STRESZCZENIE

Streszczenie

Wedtug raportu opublikowanego w 2017 r. przez Europejska sie¢ , European Heart
Network” wykazano, iz choroba niedokrwienna serca (ChNS) jest jedng z gtéwnych
przyczyn zgonow na S$wiecie. Dane statystyczne stanowig istotny argument za
podejmowaniem badan w kierunku wyjasnienia przyczyn i mechanizméw patogenezy
tej choroby celem zmniejszenia zachorowalno$ci i Smiertelnosci. Podtozem tej choroby
jest proces miazdzycowy w naczyniach wiericowych powigzany z rozwojem
patologicznej reakcji zapalnej. Do uznanych czynnikow ryzyka ChNS naleza zaburzenia
gospodarki lipidowej, wspdtistniejace z otytoécig i cukrzycg oraz nadci$nieniem
tetniczym, a takze czynniki srodowiskowe: dieta, nikotynizm oraz stres. W patogenezie
miazdzycy rozpatruje sie réwniez udzial czynnikdw zakaznych wywotujgcych
przewlekla reakcje zapalng, w tym Gram-ujemnych pateczek Helicobacter pylori,
kolonizujgcych nabtonek zotgdka i dwunastnicy. Skutkiem takich zakazen moze by¢
powstawanie nadzerek i wrzoddw tych narzgdow, a takze raka zotgdka. Uszkodzenie
nabtonka zotgdka moze sprzyja¢ zaburzeniu jego funkcji barierowej, przenikaniu
komponentéow tych bakterii do btony podstawnej i oddziatywaniu na $rédbtonek
naczyniowy oraz infiltrujgce komoérki immunokompetentne. Oddziatywania
komponentow H. pylori z komoérkami gospodarza mogg skutkowac rozwojem
przewlektej reakcji zapalnej oraz towarzyszacych takiej reakcji proceséw

patologicznych w miejscu zakazenia lub ogélnoustrojowych.

Majac na uwadze wysoka czesto$¢ zakazen H. pylori ogbétem w populacji ludzkiej
oraz u 0s6b z ChNS, podwyzszone stezenie u takich pacjentéw cholesterolu i jego
frakcji oksydowanej oraz stosowanie w celach leczniczych kwasu acetylosalicylowego
(ASA, acetylsalicylic acid) zatozono, ze zaréwno komponenty H. pylori, oksydowane
lipidy, a takze ASA moga wspdtdziata¢ w rozwoju reakcji zapalnej, ktéra potencjalnie
moze nasila¢ objawy ChNS. Aby oceni¢ wspotdziatanie zdefiniowanych komponentéw
H. pylori: kompleksu antygenowego w formie ekstraktu glicynowego (GE, glycine
extract), podjednostki UreA ureazy, biatka CagA zwigzanego z cytotoksyng (cytotoxin
associated gene A protein), lipopolisacharydu (LPS, lipopolisacharide) oraz ASA
i 7-ketocholesterolu (7-kCh, 7-ketocholestrol), w rozwoju oraz kontroli reakcji zapalnej
na poziomie bariery nabtonkowej Zotadka lub $rdédblonka naczyn krwionosnych,

wykonano badania in vitro na modelu ludzkich komoérek nabtonka Zotagdka AGS
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(ATCC®, CRL-1739™) oraz Srddbtonka naczyniowego HUVEC (Lonza, C2517A), a takze
leukocytéw krwi obwodowej zdrowych dawcédw i ludzkich monocytéw THP-1 (ATCC®,
TiB-202™), eksponowanych na dziatanie komponentéw H. pylori, ASA lub 7-kCh,

niezaleznie lub tgcznie.

Badania obejmowaty: 1) Ocene stabilno$ci obu barier komérkowych na podstawie
aktywnosci metabolicznej komérek, wyznacznikéw stresu oksydacyjnego: aktywnej
mieloperoksydazy (MPO, myeloperoxidase), reaktywnych form tlenu (ROS, reactive
oxygen species), peroksydacji lipidéw oraz apoptozy i przepuszczalnosci; 2) Ocene
aktywno$ci prozapalnej komoérek nabtonkowych zotgdka, $rédbtonka naczyn
krwionoé$nych oraz leukocytéw krwi obwodowej zdrowych dawcow w zakresie:
ekspozycji czasteczek adhezji miedzykomdérkowej (ICAM-1, intracellular adhesion
molecule 1), aktywacji Sciezki sygnatowej STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3), wydzielania mediatoréw pro-zapalnych: interleukiny(1L)-8, IL-33,
czynnika martwicy nowotworéw a (TNF-«, tumor necrosis factor «a), IL-2,
metaloproteinazy 9 (MMP-9, matrix metalloproteinase 9) oraz chemotakcji komorek
immunokompetentnych; 3) Ocene wilasciwosdci proregeneracyjnych komoérek
nabtonkowych zZotadka i $§rédbtonka naczyn krwionoé$nych oraz ekspansji komoérek

immunokompetentnych na podstawie migracji i proliferacji.

Wykazano, iz komponenty H. pylori zaburzajg homeostaze bariery nabtonkowej
zotadka, co wyraza sie wzrostem odsetka komérek ulegajacych apoptozie, wskutek
narastajacego stresu oksydacyjnego, prawdopodobnie nasilanego w $rodowisku
MMP-9, a takze zaburzenia integralno$ci. Wykazano, ze reakcjg na uszkodzenie tej
bariery jest aktywacja komérek nabtonkowych w srodowisku antygenéw H. pylori
wyrazajgca sie nasileniem ekspozycji ICAM-1, aktywacjg STAT3, wydzielaniem cytokin
prozapalnych: IL-8, IL-33, TNF-q, IL-2, a takze MMP-9. Wykazane nasilenie chemotaksji
leukocytéw  jednojadrzastych i ich  aktywno$¢  sekrecyjna  $wiadczy
o mobilizacji komérek immunokompetentnych, ktérych aktywno$¢ in vivo moze by¢
nakierowana na eliminacje zakazenia i naprawe uszkodzenia. Wykazano jednak, ze
zdolno$¢ komorek nabtonkowych zotadka do regeneracji uszkodzen w $rodowisku
komponentéw H. pylori byta znacznie ostabiona, co znajdowato wyraz w zaburzeniu
migracji komoérek i ich aktywnosci proliferacyinej, ktora nie ulegata nasileniu nawet

w $rodowisku IL-33 i MMP-9, ktére same takg aktywnos$¢ stymulowaty. Wykazano
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natomiast znaczenie tych mediatoré6w w nasilaniu aktywnosci proliferacyjnej
monocytéw THP-1, co moZe mie¢ znaczenie w eliminacji zakazenia H. pylori, ale przy
nadmiernej ich aktywacji moze sprzyja¢ narastaniu reakcji zapainej. Efekty
oddziatywania komponentéw H. pylori na komérki $rédbtonka naczyn krwionoénych
byty poréwnywalne, a niekiedy silniej wyrazone niz w hodowlach komérek nabtonka
zotagdka, co wskazuje na mozliwo$¢ indukowania i modulowania reakcji zapalnej na

poziomie bariery $srédbtonka naczyniowego podczas zakazenia H. pylori.

Wykazano znaczenie ASA i 7-kCh, jako egzogennych czynnikdéw sprzyjajgcych
zaburzaniu integralnosci zaréwno bariery nablonkowej zotadka, jak i $rédbtonka
naczyn krwiono$nych, niezaleznie lub tacznie z komponentami H. pylori oraz

w promowaniu reakcji zapalnej.

Uzyskane wyniki wskazujg na znaczenie rozpuszczalnych komponentéw H. pylori
w uszkadzaniu bariery komoérek nabtonkowych zotgdka i $rédbtonka naczyn
krwionoénych oraz inicjowaniu reakcji zapalnej. Srodowisko ASA i 7-kCh nasila
dziatanie komponentéw H. pylori, co pozwala sugerowad, iz podczas zakazenia H. pylori
u 0s6b z chorobg niedokrwienng serca, czynniki te mogg modulowacé reakcje zapalng

w przebiegu tej choroby.
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Summary

According to the report published in 2017 by the European network "European Heart
Network”, coronary heart disease (CHD) has been shown to be one of the leading causes
of death in the world. Statistical data is an important argument for developing research to
explain the risks and mechanisms of pathogenesis of this disease in order to reduce
morbidity and mortality. The reason of this disease is the atheroscierosis process in the
coronary vessels associated with the development of a pathological inflammatory
reaction. The recognized risk factors for CHD include lipid disorders as well as obesity,
diabetes, hypertension and environmental factors such diet, nicotinism and stress. In the
pathogenesis of atherosclerosis, the role of infectious agents that cause a chronic
inflammatory response is also considered, including Gram-negative bacteria Helicobacter
pylori, colonizing the epithelium of the stomach and duodenum. The result of such
infections may be the development of local inflammatory response in the gastric mucosa,
erosions and ulcers of these organs, as well as gastric cancer. Damage to the gastric
epithelium may contribute to the disruption of its barrier function, penetration of the
components of these bacteria into the basement membrane and their interactions with
the vascular endothelium as well as infiltrating immunocompetent cells. These
interactions may result in the development of a chronic inflammation and the pathological

processes accompanying such a reaction at the site of infection or on the systemic level.

Considering the high incidence of H. pylori infections in the human population and in
patients with CHD, the elevated concentration of cholesterol and its oxidized fraction in
such patients and the therapeutic use of acetylsalicylic acid (ASA) it was assumed that
both H. pylori components, oxidized lipids as well as ASA can interplay in the development
of an inflammation that can potentially increase the symptoms of CHD. To assess the
interactions of defined H. pylori components: antigenic complex in the form of glycine
extract (GE), UreA urease subunit, CagA cytotoxin-associated protein, lipopolysaccharide
(LPS) and ASA and 7-ketocholesterol (7-kCh) in the development and control of
inflammatory response at the level of the epithelial barrier of the stomach or endothelium
of blood vessels, in vitro tests were carried out on human gastric epithelial cells AGS
(ATCC®, CRL-1739™), HUVEC vascular endothelial cells (Lonza, C2517A), peripheral

lood leukocytes of healthy donors and human THP-1 monocytes (ATCC®, TIB-202™},

exposed to H. pylori components, ASA or 7-kCh, independently or in combination.
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The study included: 1) Evaluation of the stability of both cellular barriers based on the
cell metabolic activity, oxidative stress determinants: active myeloperoxidase (MP0),
reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation, apoptosis and permeability of cell
monolayers; 2) Evaluation of proinflammatory activity of gastric epithelial cells,
endothelial cells and peripheral blood leukocytes of healthy donors in the range of:
intercellular adhesion molecule deposition (ICAM-1), activation of signal pathway STAT3
(signal  transducer and  activator  of transcription 3), secretion of
pro-inflammatory mediators: interleukin(lL)-8, IL-33, tumor necrosis factor
a (TNF-a), IL-2, metalloproteinase 9 (MMP-9) and chemotaction of immunocompetent
ceils; 3) Evaluation of the pro-regenerative properties of gastric epithelial cells and
endothelial cells as well as expansion of immunocompetent cells based on migration and

proliferation.

It was shown that 1. pylori components affect the homeostasis of gastric epithelial
barrier, which is expressed by the increase in the percentage of cells undergoing
apoptosis, due to the increasing oxidative stress, probably elevated in the milieu of MMP-
9, as well as diminished cell integrity. The reaction to damage of this barrier was the
activation of epithelial cells in response to H. pylori antigens expressed by the elevated
cell exposure of ICAM-1, STAT3 activation, secretion of pro-inflammatory cytokines: IL-8,
[L-33, TNF-q, [L-2 as well as MMP-9. The increased chemotaxis of mononuclear leukocytes
and their secretory activity indicates the mobilization of immunocompetent cells.
Activated leukocytes in vivo may be involved in the elimination of infection and repair of
damage. However, in this study it was shown that the ability of gastric epithelial cells to
regenerate lesions, in the environment of H. pylori components, was significantly
impaired, which was reflected in the inhibition of cell migration and their proliferative
activity. This activity was not increased even in the milieu of IL-33 and MMP-9, which
themselves stimulated cell proliferation. However, the importance of both IL-33 and
MMP-9 in increasing the proliferative activity of THP-1 monocytes has been
demonstrated, which may be important in the elimination of H. pylori bacteria during
infection. On the other hand their excessive activation may promote the development of
chronic inflammatory response. The effects of H. pylori components on vascular
endothelial cells were comparable and sometimes even more strongly expressed than in

cultures of gastric epithelial cells, which indicated the possibility of inducing and
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modulating an inflammatory processes at the level of the vascular barrier during H. pylori

infection.

The importance of ASA and 7-kCh as exogenous factors that reduce the integrity of
both gastric epithelial cell barrier and the barrier of vascular endothelium, independently
or in combination with H. pylori components, and in promotes inflammatory response has

been demonstrated.

In summary, the results obtained in this study indicate that soluble H. pylori
components are able to damage the barrier of both gastric mucosa and vascular
endothelial cells, which leads to the initiation of an inflammatory response involving both
gastric epithelial and vascular endothelial cells as well as immunocompetent cells.
Moreover ASA and 7-kCh can increase the potency of H. pylori components, suggesting
that in patients with CHD infected with H. pylori, these factors may interact in modulating

the inflammatory response and the maintaining or the progression of this disease.
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