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Streszczenie

Miazdzyca to przewlekly procesem zapalny naczyn krwionos$nych, bedacy gltownag
przyczyng choréb sercowo-naczyniowych, w tym choroby niedokrwiennej serca. Do
klasycznych czynnikéw ryzyka rozwoju miazdzycy zalicza si¢: nadci$nienie,
hipercholesterolemig, cukrzyce typu 2 oraz palenie tytoniu. Coraz czg¢éciej zwraca si¢
uwage na tzw. nieklasyczne czynniki ryzyka, takie jak przewlekly stan zapalny
wywotywany przez czynniki zakazne. Zaburzaja one metabolizm oraz aktywuja uktad
immunologiczny. Jednym z takich czynnikow zakaznych jest Helicobacter pylori - Gram-
ujemna pateczka kolonizujagca btong sluzowa zotadka. Co ciekawe, badania wskazuja, ze
H. pylori wystepuje czesciej u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca. Coraz wigksza
role w patogenezie miazdzycy przypisuje si¢ rowniez sttuszczeniowej chorobie watroby
o podltozu metabolicznym (MAFLD), zwigzanej z zaburzeniami lipidowymi
i przewleklym stanem zapalnym. MAFLD sprzyja rozwojowi miazdzycy poprzez
nadprodukcje  promiazdzycowych lipoprotein oraz uszkodzenie $rodblonka
naczyniowego. Zakazenia przewodu pokarmowego, w tym infekcje wywolane przez
H. pylori, moga dodatkowo poglebia¢ zaburzenia metaboliczne oraz dysbioze jelitowa,

co jeszcze bardziej zwicksza ryzyko sercowo-naczyniowe.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykorzystano model in vivo kawii domowej w celu
oceny wptywu zakazenia Helicobacter pylori oraz diety wysokotluszczowej na rozwoj
zmian promiazdzycowych i zespolu metabolicznego. Wykazano, ze zaréwno dieta, jak
1 zakazenie H. pylori prowadza do podwyzszenia poziomu LDL, nasilonej peroksydacji
lipidow, apoptozy komorek srodbtonka oraz odktadania oxLDL w $cianach naczyn
krwionosnych. Najbardziej zaawansowane zmiany obserwowano u zwierzat jednoczesnie
zakazonych H. pylori 1 karmionych dieta wysokotluszczowa. Stwierdzono réowniez
istotny zwigzek migdzy obecnos$cig zakazenia i wysokottuszczowej diety, a nasileniem
stluszczenia watroby u zwierzat, co potwierdza udziat tych czynnikow w rozwoju
MASLD i miazdzycy. Wyniki te moga mie¢ potencjalne zastosowanie w identyfikacji

wczesnych markerow rozwijajacych si¢ zmian miazdzycowych.

Dodatkowo na modelu komoérkowym in vitro z wykorzystaniem ludzkich monocytow
potwierdzono udziat sktadnikow bakteryjnych H. pylori oraz utlenionego sterolu
w aktywacji inflamasomu NLRP3, jak rdwniez w nasilaniu transformacji monocytow

w komorki piankowate. Wykazano takze istotng role samego inflamasomu NLRP3



w procesie przeksztalcania makrofagow w komorki piankowate, co moze stanowi¢
istotng przestankg¢ do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu

miazdzycy.

W  przedstawionych badaniach zaproponowano roéwniez mozliwo$¢ zastosowania
kolchicyny zamknigtej w polimerowych nanono$nikach jako potencjalnej terapii
przeciwzapalnej w miazdzycy. Kolchicyna w niskich dawkach (0,5mg/ dobg¢) od 2023
roku jest dopuszczona przez FDA do stosowania w profilaktyce incydentow sercowo-
naczyniowym u pacjentdw z miazdzyca. Jednak w swojej klasycznej postaci wykazuje
silne dziatania niepozadane, zwlaszcza ze strony uktadu pokarmowego. Zamknigcie
kolchicyny w polimerowych nanoczastkach zmniejszyto jej dziatanie cytotoksyczne
wzgledem komorek eukariotycznych w porownaniu z klasyczng, niezmodyfikowang
forma leku. Ponadto nanoczastki zaladowane kolchicyng wykazaly poréwnywalna
skuteczno$¢ w hamowaniu transformacji makrofagéw w komorki piankowate, jak wolna
kolchicyna, przy jednoczesnym mniejszym dziataniu cytotoksycznym. Dodatkowo
w modelu zwierzgcym potwierdzono brak efektow hepatotoksycznych, nefrotoksycznych

jak 1 kardiotoksycznych kolchicyny zamknig¢tej w nanoczastkach.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze zakazenie H. pylori oraz zaburzenia
metaboliczne charakterystyczne dla MAFLD moga dziala¢ synergistycznie, nasilajac
odpowiedz zapalng w $cianie naczyn i promujac rozwoj miazdzycy. Istotng role
w rozwoju proaterogennych proceséOw zapalnych odgrywa inflammasom NLRP3,
uczestniczacy w przeksztatcaniu makrofagéw w komorki piankowate. Jego aktywnos$é
moze by¢ skutecznie ograniczana przez kolchicyng¢ zamknigta w polimerowych

nanoczastkach, co wskazuje na potencjat tej formy leku w terapii przeciwmiazdzycowe;.



Streszczenie w jezyku angielskim

Atherosclerosis is a chronic inflammatory process of blood vessels, which is
the leading cause of cardiovascular diseases, including ischemic heart disease.
Classic risk factors for the development of atherosclerosis include hypertension,
hypercholesterolemia, type 2 diabetes, and smoking. Increasing attention is
being paid to so-called non-classical risk factors, such as chronic inflammation
caused by infectious agents. These disrupt metabolism and activate the immune
system. One such contagious agent is Helicobacter pylori, a Gram-negative
bacillus that colonizes the gastric mucosa. Interestingly, studies indicate that
H. pylori is more common in patients with ischemic heart disease. Metabolic
fatty liver disease (MAFLD), associated with lipid disorders and chronic
inflammation, is also increasingly recognized as playing a role in the
pathogenesis of atherosclerosis. MAFLD promotes the development of
atherosclerosis through the overproduction of proatherogenic lipoproteins and
damage to the vascular endothelium. Gastrointestinal infections, including
those caused by H. pylori, may further exacerbate metabolic disorders and

intestinal dysbiosis, thereby increasing cardiovascular risk.

In this doctoral dissertation, an in vivo model using domestic guinea pigs was
employed to evaluate the effects of Helicobacter pylori infection and a high-fat
diet on the development of pro-atherosclerotic changes and metabolic
syndrome. It was demonstrated that both diet and H. pylori infection lead to
increased LDL levels, enhanced lipid peroxidation, endothelial cell apoptosis,
and the deposition of oxLDL in blood vessel walls. The most advanced changes
were observed in animals simultaneously infected with H. pylori and fed a high-
fat diet. A significant association was also found between the presence of
infection and a high-fat diet and the severity of liver steatosis in animals,
confirming the involvement of these factors in the development of MASLD and
atherosclerosis. These findings may have potential applications in identifying

early markers of developing atherosclerotic changes.
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In addition, an in vitro cell model using human monocytes confirmed the
involvement of bacterial components of H. pylori and oxidized sterols in
activating the NLRP3 inflammasome, as well as in enhancing the
transformation of monocytes into foam cells. The critical role of the NLRP3
inflammasome itself in the transformation of macrophages into foam cells was
also demonstrated, which may be an essential basis for the search for new

therapeutic strategies in the treatment of atherosclerosis.

The presented studies also suggested the possibility of using colchicine
encapsulated in polymeric nanocarriers as a potential anti-inflammatory therapy
in atherosclerosis. Low doses of colchicine (0.5 mg/day) have been approved
by the FDA since 2023 for the prevention of cardiovascular events in patients
with atherosclerosis. However, in its classic form, it has strong side effects,
especially on the digestive system. Encapsulating colchicine in polymer
nanoparticles reduced its cytotoxic effect on eukaryotic cells compared to the
classic, unmodified form of the drug. In addition, colchicine-loaded
nanoparticles showed comparable efficacy in inhibiting the transformation of
macrophages into foam cells as free colchicine, with simultaneously lower
cytotoxicity. Furthermore, the absence of hepatotoxic, nephrotoxic, and
cardiotoxic effects of colchicine encapsulated in nanoparticles was confirmed

in an animal model.

In summary, the results obtained indicate that H. pylori infection and metabolic
disorders characteristic of MAFLD may act synergistically, exacerbating the
inflammatory response in the vessel wall and promoting the development of
atherosclerosis. The NLRP3 inflammasome, which contributes to the
transformation of macrophages into foam cells, plays a crucial role in the
development of proatherogenic inflammatory processes. Its activity can be
effectively reduced by colchicine encapsulated in polymer nanoparticles,

indicating the potential of this drug form in anti-atherosclerotic therapy.
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Wykaz skrotow

4-HNE — ang. 4-hydroxynonenal — 4-hydroksynonenal

ApoB — ang. Apolipoprotein B — Apolipoproteina B

ApoC3 — ang. Apolipoprotein C3 — Apolipoproteina C3

ApoE — ang. Apolipoprotein E — Apolipoproteina E

CagA — ang. Cytotoxin-associated gene A — Biatko zwigzane z cytotoksyng A
ChNS — Choroba niedokrwienna serca

COX-1/COX-2 — ang. Cyclooxygenase-1/2 — Cyklooksygenaza 112

CRP - ang. C-reactive protein — Biatko C-reaktywne

DAMP — ang. Damage-associated molecular patterns — Wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem komorki

ECM - ang. Extracellular matrix — Macierz pozakomodrkowa

FDA — ang. Food and Drug Administration — Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i
Lekow

HDL — ang. High-density lipoprotein — Lipoproteina o wysokiej gestosci

ICAM-1 — ang. Intercellular Adhesion Molecule 1 — Migdzykomorkowa czasteczka
adhezyjna-1

IDL — ang. Intermediate-density lipoprotein — Lipoproteina o posredniej gestosci
IFN-y — ang. Interferon gamma — Interferon gamma

IL — ang. Interleukin — Interleukina

LDL — ang. Low-density lipoprotein — Lipoproteina o niskiej gestosci

LDLR — ang. Low-density lipoprotein receptor — Receptor lipoproteiny o niskiej
gestosci

LPS — ang. Lipopolysaccharide — Lipopolisacharyd

MAFLD - ang. Metabolic-associated fatty liver disease — Sttuszczeniowa choroba
watroby o podtozu metabolicznym

MALT - ang. Mucosa-associated lymphoid tissue — Tkanka limfatyczna zwigzana z
btonami $luzowymi

MASH - ang. Metabolic dysfunction-associated steatohepatitis — Sttuszczeniowe
zapalenie watroby zwigzane z zaburzeniami metabolicznymi

MCP-1 — ang. Monocyte chemoattractant protein-1 — Biatko chemotaktyczne
monocytow-1
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mmLDL — ang. Minimally modified low-density lipoprotein — Minimalnie
zmodyfikowana lipoproteina o niskiej gestosci

NF-xB — ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells — Jadrowy
czynnik transkrypcyjny kappa B

NLRP3 — ang. NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3 — Biatko
zawierajace domeny NACHT, LRR i PYD 3 z rodziny NLR

NO — ang. Nitric oxide — Tlenek azotu

oxLDL — ang. Oxidized low-density lipoprotein — Utleniona lipoproteina o niskiej
gestosci

p38/MAPK - ang. p38 Mitogen-Activated Protein Kinase pathway — Szlak kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenem p38

PAMP — ang. Pathogen-associated molecular patterns — Wzorce molekularne zwigzane
z patogenami

ROS - ang. Reactive oxygen species — Reaktywne formy tlenu

TGF-B — ang. Transforming growth factor beta — Transformujacy czynnik wzrostu 3
TLR — ang. Toll-like receptors — Receptory toll-podobne

TNF — ang. Tumor necrosis factor — Czynnik martwicy nowotworow

TREM2 — ang. Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2 — Receptor
wyzwalajacy na komorkach mieloidalnych 2

VacA — ang. Vacuolating cytotoxin A — Toksyna wakuolizujagca A

VCAM-1 — ang. Vascular Cell Adhesion Molecule 1 — Srédbtonkowa czasteczka
adhezyjna-1

VLDL — ang. Very-low-density lipoprotein — Lipoproteina o bardzo niskiej gestosci
VSMC — ang. Vascular smooth muscle cells — Komorki migéni gladkich naczyn

WHO - ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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1.Wstep

Choroby sercowo-naczyniowe o podlozu miazdzycowym stanowig najczestsza
przyczyng zgondéw na $wiecie, glownie wsrod oséb po 50 roku zycia . Do
najpowszechniej wystepujacych schorzen zaliczanych do tej kategorii naleza: choroba
niedokrwienna serca (ChNS), nadci$nienie t¢tnicze oraz udar mozgu, a ich rozwoj jest
Scisle zwigzany z progresja miazdzycy u pacjentow. W ostatnich latach coraz czesciej
obserwuje si¢ wzrost zachorowalnosci na te choroby nie tylko wérdd oséb starszych, ale

rowniez w populacji w wieku $rednim, a nawet u os6b mtodszych .

Liczba zgondw na 100 000

10k
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4k~

Dane z calego swiata, obie plci, 2021

Inne choroby sercowo-naczyniows
'_ Zapalenie wsierdzia
l Choroby tetnic cbhwodowych
I Tetniak aorty
l Migotanie przedsionkow
Tetnicze nadcisnienie plucne
Kardiomiopatia
Nizreumatyczne choroby zastawek
' Choroba nadcisnieniowa serca
l Udar

I Chaoroba niedokrwienna serca

| choroba reumatyczna serca
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Ryc 1. Zgony w roznych grupach wiekowych z uwzglednieniem schorzen o podtozu
miazdzycowym oraz innych gléwnych przyczyn (Zmodyfikowano

https://vizhub.healthdata.org/gbd-compare).

Zapadalno$¢ na choroby sercowo naczyniowe, a w szczegdlnosci ChNS, wzrasta wraz
z wiekiem, a schorzenia te wystgpuja czgsciej u me¢zezyzn, u ktorych pierwsze incydenty
sercowo — naczyniowe pojawiaja si¢ w mtodszym wieku niz u kobiet (u me¢zczyzn 40-55
rokiem zycia, u kobiet za$ migdzy 55 — 70 rokiem Zycia). Podobng zalezno$¢ obserwuje
si¢ w przypadku miazdzycy —najwyzsze ryzyko jej rozwoju dotyczy starszych m¢zczyzn,
a szczegOlnie tych, u ktérych stwierdza si¢ rodzinng histori¢ chordb uktadu
krwiono$nego®>. Choroby sercowo — naczyniowe stanowig istotny problem zdrowotny
na skale globalna, bedac jedna z gltownych przyczyn przedwczesnych zgonow. Ich
przewlekty charakter, wysokie koszty leczenia oraz znaczacy wplyw na jako$¢ zycia

pacjentow powoduja duze obcigzenie dla systemdw opieki zdrowotnej i gospodarki.
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1.1. Miazdzyca - od czynnikow ryzyka do zmian komorkowych

i molekularnych

Do klasycznych czynnikéw ryzyka rozwoju ChNS, ktorej podiozem jest
miazdzyca, zaliczane sg przed wszystkim: nadci$nienie t¢tnicze, hipercholesterolemia,
cukrzyca, otylo§¢ brzuszna, nikotynizm, brak aktywnosci fizycznej oraz niezdrowa
dieta*. W ostatnich latach coraz wigcej uwagi po$wieca si¢ réwniez tzw. nieklasycznym
czynnikom ryzyka, ktore moga odgrywac istotng rol¢ w patogenezie tej choroby. Naleza
do nich: zaburzenia snu, przewlekly stres i problemy ze zdrowiem psychicznym, ale
réwniez: niedobory witaminy D, dysbioza jelitowa (zaburzenie réwnowagi w skladzie
mikrobioty jelitowej), hiperurykemia (podwyzszone st¢zenie kwasu moczowego we

krwi) oraz choroby autoimmunologiczne .

( Nadcisnienie )
tetnicze
@iperchclesterclemiaD
COtyloéé brzuszneD
< Cukrzyca )
( Nikotynizm )

KLASYCZNE CZYNNIKI RYZYKA
ROZWOJU MIAZDZYCY

Brak aktywnosci @
fizycznej oraz i
niezdrowa dieta

AJAZAZVIN NroMZod
VIAZAY IMINNAZD INZDASYIAIIN

Hiperurykemia

(Niedobér witaminy D)

[ Dysbioza jelitowa )

( Przewlekty stres )

Choroby
autoimmunologiczne

Przewlekly stan
zapalny w organizmie

(tnfekcje bakteryj ne)

Ryc 2. Klasyczne i nieklasyczne czynniki ryzyka rozwoju miazdzycy (opracowanie

wlasne).

Coraz czgsciej podkresla si¢ role bakterii, zarowno patogennych, jak i bedacych
czescig naturalnej mikrobioty jelitowej, w rozwoju miazdzycy. Bakterie Gram-ujemne
posiadaja w sktadzie $ciany komoérkowej lipopolisacharyd (LPS), ktéory moze
przedostawa¢ si¢ do krwioobiegu i nasila¢ procesy miazdzycowe poprzez nasilanie
ogolnoustrojowej reakcji zapalnej. Szacuje sig, ze stezenie LPS we krwi 0so6b zdrowych

waha si¢ w granicach 15-200 pg/ml. Poziom LPS we krwi wzrasta po spozyciu positkow
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bogato tluszczowych, co moze by¢ zwigzane z tworzeniem si¢ w jelitach chylomikronow
- lipoprotein zawierajacych apolipoproteing B-48, ktore moga wigzaé LPS
1 transportowaé¢ go do krazenia’. Ponadto pewna ilos¢ LPS moze przedostawal si¢
z przewodu pokarmowego do krazenia w wyniku uszkodzenia potaczen $cistych miedzy
komorkami nabtonka jelita, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalno$ci nablonkowe;j
bariery jelita. Zjawisko to moze by¢ efektem niektdrych schorzen towarzyszacych
miazdzycy, takich jak otylo$¢, cukrzyca typu II czy nadci$nienie. Potaczenia Sciste
w barierze jelitowej moga by¢ réwniez ostabiane przez stany zapalne oraz niektore
czynniki zakazne ukladu pokarmowego®. Zalicza si¢ do nich m.in. komponenty
antygenowe bakterii, w tym pateczek Helicobacter pylori (H. pylori), ktore kolonizuja
btong $luzowa zZoladka lub dwunastnicy u ponad polowy populacji $wiata, cho¢ nie

u wszystkich dochodzi do rozwoju ostrej i objawowej postaci zakazenia’.

1.1.1. Udzial H. pylori w patogenezie miazdzycy

Helicobacter pylori to Gram-ujemne, mikroareofilne pateczki zdolne do
kolonizacji nabtonka Zofadka lub dwunastnicy. Ich btona zewngtrzna zawiera LPS,
fosfolipidy, glukozydy cholesterolu oraz biatka o réznych funkcjach, m.in. adhezyny
1 transportery zelaza. Dzi¢ki ureazie bakterie neutralizujg kwasne srodowisko zotadka, co
umozliwia im przezycie °. Konsekwencja zakazenia H. pylori jest nie tylko rozwdj
zapalenia blony §luzowej zoladka i dwunastnicy, ale takze choroby wrzodowej tych
narzadéw oraz raka zotadka lub nowotworu tkanki limfatycznej zwigzanej z btong
Sluzowa zotadka — MALT (z ang. mucosa associated lymphoid tissue). Zakazenia te sg
powszechne, czesto bezobjawowe (80-90%), a transmisja zachodzi drogg fekalno-oralna,
oralno-oralng !!. Potencjalnie zrodlem zakazenia moze by¢ skazona woda, zywno$éé lub
zwierzeta bedace nosicielami tych bakterii, cho¢ te drogi transmisji s3 niewystarczajaco

udokumentowane 2.

Ryzyko zakazenia wzrasta przy niskim poziomie higieny
i w gorszych warunkach socjoekonomicznych. Co wigcej, czestos¢ zakazen rosnie
z wiekiem 1 jest wyzsza u megzczyzn oraz 0s6b pochodzenia latynoskiego i afrykanskiego
1314 Gléwne czynniki wirulencji H. pylori to liczne adhezyny oraz toksyna
wakuolizujaca (Vac A) i biatko Cag A (z ang. cytotoxin associated gene A) zwigzane
z cytotoksyna. Szczepy CagA-dodatnie wywotuja silniejsza odpowiedz zapalng 1 wigksze
uszkodzenie nabtonka niz szczepy niewytwarzajace tego bialtka, co potencjalnie sprzyja
przenikaniu sktadnikéw bakteryjnych do krwi. Wykazano, ze komponenty H. pylori

zaburzaja in vitro zarbwno integralnos¢ komoérek nablonkowych zotadka, jak i komorek
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1516 Reakcjg na zakazenie H. pylori i komponenty tych

srodblonka naczyniowego
bakterii jest aktywacja ukladu odpornosciowego i produkcja cytokin prozapalnych
interleukin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 1 IL-12), a takze interferonu gamma (IFN- y) i czynnika
martwicy nowotworow (TNF). W zakazonym organizmie dochodzi takze do aktywacji
limfocytow T, gtéwnie limfocytéw pomocniczych Thl oraz limfocytow B, co objawia si¢
wytwarzaniem swoistych przeciwciat, ktore moga by¢ wyznacznikiem diagnostycznym
zakazenia H. pylori V. Jednakze w wielu pracach wykazano, ze komponenty H. pylori
hamuja zdolno$¢ limfocytow T do proliferacji, hamujg takze aktywno$¢ cytotoksyczng
naturalnych komorek zabijajacych oraz aktywnos$¢ zerng makrofagdéw, co ogranicza
eliminacje tych bakterii i prowadzi do utrwalenia zakazenia '*. Wykazano, Ze szczepy
CagA-dodatnie zwigkszaja aktywno$¢ cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1 i COX-2)
w komorkach $rodblonka naczyniowego. Przewlekle zakazenie H. pylori moze
prowadzi¢ do uogdlnionej reakcji zapalnej, ktora wplywa na funkcjonowanie uktadu
sercowo — naczyniowego. Badania wykazaty, Zze u pacjentow z ChNS zakazenie H. pylori
wystepuje czesciej, a odsetek ten wynosi od 40-90% w zaleznosci od badania'®. Bakterie
te moga sprzyja¢ tworzeniu si¢ srodowiska promiazdzycowego poprzez nasilenie stanu
zapalnego, czego wyznacznikami sa wzrost liczby leukocytow oraz poziomu
homocysteiny, fibrynogenu i biatka ostrej fazy (CRP). Ponadto komponenty tych bakterii
wywieraja dzialanie prozakrzepowe - aktywujac plytki krwi przyczyniaja si¢ do
dysfunkcji srédblonka naczyniowego %°.

Podczas zakazenia H. pylori dochodzi do zaburzenia metabolizmu lipidéw —
podnosi si¢ poziom trdjglicerydéw, obniza poziom lipoprotein o wysokiej gestosci
(HDL), a wzrasta poziom lipoprotein o niskiej ggstosci (LDL), ktore w srodowisku stresu
oksydacyjnego inicjowanego przez pateczki H. pylori 1 komodrki zapalne gospodarza
moga ulega¢ oksydacji w oxLDL, co inicjuje proces miazdzycowy *'. Wytwarzany przez
komorki zapalne TNF-a hamuje aktywnos$¢ lipazy lipoproteinowej i zwigksza produkcje
wolnych rodnikow, ktore aktywuja komorki zapalne i nasilajg zakrzepice. Podczas
zakazenia H. pylori moze dochodzi¢ do zaburzenia wchianiania zelaza, prowadzac do
jego niedoboru i rozwoju niedokrwistosci, a takze wptywaé na wchtanianie witaminy
B12%.

Istotng rolg przypisuje si¢ roéwniez H. pylori w indukowaniu ogdlnoustrojowej
reakcji zapalnej, wynikajacej z sugerowanego mechanizmu autoimmunizacji.
Przeciwciata wytwarzane w odpowiedzi na antygeny H. pylori moga wykazywac

reaktywno$¢ krzyzowa z wlasnymi czasteczkami organizmu o podobnej strukturze,
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prowadzac do przewleklego stanu zapalnego zaleznego od aktywacji dopetniacza
i uszkodzenia tkanek. U pacjentow z ChNS zidentyfikowano m.in. przeciwciala
krzyzowo reagujace z ureaza H. pylori i receptorem CCRL, przeciwciata wykazujace
reaktywnos$¢ krzyzowa pomiedzy biatkiem Cag A, a receptorem TNF typu I (TNFRI1),
a takze przeciwciala skierowane przeciwko biatku HspB H. pylori oraz ludzkim biatkom

szoku cieplnego Hsp60?*-*

. Bioragc pod uwage sugerowane zaleznosci pomiedzy
zakazeniem H. pylori a rozwojem choroby niedokrwiennej serca, Amerykanskie
Towarzystwo Gastroenterologii wydato wytyczne o eradykacji zakazenia u o0sob
z ryzykiem rozwoju ChNS'®, Problem zakazen H. pylori narasta, biorgc pod uwage
rosnacy liczbeg izolatéw wykazujacych opornos¢ na powszechnie stosowane antybiotyki
i chemioterapeutyki, w tym klarytromycyne, amoksycyling, metronidazol. Te dane
znalazty odzwierciedlenie w postanowieniu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
z 2008 r. zalecajagcym poszukiwanie nowych lekéw, modyfikacje obecnie stosowanych
antybiotykow, a takze propozycje alternatywnych rozwigzan metodycznych opartych
o zwigzki biologicznie aktywne, ktore beda przydatne w leczeniu zakazen H. pylori »°.
Wsrod proponowanych rozwigzan znajdujg si¢ propozycje wykorzystania ekstraktow
ros$linnych, szczepionkowych pratkéw Mycobacterium bovis BCG, a takze badania nad
wykorzystaniem inhibitorow biatek wchodzacych w sktad degradosomu RNA H. pylori
26_29.

Nalezy podkresli¢, iz wigcej gatunkéw drobnoustrojow jest typowanych jako te
ktére przyczyniaja si¢ do rozwoju ChNS, nalezg do nich bakterie z rodzaju Mycoplasma,
wirusy opryszczki pospolitej (Herpes simplex) oraz zapalenia watroby typu C, a takze

bakterie powodujace choroby przyzebia®®—?.

1.2. Stan zapalny Srodblonka jako Srodowisko do inicjacji zmian
miazdzycowych

Miazdzyca to proces patologiczny polegajacy na odkladaniu si¢ lipidow, widkien
kolagenowych oraz zlogéw wapniowych w warstwie wewnetrznej duzych tetnic, ktore
tworza strukture tzw. blaszek miazdzycowych. Zaawansowane blaszki miazdzycowe
moga powodowac zwezenie $wiatta naczynia utrudniajac przeptyw krwi, co w efekcie
skutkuje niedokrwieniem tkanek. Powiekszajace si¢ zmiany miazdzycowe uszkadzaja
$ciane naczynia, sprzyjajac powstawaniu skrzepow 1 destabilizacji blaszek, co zwigksza

ryzyko wystgpienia ostrego incydentu niedokrwiennego °.
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Rozwo6j miazdzycy rozpoczyna si¢ od dysfunkcji $rodblonka naczyniowego,
ktérej towarzyszy akumulacja i modyfikacja LDL w obrgbie blony wewngtrznej
naczynia. Zaburzenie funkcji komorek $rodbtonka prowadzi do utraty zdolnosci do
utrzymania homeostazy, co sprzyja gromadzeniu si¢ lipidow, adhezji leukocytow,
aktywacji ptytek krwi i nasileniu stresu oksydacyjnego. Te zmiany zapoczatkowuja
reakcje zapalng prowadzaca do formowania si¢ smug thuszczowych (ang . fatty streak) -

wczesnego stadium blaszki miazdzycowej>*>4.

1.2.1. Rola utlenionych lipoprotein LDL w inicjacji reakcji zapalnej

Proces miazdzycowy w znacznym stopniu zalezy od modyfikacji lipidow
osoczowych, zwtaszcza LDL, ktore po przeniknigciu do przestrzeni podsrédblonkowe;j
ulegaja oksydacji w srodowisku bogatym w reaktywne formy tlenu (ROS). Czasteczki
LDL sa modyfikowane takze pod wplywem enzymoéw takich jak lipooksygenazy
i fosfolipazy®. Wyréznia si¢ dwie gléwne postacie oksydowanych LDL: minimalnie
zmodyfikowane LDL (mmLDL) oraz silnie utlenione LDL (oxLDL). Cho¢ mmLDL
zachowuja zdolno$¢ do wigzania si¢ z klasycznym receptorem LDL (LDLR), nabywaja
réwniez cech bioaktywnych, nieobecnych w niezmodyfikowanym LDL. OxLDL, ze
wzgledu na znaczne zmiany strukturalne, przestaja by¢ rozpoznawane przez LDLR i sg
fagocytowane przez makrofagi gtéwnie za posrednictwem receptorow “zmiataczy” (z
ang. scavenger receptors — SR) takich jak CD36 i SR-A. Bioaktywne lipidy moga
wywotywa¢ reakcje zapalng poprzez aktywacje komorek srodblonka i makrofagow 3¢,

Dochodzi do nasilonej produkcji cytokin prozapalnych przez te komorki (np.
TNF, IL-1B) oraz wzmozonej ekspresji czasteczek adhezyjnych takich jak
mi¢dzykomorkowa czasteczka adhezyjna - 1 (ICAM-1, z ang. Intercellular Adhesion
Molecule 1), srodbtonkowa czasteczka adhezyjna-1 (VCAM-1, z ang. Vascular Cell
Adhesion Molecule 1) na powierzchni komorek $rodbtonka. Utatwia to rekrutacje
monocytow do przestrzeni podsrodbtonkowej, gdzie rdznicujg si¢ w makrofagi, ktore
intensywnie fagocytuja oxLDL, przeksztalcajac si¢ w komoérki piankowate —
charakterystyczne dla wczesnej blaszki miazdzycowej ¢.

Odktadajace sie lipidy gromadza si¢ zar6wno wewnatrz komoérek (makrofagéw
1 komorek migsni gtadkich naczynia) jak i pozakomorkowo, przyczyniajac si¢ do rozrostu
blaszki miazdzycowej. Towarzyszy temu aktywacja szeregu prozapalnych szlakow

sygnatlowych w obrgbie zmienionej $ciany naczyniowej. Jednym z gltownych
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mechanizmow tej odpowiedzi jest aktywacja jadrowego czynnika transkrypcyjnego
kappa B (NF- kB, z ang. nuclear factor kappa B) w komorkach srodbtonka pod wpltywem
oxLDL. Skutkuje to dalszym zwigkszeniem ekspresji czasteczek adhezyjnych VCAM-1
i ICAM-1, a takze wydzielaniem chemokin, takich jak biatko chemotaktyczne
monocytow-1 (MCP-1 z ang. monocyte chemoattractant protein-1) i 1L-8, oraz
czynnikow prozakrzepowych, w tym czynnika tkankowego i inhibitora aktywatora
plazminogenu .

Krytycznym momentem w patogenezie miazdzycy jest peknigcie lub
rozwarstwienie blaszki miazdzycowej, ktore prowadzi do uszkodzenia $rodbtonka
naczyniowego 1 aktywacji ukladu krzepnigcia. W pierwszym etapie plytki krwi
przyczepiaja sie do odstonigtego kolagenu ulegajac aktywacji i agregacji. R6wnoczesnie
uruchamiana jest kaskada krzepnigcia krwi, w wyniku ktérej powstaje trombina oraz
fibryna tworzace stabilng sie¢ wraz z agregujacymi plytkami, prowadzac do powstania
skrzepliny. Aktywowane plytki krwi wydzielaja czynniki wzrostu, w tym transformujacy
czynnik wzrostu B (TGF-B, ang. Transforming growth factor beta), ktory stymuluje
produkcje kolagenu co przyczynia si¢ do dalszego pogrubienia blaszki miazdzycowej*>’
Konsekwencja tych procesow jest postepujace zwezenie Swiatla naczynia, a w skrajnych
przypadkach jego calkowite zamknigcie. Moze to prowadzi¢ do wystgpienia ostrych

incydentow niedokrwiennych, takich jak zawal migénia sercowego lub udar mézgu.

1.2.2. Rola odpowiedzi zapalnej w formowaniu i destabilizacji blaszek

miazdzycowych.

U cztowieka proces tworzenia blaszki miazdzycowej moze rozpoczynac si¢ juz
w okresie niemowlecym, przechodzac nastepnie w faze progresji wraz z wiekiem. Z tego
wzgledu zmiany miazdzycowe obserwuje si¢ nie tylko u osob starszych, lecz takze
u mtodych dorostych, a nawet nastolatkow 2.

Rekrutacja i aktywacja monocytow do miejsca uszkodzenia srodbtonka wskutek
procesu miazdzycowego stanowig kluczowy etap w rozwoju stanu zapalnego
w miazdzycy. Proces ten rozpoczyna si¢ od toczenia si¢ monocytow po powierzchni
srodblonka, z udziatem P-selektyny. Nastepnie komoérki te przytwierdzaja si¢ do
srédbtonka poprzez interakcje integryn monocytéw z czasteczkami adhezyjnymi
érodblonka - VCAM-I i ICAM-I*®. Ponadto chemokiny zwigzane z powierzchnig
srodblonka, takie jak CXCL1, CXCL2, CXCL4 i CCL5, aktywuja monocyty, zwigkszajac
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ich zdolno$¢ do adhezji. Chemokiny odgrywaja rowniez istotng rolg w kierowaniu
migracji monocytow do warstwy wewnetrznej naczynia. Najwazniejszg funkcje w tym
procesie peilni chemokina CCL2 (znana réwniez jako MCP-1), cho¢ udziat biorg rowniez
inne, m. in. CCL3, CCL4 i CCL5. CCL2 jest produkowana przez komorki $rodblonka,
komorki migéni gladkich naczyh oraz monocyty i makrofagi, a jej ekspresja wzrasta
w odpowiedzi na bodzce prozapalne lub uszkodzenie tkanek>*°,

Po dotarciu do blony wewngtrznej monocyty roéznicuja si¢ w makrofagi, ktore
moga ulec polaryzacji do fenotypu M1 (prozapalnego) lub M2 (przeciwzapalnego).
Makrofagi reaguja na sygnaly z otoczenia, zmieniajac swoj fenotyp w zaleznosci od
charakteru bodzcow. Fenotyp M1 dominuje w fazie rozwoju miazdzycy, natomiast
fenotyp M2 w okresie jej regresji. Makrofagi M1 produkuja cytokiny i chemokiny
prozapalne, a takze tlenek azotu (NO) i ROS, ktore nasilajg proces zapalny i sprzyjaja
dalszej rekrutacji monocytow>64142,

Makrofagi odgrywaja centralng rol¢ w akumulacji lipidéw i1 podtrzymywaniu
stanu zapalnego w obrgbie blaszki miazdzycowej. Posiadaja one liczne receptory
umozliwiajace internalizacj¢ zardwno zmodyfikowanych (np. oxLDL), jak
i niezmodyfikowanych czasteczek LDL. Estry cholesterolu gromadzone sa w postaci
kropelek lipidowych w cytoplazmie makrofagdéw, w poblizu siateczki §rodplazmatyczne;.
W prozapalnym mikrosrodowisku blaszki dochodzi jednak do zaburzenia dzialania
transportera ABCA1, odpowiedzialnego za usuwanie cholesterolu z makrofagow.
Zaburzenie tej funkcji prowadzi do nadmiernej akumulacji lipidow w makrofagach, ktére
przeksztatcajg sic w komorki piankowate, ktore tworzg blaszki miazdzycowe +*44,

Utlenione LDL aktywuja szlaki sygnatowe zalezne od NF-«kB, co wzmacnia
aktywacje komorek srodbtonka, promuje rekrutacje kolejnych monocytéw oraz nasila
proces tworzenia nowych komorek piankowatych. Cho¢ fagocytoza oxLDL przez
makrofagi moze mie¢ poczatkowo charakter ochronny - eliminujac cytotoksyczne
czasteczki z blony wewngtrznej naczynia - nadmierna migracja monocytow i ich
réznicowanie w makrofagi skutkuja nadprodukcja komorek piankowatych, co prowadzi
do progresji i powigkszania si¢ zmiany miazdzycowej.>®4>4¢

Progresja miazdzycy to proces dlugotrwaty, trwajacy czesto wiele lat. Raz
utworzone blaszki miazdzycowe rozrastaja si¢ w wyniku postepujacej akumulacji
lipidow oraz zwigkszajacej si¢ liczby komodrek piankowatych. Dane eksperymentalne

wskazuja, iz formowanie komoérek piankowatych moze réwniez zachodzi¢ poprzez

metaplastyczng transformacje¢ komorek migéni gladkich naczyn (VSMC, z ang. Vascular
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Smooth Muscle Cells). W blonie wewnetrznej $rédblonka, zwlaszcza w obszarach
predysponowanych do rozwoju blaszki miazdzycowej obecne sa rezydujace komorki
migéni gladkich, ktére w wyniku migracji z warstwy S$rodkowej S$ciany naczynia
akumulujg si¢ w blaszce. Komorki migsni gltadkich wykazuja zdolno$¢ internalizacji
czasteczek oxLDL i ich przeksztatcania w struktury piankowate. Szacuje si¢, ze w blaszce
miazdzycowej t¢tnic wiencowych czlowieka ponad 50% komorek piankowatych moze
pochodzi¢ wlaénie z komérek VSMC, a nie z makrofagéw.? Dodatkowo, komérki VSMC
zlokalizowane w blonie wewngtrznej wykazuja obnizong ekspresj¢ transportera ABCA1
w poréwnaniu do tych znajdujacych si¢ w warstwie srodkowej, co zaburza réwnowage
mi¢dzy naptywem a usuwaniem cholesterolu 1 sprzyja jego kumulacji

w komorkach?36-47-48,

1.2.3. Inflamasom NLRP3 i receptory TREM — molekularna regulacja powstawania

komorek piankowatych

Zakumulowany  cholesterol  moze  formowaé  krysztaly = zar6wno
wewnatrzkomoérkowo, jak i zewnatrzkomérkowo w obrebie blaszki miazdzycowe;.
Krysztaly te odgrywaja istotng role w aktywacji uktadu odpornosciowego, szczegdlnie
poprzez stymulacj¢ inflamasomu NLRP3 (z ang. NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3) w makrofagach. Inflamasomy to cytoplazmatyczne kompleksy
wielobiatkowe, odpowiedzialne za inicjacj¢ odpowiedzi zapalnej na bodZce zagrozenia.
Chociaz wiedza na temat mechanizmow aktywacji inflamasomu NLRP3 jest
niewystarczajagca, wiadomo, ze jego pobudzenie prowadzi do aktywacji kaspazy-1
przeksztalcajacej nieaktywne prekursory cytokin IL-1B i IL-18 do ich formy aktywne;j.
Efektem jest nasilenie lokalnej reakcji zapalnej w obrebie blaszki. Badania wskazuja, ze
inicjacja aktywacji inflamasomu NLRP3 moze by¢ zwigzana z wychwytem oxLDL przez
receptor CD36 na powierzchni makrofagow**+.

Zaawansowane stadium miazdzycy czgsto wigze si¢ z wystgpowaniem zwapnienia
blaszki miazdzycowej. Proces ten rozpoczyna si¢ w wyniku uwalniania pecherzykow
macierzy pozakomoérkowej (ECM, z ang. extracellular matrix) powstajacych
z obumarlych komoérek migéni gladkich naczyn oraz makrofagéw. Pecherzyki ECM
inicjujg tworzenia mikrozwapnien na wczesnym etapie wapnienia naczyn. W miar¢
postepu choroby mikrozwapnienia ulegaja przeksztalceniu w wigksze ogniska

zwapnienia, rozprzestrzeniajace si¢ w obrebie blaszki. Ten proces przyczynia si¢ do
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zwigkszenia sztywnosci $ciany naczyniowej, co moze sprzyjac¢ zaro6wno stabilizacji, jak
i destabilizacji blaszki w zalezno$ci od rozmieszczenia i morfologii ztogdéw wapnia*®*.

Wyniki badan wskazuja réwniez na obecno$¢ w obrebie blaszek miazdzycowych
makrofagéw piankowatych, ktére nie wykazuja wlasciwosci prozapalnych. Komorki te
charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja receptora TREM2 (z ang. triggering receptor
expressed on myeloid cells 2). Cho¢ rola TREM2 w patogenezie miazdzycy nie zostata
jeszcze w pelni poznana, jego obecno$¢ sugeruje wystepowanie mechanizmow
ograniczajacych stan zapalny w obrebie zmiany miazdzycowej. TREM2 to receptor
transblonowy nalezacy do nadrodziny immunoglobulin, ktéory w warunkach
fizjologicznych odpowiada za prawidlowe réznicowanie i przezywalno$¢ komorek
szpiku kostnego. Szlak sygnatowy aktywowany przez TREM2 uczestnicy takze w wielu
procesach biologicznych, takich jak fagocytoza, odporno$¢ na sygnaty prozapalne
i ochrona komorek szpikowych przed stresem oraz ich transformacja fenotypowa>’.

W ostatnich badaniach zaréwno u cztowieka, jak i na modelu miazdzycy u myszy
w blaszkach miazdzycowych zidentyfikowano makrofagi o wysokiej ekspresji TREM2
(TREM2M), ktére charakteryzuja sie obecno$cig markerow takich jak Trem2, Cd9, Ctsd
i Spp1°%°!. Wykazano, ze receptor TREM2 petni funkcje receptora, zdolnego do wigzania
ligandéw lipoproteinowych, m.in. apolipoproteiny (ApoE z ang. Apolipoprotein E) czy
fosfolipidow. Po zwigzaniu z ligandami aktywowany jest szlak sygnatowy kinazy
biatkowej aktywowanej mitogenem p38/MAPK (z ang. Mitogen-Activated Protein
Kinase pathway ), prowadzacy do zwickszonej ekspresji receptora CD36, ktory
odpowiada za wychwyt cholesterolu®. Cho¢ wczesniejsze badania wskazywaly, ze
makrofagi TREM2" to komérki piankowate bogate w lipidy, o stabej aktywnosci
zapalnej. Jednak najnowsze doniesienia sugeruja, ze komodrki te moga przechodzi¢
transformacj¢ w prozapalne makrofagi akumulujace lipidy, co wiaze si¢ z progresja zmian
miazdzycowych®’.

Nadekspresja TREM2 na komoérkach migséni gltadkich naczyn w hodowlach in
vitro oraz makrofagach powodowata nasilenie wychwytu lipidow, sprzyjajac ich
akumulacji 1 powstawaniu komorek piankowatych. W modelu miazdzycy u myszy
z wyciszonym genem ApoE (ApoE™), po zastosowaniu diety wysokotluszczowej
zaobserwowano wzrost liczby komoérek piankowatych TREM2 pozytywnych w obrebie
blaszek miazdzycowych®>. Myszy z podwéjnym wyciszeniem genéw Trem2 i ApoE
(Trem2”/ApoE”") wykazywaly istotniec mniej nasilone zmiany miazdzycowe, mniej
komorek piankowatych oraz nizszy poziom lipidow w blaszkach miazdzycowych niz
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zwierzgta z wyciszonym jedynie genem ApoE. Na tej podstawie przypuszcza si¢, ze
TREM2 moze sprzyjaé progresji miazdzycy>>. Jednak rola makrofagéw TREM2M
pozostaje niejednoznaczna, poniewaz inne badania sugeruja, ze komorki te moga rowniez
uczestniczy¢ w  stabilizacji blaszek 1 sprzyja¢ ich regresji, co czyni TREM2

interesujacym, lecz nadal kontrowersyjnym celem terapeutycznym?’.

1.3. Przewlekly stan zapalny i zaburzenia lipidowe jako lacznik mi¢dzy

miazdzycq a stluszczeniowg choroba watroby o podlozu metabolicznym

Sttuszczeniowa choroba watroby o podtozu metabolicznym (MAFLD, metabolic-
associated fatty liver disease) jest gldéwna choroba watroby w krajach zachodnich.
Czestos¢ jej wystgpowania na §wiecie wynosi okoto 25,24%, przy czym najwyzsze
wskazniki odnotowano na Bliskim Wschodzie i w Ameryce Potudniowej, a najnizsze
w Afryce®®. Obecnie to choroby uktadu sercowo — naczyniowego sa gléwng przyczyng
zgondw wsrod pacjentow z MAFLD. Problem ten pogtebia si¢ wraz ze wzrostem liczby
0sob cierpigcych jednoczesnie na MAFLD 1 choroby uktadu krazenia, co
najprawdopodobniej wynika z obecnos$ci wspolnych czynnikow ryzyka sercowo-
naczyniowego, takich jak otylo§¢, insulinooporno$¢, nadci$nienie tetnicze czy
dyspipidemia®*>>,

MAFLD definiowana jest jako obecno$¢ stluszczenia w co najmniej 5%
hepatocytow 1 obejmuje szerokie spektrum zmian histologicznych - od prostego
sttuszczenia bez zwtdknienia watroby, po metabolicznie uwarunkowane stluszczeniowe
zapalenie watroby (MASH). MASH charakteryzuje si¢ nie tylko obecnoscig sttuszczenia,
ale rowniez balonowata degeneracja hepatocytow oraz naciekiem zapalnym, czgsto
wspolistniejagcym z réoznym stopniem zwldknienia watroby. Wszystkie stadia MAFLD
wigza si¢ ze zwickszonym ryzykiem rozwoju choréb uktadu sercowo — naczyniowego,
w tym ostrego zespolu wiencowego, miazdzycy, udaru mozgu czy zaburzen rytmu serca.
Liczne badania kliniczne i eksperymentalne potwierdzity silny zwigzek miedzy MAFLD
a chorobami serca. Przyktadowo, w systematycznym przegladzie i metaanalizie
przeprowadzonej przez Wu i1 wsp, obejmujacej 34 badania, wykazano, ze chociaz
MAFLD nie wplywala istotnie na ogélng $miertelno$¢, byta istotnie zwigzana ze
zwigkszonym ryzykiem chordb sercowo — naczyniowych, zwtaszcza choroby wiencowe;j,

nadci$nienia tetniczego i miazdzycy>®.

23



Jednym z kluczowych czynnikow patofizjologicznych w MAFLD jest przewlekte,
zapalenie watroby o niskim stopniu nasilenia, ktore przyczynia si¢ do ogdlnoustrojowe;j
reakcji zapalnej. Mechanizm ten wynika glownie z toksycznego dziatania
nagromadzonych lipidow, stresu oksydacyjnego, stresu retikulum endoplazmatycznego
oraz zaburzen funkcji mitochondriéw. Wazng role w rozwoju zapalenia odgrywaja
rowniez czynniki dietetyczne, zwlaszcza tluszcze pochodzace z diety, ktére moga
aktywowac receptory toll-podobne (TLR) na komodrkach ukladu odpornosciowego,
inicjujac produkcje cytokin prozapalnych®®%’. Dodatkowo, zaréwno stres oksydacyjny,
jak 1 stres siateczki $rodplazmatycznej, moga prowadzi¢ do dysfunkcji §rodbtonka, co
nasila ryzyko rozwoju zaburzen sercowo-naczyniowych u pacjentow z MAFLD.
Sugeruje si¢, ze kluczowa role w rozwoju tych zmian zapalnych odgrywaja czynniki
dietetyczne, m.in. kwasy tluszczowe zawarte w pozywieniu, ktore moga aktywowac
receptory TLR i indukowa¢ kaskadg¢ cytokin w komoérkach odpornosciowych. Wykazano
réwniez, ze stres oksydacyjny i stres siateczki $rédplazmatycznej wplywaja na zapalenie
metaboliczne poprzez wywotywanie dysfunkcji $rodblonka oraz zwigkszanie ryzyka
rozwoju zaburzen sercowo-naczyniowych u pacjentow z MAFLD. Ponadto przewlekty
stres retikulum endoplazmatycznego oraz mitochondrialna dysfunkcja nie tylko nasilaja
lokalne uszkodzenie watroby, ale rowniez odgrywaja kluczowa rol¢ w progresji MAFLD
do MASH"®.

Dyslipidemia, jedno z najczgstszych zaburzen metabolicznych w przebiegu
MAFLD, stanowi istotne ogniwo taczace te chorobe z ryzykiem sercowo-naczyniowym.
Jej obraz kliniczny obejmuje zazwyczaj podwyzszone stgzenia trojglicerydow, obnizony
poziom cholesterolu HDL oraz umiarkowany wzrost frakcji LDL. To wtasnie ta frakcja
odgrywa kluczowg rol¢ w rozwoju miazdzycy, szczeg6lnie w kontekscie jej utlenionych
form, ktore indukuja transformacje¢ makrofagow w komorki piankowate 1 inicjuja
kaskady zapalne w komorkach $rodblonka naczyniowego®-°.

Watroba jest centralnym organem gospodarki lipidowej, w warunkach
fizjologicznych reguluje syntez¢, magazynowanie oraz usuwanie thuszczow. W MAFLD
dochodzi do zaburzenia tej roéwnowagi, na skutek zwigkszonego naptywu wolnych
kwasow tlhuszczowych z krazenia, nadaktywnej lipogenezy w hepatocytach oraz
zmniejszonego wydalania lipidow w postaci lipoprotein o bardzo niskiej gestosci
(VLDL). W rezultacie dochodzi do nadmiernej akumulacji thuszczu w hepatocytach, co
sprzyja rozwojowi stanu zapalnego i zaburzen ogolnoustrojowych. Taka nieprawidlowa
gospodarka lipidowa nie tylko przyczynia si¢ do progresji zmian w watrobie, ale réwniez
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poteguje ryzyko rozwoju miazdzycy i innych powiktan sercowo-naczyniowych. Nadmiar
trojglicerydow 1 zmniejszenie ochronnego HDL sprzyjaja powstawaniu aterogennych
czastek lipoprotein, ktére z tatwoscig penetruja Sciang naczyn, aktywujac komorki
sroédbtonka i makrofagi. W konsekwencji, u pacjentow z MAFLD ryzyko incydentow
sercowo-naczyniowych, takich jak choroba wiencowa, udar mozgu czy zawatl serca, jest
istotnie zwigkszone, niezaleznie od klasycznych czynnikdw ryzyka®.

Analiza dostgpnych danych genetycznych wskazuje, Ze zaburzenia
w funkcjonowaniu B-oksydacji kwasow ttuszczowych w mitochondriach hepatocytow
watroby stanowi kluczowy mechanizm taczacy dyslipidemi¢, wywotang MAFLD,
z podwyzszonym ryzykiem choréb sercowo-naczyniowych®'. Zwigkszony pobor lipidow
prowadzi do nadmiernego gromadzenia trojglicerydow w watrobie, co wigze si¢
z nadprodukcja i wydzielaniem duzych ilosci czastek lipoprotein o bardzo niskiej
gestosci, bogatych w trdjglicerydy. Po przedostaniu si¢ do krwiobiegu, pod wplywem
lipazy lipoproteinowej, czasteczki VLDL tracg czg$¢ trojglicerydowa, przeksztalcajac si¢
w liczne, aterogenne czasteczki LDL o dominujacej zawarto$ci cholesterolu. Czasteczki
LDL sa wychwytywane przez watrobe za posrednictwem receptorow dla LDL.
Nadprodukcja czasteczeck VLDL w MAFLD prowadzi do szeregu zaburzen
lipoproteinowych, ktére skutkuja dyslipidemia aterogenng. Charakteryzuje si¢ ona
podwyzszonym stezeniem trojglicerydow w surowicy oraz niskim poziomem
cholesterolu HDL, obecnoscig fenotypu lipoprotein aterogennych, w tym dominacji
matych, gestych czasteczek LDL, nagromadzeniem lipoprotein bogatych w trdjglicerydy
1 ich resztek oraz lipoprotein o $redniej gestosci. Nasilenie wystgpowania zaburzen
lipidowych postepuje wraz z rozwojem MAFLD. Mate, geste czasteczki LDL wykazuja
szczegdlng zdolno$¢ przenikania przez $rodblonek naczyniowy do przestrzeni
podsrodblonkowej, co stanowi poczatkowy etap tworzenia sie blaszki miazdzycowej®.

Rozwdj miazdzycy jest w duzej mierze inicjowany przez lipoproteiny zawierajace
apolipoproteing B (ApoB). Oprdcz ryzyka miazdzycy zwigzanego z cholesterolem LDL,
istotng role odgrywaja lipoproteiny bogate w trdjglicerydy, takie jak VLDL oraz
lipoproteiny o posredniej gestosci (IDL), ktore rowniez zwigkszaja ryzyko sercowo-
naczyniowe. Czasteczki te zawieraja dodatkowo apolipoproteing C3 (ApoC3), ktoéra
odgrywa kluczowa role w aktywacji receptoréw Toll-podobnych, prowadzac do inicjacji
odpowiedzi zapalnej. Lipoproteiny z ApoC3 aktywuja TLR2 i TLR4 poprzez ich
dimeryzacje, co z kolei prowadzi do aktywacji inflamasomu NLRP3. Jego aktywacja

skutkuje proteolitycznym przeksztalceniem cytokiny z rodziny IL-1B do jej aktywnej
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formy oraz indukcj¢ IL-6 w szlaku zapalnym zwigzanym z biatkiem CRP. Mechanizm
ten odgrywa istotng role¢ w zapaleniu naczyn i progresji miazdzycy. W zwiagzku z tym
aktywacja TLR przez ApoC3, a nast¢pnie inflamasomu NLRP3, stanowi istotne ogniwo
taczace aterogenne wzorce lipoprotein, obserwowane u pacjentow z MAFLD,
z zapaleniem $rodbtonka naczyniowego’®®2,

Innym istotnym aspektem stluszczeniowej choroby watroby jest nieprawidtowy
metabolizm glukozy oraz insulinooporno$¢, ktére stanowia wazne czynniki ryzyka
rozwoju miazdzycy. Zaburzenia gospodarki weglowodanowej u pacjentow z MAFLD
ttumaczy si¢ przewleklym niskonasileniowym stanem zapalnym, otyloscig trzewna,
nadmierng masg ciala oraz zwigkszong akumulacja dysfunkcyjnej tkanki thuszczowe;.
Oprocz nadmiernego nagromadzenia thuszczu w watrobie, istotng role odgrywa réwniez
akumulacja tkanki thuszczowej w obrebie trzustki, ktora pozostaje w $cistym zwigzku
z insulinooporno$cig oraz uposledzong funkcja komodrek B. Insulinooporno$ci czesto
towarzyszy przewlekla, kompensacyjna hiperinsulinemia, odgrywajaca kluczowa rolg
w inicjacji i podtrzymaniu niekorzystnego srodowiska metabolicznego®®®3.

W szczego6lnoscei hiperinsulinemia wigze si¢ ze zwickszong produkcja glukozy
w watrobie, co prowadzi do podwyzszonego stezenia glukozy w osoczu oraz
utrzymujacego si¢ wzrostu poziomu insuliny - tworzac samonapedzajacy sie cykl.
Mechanizm ten sprzyja dalszemu gromadzeniu tluszczu w watrobie oraz nasilonej
produkcji nasyconych kwasow thuszczowych, ktére wraz z hiperglikemia podtrzymuja
zaburzone $rodowisko metaboliczne w catym organizmie. Insulinooporno$¢ wplywa
rébwniez na procesy zwigzane z progresja miazdzycy oraz destabilizacja blaszek
miazdzycowych. Przewlekla hiperglikemia i popositkowe skoki glukozy przyczyniaja si¢
do stresu oksydacyjnego, jednoczesnie aktywujac szlaki zapalne, w tym inflamasom, oraz
nasilajagc uszkodzenia $rdédblonka naczyniowego poprzez dziatanie produktow
kofcowych zaawansowanej glikacji oraz zaburzong regulacje metabolizmu lipoprotein®®.

Przewo6d pokarmowy wydaje si¢ by¢ istotnym zrédtem ogoélnoustrojowego stanu
zapalnego, odgrywajac kluczowa role zarowno w patogenezie MAFLD, jak i miazdzycy.
Zaburzenie integralnos$ci  bariery jelitowej, prowadzace do  zwigkszonej
przepuszczalnosci, sprzyja przedostawaniu si¢ do krazenia czasteczek wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP) oraz wzorcow molekularnych
zwigzanych z uszkodzeniem komoérki (DAMP). Molekuty te aktywuja szlaki sygnatowe
w komorkach uktadu odpornosciowego, wywotujac uogdlniong reakcje zapalng zwigzang

z dysbiozg jelitowg. Dysbioza jelitowa jest uznawana za istotne ogniwo taczace
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zaburzenia mikrobiomu z rozwojem miazdzycy. U pacjentow z chorobg wiencowa
i wspotistniejagcym MAFLD obserwuje si¢ znaczace zmiany w sktadzie mikrobioty
jelitowej, w tym obnizenie liczebnos$ci bakterii z rodzajow Colinsella 1 Parabacterioides.
Zmiany te moga thumaczy¢ gorszy przebieg kliniczny oraz postgp choroby w tej grupie
pacjentdow w pordwnaniu z osobami cierpigcymi jedynie na chorobg wiencows, ale bez

wspolistniejacej choroby stluszczeniowej watroby>®.

1.4. Przewlekly stan zapalny w miazdzycy jako cel terapeutyczny

Stan zapalny odgrywa kluczowa rol¢ w rozwoju i progresji miazdzycy, dlatego powinien
by¢ traktowany jako istotny cel terapeutyczny. Proces zapalny przyczynia si¢ do
powstawania blaszki miazdzycowej, a nast¢pnie jej destabilizacji, co zwigksza ryzyko
wystapienia powaznych incydentdw sercowo-naczyniowych, takich jak zawat serca czy
udar moézgu. W zwiazku z tym warto zwrdci¢ szczegdlng uwage na leki tagodzace stan
zapalny, ktére moga stanowi¢ cenne uzupelnienie dotychczasowego leczenia
kardiologicznego, opartego przede wszystkim na redukcji poziomu cholesterolu
w organizmie. Co wigcej, leki przeciwzapalne moga korzystnie wptywac na regulacje
odpowiedzi immunologicznej, ktéora odgrywa istotng role w mechanizmach

miazdzycowych.
1.4.1. Kolchicyna w terapii przeciwzapalnej miazdzycy

Kolchicyna jest alkaloidem pozyskiwanym z bulw zimowita jesiennego (Colchicum
autumnale) 1 nalezy do najstarszych znanych substancji leczniczych pochodzenia
ros$linnego. Po raz pierwszy zostata wyizolowana i oczyszczona w 1820 roku, natomiast
oficjalng nazwe¢ “kolchicyna” nadano jej w 1833 roku. Istniejg przestanki, ze juz
w starozytno$ci byta wykorzystywana w leczeniu stanéw zapalnych i bolu stawow®*6°.
Obecnie, ze wzgledu na silne wilasciwosci przeciwzapalne, kolchicyna znajduje
zastosowanie w terapii roznych chorob zapalnych, takich jak dna moczanowa, rodzinna
gorgczka $rodziemnomorska czy zapalenie osierdzia®. Kolchicyna dziata poprzez
hamowanie aktywnos$ci neutrofili, co pozwala ograniczy¢ ostre objawy towarzyszace
procesom zapalnym. Kolchicyna wigze si¢ z tubuling tworzac kompleksy blokujace
faldowanie 1 polimeryzacj¢ mikrotubul. Mikrotubule odgrywaja kluczowa rolg
w podstawowych procesach komodrkowych, takich jak transport wewnatrzkomorkowy,

66,67

utrzymanie struktury komorki oraz sekrecja cytokin i chemokin®®’. Kolchicyna

preferencyjnie gromadzi si¢ w neutrofilach, co wynika z braku glikoproteiny-P
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(o dziataniu transportera odpowiedzialnego za usuwanie z komorki - tzw. efflux) w ich
btonie komérkowe;j®.

Wykazano, ze kolchicyna hamuje chemotaksj¢ neutrofili do ogniska zapalnego
oraz ogranicza ich adhezj¢ do $rodblonka poprzez zmniejszenie ekspresji L-selektyny na
powierzchni tych komorek. Dodatkowo redukuje ekspresje E-selektyny w komorkach
$rédbtonka, co réwniez ogranicza przyleganie leukocytow do $cian naczyn
krwionosnych. Ponadto kolchicyna hamuje ekspresj¢ receptorow czynnika martwicy
nowotworow na makrofagach i komoérkach §rodbtonka oraz zmniejsza wydzielanie TNF
przez monocyty i makrofagi. Dzigki tym mechanizmom kolchicyna wykazuje silne
dziatanie przeciwzapalne, ktore moze znalez¢ zastosowanie rowniez w leczeniu choréb o
podtozu miazdzycowym®®-°,

Chociaz dokladny mechanizm dziatania kolchicyny nie zostat jeszcze w pelni
poznany, badania sugeruja, ze lek ten hamuje formowanie i aktywacj¢ inflamasomu
NLRP3, co prowadzi do zmniejszenia produkcji cytokin prozapalnych, takich jak IL-1p
i IL-18 7°. Dodatkowo kolchicyna ogranicza aktywacje tych cytokin réwniez poprzez
hamowanie wydzielania proteinaz przez neutrofile. Efektem tak silnego dziatania
przeciwzapalnego jest takze obnizenie poziomu innych mediatorow zapalnych, w tym
interleukiny 6 oraz biatka C-reaktywnego (’'. Ponadto, kolchicyna moze wptywac na
zmniejszenie zwldknienia w obrebie naczyn krwionosnych poprzez hamowanie
proliferacji miofibroblastow i komérek migsni gtadkich.

Na przestrzeni lat liczne badania wykazaty, Ze stan zapalny odgrywa istotng rolg
w patogenezie wielu chordb, w tym chordb sercowo-naczyniowych, takich jak miazdzyca
czy migotanie przedsionkow®. W zwigzku z tym coraz wieksza uwage poswieca sie
strategiom terapeutycznym ukierunkowanym na dzialanie przeciwzapalne. Kolchicyna
zyskata szczegblne zainteresowanie jako potencjalny lek o szerszym zastosowaniu
w leczeniu chordb sercowo-naczyniowych. W ostatnich latach przeprowadzono szereg
badan klinicznych oceniajacych skutecznos$¢ kolchicyny w terapii i prewencji schorzen
sercowo-naczyniowych, ze szczegélnym uwzglednieniem jej roli w profilaktyce
miazdzycy oraz zawalu migénia sercowego. Do najlepiej udokumentowanych
1 najczesciej cytowanych badan nalezg programy COLCOT (Colchicine Cardiovascular
Outcomes Trial)®’” oraz LoDoCo (Low-Dose Colchicine)’?, ktére dostarczyty istotnych
dowodow na skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo kolchicyny w tych wskazaniach.

Badanie kliniczne LoDoCo, przeprowadzone w Australii’? w latach 20082010,

miato na celu oceng skutecznosci kolchicyny we wtornej prewencji choréb sercowo-
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naczyniowych. Do badania wiaczono 532 pacjentéw ze stabilng choroba wiencowa,
ktorych monitorowano $rednio przez 36 miesigcy. U uczestnikdw otrzymujacych
kolchicyng w dawce 0,5 mg dziennie zaobserwowano istotne zmniejszenie czg¢stosci
incydentéw sercowo-naczyniowych w poréwnaniu z grupg kontrolng’>. W badaniu
LoDoCo odnotowano réwniez pewne dzialania niepozadane, z ktdrych najczestsze
dotyczyty nietolerancji zotadkowo-jelitowa, wystepujace u okoto 2,5% pacjentow. Mimo
to wyniki badania potwierdzily potencjalng skutecznos$¢ kolchicyny jako uzupetnienia
standardowe;j terapii w profilaktyce chordb sercowo-naczyniowych’>">.

Kolejne badanie LoDoCo2Kliknij lub nacisnij tutaj, aby wprowadzi¢ tekst. zostato
przeprowadzone przez australijska grupe badawcza w latach 2014-2020, skoncentrowato
sie na pacjentach z przewlekla chorobg wieficowa’*. Celem badania byta ocena wptywu
niskiej dawki kolchicyny (0,5 mg dziennie) na czgstos¢ wystepowania zgonow
z przyczyn sercowo-naczyniowych, udaréw niedokrwiennych, spontanicznych zawatow
mie$nia sercowego oraz rewaskularyzacji wieficowej z powodu niedokrwienia. Sredni
czas obserwacji wynosit 28,6 miesigca’. W badaniu LoDoCo2 wzigto udzial 5522
pacjentow, ktorzy zostali losowo przydzieleni do grupy otrzymujacej kolchicyne (0,5 mg
dziennie) lub grupy placebo. Kwalifikowani uczestnicy byli w wieku od 35 do 85 lat,
mieli potwierdzong chorobe wienicowa 1 pozostawali klinicznie stabilni przez co najmnie;j
sze$¢ miesiecy przed rozpoczeciem badania. Z udzialu wykluczono osoby z ciezkimi
chorobami watroby lub nerek, nowotworami ztosliwymi albo przeciwwskazaniami do
stosowania kolchicyny. Wyniki badania wykazaly, ze powazne zdarzenia sercowo-
naczyniowe wystapity u 6,8% pacjentdw z grupy leczonej kolchicyna, w poréwnaniu
z 9,6% w grupie placebo. Zgony z przyczyn niezwigzanych z ukladem sercowo-
naczyniowym odnotowano u 1,9% pacjentéw przyjmujacych kolchicyne. Do najczesciej
zglaszanych dzialan niepozadanych nalezaly bdle migsni (21,2%) oraz nietolerancja
zoladkowo-jelitowa (15,4%)7>74,

Program  COLCOT byt randomizowanym  badaniem  klinicznym
przeprowadzonym w Kanadzie w latach 2015-2019, ktérego celem byla ocena
dhlugoterminowego wptywu kolchicyny na czgstos¢ wystgpowania zdarzen sercowo-
naczyniowych u pacjentébw po przebytym zawale migénia sercowego®’. Do badania
wlaczono 4745 uczestnikdw, ktdrzy zostali losowo przydzieleni do grupy otrzymujace;j
kolchicyne w dawce 0,5 mg dziennie lub do grupy placebo. Sredni czas obserwacji
wynosil 22,6 miesigca. Kwalifikowani pacjenci przeszli zawatl migsnia sercowego

w ciggu 30 dni przed rozpoczeciem badania, otrzymali standardowe leczenie i byli
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w stabilnym stanie ogdlnym®’. Z udzialu w badaniu COLCOT wykluczono pacjentow
z cigzka niewydolnoscig serca oraz tych ktorzy niedawno przebyli udar mézgu. Wyniki
wykazaly, ze powazne zdarzenia sercowo-naczyniowe wystapily u 5,5% pacjentow
przyjmujacych kolchicyng w poréwnaniu z 7,1% w grupie placebo. Dziatania
niepozadane ze strony przewodu pokarmowego odnotowano u 17,5% pacjentéw
leczonych kolchicyna, z czego najczesciej wystgpowaty biegunki (9,7%) oraz zapalenie
ptuc (0,9%)%773,

Na podstawie wynikow dostgpnych badan klinicznych, w 2023 roku
Amerykanska Agencja ds. Zywnos$ci Lekow (FDA — Food and Drug Administration)
zatwierdzila stosowanie kolchicyny w dawce 0,5 mg dziennie jako terapii uzupetniajace;j
u pacjentdOw z choroba wiencowa, w celu zmniejszenia ryzyka zawalu migsnia sercowego,
udaru mézgu i zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych’>’6. Ze wzgledu na zgtaszane
dziatania niepozadane ze strony przewodu pokarmowego, a takze mozliwo$¢ wystapienia
objawow migéniowych, aktualnie prowadzone sg dalsze obserwacje majace na celu ocen¢
bezpieczenstwa dlugoterminowego stosowania kolchicyny w grupach pacjentow

kardiologicznych.

1.4.2. Nanotechnologiczne strategie modyfikacji kolchicyny

Nanomateriaty, a zwlaszcza nanoczastki, odgrywaja wazna role m.in.
w medycynie i nowoczesnej farmakologii - szczegolnie w kontekscie wydtuzania czasu
pottrwania lekow w organizmie, zmniejszenia ich toksyczno$ci oraz precyzyjnego,
ukierunkowanego dostarczania substancji czynnych. Nanoczastki mozna klasyfikowac
wedlug réznych kryteridéw, m.in. ze wzgledu na ich sktad chemiczny i rodzaj materiatu,
z ktorego zostaly wykonane’’. Nanoczagstki ~ polimerowe,  dzicki  swojej
biodegradowalnosci, biokompatybilnos$ci, nietoksycznosci i1 nieimmunogennosci,
stanowig obecnie obiecujace rozwigzanie, w zastosowaniach medycznych — przede
wszystkim jako bezpieczne no$niki lekéw. Substancje aktywne o dzialaniu leczniczym
moga by¢ wprowadzane do polimerowych nanoczastek na drodze fizycznej lub
chemicznej, zar6wno poprzez modyfikacje gotowych nanoczastek, jak i podczas ich
syntezy. Do najwazniejszych zalet nanoczastek polimerowych nalezy poprawa
biodostepnosci lekéw, ochrona substancji czynnych przed degradacja, wydluzenie czasu
poitrwania w organizmie oraz mozliwo$¢ kontrolowanego, dtugotrwatego uwalniania

leku w miejscu docelowym’’.
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W ostatnich latach podejmowane sa proby nanotechnologicznej modyfikacji
kolchicyny, majace na celu przede wszystkim zwigkszenie bezpieczenstwa jej stosowania
oraz umozliwienie precyzyjnego dostarczania leku w terapii stanéw zapalnych

towarzyszacych chorobom sercowo-naczyniowym.
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2. Uzasadnienie podjecia tematu

Wyniki badan naukowych wskazuja, ze przewlekly stan zapalny odgrywa
kluczowa rol¢ w inicjacji 1 progresji zmian miazdzycowych, stanowigc wazne ogniwo
patofizjologiczne w ChNS. W ostatnich latach coraz wicksza uwage poswieca si¢
nieklasycznym czynnikom ryzyka ChNS, takim jak przewlekte infekcje powigzane
z utrwalonym stanem zapalnym oraz zaburzenia metaboliczne, ktore czgsto towarzysza
stanowi zapalnemu i moga prowadzi¢ do rozwoju stluszczeniowej choroby watroby
o podtozu metabolicznym (MAFLD), poglebiajac ryzyko miazdzycy. Wérdd czynnikow
zakaznych szczegblng role przypisuje si¢ pateczkom H. pylori, ktore trwale kolonizuja
btong $luzowa zotadka i/lub dwunastnicy powodujac przewlekty stan zapalny w miejscy
infekcji 1 na obwodzie. Rozpuszczalne sktadniki antygenowe tych bakterii, ktére moga
przedostawa¢ si¢ z miejsca kolonizacji do krwiobiegu moga aktywowac $rodblonek
naczyniowy i inicjowac reakcj¢ zapalng w obrgbie naczyn krwionos$nych.

Rozwazajac mechanizmy reakcji zapalnej towarzyszacej miazdzycy sugeruje sig,
ze aktywacja inflamasomu NLRP3 — kompleksu bialkowego odpowiedzialnego za
produkcje cytokin prozapalnych, takich jak IL-1B i IL-18 moze odgrywac istotng role.
Efektem aktywacji inflamasomu jest tez nasilenie w Srodowisku miazdzycowym stresu
oksydacyjnego zaleznego od ROS, co sprzyja utlenianiu lipidow. W zwigzku
z powyzszym uzasadnione jest poszukiwanie skutecznych strategii ograniczania stanu
zapalnego, wzbudzanego przez komponenty czynnikow zakaznych i komorek
odpornosciowych gospodarza, w tym makrofagi i granulocyty, sprzyjajacego rozwojowi
miazdzycy. Na tym tle szczeg6lne zainteresowanie budzi kolchicyna — lek o dobrze
udokumentowanym dziataniu przeciwzapalnym, ktdry poprzez hamowanie aktywnosci

neutrofili oraz inflamasomu NLRP3 moze ogranicza¢ reakcje zapalne w organizmie.

Kolchicyna zostata oceniona w kilku duzych programach klinicznych pod katem
redukcji ryzyka incydentow sercowo-naczyniowych, jednak jej dtugotrwate stosowanie
moze wigza¢ si¢ z dzialaniami niepozadanymi, zwlaszcza ze strony przewodu
pokarmowego 1 migsni. W zwigzku z tym badania nad ukierunkowanym dostarczaniem
kolchicyny za pomoca polimerowych nos$nikow otwieraja nowe mozliwosci
terapeutyczne z zastosowaniem nowych lub juz stosowanych lekéw, zwigkszajac ich
bezpieczenstwo przy zachowaniu efektu leczniczego. Podjecie tematu taczacego wplyw

komponentow zakaznych i lipidow na mechanizmy zapalne oraz probe ich kontroli
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z wykorzystaniem innowacyjnej formy leku przeciwzapalnego jest zatem aktualne,
klinicznie istotne i wpisuje si¢ w nowoczesne podejscie do profilaktyki oraz leczenia

miazdzycy.

33



3. Hipotezy badawcze

H1: Zmiany promiazdzycowe w $rodbtonku naczyniowym oraz rozwdj zespotu
metabolicznego, powigzane ze stluszczeniem watroby, moga by¢ indukowane przez
rozpuszczalne komponenty H. pylori, modulujace odpowiedZ zapalng gospodarza, oraz

przez utlenione sterole

H2: Inflamasom NLRP3 odgrywa istotng role w aktywacji makrofagoéw, ich
transformacji w komorki piankowate oraz w rozwoju stanu zapalnego towarzyszacego
zmianom promiazdzycowym indukowanym przez rozpuszczalne sktadniki H. pylori oraz

utlenione sterole

H3: Stan zapalny moze by¢ skutecznie modulowany poprzez zastosowanie kolchicyny
dostarczanej do komodrek gospodarza w bezpiecznej formie opartej na nanoczastkach

polimerowych
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4. Cele pracy doktorskiej

1/ Ocena wptywu wybranych rozpuszczalnych komponentow H. pylori oraz utlenionych
steroli na rozwoj zmian promiazdzycowych w §rodblonku naczyniowym oraz na rozwoj

zespotu metabolicznego, w powigzaniu ze stluszczeniem watroby [publikacja I]

2/ Ocena roli inflamasomu NLRP3 w aktywacj¢ makrofagéw, ich transformacje w
komorki piankowate oraz aktywacji stanu zapalnego w przebiegu zmian indukowanych
przez wybrane rozpuszczalne komponenty H. pylori i1 utlenione sterole [dane

eksperymentalne nieopublikowane]

3/ Ocena bezpieczenstwa biologicznego kolchicyny dostarczanej w nosniku
polimerowym na wybranych komarkach eukariotycznych oraz skutecznosci jej dzialania
w zakresie ograniczenia aktywno$ci makrofagéw w celu tagodzenia stanu zapalnego

[publikacja II]
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5. Materialy i Metody

5.1. Materialy

1

Linie komorkowe:

Fibroblasty myszy 1.929 (ATCC® CCL-1™, Manassas, Wirginia, USA)
Monocyty cztowieka THP-1 (ATCC® TIB-202™, Manassas, Wirginia, USA)
Reporterowe monocyty cztowieka THP1-Blue™ NF-«xB (InvivoGen, San
Diego, Kalifornia, USA)

Monocyty cztowieka THP-1 zawierajace knockout regionu N-koncowego genu
NLRP3 THP1-KO-NLRP3 (InvivoGen, San Diego, Kalifornia, USA)

Komorki $rodbtonka naczyniowego wyizolowane z zyty pepowinowej HUVEC
(ATCC® CRL-1730™, Manassas, Wirginia, USA)

Modele in vivo:

Kawie domowe rasy himalajskiej (Zwierzgtarnia Wydzialu Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, £.6dz, Polska)

Myszy szczepu C57BL/6 (Zwierzgtarnia Wydziatu Biologii 1 Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet £6dzki, £.6dz, Polska)

Stymulatory:

Puste nanoczastki z poli-l-laktydu (PLA) inicjowanego metylowang J-
cyklodekstryng (NPs, Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk w Lodzi)

Nanoczagstki z poli-l-laktydu inicjowanego metylowang p-cyklodekstryna
zaladowane  kolchicyng  (NPs-C, Centrum Badan  Molekularnych
1 Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w £odzi)

Kolchicyna (Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy)

7-ketocholesterol (7KCH Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy)

LPS H. pylori CCUG 17874 (National University of Ireland, Galway, Irlandia,
dzieki uprzejmosci Prof. A.P. Morana),

LPS E. coli O55:B5 (Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy)

Nigerycyna (Sigma Aldrich, Darmstadt, Niemcy)
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5.2. Metody — wykaz metod stosowanych w pracy doktorskiej

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Model zwierzgey kawii domowych zakazonych eksperymentalnie

Helicobacter pylori, na diecie standardowej lub wysokotluszczowe;j

Immunoenzymatyczny test ELISA do oceny st¢zenia LDL

i rozpuszczalnego ICAM-1 w probkach surowicy zwierzecej

Barwienie immunofluorescencyjne preparatow cienkowarstwowych
do oceny depozycji utlenionego LDL, ekspresji molekuty adhezyjne;j
ICAM, peroksydacji lipidow i apoptozy w tkance aorty

Pomiar sztywno$ci naczyn u zwierzat z wykorzystaniem metody
pletyzmografii naczyniowej

Barwienie histochemiczne skrawkéw cienkowarstwowych watroby
oraz ocena stluszczenia watroby

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) tkanki watrobowej

Oceny aktywacji inflamasomu NLRP3 w komoérkach monocytarno-

makrofagowych
Pomiar st¢zenia ludzkiej IL-13
Ocena transformacji makrofagéw linii THP1 oraz THPKONLRP3

w komorki piankowate

Ocena ekspresji transblonowej formy receptora TREM2 w komorkach

monocytarno-makrofagowych

Pomiar st¢zenia rozpuszczalnej formy receptora TREM2 (sTREM2)

Synteza nanoczastek polimerowych metoda mikroprzeptywow

Pomiar stabilnos$ci nanoczastek polimerowych przy uzyciu aparatury
DLS
Pomiar uwalniania kolchicyny z nanoczastek polimerowych metoda

spektrofotometryczng
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15. Badanie cytobiokompatybilnosci in vitro przy uzyciu testu MTT [P.IL]

16. Test aktywacji szlaku sygnatowego NF-xB z wykorzystaniem [P.IL]
reporterowych monocytéw linii THP1-Blue

17. Ocena ultrastruktury komoérek  monocytarno-makrofagowych [P.IL]
eksponowanych na dziatanie: kolchicyny, nanoczastek - pustych lub
zatadowanych kolchicyng, przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM)

18.  Ocena bezpieczenstwa biologicznego oraz biodystrybucji nanoczastek [P.IL.]
zawierajacych kolchicyng, na modelu in vivo

19. Ocena regulacji procesu transformacji makrofagow THP1 w komorki [P.IL]

piankowate przez kolchicyn¢ wolng lub zamknigta w nanoczastkach

polimerowych
5.3. Opis metod stosowanych w pracy doktorskiej — wyniki
nieopublikowane

5.3.1 Oceny aktywacji inflamasomu NLRP3 w komdrkach monocytarno-

makrofagowych

Monocyty ludzkie linii THP-1 o gestosci 1x10° komoérek/ml nanoszono
w objetosci 200 pl /studzienke na plytke 96-studzienkowsa, a nastgpnie inkubowano
w obecnos$ci PMA (Sigma -Aldrich, Darmstadt, Niemcy) w st¢zeniu 50 nM w celu
przeksztalcenia monocytow w makrofagi. Po 72 godz. w inkubatorze w temp 37°C,
wilgotnej atmosferze z dodatkiem 5% CO; wymieniano podtoze hodowlane na §wieze,
bez dodatku PMA, a nastgpnie komorki hodowano dodatkowo przez 24 godziny.
W kolejnym etapie komorki stymulowano przy uzyciu: 7-ketocholesterolu - 7KCH (40
ng/ml), LPS H. pylori (25ng/ml), LPS E. coli (25ng/ml) oraz Nigerycyny (0,5 pg/ml)
przez 6 godzin w standardowych warunkach (37°C, 5% CQO?2). Po tym czasie supernatanty
komoérkowe zabezpieczano do wykorzystania w kolejnych etapach badan, a komorki
utrwalano przez 10 min w 4% roztworze formaldehydu. W kolejnych etapach komorki
przeplukiwano trzykrotnie PBS, inkubowano z 1% roztworem BSA/PBS przez 30 min,
a nastgpnie z przeciwcialami monoklanalnymi przeciwko NLRP3 (rozcienczenie 1:500
przygotowane w 1% roztworze BSA/PBS) przez noc w temperaturze 4°C. Po tym czasie

komorki ptukano trzykrotnie PBS, a nastgpnie inkubowano z drugorzedowymi

38



przeciwcialami kozy przeciwko IgG myszy, skoniugowanymi z fluorochromem Alexa
Fluor 488 (rozcienczone 1:1000 w 1% roztworze BSA/PBS) przez 2 godzinny w temp.
37°C. Fluorescencje komorek odczytywano przy uzyciu czytnika mikroptytek

SpectraMax przy dlugos¢ fali 495/519 nm.
5.3.2. Pomiar ste¢zenia ludzkiej 1L-1

Stezenie IL-1B w podltozach pohodowlanych komoérek THP-1 oznaczano przy
pomocy testu ELISA BD OptEIA™ Human IL-13 ELISA Set II (BD Biosciences,
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Test zostal wykonany zgodnie z protokotem

udostepnionym przez producenta.

5.3.3. Ocena transformacji makrofagow linii THP-1 oraz THPKONLRP3

w komorki piankowate

Monocyty ludzkie linii THP-1 oraz THPKONLRP3 nanoszono w gestosci 2,8
x10° komoérek/studzienke do plytki 12-dotkowej w objetosci 500 pl. W celu
przeksztalcenia monocytéw w makrofagi komorki poddawano dziataniu PMA (Sigma -
Aldrich, Darmstadt, Niemcy) w stezeniu 50 nM. Nastgpnie komorki inkubowano przez
72 godz. w inkubatorze w 37°C, 5% CO2. Po 72 godz. inkubacji wymieniano podioze
hodowlane na $wieze, a nastepnie komorki hodowano dodatkowo przez 24 godziny.
W kolejnym etapie komoérki stymulowano przy uzyciu 7 ketocholesterolu (7 KCh 40
ng/ml), LPS H. pylori (25ng/ml), LPS E. coli (25ng/ml) przez 24 godziny
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2). Po tym czasie komorki utrwalano przez
10 min 4% roztworze formaldehydu. W kolejnych etapach komorki przeptukiwano
trzykrotnie PBS 1 traktowano 60% izopropanolem przez 5 min. Nast¢pnie komorki
poddawano barwieniu czerwienig oleista przez 15 min, ktérg po tym czasie 2 krotnie
odplukiwano woda destylowang. Na koniec komoérki dobarwiano hematoksyling przez
1 min. Gotowe preparaty obrazowano w mikroskopie §wietlnym, w celu zliczenia

procenta powstalych komorek piankowatych.
5.3.4. Ocena ekspresji transblonowej formy receptora TREM2 w tkance i na
komorkach monocytarno-makrofagowych

Materiat wykorzystany do badan stanowily fragmenty aorty pobrane od pacjentow
z potwierdzong miazdzyca podczas operacji pomostowania aortalno-wiencowego

(wspolpraca z dr hab. Tomaszem Rechcinskim, Katedra I Kardiologii i Rehabilitacji
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Kardiologicznej, Szpital im Bieganskiego w Lodzi). Z uzyskanych fragmentéw naczyn
przygotowano parafinowe preparaty cienkowarstwowe (wspotpraca z dr Jarostawem
Szwalskim, Cytopath, 106dz) barwione hematoksyling i eozyng w celu oceny
histopatologicznej oraz przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne w kierunku
receptora TREM2 na komodrkach. W ramach procedury cienkowarstwowe sekcje naczyn
odparafinowano z wykorzystaniem ksylenu i alkoholu etylowego (st¢zenia w zakresie
95% - 100%), a po odptukaniu PBS inkubowano w roztworze 3% BSA/PBS przez
1 godzing w temp. pokojowej, nastepnie inkubowano z I-rzgdowymi przeciwciatami
przeciwko TREM2 (rozcienczenie 1:100 w 1% roztworze BSA/PBS) przez noc w 4°C,
a finalnie z Il-rzgdowymi przeciwcialami przeciwko IgG krdlika skoniugowanymi
z fluorochromem Alexa fluor 488 (rozcienczenie 1:1000 w 1% roztworze BSA/PBS)
przez 2 godziny w temp. pokojowe;j. Jadra komorkowe barwiono barwnikiem DAPI przez
15 minut w temp. pokojowej. Preparaty obrazowano przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej oraz konfokalnej przy nastgpujacych dlugosciach fali: dla Alexa Fluor
488: dtugos¢ fali 495/519 nm, a dla DAPI: dlugos$¢ fali 360/460 nm.

W celu oceny ekspresji receptora TREM2 na komorkach linii THP-1 — monocyty
rosngce na plytce 96-studzienkowej, w ilosci 2x10° komérek/studzienke w objetosci 200
pl, stymulowano: 7KCh (40 ng/ml), LPS H. pylori (25ng/ml), LPS E. coli (25ng/ml) oraz
nigerycyna (0,5 pg/ml) przez 6 godzin (37°C, 5% CO2), a nastgpnie barwiono
analogicznie jak fragmenty naczyn w kierunku receptora TREM2 (opis procedury
powyzej). Jedyna rdéznica polegala na pominieciu barwienia DNA komorek.
Intensywnos$¢ fluorescencji odczytano przy uzyciu czytnika mikroptytek SpectraMax

przy dtugos¢ fali 495/519 nm.

5.3.5. Pomiar st¢zenia rozpuszczalnej formy receptora TREM2 (sTREM?2)

Do oceny poziomu ztuszczonej formy receptora STREM2 wykorzystano
supernatanty komorkowe zebrane po 6 godzinnej stymulacji monocytow THP-1 wedlug
metody opisanej w punkcie 5.3.4. Ponadto w badaniach wykorzystane zostaly réwniez
surowice pobrane od pacjentow zakwalifikowanych do operacji pomostowania aortalno-
wiencowego, od ktérych pobrano takze fragmenty aort. Stezenie rozpuszczalnej formy
receptora TREM2 oceniono przy pomocy komercyjnego immunoenzymatycznego testu
ELISA Human TREM-2 ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Test

zostat wykonany zgodnie z procedurg udostgpniong przez producenta.
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5.3.6. Analiza statystyczna

Wykresy oraz analizy statystyczne zostaly wykonane w programie GraphPad Prism,
wersji 10.4.2 (Dotmatics, GraphPad Software, Stany Zjednoczone). Dane przedstawiono
jako $rednig i odchylenie standardowe (SD). Rozklad normalny danych i reszt zostat
oceniony przy pomocy testu Shapiro-Wilka wraz z wizualng analizg wykreséw Q-Q reszt,
natomiast rowno$¢ wariancji oceniono testem Browna-Forsythe'a lub Spearmana.
Warto$¢ p<0,05 uznawano za istotng statystycznie. Do analizy poréwnawczej 3 lub
wiecej grup spelniajacych  zalozenia testu  parametrycznego  zastosowano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA, z testem post hoc Dunneta. Dla danych
stezenia rozpuszczalnej formy TREM2 niespelniajacych zatozen testu ANOVA, analize
wykonano testem Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. Dane
odsetku  komoérek piankowatych dwoch  linii  komoérkowych — analizowano

dwuczynnikowym testem ANOVA z testem wielokrotnych porownan Tukeya.
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6. Wyniki

6.1. Wplyw wybranych rozpuszczalnych komponentow H. pylori
i utlenionych steroli na rozwoj zmian promiazdzycowych i zespolu

metabolicznego (Publikacja I)
P.1.

Helicobacter pylori components increase the severity of metabolic syndrome and its
hepatic manifestations induced by a high fat diet

Tomaszewska Agata, Gonciarz Weronika, Rechcinski Tomasz, Chmiela Magdalena,
Kurdowska Anna K., Krupa Agnieszka

Scientific Reports, 2024, 14:5764.

doi: 10.1038/541598-024-56308-7

Badania przeprowadzono w oparciu o hipoteze, ze zmiany promiazdzycowe
w $rodblonku naczyniowym oraz rozwoj zespolu metabolicznego, powigzane ze
sttuszczeniem watroby, moga by¢ indukowane przez rozpuszczalne komponenty
H. pylori, modulujace odpowiedz zapalng gospodarza oraz przez utlenione sterole. Celem
badan byta ocena roli tych czynnikow w inicjowaniu i nasilaniu wspomnianych zmian.
Badania przeprowadzono z wykorzystaniem doswiadczalnego modelu in vivo kawii
domowej na podstawie zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach (Nr 58/LB45/2016; 44/LB105/2018). Zwierzeta zakazano H. pylori
1 zywiono pasza odpowiadajaca roznym wariantom dietetycznym pod wzgledem
zawarto$ci tluszezu (standardowa lub wysokotluszczowa). Zwierzeta podzielono na
cztery grupy: niezakazone i otrzymujace karme standardowa, zakazone H. pylori na
diecie standardowej, niezakazone na diecie wysokotluszczowej oraz zakazone H. pylori
na diecie wysokotluszczowej. Po 60 lub 120 dniach zwierzgta zostaty poddane eutanazji,
a nastepnie pobrano od nich materiat biologiczny, taki jak: surowica, fragmenty naczyn
krwiono$nych, $ledziong oraz watrobe do dalszych analiz.

W surowicy krwi wszystkich zwierzat oceniano poziom LDL, a uzyskane wyniki
wykazaty wzrost stezenia tej frakcji cholesterolu w surowicach zwierzat karmionych
pasza wysokottuszczowa. Efekt ten byt zalezny od czasu trwania diety. Ponadto
wykazano, ze poziom LDL byt istotnie wyzszy u zwierzat zakazonych H. pylori. Chociaz
lipoproteiny LDL same nie wykazuja silnych wtasciwosci aterogennych, to w formie

utlenionej jako oxLDL moga prowadzi¢ do zaburzen funkcjonowania komorek
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srédbtonka 1 wywotywaé stan zapalny. Proces utleniania lipidow odbywa si¢
w Srodowisku reaktywnych form tlenu, ktorych poziom wzrasta w organizmie gospodarza
w czasie zakazenia H. pylori. U zwierzat zakazonych tymi bakteriami i karmionych dieta
wysokottuszczowag w $rédblonku naczyniowym stwierdzono odkladanie si¢ czasteczek
oxLDL, co korelowato ze wzrostem w tkance aortalnej poziomu 4-hydroksynonenalu
(4HNE) biomarkera stresu oksydacyjnego i utlenienia lipidow. Zatem podwyzszony
poziom 4HNE $wiadczyt o nasilonej peroksydacji lipidow, co sprzyjato tworzeniu
srodowiska promiazdzycowego. W efekcie nadmiernego stresu oksydacyjnego
dochodzilo do nasilenia apoptozy w komoérkach s$rédblonka, szczegdlnie u zwierzat
zakazonych H. pylori na diecie wysokotluszczowej. Kombinacja czynnikow
dietetycznych oraz bakteryjnych przyczyniata si¢ rowniez do zwigkszenia sztywnosci
naczyn krwiono$nych, przy czym najbardziej nasilone zmiany obserwowano u zwierzat
eksponowanych jedynie na jeden z czynnikow: albo zakazenie H. pylori przy diecie
standardowe;j, albo diet¢ wysokottuszczowa bez zakazenia. Mozliwe, ze efekt ten wynika
nie tylko z rozwoju $rodowiska sprzyjajacego miazdzycy, ale rowniez z nasilonej
depozycji przeciwciatl produkowanych w odpowiedzi na zakazenie, ktére moga odktadaé
si¢ w $rodblonku oraz migéniach gladkich naczyn, przyczyniajac si¢ do sztywnosci
naczyn.

Biorac pod uwage powyzsze w badaniach oceniono liczbg i wielko$¢ centrow
namnazania limfocytow w §ledzionie (germinal centers — GC). Wykazano, ze liczba GC
wzrastata wraz z czasem trwania zakazenia, a ich $rednica byla istotnie wigksza
u zwierzat zakazonych w poréwnaniu z grupg kontrolng (zwierzeta niezakazone). Wyniki
te wskazuja na aktywacje odpowiedzi humoralnej w przebiegu zakazenia H. pylori.

Ostatni etap badan przedstawiony w niniejszej publikacji obejmowat oceng
rozwoju zespotu metabolicznego u badanych zwierzat w powiazaniu ze stluszczeniem
watroby 1 wczesnymi zmianami miazdzycowymi. Zesp6l metaboliczny obejmuje
zaburzenia procesow biochemicznych i fizjologicznych zwigzanych z chorobami uktadu
krazenia oraz zaburzeniami czynno$ci watroby, okreslanych jako MASLD.

W celu oceny sthuszczenia watroby, preparaty cienkowarstwowe tego narzadu od
badanych zwierzat, wybarwiano hematoksyling i eozyna, a nast¢pnie poddano ocenie
histopatologicznej. Wykazano zwigzek pomie¢dzy zywieniem dieta wysokotluszczowa
i zakazeniem H. pylori, a nasileniem stluszczenia watroby u kawii domowych.
W watrobie zwierzat zakazonych H. pylori 1 karmionych dieta wysokotluszczowa

wykazano zmiany o najwigkszym nasileniu - sttuszczenie wielkokropelkowe obejmowato
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okoto 60% powierzchni badanych skrawkéw cienkowarstwowych, a w obrazie
mikroskopowym widoczne byly charakterystyczne hepatocyty okreslane jako

balonowate.
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Helicobacter pylori components
increase the severity of metabolic
syndrome and its hepatic
manifestations induced by a high
fat diet

Agata Tomaszewska®? ", Weronika Gonciarz!, Tomasz Rechcinski®, Magdalena Chmiela?,
Anna K. Kurdowska* & Agnieszka Krupa™’

The metabolic syndrome, often accompanied by hepatic manifestations, is a high-risk factor for
developing cardiovascular disease. Patients with metabolic dysfunction associated with steatohepatic
disease (MASDL) are at significant risk of developing coronary artery disease. Atherosclerosis is

a systemic inflammatory disorder in which several factors, including dietary or infectious factors,

can cause an inflammatory response. Helicobacter pylori (HP) bacteria have been implicated in the
progression of proatherogenic vascular endothelial lesions, moreover, our previous study in an
experimental in vive model of Cavia porcellus showed that HP components and high-fat substances
acted synergistically in promoting vascular endothelial inflammation, leading to an early onsetof a
proatherogenic environment. In the present study, our goal was to determine the contribution of HP
components to the development of hepatic manifestations of metabolic syndrome in an experimental
model. Our results showed that HP infection in animals exposed to a high-fat diet increased oxidative
stress and lipid peroxidation, followed by endothelial lipid deposition, impaired endothelial apoptosis,
cell lysis, and increased vascular stiffness. Finally, histopathological analysis of liver tissue showed
signs of MASLD development in HP-infected animals fed a high-fat diet.

Keywords Atherosclerosis, Metabolic syndrome, Heficobacter pylori, Endothelium

Cardiovascular diseases (CVD) are a major cause of death in Europe. The European Heart Network reports
that the number of CVD cases is still on the rise'. CVD includes various vascular disorders, but the most com-
mon and severe of them is atherosclerosis. This condition can develop quickly and may lead to a heart attack or
stroke'. Atherosclerosis is a medical condition that affects the entire body and causes inflammation. It is strongly
connected to high levels of oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL). This type of LDL is involved in the devel-
opment of atherosclerotic plaques in medium and large arteries, which can lead to serious health problems?.
Multiple factors can cause the inflammatory response in atherosclerosis, including dietary or infectious sources.
There is substantial evidence that the gut microbiota, which includes Escherichia coli (EC) and its lipopolysac-
charide, can impact the development of atherosclerosis through Toll-like receptor 4 (TLR-4)—induced cellular
axidative stress”, In addition, research conducted through seroepidemiological data and both in vitro and
in vivo studies indicate that the presence of Helicobacter pylori bacteria (H. pylori, HP) may impact the develop-
ment of atherosclerosis. This is particularly significant considering that over half of the world’s population is
infected with HP, and the infection is common in patients with cardiovascular disease® '

Earlier studies have shown'?, that soluble components of H. pyleri bacteria, when combined with a high-
fat diet, can create a proatherogenic environment in Cavia porcellus (guinea pig) that have been infected with
the bacteria orally. This proatherogenic environment refers to a scenario, where the HP bacteria colonize the
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stomach, causing chronic inflammation and high levels of reactive oxygen species (ROS) to be released from
activated immune cells or gastric epithelial cells that are under stress'™. This inflammation weakens the epithelial
barrier, allowing bacterial components to enter the bloodstream. Furthermore, the proatherogenic environ-
ment is characterized by the presence of oxidized lipids that undergo peroxidation in the presence of oxidative
stress. This can increase inflimmation and damage vascular endothelial cells, which can ultimately transform
macrophages into foam cells that participate in the formation of atherosclerotic plaque as showed previously'.
Moreover, our previous research, that was done using fluorescently labeled dextran particles, showed that the
secretion of reactive oxygen species (ROS) in response to HP components resulted in increased permeabil-
ity of human gastric epithelial cells (AGS) or human vascular endothelial cells (HUVEC) in vitro. We also
found that HP components inhibited the regeneration of gastric epithelial cells in vitro, thus promoted chronic
inflammation®'*1%, It's important to note that an imbalance between excessive ROS release and the number of
neutralizing antioxidants could lead to inflammation and the development of atherosclerosis'”. Pathogens and
their soluble components can contribute to the development of atherosclerosis by not only inducing inflamma-
tion but also affecting lipid metabolism. This can be observed through an increase in LDL or triglyceride levels
and a decrease in the concentration of high-density lipoproteins (HDL)®. Research has shown that patients
with diagnosed cardiovascular disease who are infected with HP have significantly increased cholesterol levels,
which decrease after the eradication of these pathogenic bacteria'". HP incorporates non-esterified cholesterol
into the cell membrane and induces its glycosylation, using both non-esterified and glycosylated cholesterol as
membrane lipid composition. This enables HP to evade phagocytosis and detoxify sterols that could be fatal
to the bacterium'®. In the stomach, HP reduces the amount of cholesterol in the gastric glands. This depletion
helps to prevent interferon gamma signaling and allows the bacteria to escape the inflammatory response of
the host™®. Additionally, some studies have suggested that atherosclerosis may be accompanied by an auto-
immune response to low-density lipoprotein (LDL) or various antigens of infectious agents, including HP.
This response may lead to the induction of cross-reactive antibodies'**"**, When the concentration of LDL
(low-density lipoprotein) in the bloodstream increases, there is a rise in the uptake of this lipid fraction by the
cells, leading to the accumulation of cholesterol in the endothelium®*. This, in turn, results in the deposition
of cholesterol in the vessels, primarily through interactions with proteoglycans of the subendothelial matrix.
Oxidized LDL is classified as a damage-associated molecular pattern (DAMP), and its recognition by lectin-
like oxidized low-density lipoprotein receptor-1 (LOX-1) and other pattern recognition receptors (PRRs) can
activate endothelial cells. This activation causes an upregulation of cytokines and chemokines that initiate the
recruitment of monocytes’. These monocytes, upon taking up oxidized LDL, transform into foam cells, which
further upregulate endothelial inflammation’***. In addition to cholesterol, lipid oxidation can produce other
harmful substances like 7-ketocholesterol (7KCh) and aldehydes such as 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE}, which
have proatherogenic effects. These substances can react with proteins and activate signaling pathways that damage
cell membranes . In a previous study, we found that HP components can cause macrophages to turn into foam
cells in the presence of oxidized cholesterol-7KCh''. Another study showed that 7KCh can decrease the integrity
of the HUVEC monolayer and increase cell apoptosis”. Recent studies indicate that metabolic syndrome, which
is often accompanied by CVD, can also manifest in the liver, resulting in a high risk of clinical symptoms of
CVD*™, Growing evidence suggests that patients with Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease
(MASLD), previously known as Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLDY), are at significant risk of devel-
oping coronary heart disease, cardiomyopathy, and cardiac arrhythmias. This can ultimately lead to increased
cardiovascular morbidity and mortality***-*, The inflammatory aspect of atherosclerosis plays a crucial role
in the development of cardiovascular disease. The hepatic manifestation of the metabolic syndrome is becomn-
ing increasingly common in patients with CVD. Therefore, the question of how inflammation is initiated and
how it contributes to the development of the set of biochemical and physiological abnormalities associated with
CVD is of great interest. The role HP infection in driving these events is also being investigated. Several animal
models, including the guinea pig model, are being used to study the role of various factors, such as increased fat
intake or infectious agents, in the development of CVID¥, We conducted a study to investigate the impact of HP
infection induced locally in the stomach of guinea pigs fed a high-fat diet. We aimed to determine whether this
could lead to increased oxidative stress and lipid peroxidation, followed by lipid deposition in the endothelium.
We also wanted to examine whether this process could result in a range of functional impairments, such as
deregulation of apoptosis, endothelial breakdown, and increased vascular stiffness. Additionally, we sought to
explore the potential effects of increased deposition of oxidized lipids on the surface expression of intracellular
adhesion molecule-1 (ICAM-1), which is responsible for allowing inflammatory cells to interact with the vascular
endothelium or may be involved in regenerative processes.

Finally, we also aimed to investigate whether vascular endothelial events that are dependent on increased
fat intake and ongoing HP infection are reflected in hepatic symptoms. These symptoms have been suggested
as early markers of CVD.

Results

To study the relationship between inflammation caused by HP bacteria and the development of metabolic syn-
drome, a group of Cavia porcellus animals was used in an in vivo model where they were either infected with HP
or left uninfected. They were then fed either a high-fat or standard diet. Helicobacter-like organisms (HLO) were
found in gastric tissue of all HP-infected animals, regardless of the type of diet, 7, 28, or 60 days after inocula-
tion. The HP-infected animals developed gastric inflammation, which was primarily caused by granulocytes
and lymphocytes in the later phases of infection. Specific anti-HP antibodies were produced by the animals and
were detectable in their serum samples at 7, 28, and 60 days after inoculation. Some animals were observed for
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Infected with HP

28 days

Control

up to 120 days to track the late systemic effects of HP infection in the context of the development of metabolic
syndrome, but no further investigation of HP infection markers was conducted.

Systemic inflammatory response in Cavia porcellus in response to oral inoculation with Heli-
cobacter pylori bacilli

We conducted a study to assess whether exposure of animals to HP infection resulted in increased activation of
systemic immune cells. To do this, we examined the germinal centers of the animals’ spleens either 7 or 28 days
following HP inoculation or in uninfected animals. We found that the size of germinal centers, as measured
by mean diameter, increased during HP infection, and this difference was statistically significant at both 7 and
28 days after HP inoculation in guinea pigs (Fig. 1A, B). Additionally, the number of germinal centers also
increased during HP infection. In control animals, the average number of germinal centers per 4 mm2 was less
than 10, whereas 28 days after HP inoculation it was more than 11 (data not shown).

Low-density lipoprotein level in serum samples of Cavia porcellus infected with HP and
exposed to a high-fat diet or standard chow

We conducted a study to examine the impact of inflammation resulting from HP infection on metabolic syn-
drome related to lipids. To do this, we measured the levels of LDL in the serum of tested animals and the deposi-
tion of oxidized LDL in their aortic tissue. After 60 or 120 days of feeding, we found that the levels of LDL in the
serum of animals that were exposed to a high-fat diet were significantly higher than those of animals that were
fed a normal chow. This increase was observed to be time dependent. Furthermore, we found that the increase
in serum LDL levels was consistently higher in animals that were fed a fat-enriched chow and infected with HP,
as shown in Fig. 2.

Oxidative stress and deposition of oxidized lipids in the aortic tissue of Cavia porcellus infected
with HP and exposed to a high-fat diet or standard feed
The deposition of ox- LDL in aortic tissue was examined using specific anti-ox- LDL antibodies and immunofluo-
rescence staining under a microscope. After 120 days of the experiment, ox-LDL depaosition was visible in the
aortic endothelial layer of HP/E animals (Fig. 3A, B), which correlated with the concentration of LDL in serum,
which was highest in the HP(E group of animals (Fig. 2). However, the measurement of fluorescence intensity in
areas where ox-LDL deposition was confirmed microscopically did not show any statistically significant differ-
ence between experimental groups, probably due to lower sensitivity resulting from the method of performing
the measurement itself (Fig. 3B).

We experimented to evaluate the level of 4 hydroxy 2 nonenal (4HNE), a product of fatty acid peroxidation,
in the aortic tissue of animals from different study groups using immunofluorescence staining. After staining
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Figure 1. Size of germinal centers in the spleens of animals at 7 and 28 days after H. pylori (HF) infection.

(A) Representative images of germinal centers in the spleen of animals; B220/dluster differentiation CD45R
(excitation 495 nm, emission 519 nm; green)—a marker of B lymphocyte differentiation; DAPI (excitation

358 nm, emission 461 nm; blue)—staining of nuclei. (B) Diameter of germinal centers in the animals’ spleens;
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, and Dunnett’s post-hoc multiple comparisons test
402 0.0001; Comparison: control animals (not infected) vs guinea pigs at 7 and 28 days after HP inoculation.

Scientific Reports |

(2024) 14:5764 | https:{doi.org/10.1038/541598-024-56308-7 nature portfolio



www.nature.com/scientificreports/

A. 60 days post infection H. pylori

DAPI

C/E

HPIN

Scientific Reports | (2024) 14:5764 |

Ox-LDL DAPI Ox-LDL a4
£
w =
50
£ £ 2- =
=g
o 9
25 - T
ix,
gn 19 =
(=]
s=
uw
0 T T .

kR
ek
ey
! Fkekk
 wEw
Hdkk
8- Hok
T
.1 3 HERh
Ak KAk
6 ! .

LDL [mg/mil]
3

C/N C/E IHP/N HP{El C/N  C/E |HP,¢‘N HP(E ]
60 days post 120 days post
infection infection

Figure 2. LDL concentration in serum samples of animals: uninfected (C-control) with H. pylori (HP) on a
normal (N} diet (C/N), uninfected (C-control) on an experimental (E) high-fat diet (C/E), infected with HP
on a normal diet (HP/N), infected with HP on an experimental high-fat diet (HP/E). Results are presented as
the mean values +SD. Statistical analysis was performed with three-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s
multiple comparisons test. *p=0.0332; **p=0.0021 ***p =0.0002; ****p <0.0001,

120 days post infection H. pylori B.
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Figure 3. Deposition of ox-LDL in the aortic tissue of the studied animals after 60 or 120 days of the
experiment. (A) Representative images of aortic tissue of animals: uninfected (C-control) with H. pylori (HP)
on a normal (N) diet (C/N), uninfected (C-control) on an experimental (E) high-fat diet (C/E), infected with
HP on a normal diet (HP/N), infected with HP on a high-fat diet (HP/E). Oxidized low density lipoprotein
(ox-LDL)—green (excitation 495 nm, emission 519 nm), DAPI—(excitation 358 nm, emission 461 nm) nuclei
staining, blue. (B) Relative fluorescence units presented as a multiple relative to the control group of animals
(C/N). Results are presented as the mean values £ SD. Statistical analysis was performed on log transformed
data to attain heteroscedasticity of residuals, with three-way ANOVA followed by posthoc Tukey's multiple
comparisons test.

aortic tissue with specific fluorescently labeled anti-4HNE antibodies, the fluorescence intensity of 4HNE was
found to be highest in the group of animals infected with HP and fed high-fat diets (HP/E), as shown in Fig, 4.
The images presented were taken after 60 days of feeding and/or inoculation of HP animals. Although CD34 was
used as an endothelial cell marker, it was difficult to attribute the fluorescence signal specifically to endothelial
cells as the process of lipid peroxidation may also affect smooth muscle cells™. These findings further support
our previous observations™, which demonstrated that a combination of dietary (high-fat foods) and bacterial
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Figure 4. Representative images of guinea pig aortic tissue stained for 4 hydroxy 2 nonenal (4HNE). Animals:
uninfected (C-control) with H. pylori (HF) on a normal (N) diet (C/N}), uninfected (C-control) on experimental
(E) high-fat die (C/E), infected with HP on a normal diet (HP/N), infected with HP on an experimental
high-fat diet (HP/E). 4 hydroxy 2 nonenal (4HNE)—(excitation 495 nm, emission 519 nm), green; cluster of
differentiation CD34—(excitation 590 nm, emission 618 nm) marker of endothelial cells, red. DAPI, marker of
cell nuclei, blue (excitation 358 nm, emission 461 nm).

(soluble HP antigens) components promotes a proatherogenic environment including the transformation of
macrophages into foam cells.

Apoptosis levels in the aortic tissue of Cavia porcellus infected with HP and exposed to a
high-fat diet or standard feed

The study examined aortic tissues from different animal groups for apoptosis using the enzyme terminal deoxy-
nucleotide transferase dUTP nick labelling (TUNEL) assay. The intensity of apoptosis was calculated from repre-
sentative images using the Image | software. However, quantification was limited to the endothelial layer of aortic
tissue. The results depicted in Fig. 5 indicate a significant increase in apoptosis in the vascular endothelium of
HP uninfected (control) animals fed a high-fat diet (C/E group). Furthermore, it was observed that HP-infected
guinea pigs (HP/E group) that were given experimental food had a much higher level of apoptosis.
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HPJE

c/N
Figure 5. The level of apoptosis in vascular endothelium, Tested animals: uninfected (C-control) with H. pylori
(HP) on a normal (N) diet (C/N), uninfected (C-control) on experimental (E) high-fat die (C/E), infected with
HP on a normal diet (HP/N), infected with HP on an experimental high-fat diet (HF/E). (A) The intensity of
fluorescence in the enzyme terminal deoxynucleotide transferase dUTP nick labelling (TUNEL) assay was
calculated based on representative pictures shown as relative fluorescence units (RFU). (B) Representative
images of aortic tissue of C/N and HP/E animals—TUNEL test (excitation 590 nm, emission 618 nm)
endothelial apoptosis (green), DAPI—(excitation 358 nm, emission 461 nm) nucleus staining (blue). Results are

presented as the mean values £ SD. Statistical analysis was performed with two-way ANOVA followed by post-
hoc Tukey’s multiple comparisons test. *p=0.0332; ***p=0.0002; ****p<0.0001.

>
o

N &
SN

Vascular stiffness

The occurrence of atherosclerosis in humans leads to an increase in blood vessel stiffness. To evaluate blood
vessel stiffness in animals from different groups, we conducted a study where they were exposed to normal or
fat-enriched experimental food and/or HP infection for 120 days. To measure the stiffness of the arteries, we
used a special rodent surgical monitor with a high-resolution electrocardiogram (ECG) from Indus Animalab
in Poznan, Poland'. The device measured the amplitude of the pulse wave, which determined the stiffness of
the arteries. The lower the amplitude, the stiffer the vessel. We selected only the average amplitude value for each
animal representing the data. We compared the average amplitudes between the groups and scored them based on
the differences. The scoring system ranged from 1 to 3, where 1 indicates significant stiffness (amplitudes lower
than 1.5 AU), 2 indicates partial arterial stiffness (amplitudes between 1.5 and 2 AU), and 3 indicates normal
arterial stiffness (amplitudes between 2 and 3 AU). The results in Fig. 6 show the highest arterial stiffness (score
1) in HP-infected animals fed a normal diet (HP/N) or uninfected {control) animals that were fed a high-fat
experimental diet (C/E).
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Figure 6, Effect of high-fat diet and/or HF infection on arterial stifiness in Cavia porcellus studied. Animals:
uninfected (C-control) with H. pylori (HP) on a normal (N) diet (C/N), uninfected (C-control) on a high-
fat experimental (E) diet (C/E), infected with HP on a normal diet (HP/N), infected with HP on a high-fat
experimental diet (HP/E) after 120 days of feeding and/or HP infection. (A) Results shown as heat map.

(B) Results for individual animals in different groups are shown as a bar graph (score number). Results are
presented as the mean values+ SEM.
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Hepatic steatosis as a hepatic manifestation of metabolic syndrome in Cavia porcellus infected
with HP and exposed to a high-fat diet

Metabolic syndrome refers to a collection of biochemical and physiological abnormalities related to cardiovas-
cular disease, that are considered to be the primary indicators of the development of atherosclerosis™. The most
common manifestation of dysregulation of lipid metabolism in metabolic syndrome is hepatic steatosis, fibrosis,
or inflammation of the liver.

The liver tissue of animals from different experimental groups was analyzed histopathologically after 120 days
of exposure to normal or fat-enriched feed and/or HP (Fig. 7A). The analysis was based on five parameters: degree
and location of steatosis, presence of fibrosis, lobular inflammation, and presence of balloon cells (Fig. 7C, D). A
score was developed based on these parameters, following the method previously described by Kleiner et al.™.
The liver sections of animals infected with HP and exposed to a high-fat experimental diet (HP/E) showed the
most intense steatosis with the highest score, location of steatosis, and ballooning. The large lipid droplets covered
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Figure 7. Evaluation of hepatic steatosis in animals fed a normal or fat-enriched diet and/or inoculated with
HE Animals: uninfected (C-control) with H. pylori (HP) on a normal (N) diet (C/N), uninfected (C-control) on
a high-fat experimental (E) diet (C/E), infected with HP on a normal diet (HP/N), infected with HP on a high-
fat experimental diet (HP/E) after 120 days of exposure. (A) Representative images of haematoxylin and eosin
staining of liver sections. (B) Representative images of lipid droplets and steatosis in liver tissue captured using

a scanning electron microscope for the C/N and HF/E animals’ groups. (C) Heat map of results calculated for
different symptom categories (mean values). (D) Results for different groups of individual animals are presented
as bar graphs. Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn's
post-hoc multiple comparisons test, *p<0.334.
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more than 60% of the organ surface, and lipids were mainly localized around small vessels. Ballooned hepatocytes
were also present. In liver sections from C/E animals, hepatic steatosis was present as small droplets that covered
less than 50% of the organ surface, with only a few balloon-shaped hepatocytes visible. There was no evidence of
fibrosis or lobular inflammation in any animal, regardless of the experimental group. To visualize areas of liver
steatosis in HP-infected animals fed a high-fat diet, we performed a scanning electron microscopy (SEM). As
shown in Fig. 7B fragments of liver tissue show lipid droplets or lipid deposits in areas of parenchymal cells. In
the process of steatosis, most cells accumulate lipid droplets, leading to hepatocyte ballooning and inflammation.
In the process of steatosis, most parenchymal cells contain only one large fat droplet, and its volume can be many
times larger than the original cell. Large fat droplets marginalize the cell’s cytoplasm and organelles, which can
interfere with metabolism and transport processes within the cell, and ultimately lead to the occurrence of cell
necrosis. It can also be one of the methods to stop fat accumulation in cells”.

Evaluation of arterial ICAM-1 expression and serum soluble ICAM-1 levels in Cavia porcellus
fed standard or fat-enriched diets, infected or uninfected with HP

In this study, we evaluated the expression of endothelial ICAM-1 in the aortic tissue of animals through immuno-
fluorescence, or by measuring the level of soluble ICAM-1 in their serum using enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA). Surprisingly, feeding uninfected animals with a fat-enriched diet did not have any impact on the
natural level of ICAM-1 expression in their arteries, which was like animals receiving a standard diet (Fig. 8A).
However, the fluorescence of arterial samples stained with anti-ICAM-1 antibody was found to be reduced in
HP-inoculated animals, The reduction in ICAM-1 deposition in the aortic tissue of HP-infected animals and
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Figure 8, Evaluation of the expression of ICAM-1 molecule: surface or soluble in animals fed a normal or
fat-enriched experimental diet and/or inoculated with HE. Animals: uninfected (C-control) with HP (H. pylori)
on a normal (N} diet (C/N), uninfected (C-control) on a high-fat experimental (E) diet (C/E), infected with HP
on a normal diet (HP/N), infected with HP on a high-fat experimental diet (HP/E) after 60 days of exposure.
(A) Representative pictures of intracellular adhesive molecule -1 (ICAM-1) expression in aortic tissues. (B)
Concentration of soluble ICAM-1 (sICAM-1) in animals’ serum. Results are presented as the mean values + SD.
Statistical analysis was performed with two-way ANOVA followed by post-hoc Tukey’s multiple comparisons
test, *p=0.0332, **p=0.0021; ICAM-1-(excitation 590 nm, emission 618 nm) red; cluster of differentiation
CD34—(excitation 495 nm, emission 519 nm) marker of endothelial cells, green.
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those fed a fat-enriched diet was less significant than that observed in samples obtained from animals maintained
on a normal diet (Fig. 8A). We used the level of soluble [CAM-1 (sICAM-1) detected in serum samples from
uninfected animals fed a standard diet as a control (Fig. 8B).

The amount of sSICAM-1 in the serum samples of animals fed with fat-enriched food, both infected and non-
infected with HP, was similar to that of the control group. However, it is worth noting that the level of sSICAM-1
in serum samples of HP-infected animals that were fed with standard feed was the lowest compared to the other
experimental groups (as shown in Fig. 8B).

Discussion

Atherosclerosis is a disease that affects the entire body and is caused by inflammation. It can be caused by vari-
ous factors, including genetics, diet, and lifestyle. However, the role of microbial factors in inducing chronic
inflammation is extremely important and cannot be ignored*’*, Studies show that HP infection is very common
in patients with CVD and is associated with increased levels of anti-H. pylori 1gG and anti-H. pylori IgA, which
indicates chronic exposure to these bacteria™ "',

In this study, we found that Cavia porcellus infected with HP showed an increase in the number of splenic
germinal centers. This suggests that a specific humoral response to HP antigens develops in infected animals. In
HP-infected CVD patients, the humoral response is even higher than in non-CVD patients with HP-associated
gastritis, This may indicate that the maturation and increasing number of germinal centers during HP infection
is linked to an increased humoral response’™,

Soluble components of Helicobacter pylori (HP), such as lipopolysaccharide (LPS), have been found to induce
oxidative stress in vascular endothelial cells. This can lead to increased cell apoptosis, cell lysis, or proatherogenic
inflammation®*". According to Krupa et al. (2021), HP antigens and 7KCh antigens promote endothelial cell
apoptosis through an extracellular signal-regulated kinase (ERK)-dependent signaling pathway ', The inflam-
matory response associated with HP infection provides an ideal environment for lipid oxidation, which drives
atherogenesis. Our previous results showed that HP and dietary components acted synergistically in the develop-
ment of an early proatherogenic endothelial milieu'’, In an experimental model of Cavia porcellus, chronic HFP
infection and exposure to a high-fat experimental diet promoted the transformation of macrophages into foam
cells". Studies have shown that during HP infection, the levels of cholesterol in the body increase. However,
after eradicating the infection, the cholesterol levels return to normal state. HP can absorb cholesterol into the
cell membrane or modify cholesterol in gastric tissue to avoid an inflammatory response'®.

Currently, to diagnose patients with a higher risk of atherosclerosis, metabolic syndrome is diagnosed in
patients with obesity, hypertension, elevated triglycerides, cholesterol, low level of high density lipoprotein
(HDL), high fasting glucose, or type 2 diabetes". It has been suggested that patients with atherosclerosis and
high LDL levels may be related to metabolic syndrome ™",

In our study, we observed that serum LDL levels in animals exposed to the high-fat diet were significantly
higher than in animals fed a normal diet, and the increase in LDL levels was time-dependent (higher after
120 days). Moreover, we found that the increase in serum LDL levels was consistently higher in animals fed a fat-
enriched diet and infected with HP after 120 days (Fig. 2). Interestingly, HP infection alone did not significantly
increase LDL levels; thus, diet was the key factor affecting serum LDL levels in the animals studied.

A study conducted by Haeri and his colleagues in 2018 revealed that the lipid profile in individuals infected
with HP can change during infection. However, the study found that only LDL levels significantly increased
in men*, Interestingly, a mouse model showed a direct correlation between HP infection and elevated LDL
levels", which is consistent with the results obtained in the Cavia porcellus model. The data indicated that ani-
mals exposed to a fat-enriched diet and infected with HP had higher serum LDL levels compared to uninfected
animals or those fed a standard diet. These results prompted us to look for a possible link between HP infection
combined with increased fat intake and arterial or systemic abnormalities in the Cavia porcellus model that might
promote the development of atherosclerosis.

LDL is a form of cholesterol in the body that is not proatherogenic, however, when it becomes oxidized
(0x-LDL), it can stick to the walls of blood vessels, disrupt the function of the cells lining the vessels, and cause
inflammation*’. This happens when ox-LDL interacts with a receptor called LOX-1 on the cells lining the ves-
sels. This interaction triggers a process that produces harmful molecules called reactive oxygen species, which
cause damage to cells and can lead to inflammation, One such molecule is 4HNE. At high concentrations, this
molecule can cause cell damage or cell death*. Our study found that animals infected with HP and exposed to
high-fat food had ox-LDL deposition in their aortic tissue. This deposition was accompanied by increased levels
of 4HNE in the same tissue, as well as higher rates of apoptosis in aortic endothelial cells. This process weakens
the vascular endothelial barrier, potentially leading to the progression of atherosclerosis by allowing lipopro-
tein particles to accumulate inside the vasculature. Ultimately, this can cause even stronger lipid oxidation and
deposition, as shown in previous research’®.

Guinea pigs are a reliable model for studying lipid metabolism and the onset of atherosclerosis induced by
a high-fat diet. This is because fatty streaks and atherosclerotic plaques can develop over weeks to months, as
shown in a study by Bernick et al. in 1962. The elasticity of the aortic wall in guinea pigs, as in humans, depends
on its architecture, which in turn affects systolic pressure®. Guinea pigs and other rodent models are becom-
ing increasingly popular for studying the development of arterial stiffness and foam cell formation that occur
in atherosclerosis®™*". Our data shown in Fig. 6 suggest, that even without a high-fat diet, soluble bacterial
components of HP can cause the increase of arterial stiffness. We have previously demonstrated that this could
potentially be attributed to the deposition of immune complexes™. Also, the studies conducted by Laurilla et al.*',
Satoh et al.** and Vahdat et al.”® suggest a significant association between HP infection and LDL hypercholes-
terolemia, HDL hypocholesterolemia, and elevated C reactive protein (CRP) levels. These studies also indicate
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that chronic infection may have an impact on lipid metabolism, which can increase the risk of CVD. According
to Abkas et al. 2010, individuals infected with HP have lower serum paraoxonase-1 activity, which is a major
anti-atherosclerotic component of HDL, and higher carotid intima-media thickness, which is one of the sur-
rogate markers of atherosclerosis'.

The metabolic syndrome can result in cardiovascular disorders, as well as liver disorders known as MASLD.
This syndrome is characterized by the buildup of triglycerides in liver cells and the resulting damage, which
is similar to that seen in cases of alcohol abuse. However, it is important to note that most patients with the
hepatic manifestation of CVD do not abuse alcohol. There are two variants of the disease—simple metabolic
dysfunction-associated steatotic liver (MASL) and metabolic dysfunction-related steatohepatitis (MASH). The
former is characterized by the accumulation of fat in the liver cells, while the latter is characterized by ballooning
and inflammation of liver cells. If left untreated, MASH can lead to liver fibrosis and eventually cirrhosis™ .
There is a suggestion that hepatic steatosis can be a useful marker for evaluating early atherosclerotic lesions or
vice versa. This is because both diseases share numerous risk factors™.

There is some evidence suggesting that HP may contribute to the progression of MASLD*, Pirouz et al.*”
demonstrated the presence of HP DNA in the liver tissue of patients with MASLD. Additionally, Polyzos et al.*®
detected higher levels of anti-HP IgG in patients with MASLD than in those without the condition, indicating
a potential association between HP and MASLD.

Our study revealed a strong and significant correlation between a high-fat diet, HP infection, and the occur-
rence of hepatic steatosis in Cavia porcellus. This condition can be considered as the development of metabolic
associated fatty liver disease (MAFLD). In addition, we observed balloon-shaped hepatocytes in liver sections
of HP/E animals, which may suggest a slow development of non-alcoholic steatohepatitis (NASH). However, we
cannot confirm this definitively due to the lack of evidence of lobular inflammation.

Our findings are in agreement with He et al’s™ data. The authors conducted a study on mice and demon-
strated that the combination of a high-fat diet and HP infection can impact the progression of steatohepatitis.
They noted that either infection alone or exposure to a high-fat diet alone did not have a significant impact on
hepatic steatosis and the development of MASLD®,

ICAM-11is a glycoprotein that is present on the surface of cells and acts as an adhesion receptor. Its primary
function is to regulate the recruitment of leukocytes from the bloodstream to areas of inflammation in the
endothelial cells. However, adhesion molecules, such as ICAM-1, are also essential for maintaining endothelial
integrity and promoting tissue repair. They do so by facilitating endothelial cell migration, which leads to wound
closure and neovascularization®. In 2004, Kevil et al. conducted a study on ICAM-1 and its role in regulat-
ing endothelial cell motility, which is crucial for the regeneration of endothelial tissue, The study found that
ICAM-1-deficient cells exhibited impaired total endothelial cell movement and directional migration. This was
associated with reduced phosphorylation of AktThr308 and endothelial nitric oxide synthase Ser1177, as well
as lower nitric oxide (NO) bioavailability, which contributed to the motility defect™. Studies have demonstrated
that when the distribution of ICAM-1 in the endothelium is impaired, it can lead to increased vascular leakage
during leukocyte transmigration. This can have potential local and systemic consequences®. In addition, when
there is a loss of endothelial ICAM-1, wound repair can be impeded due to reduced infiltration of neutrophils
and macrophages into the injured area™.

In this study, we investigated the impact of high-fat uptake and/or HP infection on ICAM-1 expression in
arteries, given its crucial role in inflammation. Our findings suggest that chronic HP infection alone in Cavia
porcellus can result in decreased ICAM-1 expression in arteries. We have determined that the observed reduc-
tion in ICAM-1 expression in arteries is unlikely due to an endothelial ICAM-1 shedding effect. This is because
the levels of systemic sSICAM-1, as measured in serum samples, were not increased in animals that were treated
with normal feed and inoculated with HP, as compared to uninfected animals that received normal feed, It was
also noticed that animals that were fed fat-enriched food and exposed to HP exhibited a trend towards reduced
ICAM-1 expression in arteries when compared to uninfected animals that received only fat-enriched chow.

One limitation of this study is that it cannot provide further explanation for a potential mechanism driven by
HP that leads to reduced deposition of endothelial ICAM-1. HP has various surface components that bind sialic
acid or heparan sulphate®®, These components are a part of the endothelial cell glycocalyx, which protects the
vascular endothelium and prevents the progression of atherosclerosis-related disorders™. There is a possibility
that soluble HP surface components with such specificity may play a role, but additional studies are required to
test this hypothesis.

Our study concludes that the combination of two risk factors: infectious (HP infection) and dietary (high-
fat diet) may lead to the development of metabolic syndrome, which can cause hepatic steatosis and poten-
tially escalate to metabolic dysfunction-associated steatohepatitis. These findings suggest that HP eradication
in HP-positive individuals could help in the treatment of CVD patients by reducing the risk of atherosclerosis
progression by controlling the cascade of events leading to the development and progression of metabolic syn-
drome. Moreover, HP eradication could potentially enable the restoration of ICAM-1-dependent mechanisms
of endothelial regeneration in light of HP-related increases in oxidative stress and apoptosis.

Materials and methods

Animal study

All studies involving animals were approved by the Local Ethics Committee (LKE9) for Animal Experiments of
the Medical University of Lodz, Poland, which was established by the Ministry of Science and Higher Education
in Poland (58/1B45/2016; 44/L.B105/2018). Ethics Statement: in vivo experiments were developed according to
the EU directive (Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010
on the protection of animals used for scientific purposes (Dz.U. L 276 2 20.10.2010, 5. 33-79)). Adult Himalayan
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Cavia porcellus (350-600 g), free of pathogens, were bred in the Animal House at the Faculty of Biology and
Environmental Protection, University of Lodz (Lodz, Poland), kept in cages with free access to drinking water
and fed with normal chow or experimental diet (high-fat food). Normal chow for animals contained: proteins
(24%), fat (3%), ash (8%), and fiber (10%), together with some nutritional additives, such as Vitamin A, Vitamin
D3, Vitamin E, copper, calcium, sodium, phosphorus, threonine, methionine with cysteine and lysine (Agropol,
Motycz, Poland). High-fat food contained: fat (19.5%), sucrose (15%), and cholesterol (0.35%) (Vivari, Warszawa,
Poland). Animals were inoculated per os with Helicobacter pylori (HP), reference strain CCUG 17874 (Culture
Collection University of Gothenburg, Sweden), positive for vacuolating cytotoxin (VacA) and cytotoxin associ-
ated gene A (CagA) antigen, which was cultured under microaerophilic conditions or with Brucella broth with
addition of 10% fetal bovine serum (FBS) (control animals), as previously described'***, Animals were randomly
divided into 4 groups (three to five animals per group): C/N (control uninfected/normal diet); C/E (control
uninfected/experimental diet); HP/N (HP infected/normal diet) and HP/E (HP infected/experimental diet). The
feeding of animals intended for HP inoculation was discontinued 24 h before the beginning of the experimental
procedure, with constant access of animals to drinking water. The control animals - uninfected received 1 mL
of 0.2 N NaHCO, by oral route (without anesthesia), and then, after 5 min, 1 mL of Brucella broth with FBS
(without anesthesia). The procedure was repeated three times at two-day intervals. Animals infected with HP
received 1 mL of 0.2 N NaHCO, orally (without anesthesia), and then after 5 min, 1 mL of the HP suspension
1% 10" CFU/mL (without anesthesia). The inoculation procedure was repeated 3 times at two-day intervals.
Animals were monitored daily (body weight, water, and food intake, behavioral symptoms, skin and fur condi-
tion, diarrhea), then on days 60 and 120 were euthanized with an overdose of sodium barbiturate (Morbital,
Biowet, Pulawy, Poland). Blood samples were proceeded to obtain serum, whereas spleen, liver, and aortal tis-
sue were preserved to perform histopathology. HP infection in the animals was confirmed by the presence of
Helicobacter-like organisms (HLQ) in gastric tissue specimens stained with Mayer hematoxylin and eosin as
well as assessment of accompanied local inflammation and the production of anti-HP antibodies as routinely
done in our laboratory'*®, The amount of HLO was graded as: (+++), (++), (+), where + means mild level of
colonization/bacteria not detected in every gastric crypt; ++ means moderate level of colonization/bacteria
detected in the majority of crypts present; +++ means severe level of colonization/bacteria present in all gastric
crypts™, The inflammatory reaction was evaluated according to the Sydney system criteria used for histological
examination of gastric tissue samples. Fresh tissue specimens were evaluated for urease activity and the isolates
were also assessed for the activity of catalase and oxidase. In serum samples the level of anti- HP antibodies was
assessed by the laboratory enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the complex of HP antigens
called a glycine acid extract (GE)™.

Currently in guinea pigs under the study, we also determined the systemic activation of the peripheral
immune system, 7 or 28 days from inoculation, by evaluation of the size of spleen germinal centers, which may
correlate with activation of innate immune cells, upregulation of inflammation and development of the humoral
and cellular adaptive immune response. For this purpose, the thin layer cross-sections of paraffin-embedded
aortic tissue after deparaffinization were stained with hematoxylin and eosin or immunohistochemically to
visualize surface molecule B220/CD45R, which is a marker characteristic of differentiating B lymphocytes.
To assess the presence of B220 in spleen sections, the tissue sections were incubated overnight with primary
anti-B220/CD45R antibodies conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) (dilution 1:300; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), and then cell nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Michigan, USA) for 15 min. After staining spleen sections were imaged using a confocal
microscope (Leica SP8, Wetzlar, Germany).

LDL and soluble ICAM-1 concentration in animal serum samples

The concentration of LDL was measured in animal serum samples with commercial HDL and LDL/VLDL Quan-
titation Kit according to the manufacturer’s protocol (detection range: 2-10 pg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Michigan, USA). The concentration of soluble ICAM-1 (sICAM-1) was measured in animal serum samples
using commercial Guinea pig sSICAM-1/CD54 ELISA Kit assay as recommended by the manufacturer (detection
range: 0.313-20 ng/ml; sensitivity min: 0.188 ng/ml, max: 20 ng/ml; MyBioSource, San Diego, California, USA).

Immunofluorescence for detection of deposition of oxidized LDL, lipid peroxidation, apopto-
sis, and ICAM-1 exposure in aortic tissue

‘The thin layer cross-sections of paraffin-embedded aortic tissue were deparaffinized, then incubated with 3%
bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, Michigan, USA) in phosphate-buffered saline (PBS)—
BSA/PBS, for 30 min at room temperature, to block unspecific binding. To detect deposition of oxidized LDL on
aortic lissue, sections were incubated with primary mouse antibodies anti-oxidized LDL (dilution 1:500, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA), followed by incubation with secondary fluorescein isothiocyanate
(FITC) conjugated goat anti-mouse IgG antibodies (dilution 1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Lipid peroxidation in aortic tissue was assessed by the detection of 4-hydroxy-2-nonenal (4HNE). For this
purpose, sections were incubated with FITC conjugated primary mouse anti-4-HNE antibodies, diluted 1:500,
and then with Alexa Fluor 594 conjugated mouse anti-CD34 antibodies diluted 1:500 (marker of endothelial
cells, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). To visualize cell nuclei sections were incubated with DAPT
(Sigma-Aldrich, St Louis, Michigan, USA), as previously described™. Stained tissue sections were imaged using
a fluorescent microscope (Zeiss, Axio Scope, A1, Jena, Germany) at appropriate wavelengths: FITC (excitation
495 nm, emission 519 nm}), Alexa Fluor 594 (excitation 590 nm, emission 618 nm), and DAPI (excitation 358 nm,
emission 461 nm). To detect cells undergoing apoptosis, aortic tissue sections were stained with commercially
available enzyme terminal deoxynucleotide transferase dUTP nick labelling (TUNEL) assay (Cat. Number
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C10617; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according to the manufacturer’s manual. Stained sections
were visualized in a confocal microscope (Leica SP8, Wetzlar, Germany). Fluorescence intensity was measured
using Image] v1.54 g software (https://imagej.net/ij/index.html). To show the endothelial expression of intracel-
lular adhesion molecule -1 (ICAM-1) sections were stained with primary rabbit antibodies anti-ICAM-1(dilution
1:500, Biorbyt, Cambridge, UK), followed by staining with secondary goat anti-rabbit IgG antibodies conjugated
with Alexa Fluor 594 (dilution 1: 2000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and with primary mouse
anti-CD34 antibodies (dilution 1:500; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA), then with secondary goat
anti-mouse IgG antibodies (dilution 1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cell nuclei were
stained with DAPI (Sigma-Aldrich, St. Louis, Michigan, USA). Stained tissues were visualized using a confo-
cal microscope (Leica SP8, Welzlar, Germany) at appropriate wavelengths: FITC (excitation 495 nm, emission
519 nm), Alexa Fluor 594 (excitation 590 nm, emission 618 nm) and DAPI (excitation 358 nm, emission 461 nm).

Measurement of artery stiffness

In vivo, vascular stiffness was determined in all animals included in the study by photoplethysmography (Indus
Instruments, Houston, TX, USA) at the location of the right hind limb artery (after 120 days of the experi-
ment), as previously described in Krupa et al.'%, Briefly, animals were laid supine on a temperature-controlled
plate (THM100, Indus Instruments) and maintained under anesthesia (1% isoflurane) during the procedure.
Once the heart rate was stabilized, the amplitudes were measured. The test lasted at least 15-20 s, and at least
20 waves were recorded during this time, but only representative amplitude values were selected to calculate
average amplitude (AU) values. Based on the average amplitude values, a score was developed that ranged from
1 to 3; where 1—included amplitude values lower than 1.5 AU, 2—amplitude values between 1.5—2 AU, and
3—amplitude values between 2 and 3 AU.

Liver histopathology

The liver was sliced with a cryotome (Leica CM 1950 Biosystems, Wetzlar, Germany), stained with hematoxylin
and eosin, and subjected to histopathological analysis by certified histopathologist (Cytopath, Lodz, Poland). The
degree of liver steatosis was evaluated according to a scoring system developed by Kleiner et al.*®. and was based
on five parameters: steatosis grade and location of steatosis/presence of fat droplets, fibrosis, lobular inflamma-
tion, and presence of ballooned cells. Additionally, the histopathological evaluation was expanded with the size
of steatosis droplets within the organ, of which small-droplet or large-droplet steatosis was distinguished. The
scores ranged from 0 to 3, except for the fibrosis category for which they ranged from 0 to 4. The parameters
for the hepatic manifestation of the metabolic syndrome, as well as the rules for their evaluation, are shown in
Table 1. Each category was evaluated and scored separately.

Scanning electron microscopy (SEM) of liver tissue sections
SEM analysis was performed as described in Rajathi et al. 2022 with minor modifications™. Briefly, guinea pig
liver tissues were cut into 0.5-1 mm thick slices and then fixed in 2% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer
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for 1 h, then washed and treated with 1% osmium tetroxide for 1 h. The tissues were then dehydrated using an
ethanol series (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 96%, 99.6%). Dehydrated tissues were dried using a Leica EM CPD300
critical point dryer (Leica Microsystems GmbH, Vienna, Austria). Liver sections were mounted using carbon
adhesive tabs and imaged using a Phenom ProX scanning electron microscope (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA).

Statistical analysis

All graphs were performed using GraphPad Prism 10.1.2(324) software (https:/{www.graphpad.com/features)
and values were expressed as the mean values with standard deviation apart from artery stiffness measurement
presented as the mean values with standard error of the mean. The Shapiro-Wilk test was used to assess the
Gaussian distribution. The Brown-Forsythe test was used to verify the equality of group variances. For two- and
three- way ANOVA analysis, Spearman s test for heteroscedasticity was used. Data of oxLDL deposition were
log transformed before analysis to attain heteroscedasticity of residuals. The individual tests are described below
the figures. In the case of all statistical analysis performed, alpha was set to 0.05.

Data availability
All data generated or analyzed during this study are included in this published article.
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6.2. Rola inflamasomu NLRP3 w transformacji makrofagow i rozwoju
zmian promiazdzycowych indukowanych przez wybrane rozpuszczalne
komponenty H. pylori i sterole (wyniki nieopublikowane)

Procesy zapalne zwigzane z aktywacja komorek immunokompetentnych
gospodarza odgrywaja istotng rol¢ w patogenezie miazdzycy. Wyniki badan ostatnich lat
wskazuja na inflamasom NLRP3 jako wewnatrzkomérkowy kompleks biatkowy
uczestniczacy w aktywacji makrofagéw, promujacy ich transformacj¢ w komorki
piankowate oraz nasilajacy reakcje zapalng rozwijajaca si¢ w obrebie S$ciany
naczyniowej. Hipoteza badawcza zaktadata, ze inflamasom NLRP3 moze uczestniczy¢
w indukowaniu i nasilaniu zmian promiazdzycowych w naczyniach poprzez odpowiedz
prozapalng makrofagdw na rozpuszczalne komponenty H. pylori oraz utlenione sterole
1ich transformacj¢ w komorki piankowate. W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki
badan dotyczace aktywacji inflamasomu NLPR3 komorek linii monocytarno-
makrofagowej in vitro po ekspozycji na komponenty H. pylori i/lub utlenione sterole.
Ponadto zamieszczono wyniki badan wskazujace, ze NLRP3 reguluje transformacje

makrofagéw w komorki piankowate.

6.2.1. Aktywacja inflamasomu NLRP3 w makrofagach po ekspozycji na

komponenty bakteryjne i oksydowane sterole

NLRP3 to wewnatrzkomorkowy kompleks aktywacyjny, ktory reaguje na szeroki
zakres molekularnych sygnatow zagrozenia, pochodzacych zaréwno od drobnoustrojow,
jak 1z wnetrza komorki, a takze na bodzce srodowiskowe. W odpowiedzi na te czynniki
dochodzi do aktywacji inflamasomu NLRP3, w ktorego sktad wchodzi biatko adaptorowe
zwigzane z apoptoza zawierajace domeng rekrutujaca kaspaze (ASC, ang. Apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain) oraz prokaspaza-
1, a konsekwencja aktywacji jest konwersja pro-kaspazy-1 w jej aktywna forme, co
umozliwia dojrzewanie i wydzielanie przez komoérke cytokin prozapalnych, takich jak
IL-1B 1 IL-18, ktore nasilaja stan zapalny. Wskutek aktywacji NLRP3 moze by¢
inicjowana pyroptoza - zapalna forma $mierci komorki’”,

Wyniki badan dotyczacych aktywacji inflamasomu NLRP3 zamieszczono na

Rycinie 3A. Wykazano, ze komponenty bakteryjne takie jak LPS H. pylori lub E. coli

istotnie aktywowaly inflamasom NLRP3, w stopniu poréwnywalnym do dzialania

60



nigerycyny, stosowanej w badaniach jako kontrola pozytywna aktywacji inflamasomu
NLRP3. Utleniony sterol, taki jak 7-ketocholesterol (7KCH) stabo aktywowaly NLRP3,
jednak w hodowlach zawierajacych tacznie 7KCH i LPS H. pylori lub LPS E. coli istotnie
nasilaly aktywacje NLRP3 chociaz stabiej niz bakteryjny LPS.

Aktywacje NLRP3 potwierdzono poprzez oznaczenie poziomu IL-1B w
podtozach pohodowlanych zebranych po stymulacji makrofagéw linii THP-1
utlenionymi sterolami i/lub komponentami bakteryjnymi (Ryc.3B). Wykazano, ze LPS
bakterii, zarowno samodzielnie, jak i w polaczeniu z utlenionymi sterolami, silnie
stymulowal wydzielanie IL-18, osiagajac poziomy poréwnywalne do obserwowanych
w hodowlach zawierajacych nigerycyng. Natomiast stymulacja makrofagéw THP-1
samym 7KCH powodowala jedynie niewielki wzrost poziomu tej cytokiny,
poréwnywalny
z kontrolg negatywna, tj. komdrkami niestymulowanymi (Ryc.3B).

A. B.
Aktywacja NLRP3 w makrofagach Produkcja IL-1B przez makrofagi
2.0 .y
1.5' — == Rk FRER **
% E 100-
= =]
= 1.094- &
@ =
) 50-
0.5 =
0.0 0 .

Ryc.3. Aktywacja szlaku NLRP3 w makrofagach THP-1 w wyniku ekspozycji na
utlenione lipidy, czynniki zakazne - LPS H. pylori lub LPS E. coli lub nigerycyne,
przedstawiona jako intensywno$¢ fluorescencji (RFU - relatywne jednostki fluorescencji)
- A/; Stezenie IL-1P wydzielonej przez makrofagi THP-1 stymulowane przez utlenione
lipidy, LPS H. pylori oraz E. coli lub nigerycyne - B/; LPS — lipopolisacharyd, 7KCH —
7-ketocholesterol;,  ***p<0,0002  ****p<0,0001 Analiza statystyczna zmian
w intensywnosci fluorescencji (RFU), oraz poziomu wydzielania IL-1B wykonana
jednoczynnikowym testem ANOVA, z testem porownan wielokrotnych Dunnetta w celu
porownania grup badanych do medium.
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6.2.2. Inflamasom NLRP3 jako kluczowy element transformacji makrofagow

w komorki piankowate

Komorki piankowate stanowig glowny skladnik blaszek miazdzycowych i sg
istotnym zrodtem sygnatow zapalnych w obrebie $rodblonka naczyniowego. Zgodnie
z doniesieniami naukowymi, moga one powstawac¢ zardwno z makrofagdw, jak i komorek
mieéni gladkich naczyn, w odpowiedzi na akumulacj¢ zmodyfikowanych lipoprotein,
takich jak oxLDL®’. W badaniach wykonanych w ramach pracy doktorskiej
skoncentrowano si¢ na okresleniu roli inflamasomu NLRP3 w powstawaniu komorek
piankowatych, w populacji komoérek monocytarno-makrofagowych.

W dos$wiadczeniach wykorzystano dwie linie komorkowe: linie¢ monocytarno-
makrofagowa THP-1 z funkcjonalnym inflamasomem NLRP3 oraz komorki
THPKONLRP3, wywodzace si¢ z linii THP-1, pozbawione ekspresji genu NLRP3,
poprzez usunigcie jego N- koncowego fragmentu, co skutkuje brakiem aktywnego
inflamasomu. Komorki obu linii, réZnicowano do makrofagéw, a nast¢pnie przez 24
godziny stymulowano 7KCH, LPS H. pylori lub LPS E. coli. Po zakonczeniu stymulacji
komorki utrwalono i wybarwiano czerwienig oleista w celu wizualizacji oraz
oszacowania liczby komorek piankowatych.

Otrzymane wyniki wykazaly, ze 7KCH oraz LPS H. pylori i E. coli, zarbwno
stosowane samodzielnie, jak i w potaczeniu z 7KCH, indukowaty transformacj¢
makrofagéw linii THP1 w komorki piankowate. Najwigkszy odsetek komorek
piankowatych zaobserwowano po stymulacji 7KCH (Ryc.4). W przypadku komorek
z niefunkcjonalnym genem NLRP3, efekt ten nie wystgpowal, a odsetek komorek
piankowatych po stymulacji badanymi czynnikami pozostat na poziomie kontroli, ktora
stanowity komorki ulegajace samoistnej transformacji w komoérki piankowate, w samym
podtozu, wynoszacej 22%. Istotne statystycznie obnizenie liczby komodrek piankowatych
wywodzacych si¢ z linit THPKONLRP3 w stosunku do komoérek THP1 z funkcjonalnym
inflamasomem NLRP3 odnotowano po stymulacji takich komorek: 7KCH (spadek
0 23,7%), LPS E. coli (spadek o 12,9%) oraz jednoczesnie 7KCH i LPS E. coli (spadek
o 20,5%). Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze inflamasom
NLRP3 odgrywa istotng rol¢ w procesie transformacji makrofagow w komorki
piankowate wchodzace w sktad blaszki miazdzycowej. Jego aktywacja moze by¢

wywotywana zarowno przez utlenione sterole, jak i bakteryjny LPS.
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Odsetek komérek piankowatych
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Ryc.4. Odsetek komorek piankowatych powstatych z makrofagéw THP-1 lub
THPKONLRP3 w wyniku ekspozycji na: 7-ketocholesterol (7KCH), lipopolisacharyd
(LPS) H. pylori Tub LPS E. coli; *p<0,0332 **p<0,0021 ***p<0,0002 Analiza
statystyczna wykonana dwuczynnikowy testem ANOVA, z testem porodwnan
wielokrotnych Tukeya, w celu poréwnania ze sobg grup badanych w obrebie jednej linii
komorkowej, oraz pomig¢dzy liniami komoérkowymi dla danego stymulatora.

Do wizualizacji komoérek piankowatych zastosowano barwienie czerwienig
oleistg oraz hematoksyling. Makrofagi, ktore ulegty transformacji w komorki piankowate,
wykazywaly obecno$¢ wyraznie wybarwionych na czerwono kropli lipidowych
w cytoplazmie. Na Ryc.5 przedstawiono reprezentatywne obrazy mikroskopowe
makrofagéw oraz wywodzacych sie z nich komodrek piankowatych, wykonane dla
komorek z kazdego z badanych uktadéw doswiadczalnych. W komorkach linii THP1
zaobserwowano wigkszg liczbg ciatek lipidowych w pojedynczej komorce. Natomiast
w komorkach z niefunkcjonalnym genem NLRP3 (THPKONLRP3) ciatek lipidowych
bylo mniej, czgsto obecne byly jako pojedyncze, drobne krople lipidowe.
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MEDIUM

LPS H. pylari + THCH

LPS E. coli+ THCH
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Ryc.5. Reprezentatywne zdjecia makrofagéw linii komorkowej THP1 i THAPKONLRP3
transformowanych w komorki piankowate po ekspozycji na: 7-ketocholesterol (7KCH),
lipopolisacharyd (LPS) H. pylori, LPS E. coli - samodzielnie lub jednocze$nie

6.2.3. Identyfikacja receptora TREM2 w formie blonowej lub rozpuszczalnej
W surowicy zaangazowanego w procesy zapalne w miazdzycy — pilotazowe badanie

z wykorzystaniem materialu klinicznego

Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, ekspresja na makrofagach receptora
wyzwalajacego na komorkach mieloidalnych 2 (TREM-2, ang. Triggering Receptor
Expressed on Mpyeloid Cells 2) jest obserwowana po ich rekrutacji do tkanek
obwodowych, w odpowiedzi na bodzce zapalne. W komdrkach immunokompetentnych
w krazeniu lub w tkankach oraz progenitorowych komorkach szpiku kostnego, poziom
ekspresji TREM2 jest bardzo niski lub czgsto niewykrywalny. Sugeruje si¢ zatem, ze
ekspresja TREM2 jest $cisle zwigzana z odpowiedza immunologiczng w $rodowisku
zapalnym. Receptor ten moze peli¢ funkcje regulatorowa, ograniczajac produkcje
cytokin prozapalnych i tym samym dzialajagc hamujgco na rozwoj reakcji zapalnej®!.

W obecnym badaniu wstgpnym okre§lano wystgpowanie TREM2 w tkance
aortalnej pobranej podczas operacji pomostowania aortalno-wiencowego od pacjentow
we wcezesnym (n= 4) lub zaawansowanym stadium miazdzycy (n= 4). Od pacjentow
pobierano rowniez krew celem otrzymania surowicy do rownoleglych oznaczen. Badania
wykonano we wspotpracy z Klinika Kardiologii Katedry Kardiologii Uniwersytetu
Medycznego, przy szpitalu im dr Wiadystawa Bieganskiego w Lodzi. Z uzyskanych
tkanek przygotowano preparaty cienkowarstwowe, ktore poddano barwieniu
hematoksyling i eozyng w celu oceny histopatologicznej oraz zabarwiono stosujac

monoklonalne przeciwciala rozpoznajace specyficznie receptor TREM2 na komoérkach.
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W ocenie immunohistochemicznej wykazano obecno$¢ TREM2 u 62,5%
badanych pacjentow (5), a ekspresja tego receptora byla widoczna w tkance aortalnej
przypuszczalnie w komoérkach monocytarno-makrofagowych obecnych w obrebie Sciany

naczyh (Ryc.6).

A

Ty

4x 40x

Ryc.6. Reprezentatywne obrazy cienkowarstwowych skrawkoéw parafinowych
fragmentow naczyn pobranych od pacjentoéw podczas operacji pomostowania aortalno-
wiencowego. A. Preparaty barwione hematoksyling i eozyng (H&E), mikroskop $§wietlny
(obiektyw 4x, 40x) B. Ekspresja receptora wyzwalajacego na komoérkach mieloidalnych
2 (TREM2) na komorkach zapalnych naciekajacych tkanke naczyn po barwieniu
immunofluorescencyjnym (TREM2 — pseudokolor zielony, DNA / 4',6-diamidyno-2-
fenyloindol DAPI/— niebieski) (obrazowanie z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego
Leica MICA; Obiektyw 4x, 40x) C. Ekspresja receptora wyzwalajacego na komoérkach
mieloidalnych 2 (TREM2) na komorkach zapalnych naciekajacych tkanke naczyn po
barwieniu immunofluorescencyjnym (TREM2 — pseudokolor zielony, DNA / 4',6-
diamidyno-2-fenyloindol DAPI/~ niebieski) (obrazowanie z uzyciem mikroskopu
konfokalnego Leica SP8, obiektyw 63x, imersja); dtugosci fali: TREM2=495/520 nm,
DAPI=360/460 nm

W surowicach pacjentow, od ktérych pobrano fragmenty naczyn, oznaczono
stezenie rozpuszczalnej ztuszczonej formy receptoréw TREM2 (sTREM2), a nastgpnie
porownano je z obecnoscia formy powierzchniowej TREM2 na komorkach
zlokalizowanych w $cianie naczyn. Poziom sTREM2 w surowicy oceniano metoda
ELISA. Obecno$¢ tego rozpuszczalnego markera zostala potwierdzona u 50% badanych
pacjentéw. Analiza wstgpnych wynikéw wykazata wystgpowanie czterech réznych typow
(T) pomiedzy ekspresja transbtonowej formy receptorow TREM2 w tkance a poziomem
jego rozpuszczalnej formy (sSTREM2) w surowicy:

T1 — brak ekspresji TREM2 na komoérkach w tkance aortalnej oraz brak wykrywalnego
STREM2 w surowicy,
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T2 - obecnos¢ receptoréw TREM2 na komorkach w tkance aortalnej, przy jednoczesnym
braku wykrywalnego sTREM2 w surowicy,

T3 — ekspresja receptoréw TREM2 na komoérkach w tkance aortalnej i obecno$¢ sSTREM?2
W SUrowicy,

T4 — brak ekspresji TREM2 na komoérkach w tkance aortalnej, ale obecnos¢ jego
rozpuszczalnej formy w surowicy

Zgodnie z danymi literaturowymi®?, typy T1 i T2 odpowiadajg wczesnemu stadium
miazdzycy, natomiast typy T3 1 T4 sa charakterystyczne zaawansowanego lub p6znego

stadium miazdzycy.

Tabela.1. Typy zaleznosci pomiedzy ekspresja receptoréw TREM?2 w tkance aortalne;j
lub rozpuszczalnej formy TREM (sTREM?2) w surowicy a czgstoscig wystepowania

czynnikow ryzyka rozwoju miazdzycy

TYP-

profil Pte¢ Wiek | Hipercholesterolemia | Nadci$nienie | Cukrzyca
pacjenta
T1iT2 0,75 0,5 0,25 0,5 0,25
T31T4 0,75 0,75 0,25 1 0,5

Pacjenci, u ktorych wystgpowaty ponizsze cechy otrzymywali po 1 punkcie za kazda
z nich. Nastgpnie sume punktow uzyskanych w danej grupie dzielono przez liczbg
pacjentow w tej grupie. Oceniane cechy to: wiek powyzej 60 lat, pte¢ meska,
hipercholesterolemia, nadcisnienie tetnicze oraz cukrzyca

Ocena czgstosci wystgpowania klasycznych czynnikow ryzyka (Tabela. 1): wiek
powyzej 60 lat, pte¢ meska, hipercholesterolemia, nadcisnienie tetnicze oraz cukrzyca —
wykazata zréznicowanie migdzy tymi grupami. Wérod pacjentéw z profilami T1 1 T2
odsetek os6b w wieku powyzej 60 lat wynosit 0,5; ptci meskiej - 0,75; z nadci$nieniem
tetniczym - 0,5; hipercholesterolemig - 0,25 oraz cukrzyca - 0,25. Natomiast w grupie T3
i T4 odsetek pacjentow w wieku powyzej 60 lat wynosit 0,75; mezczyzn — 0,75;
z nadcis$nieniem te¢tniczym - 1, hipercholesterolemig - 0,25, a cukrzyca - 0,5.

Liczne badania wskazuja, ze zakazenie H. pylori moze odgrywaé role
w patogenezie chorob sercowo-naczyniowych, na co wskazuje czestos$¢ takich zakazen
potwierdzona obecno$cia swoistych przeciwciat anty - H. pylori w surowicy pacjentow
z CHNS. Z tego wzgledu u wszystkich badanych o0s6b oceniano wystgpowanie

w surowicy swoistych przeciwciat przeciwko H. pylori, jako wskaznika przebytego lub
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aktualnego zakazenia. Przeciwciala anty - H. pylori wykryto u pacjentow (2/2)
nalezacych do typu T3, z ekspresja receptora TREM2 zaréwno w tkance, jak i w surowicy.
Przeciwnie, w grupie pacjentéw typu T1, charakteryzujacym si¢ brakiem ekspresji
TREM2, nie stwierdzono zakazenia H. pylori (1/1). W grupach posrednich, czyli T2 i T4,
gdzie ekspresja TREM2 w tkance (T2) lub w surowicy wystgpowata rozpuszczalna forma
TREM2 (sTREM2) (T4), odsetek pacjentow z dodatnimi przeciwciatami wynosit
odpowiednio 66,6% (2/3)150% (1/2). Uzyskane wstepne dane sugeruja mozliwy zwigzek
pomiedzy zakazeniem H. pylori, ekspresja TREM2 w tkance aortalnej lub sSTREM2
w surowicy, co moze mie¢ potencjalne znaczenie zaréwno diagnostyczne, jak

1 terapeutyczne (Ryc.7).

TYPY Pacjenciz potwierdzona obecnoscia przeciwciatanty-
H. pylori
T4
aoT2
aT3 13
oT4
T2
0 20 40 60 80 100 120
Procent pacjentéw zakazonych H. pyloriw poszczegélnych typach
pacjentow
T2 T3 T4

Ryc. 7. Procentowy udzial pacjentéw z obecnos$cig surowiczych przeciwcial anty-H.
pylori reprezentujacych immunofenotypy T1-T4, w odniesieniu do ekspresji TREM?2
lub wydzielania sTREM2. U wszystkich pacjentéw immunofenotypu T3,
charakteryzujacego si¢ obecnoscia TREM2 zaréwno w tkance, jak i w surowicy, wykryto
przeciwciala anty-H. pylori. Przeciwciat takich nie stwierdzono u pacjentow
immunofenotypu T1, u ktorych ekspresja TREM2 nie zostata wykryta.

6.2.4. Ekspresja TREM2 w komorkach monocytarnych, oceniana w hodowlach in

vitro po ekspozycji na czynniki infekcyjne i utlenione sterole.

Receptor TREM2 odgrywa istotng rolg w rekrutacji monocytéw do tkanek
obwodowych oraz w modulacji ich aktywacji w odpowiedzi na bodzce zapalne. Zgodnie
z doniesieniami literaturowymi, zmiany w ekspresji TREM2 moga by¢ nastgpstwem
aktywacji receptora Toll-podobnego 4- TLR4 (z ang. Toll-like receptor 4 TLR4)

w odpowiedzi na LPS, co wigze si¢ z hamowaniem produkcji cytokin prozapalnych,
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takich jak IL-6 i TNF-a. Ponadto wykazano, ze ekspresja TREM2 jest nasilana przez IL-
431,

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazuja, ze monocyty linii THP-1
stymulowane 7KCH lub bakteryjnym LPS (LPS H. pylori lub LPS E. coli), niezaleznie
lub tacznie, wykazywaty obnizong ekspresj¢ TREM2. Podobny efekt zaobserwowano po
stymulacji komoérek nigerycyna, wzorcowym aktywatorem inflamasomu NLRP3.
Najwigkszy spadek ekspresji TREM?2 odnotowano w warunkach stymulacji, tacznej LPS
1 7KCH (Ryc.8A).

Stezenie rozpuszczalnej formy TREM?2 (sTREM2) nie ulegato zmianie po
stymulacji komérek THP1 tylko LPS H. pylori lub LPS E. coli lub tylko 7KCH. Wzrost
stezenia STREM2 zaobserwowano jedynie po stymulacji monocytéw jednoczes$nie LPS
E. coli 1 TKCH ale nie LPS H. pylori i TKCH, jakkolwiek odnotowany wzrost ekspresji
TREM?2 nie byt istotny statystycznie wobec kontroli, ktorg stanowity komérki w samym

podtozu (Ryc.8B).

A. B.

Ekspresja btonowej formy TREM2

Stezenie rozpuszczalnej formy TREM2
na monocytach po 6h stymulacji e P ] y
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Ryc. 8. Poréwnanie ekspresji receptoréw blonowych TREM2 lub ich rozpuszczalnej
formy (sTREM2) w hodowlach monocytéw linii THP1. Ekspresja: A/ transblonowej oraz
B/ rozpuszczalnej formy receptoréw TREM2 po 6 godzinach stymulacji monocytow
THP-1: 7-ketocholesterolem (7KCH), LPS H. pylori, LPS E. coli, jednocze$nie 7KCH i
LPS H. pylori (7TK+HP), jednoczesnie 7KCH i1 LPS E. coli (7TK+EC) lub nigerycyng
(NIG; kontrola pozytywna aktywacji inflamasomu NLRP3); **p<0,0021 ***p<0,0002
*#%%p<0,0001 A- Analiza statystyczna wykonana jednoczynnikowym testem ANOVA, z
testem porownan wielokrotnych Dunnetta, w celu poréwnania grup badanych do medium
B- Analiza statystyczna wykonana testem Kruskala-Wallisa, z testem poroéwnan

wielokrotnych Dunna, w celu pordwnania grup badanych do medium.
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6.3. Kolchicyna w no$niku polimerowym jako potencjalny modulator
stanu zapalnego — ocena bezpieczenstwa i skutecznosci w badaniach in

vitro i in vivo (Publikacja Il — odpowiedzi na recenzje)
P.11.

(odpowiedzi na recenzje)

Targeted and safe delivery of colchicine via polymeric nanocarriers for potential
atherosclerosis therapy with in vitro and in vivo evaluation

Agata Tomaszewska, Barttomiej Kost, Marek Brzezinski, Martyna Nowicka, Maja Krupa,
Tomasz Rechcinski, Lucja Balcerzak, Stawa Glinska, Magdalena Chmiela, Agnieszka Krupa

Praca w recenzji w Scientific Reports

W niniejszym rozdziale przedstawiono oceng kolchicyny dostarczanej za pomoca
nosnika polimerowego jako potencjalnego modulatora odpowiedzi zapalnej, ktora sanowi
srodowisko rozwoju CHNS. Badania miaty na celu ocen¢ bezpieczenstwa biologicznego
opracowanej formuty dla wybranych komoérek eukariotycznych oraz jej skutecznos$ci
w regulacji aktywno$ci makrofagdéw w warunkach in vitro i in vivo.

Pierwszy etap badan, opisany w publikacji, obejmowat syntez¢ polimerowych
nanoczastek (NPs) zbudowanych z gwiezdzistego poli-l-laktydu inicjowanego
metylowang B-cyklodekstryng, zaladowanych kolchicyng (NPs-C). Nanoczastki te
zostaly przygotowane metoda mikroprzeptywowa, we wspotpracy z Instytutem Badan
Molekularnych 1 Makromolekularnych, Polskiej Akademi Nauk w Lodzi.
Z wykorzystaniem aparatury, ktorej dziatanie oparte jest na pomiarze dynamicznego
rozpraszania $wiatla (DLS) okreSlono wielko§¢ czastek oraz oceniono ich
dlugoterminowg stabilno$¢ w ciggu 12 dni. Nie odnotowano istotnych zmian wielko$ci
NPs w tym czasie. W przeprowadzanym badaniu uwalniania kolchicyny z NPs wykazano,
ze proces ten przebiega najintensywniej w ciggu pierwszych 7 godzin, a po 48 godzinach
uwalnianie wchodzi w fazg wyrownang. Po 72 godzinach do $rodowiska reakcyjnego
uwolnione jest okoto 60% catkowitej ilosci kolchicyny. Stezenie kolchicyny zastosowane
w kompleksie NPs-C zostalo celowo dobrane tak, aby odpowiadato st¢zeniu kolchicyny
stosowanemu w badaniach prowadzonych z uzyciem wolnej kolchicyny. Ustalono je
w odniesieniu do dawki terapeutycznej kolchicyny dopuszczonej do stosowania u ludzi,

ktora wynosi 0,5mg na dobeg. Dzigki temu mozliwe bylo bezposrednie poréwnanie

69



efektywnosci 1 bezpieczenstwa biologicznego kolchicyny w formie wolnej lub
zamknigtej w nanoczastkach, przy zachowaniu klinicznie poprawnych parametrow
dawkowania.

W dalszym etapie badan oceniano réwniez cytobiozgodno$¢ nanoczastek
zatadowanych kolchicyng wobec komorek eukariotycznych. Aktywnos$¢ metaboliczng
komorek po inkubacji z NPs-C oceniano przy uzyciu testu redukcji MTT, zgodnie
z normg ISO 10993-5:2009 dotyczaca oceny cytotoksycznosci materiatow o
potencjalnym zastosowaniu biomedycznym. Zgodnie z tg norma, substancje uznaje si¢ za
bezpieczne, jesli w modelu in vitro nie obnizaja aktywnosci metabolicznej fibroblastow
myszy L929 ponizej 70%.

Oproécz linii wzorcowej 1929, nanoczastki testowano na komodrkach $roédbtonka
naczyniowego liniit HUVEC oraz komoérkach watroby linii LoVo. Wyniki uzyskane po
24-godzinnej inkubacji komorek obu linii z nanoczastkami zatadowanymi kolchicyng nie
wykazaty efektu cytotoksycznego wzgledem komorek L.929 i HUVEC w zakresie st¢zen
0,03 do 0,50 mg/ml. Dla linii LoVo brak dzialania cytotoksycznego obserwowano
w zakresie stgzen 0,03 do 0,10 mg/ml. Ze wzgledu na fakt, ze potencjalne dziatanie
niepozadane kolchicyny moze by¢ zwigzane z dtuzszym czasem ekspozycji komorek na
zwigzek, w kolejnym etapie oceniono zywotno$¢ komodrek po 72 godzinach inkubacji
zaréwno z NPs-C, jak i wolng kolchicyng. Na podstawie uzyskanych danych wyznaczono
warto§¢ CC50 (stezenie w jakim kolchicyna powoduje obumarcie 50% badanych
komorek) dla kazdej z trzech badanych linii komorkowych, a analiza statystyczna
wykazata, ze wartos¢ CC50 dla NPs-C byla istotnie wyzsza niz dla wolnej kolchicyny, co
sugeruje wigksze bezpieczenstwo formuty NPs-C.

W celu poglebionej oceny biokompatybilnosci NPs-C oraz identyfikacji
potencjalnych uszkodzen komoérkowych, monocyty cztowieka linii THP1 inkubowano
z pustymi NPs, NPs zatadowanymi kolchicyng (NPs-C) lub wolng kolchicyng. Nastepnie
komorki obrazowano przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM).
Technika ta umozliwia ocen¢ lokalizacji wewnatrzkomoérkowej NPs oraz ewentualnych
uszkodzen ultrastrukturalnych. Obrazowanie wykazato zmiany w morfologii komorek
THP-1 traktowanych wolng kolchicyng - wyrazajace si¢ nasilong wakuolizacja oraz
obecnoscig licznych endosoméw i lizosomow, co sugeruje zaawansowang autofagie. Dla
porownania komorki inkubowane z NPs-C nie wykazywaly istotnych uszkodzen

wewnatrzkomorkowych 1 byly zblizone pod wzgledem ksztaltu, wielkosci oraz
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organizacji ultrastruktury do komoérek kontrolnych lub komorek traktowanych pustymi
nanoczastkami (NPs).

Komorki linii THP-1 wykorzystano réwniez w celu oceny funkcjonalnego
dzialania na te komorki kolchicyny zamknigtej w nanoczastkach. Badano wpltyw zaréwno
wolnej kolchicyny, jak i kolchicyny zwigzanej z nanoczastkami (NPs-C) na proces
transformacji makrofagéw linii THP-1 w komorki piankowate. Komorki piankowate
uwidaczniano w mikroskopie $wietlnym po wybarwieniu czerwienig oleistg. Zaréwno
kolchicyna wolna jak i w formie zwigzanej z NPs, skutecznie hamowata transformacj¢
makrofagéw w komorki piankowate indukowang przez 7KCH lub LPS H. pylori, lub LPS
E. coli. Wyniki te wskazuja, ze kolchicyna uwolniona z NPs wykazuje porownywalna
skuteczno$¢ do wolnej kolchicyny w hamowaniu tworzenia komorek piankowatych, przy
jednoczesnym ograniczeniu jej cytotoksycznego dziatania na komorki eukariotyczne
podczas dluzszej ekspozycji.

Ostatni etap badan, realizowany w ramach trzeciego celu pracy doktorskiej,
obejmowal ocen¢ bezpieczenstwa stosowania zsyntetyzowanych NPs-C w modelu
zwierzecym myszy. Zwierzgtom podawano dootrzewnowo tacznie 12 dawek, co trzy dni
jednego z nastepujacych preparatow: kolchicyny zamknigtej w nanoczastkach (NPs-C),
pustych nanoczastek (NPs), wolnej kolchicyny lub buforu eksperymentalnego (EB —
grupa kontrolna). Dawka kolchicyny wolnej wynosita 1,2 mg/kg masy ciata, a dawka
kolchicyny uwolnionej/zwigzanej z NPs byta porownywalna. Kazda grupa badana liczyta
dziesi¢¢ osobnikéw, z rownym podziatem na samce i samice (po pig¢ zwierzat kazdej
ptci). Myszy monitorowano pod katem przezywalnosci, zmiany masy ciata oraz
zachowania w trakcie catego doswiadczenia. Zaobserwowano, ze zwierzeta otrzymujace
kolchicyng w NPs lub puste NPs nie wykazywaly istotnych zmian masy ciata ani
zachowan odbiegajacych normy w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast u myszy,
ktérym podawano wolng kolchicyne, juz w ciagu pierwszych trzech dni eksperymentu
odnotowano spadek masy ciala przekraczajacy 20% wartosci poczatkowej, co
skutkowalo $miercig zwierzat po podaniu drugiej lub trzeciej dawki kolchicyny.

Po zakonczeniu podawania 12 dawek badanych preparatow, myszy, ktére
otrzymywaty NPs-C, NPs lub EB zostaly poddane eutanazji, a pobrany materiat
biologiczny uzyto do oceny dziatania hepatotoksycznego, nefrotoksycznego lub dziatania
powodujacego uszkodzenie migsnia sercowego. Stosunek masy watroby i $ledziony do
catkowitej masy ciata w grupach otrzymujacych NPs lub NPs-C oraz w grupie kontrolne;j
(EB) nie r6znit si¢ ani pomigdzy grupami, ani w zaleznosci od ptci badanych zwierzat.
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Ponadto, w zadnej z grup zwierzat nie stwierdzono zauwazalnych zmian
makroskopowych w wygladzie narzadow wewnetrznych.

W surowicach zwierzat badanych oceniono st¢zenia enzymow watrobowych
(aminotransferazy alaninowej — ALT oraz aminotransferazy asparaginianowej - AST)
oraz kreatyniny i sercowej troponiny typu 1. ALT i AST, jako markery uszkodzenia lub
zaburzenia funkcji watroby, postuzyly do oceny potencjalnej hepatotoksycznosci
badanych zwiagzkow. Uzyskane wyniki nie wykazaty istotnych réznic w poziomie ALT
u obu plci ani w poziomie AST u samic. Zauwazono natomiast wzrost stezenia AST
u samcoéOw z grupy otrzymujacej NPs-C w porownaniu do grupy kontrolnej, jednak
wartos$ci te miescity si¢ w referencyjnym zakresie uznanym dla gatunku Mus musculus.
Nefrotoksyczno$¢ oceniono na podstawie stezenia kreatyniny w surowicy. W badaniu nie
wykazano istotnych réznic mi¢dzy grupami, co wskazuje na brak uszkodzenia nerek
u badanych zwierzat. Ponadto w surowicy oceniono poziom troponiny sercowej typu 1 —
markera uszkodzenie migénia sercowego wynikajagcego m.in. z niedokrwienia lub
ekspozycji na bodZce mechaniczne, biologiczne lub chemiczne. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w stezeniu tego markera pomigdzy grupami otrzymujacymi
NPs-C, NPs lub EB, co potwierdza bezpieczenstwo stosowania badanych nanoczastek
wzgledem uktadu sercowego.

W ramach uzupelnienia oceny bezpieczenstwa biologicznego badanych formut
NPs lub NPs-C przeprowadzono rowniez wstepng oceng ich biodystrybucji narzadowe;.
W tym celu wykorzystano nanoczastki znakowane pirenem, zwigzkiem o wtasciwosciach
fluorescencyjnych umozliwiajacych $ledzenie ich rozmieszczenia w tkankach.
Obrazowanie fluorescencyjne wykazato, ze zaréwno puste NPs, jak 1 NPs-C
akumulowaty si¢ w tkankach watroby oraz serca. Jednakze sygnat fluorescencji w obrebie
watroby byt stabszy niz w sercu. Roznice te mogg wynika¢ z budowy miazszu watroby,
wysokiej aktywnos$ci metabolicznej tego narzadu oraz zdolnosci do szybkiej eliminacji
czasteczek ze wzgledu na obecno$¢ makrofagdw watrobowych, a takze mniejszej liczby
podanych dawek (trzy iniekcje). W obecnym badaniu preparaty podawano droga
dootrzewnowa co pozwala na osiagni¢cie efektu ogolnoustrojowego narazenia na
substancj¢, porownywalnego z iniekcja dozylna, dzigki szybkiemu wchtanianiu
podawanego preparatu z dobrze unaczynionej jamy otrzewnej do krazenia. Ponadto,
droga dootrzewnowa podawania preparatow jest powszechnie stosowang i technicznie
prostsza metoda w badaniach przedklinicznych na gryzoniach, zmniejszajaca ryzyko
powiklan zwigzanych z podaniem dozylnym, a jednocze$nie zapewniajacg wiarygodne
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dane farmakologiczne i toksykologiczne (Administration of substances to laboratory
animals: routes of administration and factors to consider; J Am Assoc Lab Anim Sci. 2011

Sep;50(5):600-613).
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Abstract

This study highlights the potential of nanoparticle-encapsulated colchicine as a safer and
more effective alternative to free colchicine for treating atherosclerotic vascular disease
(ASCVD). While colchicine is known for its anti-inflammatory properties, its dose-
dependent toxicity limits long-term clinical use. To address this issue, colchicine was
encapsulated in polymeric nanoparticles synthesized through a microfluidic method using
methylated B-cyclodextrin as the initiator. The resulting formulation achieved an
encapsulation efficiency of 30% and a drug loading capacity of 75%, indicating a high
payload capability. This approach not only demonstrated high drug-loading efficiency but
also enabled controlled release, with approximately 60% of the drug being released over
96 hours. The nanoparticle formulation preserved colchicine’s ability to inhibit foam cell
formation—a critical event in the progression of atherosclerosis—while significantly
reducing toxicity to eukaryotic cells. Transmission electron microscopy revealed that
cells treated with nanoparticle-bound colchicine maintained normal morphology, unlike
those exposed to free colchicine, which rapidly accumulates intracellularly and disrupts
cell function. In vivo evaluation confirmed the safety of the formulation, showing no
adverse effects on the liver, kidneys, or heart, as indicated by stable levels of ALT, AST,

creatinine, and cardiac troponin I. Biodistribution studies with fluorescently labeled
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nanoparticles further suggested accumulation in tissues such as the heart and liver,
highlighting the potential therapeutic relevance of colchicine-loaded nanoparticles for
cardiovascular applications. Given these findings, the nanoparticle-based colchicine
formulation presents a favorable efficacy and safety profile, warranting further preclinical

development and eventual clinical evaluation.

Keywords

Colchicine, nanoparticles, atherosclerosis, foam cells, cytobiosafety

Introduction

Colchicine is an alkaloid derived from the tubers of the autumn crocus (Colchicum
autumnale) and is one of the oldest known medicinal substances extracted from plants.
Colchicine was likely used in ancient times to treat inflammatory conditions and joint
pain. The alkaloid was first isolated and purified in 1820, and it was officially named
"colchicine" in 1833. 2 Colchicine works by inhibiting the activity of neutrophils,
thereby helping to prevent the acute symptoms associated with inflammatory diseases. It
binds to tubulin and forms complexes that inhibit the folding and polymerization of
microtubules. Microtubules play a crucial role in several essential cellular processes,
including the transport of substances within cells, maintaining cell structure, and secreting
cytokines and chemokines. ** Due to its anti-inflammatory properties, colchicine is
widely used to treat various conditions, including gout, familial Mediterranean fever,
ASCVD, and pericarditis. Its powerful anti-inflammatory effects, linked to multiple
cellular pathways, have led to increased interest in its potential use for treating
cardiovascular diseases in recent decades.

Numerous clinical trials have evaluated colchicine’s role in treating
cardiovascular disease, especially for preventing atherosclerosis and myocardial
infarction. Key among them are the COLCOT and LoDoCo trials. " The original
LoDoCo trial (2008-2010, Australia) assessed colchicine for secondary prevention in 532
patients with stable coronary artery disease. Over 36 months, those receiving 0.5mg daily
showed a significant reduction in cardiovascular events. Side effects included
gastrointestinal intolerance (2.5%) and rare muscle issues, including one case of myositis.
The study highlighted the benefits of adding colchicine to standard therapy. >’ The
LoDoCo2 trial (2014-2020) further investigated the use of low-dose colchicine in 5,522
patients with chronic coronary disease. Over a median 28.6-month follow-up, major
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cardiovascular events occurred in 6.8% of the colchicine group versus 9.6% in the placebo
group. Non-cardiovascular deaths were 1.9%. Common side effects included myalgia
(21.2%) and gastrointestinal intolerance (15.4%). %’ The COLCOT trial (2015-2019,
Canada) investigated the use of colchicine after myocardial infarction in 4,745 patients.
Over 22.6 months, serious cardiovascular events occurred in 5.5% of the colchicine group
versus 7.1% with placebo. Side effects were reported in 17.5% (diarrhea - 9.7%;
pneumonia - 0.9%) of the participants. *’ These trials led to FDA approval of 0.5mg
colchicine daily for reducing the risk of myocardial infarction, stroke, and cardiovascular
death in coronary artery disease patients. ® However, gastrointestinal and muscle-related
side effects are common. Enhancing colchicine delivery could improve tolerance,
adherence, and long-term cardiovascular outcomes.

Our objective was to reduce the side effects of colchicine while enhancing its
therapeutic effectiveness. To achieve this, we encapsulated colchicine in polymeric
nanoparticles synthesized using methylated pB-cyclodextrin as a lactide polymerization
initiator, forming an inclusion complex that may improve drug solubility and reduce
toxicity. The delivery system leverages key advantages of polymeric nanoparticles over
other nanocarriers, including controlled and sustained drug release, enhanced stability,
and high encapsulation efficiency, while being biocompatible and biodegradable. We
employed microfluidic technology to produce nanoparticles with superior size uniformity
and reproducibility compared to traditional emulsion methods. Additionally, the use of
star-shaped polylactic acid (PLA) significantly enhances drug loading and encapsulation
efficiency compared to linear polymer systems, thereby contributing to a more effective
delivery platform. This work encompasses a comprehensive characterization of the
formulation’s cytocompatibility, biodistribution, and anti-inflammatory potential to
evaluate its suitability for modulating the inflammatory response associated with the
development and progression of atherosclerosis. Compared to other nanocarriers, such as

liposomes, micelles, and inorganic particles, our polymeric system offers superior drug
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protection, tunable release kinetics, structural stability, and reduced immunogenicity, all

of which are essential for safe and effective delivery.

Results
Stability Analysis, Morphological Characterization, and Colchicine Release
Evaluation of Nanoparticles in Biological and Physiological Environments

The polymer for the preparation of NPs was synthesized by ring-opening
polymerization of lactide in the presence of the catalyst/initiator system composed of tin
(IT) octoate/methylated-B-cyclodextrin (MBCD) °. In the applied condition, a star-shaped
homopolymer of lactide with a MBCD core was successfully achieved (Supplementary
Data, Fig. 1S). The molar mass of the polymer and the number of average arms were
estimated by using size-exclusion chromatography (My= 12,000 g/mol) and 'H NMR
(My= 7000 g/mol). The comparison of molar masses obtained from these two methods
allows for the estimation of the average number of arms in the polymer as 7.

A dynamic light scattering (DLS) apparatus was utilised to determine the sizes of
two types of nanoparticles: empty nanoparticles (NPs) and colchicine-loaded
nanoparticles (NPs-C). The results, shown in Fig. 1A, indicate that both types of
nanoparticles, prepared from MBCD-PLA and colchicine, have monomodal size
distributions. The average size of the NPs-C was found to be 210 nm (PDI=0.068, {=-
25.3 mV), while the NPs measured an average size of 230 nm (PDI=0.077, {= -34 mV).
Furthermore, FTIR analysis was conducted on the NPs, NPs-C, and pure colchicine to
confirm the successful encapsulation of colchicine within the nanoparticles. Figure 2S in
the Supporting Information displays the spectra for pure colchicine (blue line), NPs
(green line), and NPs-C (red line). The FTIR spectrum of NPs-C exhibits characteristic
signals of PLA at 1750 cm™, along with additional peaks in the 1700-1300 cm™ range
corresponding to colchicine, confirming its presence in the formulated nanoparticles.

A key parameter for characterizing these nanoparticles is their long-term stability,
which significantly impacts their applicability. The stability of the nanoparticles was
assessed over 12 days. Measurements revealed slight variations in particle size, ranging
between 200 nm and 240 nm, as illustrated in Fig. 1B.

Transmission electron microscopy (TEM) played a crucial role in visualizing and
morphologically characterizing both empty nanoparticles (NPs) and colchicine-
containing nanoparticles (NPs-C). As shown in Fig. 1C, TEM images confirm the DLS

measurements in terms of the differences in nanoparticle size, both empty and loaded with
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colchicine. However, it should be noted that the nanoparticles appear smaller in TEM
(NPs-99.86 nm and NPs-C-85.19 nm) compared to the DLS measurements. Importantly,
TEM only measures the solid core, while DLS considers the hydrodynamic diameter,
which includes solvent layers, surface coatings, and any aggregations '°. Furthermore, the
drying process during TEM can lead to shrinkage or collapse of softer coatings, which

can further decrease the apparent size of the nanoparticles.

A Size of NPs and NPs-C B Stability of NPs-C
300
L
7 2007
£
\ — NP3-C ,E
\ NPs @ 100

- T T T T T T
12 3 4 56 8 9 10 11 12

Time [days]

10 o o

Size [nm)

Diameter of

nanoparticles [nm]
-y - [ =] L
o (=3 o (=3 [44]
= [=] = [=] [=]
1 1 1 1 ]

1 ]
NPs NPs-C

Fig. 1. Characterization of nanoparticles: A/ The size and B/ Stability measured by
Dynamic Light Scattering; C/ Representative TEM images show the morphology and
diameter of nanoparticles. NPs — empty nanoparticles; NPs-C — colchicine-loaded
nanoparticles.

In Vitro Testing of Cytocompatibility for Nanoparticles

The metabolic activity and viability of cells exposed to empty or colchicine-loaded
nanoparticles (NPs and NPs-C, respectively) were assessed using the MTT salt reduction

assay, following the ISO 1099-3-2009 standard for substances with potential biomedical
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applications. The metabolic activity of the cells, which reflects their viability after
incubation with the nanoparticles, was expressed as a percentage and compared to a
positive control, consisting of untreated cells with 100% metabolic activity/viability (C+).
The assay also included the control of cells cultured in the presence of 0.1% H>O» (all
cells were destroyed, C-). According to ISO 1099-3-2009, substances intended for
biomedical use are considered safe if they do not reduce the metabolic activity of mouse
fibroblasts L929 below 70% in an in vitro model. This approach allowed for the testing
of empty nanoparticles (NPs) to assess their cytotoxicity over a concentration range of
0.05 to 2.50 mg/mL. The results indicate that the preparation met the safety criteria for
cells in the concentration range from 0.05 to 1.88 mg/ml; however, cells cultured in the
presence of NPs at concentrations from 0.21 mg/ml showed full metabolic activity (Fig.
2A). Based on the obtained results, nanoparticles in the concentration of 0.21 mg/ml were
used to encapsulate colchicine in the NPs-C complex.

The results in Fig. 2B, C, and D refer to the cytotoxicity test of colchicine-loaded
nanoparticle preparations against selected eukaryotic cells within 24 hours. Thus,
nanoparticles loaded with colchicine (NPs-C) at drug concentrations ranging from 0.03
to 0.50 mg/ml did not exhibit cytotoxic effects on L929 and HUVEC cells. In contrast,
for the LoVo cell line, NPs-C were safe at concentrations ranging from 0.03 to 0.10

mg/ml.
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Fig. 2. Metabolic activity of L929 cells treated with empty nanoparticles (NPs) for 24
hours — A/. Metabolic activity of various cell lines: L929 — B/, HUVEC primary cells —
C/, and LoVo cells — D/ stimulated with colchicine-loaded nanoparticles (NPs-C) for 24
hours - C+ - untreated cells, C- cells treated with 0,1% H>O,. Results are presented as the
mean values + SD. Statistical analysis for graph A, B, C, D was performed using Kruskal—
Wallis non-parametric test followed by Dunn's post-hoc multiple comparisons test, n > 4;
ns —p > 0.05, (*) —p <0.05, (**) —p <0.01, (***) —p <0.001, (****) —p < 0.0001.

Although short-term exposure of eukaryotic cells to colchicine (24 hours) does not
cause changes in cell metabolic activity in the concentration range of 0.03—0.5 mg/ml
(Fig. 3S), the potential adverse effects of colchicine on cells during long-term exposure
(72 hours). The study evaluated the metabolic activity of selected eukaryotic cells (L929,
HUVEC, LoVo) cultured for 72 hours with colchicine-containing nanoparticles (NPs-C),
and the results were compared with those obtained for colchicine that was never included
in the carrier. The results (Fig. 3A, B) show that 1L.929 and HUVEC eukaryotic cells
exposed to free colchicine for 72 hours experienced a significant loss of metabolic activity

at concentrations ranging from 0.10 to 0.50 mg/mL.
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Cytobiocompatibility of NPs-C
towards L9328 cell line after 72h of incubation
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Fig. 3. The effect of nanoparticles loaded with colchicine (NPs-C) and free colchicine (C)
on the metabolic activity of various eukaryotic cell lines: A) 1.929, B) HUVEC, and C)
LoVo after 72 hours of exposure. C+ - untreated cells, C-- cells treated with 0.1% H2Ox.
D/ The release of colchicine from nanoparticles (NPs-C) over a 96-hour period. The table
includes the average concentrations of colchicine released from NPs-C at each time point.
E/ The effect of free colchicine and colchicine released from nanoparticles (NPs-C) on
the metabolic activity of L929 cells after 72 hours of exposure. Results are presented as
the mean values = SD, n>4. Statistical analysis for cytobiocompatibility on A, B, and C
graphs was performed to compare cell viability values for free colchicine and NPs-C at
each concentration separately using multiple Mann-Whitney tests with a two-tailed p-
value, and Holm-Sidak multiple comparisons correction. Adjusted p-values are reported
above brackets. Moreover, a Kruskal-Wallis test with Dunn's post-hoc multiple
comparisons test was performed to compare each concentration of free colchicine or NPs-
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C with untreated cells (C+); adjusted p values are reported above the bars. An extra sum-
of-squares F test was performed to compare best-fit CC50 values for each cell line, and
the p-value is reported on the graphs. ns —p > 0.05, (*) —p < 0.05, (**) —p < 0.01, (*¥*%)
—p <0.001, (****) —p < 0.0001.

Colchicine encapsulated in nanoparticles was found to be safer for all three tested cell
lines, allowing the cells to maintain their metabolic activity. However, in the case of LoVo
cells, free colchicine was toxic over a wide range of exposure concentrations (0.01-0.50
mg/ml). While it is true that approximately 50% cell viability was observed in LoVo cells
after 72 hours of exposure to NPs-C, this does not contradict our conclusion. On the
contrary, the comparative analysis reveals a substantial reduction in toxicity and a notable
improvement in cytocompatibility when colchicine is delivered via nanoparticles
compared to its free form. Based on the data obtained, the concentration of colchicine,
free or complexed with NPs-C, that caused a cytotoxic effect in 50% of cells (50% cell
cytotoxicity - CC50) was calculated (Fig. 3A, B, C). Statistical analysis of CC50 values
showed that the CC50 of NPs-C is significantly higher than that of colchicine CC50, with
a p-value <0.0001 for each cell line.

UV-VIS spectroscopy with a Flot-a-layer membrane with a cutoff of 3000 was used
to study the release of colchicine from the NPs-C complex. Colchicine was encapsulated
in the carrier at a concentration of 0.40 mg/ml (400 pg/ml), which was demonstrated to
be safe for L929 reference cells (Fig. 2B). The encapsulation efficiency and drug loading
were calculated to be 30% and 75%, respectively. The results obtained in the colchicine
release study from the complex (Fig. 3D) indicate that release can be rapid within the first
7 hours, which can be attributed to the release of the drug from the polymer surface of the
NPs (the concentration of released colchicine after 7 hours was 91.20 pg/ml). After 48
hours, release tends to plateau. The concentration of colchicine in the incubation fluids
was measured as 220.00 pg/ml after 48 hours and 231.04 pg/ml after 96 hours. The table
below provides detailed information on colchicine concentration at each time point within
this time frame (see Fig. 3D). It is worth noting that approximately 60% of the drug
concentration is released from the nanoparticles into the reaction environment at 72 hours.
Therefore, the NPs-C complex can be considered colchicine bound/released from NPs-C.

Since colchicine bound/released from nanoparticles appears to be safer for eukaryotic
cells during prolonged exposure, an experiment was conducted to compare the metabolic
activity of L929 cells after 72 hours of incubation with unbound colchicine and colchicine
released from nanoparticles (Fig. 3E). The highest concentration of colchicine released
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from the carrier (NPs-C) used in the experiment was 231 ug/ml, which is the
concentration of colchicine released from nanoparticles after 96 hours (see Fig. 3D -
release of colchicine from the NPs-C complex). The results indicate (Fig. 3E) that
colchicine released from nanoparticles (NPs-C) was safe for L929 cells within the tested
concentration range of 0.018 to 0.231 mg/mL, in contrast to colchicine that was never
bound to the carrier and was present in the experiment at similar concentrations. L929
cells cultured in unbound colchicine at a concentration of 0.231 mg/ml completely lost
their metabolic activity, which may indicate the high toxicity of the preparation in long-

term exposure.

Microscopy Based Cytobiosafety Evaluation of Colchicine-Loaded Nanoparticles in
Cells

A preliminary assessment of the cytobiosafety of colchicine bound/released from
nanoparticles (NPs-C in THP-1 cells was conducted using light microscopy. The material,
fixed and embedded in Epon-Spurr resin, was cut into semi-thin sections and placed on
glass slides. These sections were stained and analyzed in transmitted light to evaluate the
morphology of at least 100 cells. Representative images of cells from each experimental

condition are shown in Fig. 4.

83



NPs NPs-C

Fig. 4 THP-1 cell morphology assessed by light microscopy on semi-thin sections of
Epon-Spurr resin-embedded material. In colchicine-treated material, many cells appeared
to be destroyed (solid arrow) or partially disrupted (double arrow). EB — experimental
buffer; C — colchicine; NPs — empty nanoparticles; NPs-C — colchicine-loaded
nanoparticles.

The results indicate that only colchicine, never bound to the carrier, caused
significant damage to THP-1 cells during the 1.5-hour treatment period. Many cells
appeared either destroyed or partially damaged, as indicated by a solid and a double
arrow, respectively (Fig. 4). In contrast, THP-1 cells treated with colchicine bound
to/released from the NPs-C, as well as those treated with empty nanoparticles, exhibited
morphology similar to that of the control cells. The concentration of free colchicine used
in the experiment corresponded to that released from the complex after approximately 2

hours, which was measured at 34.82 pg/ml (see Fig. 3D).
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TEM is utilized in biosafety studies to provide high-resolution images of cellular
ultrastructure and the interactions between nanoparticles and cells at the nanometer scale.
This imaging technique facilitates the assessment of cytotoxic effects, determination of
intracellular localization, and identification of any potential structural damage caused by
the substances being tested. Such detailed visualization is essential for evaluating
biocompatibility and identifying potential hazards in biomedical applications.

TEM analysis showed that THP-1 cells cultured with nanoparticles (NPs, Fig. 5C,
D) exhibited a similar ultrastructure to the control cells (Fig. SA, B). Both cell types were
comparable in size, shape, granularity, and displayed lobate nuclei (Fig. 5A, C). The
membranes of cells from both groups exhibited some ruffling, and numerous pseudopodia
were visible (Fig. 5A, B). A few small vacuoles were primarily located in the peripheral
regions of the cells (Fig. 5A, C). The cytoplasm contained many Golgi apparatus (GA)
cisternae, abundant vesicles, and mitochondria, which displayed an electron-dense matrix
and numerous cristae (Fig. 5B, D). Small, opaque lysosomes were observed near the
Golgi apparatus (Fig. 5D), and endoplasmic reticulum (ER) cisternae were scattered

throughout the cytoplasm (Fig. 5B).
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Fig. 5 Representative TEM images of THP-1 cells cultured for 1.5 hours in experimental
buffer (EB) and in the presence of empty nanoparticles (NPs). N - nucleus, Nu —
nucleolus, V — vacuole, M — mitochondrium, GA- Golgi apparatus, Ly — lysosome, ER —
endoplasmic reticulum.

As illustrated in Fig. 6, most of the THP-1 cells treated for 1.5 hours with
colchicine, which did not bind to the carrier, were severely damaged. These cells
exhibited significant vacuolation, and aside from the cell nucleus, only a few cellular
organelles were retained in the cytoplasm (see Fig. 6A). Some cells showed a low degree
of vacuolization and had dense cytoplasm. However, their plasma membrane was
disrupted (Fig. 6B, arrow) and formed plasmalemma blebbing (Fig. 6B, asterisk). No
Golgi apparatus cisternae were seen in highly vacuolated cells, and mitochondria were
shrunken with a very electron-dense matrix and swollen cristae; moreover, the perinuclear
space ballooned at a large region (Fig. 6C, arrow). Numerous endosomes and lysosomes
indicated an advanced autophagy process (Fig. 6D). Colchicine bound to/released from
the NPs-C did not cause such degenerative changes in the ultrastructure of THP-1 cells
as free colchicine (Fig. 6E-H). Cells treated with colchicine bound to/released from the
NPs-C were similar in size, shape, and ultrastructure to control and those treated with

empty NPs (Fig. 6E, Fig. 5A, C). Some cells had slightly changed shape, were distended,

86



and contained large vesicular inclusions within the peripheral region of the cytoplasm.
Moreover, the number of pseudopodia in these cells was reduced (Fig. 6F). In the
cytoplasm were numerous mitochondria with a standard structure and regular ER
cisternae (Fig. 6F-H). Numerous lysosomes (Fig. 6G, H) and single endosomes (Fig. 6G)
were noticed in some cells. The cell nucleus and nuclear envelope showed no disturbances
(Fig. 6E, F, H). Golgi apparatus cisternae were rarely observed; however, in many cells,

small, numerous GA vesicles were present (Fig. 6H, arrows).

C NPs-C

Fig. 6 Representative TEM images of THP-1 cells incubated for 1.5 hours with free
colchicine (C) or colchicine-loaded nanoparticles (NPs-C). Many colchicine-treated cells
were almost wholly damaged (6A) or highly disrupted (6B, C) with numerous endosome
vesicles (6D). Encapsulated colchicine didn’t cause degenerative changes in the cell
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ultrastructure (6E-H). N - nucleus, Nu — nucleolus, V — vacuole, M — mitochondrium,
GA- Golgi apparatus, Ly — lysosome, ER — endoplasmic reticulum, E - endosome.

Evaluation of Survival, Body Weight Dynamics, and Biosafety of Colchicine-Loaded

Nanoparticles in Vivo

Mice were monitored for survival and changes in body weight following intraperitoneal
administration of 12 doses (one dose every three days) of one of the following: colchicine
encapsulated in nanoparticles (NPs-C), empty nanoparticles (NPs), free colchicine (C),
or experimental buffer (EB) serving as a negative control. The experimental buffer
consisted of 0.85% sodium chloride (NaCl) mixed with the vehicle used for nanoparticle
synthesis, which was 5% N-methylpyrrolidone in sterile water for injection. The
concentration of colchicine unbound to the carrier (C) and that encapsulated in
nanoparticles (NPs-C) was ready to correspond to the concentration of the drug approved
by the FDA for treating cardiovascular events (0.5 mg daily). Each test group of mice
consisted of ten individuals with an equal sex distribution—five females and five males.
The route of administration was intraperitoneal (IP) since it leads to systemic drug
exposure comparable to intravenous (IV) injection due to rapid adsorption through the
highly vascularized peritoneal membrane into the bloodstream. Empirical evidence
supports that IP administration can produce pharmacological and toxicological outcomes
consistent with systemic delivery. '"1?

It was observed (Fig. 7A) that animals receiving colchicine encapsulated in
nanoparticles (NPs-C) or empty nanoparticles (NPs) displayed behaviours similar to those
of the control group (EB). In contrast, animals administered free colchicine (C) died
within three days of the start of the experiment, and their deaths were associated with a
significant decrease in body weight. The free colchicine group experienced weight loss
exceeding 20% of their initial body weight (Fig. 7B), with male mice showing a tendency
to lose more weight than females (Fig. 7B). This observed effect may indicate that the
C57BL/6 strain of mice is susceptible to colchicine, even though the concentration
administered did not exceed 1.47 mg/kg, which is only 25% of the LD50 value for
colchicine!®. Considering the mice's body weight, this dose did not exceed 0.03 mg per
dose (1.2 mg/kg).

After the animals were euthanized (using 12 doses of the preparation), we isolated
their blood and organs, including the liver and spleen. These were weighed and assessed

for size within their respective study groups. Additionally, photographs were taken to
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evaluate their appearance (not shown). It is important to note that due to the premature
death of animals in the group receiving free colchicine, we were unable to collect organs
and blood from this group.

The results shown in Fig. 7 illustrate the average ratio of liver or spleen (Fig. 7C)
weight to the total weight of the animals, expressed as a percentage of organ weight
relative to total body weight percentage. The percentage of liver and spleen weight to
total body weight in the NPs, NPs-C, and control (EB) groups did not show any significant
differences, nor did they vary between the sexes of the animals studied. However, one
female in the NPs-C treated group exhibited a single instance of increased spleen weight.

No noticeable changes were observed in the organs of the animals across all tested groups.
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Fig. 7 Biosafety of nanoparticles loaded with colchicine (NPs-C) in vivo. The survival
evaluation — A/ and body weight change — B/ of animals receiving experimental buffer
(EB, negative control), nanoparticles (NPs), colchicine-loaded nanoparticles (NPs-C), or
free colchicine (C). The percentage of liver and spleen weight relative to total body
weight — C/. The concentration of ALT and AST in the sera of animals — D/. The
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concentration of Creatinine in the sera of animals — E/. The concentration of Troponin
Type 1 in the sera of all animal groups — F/. NPs-C —nanoparticles loaded with colchicine,
NPs — empty nanoparticles, EB — experimental buffer, F — female, M — male. Results are
presented as the mean values + SD. Statistical analysis for liver and spleen weight was
performed by one-way ANOVA and Sidék's multiple comparisons test. Statistical analysis
for graphs D, E, and F was performed using the Kruskal-Wallis non-parametric test,
followed by Dunn's post-hoc multiple comparisons test. ns —p > 0.05, (*) —p < 0.05, (**)
—p<0.01, (***)—p <0.001, (****) —p < 0.0001. For each group of animals, n=5.

The concentrations of the liver enzymes alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST), which are established markers of hepatotoxicity, were
measured in the sera of animals exposed to colchicine-containing nanoparticles (NPs-C),
empty nanoparticles (NPs), or a control buffer (EB). The results (Fig. 7D) showed no
statistically significant differences in ALT enzyme levels between the animals treated
with colchicine-containing nanoparticles (NPs-C) and the control group (EB), which
received the experimental buffer or were exposed to empty nanoparticles (NPs). This lack
of difference was consistent regardless of the sex of the animals.

Similar results were observed for the AST enzyme, but only in female animals. In
contrast, a slight but statistically significant increase in AST concentration was noted in
the male group receiving NPs-C when compared to the control group (EB). However, all
values obtained for the liver enzymes tested remained within the reference range
recognized for Mus musculus species, not exceeding 221 U/L.

Additionally, creatinine concentrations were measured in the serum of the animals
to evaluate the effect of colchicine-loaded nanoparticles (NPs-C) on renal function. The
results, presented in Fig. 7E, show that the creatinine concentration in the serum of all
animals (both sexes) remained below 0.156 U/L, which is the lowest but still measured
value in the creatinine standard test. Therefore, these results indicate that NPs-C does not
have any nephrotoxic effects in the in vivo system.

Finally, the cardiac troponin type 1 concentration was measured in serum isolated
from the animals. Troponins are proteins that form part of the troponin-tropomyosin
complex found in the thin fibers of cardiomyocyte myofibrils. The presence of troponins
in serum indicates myocardial damage resulting from acute ischemia caused by
mechanical, viral, or chemical stimuli '*!>. Due to the high concentration of troponins in
cardiomyocytes, even minor tissue damage can lead to increased serum concentrations.
The results shown in Fig.7F indicate that there were no statistically significant differences
in the levels of cardiac troponin type 1 among the groups of animals treated with NPs-C,
NPs, or EB control animals. This observation was consistent for both male and female
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mice, with the cardiac troponin levels in all animal sera not exceeding 30 pg/ml. In
humans, elevated levels of cardiac troponin are typically considered to range from 30

pg/ml for asymptomatic damage to 200 pg/ml for myocardial damage. '*

Colchicine-Encapsulated Nanoparticles: Heart Distribution and Effectiveness in
Macrophage Foam Cell Development In Vitro

To investigate the accumulation of colchicine-loaded nanoparticles (NPs) in
organs, an experiment was conducted using NPs-C, which were pre-labeled with pyrene,
a fluorescent compound. Preliminary in vitro studies with these nanoparticles showed that
they did not exhibit cytotoxic effects against mouse L929 fibroblasts, as assessed by a test
measuring metabolic activity by evaluating the reduction of MTT salt (Supplementary
Data Fig. 25).

The accumulation of NPs and NPs-C (pre-labeled with pyrene) in the hearts and
livers of mice that received NPs, NPs-C, or experimental buffer (EB) was examined using
thin paraffin sections (3 um) of the examined organs. Despite excluding the toxicity of
pyrene-labeled preparations in vitro (Supplementary Fig.5S), they were administered to
animals in three doses at three-day intervals. The selection of organs for biodistribution
analysis of the tested preparations is related to the liver's cleansing function in the body
and the potential use of NPs-C in the treatment of ASCVD.

Thin-layer preparations of heart tissues (non-stained or stained with haematoxylin
and eosin) were analysed using a Leica MICA WideField fluorescence microscope, which
allowed for simultaneous imaging of the same tissue sections under transmitted light.
Pyrene fluoresces in the 365/480 nm range, while colchicine fluoresces in the 365/435
nm range. By using a detection wavelength of 365/454 nm, we observed fluorescence
from both the empty nanoparticles and the encapsulated colchicine.

Our analysis showed that both empty nanoparticles (NPs) and colchicine-loaded
nanoparticles (NPs-C) accumulated in the hearts of animals, regardless of their sex. The
results in Fig. 8A indicate that fluorescence signals were detected in animals injected with
empty NPs and NPs-C. In animals that received NPs-C, this suggests that the emitted
fluorescence resulted from the combined action of nanoparticles and colchicine.
However, this finding did not significantly alter the overall results, as shown in Figure
8A. Fluorescence intensity scans revealed that the highest intensity was observed in the
hearts of male mice. The results for those treated with empty nanoparticles labeled with

pyrene were statistically significant compared to the control group (Fig. 8A and 8B).
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Similar observations were made for female mouse heart preparations; however, the
differences in fluorescence intensity between the control group and the NPs- or NPs-C-
treated group were not statistically significant.

The nanoparticles, NPs and NPs-C, that accumulated in the livers of animals
exhibited weaker fluorescence compared to those in the hearts. This difference may be
attributed to variations in tissue structure, as the liver has a more parenchymal
composition. Additionally, it could result from insufficient exposure to the preparations,
as only three doses were administered, along with the liver's strong cleansing properties

(Supplementary data Fig. 6S).
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Fig. 8 Deposition of empty and colchicine-loaded nanoparticles in the heart - A/.
Representative images showing thin-layer paraffin sections of heart tissue, stained with
haematoxylin and eosin and photographed in transmitted light or non-stained and
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photographed under a fluorescence microscope. The fluorescence intensity was
calculated using the photographs in ImageJ — B/. Transformation of THP1 macrophages
into foam cells upon stimulation with: medium, 7KCH, bacterial lipopolysaccharides:
Helicobacter pylori (LPS H.pylori) or Escherichia coli (LPS E.coli) in the presence of
free and loaded into nanoparticles colchicine — C/. NF-kB pathway in THP-1 blue cells
treated with NPs, NPs-C, or Colchicine for 24 hours — D/. NPs-C — nanoparticles loaded
with colchicine, NPs — empty nanoparticles, EB — experimental buffer, F — female, M —
male, 7KCH — 7 7-ketocholesterol. Results are presented as the mean values+ SD.
Statistical analysis for graph B was performed using one-way ANOVA, and post-hoc
Sidak multiple comparisons test, n=5; Statistical analysis for graph C was performed with
two-way ANOVA followed by post-hoc Sidak multiple comparisons test n=6; Statistical
analysis for graph D was performed using Brown-Forsythe and Welch ANOVA test, and
post-hoc Dunnett's T3 multiple comparisons test, n=4-6. ns —p > 0.05, (*) —p <0.05, (**)
—p<0.01, (***)—p <0.001, (****) —p < 0.0001.

The development and progression of atherosclerosis are primarily driven by the
accumulation and activity of foam cells, which play a central role in forming lesions.

Previous research !¢

indicates that soluble bacterial components, such as
lipopolysaccharides from E. coli or H. pylori, encourage the transformation of
macrophages into foam cells, similarly to the effect of 7KCH. It was decided to use the
in vitro model that had been developed. '® To evaluate the ability of both free colchicine
and colchicine bound/released from NPs-C to regulate this process. Foam cell formation
was assessed by oil-red O staining.

As shown in Fig. 8C, colchicine bound/released from NPs-C significantly
inhibited the transformation of macrophages into foam cells induced by the oxidized form
of cholesterol-7KCH or infectious agents: LPS H. pylori or LPS E. coli. The
transformation of macrophages into foam cells induced by 7KCH was reduced by free
colchicine or colchicine bound/released from nanoparticles from 43.2% to 16.9% or
25.2%, respectively. The spontaneous transformation of macrophages into foamy cells
was also attenuated by exposing cells to free colchicine or an NP-C preparation. A similar
trend was observed with bacterial stimulants such as H. pylori or E. coli LPS. In the case
of H. pylori LPS, the transformation decreased from 31.9% to 14.8% with free colchicine
and 14.5% with NPs-C. In the case of E. coli LPS, the transformation decreased from
36.7% to 9.8% with free colchicine and 7.7% with NPs-C. The results presented in Fig.
8C indicate that colchicine, when bound to NPs-C nanoparticles, can inhibit the

transformation of macrophages into foam cells, similarly to the effects of free colchicine.
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However, colchicine that is not bound to the carrier causes changes at the cellular level in
THP-1 macrophages after just 1.5 hours of exposure (see Fig. 6).

The study also tested the activation of the NF-kB signaling pathway in
macrophages using THP1-Blue™ cells, which are specifically designed to monitor the
activation of the NF-kB transcription factor. This was assessed by measuring the activity
of embryonic alkaline phosphatase (SEAP), as these cells contain a reporter gene for this
purpose. The test involved empty nanoparticles at a concentration deemed safe for
eukaryotic cells (0.21 mg/mL) to eliminate any potential pro-inflammatory effects that
could arise from LPS-endotoxin contamination. The results (see Fig. 8D) indicate that no
activation of the NF-«xB transcription factor was observed in the reporter cells cultured
with the nanoparticles or those treated with the experimental buffer (EB). It is interesting
that colchicine, not bound to a carrier, as well as released/bound to nanoparticles (NPs-
C) at the concentration tested in in vitro studies (see Fig. 3E), stimulated the activation of
the transcription factor NF-xB in reporter cells (Fig. 8D). Although the stimulation is not
as intense as after the positive control LPS E. coli (C+), it is significantly higher than the
negative control (untreated cells C-).

Discussion

Ischemic heart disease (IHD) is one of the most serious chronic coronary vascular
conditions and poses significant health and social challenges, often being life-threatening.
Coronary artery disease (CAD) can arise from the disruption of vascular endothelial
homeostasis, leading to endothelial dysfunction, which is usually accompanied by chronic

pathological inflammation. '7®

Ongoing active inflammation can destabilize
atherosclerotic plaques, resulting in their detachment. These plaques may then become
lodged in narrowed blood vessels, causing blockages that, in advanced stages, can lead to
ischemic events.

Anti-inflammatory drugs, such as celecoxib and rofecoxib, are used in the
treatment of CAD by inhibiting the cyclooxygenase pathway, which affects vasodilation
and thrombosis. '71%?® Colchicine, which has been FDA-approved since 1961 for gout,
has also shown cardiovascular benefits by inhibiting neutrophil function. >* Studies like
LoDoCo (2008-2012) and COLCOT (2015-2018) demonstrated its effectiveness in
reducing cardiovascular incidents with a low-dose regimen of 0.5 mg per day, although
gastrointestinal side effects were reported. ° In June 2023, the FDA approved low-dose
colchicine for the treatment of atherosclerotic cardiovascular disease, expanding its
therapeutic potential despite concerns regarding long-term side effects. !
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Polymeric NPs are widely used for the encapsulation of drugs due to their ability
to reduce the side effects and potential drug toxicity. The polylactide-poly(ethylene
glycol) — PLA NPs are very interesting because of their biodegradability and
biocompatibility. The encapsulation of colchicine inside the PLA NPs was first
investigated by Tang et al. ?*> They utilized linear PLA copolymers with a carboxylic group
to attach the targeting VHPK peptide, thereby enhancing the delivery of colchicine to
endothelial cells in atherosclerotic plaques. ** Another approach to enhance the delivery
of colchicine was proposed by Wang Y et al. 2 The encapsulation of colchicine in
inorganic calcium carbonate nanoparticles reduced infarct size and attenuated myocardial
fibrosis; however, the low loading capacity can significantly reduce its practical use. >

In our model, methylated B-cyclodextrin was selected as the initiator for lactide
polymerization because it can create an inclusion complex with colchicine, potentially
reducing side effects. 2* Additionally, the microfluidic approach enables the production
of NPs with better reproducibility compared to emulsion techniques, and the use of star-
shaped PLA offers improved encapsulation efficiency over linear polymers. ° The study
evaluated the metabolic activity of eukaryotic cells cultured for 72 hours with both
nanoparticle-bound colchicine and free colchicine, given the potential negative impact of
colchicine on cells during long-term exposure. The results confirmed that free colchicine
had a toxic effect, significantly decreasing the metabolic activity of the tested cell lines.
In contrast, colchicine released/bound to nanoparticles demonstrated a safer profile.
Additionally, a noteworthy comparison was made between the effects of non-
nanoparticle-bound colchicine and that released from the nanoparticle-colchicine
complex. Unlike the free colchicine at the tested concentrations, the colchicine released
from nanoparticles did not inhibit cell metabolic activity.

The results suggest that colchicine encapsulated in nanoparticles is released
gradually, resulting in approximately 60% of the drug being released from the complex
after 96 hours. Nanoparticles enable the slow release of colchicine, which helps minimize
peak drug concentrations and thereby reduces the risk of cytotoxicity in eukaryotic cells,
especially with prolonged exposure. In contrast, colchicine, not bound to any carrier, is
rapidly adsorbed and distributed within the cell, resulting in high intracellular
concentrations that can excessively disrupt microtubule dynamics. The toxicity of
colchicine results from its binding to tubulin, which disrupts microtubule dynamics and
impairs essential cellular functions such as mitosis, intracellular transport, and cell shape

maintenance, leading to cytotoxic effects. »°

96



A cell-level cytobiosafety test was performed using light microscopy and TEM
techniques with free colchicine and colchicine released/bound to nanoparticles. The
research model consisted of THP-1 monocyte-macrophage cells, and the results obtained
indicate that free colchicine caused visible damage to THP-1 cells after only 1.5 hours of
exposure. In contrast, cells treated with colchicine and nanoparticles showed a
morphology similar to that of the negative control. Monocyte-derived THP-1 cells were
selected for TEM imaging due to the critical role of monocytes and macrophages in
mediating immune responses to pro-inflammatory stimuli. Monocytes are actively
recruited to sites of vascular injury, where they differentiate into macrophages and
contribute to the activation of inflammatory pathways, including the NLRP3
inflammasome. Given the relevance of monocytes to inflammation and atherosclerosis,
we utilized the THP-1 cell line to investigate how nanoparticle-encapsulated colchicine
(NPs-C) interacts with cells central to the inflammatory response. Additionally, due to
their phagocytic nature, monocytes are more likely to internalize nanoparticles,
potentially resulting in enhanced intracellular accumulation and a more pronounced
cytotoxic effect, making them a suitable model for ultrastructural studies using TEM. The
dose used for THP-1 cells was selected based on preliminary cell viability assays, the
results of which are provided in the Supplementary data (Fig.4S). For the TEM analysis,
a colchicine concentration of 0.05 mg/mL—both in free form and encapsulated in NPs-
C—was chosen, as it provided a measurable biological effect without inducing excessive
cytotoxicity.

Furthermore, the study's results indicate that colchicine released or bound to
nanoparticles had no effect on animal survival and did not exhibit any adverse effects on
the liver or kidneys. This was demonstrated by measuring the concentrations of liver
enzymes ALT and AST and creatinine levels in the sera of the tested mice. Furthermore,
the encapsulated colchicine did not harm the heart muscle, as indicated by measuring the
level of troponin type 1, a recognized biomarker of cardiac damage in mammals. '*!°

To investigate the biodistribution of colchicine in the body, we utilized modified
nanoparticles labeled with the fluorescent dye pyrene. Although the labeled preparation
did not show toxicity in vitro, mice were given only three doses of this preparation.
Microscopic observations of thin-layer tissue preparations showed that the heart may be
a site of accumulation of colchicine-containing nanoparticles. Considering that the
preparation may be intended for treating cardiovascular disorders, the results are

promising for further stages of formulation research.
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Monocytes infiltrate the arterial wall and transform into macrophages, which
engulf oxidized low-density lipoprotein (ox-LDL) and become foam cells. These foam
cells contribute to chronic inflammation by releasing pro-inflammatory cytokines and
promoting the migration of smooth muscle cells, which in turn leads to lesion growth.
Foam cells are vital to the fibrous cap of atherosclerotic plaques. When they undergo
apoptosis, they release their lipid content, which forms a necrotic core rich in cholesterol
crystals, thereby worsening plaque instability. 2 Research by Krupa et al. '® has revealed
that soluble bacterial components, such as LPS from E. coli and H. pylori, facilitate the
conversion of macrophages into foam cells, similarly to 7KCH. The finding highlights
the role of infectious agents in the development of atherosclerosis, particularly given that
H. pylori bacteria affect over 50% of the population. Additionally, it supports the leaky
gut hypothesis, >’ which identifies the intestines as a primary habitat for E. coli.

The results indicate that colchicine released/bound to nanoparticles can effectively
regulate the transformation of macrophages into foam cells induced by soluble bacterial
components and 7KCH. Moreover, its effectiveness is comparable to that of free
colchicine. However, a significant advantage of using colchicine encapsulated in a carrier
is that it is non-toxic to cells (see Fig. 5 and Fig. 6).

Interestingly, free colchicine, as well as colchicine released/bound to
nanoparticles (NPs-C) at the concentration tested in in vitro studies (see Fig. 3E),
stimulated the activation of the transcription factor NF-kB in reporter cells (Fig. 8D). The
stimulation of NF-kB signaling pathway activation was not as strong as that induced by
LPS E. coli (positive control). However, it was still greater than in untreated cells
(negative control). The role of the NF-«kB signaling pathway in inflammation and immune
responses of cells is undeniable, and it is one of the most important signaling pathways
in biology. However, it is essential to understand the dual nature of this transcription
factor, which can act as an “enemy” by promoting pathological inflammation and as a
“friend” by maintaining immune homeostasis. **

Colchicine is primarily known for its anti-inflammatory properties, particularly
due to its ability to inhibit the NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3)
inflammasome. ?° Its interaction with the NF-xB pathway, however, is complex and varies
depending on the context. Studies suggest that colchicine generally inhibits NF-xB
activation, especially under conditions of oxidative stress or inflammation. For instance,
in endothelial cells subjected to oxidative stress, colchicine was found to inhibit NF-xB

activation, which in turn reduced the expression of pro-inflammatory cytokines and
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markers of cellular aging. ** Nevertheless, the effects of colchicine can differ based on
the cell type and specific circumstances. In neutrophils from healthy individuals, high
doses of colchicine increased the expression of the NLRP3 and MEFV genes. However,
there was no significant effect on NF-kB p65 expression, indicating that the impact of
colchicine on NF-kB may not be consistent across different cellular contexts. *!

Recently, there has been significant interest in nanopharmacology and modern
carriers, such as polymeric nanoparticles, for controlled drug delivery systems (DDS).
Polymeric nanoparticles are recognized for their stability in the bloodstream, their ability
to avoid immune system stimulation, and their non-inflammatory properties. They can be
made from both synthetic and natural polymers, including poly-l-lactide. Additionally,
due to their small size and unique physical properties, these nanoparticles can deliver
targeted drugs through the bloodstream while minimizing side effects. 3>

Tang J et al. (2023) 2> developed a new nanosystem for the delivery of colchicine
encapsulated in nanoparticles in a complex - VHPK-PLGA@COL, which, according to
the authors, ensured specific targeting of inflammatory endothelial cells and mitigation
of plaque accumulation. The study was conducted using a mouse model of atherosclerosis
ApoE -/ -, and the effect of colchicine encapsulated in nanoparticles was compared to
unbound colchicine. The researchers suggested that the effect of colchicine in the
complex is achieved through the regulation of the NF-kB / NLRP3 signaling pathway.

The clinical relevance of this novel nanoparticle-based delivery platform lies in
its potential to overcome the dose-dependent toxicity limitations of colchicine,
particularly during long-term treatment for cardiovascular disease. This study introduces
a formulation that encapsulates colchicine in star-shaped PLA nanoparticles initiated with
methylated B-cyclodextrin, which enhances drug loading and stability, enables sustained
release, and reduces the peak concentration exposure associated with cytotoxicity. /n vitro
studies demonstrate preserved therapeutic effects, such as foam cell inhibition, alongside
reduced immune cell toxicity. The observed in vivo accumulation of nanoparticles in
cardiac tissue suggests the possibility of targeted delivery to inflamed cardiovascular
sites, potentially enhancing while minimizing off-target effects. The colchicine-
containing nanoparticles represent a significant advancement, as they improve drug
delivery and reduce toxicity, particularly over prolonged use. However, it remains unclear
whether the reduced cellular toxicity results from altered colchicine conformation after

release from nanoparticles or from gradual, sustained drug release itself. Further research
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is essential to clarify these mechanisms and to advance the preclinical and clinical

evaluation of this promising therapeutic platform towards eventual clinical translation.

Materials and methods

Nanoparticles preparation and characterization

To prepare the NPs, 5 mg of MBCD-PLA and 2 mg of surfactant (PLDA-b-PEG) (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Germany) were weighed into a vial. Subsequently, 1 ml of the
solvent, 1-methyl-2-pyrrolidone (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany), was added, and
the solution was stirred using a magnetic stirrer. In the case of colchicine-loaded
nanoparticles (NPs-C), 2 mg of colchicine (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) was
added to the MBCD-PLA and surfactant solution. Once a homogeneous mixture was
obtained, the solution was transferred into a 10 ml glass syringe and placed in a
microfluidic  apparatus (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts,USA).
Nanoprecipitation was then conducted in the microfluidic apparatus using a solution
containing NPs-C or NPs as the organic phase at a flow rate of 100 pL/min, and the
aqueous phase (distilled water) at a rate of 500 pL/min. The entire solution was then
collected in a Falcon tube containing 15 ml of distilled water. The size of the nanoparticles
was determined using a dynamic light scattering (DLS) apparatus Zetasizer NanoZS
(Malvern Panalytical, Malver, UK). The MBCD-PLA homopolymer was synthesized
using the previously published methodology. ** The stability of empty (NPs) and
colchicine-containing nanoparticles (NPs-C) was measured over 12 days. At each time
point, 2 ml of nanoparticle solution was collected in a glass cuvette, and the size was
measured using a DLS instrument Zetasizer NanoZS (Malvern Panalytical, Malver, UK).
The nanoparticles were stored at room temperature.

Measurement of colchicine release from NPs-C

In the first step, a calibration curve of colchicine was performed using an Evolution 220
UV/Vis spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), using solutions
of the following concentrations: 2.5; 5; 10; 15; 20; 25; 30 pg/ml. The measurement was
performed at an analytical wavelength of 350 nm. The standard curve served as a
reference against the colchicine release curve. Colchicine concentration was calculated
from the equation of the curve (y=0.0449x+0.001). The drug loading (DL) and
encapsulation efficiency (EE) were calculated based on the UV/Vis measurement. Firstly,
1 ml of the NPs-C solution was placed in an Eppendorf vial, and the water was removed

under vacuum. Subsequently, the white precipitate was dissolved in CHCI; (Sigma-
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Aldrich, Darmstadt, Germany), and the UV/Vis measurement was performed. The DL
and EE were calculated according to the following equations:

_ Weight of the drug in nanoparticles

100
Weight of the nanoparticles i

Actual drug loaded

EE * 100%

~ theoretical drug loaded

The release process was carried out using a float-a-layer dialysis membrane (cut-off
3000), (Repligen, Waltham, MA, USA) introducing 1 ml of previously prepared NPs-C
solutions loaded with colchicine (colchicine concentration in Iml of the preparation was
0.4 mg). The membrane was placed in a vial containing 5 ml of Phosphate-Buffered
Saline (PBS) buffer (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany). Absorbance was measured
hourly from 1 to 7 hours, and then at 24, 48, and 96 hours. The nanoparticle solution was
incubated at 37 °C. Before use, the membrane was activated for 24 hours in a 15%
aqueous ethanol solution.

Cell culture

The cell lines used in the studies were purchased from American Type Culture Collection
(ATCC), Manassas, VA, USA (mouse fibroblasts 1.929 — CCL-1; human vascular
endothelial cells - HUVEC - CRL-1730). The mouse fibroblasts 1.929 were cultured in
RPMI-1640 medium (Roswell Park Memorial Institute) formulated with L-Glutamine,
HEPES (25mM) (Biowest, Nuaill¢, France) and supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS; HyCloneCytiva, Marlborough, MA, USA), penicillin
(100U/ml) and streptomycin (100 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) in a
humidified 5% CO, atmosphere at 37 °C in a cell culture incubator. The human THP-1
monocyte leukemic cells (TIB-202, ATCC) were cultured in RPMI-1640 formulated with
L-Glutamine, HEPES (25mM, Biowest) medium supplemented with 10% FBS and 2-
mercaptoethanol to a final concentration of 0.05 mM in a humidified 5% CO> atmosphere
at 37 °C in a cell culture incubator. THP1-Blue™ NF-«B monocytes (InvivoGen, San
Diego, CA, USA) were cultured according to the producer's guidelines in RPMI-1640
formulated with L-Glutamine, HEPES (25mM, Biowest) supplemented with heat-
inactivated 10% FBS (HyClone, Cytiva, Marlborough, MA, USA), 100 U/mL penicillin,
100 pg/mL streptomycin, and 100 pg/mL normocin and 10 pg/mL blasticidin (selective
antibiotics) (InvivoGen, San Diego, CA, USA) in a humidified 5% CO, atmosphere at 37
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°C. The human HUVEC endothelial cells were cultured at 37 °C in a humidified
atmosphere containing 5% CO: in endothelial growth medium 2 (EGM-2; PromoCell,
Heidenberg Germany) enriched with Supplements mix containing 2% Fetal Calf Serum,
Epidermal Growth Factor 5ng/ml, Basic Fibroblast Growth Factor 10ng/ml, Insulin-like
Growth Factor 20ng/ml, vascular endothelial growth factor 0.5ng/ml, ascorbic acid one
pg/ml, hydrocortisone 0.2 pg/ml, and heparin 22.5 pg/ml (PromoCell, Heidenberg
Germany).

In Vitro Cytobiocompatibility Studies

The cytobiocompatibility of empty NPs or colchicine-loaded NPs was assessed according
to ISO 1099-3-2009 using reference mouse fibroblasts L929. Additionally, HUVEC and
human colon cell line (LoVo) were employed to evaluate the cytocompatibility of NPs-
C. Briefly, L929, HUVEC or LoVo cells were plated on 96-well plate at the density of 2
x10°/ml (100 pl/well), incubated for 24 h at 37 °C and 5%CO,, and treated with NPs or
NPs-C at concentrations: 2.50; 1.88; 1.40; 0.70; 0.28; 0.21; 0.16; 0.12; 0.05 mg/ml or
1.00; 0.75; 0.50; 0.25; 0.10; 0.08; 0.05; 0.03; 0.01 mg/ml, respectively. Cells incubated
with medium served as positive control (C+), whereas they were treated with 0.1% H>O»
as a negative control (C-). After 24 h of incubation, 20ul/well of 3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide solution (MTT; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Michigan, USA), at a concentration of Smg/ml, was added to the cells. After 4
hours, culture media were removed and formazan crystals dissolved in 150ul / well of
DMSO solution. Absorbance was read using a reader Multiskan EX (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) at 570 nm. The cytotoxicity of colchicine, free or
released from NPs-C complex, was assessed using the same procedure.

NF-kB activation

THP1-Blue™ NF-kB cells were specially designed to monitor the NF-«kB signal
transduction pathway in a physiologically relevant cell line. The activation of the NF-xB
signaling pathway in cells exposed to NPs was evaluated according to the procedure
recommended by the test manufacturer (InvivoGen, Toulouse, France). The concentration
of free colchicine and colchicine in NPs-C used in the test was 0.05 mg/ml. The empty
nanoparticles were used at a concentration of 0.21 mg/ml (deemed safe for eukaryotic
cells). The positive control in the test is lipopolysaccharide Escherichia coli O55:B5
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) at a final concentration of 100 ng/ml, and the
negative control is unstimulated cells.

In vivo studies
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The Local Ethics Committee approved all animal procedures for Animal Experiments
(LKE9) at the Medical University of Lodz, appointed by the Ministry of Science and
Higher Education. The approval number for the in vivo experiments conducted in this
study is £B 278/2023. Ethical statement: The in vivo experiments were carried out by the
EU Directive (Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of
September 22, 2010, on the protection of animals used for scientific purposes (OJ L 276,
20.10.2010, p. 33-79)). The study's animals come from the Faculty of Biology and
Environmental Protection facility of the University of Lodz (Lodz, Poland). The animal
facility meets all the required breeding and ethical standards, ensuring that animals are
housed in appropriate living conditions by applicable regulations. It is officially registered
in the Polish Register of Breeders under number 048, which confirms its legality and
compliance with the rules governing the breeding of laboratory animals. The study used
C57BL/6 mice weighing 18 to 24 g and aged 8 to 12 weeks (both genders). The animals
were bred in an animal house at the Faculty of Biology and Environmental Protection at
the University of Lodz (Lodz, Poland), housed in cages, provided with free drinking
water, and fed standard food. During the study, the mice were divided into four groups (5
females and 5 males per group): a control group receiving a mixture of saline and an
experimental buffer (5% N-methyl pyrrolidone in water for injection; EB), an
experimental group receiving empty NPs, an experimental group receiving nanoparticles
with colchicine (NPs-C), and an experimental group receiving colchicine (C). The
animals received twelve doses of each preparation, administered intraperitoneally at
three-day intervals. According to the DrugBank database, the LD50 value of colchicine
for mice is 5.87 mg/kg (https://go.drugbank.com/drugs/DB01394?utm_source). To
ensure safety, the preparations were diluted so that a single dose of colchicine did not
exceed 25% of the LD50 value (1.47 mg/kg). Considering that an adult mouse weighs
between 20 and 25 grams, the concentration of colchicine in a single dose was 0.03 mg
(1.2 mg/kg). Both free colchicine and nanoparticle-bound colchicine preparations have
been prepared accordingly. The animals were monitored daily, including body weight,
water and food intake, behavioral symptoms, skin and coat condition, and the presence
of diarrhea. After twelve doses, the animals were euthanized by administering a lethal
dose of sodium barbiturate (Morbital, Biowet, Putawy, Poland). Blood samples were then
taken for serum, and the spleen, liver, and heart tissue were preserved for further
evaluation. The concentration of AST, ALT, creatinine, and troponin type 1 was measured

in animal serum samples with commercial enzyme-linked immunosorbent assays
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(ELISA): Mouse ALT, Mouse AST, Mouse Creatinine (Biorbyt, Cambridge, UK), and
Mouse Troponin Type 1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) according to the
manufacturer's protocols. To evaluate the organ accumulation of NPs and NPs-C, we
administered pyrene-labeled NPs to mice (fluoresce at 365/480 nm). We divided the mice
into three groups, each consisting of 5 males and 5 females. The groups received either
EB, NPs, or NPs-C, as prepared in previous studies. The dosing was conducted three
times at three-day intervals. Afterward, we collected the hearts and livers, prepared
paraffin blocks, sectioned them into 3-um slices, and analyzed them using Leica MICA
WideField fluorescence microscopy.

Transmission Electron Microscopy (TEM) and Light Microscopy of THP-1 cells
The nanoparticles' negative staining (NS) morphology was evaluated through NS-TEM
analysis. 5 pl of each sample was placed on a carbon film-coated 200 mesh copper EM
grid (Polysciences Inc, Warrington, Pennsylvania, USA) and incubated for 2 minutes.
Then, the sample was blotted with filter paper and negatively stained with 2% (w/v)
uranyl acetate (UA, ACS Reagent, Polysciences Inc, Warrington, Pennsylvania, USA) for
60 seconds. The grids were allowed to air dry at room temperature for 5 minutes and
imaged in transmission electron microscope JEM 1010 (JEOL Ltd, Tokyo, Japan) at 100
kV. The developed films were scanned using the Perfection V700 PHOTO scanner
(Epson, Tokyo, Japan) at 600 dpi. To analyze the ultrastructure of the cells, THP-1 cells
were placed in Eppendorf tubes and fixed for 3 hours with 2.5% glutaraldehyde
(Polysciences, Inc, Warrington, Pennsylvania, USA) in 0.1 M phosphate-buffered saline
(PBS) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) (pH 7.2) at 4°C. After fixation, the cells
were centrifuged at 500 x g for 3 minutes, rinsed with PBS for 30 minutes, and suspended
in molten 2% agar. The agar blocks were then rinsed twice in PBS for 30 minutes and
fixed in 1% osmium tetroxide (Polysciences, Inc. Warrington, Pennsylvania, USA) in
PBS for 2 hours at 40C. The material was then dehydrated in 10%, 30%, and 50% ethanol
three times for 15 minutes. The samples were stained overnight at 40C with 50% ethanol
of uranyl acetate. After further dehydration in an ethanol concentration gradient (70%,
80%, 90%, and 100%) (POCH, Gliwice Poland) and propylene oxide (Polysciences, Inc,
Warrington, Pennsylvania, USA), the samples were infiltrated and embedded in a mixture
of Epon - Spurr resins (Polysciences, Inc, Warrington, Pennsylvania, USA) and then
polymerized for 3 days at increasing temperatures (37°C, 60°C, and 72°C). The epoxy
resin blocks were then cut with a diamond knife using an Ultra Cut E ultra-microtome

(Reichert Jung, Depew, New York, USA). The ultra-thin sections (70 nm) were placed on
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formvar-coated nickel EM grids with a mesh size of 300 (Polysciences, Inc, Warrington,
Pennsylvania, USA) and stained with 2% (w/v) UA and Reynold's reagent for 20 minutes.
The ultrastructure of the cells was examined in a transmission electron microscope JEM
1010 (JEOL Ltd., Tokyo, Japan) at 100 kV.

Semithin sections (100 nm) of THP-1 cells were stained with 1% water solution
of toluidine blue and imaged in transmitted light with the Leica TCS SP8 (Leica, Wetzlar,

Germany) confocal microscope.

Foam Cell Formation

The test for transforming macrophages into foam cells was carried out according to the
protocol previously established by Krupa et al. '°. Briefly, the test was performed using
THP-1 cells transformed into macrophages using 50 nM phorbol-12-myristate-13-acetate
(PMA; Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) for 72 hours at 37 °C with 5% CO, and
then stimulated: 7KCH 40 ng/ml, LPS H. pylori 25 ng/ml, LPS E. coli 25 ng/ml) Also, in
the presence of NPs-C or free colchicine, 24 hours at 37 °C is required with 5% COx.
Cells were stained as previously described by Krupa et al 2021'® and visualized with a

light microscope.
Statistical analysis

The graphs were prepared wusing GraphPad Prism 10.1.2 (324) software
(https://www.graphpad.com/features), and the values are expressed as the mean +
standard deviation. The Shapiro—Wilk test was used to assess the Gaussian distribution of
data/residuals along with analysis of the Q-Q plots. The Brown-Forsythe test was used to
test the equality of the group variances. Spearman’s test for heteroscedasticity was used
in the case of two-way ANOVA analysis. For 72-hour MTT results, absolute CC50 values
were calculated based on a 4-parameter variable slope model with the least squares fit
method. The best-fit CC50 values were compared using the extra-sum-of-squares F test
to compare two nested models. Apart from an extra sum-of-squares F test to compare
absolute CC50 values, Mann-Whitney tests with two-tailed p-values were performed to
compare average rank cell viability values between colchicine and NPs-C for each
concentration separately. Nonetheless, we adjusted for multiple comparisons using the
Holm-Sidék method; therefore, the adjusted p-value is reported. The Kruskal-Wallis test
with Dunn's multiple comparisons test was performed for each MTT assay (24 h and 72

h) to compare each concentration of free colchicine, NPs, or NPs-C with untreated cells.
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Statistical analysis of liver and spleen weights was performed using one-way ANOVA
with post-hoc Sidak's multiple comparisons test. Statistical analysis for concentration of
AST, ALT, creatinine, and troponin was performed using the Kruskal-Wallis non-
parametric test, followed by Dunn's post-hoc multiple comparisons test. Statistical
analysis for THP-1 macrophage transformation into foam cells was performed using two-
way ANOVA, followed by a post-hoc Sidak multiple comparisons test. In all statistical
analyses performed, alpha was set to 0.05; therefore, p value <0.05 was considered

statistically significant.
Data availability

All data of this study are available within the paper and its Supplementary Information.
Should any raw data files be needed, they are available from the corresponding author

upon reasonable request.
Statement

All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and regulations. The

in vivo study is reported in accordance with ARRIVE guidelines.
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Fig.2S - FTIR analysis

Fig.3S - Metabolic activity of L929 cells treated with colchicine for 24 hours
Fig.4S - Metabolic activity of THP1 cells treated with NPs-C for 24 hours

Fig.5S - Metabolic activity of L.929 cells treated with empty nanoparticles pre-labeled
with pyrene (NPs) for 24 hours

Fig.6S - Deposition of empty and colchicine-loaded nanoparticles in the liver
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Supplementary Fig. 1S. Characterization of nanoparticles - Construction diagram.
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Supplementary Fig. 2S. The spectra of spectra for the pure colchicine (blue line), NPs
(green line), and NPs-C (red line).
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Supplementary Fig. 3S. Metabolic activity of L929 cells treated with colchicine for 24
hours. C+ - untreated cells, C- - cells treated with 0,1% H2O,. Statistical analysis was
performed using Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn's post-hoc
multiple comparisons test, n > 5; ns —p > 0.05, (*) —p < 0.05, (**) —p <0.01, (***) —p
<0.001, (****) —p < 0.0001.

108



Cytobiocompatibility of NPs-C
towards THP1 cell line
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Supplementary Fig. 4S. Metabolic activity of THP1 cells treated with NPs-C for 24
hours. C+ - untreated cells, C- - cells treated with 0,1% H>O,. Statistical analysis was
performed using Kruskal-Wallis non-parametric test followed by Dunn's post-hoc
multiple comparisons test, n>5; ns —p > 0.05, (*) —p <0.05, (**) —p <0.01, (***)—p
<0.001, (****) —p < 0.0001.

Cytobiocompatibility of NPs-C pre-labeled
with pyrene towards L929 cell line
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Supplementary Fig. 5S. Metabolic activity of L.929 cells treated with empty
nanoparticles pre-labeled with pyrene (NPs) for 24 hours. C+ - untreated cells, C- - cells
treated with 0,1% H»>O». Statistical analysis was performed using Kruskal-Wallis non-
parametric test followed by Dunn's post-hoc multiple comparisons test, n > 16; ns —p >
0.05, (*)—p<0.05, (**)—p<0.01, (***) —p < 0.001, (****) —p < 0.0001.
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Supplementary Fig.6S. Deposition of empty and colchicine-loaded nanoparticles in the
liver. Representative images showing thin-layer paraffin sections of liver tissue, stained
with hematoxylin and eosin and photographed in transmitted light or non-stained and
photographed under a fluorescence microscope. EB — experimental buffer; NPs — empty
nanoparticles; NPs-C — nanoparticles loaded with colchicine.
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7. Podsumowanie wynikow

W przeprowadzonych badaniach wykazano, zZe:

= Zakazenie H. pylori w polaczeniu z dieta wysokottuszczowa moze przyczyniac si¢
do rozwoju wezesnych zmian promiazdzycowych, takich jak zespdt metaboliczny,
stan zapalny $rddbtonka oraz sttuszczenie watroby

» LPS H. pylori i wzorcowy LPS E. coli aktywuja inflamasom NLRP3 ktory
uczestniczy w transformacji makrofagow w komorki piankowate

» Receptory TREM2 wystepuja w tkance naczyniowej pacjentow z ChNS
i miazdzyca eksponowanych na zakazenie H. pylori, a w surowicy takich
pacjentéw wystepuja w formie rozpuszczalnej (sSTREM?2). Ekspresja receptorow
TREM2 zlokalizowanych na komoérkach linii monocytarno-makrofagowej THP-1
jest modulowana przez LPS H. pylori lub LPS E. coli, lub 7KCH.

= Kolchicyna uwolniona/zwigzana z NPs wykazuje istotnie slabsze dziatanie
cytotoksyczne wobec komorek eukariotycznych w warunkach dlugotrwatej
eskpozycji niz kolchicyna w formie wolnej, zachowujac jednoczesnie swoja

aktywnos$¢ funkcjonalng
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8. Dyskusja

Miazdzyca to przewlekta choroba zapalna, ktéra prowadzi do odktadania lipidow
i komorek odpornosciowych w $cianach naczyn krwionosnych, co skutkuje tworzeniem
blaszek miazdzycowych. Z czasem blaszki te zwezaja $wiatlo naczyn i ograniczaja
przeplyw krwi, co czyni miazdzyce gtowng przyczyna chordb sercowo-naczyniowych
1 zgon6éw na $wiecie. Do rozwoju stanu zapalnego przyczyniaja si¢ czynniki genetyczne,
srodowiskowe, styl zycia i przewlekle zakazenia.

Zespol metaboliczny to zestaw zaburzen metabolicznych, zapalnych
1 prozakrzepowych, ktore zwigkszaja ryzyko chordb sercowo-naczyniowych, cukrzycy
i stluszczenia watroby. Diagnozuje si¢ go, gdy u pacjenta wystepuja co najmniej trzy
z pieciu objawow: wysokie stezenie trojglicerydow, niskie st¢zenie HDL, nadcisnienie,
cukrzyca typu 2 lub insulinoopornos¢ oraz brzuszna otylos¢. Rozwdj zespotu
metabolicznego 1 progresja miazdzycy sa S$cisle zwigzane z przewleklym,
ogoélnoustrojowym stanem zapalnym®,

W ostatnich latach rosnie zainteresowanie rolg czynnikow zakaznych, zwlaszcza
bakterii i ich komponentéw, takich jak LPS, ktéry moze wywotywaé przewlekty stan
zapalny, ktory przyczynia si¢ do rozwoju choréb sercowo naczyniowych i/lub
metabolicznych®. Zakazenie H. pylori, skutkuje rozwojem przewleklego zapalenia blony
Sluzowej zotadka lub dwunastnicy, ktore moze by¢ manifestowane takze na obwodzie
1 przez to sprzyja¢ rozwojowi miazdzycy. Szczepy H. pylori, zwltaszcza CagA-dodatnie,
nasilaja produkcje cytokin prozapalnych przez komorki nablonkowe Zotadka, a takze
$rédbtonka naczyniowego. Naptyw komorek immunokompetentnych takich jak
granulocyty i makrofagi do miejsca kolonizacji i ich aktywacja nasilajg stres oksydacyjny,
sprzyjajacy dalszemu uszkodzeniu bariery nabtonkowej i utrwaleniu reakcji zapalnej, co
prowadzi do aktywacji uktadu odpornosciowego i rozwoju uogolnionej reakcji zapalne;.
Ta przewlekla odpowiedz zapalna sprzyja dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego,
aktywacji plytek krwi oraz zaburzeniom metabolicznym, ktore razem zwigkszaja ryzyko
rozwoju chorob sercowo-naczyniowych.

W pierwszej czg$ci niniejszej rozprawy doktorskiej (Publikacja I) oceniano
wptyw LPS H. pylori i wzorcowego LPS E. coli oraz utlenionych steroli na rozw¢j zmian
promiazdzycowych w §rodbtonku naczyniowym i zespolu metabolicznego w powigzaniu

ze stluszczeniem watroby. Wzigto pod uwage, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
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indukowanego zakazeniem moze dochodzi¢ do utleniania lipidéw, co czyni je bardziej
prozapalnymi.

W  badaniach zastosowano model zwierzecy - kawii domowych
z eksperymentalnym zakazeniem H. pylori 1 karmionych dieta wysokotluszczowa.
Zwierzgta podzielono na cztery grupy: niezakazone na diecie standardowej, zakazone
H. pylori na diecie standardowej, niezakazone na diecie wysokotluszczowej oraz
zakazone H. pylori na diecie wysokottuszczowej [P.I]. Wykazano istotnie wyzszy poziom
LDL w surowicy zwierzat na diecie wysokottuszczowej w pordwnaniu z grupami na
diecie standardowej. Najwyzsze st¢zenie LDL zaobserwowano u zwierzat zakazonych
H. pylori na diecie wysokotluszczowej. Sama infekcja H. pylori bez diety
wysokottuszczowej nie powodowala znaczacego wzrostu stezenia LDL, co wskazuje na
kluczowa role diety wysokottuszczowej jako czynnika determinujacego stezenie LDL,
jako czynnika proaterogennego. Podobne zaleznos$ci opisano w badaniu Haeri 1 wsp.
z roku 2018, w ktorym wykazano zakazenie H. pylori bylo powigzane z podwyzszonym
stezeniem LDL u 0s6b zakazonych, zwtaszcza u mezczyzn.

LDL dopiero w $rodowisku bogatym w wolne rodniki fatwo ulegaja utlenieniu do
oxLDL, 1 w takiej formie wykazuja silne wtasciwosci prozapalne i sprzyjaja dysfunkcji

érodblonka naczyniowego w przebiegu miazdzycy .

Jednym z markerow stresu
oksydacyjnego i w efekcie utlenienia lipidow jest 4HNE - czasteczka, ktora w wysokich
stezeniach prowadzi do uszkodzenia i obumierania komoérek *°.

Wyniki uzyskane w publikacji [P.I.] wskazuja na nasilone odktadanie oxLDL
i wzrost ilosci 4HNE w aortach zwierzat zakazonych H. pylori na diecie
wysokottuszczowej, co pozostawato w zwigzku z nasileniem apoptozy komorek
srodblonka. Sugeruje to, ze utlenione lipidy ostabiajg barierg §rodbtonkowa, sprzyjajac
wczesnemu rozwojowi zmian miazdzycowych i postepujacej utracie elastycznosci
naczyn®®. We wczeéniejszych badaniach wykazano nasilenie stresu oksydacyjnego
w nabtonku zotadka kawii zakazonych H. pylori, a takze w hodowlach in vitro
pierwotnych komoérek nablonkowych zotadka tych zwierzat po ekspozycji na LPS
H. pylori, co pozostawato w zwigzku ze wzrostem liczby komorek ulegajacych apoptozie
w takim $rodowisku®” Pomiar sztywnoéci naczyh przeprowadzony w niniejszej pracy
u badanych zwierzat wykazal, ze u zwierzat zakazonych H. pylori, nawet przy diecie
standardowej, naczynia sg bardziej sztywne co moze by¢ zwigzane z odkladaniem si¢
w nich oksydowanych lipidéw. Efekt taki moze by¢ réwniez spowodowany odktadaniem

si¢ w $cianie naczyn komplekséw immunologicznych powstatych w odpowiedzi na
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zakazenie®®. Wyniki prezentowane w publikacji [P.I.] potwierdzajg wzrost liczby centrow
namnazania limfocytow B w $ledzionie, co wskazuje na rozw6j humoralnej odpowiedzi
immunologicznej na antygeny H. pylori. Powstajace przeciwciala moga uczestniczy¢
w tworzeniu kompleksow immunologicznych, ktore odkladajac si¢ w naczyniach moga
sprzyja¢ dysfunkcji naczyn i nasilaniu reakcji zapalne;.

Stan zapalny odgrywa kluczowa role w rozwoju zespotu metabolicznego
1 zaburzen sercowo-naczyniowych. Jednym z jego powiktan jest sttuszczenie watroby
typu MAFLD, prowadzace do odktadania trojglicerydéw w hepatocytach i ich
uszkodzenia. MAFLD moze ulega¢ progresji do stluszczeniowego zapalenia watroby
(MASH), a nastepnie do zwloknienia i marsko$ci watroby®* 1. Ze wzgledu na wspélne
czynniki ryzyka, MAFLD uznaje si¢ za potencjalny wczesny marker zmian
miazdzycowych, ktore fenotypowo sa mozliwe do identyfikacji znacznie pdzniej °'.

W publikacji [P.I.] wykazano nasilone stluszczenie watroby u kawii domowych
zakazonych H. pylori i karmionych dieta wysokotluszczowa, podczas gdy u zwierzat
niezakazonych na takiej diecie zmiany byly stabiej wyrazone. U zakazonych zwierzat
zaobserwowano rowniez obecno$¢ hepatocytow balonowatych, co moze sugerowaé
wczesny etap rozwoju MASH, cho¢ brak naciekow zapalnych i1 zwloknienia
uniemozliwia jednoznaczne potwierdzenie tego zespotu. Wyniki te s zgodne z badaniami

He i wsp. 2

, ktorzy wykazali, ze dopiero potaczenie diety wysokottuszczowej
z zakazeniem H. pylori wplywa na rozwdj sttuszczenia watroby u myszy. U oséb
z MAFLD obserwowano wyzszy poziom przeciwciat IgG anty-H.pylori oraz obecnos¢
DNA tych bakterii w tkance watrobowej”>*>. Wyniki uzyskane w publikacji [P.1.]
wskazuja, ze wspolistnienie zakazenia H. pylori 1 zaburzen metabolicznych moze
sprzyja¢ rozwojowi wezesnych zmian miazdzycowych.

Stan zapalny w obrgbie naczyn krwionos$nych zaburza homeostaz¢ i funkcje
komorek $srodbtonka naczyniowego, a takze prowadzi do rekrutacji monocytow, ktére po
przeksztalceniu w makrofagi fagocytuja oxLDL, tworzac komorki piankowate. Te z kolei
intensyfikuja stan zapalny, wydzielajac cytokiny i stymulujac migracj¢ komoérek migsni
gladkich, co sprzyja rozrostowi blaszek miazdzycowych. Szczegodlng role odgrywa
proaterogenna IL-1PB, wydzielana wskutek aktywacji inflamasomu NLRP3%. Jego
aktywacja zachodzi pod wpltywem wzorcow molekularnych zwigzanych zaréwno
z uszkodzeniem tkanek, jak i wzorcéw czynnikow zakaznych t,j. LPS.

Nieopublikowane wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie doktorskiej

wskazujg na silng aktywacje¢ inflamasomu NLRP3 w makrofagach linii THP1 pod
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wplywem ekspozycji wylacznie na LPS H. pylori lub LPS E. coli, lub w obecnosci 7-
KCH. Same utlenione sterole wykazywaty ograniczong zdolno$¢ do indukowania
aktywacji NLRP3. Aktywacja inflamasomu oceniona byta rowniez na podstawie stezenia
IL-1B w podlozach pohodowlanych, co pozwolilo na ocen¢ jego funkcjonalnej
aktywnos$ci. Uzyskane wyniki byly zgodne z oceng fluorescencyjng, a zatem LPS,
samodzielnie lub LPS w obecnosci utlenionych steroli, nasilalty wydzielanie IL-1 B, czego
nie obserwowano w odpowiedzi na same sterole.

Zaobserwowane réznice w aktywacji inflamasomu NLRP3 moga by¢ rezultatem
zaangazowania réznych mechanizméw. Inflamasom moze by¢ aktywowany poprzez
szlaki: klasyczny lub nieklasyczny lub alternatywny’®. W klasycznym mechanizmie,
aktywacja prowadzi do tworzenia wewnatrzkomérkowego aktywnego kompleksu
inflamasomu, ztozonego z receptora rozpoznajacego wzorce NLRP3, biatka
adaptorowego ASC oraz prokaspazy-1, nast¢gpnie aktywacji kaspazy-1, produkcji IL-1,
IL-18 oraz indukcji pyroptozy w komorce. Z kolei szlak nieklasyczny opiera si¢ na
rozpoznaniu LPS w cytoplazmie, co prowadzi do aktywacji kaspazy-4 i -5,
rozszczepienia gasderminy D 1 wywolania pyroptozy. Alternatywny mechanizm
aktywacji, charakterystyczny dla monocytdéw, nie wymaga etapu inicjacji i uruchamiany
jest bezposrednio przez oddziatywanie TLR4 z pozakomérkowym LPS”7,

LPS jest silnym aktywatorem inflamasomu NLRP3, zdolnym do uruchomienia
tego szlaku na wymienionych powyzej trzech drogach. W przeciwienstwie do LPS,
utlenione sterole petnig glownie role sygnalu inicjujacego. Co wigcej, aktywacja
inflamasomu indukowana przez LPS zachodzi szybciej i intensywniej niz pod wplywem
utlenionych steroli, ktore wywoluja wolniejsza i mniej dynamiczng odpowiedz’® 1%,

Komoérki piankowate odgrywaja kluczowa role w formowaniu blaszki
miazdzycowej; ich apoptoza prowadzi do uwolnienia lipidow i1 tworzenia martwiczego

101 * Badania

rdzenia z krysztatami cholesterolu, co zwicksza niestabilno$¢ blaszki
wykonane przez Krupa i wsp. 2'wykazaly, ze LPS H. pylori lub LPS E. coli, podobnie jak
7KCH, indukuja przeksztalcenie makrofagéw w komorki piankowate, podkreslajac
mozliwo$¢ udzialu czynnikow zakaznych w rozwoju miazdzycy. Potwierdzenie
w niniejszej pracy aktywacji inflamasomu NLRP3 przez LPS H. pylori bylo przestanka
do zbadania jego roli w procesie transformacji makrofagow w komorki piankowate.
W tym celu wykorzystano dwie linie komérkowe monocytarno-makrofagowe: THP-1

typu dzikiego (z funkcjonalnym inflamasomem) oraz lini¢ THPKONLRP3 z wyciszonym
genem NLRP3. Komorki obu linii stymulowano przez 24 godzinny: 7KCH, LPS
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H. pylori, LPS E. coli rozdzielnie lub tacznie. W linii THP-1 wszystkie czynniki,
niezaleznie lub tacznie, indukowaly transformacje makrofagéw w komoérki piankowate?!.
Natomiast w linii THPKONLRP3 efekt ten nie wystgpowal, a liczba komorek
piankowatych pozostawala na poziomie samoistnej transformacji komoérek w samym
podtozu. Wyniki te pozwalajg sugerowac rolg inflamasomu NLRP3 w tym procesie, cho¢
nie mozna wykluczy¢ udzialu innych mechanizméw komoérkowych.

Jednym z receptorow, ktore moga uczestniczy¢ w regulacji funkcji makrofagow,
jest receptor wyzwalajacy wystepujacy na komorkach mieloidalnych 2 (TREM?2). Jest to
pojedyncze bialko transblonowe obecne m.in. w makrofagach tkanki ttuszczowej czy
serca. Sktada si¢ z domeny zewnatrzkomorkowej (odpowiedzialnej za wigzanie
ligandow, takich jak DNA, produkty bakteryjne i lipoproteiny), domeny transblonowej
1 wewnatrzkomorkowej. Zewnatrzkomorkowa czg§¢ TREM2 moze by¢ tatwo odcinana
przez proteazy, prowadzac do powstania rozpuszczalnej formy receptora TREM2
(STREM2)082,

W odpowiedzi dochodzi do ciaglej syntezy i transportu nowych czasteczek
TREM2 na powierzchni¢ komorki, co pozwala na utrzymanie aktywnos$ci receptora.
Z tego wzgledu poziom sTREM2 w osoczu lub ptynie mézgowo-rdzeniowym moze
odzwierciedla¢ stopien aktywacji TREM2 przez jego ligand. Wzrost st¢zenia sSTREM?2
uznawany jest za potencjalny wskaznik aktywnosci makrofagdw w odpowiedzi na
uszkodzenia tkanek 1 moze peli¢ rol¢ biomarkera diagnostycznego oraz
prognostycznego. W chorobach uktadu sercowo-naczyniowego poziom sTREM2 jest
istotnie wyzszy u pacjentow z choroba niedokrwienng serca niz u osob zdrowych.
Ponadto podwyzszone stezenie sTREM2 w surowicy wigze si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych, co czyni ten marker potencjalnie
uzytecznym w ocenie ryzyka niestabilnosci blaszki miazdzycowej i przewidywaniu
incydentéw sercowo naczyniowych %52,

Pilotazowe badania wykonane na materiale klinicznym (fragmenty aort oraz
surowice pacjentdOw z ré6znym stopniem miazdzycy) miaty na celu oceng receptorow
TREM2 w tkance naczyniowej lub w surowicy (STREM2) w odniesieniu do
zaawansowania miazdzycy. Obecno$¢ sTREM stwierdzono u 50% pacjentéw, u ktérych
dominowaly zaawansowane zmiany miazdzycowe oraz wyzsza byla czgstos¢
klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy. U pacjentow z sTREM2 czgsciej
wystepowaly przeciwciata anty-H. pylori, co moze wskazywac¢ na udzial zakazenia

w modulacji ekspresji TREM2. Dalsze badania na wiekszej liczbie sklasyfikowanych
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diagnostycznie pacjentdow pozwola uzyska¢ wiarygodne dane na temat mozliwosci
wykorzystania sTREM2 jako potencjalnego markera diagnostycznego miazdzycy
w odniesieniu do zakazenia H. pylori.

Miazdzyca to powszechna choroba cywilizacyjna XXI wieku o zlozonym
patomechanizmie i licznych czynnikach ryzyka, dla ktorej wcigz nie opracowano
kompleksowego leczenia. Obecne terapie koncentruja si¢ na redukcji stezenia frakcji
LDL cholesterolu poprzez dziatanie statyn i diety, jednak stan zapalny w obrebie blaszek
miazdzycowych nadal utrzymuje wysokie ryzyko incydentéw sercowo-naczyniowych!®.
Reakcja zapalna przyczynia si¢ do destabilizacji blaszki, jej peknigcia i zatorow
prowadzacych do niedokrwienia. W odpowiedzi na te dane, w 2023 roku FDA (z ang.
Food and Drug Administration) zatwierdzita terapi¢ przeciwzapalng w formie niskiej
dawki kolchicyny (0,5mg/dobe) jako uzupelnienie leczenia statynami’®. Mimo
oczekiwanego dziatania przeciwzapalnego, kolchicyna moze powodowa¢ dzialania
niepozadane, gtdéwnie ze strony uktadu pokarmowego.

W  ostatnim etapie rozprawy doktorskiej zaproponowano innowacyjne
rozwigzanie polegajace na enkapsulacji kolchicyny w polimerowych nanoczastkach, co
mialo na celu zmniejszenie potencjalnych dziatan niepozadanych leku (Publikacja IT). Do
otrzymania nanoczastek wykorzystano polimer gwiazdzisty, otrzymany w wyniku
polimeryzacji laktydu, inicjowanej metylowang B-cyklodekstryna, ktora dodatkowo
petnita funkcje kompleksujaca, tworzac kompleks inkluzyjny z kolchicyna. Nanoczastki
zostaly wytworzone metoda mikroprzeplywéw, ktéra pozwala na precyzyjna kontrolg
procesu oraz zapewnia wysokg powtarzalno$¢ i efektywno$¢ enkapsulacji'®1%4,

Otrzymane nanoczastki z zatadowang kolchicyng (NPs-C) charakteryzowaly si¢
wysoka stabilnoscig oraz korzystnym profilem uwalniania leku, gdyz kolchicyna byta
uwalniana stopniowo, osiagajac poziom uwalniania okoto 60% po 96 godzinach,
z wyraznym wzrostem st¢zenia w pierwszych 8 godzinach. Taki model kontrolowanego
i dlugotrwatego uwalniania pozwala unikng¢ gwattownego wzrostu stezenia leku
wewnatrz komorek. Ograniczenie gwattownej ekspozycji na lek moze znaczaco
zmniejszy¢ ryzyko wystapienia dziatan cytotoksycznych, co jest szczegolnie istotne przy
dlugoterminowej terapii.

Dziatanie toksyczne wolnej kolchicyny wynika z jej wptywu na mikrotubule.
Mechanizm ten zaburza dynamike powstawania mikrotubul, jednoczesnie podstawowe
funkcje komorkowe, takie jak mitoza, transport wewnatrzkomérkowy i utrzymanie

ksztattu komorki 2,
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Uzyskane w publikacji IT wyniki wskazuja, ze kolchicyna zamkni¢ta, a nastgpnie
uwolniona z nanoczastek zachowuje swojg aktywno$¢ funkcjonalng i jest biozgodna oraz
mniej toksyczna wobec wybranych komorek eukariotycznych, co wykazano na modelach
in vitro 1 in vivo.

Otrzymane w pracy wyniki nie pozwalajg okresli¢ mechanizmu jaki prowadzi do
zmniejszenia toksycznego dziatania kolchicyny zwigzanej 1 uwolnionej z nanoczastek.
Po zamknigciu w nanoczastkach moze zmienia¢ si¢ konformacja kolchicyny, na korzysé
zmniejszenia jej dzialania cytotoksycznego przy jednoczesnym zachowaniu aktywnos$ci
przeciwzapalnej. Nie bez znaczenia dla oslabienia efektu cytotoksycznego kolchicyny
moze by¢ stopniowe i dlugotrwate uwalnianie leku z NPs. Konieczne sg dalsze badania,
ktére wyjasnig te mechanizmy, poniewaz ich zrozumienie jest kluczowe dla dalszego

rozwoju i zastosowania opracowanych nanoczastek.
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przeprowadzenie badari in vitro i in vivo, analizg uzyskanych wynikow, a takze redagowanie tresci

manuskryptu, zarébwno przed, jak i po recenzji.
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dr Bartlomiej Kost
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polskiej Akademii Nauk w Lodzi

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor pracy naukowej - Agata Tomaszewska, Bartlomiej Kost, Marek Brzezinski,
Martyna Nowicka, Maja Krupa, Tomasz Rechcinski, Lucja Balcerzak, Stawa Glifiska, Magdalena
Chmiela, Agnieszka Krupa, pt. Targeted and Safe Delivery of Colchicine via Polymeric Nanocarriers
for Potential Atherosclerosis Therapy: In Vitro and In Vivo Evaluation wystanej do czasopisma
Scientific Reports, oéwiadczam, ze m¢j indywidualny wkiad w przygotowanie oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji obejmowat: opracowanie metodologii syntezy polimerow wykorzystanych w
badaniach, przeprowadzenie doswiadczen zwigzanych z ich charakterystyka fizyko-chemiczng, a takze
redagowanie tresci manuskryptu zarowno na etapie przed, jak i po recenzji.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przediozenie ww. publikacji przez mgr Agate Tomaszewska
do rozprawy doktorskiej jako czgs¢ spojnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych w

czasopismach naukowych.
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Martyna Nowicka, Maja Krupa, Tomasz Rechcifiski, Lucja Balcerzak, Stawa Glifiska, Magdalena
Chmiela, Agnieszka Krupa, pt. Targeted and Safe Delivery of Colchicine via Polymeric Nanocarriers
for Potential Atherosclerosis Therapy: In Vitro and In Vivo Evaluation wystanej do czasopisma
Scientific Reports, o$wiadczam, iz méj indywidualny wkiad w przygotowanie oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji obejmowal wsp6itworzenie koncepcji naukowej, udzial w analizie
uzyskanych wynikéw, a takze redagowanie tresci manuskryptu zaréwno przed, jak i po recenzji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. publikacji przez mgr Agate Tomaszewska
do rozprawy doktorskiej jako czeé¢é spdjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych

w czasopismach naukowych.
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Pracownia Obrazowania Mikroskopowego
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Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytet Lodzki

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy naukowej - Agata Tomaszewska, Bartlomiej Kost, Marek Brzezinski,
Martyna Nowicka, Maja Krupa, Tomasz Rechcinski, Lucja Balcerzak, Stawa Glifiska, Magdalena
Chmiela, Agnieszka Krupa, pt. Targeted and Safe Delivery of Colchicine via Polymeric Nanocarriers
for Potential Atherosclerosis Therapy: In Vitro and In Vivo Evaluation wystanej do czasopisma
Scientific Reports, oswiadczam, ze m¢j indywidualny wkiad w przygotowanie oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji obejmowal wykonanie obrazowania nanoczastek oraz komérek THPI,
stymulowanych badanymi preparatami, z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego,
a takze wizualizacje tych komorek przy uzyciu mikroskopii swietlnej

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie ww. publikacji przez mgr Agatg Tomaszewska
do rozprawy doktorskiej jako czg$¢ spéjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych

w czasopismach naukowych.
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Martyna Nowicka, Maja Krupa, Tomasz Rechciﬁski, Lucja Balcerzak, Stawa Glinska, Magdalena
Chmiela, Agnieszka Krupa, pt. Targeted and Safe Delivery of Colchicine via Polymeric Nanocarriers
for Potential Atherosclerosis Therapy: In Vitro and In Vivo Evaluation wystanej do czasopisma
Scientific Reports, o§wiadczam, iz méj indywidualny wkiad w przygotowanie oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji obejmowal tworzenie koncepcji badawczej, opracowanie metodologii,
przeprowadzenie badan in vivo na mysim modelu zwierzecym, analiz¢ uzyskanych wynikéw, a takze
redagowanie tresci manuskryptu zar6wno przed, jak i po recenzji.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedfozenie ww. publikacji przez mgr Agat¢ Tomaszewska
do rozprawy doktorskiej jako czeg$¢ spéjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych

w czasopismach naukowych.
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Jako wspélautor pracy naukowej - Agata Tomaszewska, Bartlomiej Kost, Marek Brzeziriski,
Martyna Nowicka, Maja Krupa, Tomasz Rechciriski, Lucja Balcerzak, Stawa Glifnska, Magdalena
Chmiela, Agnieszka Krupa, pt. Targeted and Safe Delivery of Colchicine via Polymeric Nanocarriers
for Potential Atherosclerosis Therapy: In Vitro and In Vivo Evaluation wystanej do czasopisma
Scientific Reports, oéwiadczam, ze m6j indywidualny wkiad w przygotowanie oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji obejmowal wykonanie obrazowania nanoczastek oraz komérek THPI,
stymulowanych badanymi preparatami, z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu elektronowego,
a takze wizualizacje tych komorek przy uzyciu mikroskopii $wietlnej

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie ww. publikacji przez mgr Agat¢ Tomaszewskg
do rozprawy doktorskiej jako czg$é spdjnego tematycznie zbioru artykuléw opublikowanych

w czasopismach naukowych.
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czasopisma Scientific Reports, o$wiadczam, ze mdj indywidualny wkitad w przygotowanie oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji obejmowat: opracowanie metodologii syntezy nanoczastek
wykorzystanych w badaniach, przeprowadzenie do$§wiadczen zwiazanych z ich charakterystyka
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