranicza w znaczny spo-
sob procesy degradacyjne zachodzace w SMC, chroni tez przed wystgpowaniem

apoptozy.

4.5. Wplyw 10,25(0OH),D; na migracj¢ komorek mi¢sniowych
4.5.1. Analiza mikroskopowa

Zaobserwowano, ze komorki migsniowe w hodowli posiadaly zdolnos¢ do
zmiany ksztattu, a takze do ruchu w okreslonym kierunku. Ta aktywno$¢ SMC
zwigzana byla z obecnoscia zlozonego zestawu wtoknistych struktur biatkowych
wystepujacych na terenie cytoplazmy, tworzacych cytoszkielet. [lo$¢ elementow
cytoszkieletu oraz ich uktad przestrzenny ulegaly niezwykle dynamicznym
przemianom zaleznie od aktywnosci biologicznej SMC.

Podczas ruchu komérki cytoplazma i struktury zlokalizowane pod btona
komorkowa formowaty blaszkowate wypustki lamellipodia (ryc. 40D). Lamelli-
podia zawieraly wyrazne rusztowanie z cienkich filamenow aktynowych, co
dobrze obrazuja elektronogramy przedstawione na rycinie 41 i 41B. Nieco po-
grubiona krawedz lamellipodium buduje ptytke wiodaca (leading edge), ktora
jest waznym miejscem kotwiczenia komorki do podtoza i w efekcie umozliwia
jej ptynne przemieszczanie (ryc. 40D). Wielokrotnie obserwowano takze skie-
rowane ku goérze, wyrostki na grzbietowej czesci lamellipodium zwane ruffles
(ryc. 41B). Opisane struktury wystepuja w czgs$ci komorki, ktora tworzy tzw.
biegun ,,ciagnacy”, natomiast wigkszo$¢ cytoplazmy wraz z jadrem komorko-
wym podaza pasywnie w wyznaczonym kierunku (ryc. 42). Nie trudno wigc
byto okresli¢ kierunek ruchu migrujacych komorek, co zaznaczono strzatkami
na rycinach 41A,B i 42.



Ryc. 40. Wybrane mikrofotografie przedstawiaja morfologiczne cechy migrujacych
komorek migsniowych w 6-dniowej hodowli traktowanej kalcytriolem. Komorki w ob-
razie mikroskopu kontrastowo-fazowego (A, B, C, D), oraz mikroskopu elektronowego
skaningowego (E, F). Gwiazdkami zaznaczono rozplaszczone szerokie wypustki zwane
lamellipodiami (D, *), strzatki wskazuja palczaste wypustki zwane filopodiami (E, |),
wtoka naprezeniowe (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, zawierajace gesta sie¢ filamentéw aktynowych,
zwane lamellipodiami, czgsto byly spotykane w przemieszczajacych si¢ komorkach
mig$niowych traktowanych kalcytriolem. Lamellipodia formowane na przednim biegu-
nie spolaryzowanej komorki wchodza w kontakt z btona komdrek potozonych nizej lub z
ECM. Miejsca przylegania (Fc) stabilizujace lamellipodium umieszczono w kole. Po-
grubione strzatki wskazuja 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 pozwolity zidentyfikowac
kolejne, wazne w lokomocji struktury, zwane filopodiami. Te cienkie, roznej
dtugosci wyrostki cytoplazmatyczne ze wzgledu na lokalizacj¢ i dynamike po-
wstawania zdaja si¢ peic role czujnikow przy wyznaczaniu kierunku ruchu
(ryc. 40D, E). Jeszcze innym morfologicznie typem wypustek chociaz podob-
nym do filopodidw sa microspikes. Sa to niezwykle delikatne, cienkie struktury
wystepujace na obrzezach komodrek wyjatkowo efektywnie rozpostartych na
powierzchni szkietka mikroskopowego (ryc. 40F).

W mikroskopie elektronowym transmisyjnym (TEM) obserwowano nato-
miast specyficzne miejsca przylegania (Fc — focal contacts), ktore sa kréotkotrwa-
tymi potaczeniami SMC - ECM, niezbednymi dla generowania ruchu kroczace-
go komorek. Fc byly widoczne jako niewielkie obszary spolimeryzowanej akty-
ny zlokalizowane po wewngtrznej stronie btony komorkowej. Obserwowano
takze miejsca kontaktu SMC - SMC, o podobne;j strukturze, ktore czgsto okresla
si¢ mianem focal complexes zamiast focal contacts (ryc.41B).

Wymienione miejsca kontaktu, o subtelnej strukturze, wystgpowaty w regionie
ptytki wiodacej na krawedzi lamellipodium. Duza dynamika w tworzeniu i de-
gradacji tych przejsciowych struktur sprawiata, ze lamellipodia stosunkowo
stabo byly kotwiczone do ECM lub btony innych komoérek migsniowych, co
umozliwiato ich ptynny ruch w okre§lonym kierunku.

Odmienna lokalizacje 1 znaczenie dla SMC posiadaty struktury zwane focal ad-
hesions (Fa) obecne w komorkach migsniowych pozostajacych w $cistym kon-
takcie z ECM. Rozlegle obszary spolimeryzowanej aktyny, o regularnym prze-
biegu filamentéw wyznaczaty miejsca przy btonie SMC gdzie poprzez receptory
czastek adhezyjnych wystgpowata silna interakcja ze sktadnikami ECM. Fa byly
typowe dla komorek migsniowych o fenotypie contractile stabilizowaty fenotyp
tych komorek i1 ograniczaty ich ruch (ryc. 131 14).
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Ryc. 42. Ultrastruktura komoérki migéniowej w trakcie migracji w 8-dniowej hodowli
traktowanej kalcytriolem (czg$¢ gorna fotografii). Wyraznie widoczny jest zwarty waski
uktad filamentow aktynowych w warstwie ,.korowej” tej czesci ciata komorki, ktora jest
pasywnie pociagana w kierunku ruchu (). Jadro komérkowe (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 uwage fakt, iz komorki przejawiajace morfologiczne cechy wyso-
kiej aktywnosci migracyjnej posiadaty jednoczesnie cechy komorek o fenotypie
synthetic. W hodowli poddanej dziataniu suprafizjologicznych stgzen kalcytriolu
dominowaly wtasnie komorki miesniowe niezréznicowane, aktywne metabo-
licznie, zdolne do migracji (ryc. 10, 11, 40, 41).

Skutkiem wzmozonej wedrowki SMC po stymulacji kalcytriolem byt zupet-
nie odmienny niz w wariancie kontrolnym sposéb budowania uktadu przestrzen-
nego komorek w hodowli. Uformowane liczne poktady komoérek migsniowych
stanowity w miar¢ regularng struktureg trojwymiarowa, podczas gdy w hodowli
SMC rosnacej bez dodatku kalcytriolu dominowal typ wzrostu zwany hills and
valleys (ryc. 181 19).
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4.5.2. Analiza cytometryczna ekspresji czastek adhezyjnych

Badajac poziom betal-integryn, zalicznych do rodziny czastek adhezyjnych,
w btonie komoérek migsniowych metoda cytometrii przeptywowej odnotowano
ich spadek w hodowlach traktowych kalcytriolem (ryc. 43 i 44). Stwierdzona
obnizona ekspresja tych waznych receptorow powierzchniowych, ktore spetniaja
kluczowa rolg w przewodzeniu sygnatu pomigdzy komdrka i ECM, pozostaje w
$cistym zwiazku z oceng morfologiczna SMC poddanych dziataniu kalcyriolu
przez 7 dni trwania hodowli. W poréwnaniu z wariantem kontrolnym komorki te
przejawialy wyrazne cechy fenotypu synthetic, intensywniej przemieszczatly sig,
proliferowaty i tworzyly regularny wielopoktadowy uktad przestrzenny. Spadek
ilosci betal-integryn po dziataniu kalcytriolu wyraznie korespondowat z zaha-
mowaniem procesu roznicowania i zwigkszeniem stopnia przezywalnosci komo-
rek migsniowych.

Events

1,25(0H), Dy
Kontrola

10° 100 ey 10° 10°

Ryc. 43. Reprezentatywny wynik, przedstawiajacy ekspresj¢ beta-1 integryn na po-
wierzchni komoérek migsniowych hodowanych w obecnosci kalcytriolu, komorek hodo-
wanych bez kalcytriolu oraz komoérek niebarwionych. Poziom czastek adhezyjnych jest
znacznie nizszy w przypadku SMC hodowanych w obecnosci kalcytriolu (7 dni). Cy-
tometria przeplywowa, 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.



88 Cecylia Tukaj

100

Intensywnos¢ fluorescencji
Fluorescence intensity
[} [0}
o o

N
o
I

N
o
|

Kontrola 1,25(0H)2D3

Ryc. 44. Wplyw kalcytriolu na poziom beta-1 integryn w 7-dniowej hodowli. Usrednio-
ne dane pochodza z czterech niezaleznych doswiadczen. Istotno$é statystyczna zostata
stwierdzona za pomoca testu t-Studenta na poziomie ufnosci P<0,01. Mniejsza ekspresja
receptorow integrynowych po dziataniu kalcytriolu w st¢zeniu 10 nmol/l pozostaje w
zwiazku ze zwigkszeniem aktywnosci 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. Wplyw 10,25(0OH),D; na ECM

4.6.1. Zaburzenia w formowaniu wlokien elastycznych

Komorki migéniowe hodowane w obecnosci kalcytriolu oraz bez dodatku te-
go aktywnego hormonu witaminowego syntetyzowaly i wydzielaty do prze-
strzeni miedzykomorkowych znaczne ilosci sktadnikow ECM. Odpowienia pre-
paratyka chemiczna i obrobka techniczna (opisana wczesniej) pozwolity na uzy-
skanie obrazow informujacych o ilosci i1 jakosci odkladanych sktadnikow wito-
kien elastycznych.
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Ryc. 45. Hodowla komoérek mig§niowych traktowanych kalcytriolem. Male powigksze-
nie TEM uwidacznia intensywnie rozbudowane liczne poktady SMC w hodowli wielo-
warstwowej. Szczegdlny ksztalt komorek migsniowych oraz obecno$¢ licznych cytopla-
zmatycznych wyrostkéw wskazuje na ich aktywne przemieszczanie. Szerokie przestrze-
nie komérkowe zawieraja ECM. Material przygotowano bez kontrastowania wiokien
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 komoérek migénio-
wych w 9-dniowej hodowli prowadzonej bez dodatku kalcytriolu (A). Strzatki wskazuja
miejsca przylegania do naczynia hodowlanego. W obszarze wzrostu wielopoktadowego
SMC tworza stosunkowo zwarty uktad i przejawiaja cechy komorek zréznicowanych,
posiadajacych dobrze rozbudowany aparat kurczliwy. W przestrzeniach migdzykomor-
kowych znajduja si¢ skupienia wyraznie kontrastowanej amorficznej elastyny (E). Ela-
styna uwidoczniona za pomocg techniki immunofluorescencyjnej z zastosowaniem prze-
ciwcial skierowanych przeciwko elastynie (B).

Fig. 46. Electron microscopic analysis show structural features of SMCs after culturing
for 9 days without calcitriol (4). 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 komoérek migsniowych w 9-dniowej hodowli komor-
kowej poddanej dziataniu kalcytriolu. SMC prezentuja cechy charakterystyczne dla
komorek o fenotypie synthetic. Rozbudowane blony siateczki endoplazmatycznej, liczne
mitochondria §wiadcza o duzej aktywnosci metabolicznej. Dodatek kalcytriolu do ho-
dowli wyraznie wptywal na proces elastogenezy, szczegdlnie na dojrzewanie widkien
sprezystych. Mozna zaobserwowaé zaburzenia w procesie formowania widkien sprezys-
tych polegajace na kumulacji w przestrzeniach migdzykomérkowych jedynie matych
skupien amorficznej elastyny. Istota migdzykomoérkowa (ECM). Czarne strzatki wskazu-
ja miejsce przylegania do naczynia hodowlanego (|). Proba identyfikacji elastyny w
przestrzeniach migdzykomorkowych za pomoca techniki immunofluorescencyjnej z
zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciwko elastynie (B). W przeciwienstwie
do hodowli prowadzonej w warunkach kontrolnych nie udato si¢ uwidoczni¢ elementéw
dojrzalej 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 obrazujacy formowanie wiokien sprezys-
tych w przestrzeni migdzy dwiema komoérkami migsniowymi w hodowli rosnacej przez
9 dni bez dodatku kalcytriolu (A). Fotografia wybrana dla pokazania ggstej sieci mikro-
fibryli (Mi) zlokalizowanych w przestrzeni miedzykomoérkowej hodowli SMC traktowa-
nych kalcytriolem (B). Z mikrofibrylami zwiazane sa jedynie niewielkie skupienia amor-
ficznej elastyny. Kalcytriol wyraznie zaburza proces elastogenezy na etapie polimeryza-
cji elastyny. Obserwuje si¢ wigc ewidentny spadek zawartosci dojrzatej elastyny i nie-
normalnie duza kumulacj¢ sktadnika 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.



Ryc. 49. Analiza miroskopowo elektronowa SMC w 7-dniowej hodowli poddanej dzia-
faniu kalcytriolu. Utworzone przez komoérke migsniowa, zatokowe zaglebienie zawiera
sie¢ mikrofibrylli ze zlogami elektronowo ggstej elastyny (E) tworzac wildknisto-
ziarnista strukturg. W sasiedztwie ,,zatoki” na terenie cytoplazmy SMC wystepuja inten-
sywnie rozbudowane cysterny aparatu Golgiego (Ga). Struktura Golgiego jest bezpo-
Srednio zwiazana z synteza i sekrecja elementow istoty migdzykomorkowej.

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 dato moz-
liwos$¢ obserwacji procesu formowania wtokien sprezystych. Kalcytriol zaburzat
przebieg tego procesu powodujac wyraznie jego spowolnienie. W obrazach z
TEM dominowata komponenta wtoknista (mikrofibryle glikoproteinowe ) na
niekorzys$¢ aglomeratéw dojrzalej elastyny (ryc. 47 i 48B).
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Na podstawie analizy morfologicznej uzyskanych obrazéw mikroskopo-
wych mozna wyszczeg6lni¢ najbardziej znaczace zmiany dotyczace ECM po-
wodowane przez kalcytriol:

e poszerzenie przestrzeni migdzykomorkowych i zwigkszenie ilo$ci
odktadanych sktadnikow ECM (poréwnanie rycin 18A i 19A oraz
rycin 45A 146, 47A

e zmnigjszenie ilo$ci dojrzatej polimeryzowanej elastyny (porownanie
rycin 46A 1 47A oraz 46B 1 47B)

e nadmierna akumulacja mikrofibryli (poréwnanie rycin 48A i 48B)

4.6.2. Wapnienie

Dla oszacowania wplywu kalctriolu na proces mineralizacji w hodowli ko-
moérek migsniowych wykorzystano bardzo czuta metodg oparta na zastosowaniu
fluorescencyjnego wskaznika (Calcium Green-1). W 9 dniowych hodowlach
SMC rosnacych bez dodatku kalcytriolu stwierdzono niewielkie ztogi wapniowe
(ryc. 50A). Natomiast odnotowano intensywna fluorescencj¢ wskazujaca na
kumulacj¢ mineralnych depozytow zawierajacych wapn w przestrzeniach mig-
dzykomorkowych SMC hodowanych w $rodowisku kalcytriolu o st¢zeniu 10
nmol/l (ryc. 50B).

Przedstawione na rycinach roéznice w intensywnos$ci mineralizacji hodowli
w porownywanych grupach, bardzo wyraznie korelowaty z cechami fenotypu,
charakterem wzrostu komorek i budowa ECM. Mianowicie, wyrazng tendencjg
do kumulacji wapnia posiadaty hodowle traktowane kalcytriolem, w ktorych
SMC przejawiaty fenotyp synthetic. W takich hodowlach wystepowaty liczne
poktady ,,luzno” rozlokowanych komorek produkujace duze ilosci istoty mig-
dzykomorkowej. Przede wszystkim za$, ztogi wapniowe znajdowaty si¢ w ho-
dowlach o zaburzonym procesie formowania wtokien sprezystych.
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Ryc. 50. Reprezentatywne mikrografie spod mikroskopu fluorescencyjnego ukazujace
ztogi wapniowe w hodowli komoérek migsniowych. Obraz hodowli komorek migénio-
wych rosnacych bez dodatku kalcytriolu przedstawia niewielkie nasilenie reakcji z za-
stosowanym fluroforem Calcium-green™™ (A). W hodowli SMC wystawionej przez 9 dni
na dziatanie kalcytriolu widoczne sa liczne rozproszone lub skupione depozyty wapnio-
we, zlokalizowane glownie w rejonie macierzy zewnatrzkomorkowej (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-green™-1 (4). 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. Wplyw 10,25(0OH),D; na wydzielanie cytokin zapalnych

SMC w hodowli sa aktywne metabolicznie i czynno$ciowo, co manifestuje
si¢ takze zdolno$cia do syntezy i wydzielania czastek sygnatowych, bedacych
mediatorami stanu zapalnego. Stwierdzono istotne réznice w ilosci wydziela-
nych cytokin prozapalnych w supernatantach pomigdzy dwiema poréwnywany-
mi grupami. Kalcytriol w st¢zeniu 10 nmol/l powodowat spadek poziomu TNF-
o, [FN-y, IL-2 i IL-6 w supernatantach z hodowli pierwotnych i pasazowanych,
rosnacych w §rodowisku kalcytriolu.
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Ryc. 51. Wpltyw 10,25(0OH),D; (10 nmol/l) na produkcje cytokin prozapalnych przez ko-
morki migsniowe. Kalcytriol powodowal obnizenie poziomu wszystkich badanych cytokin
prozapalnych (TNF-o, IFN-y, IL-2 IL-6) w supernatantach z hodowli. Przedstawiono $rednie
warto$ci pomiardow £SD uzyskane z trzech niezaleznych doswiadczen wykonanych w trzech
powtorzeniach. Istotnos$¢ statystyczna zostata stwierdzona za pomoca testu t-Studenta na
poziomie ufnosci P<0,01.

Fig. 51. The effects of 10,25(OH),Dj; (10 nmol/l) on proinflammatory cytokine production by
SMC:s in culture. Calcitriol decreased the levels of all proinflammatory cytokines (TNF-a,
IFN-y, 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 przyjeto uwazaé, ze wysokie ci$nienie krwi, wzrost poziomu
LDL przy niskiej koncentracji HDL, palenie papierosow oraz podwyzszony
poziom glukozy, sa oproécz uwarunkowan genetycznych, najistotniejszymi czyn-
nikami ryzyka chordb uktadu sercowo-naczyniowego, w tym miazdzycy. Brak
aktywnos$ci ruchowej, otyto$¢ oraz nieodpowiednia dieta dodatkowo nasilaja
dziatanie wymienionych czynnikow [116, 142, 183]. Kwestia przestaje by¢
oczywista, gdy rozwazamy tzw. paradoksy, jak np. paradoks francuski czy wto-
ski. Zauwaza si¢ bowiem jawna sprzeczno$¢ polegajaca na wystgpowaniu ni-
skiego wskaznika $miertelnosci z powodu CVD dla wspomnianych populacji,
przy jednoczesnie wysokim wskazniku wystgpowania okreslonych czynnikow
ryzyka. Lub odwrotnie, w przypadku paradoksu irlandzkiego lub indyjskiego
wystepuje wysoka $miertelno$¢ z powodu CVD, przy braku zdefiniowanego
czynnika ryzyka. Przytoczone paradoksy wspieraja wysuwang coraz czgsciej
teze, ze jeden lub wigcej dodatkowych aczkolwiek nie do konca rozpoznanych
czynnikéw odgrywa wazna rol¢ w patogenezie chordb serca i naczyn.

Obecnie wiele danych przemawia za stusznoscia zatozenia, iz zbyt niski po-
ziom witaminy D w organizmie, moze by¢ wlasnie tym istotnym, poszukiwa-
nym czynnikiem [187, 154, 287, 292]. Niedobor lub niedostatek witaminy D jest
powaznym problemem o zasiggu globalnym, a zjawisko przybrato rozmiary
pandemii [6, 18, 82, 109, 320]. W tym miejscu wypada jeszcze raz podkreslic,
ze stezenie kalcydiolu — 25(OH)D;, gléwnego metabolitu witaminy D, ktory
znajduje si¢ we krwi, zalezy bezposrednio od efektywnos$ci syntezy w skorze i w
niewielkim stopniu od podazy w pokarmie [78, 82, 107, 118, 162, 309]. Kalcy-
diol za$ jest prekursorem aktywnej formy witaminy D; — kalcytriolu, ktory regu-
luje wazne funkcje organizmu poprzez wptyw na ekspresje ponad 200 r6znych ge-
néw, lub poprzez dziatanie w uktadach transdukcji sygnatu [53, 57, 159, 203, 213].

Glownym elementem komérkowym $ciany naczynia krwiono$nego sa SMC,
one tez sa gltownymi aktorami zmian, ktore wystepuja w procesie
miazdzycowym [9, 33, 56, 90, 191, 195, 250, 273, 275, 300]. Wiasnie ta
szczegdlna pozycja komoérek migsniowych 1 intrygujaca, potencjalna rola
kalcytriolu w procesie miazdzycowym sklonita mnie do badania i opisania
wybranych aspektéw dziatania suprafizjologicznych stezen (1-100 nmol/l) tego
aktywnego metabolitu witaminy D; na SMC.

Pierwsze doniesienia zwiazane z problematyka podejmowana w tej pracy
ukazaty si¢ w roku 1987 i dotyczyty identyfikacji VDR w komérkach migs$nio-
wych naczyn. Na tej podstawie SMC zaliczono je do grona tzw. target cells
[137, 138, 179]. Ci sami badacze opisujac efekty oddziatywania 1a,25 dihy-
droksywitaminy Dj na proliferacjc SMC w hodowli zakwalifikowali ten zwiazek
do grupy czynnikéw wzrostowych (growth factors).
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Planujac doswiadczenia z wykorzystaniem witaminy D, miatam na uwadze
silng toksycznos$¢ jej podwdjnie hydroksylowanego metabolitu, jakim jest kalcy-
triol [229, 311]. Niejednokrotnie przedstawiano wyniki badan na zwierzetach, u
ktérych po aplikacji wysokich dawek witaminy D wystepowatly powazne zmiany
martwicowe 1 zwapnienia w licznych tkankach i1 narzadach [213, 214, 266, 298,
307]. Zastosowanie do eksperymentow in vitro kalcytriolu w zbyt wysokich
stezeniach moze indukowac spektakularne efekty biologiczne, takie jak zaha-
mowanie wzrostu komoérek oraz wzmozone ich obumieranie na drodze apoptozy
lub nekrozy. Z drugiej za$ strony, ze wzgl¢du na niezwykle krotki okres potowi-
czego rozpadu kalcytriolu, szacowany na 4-6 godzin [124], oraz duze niebez-
pieczenstwo degradacji w trakcie czynnosci laboratoryjnych, mozna wogole nie
odnotowac¢ biologicznego efektu dziatania tej witaminy.

Decyzja o zastosowaniu kalcytriolu w zakresie st¢zen od 1-100 nmol/l, przy
czym opisane wyniki odnosza si¢ zwykle do stgzenia 10 nmol/l, byla poprze-
dzona licznymi wstgpnymi eksperymentami. Pozwolity one wyselekcjonowaé
dawke, ktora powodowala biologiczne, ale nie toksyczne efekty, dajace sig za-
obserwowaé na poziomie struktury i skutkujace zmianami funkcji SMC [279,
284, 285].

Wydaje sig, ze zastosowane przeze mnie stgzenia kalcytriolu moga by¢ po-
rownywalne z iloScia tego endogennego zwiazku w miejscach rozwoju zmian
miazdzycowych. Stezenie 1a,25(OH),D; moze lokalnie wzrasta¢ na skutek syn-
tezy przez makrofagi, komorki srodbtonka, a wedtug ostatnich doniesien, takze
przez same komorki migsniowe [57, 258, 316].

O tym, ze witamina D odgrywa istotna role w funkcjonowaniu uktadu ser-
cowo-naczyniowego ostatecznie przesadzaja wyniki pracy D. Somjen, zaprezen-
towane na tamach czasopisma Circulation [258]. Mianowicie, w komorkach
mig$niowych naczyn stwierdzono obecnos$¢ wewnatrzkomorkowego systemu
la-hydroxylazy. I tak, syntetyzowana on site 10,,25(OH),D; moze regulowac na
drodze auto- i parakrynii wazne funkcje fizjologiczne SMC. Sugestie na temat
auto/parakrynnych mechanizmoéw warunkujacych wzrost SMC wysuwano zresz-
ta znacznie wczesniej [35, 41, 242], a okreSlenie autocrine growth oznaczato
wzrost ekspresji genéw w komodrkach migsniowych i zwigkszong podaz réznych
biologicznie aktywnych czynnikoéw. I chociaz zagadnienie regulacji behawioru
komoérek migsniowych naczyn zostato dosy¢ dobrze zbadane [32, 127, 131, 168,
244, 313], to rola kalcytriolu jako mediatora waznych funkcji tych komoérek nie
jest do konca rozpoznana. Trudno tez odpowiedzie¢ na pytanie, do jakiego stop-
nia reakcja SMC na kalcytriol zalezy od zwiazku, ktory cyrkuluje we krwi i
dziala na zasadzie endokrynii, a do jakiego stopnia od produkowanego on sife i
dziatajacego auto- lub parakrynnie.

Czg$¢ wynikow przedstawionych w niniejszej pracy dotyczy wpltywu tego
aktywnego metabolitu witaminy D — 1a,25(OH),D; na modulacj¢ fenotypowa
SMC. Termin ,,modulacja fenotypowa” jest powszechnie uzywany w odniesie-
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niu do komorek migsniowych od prawie 30 lat, i jest niewatpliwie bardzo uzy-
teczny dla okreslenia caloksztattu zmian zachodzacych podczas procesu ich
réznicowania i odréznicowywania [33, 41, 91, 271, 273].

Komorki migsniowe w hodowli charakteryzuja si¢ unikalnymi cechami mor-
fologicznymi i nietypowym wzrostem [23, 25, 62, 64, 205], co tez uwzglednitam
podczas dokonywania wyboru modelu badawczego [277, 279]. Jedna z takich
cech, ktore odrozniaja SMC od innych typoéw komorek, jest wzrost wielowar-
stwowy (multilayer), mozliwy ze wzgledu na brak zahamowania kontaktowego
[41, 272, 277, 278, 279]. Pod tym wzgledem SMC wykazuja podobienstwo do
komorek transforowanych [20].

Nie przypadkowo tez wigkszo$¢ doswiadczen w niniejszej pracy zostala
wykonana na pierwotnych hodowlach SMC. Komoérki migéniowe pasazowane
lub ich wyselekcjonowane linie zatracaja prawie catkowicie wtasciwos¢ sponta-
nicznego réznicowania, nie sa zatem odpowiednie do badania modulacji fenoty-
powej [34, 272, 279]. Duze znaczenie dla efektéw prowadzonych przeze mnie
doswiadczen mial takze wiek zwierzat [62] oraz sposob pozyskiwania komorek
migsniowych do hodowli [34, 41]. Izolacja komodrek z blony $rodkowej wyko-
nywana za pomoca enzymu proteolitycznego — kolagenazy, powodowata stra-
wienie sktadnikow blony podstawnej, gtownie lamininy i kolagenu typu IV,
promujac w ten sposob fenotypowa modulacje SMC, i co sig z tym wigze — pro-
liferacje i migracje [100, 197, 227].

Problem modulacji fenotypowej badatam w oparciu o kryteria morfologicz-
ne. Podczas tego procesu nastgpowaly zarowno zmiany ilosciowe dotyczace
elementow budujacych cytoszkielet i aparat kurczliwy, jak 1 zmiany w ich orga-
nizacji. Nastepstwem odroznicowania SMC byla intensywna proliferacja, a faza
wyktadnicza wzrostu hodowli trwata do okoto 10—11 dnia [278].

Istotna cecha SMC z hodowli kontrolnej byt ich charakterystyczny nieréw-
nomierny uktad, powszechnie okre$lany jako hills and valleys. W miejscach
wzrostu wielopokladowego SMC pozostawaly w duzym zageszczeniu i bli-
skim kontakcie, przybieraly ksztalt wrzecionowaty, a na terenie cytoplazmy
wyraznie wzrastala ilo§¢ elementow kurczliwych. Komorki takie czg$ciowo
odbudowywaly blone podstawna. W 7-dniowej hodowli kontrolnej proces
roznicowania SMC zachodzit intensywniej w poréwnaniu z hodowla podda-
na dziataniu kalcytriolu.

Zaobserwowano, ze 1a,25(0OH),D; w stezeniu 10 nmol/l drastycznie zmie-
niat charakter wzrostu komoérek mig$niowych w hodowli. Liczne poktady luzno
rozmieszczonych komorek tworzyly szeroka warstwe o rownomiernym ukta-
dzie. Wigkszos¢ SMC przejawiata cechy fenotypu synthetic, ktorego wyznacz-
nikami strukturalnym byly: utrata elementow kurczliwych, intensywna rozbu-
dowa blon siateczki endoplazmatycznej i wyraznie uksztattowane struktury Gol-

giego.
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Badania immunofluorescencyjne uwidocznity, ze SMC z hodowli traktowa-
nych kalcytriolem prezentowaty niski poziom ekspresji alfa-aktyny, bedacej
markerem réznicowania [255, 256, 259]. Wymienione cechy byly takze dowo-
dem na pozostawanie SMC w cyklu komérkowym [199, 233, 280].

Opdzniony pod wptywem kalcytriolu proces rdéznicowania wplywat na
przedtuzona w czasie aktywnos$¢ proliferacyjna SMC, co skutkowato zwigcksze-
niem ich liczby w poréwnaniu z liczba komorek migsniowych rosnacych w ho-
dowli bez dodatku kalcytriolu. Analiza cytometryczna dostarczyta danych na
temat kinetyki podziatow komorkowych [166], z ktorych wynika, ze w hodowli
traktowanej kalcytriolem nastapito skrocenie czasu generacji zachodzacych po-
dzialow. Potwierdzeniem proproliferacyjnego efektu dziatania kalcytriolu byty
rowniez wyniki badan radiologicznych §wiadczace o efektywniejszej inkorpora-
cji znakowanej tymidyny do DNA jadrowego, a takze wyniki analizy zawarto$ci
biatka. Zwigkszona synteza biatka niekoniecznie jednak w prosty sposéb korelu-
je z proliferacja, poniewaz do puli biatka catkowitego zaliczy¢ nalezy takze
biatko syntetyzowane, wydzielane, a nast¢pnie kumulowane w przestrzeniach
migdzykomorkowych. Zwigkszone ilosci sktadnikéw ECM w hodowlach SMC
eksponowanych na dziatanie kalcytriolu byly obserwowane w poszerzonych
przestrzeniach migdzykomoérkowych na elektronogramach wykonanych technika
TEM.

Stwierdzono ponadto statystycznie znamienny wyzszy poziom ATP w eks-
traktach z hodowli traktowanych kalcytriolem. Efekt ten dotyczyt wiec hodowli,
w ktorych SMC w wigkszos$ci przejawily fenotyp synthetic, dynamiczniej si¢
dzielity, intensywniej migrowaly i przejawialy stabsze tendencje do $mierci na
drodze apoptozy.

Przedstawione powyzej efekty dziatania kalcytriolu potwierdzily wczeséniej
poczynione przeze mnie i opisane spostrzezenia na temat stymulujacego dziata-
nia kalcytriolu w stosunku do SMC [278, 284, 285].

Nie uzyskano natomiast spodziewanych roéznic pomigdzy porownywanymi
grupami podczas analizy cyklu komoérkowego. Oceniana cytofotometrycznie
zawarto$¢ DNA w komoérkach migsniowych byta w obu przypadkach podobna, a
odsetek komorek w fazach S+G2/M wynosit 45-50%. Ten brak rdéznic pomigdzy
poréwnywanymi grupami mozna thumaczy¢ faktem dokonywania analizy cytome-
trycznej cyklu komorkowego w 9-dniowej hodowli, czyli w czasie kiedy komorki
mig$niowe traktowane kalcytriolem i komorki wariantu kontrolnego wykazywaty
podobny poziom zréznicowania. Tak wigc 9, 10-dniowa hodowla SMC jest naj-
bardziej odpowiednia do oceny dynamiki podziatow mitotycznych, lecz zdecydo-
wanie ,,za stara” dla poréwnan odnosnie przebiegu cyklu komdrkowego.

Podobnie przedstawia si¢ kwestia dotyczaca wartosci tadunku energetycz-
nego adenylandéw (AEG) dla dwoch poréwnywanych grup. Sadzg, ze odpowied-
nio wysoka wartos¢ AEG, oszacowana na poziomie 0,896, zar6wno dla SMC z
9-dniowej hodowli kontrolnej jak i hodowli poddanej dziataniu kalcytriolu, pra-
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widtowo oddaje ich stan energetyczny. Wartos¢ AEG moglaby by¢ znacznie
obnizona w przypadku zastosowania substancji o dziataniu toksycznym, co
oczywiscie w tym przypadku nie miato miejsca.

W literaturze $wiatowej istnieje zdecydowanie niewiele danych, za to sporo
kontrowersji na temat proliferacyjnego efektu, jaki wywotuje kalcytriol w sto-
sunku do komorek mig§niowki w hodowli. Niektore dane literaturowe wskazuja
na efekt hamujacy [174, 258] inne stymulujacy [38, 137, 184, 204, 205]. Roz-
bieznosci czesto wynikaja ze stosowania przez eksperymentatorow odmiennych
sposobow izolowania komorek, réznych warunkéw doswiadczalnych oraz ste-
zen 1a,25(0OH),D;. Prawdopodobnie wiasnie z tego powodu, w pracach prze-
gladowych, aspekt dzialania witaminy D na komorki migéniowe naczyn, chociaz
wydaje si¢ niezwykle wazny, jest traktowany powierzchownie lub bywa pomija-
ny [57, 215].

Wzmozona proliferacja SMC, opisana w niniejszej pracy, zwiazana byla
takze z innymi przejawami aktywno$ci komoérek migsniowych, w tym z migra-
cja. Na podstawie analizy obrazow mikroskopowych mozna byto stwierdzi¢, ze
zastosowany hormon witaminowy wyraznie wptywa na przyleganie SMC do
podioza oraz zaburza kontakty migdzy komoérkami. Pod wptywem kalcytriolu
redukcji ulegata ilos¢ wiokien naprezeniowych i miejsc przylegania (Fa) do
ECM. Badania z zastosowaniem cytometrii przeptywowej wykazaty spadek
ilosci czastek adhezyjnych B;-integryn w blonie komoérek poddanych dziataniu
kalcytriolu.

Dyskutujac kwestie zwiazane z migracja SMC w hodowli komorkowej, na-
lezy uwzgledni¢ szczegdlnag i wyjatkowa plastycznos¢ tych komorek [141, 176,
305]. W $cianie niezmienionych patologicznie naczyn krwiono$nych obecne sa
SMC o fenotypie kurczliwym i nie przejawiaja wlasciwosci migracyjnych ani
proliferacyjnych [9, 56, 93, 244]. Sytuacja ta jest mozliwa gtdownie dzigki odpo-
wiednio wysokiej adhezji SMC do ECM, co daje gwarancje zachowania mecha-
nicznej stabilnosci i elastycznosci §ciany naczynia [10, 195, 261]. Do tego stanu
przyczyniaja si¢ ponadto liczne czastki adhezyjne obecne w btonie SMC o feno-
typie contractile, ktore generuja sygnal pozwalajacy zachowaé niezmienno$¢
tego fenotypu, zabezpieczajac jednoczesnie przed migracja i proliferacja [1, 30,
237,297, 315].

Migracja komorek jest procesem dynamicznym, wielostopniowym, wysoce
zintegrowanym, ktory oprocz swojego oczywistego znaczenia w morfogenezie
naczyn, odgrywa istotna role w miazdzycy [80, 235]. W trakcie tworzenia zmian
miazdzycowych migracja podobnie jak proliferacja wymaga reorganizacji ele-
mentow ECM i1 molekut adhezyjnych [242, 248, 250, 260]. Komoérki mig$niowe
zatracaja dotychczasowe prawidlowe interakcje z ECM na skutek degradacji
btony podstawnej przez enzymy z rodziny MMP, ktorych caty panel jest w duzej
ilosci produkowany przez same SMC [10, 66, 67, 129, 130]. W tych okoliczno-
$ciach komorki migsniowe moduluja fenotypowo, a finalnym stadium tego pro-
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cesu jest fenotyp synthetic predysponujacy je do proliferacji i migracji [3, 10, 14,
26, 33, 65, 135, 240].

Podczas moich obserwacji zauwazylam, ze w pierwotnej hodowli komor-
kowej SMC najpierw moduluja fenotypowo w kierunku stanu synthetic, nastep-
nie proliferuja i rozprzestrzeniaja si¢ po podtozu, zajmujac w krotkim czasie
dostepna powierzchni¢ 1 formujac grudkowate nawarstwienia (nodule) [19, 20,
271,278, 279, 283]. W ten sposéb odzwierciedlaja do pewnego stopnia sytuacjg
panujaca w warunkach tworzenia zmian miazdzycowych [15, 34, 41]. Jednakze
po kilku dniach w hodowli pierwotnej zachodzi proces odwrotny, SMC sponta-
nicznie rdéznicujg si¢ i przybieraja cechy fenotypu contractile. Ich zdolnosci
proliferacyjne i migracyjne zostaja ostabione [153]. W obrazach spod mikrosko-
pu elektronowego mozna byto dostrzec dobrze uformowane elementy aparatu
kurczliwego, odbudowana blong podstawna oraz liczne kaweole. Natomiast
wyznakowanie przeciwciatami dla a-aktyny sprz¢zonymi z fluorochromem po-
zwolito zidentyfikowaé¢ w mikroskopie fluorescencyjnym wtokna naprezeniowe,
a nawet miejsca przylegania do podtoza zwane focal adhesions, ktore stanowity
wyznacznik stabilizacji fenotypu kurczliwego SMC i silnego zwiazku z ECM.

SMC hodowane w $rodowisku kalcytriolu po 5 dniach tylko w niewielkim
stopniu ulegaty roznicowaniu, dlatego tez wymienione wyzej cechy morfolo-
giczne byly obserwowane rzadziej niz w wariancie kontrolnym. W obrazach
TEM widoczne byly natomiast wyraznie poszerzone przestrzenie mi¢dzykomor-
kowe, cechy degradacji wtokien elastycznych oraz subtelne, strukturalne wy-
znaczniki ruchu komoérek. Takze analiza materiatu w mikroskopie skaningowym
i kontrastowo-fazowym dostarczyta informacji na temat formowania struktur
zaangazowanych w przemieszczenie si¢ komoérek. Rozrozniano lamellipodia i
filopodia, ktére po zakotwiczeniu komorki do podtoza na tzw. biegunie ciagna-
cym, generuja sity umozliwiajace kurczenie pozostatej czgsci komorki i w kon-
sekwencji pozwalaja spolaryzowanej komorce na ptynny ruch w okreslonym
kierunku [63].

Bogata literatura przedmiotu wyjasnia, ze interakcja komorek migsniowych
ze skladnikami istoty migdzykomoérkowej odbywa si¢ za posrednictwem
transblonowych receptorow dla ECM [119, 139, 146]. Zidentyfikowano czastki
adhezyjne zaliczane do rodziny integryn, bedace waznym elementem w uktadzie
transdukcji sygnatu, dzigeki ktorym regulowane sa takie funkcje komorek mig-
sniowych jak adhezja, ruch, polaryzacja a takze proliferacja, roznicowanie i
zywotnos¢ [30, 73, 302, 303]. Integryny sa heterodimerami ztozonymi z podjed-
nostek o i1 B, z ktorych kazda posiada duza domeng zewnatrzbtonowa dla wiaza-
nia liganda, pojedyncza domeng transbtonowa oraz domeng cytoplazmatyczna
umozliwiajaca interakcje z elementami cytoszkieletu. O specyficznosci kontaktu
z ECM decyduje roznorodno$¢ podjednostek a i B, a nastgpnie ich kombinacja
[315]. Zdecydowanie molekuta docelowa, dla sygnatu przekazywanego z ECM
za posrednictwem integryn, jest w komorkach migsniowki naczyn aktyna budu-
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jaca elementy cytoszkieletu, chociaz wazna role spetniaja takze biatka kotwicza-
ce (adapter proteins) powiazane z aktyna [302]. Ligandami receptordéw integry-
nowych sg zazwyczaj fibronektyna, laminina i kolagen. Podjednostka beta do-
meny cytoplazmatycznej za$ jest szczegodlnie istotna dla lokalizacji miejscowe;j
adhez;ji.

Poszukujac miarodajnych wyznacznikéw dla adhezji i intensywno$ci migra-
cji okreslono i pordwnano poziom beta-1 integryny w btonie komdrek migsnio-
wych rosnacych w srodowisku kalcytriolu i tych z hodowli kontrolnych. Wyraz-
ne obnizenie ilosci badanych czastek adhezyjnych na komoérkach mig§niowych
traktowanych kalcytriolem jest efektem, ktory w duzym stopniu uzasadnia rezul-
taty obserwacji morfologicznych. Mianowicie, SMC po dziataniu kalcytriolem
miaty stabszy kontakt z ECM, w mniejszym stopniu nastgpowata u nich polime-
ryzacja aktyny umozliwiajaca formowanie stress fibers istotnych do konstru-
owania miejsc przylegania (focal adhesions). Jak juz wspomniano, wtokna na-
prezeniowe sa typowe dla mocno zakotwiczonych w ECM i nieruchliwych ko-
moérek migsniowych [1, 139, 211, 235, 259]. Jako molekularne podtoze dla mi-
gracji komorek wskazuja badacze mechanizm transdukowania sygnatu poprzez
fosfolipaze C, kinazg fosfatydylinositolu 3 i kinazg MAP [163, 216, 232, 291].

Majac na uwadze szczego6lne wiasciwosci SMC do formowania wiokien
sprezystych w hodowli komérkowej, postanowiono zbadaé na ile 1a,,25(0OH),D;
jest w stanie wptywac na ten proces. W 10-dniowej hodowli kontrolnej obser-
wowano regularny uktad dojrzatych wiokien sprezystych zbudowanych z kon-
glomeratow amorficznej, nieprzeziernej elektronowo elastyny, otoczonej pecz-
kami mikrofibrylli. Pod wptywem kalcytriolu, w hodowli SMC nastgpowat
znaczny spadek ilo$ci nierozpuszczalnej elastyny, wzrastata natomiast ilo$¢ dru-
giego sktadnika wlokien sprezystych, mianowicie glikoproteinowych mikrofi-
brylli. Opisane w pracy efekty dziatania kalcytriolu, polegajace na zaburzeniu
procesu tworzenia widkien sprezystych wyraznie wspotistniaty z intensywniej-
sza proliferacja i migracja komodrek migsniowych [285].

W konteks$cie moich spostrzezen nie bez znaczenia jest fakt, iz elastyna jest
zgodnie uznawana przez badaczy za autokrynny, negatywny regulator aktywno-
$ci metabolicznej komorek migsniowych Sciany naczynia tgtniczego, stabilizuja-
cy ich kurczliwy fenotyp [127, 238]. Prawidtowa budowa wtokien sprezystych
pozwala wigc zachowa¢ funkcjonalng homeostaze naczynia i przeciwdziata pa-
tologicznym stanom [151, 237]. Przedstawiony w tej pracy efekt dziatania kal-
cytriolu nie pozostaje w sprzeczno$ci z doniesieniami innych autoré6w, mimo ze
wyniki uzyskiwano w odmiennych warunkach do$wiadczalnych, z zastosowa-
niem innych technik badawczych [105, 106, 218]. Wielce prawdopodobnym
wyjasnieniem dla poczynionych przeze mnie obserwacji dotyczacych struktura-
nych nieprawidtowosci w budowie wtokien sprezystych moze by¢ zahamowanie
syntezy tropoelastyny [105, 218], chociaz niebagatelna role prawdopodobnie
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odgrywa nasilony proces elastolizy istniejacych lub nowosyntetyzowanych wto-
kien elastynowych przy udziale MMP [67, 236].

W odniesieniu do procesu miazdzycowego, fragmentacja i translokacja wto-
kien sprezystych oraz utrata kontaktu SMC — elastyna ma znaczenie dwojakie.
Moze sprzyja¢ odréznicowaniu, migracji i proliferacji komérek mig§niowych, co
umozliwia zbudowanie czapeczki widknistej i stworzenie skutecznej bariery
odgraniczajacej trombogeniczna tkanke (atheroma) od krazacej krwi. Z drugiej
strony proces degradacji widkien sprezystych moze ostabia¢ czapeczke wtdkni-
sta i przyczynia¢ si¢ do pegknigcia blaszki miazdzycowej [32, 127, 195, 196,
197].

Wazna morfologicznie i klinicznie cecha zmian miazdzycowych sa zwap-
nienia w $cianie naczyn [22, 54]. Kiedys cecha ta byta postrzegana jedynie jako
element $wiadczacy o daleko posunigtej degradacji. Obecnie wiemy, ze wapnie-
nie naczyn, zarowno w rejonie btony wewnetrznej (intima) jak i srodkowej (me-
dia) to proces aktywny, ktory podlega zlozonej regulacji i jest w duzym stopniu
zwiazany z funkcja SMC [55, 275, 276]. Szczegotowa analizg catego wachlarza
czynnikow endokrynnych i genetycznych wptywajacych na proces mineralizacji
naczyn przedstawit Doherty i wsp.[55], jednakze w konkluzji tej obszernej pracy
przegladowej zawarte sa jedynie pytania a brakuje odpowiedzi. W badaniach
duza wagg przyktada si¢ do rozpoznania w tym procesie roli PTH, BMP (bone
morphogenic protein) i osteopontyny [28, 125, 145, 289]. Opisano wielokrotnie
zwiazek wapnienia naczynh z wystgpowaniem osteoporozy wskazujac na od-
wrotna zalezno$¢ migdzy iloscia wapnia w naczyniach i tkance kostnej [187].
Poza tym rozpoznano réwniez istnienie ewidentnie odwrotnej zaleznosci migdzy
poziomem witaminy D w organizmie, a stopniem zwapnienia naczyn, i to za-
rowno w intimie jak i medii [294]. Pozornie wigc moze si¢ wydawac niedo-
rzecznoscia to, iz cale serie doswiadczen wykazaty drastyczny efekt wapnienia
naczyn na skutek aplikowania zwierzgtom witaminy D. Poniewaz jednak stoso-
wano zdecydowanie toksyczne dawki, trudno bylo w tej sytuacji rozwaza¢ dzia-
lanie mechanizmoéw regulacyjnych [198, 307].

W przedstawionym modelu badawczym zastosowalam czuta metode immu-
nocytochemiczna, ktora pozwalata $ledzi¢ wptyw 10,25(OH),D; na proces mi-
neralizacji. W przestrzeniach miedzykomorkowych komoérek hodowanych w
obecnosci kalcytriolu ztogi soli wapniowych gromadzne byly ze wigksza inten-
sywnoscia niz w hodowli kontrolnej. Wzmozona mineralizacja powiazana byla
wyraznie ze zmiana typu wzrostu hodowli, modulacja fenotypowa SMC oraz z
zaburzeniami w formowaniu widkien sprezystych.

Podobne do opisanych w tej pracy, zmiany fenotypowe SMC oraz degrada-
cja elementoéw ECM, powstale w zwiazku z postgpujaca mineralizacja, zostaty
odnotowane takze przez innych autorow, chociaz w odmiennych warunkach
doswiadczalnych [74, 115, 198, 263]. Przekonywajacym wyjasnieniem dla ob-
serwowanych zaleznosci w hodowlach rosnacych w s$rodowisku kalcytriolu,
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wydaje si¢ wzmozona aktywno$¢ MMP (2 1 9), ktére powoduja degradacje wio-
kien elastycznych, a nastgpnie ich wapnienie [145]. Ten sam autor postuluje
rowniez mozliwos¢ wystepowania takich ektopowych zwapnien, gdy po degra-
dacji ECM komorki migéniowe zaczynaja przejawia¢ wiasciwosci komorek
osteogennych. Obserwowane przez Jono [125] zjawisko kumulacji wapnia pod
wptywem kalcytriolu w hodowlach SMC byto natomiast $cisle zwiazane z obni-
zeniem dziatania endogennego inhibitora wapnienia (PTH-related peptide) i
zaburzeniem sygnalizacji na drodze PTH — receptor. Z kolei zagadnienie sponta-
nicznej kalcyfikacji w starszych hodowlach SMC probuje si¢ wigza¢ ze wzmo-
zona apoptoza, wystgpujaca gtoéwnie w miejscach tworzenia grudkowatych sku-
pien komorek [191, 225].

Procesowi miazdzycowemu zwykle towarzyszy stan chronicznego zapale-
nia, ktory jest zwigzany z produkcja i podaza cytokin zapalnych w miejscach
powstawania zmian [89, 224, 228, 242, 293]. Chociaz podstawowym zrodtem
cytokin sa limfocyty i makrofagi, to komoérki $rédblonka oraz SMC tez moga
wydziela¢ mediatory stanu zapalnego [134, 148, 149]. Znane sa wlasciwos$ci
komorek migsniowych do produkcji i wydzielania cytokin, bedacych aktywnymi
mediatorami procesu zapalnego [56, 72, 254].

W tej pracy przedstawiono hamujacy wpltyw kalcytriolu na ilo$¢ wydziela-
nych cytokin prozapalnych w supernatantach z hodowli komérek migsniowych
pierwotnych i pasazowanych. Uzyskano znamienne statystycznie roznice po-
migdzy porownywanymi grupami w przypadku IFN-y , TNF-a i IL-2. Poziom
IL-6 nie ulegl zmniejszeniu w hodowli pierwotnej pod wptywem kalcytriolu.

Mozna wskaza¢ na kilka interesujacych zalezno$ci pomigdzy obnizeniem
zawartosci kluczowych cytokin prozapalnych a innymi efektami dziatania kalcy-
triolu. Mianowicie wyniki tej pracy pokazuja, ze spadek ilosci cytokin w super-
natantach wiazat si¢ ze wzmozona zywotnos$cia SMC, intensywna proliferacjg i
migracja. Natomiast wyzszy poziom IFN-y, TNF-a i IL-2 odnotowany byt w
hodowlach rosnacych bez dodatku kalcytriolu, w ktérych wystgpowaly zmiany
degradacyjne 1 wyzszy odsetek komoérek apoptotycznych.

Co prawda dane literaturowe przytaczaja efekty jakie poszczegdlne cytokiny
wywieraja w stosunku do komodrek migsniowych [70, 72, 152, 207, 208], jed-
nakze ich dziatanie w zlozonym procesie miazdzycowym nie zostalo w petni
wyjasnione [134, 140, 228]. Nie ma watpliwosci co do tego, ze cytokiny wpty-
waja na proliferacje i apoptoze SMC, jednakze efekt raczej jest rezultatem regu-
lacji przez nie podazy czynnikow wzrostowych, takich jak PDGF lub EGF, po
wywiazaniu si¢ stanu zapalnego [126, 230, 269]. Proponowany jest tez podziat
cytokin na pro- i antyaterogenne, a szczego6lna debata dotyczy roli typowych
cytokin prozapalnych, IFN-y i TNF-a, tym bardziej, ze przypisuje si¢ im dziata-
nie synergistyczne [87, 92]. Zaobserwowano, ze TNF-a wywotuje efekt cyto-
toksyczny czesto wespot z IL-1. [254]. Prowadzone przez Genga [70 ] badania
in vitro dowiodly, ze SMC wyizolowane z naczyn maja zwigkszona apoptoz¢
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przy ekspozycji na IFN-y, TNF-a i IL-1. Podobne rezultaty uzyskali takze inni
badacze obserwujac indukcje formowania komoérek piankowatych w materiale
pochodzacym ze zmienionych miazdzycowo naczyn [85, 269]. Istnieja rowniez,
chociaz nieliczne sugestie, iz niektore prozapalne cytokiny, szczegolnie INF-y —
hamuja proliferacje SMC i syntezg kolagenu typu I i III [300], a takze promuja
przejawianie fenotypu ,,contractile” w hodowli pierwotnej SMC [254]. Z kolei
rola 1I-6 w miazdzycy wydaje si¢ by¢ ambiwalentna, jako ze r6ézni badacze
przypisuja jej dziatanie pro- lub antyzapalne.

W $wietle aktualnego stanu wiedzy na temat roli kalcytriolu w procesie za-
palnym, ktéry towarzyszy procesowi miazdzycowemu, wyniki moich badan
wydaja si¢ by¢ zgodne z teza proponowana przez Zittermanna [319], ze kalcy-
triol wptywa na poziom cytokin prozapalnych obnizajac te kluczowe. Wydaje
si¢ wigc, ze dziatanie aktywnego metabolitu witaminy D na rzecz utrzymania
balansu w ekspresji cytokin pro- i antyzapalnych moze odgrywaé wazna role
ochronna w inicjacji i progresji procesu miazdzycowego.

W warunkach fizjologicznych, w $cianie naczynia, ustalony jest pewien ro-
dzaj rownowagi, gdzie zar6wno proliferacja jak i apoptoza wystepuja na bardzo
niskim poziomie [24, 81]. Problem przedstawia si¢ zgota odmiennie w trakcie
rozwoju zmian miazdzycowych, gdy ten balans zostaje drastycznie zaburzony
[43, 85, 132, 136, 147]. Do wzmozonej apoptozy dochodzi gléwnie na skutek
aktywacji powierzchniowych receptorow smierci niezbednych dla uruchomienia
szlaku transdukcji sygnatu Fas/Fas ligand /caspase. Wystepuja takze zmiany w
podazy czynnikow wewnetrznych, istotnych w tym procesie, szczegdlnie biatek
z rodziny Bcl-2 1 p53 oraz c-myc protoonkogenow [29, 132].

Chociaz apoptozie ulegaja wszystkie typy komoérek budujacych zmiany
miazdzycowe 1 najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ makrofagi budujace lipid core,
to nie mozna umniejsza¢ w tym procesie roli komorek migsniowych. SMC be-
dace gléwnym komponentem pokrywy widknistej ostaniajacej nekrotyczny
rdzen i gtdéwnym producentem ECM petnia bardzo wazna funkcje polegajaca na
stabilizacji blaszki miazdzycowej [147]. Nienormalna za$ ekspresja genow regu-
lujacych apoptozg SMC doprowadza do tzw. apoptozy chronicznej w blaszce
miazdzycowej. W nastgpstwie tego zostaje zredukowana grubo$¢ pokrywy
wloknistej, zwigkszona objgtos¢ nekrotycznego rdzenia, ulega destrukcji elasty-
na i postepuje proces wapnienia [43, 191]. To wszystko powaznie zaburza inte-
gralno$¢ 1 stabilno$¢ blaszki miazdzycowej [71] oraz powoduje konsekwencje
kliniczne w postaci jej peknigcia [136, 155]. Apoptotyczne SMC po zetknigciu z
krwia moga prowokowa¢ proces koagulacji i powstawanie skrzepu ze wzgledu
na zmiang witasciwosci blony komorkowej po ekspozycji fosfatydyloseryny
[136].

Pierwotne hodowle komorek migsniowych do pewnego stopnia odzwiercie-
dlaja warunki panujace podczas tworzenia blaszki miazdzycowej [34, 190]. W
jednym i drugim przypadku postgpuje intensywna proliferacja SMC, wzmozony
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ruch oraz synteza i odktadanie sktadnikéw ECM [3, 15, 56]. W swoich bada-
niach, w analogicznym czasie, oprocz wymienionych aktywnosci SMC obser-
wowatam takze rozne przejawy degradacji i $mierci tych komorek. I chociaz
komorki migsniowe wchodzity na droge apoptozy zaréwno w hodowli traktowa-
nej kalcytriolem jak i w hodowli rosnacej bez dodatku tego aktywnego zwiazku,
to niewatpliwie dato si¢ odnotowac réznice co do czgstotliwosci wystgpowania
tego zjawiska. Wyniki cytometrycznych pomiaréw ilosciowych (test wiazania
aneksyny V i jodku propidyny) wykazaty wyrazny spadek procentowy komorek
ginacych zaréwno na drodze apoptozy jak i nekrozy po stymulacji kalcytriolem.
Przytoczone dane pozwalaja wnioskowa¢ na temat korzystnego znaczenia ni-
skich stezen tego aktywnego metabolitu witaminy D dla zywotnosci SMC w
hodowli.

Smieré¢ komorek migsniowych na drodze apoptozy jest zagadnieniem inten-
sywnie badanym, jako ze odgrywa istotna rol¢ w zachowaniu stabilnosci blaszki
miazdzycowej. Wyjasnienia antyapoptotycznego dzialania kalcytriolu moze
nalezatoby doszukiwac si¢ w zwiazku z jego dziataniem immunosupresyjnym i
antyzapalnym [37, 148, 171, 222]. Dowiedziono mianowicie, ze wysokie st¢ze-
nie cytokin prozapalnych, a szczegélnie asocjacja TNF-a i [FN-y promuje apop-
toz¢ w blaszce miazdzycowej [70], natomiast czynniki wzrostowe i TGF-§ re-
dukuja apoptoze promujac zywotno$¢ SMC [71, 169, 230, 169].

Przedstawiona w tej pracy problematyka dotyczaca oddzialywania kalcytrio-
lu na komoérki mig§niowe naczyn wzbudza obecnie coraz wigksze zainteresowa-
nie. Niewatpliwie maja na to wptyw wyniki badan epidemiologicznych wskazu-
jace na wyrazny zwiazek pomig¢dzy poziomem witaminy D w organizmie i czeg-
stoscia wystgpowania chordb uktadu sercowo-naczyniowego.
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6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Aktywny metabolit witaminy D — 1a,25-dihydroksycholekalcyferol (kalcy-
triol) stosowany w suprafizjologicznych stgzeniach w hodowlach komorek mig-
$niowych aorty szczura:

o wplywa na przebieg modulacji fenotypowej-opoznia proces roznicowa-
nia

o stymuluje proliferacje i migracje

Wymienione efekty dzialania kalcytriolu wskazuja, iz ten endogenny
zwiazek stymuluje SMC w procesie tworzenia blaszki miazdzycowej,
szczegoOlnie na etapie formowania pokrywy wioknistej (fibrous cap).
Kalcytriol moze tez spetnia¢ podobna stymulujaca funkcje w stosunku do
SMC, gdy po peknigciu niestabilnej blaszki miazdzycowej sa zaangazowane
W proces naprawczy.

e hamuje proces apoptozy i nekrozy

Taki efekt dziatania aktywnego metabolitu witaminy D w stosunku do ko-
morek migsniowych in vitro sugeruje korzystna rolg w utrzymaniu ciagtosci
i stabilnosci blaszki miazdzycowe;j.

o indukuje zaburzenia w budowie widkien elastycznych
o stymuluje odkiadanie ztogow wapniowych

Powodujac zaburzenia w budowie ECM kalcytriol stwarza warunki do sku-
tecznej proliferacji i migracji SMC z blony $rodkowej do wewngtrznej na-
czynia krwiono$nego na etapie budowania pokrywy wldknistej tworzacej
bariere dla trombogenicznego nekrotycznego rdzenia.

o powoduje spadek wydzielania kluczowych cytokin prozapalnych

Obnizenie pod wptywem kalcytriolu zawarto$ci kluczowych cytokin
prozapalnych: INF-y, TNF-a, IL-2, i IL-6 sugeruje, ze zwiazek ten spelnia
wazng role w modulacji procesu zapalnego, ktory towarzyszy rozwojowi
zmian miazdzycowych.

Podsumowujac, 1a,25-dihydroksycholekalcyferol — aktywny metabolit wi-
taminy D - poprzez wplyw na strukturg i funkcje SMC, spetnia ochronng a na-
wet dobroczynna rolg w procesie miazdzycowym.
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7. STRESZCZENIE

Btona s$rodkowa (tunica media) $ciany zdrowego naczynia krwiono$nego
jest wysoce zorganizowang struktura anatomiczna, zbudowana gtéwnie z komo-
rek migsniowki gladkiej, ktore petnia wazna role w zachowaniu szeroko pojgtej
homeostazy naczynia. Jakkolwiek gtowna rolg komorek migsniowych naczyn w
dojrzatym organizmie jest kurczliwo$¢, to w okreslonych warunkach cechuje je
daleko posunigta plastycznos¢ w zakresie zarowno budowy jak i funkcji. W
odpowiedzi na uszkodzenie naczynia, SMC moduluja fenotypowo ze stanu zwa-
nego contractile w kierunku fenotypu okreslanego jako symthetic. Na skutek
transformacji fenotypowej zaczynaja przejawia¢ wzmozona aktywnos$¢ biolo-
giczng, dzigki ktérej migruja do warstwy podsrodbtonkowej naczynia, inten-
sywnie proliferuja oraz wydzielaja sktadniki istoty migdzykomorkowej przyczy-
niajac si¢ do powstania i progresji procesu miazdzycowego.

Podobny proces modulacji komorek migsniowych w kierunku fenotypu syn-
thetic mozna takze obserwowa¢ w warunkach do$wiadczalnych. W niniejszej
pracy postuzytam si¢ modelem badawczym in vitro aby zbada¢ morfologiczne i
fizjologiczne aspekty dziatania 10,25(OH),D; (kalcytriol) na SMC w konteks$cie
procesu miazdzycowego. Do badan wykorzystano komorki migéniowe izolowa-
ne enzymatyznie z aort noworodkow szczurzych.

Istotna rolg 1a,25(OH),D; w biologii komorek migsniowych uzasadnia fakt,
iz posiadaja one swoiste receptory tej witaminy, a ponadto same moga by¢ miej-
scem syntezy aktywnego metabolitu witaminy D. Kalcytriol powoduje efekt
plejotropowy dziatajac na SMC poprzez receptory jadrowe, badz wywotuje
szybkie niegenomowe efekty za posrednictwem receptoréw btonowych i wtor-
nych przekaznikow.

W celu zbadania efektu jaki wywiera 1a,,25(OH),D3 na komorki migsniowe
wykorzystano ré6zne metody mikroskopowe, immunocytochemiczne i bioche-
miczne. Do doswiadczen wykorzystano suprafizjologiczne stgzenia (1-100
nmol/l) kalcytriolu, wybrane na podstawie wczesniej uzyskanych wynikow.
Stosowane dawki kalcytriolu sa porownywalne ze stezeniami tego aktywnego
metabolitu cyrkulujacego we krwi, co wigcej, w warunkach patologicznych po-
ziom calcytriolu moze miejscowo znacznie przekracza¢ wspomniane wartosci.

Zaobserwowano, ze wkrotce po zakotwiczeniu do dna naczynia hodowlane-
go wiekszos¢ SMC przechodzi spontanicznag modulacje w kierunku fenotypu
synthetic. Podczas tego procesu nastgpowaly zar6wno zmiany ilosciowe doty-
czace elementéw budujacych cytoszkielet i aparat kurczliwy jak i zmiany w ich
organizacji. Nastgpstwem odroznicowania SMC byta intensywna proliferacja, a
faza wyktadnicza wzrostu w hodowli trwata do okoto 1011 dnia.

Analiza mikroskopowa wykazata istnienie znacznych réznic w morfologii
pomigdzy komorkami rosnagcymi w warunkach kontrolnych i komérkami ekspo-
nowanymi na dziatanie 10,25(OH),D;. Istotna cecha SMC z hodowli kontrolnej
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byt ich charakterystyczny nierownomierny uklad, powszechnie okreslany jako
hills and valleys. W miejscach wzrostu wielopoktadowego SMC pozostawaty w
duzym zaggszczeniu i bliskim kontakcie, przybieraly ksztalt wrzecionowaty, a
na terenie cytoplazmy wyraznie wzrastata ilo$¢ elementéw kurczliwych. Ko-
morki takie czgSciowo odbudowywaty btone podstawna. W hodowli kontrolnej
proces réznicowania SMC zachodzit intensywniej w poréwnaniu z hodowla
poddana dziataniu kalcytriolu.

Zaobserwowano, ze 1a,25(0OH),D;, stosowany w stgzeniu 10 nmol/l dra-
stycznie zmieniat charakter wzrostu komodrek migsniowych w hodowli. Liczne
poktady luzno rozmieszczonych komorek tworzyly szeroka warstwe o rowno-
miernym uktadzie. Wigkszo§¢ SMC przejawiata cechy fenotypu synthetic, kto-
rego wyznacznikami strukturalnym byly; utrata elementow kurczliwych, inten-
sywna rozbudowa blon siateczki endoplazmatycznej i wyraznie uksztaltowane
struktury Golgiego.

W komorkach migéniowych poréwnywanych hodowli, kontrolnej i wysta-
wionej na dziatanie kalcytriolu mierzono ilo§ci wbudowanego CFSE i dokonano
analizy kinetyki zachodzacych podziatlow komdrkowych. Wykazano skrécenie
czasu generacji komorek traktowanych kalcytriolem, co wiazato si¢ ze zwigk-
szeniem liczby ich podziatléw. Ponadto komorki traktowane kalcytriolem efek-
tywniej inkorporowaty znakowana tymidyng i przejawiaty intensywniejsza syn-
tezg biatka w porownaniu z SMC w hodowli kontrolnej. Reasumujac mozna
stwierdzi¢, ze 10,25(0OH),D; stymuluje proliferacje komorek migsniowych i
jednoczes$nie hamuje proces ich roznicowania.

Ruch komoérek mig$niowych byt przedmiotem badan ze wzgledu na klu-
czowa role w powstawaniu zmian miazdzycowych. Na podstawie analizy obra-
zo6w mikroskopowych mozna byto stwierdzi¢, ze zastosowany hormon witami-
nowy wyraznie wpltywa na przyleganie SMC do podtoza oraz zaburza kontakty
migdzy komorkami. Pod wplywem kalcytriolu redukcji ulegata ilos¢ wiokien
naprezeniowych i miejsc przylegania (Fa) do ECM. Badania z zastosowaniem
cytometrii przeptywowej wykazaty spadek ilosci czastek adhezyjnych; f3;-
integryn w btonie komoérek poddanych dziataniu kalcytriolu. Sktania to do kon-
kluzji, ze kalcytriol zaburza oddzialywanie migdzy SMC i sktadnikami istoty
migdzykomorkowej, determinuje ekspresje fenotypu synthetic oraz indukuje
proces migracji.

Smieré¢ komorek migsniowych na drodze apoptozy jest zagadnieniem inten-
sywnie badanym, jako ze odgrywa istotna rol¢ w zachowaniu stabilnosci blaszki
miazdzycowej. W obu wariantach hodowli obserwowano SMC posiadajace mor-
fologiczne cechy charakteryzujace apoptoze lub nekrozg¢ zwiazane z destrukcja
cytoszkieletu i organelli komoérkowych. Wyniki cytometrycznych pomiaréw
ilosciowych (test wigzania aneksyny V i jodku propidyny) wykazaly wyrazny
spadek procentowy komorek ginacych zarowno na drodze apoptozy jak i nekro-
zy po stymulacji kalcytriolem. Przytoczone dane pozwalaja wnioskowac na te-
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mat korzystnego znaczenia niskich stezen tego aktywnego metabolitu witaminy
D dla zywotnosci SMC w hodowli.

Majac na uwadze szczego6lne wiasciwosci SMC do formowania wiokien
sprezystych w hodowli komdrkowej, postanowiono zbadaé na ile 1a,25(0OH),Ds
jest w stanie wptywac na ten proces. W 10-dniowej hodowli kontrolnej obser-
wowano regularny uktad dojrzalych widkien sprezystych zbudowanych z kon-
glomeratow amorficznej, nieprzeziernej elektronowo elastyny, otoczonej pgcz-
kami mikrofibrylli. Pod wptywem kalcytriolu, w hodowli SMC nastgpowat
znaczny spadek ilo$ci nierozpuszczalnej elastyny i wysoka kumulacja sktadnika
mikrofibrylarnego. Opisane w pracy efekty dziatania kalcytriolu polegajace na
zaburzeniu procesu tworzenia widkien sprezystych wspotistnieja z intensyfikacja
proliferacji i migracji komérek migsniowych.

W przedstawionym modelu badawczym zastosowano czuta metodg immu-
nocytochemiczng, ktéra pozwalata $ledzi¢ wptyw 1a,25(OH),D; na proces mi-
neralizacji. W przestrzeniach miedzykomorkowych komoérek hodowanych w
obecno$ci kalcytriolu ztogi soli wapniowych gromadzone byly ze znacznie
wigksza intensywnos$cia niz w hodowli kontrolnej. Wzmozona mineralizacja
powiazana byla wyraznie ze zmiana typu wzrostu hodowli, modulacja fenoty-
powa SMC oraz z zaburzeniami w formowaniu wtokien sprezystych. Poczynio-
ne obserwacje zwracaja uwage na pewne podobienstwa istniejace pomigdzy
mineralizacja w hodowli SMC a mineralizacja zachodzaca w zmianach miaz-
dzycowych.

Znane sg wilasciwosci SMC do produkcji i wydzielania cytokin, bedacych
aktywnymi mediatorami procesu zapalnego. W nastepstwie stymulacji kalcytrio-
lem SMC wykazywaly obnizona zdolno$¢ do produkcji kluczowych cytokin
prozapalnych INF-y, TNF-a, IL-2 i IL-6 . Stezenie tych cytokin w supernatan-
tach z hodowli bylo znamiennie nizsze w porownaniu z wartosciami uzyskanymi
z hodowli kontrolnych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze aktywny metabo-
lit witaminy D, 1a,25(OH),Ds, odgrywa istotna rolg w biologii SMC, wplywajac
na ich strukture i wazne funkcje fizjologiczne. Dziatanie tego hormonu witami-
nowego moze odgrywacé pozytywna rolg¢ w tworzeniu okrywy wioknistej oraz
chroni¢ przed destabilizacja blaszki miazdzycowe;j.
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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 1a,25(OH),D; (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 10,25(OH),D;. 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 10,25(0OH),D; were chosen in experiments. Concentrations of calcitriol are
comparable with the physiological level of total circulating 1a,25(OH),Ds. 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 1a,25(OH),D;. 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 3;-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 P;-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-
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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 vifro 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-y,
TNF-a, 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 1a,25(OH),D; — 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.



117

9. PISMIENNICTWO

10.

11.

12.

. Abraham S., Kogata N., Fissler R., Adams R.: Integrin betal subunit con-

trols mural cell adhesion, spreading, and blood vessel wall stability. Circ.
Res. 2008, 102, 562-570.

. Abrams J.: Role of endothelial dysfunction in coronary artery disease. Am.

J. Cardiol. 1997, 79, 2-9.

. Absher P.M., Schneider D.J., Baldor L.C., Russell J.C., Sobel B.E.: In-

creased proliferation of explanted vascular smooth muscle cells: a marker
presaging atherogenesis. Atherosclerosis 1997, 131, 187-194.

. Adorini L.: Immunomodulatory effects of vitamin D receptor ligands in

autoimmune diseases. Int. Immunopharmacol. 2002, 2, 1017-1028.

. Aikawa M.: The role of collagenases in the pathogenesis of vulnerable

atherosclerotic plaques. J. Clin. Invest. 2001, 107, 1227-1235.

. Alpert P.T., Shaikh U.: The effects of vitamin D deficiency and insuffi-

ciency on the endocrine and paracrine systems. Biol. Res. Nurs. 2007, 9,
117-129.

. Armas L.A., Hollis B., Heaney R.P.: Vitamin D, is much less effective

than vitamin D; in humans. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004, 89, 5387-
5391.

. Armas L.A., Dowell S., Akhter M., Duthuluru S., Huerter C., Hollis B.W.,

Lund R., Heaney R.P.: Ultraviolet-B radiation increases serum 25-
hydroxyvitamin D levels: the effect of UVB dose and skin color. J. Am.
Acad. Dermatol. 2007, 57, 588-593.

Bachschmid M.M., Van der Loo B.: A new sunshine in the vasculature.
Circulation 2005, 111, 1571-1573.

Bendeck M.P., Zempo N., Clowes A.W., Galardy R.E., Reidy M.A.:
Smooth muscle cell migration and matrix metalloproteinase expression af-
ter arterial injury in the rat. Circ. Res. 1994, 75, 539-545.

Benditt E.P., Benditt J.M.: Evidence for a monoclonal origin of human
atherosclerotic plaques. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1973, 70, 1753-
1756.

Bennett M.R., Evan G.I., Schwartz S.M.: Apoptosis of human vascular
smooth muscle cells derived from normal vessels and coronary atheroscle-
rotic plaques. J. Clin. Invest. 1995, 95, 2266-2273.



118

Cecylia Tukaj

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

. Bentzon J.F., Weile C., Sondergaard C.S., Hindkjaer J., Kassem M., Falk
E.: Smooth muscle cells in atherosclerosis originate from the local vessel
wall and not circulating progenitor cells in ApoE knockout mice. Arterio-
scler. Thromb. Vasc. Biol. 2006, 26, 2696-2702.

Berk B.C.: Vascular smooth muscle growth mechanisms. Physiol. Rev.
2001, 81, 999-1030.

Betz E., Fallier-Becker P., Wolburg-Buchholz K., Fotev Z.: Proliferation
of smooth muscle cells in the inner and outer layers of the tunica media of
arteries: an in vitro study. J. Cell. Physiol. 1991, 147, 385-395.

Bikle D.D., Gee E., Halloran B., Haddad J.G.: Free 1,25-dihydroxyvitamin
D levels in serum from normal subjects, pregnant subjects, and subjects
with liver disease. J. Clin. Invest. 1984, 74, 1966-1971.

Bischoff-Ferrari H.A., Dietrich T., Orav E., Dawson-Hughes B.: Positive
association between 25(OH)D levels and bone mineral density: a popula-
tion-based study of younger and older adults. Am. J. Med. 2004, 116, 634-
639.

Bischoff-Ferrari H.A., Giovannucci E., Willett W.C., Dietrich T., Dawson-
Hughes B.: Estimation of optimal serum concentrations of 25-
hydroxyvitamin D for multiple health outcomes. Am. J. Clin. Nutr. 2006,
84, 18-28.

Bjorkerud S.: Cultivated human arterial smooth muscle displays heteroge-
neous pattern of growth and phenotypic variation. Lab. Invest. 1985, 53,
303-310.

Bjorkerud S. Agglomeration to nodules modulates human arterial smooth
muscle cells to distinct postinury phenotype via foam cell transition. Am.
J. Path 1987, 127, 485-498.

Bobryshev Y.V., Lord R.S, Warren B.A.: Calcified deposit formation in
intimal thickenings of the human aorta. Atherosclerosis 1995, 118, 9-21.

Bochaton-Piallat M.L., Gabbiani F., Ropraz P., Gabbiani G.: Cultured aor-
tic smooth muscle cells from newborn and adult rats show distinct cy-
toskeletal features. Differentiation. 1992, 49,175-185.

Bochaton-Piallat M.L., Gabbiani F., Ropraz P., Gabbiani G.: Age influ-
ences the replicative activity and the differentiation features of cultured rat
aortic smooth muscle cell populations and clones. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 1993, 13, 1449-1455.



PiSmiennictwo 119

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Bochaton-Piallat M.L., Gabbiani F., Redard M., Desmouliere A., Gabbiani
G.: Apoptosis participates in cellularity regulation during rat aortic intimal
thickening. Am. J. Pathol. 1995, 146, 1059-1064.

Bochaton-Piallat M.L., Ropraz P., Gabbiani F., Gabbiani G.: Phenotypic
heterogeneity of rat arterial smooth muscle cell clones: implications for the
development of experimental intimal thickening. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 1996, 16, 815-820.

Bonin L.: Generation and characterization of human smooth muscle cell
lines derived from atherosclerotic plaque. Arterioscler Tromb Vasc Biol.
1999, 19, 575-587.

Bostrom K., Watson K.E., Horn S.: Bone morphogenetic protein expres-
sion in human atherosclerotic lesions. J. Clin. Invest. 1993, 91, 1800.

Boyle J.J., Bowyer D.E., Weissberg P.L., Bennett M.R.: Human blood-
derived macrophages induce apoptosis in human plaque-derived vascular

smooth muscle cells by Fas—ligand/Fas interaction. Arterioscler. Tromb.
Vasc. Biol. 2001, 21, 1402-1407.

Bradford M.M.: A repid and sensitive method for the quantitation of mi-
crogram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem. 1976, 7, 248-254.

Brakebusch C., Fassler R.:The integrin-actin connection, an eternal love
affair. EMBO J. 2003, 15, 2324-2333.

Braun M., Pietsch P., Schror K., Baumann G., Felix S.B.: Cellular adhe-
sion molecules on vascular smooth muscle cells. Cardiovasc. Res. 1999,
41, 395-401.

Brooke B.S., Karnik S.K, Li D.Y.: Extracellular matrix in vascular
morphogenesis and disease - structure versus signal. Trends Cell. Biol.
2003, 13, 51-56.

Campbell G., Campbell J.: The phenotypes of smooth muscle expressed in
human atheroma. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1990, 598, 143-158.

Campbell J.H., Campbell G.R.: Culture techniques and their applications
to studies of vascular smooth-muscle. Clin. Sci. 1993, 85, 501-513.

Campbell J.H., Campbell G.R.: The role of smooth muscle cells in athero-
sclerosis. Curr. Opin. Lipidol. 1994, 5, 323-539.

Cannell J.J., Hollis B.W.: Use of vitamin D in clinical practice. Altern.
Med. Rev. 2008, 13, 6-20.



120

Cecylia Tukaj

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Cantorna M.T., Zhu Y., Froicu M., Wittke A.: Vitamin D status, 1,25-
dihydroxyvitamin D;, and the immune system. Am. J. Clin. Nutr. 2004, 8,
1717-1720.

Cardus A., Parisi E., Gallego C., Aldea M., Fernandez E., Valdiviego J.M:
1,25-dihydroxyvitamin D5 stimulates vascular smooth muscle cell prolif-
eration through a VEDF-mediated pathway. Kidney Int. 2006, 69, 1377-
1384.

Carlberg C. Molecular basis of the selective activity of vitamin D ana-
logues. J. Cell. Biochem. 2003, 88, 274-81.

Cashman K.D.: Vitamin D in childhood and adolescence. Postgrad. Med.
J.2007, 83, 230-235.

Chamley-Campbell G.R., Chamley J.H., Ross R.: Smooth muscle cells in
culture. Physiol. Rev. 1979, 59, 1-61.

Chen T.C., Chimeh F., Lu Z., Mathieu J., Person K.S., Zhang A., Kohn N.,
Martinello S., Berkowitz R., Holick M.F.: Vitamin D. Factors that influ-
ence the cutaneous synthesis and dietary sources of vitamin D. Biochim.
Biophys. Acta. 2007, 460, 213-217.

Clarke M.C., Figg N., Maguire J.J., Davenport A.P., Goddard M., Little-
wood T.D., Bennett M.R.: Apoptosis of vascular smooth muscle cells in-
duces features of plaque vulnerability in atherosclerosis. Nat. Med. 2006,
12, 1075-1080.

Clemens T.L., Adams J.S., Henderson S.L., Holick M.F.: Increased skin
pigment reduces the capacity of skin to synthesize vitamin Ds;. Lancet
1982, 9, 74-76.

Clowes A.W., Clowes M.M., Fingerle J., Reidy M.A.: Regulation of
smooth muscle cell growth in injured artery. J. Cardiovasc. Pharmacol.
1989, 14, 12-15.

Cooke N.E., Haddad J.G.: Vitamin D binding protein (Gc-globulin). En-
docr. Rev. 1989, 10, 294-307.

Cybulsky M.I., Gimbrone M.A.Jr.: Endothelial expression of a mononu-
clear leukocyte adhesion molecule during atherogenesis. Science 1991,
251, 788-791.

Cybulsky M.1., liyama K., Li H., Zhu S., Chen M., liyama M., Davis V.,
Gutierrez-Ramos J.C., Connelly P.W., Milstone D.S.: A major role for
VCAM-1, but not ICAM-1, in early atherosclerosis. J. Clin. Invest. 2001,
107, 1255-1262.



PiSmiennictwo 121

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

Davies M.J., Bland J.M., Hangartner J.R.W., Angelini A., Thomas A.C.:
Factors influencing the presence or absence of acute coronary artery
thrombi in sudden ischaemic death. Eur. Heart J. 1989, 10, 203-208.

Dawson-Hughes B., Harris S.S., Krall E.A., Dallal G.E.: Effect of calcium
and vitamin D supplementation on bone density in men and women 65
years of age or older. N. Engl. J. Med. 1997, 337, 670-676.

Dawson-Hughes B., Heaney R.P., Holick M.F., Lips P., Meunier P.J.,
Vieth R.: Estimates of optimal vitamin D status. Osteoporos. Int. 2005, 16,
713-716.

DeLuca H.F., Cantorna M.: Vitamin D: its role and uses in immunology.
FASEB J. 2001, 15, 2579-2585.

DeLuca H.F.: Overview of general physiologic features and functions of
vitamin D. Am. J. Clin. Nutr. 2004, 80, 1689-96.

Doherty T.M., Detrano R.C.: Coronary arterial calcification as an active
process: a new perspective on an old problem. Calcif Tissue. 1994, 54,
224,

Doherty T.M., Fitzpatrick L.A., Inoue D., Qiao J.H., Fishbein M.C., De-
trano Robert C., Shah P.K., Rajavashisth T.B.: Molecular, endocrine, and
genetic mechanisms of arterial calcification. Endocrine Rev. 2004, 25,
629-672.

Doran A., Meller N., McNamara C.: Role of smooth muscle cells in the
initiation and early progression of atherosclerosis. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 2008, 28, 812-819.

Dusso A.S., Brown A.J., Slatopolsky E.: Vitamin D. Am. J. Physiol. Renal
Physiol. 2005, 289, F8-F28.

Dzau V.J., Dullacus R.C., Sedding D.G.: Vascular proliferation and
atherosclerosis; new perspectives and therapeutic strategies. Nat. Med.
2002, 8, 1249-1258.

Falkenstein E., Tillmann H.C., Christ M., Feuring M., Wehling M.: Multi-
ple actions of steroid hormones: a focus on rapid, nongenomic effects.
Pharmacol. Rev. 2000, 52, 513-556.

Foley R.N., Parfrey P.S., Sarnak M.J.: Clinical epidemiology of cardiovas-
cular disease in chronic renal disease. Am. J. Kidney Dis. 1998 32, 112-
119.

Forman J.P., Giovannucci E., Holmes M.D., Bischoff-Ferrari H.A.,
Tworoger S.S., Willett W.C., Curhan G.C.: Plasma 25-hydroxyvitamin D



122

Cecylia Tukaj

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

concentrations and risk of incident hypertension. Hypertension. 2007, 49,
1063-1069.

Fujita H., Shimokado K., Yutani C.H., Takaichi S., Masuda J., Ogata J.:
Human neonatal and adult vascular smooth muscle cells in culture. Exp.
Mol. Path. 1993, 58, 25-39.

Furmaniak-Kazmierczak E., Crawley S.W., Carter R.L., Maurice D.H.,
Cote G.P.: Formation of extracellular matrix-digesting invadopodia by
primary aortic smooth muscle cells. Circ. Res. 2007, 100, 1328-1336.

Gabbiani G., Schmid E., Winter S., Chaponnier C., De Chastonay C.,
Vandekerckhove J., Weber K., Franke W.: Vascular smooth muscle cells
differ from other smooth muscle cells: predominance of vimentin filaments
and a specific-type actin. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1981,78, 298-302.

Gabbiani G.: Control of smooth muscle cell activation. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 2004, 24, 804-805.

Galis Z., Muszynski M., Sukhova G.: Cytokine stimulated human vascular
smooth muscle cells synthesize a complement of enzymes required for
exreacellulat matrix digestion. Circ. Res. 1994, 75, 181-189.

Galis Z.S., Khatri J.J.: Matrix metalloproteinases in vascular remodeling
and atherogenesis: the good, the bad, and the ugly. Circ. Res. 2002, 90,
251-262.

Garland C.F., Garland F.C., Gorham E.D., Grant W., Garland F.: The role
of vitamin D in cancer prevention. Am. J. Public. Health. 2006, 96, 252-
261.

Garland C.F., Gorham E.D., Mohr S., Grant W., Giovannucci E., Lipkin
M., Newmark H., Holick M., Garland F.: Vitamin D and prevention of
breast cancer: pooled analysis. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2007, 103,
708-711.

Geng Y.J., Wu Q., Muszynski M., Hansson G.K., Libby P.: Apoptosis of
vascular smooth muscle cells induced by in vitro stimulation with inter-
feron-gamma, tumor necrosis factor-alpha, and interleukin-1 beta. Arterio-
scler. Thromb. Vasc. Biol. 1996, 16, 19-27.

Geng Y.J., Libby P.: Progression of atheroma: a struggle between death
and procreation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2002, 22, 1370-1380

Gerthoffer W.T., Singer C.A.: Secretory Functions of Smooth Muscle: Cy-
tokines and Growth Factors. Mol. Interv. 2002, 2, 447-.



PiSmiennictwo 123

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

8l1.

82.

&3.

&4.

Gerthoffer W.T.: Mechanisms of vascular smooth muscle cell migration.
Circ. Res. 2007, 100, 607-621.

Giachelli C.M., Bae N., Almeida M., Denhardt D.T., Alpers C.E,
Schwartz S.M.: Osteopontin is elevated during neointima formation in rat
arteries and is a novel component of human atherosclerotic plaques. J.
Clin. Invest. 1993, 92, 1686-1696.

Gimbrone M.A. Jr, Topper J.N., Nagel T., Anderson K.R., Garcia-Cardena
G.: Endothelial dysfunction, hemodynamic forces, and atherogenesis. Ann.
N. Y. Acad. Sci. 2000, 902, 230-239.

Giovannucci E.: Vitamin D status and cancer incidence and mortality.
Adv. Exp. Med. Biol. 2008, 624, 31-42.

Gittenberger-de Groot A.C., DeRuiter M.C., Bergwerff M., Poelmann
R.E.: Smooth muscle cell origin and its relation to heterogeneity in devel-
opment and disease. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1999, 19, 1589-
1594.

Glerup H., Mikkelsen K., Poulsen L., Hass E., Overbeck S., Thomsen J.,
Charles P., Eriksen E.F.: Commonly recommended daily intake of vitamin
D is not sufficient if sunlight exposure is limited. J. Intern. Med. 2000,
247, 260-268.

Gloth F.M., Gundberg C., Hollis B., Haddad J., Tobin J.: Vitamin D defi-
ciency in homebound elderly persons. JAMA. 1995, 274, 1683-1686.

Goldman J., Zhong L., Liu S.Q.: Negative regulation of vascular smooth
muscle cell migration by blood shear stress. Am. J. Physiol. 2007, 292,
928-938.

Gordon D., Reidy M.A., Benditt E.P., Schwartz S.M.: Cell proliferation in
human coronary arteries. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1990, 87, 4600-
4604.

Gordon C.M., DePeter K.C., Feldman H.A., Grace E., Emans S.J.: Preva-
lence of vitamin D deficiency among healthy adolescents. Arch. Pediatr.
Adolesc. Med. 2004, 158, 531-537.

Gorenne 1., Kavurma M., Scott S., Bennett M.:Vascular smooth muscle
cell senescence in atherosclerosis. Cardiovascular Res. 2006, 72, 9-17.

Gorham E.D., Garland C.F., Garland F.C., Grant W.B., Mohr S.B., Lipkin
N., Newmark H.L., Giovannucci E., Wei M., Holick M.F.: Optimal vita-
min D status for colorectal cancer prevention: a quantitative meta analysis.
Am. J. Prev. Med. 2007, 32, 210-216.



124

Cecylia Tukaj

85

86.

87.

88.

&9.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

. Guevara N.V., Chen K.H., Chan L.: Apoptosis in atherosclerosis: patho-
logical and pharmacological implications. Pharmacol. Res. 2001, 44, 59-
71.

Guillemant J., Le H.T., Maria A., Allemandu A., Peres G., Guillemant S.:
Wintertime vitamin D deficiency in male adolescents: effect on parathy-
roid function and response to vitamin D3 supplements. Osteoporos. Int.
2001, 12, 875-879.

Gupta S., Pablo A.M., Jiang X., Wang N., Tall A.R., Schindler C.: IFN-
gamma potentiates atherosclerosis in ApoE knock-out mice. J. Clin. Invest.
1997, 99, 2752-2761.

Hécker G.: The morphology of apoptosis. Cell Tissue Res. 2000, 301, 5-
17.

Hansson G.K.: Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery disease.
N. Engl. J. Med. 2005, 352, 1685-1695.

Hao H., Gabbiani G., Bochaton-Piallat M.L.: Arterial smooth muscle cell
heterogeneity: implications for atherosclerosis and restenosis development.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003, 23, 1510-1520.

Hao H., Gabbiani G., Camenzind E., Bacchetta M., Virmani R., Bochaton-
Piallatt M.L.: Phenotypic modulation of intima and medial smooth muscle
cells in fatal cases of coronary artery lesions. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 2006, 26, 326-332.

Harvey E.J., Ramji D.P.: Interferon-gamma and atherosclerosis: pro- or
antiatherogenic? Cardiovasc. Res. 2005, 67, 11-20.

Hathaway D.R., March K.L., Lash J.A., Adam L.P., Wilensky R.L.: Vas-
cular smooth muscle. A review of the molecular basis of contractility. Cir-
culation. 1991, 83, 382-390.

Hathcock J.N., Shao A., Vieth R., Heaney R.: Risk assessment for vitamin
D. Am. J. Clin. Nutr. 2007, 85, 6-18.

Haussler M.R., Norman A.: Chromosomal receptor for a vitamin D me-
tabolite. PNAS. 1969, 62, 155-162.

Haussler M.R., Jurutka P.W., Hsieh J.C., Thompson P.D., Selznick S.H.,
Haussler C.A., Whtfield G.K.: New understanding of the molecular
mechanism of receptor-mediated genomic actions of the vitamin D hor-
mone. Bone 1995, 17, 33-38.

Haussler M.R., Whitfield G.K., Haussler C., Hsieh J.C., Thompson P.D.,
Selznick S.H., Dominguez C.E., Jurutka P.W.: The nuclear vitamin D



Pi$miennictwo 125

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

receptor: biological and molecular regulatory properties revealed. J. Bone
Miner. Res. 1998, 13, 325-349.

Heaney R.P., Davies K., Chen T., Holick M.F., Barger-Lux M.: Human se-
rum 25-hydroxycholecalciferol response to extended oral dosing with
cholecalciferol. Am. J. Clin. Nutr. 2003, 77, 204-210.

Heaney R.P.: The Vitamin D requirement in health and disease. J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 2005, 97, 13-19.

Hedin U., Roy J., Tran P.K., Lundmark K., Rahman A.: Control of smooth
muscle cell proliferation - the role of the basement membrane. Thromb.
Haemost. 1999, 82, 23-26.

Hedin U, Roy J, Tran P.K.: Control of smooth muscle cell proliferation in
vascular disease. Curr. Opin. Lipidol. 2004, 15, 559-65.

Hegele R.A.: The pathogenesis of atherosclerosis. Clin. Chim. Acta 1996,
146, 21-38.

Hewison M., Zehnder D., Chakraverty R., Adams J.S.: Vitamin D and bar-
rier function: a novel role for extra-renal 1 alpha-hydroxylase. Mol. Cell.
Endocrinol. 2004, 215, 31-38.

Hillebrands J.L., Klatter F.A., Rozing J.: Origin of vascular smooth muscle
cells and the role of circulating stem cells in transplant arteriosclerosis. Ar-
terioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003, 23, 380-387.

Hinek A., Botney M., Mecham R., Parks W.: Inhibition of tropoelastin ex-
pression by 1,25-dihydroksyvitamin D3. Connect. Tissue Res. 1991, 26,
155-166.

Hinek A., Wilson S.E.: Impaired elastogenesis in Hurler disease: dermatan
sulfate accumulation linked to deficiency in elastin-binding protein and
elastic fiber assembly. Am. J. Pathol. 2000;156:925-938.

Holick M.F.:Vitamin D: a millenium perspective. J. Cell Biochem. 2003,
88, 296-307.

Holick M.F.: Sunlight and vitamin D for bone health and prevention of
autoimmune diseases, cancers, and cardiovascular disease. Am. J. Clin.
Nutr. 2004, 80, 1678-1688.

Holick M.F.: Resurrection of vitamin D deficiency and rickets. J. Clin. In-
vest. 2006, 116, 2062-2072.

Holick M.F.: High prevalence of vitamin D inadequacy and implications
for health. Mayo Clin Proc. 2006, 81, 353-373.



126

Cecylia Tukaj

I11.
112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Holick M.F.: Vitamin D deficiency. N. Engl. J. Med. 2007, 357, 266-281.

Holick M.F., Chen T.C.: Vitamin D deficiency: a worldwide problem with
health consequences. Am. J. Clinical Nutrition. 2008, 87, 1080-1096.

Hollis B.W.: Circulating 25-ydroxyvitamin D levels indicative of vitamin
D sufficiency: implications for establishing a new effective dietary intake
recommendation for vitamin D. J. Nutr. 2005, 135, 317-322.

Hypponen E., Laara E., Reunanen A., Jarvelin M.R., Virtanen S.M.: Intake
of vitamin D and risk of type 1 diabetes: a birth-cohort study. Lancet 2001,
358, 1500-1503.

Inoue T., Kawashima H.: 1,25-Dihydroxyvitamin D3 stimulates Ca2+-
uptake by cultured vascular smooth muscle cells derived from rat aorta.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 1988, 152, 1388-1394.

Insull W.: The pathology of atherosclerosis: plaque development and
plaque responses to medical treatment. Am. J. Med. 2009, 122, 3-14.

Iymiere V.P., Proudfoot D., Weissberg P.L:, Shanahan C.M.: Vascular
smooth muscle cell phenotypic plasticity and the regulation of vascular
calcification. J. Int. Med. 2006, 260, 192-210.

Jablonski N.G., Chaplin G.: The evolution of human skin coloration. J
Hum. Evol. 2000, 39, 57-106.

Jang Y., Lincoff M., Plow E.F., Topol E.J.: Cell adhesion molecules in
coronary artery disease. J. Am. Cardiol. 1994, 24, 1591-1601.

Jasinghe V.J., Perera C.O., Barlow P.J.: Bioavailability of vitamin D, from
irradiated mushrooms: an in vivo study. Br. J. Nutr. 2005, 93, 951-955.

Johnson C., Galis Z.S.: Matrix metalloproteinase-2 and -9 differentially
regulate smooth muscle cell migration and cell-mediated collagen organi-
zation. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2004, 24, 54-60.

Johnson J.L:. Matrix metalloproteinases: influence on smooth muscle cells
and atherosclerotic plaque stability. Expert. Rev. Cardiovasc. Ther. 2007,
5,265-282.

Jones G.: Expanding role for vitamin D in chronic kidney disease: impor-
tance of blood 25-OH-D levels and extra-renal lalpha-hydroxylase in the
classical and nonclassical actions of lalpha,25-dihydroxyvitamin D(3).
Semin. Dial. 2007, 20, 316-324.

Jones G.: Pharmacokinetics of vitamin D toxicity. Am J Clin Natur. 2008,
88, 582-586.



Pi$miennictwo 127

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Jono S., Nishizawa Y., Shioi A., Morii H.: 1,25-Dihydroxyvitamin D; in-
creases in vitro vascular calcification by modulating secretion of endoge-
nous parathyroid hormone-related peptide. Circulation. 1998, 98, 1302-
1306.

Jovinge S., Hultgardh-Nilsson A., Regnstrom J., Nilsson J.: Tumor necro-
sis factor-alpha activates smooth muscle cell migration in culture and is
expressed in the balloon-injured rat aorta. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 1997, 17, 490-497.

Karnik S.K., Brooke B.S., Bayes-Genis A., Sorensen L., Wythe J.D.,
Schwartz R.S., Keating M.T., Li D.Y.: A critical role for elastin signaling
in vascular morphogenesis and disease. Development 2003, 130, 411-423.

Katoh Y., Periasamy M.: Growth and differentiation of smooth muscle
cells during vascular development. Trends Cardiovasc. Med. 1996, 6, 100-
114.

Katsuda S., Okada Y., Nakanishi I.: Abnormal accumulation of elastin-
associated microfibrils during elastolysis in the arterial wall. Exp. Mol.
Path. 1990, 52, 13-24.

Katsuda S., Kaji T.: Atherosclerosis and extracellular matrix. J. Athero-
scler. Tromb. 2003, 10, 267-274.

Kawai-Kowase K., Owens G.K.: Multiple repressor pathways contribute to
phenotypic switching of vascular smooth muscle cells. Am. J. Cell
Physiol. 2007, 292, 59-69.

Kavurma M.M., Bhindi R., Lowe H.C., Chesterman C., Khachigian L.M.:
Vessel wall apoptosis and atherosclerotic plaque instability. J Thromb.
Haemost 2005, 3, 465-472.

Kim S., Yamazaki M., Zella L.A., N. Shevde K., Pike J. W.: Activation of
receptor activator of NF-{kappa}B ligand gene expression by 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 is mediated through multiple long-range enhancers.
Mol. Cell. Biol. 2006, 26, 6469-6486.

Kleemann R., Zadelaar S., Kooistra T.: Cytokines and atherosclerosis: a
comprehensive review of studies in mice Cardiovasc. Res. 2008, 79, 360-
376.

Kocher O., Gabbiani G.: Cytoskeletal features of normal and atheromatous
human arterial smooth muscle cells. Hum. Pathol. 1986, 17, 875-880.

Kockx M.M., Herman A.G.: Apoptosis in atherosclerosis: beneficial or
detrimental? Cardiovasc. Res. 2000, 45, 736-746.



128

Cecylia Tukaj

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Koh E., Morimoto S., Fukuo K., Itoh K., Hironaka T., Shiraishi T., Onishi
T., Kumahara Y.: 1,25-dihydroxyvitamin D; binds specifically to rat vas-
cular smooth muscle cells and stimulate their proliferation in vitro. Life
Sci. 1988, 42, 315-323.

Koh E., Morimoto S., Nabata T., Takamoto S., Kitano S., Ogihara T.: Ef-
fects of 1,25-dihydroxyvitamin D; on the synthesis of DNA and glycosa-
minoglycans by rat aortic smooth muscle cells in vitro. Life Sci. 1990, 46,
1545-1551.

Kordowska J., Hetrick T., Adam L.P., Wang C.L.: Phosphorylated I-
caldesmon is involved in disassembly of actin stress fibers and postmitotic
spreading. Exp. Cell Res. 2006, 312, 95-110.

Kristal-Boneh E., Froom P., Harari G., Ribak J.: Association of calcitriol
and blood pressure in normotensive men. Hypertension 1997, 30, 1289-
1284.

Kumar M.S., Owens G.K.: Combinatorial control of smooth muscle spe-
cific gene expression. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003, 23, 737-
747.

Lamon B.D., Hajjar D.P.: Inflammation at the molecular interface of
atherogenesis: An anthropological journey. Am. J. Pathol. 2008, 173,
1253-1254.

Lappe J.M., Travers-Gustafson D., Davies K.M., Recker R.P., Heaney
R.P.: Vitamin D and calcium supplementation reduces cancer risk: results
of a randomized trial. Am. J. Clin. Nutr. 2007, 85, 1586-1594.

Lee J.M., Smith J.R., Philipp B.L., Chen T.C, Mathieu J., Holick M.F.: Vi-
tamin D deficiency in a healthy group of mothers and newborn infants.
Clin. Pediatr (Phila). 2007, 46, 42-44.

Lee JS., Basalyga D.M., Simionescu A.J., Isenburg C., Simionescu D.T.,
Vyavahare N.R.: Elastin calcification in the rat subdermal model is ac-
companied by up-regulation of degradative and osteogenic cellular re-
sponses. Am. J. Pathol. 2006;168, 490-498.

Lee R.T., Berditchevski F., Cheng G.C., Hemler M.E.: Integrin-mediated
collagen matrix reorganization by cultured human vascular smooth muscle
cells. Circ. Res. 1995, 76, 209-214.

Lee R.T., Libby P.: The unstable atheroma. Arterioscler. Thromb. Vasc.
Biol. 1997, 17, 1859-1867.



PiSmiennictwo 129

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Lemire J.M., Archer D.C., Beck L., Spiegelberg H.I.: Immunosupressive
actions of 1,25-dihydroxyvitamin Ds: preferential inhibition of Th; func-
tions. J. Nutr. 1995, 125, 1704-1708.

Leon M.L., Zuckerman S.H.: Gamma INF: a central mediator in athero-
sclerosis. Inflamm. Res. 2005, 54, 395-411.

Levin A.: Cardiac disease in chronic kidney disease: current understanding
and oportunities for change. Blood Purif. 2004, 22, 21-27.

Li D.Y., Brooke B., Davis E.C., Mecham R.P., Sorensen L.K., Boak B.B.,
Eichwald E., and Keating M.T:. Elastin is an essential determinant of arte-
rial morphogenesis. Nature 1998, 393, 276-280.

Li H., Freeman M.W, and Libby P.: Regulation of smooth muscle cell
scavenger receptor expression in vivo by atherogenic diets and in vitro by
cytokines. J Clin Invest. 1995, 95, 122-133.

Li S., Sims S., Jiao Y., Chow L.H., Pickering J.G.: Evidence from a novel
human cell clone that adult vascular smooth muscle cells can convert re-
versibly between noncontractile and contractile phenotypes. Circ. Res.
1999, 85, 338-348.

Li Y.C, Kong J.,, Wei M., Chen Z.F., Liu S.Q., Cao L.P.: 1,25-
Dihydroxyvitamin D; is a negative endocrine regulator of the renin—
angiotensin system. J. Clin. Invest. 2002, 110, 229-238.

Libby P., Geng Y.J., Sukhova G.K., Simon D.I., Lee R.T.: Molecular de-
terminants of atherosclerotic plaque vulnerability. Ann. N. Y. Acad. Sci.
1997, 811, 134 142.

Libby P., Aikawa M.: Stabilization of atherosclerotic plaques: new mecha-
nisms and clinical targets. Nat. Med. 2002, 8, 1257-1262.

Libby P., Ridker P.M., Maseri A.: Inflammation and atherosclerosis. Cir-
culation. 2002, 105, 1135-1143.

Libby P.: Inflamation and cardiovascular disease mechanisms. Am. J. Clin.
Nutr. 2006, 83, 456-460.

Lin R., White J.H.: The pleiotropic actions of vitamin. Bioessays. 2004,
26, 21-28.

Lips P.: Vitamin D deficiency and secondary hyperparathyroidism in the
elderly: consequences for bone loss and fractures and therapeutic implica-
tions. Endocr Rev. 2001, 22, 477-501.

Lips P., Hosking D., Lippuner K., Norgquist J.M., Wehren L., Maalouf G.,
Ragi-Eris S., Chandler J.: The prevalence of vitamin D inadequacy



130

Cecylia Tukaj

162.
163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

amongst women with osteoporosis: an international epidemiological inves-
tigation. J. Intern. Med. 2006, 260, 245-54.

Lips P.: Vitamin D physiology. Prog. Biophys. Mol. Biol. 2006, 92, 4-8.

Liu B., Itoh H., Louie O., Kubota K., Kent K.C.: The role of phospholipase
C and phosphatidylinositol 3-kinase in vascular smooth muscle cell migra-
tion and proliferation. J. Surg. Res. 2004, 120, 256-265.

Losel R.M., Falkenstein E., Fuering M., Schultz A., Tillmann H., Rossol-
Haseroth K., Wehling M.: Nongenomic steroid action: controversies, ques-
tions, and answers. Physiol. Rev. 2003, 83, 965-1016.

Lutgens E., van Suylen R.J., Faber B.C., Gijbels M.J., Eurlings P.M., Bi-
jnens A.P.: Atherosclerotic plaque rupture: local or systemic process?. Ar-
terioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2003, 23, 2123-2130.

Lyons A.B: Analysing cell division in vivo and in vitro using flow cy-
tometric measurements of CFSE dilution. J. Immunol. Meth. 2000, 243,
147-154.

MacLaughlin J.A., Anderson R.R., Holick M.F.: Spectral character of
sunlight modulates photosynthesis of previtamin D3 and its photoisomers
in human skin. Science 1982, 216, 1001-1004.

Majesky M.W.: Developmental basis of vascular smooth muscle diversity.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007, 27, 1248-1258.

Mallat Z., Gojova A., Marchiol-Fournigault C., Esposito B., Kamate C.,
Merval R., Fradelizi D., Tedgui A.: Inhibition of transforming growth fac-
tor-beta signaling accelerates atherosclerosis and induces an unstable
plaque phenotype in mice. Circ. Res. 2001, 89, 930-934.

Marcinkowska E.: A run for a membrane vitamin D receptor. Biol. Signals
Recept. 2001, 10, 341-349.

Mathieu C., Adorini L.: The coming of age of 1,25-dihydroxyvitamin D;
analogs as immunomodulatory agents. Trends. Mol. Med. 2002, 8, 174-79.

Matsuoka L.Y., Ide L., Wortsman J., MacLaughlin J., Holick M.F.: Sun-
screens suppress cutaneous vitamin Dj; synthesis. J. Clin. Endocrinol Me-
tab. 1987, 64, 1165-1168.

Matsuoka L.Y., Wortsman J., Haddad J.G., Hollis B.W.: In vivo threshold
for cutaneous synthesis of vitamin D;. J. Lab. Clin. Med. 1989, 114, 301-
305.



PiSmiennictwo 131

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

McCarthy E.P., Yamashita W., Hsu A., Ooi B.S.: 1,25-dihydroxyvitamin
D; and rat vascular smooth muscle cell growth. Hypertension 1989, 13,
954-959.

McCollum E.F., Simmonds, N., Becker, J.E., Shipley, P.G.: Studies on ex-
perimental rickets; and experimental demonstration of the existence of a
vitamin which promotes calcium deposition. J. Biol. Chem. 1922, 53, 293-
312.

McDonald O.G., Owens G.K.: Programming Smooth Muscle Plasticity
With Chromatin Dynamics. Circ. Res. 2007, 100, 1428 1441.

McGrath J., Selten J.P., Chant D.: Long term trends in sunshine duration
and its association with schzophrenia birth rates and age at first registration
— data from Australia and the Nederlands. Schizophr. Res. 2002, 54, 199-
212.

Mellanby T.: The part played by an "accessory factor" in the production of
experimental rickets. J. Physiol. 1918, 52, 11-14.

Merke J., Hofmann W., Goldschmidt D., Ritz E.: Demonstration of
1,25(0OH), vitamin Dj; receptors and actions in vascular smooth muscle
cells in vitro. Calcif. Tissue Int. 1987, 41, 112-114.

Merke J., Milde P., Lewicka S., Hiigel U., Klaus G., Mangelsdorf D.J.,
Haussler M.R., Rauterberg E.W, Ritz E.: Identification and regulation of
1,25-dihydroxyvitamin D3 receptor activity and biosynthesis of 1,25-
dihydroxyvitamin D3. Studies in cultured bovine aortic endothelial cells
and human dermal capillaries. J. Clin. Invest. 1989, 83, 1903-1915.

Michos E.D., Blumenthal R.S.: Vitamin D supplementation and cardiovas-
cular disease risk. Circulation 2007, 115, 827-828.

Michos E.D., Melamed M.L.:Vitamin D and cardiovascular disease risk.
Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care. 2008, 11, 7-12.

Miller D.T., Ridker P.M., Libby P., Kwiatkowski D.J.: Atherosclerosis: the
path from genomics to therapeutics. J. Am. Coll. Cardiol. 2007, 49, 1589-
1599.

Mitsuhashi T., Morris R.C. Jr, Ives H.E.: 1,25-Dihydroxyvitamin D;
modulates growth of vascular smooth muscle cells. J. Clin. Invest. 1991,
87, 1889-1895.

Mohr S.B., Garland C.F., Gorham E.D., Grant W.B., Garland F.C.: Could
ultraviolet B irradiance and vitamin D be associated with lower incidence
rates of lung cancer? J. Epidemiol. Community Health. 2008, 62, 69-74.



132

Cecylia Tukaj

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

Mohtai M., Yamamoto T.: Smooth muscle cell proliferation in the rat
coronary artery induced by vitamin D. Atherosclerosis. 1987, 63, 193-202.

Moon J., Bandy B., Davison A.J.: Hypothesis: etiology of atherosclerosis
and osteoporosis: are imbalances in the calciferol endocrine system impli-
cated? J. Am. Coll. Nutr. 1992, 11, 567-563.

Moore K.J., Freeman M.W.: Scavenger receptors in atherosclerosis: be-
yond lipid uptake. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006, 26, 1702-1711.

Mozolowski W.: Sniadecki J. (1768—1838) on the cure of rickets. Nature.
1939,143, 121-124.

Mulvihill E.R., Jaeger J., Sengupta R., Ruzzo W.L., Reimer C., Lukito S.,
Schwartz S.M.: Atherosclerotic plaque smooth muscle cells have a distinct
phenotype. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2004, 24, 1283-1289.

Murray C.H., Clarke T., Littlewood T.D., Figg N., Maguire J.J., Davenport
A.P., Goddard M., Bennett M.R.: Chronic apoptosis of vascular smooth
muscle cells accelerates atherosclerosis and promotes calcification and
medial degeneration. Circ. Res. 2008, 102, 1529-1538.

Murry C.E., Gipaya C.T., Bartosek T., Benditt E.P., Schwartz S.M.:
Monoclonality of smooth muscle cells in human atherosclerosis. Am. J.
Pathol. 1997, 151, 697-705.

Nagpal S., Na S., Rathnachalam R.: Noncalcemic action of vitamin D re-
ceptor ligands. Endocr. Rev. 2005, 26, 662-687.

Nemere I., Yoshimoto Y., Norman A.W.: Calcium transport in perfused
duodena from normal chicks: enhancement within fourteen minutes of ex-
posure to 1,25-dihydroxyvitamin D3. Endocrinology 1984, 115, 1476-
1483.

Newby A.C., Zaltsman A.B.: Fibrous cap formation or destruction: the
critical importance of vascular smooth muscle cell proliferation, migration
and matrix formation. Cardiovasc. Res. 1999, 41, 345-360.

Newby A.C.: Dual Role of Matrix Metalloproteinases (Matrixins) in Inti-
mal Thickening and Atherosclerotic Plaque Rupture. Physiol. Rev. 2005,
85, 1-31.

Newby A.C.: Matrix metalloproteinases regulate migration, proliferation,
and death of vascular smooth muscle cells by degrading matrix and non-
matrix substrates. Cardiovasc. Res. 2006, 69, 614-624.



PiSmiennictwo 133

198.

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

Niederhoffer N., Bobryshev Y., Larttaud-Idjouadiene 1., Guimmelly P.,
Atkinson J.: Aortic calcification produced by vitamin D; plus nicotine. J.
Vasc. Res. 1997, 34, 386-398.

Nikkari S.T., Kostinaho J., Jaakkola O.: Changes in the composition of cy-
toskeletal and cytocontractile proteins of rat aortic smooth muscle cells
during aging. Differentiation 1990, 44, 216-221.

Norman A.W.: Evidence for a new kidney-produced hormone, 1,25-
dihydroxycholecalciferol, the proposed biologically active form of vitamin
D. Am. J. Clin. Nutr. 1971, 24, 1346-1351.

Norman A.W., Collins E.D.: Vitamin D receptor structure, expression, and
nongenomic effects. Princ Bone Biol. 1996,30, 419-434.

Norman A.W.: Minireview: vitamin D receptor: new assignments for an
already busy receptor. Endocrinology 2006, 147, 5542-5548.

Norman A.W.: From vitamin D to hormone D: fundamentals of the vita-
min D endocrine system essential for good health. Am. J. Clin. Nutr. 2008,
88, 491-499.

Norman P., Moss 1., Sian M., Gosling M., Powell J.: Maternal and postna-
tal vitamin D ingestion influences rat aortic structure, function and elastin
content. Cardiovasc. Res. 2002, 55, 169-174.

Norman P.E., Powell J.T.: Vitamin D, shedding light on the development
of disease in peripheral arteries. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2005,
25, 39-46.

Orlandi A., Ehrlich H.P., Ropraz P., Spagnoli L.G., Gabbiani G.: Rat aor-
tic smooth muscle cells isolated from different layers and at different times
after endothelial denudation show distinct biological features in vitro. Ar-
terioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1994, 14, 982-989.

Owens G.K., Geisterfer A.A., Yang Y.W., Komoriya A.: Transforming
growth factor-beta-induced growth inhibition and cellular hypertrophy in
cultured vascular smooth muscle cells. J. Cell. Biol. 1988, 107, 771-80.

Owens G.K., Kumar M.S., Wamhoff B.R.: Molecular regulation of vascu-
lar smooth muscle cell differentiation in development and disease. Physiol.
Rev. 2004, 84, 767-801.

Packard R.R., Libby P.: Inflamation in atherosclerosis: from vascular biol-
ogy to biomarker discovery and risk prediction. Clin. Chem. 2008 54, 24-
38.



134

Cecylia Tukaj

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

Patel A., Fine B., Sandig M., Mequanint K.: Elastin biosynthesis: The
missing link in tissue-engineered blood vessels. Cardiovasc Res. 2006, 71,
40-49.

Pellegrin S., Mellor H.: Actin stress fibers. J. Cell. Sci. 2007, 120, 3491-
3499,

Pelczynska K., Jaroszewicz 1., Switalska M., Opolski A.: Biological activ-
ity of calcitriol and its new analogues - potential therapeutic applications.
PHMD. 2005, 59, 129-139.

Peng S.H., Bruce T.C., Tham P., Mikkelson B.: Role of vitamin Dj; i
arteriosclerosis. A study in squirrel monkeys. Arterial Wall. 1978, 4, 229-
240.

Peng S.H., Taylor C.B.: Probable role of excesses of vitamin D in genesis
of arteriosclerosis. Arterial Wall V1. 1980, 63-68.

Peterlik M., Cross H.S.: Vitamin D and calcium deficits prdispose for mul-
tiple chronic diseases. J. Clin. Invest. 2005, 35, 290-304.

Pichon S., Bryckaert M., Berrou E.: Control of actin dynamics by p38
MAP kinase — Hsp27 distribution in the lamellipodium of smooth muscle
cells. J. Cell. Sci. 2004, 117, 2569-2577.

Pidkovka N.A., Cherepanova O.A., Yoshida T., Alexander M.R., Deaton
R.A., Thomas J.A., Leitinger N., Owens G.K.: Oxidized Phospholipids In-
duce Phenotypic Switching of Vascular Smooth Muscle Cells In Vivo and
In Vitro. Circ Res. 2007, 101, 792-801.

Pierce R., Kotodziej M., Parks W.: 1,25-dihydroxyvitamin Dj; represses
tropoelastin expression by a post-transcriptional mechanism. J. Biol.
Chem. 1992, 267, 11593-11599.

Pike J.W.: Vitamin Dj; receptors:structure and function in transcription.
Annu. Rev Nutr. 1991, 11, 189-216.

Plotnikoff G.A., Quingley J.W.: Prevalence of severe hypovitaminosis D
in patients with persistent, nonspecific musculoskeletal pain. Mayo. Clin.
Proc. 2003, 78, 1463-70.

Pols H.A.P., Birkenhager J.C., Foekens J.A., van Leeuwen J.P.T.M.: Vi-
tamin D: a modulator of cell proliferation and differentiation. J. Steroid
Biochem. Mol. Biol. 1990, 37, 873-876.

Ponsonby A.L, McMichael A., van der Mei L.: Ultraviolet radiation and
autoimmune disease: insights from epidemiological research. Toxicology.
2002, 181, 71-78.



PiSmiennictwo 135

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

Poole K.E., Loveridge N., Barker P.J., Halsall D.J., Rose C., Reeve J.,
Warburton E.A.: Reduced vitamin D in acute stroke. Stroke. 2006 37, 1,
243-245.

Popa C, Netea M.G., van Riel P.L., van der Meer J.W., Stalenhoef A.F.:
The role of TNF-alpha in chronic inflammatory conditions, intermediary
metabolism, and cardiovascular risk. J. Lipid. Res. 2007, 48, 751-562.

Proudfoot D., Skepper J.N., Hegyi L., Bennett M.R., Shanahan C.M.,
Weissberg P.L.: Apoptosis regulates human vascular calcification in vitro.
Evidence for initiation of vascular calcification by apoptotic bodies. Circ.
Res. 2000, 87, 1055-1062.

Prosser D.E., Jones G.: Enzymes involved in the activation and inactiva-
tion of vitamin D. Trends Biochem. Sci. 2004, 29, 664-673.

Raines E.W.: The extracellular matrix can regulate vascular cell migration,
proliferation, and survival - relationships to vascular disease. J. Exp.
Pathol. 2000, 81, 173-182.

Raines E.W., Ferri N.: Thematic review series: The immune system and
atherogenesis. Cytokines affecting endothelial and smooth muscle cells in
vascular disease. J. Lipid. Res. 2005, 46, 1081-1092.

Rajasree S., Umashankar P.R., Lal A.V., Sarma P.S., Kartha C.C.: D3 re-
ceptor is upregulated in aortic smooth muscle cells during hypervitamino-
sis D. Life Sci. 2002, 70, 1777-1788.

Rakesh K., Agrawal D.K.: Cytokines and growth factors involved in apop-
tosis and proliferation of vascular smooth muscle cell. Int. Immunophar-
macol. 2005, 10, 1487-1506.

Read S.M., Northcote D.H.: Minimization of variation in the response to
different proteins of the Coomassie blue G dye-binding assay for protein.
Anal. Biochem. 1981, 116, 53-64.

Rebsamen M.C., Sun J., Norman A.W., Liao J.K.: 1a25-Dihydrovitamin
D; induces vascular smooth muscle cell migration via activation of phos-
phatidylinositol 3-kinase. Circ. Res. 2002, 91, 17-24.

Regan C.P., Adam P.J., Madsen C.S., Owens G.K.: Molecular mechanisms
of decreased smooth muscle differentiation marker expression after vascu-
lar injury. J. Clin. Invest. 2000, 106, 1139-1147.

Reichel H., Koeffler H.P., Norman A.W.: The role of the vitamin D endo-
crine system in health and disease. N. Engl. J. Med. 1989, 320, 980-990.



136

Cecylia Tukaj

235.

236.

237.

238.

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

Ridley A.J., Schwartz M. A., Burridge K., Firtel R.A., Ginsberg M.H., Bo-
risy G., Parsons J.T., Horwitz A.R.: Cell migration: integrating signals
from front to back. Science 2003, 302, 1704-1709.

Risinger G.M. Jr., Hunt T.S., Updike D.L., Bullen E.C., Howard-Matrix
E.W.: Metalloproteinase-2 Expression by Vascular Smooth Muscle Cells
Is Mediated by Both Stimulatory and Inhibitory Signals in Response to
Growth Factors. J. Biol. Chem. 2006, 281, 25915-25925.

Rock M.J., Cain S.A., Freeman L.J., Morgan A., Mellody K., Marson A.,
Shuttleworth C.A., Weiss A.S., Kielty C.M.: Molecular basis of elastic fi-
ber formation. Critical interactions and a tropoelastin-fibrillin-1 cross-link.
J. Biol. Chem. 2004, 279, 23748-23758.

Rodgers U.R., Weiss A.S.: Cellular interactions with elastin. Pathol. Biol.
2005, 53, 390-398.

Rong J.X., Shapiro M., Trogan E., Fisher E.A.: Transdifferentiation of
mouse aortic smooth muscle cells to a macrophage-like state after choles-
terol loading. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 2003, 100, 13531-1336.

Ross R., Glomset J.A.: Atherosclerosis and the arterial smooth muscle cell:
Proliferation of smooth muscle is a key event in the genesis of the lesions
of atherosclerosis. Science 1973, 180, 1332-1339.

Ross R.: The pathogenesis of atherosclerosis: a perspective for the 1990s.
Nature 1993, 362, 801-809.

Ross R.: Mechanisms of disease. Atherosclerosis: an inflammatory dis-
ease. N. Engl. J. Med. 1999, 340, 115-116.

Rostand S.G.: Ultraviolet light may contribute to geographic and racial
blood pressure differences. Hypertension 1997, 30, 150-156.

Rzucidlo E.M., Martin K.A., Powell R.J.: Regulation of vascular smooth
muscle cell differentiation. J. Vasc. Surg. 2007, 45, 25-32.

Schleithoff S.S., Zittermann A., Tenderich G., Berthold H.K., Stehle P.,
Koerfer R.: Vitamin D supplementation improves cytokine profiles in pa-
tients with congestive heart failure: a double-blind, randomized, placebo-
controlled trial. Am. J. Clin. Nutr. 2006, 83, 754-759.

Schwartz S.M., Campbell G.R., Campbell J.H.: Replication of smooth
muscle cells in vascular disease. Circ. Res. 1986, 58, 427-444.

Schwartz S.M., Majesky M.W., Murry C.E.: The intima: development and
monoclonal responses to injury. Atherosclerosis 1995, 118, 125-140.



PiSmiennictwo 137

248.

249.

250.

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

Schwartz S.M.: Smooth muscle migration in atherosclerosis and restenosis.
J. Clin. Invest. 1997, 99, 2814.-2817

Schwartz S.M., Murry C.E.: Proliferation and the monoclonal origins of
atherosclerotic lesions. Annu. Rev. Med. 1998, 49, 437-460.

Schwartz S.M., Virmani R., Rosenfeld M.E.: The good smooth muscle
cells in atherosclerosis. Curr. Atheroscler. Rep. 2000, 2, 422-429.

Scragg R., Jackson R., Holdaway I.M., Lim T., Beaglehole R.: Myocardial
infarction is inversely associated with plasma 25-hydroxyvitamin D3 con-
centrations: a community-based study. Int. J. Epidemiol. 1990, 19, 559-
563.

Shanahan C.M., Weissberg P.L.: Smooth muscle cell heterogeneity: pat-
terns of gene expression in vascular smooth muscle cells in vitro and in
vivo. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1998, 18, 333-338.

Shimada T., Hasegawa H., Yamazaki Y., MutoT., Hino R., Fuita T., Na-
kahara K., Fukumoto S., Yamashita T.: FGF-23 is a potent regulator of vi-
tamin D metabolism and phosphate homeostasis. J. Bone Miner. Res.
2004, 19, 429-435.

Singer Ch.A., Salinthone S., Baker K.J., Gerthofer W.T.: Synthesis of im-
mune modulators by smooth muscles. BioEssey. 2004, 26, 646-655.

Skalli O., Ropraz P., Trzeciak A., Benzonana G., Gillessen D., Gabbiani
G.: A monoclonal antibody against -smooth muscle actin: a new probe for
smooth muscle differentiation. J. Cell Biol. 1986, 103, 2787-2786.

Skalli O., Bloom W.S., Ropraz P., Azzarone B., Gabbiani G.: Cytoskeletal
remodeling of rat aortic smooth muscle cells in vitro: relationships to cul-
ture conditions and analogies to in vivo situations. J. Submicrosc. Cytol.
Pathol. 1986, 18, 481-493.

Smolenski R.T., Lachno D.R., Ledingham S.J., Yacoub M.H.: Determina-
tion of sixteen nucleotides, nucleosides and bases using high-performance
liquid chromatography and its application to the study of purine metabo-
lism in hearts for transplantation. J. Chromatogr. 1990, 527, 414-420.

Somjen D., Weisman Y., Kohen F., Gayer B., Limor R., Sharon O., Jac-
card N., Knoll E., Stern N.: 25-Hydroxyvitamin D;-1a hydroxylase is ex-
pressed in human vascular smooth muscle cells and is up regulated by
parathyroid hormone and estrogenic compounds. Circulation. 2005, 111,
1666-1672.

Song J., Rolfe B.E., Campbell J.H., Campbell G.R.: Changes in three-
dimensional architecture of microfilaments in cultured vascular smooth



138

Cecylia Tukaj

260.

261.

262.

263.

264.

265.

266.

267.

268.

muscle cells during phenotypic modulation. Tissue Cell. 1998, 30, 324-
333.

Stary H.C., Chandler A.B., Dinsmore R.E., Fuster V., Glagov S., Insull W.
Jr, Rosenfeld M.E., Schwartz C.J., WagnerW.D., Wissler R.W.: A defini-
tion of advanced types of atherosclerotic lessions and a histological classi-
fication of atherosclerosis. A report from the committee on vascular le-
sions of the council on arteriosclerosis. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
1995, 15, 1512-1531.

Stegemann J.P., Hong H., Nerem R.M.: Mechanical, biochemical, and ex-
tracellular matrix effects on vascular smooth muscle cell phenotype. J.
Appl. Physiol. 2005, 98, 2321-2327.

Steinberg D., Parthasarathy S., Carew T.E., Khoo J.C., Witztum J.L.: Be-
yond cholesterol modifications of low-density lipoprotein that increase its
atherogenicity. N. Engl. J. Med. 1989, 320, 915-924.

Steitz S.A., Speer M.Y., Curinga G., Yang H..Y, Haynes P., Aebersold R.,
Schinke T., Karsenty G., Giachelli C.M.: Smooth muscle cell phenotypic
transition associated with calcification: upregulation of Cbfal and down-
regulation of smooth muscle lineage markers. Circ. Res. 2001, 89, 1147-
1154,

Stumpf W.E., Sar M., Reid F.A., Tanaka Y., DeLuca H.F.: Target cells for
1,25-dihydroxyvitamin Dj; in intestinal tract, stomach, kidney, skin, pitui-
tary, and parathyroid. Science 1979, 206, 1188-1190.

Swindland A., Torvik A.: Atherosclerotic carotid disease in asymptomatic
individuals: a histological study of 53 cases. Acta Neurol. Scand. 1988, 78,
506-517-.

Takeo S., Anan M., Fujioka K., Kajihara T., Hiraga S., Miyake K., Ta-
nonaka K., Minematsu R., Mori H., Taniguchi Y.: Functional changes of
aorta with massive accumulation of calcium. Atherosclerosis 1989, 77,
175-181.

Tangpricha V., Turner A., Spina C., Decastro S., Chen T.C., Holick M.F.:
Tanning is associated with optimal vitamin D status (serum 25-
hydroxyvitamin D concentration) and higher bone mineral density. Am. J.
Clin. Nutr. 2004, 80, 1645-1649.

Taskapan H., Wei M., Oreoopulos DG.: 25(0OH) vitamin D3 in patients
with chronic kidney disease and those on dialysis: rediscovering its impor-
tance. Int. Urol. Nephrol. 2006; 38, 323-329.



PiSmiennictwo 139

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.

279.

280.

Tedgui A., Mallat Z.: Cytokines in Atherosclerosis: Pathogenic and regula-
tory pathways. Physiol. Rev. 2006, 86, 515-581.

Thomas A.C., Campbell J.H.: Smooth muscle cells of injured rat and rab-
bit arteries in culture: contractile and cytoskeletal proteins. Atherosclerosis
2001, 154, 291-299.

Thyberg J., Palmberg L., Nilsson J., Ksiazek T., Sjolund M.: Phenotypic
modulation in primary cultures of arterial smooth muscle cells: on the role
of platelet-derived growth factor. Differentiation 1983, 25, 156-167.

Thyberg J., Hultgardh-Nilsson A.: Fibronectin and the basement mem-
brane components laminin and collagen type IV influence the phenotypic
properties of subcultured rat aortic smooth muscle cells differently. Cell
Tissue Res. 1994, 276, 263-271.

Thyberg J., Blomgren K., Hedin U., Dryjski M.: Phenotypic modulation of
smooth muscle cells during the formation of neointimal thickenings in the
rat carotid artery after balloon injury: an electron-microscopic and stereo-
logical study. Cell Tissue Res. 1995, 281, 421-433.

Thyberg J., Blomgren K., Roy J., Tran P.K., Hedin U.: Phenotypic modu-
lation of smooth muscle cells after arterial injury is associated with
changes in the distribution of laminin and fibronectin. J. Histochem. Cyto-
chem. 1997, 45, 837-846.

Trion A., van der Laarse A.: Vascular smooth muscle cells and calcifica-
tion in atherosclerosis Am. Heart J. 2004, 147, 808-814.

Trion A., Schutte-Bart C., Bax W.H., Jukema J.W., van der Laarse A.:
Modulation of calcification of vascular smooth muscle cells in culture by
calcium antagonists, statins, and their combination. Mol. Cell. Biochem.
2008, 308, 25-33.

Tukaj C., Wrzotkowa T.: Effects of vitamin D on aortic smooth muscle
cells in culture. Toxicol. in vitro. 1996, 10, 701-711.

Tukaj C., Wrzotkowa T.: 1,25(OH),D; stimulates phenotypical changes
and proliferation of vascular smooth muscle cells in culture. (ed.): A. W.
Norman. In: Vitamin D chemistry, biology and clinical application of the
steroid hormone. Riverside (Calif) 1997, 787-788.

Tukaj C., Kubasik- Juraniec J., Kraszpulski M.: Morphological changes of
aortal smooth muscle cells exposed to calcitriol in culture. Med. Sci.
Monit. 2000, 6, 668-674.

Tukaj C., Bohdanowicz J., Kubasik-Juraniec J.: Effects of 1,25-
dihydroxycholecalciferol on cytoskeleton organisation of aortal smooth



140

Cecylia Tukaj

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

muscle cells in primary culture. (ed.): Norman A. W. In: Vitamin D Endo-
crine System: structural, biological, genetic and clinical aspects. Riverside
(Calif). 2000, 431-434.

Tukaj C., Bohdanowicz J., Chmielewski M., Rudzinska-Kisiel T.,
Kubasik-Juraniec J.: Scanning electron microscopic study of the aortal
smooth muscle cells phenotypic modulation after calcitriol treatment in
primary culture. Proceedins of 5™ Multinational Congress on Electron Mi-
croscopy. Rinton Press Inc. 2001, 283-284.

Tukaj C, Bohdanowicz J, Kubasik-Juraniec J.: A scanning electron micro-
scopic study of phenotypic plasticity and surface structural changes of aor-
tal smooth muscle cells in primary culture. Folia Morph. 2002, 61, 191-
198.

Tukaj C., Bohdanowicz J., Kubasik- Juraniec J.: Growth and diferentiation
of aortal smooth muscle cells after calcitriol treatment are associated with
microtubule reorganisation — an in vitro study. Folia Morph. 2004, 63, 51-
57.

Tukaj C., Trzonkowski P., Kubasik Juraniec J., Mysliwski A.:Quantifying
division of aortal smooth muscle cell in culture stimulated by 1,25(OH),
D J. Steroid Biochem. Mol. Biol . 2007, 103, 525-528.

Tukaj C.: Enhanced proliferation of aortal smooth muscle cells treated by
1,25(0OH),D; in vitro coincides with impaired formation of elastic fibers.
Int. J. Exp. Path. 2008, 89, 117-124.

Tukaj C.: Adequate level of vitamin D is essential for the maintenance of
good health. PHMD. 2008, 62, 502-510.

Tukaj C.: Role of vascular smooth muscle cells in atherosclerosis. Post. N.
Med. W druku.

Tuzcu E.M., Kapadia S.R., Tutar E., Ziada K.M., Hobbs R.E., McCarthy
P.M., Young J.B., Nissen S.E.: High prevalence of coronary atherosclero-
sis in asymptomatic teenagers and young adults: evidence from intravascu-
lar ultrasound. Circulation 2001, 103, 2705-2710.

Wada T., McKee M.D., Steitz S., Giachelli C.M.: Calcification of vascular
smooth muscle cell cultures. Inhibition by osteopontin. Circ. Res. 1999,
84, 166-178.

Walters M.R., Wicker D.C., Riggle P.C.: 1,25-dihydroxyvitamin D; recep-
tors identified in the rat heart. J. Mol. Cell. Cardiol. 1986, 18, 67-72.



PiSmiennictwo 141

291.

292.

293.

294.

295.

296.

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

Wang Z., Newman W.H.: Smooth muscle cell migration stimulated by in-
terleukin 6 is associated with cytoskeletal reorganization. J. Surg. Res.
2003, 111, 261-266.

Wang T.J., Pencina M.J., Booth S.L., Jacques P.F., Ingelsson E., Lanier
K., Benjamin E.J., D'Agostino R.B., Wolf M., Vasan R.S.: Vitamin D de-
ficiency and risk of cardiovascular disease. Circulation. 2008, 117, 503-
511.

Watanabe T., Haraoka S., Shimokama T.: Inflamatory and immunological
nature of atherosclerosis. Int. J. Cardiol. 1996, 54, 25-34.

Watson K.E., Abrolat M.L., Malone L.L., Hoeg J.M., Doherty T., Detrano
R., Demer L.L.: Active serum vitamin D levels are inversely correlated
with coronary calcification. Circulation. 1997, 96, 1755-1760.

Webb A.R., Kline L., Holick M.F.: Influence of season and latitude on the
cutaneous synthesis of vitamin Dj synthesis in human skin. J. Clin. Endo-
crinol. Metab. 1988, 67, 373-378.

Webb A.R., DeCosta B.R., Holick M.F.: Sunlight regulates the cutaneous
production of vitamin D3 by causing its photodegradation. J. Clin. Endo-
crinol. Metab. 1989, 68, 882-887.

Wehrle-Haller B.: Analysis of integrin dynamics by fluorescence recovery
after photobleaching. Methods Mol. Biol. 2007, 370, 173-202.

Weishaar R.E., Simpson R.U.: Involvement of vitamin D3 with cardiovas-
cular function, II: direct and indirect effects. Am. J. Physiol. 1987, 253,
675-683.

Weishaar R., Kim S., Saunders D., Simpson R.: Involvement of vitamin D;
with cardiovascular function. Effects on physical and morphological prop-
erties. Am. J. Physiol. 1990, 258, 134-142.

Weissberg P.L.: Atherogenesis: current understanding of the causes of
atheroma. Heart 2000, 83, 247-252.

Whiting S.J., Calvo M.S.: Dietary recommendations for vitamin D: a criti-
cal need for functional end points to establish an estimated average re-
quirement. J. Nutr. 2005, 135, 304-309.

Wiesner S., Legate K.R., Féssler R.: Integrin-actin interactions. Cell Mol
Life Sci. 2005, 62, 1081-1099.

Wilson E.: {alpha}7{beta}1 Integrin: Putting the Brakes on Smooth Mus-
cle Cell Proliferation. Circ. Res. 2007, 101, 651-.



142

Cecylia Tukaj

304.

305.

306.

307.

308.

3009.

310.

311.

312.

313.

314.

315.

316.

Wolf G.: The discovery of vitamin D: the contribution of Adolf Windaus.
J. Nutr. 2004, 134, 1299-1302.

Worth N.F., Rolfe B.E., Song J., Campbell G.R.: Vascular smooth muscle
cell phenotypic modulation in culture is associated with reorganisation of
contractile and cytoskeletal proteins. Cell. Motil. Cytoskeleton 2001, 49,
130-145.

Wortsman J., Matsuoka L.Y., Chen T.C., Lu Z., Holick M.F.: Decresed
bioavailability of vitamin D in obesity. Am J Clin Nutr. 2000, 72, 690-693.

Wrzotkowa T., Zydowo M.: Ultrastructural studies on the vitamin D in-
duced heart lesions in the rat. J. Mol. Cell. Cardiol. 1980, 2, 1117-1133.

Vieth R.: Vitamin D ingestion and changes to rat aorta Cardiovasc. Res.
2002, 56, 323-324.

Vieth R., Ladak Y., Walfish P.G.: Age-related changes in the 25-
hydroxyvitamin D versus parathyroid hormone relationship suggest a dif-
ferent reason why older adults require more vitamin D. J Clin Endocrinol
Metab. 2003, 88, 185-191.

Vieth R.: Why the optimal requirement for vitamin D3 is probably much
higher than what is officially recommended for adults. J. Steroid Biochem.
Mol. Biol. 2004, 89, 575-579.

Vieth R.: Critique of the considerations for establishing tolerable upper in-
take levels for vitamin D: critical need for revision upwards. J. Nutr. 2006,
136, 1117-1122.

Yamamoto M., Yamamoto K.: Growth regulation in primary culture of
rabbit arterial smooth muscle cells by platelet-derived growth factor, insu-
lin-like growth factor-1I, and epidermal growth factor. Exp. Cell Res. 1994,
212, 62-68.

Yoshida T., Owens G.K.: Molecular determinants of vascular smooth
muscle cell diversity. Circ. Res. 2005, 96, 280-291.

Zalewski A., Shi Y., Johnson A.G.: Diverse origin of intimal cells: smooth
muscle cells, myofibroblasts, fibroblasts, and beyond? Circ. Res. 2002, 91,
652-655.

Zamir E., Geiger B.: Molecular complexity and dynamics of cell-matrix
adhesions. J. Cell Sci. 2001, 114, 3583-3590.

Zehnder D., Bland R., Williams M.C., McNinch R.W., Howie A.l., Stew-
art P.M., Hewison M.: Extrarenal expression of 25-hydroxyvitamin Ds-1a-
hydroxylase. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2001, 86, 888-894.



PiSmiennictwo 143

317.

318.

3109.

320.

Zittermann A.: Vitamin D in preventive medicine: are we ignoring the
evidence? Br. J. Nutr. 2003, 89, 552-572.

Zittermann A., Schulze Schleithoff S., Tenderich G., Berthold H.K., Kor-
fer R., Stehle P.: Low vitamin D status: a contributing factor in the patho-
genesis of congestive heart failure. J. Am. Coll. Cardiol. 2003, 41, 105-
112.

Zittermann A., Schleithoff S., Koerfer R.: Putting cardiovascular disease
and vitamin D insufficiency into perspective. Br. J. Nutr. 2005, 94, 483-
492,

Zittermann A.: Vitamin D and disease prevention with special reference to
cardiovascular disease. Prog. Biophys. Mol. Biol. 2006, 92, 39-48.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


