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I. Wstep

I.1. Wprowadzenie

Aorta — duzy pien tetniczy — daje poczatek naczyniom krazenia
systemowego. Gléowna jej funkcja jest odebranie krwi z lewej komory
i przekazanie do naczyn oporowych, ktore doprowadzaja krew do tkanek.
W ciagu zycia czlowieka przeptywa przez aorte okoto 200 milionow
litrow krwi.

Aorta odgrywa takze istotne funkcje hemodynamiczne. Podczas
skurczu lewej komory dochodzi do jej poszerzenia. Wowczas czes¢ energii
kinetycznej krwi jest zamieniana na energie potencjalng, gromadzona
w Scianie aorty. W czasie rozkurczu lewej komory dochodzi do zamiany
energii potencjalnej z powrotem na energie kinetyczng i Sciana aorty,
ulegajac odksztalceniu, przepompowuje zgromadzong tam krew. Proces ten
odgrywa najwazniejsza role w utrzymaniu ciaglosci przeptywu krwi przez
naczynia krwionosne, takze podczas rozkurczu lewej komory.

Cisnienie w aorcie wynika z objetosci wyrzutowej serca, podatnosci
i elastycznosci Sciany aorty oraz oporu naczyniowego, generowanego przez
gre miesniowki gladkiej naczynn obwodowych i arteriol oraz w pewnym
stopniu przez objetos¢ krwi w aorcie [1, 2].

Opréocz wspomnianych funkcji aorta odgrywa posrednia role
w regulacji obcigzenia wtornego (after-load) przez wplyw na cisnienie
tetnicze oraz regulacje czestosci rytmu serca, za posrednictwem
baroreceptorow zlokalizowanych w $cianie aorty wstepujacej, tuku oraz jej
odgalezienn. = Baroreceptory  przekazuja =~ impulsy do  centrum
naczynioruchowego w pniu mozgu, skad przesylana jest odpowiedz za

posrednictwem nerwu blednego, prowadzac do zahamowania aktywnosci



sympatycznej oraz pobudzenia parasympatycznego. Efektem odruchu
z baroreceptorow jest zwolnienie czestoSci rytmu serca oraz zmniejszenie
systemowego oporu naczyniowego [1].

Schorzenia tetnicy gtownej prowadza do uposledzenia petionych
przez nia funkcji [2, 3]. Na przykilad utrata podatnosci Sciany aorty,
wystepujaca przede wszystkim w starszym wieku, zwigeksza o 20 do 40%
zapotrzebowanie migsnia sercowego na tlen. Zmniejszenie elastycznosci
i podatnosci aorty powoduje zas wzrost parametréow cisnienia skurczowego,
napiecia $ciany lewej komory oraz cisnienia koricowo rozkurczowego
i objetosci lewej komory [4].

Tetniaki aorty brzusznej sa jednymi z najczestszych schorzen
dotyczacych aorty. Tetniakiem aorty nazywa si¢ kazde poszerzenie $wiatla
naczynia, ktore przekracza przynajmniej 1,5-raza prawidlowy rozmiar aorty
w danym segmencie. Poszerzenie $wiatla naczynia zaburza przeptyw krwi,
co moze prowadzi¢ do powstawania zakrzepu w Swietle naczynia, a to grozi
uposledzeniem przeplywu obwodowego lub spowodowaniem obwodowej
embolizadji [1]. Poszerzenie swiatta naczynia jest zwigzane ze zmniejszeniem
grubosci $ciany, co moze przyczyniac si¢ do pekniecia $ciany aorty. Wsrod
pacjentow z peknieciem $ciany aorty $miertelnos¢ waha si¢ pomiedzy
70 a 80% [5-8].

Pomimo dowoddéw, ze schorzenia aorty wywotuja zaburzenia
wielonarzadowe, mechanizmy pojawiania si¢ i rozwoju chordb aorty, w tym
tetniaka aorty brzusznej, nie zostaly jasno okreslone. Z tego tez wzgledu

leczenie przyczynowe nie jest obecnie mozliwe.

1.1.1. Budowa aorty

Aorta rozpoczyna si¢ w przedluzeniu stozka tetniczego lewego

i rozprowadza krew do calego organizmu przez swoje odgatezienia.



Najwiecej tych odgalezien znajduje si¢ w odcinku brzusznym tetnicy.
Ostatecznie aorta dzieli si¢ na dwie tetnice biodrowe wspdlne i tetnice
krzyzowa posrodkowa.

Aorta jest zbudowana z trzech warstw: blony wewnetrznej, srodkowej
i przydanki. Wraz z oddalaniem si¢ od serca w $cianie aorty wzrasta liczba
komodrek miesni gladkich, natomiast ilos¢ elementow elastycznych
zmniejsza sie.

Btona wewnetrzna (intima) sktada sie z pojedynczej warstwy komorek
srodbtonka, wyscielajacej swiatlo naczynia, z widkien kolagenowych oraz
elastynowych, potozonych ponizej. W blonie wewnetrznej zlokalizowane sg
rowniez skupiska komorek miesniowki gladkiej oraz koncentrycznie
utozone widkna elastynowe. Srédbtonek petni wazng role w regulacji wielu
funkdji aorty, przede wszystkim hamuje aktywacje i adhezje plytek krwi oraz
leukocytéw, co zapewnia skuteczny przeptyw krwi [9-11].

Z wiekiem w blonie wewnetrznej dochodzi do zwigkszenia liczby
komodrek miesniowki gladkiej oraz kolagenu, co powoduje pogrubienie
btony wewnetrznej [12, 13]. To przyspiesza rozwdj procesu miazdzycowego
oraz zmniejsza elastycznos$¢ Sciany aorty, jak udowodniono na modelach
zwierzecych [13].

Pod wplywem sil mechanicznych wewnatrz naczynia, w tym
przeptywajacej krwi (shear stress), komorki srédblonka, uwalniajac czynniki
humoralne, wplywaja z kolei na komorki miesnidowki gladkiej oraz
przydanki, w wyniku czego srodbtonek moze oddziatywac na napiecie aorty
[14-16]. Podstawowymi czynnikami uwalnianymi przez srodbtonek sa:
tlenek azotu (NO), prostacyklina (PGL), $rédblonkowy czynnik
hyperpolaryzujacy (EDHF). W warunkach patologicznych zdarza sie,
iz dochodzi nie tylko do zaburzenia uwalniania czynnikéw ochronnych
przez srodblonek, lecz takze do produkgji czynnikow uszkadzajacych, jak na

przykiad endoteliny czy wolnych rodnikéw tlenowych [17, 18].



Zaburzenie funkcji srodbtonka moze prowadzi¢ do aktywacji
komorek krwi oraz naciekania Sciany aorty [19]. Jest to przede wszystkim
wynikiem zwigkszenia adhezji leukocytow, przez zwiekszenie ekspresji
czastek adhezyjnych [20-24].

Ze wzgledu na znaczny przeciwzapalny wplyw srodblonka jego
dysfunkcja moze prowadzi¢ do rozwijania stanu zapalnego w obrebie Sciany
aorty, a w zwiazku z tym — przyczyniac sie do powstawania schorzen takich
jak tetniaki aorty [25-27].

Warstwa srodkowa (media) zbudowana jest z koncentrycznie utozonej
sieci wlokien elastynowych oraz wypelniajacych przestrzenie pomiedzy nimi
komorek miesni gladkich wraz z tkanka taczna. Btona srodkowa aorty jest
odpowiedzialna za utrzymanie swiatla i ciagtego przeplywu w naczyniu
[28]. W poczatkowych odcinkach aorty warstwa ta zawiera gléwnie wtokna
elastynowe oraz kolagenowe. To one sa odpowiedzialne za elastycznos¢ oraz
podatnos$¢, a takze za funkcje z tego wynikajace. Wraz z oddalaniem si¢ od
serca zwigksza si¢ udzial komorek miesniowki gladkiej w warstwie
srodkowej aorty. Dzieki temu aorta wptywa na obciazenie nastepcze.

Blona zewnetrzna — (przydanka — adventitia), sktada si¢ z elementow
wldknisto-elastynowych, zakoriczen nerwowych oraz naczyn krwionosnych.
Vasa vasorum to naczynia odzywiajace Sciane aorty, a zanikaja ponizej
odejscia tetnic nerkowych. Z wiekiem dochodzi do znamiennego
zmniejszenia ich liczby, co takze przyczynia si¢ do przyspieszenia rozwoju
procesu degradacji $ciany aorty.

Podsumowujac, jezeli zostanie zaburzona funkcja regulacyjna btony
wewnetrznej, woéwczas fatwiej dochodzi do rozwinigcia procesu zapalnego
oraz miazdzycowego w $cianie aorty. Podobnie, zaburzenie warstwy
srodkowej bedzie manifestowato si¢ przede wszystkim uposledzeniem
elastycznosci i podatnosci aorty. Uszkodzenie przydanki moze przyspieszac

rozwijanie si¢ degradacji Sciany aorty.



I1.2. Tetniaki aorty brzusznej

1.2.1. Definicja

Tetniak jest to trwate, patologiczne poszerzenie $wiatla naczynia o co
najmniej 50%, zlokalizowane przynajmniej w zakresie jednego segmentu,
czesto wiazace sie ze Scienczeniem Sciany [1]. Do tego poszerzenia dochodzi
w wyniku dzialania czynnikow uszkadzajacych, takich jak: a) nadmierne
dziatanie sit obciazenia mechanicznego Sciany aorty [15] w przebiegu
nadcisnienia tetniczego; b) rozwdj lokalnych stanéw zapalnych, np. w toku
miazdzycy, chordéb zapalnych Iub infekcyjnych. Procesy starzenia
i niedotlenienia sciany moga takze uczestniczy¢ w procesie uszkadzania
Sciany naczynia [28-32]. Aktualnie uwaza sig, iz tetniaki aorty brzusznej
zlokalizowane ponizej odejscia tetnic nerkowych w >90% sa zwiazane
z procesem miazdzycowym [33], podczas gdy pozostate lokalizacje wynikaja

czesto takze z innych przyczyn.

Rycina 1. Tetniak aorty brzusznej w tomografii komputerowej (A)
oraz w agiografii RTG (B).
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1.2.2. Epidemiologia

Tetniaki aorty brzusznej (AAA) wystepuja u okoto 3-4% o0sob
w wieku powyzej 50 roku zycia [28, 34, 35]. Po 60 roku zycia czestos¢ ta
wzrasta do 5-7% [5, 36, 37]. W grupie osob w wieku 60-64 lat mezczyzni
choruja 11 razy czesciej od kobiet. W starszej populacji stosunek ten
zmniejsza si¢ i wsrod osob w wieku 85-90 lat wynosi juz 3:1. Rozmiary

tetniakdéw u kobiet sa najczesciej znamiennie mniejsze niz u mezczyzn [5].

1.2.3. Charakterystyka ogdlna

Charakterystyka tetniakow aorty, w tym takze w odcinku brzusznym,
obejmuje okreslenie rozmiaru, lokalizacji, morfologii oraz pochodzenia.
Czynniki te maja praktyczne znaczenie, gdyz wplywaja na przebieg
naturalny oraz rokowanie [34, 35, 38, 39]. W szczegdlnosci rozmiar tetniaka
oraz dynamika przyrostu, obok morfologii i obrazu klinicznego, decyduja
o wyborze sposobu leczenia [37, 38, 40]. Tetniaki o rozmiarze >5cm oraz
o duzej dynamice poszerzania (>0,5-lcm/rok) zwiazane sa ze znacznym
ryzykiem wystapienia powiklan, przede wszystkim peknigcia Sciany
naczynia [7, 37, 38, 41]. Dlatego wymagaja wczesnego leczenia zabiegowego.

Tetniakowate poszerzenie moze obejmowac wszystkie czesci aorty i jej
odgalezien. Najczesciej obserwowane sa tetniaki rozpoczynajace si¢ ponizej
ujscia tetnic nerkowych. Spotyka sie dwa typy morfologiczne tetniakow: typ
wrzecionowaty (fusiformis) oraz typ workowaty (saccularis) [1]. Typ
wrzecionowaty ma jednorodny ksztalt, z symetrycznym poszerzeniem
obejmujacym caty obwdd aorty (Rycina 2). Wystepuje on znacznie czesciej.
Typ workowaty natomiast obejmuje mniejszy obszar aorty i ma ksztalt

wybrzuszenia tylko pewnego obszaru tetnicy [1].
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Rycina 2. Tetniak wrzecionowaty — przekréj przez aorte brzuszna. Strzatki wskazuja
przejscie $ciany prawidlowej w $ciane tetniaka — zmodyfikowano za Klatt i wsp. [42]

Zmiany histopatologiczne — zachodzace w obrebie Sciany aorty brzusznej
podczas tworzenia si¢ tetniaka — polegaja na stopniowym pojawieniu sie
komorek zapalnych, procesie degradacji elementow strukturalnych, a takze
na zmniejszeniu grubosci Sciany aorty, prowadzac ostatecznie do
poszerzenia jej obwodu. W obrebie warstwy wewnetrznej dochodzi do
naciekania przez komorki zapalne, ktore uwalniaja wiele czynnikéw wzrostu
i cytokin, a takze prowadza do migracji i proliferacji miofibroblastéw oraz
komorek miesniowki gladkiej. W toku procesu formowania tetnika warstwa
srodkowa zostaje najbardziej zredukowana i w jej obrebie najbardziej
zaznacza sig proces degeneracyjny (Rycina 3). Typ zmian morfologicznych w
obrebie tetnika jest wuzalezniony od dominujagcego mechanizmu

etiopatogenetycznego [43].
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Rycina 3. R6znice histopatologiczne pomiedzy wycinkiem
aorty prawidlowej (A) oraz zmienionej tetniakowato (B);
(A- zmodyfikowano za Bergman [44]) B — zmodyfikowano za Klatt [42]).

1.2.4. Etiopatogeneza

Etiopatogeneza tetniakdéw aorty nie jest w pelni poznana i rézni sie w
zaleznosci od lokalizagji tetniaka. U podstaw procesu formowania tetniaka
aorty brzusznej lezy proces degradacji btony Srodkowej oraz przydanki.
Proces ten jest najczesciej inicjowany przez stan zapalny zwiazany z
procesami miazdzycowymi zachodzacymi w $cianie naczynia, ktéremu
towarzyszy = obumieranie komorek. Wykazano, iz  wspdlistnienie
nadci$nienia tetniczego, urazéw Sciany aorty, a takze czynnikow
infekcyjnych  w  znacznym stopniu wulatwia i nasila te procesy
etiopatogenetyczne. Okres$lono cztery gléwne mechanizmy mogace
odgrywac role w powstawaniu tetniakéw. Sa nimi:

1. proces zapalny,
2. proteolityczna degradacja elementdw tkanki tacznej,
3. mechaniczny uraz sciany aorty,
4. zaburzenia genetyczne.
W patogenezie tetniakéw aorty brzusznej wymienione mechanizmy

wspolistniejq i sa ze sobg Scisle powiazane [23, 45].
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1.2.4.1. Czynniki ryzyka rozwoju tetniaka
Najwazniejszymi czynnikami ryzyka sg palenie tytoniu i nadci$nienie
tetnicze. Te i pozostale czynniki ryzyka, ktére moga mie¢ znaczenie

w patogenezie tetniakow aorty, zebrano w tabeli 1 [29-31, 34, 35, 38, 46-52].

Tabela 1. Czynniki ryzyka wystapienia tetniaka aorty brzusznej.

Nikotynizm Pte¢ Meska (4,5:1)
POChP Rodzinne wystepowanie
Nadcis$nienie tetnicze Choroba Niedokrwienna Serca
Miazdzyca uogolniona Hypercholesterolemia
Wiek > 55 roku zycia Choroby zapalne
Genetyczne uwarunkowanie |Choroby ukladowe tkanki facznej

Wykazano, iz palenie tytoniu przez wywolywanie stresu
oksydacyjnego, a takze przyspieszanie procesu degradacji elementéw tkanki
Iacznej, przyczynia si¢ zaréwno do rozwiniecia, jak i powiekszania tetniaka
aorty brzusznej. U osob palacych tyton znacznie czesciej wystepuja tetniaki
aorty brzusznej. Czestos¢ AAA rosnie wraz ze wzrastajaca iloScig paczkolat
wypalanych (<19 paczkolat — 2,8x; 20-50 paczkolat — 7,3x; >50 paczkolat —
9,5x; warto$ci przedstawione wzgledem osob niepalacych) [31, 37]. Palenie
tytoniu prowadzi tez do rozwiniecia przewleklej obturacyjnej choroby ptuc,
ktora w badaniach epidemiologicznych zostala wykazana jako niezalezny
czynnik predysponujacy do pekniecia tetniaka [47].

Nadcisnienie tetnicze jest zwiazane z przy$pieszeniem rozwoju
tetniaka. Wsérédd palaczy, relatywne ryzyko wystapienia tetniaka aorty
brzusznej bylo 3,4-krotnie wigeksze u o0s6b z cisnieniem rozkurczowym
>90mmHg oraz 4,1-krotnie wieksze u o0sOb ze $rednim ci$nieniem
>100mmHg [30]. Mechanizm dziatania nadcisnienia tetniczego w odniesieniu
do tetniakow aorty jest zlozony i wynika zaréwno =z dzialania

mechanicznego, zwiekszajacego sily oddzialujace na $ciane aorty, jak
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i z przyspieszenia procesu miazdzycowego i przyspieszenia dysfunkcji
srodbtonka naczyniowego [17, 28, 53-55].

W literaturze istnieja sprzeczne poglady na temat roli zaburzen
gospodarki lipidowej jako czynnika ryzyka rozwoju tetniaka aorty
brzusznej. W badaniach Wanhainena wykazano czestsze wystepowanie
podwyzszonych wartosci catkowitego cholesterolu, trdjglicerydow oraz LDL
u pacjentow z tetniakami w porownaniu z grupa kontrolna [31]. Inni badacze
jak Blanchard i wsp., nie potwierdzili w wynikach swoich prac takiej
korelacji [46]. Wiarygodne badania prospektywne na duzej grupie chorych
nie byly wykonywane.

Rodzinne wystepowanie AAA opisali Powell, Salo, Shibamura oraz
van Vlijmen [56-59]. Miazdzyca zarostowa konczyn dolnych wspdtistnieje

u ok. 25% chorych z AAA [36, 46, 60].

1.2.4.2. Dysfunkcja srédblonka

Dysfunkcja $rodbtonka jest zaburzeniem réwnowagi pomiedzy
czynnikami ochronnymi a czynnikami aktywujacymi srodblonek. Wydaje
sig, iz dysfunkcja srodbtonka odgrywa istotna role w patogenezie tetniakdw
aorty brzusznej [25, 27, 61]. Rozw0j stanu zapalnego w $cianie naczyn bardzo
czesto jest powiazany z dysfunkcja i/lub uszkodzeniem srodblonka
naczyniowego, ze wzgledu na jego liczne dziatania naczynioochronne
[53, 62-65]. Tlenek azotu (NO) wykazuje istotne dziatania przeciwzapalne —
hamuje ekspresje czastek adhezyjnych oraz aktywnos$¢ metaloproteinaz.
Uposledzenie ekspresji i/lub zmniejszenie aktywnosci $rédbtonkowej
syntazy tlenku azotu (eNOS) w modelach zwierzecych predysponuje do
rozwiniecia tetniaka aorty [61, 65]. Przyczyna zmian aktywnosci eNOS moze
by¢ podwyzszone stezenie poziomdédw biatka C reaktywnego (CRP) [66],

dziatanie ox-LDL, cytokin zapalnych, a zwlaszcza zwigkszony stres
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oksydacyjny prowadzacy do degradacji wytwarzanego NO, zanim zadziata

on na komorki sciany naczynia [67].

W warunkach fizjologicznych $rédbtonek spenia liczne funkcje, ktore

pod wptywem czynnikéw uszkadzajacych sa zaburzone [10, 17, 53, 65, 67].

Nalezg do nich miedzy innymi:

przeciwzapalna - polega na regulacji ekspresji czastek
adhezyjnych na powierzchni srédbtonka, co moduluje naciekanie
$ciany naczynia przez komorki zapalne: monocyty, makrofagi
i limfocyty. Tlenek azotu hamuje ekspresje zaréwno ICAM, jak
i VCAM [68, 69], tak w warunkach podstawowych, jak
i indukowang przez cytokiny z komorek zapalnych. Dodatkowo
odpowiedz ta jest nasilana przez czynniki promiazdzycowe
[20, 26, 70]. W tetniakach aorty brzusznej zauwazono zwigkszone
nacieczenie $ciany komorkami zapalnymi [21, 71], tak wiec brak
przeciwzapalnych  efektbw NO moze odgrywaé¢ tu
istotng role [65].

przeciwzakrzepowa — produkcja PGL: przez cyklooksygenaze
srédbtonkowa oraz syntaze prostacyklinowa zmniejsza agregacje
plytek, a stymulacja cyklazy adenozynowej zwigksza stezenie
cAMP [72]. Takze tlenek azotu ogrywa kluczowa role
w dzialaniu przeciwzakrzepowym, w mechanizmie zaleznym od
cGMP [73]. NO zmniejsza zarowno agregacje, jak i adhezje
plytek [10, 17]. Uposledzenie tej funkcji w tetniakach aorty
brzusznej moze ulatwia¢ powstawanie skrzeplin w Swietle
naczynia, w miejscu poszerzenia tetniakowatego.
profibrynolityczna - $rédbtonek produkuje tkankowy (t-PA)
oraz urokinazowy aktywator plazminogenu (u-PA). W modelach

zwierzecych wykazano, iz w szczegolnosci u-PA odgrywa
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istotng role w indukowanych angiotensyna II tetniakach aorty
[74, 75]. Podobny efekt zauwazono u ludzi [76].

e antyproliferacyjna — srédbtonek przede wszystkim przez tlenek
azotu hamuje migracje oraz proliferacje komorek miesni
gladkich, dzieki czemu hamuje proces hiperplazji btony
wewnetrznej. Tlenek azotu wplywa na ekspresje biatek
regulujacych aktywnos¢ proliferacyjng SMC [77] oraz na
aktywnos¢ metaloproteinaz [78, 79], a takze licznych czynnikéw
transkrypcyjnych, na przyklad NFkB. W zwiazku z istotna rola
hiperplazji intimy zaburzenie tej funkcji srodbtonka jest wazne
w patogenezie tetniakow aorty brzusznej [13].

e regulacja napiecia sciany naczyn [80] — proces jest regulowany
przez tlenek azotu, ktory przez zwiekszenie stezenia cyklicznego
GMP w komoérkach miesnidwki gladkiej hamuje aktywnosc¢
kanatéw wapniowych, co prowadzi do rozkurczu naczynia.

Badanie funkcji srodbtonka naczyniowego jest trudne. Wykorzystuje sie
przede wszystkim naczyniorozkurczajace dziatanie NO jako biomarker jego
dostepnosci. Jako pierwsi w 1980 roku Furghott i Zawadzki
zademonstrowali zalezny od acetylocholiny (ACh) rozkurcz naczynia
(proces mediowany przez Srédblonkowy NO) [14]. Poniewaz tlenek azotu
(NO) odgrywa kluczowa role w czynnosci srodbtonka, oznaczanie
biodostepnosci NO jest posrednim wskaznikiem dysfunkgji srodbtonka —
jego biomarkerem.

Dysfunkcja srodbtonka, w badaniach klinicznych, okreslana jest
z wykorzystaniem FMD (Flow Mediated Dilatation, FDD — Flow Dependent
Dilatation). W tym badaniu obserwuje si¢ rozkurcz tetnicy ramiennej
wywolany przywroceniem przeptywu przez tetnice. Przywrocenie
przeptywu krwi w naczyniu oddziatuje na receptory mechaniczne w btonie

komodrkowej srodblonka przez sity $cinania ,shear stress”. Prowadza one do
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aktywacji srodbtonkowej syntazy tlenku azotu [81]. Inna metoda oceny
dysfunkcji s$rodblonka jest bezposrednie podawanie ACh do naczyn
wiennicowych. W miejscach, gdzie miala miejsce dysfunkcja $rodbtonka,
dochodzi do obkurczenia $wiatla naczynia zamiast do rozkurczu [82],
wskazujac na dysfunkcje Srédbtonkowej eNOS oraz na bezposrednie
naczynioskurczowe dzialanie ACh na miesniowke gladka. Co ciekawe,
Schachinger i wsp. wykazali, iz w miejscach, gdzie obserwuje si¢ tak
zdefiniowana dysfunkcje $rodbtonka, w ciagu kilku lat dochodzi do

rozwiniecia si¢ blaszki miazdzycowej [82].

1.2.4.3. Proces zapalny

Obecnos¢ przewleklego procesu zapalnego w Scianie tetniaka
wykazywano wielokrotnie. W preparatach histologicznych stwierdzono
nacieczenie makrofagami, monocytami i limfocytami [19, 21]. Nacieki
komorek zapalnych dotycza praktycznie wszystkich warstw aorty — intimy,
medii i przydanki. Komodrki te wytwarzaja wiele cytokin i innych
biologicznie aktywnych substancji [83, 84]. Poziomy w surowicy cytokin

IL-1p oraz IL-6 moga korelowac z rozmiarem tetniaka [39, 84-86].

Swiatlo Naczynia

Aktywowane
KomorkiT,1 O%-LDL g
H - =
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IL-1 IFNy ROS  MMPs Cytokines Ang Il TNFee

Czynniki prozapalne
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e akitywacja

\
SMIP-1 \\‘ Cykines Formowanie
‘..\‘.M:“\ H
ROS Tetniaka

Rekrutacja kom. T

Stan zapalny w przydance

Rycina 4. Proponowany model formowania tetniaka aorty brzusznej.
Zmodyfikowano za Wulf Palinski [87, 88].
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Proces zapalny prowadzi do zwigkszonej aktywnosci enzymodw
proteolitycznych, niszczacych strukture macierzy zewnatrzkomorkowej
(ECM), utatwiajac i/lub utrwalajac rozwoj poszerzenia [23, 34, 77].
Odpowiadajg za to przede wszystkim metaloproteinazy tkankowe (MMPs)
[78] oraz ich biatka regulujace (TIMPs). Wielu badaczy koncentruje si¢ na
znaczeniu metaloproteinaz w patogenezie tetniakow aorty. Cytokiny, takie
jak IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, zwigkszaja ekspresje MMP, a takze przyspieszaja
proces wymiany macierzy zewnatrzkomorkowej [78].

w patogenezie tetniakdw aorty brzusznej nie sa do korica poznane.

Proces powstawania blaszki miazdzycowej wigze si¢ z rozwojem stanu
zapalnego w obrebie neointimy. Rownoczesnie produkty degradacji widkien
sciany aorty, powstajace pod wpltywem dziatania MMPs, maja wtasciwosci
chemotaktyczne, przyciagajac komorki zapalne [78], prowadzac w pewnym
sensie do zamknigcia si¢ blednego kota stanu zapalnego w Scianie aorty.

Istnieje takze koncepcja, iz powstawanie tetniaka aorty brzusznej jest
procesem autoimmunologicznym. Przemawiajacym za tym argumentem jest
obecnos¢ zlogow immunoglobulin G w $cianie aorty, ktére takze moga
dziata¢ chemotaktycznie i prowadzi¢ do aktywacji komorek zapalnych [89].
Charakter autoantygenu nie jest jednak jasny. Mozliwe, iz ma to zwiazek ze
zjawiskiem mimikry antygenowej wywolywanej dziataniem czynnikow
infekcyjnych [90, 91].

Innym waznym czynnikiem odgrywajacym role w patogenezie
zapalenia w formowaniu tetniakéw aorty brzusznej moze byc¢ infekcja
Chlamydiae pneumoniae. Wykazano podwyzszony poziom przeciwciat
przeciwko Chlamydiae pneumoniae w tetniakach aorty brzusznej [92, 93], za$
metodami  biologii  molekularnej = wykazano  obecnos¢  samych
drobnoustrojéw w obrebie tetniakowato poszerzonej aorty. Moze to jednak

miec zwiazek z przetrwatg obecnoscia Chlamydiae pneumoniae.
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Jednym z wazniejszych aspektow przewleklego procesu zapalnego
wydaje sie by¢ rola wolnych rodnikéw tlenowych, ktore uczestnicza
praktycznie we wszystkich etapach rozwoju i regulacji stanu zapalnego [94],
takze w tetniakach aorty brzusznej [77]. Ich udzial w procesie powstawania

tetniaka zostanie szczegétowo omowiony ponize;.

1.2.4.4. Proteolityczna degradacja elementow tkanki tqcznej

Liczne badania podkreslaja role procesow proteolitycznych jako
waznego patomechanizmu poszerzenia tetniakowatego. Enzymami
zaangazowanymi w ten proces sa przede wszystkim metaloproteinazy
(MMP) [78, 95], a takze aktywatory plazminogenu, katepsyny i inne [74, 95].
Mechanizmy regulacji ekspresji i aktywnosci MMP, zwlaszcza w odniesieniu
do patogenezy tetniakdéw aorty, nie sa do korica wyjasnione.

Zrédtem tych enzyméw sa makrofagi oraz komérki miesnidowki
gladkiej (SMC). Enzymy te, w warunkach prawidltowych, uczestnicza
w procesie remodelingu tkankowego [45]. W przypadku AAA dochodzi do
zachwiania réwnowagi pomiedzy ekspresja proteinaz i ich aktywacja
a produkcjg ich endogennych inhibitorow. Ekspresja metaloproteinazy 2
(MMP-2, gelatynaza A), MMP-9 (gelatynaza B) oraz MMP-12 (elastaza
makrofagowa) czy MMP-7 (matrylizyna) jest zwiekszona w tetniakach aorty
brzusznej [24, 96, 97]. Metaloproteinazy te odpowiadaja przede wszystkim
za trawienie wildkien elastynowych. Role w trawieniu pozakomodrkowego
kolagenu przypisuje si¢ kolagenazom MMP-1 (kolagenaza-1) i MMP-13
(kolagenaza-13) [24, 39, 78, 96-98]. Niedawno opisano role MMP-8
(kolagenazy neutrofilowej) w etiopatogenezie tetniakow aorty brzusznej [99].
Opisano tez zdolno$¢ aktywacji MMP-2 przez inne MMP,
szczegOlnie MMP-14 [24].

O roli MMPs w patogenezie tetniakow aorty brzusznej swiadczy¢

moga prace prowadzone na modelach zwierzecych zmodyfikowanych
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genetycznie. Na przyktad u myszy pozbawionych genu dla MMP-9 lub
MMP-2 nie dochodzi do rozwinigcia tetniakow, inaczej niz u zwierzat
kontrolnych [100]. Dowodow na znaczenie MMPs w patogenezie tetniakow
aorty brzusznej dostarczaja takze badania kliniczne, wskazujace na korelacje
pomiedzy ekspresja czy aktywacja MMPs a rozmiarem tetniaka (np. MMP-9)
[39, 101]. W innym badaniu przedstawiono korelacje pomiedzy aktywnoscia
kolagenaz a rozmiarem tetniaka [102]. Petersen i wsp. zauwazyli,
iz zwigkszona ekspresja MMP-9 jest zwigzana z latwiejszym pekaniem
duzego tetniaka [103].

Z drugiej strony zauwazono na modelach zwierzecych, iz inhibitory
metaloproteinaz (TIMPs) zapobiegaja rozwojowi tetniakdw oraz ich
peknieciu. Aktualnie poznane sa cztery endogenne, tkankowe inhibitory
MMPs - TIMP 1-4; Aktywnos$¢ TIMP-1 jest zwiazana z blokowaniem
aktywacji pro-MMP-9, natomiast TIMP-2 hamuje aktywacje pro-MMP-2.
W innych badaniach zauwazono, Zze zaburzenie réwnowagi pomiedzy
aktywnoscia MMP-9 a jej tkankowym inhibitorem (TIMP-1) ma miejsce
w tetniakach aorty brzusznej [104, 105]. W modelu zwierzecym pozbawienie
genu dla TIMP-1 wigzato sie z wywolaniem wigkszych tetniakoéw [106].

Co ciekawe, zauwazono, iz proste leki przeciwzapalne oraz
nieselektywne inhibitory MMP (tetracykliny) hamuja degradacje sciany aorty
[23, 78, 107]. Stosowanie doksacykliny zmniejszylo 5-krotnie ekspresje
mRNA dla MMP-9 [23, 78, 107]. Sa juz pierwsze badania wskazujace
skutecznos¢  doksacykliny w leczeniu pacjentow z  tetniakami
aorty brzusznej [108-110].

Inne proteinazy, takie jak aktywatory plazminogenu, elastazy
osoczowe, katepsyny, rowniez przyczyniaja si¢ do degeneracji tetniakowate;j.
Zauwazono zwigkszonag ekspresje katepsyny S w AAA, a rownoczesnie
zmniejszona ekspresje cystatyny C, gldéwnego inhibitora proteaz

cysteinowych [111, 112].
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Szczegotowe mechanizmy zwigkszonej ekspresji i aktywacji enzymow
proteolitycznych przy rownoczesnym uposledzeniu ekspresji i dzialania
inhibitorow nie sa jeszcze dokladnie poznane. Jednym z mechanizmow
sugerowanych jest aktywacja, pochodzacych z komoérek zapalnych i SMC

sciany naczynia, latentnych enzyméw przez wolne rodniki tlenowe.

1.2.4.5. Biomechaniczne urazy Sciany aorty

Najczestsza lokalizacja tetniakow — podnerkowa — w odcinku ponizej
odejscia tetnic nerkowych od aorty brzusznej nie jest przypadkowa. W duzej
mierze wynika to ze zmiany struktury histologicznej aorty. Proporcja
elastyny do kolagenu w strukturze aorty zmniejsza si¢ wraz z oddalaniem
sie¢ od serca — im bardziej obwodowy fragment tetnicy, tym wiegcej jest
kolagenu, a mniej elastyny, co predysponuje do poszerzenia tetniakowatego
aorty [23, 45]. Badania przeplywowe wykazaly, iz przeplyw krwi jest
zaburzony w regionie podnerkowym przy réwnoczesnym zwiekszeniu
napiecia sciany aorty [15, 113], co czyni ten rejon szczegdlnie podatnym na
rozwdj  tetniakdw. Zwiekszonemu  obciazeniu  biomechanicznemu
towarzyszy czesto takze niedotlenienie glebszych obszaréw S$ciany aorty
w tym wlasnie odcinku [23, 43, 45]. Vasa vasorum koncza si¢ w okolicy
odejscia tetnic nerkowych. Stan cyklicznego niedokrwienia i reperfuzji moze
dodatkowo prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji wolnych rodnikow
tlenowych. Na wspomniane procesy moze natozy¢ si¢ tepy uraz, najczesciej
komunikacyjny, ktory stanowi czynnik wyzwalajacy powstanie

tetniaka [114, 115].

1.2.4.6. Czynniki genetyczne

Czynnik genetyczny stanowi niezalezny czynnik ryzyka tetniakow
aorty [56-59]. O roli czynnikéw genetycznych w patogenezie tetniakdw aorty

brzusznej swiadczy, ze AAA wystepuje w 25% u krewnych bliskiego
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pokrewienstwa [23, 43, 56, 57]. U ok. 20% chorych z tetniakami aorty
brzusznej wystepuja genetycznie uwarunkowane schorzenia, najczesciej jest
to zespol Marfana, w ktérym wystepuje mutacja genu dla fibryliny-1
(FBN-1), lub zespdt Ehlers-Danlosa typ IV, gdzie wystepuje uszkodzenie
genu prokolagenu typ III (COL3A1) [43, 45, 116].

Mutacje genetyczne w obrebie elementow strukturalnych aorty moga
prowadzi¢ do rozwiniecia tetniakow, czy tez ich rozwarstwienia.
Sugerowano rowniez, ze latwiej rozwija si¢ tetniak, gdy dochodzi do
nakladania si¢ zaburzen genetycznych dotyczacych skladnikow tkanki
facznej na proces miazdzycowy czy nadci$nienie [43, 45]. Te synergiczne
efekty moga znacznie przyspiesza¢ proces scienczania sciany aorty [23].
Roézne dodatkowe fenotypy wspodttowarzysza rozwojowi AAA. Przykladem
tego moze by¢ wystepowanie deficytu al-antytrypsyny u chorych z AAA
[117, 118]. Zauwazono, iz u pacjentow bez antygenu Rh rzadziej
rozwijaja AAA [119].

Poza omawianymi mutacjami, ktéore moga prowadzi¢ do uposledzenia
wytrzymatosci mechanicznej aorty, u wiekszosci chorych predyspozycja do
rozwoju tetniakéw aorty brzusznej ma charakter wielogenowy [43, 45].
W literaturze opisywane sa rowniez polimorfizmy, ktore czesciej wystepuja

u pacjentow z tetniakami aorty brzusznej [23, 43, 45].

1.3. Rola wolnych rodnikow tlenowych w powstawaniu
tetniakow aorty brzusznej

W literaturze podkresla si¢ role wolnych rodnikéw tlenowych w

powstawaniu tetniakdw aorty brzusznej [77, 120, 121]. \
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L1.3.1. Wolne rodniki tlenowe

Wolne rodniki tlenowe biora wudzial we wszystkich czterech
opisywanych powyzej procesach uczestniczacych w formowaniu sig
tetniaka. Stres oksydacyjny w scianie naczynia obserwowano zarowno
u chorych z AAA, jak i w eksperymentalnych modelach indukowanych AAA
[62, 77, 121, 122]. Odgrywaja one istotna role we wszystkich etapach procesu
zapalnego, aktywuja proteinazy, ktore z kolei moga dalej nasila¢ zwigkszona
produkcje wolnych rodnikow. Wolne rodniki tlenowe réwniez wptywaja na

apoptoze, ktéra wystepuje podczas formowania AAA [22, 65, 77].

1.3.1.1. Stres oksydacyjny

W ostatnich latach wykazano, iz dysfunkgji srodbtonka towarzyszy
znacznego stopnia stres oksydacyjny zwiazany z nadprodukcja anionu
ponadtlenkowego (0,”) [53, 63, 65]. Stres oksydacyjny to stan, w ktérym
produkcja wolnych rodnikdéw tlenowych przewyzsza przeciwutleniajace
mozliwosci komorek, prowadzac do ujawnienia si¢ toksycznych wtasciwosci
wolnych rodnikéw, réwnoczesnie z utlenianiem biatek, lipidow oraz DNA
[65, 123, 124]. Stres oksydacyjny moze w istotny sposob uczestniczy¢
w patogenezie tetniakow aorty przez zmniejszenie aktywnosci NOS oraz
biodostepnosci NO. Mozliwe s takze bezposrednie dziatania warunkujace
wzrost ekspresji i aktywacji metaloproteinaz tkankowych [65, 121].
Udokumentowano indukcje licznych  prozapalnych  gendéw  [22]
i oksydacyjnej modyfikacji bialek [122]. S3 dowody na indukcje apoptozy
komorek miesniowki gladkiej naczyn [45, 77, 122].

Wstepne badania eksperymentalne wykazaty zwiekszona produkcje
anionu ponadtlenkowego w $cianie tetniaka w poréwnaniu do prawidlowej
aorty [121]. Dotychczas tylko jedno badanie analizowato produkcje wolnych
rodnikow tlenowych w tetniakach aorty u czlowieka [77]. Zrédla, a takze

znaczenie  czynnosciowe nadprodukcji anionu  ponadtlenkowego
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w tetniakach aorty brzusznej nie sg obecnie poznane. Potencjalnym Zrédiem
anionu ponadtlenkowego w naczyniach sg komdrki zapalne infiltrujace
sciane naczynia, a takze komorki $ciany naczynia, zwlaszcza komorki miesni
gladkich (SMC) [32, 53, 63, 77]. Komorki te, akumulujac lipoproteidy,
przeksztalcaja sie¢ w komorki piankowate [125], ktore staja sie wydatnym
zrodtem proteinaz i wolnych rodnikéw tlenowych [65, 126, 127].

Anion ponadtlenkowy jest wysoko reaktywnym wolnym rodnikiem
tlenowym. Podczas reakcjii z tlenkiem azotu powstaje nadtlenoazotyn
(ONOO), ktdry utlenia lipoproteiny, inaktywuje NO, uszkadza biatka przez
ich utlenianie i nitrowanie oraz zaburza przekaznictwo zalezne od
cyklicznego GMP [32, 53, 77, 121].

Anion ponadtlenkowy, pod wplywem dysmutazy ponadtlenkowej, jest
metabolizowany do nadtlenku wodoru (H:02), substancji wywolujacej
rozkurcz naczynia, ale takze jednego z najsilniejszych regulatoréw proceséow
redukcyjno-oksydacyjnych (red-ox) — zaleznych od genéw, w szczegdlnosci
gendw prozapalnych [32, 53, 65, 77]. Nadtlenek wodoru moze by¢
metabolizowany enzymatycznie do wody (H20) przez katalaze.
Jak zauwazono w eksperymentalnych tetniakach poziom ekspresji
dysmutazy ponadtlenkowej byl znacznie mniejszy w poréwnaniu do
kontroli [121]. Nadtlenek wodoru oraz nadtlenoazotyn moga by¢ zrédiem
rodnika wodorotlenowego (.OH) [128]. Rodnik ten odgrywa kluczowa role
w aktywagcji gendw (zaleznych od procesdw red-ox), pobudza mitogeneze,
zwigksza produkcje prostaglandyn, kanatéw potasowych, oraz ekspresje
kinazy biatkowej C, a takze moduluje przekaznictwo zalezne od cyklicznego

GMP [53, 65, 128].
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1.3.2. Rola reaktywnych form tlenu (ROS) w regulacji mechanizmoéw

powstawania tetniakow aorty brzusznej

1.3.2.1. Znaczenie ROS w procesie zapalnym

Nie jest jasne, jak wolne rodniki tlenowe inicjuja i nasilaja proces
zapalny w Scianie aorty podczas formowania tetniaka. Wiadomo, iz wolne
rodniki tlenowe, powoduja zmniejszenie biodostepnosci tlenku azotu, dzigki
czemu przyczyniaja si¢ do rozwiniecia dysfunkgji sSrédbtonka [11]. Prowadzi
to do zwiekszenia ekspresji czastek adhezyjnych, takich jak ICAM-1 czy
interleukiny-1a [19, 68, 129], i nasilenia migracji komodrek zapalnych, takich
jak makrofagi, monocyty czy limfocyty. Zmniejszona biodostepnos¢ NO
i bezposrednie oddziatywanie wolnych rodnikow tlenowych na komorki
zapalne powoduja zwiekszenie ekspresji cytokin. W modelach zwierzecych
AAA zauwazono zwigkszong ekspresje IL-6, IL-la, IL-1B, IL-8, TNF-pR
[121]. Aktywowane komorki zapalne staja si¢ same zrodlem wolnych
rodnikéw, ktore dalej rozwijaja i podtrzymuja proces zapalny w Scianie
aorty. Aktywowane komorki zapalne sa takze zZrodlem enzymow
proteolitycznych, miejscem peroksydacji lipidow, oraz reguluja apoptoze.
Nieznany pozostaje czynnik wywolujacy naciekanie $ciany aorty

komorkami zapalnymi.

1.3.2.2. Regulacja procesu proteolizy

Wolne rodniki tlenowe beda dwojako wptywaé na regulacje
proteolizy. Z jednej strony, zarowno przez proces zapalny, jak i bezposrednie
dzialanie, zwigkszaja ekspresje genéw dla enzymoéw. Z drugiej strony
zwigkszaja aktywnos$¢ metaloproteinaz. W eksperymentalnych modelach
stresu oksydacyjnego zauwazono zwiekszona ekspresje gendéw dla MMP-9,

MMP-12, MMP-8 oraz dla kolagenazy [121].
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Wolne rodniki tlenowe moga znosic¢ interakcje pomiedzy cysteing
propeptydu a atomem cynku w miejscu aktywnym. Mechanizm ten
nazwany zostal ,wlacznikiem cysteinowym". Reaktywne formy tlenu,
modyfikujac strukture biatka moga powodowaé odstonigcie centrum
aktywnego enzymu przez reakcje z grupami tiolowymi enzymu [130].
W badaniach in vitro wolne rodniki tlenowe, takie jak anion ponadtlenkowy,
tlenek azotu oraz nadtlenek wodoru aktywowaty i modulowaty aktywnos¢
metaloproteinaz [131, 132]. Wolne rodniki tlenowe wywieralty wplyw na
aktywnos¢ MMP-9 oraz MMP-12 gtownie za  posrednictwem
nadtlenoazotynu (ONOO'), ktory reaguje z grupa tiolowa enzymu [132].
Opisywana jest rowniez rola kwasu podchlorawego (HOCl) w modulacji

aktywnosci metaloproteinaz [131].

1.3.2.3. Apoptoza a stres oksydacyjny

Proces apoptozy moze réwniez odgrywac role w patogenezie
tetniakow aorty brzusznej [133]. Apoptoza w tetniakach dotyczy gtownie
komodrek miesniowki gladkiej, gdzie zauwazono zwiekszony poziom
fragmentacji DNA [77, 133]. Zwigkszenie stresu oksydacyjnego,
a w szczegolnosci anionorodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenku wodoru,
prowadzi do nasilenia apoptozy [77]. Apoptoza podlega Scistej regulacji
w zaleznosci od biodostepnosci NO w komorce [77]. Moze to by¢ kolejny
istotny mechanizm, w ktérym wolne rodniki tlenowe reguluja procesy

apoptozy w rozwoju tetniakow aorty.

1.3.2.4. Angiotensyna 11

Rola angiotensyny II w patogenezie tetniakow wychodzi poza jej role
w nadcisnieniu tetniczym, jako jednego z gléwnych czynnikéw ryzyka

tej choroby.
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W modelu zwierzecym zauwazono, ze infuzja angiotensyny II
znaczaco przyspiesza rozwdj wszystkich procesow miazdzycowych, w tym
generowanie duzych tetniakow aorty brzusznej [134, 135]. Zjawisko to jest
obserwowane takze w odniesieniu do dawek angiotensyny II, ktore nie
powoduja nadcisnienia. Wskazuje na to, ze dzialanie angiotensyny II
promujace powstawanie tetniakdw aorty brzusznej jest niezalezne od znanej
roli angiotensyny II w nadcisnieniu. Autorzy prac zwiazanych
z zastosowaniem angiotensyny w wywolywaniu AAA sugeruja, iz moze to

mie¢ zwigzek =ze zwigkszaniem ekspresji biatka chemotaktycznego
monocytéw (MCP-1) przez angiotensyne II, co prowadzi do rozwoju procesu
zapalnego. Wiadomo, iz angiotensyna II zwigksza ekspresje czasteczek
adhezyjnych, w tym VCAM-1, za posrednictwem mechanizmu aktywacji
genow zaleznego od NF«B [136]. Najprawdopodobniej zwiekszenie ekspres;ji
MCP-1 odbywa si¢ na podobnej drodze. Wymienione geny regulowane
przez NFxB sa w znacznym stopniu redoks-wrazliwe, co sugeruje, iz ten
mechanizm jest istotny w powstawaniu AAA zaleznych od angiotensyny II.
Angiotensyna II stymuluje produkcje wolnych rodnikéw tlenowych
przez aktywacje oksydazy NAD(P)H [137]. Zespol prof. Kathy Griendling
wykazat jasno, iz wolne rodniki tlenowe sg gléwnym przekaznikiem sygnatu
w odpowiedzi na dzialanie angiotensyny II [138]. Dokladny mechanizm
aktywacji oksydazy NAD(P)H przez angiotensyne II nie jest do konca
poznany. Metabolizm kwasu arachidonowego moze odgrywac tu znaczna
role. W tej kaskadzie enzymatycznej uczestniczy fosfolipaza CB,
aktywowana za posrednictwem biatka G po aktywacji receptora AT: [138].
Wynika z tego, ze w aktywagji stresu oksydacyjnego wazna role odgrywa
kinaza biatkowa C [74, 138, 139], co stwarza mozliwos¢ zastosowania bardzo

cickawych nowych metod leczenia selektywnymi inhibitorami kinazy

biatkowej C.
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1.3.2.5. Peroksydacja lipidow

Wolne rodniki tlenowe odgrywaja rowniez istotng role w peroksydacji
lipidow. Pojawienie si¢ ox-LDL  wywoluje kaskade procesow
promiazdzycowych,  takich  jak  zwiekszenie  ekspresji = genow
promiazdzycowych, zwigkszenie produkci metaloproteinaz. Ox-LDL
powoduja takze zwigkszenie apoptozy komodrek miesniowki gladkiej oraz
zmniejszenie srodbtonkowej produkcji tlenku azotu [125]. Produktem
peroksydacji lipidow jest MDA (malonylo dialdehyd), ktérego poziom
w osoczu jest cennym markerem stresu oksydacyjnego w badaniach

klinicznych [140-143].

1.3.3. Enzymatyczne Zrédta wolnych rodnikéw

Enzymatycznymi zrédlami anionu ponadtlenkowego moga by¢
oksydaza NAD(P)H, oksydaza ksantynowa, cyklooksygenaza, oksydazy
mitochondrialne oraz syntaza tlenku azotu (NOS) czy indukowalna syntaza
tlenku azotu (i-NOS) [53, 63, 64, 77]. Jasne okreslenie zrédet i mechanizmow
odpowiedzialnych za zwigkszony stres oksydacyjny w tetniakach aorty
brzusznej oraz okreslenie ich zwiazkoéw z progresja degradacji sciany aorty
moze pozwoli¢c w przyszlosci na zastosowanie nowych strategii

antyoksydacyjnych w zapobieganiu i leczeniu tetniakow aorty brzuszne;.

1.3.3.1. NAD(P)H oksydaza

Po raz pierwszy zostala opisana jako enzym odpowiedzialny za
wybuch tlenowy neutrofilow i makrofagow [144, 145]. Dopiero na poczatku
lat 90 odkryto obecnos¢ tego enzymu w wielu innych komoérkach, w tym
w $rodblonku, miesniéwce gladkiej czy fibroblastach [137, 146]. Dalsze
badania wykazaly wiele réznic w zaleznosci od typu komorek, w ktérych

jest stwierdzana. Wiadomo, ze oksydaza NAD(P)H sklada sie
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z podjednostek btonowych (p22phox oraz gp9lphox lub jej homologéw
NOX1-5) tworzacych centrum aktywne enzymu, oraz cytoplazmatycznych,
odgrywajacych funkgcje regulacyjne (p67phox, p47phox, p40phox), a takze
biatka G (rac), [146]. Jak wykazano we wczesniejszych badaniach
w komorkach miesniowki gladkiej, zamiast podjednostki gp91phox znajduje
si¢ jeden z homologdw nox1 lub nox4 [65, 147].

Leukocytarna oksydaza NAD(P)H nie jest zdolna do produkgji
wolnych rodnikow tlenowych bez zewnetrznej stymulacji, ktéra doprowadzi
do zwiazania wszystkich, wczes$niej zdysocjowanych podjednostek
oksydazy. Co wiecej, nasze wlasne badania wskazuja, iz w komdrkach
fagocytarnych NADPH podane z zewnatrz nie prowadzi do aktywacji
enzymu, podczas gdy w komdrkach naczyniowych zjawisko to jest
obserwowane. Wynika to z innej topografii oksydazy w btonie komorkowe;.
Przypuszcza si¢ bowiem, ze miejsce wigzania enzymu, w komdrkach
fagocytarnych zlokalizowane jest wewnatrzkomdérkowo, lub komorki
fagocytarne nie maja zdolnosci transportowania NAD(P)H do wnetrza
komorki [146]. Istnieja takze réznice w budowie samego enzymu — komorki
fagocytarne posiadaja gtoéwnie podjednostke NOX-2 (Gp91phox), natomiast
nie posiadaja NOX-4, ktora jest charakterystyczna dla komorek miesnidwki

gladkiej [67, 138].

1.3.3.2. Oksydaza ksantynowa

Aktywnos¢ oksydazy ksantynowej moze wykazywac¢ srodbtonkowa
dehydrogenaza ksantynowa, w warunkach hipoksji lub reoksygenacji [148].
Doktadne znaczenie oksydazy ksantynowej nie jest okreslone. Opisywano jej
role w zmniejszeniu biodostepnosci tlenku azotu w doswiadczalnej
hypercholesterolemii [149]. U szczurow ze spontanicznym nadci$nieniem
tetniczym zauwazono, iz stosowanie oksypurinolu, inhibitora oksydazy

ksantynowej, powodowato zmniejszenie cisnienia tetniczego krwi [150].
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1.3.3.3. Cyklooksygenazy

Jest to grupa enzymodw, uczestniczaca w metabolizmie kwasu
arachidonowego oraz procesach red-ox. Wowczas istnieje mozliwosé
przekazania dodatkowego elektronu z kofaktora (np. z NAD(P)H) na tlen
czasteczkowy [128]. Znaczenie cyklooksygenazy w dysfunkcji srédbtonka
oraz W stresie oksydacyjnym nie jest poznane. Zauwazono role

cyklooksygenazy w aktywacji oksydazy NAD(P)H [53].

1.3.3.4. Oksydazy mitochondrialne

Jest to grupa enzymodw, ktére wchodza w sktad tancucha oddechowego,
konstytutywnie produkuja wolne rodniki tlenowe, ktére sa niezwlocznie

wymiatane przez dysmutaze ponadtlenkowa [150].

1.3.3.5. Syntaza tlenku azotu

Syntaza tlenku azotu (NOS), jest enzymem, katalizujacym przemiane
L-argininy do L-cytruliny, podczas ktoérej powstaje NO. Do tego procesu
konieczna jest tetrahydrobiopteryna (BH4) jako kofaktor oraz NADPH jako
zrodlo elektronow. Istniejg trzy izoformy tego enzymu: eNOS (NOS3) -
srodbtonkowa NOS - wystepuje gléwnie w sSrédbtonku naczyniowym
i odpowiada za stata produkcje tlenku azotu w naczyniach krwionosnych.
nNOS (NOS1) — neuronalna NOS —jest to izoforma zlokalizowana gidwnie w
centralnym systemie nerwowym i odpowiada za procesy regulatorowe.
Te dwie izoformy sa stale obecne w komorkach, aktywowane przez wzrost
srodkomorkowego stezenia jonow wapnia [151]. Trzecia izoforma jest iNOS
— indukowana syntaza tlenku azotu (NOS2; Rycina 5). Jest ona zdolna do

produkcji bardzo duzych ilosci NO, niezaleznie od obecnosci
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Rycina 5. Znaczenie eNOS oraz iNOS w ludzkich naczyniach.
Zmodyfikowano za Kumar i wsp. [151].

podwyzszonego stezenia jondw wapnia, czego wymagaja pozostate
izoformy [152]. Proces zapalny oraz uktad immunologiczny aktywujg iNOS.
W przypadku zakazenia odgrywa ona kluczowa role¢ w opanowaniu infekcji
[152]. Opisano takze jej obecnos¢ w procesie miazdzycowym, obejmujacym
aorte [153].

W przypadku niedoboru L-argininy lub BHs dochodzi do rozprezenia
transportu elektronéw. Powoduje to dysfunkcje NOS [65, 154]. Dochodzi
wowczas do przekazania elektronu na tlen czasteczkowy, co prowadzi do
powstania anionu ponadtlenkowego. Suplementacja BHs lub stosowanie
inhibitoréw syntazy NO prowadzi do zahamowania produkcji wolnych
rodnikéw tlenowych [67]. Zauwazono to u palaczy, gdzie suplementacja BHa
powodowata poprawe czynnosci srodbtonka [123]. W ludzkich naczyniach
zauwazono zalezno$¢ pomiedzy dysfunkcja NOS a stresem oksydacyjnym,
ktory przez utlenianie BHs do BH: nasila dysfunkcje eNOS [155]. W ludzkich
naczyniach rola iNOS w przeciwienstwie do eNOS nie jest jeszcze

doktadnie poznana.
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I.4. Klinika tetniakow aorty brzusznej

1.4.1. Charakterystyka kliniczna

Przebieg naturalny tetniakow aorty brzusznej w 75% przypadkow jest
bezobjawowy. Sa one najczesciej wykrywane przypadkowo [7, 28, 37, 156].
Objawy sa nastepstwem powigkszania si¢ lub procesu pekania Sciany
tetniaka, ucisku na otaczajace struktury, niekiedy embolizacji obwodowe;.
Owrzodzenie w $cianie zmienionej aorty zostaje pokryte skrzepling, ktdéra
moze stac sie¢ materiatem zatorowym. Czesta kliniczng postacia zatorowosci
jest zespdt , niebieskiego palucha” [157]. Obserwowano tez zatorowos$¢ w
nerkach i tetnicach krezkowych [50, 52].

W przypadku tetniakoéw stabilnych gtownymi dolegliwosciami, na jakie
skarza sie pacjenci, sa niecharakterystyczne bdle brzucha [7, 28, 40, 157].

Tetniaki duze i szybko rosnace sa czesto rowniez zupelnie
bezobjawowe. Moga wystepowac nieswoiste bole, pojawiajace si¢ nagle [7,
28, 157], oraz czasem uczucie pulsowania w jamie brzusznej. Pacjenci moga
sie takze skarzy¢ na uczucie sytosci po niewielkich positkach, moga takze
wystepowaé nudnosci, wymioty, a takze utrata masy ciata. Jednym z
objawow moga by¢ bdle w okolicy nerek oraz rozwiniecie
odmiedniczkowego zapalenia nerek, co jest wynikiem wucisku na
moczowod [7, 28, 157].

Czesto pierwszym objawem klinicznym tetniaka aorty brzusznej jest
jego ostre rozwarstwienie powiklane peknieciem i wynaczynieniem krwi do
przestrzeni zaotrzewnowej. Pacjenci czesto skarza si¢ na silny bdl,
promieniujagcy do plecow, miednicy i nog. W zaleznosci od wielkosci
pekniecia moze dochodzi¢ do hipotensji, zaburzenia swiadomosci, omdlen,
utraty przytomnosci oraz rozwiniecia pelnych objawow wstrzasu

hypowolemicznego i zgonu [5, 28, 47, 157].
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1.4.2. Ocena ryzyka

Ocena ryzyka u chorych jest bardzo wazna dla wyboru formy leczenia,
aby wykorzysta¢ najlepszy moment do zastosowania leczenia inwazyjnego
lub chirurgicznego. Ryzyko peknigecia zalezy od rozmiaru tetniaka,
a dokladnie od maksymalnego wymiaru poprzecznego naczynia
[5-7, 35, 47, 158]. Dla tetniakéw, ktorych rozmiar wynosi 4-5cm ryzyko
pekniecia wynosi 1-3%, dla wigkszych tetniakow (5-7cm) ryzyko wynosi
6-11%, natomiast dla najwigekszych (>7cm) tetniakow 20% [5, 6, 35]. Tetniaki
0 rozmiarze ponizej 4 cm obarczone sa najmniejszym ryzykiem pekniecia
[37, 38, 47]. Wigksze tempo poszerzania sie tetniaka zauwazono u chorych
z nadcisnieniem tetniczym, przewlekla obturacyjna choroba pluc oraz

z obecna skrzepling w $wietle naczynia [6, 35, 47].
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Rycina 6. Czestos¢ pekania AAA w zaleznoS$ci od wieku — zmodyfikowano za Creager M [159].

Szybki (>0,5-1cm/rok) przyrost Srednicy tetniaka zwieksza dodatkowo
prawdopodobienstwo pekniecia Sciany naczynia [5-7, 35, 37, 41, 47, 52, 158].
Najsilniejszymi czynnikami ryzyka pekniecia, oprdcz rozmiaru tetniaka, sa
przewlekta obturacyjna choroba ptuc oraz bol (nawet jezeli jest
niejednoznaczny i niewyrazny). Innymi czynnikami pekniecia tetniaka sa
wiek, pte¢ zenska oraz niewydolnos¢ nerek [35, 38, 47, 49, 52].

Istnieja trzy gléwne skale, stosowane do oceny ryzyka powiklan
sercowo-naczyniowych u chorych z tetniakami aorty brzusznej [50]. Skala

Vanzetto najlepiej wyodrebnita grupe pacjentéw, u ktorych czesciej
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pojawiaty sie incydenty sercowo-naczyniowe oraz wsrod ktorych
Smiertelnosc¢ byta wieksza.
Skala Vanzetto

W literaturze skala ta jest uzywana do oceny ryzyka operagcji tetniakow
aorty brzusznej, obok skali Glasgow, Leidena oraz zmodyfikowanej Leidena.
Nesi w swoim opracowaniu, porownujac skale Veznetto do pozostatych,
pokazuje jej skutecznos¢ w wyodrebnieniu grupy pacjentéw z wigkszym
ryzykiem okotooperacyjnym [50]. Skala ta bierze pod uwage takie parametry
jak: wiek powyzej 70 lat, obecnos¢ choroby niedokrwiennej serca oraz
przebyty zawal miesnia serca, obecnos$¢ zatamkéw Q i zmian w zakresie
odcinka ST w zapisie EKG, wspdlistnienie zastoinowej niewydolnosci
krazenia, cukrzycy oraz nadcisnienia tetniczego z przerostem lewej

komory [160].

1.4.3. Leczenie

Celem leczenia pacjenta z tetniakiem aorty brzusznej jest zapobieganie
smierci spowodowanej peknieciem tetniaka oraz zniesienie potencjalnych
objawow klinicznych. Jedng z najwazniejszych strategii terapeutycznych jest
wplyw na czynniki ryzyka. Szczegdlnie dotyczy to zaprzestania palenia
tytoniu, ktore pozwala zarowno zmniejszy¢ ryzyko powstania tetniaka, jak
i ma znaczenie w profilaktyce wtornej oraz zmniejsza ryzyko powikian
okotooperacyjnych [49, 51]. W przypadku tetniakéw ponizej 4cm szerokosci
zalecana jest okresowa kontrola ultrasonograficzna lub tomograficzna
rozmiaru tetniaka co 6 miesiecy.

W przypadku tetniakow 4-6cm rowniez zalecana jest czestsza kontrola
[37, 38, 41, 47]. W badaniu Ballarda nie wykazano réznic w $miertelnosci
pomiedzy chorymi z tetniakami <5,5cm, ktorych poddano operacji, a tymi,

ktorzy pozostawali pod kontrola ultrasonograficzng [37]. Konkluzja tego
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badania bylo, iz pacjent powinien zosta¢ skierowany do leczenia
zabiegowego, jezeli tetniak szybko rosnie (>lcm/rok) lub jezeli osiagnie
rozmiar 5,5cm.

U chorych z AAA o niskim ryzyku stosuje si¢ najczesciej 3-blokery oraz
statyny. Nie wykazano rdéznicy w przezywalnosci pomiedzy chorymi
zazywajacymi  propranolol i placebo. Zostalo to udowodnione
w randomizowanym badaniu z podwojnie Slepa préba [40]. Badanie
Gadowskiego [41] pokazato natomiast, Zze u chorych zazywajacych
propranolol przyrost wielkosSci jest znacznie wolniejszy. Kertai wykazat,
iz przewlekle stosowanie statyn, niezaleznie od stosowania propranololuy,
wiazato si¢ ze zmniejszeniem $miertelnosci [161]. Coraz wigcej mowi sie
o roli inhibitoréw ACE w spowolnieniu powigkszania si¢ tetniaka. Brak
jednak jednoznacznych wynikéw na ten temat [162, 163].

W przypadku duzych tetniakdw, jak i szybko powigkszajacych sie,
chory powinien zosta¢ poddany leczeniu zabiegowemu tetniaka albo przez
klasyczna operacje albo przez endowaskularne wszczepienie stentgraftu.

Operacja wiaze sie¢ ze S$miertelnoscia ok. 1,2%, natomiast inne
powikiania pojawiajq sie u 17% chorych [5, 36, 37, 48, 158]. Przezywalnos¢

5-letnia wynosi 75%, natomiast 10-letnia 49% [6].

Ciagty
wzrost
w Planowa
operacja
(~5%)

Wykrycie
przypadkowe

Bezobjawowy AAA

Objawowy Pilna operacja
AAA (~10%)
Bezobjawowy Pekniecie

AAA AAA

W nawiasach podano $miertelnos¢

Natychmiastowa
operacja
(~50%)

NzZK
(>80%)

Rycina 7. Smiertelno$é w zalezno$ci od przebiegu naturalnego AAA
—zmodyfikowano na podstawie Thompson M. i wsp. [164].
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Endowaskularny zabieg wykluczenia tetniaka aorty brzusznej jest
alternatywa dla operacji. Duze, randomizowane badanie Prinssena [165]
z 2004 roku dotyczylo leczenia zabiegowego chorych z tetniakami o
rozmiarze >5cm. Wykazato ono mniejsza Smiertelnos¢ okotooperacyjna,
znamiennie mniejsza czestos¢ powikian (do 30 dni od zabiegu) u pacjentow
poddawanych wszczepieniu stentgraftu wzgledem tych poddanych

klasycznej operacji.

1.4.4. Rokowanie

Tetniaki aorty obarczone sa duzym ryzykiem smiertelnosci, a leczenie
operacyjne jest nadal zwiazane z wysokim odsetkiem powiktan [49, 166].
Najpowazniejszym powiklaniem naturalnego przebiegu choroby jest
pekniecie $ciany aorty. Smiertelnos¢ tych chorych waha sie pomiedzy
70-80% [5, 6, 36, 47, 158]. Jezeli uda si¢ chorych z AAA poddac leczeniu
inwazyjnemu lub chirurgicznemu, wowczas S$miertelnos¢ spada
do ok. 40% [5, 6, 158].

Natomiast jezeli tetniaki aorty brzusznej zostana poddane leczeniu
W sposob planowy wdwczas Smiertelnos¢ wynosi ok. 1-5% [5, 28, 37, 158].
Przezywalnos¢ 5-letnia u chorych poddanych chirurgicznej naprawie

tetniaka aorty brzusznej waha si¢ w granicach 49-84% [5, 35, 37, 47, 158].
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II. Cele pracy

Wstepne badania eksperymentalne na zwierzetach wykazaly
zwigkszona produkcje anionu ponadtlenkowego w $cianie tetniaka
w poréwnaniu do prawidlowej czesci naczynia [121, 140]. Dotychczas tylko
jedno badanie analizowalo produkcje wolnych rodnikéw tlenowych
w tetniakach aorty (AAA) u czlowieka [77]. Zrédla, a takze znaczenie
nadprodukcji anionu ponadtlenkowego w tetniakach aorty brzusznej nie sg
do tej pory poznane.

Celem pracy jest:

1. Porownanie ogolnoustrojowych parametrow stresu
oksydacyjnego w  grupie pacgentow z AAA oraz
w grupie kontrolne;j.

2. Ocena  jakosciowa i  ilosciowa  produkci  anionu
ponadtlenkowego w tetniakach aorty brzusznej.

3. Zbadanie zrédet enzymatycznych oraz podstawowych
mechanizmdéw regulujacych produkcje anionu
ponadtlenkowego w AAA.

4. Okredlenie zwigzku produkgi anionu ponadtlenkowego

z cechami klinicznymi AAA.
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ITI. Material

Badaniem zostalo objetych 40 chorych poddawanych zabiegowi
resekgji tetniaka aorty brzusznej w Oddziale Chirurgii Naczyniowej Szpitala
im. J. Grandego w Krakowie. Sposrdéd tych pacjentéw wyodrebniono grupe
16 chorych, od ktorych pobrano krew przed zabiegiem dla oceny
parametrow stresu oksydacyjnego. U 5 chorych, u ktérych warunki
anatomiczne pozwalaly na to, pobrano wycinek $ciany tetniaka
z marginesem zdrowej tkanki.

Grupe kontrolng dla oceny parametrow stresu oksydacyjnego we krwi
stanowito 16 pacjentéw Kliniki Choréb Wewnetrznych i Medycyny Wsi CM
UJ. Byli oni dobierani kazdorazowo jako para dla pacjenta z grupy z AAA.
Podczas taczenia chorych w pary w pelni zgodne byly nastepujace czynniki
kliniczne: wiek (+ 5 lat), pte¢, wystepowanie nadcisnienia tetniczego, palenia
tytoniu oraz chordob ptuc, w tym przewleklej obturacyjnej choroby ptuc.
Zwracano uwage nha inne czynniki ryzyka, takie jak wspdtistnienie
hypercholesterolemii, cukrzycy, choroby niedokrwiennej serca, miazdzycy
uogdlnionej, zaburzen genetycznych.

Do badania nie zostali wigczeni chorzy z chorobami nowotworowymi.

Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyczna Uniwersytetu
Jagiellonskiego. Zgodnie z wymogiem Komisji Etycznej, uzyskiwano

swiadoma zgode pacjenta na udziat w badaniu.
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IV. Metodyka

IV.1. Protokol badania

Podczas wywiadu lekarskiego oraz badania fizykalnego zebrano
ponizsze dane kliniczne: dane demograficzne, charakterystyka dolegliwosci,
obecnos¢ czynnikow ryzyka: nadcisnienie tetnicze, palenie papierosow,
przewlekla obturacyjna choroba ptuc, objawy miazdzycy uogolnionej
(rozsiane zmiany w tetnicach obwodowych), choroba niedokrwienna serca,
zaburzenia gospodarki lipidowej, cukrowej, wywiad rodzinny w kierunku
chordb naczyniowych, obecnos¢ ukladowych choréb tkanki facznej, choréb
wrodzonych (Zespdt Marfana, Zespot Ehlers-Danlos).

Analizowano rowniez nastgpujace dane laboratoryjne: wartosci
morfologii krwi, poziomy elektrolitow, lipidogram, poziom glukozy we
krwi. U wigkszosci chorych w analizie uwzgledniono réwniez wyniki innych
badann dodatkowych (ultrasonografia oraz tomografia komputerowa),
okreslajgce rozmiary tetniaka i jego rodzaj przed zabiegiem. Skala Vanzetto
oceniano ryzyko przedoperacyjne — obliczano dla kazdego pacjenta zgodnie
z punktacja skali, opisana ponizej [50, 167]. Uzyskano dane $rédoperacyijnie,
takie jak ksztalt morfologiczny tetniaka, jego rozmiar i doktadna lokalizacja.

Krew petna uzyskano od 16 chorych z AAA oraz 16 chorych z grupy
kontrolnej. Krew pobierano od chorego z AAA przed zabiegiem
operacyjnym (20 ml) na EDTA i nastepnie wirowano w temperaturze 4°C,
przez 10 min. (3000 obrotéw/min.), a uzyskane w ten sposob osocze
i leukocyty przechowywano w temperaturze -70°C do momentu oznaczen.

Od pacjentéw z AAA uzyskano wycinek Sciany aorty poszerzonej
tetniakowato. Wycinek o rozmiarach 1cm x 2cm kazdorazowo byt pobierany

z miejsca najwigkszego poszerzenia. Tkanka byla zbedna dla
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celéw chirurgicznych. U 5 chorych, u ktorych istniaty odpowiednie warunki
anatomiczne, chirurg pobrat wycinek aorty obejmujacy region
maksymalnego poszerzenia oraz margines zdrowej sciany aorty.

Kazdorazowo wycinek, natychmiast po pobraniu, przenoszono do
schtodzonego buforu Krebs-HEPES (99 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 1,2 mM
MgSOs; 1 mM KH2PO4; 1,9 mM CaClz; 25 mM NaHCOs; 11,1 mM Glukoza
and 20 mM HEPES). Tak zabezpieczony fragment tetniaka transportowano
do laboratorium. Krew oraz wycinek $ciany aorty byly przechowywane na
lodzie do momentu opracowania i oznaczen czynnosciowych.

W laboratorium skrawek kazdorazowo dzielono na trzy fragmenty.
Pierwszy zamrazany w medium OCT (Sakura, Japonia; —70°C) dla celow
pOzniejszych oznaczen histologicznych. Drugi zamrazany (-70°C) dla
pozniejszego okreslenia aktywnosci czynnikéw zwiazanych ze stresem
oksydacyjnym. Trzeci byl natychmiast poddawany iloSciowej ocenie
produkcji wolnych rodnikéw tlenowych w stanie podstawowym jak i po
stymulacji przy pomocy NADPH w celu maksymalnego pobudzenia
oksydazy NAD(P)H. Doswiadczenia czynnosciowe rozpoczynano 30 minut
od pobrania naczynia.

Kliniczna ocena ryzyka przedoperacyjnego byla przeprowadzona z
wykorzystaniem skali Vanzetto [50, 167]. Punktacja skali miesci sie
w zakresie od 0 do 8 punktow. Punktowana jest obecno$¢ ponizszych
czynnikow: wiek powyzej 70 lat (1 punkt), dtawica piersiowa (1 punkt),
przebyty zawat serca (1 punkt), zatamki Q w zapisie spoczynkowego EKG
(1 punkt), obnizenie odcinka ST o przynajmniej 0,ImV (1 punkt),
nadcisnienie tetnicze (1 punkt), przewlekta niewydolnos¢ krazenia (1 punkt)
oraz cukrzyca (1 punkt). Jako najlepsza warto$¢ odcigcia uznano

3 punkty [50].
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IV.2. Ocena ogodlnoustrojowych parametrow stresu
oksydacyjnego

Ocenie parametrow stresu oksydacyjnego poddano chorych zaréwno
z AAA, jak i z grupy kontrolne;.

W badaniach wykorzystywane sa liczne metody oznaczania stresu
oksydacyjnego za posrednictwem poziomu peroksydacji lipidow.
Wykorzystuja one substancje reagujace z tiobarbituranami (TBARS). Jedna z
nich, uwazana za najbardziej specyficzna, jest oznaczanie poziomu MDA
(malonylo dialdehydu) z wykorzystaniem HPLC [168]. Metoda ta jest
powszechnie wykorzystywana do oceny poziomu peroksydacji lipidow
i jako biomarker stresu oksydacyjnego [141-143, 169, 170]. MDA jest jednym
z ostatecznych produktéw peroksydacji lipidow w osoczu. MDA, reagujac
z N-metylo-2-phenyliodatem, tworzy kompleks chromoforowy, ktory
pozniej moze by¢ oznaczony metoda wysokiej czutosci analiz chromatografii
cieczowej z detekcja masowa (HPLC/MS) [168].

Oznaczenia HPLC/MS wykonano w Katedrze Farmakologii CM U]
wg zmodyfikowanej metody opisanej przez Sim i wsp [168]. Prébki osocza
wyj$ciowo inkubowano z NaOH celem uwolnienia zwiazanego MDA,
a nastepnie z zastosowaniem kwasu nadchlorawego stracano biatka.
Nastepnie nadsacz poddany byl dwukrotnej ekstrakcji z n-heksanem.

Oddzielona faza organiczna byta analizowana w HPLC/MS [168].

IV.3. Ocena produkcji i Zrodel anionu ponadtlenkowego

Produkcje anionu ponadtlenkowego oznaczano zardéwno iloSciowo,
jak i jakosciowo. Pomiaréw dokonywano w skrawkach naczyniowych
w ciaggu ok. 30 minut od momentu pobrania. Caly czas segmenty byly

przechowywane w lodzie, gdyz jak wykazano we wstepnych
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doswiadczeniach pozwala to na zachowanie niezmienionej produkcji anionu
ponadtlenkowego [53].

Okreslenie produkcji wolnych rodnikéw przeprowadzono metoda
chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny [53, 65, 171-173]. Badanie
przeprowadzono w stalej temperaturze (37°C) i przy stalym stezeniu
lucygeniny (5uM) [171, 173] z zastosowaniem chemiluminometru FB12
(Berthold, Niemcy) [53, 63, 77]. Lucygenina (bis-N-methylacridinium; Sigma,
Anglia) jest substancja chemiluminescencyjna, ktdra jest szeroko stosowana
do wykrywania produkgcji anionu ponadtlenkowego. Lucygenina, wchodzac
w reakcje z anionem ponadtlenkowym, produkuje foton switata, ktory jest
oznaczany. Wyniki wyrazano jako ilos¢ wzglednych jednostek swiatta - RLU
(Relative Light Unit) w czasie, w przeliczeniu na miligram suchej masy
(RLU/s/mg). Technika ta jest szeroko stosowana w literaturze [53, 63, 65, 77,
127, 149, 171-174]. W badaniach wstepnych okreslono, iz wartosci suchej
masy sa sci$le skorelowane z ilosciq biatka w tkance. Optymalny rozmiar
tetniaka do analizy okreslono w doswiadczeniach wyjsciowych i ustalono
jako 5-10mg suchej masy. Tak okreslony zakres fragmentoéw tetniaka
umozliwia pordwnawcza ocene ilosciowa. Roztwdr lucygeniny byt
przygotowywany w formie stezonej - 500x (1,25mg/ml) i byt
przechowywany w ciemnosci.

Oznaczenie chemiluminescencji wykonywano zarowno w stanie
podstawowym jak i po stymulacji oksydazy NAD(P)H: przez NADPH
(stezenie ostateczne 100uM). Fragment tetniaka byl inkubowany w statej
temperaturze (37°C) przez 30 min. w natlenowanym (95% Oz, 5% CO, Linde,
Polska) buforze Krebs-HEPES. Nastepnie fragment tetniaka byt przenoszony
do komory pomiarowej do roztworu lucygeniny (5 uM) w 2ml buforu Krebs-
HEPES, z ktorego uprzednio zapisano chemiluminescencje tla.

Fragment tetniaka umieszczano tak aby srédbtonek byt skierowany na

kamere luminometru i mierzono chemiluminescencje przez ok. 15 min.
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(do uzyskania stabilnego zapisu). Nastepnie dodawano NADPH w celu
uzyskania maksymalnej aktywacji oksydazy NAD(P)H, ktora zapisywano

przez ok. 30 min., az do uzyskania stabilnego zapisu (plateau — Rycina 8).

TIRON
7000 1 RLU/s/mg D
6000 - Stymulacja NADPH
R f
4000 - Produkcja O,
3 po stymulacji
3000 - Sréd- (STYM)
btonek
2000 - 1o FODST
1000 + @ @
O 7__.__W

Czas

Rycina 8. Przykladowy zapis z chemiluminometru. W pierwszym etapie bylo zapisywane
promieniowanie tta, mierzono promieniowanie ze sciany tetniaka — ze srodbtonka
(PODST). Ostatecznie podawano NADPH celem uzyskania maksymalnej stymulacji
oksydazy NAD(P)H - STYM. Podawanie TIRON-u na koncu doswiadczenia potwierdzato
specyficznos¢ sygnatu dla anionu ponadtlenkowego.

Swoistos¢ dla anionu ponadtlenkowego potwierdzano
doswiadczeniem z preinkubacja z PEG-SOD (500 U/ml) lub =z
wykorzystaniem TIRON-u (s6l dwusodowa kwasu 4,5-dihydroxy-1,3-
benzodisulfonowego — stezenie ostateczne 10 uM) zaréwno do preinkubacji,
jak i przez dodanie tego wymiatacza wolnych rodnikéw na koncu
doswiadczenia [53].

Aby okresli¢ zrodta i podstawowe mechanizmy stresu oksydacyjnego
zastosowano wiele inhibitorow oksydaz i enzymdw, ktore mogtyby
potencjalnie uczestniczy¢ w generacji anionu ponadtlenkowego. Segmenty
naczyn byly inkubowane w natlenowanych roztworach (37°C)
wymienionych substancji przez minimum 30 min. Nastepnie fragment

tetniaka przenoszony byt do komory pomiarowej luminometru, gdzie
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znajdowala si¢ ta sama substancja w stezeniu, jak podczas inkubacji [65].
Pomiary byty wykonywane identycznie.

Specyficznos¢ sygnatu dla anionu ponadtlenkowego identyfikowano
przez doswiadczenia z wykorzystaniem dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
ktora jest wymiataczem O,” [175, 176]. Enzym ten katalizuje przemianeg
dwoch czastek anionu ponadtlenkowego w  tlen czasteczkowy oraz
nadtlenek wodoru. Podobnie dziata TIRON, ktdry jest mimetykiem SOD,
penetrujacym przez btony komdrkowe [176].

Aby okresli¢ aktywnos$¢ oksydazy NAD(P)H wykorzystywano
selektywny inhibitor tego enzymu, jakim jest apocynina [63, 177]. Aktywnos¢
syntazy tlenku azotu najpierw modyfikowano inhibitorem nieselektywnym
dla izoform (L-NAME), a nastepnie specyficznym dla enzymu iNOS -
benzylo-acetamidyng N-(3-Aminometylu) - 1400W. Jest on bardziej
specyficzny dla iNOS 1000-krotnie niz dla eNOS i 200-krotnie niz dla
nNOS [178, 179].

Role pozostalych potencjalnych Zrodel anionu ponadtlenkowego
okreslano kazdorazowo z wykorzystaniem specyficznych dla danego
enzymu inhibitora (Tabela 2). Role kinazy biatkowej C (PKC) w regulacji
produkgji anionu ponadtlenkowego byta, precyzowana z wykorzystaniem
Chelerytryny, inhibitora PKC [180].

Po zakonczeniu doswiadczenia fragment tetniaka byl suszony w
temperaturze 45-50°C przez 24h. Sucha masa byta okreslana przy pomocy

wagi miligramowej.
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Tabela 2. Uzywane czynniki modyfikujace dostepnos¢ anionu

ponadtlenkowego.
Nazwa Mechanizm dzialania Stezenie Producent
ostateczne
. swoisty inhibitor aktywacji _
A
pocynina oksydazy NAD(P)H 500 uM | Calbiochem
Difenyleneiodonium inhibitor oksydaz . _
(DPI) flawinowych 100 uM-|Sigma, Anglia
osolok hibi
Indometacyna nieselektywny inhibitor 10 uM  |Sigma, Anglia
cyklooksygenazy
hibi
Allopurinol inhibitor oksyd.a 2y 100 uM |Sigma, Anglia
ksantynowej
inhibitor oksydaz
R . .
otenon mitochondrialnych 100 uM |Sigma, Anglia
Ester Metylowy g
nhibit tazy tlenk
L-NG-nitroargininy inhibitor szntazy e 100 uM |Sigma, Anglia
(L-NAME) e
Benzylo Acetamidyna| selektywny nieodwracalny
N-(3-Aminometylu) inhibitor indukowanej 100uM | Calbiochem
(1400W) syntazy tlenku azotu
inhibitor kinazy _
Chelerytryna biatkowej C (*) 1puM | Calbiochem
Dysmutaza wymiatacz anionu 500 Sioma. Anelia
onadtlenkowa (SOD) ponadtlenkowego U/ml gma, ARG
; K ;
TIRON mimetyk SOD penetrujacy | 14 1 Isiema, Anglia

do srodka komorki

(*) — Blokuje on translokacje tej kinazy z cytozolu do blony komoérkowe;.
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IV.4. Histochemiczna ocena produkcji anionu
ponadtlenkowego

Dihydroetydyna (DHE) jest niebieskim barwinkiem
fluoroscencyjnym, ktéry wykazuje zdolnos¢ do przenikania blon
komoérkowych. Produktem utlenienia DHE przez reaktywne formy tlenu
jest, wykorzystujacy czerwona fluorescencje, bromek etydyny (EtBr), ktory
wykazuje powinowactwo do DNA, dzieki czemu utleniona forma barwnika
pozostanie w komodrce. DHE wykazuje w pewnym stopniu swoistos¢ wobec
anionu ponadtlenkowego [65]. Ze wzgledu na mozliwos¢ utleniania DHE
przez inne wolne rodniki badania prowadzono w obecnosci SOD.

Przygotowany skrawek o grubosci 30um umieszczano na szkietku
podstawowym i inkubowano poczatkowo przez 30 min. w roztworze DHE
(stezenie ostateczne 2uM). Tak przygotowane skrawki byly oznaczane w
mikroskopie konfokalnym z wykorzystaniem spektrum wzbudzenia 488nm,

spektrum emisji natomiast 610nm [53, 63, 174].

IV.5. Analiza statystyczna

Do oceny statystycznej wykorzystywano program SPSS for Windows
v5.5. Analizowano korelacje oraz pordwnywanie srednich arytmetycznych.

W pierwszym etapie zbadano rozklad normalny dla wszystkich
zmiennych ilosciowych ciaglych, a normalnos¢ rozkltadu potwierdzano
testem Shapiro-Wilk’a. Dla danych parametrycznych w pierwszym etapie
wykorzystano standardowe statystyki opisowe oraz wyznaczono
dystrybuanty empiryczne.

Dla poréwnywania srednich arytmetycznych wykorzystywano

nastepujace testy statystyczne: test t-studenta dla zmiennych zwiazanych
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oraz dla zmiennych niezwiazanych, test F-Fishera, test Wilcoxona (gdy
rozktad r6zny od normalnego).

Dla analizy korelacji zastosowano test rang Pearsona i Spearmana
oraz test X2 z poprawka Yatesa dla korelacji w tebelach wielodzielniczych.

Wartosci p<0,05 uznawane sa za znamienne statystycznie.
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V. Wyniki

V.1. Charakterystyka kliniczna chorych z AAA

Wiegkszo$¢ sposrdd badanych 40 chorych z AAA stanowili mezczyzni
(35 pacjentow — 87,5%; Tabela 3). Sredni wiek chorych wynosit 65,7+6,7 lat;
najmlodszy miat 51 lat, a najstarszy 75. Nadcisnienie tetnicze wystepowato u
31 (77,5%) chorych, a 28 (70% — wg danych z wywiadu) pacjentow palito
tyton, przy czym jedynie 13 (32,5%) przyznawalo, iz sq czynnymi palaczami.
Zaburzenia gospodarki lipidowej wystepowaly u 26 (65%) owych chorych,
najczesciej pod postacia mieszanej hyperlipidemii (14 pacjentéw) lub
hypercholesterolemii (12 pacjentow). U 1/3 chorych z zaburzeniami
gospodarki lipidowej stosowano leczenie farmakologiczne.

Tabela 3. Charakterystyka ogdlna chorych z AAA.

Chorzy z AAA
Liczba badanych 40 pacjentow
Sredni wiek 65,7+6,7 (51-75)
Pte¢ meska (zenska) 87,5% (K: 12,5%)
BMI 26,9+3,3 (19,9-33,3)

Sposréd  pozostatych czynnikdw ryzyka miazdzycy cukrzyca
wystepowata jedynie u 3 chorych (Tabela 4). Choroba niedokrwienna serca
wspolwystepowata u 27 (67,5) pacjentéw, pod postacig stabilnej dusznicy
bolesnej. Przebyty zawal migsnia serca (>30 dni do momentu hospitalizaciji)
stwierdzono u 12 (30%) chorych. Zmiany odcinka S-ST w zapisie
spoczynkowego EKG wystepowaly u 14 (35%) chorych, najczesciej byly to
niewielkiego stopnia obnizki odcinka S-ST.

Istotnymi czynnikami ryzyka rozwinigcia tetniakéw aorty brzusznej,

oprdcz nadcisnienia tetniczego oraz nikotynizmu, jest rozedma pluc, a takze
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przewlekla obturacyjna choroba ptuc, ktore rozpoznawane byty u 13 (32,5%)
operowanych. Wspdlistnienie zaawansowanych zmian miazdzycowych
dotyczyto 12 (30%) pacjentow i wystepowato glownie pod postacia
niedokrwienia koniczyn dolnych, ktére u 2 chorych wymagato
rewaskularyzacji w trakcie hospitalizacji. U 7 (17,5%) oséb tetniaki aorty
brzusznej wystepowaly rodzinnie. W wywiadzie jeden chory zglaszat
incydent niedokrwienia centralnego ukladu nerwowego, pod postacia
przejsciowego niedokrwienia (TIA).

Tabela 4. Charakterystyka chorych z AAA cz.1 — choroby wspdlistniejace.

Parametr n (%)
Nadcis$nienie 31 (77,5%)
Rozedma/ POChP 13 (32,5%)
Palenie (wywiad) 28 (70%)
Palenie (aktualnie) 13 (32,5%)
Miazdzyca obwodowa 12 (30%)
Cukrzyca 3 (7,5%)
Zaburzenia gospodarki lipidowej 26 (65%)
Wywiad rodzinny 7 (17,5%)
PrzejSciowe niedokrwienie mozgu 2 (5%)
Choroba niedokrwienna serca 27 (67,5%)
Zawal miesnia serca 12 (30%)
Zmiany S-ST 14 (35%)
Podwyzszony poziom fibrynogenu 24 (60%)

Podwyzszony poziom fibrynogenu (>3,5mg/dl) wystepowat u 24 (60%)
chorych. Srednia jego warto$¢ wynosita 3,9+1,6 mg/dl (Tabela 5). Prawie 50%
operowanych chorych bylo otylych (BMI>26). Srednia warto$¢ wskaznika
BMI wynosita 26,9+3,3 (Tabela 3).

Najwazniejsze wartosci badan dodatkowych charakteryzujacych grupe

chorych z AAA zebrano w Tabeli 5.
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Tabela 5. Charakterystyka chorych z AAA cz.2 — badania laboratoryjne.

Parametr Jednostka Srednia Minimum | Maksimum
Cholesterol calk. mM 6,3 £1,8 4.6 11,1
HDL mM 1,3 +0,5 0,7 2,8
LDL mM 4,0 +1,6 1,2 8,4
TG mM 2,2 +1,0 0,7 4,1
Ptytki tys/mm?3 204 £15,8 240 350
Fibrynogen mg/dl 3,9 +1,6 1,7 8,1

Pacjenci w momencie przyjmowania do szpitala zazywali gtownie

inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyne (25 pacjentow — 62,5%)

oraz [3-blokery (14 pacjentéw — 35%; Tabela 6).

Tabela 6. Charakterystyka chorych z AAA cz.3 — zazywane leki.

Grupa lekow n (%)
B-bloker 14 (35%)
ACEI 25 (62,5%)
Statyna 7 (17,5%)
Steroidy 5 (12,5%)
Wspomniane leki byly zazywane w celu leczenia chordb

wspdlistniejacych — nadcisnienia i choroby niedokrwiennej serca.

V.2. Charakterystyka morfologiczna tetniakow aorty

Najwazniejszymi parametrami opisujacymi AAA, sa rozmiar tetniaka
oraz jego lokalizacja a takze obecnos¢ skrzepliny. U wszystkich pacjentow
poszerzenie dotyczyto odcinka ponizej odejscia tetnic nerkowych. Zaledwie
w 1/3 przypadkéw poszerzenie przechodzilo na tetnice biodrowe wspdlne,
co wymagato korekcji operacyjnej.

W badaniu ultrasonograficznym, wykonywanym przed operacja,

sredni rozmiar tetniaka wynosit 64,5+17,8mm (42-120 mm; Tabela 7). W
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przypadku tetniakow o rozmiarze ponizej 50mm wskazaniem do zabiegu
byta duza dynamika poszerzania, morfologia poszerzenia oraz
objawy kliniczne.

Pomiar rozmiaru i ocena morfologii tetniaka byly wykonywane
rowniez srodoperacyjnie. Rozmiary tetniakdw w niewielkim stopniu réznity
sie od wartosci z badania ultrasonograficznego (réznica wynosita
srednio 7%).

Tabela 7. Przed- i srédoperacyjna ocena morfologiczna tetniakdw.

Parametr Srednia Minimum | Maksimum
Mak 1
arsymane mm | 645 +17,8 42 120

O | poszerzenie (L3)
2 .

R
- oczimlar aorty mm | 26,041 19 33
_(;: podprzeponowo (L1)
% | Stopien poszerzenia

(L3/L1) 2,4+0,6 1,7 3,8
& Srédoperacyjny pomiar mm | 69,2 +21,9 43 150
Q
N Zakrzep w $cianie 77,5% 31 pacjentéw

Dodatkowo analizowanym parametrem by? stopient poszerzenia. Jest to
stosunek rozmiaru w miejscu maksymalnego poszerzenia do rozmiaru aorty
w odcinku podprzeponowym. Stopien poszerzenia srednio wynosit 2,4+0,6.

U 77,5% pacjentdow stwierdzano Srddoperacyjnie w Scianie tetniaka

obecnos¢ zakrzepu.

V.3. Oznaczenia poziomu stresu oksydacyjnego

V.3.1. Porownanie cech klinicznych grup badanych

W Tabeli 8 przedstawiono poréwnanie gtownych cech pacjentéw z

AAA oraz z grupy kontrolne;j.
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Tabela 8. Poréwnanie parametrow klinicznych w grupie badanej i kontrolnej.

Chorzy z AAA Chorzy bez AAA
Parametr
n (%) n (%)
Liczba badanych 16 pacjentow 16 pacjentow

Sredni wiek

65,4+5,7 (51-75)

64,6+6,8 (54-74)

Pte¢ meska (zenska)

75% (K:25%)

75% (K:25%)

BMI 26,9+3,3 (19,9-33,3) | 29,7+5,2 (23,2-39,4)
Nadcisnienie 12 (75%) 12 (75%)
Rozedma/ POChP 5 (31,2%) 4 (25%)
Palenie (w wywiadzie) 11 (68,7%) 12 (75%)
Palenie (aktualnie) 5 (31,2%) 6 (37,5%)

Miazdzyca obwodowa 4 (25%) 3 (18,7%)
Cukrzyca 1(6,2%) 2 (12,5%)
Z.al'ourzer'ua gospodarki 11 (68,7%) 10 (62,5%)
lipidowe;j

Wywiad rodzinny (AAA) 3 (18,7%) 0 (0%)
Pr%e]saowe niedokrwienie 1(62%) 1(6,2%)
mozgu

Choroba niedokrwienna serca 10 (62,5%) 11 (68,7%)

Zawal mieénia serca

5 (31,2%)

4 (25%)

V.3.2. Poziom stresu oksydacyjnego w poszczegdlnych grupach

W grupach AAA oraz kontrolnej mierzono stezenie malonylo
dialdehydu (MDA, uM) jako wykladnik stresu oksydacyjnego z osocza krwi
pobieranej od pacjentéw. Srednie stezenie MDA w osoczu pacjentéw
operowanych z powodu tetniaka aorty brzusznej wynosita 4,87+2,14uM i
byla 1,6-krotnie wigeksza od stezenia u chorych z grupy kontrolnej
(3,02+1,29uM, p<0,02; Rycina 9).
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6 - p=0,016

MDA w osoczu (uM)
w

Grupa AAA Grupa kontrolna

Rycina 9. Wartosci MDA w osoczu chorych z grup AAA oraz kontrolnej (*p=0,016).

U wszystkich par chorych, oprdcz jednej, wartosci MDA byly nizsze w

grupie kontrolnej (Rycina 10).

12
B Grupa AAA
%10 W Grupa kontrolna
58
o
3]
3
< 47
a
R 1111
0 i

Pary pacjentow, u ktérych oznaczano MDA
Rycina 10. Rozklad wartosci MDA w poszczegélnych parach w badanych grupach.

Wartosci MDA wykazywaly znamienng korelacje pomiedzy dobranymi
wzgledem czynnikow ryzyka wieku i plci pacjentami z grup kontrolnej i z

AAA. Wspdtczynnik korelacji wynosi r=0,58; p=<0,05 (Rycina 11).
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Grupa kontrolna (poziom MDA uM)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Grupa z AAA (poziom MDA uM)

Rycina 11. Korelacja pomiedzy warto$ciami MDA w grupach badanej oraz kontrolnej.
Wspélezynnik korelacji wynosi r=0,58; p=<0,05.

V.3.3. Poziom MDA a produkcja anionu ponadtlenkowego.

Poréwnywano wyniki wartosci MDA 2z wynikami pomiardw z
chemiluminescencji fragmentéw $ciany tetniaka aorty brzusznej. Nie
wykazano korelacji pomiedzy wartosciami MDA a poziomem produkgji

wolnych rodnikoéw ze $ciany aorty.

V.4. Produkcja anionu ponadtlenkowego

Produkcja anionu ponadtlenkowego w odcinku maksymalnego
poszerzenia byla srednio 1,8-krotnie wigksza anizeli we fragmencie
nieposzerzonym (23,1+3,7 RLU/s/mg suchej masy vs. 12,9+1,0 RLU/s/mg sm,
p<0,001; Rycina 12). Aby udowodni¢ swoistos¢ sygnalu dla anionu
ponadtlenkowego, wykonano pomiary w obecnosci wymiataczy
anionorodnika ponadtlenkowego: dysmutazy ponadtlenkowej (PEG-SOD;
500U/ml) oraz TIRON-u (stezenie ostateczne 10mM).
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Rycina 12. Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego — pomiary z: AAA — $ciany
tetniaka; non-AAA- fragmentu aorty nieposzerzonego;
(*p<0,001 vs. nonAAA; ** p<0,001 vs. AAA).

Zaréwno PEG-S0OD, jak i TIRON prowadzily do znacznego
zmniejszenia wartosci chemiluminescengji zaleznej od lucygeniny mierzonej
w obecnosci AAA, potwierdzajac swoistos¢ pomiaru dla anionu
ponadtlenkowego. Wartosci chemiluminescencji wynosily odpowiednio 8,1
RLU/s/mg sm w obecnosci PEG-SOD (p<0,001 vs. AAA) oraz w obecnosci
TIRON-u - 10,7 RLU/s/mg sm (p<0,001 vs. AAA).

Powyzsze wyniki wyraZznie wskazuja, iZ w miejscu poszerzenia
tetniakowatego produkcja anionu ponadtlenkowego jest

znamiennie podwyzszona.
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V.5. Zr6dla enzymatyczne anionu ponadtlenkowego

Aby oceni¢ enzymatyczne zrddla produkgji anionu ponadtlenkowego
w Scianie tetniaka aorty brzusznej, wykonywano pomiary produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego po preinkubacji oraz w obecnosci

inhibitoréw oksydaz naczyniowych.

V.5.1. Enzymatyczne Zrédla anionorodnika ponadtlenkowego

Produkcja anionu ponadtlenkowego byta najsilniej hamowana (o 84%)
przez  inhibitor = wszystkich  oksydaz  flawinowych -  chlorek
difenyleneiodonium (DPI; 100uM) — co odpowiada 16% wartosci wyjsciowej
(Rycina 12). Apocynina, swoisty inhibitor oksydazy NADP)H (APG;
500uM), powodowata redukcje do 51,1% produkcji podstawowej anionu.
Zahamowanie cyklooksygenaz przy pomocy indometacyny (INDO; 10uM)

powodowato umiarkowane, lecz znamienne statystycznie zahamowanie

produkcji O:" 0 37,7% (Rycina 13).

ol ]

15 +

10 ~

Produkcja Oz (RLU/s/mg)

PODST DPI APO INDO ALLOP ROT

Rycina 13. Zrédla enzymatyczne anionu ponadtlenkowego w tetniakach aorty brzusznej.
(*-p<0,001 vs. podstawowa; **p<0,04 vs. podstawowa).
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Pozostale inhibitory nie powodowaly znamiennego hamowania
podstawowej produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. Allopurinol
(ALLOP, 100uM) powodowal zmniejszenie produkcji o 19,8%, natomiast
rotenon (ROT, 100uM) o 14,8%.

V.5.2. Syntaza tlenku azotu

W celu okreslenia roli syntazy tlenku azotu (NOS) w produkcji anionu
ponadtlenkowego wykonano pomiary po preinkubacji z nieselektywnym

inhibitorem NOS (ester metylowy L-NG-nitroargininy — L-NAME; 100 uM),

Produkcja anionu ponadtlenkowego jako procent
produkcji podstawowej

PODST. LNAME 1400W

Rycina 14. Rola syntazy tlenku azotu w produkcji anionu ponadtlenkowego
w tetniakach aorty brzusznej (*-p<0,01 vs. podstawowa).

oraz po preinkubacji z nieodwracalnym, wysoce selektywnym inhibitorem
indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) - (benzylo-acetamidyno-N-(3-
aminomethyl — 1400W; 100puM).

Zaréwno L-NAME, jak i 1400W powodowaty zahamowanie produkgji
anionorodnika ponadtlenkowego. Efekt ten byl mniej znamienny w
odniesieniu do L-NAME (19,8+4,8 RLU/s/mg sm do 16,8+3,0 RLU/s/mg sm;
spadek produkci o 21,3% p<0,01, Rycina 14). W przypadku 1400W
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obserwowano znaczne hamowanie produkgcji anionu ponadtlenkowego -
64,2% (vs. Post. — p<0,01) wzgledem pomiaru podstawowego (spadek z
11,2+6,0 RLU/s/mg sm do 4,2+2,4 RLU/s/mg sm).

V.5.3. Stymulacja przy pomocy NADPH

Oksydaza NAD(P)H odgrywa istotng role w produkgi O.". W AAA
zastosowano stymulacje z uzyciem jej swoistego substratu — NADPH
(100uM). Zaobserwowano, ze stymulacja ta powodowata srednio 19-krotny
wzrost produkcji anionu ponadtlenkowego (O:7) wzgledem produkcji
podstawowej. Zaobserwowano hamowanie stymulowanej przez NADPH
produkcji O:" przez inhibitory oksydaz NAD(P)H - difenyleneiodonium
(DPI) — oraz apocyning, a takze przez indometacyne. Pozostate inhibitory (w

tym L-NAME) nie wplywaly znamiennie na stymulowana NADPH

produkcje O (Rycina 15).

450
400
350

—t—

300
250
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100

Produkcja O2" (RLU/s/mg)

50 1

PODST DPI APO INDO LNAME ALLOP ROT

Rycina 15. Wyplyw poszczegolnych inhibitorow na produkcje anionu ponadtlenkowego
po stymulacji NADPH (*p<0,001; **p=0,01; ***p=0,02 vs. podstawowa).
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V.5.4. Rola kinazy biatkowej C w regulacji produkcji anionu

ponadtlenkowego

Kinaza bialkowa C (PKC) stanowi jeden z mechanizmow aktywagji
oksydazy NAD(P)H w neutrofilach. Aby oceni¢ role kinazy biatkowej C w
aktywacji oksydazy NAD(P)H w tkankach AAA, wykonano doswiadczenia

A 500 - B

450 -
400 -
350
300 +
250
200
150 +
100
50
04
PODST Chele- BAS STYM Chele STYM

Rycina 16. Wptyw chelerytryny na produkcje¢ anionu ponadtlenkowego
w stanie podstawowym (A) oraz po stymulacji NADPH (B).

= = N
o n o
! . !

Produkcja O," (RLU/s/mg)

o
|

z inhibitorem PKC chelerytryng (Chele; 1uM). W przypadku podstawowej
produkcji O:" chelerytryna powodowata jedynie nieznamienna redukcje o
11,1%. Stymulowana produkcja byla nieznacznie bardziej hamowana -
redukcja produkcji o 22,9%, cho¢ nie osiggalta ona znamienno$ci

statystycznej (Rycina 16).
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V.6. Histochemiczna lokalizacja anionu ponadtlenkowego

Dla oceny lokalizacji produkcji anionorodnika ponadtlenkowego
wykorzystano barwienie histochemiczne, z zastosowaniem bromku
dihydroetydyny (DHE). Inkubacja z PEG-SOD (500U/ml) w trakcie
barwienia, podobnie jak w przypadku chemiluminescencji, powodowata
Znamienne hamowanie intensywnosci barwienia

fluorescencyjnego (Rycina 17).

A

Rycina 17. Histochemiczne barwienie (DHE) przedstawia produkcj¢ anionu ponadtlenkowego
in situ w $cianie aorty brzusznej poszerzonej tetniakowato (A) oraz po preinkubacji z 500U/ml
PEG-SOD (B).

Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego ma charakter rozlany w
Scianie tetniaka aorty brzusznej. Istotnym miejscem produkcji anionu
ponadtlenkowego w scianie aorty poszerzonej tetniakowato sa komorki
zapalne naciekajace btony s$rodkowa, wewnetrzna, a takze przydanke.
Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego jest jednak widoczna takze w

komorkach miesniowki gtadkiej w medii, a takze w przydance.
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V.7. Znaczenie parametrow klinicznych w produkcji anionu
ponadtlenkowego

V.7.1. Wptyw czynnikéw ryzyka na produkcje O:" w Scianie AAA

W analizie statystycznej uwzgledniono czynniki ryzyka zwigzane z
wystepowaniem tetniakéw aorty brzusznej, ktore przedstawiono we
wstepie. Czynniki, takie jak pte¢ meska oraz wystepowanie nadcisnienia
tetniczego, wiazaly sie¢ ze zwiekszona produkcja wolnych rodnikéw
tlenowych. Efekty te nie sa jednak znamienne statystycznie, w
przeciwienstwie do takich czynnikéw, jak palenie tytoniu, zaburzenia
gospodarki lipidowej, wystepowanie choroby niedokrwiennej serca, ktore
znamiennie wiazaly sie ze zwigkszona produkcja anionu ponadtlenkowego
w tkankach tetniaka (Tabela 9).

Tabela 9. Rozklad warto$ci chemiluminescencji (RLU/s/mg sm) z
uwzglednieniem niektdrych czynnikdw ryzyka.

Czynniki ryzyka TAK NIE p
Pte¢ meska 8,44 +255 29,82 +14,16| 0,22
Nadcis$nienie 31,55 +12,73 2256 +10,2 0,45
Palenie papierosow 37,08 +13,89 13,38 +2,75 0,03
Zaburzenia gosp. lipid. 40,36 +16,23 13,89 +3,28 0,013
Choroba niedokrwienna | 1 7o 1591 | 1405 +471 | 0037
serca
Zmiany ST-T 38,84 +6,6 18,64 +1854| 0,07

Wystepowanie pozostalych czynnikéw — takich jak cukrzyca, rodzinne
wystepowanie tetniaka, miazdzyca uogdlniona, wystepowanie zmian ST-T w
zapisie EKG, choroby zapalne, uwarunkowanie genetyczne oraz choroby
uktadowe tkanki tacznej — wiazalo sie z niewielkim wzrostem wartosci

chemiluminescencji, ktory nie osiagat znamiennosci statystycznej.
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V.7.2. Skala Vanzetto

W analizie statystycznej uwzgledniono takze skale Vanzetto, opisana
szczegOtowo we wstepie. Jako wartos¢ odcigcia ustalono 3 punkty. U osdb,
ktore uzyskaty >3 punkty w skali Vanzetto, obserwowano wigksza produkcje
anionu ponadtlenkowego niz w grupie, ktéra miata < 3 punktéw. Grupy
podobne pod wzgledem liczebnosci (19 vs. 21 o0sob). Roéznica ta byla

znamienna statystycznie (p=0,007, Rycina 18).
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Produkcja O, (RLU/s/mg)
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Skala Vanzetto <3 Skala Vanzaetto >3

Rycina 18. Produkcja anionu ponadtlenkowego w zalezno$ci od punktacji w skali Vanzetto;
(18,1 RLU/s/mg vs. 53,7RLU/s/mg; p=0,007).
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V.8. Wielkos¢ tetniaka a produkcja anionu ponadtlenkowego

Rozmiar tetniaka — $rednica w miejscu najwigekszego poszerzenia — ma
istotne znaczenie w ocenie ryzyka oraz podczas podejmowania decyzji co do
dalszej strategii leczenia. Analizowano zwigzki pomiedzy wielkoscia
tetniaka (wartos¢ mierzona srodoperacyjnie) a produkcja podstawowa
anionu ponadtlenkowego oraz po stymulacji oksydaz

naczyniowych NADPH.

120

100 | o
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60

Produkeja podstawowa O, (RLU/s/mg sm)

Rozmiar tetniaka mierzony srodoperacyjnie (mm)

Rycina 19. Korelacja pomiedzy produkcja podstawowa a rozmiarem tetniaka.

Zauwazono znamienng, pozytywna korelacje pomiedzy podstawowa
produkcja anionu ponadtlenkowego w  zaleznosci od rozmiaru
tetniaka (Rycina 19; r=0,425; p=0,038).

Podobnie znamienna, dodatnia korelacja wystepowata pomiedzy
produkcja anionu ponadtlenkowego po stymulacji NADPH (100uM) a
rozmiarem tetniaka (Rycina 20; p=0,038; r=0,426).
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Rycina 20. Korelacja pomiedzy stymulowana produkcja anionu ponadtlenkowego a
rozmiarem tetniaka.

Zauwazono takze zalezno$¢ pomiedzy  produkcga anionu
ponadtlenkowego w stanie wzbudzenia po stymulacji NADPH a stopniem
poszerzenia (stosunkiem maksymalnego poszerzenia do szerokosci w

zdrowym odcinku)(r=0,5, p<0.02; Rycina 21)
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Stopien poszerzenia (L3/L1)

Rycina 21. Korelacja pomigdzy stymulowana produkcja anionu ponadtlenkowego
a stopniem poszerzenia (stosunek L3/L4).
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Powyzsze analizy wykazaly pozytywna zaleznos¢ pomiedzy
rozmiarem tetniaka a produkcjg anionu ponadtlenkowego. Przydatnym
parametrem okazal si¢ parametr, jakim jest stopienl poszerzenia, ktory

wykazywal najsilniejsza korelacje z produkcjg anionu ponadtlenkowego.
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V.9. Podsumowanie wynikow

1. Pacjenci operowani z powodu tetniaka aorty brzusznej mieli 1,6-
krotnie wyzszy poziom markera ogdlnoustrojowego stresu
oksydacyjnego (MDA). Warto$ci MDA nie korelowaly jednak z
lokalna produkcja anionu ponadtlenkowego w Scianie aorty
poszerzonej tetniakowato, wskazujac na bardziej ztozony

mechanizm ogdlnoustrojowego stresu oksydacyjnego.

2. Produkgja wolnych rodnikéw w miejscu maksymalnego
poszerzenia tetniaka aorty byla 1,8-krotnie wigeksza wzgledem
fragmentu nieposzerzonego. Swoistos¢ pomiaréw dla anionu
ponadtlenkowego potwierdzono doswiadczeniami z dysmutaza

ponadtlenkowa oraz TIRON-em.

3. Gléwnym miejscem produkgi anionu ponadtlenkowego w
Scianie aorty poszerzonej tetniakowato sa przede wszystkim
naciekajace komorki zapalne, a takze komorki blony

srodkowej i przydanki.

4. Gléwnymi zrodlami produkgi anionu ponadtlenkowego sa
indukowalna syntaza tlenku azotu oraz oksydaza NAD(P)H, za$
dodatkowa role odgrywa metabolizm kwasu arachidonowego w
szlaku cyklooksygenazowym. Niewielka role ogrywaja

natomiast oksydaza ksantynowa czy oksydazy mitochondrialne.
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5. W przeciwienistwie do innych ludzkich naczyn krwionosnych, w
obrebie tetniakdw aorty brzusznej kinaza biatkowa C nie wydaje
sie odgrywac¢ istotnej roli w regulagi produkgji

anionu ponadtlenkowego.

6. Produkcja anionu ponadtlenkowego byta znamiennie wigksza u
chorych palacych tyton,, pacjentéw z zaburzeniami gospodarki
lipidowej oraz z choroba niedokrwienna serca. Produkcja anionu
ponadtlenkowego byla podwyzszona u mezczyzn oraz u
chorych z nadcisnieniem tetniczym (rdéznica ta nie osiagala

jednak znamiennosci statystycznej).

7. Zaréwno podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego jak i
maksymalna aktywnos¢ oksydazy NAD(P)H byty znamiennie
skorelowane z rozmiarem tetniaka oraz ze stopniem

poszerzenia tetniaka.
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VI. Dyskusja

VI.1. Poziom stresu oksydacyjnego u pacjentow z tetniakami
aorty brzusznej

Powstawanie tetniakdéw aorty brzusznej przebiega z udziatem procesu
zapalnego z mechanizmami proteolitycznymi. Rozwijaja si¢ one na podtozu
urazu biomechanicznego oraz zaburzen genetycznych [23, 45]. We
wszystkich tych procesach moga bra¢ udziat wolne rodniki tlenowe, ktdre
uczestnicza w regulacji i propagacji procesow zapalnych, a takze powoduja
zmiany ogolnoustrojowe zwigzane ze stresem oksydacyjnym.

Wykazano, iz wazna role w inicjacji i progresji procesow zapalnych w
scianie naczynia odgrywa dysfunkcja srédbtonka naczyniowego, ktdra jest w

znacznym stopniu wywolywana nadprodukcja anionu ponadtlenkowego

(O:27) [53, 63]. Z jednej strony anion ponadtlenkowy moze uczestniczy¢ w
procesie powstawania tetniaka przez wzrost ekspresji czastek adhezyjnych
oraz cytokin [146], aktywacje prozapalnych genow [77, 125, 128, 132, 146],
zwigkszanie produkgcji oraz aktywacje metaloproteinaz tkankowych [24, 45,
78, 97, 100, 104, 132]. A z drugiej — podwyzszony poziom anionu
ponadtlenkowego w Scianie aorty brzusznej moze wigzac si¢ z systemowymi
zmianami w osoczu, prowadzacymi miedzy innymi do peroksydacji lipidow
i nasilania si¢ zmian miazdzycowych i zapalnych, tak istotnych w
patogenezie tetniakow aorty [125].

Przeprowadzone w obecnej pracy doswiadczenia z wykorzystaniem
oznaczenia malonylo dialdehydu (MDA), jako posredniego markera
ogdlnoustrojowego stresu oksydacyjnego, wykazaty, iz pacjenci operowani z
powodu tetniaka aorty brzusznej, w poréwnaniu z pacjentami bez tetniaka,

maja podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego. Wyniki te sa zgodne z
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obserwacjami opisanymi w literaturze, dokonywanymi dotychczas w
modelach zwierzecych i in wvitro. Sigala i wsp. w eksperymentalnych
tetniakach u szczuréw Wistar zaobserwowali podwyzszone poziomy MDA
w osoczu [140] w poréwnaniu ze szczurami, ktére nie miaty poszerzonej
aorty. Podobne wyniki uzyskat Miller. Jednak on mierzyt poziom stresu
oksydacyjnego lokalnie w obrebie homogenatow tkankowych, a nie jak w
prezentowanej pracy — w osoczu [77].

Co ciekawe, wbrew oczekiwaniom nie wykazano znamiennej korelacji
pomiedzy poziomem stresu oksydacyjnego w osoczu krwi a produkcja
anionu ponadtlenkowego w S$cianie poszerzonej aorty. W literaturze nie
znaleziono pordéwnania produkcji anionu ponadtlenkowego z parametrami
stresu oksydacyjnego w osoczu. Obserwacja ta moze jednak wskazywag, iz
ogolnoustrojowy stres oksydacyjny, ktérego wykladnikiem jest MDA ma
znacznie wiecej komponent niz tylko lokalna produkcga anionu
ponadtlenkowego w obrebie tetniaka. PodwyzZszone poziomy MDA w
osoczu moga by¢ wyrazem bardziej zaawansowanych procesow dysfunkcji
srodbtonka oraz uogolnionego stanu zapalnego lub tez ogdlnoustrojowej
dysfunkcji ukladow antyoksydacyjnych u chorych z tetniakami aorty
brzusznej, zachodzacych pomimo podobnego profilu podstawowych
czynnikoéw ryzyka miazdzycy [76, 181].

Z obserwagji tej moze réwniez wynikac istotny wniosek kliniczny, iz na
podstawie pomiarow parametrow ogodlnoustrojowych w osoczu chorych
niezmiernie trudno jest scharakteryzowac zjawiska zachodzace lokalnie w
Scianie naczyn krwionosnych. Dlatego tez w dalszej czesci pracy
skoncentrowano si¢ na analizach zjawisk zachodzacych w obrebie

zmienionej tetniakowato aorty.
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VI.2. Produkcja anionu ponadtlenkowego w $cianie aorty
brzusznej

Anion ponadtlenkowy moze uczestniczy¢ we wszystkich opisywanych
we wstepie procesach formowania tetniaka. Jak wspomniano, odgrywa
kluczowa role we wszystkich etapach procesu zapalnego [62, 77, 121, 122].
Rzeczywiscie, w literaturze opisywano role produkci anionu
ponadtlenkowego zaréwno w samoistnych AAA, jak i w eksperymentalnych
modelach AAA [62, 77, 121, 122], jednak wigkszo$¢ prac dotychczas
prowadzonych dotyczyta modelow zwierzecych oraz doswiadczen in vitro.

Anion ponadtlenkowy, przez wywotanie dysfunkcji $rodbtonka,
prowadzi do zwigkszenia ekspresji czastek adhezyjnych, takich jak ICAM-1
czy interleukiny-al [19, 68, 129]. Ulatwia to migracje komorek zapalnych
(makrofagi, monocyty oraz limfocyty) do Sciany aorty [19, 22, 182], ktore
same mogga stawac sie zrédlem anionu ponadtlenkowego. Stres oksydacyjny
moze powodowac¢ zwigkszenie produkcji cytokin w komorkach
zapalnych [121].

Stres oksydacyjny moze takze odgrywad pewna role w regulacji
procesu proteolizy w Scianie aorty, zardwno przez zwigkszenie ekspres;ji
gendw dla tych enzymoéw, jak i ich aktywowanie. Zwiekszona ekspresja
gendw dla MMP-9, MMP-12, MMP-8 oraz dla kolagenazy zostata opisana w
literaturze [121].

W procesie formowania tetniaka odgrywa takze role proces apoptozy,
ktory moze by¢ indukowany przez stres oksydacyjny [77, 133].

W przeprowadzonych badaniach zauwazono, ze produkcja anionu
ponadtlenkowego byla znamiennie wigeksza w miejscu maksymalnego
poszerzenia wzgledem miejsca nieposzerzonego. Specyficzno$¢ oznaczenia
dla anionu ponadtlenkowego potwierdzily doswiadczenia ze swoistymi

wymiataczami anionu ponadtlenkowego (SOD, TIRON). Uzyskane wyniki
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byly zgodne z doniesieniami w literaturze [77, 121]. Miller i wsp. poczynili
podobne obserwacje do przedstawianych w powyzszej pracy, iz produkcja
anionu ponadtlenkowego, oznaczana chemiluminescencja zalezng od
lucygeniny, jest wieksza w obrebie tetniakéw aorty niz w obrebie naczynia
niezmienionego [77]. Yajima i wsp. w swoim doniesieniu zauwazaja
zwigkszona ekspresje genow dla oksydaz, w tym indukowalnej syntazy
tlenku azotu w obrebie zmian tetniakowatych. Autorzy ci zauwazyli takze
obnizenie ekspresji antyoksydacyjnych genéw dla SOD, reduktazy NAD
Cyt-b-5,5-transferazy glutationowej [121].

VI.3. Enzymatyczne Zrodla produkcji anionu ponadtlenkowego

Szczegdtowa  analiza enzymatycznych  Zrodet  anionorodnika
ponadtlenkowego nie byta dotychczas przeprowadzona. Autorzy z gory
zakladali kluczowa role oksydazy NAD((P)H w produkci O i
koncentrowali si¢ przede wszystkim na tym enzymie [77]. W prezentowanej
pracy po raz pierwszy w przeprowadzonych badaniach z udziatem
inhibitorow potencjalnych oksydaz naczyniowych wykazano, iz gtéwnym
zrodltem produkcji podstawowej anionu ponadtlenkowego sa indukowana
syntaza tlenku azotu oraz oksydaza NAD(P)H. Hamowanie stymulowanej
przez NADPH produkci O:." przez indometacyne wskazuje na role
metabolizmu cyklooksygenazy oraz metabolizmu kwasu arachidynowego w
regulacji aktywnosci oksydazy NAD(P)H w AAA.

Rola oksydazy ksantynowej oraz oksydaz mitochondrialnych jest
marginalna.

Jak dotad istnieja dwie publikacje opisujace mozliwag role iNOS w
etiopatogenezie tetniakow aorty brzusznej. Zhang i wps. w 2003 roku
wykazali zwiekszong ekspresje mRNA dla iNOS w ludzkich tetniakach w

porownaniu z grupa kontrolng (bez tetniakéw) [122]. Sigala i wsp. opisuja
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wykorzystanie selektywnego inhibitora iNOS (1400W) w celu ustalenia roli
iNOS w apoptozie oraz zwiekszeniu markeroéw proliferacji. Grupy szczurow,
otrzymujace 1400W, wykazywaly znamiennie mniejsze poziomy ekspresji
iNOS (warto$ci porownywalne do grupy kontrolnej) oraz znamiennie
mniejsze parametry wzrostu komorek [140].

Role oksydazy NAD(P)H w remodelingu AAA opisywali Miller i wsp.
[77]. Zauwazyli oni zwigkszong ekspresje podjednostek p22phox oraz
p47phox we fragmencie poszerzonym tetniakowato (versus we fragmencie
nieposzerzonej aorty).

Po aktywacji oksydazy NAD(P)H substratami (NADH i NADPH)
uzyskano znamiennie wieksza produkcje anionu ponadtlenkowego w $cianie
tetniaka. Uzyskane wyniki potwierdzajq dane przedstawione przez Millera i
wps. [77]. Badania przeprowadzone na innych niz aorta naczyniach ludzkich
wykazaty rowniez zwigkszong produkcje anionu ponadtlenkowego po

stymulacji substratem [67].

VI.4. Histologiczna lokalizacja produkcji anionu
ponadtlenkowego

W  doswiadczeniu z wykorzystaniem barwienia dihydroetydyna
(DHE), stwierdzono, iz gléwnym miejscem produkcji anionu
ponadtlenkowego sa przede wszystkim komorki zapalne, ktore naciekaja
wszystkie warstwy Sciany tetniaka, a takze komodrki w obrebie medii oraz
przydanki. Zwraca uwage bardziej rozlany charakter barwienia niz w
innych, nie zmienionych tetniakowato, naczyniach ludzkich (dane nie
pokazane). Podobny obraz AAA w barwieniu DHE przedstawil Miller w
swojej publikagji [77]. W innych naczyniach ludzkich, bez poszerzenia
tetniakowatego, produkcja anionu ponadtlenkowego jest zlokalizowana

gltéwnie w btonie srodkowej, ale takze w pozostalych warstwach [174], ma
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ona jednak charakter znacznie bardziej zlokalizowany i duzo wyrazniej
udaje si¢ okresli¢ Zrodta komorkowe. Bardziej rozlany i mniej wyrazisty
charakter barwienia DHE obserwowany w prezentowanej pracy — mozna
wyjasni¢ faktem produkcji przez rozsiane komorki zapalne. Bardzo
cickawym problem w zwigzku z tym staje si¢ okreslenie glownych
enzymatycznych Zrodel anionorodnika ponadtlenkowego w badanych

naczyniach poszerzonych tetniakowato.

VL.5. Wplyw parametrow klinicznych na produkcje anionu
ponadtlenkowego

Jako najwazniejsze czynniki ryzyka w rozwoju tetniaka aorty brzusznej
uznaje sie: nikotynizm, POChP, nadcisnienie tetnicze, wiek (>55r.z.), ple¢
meska oraz hypercholesterolemie [31, 33, 35, 37, 50, 51]. Czynniki te
odgrywaja role zarowno w procesie powstawania tetniaka, jak i
przyspieszaja jego rozwdj. Palenie 20-34 paczkolat oraz >50 paczkolat
dawato odpowiednio 7,31-krotnie czestsze i 9,55-krotnie czestsze
wystepowanie choroby [31, 37]. Podwyzszone cisnienie tetnicze krwi
odgrywa kluczowaq role w przyspieszeniu procesu miazdzycowego [17, 28,
53]. W badaniach Wanhainena wykazano czestsze wystepowanie
podwyzszonych wartosci catkowitego cholesterolu, trojglicerydéw oraz LDL
u pacjentéw z tetniakami w pordwnaniu z grupa kontrolna [31]. Blanchard i
wsp. natomiast w swoich badaniach nie zauwazyli takiej korelacji [46].

W przeprowadzonej analizie porownywano produkcje anionu
ponadtlenkowego w obrebie maksymalnego poszerzenia tetniakowatego z
czynnikami ryzyka wystapienia tetniaka aorty brzusznej wraz z czynnikami
ryzyka miazdzycy. Produkcja anionu ponadtlenkowego byla wieksza u
chorych z takimi czynnikami ryzyka, jak palenie tytoniu, hyperlipidemia

oraz wystepowanie choroby niedokrwiennej serca. Zauwazono rdéwniez
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nieznacznie wigksza produkcje O:" u o0so6b plci meskiej oraz u oséb z
nadci$nieniem tetniczym. W literaturze brak jest jak dotad doniesien
analizujacych  produkcje anionu ponadtlenkowego w  potaczeniu

z obrazem klinicznym

VI1.6. Znaczenie rozmiaru tetniaka

Jednym 2z najwazniejszych czynnikow decydujacych o wyborze
sposobu leczenia jest rozmiar tetniaka [37, 38, 40]. Wraz ze wzrostem
rozmiaru tetniaka zwieksza si¢ takze ryzyko wystapienia powiklan, przede
wszystkim pekniecia Sciany [7, 37, 38, 41]. Dla tetniakéw, dla ktorych ten
rozmiar wynosi 4-5 c¢cm ryzyko pekniecia wynosi 1-3%, dla wigkszych
tetniakow (5-7 cm) ryzyko wynosi 6-11%. Natomiast dla najwiekszych
(>7 cm) tetniakow 20% [5, 6, 35]. Tetniaki o rozmiarze ponizej 4 cm obarczone
sq najmniejszym ryzykiem pekniecia [37, 38, 47].

Wigksze tempo poszerzania sie tetniaka zauwazono u chorych z
nadcisnieniem tetniczym, przewlekla obturacyjng choroba ptuc oraz z
obecna skrzepling w $wietle naczynia [6, 35, 47].

Nie jest obecnie wiadomo, czy produkgcja anionu ponadtlenkowego w
obrebie Sciany tetniaka jest w rzeczywiscie powiazana z tym tak istotnym
klinicznie parametrem. W literaturze brak jest doniesienr, w ktérych by
dokonano takiego pordwnania. Dlatego tez bardzo wazna obserwacja jaka
uzyskano w toku prezentowanej pracy jest fakt, iz produkcja anionu
ponadtlenkowego dodatnio korelowata z rozmiarem tetniaka — wigksza
produkcja anionu ponadtlenkowego byla obserwowana u pacjentéw z
wiekszymi tetniakami aorty brzusznej.

W grupie z AAA zauwazono tez dodatnia korelacje pomiedzy
produkcja anionu ponadtlenowego, po pobudzeniu przez NADPH, a

stopniem poszerzenia. Parametr ten okazal si¢ wykazywac najsilniejszy
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stopien korelacji sposrdéd wszystkich parametréw opisujacych rozmiar
tetniaka. W literaturze brak jest doniesien omawiajacych stosowanie
tego parametru.

Podczas gdy zwiazki pomiedzy produkcja  anionorodnika
ponadtlenkowego a rozmiarem tetniaka nie byly jak dotad w literaturze
analizowane, stwierdzono znamienne korelacje pomiedzy ekspresja [39],
aktywnoscig [103], metaloproteinaz oraz ich stezeniem osoczowym [39, 98,
101, 103]. Wykazano, iz ekspresja, aktywnos¢ enzymatyczna oraz steZenie
osoczowe metaloproteinazy 9 koreluja dodatnio z rozmiarem tetniaka aorty
brzusznej. Korelacja pomiedzy rozmiarem tetniaka a produkcjg anionu
ponadtlenkowego moze wskazywac na role wolnych rodnikéw tlenowych w

omawianych procesach patogenetycznych tetniakdéw aorty brzuszne;.
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VII. Wnioski

. Pagjenci z tetniakiem aorty brzusznej majq znamiennie wigksze
wartos$ci parametréw ogdlnoustrojowego stresu oksydacyjnego
w porownaniu z chorymi bez tetniakdéw aorty brzuszne;j.

. Produkcja anionu ponadtlenkowego w $cianie aorty brzusznej
byla zwigkszona w miejscu maksymalnego jej poszerzenia
wzgledem miejsca nieposzerzonego.

. Podstawowymi zrodtami produkcji anionu ponadtlenkowego
w tetniakach aorty brzusznej sq indukowalna syntaza tlenku
azotu oraz oksydaza NAD(P)H.

. Produkcja anionu ponadtlenkowego w obrebie zmiany
tetniakowatej byla skorelowana =z paleniem tytoniu, z
zaburzeniami gospodarki lipidowej, z choroba niedokrwienng
serca, plcig oraz nadci$nieniem tetniczym.

. Produkcja anionu ponadtlenkowego dodatnio korelowata z
rozmiarem tetniaka: im wigkszy tetniak aorty brzusznej, tym

wieksza byta produkcja anionu ponadtlenkowego.
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VIII. Streszczenie

Tetniaki aorty brzusznej (AAA) wystepuja u ok. 3-4% oséb w wieku
>50r.z. Wiadomo, iz u podstaw formowania tetniakow aorty brzusznej leza
cztery gldwne procesy: proces zapalny, proteolityczna degradacja elementow
tkanki tacznej, mechaniczny uraz sciany aorty oraz zaburzenia genetyczne.
Obecnos¢ wolnych rodnikéw tlenowych w powyzszych procesach opisano w
literaturze. Mechanizmy prowadzace do powstania AAA, szczegolnie rola
wolnych rodnikow tlenowych w powyzszych procesach nie sa
obecnie poznane.

Wstepne badania eksperymentalne na zwierzetach wykazaly
zwigkszong produkcje wolnych rodnikéw tlenowych w $cianie tetniaka w
porownaniu do prawidlowej czesci naczynia. Dotychczas tylko jedno
badanie analizowato produkcje wolnych rodnikdw tlenowych, a w
szczegOlno$ci anionu ponadtlenkowego (O:7) w tetniakach aorty u
cztowieka. Zrédta, a takze znaczenie kliniczne nadprodukcji anionu
ponadtlenkowego w tetniakach aorty brzusznej nie sa do tej pory poznane.
Celem powyzszej pracy jest: porownanie ogdlnoustrojowych parametrow
stresu oksydacyjnego w grupie pacjentow z AAA oraz u chorych bez AAA.
Ocena jakosciowa i ilosciowa produkgcji anionu ponadtlenkowego w AAA.
Zbadanie zrdodel enzymatycznych oraz podstawowych mechanizméw
regulujacych produkcje anionu ponadtlenkowego w AAA. Okres$lenie
zwigzku produkgji anionu ponadtlenkowego z cechami klinicznymi AAA, w
szczegolnosci z rozmiarem tetniaka.

Badaniem objetych zostalo 40 chorych, poddanych resekcji AAA oraz
16 chorych bez AAA, z takimi samymi czynnikami ryzyka jak pacjenci z
AAA. Poziom ogolnoustrojowego stresu oksydacyjnego oceniany byt z

wykorzystaniem oznaczenia MDA w osoczu. Produkcja O:" byta oceniana z
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wykorzystaniem chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny. Specyficznos¢

pomiaru dla O:" byla potwierdzana przy pomocy wymiataczy wolnych
rodnikow — dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz jej mimetyku Tiron-u.
Enzymatyczne zrodla produkci byly okreslane w eksperymentach z
wykorzystaniem specyficznych inhibitorow dla szeregu potencjalnych
oksydaz tkankowych. Poza okresleniem zrddet enzymatycznych badano
takze mechanizmy ich aktywacji — np. rola kinazy biatkowej C (PKC) byla
oceniana z wykorzystaniem jej inhibitora chelerytryny. Lokalizacja produkcji
O:" w $cianie AAA byla oceniana przy pomocy histochemicznego barwienia
z zastosowaniem dihydroetydyny. Ocena ryzyka klinicznego zwigzanego z
obecnoscia AAA byta oceniana przy pomocy skali Vanzetto. Srédoperacyjnie
wykonywano dokfadny pomiar rozmiaru tetniaka aorty brzuszne;.

Poziom MDA byt znamiennie wigkszy u chorych z AAA (4,87uM vs.
3,02uM; p<0,02). Nie wykazano jednak korelacji pomiedzy wartosciami
MDA a poziomem produkcji wolnych rodnikow w scianie aorty.

Produkcja wolnych rodnikéw tlenowych byla wigksza w miejscu
poszerzonym tetniakowato w pordwnaniu z aorta nieposzerzona
(23,1RLU/s/mg vs. 12,9 RLU/s/mg; p<0,001). O:" byl znamiennie wymiatany
przez SOD oraz Tiron (SOD - spadek chemiluminescencji o 65%, p<0,001
oraz Tiron — spadek o 54%, p<0,001). Inhibitor oksydaz flawinowych (DPI)
powodowat zmniejszenie produkgji O 0 84%. Co ciekawe, 1400W, swoisty
inhibitor iNOS powodowal zahamowanie produkcji O." o 64,2% (p<0,01).
Apocynina, swoisty inhibitor oksydazy NAD(P)H zmniejszyta produkcje Oz
do 51,1% (p<0,01). Zahamowanie cyklooksygenaz przy pomocy
indometacyny powodowato umiarkowane, lecz znamienne statystycznie
zahamowanie produkcji O:" o 37,7% (p<0,04). Allopurinol, inhibitor
oksydazy ksantynowej, powodowat zmniejszenie produkgji o 19,8% (p=NS),

natomiast rotenon, inhibitor oksydaz mitochondrialnych, o 14,8% (p=NS).
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W przeciwienstwie do klasycznych naczyn obwodowych cztowieka, w
ktorych kinaza biatkowa C odgrywa kluczowa role w mediowaniu stresu
oksydacyjnego, chelerytryna, inhibitor PKC, powodowata jedynie
nieznamienng redukcje produkcji O - o 11,1%. Stymulowana przez
NADPH produkcja O:" byla nieznacznie bardziej hamowana — redukcja o
22,9%, choc¢ nie osiagata ona znamiennosci statystyczne;j.

Analiza histochemiczna wykazata, iz produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego ma charakter rozlany w $cianie tetniaka aorty brzuszne;.
Istotnym miejscem produkcji anionu ponadtlenkowego w $cianie aorty
poszerzonej tetniakowato sa komorki zapalne naciekajace blony — srodkowa,
wewnetrzng, a takze przydanke. Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego
jest jednak widoczna takze w komodrkach miesniowki gladkiej w medii, a
takze w przydance.

Wystepowanie zaburzen gospodarki lipidowej, choroby wiericowej

oraz palenia papierosOw wiazato sie ze znamiennie wigksza produkcjg O:".
Pacjenci z duzym ryzykiem operacyjnym (>3ptk. w skali Vanzetto)
wykazywali wigksza produkgje O (53,7RLU/s/mg vs.
18,1 RLU/s/mg; p=0,007).

Produkcja O: dodatnio korelowala z rozmiarem tetniaka (r=0,42;
p=0,038). Szczegolnie silng korelacje wykazywal stopien poszerzenia
(stosunek rozmiaru maksymalnego poszerzenia do szerokosci w zdrowym
odcinku) z produkcja O: (r=0,5, p<0,02).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, Ze pacjenci z
tetniakiem aorty brzusznej wykazuja cechy ogolnoustrojowego stresu
oksydacyjnego w porownaniu z chorymi bez tetniakéw aorty brzuszne;.
Produkcja anionu ponadtlenkowego w Scianie aorty brzusznej jest wigksza w
miejscu maksymalnego jej poszerzenia wzgledem aorty nieposzerzonej. W

AAA gléwnymi Zrédlami produkci anionu ponadtlenkowego sa
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indukowalna syntaza tlenku azotu oraz oksydaza NAD(P)H. Pacjenci z
wigkszym ryzykiem okolooperacyjnym (>3 punktéow w skali Vanzetto),
wzgledem tych z niskim ryzykiem, wykazywali zwiekszona produkcje
anionu ponadtlenkowego. Zwigkszona produkcja anionu ponadtlenkowego
w obrebie zmiany tetniakowatej korelowata z paleniem tytoniu, z
zaburzeniami gospodarki lipidowej, z choroba niedokrwienng serca, pficia
meska oraz nadciSnieniem tetniczym. Stwierdzono ponadto dodatnia
korelacje pomiedzy produkcja anionu ponadtlenkowego a wielkos$cia
tetniaka.

Przeprowadzone badania sugeruja iz stres oksydacyjny, a w
szczegOlnosci produkcja anionu ponadtlenkowego przez iNOS oraz
oksydazy NAD(P)H w $cianie naczynia moga odgrywac istotng role w
patogenezie AAA, a takze wykazuja powiazanie z szeregiem czynnikow

klinicznych.

Abstract

Abdominal aortic aneurysms (AAA) occur in 3-4% in patients above 50
years of age. Pathogenesis of AAA is complex and appears to result from
concomitant actions of inflammation, proteolytic degradation of aortic wall
connective tissue, biomechanical wall stress and molecular genetic
susceptibility. Reactive oxygen species (ROS) may play an important
effectors and regulatory roles in each of those processes. In spite of
reasonably large amount of literature on AAA, the mechanisms of their
formation, and particularly role of free radicals in those processes
remain unknown.

Preliminary studies in animal models, demonstrated increased

production of ROS in AAA than in normal aorta. Until now, only one paper
analyzed role of ROS in human AAA, especially superoxide anion (O:7).

Sources and clinical relevance of O:" in AAA were not studied up to date.
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Objectives of the thesis are: (1) to compare generalized oxidative stress
as well as local aortic O:" production in patients with and without AAA. (2)
to find the importance of individual enzymatic sources O:" production and

it's major regulation in AAA. (3) to determine an association between O:”
production and clinical features of AAA, particularly clinical scoring system
and intraoperatively determined AAA size.

40 patients, who underwent surgical resection of AAA and 16 patients
without AAA, but with the same risk factors as patients with AAA were

enrolled to the study. Systemic oxidative stress was determined by
measurement of MDA plasma levels. O." production was estimated using

lucienin-dependent chemiluminescence. Specificity of signal for O." was
confirmed with ROS scavengers: superoxide dismutase (SOD) and Tiron.
Enzymatic sources of O:" production were investigated with the use of
specific oxidase inhibitors. Role of protein kinase C in the activation of tissue
oxidases was examined using its inhibitor — cheleritrin. Histochemical
dihydroethidinum staining was used to localize O:" production within the
AAA wall. Clinical risk stratification was performed with Vanzetto scale.
Precise AAA diameter measurement was done during surgery.

MDA plasma levels were significantly higher in patients with AAA
(4,87uM vs. without AAA - 3.02 uM; p<0.02). Surprisingly no correlation was
found between plasma MDA levels and local O:" production in AAA wall
indicating that this relationship is more complex.

ROS production was higher in aneurysmatic versus non-aneurysmatic
segments of AAA wall (23.1 RLU/s/mg vs. 12.9 RLU/s/mg; p<0.001). O:~
production was suppressed by preincubation with superoxide scavenger
Tiron (54% decrease, p<0.001) or the superoxide dismutase (PEG-SOD - 65%

decrease, p<0.001). Diphenyleneiodonium (DPI) which is a flavine oxidase

inhibitor caused 84% decrease in O:." production. Most interestingly, O."
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production was significantly inhibited by iNOS specific inhibitor - 1400W to
36% of control levels (p<0,01). Apocinin, NAD(P)H oxidase specific inhibitor,
decreased O:" production to 51,1% of control levels (p<0.01). Modest
inhibition (to 62% of control levels p<0.04) was observed when
indomethacine (cylooygenase specific) was used. Minor effect was achieved
when allopurinol (xanthine oxidase specific inhibitor) was used — production
decreased to 80% of control levels (p=NS). Similar inhibition was gained
when rotenone (mitochondrial oxidase specific) was used (15% decrease to
control levels, p=NS).

In contrast to human peripheral vessels, where protein kinase C (PKC)
plays an important role in the regulation of oxidative stress, cheleritrin,
inhibitor of PKC caused only minor (11%) decrease in O.” production.
Insignificant increase in the inhibition was observed NADPH-stimulated O:™
production — 23% reduction (p=NS).

Histochemical analysis reveled that O:." production was diffused
throughout whole AAA wall. Major source of O." production are
inflammatory cells infiltrating all layers of AAA wall. O:" production is also
noted in smooth muscle cells in media and adventitia.

Patients with hypercholesterolemia, coronary artery disease and
smokers had increased O:" production. Patients with high preoperative risk
(>3 points in Vanzetto scale) had higher O." production (53.7 RLU/s/mg vs.
18.1 RLU/s/mg; p=0.007).

O:" production correlated with AAA size (r=0.42; p=0.038). Particularly
the dilatation index (maximal AAA diameter to healthy aorta diameter ratio)
showed strongest correlation (r=0.5, p<0.02) with O:.” production.

These results lead to conclusion, that patients with AAA have increased
oxidative stress levels than patients without AAA. O:.” production in AAA

wall is higher than in dilated segments than not dilated aortic segments.
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Main sources of O:" production in AAA are iNOS and NAD(P)H oxidase.
Higher O." production was observed in patients with high preoperative risk
(>3 points in Vanzetto scale). Increased O:" production in AAA patients was
observed in subjects with hypercholesterolemia, coronary artery disease,
male gender and smoking. Positive correlation was found between O:”
production and AAA size.

Presented thesis suggests that oxidative stress, especially O:"
production by iNOS and NAD(P)H oxidase in AAA wall can play important
role in AAA pathogenesis and demonstrate relationship with several clinical

features of aortic abdominal aneurysmes.
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IX. Spis skrotow

AAA - tetniak aorty brzusznej

ACE - enzym konwertujacy angiotensyne

Ach - acetylocholina

AT - receptor dla angiotensyny — 1

BHs - tetrahydrobiopteryna

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

cGMP - cykliczny guanozyno-5"-monofosforan

CRP - biatko C reaktywne

DHE — dihydroetydyna

DPI - difenyleneiodonium

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa

EDHF - $rédbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy

EDRF - srédbtonkowy czynnik naczyniorozkurczajacy

eNOS - ésrodblonkowa syntaza tlenku azotu

FDD - rozkurcz zalezny od przeptywu krwi

FMD - rozkurcz wywotywany przez przeptyw krwi

H:0O: — nadtlenek wodoru

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci

HOCI - kwas podchlorawy

HPLC/MS - chromatografia cieczowa z detekcja masowaq

ICAM - wewnatrzkomoérkowa czasteczka adhezyjna

IL — interleukina

iNOS - indukowana syntaza tlenku azotu

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci

L-NAME - ester metylowy L-NG-nitroargininy

MCP - biatko chemotaktyczne monocytow

MDA - malonylo dialdehyd

MMP — metaloproteinazy

mRNA - informacyjne RNA

NADH - zredukowana forma dwunukleotydu nikotynamidoadeninowego

NADPH - zredukowana forma fosforanu dwunukleotydu
nikotynamidoadeninowego

NF«B — czynnik transkrypcyjny kB

nNOS - neuronalna syntaza tlenku azotu

NO - tlenek azotu

NOX - homolog podjednostki oksydazy NAD(P)H

O,” — anion ponadtlenkowy

.OH - rodnik wodorotlenowy

ONOO - nadtlenoazotyn

ox-LDL — utlenione LDL
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PEG-SOD - dysmutaza ponadtlenkowa sprzezona z glikolem
polietylenowym

PGI: - prostacyklina

PKC - kinaza biatkowa C

POChP - przewlekta obturacyjna choroba ptuc

RLU — relatywne jednostki §wiatla

ROS - reaktywne formy tlenu

SMC - komorki miesniowki gladkiej

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TIMP — inhibitory metaloproteinaz

TK — tomografia komputerowa

TNF - czynnik martwicy nowotworow

t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu

u-PA —urokinazowy aktywator plazminogenu

USG - ultrasonografia

VCAM - naczyniowa czasteczka adhezyjna

1400W — benzylo-acetamidyna N-(3-aminomethy])
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X. Spis rycin

Rycina 1. Tetniak aorty brzusznej w tomografii komputerowej (A) oraz w
agiografii RTG (B).

Rycina 2. Tetniak wrzecionowaty — przekroj przez aorte brzuszna. Strzatki
wskazuja przejscie sciany prawidtowej w sciane tetniaka —
zmodyfikowano za Klatt i wsp. [42]

Rycina 3. Réznice histopatologiczne pomiedzy wycinkiem aorty prawidtowej
(A — zmodyfikowano za Bergman [43]) oraz zmienionej
tetniakowato (B —zmodyfikowano za Klatt [42]).

Rycina 4. Proponowany model formowania tetniaka aorty brzuszne;j.
Zmodyfikowano za Wulf Palinski [85, 86].

Rycina 5. Znaczenie eNOS oraz iNOS w ludzkich naczyniach.
Zmodyfikowano za Kumar i wsp. [149].

Rycina 6. Czestos$¢ pekania AAA w zaleznosci od wieku — zmodyfikowano za
Creager M [157].

Rycina 7. Smiertelnoé¢ w zaleznoéci od przebiegu naturalnego AAA —
zmodyfikowano na podstawie Thompson M. i wsp. [162].

Rycina 8. Przyktadowy zapis z chemiluminometru. W pierwszym etapie byto
zapisywane promieniowanie tta, mierzono promieniowanie ze
sciany tetniaka — ze Srodblonka (PODST). Ostatecznie podawano
NADPH celem uzyskania maksymalnej stymulacji oksydany
NAD(P)H - STYM. Podawanie TIRON-u na koncu do$wiadczenia

potwierdzato specyficznos¢ sygnatu dla anionu ponadtlenkowego.

Rycina 9. Wartosci MDA w osoczu chorych z grup AAA oraz kontrolnej
(*p=0,016).

Rycina 10. Rozktad warto$ci MDA w poszczegélnych parach w badanych
grupach.

Rycina 11. Korelacja pomiedzy wartosciami MDA w grupach badanej oraz

kontrolnej. Wspdtczynnik korelacji wynosi r=0,58; p=<0,05.
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Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.
Rycina 20.

Rycina 21.

Produkgja anionorodnika ponadtlenkowego — pomiary z: AAA —
$ciany tetniaka; non-AAA- fragmentu aorty nieposzerzonego;

(*p<0,001 vs. nonAAA; ** p<0,001 vs. AAA).

Zrédta enzymatyczne anionu ponadtlenkowego w tetniakach aorty

brzusznej. (*-p<0,001 vs. podstawowa; **p<0,04 vs. podstawowa).

Rola syntazy tlenku azotu w produkgcji anionu ponadtlenkowego w

tetniakach aorty brzusznej (*-p<0,01 vs. podstawowa).

Wyptyw poszczegoélnych inhibitoréw na produkcje anionu
ponadtlenkowego po stymulacji NADPH (*p<0,001; **p=0,01;
**p=0,02 vs. podstawowa).

Wplyw chelerytryny na produkcje anionu ponadtlenkowego w
stanie podstawowym (A) oraz po stymulacji NADPH (B).
Histochemiczne barwienie (DHE) przedstawia produkcje anionu
ponadtlenkowego in situ w $cianie aorty brzusznej poszerzonej
tetniakowato (A) oraz po preinkubacji z 500U/ml PEG-SOD (B).
Produkcja anionu ponadtlenkowego w zaleznosci od punktacji w

skali Vanzetto.

Korelacja pomiedzy produkcja podstawowa a rozmiarem tetniaka.

Korelacja pomiedzy stymulowana produkcja anionu
ponadtlenkowego a pozmiarem tetniaka.
Korelacja pomiedzy stymulowang produkcja anionu

ponadtlenkowego a stopniem poszerzenia (stosunek L3/L4).
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XI. Spis tabel
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