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1. WSTEP

1.1 Miazdzyca

Miazdzyca jest schorzeniem przebiegajgcym =z powstawaniem zmian
zwyrodnieniowo-wytworczych w blonie wewnetrznej i sSrodkowej tetnic takich jak aorta,
naczynia wiencowe, mozgowe 1 tetnice konczyn. Nazwa facinska schorzenia
atherosclerosis pochodzi od zlozenia dwoch stow greckiego ,,a0npa” (athera) o
pierwotnym znaczeniu ,,papka z maki”, ktore nawigzuje do wygladu ztogéw blaszki
miazdzycowej i stowa sclerosis okreslajagce wzmozona konsystencj¢ dotknigtego tym
schorzeniem naczynia krwiono$nego. Schorzenie to przebiega bezobjawowo przez
dziesigtki lat. Pasma tluszczowo-lipidowe (fatty streaks) obecne moga by¢ juz u dzieci.
Kolejno rozwdj zmian miazdzycowych obejmuje powstanie typowych blaszek
miazdzycowych o duzych rozmiarach, zmniejszajacych swiatlo naczynia krwionosnego
mogacych z tego powodu wywotlywa¢ wysitkowe bole wiencowe tzw. blaszki
miazdzycowe Stabilne. Nastgpujace p6zniej wioknienie i wapnienie, czyni blaszke
miazdzycowa niestabilng i podatng na pekniecie i powstanie zakrzepu — bezposredniej
przyczyny objawowej i zagrazajacej zyciu pacjenta manifestacji choroby - ostrego
zespolu wiencowego (2).

Hipoteza powstawania miazdzycy obejmuje rozwoj przewlektego procesu
zapalnego w tetnicach duzego i $redniego kalibru. Proces zapalny jest zapoczatkowany
przez dziatanie czynnikow uszkadzajacych prowadzacych do rozwoju dysfunkcji
srodbtonka. Nasilenie stanu zapalnego indukujg czynniki ryzyka miazdzycy zar6wno o
wrodzonym jak i modyfikowalnym, $rodowiskowym charakterze. Istnieje wiele teorii
miazdzycy, akcentujacych znaczenie odpowiedzi na uszkodzenie naczynia, retencji
lipoprotein 0 matej gestosci w $cianie naczynia czy immunologicznych mechanizméw w
rozwoju miazdzycy. Pomimo istotnej roli wspomnianych czynnikow, obecnie uwaza sig,
ze miazdzyca jest efektem destrukcyjnego wplywu dlugotrwalej reakcji zapalnej na
$ciang naczynia. Patogeneza miazdzycy obejmuje takze szereg proceséw zwigzanych z
wystepowaniem Stanu zapalnego takich jak nasilony stres oksydacyjny, nieprawidtowy
metabolizm lipidow oraz proces proliferacji fibroblastow w $cianie naczynia (3).

Schorzenia zwigzane z rozwojem miazdzycy, choroba niedokrwienna serca i

choroby naczyniowo-moézgowe sa nadal drugg po schorzeniach nowotworowych



najczestszg przyczyna zgonu w Europie jak wynika z danych Eurostatu 2015. Choroba
niedokrwienna serca byta przyczyng 137 zgonéw na 100 000 mieszkancow w Europie w
2012 r. z umieralnoscia w Polsce, podobnie jak w Niemczech, nieznacznie
przekraczajaca $rednig unijng. Spadek liczby zgondéw w okresie 2004-2012 z powodu
schorzen sercowo-naczyniowych wynosit 28,5% dla me¢zczyzn 1 30,4% dla kobiet.
W skali globalnej liczba zgondéw z powodu schorzen sercowo-naczyniowych nadal
jednak rosnie. W 2008 roku zmarto z tego powodu 17,3 miliona ludzi a jak wynika z
zatozen WHO w 2030 nalezy oczekiwaé 23,3 miliona zgondw z powodu schorzen
sercowo-naczyniowych, w wiekszosci w krajach stabo i $rednio rozwinigtych.
Przytaczane fakty podkreslaja konieczno$¢ poszukiwania nowych metod leczenia
miazdzycy oraz prowadzenia dalszych badan nad mechanizmami rozwoju miazdzycy.
W ostatniej dekadzie podjeto znaczace wysitki majace na celu wyrdznienie
najbardziej zagrozonej zgonem populacji pacjentow leczonych z powodu choroby
wiencowej. Jednym z najbardziej obiecujacych kierunkéw badan byla proba wyrdznienia
pacjentéw z niestabilnymi, sklonnymi do pgknigcia blaszkami miazdzycowymi. Ostatnie
doniesienia wskazujg na niedostateczng zdolnos¢ tego czynnika predykcyjnego do
wyrdzniania grupy pacjentow najbardziej zagrozonych zgonem z powodu choroby
niedokrwiennej serca (4). Nie wykazano bowiem aby uzycie zaawansowanych technik
obrazowania w monitorowaniu pacjentow z niestabilng blaszkg miazdzycowq istotnie 1
niezaleznie od nasilenia klasycznych czynnikéw ryzyka pozwalato na wyrdznienie
zagrozonej grupy pacjentow. Problem ten nadal pozostaje niezwykle istotny celem
zaadresowania wczesnej i intensywnej wtornej profilaktyki w tej grupie pacjentow, ktéra
tego najbardziej potrzebuje. Socjoekonomiczna waga tego problemu sktania badaczy do
poszukiwania nowych czynnikow predykcyjnych niepomyslnego przebiegu choroby

niedokrwiennej serca.



1.2 Rola komoarek srodbtonka w inicjacji i progresji miazdzycy

Srodblonek stanowi najbardziej wewnetrzna, pojedyncza warstwe sptaszczonych,
wyspecjalizowanych komoérek w naczyniach krwionosnych i limfatycznych. Wraz z
btong podstawng na ktorej spoczywajg tworzy tzw. tunica intima naczynia i tworzy
barier¢ pomiedzy krwig a Sciana naczynia. Najbardziej istotne funkcje tej warstwy
komorek obejmuja:

e utrzymanie prawidlowego napiecia S$ciany naczynia przez wytwarzanie
naczyniorozkurczowego tlenku azotu (NO) oraz prostacykliny (PGly),

e hamowanie agregacji ptytek krwi przez oba wymienione mediatory,

e utrzymanie prawidtowej hemostazy naczyniowej poprzez uwalnianie
zmagazynowanego czynnika krzepnigcia von Wilebranda, trombomoduliny,
tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA),

e regulowanie przylegania leukocytow do S$ciany naczynia, przez uwalnianie
selektyny P zawartej w ciatkach Weibela-Pallade’a,

e hamowanie przenikania leukocytow przez Sciang naczyniowa.

Uwaza si¢, ze jednym z kluczowych czynnikoéw poprzedzajacych rozwoj
miazdzycy jest dysfunkcja S$rodblonka definiowana jako stan patologii btony
wewngtrznej naczynia spowodowany zachwianiem réwnowagi pomigdzy przewaga
substancji antyagregacyjnych, naczyniorozkurczowych i antymitotycznych a substancji
o odwrotnym dziataniu wytwarzanych, uwalnianych badz wywierajacych swoje
dziatanie w tej warstwie naczynia. Jedng z najbardziej istotnych dla zachowania funkcji
naczyniorozkurczowych naczynia substancji uwalnianych przez komorki §rodbtonka jest
tlenek azotu (NO). Zmniejszenie jego biodostgpnosci jest cechg patognomoniczng
rozwoju dysfunkcji $rodbtonka (5). Wykazano, ze dysfunkcja srédbtonka oceniana
metoda polegajaca na ultrasonograficznym pomiarze Srednicy tg¢tnicy promieniowej
przed i po wywolaniu biernego przekrwienia w populacji pacjentdow z obecno$cia
czynnikow ryzyka miazdzycy w badaniach prospektywnych z 7-letnig obserwacja jest
niezaleznym od klasycznych czynnikdéw ryzyka czynnikiem predykcyjnym wystgpienia
niekorzystnych zdarzen sercowo-naczyniowych (6). Inne istotne czynniki ryzyka
miazdzycy nie wymieniane jako klasyczne obejmuja podwyzszony poziom

homocysteiny (7) oraz lipoproteiny(a) (8).



Na skutek rozwoju dysfunkcji §rédbtonka, ktéora wyzwalana jest przez wiele
czynnikéw patogenetycznych, bedacych takze czynnikami ryzyka miazdzycy, dochodzi
do wzmozonej ekspresji czasteczek adhezyjnych na komodrkach srédblonka i migracji
monocytéw oraz limfocytéw do $ciany naczynia. Zwigkszona przepuszczalno$¢ dla
lipoprotein osocza, bedaca jednym ze skutkow rozwoju dysfunkcji srodbtonka, prowadzi
do wewnatrznaczyniowej akumulacji lipidéw w $cianie naczynia. Modyfikacja
czasteczki LDL zachodzaca w blonie wewnetrznej naczynia nadaje jej silnie
aterogennych wlasnosci. Zmniejszona zawarto$¢ witaminy E we frakcji LDL, czyni ja
podatng na oksydacje¢ i pochtanianie przez makrofagi (9) Fagocytujace je makrofagi
przeksztalcaja si¢ w komorki piankowate, ktére wraz z limfocytami T tworza widoczny
makroskopowo objaw rozwoju miazdzycy naczyn — plamke z6ttg. Migracja
miofibroblastow oraz dalsza synteza elementéw macierzy pozakomorkowej prowadzi w
kolejnym etapie do powstania pasm ttuszczowych. Kolejne etapy rozwoju miazdzycy
obejmuja tworzenie tzw. blaszek wildknisto-tluszczowych czyli whasciwych blaszek
miazdzycowych, ktére jesli ulegnag dalszemu powigkszeniu doprowadzaja do powstania
istotnych hemodynamicznie zaburzen przeptywu krwi. Limfocyty T zlokalizowane w
blaszce miazdzycowej, biora udziat w modulacji stanu zapalnego w naczyniu
krwiono$nym. Toczace si¢ wewnatrz ptytki miazdzycowej procesy apoptotyczne,
proteolizy macierzy, znajdujg si¢ pod regulacyjnym wptywem limfocytow T 1 moga by¢
przyczyna pekniecia wtoknistej czapeczki blaszki miazdzycowej, co z kolei powoduje
wystgpienie powiklania w postaci ostrego zespolu wieficowego, jesli proces
miazdzycowy dotyka naczyn wiencowych.

Dysfunkcja $rodbtonka obejmuje szereg zmian morfologicznych i funkcjonalnych
tunica intima, ktora jest zwigzana z utratg fizjologicznych funkcji przez t¢ warstwe
naczynia. Jednym z kluczowych mechanizméw dysfunkcji srodblonka jest wspominane
zmniejszenie biodostepnosci naczyniorozkurczowego NO. Innym mechanizmem jest
wzrost stezenia naczynioskurczowej endoteliny. Prowadzi do w pierwszej kolejnosci do
uposledzonej wazodylatacji naczynia, co ma kluczowe znaczenie dla regulacji ci$nienia
tetniczego krwi. Uposledzenie syntezy przeciwzapalnych autokoidow: NO i
prostacykliny prowadzi takze do nasilenia procesu zapalnego, wzmozonej adhezji
leukocytow 1 zwigkszonego ich przenikania do $ciany naczynia. Zmniejszona synteza
trombomoduliny, skutkuje uaktywnieniem trombiny, ktora jest przez to biatko
hamowana, co pozwala na aktywacj¢ mechanizméw krzepnigcia. Z drugiej strony

zmniejszona ilo$¢ t-PA, prowadzi do uposledzenia procesu fibrynolizy.



W dysfunkcji $rodbtonka dochodzi takze do uposledzenia przeciwadhezyjnej funkcji
tej] warstwy naczynia krwiono$nego. Na powierzchni komoérek $rodblonka wystepuje
wiele bialek odpowiedzialnych za adhezj¢ migdzykomoérkowa. Sa to: selektyny E i P,
ICAM-1 | ICAM-2, VCAM-1 oraz PECAM-1. Selektyna P jest szczegélnie istotna w
rekrutacji eozynofiléw po aktywacji ptytek krwi przez trombing (10). Rola eozynofilow
w rozwoju miazdzycy jest obecnie przedmiotem badan (11), z drugiej strony
udowodniono w modelach zwierzgcych, ze leki przeciwptytkowe takie jak tiklopidyna
zmniejszaja rozleglos¢ blaszek miazdzycowych (12). W rozwoju miazdzycy szczegdlnie
istotne wydaja si¢ by¢ ICAM-1 oraz VCAM-1.

Migracja leukocytow do $ciany naczynia jest wieloetapowym procesem. Zjawisko to
jest jednym z kluczowych mechanizméw w jaki dysfunkcja srédblonka wptywa na stan
zapalny w $cianie naczynia. Pierwszym etapem jest tzw. rolling umozliwiony dzigki
interakcji srodbtonkowej selektyny E oraz leukocytarnej selektyny L lub P. W trakcie
tego krotkotrwatego kontaktu komoérek moze doj$¢ do aktywacji silniejszej adhezji
zaleznej od wigzania si¢ wystepujacych na powierzchni §rodbtonka czasteczek VCAM-
1 lub ICAM-1 z leukocytarnymi ligandami VLA-4 i LFA-1. W warunkach prawidlowych
opisane interakcje nie zachodza a migracja leukocytow nie wystepuje. Gdy rozwinie sig
lokalnie proces zapalny, umozliwiona zostaje adhezja leukocytow do powierzchni
srodbtonka 1 dalsza ich transendotelialna migracja.

Czasteczka VCAM-1 wystgpuje na powierzchni niezmienionego $rodbtonka. Jej
ekspresja wzrasta wraz ze wzrostem poziomu cholesterolu we krwi. Wydzielany w
warunkach laminarnego przeptywu krwi NO hamuje ekspresj¢ VCAM-1 poprzez
hamowanie aktywnos$ci jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB. W warunkach
przeplywu turbulentnego w miejscach predysponowanych do wystgpienia miazdzycy
efekt ten zanika. Hamowanie inhibitorami czynno$ci czynnika transkrypcyjnego NF-kB
rébwniez znaczaco zmniejsza nasilenie miazdzycy (13). Zmniejszona produkcja NO
prowadzi do rozwoju dysfunkcji srdédblonka 1 zwiekszonej ekspresji VCAM-1. Na
powierzchni leukocytéw ligandem dla VCAM-1 jest VLA-4, B-1 integryna obecna na
monocytach i limfocytach. Innymi czynnikami mogacymi zwigkszaé gestos¢ VCAM-1
na powierzchni §rodblonka sg reaktywne formy tlenu, utleniona forma LDL (ox-LDL),
angiotensyna Il, homocysteina.

Biatko adhezyjne ICAM-1 wystepuje na powierzchni niezmienionych patologicznie
komorek $rodblonka w niewielkiej ilosci. Jego ekspresja zwigksza si¢ po stymulacji

prozapalnymi cytokinami: interferonem y (INFy), interleuking- 1 (IL-1), oraz czynnikiem
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martwicy nowotworow (TNFa). Ligandem dla ICAM-1 jest LFA-1 (CD11la), B-
integryna wystepujaca na wszystkich typach leukocytow.

Podsumowujac, $rodbtonek naczyniowy pelni kluczowa rol¢ w utrzymaniu
prawidtowej funkcji naczynia krwionos$nego a jego funkcjonowanie jest waznym
czynnikiem modulujgcym stan zapalny naczynia krwionosnego w przebiegu miazdzycy,

cho¢ mechanizmy tego oddzialywania nie zostaty w peini wyjasnione.

1.3 Wplyw zmniejszonej biodostepnosci NO na przebieg miazdzycy -
czynnik predykcyjny niekorzystnego przebiegu choroby

Odkrycie tlenku azotu w uktadzie biologicznym byto jednym z najbardziej
istotnych odkry¢ w XX wieku, docenionym przyznaniem nagrody Nobla dla Furchgotta,
Ignarro i Murada w dziedzinie medycyny i fizjologii w 1998 roku. Dodatkowego
znaczenia nadalo mu wprowadzenie na rynek w tym samym roku sildenafilu, leku
wykorzystujacego zalezny od tlenku azotu mechanizm relaksacji naczynia, co
zrewolucjonizowato leczenie zaburzen erekcji. W chorobie niedokrwiennej serca lek
bedacy donorem NO - nitrogliceryna - stosowany jest w celu tagodzenia objawow
dusznicy bolesnej od 140 lat. Jednak dopiero w 1977 dzigki pracom Murada
dowiedziono, ze mechanizm dziatania tej substancji jest zalezny od wzrostu stezenia
3',5'-cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP) (14).

Tlenek azotu zostat zidentyfikowany jako biologicznie czynna czasteczka
produkowana w uktadzie naczyniowym dopiero w roku 1987 przez Moncade 1 Palmera
(15). Wykazali oni, ze odkryty w 1980 r. przez Furchgotta i Zawadzkiego $rodbtonkowy
czynnik naczyniorozkurczowy EDRF (endothelium-derived relaxing factor) jest
identyczny z NO, ktory reaguje z ozonem tworzac chemiluminescencyjny produkt.
Stwierdzili ponadto, ze zrodtem NO jest L-arginina. Kilka miesiecy pdzniej, tym samym
roku, podobng prac¢ opublikowal Louis Ignarro wraz ze wspotpracownikami,
identyfikujac EDRF jako NO, z wykorzystaniem dwdch metod: reakcji diazowania oraz
tworzenia nitrozylohemoglobiny (16). Louis Ignarro juz w 1979 udowodnit, ze podanie
zewnatrzpochodnego NO wywotuje rozkurcz zwierzgcych naczyn a efekt ten jest zalezny
od aktywacji cyklazy guanylowej (17). Rok pdzniej Furchgott i Zawadzki stwierdzili,
ze nieuszkodzony $rodbtonek naczyn krwionos$nych uwalnia pod wplywem

acetylocholiny nieznany czynnik powodujacy rozkurcz naczynia — EDRF, nie okreslajac
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jednak charakteru tej czasteczki (18). Kilka lat zajeto jednak badaczom udowodnienie,
ze NO i EDRF to ta sama substancja. Do dzi$ jednak, zastosowana przez Furchgotta
metoda, wykorzystujaca stymulacje acetylocholing, jest najszerzej stosowang w badaniu
biodostepnosci NO produkowanego przez srédblonek.

Komoérki $rodblonka wytwarzaja, jak juz wspomniano, wiele biologicznie
czynnych substancji. Pomiar relaksacji naczynia, zalezny od biodostepnosci NO w
srédblonku jest tylko jednym ze sposobow badania funkcji tej warstwy naczynia.
Dysfunkcja $rodbtonka wiaze si¢ jednak z zaburzeniem wydzielania wielu innych
substancji, w tym naczyniorozkurczowej prostacykliny (PGl.). Uposledzenie funkcji
srodbtonka nie jest zatem zwigzane tylko ze zmniejszeniem produkcji NO przez te
komorki, cho¢ ze wzgledu na szczegdlne miejsce NO w patofizjologii §rodbtonka, model
badania funkcji $rodbtonka oparty na pomiarze biodostgpnosci tlenku azotu jest
najszerzej stosowany. Ponadto badanie dysfunkcji $rodblonka, oparte na pomiarze
biodostepnosci NO, posiada cechy czynnika rokowniczego w chorobach sercowo-
naczyniowych (6). Wykazano, ze uposledzona wazorelaksacja tg¢tnic wiencowych w
odpowiedzi na acetylocholing jest niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia
incydentow sercowo-naczyniowych definiowanych jako: $mier¢ z przyczyn sercowych,
niestabilna choroba wiencowa, zawat serca, udar moézgu, konieczno$¢ wykonania
angioplastyki, pomostowania aortalno-wiencowego, lub rewaskularyzacji naczyn
obwodowych (19). Pomiar funkcji Srodblonka oparty na badaniu wazorelaksacji
naczynia zaleznej od acetylocholiny dostarcza danych nie tylko o lokalnej funkcji tej
warstwy komorek w badanym odcinku tetnicy, ale daje wglad w funkcjonowanie
srodblonka w catym organizmie. Wykazano, Zze pomiar zaleznego od acetylocholiny
rozkurczu tetnicy promieniowej u pacjentow z nadci$nieniem i chorobg niedokrwienng
serca byl niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia zdarzen sercowo-naczyniowych
obejmujacych naczynia wiencowe oraz mézgowe w przysztosci (20, 21). Dysfunkcja
srodblonka jest wiec zjawiskiem ogolnoustrojowym (22). Prospektywne badania
Halcox’a z 2002 w ktoérych analizowano wazodylatacje naczyn wiencowych i naczyn
mikrokrazenia u pacjentow ze stwierdzong angiograficznie choroba wiencowa i bez niej
dostarczyly niezwykle interesujacych wynikéw (23). Zardwno pomiar w tetnicy
wiencowej jak 1 w naczyniach mikrokrazenia wiencowego byt predyktorem przysztych
zdarzen sercowo-naczyniowych. Niedawno wykazano, ze warto$¢ prognostyczna

badania tetnicy promieniowej i wiencowej u tego samego pacjenta jest podobna (24).
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Podobnie udowodniono znaczenie oceny funkcji srodbtonka w przewidywaniu
wystapienia niekorzystnych nastepstw choroby u osob hospitalizowanych z powodu
ostrego incydentu wienicowego. Stwierdzono, ze tylko niski poziom troponiny T,
prawidtowa funkcja $rodbtonka przy przyjeciu lub jej poprawa w ciagu 8 tygodni od
wystapienia ostrego incydentu wiencowego byty niezaleznymi predyktorami przezycia
wolnego od wystgpienia nowych zdarzen sercowo-naczyniowych (25). W zastoinowej
niewydolno$ci serca uposledzona funkcja s$rodbtonka wigzata si¢ z czgstszym
wystepowaniem zdarzen niepozadanych takich jak zgon, konieczno$¢ transplantacji
serca, czy czg¢stszymi hospitalizacjami w trakcie obserwacji (26).

Z analizy przytoczonych wyzej badan wynika, Zze pomimo ograniczen metody, tj.
badania oddziatywania na naczynie jedynie jednego z czynnikow wydzielanych przez
komorki srdédblonka jakim jest NO, badana w ten sposob funkcja naczynia koreluje z
przebiegiem choroby niedokrwiennej serca. Wynika z nich réwniez, Zze powiklania
miazdzycy rozwijaja si¢ znacznie czgsciej gdy stwierdza sie dysfunkcje $srédblonka i
wpltyw ten jest tak samo istotny w naczyniach krazenia wiencowego, krazenia
mobzgowego czy naczyniach obwodowych.

Waznym potwierdzeniem istotnej roli jaka odgrywa w przebiegu miazdzycy
dysfunkcja $rodblonka jest zalezno$¢ jej wystapienia od obecnosci klasycznych
czynnikow ryzyka miazdzycy. Wykazano bowiem, ze klasyczne czynniki ryzyka
miazdzycy moga wywolywa¢ odpowiedz =zapalng $rodbtonka. Uposledzenie
prawidlowej czynnosci §rodbtonka jest tym intensywniejsze im wigksza jest stwierdzana
ilos¢ czynnikow ryzyka miazdzycy (27). Stwierdzono korelacj¢ dwoch metod pomiaru
funkcji Srodbtonka z czynnikami ryzyka miazdzycy okre§lonymi w skali Framingham
Risk Score u pacjentéw bez klinicznych cech choroby wiencowej. Zaréwno pomiary
wazodylatacji tetnicy zaleznej od acetylocholiny jak i1 wyniki badania nieinwazyjna
metoda, polegajaca na ultrasonograficznym pomiarze $rednicy tetnicy promieniowej
przed i po przywréceniu przeptywu (FMD, flow-mediated dilatation), korelowaty z
wynikiem w skali ryzyka Framingham (28). Jakkolwiek wykazano pdzniej, ze FMD
koreluje z obecnoscig czynnikow ryzyka tylko w populacji pacjentéw obcigzonych
niskim skumulowanym ryzykiem sercowo-naczyniowym (29). Ostatnio opublikowano
wynik badan w populacji 1016 osob w wieku 70 lat, (PIVUS study), ktére wykazaty, ze
w tej grupie pacjentow tylko inwazyjna metoda pomiaru z podaniem acetylocholiny do
tetnicy promieniowej korelowata z ryzykiem zgonu, ostrego incydentu wiencowego lub

zawalu mozgu w przysztosci (30), po wykluczeniu pacjentdw u ktoérych wystapity
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wczesniej zawal serca lub udar moézgu. Wyniki tych badan wskazuja na przewage
inwazyjnego pomiaru z podaniem acetylocholiny nad bezinwazyjnymi metodami, ktora

posiada warto$¢ prognostyczna rowniez z zaawansowana chorobg wiencowa.

1.4 Rola limfocytow T w patogenezie miazdzycy

Szczegblng rolg w regulacji stanu zapalnego w przebiegu miazdzycy odgrywaja
limfocyty T uczestniczgce we wszystkich stadiach rozwoju choroby. Moduluja one
proces zapalny wskutek wydzielania cytokin immunoregulatorowych, ktorych dziatanie
w rozwoju miazdzycy jest obecnie intensywnie badane.

Populacja limfocytéw jest zréznicowana pod wzgledem wiasciwosci oraz
obecnosci charakterystycznych markerow powierzchniowych. Limfocyty T posiadajace
na swojej powierzchni marker CD3+ obejmujg trzy typy limfocytow: komorki
pomocnicze, cytotoksyczne oraz limfocyty zawierajace receptor TCR yd. Wydzielono
szereg subpopulacji limfocytow w zaleznosci od obecnosci specyficznych biatek
powierzchniowych ktore stanowig zarazem marker etapu réoznicowania limfocytow (31).
Dojrzewanie komoérki T po opuszczeniu grasicy, poczatkowo opisane W populacji
komorek CD4+ a nastepnie takze limfocytow CD8+ , obejmuje jej przeksztalcenie
kolejno w : 1) CD45RA+CCR7+, komorki naiwne, przed kontaktem z komorka
prezentujaca antygen; 2) CD45RA-CCR7+, komorki centralne pamigci, powstajace po
zetknigeiu si¢ z antygenem w weztach chtonnych; 3) CD45RA-CCR7-, komorki
efektorowe pamigci, powstajace po ponownym kontakcie z antygenem w tkankach
nielimfoidalnych; 4) CD45RA+CCR7-, komoérki efektorowe pamigci o koncowym
réznicowaniu (32). Limfocyty efektorowe wykazujg zroznicowang ekspresje bialtek
chemotaktycznych i posiadaja na swojej powierzchni receptory dla selektyny E i P, dla
chemokiny CCR5, oraz integryn: LFA-1, VLA-4 oraz wiele innych czasteczek, co
pozwala im migrowaé do tkanek, w ktorych toczy si¢ proces zapalny (32). Zwigkszona
ekspresja integryn i selektyny P w dysfunkcyjnych komorkach s$rodblonka utatwia
infiltracje $Sciany naczynia przez limfocyty. Podczas gdy komorki CD8+ przechodza
analogiczne etapy roznicowania efektorowa rola subpopulacji o o koncowym
roéznicowaniu jest zwigzana z uwalnianiem perforyn i granzymu (33). Komorki CD8+
CD45RA+ CCR7- wykazuja szczeg6lnie wysoka ekspresje perforyny i nie posiadaja
zdolnosci proliferacyjnych (34).
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Uwaza si¢ obecnie na podstawie wynikéw badan immunohistochemicznych, ze
W $cianie naczynia w przebiegu miazdzycy dominujgcg subpopulacje limfocytow
stanowia komorki CD3+/CD4+ zawierajace TCR (T cell receptor) typu off. Stanowia one
okoto 70 % wszystkich limfocytéw CD3+ obecnych w zaawansowanych blaszkach
miazdzycowych zaré6wno u ludzi jak i w modelach zwierzecych. Znaczny ich odsetek to
komorki efektorowe, a wigc powstate po ponownym kontakcie z antygenem. Skupiska
tych komorek oraz komoérek prezentujacych antygen stwierdzono w regionach plytki
miazdzycowej predysponowanej do pekania, co moze sugerowac istotng role limfocytow
T w powstanie niestabilnej blaszki miazdzycowe;.

Do pelnej aktywacji limfocytow T oprocz kontaktu z antygenem konieczna jest
takze kostymulacja, ktora zachodzi poprzez polaczenie specyficznego biatka obecnego
na komorce prezentujacej i jego ligandu obecnego na limfocycie na przyktad
CD86/CD80 z CD28 lub CD40 z CD40L (Ryc. 1). Aktywacja komorek zachodzaca po
zwigzaniu CD40 z CD40L prowadzi w tych komorkach do zwigkszenia ekspresji
czasteczek adhezyjnych: selektyny E, VCAM-1 i ICAM-1 oraz zwigkszenia uwalniania
prozapalnych interleukin (IL-1, IL-6, IL-8). W przypadku makrofagéw interakcja
czasteczek kostymulujacych prowadzi do wzmozonej ekspresji ICAM-1, antygenow
MHC Kklasy II, a takze indukcji uwalniania cytokin prozapalnych oraz metaloproteinaz.
Hamowanie interakcji CD40L z CDA40 przez podanie przeciwciat wigzacych anty-
CD40L myszom pozbawionym receptora dla LDL, zywionych dieta
wysokocholesterolowa zmniejszato nasilenie zmian miazdzycowych oraz zawartosci
lipidéw oraz frakcji komorkowej w blaszkach miazdzycowych.

Inng wazna populacja limfocytow mogacych odgrywac istotng rolg¢ w rozwoju
przewlektego procesu zapalnego w miazdzycy sa komoérki CD3+ wykazujace lub
pozbawione receptora kostymulacyjnego CD28. Szczegoélnie istotng role w miazdzycy
wykazano dla limfocytow CD4+ CD28"!,
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Ryc.1 Schemat kooperacji komoérki prezentujacej antygen APC (APC, antigen presenting cell)
z limfocytem T ; Majewski S. Mechanizmy reakcji alergicznych Majewski S. Alergia 2000 2/5

Wzrost odsetka komorek CD4+/CD28™! uwazany jest za efekt dtugotrwatej
stymulacji TNFa. Komorki te nabywaja receptor KIR (killer—like receptors) i produkuja
zwigkszone ilosci interferonu y (INFy) (35). Wykazano takze, ze komorki te wykazuja
dziatanie cytotoksyczne w stosunku do komorek §rodbtonka (36). Opisywane sg rowniez
komorki CD8+/28™! ktorych rola jest stabiej poznana i ktére takze moga petnié¢ funkcje
regulatorowe poprzez indukowanie tranformacji komorek prezentujacych antygen w
profesjonalne komorki supresorowe (37).

Istotnym markerem obecnym na powierzchni limfocytow jest receptor dla
interleukiny-1 (IL-2) czasteczka CD25. IL-2 jest cytoking produkowang przez
aktywowane limfocyty T bedacej dla nich czynnikiem wzrostu. Wzmozona ekspresja tej
czasteczki wymaga jedynie aktywacji receptora limfocytu TCR, jest zatem wczesnym
markerem aktywacji, pojawiajacym si¢ po kilku godzinach od aktywacji komorki.
Pojawienie sie tej czasteczki z drugiej strony na powierzchni limfocytu umozliwia
apoptoze tej komorki. Stad tez obecnos$¢ tej czasteczki moze wyraza¢ aktywacje
komorki. Czasteczka CD25 jest tez markerem obok obecno$ci czynnika
transkrypcyjnego FoxP3 specyficznej subpopulacji limfocytow regulatorowych CD4+
(Treg). Wykazano niedawno, ze zastosowanie kompleksu przeciwcial monoklonalnych
skierowanych przeciwko IL-2 z IL-2 selektywnie zwigksza ilos¢ komorek Treg nawet
sze$ciokrotnie i zmniejsza nasilenie miazdzycy w modelu mysim (38). Nie jest natomiast
znana rola limfocytéw CD8+ CD25+.
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Markerem poznej aktywacji limfocytow pozostaje HLA-DR, ktérego ekspresja
na powierzchni limfocytow jest stymulowana przez IL-2. Zwigkszona ekspresja tej
czasteczki wymaga poprzedzajacej stymulacji receptora limfocytu TCR w konteksScie
aktywacji czastki kostymulacyjnej CD28, wymaga zatem silnej aktywacji a maksymalna
ekspresja HLA-DR pojawia si¢ po 3-4 dniach od aktywacji komorki (39).

Wsrod populaciji limfocytow CD4+ w blaszce miazdzycowej dominujg limfocyty
Th1 odpowiedzialne za odpowiedZ komorkowa. Wydzielaja one IL-2, i TNFa oraz INFy
- bedacy silnym aktywatorem makrofagow. Efektem dziatania tych cytokin jest
wytworzenie nacieku zapalnego z dominacjg limfocytow oraz makrofagéw, podobnie jak
dzieje si¢ w reakcji alergicznej typu opdznionego. W badaniu przeprowadzonym w
modelu zwierzgcym wykazano, ze myszy pozbawione genu ApoE (ApoE-/-) i receptora
dla INFy wykazuja 60 % redukcje wielkosci blaszek miazdzycowych. INFy hamuje
proliferacje komorek S$rodblonka, nasila proteolize macierzy zewnatrzkomoérkowe;,
indukuje apoptoze komorek miegsni gltadkich oraz aktywuje fosfolipazg A2, co nasila
synteze¢ prozapalnych eikozanoidow w blaszce miazdzycowej (40). Efekty te prowadzg
do ostabienia blaszki miazdzycowej i sa czynnikiem czynigcym ja bardziej podatna na
peknigcie.

W blaszce miazdzycowej znajduja si¢ tez niewielkie ilosci limfocytow Th2, ktére
uwaza si¢ za antyaterogenne. Komorki te wydzielajg IL-5, ktora aktywuje limfocyty B.
Limfocyty B moga uczestniczy¢ w prezentacji antygenu a takze transformowaé w
komorki plazmatyczne 1 wydziela¢ przeciwciata np. w klasie IgM, ktére uwaza si¢ za
wywierajace ochronny wptyw na przebieg miazdzycy (41). Wykazano, ze przeciwciata
klasy IgM moga wigza¢ ox-LDL, hamujac powstawanie komorek piankowatych.
Immunizacja szczuréw, karmionych dieta wysokocholesterolowa, szczepionka
zawierajacg ox-LDL zmniejszata wielkos¢ blaszek miazdzycowych o 50% (42). Badania
Mallata pokazuja jednak, Zze usunigcie dojrzatych limfocytow B z obecnym markerem
CD20+ hamuje rozw6j miazdzycy u myszy (41). Znaczna ilos¢ IL-12, produkowana
przez makrofagi, hamuje odpowiedz immunologiczng typu Th2. Z drugiej strony IL-10
wydzielana przez komorki Th2 oraz limfocyty regulatorowe (Treg) hamuje odpowiedz
Thl i promuje Th2. Wydzielana przez limfocyty IL-10 indukuje dodatkowo
roznicowanie komorek Treg, ktore hamuja z kolei czynnos$¢ limfocytoéw CD4+ oraz
prezentujacych antygen. Transfer Treg do myszy ApoE-/- hamowat zarowno odpowiedz

typu Thl jak i Th2 i prowadzit do zmniejszenia rozlegtosci blaszek miazdzycowych oraz
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ich komérkowosci. Transfer tych komorek, zmniejszajgc ekspresje metaloproteinaz,

stabilizuje blaszke miazdzycowa (43).

1.5 Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa - rola w modulacji napiecia
sciany naczynia krwionos$nego

Tkanka thuszczowa czlowieka sktada si¢ w 82-97% z tkanki tluszczowej
podskornej, 10-15% z tkanki tluszczowej trzewnej 1 0-3% okotonaczyniowej. Rola
tkanki tluszczowej w patogenezie schorzen uktadu sercowo-naczyniowego zostata
udowodniona ponad 20 lat temu. Zaobserwowano wowczas zwigkszong ilos¢ TNFa w
tkance tluszczowej trzewnej u otylych pacjentow oraz zwigkszony naciek makrofagéw o
otytych myszy w tej tkance (44). Zwigkszona ekspresja biatka MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein-1) — gtéwnego biatka odpowiadajgcego za rekrutacje
monocytow do tkanek prowadzi do nasilonego nacieku tkanki tluszczowej trzewnej
przez makrofagi (45). W dalszym etapie dochodzi do réznicowania makrofagéw pod
wpltywem klasycznych cytokin prozapalnych : IL-1b, TNFa, i IL-6 w makrofagi M1,
ktore zwigkszaja lipolize, zmniejszaja transport glukozy i wychwyt wolnych kwasow
tluszczowych przez adipocyty co z kolei skutkuje akumulacjg ceramidow i
diacyloglicerolu w naczyniach, mi¢sniach i innych organach np. watrobie — prowadzac
do ich stluszczenia. U zdrowych myszy makrofagi stanowig 10-15% frakcji stromalnej
tkanki tluszczowej 1 sg to glownie makrofagi M2. Wsrod myszy otylych odsetek ten
sigga 45-60% a naciek zapalny zlozony jest gtownie z makrofagbw M1 (46).
Stosunkowo niedawno uwagg badaczy zwrocila tkanka ttuszczowa okotonaczyniowa, w
ktérej to tkance tluszczowej okotonaczyniowej ekspresja biatka MCP-1 — gléwnego
biatka odpowiadajacego za rekrutacje monocytow jest 50 razy wyzsza niz w tkance
thuszczowej podskornej (47).

Tkanka thuszczowa okotonaczyniowa pokrywa u ssakow wigksza cze$¢ ukladu
naczyniowego o srednicy naczynia powyzej 100 um, za wyjatkiem naczyn mézgowych
i naczyn kapilarnych trzewnych, ktore sa od niej wolne. Jakkolwiek pierwsze doniesienia
0 jej roli w regulacji rozkurczu naczynia, w badaniach prowadzonych przez Soltisa i
Cassis na szczurzych naczyniach, pochodza z 1991, to rola tkanki tluszczowe;j
okotonaczyniowej nie byta szerzej badana (48). W prowadzonych eksperymentach in

vitro tkanka ta byta odseparowywana i traktowana jako nieistotna dla funkcji naczynia
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krwiono$nego. Dopiero na poczatku 2002 roku Lohn zwrdcit uwagg na jej istotny wptyw
na funkcj¢ ukladu sercowo-naczyniowego przez wydzielanie wielu biologicznie
czynnych substancji z ktorych za najbardziej istotne uwaza si¢ leptyne, adiponektyne a
takze ADRF (adipocyte-derived relaxation factor) oraz ADCF (adipocyte-derived
constricting factor) (49). Jak dotad nie zostata poznana natura tych dwoch czynnikow,
co przypomina trudnosci w zidentyfikowaniu tlenku azotu jako czynnika
odpowiadajacego za wazorelaksacj¢ naczynia. ADRF wywiera efekt rozkurczowy przez
aktywacje¢ kanaléw potasowych bramkowanych potencjatem w migsnidwcee gladkie;,
zwickszajac hiperpolaryzacje btony i hamujac naptyw jonéw wapniowych (50).
Obecnos$¢ tego czynnika wykazano réwniez po raz pierwszy w roku 2005 w badaniach
na fragmentach tetnic piersiowych ludzi poddanych CABG badanych metoda
izolowanych krazkow naczyniowych (51). Aktywnos$¢ tego czynnika nie zmienia si¢ po
zablokowaniu syntazy tlenku azotu, zahamowaniu cyklooksygenazy czy cytochromu P-
450. Wczesne prace sugerowaly, ze jest to czynnik biatkowy, gdyz ADRF byl
inaktywowany przez podgrzanic do 65 st. C oraz przez proteinaz¢ K (49). W
p6zniejszych latach podejrzewano, ze czynnikiem tym jest leptyna lub adiponektyna co
stato czgsciowo w sprzecznosci z faktem, ze czynniki te wptywaja na relaksacje naczynia
zalezng od $rodbtonka podczas gdy ADRF dziata takze bezposrednio na migsnidwke
naczynia (Tab. 1). Adiponektyna to biatko produkowane w znacznych ilo$ciach przez
adipocyty, gtownie tkanki ttuszczowej podskornej 1 stanowi 0,01% wszystkich biatek
organizmu cztowieka. Jej stezenie w osoczu to 5-30 nM 1 jest 3 x wyzsze u kobiet niz u
mezezyzn (52) . W przeciwienstwie do innych biatek produkowanych przez adipocyty,
ilos¢ adiponektyny spada u ludzi otytlych a spadek ten jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka insulinoopornosci, nadcisnienia, dysfunkcji $rodblonka i rozwoju choroby
wiencowej serca (53).

Jako ADRF pod uwagg brane sa takze ester metylowy kwasu palmitynowego,
siarkowodor wytwarzany przez y-liaze cystationylowa, gdyz zahamowanie tego enzymu
znacznie zmniejsza efekt naczyniorozkurczowy tkanki PVAT, zalezny od zwigkszenia
dokomorkowego pradu potasowego (54). Ponadto atorwastatyna nasila syntezg HoS w
PVAT (55). Ostatnie badania prowadzone in vitro pochodzace z PVAT od otytych i nie
otylych myszy identyfikujg prostanoidy jako ADCF (56). Pod uwagg brane sg takze
wolne rodniki tlenowe i endotelina (57). Reaktywne formy tlenu produkowane w PVAT
wydaja si¢ by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym na rozwoj dysfunkcji rozkurczowe;j
naczynia. U otytych myszy obserwowano zwigkszong ekspresj¢ NADPH oksydazy w
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PVAT a zastosowanie wymiataczy wolnych rodnikéw przywracalo prawidtowa
wazorelaksacj¢ naczynia (58).

Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa modyfikuj takze inne funkcje naczynia
krwionosnego. PVAT moze miedzy innymi wplywac¢ na proces przebudowy $ciany
naczynia przez zwigkszanie poziomu czynnikow wzrostu. Produkcja czynnika wzrostu
hepatocytow do osocza zachodzi w gldwnej mierze dzigki aktywnosci tkanki thuszczowe;j

okotonaczyniowej (59).

Tab. 1 Czynniki naczynioreaktywne wydzielane przez tkanke tluszczowa
okotonaczyniowa

Czynniki wplywajace na napiecie Sciany naczynia wydzielane przez tkanke

tluszczowa okolonaczyniowa i nasierdziowa

'Adiponektyna e Aktywacja eNOS przez aktywacje kinaz zaleznych
od AMP oraz zwigkszenie produkcji BHs (60, 61)

e Rekrutacja endotelialnych komorek progenitorowych

e Hamowanie kinaz aktywowanych przez mitogeny
MAPK

e Hamowanie proliferacji komoérek migsniowki
gltadkiej przez zahamowanie kinazy aktywowanej
przez AMP (AMPK)

e Promowanie rozkurczu naczynia niezaleznego od
funkcji  $rédblonka przez aktywacje kanalow
potasowych bramkowanych potencjatem Kv (62)

e Hamowanie stymulacji adrenergicznej

e Promowanie rdéznicowania makrofagbw M2 -
CD206+ (63)

e Produkcja adiponektyny zalezna jest od stymulacji
receptoréw PPARYy (61)

Leptyna e Aktywacja eNOS przez kinaze biatkowa B zalezng od
AMP (64)
e Uposledzenie produkcji srodbtonkowego EDHF (65)
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Ester metylowy
kwasu
palmitynowego
(PAME)

Siarkowodor

Endotelina

Angiotensyna (1-7)

Nadtlenek wodoru

Angiotensyna |l

Anionorodnik

ponadtlenkowy

Aktywacja uktadu adrenergicznego i retencja jondw
Na* (66)

indukcja iNOS zalezna od aktywacji kinazy Akt (67)
Promowanie rozkurczu naczynia niezaleznego od
funkcji  Srodblonka przez aktywacje kanalow
potasowych bramkowanych potencjatem Kv, zalezng

od jondw wapnia

Promowanie rozkurczu naczynia niezaleznego od
funkcji  $rodblonka przez aktywacje kanatow
potasowych bramkowanych potencjatem Kv7 KCNQ
(68)

ETa receptor zwigzany z biatkiem Gq i wzrostem
cytoplazmatyczego poziomu wapnia - skurcz
mig$nidwki naczynia

ETs receptor zwigzany z biatkiem Gq — produkcja

NO

Mas1 receptor zwigzany z biatkiem G
Wazorelaksacja przez fosforylacje biatek
kurczliwych migsniowki gtadkiej

Skurcz naczynia poprzez stymulowanie ekspresji
Nox1l oksydazy i produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego (69)

ATI receptor zwigzany z biatkiem Gq 1 wzrostem
cytoplazmatyczego poziomu wapnia — skurcz
mig$nidowki naczynia

Wymiennik  sodowo-wodorowy w  kanaliku
proksymalnym nefronu — retencja sodu

Skurcz poprzez aktywacje kinaz tyrozynowych
MAPK/ERK i zwigkszong ekspresjc NADPH
oksydazy (70)
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1.6 Podobienstwa budowy tkanki ttuszczowej okotonaczyniowej i
tkanki tluszczowej brunatnej oraz jej wpltyw na funkcje naczynia
krwionosnego

Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa otaczajgca aorte piersiowg U Myszy
przypomina bardziej tkanke tluszczowa brunatng niz zo6itg a zatem jest zbudowana z
wickszych adipocytow z licznymi matymi kropelkami tluszczu 1 licznymi
mitochondriami, u ludzi za$ jej charakterystyka bardziej przypomina zoita tkanke
thuszczowa (71). Podobienstwo ekspresji gendow charakterystycznych dla tkanki
thuszczowej brunatnej i PVAT z wysoka ekspresja genéw Ucp-1 i Cidea (cell death—
inducing DNA-fragmentation factor), bedacy negatywnym regulatorem lipolizy,
potwierdzono metoda mikromacierzy. Tkanki te w podobny sposob wykazywaty
obnizona akumulacje makrofagéw CDI11b*/CD11lc* po karmieniu myszy dieta
wysokotluszczowa w porownaniu do tkanki thuszczowej trzewnej (1,0 vs 32% frakcji
komorkowej). Postulowane jest, ze PVAT podobnie jak tkanka tluszczowa brunatna
bierze udziat w generowaniu ciepta w warunkach obnizonej temperatury na skutek
nasilonej fosforylacji oksydatywnej i charakteryzuje si¢ wysoka ekspresjg symportera
dhugotancuchowych kwasow tluszczowych i jonéw wodorowych — UCP-1 (uncoupling
protein-1) (72). Charakter tkanki tluszczowej okotonaczyniowej u zdrowych myszy
bardziej przypomina tkanke brunatna niz u myszy ze zmutowanym genem dla
lipoproteiny ApoE, bedacych mysim modelem miazdzycy (Ryc. 2). Postuluje si¢ takze,
ze podobnie w populacji zdrowych ludzi PVAT ma charakter tkanki tluszczowej
brunatnej, jednak wiekszo$¢ probek tej tkanki pobieranych jest podczas operacji CABG
a zatem w populacji starszych, dotknietych miazdzycg pacjentow i wtedy morfologicznie
przypomina tkanke thuszczowa zotta. Badania na 1550 zdrowych ochotnikach
prowadzone metoda PET poparte analizg 78 tkanek sekcyjnych wskazuja na malejaca z
wiekiem ekspresje UCP-1 w tkance tluszczowej otaczajacej aorte (73). Badania
prowadzone wsrod myszy ze zmutowanym genem dla lipoproteiny ApoE, bedace mysim
modelem miazdzycy, wykazatly ze wzmozona termogeneza w tej tkance aktywowana
przez zimno wywiera hamujacy wplyw na rozwoj miazdzycy, ktorego to efektu
ochronnego nie obserwowano u myszy nie posiadajacych tkanki thuszczowe;j
okotonaczyniowej (74). PVAT odpowiedzialna jest za obnizenie poziomu trojglicerydow
w osoczu w warunkach obnizonej temperatury i bierze udzial w utrzymaniu gradientu

temperatury w naczyniach, stad naczynia potozone najblizej serca utrzymuja najwyzsza
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temperature (74). U myszy otylych rowniez dochodzi do utraty wiasciwych dla tkanki
tluszczowej brunatnej cech. Zmiany w funkcji tkanki thuszczowej okotonaczyniowej u
myszy otylych odbywa si¢ przez zahamowanie kinazy mTORC2 (mammalian target of
rapamycin complex 2) co prowadzi do indukcji ekspresji iNOS (NOS2), zwigkszonej
syntezy reaktywnych form tlenu i zwigzanego z tym skurczem migsniowki gladkiej
naczynia krwionosnego (75). Jak wspomniano u gryzoni tkanka tluszczowa
okotonaczyniowa otaczajaca aorte¢ ma charakter tkanki brunatnej powyzej przepony i
tkanki zolttej ponizej przepony. Ten fakt moze by¢ zwigzany z rozwojem blaszek
miazdzycowych w odcinku aorty brzusznej prowadzacy do rozwoju tetniakow (76).
Istotna funkcje tkanki okotonaczyniowej hamujaca proliferacje srodbtonka i migsnidwki
gladkiej potwierdzaja badania polegajace na transplantowaniu tkanki thuszczowej
trzewnej pochodzacej od myszy na diecie bogatotluszczowej. Myszy pozbawione PVAT
cechowaly si¢ silng reakcja tworzenia neointimy na uszkodzenie mechaniczne w
przeciwienstwie do myszy z obecng PVAT. Przeszczep tkanki tluszczowej trzewnej od
myszy zywionej dieta bogatotluszczowa nasilat tworzenie neointimy podczas gdy
przeszczep tkanki podskornej ja znosit (77).

Co istotne obecno$¢ tkanki thuszczowej okotonaczyniowej wykazujacej
termogeneze odkryto niedawno u zdrowych ludzi eksponowanych na temperature rzedu
16°C (78). U czgéci pacjentdow objetych badaniem z BMI>25 termogeneza w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej byla znacznie zredukowana w warunkach obnizonej
temperatury Srodowiska w przeciwienstwie do populacji pacjentow z prawidtowymi

warto$ciami BMI.
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1.7 Tkanka ttuszczowa okotonaczyniowa w rozwoju stanu zapalnego i
dysfunkcji sSrédbtonka

Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa jest gldwnym miejscem akumulacji
limfocytow T i B w naczyniu myszy ApoE -/-, ktorych to komorek ilos¢ 80-krotnie

przekracza t¢ obserwowang w blonie wewnetrznej naczynia (79).

Ryc. 2 Przekroje histopatologiczne
mysiej aorty wstepujacej obrazujace
znaczne ilo$ci tkanki thuszczowej
okotonaczyniowej. Gao i wsp. (1)

E - endothelium (intima)
M - tunica media
* A —adventitia

.| W — white adipose tissue (biata tkanka
| thuszczowa)

y B — brown adipose tissue (brazowa
|| tkanka thuszczowa)

PVAT cechuje si¢ wysoka ekspresja MCP-1, interleukiny — 1 (IL-1), interleukiny
— 8 (IL-8) (80). Supernatant znad tkanki tluszczowej okotonaczyniowa wykazywat
dwukrotnie silniejsze wlasnosci promujace chemotaksj¢ monocytow w poréwnaniu z
nadsaczem znad komorek thuszczowych tkanki podskornej (81). W tkance thuszczowej
okotonaczyniowej zdrowych myszy dominuja makrofagi M2. Za rekrutacje
przeciwzapalnych makrofagbw M2 do tkanki tluszczowej okotonaczyniowe;j
odpowiadaja eozynofile i wydzielane przez nie interleukina IL-4 i 1L-13 (82). Myszy z
eozynofiliag okazywaly si¢ by¢ bardziej insulinowrazliwe oraz charakteryzowaty si¢
mniejszg objetoscia tkanki tluszczowej trzewnej i okotonaczyniowej. Podobny efekt
wywierala aktywna infestacja pasozytnicza organizmu zwierzgcia (69).

W badaniach, w ktorych dokonywano przeszczepu tkanki ttuszczowej do tetnicy
szyjnej u myszy ApoE-/-, ktora to tetnica zwykle jest wolna od blaszek miazdzycowych
u tych gryzoni (83), przeszczep tkanki tluszczowej trzewnej doprowadzit do rozwoju

blaszek miazdzycowych poprzedzonym uposledzeniem odpowiedzi wazorelaksacyjnej
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w odpowiedzi na acetylocholing. Efektu tego nie obserwowano gdy przeszczepiono
tkanke thuszczowa podskorna.

Inne badanie w modelu mysim miazdzycy, w ktorym analizowano wplyw
karmienia dieta bogatotluszczowa na rozw6j miazdzycy u potomstwa myszy ApoE. 12-
tygodniowe potomstwo myszy karmionych dieta wysokotluszczowa wykazywato
ponaddwukrotnie wigksze nasilenie blaszek miazdzycowych w aorcie piersiowe;.
Transplantacja piersiowej PVAT do aorty brzusznej wywotywata takze powstawania
ponadwukrotnie wigkszej blaszki miazdzycowej (84).

Endotelina- 1 (ET-1) moze by¢ odpowiedzialna za rozwoj stanu zapalnego
tkance tluszczowej okotonaczyniowej oraz miazdzycy. Efekt ten byt niedawno badany
w modelu myszy transgenicznych ApoE/eET-1 karmionych dieta bogatotluszczowa
wykazujacych zwiekszona ekspresj¢ endoteliny. Myszy te charakteryzowaty si¢ o 45 %
zmniejszona frakcja HDL w osoczu i ponad dwukrotnie wigkszg iloscig blaszek
miazdzycowych, 2,5 krotnie zwickszong akumulacja makrofagobw w PVAT oraz
obecno$cig tetniakow aorty brzusznej. PVAT wykazywata takze ponad dwukrotnie
zwigkszona produkcje reaktywnych form tlenu a PVAT zauwazalny byl naciek
limfocytow CD4+ (85).

W innych badaniach badano role P-selektyny w rozwoju stanu zapalnego w
PVAT. Jak wspominano P-selektyna bierze udzial w adhezji komorek do §rodbtonka. W
modelu zwierzecym badano myszy transgeniczne pozbawione receptora dla selektyny
oraz myszy kontrolne karmione byly dieta bogatottuszczowa. Oceniano funkcje
srodblonka oraz analizowano nasilenie stanu zapalnego w PVAT. Zaobserwowano
wzrost ilosci makrofagdw 1 parametréw stresu oksydacyjnego w PVAT myszy
kontrolnych, nie stwierdzano za$ ich w grupie myszy transgenicznych pozbawionych
receptora dla P-selektyny. Podobnie myszy kontrolne wykazywaty uposledzong
wazorelaksacj¢ naczyn w odpowiedzi na acetylocholing w przeciwienstwie do myszy
transgenicznych. Cze$ciowo prawidtowa funkcja rozkurczowa przywracato
zastosowanie wymiatacza wolnych rodnikow lub przeciwciata neutralizujace receptor
dla P-selektyny (86).
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1.8 Znaczenie tkanki tluszczowej okotonaczyniowej i nasierdziowej
jako czynnika predykcyjnego w populacji pacjentow zagrozonych
wystapieniem schorzen uktadu krazenia

Tkanka tluszczowa nasierdziowa (EAT — epicardial adipose tissue) jest tkankg
thuszczowa trzewng, ktora ma podobne pochodzenie rozwojowe jak thuszcz sieci jamy
brzusznej. Unaczyniana jest przez naczynia wiencowe. W przeciwienstwie do niej tkanka
tluszczowa parakardialna zlokalizowana na worku osierdziowym pochodzi z
prymitywnej mezenchymy piersiowej i jest unaczyniana przez galaz tetnicy piersiowej
wewnetrznej — tetnice osierdziowoprzeponowa. Proponuje si¢ aby obie te przestrzenie
tkankowe nazywaé razem tkanka tluszczowa perikardialng. Podziat ten jest istotny w
aspekcie badan obrazowych u ludzi oceniajacych ilo$¢ tkanki thuszczowej okotosercowej
jako czynnik predykcyjny rozwoju schorzen sercowo-naczyniowych. Wykazano, ze ilo$¢
tkanki tluszczowej nasierdziowej jest silnie skorelowana z objetoscia tkanki thuszczowe;j
trzewnej aczkolwiek istnieje populacja pacjentow z mata objgtoScig tkanki thuszczowej
trzewnej a znaczng objetoscig EAT (87). Ludzie ci charakteryzujg si¢ zwigkszonym
ryzykiem rozwoju schorzen uktadu sercowo-naczyniowego. W ocenie objetosci thuszczu
nasierdziowego preferuj¢ si¢ badanie echokardiograficzne, gdyz tomografia
komputerowa (CT) nie pozwala na wyrdznienie tkanki tluszczowej nasierdziowej i
parakardialnej. Badania CT 1155 pacjentéw pochodzacych z badania Framingham Heart
Study wykazaly Ze objeto§¢ EAT jest wysoce skorelowana z objetoscig tkanki
ttuszczowej trzewnej oraz czynnikami ryzyka — hipertrojglicerydemia, obnizonym
poziomem HDL 1 nadci$nieniem. Jednak w badaniach prospektywnych 3000 pacjentow
bez choroby uktadu naczyniowego, u ktérych oceniano objetosci tkanki thuszczowe
okotonaczyniowej, nasierdziowe;j i trzewnej stwierdzono po 5 latach trwania badania, ze
jedynie objetos¢ tkanki thuszczowej trzewnej jest predyktorem schorzen uktadu sercowo
naczyniowego oraz schorzen nowotworowych (88).

Bardziej przekonujace sa wyniki badan wptywu objetosci tkanki EAT na ryzyko
wystepowania epizodow migotania przedsionkéw. Otylos¢ i zwigkszona objetos¢ EAT
jest waznym czynnikiem ryzyka migotania przedsionkéw, co udowodnity ostatnio
badania Framigham Heart Study (89). Wzrost obj¢tosci EAT o 1 odchylenie standardowe
zwigkszal ryzyko migotania przedsionkéw o 30% a efekt ten nie zanikal po
wyeliminowaniu wptywu BMI i objetosci tkanki trzewnej. Co ciekawe grubos¢ tkanki
thuszczowej nasierdziowej na tylnej $cianie lewego przedsionka w miejscu przylegania

przetyku i ujécia zyt plucnych u pacjentoéw z utrwalonym migotaniem przedsionkow byta
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dwukrotnie wigksza niz u pacjentow z napadowym migotaniem lub bez migotania
przedsionkow i odpowiadata za 5,3-krotny wzrost ryzyka migotania przedsionkéw (OR
5,3; p<0,01) (90). Pacjenci z niewydolnoscia mig$nia sercowego charakteryzuja si¢
obnizong objetoscia EAT. Pacjenci z obnizong frakcja wyrzutowa <55%
charakteryzowali si¢ jeszcze bardziej zredukowang objetoscig EAT (83.5+98.5vs 114,5
+ 98,5; p<0,05) (91).
Ostatnie badania wskazuja tez na zwigkszong objetos¢ tkanki thuszczowej
okotonaczyniowej oraz wzmozone jej uwapnienie w populacji kobiet cierpigcych z
powodu tocznia trzewnego, ktory jest uznanym czynnikiem ryzyka miazdzycy (92).
Badania kliniczne prowadzone w ostatnich latach wskazuja na konieczno$é
uwzglednienia tkanki thuszczowej okotonaczyniowej jako istotnego sktadnik procesu
patogenetycznego prowadzacego do rozwoju przewlektej choroby zapalnej - miazdzycy.
Jak dotad poznanie roli mechanizméw procesu zapalnego w miazdzycy nie zostalo w
peini przelozone na poprawe efektow leczenia pacjentow dotknigtych tym schorzeniem.
Dazenie do jeszcze glebszego zrozumienia roli stanu zapalnego toczacego si¢ w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej naczyn pacjentéw dotknigtych miazdzyca byto gtéwnym

czynnikiem sktaniajagcym do podjecia prezentowanych badan.
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2. CELE PRACY

Badania eksperymentalne udowodnity istotny wplyw tkanki tluszczowej na regulacje
funkcji naczyniorozkurczowej naczynia. Jedynie w pojedynczych pracach badano ex
vivo wptyw tkanki tluszczowej okolonaczyniowej na funkcje rozkurczowa naczyn
ludzkich. W ostatnich latach zaobserwowano, ze okotonaczyniowa tkanka thuszczowa
staje si¢ miejscem rozwoju stanu zapalnego, ktéry poprzedza rozwdj zjawisk
patogenetycznych w miazdzycy. Jak dotad nie jest znany zwigzek naciekow zapalnych
tkanki thuszczowej okotonaczyniowej z funkcjg srodblonka naczyn u pacjentow z
miazdzyca. W szczegodlnosci charakter limfocytarnego nacieku zapalnego w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej w naczyniach ludzkich oraz jego potencjalne znaczenie

czynnosciowe nie jest znane.

Cele pracy :
1. Charakteryzacja populacji limfocytow T w tkance tluszczowej okotonaczyniowe;:

e zmienionych miazdzycowo tetnic wienhcowych

e tetnic piersiowych wewnetrznych

w porownaniu do tkanki ttuszczowej podskorne;.
2. Okreslenie zwigzkoéw pomigdzy okotonaczyniowymi naciekami leukocytarnymi w
réznych obszarach uktadu krazenia.
3. Ocena zwigzkow pomiedzy naciekami limfocytarnymi tkanki thuszczowej
okotonaczyniowej a funkcja §rédblonka oraz parametrami stresu oksydacyjnego.
4. Okreslenie subpopulacji limfocytarnych powiagzanych z uposledzong biodostepnoscia
tlenku azotu oraz produkcja reaktywnych form tlenu w $cianie naczynia krwionosnego.
5. Okreslenie zwigzku nacieku leukocytarnego w tkance ttuszczowej okotonaczyniowej

z cechami klinicznymi choroby niedokrwiennej serca.
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3. MATERIAL I METODYKA

3.1 Charakterystyka kliniczna badanej populacji pacjentow

Badaniem zostato objetych 108 pacjentow poddanych operacji pomostowania
aortalno-wiencowego (CABG) z powodu stabilnej choroby niedokrwiennej serca z
uzyciem graftu tetnicy piersiowej wewnetrznej (IMA). Poczatkowo do obserwacji
wlaczono populacje 149 pacjentow u ktorych zdecydowano wykona¢ zabieg CABG z
uzyciem IMA, sposrod tej grupy u 6 pacjentow w trakcie zabiegu uzyto fragmentu zyty
odpiszczelowej, u 11 zabieg wykonany byt ze wskazan pilnych, 2 pacjentow wykluczono
z powodu aktywnej lub leczonej w czasie 5 lat choroby nowotworowej, 2 z powodu
przewlektych schorzen zapalnych, 1 z powodu niedawno przebytego udaru lub
krwawienia podpajeczynowkowego, 2 z powodu schytkowej niewydolnosci nerek i 1 z
powodu przebytego w ciggu 2 miesigcy innego zabiegu operacyjnego (pacjent
operowany z powodu powiklan po zabiegu). W przypadku dalszych 16 pacjentow
otrzymany fragment tkankowy byl zbyt maly lub fragment naczynia rozcigty co
wykluczylo poddanie go dalszej analizie. Pacjenci byli rekrutowani do badania w
Klinice Chirurgii Serca, Naczyn i Transplantologii Szpitala Specjalistycznego im. Jana
Pawta II. Badanie uzyskato pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej UJ CM, a od chorych
uzyskano uswiadomiong zgodeg.

Stworzona zostata baza danych klinicznych pacjenta, w ktorej analizowane byly
czynniki ryzyka i predykcyjne rozwoju miazdzycy oraz nadcisnienia oOraz dane
demograficzne. Oceniano charakter dolegliwo$ci pacjentdéw oceniajac je jako stabilna
choroba wiencowa wg skali CCS (93). Z badania wykluczeni zostali pacjenci z czynnym
procesem zapalnym, chorobami uktadowymi, procesami nowotworowymi czynnymi lub
stwierdzanymi w wywiadzie w okresie poprzedzajacych 5 lat. Z badania wykluczeni
zostali rowniez chorzy operowani z powodu wystgpienia ostrego zespotu wiencowego W
ostatnich 2 miesigcach oraz udaru lub krwotoku podpajeczynowkowego w ostatnich 2
miesigcach oraz przyjmujacy leki o dziataniu immunosupresyjnym i ze schytkowa

niewydolnos$cig nerek.
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3.2 Ocena czynnikow ryzyka miazdzycy

W badanej grupie pacjentow analizowano dane obejmujgce najwazniejsze parametry
kliniczne charakteryzujace miazdzyce, obejmujgce migdzy innymi:

o Wartosci cisnienia tg¢tniczego krwi a w podgrupie wyniki 24 h badania cisnienia
metoda Holtera;

o wskaznik masy ciata, obwod pasa;

o poziom glikemii;

o lipidogram;

o czas palenia papierosow w przeliczeniu na paczkolata

o badanie koronarograficze oraz echokardiograficzne serca;

Monitorowane byto takze leczenie farmakologiczne pacjentow.

Otytoé¢ definiowana byla jako wskaznik masy ciata BMI >30 kg/m?; nadwaga BMI
25-29,9 kg/m?. Pacjenci aktualnie palacy lub ci, ktorzy relacjonowali porzucenie natogu
w okresie krotszym niz miesigc traktowani byli jako aktualnie palacy. Pacjenci
kategoryzowani byli do grupy cierpigcej z powodu cukrzycy jesli podawali w wywiadzie
leczenie z tego powodu, jezeli zazywali leki hipoglikemizujace lub glikemia na czczo
przekraczata 7,0 mmol/L. Dyslipidemia byta stwierdzana na podstawie wywiadu lub
nieprawidtowosci lipidogramu ze st¢zeniem LDL > 2,6 mmol/L, HDL < 1,0 mmol/L u
mezezyzn i < 1,3 mmol/L u kobiet, TG > 1,7 mmol/L po 12 godzinach od spozycia
positku (94).  Nadci$nienie rozpoznawano na podstawie wywiadu i wyniku
ambulatoryjnego pomiaru ci$nienia tetniczego krwi manometrem rtgciowym PO 5
minutowym spoczynku i definiowano jako wartosci przekraczajace 140/90 mm Hg.
Pomiaru dokonywano podczas badania majacego na celu uzyskanie zgody pacjenta na
udzial w badaniu. Nasilenie choroby oceniano angiograficznie i kwalifikowano jako
choroba 1,2 lub 3-naczyniowa.

W podgrupie 55 pacjentéw wilaczonych do badania dokonywano 24 godzinnego

ambulatoryjnego pomiaru ci$nienia tgtniczego krwi.
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3.3 Probki tkankowe

Probki do badan pozyskiwane byty, po uzyskaniu zgody pacjenta, w trakcie operacji
pomostowania aortalno-wiencowego z uzyciem graftu tetnicy piersiowej wewnetrznej
(IMA). Fragmenty tluszczu okotonaczyniowego pobierane byty znad tetnicy wiencowej
ze zwezeniem krytycznym — najczeSciej galezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy
wiencowej. Pobierano takze fragment thuszczu podskérnego z tkanki thuszczowej
podskornej nadbrzusza. Odcinany przez chirurga jako bezuzyteczny, dystalny fragment
tetnicy IMA pobrany byl wraz z powigzig oraz okotonaczyniowg tkankg thuszczowa
przed miejscowym podaniem lekow naczyniorozkurczowych takich jak papaweryna.
Probki pobierane sg z uzyciem techniki unikajgcej uszkadzania naczynia (no-touch
technique).

Probki te oraz probka krwi pobrana na skrzep i EDTA transportowane byty do
laboratorium na lodzie w buforze Krebs-Hepes w ciagu godziny od pozyskania. Dalszy
proces pozyskania krazkow naczyniowych obejmowat odpreparowanie powigzi,
fragmentow ttuszczu okotonaczyniowego oraz podziale na 3 mm pier§cienie przy uzyciu
narz¢dzi mikrochirurgicznych oraz mikroskopu. Do momentu rozpoczecia
doswiadczenia tetnice byly zanurzone w schtodzonym buforze Krebs-Hepes (KH2P04
1,17 mM; NaHCO3 14,8 mM; MgSO4 1,17 mM; KCI 3,75 mM; CaCl, 2,1 mM; NaCl
130 mM; Hepes 10,0 mM; Glukoza 10,4 mM). Fragmenty tkanki ttuszczowej poddane
zostaly dalej trawieniu przy uzyciu metody z uzyciem buforu zawierajacego enzymy
proteolityczne (kolagenaze typu XI, 125 jednostek/ml; kolagenaze typu I, 450
jednostek/ml, hialuronidaze¢ typu IV S, 60 jednostek/ml w buforze PBS zawierajgcym 20
mM HEPES, w temperaturze 37°C). Zawiesina komorek byla nastgpnie uzyskana z
uzyciem nylonowej siatki o $rednicy poréow 70um (Strainer, BD Pharmingen, San Diego,
CA, USA). Komorki byty nastepnie dwukrotnie przemyte schtodzonym buforem PBS z
1 % stezeniem surowicy cielgcej 1 odwirowane w wiréwce (400g przez 6 min).

Nastepnie dokonano zliczenia ilo$ci uzyskanych komoérek w komorze Biirkera i
podzielono te liczby przez mase probki w celu otrzymania bezwzglednej liczby komoérek
na miligram tkanki badanej.
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3.4 Cytometria przeptywowa

Uzyskana peletka komorek po przemyciu byta zawieszana ponownie w buforze PBS
z 1 % stezeniem surowicy cielecej 1 inkubowana ze przeciwciatami sprzegnietymi z
fluorochromem w temperaturze 4°C przez 20 min w celu wyznakowania subpopulacji
limfocytarnych. Analizowano nacieki leukocytarne we frakcji stromalnej komorek,
bedacej frakcja komodrkowa tkanki thuszczowej po odwirowaniu adipocytéw metoda
wirowania. Frakcja ta zawiera komorki pochodzace z przegrod tacznatkankowych,
ztozona z komorek macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej (CD44+, CD 90+,
CD 105+; CD45-) i komorek $ciany naczyn. Przygotowana zawiesina komorek byty
badana z uzyciem cytometru FACSCanto Il (BD Biosciences, USA) a uzyskane wyniKki
analizowane w programie FACSDiva. Stosowano przeciwciatami skierowane przeciwko
markerom powierzchniowym leukocytow: CD4-APC, CD8-APC-H7, CD45-FITC,
CD3-PerCP, CD25-PE, CD28-APC, CCR5-PE, CCR7-PE-Cy7, CD45Ra-PE, HLA-DR-
PE-Cy7. Jednoczasowo analizowano ekspresje 6 antygenéw roznicowania
komoérkowego. Jako podstawowy zastosowano panel zlozony =z przeciwciat
znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi (Tab. 2): CD45-FITC, CD3-PerCP, CD4-
APC, Cd8-APC H7, HLA-DR PE-Cy7, CCR5-PE (BD Bioscences, USA). Na podstawie
obecnosci specyficznych markeréw wyodrebniane byly populacje limfocytow 1
przedstawiane jako odsetek oraz ilo$¢ komorek / mg tkanki.

Analizowano populacje limfocytow CD4+ oraz CD8+, obecnych w tkance
tluszczowej podskornej oraz okotonaczyniowej IMA 1 proksymalnej czesci tetnicy
galezi zstepujacej lewej tetnicy wiencowej (LAD), w aspekcie pozagrasiczego
dojrzewania limfocytow w podgrupie pacjentow, w ktorej dostarczone fragmenty
tkankowe pozwolily na uzyskanie odpowiedniej liczby komodrek (> 100 ty$) frakcji
stromalnej pozwalajgcej na przeprowadzenie dodatkowych oznaczen cytometrycznych
(n=53).

Analizy subpopulacji limfocytow w aspekcie obecnosci markerow aktywacji
przeprowadzono w podgrupie pacjentow, w ktorej dostarczone fragmenty tkankowe
pozwolity na uzyskanie adekwatnej liczby komorek frakcji stromalnej pozwalajacej na
przeprowadzenie dodatkowych oznaczen cytometrycznych.

Przyktady analizy cytometrycznej przedstawiono na Ryc. 3
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Ryc. 3 Reprezentatywne wyniki analizy cytometrycznej zawiesiny komorek frakeji
stromalnej tkanki tluszczowej okotonaczyniowej IMA. Panel A obrazuje rozdzial komoérek w
zaleznosci od wielkoéci i obecnosci ziarnistosci w komoérce (FSC, forward scatter; SSC, side-
scattered light); Panel B obrazuje rozdziat komérek po barwieniu przeciwciatlem sprz¢zonym z
fluorochromem FITC skierowanym przeciwko antygenowi CD45, wartos$¢ liczbowa odpowiada
odsetkowi komorek; Panel C obrazuje rezultat rozdziatu komoérek z obecnym antygenem
powierzchniowym CD3 dzigki uzyciu przeciwciala sprzezonego z innym fluorochromem
(PerCP); Panel D obrazuje rozdzial komoérek CD3+ na subpopulacje z obecnym antygenem
powierzchniowym CD4 i CD8 oraz komérek nie posiadajacych tych antygenéw — komoérki DN —
double negative. (fluorochromy: CD4 — APC; CD8- APC-H7)
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Tab. 2 Wykaz uzytych przeciwcial w analizie cytometryczne;j

Marker powierzchniowy Fluorochrom
CD45 FITC
CD3 PerCP
CD4 APC
CDs8 APCH7
HLA-DR PeCy7
CD45Ra PE
CD25 PE
CD28 APC
CCR5 PE
CCR7 PeCy7

3.5 Ocena funkcji sSrodbtonka naczyniowego

Oceniano in vitro metoda rejestrowania napigcia izometrycznego funkcje
rozkurczowa fragmentu tetnicy piersiowej wewngtrznej nie uzytego do operacji
pomostowania aortalno-wiencowego w odpowiedzi na wzrastajace dawki
acetylocholiny. Badano w ten sposob rozkurcz naczynia zalezny od biodostepnosci
tlenku azotu.

Ocena funkcji $rodbtonka naczyniowego przeprowadzona byta ex vivo za pomocg
pomiaru rozkurczu izometrycznego metoda izolowanych krazkow naczyniowych w tazni
wodnej (organ-bath). Fragment naczynia szeroko$ci 2-3 mm zostat umieszczony w 5 ml
buforu Krebsa-Henseleita z dodatkiem 10 pM indometacyny celem zahamowania
syntezy prostanoidow (KHB, 37°C, 120 mN NaCl; 4.7 mM KCI; 1.2 mM MgSOg; 1.2
mM KH2POQOg4; 2.5 mM CaClz; 25 mM NaHCOs and 5.5 mM glukozy) i po 60 minutach
adaptacji rozciggnigty do osiggnigcia przykurczu izometrycznego naczynia wynoszacego
20 mN (95). Nastepnie naczynie byto przykurczone kilkukrotnie roztworem chlorku
potasu (60 mM) w buforze KHB, az do osiagnigcia porownywalnych przykurczéw w
dwoch kolejnych probach a tak uzyskana sita skurczu uznana byta za maksymalng (96).
Naczynie, po kilkukrotnym przeptukaniu i uzyskaniu stabilizacji skurczu
izometrycznego przez przynajmniej 30 min, byto przykurczane wzrastajacymi dawkami
fenylefryny (10°-102 M) do osiagniecia 60-70% warto$ci maksymalnego skurczu
naczynia. Funkcja rozkurczowa srodbtonka byta badana poprzez pomiar rozkurczu

naczyniowego w odpowiedzi na wzrastajace stezenia Acetylocholiny (10°-10° M).
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Nastepnie naczynie bylo ponownie przykurczane fenylefryna, dzigki ktorej uzyskiwano
60-70% maksymalnego przykurczu i dodawano nieselektywny inhibitor syntazy tlenku
azotu L-NAME (100 uM/L). Zablokowanie wazodylatacyjego wptywu produkcji NO
powodowato dodatkowy przykurcz o okoto 15-20%. Kolejnym etapem byto wykreslenie
krzywej relaksacji zaleznej od zewnetrznego donora NO (nitroprusydek sodowy; SNP;
10°-10°M).

Doswiadczenia wykonywane byly w tazni naczyniowej (Ryc. 4) ztozonej z czterech
cylindrycznych naczyn o pojemnosci 5 ml, w ktorych na dwoch stalowych drucikach
rozpigte jest badane naczynie krwionosne, zanurzone w buforze inkubacyjnym.
Odpowiedni odczyn buforu oraz jego mieszanie byto zapewnione przez staty przeptyw
mieszaniny gazoéw o skladzie o sktadzie CO2 5%, O2 95% (Linde, Polska). Pomiar
napigcia jest dokonywany przez polaczony z jednym z drucikdéw tensometr, a sygnat jest
wzmacniany przez uklad przetwornikow. Dane przetwarzane s3 z analogowych na
cyfrowe przez uktad akwizycji danych Biopac MP 100 oraz program Acgknowledge TM.
Pomiarow dokonywano rownolegle dla czterech pierScieni naczyniowych. Czas kazdego

doswiadczenia u jednego pacjenta wynosit 7-11 godzin.
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Ryc 4. Schemat tazni naczyniowej (organ-bath) z umieszczonym w ramionach

tensometru krazkiem naczyniowym

3.5.1 Zasada obliczania wielkosci skurczu lub rozkurczu naczyniowego

Skurcz maksymalny naczynia okreslony byt jako sita wyrazona w mN wywierana na
dzwignie tensometru po dodaniu do buforu inkubacyjnego roztworu KCI. Nastepnie
uzyskiwano przykurcz przy uzyciu fenylefryny do osiagniecia 60-70% skurczu
maksymalnego (skurcz submaksymalny). Wielkos¢ rozkurczu po podaniu ACh byta
okreslona jako procent wyj$ciowego skurczu naczynia wywotanego fenylefryna (Ryc.
5). Relaksacja zalezna od donoréw NO (nitroprusydek sodowy; 10°-10"° M) stosowana
byta jako kontrola eksperymentu. Wszystkie eksperymenty byty prowadzone w
obecno$ci inhibitora syntezy prostaglandyn (indometacyna, 10 pmol/L), celem

zminimalizowania rozkurczu naczynia zaleznego od prostacykliny (97).
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Ryc. 5 Przyktadowy zapis rozkurczow wywotanych acetylocholing dwoch naczyn: z prawidtowa (panel
A) i uposledzong (panel B) funkcja srodbtonka. Naczynia przykurczano wstgpnie fenylefryna (PE, typowo
3x10® M), a nastgpnie podawano wzrastajace dawki acetylocholiny. Odpowiedzi naczyn analizowano jako

procent wstepnego skurczu (panel C)
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3.6 Ocena produkcji anionorodnika ponadtlenkowego

Jako wyktadnik stresu oksydacyjnego byla oznaczana produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego z fragmentu naczynia metodg chemiluminescencji zaleznej od
lucygeniny zgodnie z opisang wczesniej metodykg (95, 98). Chemiluminescencja
pomimo wprowadzenia nowych metod m. in. metody paramagnetycznego rezonansu
elektronowego jest nadal najczulszym sposobem wykrywania anionorodnika
ponadtlenkowego i w przypadku stosowania niskich stezen lucygeniny (5uM) jest
uznana za wiarygodng metod¢ (99). Dodatkowa trudnosécia w uzyciu metody EPR w
badaniu jest konieczno$¢ homogenizacji tkanki oraz uzycie kilkumiligramowej jej ilo$ci
(100). Lucygenina (Sigma, Wielka Brytania) jest barwnikiem akrydynowym 16 razy
bardziej selektywnym w stosunku do anionorodnika ponadtlenkowego niz
hydroksylowego i praktycznie nie wykrywa innych reaktywnych form tlenu (101).
Metoda ta jest szczegélnie uzyteczna w badaniach catych fragmentow tkanki oraz
pomiarach kinetyki wydzielania anionorodnika ponadtlenkowego w obecnos$ci
specyficznych inhibitorow. Stosowanie niskich stezen lucygeniny (<50 uM) zapobiega
sztucznemu generowaniu sygnatu przez sam barwnik chemiluminescencyjny (tzw. redox

cycling). Metoda ta byta walidowana we wcze$niej prowadzonych badaniach (102).

Fragmenty tetnicy piersiowej wewnetrznej w ciggu godziny od uzyskania, bedace
rozcigte podituznie, byly poczatkowo inkubowane w buforze KREBS-HEPES

natlenianym mieszaning gazéw 95% O/ 5% CO> przez 30 minut w 37°C. Produkcja

wolnych rodnikéw oceniania byta przez pomiar chemiluminescencji w buforze (2ml)
zawierajacym lucygening w niskim st¢zeniu (5 uM). W trakcie pomiaru tta 18 ml
naczynie scyntylacyjne (Beckmann) zawierajace 2 ml 5 uM stezenie lucygeniny bylo
umieszczone w komorze pomiarowej luminometru do czasu uzyskania statej w czasie
wartosci pomiaru (Ryc.6). Nastepnie mierzono podstawowa produkcje wolnych
rodnikdw przez naczynie, po umieszczeniu go w roztworze lucygeniny, powierzchnig
srddblonka skierowang w kierunku kamery luminometru. Naczynie byto pdzniej suszone
przez 24 h w temperaturze 45-50 ° C i wazone na wadze miligramowe;.

Warto$¢ pomiaru wyrazona zostata w jednostkach wzglednych RLU (relative light
units/mg suchej masy tkanki/ sek). Sucha masa probki jest skorelowana z zawartoscig

biatka catkowitego, co pozwala na analiz¢ poréwnawcza probek. Pomiaru dokonywano
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przy pomocy luminometru Berthold FB12, Niemcy. Wartos¢ odczytywano po uzyskaniu
stalej w czasie warto$ci pomiaru (plateau).

Pomiarow dokonywano w podgrupie pacjentéw, w ktorej wielko§¢ dostarczonego
fragmentu tetnicy piersiowej pozwolily na przeprowadzenie dodatkowej analizy metoda

chemiluminescencji (n=72).
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Ryc. 6 Reprezentatywny przyktad zapisu pomiaru chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM)
we fragmencie naczynia te¢tniczego IMA. Fragment zapisu miedzy czasem O a 4 minuta obrazuje
poziom chemiluminescencji tta. Po dodaniu fragmentu naczynia do buforu chemiluminescencja osiaga

warto$ci state (plateau) zalezne od produkcji anionorodnika ponadtlenkowego w naczyniu

krwiono$nym.
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3.7 Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaty opracowane statystycznie przy pomocy programu
komputerowego Statistica 6.0 (StatSoft, Polska). Wyznaczone byty statystyki opisowe
jak: $rednia arytmetyczna, mediana, wariancja, odchylenie standardowe oraz btad
standardowy. Rozktad normalny zmiennych byt oceniany testem Kotgomorova-
Smirnova.

Okreslenie istotnosci réznic pomie¢dzy analogicznymi parametrami na poziomie

p<0.05
przeprowadzono stosujac:

- test t dwustronny - dla par zmiennych zaleznych i niezaleznych, dla ktérych wykazano
rozktad normalny

- test Wilcoxona - dla par zmiennych zaleznych, ktore nie uzyskaty rozktadu normalnego

- metode jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA) wraz z testem post —hoc
Bonferronie’ego. — dla poréwnania $rednich w wigcej niz dwdch grupach

Zalozenie analizy wariancji — rownosci wariancji w obrgbie grup badano przy uzyciu
testu Levene’a, najmniej wrazliwego z testow na naruszenie zatozenia o jednorodnosci
wariancji.

Krzywa zaleznosci odpowiedzi wazorelaksacyjnej naczynia w odpowiedzi na
podanie wzrastajacych dawek acetylocholiny i SNP byta porownywana w obrebie grup
(tertyli) przy zastosowaniu testu ANOVA dla powtarzanych pomiardw.

Site zwigzku pomiedzy zmiennymi cigglymi byly oceniane metoda wyznaczenia
wspolczynnikow korelacji liniowej Pearsona dla cech iloSciowych 1 Spearmana dla
zmiennych wyrazonych w skali porzadkowe;.

Dokonana zostata analiza istotnosci i wptywu badanych cech na okreslone czynniki
ryzyka rozwoju miazdzycy przy pomocy testow t-studenta, Wilcoxona, Mana-Whitneya,
testu ANOVA dla powtarzanych pomiardéw, analizy wielowymiarowej wariancji
(MANOVA). Analizowano spetnienie zatozen matematycznych testow.

Analiza korelacji bedzie dokonywana z zastosowaniem analizy regresji wielorakiej
ze sprawdzeniem zatozen metodg analizy reszt. Okreslano wspotliniowos¢ zmiennych
zaleznych wyznaczajagc nadmiarowe zmienne przez wyznaczenie wspOtczynnikow
tolerancji dla danej zmiennej (1-R?). Sprawdzano zalozenie o rozkladzie normalnym
reszt zmiennych modelu regresji liniowej testem Shapiro-Wilka. Oceniano brak

autokorelacji  sktadnika  losowego  testem  Durbina-Watsona.  Oceniano
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homoscedastycznos¢ wariancji, liniowosci modelu, punkty odstajgce analizowano
metoda odleglosci Cooka i Mahalanobisa.

Za statystycznie znamienne przyjmowano p=0,05. Dane charakteryzujace zmienne
ciggte zachowujace rozklad normalny przedstawiano jako $rednia arytmetyczna + btad
standardowy $redniej (Mean + SEM). Dane charakteryzujagce zmienne ciagle nie

charakteryzujace si¢ rozktadem przedstawiano jako mediana = odchylenie ¢wiartkowe.
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4. WYNIKI

4.1 Charakterystyka kliniczna pacjentow wiaczonych do badania

Do badania wiaczono 108 pacjentow poddanych operacji pomostowania
aortalno-wiencowego z powodu stabilnej choroby niedokrwiennej serca z uzyciem graftu
tetnicy piersiowej wewngtrznej (IMA). Wigkszo$¢ z badanych chorych stanowili
mezczyzni (84 pacjentow; 77,8%; Tab. 3). Operowani pacjenci byli w wieku od 29 rz
do 80 rz a $rednia wieku leczonych pacjentow to 63,7 £ 9,2 lat. Sredni wiek rozpoznania

choroby niedokrwiennej serca wynosit 56,9 + 11,6 lat (Tab.3).

Tab. 3 Charakterystyka kliniczna pacjentow.

Pacjenci, n 108
Mezczyzni/Kobiety [n,%] 84/24; 77,8/22,2%
Wiek [lata] 63,7+£9,2

Wiek rozpoznania choroby 56,9+ 11,6

niedokrwiennej serca [lata]

Czynniki ryzyka

Nadci$nienie, [n, %] 94 (87,1%)
Dyslipidemia [n, %0] 86 (79,6%)

Palenie tytoniu obecnie / 29/63 (26,9/58,3 %)
w przeszlosci [n, %]

Cukrzyca [n, %] 37 (34,3%)
Nadwaga 85 (78,7%)

Otylos¢ 37 (34,3%)
Parametry kliniczne

BMI, [kg/m2] 28,5+3,9

Obwad pasa [cm] 93,8+ 11,5

CiSnienie Srednie skurczowe 24 h pomiar 119,0+154

[mm Hg]
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Cisnienie S$rednie rozkurczowe 24 h 69,1 £10,1

pomiar [mm Hg]

Cholesterol calkowity [mmol/L] 4,76 £ 1,3
Poziom glikemii na czczo [mmol/L] 6,6 £2,0
Palenie (Paczkolata) 29,5+17,5

Nasilenie choroby wiencowej oceniane angiograficznie [n, %]

Choroba jednonaczyniowa 4 (3,7%)
Choroba dwunaczyniowa 24 (22,2%)
Choroba trojnaczyniowa 80 (74,1%)

Obserwowano wystgpowanie klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy w
badanej populacji. Stwierdzano wystepowanie nadci$nienia tetniczego u 94 pacjentow
(87,1%). Podwyzszone warto$ci cisnienia tetniczego krwi (>140/90 mm Hg)
odnotowano u 63 pacjentow (58%). Nadwaga (BMI>25) wystepowala u 85 pacjentow
(78,7%), otytosé (BMI>30) u 37 pacjentéw (34,3%). Srednia wartosé BMI wynosila
28,5 £ 3,9. Oceniano takze otytos¢ brzuszng — dokonywano pomiarow obwodu pasa 1
srednio wynosit on 93,8 = 11,5 cm. Dyslipidemia byta stwierdzona w przesztosci u 86
pacjentow (79,6%), wigkszo$¢ pacjentow byta leczona lekami hipolipemizujacymi.
Nieliczni pacjenci przyznawali si¢ do palenia wyrobdw tytoniowych obecnie — 29
pacjentow (26,9%), wiekszy odsetek pacjentow palit w przesztosci — 63 osoby (58,3%).
Cukrzyce rozpoznawano u 37 pacjentow (34,3%). Podwyzszony poziom glikemii na
czczo (>7 mmol/L) badany dzien przed zabiegiem chirurgicznym notowano u 19
pacjentéw (17,6%) a zatem pacjenci ci nie spekniali kryteriow wyrdwnania cukrzycy z
2012 wg Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego.

W 24 godzinnym ambulatoryjnym pomiarze cis$nienie $rednie skurczowe
dobowe, wynosito $rednio 119,0 £ 15,4 mm Hg a ci$nienie $rednie rozkurczowe 69,1 +
10,1 mm Hg. Oszacowany poziom cholesterolu catkowitego wyniost srednio 4,76 + 1,3
mmol/L. Poziom glikemii na czczo dzien przed zabiegiem operacyjnym wyniost srednio
6,6 = 2,0 mmol/L.

Wigkszo$¢ pacjentow poddanych zabiegowi CABG — 80 (74,1%) cierpiala z
powodu zaawansowanej choroby wiencowej skutkujacej powstaniem zwezen we

wszystkich trzech gléwnych galeziach tetnic wiencowych — gatezi okalajacej lewej
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tetnicy wiencowej (Cx), gatezi miedzykomorowej przedniej (LAD) oraz prawej tetnicy
wiencowej (Rx) czyli tzw. choroby trdjnaczyniowej. Grupe 24 (22,2%) pacjentow
operowano z powodu choroby dwunaczyniowej, gtdwnie z powodu zwezenia pnia lewej
tetnicy wiencowej. 4 pacjentéw bylo operowanych w przypadku choroby wiencowej z
wytworzeniem istotnego zwezenia W jednej z gléwnej galezi tetnic wiencowych —
operowani z powodu niepowodzenia pierwotnie wykonanego zabiegu PCI lub zwezenia
proksymalnego odcinka LAD.

Pacjenci wiaczeni do badania zazywali leki stabilizujace blaszki miazdzycowe 1
hipolipemizujace takie jak statyny (Tab.4) - 88 pacjentow (81,5%), leki wptywajace na
remodeling mig$nia sercowego i obnizenie obcigzenia nast¢pczego migsnia sercowego —
inhibitory ~ konwertazy  angiotensynowej (ACEI) lub  blokery receptora
angiotensynowego AT1 — u 88 (81,5%) pacjentow. B-blokery stosowane byly u 87
pacjentow (80,6%). Aspiryne zazywalo 96 pacjentow (88,9%). Oceniano takze
stosowanie blokerow wapniowych, lekow przeciwcukrzycowych, insuliny, diuretykdw,

nitratow, blokeré6w receptora aldosteronowego.

Tab.4 Charakterystyka kliniczna pacjentow — zazywane leki

Leki [n, %0]

Statyny 95 (88,0%)
ACEI/ARB 88 (81,5%)
Blokery kanaléw wapniowych 29 (26,8%)
p-blokery 87 (80,6%)
Diuretyki 18 (16,7%)
Blokery receptora aldosteronowego 17 (15,7%)
Nitraty 23 (21,3%)
Insulina 12 (11,1%)
Doustne leki hipoglikemizujace 25 (23,1%)
Aspiryna 96 (88,9%)
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4.2 Analiza réznic w naciekach leukocytarnych w tkance tltuszczowej
okotonaczyniowej tetnicy wiencowej dotknietej miazdzyca, tetnicy
piersiowej wewnetrznej i tkanki thuszczowej podskornej

Naciek leukocytarny wyrazany jako odsetek komorek frakcji stromalnej tkanki
thuszczowej, analizowanej po oddzieleniu adipocytow metoda wirowania, wykazuje
podobienstwo pomigdzy tkanka thuszczowa podskorng i IMA PVAT (2,4 +£ 0,22, 1,6 +
0,15; p=NS) (Ryc.7, panel A) W obrgbie PVAT tetnicy dotknigtej procesem
miazdzycowym LAD odsetek leukocytow jest istotnie wyzszy — odpowiednio pigcio i
o$miokrotnie wyzszy w porownaniu do nacieku w IMA i tkance podskornej (12,21 +1,2;
p<0,001). Réznice w przeliczeniu liczby komodrek CD45+ na miligram tkanki sa
zauwazalne ale nieistotne statystycznie (Anova; Ryc. 7, panel B).

*%
*%

g - 400 -
T 12 | i A B
‘©
5 300
£ 200 -
=
& 4 |
é . 100 -
'E 0 4 - 0
= s.C. ‘ IMA ‘ LAD s.C IMA
k]
8 CDAa5+ Liczba komdrek CDA5+ na mg tkanki
*k
40 . Hx
120 . D

Odsetek komorek CD3+ w frakcji leukocytarnej (%)

30 -
20 - -
N | i
0 .
SC ‘ 5.C. ‘ IMA ‘ LAD |
CD3+ Liczba komdrek CD3+ na mg tkanki

Ryc. 7 Charakterystyka nacieku leukocytarnego i limfocytarnego w tkance tluszczowej podskornej oraz

okotonaczyniowej w naczyniach IMA i fragmentu LAD. Panel A obrazuje poréwnanie odsetku komorek
CD45+ we frakcji stromalnej tkanki ttuszczowej podskornej S.C.; tkanki ttuszczowej okotonaczyniowe;j
tetnicy IMA oraz tetnicy LAD. Panel B obrazuje naciek komérkowy wyrazony jako liczba komorek
CD45+/ mg suchej tkanki ttuszczowej podskornej S.C.; tkanki thuszczowej okotonaczyniowej tetnicy IMA

oraz tetnicy LAD. Panel C obrazuje poréwnanie odsetku komorek CD3+ we frakcji leukocytow tkanki
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ttuszczowej podskornej S.C.; tkanki thuszczowej okotonaczyniowej tetnicy IMA oraz tetnicy LAD Panel
D obrazuje naciek komorkowy wyrazony jako liczba komoérek CD3+/ mg suchej tkanki tluszczowe;j
podskornej S.C.; tkanki tluszczowej okotonaczyniowej tetnicy IMA oraz tetnicy LAD; ANOVA z

poprawka Bonferroni’ego w poréwnaniu post hoc * p<0,05; ** p<0,001

Naciek limfocytarny wyrazany jako odsetek wszystkich leukocytéw (komorek
CD45+) we frakcji stromalnej tkanki tluszczowej wykazuje wzrastajacy odsetek
komorek CD3+ porownujac pomiedzy tkanka thuszczowa podskorng, IMA i LAD (20,3
+1,8,29,7+2,9,35,2+1,7; p<0,001 Anova; Ryc.7; panel C) Analizujgc roznice w ilosci
komorek CD3+ w przeliczeniu na miligram tkanki stwierdzono trzy i dwukrotnie
zwigkszony naciek w tkance thuszczowej okotonaczyniowej otaczajacych LAD i IMA w
porownaniu z tkanka thuszczowa podskérna (103.7 = 15,0 vs 75,2 £ 7,2 vs 38,0 + 3,4
komoérek/mg suchej tkanki; p<0,01; wartosci poréwnan post hoc na wykresie, Ryc.7;

panel D).

4.3 Analiza réznic w naciekach limfocytarnych w tkance tltuszczowej
okolonaczyniowej tetnicy wiencowej dotknietej miazdzyca, tetnicy
piersiowej wewnetrznej i tkanki thuszczowej podskornej

W aspekcie istotnych réznic w nacieku leukocytarnym obserwowanych w poréwnaniu
tkanki thuszczowej okotonaczyniowej pochodzacej z naczynia dotknigtego procesem
miazdzycowym (LAD) do naczynia wolnego od procesu miazdzycowego (IMA) 1 tkanki
podskornej analizowano rdéznice subpopulacji limfocytarnych naciekajacych tkanke
tluszczowa okotonaczyniowg (Ryc. 8). Zaobserwowano ze w tkance thuszczowej
okotonaczyniowej otaczajacej naczynia wiencowe dotknigte miazdzyca dochodzi do
istotnego statystycznie prawie dwukrotnie zwigkszonego nacieku komorek CD8+ w
poréwnaniu z tkankg tluszczowa okotonaczyniowa IMA (27,2 + 3,7 vs 155 + 2,1
komorek/mg tkanki; p< 0,01) 1 prawie trzykrotnie w poroéwnaniu z tkankg thuszczowa
podskorng (27,2 = 3,8 vs 9,8 £ 1,5 komorek/mg tkanki; p<0,0001). Podobne réznice
stwierdzono rozpatrujac naciek tkanki thuszczowej okotonaczyniowej ztozony z komoérek
podwojnie negatywnych, w tkance thuszczowej LAD obserwowano 26,5 + 5,0
komorek/mg tkanki w porownaniu do 11,8 + 2,7 komorek/mg tkanki w IMA (p<0,05) i
8,6 £ 0,9 komdrek/mg tkanki w tkance thuszczowej podskornej (p<0,001).
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Ryc. 8 Charakterystyka nacieku limfocytarnego w tkance thuszczowej podskornej oraz okotonaczyniowej
w naczyniach IMA i fragmentu naczynia LAD. Rycina obrazuje naciek komoérkowy wyrazony jako liczba
komoérek CD4+, komérek CD8+ i DN / mg suchej tkanki. ANOVA z poprawka Bonferroni’ego* p<0,05;
** p<0,001

4.4 Korelacja pomiedzy naciekiem limfocytarnym w tetnicy wiencowej
aIMA

W celu okreslenia zwigzku pomigdzy stopniem nacieku zapalnego w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej w obregbie naczyn dotknietych procesem miazdzycowym
LAD — naczyniach wiencowych i naczyniach krazenia systemowego np. IMA, oceniano
korelacje pomiedzy naciekiem limfocytarnym i leukocytarnym w obu przestrzeniach
naczyniowych (LAD i IMA, Ryc. 9) Zaobserwowano dodatnia korelacje pomig¢dzy
wielko$cig nacieku leukocytarnego (r = 0,24; p<0,05), limfocytarnego (r = 0,3 p<0,01)
i ilosci komérek CD8+ (r = 0,3 p<0,01) wyrazonych jako liczba komoérek danego typu /
mg suchej tkanki w PVAT otaczajgcej naczynie dotkniete i wolne od procesu
miazdzycowego — odpowiednio LAD i IMA. Moze to wskazywaé¢ na uogélniony
charakter stanu zapalnego w tkance tluszczowej okotonaczyniowej w populacji
pacjentow poddawanych CABG z powodu choroby wiencowej. Naciek limfocytow

CD4+ nie byt skorelowany we wspomnianych przestrzeniach tkankowych.
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Ryc. 9 Analiza korelacji pomiedzy naciekami leukocytarnym i subpopulacjami
limfocytarnymi w tkance tluszczowej okolonaczyniowej naczynia dotknigtego procesem
miazdzycowym LAD i wolnym od miazdzycy IMA. Panel A obrazuje korelacje pomiedzy
naciekiem leukocytarnym (komorki CD45+) wyrazonym jako liczba komérek / mg tkanki w LAD
i IMA. Panel B obrazuje korelacj¢ pomiedzy naciekiem limfocytarnym (komorki CD3+)
wyrazonym jako liczba komorek / mg tkanki w LAD i IMA. Panel C obrazuje korelacj¢ pomiedzy
odsetkiem komoérek CD3+ z frakcji leukocytarnej tkanki ttuszczowej okotonaczyniowej w LAD
i IMA wyrazonych jako odsetek komérek CD45+. Panel D obrazuje korelacje pomigdzy
naciekiem komorek CD8+ wyrazonym jako liczba komorek / mg tkanki w LAD i IMA. Panel E
obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem komorek CD4+ wyrazonym jako liczba komérek / mg
tkanki w LAD i IMA.
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4.5 Akumulacja limfocytow efektorowych i centralnych pamieci w
naczyniach krwionosnych dotknietych procesem miazdzycowym

Podjeto probe oceny dominujgcych populacji limfocytarnych w réznych etapach
dojrzewania pozagrasiczego zasiedlajacych tkanke tluszczowa okotonaczyniowej w
réznych przedziatach tkankowych obejmujacych tkanke thuszczowa okotonaczyniowa z
naczynia dotknigtego procesem miazdzycowym, naczynia wolnego od miazdzycy i
tkanki tluszczowej podskornej (odpowiednio LAD, IMA, S.C.). Analizowano naciek
komorkowy poszczegdlnych subpopulacji limfocytarnych ~ na réznym etapie
réznicowania pozagrasiczego wyrazony jako liczba komoérek na mg tkanki.
Zaobserwowano istotne roéznice w ilosci komoérek centralnych pamigci (CD45RA-
CCR7+) i efektorowych pamieci (CD45RA-CCR7-) w tkance tluszczowej

okotonaczyniowej oraz tkance tluszczowej podskornej (Ryc.10).

50
% * * *% *
o *
£ a0
.©
a (
=
8
§ 30 |
H ms.C.
£ u IMA
IS
z 20 - LAD
?
®
o
+
pa
8 10
4 T
o
.o -
IS
¢ ] ]
:8 0 T T 1
£

CD4+ CD45RA+ /CCR-7+ CD4+ CD45RA-/CCR-7+ CD4+ CDA45RA - /CCR-7- CD4+ CD45RA+ /CCR-7 -

Ryc. 10 Obrazuje ilo$¢ komorek CD 4+ wyrazonych jako liczba komorek / mg tkanki w poszczegdlnych
etapach roznicowania w r6znych kompartmentach tkankowych (tkanka thuszczowa podskorna S.C., tkanka
thuszczowa okotonaczyniowa IMA i LAD) wyrazonych jako liczba komoérek/ mg tkanki. W kolejnych
histogramach komorki naiwne (CD45RA+CCR7+), komorki centralne pamigci (CD45RA-CCR7+),
komorki efektorowe pamieci, efektorowe o koncowym réznicowaniu (CD45RA+CCR7-) . ANOVA z
poprawka Bonferroni’ego, * p<0,05 ** p<0,001;
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W obrebie tkanki tluszczowej okotonaczyniowej pobranej z naczynia dotknigtego
procesem miazdzycowym dochodzi do wyraznej przewagi komoérek centralnych pamieci
CD4+ CD45RA-/CCR-7+ (25,7 £ 3,6 komorek/mg tkanki) i efektorowych pamigci
CD4+ CD45RA-/CCR-7- (34,8 + 4,9 komorek/mg tkanki) nad iloscig komdrek naiwnych
CD4+ CD45RA+/CCR-7+ (7,1 + 1,0 komorek/mg tkanki) i efektorowych o koncowym
etapie roznicowania CD4+ CD45RA+/CCR-7- (4,0 + 0,56 komoérek/mg tkanki) (Ryc.
10). W obregbie tkanki thuszczowej okotonaczyniowej otaczajacej IMA ta przewaga jest
mniej silnie wyrazona: komoérek centralnych pamigei CD4+ CD45RA-/CCR-7+ (10,7 £
1,4 komorek/mg tkanki) i efektorowych pamigci CD4+ CD45RA-/CCR-7- (24,4 + 3,3
komoérek/mg tkanki) , komorek naiwnych CD4+ CD45RA+/CCR-7+ (3,6 = 0,48
komoérek/mg tkanki) i1 efektorowych o koncowym etapie roznicowania CD4+
CD45RA+/CCR-7- (3,5 + 0,47 komorek/mg tkanki). W obrebie tkanki tluszczowej
okotonaczyniowej IMA dochodzi do wyraznej, ponad dwukrotnej przewagi iloSci
komorek efektorowych pamigci CD4+ CD45RA- CCR7- nad iloscia komorek
centralnych pamigci (24,4 += 3,3 vs 10,7 £ 1,4 komoérek/mg tkanki Ryc. 10). W
odniesieniu do populacji limfocytéw CD8+ przewaga komorek efektorowych pamieci
(CD45RA-CCR7-) nad populacja komorek centralnych pamigci nie jest tak wyrazna
(Ryc. 11).

Obserwowano rowniez istnienie istotny statystycznie zwigkszony naciek komorek
centralnych pamigci w tkance tluszczowej okotonaczyniowej otaczajacej naczynie

wiencowe w porownaniu do IMA (p<0,05, ANOVA z poprawka Bonferroniego).
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Ryc. 11 Obrazuje ilos¢ komorek CD 8+ wyrazonych jako liczba komédrek / mg tkanki w poszczegdlnych
etapach réznicowania w réznych kompartmentach tkankowych (tkanka ttuszczowa podskorna S.C., tkanka
thuszczowa okolonaczyniowa IMA i LAD) wyrazonych jako liczba komoérek/ mg tkanki. W kolejnych
histogramach komorki naiwne (CD45RA+CCR7+), komorki centralne pamieci (CD45RA-CCR7+),
komorki efektorowe pamigci, efektorowe o koncowym réznicowaniu (CD45RA+CCR7-) . ANOVA z
poprawka Bonferroni’ego, * p<0,05 ** p<0,001;

W obrebie tkanki tluszczowej okotonaczyniowej LAD dochodzi do wyraznej
przewagi komorek centralnych pamieci CD8+ CD45RA-/CCR-7+ (12,7 + 1,8
komorek/mg tkanki) i efektorowych pamieci CD8+ CD45RA-/CCR-7-; (15,1 + 2,1
komorek/mg tkanki) nad ilo$cig komoérek naiwnych CD8+ CD45RA+/CCR-7+ (5,3 £
0,84 komorek/mg tkanki) i efektorowych o koncowym etapie réznicowania CD8+
CD45RA+/CCR-7- (5,9 £ 0,76 komorek/mg tkanki) (Ryc. 11). W obrgbie tkanki
tluszczowej okotonaczyniowej otaczajacej IMA ta przewaga jest mniej silnie wyrazona:
komorek centralnych pamigci CD8+ CD45RA-/CCR-7+ (8.4 + 1,1 komoérek/mg tkanki)
i efektorowych pamigci CD8+ CD45RA-/CCR-7-; (10,7 + 1,4 komorek/mg tkanki) ,
komoérek naiwnych CD8+ CD45RA+/CCR-7+ (3,9 + 0,53 komoérek/mg tkanki) i
efektorowych o koncowym etapie roznicowania CD8+ CD45RA+/CCR-7- (4,6 = 0,62
komorek/mg tkanki).
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4.6 Zwiekszony naciek limfocytarny w PVAT zwiagzany jest z
uposledzong funkcja rozkurczowa tetnicy piersiowej wewnetrznej

Populacje pacjentéw podzielono na tertyle w zaleznosci od wielkosci,
wyrazonego w formie logarytmu dziesi¢tnego liczby komoérek na mg tkanki, nacieku
komorek zapalnych we frakcji stromalnej tkanki thuszczowej okotonaczyniowej tetnicy
piersiowej wewngtrznej. Teryle obejmowaty rowne populacje pacjentdéw z naciekiem
wyrazonym jako naciek niski, $§redni lub wysoki. Rozkurcz naczynia analizowany byt
osobno w kazdym tertylu metoda analizy wariancji (Anova dla powtarzanych pomiarow,
Ryc 12).

W tabeli przedstawiono analiz¢ demograficzna 1 kliniczng pacjentow
podzielonych na tertyle w zaleznosci od wielkosci nacieku limfocytow CD8+ w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej IMA (Tab. 5 i Tab. 6). Analizowano populacje 92
pacjentow w ktorej to populacji uzyskano wszystkie dane kliniczne a uzyskany od
pacjentéw fragment IMA charakteryzowal si¢ dobra funkcja wazomotoryczng. W tej
populacji pacjentow uzyskano prawidlowy rozdzial cytometryczny frakcji komorek
podscieliska tkanki tluszczowej okotonaczyniowej. W populacjach pacjentow z
wyzszym naciekiem komoérek CD8+ istotnie zwigkszony byl odsetek bytych palaczy.
Poza tym czynnikiem nie zaobserwowano istotnych r6znic pomiedzy grupami pacjentow

z niskim, $redniowysokim 1 wysokim naciekiem limfocytow CD8+ w PVAT.

Tab. 5 Charakterystyka kliniczna pacjentow z podzialem na tertyle w zaleznosci od

wielkosci nacieku PVAT IMA ztozonego z komoérek CD8+

Log CD8+ IMA(komodrek /mg tkanki)
Tertyle

Dolny Srodkowy Gérny
Pacjenci, n 31 30 31 P-value
Mezczyzni/Kobiety [n,%)] 25/6 27/3 26/5 0,59
(80,6/19,4)  (90,0/10,0) (83,9/16,1)
Wiek [lata] 62,4+103 629+88 64,7+9,6 0,60
Wiek rozpoznania choroby 56,7+ 12,4 554+10,7 56,0+2,4 0,92
niedokrwiennej serca [lata]
Czynniki ryzyka
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Nadcis$nienie, [n, %]
Dyslipidemia [n, %]
Palenie tytoniu obecnie /

w przesztosci [n, %]

Cukrzyca [n, %]
Nadwaga
Otylos¢

Parametry kliniczne

BMI, [kg/m2]

Obwad pasa [cm]
Cisnienie Srednie
skurczowe 24 h pomiar
[mm Hg]

Cisnienie Srednie
rozkurczowe 24 h pomiar
[mm Hg]

Poziom cholesterolu
calkowitego [mmol/L]

Poziom glikemii na czczo
[mmol/L]

Paczkolata
Nasilenie choroby

wiencowej oceniane
angiograficznie [n, %]

Choroba jednonaczyniowa

Choroba dwunaczyniowa

Choroba trojnaczyniowa

17 (54,9)
21 (67,7)
6/14
(19,4/45,2)

12 (38,7)
25 (80,6)
11 (35,5)

28,6 £3,1
93,8+9,3
118,5+10,9

68,3+ 7,4

4,32+1,15

6,52+ 1,9

23,7+ 14,9

1 (3,2%)
6 (19,4%)

24 (77,4%)

13 (43,3)
20 (66,7)
8/17
(26,7/56,7)

16 (53,3)
24 (80,0)

15 (48,4)
20 (64,5)
12/27
(38,7/87,
1)

8 (26,7)
23 (74,2)

8 (26,7)

28,6 £3,6
95,0+9,9
1230 =+
17,0
72,1+11,2

4,57 +1,06

6,44+ 1,5

242+16,2

0 (0,0%)
3 (10,0%)

27 (90,0%)

12 (38,7)

28,3+£4,6
93,6 £ 13,7
112,1 £15,9

66,5+ 8,1

4,69 + 1,49

7,3+2,73

33,9+ 16,2

1 (3,2%)
9 (29,0%)

21(67,7%)

0,41
0,86
0,23/
0,03

0,09
0,79
0,59

0,97
0,92
0,12

0,19

0,76

0,41

0,11

0,28
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Tab. 6 Charakterystyka kliniczna pacjentow z podziatem na tertyle w zaleznosci od

wielkos$ci nacieku PVAT IMA ztozonego z komorek CD8+; przyjmowane leki

Log CD8+ IMA (komérek /mg tkanki) Tertyle

Dolny Srodkowy Gorny
Leki [n, %0] 31 30 31 P-value
Statyny 27 (87,1%) 28 (93,3%) 26(83,9%) 0,69
ACEI/ARB 25 (80,6%) 25(83,3%) 25(80,6%) 0,30
B-blokery 25 (86,0%) 25 (83,3) 23(74,2%) 0,37
Aspiryna 31 (100%) 29 (96,7%) 28(90,3%) 0,54
Diuretyki 7 (22,6%) 7 (23,3%) 3(9,7%) 0,52
Klopidogrel 9 (29,0%) 11 (36,7%) 10(32,2%) 0,41

Analizujagc rozkurcz krazkdéw naczyniowych fragmentéw tetnicy IMA w
odpowiedzi na Ach u pacjentow nalezacych do grup z niskim, $rednim i wysokim
naciekiem komoérek CD45+ nie zaobserwowano roéznic w wartosci rozkurczu metoda
analizy wariancji metodg powtarzanych pomiarow (p=NS) w tych tertylach pacjentow
(Ryc. 12 Panel A). Analizujac warto$§¢ maksymalnego rozkurczu jako zmienng ciagta
metoda korelacji liniowej Pearsona w relacji z naciekiem tkanki PVAT, wyrazonej jako
logarytm dziesi¢tny liczby komorek CD45+ na mg suchej tkanki, stwierdzono istnienie
odwrotnej korelacji pomigdzy wielko$cig nacieku a wielko$cig maksymalnego rozkurczu
naczynia (r = - 0.25; p<0,05; Ryc. 12 Panel B). Nie zaobserwowano réznic w wielko$ci
odpowiedzi wazorelaksacyjnej naczynia w odpowiedzi na nitroprusydek sodu w grupach
pacjentéw z niskim, $rednio wysokim i wysokim naciekiem PVAT przez komorki
CD45+ (Ryc. 12 Panel C). Nie stwierdzono tez istnienia korelacji pomigdzy wielko$ciag
nacieku komorek CD45+ w PVAT IMA a maksymalnym rozkurczem w odpowiedzi na
SNP (Ryc. 12 Panel D).
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Ryc. 12 Panel A obrazuje usrednione wartosci rozkurczu krazkéw naczyniowych IMA w grupach
pacjentéw z niskim, S$rednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD45+ w PVAT (tertyle
odzwierciedlajace warto$¢ Log wielkoséci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki). Krazki
naczyniowe byly badane metoda rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace stezenia Ach
(10°- 105 M) — ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel B obrazuje korelacje pomigdzy naciekiem
komorek CD45+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki a wielko$cig maksymalnego
rozkurczu w odpowiedzi na 10° Ach. Panel C obrazuje usrednione wartoéci rozkurczu krazkow
naczyniowych IMA w grupach pacjentow z niskim, §rednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD45+
w PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto$¢ Log wielko$ci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg
tkanki). Krazki naczyniowe byly badane metoda rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace
stezenia nitroprusydku sodowego (SNP, 10°-10° M); ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel D
obrazuje korelacj¢ pomiedzy naciekiem komorek CD45+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/

mg tkanki a wielko$cig maksymalnego rozkurczu w odpowiedzi na 10> SNP
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Analizujgc rozkurcz krazkoéw naczyniowych fragmentéw tetnicy IMA w
odpowiedzi na Ach u pacjentow nalezacych do grup z niskim, $rednim 1 wysokim
naciekiem komorek CD3+ zaobserwowano istotng réznicg w warto$ci rozkurczu metoda
analizy wariancji metoda powtarzanych pomiaréw w tych tertylach pacjentow
(p<0,0001; Ryc. 13 Panel A). Analizujgc warto$¢ maksymalnego rozkurczu jako
zmienng ciggla metoda korelacji liniowej Pearsona w relacji z naciekiem tkanki PVAT,
wyrazonej jako logarytm dziesi¢tny liczby komoérek CD3+ na mg suchej tkanki,
stwierdzono istnienie odwrotnej korelacji pomi¢dzy wielkoscig nacieku a wielkos$cia
maksymalnego rozkurczu naczynia (r = - 0.3; p<0,01; Ryc. 13 Panel B).). Nie
zaobserwowano r6znic w wielko$ci rozkurczu naczyn w odpowiedzi na nitroprusydek
sodu w grupach pacjentéw z niskim, $rednio wysokim i wysokim naciekiem PVAT przez
komoérki CD3+ (Ryc. 13 Panel C). Nie stwierdzono tez istnienia korelacji pomiedzy
wielkos$cig nacieku komorek CD3+ w PVAT IMA a maksymalnym rozkurczem w

odpowiedzi na SNP (Ryc. 13 Panel D).
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Ryc. 13 Panel A obrazuje usrednione warto$ci rozkurczu krazkéw naczyniowych IMA w grupach
pacjentow z niskim, $rednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD3+ w PVAT (tertyle
odzwierciedlajace warto$¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki). Krazki

naczyniowe byly badane metoda rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace stezenia Ach
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(10°- 10°° M) — ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel B obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem
komorek CD3+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki a wielkoscig maksymalnego
rozkurczu w odpowiedzi na 10° Ach. Panel C obrazuje usérednione wartoéci rozkurczu krazkéw
naczyniowych IMA w grupach pacjentéw z niskim, srednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD3+ w
PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto$¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg
tkanki). Krazki naczyniowe byty badane metoda rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace
stezenia nitroprusydku sodowego (SNP, 10°-10° M); ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel D
obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem komoérek CD3+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/

mg tkanki a wielko$cig maksymalnego rozkurczu w odpowiedzi na 10> SNP

Analizujac rozkurcz krazkéw naczyniowych fragmentéw tetnicy IMA w
odpowiedzi na Ach u pacjentéw nalezacych do grup z niskim, $rednim i wysokim
naciekiem komorek CD4+ zaobserwowano istotng réznicg w wartosci rozkurczu metoda
analizy wariancji metoda powtarzanych pomiarow w tych tertylach pacjentow (p<0,05;
Ryc. 14 Panel A). Analizujac warto$§¢ maksymalnego rozkurczu jako zmienng ciagta
metoda korelacji liniowej Pearsona w relacji z naciekiem tkanki PVAT, wyrazonej jako
logarytm dziesigtny liczby komoérek CD4+ na mg suchej tkanki, nie stwierdzono istotnej
odwrotnej korelacji pomigdzy wielkoscig nacieku a wielko$cig maksymalnego rozkurczu
naczynia (r = - 0.20; p > 0,05; Ryc. 14 Panel B). Nie zaobserwowano r6znic w wielko$ci
rozkurczu naczyn w odpowiedzi na nitroprusydek sodu w grupach pacjentdw z niskim,
$rednio wysokim i wysokim naciekiem PVAT przez komorki CD4+ (Ryc. 14 Panel C).
Nie stwierdzono tez istnienia korelacji pomiedzy wielkos$cig nacieku komorek CD4+ w

PVAT IMA a maksymalnym rozkurczem w odpowiedzi na SNP (Ryc. 14 Panel D).
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Ryc. 14 Panel A obrazuje usrednione wartosci rozkurczu kragzkéw naczyniowych IMA w grupach
pacjentow z niskim, $rednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD4+ w PVAT (tertyle
odzwierciedlajace warto§¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki). Krazki
naczyniowe byly badane metodg rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace stezenia Ach
(10°- 10°° M) — ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel B obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem
komorek CD4+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki a wielko$ciag maksymalnego
rozkurczu w odpowiedzi na 10° Ach. Panel C obrazuje usrednione wartoéci rozkurczu krazkow
naczyniowych IMA w grupach pacjentéw z niskim, §rednim i wysokim naciekiem komérkowym CD4+ w
PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto$¢ Log wielko$ci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg
tkanki). Krazki naczyniowe byly badane metodg rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajgce
stezenia nitroprusydku sodowego (SNP, 10°-10° M); ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel D
obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem komérek CD4+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/

mg tkanki a wielko$cig maksymalnego rozkurczu w odpowiedzi na 10> SNP

Analizujac rozkurcz krazkéw naczyniowych fragmentéw tetnicy IMA w
odpowiedzi na Ach u pacjentow nalezacych do grup z niskim, $rednim i wysokim
naciekiem komorek CD8+ zaobserwowano istotng rdznice w wartos$ci rozkurczu metoda
analizy wariancji metoda powtarzanych pomiardw w tych tertylach pacjentow

(p<0,00001; Ryc. 15 Panel A). Analizujagc warto$¢ maksymalnego rozkurczu jako
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zmienng ciggla metoda korelacji liniowej Pearsona w relacji z naciekiem tkanki PVAT,
wyrazonej jako logarytm dziesietny liczby komoérek CD8+ na mg suchej tkanki,
stwierdzono istotng odwrotng korelacj¢ pomigdzy wielkoscig nacieku a wielkosciag
maksymalnego rozkurczu naczynia (r = - 0.32; p<0,01; Ryc. 15 Panel B). Warto$¢ tej
korelacji byta najsilniejsza z obserwowanych korelacji dla poszczegdlnych subpopulacji
limfocytow w PVAT. Nie zaobserwowano roznic w wielko$ci rozkurczu naczyn w
odpowiedzi na nitroprusydek sodu w grupach pacjentow z niskim, $rednio wysokim i
wysokim naciekiem PVAT przez komorki CD8+ (Ryc. 15 Panel C). Nie stwierdzono tez
istnienia korelacji pomigdzy wielkoscig nacieku komorek CD8+ w PVAT IMA a

maksymalnym rozkurczem w odpowiedzi na SNP (Ryc. 15 Panel D).
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Ryc. 15 Panel A obrazuje usrednione warto$ci rozkurczu krazkéw naczyniowych IMA w grupach
pacjentow z niskim, $rednim i wysokim naciekiem komoérkowym CD8+ w PVAT (tertyle
odzwierciedlajace warto§¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg tkanki). Krazki
naczyniowe byly badane metoda rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace stezenia Ach
(10°- 105 M) — ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel B obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem
komorek CD8+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komoérek/ mg tkanki a wielko$cig maksymalnego
rozkurczu w odpowiedzi na 10° Ach. Panel C obrazuje usrednione wartoéci rozkurczu krazkow

naczyniowych IMA w grupach pacjentéw z niskim, srednim i wysokim naciekiem komorkowym CD8+ w
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PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto§¢ Log wielko$ci nacieku wyrazonego jako liczba komoérek/ mg
tkanki). Krazki naczyniowe bylty badane metodg rozkurczu izometrycznego w odpowiedzi na wzrastajace
stezenia nitroprusydku sodowego (SNP, 10-%-10° M); ANOVA dla powtarzanych pomiaréw. Panel D
obrazuje korelacje pomigdzy naciekiem komoérek CD8+ w PVAT IMA wyrazonego jako liczba komorek/

mg tkanki a wielko$cig maksymalnego rozkurczu w odpowiedzi na 10> SNP

4.7 Naciek limfocytarny a produkcja anionorodnika ponadtlenkowego

Analizowano korelacj¢ pomiedzy naciekiem komoérkowym PVAT tetnicy
piersiowej wewnetrznej wyrazonej jako liczba komorek / mg suchej tkanki a produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego metoda chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny i
wyrazonej w jednostkach wzglednych RLU /s /mg suchej tkanki (Ryc. 17).
Zaobserwowano dodatnig korelacj¢ liniowa pomigdzy wielko$cig nacieku komorek CD
45+ a produkcja anionorodnika ponadtlenkowego przez $ciang naczynia krwiono$nego
(r=0,37; p<0,01; Ryc. 16 Panel A). Podobnie wykazano korelacje pomigdzy naciekiem
komorek CD3+ a produkcjg anionorodnika ponadtlenkowego (r = 0,34; p<0,01; Ryc. 16
Panel B) wielko$cig nacieku ztozonego z komorek CD8+ a produkcja tej reaktywnej
formy tlenu (r = 0,31; p<0,01; Ryc. 16 Panel C) oraz wielko$cia nacieku ztozonego z
komorek CD4+ a produkcja tej reaktywnej formy tlenu (r = 0,29; p<0,05; Ryc. 16 Panel
D)
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Ryc. 16 Panel A obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem komorek CD45+ w PVAT IMA wyrazonego
jako Log liczby komérek/ mg tkanki a wielkoscig produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzone;j
metoda chemiluminescencji w fragmencie naczynia IMA. Wielko$¢ produkcji wyrazona jest w
jednostkach wzglednych (RLU)/sek/mg tkanki. Panel B obrazuje korelacje pomiedzy naciekiem komorek
CD3+ w PVAT IMA wyrazonego jako Log liczby komoérek/ mg tkanki a wielkoscia produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda chemiluminescencji w fragmencie naczynia IMA.
Wielko$¢ produkcji wyrazona jest w jednostkach wzglednych (RLU)/sek/mg tkanki. Panel C obrazuje
korelacje pomigdzy naciekiem komoérek CD8+ w PVAT IMA wyrazonego jako Log liczby komorek/ mg
tkanki a wielko$cia produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metodg chemiluminescencji w
fragmencie naczynia IMA. Wielko$¢ produkcji wyrazona jest w jednostkach wzglednych (RLU)/sek/mg
tkanki. Panel D obrazuje korelacje pomigdzy naciekiem komorek CD4+ w PVAT IMA wyrazonego jako
Log liczby komoérek/ mg tkanki a wielkoscia produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda
chemiluminescencji w fragmencie naczynia IMA. Wielko§¢ produkcji wyrazona jest w jednostkach

wzglednych (RLU)/sek/mg tkanki.

Zalezno$¢ pomiedzy wielkos$cig nacieku zapalnego a produkcja aninorodnika
ponadtlenkowego badano takze metoda analizy wariancji. Oceniano rdznice pomig¢dzy
grupami pacjentow podzielonych na tertyle w zaleznosci od wielko$ci nacieku

odpowiednio komoérek CD45+, CD3+ oraz CD8+. Zaobserwowano istotne statystycznie
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réznice pomiedzy grupami pacjentow z niskim, Srednio wysokim i wysokim naciekiem
komorek CD45+ ( p<0,05; Ryc. 17 Panel A) Podobng zalezno$¢ stwierdzono analizujac
naciek komérek CD8+ w PVAT ( p<0,05; Ryc. 17 Panel C) . W tescie post-hoc testem
Fishera najmniejszych istotnych roznic (LSD Fisher test) wykazano istotne statystycznie
réznice pomiedzy grupg z niskim i wysokim naciekiem komoérek CD45+ i CD 8+ (tetryl
11 3; p<0,01ip<0,01) oraz pomigdzy grupa ze $rednio wysokim i wysokim naciekiem
ztozonym z tych komorek ( tetryl 2 i 3; p<0,05). Nie zaobserwowano r6znic pomi¢dzy
grupami pacjentow podzielonych wzgledem wielkosci nacieku limfocytami CD3+ i
CD8+ (Ryc. 17 Panel B i Panel D).
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Ryc. 17 Panel A obrazuje zalezno$¢ pomiedzy wielkoscia nacieku komérek CD45+ w PVAT IMA w
grupach pacjentow z niskim, $rednim i wysokim naciekiem komérkowym —w PVAT (tertyle
odzwierciedlajace warto$¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komoérek/ mg tkanki) a
wielkoscig produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda chemiluminescencji w
fragmencie naczynia IMA. ANOVA. Panel B obrazuje zalezno$¢ pomigdzy wielkos$cig nacieku komorek
CD3+ w PVAT IMA w grupach pacjentow z niskim, §rednim i wysokim naciekiem komoérkowym w
PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto§¢ Log wielko$ci nacieku wyrazonego jako liczba komoérek/ mg

tkanki) a wielkos$cig produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda chemiluminescencji w
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fragmencie naczynia IMA. ANOVA. Panel C obrazuje zalezno$¢ pomig¢dzy wielkoscia nacieku komorek
CD8+ w PVAT IMA w grupach pacjentéw z niskim, $rednim i wysokim naciekiem komorkowym w
PVAT (tertyle odzwierciedlajace wartos¢ Log wielkosci nacieku wyrazonego jako liczba komorek/ mg
tkanki) a wielkoscia produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda chemiluminescencji w
fragmencie naczynia IMA. ANOVA . Panel D obrazuje zalezno$¢ pomigdzy wielko$cig nacieku komoérek
CD4+ w PVAT IMA w grupach pacjentéw z niskim, §rednim i wysokim naciekiem komoérkowym w
PVAT (tertyle odzwierciedlajace warto§¢ Log wielko$ci nacieku wyrazonego jako liczba komoérek/ mg
tkanki) a wielkos$cig produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda chemiluminescencji w

fragmencie naczynia IMA. ANOVA

4.8 Wplyw nacieku PVAT zloZonego z limfocytow CD4+ efektorowych o
koncowym etapie réznicowania na funkcje rozkurczowg naczynia

W celu okreslenia roli subpopulacji komoérek w kolejnych etapach pozagrasiczego
dojrzewania w modulowaniu zaleznej od biodostgpnosci tlenku azotu wazorelaksacji
naczynia IMA wykres§lono krzywe korelacji liniowej 1 okre§lono wspoétczynniki korelacji
Pearsona. Stwierdzono, ze zwigkszony naciek komoérek CD4+ efektorowych o
koncowym etapie roznicowania zwigzany jest z dobra relaksacjg naczynia w odpowiedzi
na acetylocholine (r = 0,36; p<0,01; Ryc. 18) wskazujac na potencjalnie protekcyjny
wplyw tej subpopulacji komoérek na zachowanie zaleznego od biodostepnosci tlenku

azotu funkcji rozkurczowej naczynia.
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Ryc. 18 Korelacja pomigdzy maksymalnym rozkurczem IMA po podaniu Ach 10 a naciekiem PVAT
IMA komorkami CD4+ efektorowymi o koncowym etapie réznicowania (CD45RA+ CCR7-) wyrazonym

jako liczba komérek/mg tkanki
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4.9 Charakterystyka aktywowanych subpopulacji limfocytow w
okotonaczyniowej tkance tluszczowej

Markerami pdznej aktywacji limfocytow jest pojawienie si¢ na powierzchni
komorek antygendow zgodnosci tkankowej HLA-DR. Wykazano, ze zwigkszony naciek
aktywowanych limfocytow CD8+ HLA-DR+ koreluje z uposledzona relaksacja tetnicy
IMA w odpowiedzi na Ach. (r = - 0,31; p<0,01; Ryc. 19 Panel A). Zwiekszona ilo$¢
komorek CD8+ HLA-DR+ w PVAT IMA wigzata si¢ ze wzmozong produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego przez to naczynie ( r = 0,26; p<0,05; Ryc. 19 Panel B).
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Ryc. 19 Panel A Korelacja pomigdzy maksymalnym rozkurczem IMA po podaniu Ach 10 a naciekiem
PVAT IMA komoérkami CD8+ HLA-DR+ wyrazonym jako liczba komérek/mg tkanki. Panel B obrazuje
korelacje pomiedzy naciekiem komoérek CD8+ HLA-DR w PVAT IMA wyrazonego jako Log liczby
komorek/ mg tkanki a wielkoécia produkcji anionorodnika ponadtlenkowego mierzonej metoda
chemiluminescencji w fragmencie naczynia IMA. Wielko$¢ produkcji wyrazona jest w jednostkach

wzglednych (RLU)/sek/mg tkanki

Zwigkszony naciek ztozony z limfocytow CD4+ z markerem aktywacji HLA-DR

réwniez koreluje z uposledzong relaksacjg tetnicy IMA w odpowiedzi na Ach. (r =-0,3;

p<0,01; Ryc. 20 Panel A).
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Ryc. 20 Panel A Korelacja pomigdzy maksymalnym rozkurczem IMA po podaniu Ach 107 a naciekiem
PVAT IMA komoérkami CD4+ HLA-DR+ wyrazonym jako liczba komorek/mg tkanki. Panel B Korelacja
pomiedzy maksymalnym rozkurczem IMA po podaniu Ach 10~ a naciekiem PVAT IMA komoérkami
CD8+ CCR5+ wyrazonym jako liczba komoérek/mg tkanki. Panel C obrazuje korelacje pomiedzy
nacickiem PVAT IMA komérkami CD8+ CD28+ wyrazonym jako liczba komorek/mg tkanki a
maksymalnym rozkurczem IMA po podaniu Ach 105, Panel D obrazuje korelacje pomigdzy naciekiem
PVAT IMA komoérkami CD8+ CD25+ wyrazonym jako liczba komorek/mg tkanki a maksymalnym
rozkurczem IMA po podaniu Ach 107

Inne markery aktywacji limfocytow obejmuja wystepowanie receptora dla
chemokin CCR5+. Zwigkszony naciek PVAT przez komorki CD8+ posiadajgce receptor
dla chemokin typu 5 CCR5+, ktorego obecnos¢ charakteryzuje komorki efektorowe
pamigci 1 jest rowniez markerem aktywacji, koreluja z uposledzona wazorelaksacja
naczynia w odpowiedzi na acetylocholine (r= - 0,23; p<0,05; Ryc. 20 Panel B).

Podobnie z wuposledzong wazorelaksacja naczynia w odpowiedzi na
acetylocholine koreluje nasilony naciek ztozony z komoérek posiadajacych na swojej
powierzchni marker wczesnej aktywacji — czastke kostymulacyjng CD28+. Zwigkszony
naciek komorek CD8+ CD28+ bedacych limfocytami cytotoksycznymi (CD8+CD28-

limfocyty regulatorowe) w PVAT koreluje silniej z upos$ledzonym rozkurczem IMA niz
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catkowity naciek ztozony ze wszystkich komorek CD8+ (r=-0,41p=0,001, vsr=-
0,32, p <0,01; Ryc. 20 Panel C oraz wykres prezentowany wyzej).

Najsilniejsza jednak warto$¢ wspolczynnika korelacji liniowej dotyczy komorek
CD8+ posiadajacych na swojej powierzchni marker aktywacji CD25+, bedacy
receptorem dla interleukiny—2 (II-2 R). Wartos¢ wspotczynnika korelacji liniowej
wskazuje na wysokg korelacje nacieku ztozonego z komoérek CD8+ CD25+ z dysfunkcja
sroédbtonka naczyn tetniczych w ChNS (r = 0,58; p < 0,0001; Ryc. 20 Panel D).

4.10 Analiza czynnikow predykcyjnych zwiekszonego nacieku
komorek CD8+ i CD8+/HLA-DR+ w PVAT IMA

Analizowano czynniki predykcyjne zwigkszonego nacieku limfocytow CD8+ w
PVAT tetnicy IMA metodg regresji wielorakiej. W modelu uwzgledniono wptyw
uznanych czynnikéw ryzyka choroby wiencowej oraz produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego na zwigkszony naciek komorek CD8+ w PVAT IMA. Model
uwzgledniajacy te zmienne charakteryzowat si¢ dobrym dopasowaniem i warto$cig
predykcji pozwalajaca wyjasni¢ 25% zmienno$ci obserwowanego parametru - nacieku
komoérek CD8+ w PVAT (R?=0,25; p<0,01; Tab. 7). Czynniki ryzyka miazdzycy tj: pte¢
meska (B = 0,35; p<0,01), dyslipidemia ( = 0,27; p<0,01), palenie (p = 0,21; p<0,05) i
starszy wiek (B = 0,21; p<0,05) byly istotnie skorelowane ze zwigkszonym naciekiem

limfocytarnym CD8+ w IMA.

Tab.7 Analiza regresji liniowej wielorakiej dla wielkosci nacieku komoérek CD8+ w

PVAT IMA z uwzglgdnieniem czynnikow ryzyka miazdzycy

Model R? Stand. B P-value
Predyktory Log CD8+/ mg tkanki 0,25 0,002
IMA
Produkcja anionorodnika Log Oz 0,07 0,54
Ple¢ meska 0,35 0,002
Otylos¢é -0,04 0,70
Palenie 0,21 0,04
Cukrzyca 0,13 0,24
Dyslipidemia 0,27 0,01
Nadci$nienie -0,01 0,92
Wiek 0,21 0,05
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Podobnie analizujgc czynniki predykcyjne zwigkszonego nacieku limfocytow
CD8+/HLA-DR+ w PVAT tetnicy IMA model uwzgledniajgcy uznane czynniki ryzyka
choroby wiencowej oraz zwigkszong produkcje anionorodnika ponadtlenkowego
charakteryzowat si¢ dobrym dopasowaniem i warto$cia predykcji pozwalajaca wyjasnié
29% zmiennosci obserwowanego parametru - nacieku komorek CD8+/HLA-DR+ w
PVAT (R? = 0,25; p<0,01; Tab.8). Oceniano wspotliniowos¢ badanych parametrow
analizujac wspolczynniki korelacji czastkowych i nadmiarowos$¢ kolejnych czynnikow,
wartosci tolerancji (1-R?) wynosity od 0,85-0,92 dla poszczegdlnych zmiennych. Model

spetnial zatozenia opisanej analizy reszt.

Tab 8. Analiza regresji liniowej wielorakiej dla wielkosci nacieku komérek CD8+/HLA-

DR+ w PVAT IMA z uwzglednieniem czynnikow ryzyka miazdzycy.

Model R? Stand. P-value
Predyktory Log CD8+/HLA-DR+ 0,29 0,005
mg tkanki IMA
Produkcja anionorodnika Log Oz 0,16 0,16
Ple¢ meska 0,36 0,002
Otylosé -0,04 0,73
Palenie 0,12 0,26
Cukrzyca 0,15 0,17
Dyslipidemia 0,32 0,005
NadciS$nienie -0,06 0,62
Wiek 0,21 0,07

4.11 Analiza czynnikow predykcyjnych uposledzonej funkcji
rozkurczowej naczynia IMA

Oceniano  czynniki odpowiadajace za uposledzong funkcje rozkurczowa
naczynia IMA zalezng od biodostgpnosci tlenku azotu metoda regresji wielorakiej. W
modelu uwzgledniono wpltyw uznanych czynnikoéw ryzyka choroby wiencowej oraz
zwigkszonego nacieku limfocytarnego w tkance tluszczowej okolonaczyniowej IMA.
Naciek limfocytarny CD3+ skorelowany byt z uposledzong funkcja srodblonka. Model
uwzgledniajacy naciek CD3+ 1 klasyczne czynniki ryzyka miazdzycy charakteryzowat
si¢ dobrym dopasowaniem 1 wartoscig predykcji pozwalajaca wyjasni¢ 25,2%
zmiennosci zaleznej od biodostepnosci tlenku azotu wazorelaksacji naczynia IMA (R? =
0,25; p<0,01; Tab. 9). Palenie (p = 0,33; p=0,005) i pte¢ zenska (p = 0,30; p<0,01) byly

istotnie skorelowane z uposledzong funkcja rozkurczowg IMA.
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Tab.9 Analiza regresji liniowej dla maksymalnego rozkurczu IMA po podaniu Ach 107

z uwzglednieniem wielkos$ci nacieku komorek CD3+ 1 czynnikoéw ryzyka miazdzycy.

Model R? Stand. g P-value
Predyktory uposledzonego 0,252 0,005
rozkurczu naczynia zaleznego od
acetylocholiny
Log nacieku CD3+ /mg tkanki 0,06 0,61
IMA
Ple¢ meska -0,30 0,007
Otylosé 0,13 0,20
Palenie 0,33 0,002
Cukrzyca 0,08 0,44
Dyslipidemia 0,09 0,43
Nadci$nienie 0,07 0,50
Wiek 0,06 0,58

Naciek komodrek CD8+ w PVAT skorelowany byl skorelowany z uposledzong
funkcja $rodblonka silniej niz subpopulacja limfocytow CD3+. Model uwzgledniajacy
naciek CD8+ 1 klasyczne czynniki ryzyka miazdzycy charakteryzowat si¢ dobrym
dopasowaniem i wartoscig predykcji pozwalajacg wyjasni¢ 25,5% zmienno$ci zaleznej
od biodostepnosci tlenku azotu wazorelaksacji naczynia IMA (R2 = 0,25; p<0,01; Tab.
10). Palenie (p = 0,32; p<0,01) i pte¢ zenska (p = 0,32; p<0,01) byty istotnie skorelowane
z uposledzong funkcja rozkurczowa IMA.

Tab. 10 Analiza regresji liniowej dla maksymalnego rozkurczu IMA po podaniu Ach 10

®z uwzglednieniem wielkoéci nacieku komoérek CD8+ i czynnikéw ryzyka miazdzycy.

Model Stand. P-value
RZ

Predyktory uposledzonego 025 ' 0,005
rozkurczu naczynia zaleznego od
acetylocholiny
Log nacieku CD8+ /mg tkanki IMA 0,08 0,480
Ple¢ meska -0,32 0,007
Otylosé 0,14 0,19
Palenie 0,32 0,004
Cukrzyca 0,08 0,49
Dyslipidemia 0,08 0,45
Nadci$nienie 0,07 0,51
Wiek 0,05 0,63
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Uwzgledniono naciek najsilniej skorelowanej z uposledzona funkcja srodblonka
subpopulacji aktywowanych limfocytow CD8+ CD25+. Model uwzgledniajacy te
zmienne charakteryzowat si¢ dobrym dopasowaniem i wartoscig predykcji pozwalajaca
wyjasni¢ 38,3% zmiennosci zaleznej od biodostepnosci tlenku azotu wazorelaksacji
naczynia IMA (R? = 0,38; p<0,01; Tab. 11). Naciek limfocytarny CD8+ CD 25+ (B =
0,39; p<0,01), otytos¢ (B = 0,25; p<0,05), pte¢ zenska (B = 0,27; p<0,05) byty istotnie
skorelowane z uposledzona funkcja rozkurczowa IMA.

Analiza ta dowodzi, ze zwigkszony naciek PVAT zlozony z aktywowanych
komoérek CD8+ CD25+ jest niezaleznym od klasycznych czynnikow ryzyka miazdzycy
czynnikiem predykcyjnym uposledzonej funkcji rozkurczowej naczynia zaleznej od

biodostepnosci tlenku azotu.

Tab.11 Analiza regresji liniowej dla maksymalnego rozkurczu IMA po podaniu Ach 10
5

z uwzglednieniem wielko$ci nacieku komorek CD8+/CD25+ i czynnikow ryzyka

miazdzycy.
Model R?

Predyktory uposledzonego rozkurczu 0,38 0,01
naczynia zaleznego od acetylocholiny

Log nacieku CD8+/CD25+ /mg tkanki IMA 0,39 0,01
Ple¢ meska -0,27 0,04
Otylosé 0,25 0,05
Palenie 0,21 0,14
Cukrzyca 0,01 0,94
Dyslipidemia 0,07 0,61
Nadci$nienie 0,07 0,64
Wiek 0,06 0,62
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

I. W obrebie PVAT tetnicy dotknigtej procesem miazdzycowym LAD odsetek
leukocytéw jest istotnie wyzszy — odpowiednio pigcio 1 o$miokrotnie wyzszy w
porownaniu do nacieku w IMA 1 tkance podskdrne;.

2. Stwierdzono trzy i dwukrotnie zwigkszony naciek komoérek CD3+ w tkance
tluszczowej okotonaczyniowej otaczajagcych LAD i IMA w przeliczeniu na miligram
tkanki w porownaniu z tkanka ttuszczowg podskorng.

3. Wykazano dodatnig korelacj¢ pomigdzy wielkoscig nacieku leukocytarnego (r = 0,24;
p=0,02), limfocytarnego (r = 0,29 p=0,004) i ilosci komérek CD8+ (r = 0,29 p=0,005)
wyrazonych jako liczba komoérek danego typu/mg suchej tkanki w PVAT otaczajace;j
naczynie dotknigte 1 wolne od procesu miazdzycowego (odpowiednio LAD i IMA. Moze
to wskazywa¢ na uogélniony charakter stanu zapalnego w tkance tluszczowej
okotonaczyniowej w populacji pacjentéw poddawanych CABG z powodu choroby
wiencowej.

4. W obrgbie tkanki tlhuszczowej okotonaczyniowej dochodzi do wyraznej przewagi
komorek efektorowych pamieci CD4+ oraz CD8+ , powstalych po kontakcie z
antygenem, nad komorkami naiwnymi 1 centralnymi pamigci. W obrebie tkanki
tluszczowej  okotonaczyniowej pobranej z naczynia dotknigtego procesem
miazdzycowym dochodzi do wyraznej dominacji komorek centralnych pamigci CD4+ i
CD8+ CD45RA-/CCR-7+ i efektorowych pamigci CD4+ CD45RA-/CCR-7- nad iloscia
komorek naiwnych 1 efektorowych o koncowym etapie roznicowania.

5. Wykazano zalezno$¢ uposledzonej funkcji rozkurczowej kragzkow naczyniowych IMA
zaleznej od biodostgpnosci NO od nasilonego nacieku komoérek CD 3+ oraz CD8+ w
PVAT.

6. Produkcja anionorodnika ponadtlenkowego przez naczynie IMA jest zalezna od
wielkosci nacieku leukocytarnego i ztozonego z komérek CD8+ w PVAT.

7. Naciek ztozony z komorek naiwnych CD8+ oraz aktywowanych limfocytoéw CD8+
posiadajacych markery poznej aktywacji HLA-DR, receptory dla chemokin CCR5+ oraz
receptory dla IL-2 sg szczego6lnie silnie skorelowane z uposledzong funkcjg rozkurczows
IMA.

8. Naciek limfocytarny ztozony z komorek CD8+/CD25+ w PVAT stanowi istotny i
niezalezny czynnik predykcyjny uposledzonej funkcji rozkurczowej naczynia obok

klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy.

70



6. DYSKUSJA

W obecnej rozprawie zaobserwowano po raz pierwszy, iz nacieki leukocytarne w
okotonaczyniowej tkance tluszczowej u chorych z miazdzyca skladajg si¢ przede
wszystkim z limfocytow efektorowych i centralnych pamigci, a ich ilo$¢ jest skorelowana
pomigdzy réznymi obszarami naczyniowymi, cho¢ w tkance tluszczowej otaczajacej
tetnice wiencowe jest tych komorek kilkukrotnie wigcej niz w tkance otaczajacej tetnice
piersiowg wewnetrzng. Cho¢ zjawisko to dotyczy zaro6wno limfocytow CD4+ jak i
CD8+ to obecno$¢ aktywowanych limfocytow CD8+ zwigzana jest z uposledzong
funkcja $rodblonka i nasilong produkcjg anionorodnika ponadtlenkowego w badanych
naczyniach krwiono$nych. Zwigzek ten w odniesieniu do limfocytow CD8+
zawierajagcych markery aktywacji CD25+ pozostawal znamienny statystycznie w

analizie wieloczynnikowej obejmujacej wptyw znanych czynnikdw miazdzycy.

6.1 Charakterystyka populacji pacjentow w badaniach ex vivo funkcji
srodbtonka naczyniowego

Od odkrycia w latach 80 faktu, Ze acetylocholina wymaga istnienia warstwy
srodbtonka aby mogla wywiera¢ efekt naczyniorozkurczowy, rola §rodblonka 1 jego
dysfunkcji byta intensywnie badana. Stwierdzono, ze dysfunkcja $rodblonka moze
wyprzedza¢ pojawienie si¢ nadci$nienia np. u potomstwa pacjentdow z wysokim
nadcisnieniem (103). Podobnie, uposledzona funkcja srodbtonka wystepuje czgéciej u
osob dotknietych rodzinng hipercholesterolemia, palaczy 1 osob z licznymi czynnikami
ryzyka miazdzycy i pojawia si¢ zanim wystapig objawy choroby (104). W ostatnio
opublikowanych badaniach prospektywnych w populacji pacjentow bez choroby serca,
u ktérych rozkurcz naczynia mierzony byl metoda FMD stwierdzono, ze uposledzony
rozkurcz jest najlepszym czynnikiem predykcyjnym niepozadanych zdarzen sercowo-
naczyniowych w ciggu 5 lat — (OR 2,93; 1,28-6,68) (105).

Badania funkcji naczyniowej in vivo metoda badania skurczu izometrycznego krazkow
naczyniowych pacjentéw operowanych z powodu choroby niedokrwiennej serca metoda
CABG miaty miejsce juz w koncu lat ’80 jednak badania na znaczacych populacjach
pacjentéw (>100) opublikowano dopiero w roku 2000 (Guzik i wsp.) (95) poprzedzone
badaniem Huraux i wsp w populacji 97 pacjentow z 1999 (106). Badania populacyjne
obejmujace populacje 201 pacjentow publikowane byly w 2009 roku przez Antonidesa i
wspotpracownikow (107). Wdrozenie wytycznych profilaktyki wtornej choroby
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niedokrwiennej serca w poczatkach tego wieku obok zmniejszenia wystepowania
modyfikowalnych czynnikéw ryzyka spowodowato znaczacy spadek $miertelnosci z
powodu choroby niedokrwiennej serca w krajach rozwinigtych. Szacuje si¢ , ze oba te
czynniki odpowiadaja za okoto 50 % redukcji $miertelnosci (108). Modyfikowalne
czynniki ryzyka odpowiadaja za 90 % zawaléw serca co udowodnity badania
INTERHEART (109). Z kolei wicloosrodkowe badania znaczenia statyn ASCOTT,
PROVE IT; inhibitorow konwertazy angiotensyny 4S, EUROPA doprowadzity do
powszechnego stosowania tych lekéw w profilaktyce wtornej choroby niedokrwienne;j
serca. Fakty te wpltynely na zmiane charakterystyki klinicznej pacjentow poddanych
CABG z powodu choroby niedokrwiennej serca.

Populacja pacjentéw prezentowana w niniejszej pracy jest podobna pod
wzgledem charakterystyki demograficznej do tej prezentowanych w pracach Antonidesa
i wsp. z 2009 czy aktualnych pracach pochodzacych z innych osrodkow europejskich.
Sredni wiek pacjentow w prezentowanej pracy pracy Antonidesa i wsp. , badaniach
Huraux i wsp. z 1999 oraz Guzika i wsp. z 2000 wynosit 63,6 — 65,9 lat. Odsetek kobiet
roznit si¢ znaczaco w poszczegdlnych badaniach. Zauwazalny jest wzrost odsetka
pacjentow otrzymujacych ACEI lub ARB oraz -blokery w badaniach prowadzonych na
poczatku i w koncu pierwszej dekady XXI wieku (Tab. 12). Wigksza czg$¢ pacjentow
otrzymywata takze statyny i aspiryne. Podobnie w prezentowanej pracy jak i
cytowanych obserwowano klasyczne czynniki ryzyka miazdzycy, roznice pomiedzy

populacjami byty niewielkie.

Tab. 12 Poréwnanie charakterystyki klinicznej pacjentow w cytowanych badaniach

populacji pacjentow poddanych CABG z powodu choroby niedokrwiennej serca

Huraux 1999 Guzik 2000 Antoniades Prezentowane

2009 wyniki
Wiek 63,6 £ 01,3 64+0,8 65.91+8.9 63,7+9,2
Odsetek 35% 19,5% 14,1% 22%
kobiet
Statyny n.a 80% 91% 88%
ACEI/ARB 37% 46% 70% 81,5%
p-blokery 47% 60% 83% 80,5%
Aspiryna n.a. 86% 85% 88,9%
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6.2 Rola tkanki ttuszczowej okotonaczyniowej w schorzeniach uktadu
sercowo-naczyniowego

Rola tkanki tluszczowej okolonaczyniowej w schorzeniach ukladu sercowo
naczyniowego nie jest dostatecznie poznana. Wiekszo$¢ wnioskow odnosnie jej funkcji
W rozwoju schorzen uktadu sercowo naczyniowego pochodzi z badan na zwierzetach i
badan in vitro (56, 110). Dzi¢ki tym badaniom udowodniono istotng rol¢ przebudowane;j
W procesie miazdzycowym przydanki w akceleracji rozwoju dysfunkcji $rodbtonka.
Doswiadczenia prowadzone na $winiach wykazaly, ze okluzja naczyn vasa vasorum
biegnagcych w tkance tluszczowej okotonaczyniowej i przydance prowadzi do
przyspieszonego remodelingu $ciany naczynia i pogrubienia intimy w ciggu kilku dni od
powstania uszkodzenia (111). Bardzo istotna praca dotyczgca patomechanizmu rozwoju
miazdzycy i roli przydanki w tym procesie zostala opublikowana przez grupe Akiro
Takeshita w 2000r. Stwierdzono wowczas, ze swinie ktorych naczynia wiencowe zostaty
owiniete materiatem uwalniajacym MCP-1, OX-LDL lub obie substancje wykazywatly
si¢ szybka akumulacja makrofagéw w przydance juz po 3-7 dniach i rozwojem blaszek
miazdzycowych po 2 tygodniach. Efekt ten byl odwracany przez podanie przeciwcial
neutralizujagcych MCP-1 lub Fasudilu — inhibitora Rho-kinazy (112). Inne badania z 2006
udowodnity efekt przywracajacy funkcj¢ rozkurczowa naczynia zalezng od NO po
podaniu Fasudilu w badaniu FMD pacjentéw z ChNS (113).

Pomimo interesujacych wynikow badan prowadzonych na modelach
zwierzecych istniejg tylko nieliczne badania kliniczne na znaczacych populacjach
pacjentéw, ktorych gtownym celem jest wyjasnienie roli PVAT w chorobie
niedokrwiennej serca (114). Wigkszo$¢ z badan analizujgcych funkcje wazomotoryczne
naczyn W populacji ludzkiej to badania obserwacyjne oparte o posrednie, nicinwazyjne
metody pomiaru rozkurczu naczynia takie jak oceniane ultrasonograficznie u pacjenta
rozszerzenie tetnicy promieniowej, zalezne od wzrostu stezenia tlenku azotu, w
odpowiedzi na zwigkszenie przeptywu i zwigzanym z nim wzrost sit Scinajacych (sheer
stress; badanie FMD - flow mediated vasodilatation) (61). Pojedyncze badania
prowadzone byly przez bezposredni pomiar funkcji rozkurczowej naczynia w
odpowiedzi na wzrastajace stgzenia acetylocholiny. Ten kierunek badan jest szczegdlnie
interesujacy w S$wietle faktu, Ze przydanka jest miejscem koncowych zakonczen
wspoélczulnych, skad wydzielana acetylocholina dociera dalej przez vasa vasorum do

$rodbtonka (107, 115). Role przydanki jako fragmentu naczynia regulujgcego funkcje
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warstwy Srodbtonkowej podkresla tez fakt, ze nowotworzenie naczyn vasa vasorum w
przydance u $win z hipercholesterolemia wyprzedza powstanie dysfunkcji srodbtonka
(116). Wspotczesnie tkanke ttuszczowa okotonaczyniowg i przydanke traktuje si¢ jako
jedna strukturg z powodu trudnosci z ich Scistym wyodrgbniniem (115).

Istnieja pojedyncze badania, ktorych celem byloby wyjasnienie roli nacieku
leukocytarnego w PVAT w chorobie niedokrwiennej serca u ludzi. Histopatologiczna
ocena ponad 500 fragmentéw blaszek miazdzycowych pobranych z 22 aort ludzkich
$rodsekcyjnie opublikowana przez Moreno i wsp. w 2002 wykazata zwiekszony naciek
zapalny w przydance w peknietych blaszkach miazdzycowych (117). Prace tego rodzaju
maja istotng wade — probki tkankowe pochodza od niewielkiej 1 mato zréznicowane;j
grupy pacjentow, naciek zapalny oceniany immunohistochemicznie metodg liczenia
komorek w polu widzenia nie daj¢ obrazu nacieku w catej objetosci tkanki. Te trudno$ci
doprowadzily nas do poszukiwania metody badania tkanki ttuszczowej korelujacej z
naciekiem w catej objetosci tkanki poprzez wyodrebnienie komorek z frakcji wisceralno-
stromalnej i ich analiza cytometryczna.

Ostatnio opublikowane prace, wykorzystujace opisang wyzej metode badania
nacieku zapalnego obecnego w tkance PVAT przez zliczenie komorek w przekrojach
tkanki po zabarwieniu metoda immunohistochemiczng, koncetrujg si¢ na wyjasnieniu
roli nacieku ztozonego z makrofagow. Opublikowana w 2014 r praca w populacji 38
pacjentow poddanych operacji CABG w ktorej badano nacieki zapalne ztozone z
makrofagéw (CD68+) klasycznych M1 (CD11c) i M2 (CD206+), wykazata zwigkszona
produkcje prozapalnych cytokin 1I-1, 1I-17 i 1I-23 w PVAT oddalonej od miejsca
zwezenia w poroOwnaniu do fragmentu pochodzacego znad miejsca zwezenia tetnicy
wiencowej (118). W badaniu tym za pomocg mato czutych metod histologicznych nie
stwierdzono réznic w nacieku limfocytarnym w PVAT pochodzacym znad miejsca
zwezenia 1 miejsca oddalonego od zwezenia, natomiast we fragmencie oddalonym od
zwezenia 2-3 krotnie zwiekszony byt naciek ztozony z makrofagow, ktorych wigkszos¢
z stanowity komoérki M2 i ktorych liczba korelowata z produkcjg 1L-6, VCAM, VEGF,
katepsyny S biatka wigzacego retinol RBP-4 w tkance PVAT. Mniejsza liczba
makrofagdbw w otoczeniu zwezenia tlumaczona jest przez autorow przez istnienie
warunkow hipoksji wokot zwezenia, czego nie potwierdza jednak zmniejszona
koncentrcja czynnikow wzrostu, ktéra powinna by¢ podwyzszona w warunkach
hipoksemii. Fragmenty pochodzace z okolicy zwezenia wykazywaly tez znaczaco

mniejsza produkcje adipocytokin. Warto zauwazy¢, ze badania te prowadzone byly na
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niewielkich populacjach pacjentéw, stad ich niewielka moc wykrywania bardziej
subtelnych réznic w nacieku zapalnym tkanki PVAT oraz w réznicowaniu nacieku
zaplanego zlozonego ze specyficznych subpopulacji limfocytarnych. Ponadto ocena
nacieku zapalnego odbywata si¢ poprzez zliczenie komoérek w wybranych jedynie
przekrojach tkanki po zabarwieniu metodg immunohistochemiczng.

W niniejszej pracy wykazano istnienie zwigkszonego nacieku leukocytarnego w
tkance tluszczowej okotonaczyniowej wyrazone zaréwno jako odsetek komorek frakcji
stromalnej jak i bezwzgledna ilo§¢ komorek danego typu na mg suchej tkanki PVAT.
Odsetek komorek CD45+ byt 5 — 8 krotnie zwigkszony w tkance ttuszczowej pobranej
znad zwezenia tetnicy wiencowej poréwnujac z tkanka tluszczowa okotonaczyniowa
naczynia nie dotknigtego procesem miazdzycowymi — IMA i tkankg thuszczowa
podskorna. Komoérki CD 45+ stanowily 12,2% wszystkich komorek frakcji stromalnej
PVAT w LAD.

Obserwowane warto$ci naciekOw leukocytarnych stanowig warto$ci nizsze niz
odsetek komorek CD45+ w tkance tluszczowej myszy. Tkanka tluszczowa myszy
dystrybuuje si¢ inaczej niz u ludzi — tkanka tluszczowa okologonadlana stanowi 30 %
calkowitej masy tkanki thuszczowej i wazy zwykle okoto 4 g i z powodu tatwosci
wyodrebnienia czgsto stanowi obiekt badan naukowych. Dla porownania typowa tkanka
tluszczowa trzewna wazy u myszy tylko okoto 0,5 g (119). Roznice w nacieku
leukocytarnym w tych przedzialach nie sg znane. Jednak podbnie jak u ludzi, u myszy
glowna mase komorek frakcji stromalnej tkanki tluszczowej stanowig komorki
macierzyste, fibroblasty oraz komorki podscieliska naczyn krwionosnych. Z frakcji
stromalnej komorek pochodzi okoto 70% wszystkich biatek izolowanych z tkanki
thuszczowej (120).

Naciek limfocytarny wyrazany w liczbie komodrek na mg tkanki byl dwukrotnie
wyzszy w PVAT LAD niz IMA i 3-krotnie wyzszy niz w tkance thuszczowej podskorne;.
Odsetki komorek CD3+ oraz liczba komorek wyrazana na mg tkanki jest okoto 2 krotnie
nizsza niz w tkance thuszczowej trzewnej myszy. Liczba komoérek CD4+, wynosita 40-
50 komorek/ mg w PVAT a CD8+ 151 25 komorek / mg tkanki w PVATodpowiednio
IMA i LAD. Dla porownania w tkance tluszczowej mysiej liczba komoérek CD4+
wynosita u myszy karmionych dietg standardowa 40-50 komorek / mg tkanki i 120-130
komorek/mg tkanki w populacji myszy karmionych dietg wysokokaloryczng (121).
Naciek komorek CD4+ w populacji pacjentow operowanych z powodu chorby

wiencowej jest wiec podobny do nacieku zapalnego obserwowanego u zdrowych myszy.
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W prezentowanych w pracy badaniach wielko$ci naciekéw zapalnych byty
wzajemnie skorelowane w obrebie PVAT naczynia dotknigtego procesem
miazdzycowym jak i1 wolnym od miazdzycy. Korelacja dotyczyta nacieku
leukocytarnego, limfocytarnego jak i ilosci komoérek CD8+, co moze wskazywaé na
uogolniony charakter stanu zapalnego w tkance tluszczowej okotonaczyniowej w
populacji pacjentow poddawanych CABG z powodu choroby wiencowe;.

Starsze badania prowadzone na nieselektywnie pobranych fragmentach tkanki
thuszczowej nasierdziowej i trzewnej pobranych od 46 pacjentéw operowanych z
powodu ChNS i 12 operowanych Kkardiochirurgicznie z innych powodoéw (wady
zastawkowe) wykazaly zwigkszony poziom prozapalnych cytokin TNFa i I1-6 oraz
adipocytokin — leptyny i wisfatyny w populacji pacjentéw operowanych z powodu ChNS
tak w tkance tluszczowej trzewnej jak i nasierdziowej, Poziom adiponektyny byt
natomiast nizszy u tych pacjentéw w poréwnaniu do pacjentow operowanych z powdu
wad zastawkoych (122). Biorac pod uwagg fakt, ze wigksza ilos¢ TNFa oraz IL-6 jest
produkowana przez aktywowane makrofagi oraz leukocyty i limfocyty istotnym problem
wydawato si¢ okreslenie roli tych komorek zapalnych w PVAT.

Jak wspomniano nieliczne badania PVAT w populacji pacjentéw operowanych z
powodu ChNS koncetrowaly si¢ raczej na wyjasnieniu roli nacieku ztozonego z
makrofagdbw. W badaniach Hiraty 1 wsp. poréwnujacych naciek makrofagow M1 1 M2
w nieselektywnie pobranych fragmentach tkanki thuszczowej nasierdziowej u 38
pacjentéw poddanych operacji kardiochirurgicznej z powodu ChNS i 40 poddanych
zabiegowi wymiany zastawki wykazano ze stosunek makrofagéw MI1/M2 byt
skorelowany z rozlegtoscia miazdzycy wg skali Gensiniego (123) i produkcja
prozapalnych cytokin (124). W niniejszej pracy analizowano specyficzne subpopulacje
limfocytow w réznych etapach pozagrasiczego rdéznicowania oraz limfocytow

aktywowanych.
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6.3 Subpopulacje limfocytow aktywowanych i efektorowych w
przewleklym stanie zapalnym

Limfocyty naiwne akumulowane sg w warstwie korowej weztow chtonnych dzigki
wysokiej ekspresji CCR7 i wysokiej ekspresji ligandéw tj CCL19 i CCL21 w komédrkach
srodbtonka kory wezla chionnego. Do warstwy tej migruja takze komorki APC np.
komorki Langerhansa rowniez dzieki wysokiej ekspresji tej czasteczki. W nastepstwie
kontaktu komorki APC 1 naiwnego limfocytu T w wastwie korowej dochodzi do
aktywacji przy wspotudziale czastki kostymulacyjnej CD80/86 komodrki APC 1 ligandu
CD28 limfocyta T oraz do przeksztalcenia czg$ci naiwnych komoérek T w komorki
pamieci a pozostatych limfocytow w komorki efektorowe. W zalezno$ci od charakteru
czynnika aktywujacego oraz §rodowiska cytokin dochodzi do réznicowania w komorki
Th1, Th17, Th2, Th3 produkujace TGFp (transforming growth factor) lub Tregs (CD25+,
FoxP3+). Z drugiej strony komorki centralne pamigci mogg traci¢ czasteczke CCR7
stajac si¢ komorkami efektorowymi pamieci, nie mogacymi zasiedla¢ weztow
chionnych. Ich rolg jest patrolowanie tkanek i szybka reakcja na stymulacj¢ antygenowa.
Po aktywacji wykazuja wysoka ekspresje perforyny i tracg zdolnosci proliferacyjne. W
przypadku braku stymulacji antygenowej mogg one ponownie nabywaé CCR7 i
ponownie uzyska¢ mozliwo$¢ zasiedlania weztéw chlonnych stajac si¢ komodrkami
centralnymi pamigci (125).

W prezentowanej pracy wykazano istotne réznice w odsetkach populacji komorek
centralnych pamigci (CD45RA-CCR7+) i efektorowych pamieci (CD45RA-CCR7-) w
tkance tluszczowej okotonaczyniowej oraz tkance ttuszczowej podskornej. W obrebie
tkanki tluszczowej okotonaczyniowej dochodzi do wyraznej dominacji komorek
efektorowych pamigci CD4+ oraz CD8+ CD45RA- CCR7-, powstatych po kontakcie z
antygenem, nad komoérkami naiwnymi 1 centralnymi pamiegci (CD4+ p<0,001; CD8+
p<0,05 ANOVA). Komorki efektorowe stanowig 60% wszystkich limfocytow CD4+
oraz okoto 40 % limfocytéw CD8+ w tkance ttuszczowej okotonaczyniowej. Kolejna
pod wzgledem czgstosci populacja sg komodrki centralne pamigci stanowigce 30 %
wszystkich limfocytow CD4+ oraz CD8+. W przypadku limfocytéw CD4+ odsetek
komorek efektorowych jest dwukrotnie wyzszy niz komorek centralnych pamigci.

Podobnie w odniesieniu do populacji limfocytow CD8+ w obrebie tkanki
tluszczowej okotonaczyniowej dochodzi do wyraznej dominacji komoérek efektorowych

pamigci CD8+ CD45RA-CCR7-, powstatych po kontakcie z antygenem nad komorkami
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centralnymi pamieci (CD8+ p<0,05 ANOVA) aczkolwiek dominacja komorek
efektorowych nie jest az tak wyrazna. Analiza charakteru nacieku zapalnego z dominacja
autoreaktywnych komoérek CD8+ przypomina komorki stwierdzane w przewleklym
stanie zapalnym np. w kontaktowym zapaleniu skory (126) czy schorzeniach o podtozu
auoimmunologicznym. Promieniowanie UVB, witamina D, blokery kanatow
potasowych Ky1.3 (KCNA3) oraz retinoidy hamujg powstawanie efektorowych
limfocytow CD8+ w kontaktowym zapaleniu skoéry, a blokada kanatow potasowych
Kv1.3 charakterystycznych dla komorek efektorowych pamigci wydawata si¢ by¢
skuteczna w modelach zwierzgcych w leczeniu cukrzycy typy 1 i 2, stwardnienia
rozsianego i reumatoidalnego zapalenia stawow oraz chordob przyzebia, postulowano tez
mozliwg skuteczno$¢ inhibitorow tego kanalu potasowego w leczeniu otytosci.
Niedawno zaobserwowano, ze klofazymina lek stosowany od 1969 w dermatologii w
leczeniu tradu, wykazujacy rowniz silne dziatanie immunosupresyjne wykotrzystywane
w hamowaniu reakcji GvH, wywiera swe dzilanie dzigki hamowaniu kanatow
potasowych Ky1.3 (127).

W badaniach na zwierzgtach wykazano, ze otyto§¢ zmniejsza ilo§¢ komoérek T naiwnych
na rzecz komorek efektorowych pamieci, co przedstawiono w wynikach ninjeszej pracy
ale w odniesieniu do miazdzycy. Komorki efektorowe w tkance ttuszczowej otylych
myszy posiadaja zmniejszong réznorodnos¢ receptorow TCR-VB (128). Badania
ostatnich lat wykazaty tez, ze zwigkszona ilo$¢ komorek efektorowych CD8+ obecna jest
u myszy poddawanych naprzemiennym epizodom przybierania na masie i utraty masy
ciata, natomiast ilosci ani odsetki makrofagow M1/M2 nie zmianiaty si¢ (128) (129). W
Swietle prezentowanych badan zastosowanie potencjalne zastosowanie lekow
hamujacych aktywno$¢ komorek efektorowych pamieci w zapobieganiu i leczeniu
choroby niedokrwiennej serca wydaje si¢ byC interesujacym kierunkiem przysztych
badan.

W niniejszej pracy stwierdzono takze, ze zwigkszony naciek komorek CD4+
efektorowych o koncowym etapie roznicowania skorelowany jest z relaksacja naczynia
w odpowiedzi na acetylocholing, wskazujac na potencjalnie protekcyjny wplyw tej
subpopulacji komorek na zachowanie zaleznego od biodostepnosci tlenku azotu funkcji

rozkurczowej naczynia.
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6.4 Naciek leukocytarny i limfocytarny a funkcja rozkurczowa
naczynia

Rola komorek zapalnych w rozwoju blaszki miazdzycowej i promowaniu
niestabilnos$ci blaszki miazdzycowej byta przedmiotem wielu badan. Niezwykle istotne
wnioski poszerzajace nasze rozumienie patofijologii miazdzycy mialty swoje zrodlo w
obserwacjach dokonanych w modelach zwierzecych. Pomimo to badacze sg $wiadomi
istnienia istotnych r6znic w modelach miazdzycy ludzkich i zwierzg¢cych, stad niezwykle
istotna wydaje si¢ promocja badan translacyjnych obejmujacych zastosowanie
precyzyjnych metod laboratoryjnych w badaniu fragmentéw tkanek pochodzacych od
pacjentow. Przykladem istotnych réznic w patofizjologii miazdzycy w modelach
ludzkim i1 zwierzgcym moze by¢ rola receptora dla chemokin X3 — CX3CR1. Receptor
ten pelni wazna funkcje w rekrutacji makrofagow do blaszki miazdzycowe;j i powstawniu
komorek piankowatych u ludzi a takze migracji monocytow do tkanki tluszczowe;j.
Kontrastuje to z role tego receptora w modelu mysim, gdzie czasteczka ta nie wydaje si¢
by¢ istotna w regulowaniu migracji monocytow (130). W zwigzku z tym zaplanowano
badania translacyjne w populacji ludzkiej z wykorzystaniem precyzyjnych metod badan
in vitro.

Analizujac rozkurcz krazkéw naczyniowych IMA zalezny od biodostepnosci NO
wykazano w niniejszej pracy zalezno$¢ pomiedzy uposledzona funkcja rozkurczowa
naczynia a nasilonym naciekiem komorek CD 3+ oraz CD8+ w PVAT. Uzyskane
wyniki poparte s3 wykorzystaniem precyzyjnej metody izolowanych krazkow
naczyniowych z pomiarem wplywu pojedynczego czynnika — stezenia acetylocholiny.
Analiza statystyczna potwierdza Statystyczna istotno$¢ jest stwierdzana dzigki analizie
kolejnych przyrostow rozkurczu metoda powtarzanych pomiarow.

Wynik niniejszego badania przeprowadzonego w populacji pacjentOw rzuca nowe
$wiatlo na role zwigkszonego nacieku limfocytéw CD8+ w PVAT w patogenezie
miazdzycy u ludzi. Jak dotad prowadzone na myszach badania rozwoju
insulinoopornosci i otyto$ci u myszy karmionych dietg wysokottuszczowg uzasadniaty
wniosek, ze limfocyty CD8+ s3 zaangazowane w rozwdj insulinoopornosci,
wzmozonego nacieku zapalnego w tkance tluszczowej za$ limfocyty CD4+ hamuja
powstawanie insulinoopornosci i promuja prawidtowa mase tkanki ttuszczowej u myszy.
W cytowanych badaniach w tkance tluszczowej najadrzowej dochodzi w trakcie

karmienia dieta wysokottuszczowg do 2-3 krotnego zwigkszonego nacieku komorek
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CD8+ CD44+, 3-4 krotnego makrofagow i okoto dwukrotnie zmniejszonego odsetka
komorek CD4+ oraz CD4+ CD25+ FoxP3+ po 30 tygodniach karmienia dietg
wysokottuszczowa (131). Co zaskakujace myszy ze nokautowanym genem dla
czasteczki CD8+ poza faktem, ze nie wykazywaty zwickszonego odsetka komorek CD8+
w tkance tluszczowej, nie wykazywaly takze zwigekszonego odsetka makrofagdéw oraz
obnizone poziomy TNFa i 11-6 w trakcie karmienia dietg wysokottuszczowa, pomimo
zwigkszonej masy ciata. Rowniez tolerancja glukozy byta tylko w niewielkim stopniu
obnizona u myszy CD8a -/-. Transfer komorek CD8+ przywracal odsetki komorek
zapalnych oraz uposledzong tolerancje glukozy charakterystyczng dla myszy bez
wylaczonej ekspresji genu. Dalsze eksperymenty wykazaly istotng funkcje¢ limfocytow
CD8+ pochodzacych od myszy karmionych dieta wysokottuszczowa w transformowaniu
monocytéw w makrofagi M1 , za co w gléwnej mierze odpowiada MCP-1.

Z Kolei inne badania, w ktorych wykorzystywano metod¢ transferu limfocytow do
krwiobiegu myszy Ragl-null -/- pozbawionych limfocytow, wykazaty, ze to transfer
limfocytoéw CD4+ powodowal spadek masy ciata oraz przywracal insulinowrazliwo$é¢
(poziom insuliny spadat 2-3 krotnie tak jak i poziom glukozy) u tych knock-out’ow.
Transfer limfocytow pozbawionych receptorow TCR nie powodowal tego efektu.
Zmniejszal si¢ takze poziom leptyny, MCP-1 a efekt ten nie byt zalezny od obecnos$ci
komoérek CD4+ FoxP3+. Zalezny byl od mozliwosci rdéznicowania limfocytow T do
komorek Th2 co z kolei uzaleznione jest od aktywnosci czynnika transkrypcyjnego Stato.
Transfer limfocytow CD4+Stat- nie powodowatl zmniejszenia masy ciala 1 spadku
insulinoopornosci. Stwierdzono, ze w tkance tluszczowej trzewnej myszy na diecie
wysokottuszczowe] dochodzi do zmniejszenia liczby komorek regulatorowych CD4+
FoxP3+ (z 12 do 8 komorek/mg tkanki); 2-3 krotnego wzrostu komoérek CD4+ ( z 40-50
do 120-130 komorek/ mg tkanki) oraz Thl komoérek INFy+ ( z 20 do okoto 60
komorek/mg tkanki) a zmniejszenia ilosci komoérek prozapalnych Th17 (z 1 do 0,5
komorki/mg tkanki). Myszy Rag -/- nie posiadajgce limfocytow przybieraja bardziej na
wadze gltownie na drodze hipertrofii adipocytow 1 wykazuja bardziej nasilong
insulinooporno$¢. Podawanie przeciwciala anty CD3, ktére zmniejsza pule limfocytow
ale promuje roznicowanie komodrek CD4+ FoxP3+, powodowalo spadek masy ciala
Myszy 1 przywrdcenie insulinowrazliwosci pomimo braku zmniejszenia ilosci komorek
Th1l INFy+. Przeciwciato to powoduje takze wzrost odsetka makrofagow M2 i wtérnie

do tego wzrostu zwigkszenie 3 krotne ilosci I1-10.
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Badania te sugerujg istotng rol¢ limfocytow Th2 produkujacych I1-4 i 11-13 w utrzymaniu
prawidtowej masy ciata, odwrotny efekt wywiera naciek komorek CD8+, promujacy
réznicowanie makrofagobw w kierunku klasycznych komoérek prozapalnych MI.
Migracja limfocytéw T do tkanki ttuszczowej zalezy od obecnosci receptora TCR
rozpoznajacego antygeny zgodnosci tkankowej. Niedawno opisana populacja komorek
regulatorowych CD4+/FoxP3+ z ograniczonym repertuarem receptoréw TCR (132)
wskazuje na wystepowanie presji selekcyjnej na dojrzewanie komorek T rozpoznajacych
antygeny tkanki thuszczowej i1 preferencyjne zasiedlanie przez te limfocyty tkanki
thuszczowej (125).

W badaniach nie analizowano frakcji Thl7 z powodu bardzo niewielkiej ilo$ci i
mozliwo$ci wystagpienia bledu systematycznego.

Wykorzystywana w niniejszej pracy metoda badania rozkurczu naczynia in vitro
pozwala na okreslenie wptywu innych wybranych czynnikow na zalezny od
biodostepnosci tlenku azotu rozkurcz naczynia. Znanym czynnikiem wptywajacym na
biodostepnos¢ tlenku azotu jest anionorodnik ponadtlenkowy reagujacy z NO i
zmniejszajacy w ten bezposredni sposob jego biodostepnose.

Z drugiej strony waznym zrodlem aninorodnika ponadtlenkowego sa leukocyty. W
zwiazku z tym podjeto probe analizy wptywu zwigkszonego nacieku leukocytarnego w

PVAT na produkcje anionorodnika ponadtlenkowego.

6.5 Rola anionorodnika ponadtlenkowego

W badaniach na zwierzetach obserwowano zalezno$¢ pomiedzy zwigkszong
produkcjg reaktywnych form tlenu w tkance ttuszczowej okotonaczyniowej a dysfunkcja
$rédbtonka. W badaniach na myszach karmionych 8 miesiecy dieta wysokokaloryczna
stwierdzono, ze te¢tnice pozbawione tkanki ttuszczowej okotonaczyniowej wykazywaty
mniej nasilong dysfunkcje $rodblonka w poréwnaniu z fragmentami naczynia nie
pozbawionymi PVAT. Obecnos¢ tkanki tluszczowej okolonaczyniowej zapewniata z
kolei silniejszy rozkurcz w naczyniach pobranych od myszy karmionych standardowsg
dieta3. PVAT pochodzaca od otylych myszy wykazywata zwickszong produkcje
aninorodnika ponadtlenkowego oraz nadtlenku wodoru, a zahamowanie NADPH
oksydazy przez apocyning lub usuniecie reaktywnych form tlenu przez dodanie

substancji wymiatajgcej wolne rodniki katalazy czy Tironu niwelowato ten wzrost. Te
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srodki farmakologiczne przywracaly tez prawidlowg wazorelaksacje naczynia w
naczyniach od myszy otylych z obecng tkankg okotonaczyniowa (58).

W niniejszej pracy zaobserwowano dodatnig korelacj¢ liniowg pomigdzy
wielkoscig nacieku komorek CD 45+; CD3+ oraz CD8+ a produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego przez $ciang naczynia krwiono$nego. Badania te opisuja po raz
pierwszy te zaleznos$¢ w duzej populacji pacjentow poddanych CABG z powodu ChNS.
Istotna rola reaktywnych form tlenu w rozwoju dysfunkcji $rodblonka w badaniach
niewielkiej grupy pacjentéw z otyloscia olbrzymia opisywana byta wczesniej (133).

W populacji 20 pacjentdow oceniano funkcje rozkurczowa matych naczyn tkanki
thuszczowej podskornej 6 miesiecy po operacji bariatrycznej. Badano odpowiedz
skurczowa na fenylefryne w obecnos$ci PVAT, w obecnosci blokera dla adiponektyny,
obecnosci SOD i katalazy (133). Wykazano, ze odpowiedz skurczowa byta znaczaco
stabsza po zabiegu oraz zmniejszona przed zabiegiem jesli uzyto wymiataczy wolnych
rodnikow a podwyzszona jesli uzyto blokera receptoréw dla adiponektyny. Wyniki
wskazuja na obecno$¢ zaleznej od produkcji reaktywnych form tlenu dysfunkcji
srodblonka hamowanej przez adiponektyne w otytosci olbrzymiej. Po operacji ilos¢
makrofagoéw oceniania histologicznie zmniejszyta si¢ o potowe, czemu towarzyszyt
ponaddwukrotny spadek TNFa, zmniejszyt si¢ rozmiar adipocytu, co korelowalo ze

spadkiem BMI, wzrostem pozimu adiponektyny i spadkiem poziomu leptyny.

6.6 Rola limfocytow aktywowanych w regulacji funkcji Srodbtonka i
stresu oksydacyjnego

Naciek ztozony z komorek naiwnych CD8+ oraz aktywowanych limfocytow CD8+
posiadajacych markery p6znej aktywacji HLA-DR, receptory dla chemokin CCRS5 oraz
receptory dla IL-2 (CD25+) sg szczegolnie silnie skorelowane z upo$ledzong funkcja
rozkurczowg IMA. Zwigkszony odsetek komorek CD 8+ CD 25+ we krwi takze koreluje
z uposledzong funkcja rozkurczowg IMA.

Markerami p6znej aktywacji limfocytow jest pojawienie si¢ na powierzchni komorek
antygenow zgodnosci tkankowej HLA-DR. Wykazano, Ze zwigkszony naciek
aktywowanych limfocytow CD8+ HLA-DR+ koreluje z uposledzong relaksacja tetnicy
IMA w odpowiedzi na Ach i zwigzany jest tez ze wzmozong produkcjg anionorodnika
ponadtlenkowego przez to naczynie. Podobne zalezno$ci prezentowano w odniesieniu
do limfocytow CD4+ HLA-DR.

82



Inne markery aktywacji limfocytow obejmujg wyst¢powanie receptora dla chemokin
CCRS5, ktorego obecnos$¢ wskazuje na niedawny kontakt limfocytu efektorowego z
antygenem a ktorego obecnos¢ utatwia homing limfocytu do docelowej tkanki
obwodowej (126). W niniejszej pracy obserwowano korelacje pomigdzy zwigkszonym
naciekiem PVAT przez komoérki CD8+ posiadajgce receptor dla chemokin typu 5
CCR5+, a uposledzong wazorelaksacjg naczynia w odpowiedzi na acetylocholing.

Podobnie nasilony naciek zlozony z komorek posiadajacych na swojej
powierzchni marker wczesnej aktywacji — czastke kostymulacyjng CD28 — jest zwigzany
z uposledzong relaksacja naczynia w odpowiedzi na Ach. Zwigkszony naciek komorek
CD8+ CD28+ bedacych limfocytami cytotoksycznymi (podczas gdy limfocyty
CD8+CD28- to limfocyty regulatorowe) w PVAT koreluje silniej z uposledzonym
rozkurczem IMA niz catkowity naciek ztozony ze wszystkich komorek CD8+.

Najsilniejsza jednak wartos¢ wspdtczynnika korelacji liniowej dotyczy komorek
CD8+ posiadajagcych na swojej powierzchni marker aktywacji CD25+, bedacy
receptorem dla interleukiny — 2 (11-2 R). Warto$¢ wspotczynnika korelacji liniowej
wskazuje na wysokg korelacj¢ nacieku ztozonego z komorek CD8+ CD25+ z dysfunkcja
srodbtonka naczyn tetniczych w ChNS. Co interesujgce rowniez zwigkszona
bezwzgledna ilo§¢ komodrek CD8+ CD 25+ we krwi korelowata z uposledzong funkcja
srodblonka tetnicy IMA ale korelacja ta byla istotnie stabsza.

6.7 Znaczenie badan dla praktyki klinicznej

Analiza ta dowodzi, ze zwigkszony naciek PVAT ztozony z aktywowanych komorek
CD8+ CD25+ jest niezaleznym od klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy
czynnikiem predykcyjnym uposledzonej funkcji rozkurczowej naczynia zaleznej od
biodostepnosci tlenku azotu.

Przeprowadzone badania wskazuja na istotng role tkanki tluszczowej
okotonaczyniowej w modulacji funkcji rozkurczowej naczynia. Po raz pierwszy
wykazano, ze naciek zapalny ztozony z aktywowanej frakcji efektorowej komorek CD8+
wplywa na funkcje wazorelaksacyjng naczynia w populacji pacjentow operowanych z
powodu choroby niedokrwiennej serca. Nieprzedstawione w prezentowanej pracy

wyniki wskazujace na uposledzong funkcje IMA po usunigciu tkanki tluszczowej
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okotonaczyniowej kierujg uwage na istotng role tkanki ttuszczowej okotonaczyniowej w
zachowaniu wtasciwej funkcji relaksacyjnej naczynia.

Do podobnych wnioskéw doprowadzity tez wielokrotnie stawiane pytania o technike
wszczepiania graftu naczyniowego. Obecnie dominuje poglad preferujacy przeszczep
fragmentéw IMA 1 zyly odpiszczelowej w bloku tkankowym z przydankg i tkanka
tluszczowa okotonaczyniowg. Odpreparowywanie tetnicy czy zyly odpiszczelowej
prowadzi do uszkodzen przydanki i odzywczej sieci vasa vasorum. W Swietle
prezentowanych w niniejszej pracy i cytowanych wynikow badan wysnu¢ mozna
wniosek, ze pacjenci z nasilonym naciekiem limfocytarnym w tkance tluszczowej
okotonaczyniowej moga odnies¢ mniejszg korzys¢ z przeszczepu fragment IMA w bloku

tkankowym niz pacjenci z niskim naciekiem zapalnym w PVAT (134).
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7. WNIOSKI

1. Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa wokoél naczyn dotknietych procesem
miazdzycowym charakteryzuje si¢ kilkukrotnie wyzszym naciekiem
leukocytarnym i limfocytarnym w poroéwnaniu do tkanki tluszczowej
okotonaczyniowej pobranej z tetnicy wolnej od miazdzycy i w pordwnaniu z
tkanka tluszczowa podskorng. Pomimo to wielko$¢ nacieku jest wzajemnie
skorelowana pomig¢dzy naczyniem dotknigtym miazdzycg i wolnym od niej.

2. W nacieku limfocytarnym tkanki thuszczowej okotonaczyniowej znad naczynia
dotknietego miazdzyca dominujg komorki centralne 1 efektorowe pamieci CD4+
i CD8+.

3. Funkcja rozkurczowa naczynia zalezna od biodostgpnosci tlenku azotu jest
skorelowana z wielko$cig nacieku limfocytarnego w tkance tluszczowe;j
okotonaczyniowej. Zwigzek ten jest szczegodlnie silny w odniesieniu do
aktywowanych limfocytéw CD8+ posiadajacych markery aktywacji HLA-DR,
CCRS5 1 CD25. Z naciekiem zapalnym zlozonym z limfocytow CD8+ zwigzana
jest takze zwigkszona produkcja anionorodnika ponadtlenkowego przez $ciang
naczynia krwiono$nego.

4. Zwigkszony naciek limfocytarny komorek CD8+/25+ w tkance tluszczowe;j
okotonaczyniowej stanowi istotny 1 niezalezny  czynnik predykcyjny
uposledzonej funkcji rozkurczowej naczynia obok klasycznych czynnikéw

ryzyka miazdzycy.
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8. STRESZCZENIE

Wprowadzenie: miazdzyca jest schorzeniem przebiegajacym z powstawaniem zmian
zwyrodnieniowo-wytworczych i przewlektego stanu zapalnego w blonie wewnetrznej i
srodkowej tetnic takich jak aorta, naczynia wiencowe, mozgowe i te¢tnice konczyn.
Schorzenia zwigzane z rozwojem miazdzycy w tym choroba niedokrwiennna serca sa
druga najczestszg przyczyng zgonow w Europie. Rozwoj blaszki miazdzycowe] w
Scianie naczynia krwiono$nego jest zapoczatkowany przez rozwoj dysfunkcji
wewngetrznej btony naczynia warstwy komoérek srodbtonka z czym zwigzana jest
zmniejszona biodostepnos¢ tlenku azotu (NO). Do zmniejszenia biodostepnosci NO
prowadzi zmniejszona jego produkcja oraz reagowanie z produkowanymi w przebiegu
stanu zapalnego reaktywnymi formami tlenu takimi jak anionorodnik ponadtlenkowy.
Wyniki badan prowadzonych w modelach zwierzecych w ostatnich latach wskazuja na
istotng rolg blony zewngtrznej $Sciany naczynia — przydanki oraz tkanki tluszczowe;j
okotonaczyniowej (perivascular adipose tissue, PVAT) w rozwoju miazdzycy. Jak
dotad nie znany jest wplyw rozwoju przewlektego stanu zapalnego w tkance ttuszczowe;j
okotonaczyniowej na rozwdj 1 przebieg procesu miazdzycowego. Nie zostal tez
scharakteryzowany naciek zapalny w tkance ttuszczowej okotonaczyniowej w populacji
pacjentéw leczonych z powodu zaawansowanej choroby niedokrwiennej serca.

Metody: Badaniem zostalo objetych 108 pacjentéw poddawanych operacji
pomostowania aortalno-wiencowego (CABG) z powodu stabilnej choroby wiencowej z
uzyciem graftu tetnicy piersiowej wewnetrznej (IMA). Analizowano czynniki ryzyka.
Pobrane fragmenty tkanki thuszczowej okotonaczyniowej otaczajacej dotkniete procesem
miazdzycowym naczynie wiencowe — gataz zstgpujaca przednia lewej tetnicy wiencowej
(LAD), otaczajacej fragment tetnicy piersiowej wewngtrznej oraz tkanki thuszczowej
podskornej nadbrzusza byty fragmentowane i trawione przy uzyciu buforu zawierajgcego
kolagenaze typu XI, kolagenaze¢ typu I oraz hialuronidazg. Otrzymana zawiesina
komorek frakcji stromalnej barwiona byta cytometrycznie przeciwciatami sprzggnietymi
z fluorochromem skierowanymi przeciwko markerom powierzchniowym CD45, CD3,
CD4, CD8, CD25, CD28, CCR5, CCR7, CD45Ra, HLA-DR i analizowana
cytometrycznie. Naciek komorkowy byt wyrazany w liczbie komorek na mg suche;j
tkanki. Rozkurcz naczynia IMA zalezny od biodostgpnosci NO w odpowiedzi na
wzrastajace stezenia acetylocholiny (10 — 10° M) byl badany metoda badania rozkurczu

izometrycznego izolowanych kragzkow naczyniowych w tazni wodnej po przykurczeniu
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naczynia fenylefryng w obecnosci indometacyny. Analizowano produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego przez $ciang naczynia metodg chemiluminescencji zaleznej od
lucygeniny.

Wyniki: W obrebie PVAT tetnicy dotknigtej procesem miazdzycowym dochodzi do
pieciokrotnie zwigkszonego nacieku odsetka komorek CD45+ w poréwnaniu do IMA 1
osmiokrotnie wigkszego w porownaniu do tkanki thuszczowej podskornej (12,2+1,2 vs
2,440,2112,241,2 vs 1,6+0,1). Naciek zlozony z komorek CD3+ jest trzykrotnie wyzszy
w PVAT LAD w poréwnaniu do S.C. (103,7+ 15,0 vs 38,0+3,4 komoérek na mg tkanki)
1 dwukrotnie wyzszy w PVAT IMA w poréwnaniu do S.C. (75,2 7,2 vs 38,0+3,4
komorek na mg tkanki).

Wykazano dodatnig korelacje pomigdzy wielkoscig nacieku leukocytarnego (r = 0,24;
p=0,02), limfocytarnego (r = 0,29 p=0,004 ) i ilosci komorek CD8+ (r = 0,29 p=0,005)
wyrazonych jako liczba komorek danego typu / mg suchej tkanki w PVAT otaczajace;j
naczynie dotknigte i wolne od procesu miazdzycowego — odpowiednio LAD i IMA.
Moze to wskazywaé¢ na uogdlniony charakter stanu zapalnego w tkance tluszczowej
okotonaczyniowej w populacji pacjentéw poddawanych CABG z powodu choroby
wiencowej. W obrebie tkanki thuszczowej okotonaczyniowej LAD dochodzi do wyrazne;j
przewagi komoérek efektorowych pamigci (CD45RA-/CCR7-) CD4+ oraz CD8+ (CD4+;
34,8+4,9 CD8+; 15,1+2,1 komoérek/ mg tkanki), powstatych po kontakcie z antygenem,
nad komoérkami naiwnymi (CD45RA+/CCR-7+) i centralnymi pamieci (CD45RA-
/ICCR-7+) (odpowiednio 7,1£1,0 i 25,7+3,6 dla komoérek CD4+ 1 5,3+0,8 i 12,7+1,8 dla
komorek CD8+). Wykazano zalezno$¢ uposledzonej funkcji rozkurczowej krazkow
naczyniowych IMA zaleznej od biodostepnosci NO od nasilonego nacieku komoérek CD
3+ (p<0,001, ANOVA) oraz CD8+ (p<0,001) w PVAT. Produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego przez naczynie IMA jest zalezna od wielkosci nacieku leukocytarnego
(p<0,05, ANOVA) i zlozonego z komoérek CD8+ (p<0,05) w tkance tluszczowej
okotonaczyniowej. Naciek z aktywowanych limfocytow CD8+ posiadajacych markery
p6znej aktywacji HLA-DR (r=- 0,31; p<0,01) receptory dla chemokin CCR5+ (r=- 0,23,
p<0,05) oraz receptory dla IL-2 (r=- 0,57; p<0,001) sg szczegodlnie silnie skorelowane z
uposledzona funkcja rozkurczowa IMA. Naciek limfocytarny ztoZzony z komorek
CD8+/CD25+ w PVAT stanowi istotny i niezalezny czynnik predykcyjny uposledzone;j
funkcji rozkurczowej naczynia obok klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy

(R?=0,38; p<0,01, analiza wieloczynnikowa).
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Whioski: Tkanka tluszczowa okotonaczyniowa wokot naczyn dotknietych procesem
miazdzycowym charakteryzuje si¢ wyzszym naciekiem leukocytarnym i limfocytarnym
w porownaniu PVAT tetnicy wolnej od miazdzycy IMA i w poréwnaniu z tkankg
tluszczowa podskorng. Wielko$¢ nacieku jest wzajemnie skorelowana pomigdzy
naczyniem dotkni¢tym miazdzyca i wolnym od niej. W nacieku limfocytarnym tkanki
tluszczowej okotonaczyniowej znad naczynia dotknietego miazdzycg dominujg komorki
centralne i efektorowe pamigci CD4+ i CD8+. Funkcja rozkurczowa naczynia zalezna
od biodostepnosci tlenku azotu jest skorelowana z wielko$cig nacieku limfocytarnego w
tkance tluszczowej okolonaczyniowej. Zwiazek ten jest szczeg6lnie silny w odniesieniu
do aktywowanych limfocytow CD8+ posiadajacych markery aktywacji HLA-DR, CCR5
i CD25. Z naciekiem zapalnym zlozonym z limfocytow CD8+ zwigzana jest takze
zwigkszona produkcja anionorodnika ponadtlenkowego przez $ciang naczynia
krwiono$nego.. Zwigkszony naciek limfocytarny komoérek CDS8+/25+ w tkance
thuszczowej okotonaczyniowej stanowi istotny i niezalezny czynnik predykcyjny
uposledzonej funkcji rozkurczowej naczynia obok klasycznych czynnikow ryzyka

miazdzycy.

88



Abstract

Introduction: atherosclerosis is a chronic disease progressing with accumulation of
fibro-fatty plaques in intimal and medial layer of arterial wall. The process is initiated by
the development of chronic inflammatory process in the affected arteries. Main areas of
circulation affected include the aorta, coronary, carotid, renal and peripheral arteries.
Diseases related to development of atherosclerosis are the second most common cause
of death in Europe. Development of atherosclerotic plaque is preceded by endothelial
dysfunction characterized by diminished nitric oxide (NO) bioavailability caused by
lowered NO production or reacting of produced NO with reactive oxygen species such
as superoxide anion. Preliminary studies in animal models demonstrated important role
of adventitia and perivascular adipose tissue (PVAT) at the early stages of the
development of atherosclerosis. Nevertheless, role of development of chronic
inflammatory process in PVAT in progression and course of atherosclerosis in human is
not known. The aim of the present study was to characterise the inflammatory
infiltration of PVAT in population of patients with severe coronary artery disease
following coronary artery bypass graft surgery (CABG) ), with particular focus on the
role of T cells as drivers of vascular inflammation.

Methods: 108 patients, who underwent CABG surgery with internal mammary artery
(IMA) grafting, were enrolled to the study. Atherosclerosis risk factors were analysed in
detail in relation to general clinical characteristics. PVAT specimens from anterior
ascending branch of left coronary artery affected with atherosclerotic process and IMA
not affected with atherosclerosis as well as subcutaneous tissue were fragmented and
digested with enzyme - containing buffer (hyaluronidase, collagenase XI and 1).
Suspension of cell were centrifuged and stained with labelled antibodies (CD45, CD3,
CD4, CD8, CD25, CD28, CCR5, CCR7, CD45Ra, HLA) and analysed with cytometer
FACS Canto Il. Inflammatory infiltration were presented as number of cells per mg of
tissue. NO-dependent vasorelaxation of IMA as a result of increasing doses of
acetylocholine (10° — 10° M) was studied by recording of isometric tension of arterial
rings in organ bath chamber. Studies were performed after precontration with
phenylephrine in the presence of indomethacin. Superoxide anion production by vascular
wall was analyzed with lucigenin-enhanced chemiluminescence.

Results: In PVAT of atherosclerotic coronary artery (LAD) CD45+ cells percentage in
stromal fraction is 5-fold higher than in IMA and 8-fold higher in comparison with SC
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(12,2+1,2 vs 2,4+0,2 and 12,2+1,2 vs 1,6+0,1, respectively). CD3+ infiltration is 3-fold
higher in PVAT LAD comparing with S.C. (103,7+ 15,0 vs 38,0+3,4 cell per mg of
tissue) and 2-fold higher in PVAT IMA comparing with S.C. (75,2+ 7,2 vs 38,0+£3,4
cells per mg of tissue). Positive correlation between leukocytic (r = 0,24; p=0,02),
lymphocytic (r = 0,29 p=0,004 ), CD8+ cells infiltration (r = 0,29 p=0,005) of PVAT in
atherosclerotic LAD arteries and not affected with atherosclerosis IMA arteries were
demonstrated indicating that inflammatory infiltration in PVAT is generalised.
Predominance of CD4+ and CD8+ effector memory cells (CD45RA-/CCR-7-) in PVAT
LAD (CD4+; 34,8+4,9 CD8+; 15,1+2,1 cells/ mg of tissue) comparing with naive
(CD45RA+/CCR-7+) and central memory cells (CD45RA-/CCR-7+) (CD4+ 7,1+1,0 and
25,743,6; CD8+ 5,3+0,8 and 12,7+1,8; respectively) were demonstrated. NO-dependent
endothelial dysfunction was related with increased accumulation of CD3+ cells
(p<0,001, ANOVA) and CD8+ cells (p<0,001) in PVAT IMA. Superoxide anion
production in IMA was associated with increased CD45+ (p<0,05, ANOVA) and CD8+
cells infiltration of PVAT IMA (p<0,05). Inflammatory infiltrates of activated CD8+
lymphocytes with late-activation marker HLA-DR (r= - 0,31; p<0,01) CCR5 receptor (r=
- 0,23; p<0,05) and IL-2 receptor (CD25+; r= - 0,57; p<0,001) are particularly strongly
correlated with impaired endothelial function of IMA. Lymphocytic infiltrate of
CD8+/CD25+ cells w PVAT is significant and independent prediction factor of impaired
endothelial function apart from classical atherosclerosis risk factors (R?=0,38; p<0,01,
MANOVA).

Conclusions: Leukocytic and lymphocytic infiltration of PVAT in coronary arteries
affected with atherosclerosis is markedly increased comparing with PVAT of
atherosclerosis-free  IMA and subcutaneous tissue. The extent of inflammatory
infiltration is correlated in affected and non-affected arteries. In PVAT of affected
arteries central memory cells and effector memory cells predominance was observed.
NO-dependent vasorelaxation is correlated with lymphocytic infiltration. These relation
is particularly strong in respect of activated CD8+ cells with HLA-DR, CCR5 and CD25
markers. Superoxide anion production by vascular wall is also related with increased
CD8+ cells infiltration in PVAT. Increased lymphocytic infiltration of activated
CDB8+/25+ cells in PVAT is a significant and independent prediction factor of impaired

endothelial function apart from classical atherosclerosis risk factors.
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9. SPIS SKROTOW

ACE, angiotensin-converting-enzyme, enzym konwertujacy angiotensyne
ACELI, angiotensin-converting-enzyme inhibitor, inhibitor enzymu konwertujacego
angiotensyne

Ach, acetylocholine, acetylocholina

ADREF, adipocyte derived relaxing factor, czynnik naczynioworozkurczowy
pochodzacy z tkanki thuszczowej

ADCEF, adipocyte derived contracting factor, czynnik naczyniowoskurczowy
pochodzacy z tkanki thuszczowe;j

Akt, Protein kinase B (PKB), kinaza biatkowa B

AMPK, 5'adenosine monophosphate-activated protein kinase, Kinaza aktywowana
5'AMP

ANOVA, Analysis of variance, analiza wariancji

ApoE, apolipoprotein E, Apolipoproteina E

AT1, Angiotensin Il receptor, type 1, receptor dla angiotensyny — 1

BH4, Tetrahydrobiopterin tetrahydrobiopteryna

BMI, body mass index, wskaznik masy ciata

CABG, Coronary Artery Bypass Graft, Pomostowanie aortalno-wiencowe
CAMP, Cyclic adenosine monophosphate, cykliczny adenozynomonofosforan
CaClz calcium chlorate, chlorek wapnia

CCS, Canadian Cardiovascular Society Scale, Skala CCS

CCRS5, Receptor C-C chemokin typ 5, receptor chemokin typu 5

CCRY7, Receptor C-C chemokin typ 7, receptor chemokin typu 7

CD3, cluster of differentiation 3, marker limfocytow T

CD4, cluster of differentiation 4, marker limfocytow T

CD8, cluster of differentiation 8, marker limfocytow T

CD11c, integrin, alpha X (complement component 3 receptor 4 subunit); tancuch
bialkowy integryny alfa X

CD25, cluster of differentiation 25, IL2R«, tancuch alfa receptora dla interleukiny 2.
CD28, cluster of differentiation 28, biatko powierzchniowe odpowiedzialne za
dostarczenie sygnatu kostymulujacego limfocytu

CDA40, cluster of differentiation 40, biatko wystepujace na powierzchni komorek

prezentujacych antygen, niezbedne do ich aktywacji
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CD40L, CD154, cluster of differentiation 154,biatko powierzchniowe limfocytow
dostarczajace sygnatu kostymulacji

CD44, cluster of differentiation 44, glikoproteina odpowiedzialna za adhezje i
migracje

CD45, Protein tyrosine phosphatase, receptor type C, leukocyte common

antigen (LCA), biatko powierzchniowe leukocytow

CD45Ra, splice variant of the tyrosine phosphatase CD45, wariant splicingowy biatka
CD45

CD80/86, cluster of differentiation 80/86, biatka powierzchniowe

aktywowanych komorek prezentujacych antygen, dostarczajace

sygnat kostymulujacy limfocytom T

CD90, Thy-1 (Cluster of Differentiation 90), biatko powierzchniowe wigzace
glikofosfatydyloinozytol

CD105, Endoglin , biatko powierzchniowe bedace skladowa receptora TGFbeta
CD206, cluster of differentiation 206, receptor dla mannozy

cGMP, Cyclic guanosine monophosphate, cykliczny guanozyno-5’-monofosforan
ChNS, coronary artery disease, Choroba niedokrwienna serca

Cidea, Cell death activator CIDE-A, aktywator receptora zaprogramowanej Smierci
komorki

CRP, C-reactive protein, biatko C reaktywne

CT, computed tomography, tomografia komputerowa

CX3CR1, chemokine receptor 1, receptor chemokin 1

EAT, epicardial adipose tissue, tkanka tluszczowa nasierdziowa

EDHF, Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor srédbtonkowy czynnik
hiperpolaryzujacy

EDREF, Endothelium-derived relaxing factor srodbtonkowy czynnik
naczyniorozkurczajacy

EDTA, Ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy,

EPR, Electron paramagnetic resonance, paramagnetyczny rezonans elektronowy
eNOS, endothelial nitric oxide synthase 3, srodbtonkowa syntaza tlenku azotu
FMD, flow mediated vasodiltatation, rozkurcz wywotywany przez przeptyw Krwi
Gq, Gq protein, biatko G aktywujace fosfolipazg C

HDL, High-density lipoprotein, lipoproteina o wysokiej gestosci
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HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, kwas 4-hydroksy-2-
etylo-1-piperazynoetanosulfonowy

HLA-DR, MHC class Il cell surface receptor encoded by the human leukocyte
antigen, leukocytarny receptor gldéwnego antygenu zgodnos$ci tkankowe;j

ICAM, intercellular adhesion molecules, wewnatrzkomérkowa czasteczka adhezyjna
IL, interleukin, interleukina

IFN v, interferon gamma, interferon y

INOS, inducible nitric oxide synthase, indukowana syntaza tlenku azotu (NOS2)
IMA, internal mammary artery, tetnica piersiowa wewnetrzna

KCI, potassium chloride, chlorek potasu

KH2POa4, Monopotassium phosphate dwuwodorofosforan potasu

Kv1.3 (KCNAZ3), Potassium voltage-gated channel shaker-related subfamily,
member3, kanal potasowy bramkowany potencjatem

Kv7 KCNQ, Kv7.1 (KvLQT1) Potassium voltage-gated channel, kanat potasowy
bramkowany potencjatem

LAD, Left anterior descending artery, gataz zstepujaca przednia lewej tetnicy
wiencowej

LDL, Low-density lipoprotein, lipoproteina o niskiej gestosci

LFA-1 Lymphocyte function-associated antigen 1, CD11a, tancuch L integryny alfa
M1, Macrophages with ability to metabolize arginine to nitric oxide, Makrofagi M1
M2, Macrophages with ability to metabolize arginine to the ornithine, Makrofagi M2
MAPK/ERK, MAPK/ERK kinases, kinaza MAPK/ERK

MCP, monocyte chemoattractant protein, biatko chemotaktyczne monocytéw
MHC, major histocompatibility complex, gtowny antygen zgodnosci tkankowe;j
MgCl2-6H20 magnesium chloride, chlorek magnezu-heksahydrat

MgSOa4, magnesium sulphate siarczan magnezu

mm Hg, millimeter of mercury, milimetr stupa rteci

mM, milimolar, stezenie milimolarne

MTORC2, mTOR Complex 2, mammalian target of rapamycin kinase, Kinaza mTOR
NFkB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, czynnik
transkrypcyjny

NO, nitric oxide, tlenek azotu
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NOX, subunit of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase, homolog
podjednostki oksydazy NAD(P)H

Oz, superoxide, anion ponadtlenkowy

ONOO-, peroxynitrate,

nadtlenoazotyn

ox-LDL, Oxidized low-density lipoprotein utlenione LDL

OR, odds ratio, iloraz szans

PBS, Phosphate-buffered saline, roztwor soli fizjologicznej stabilizowany buforem
fosforanowym

PECAM, Platelet endothelial cell adhesion molecule (CD31), ptytkowo-srédbtonkowa
czastka adhezyjna

PET, positron emission tomography, pozytronowa tomografia emisyjna

PGI2, prostacyclin, prostacyklina

Phe, phenylephrine, fenylefryna

FoxP3, FOXP3, scurfin, czynnik transkrypcyjny FoxP3

PKC, Protein kinase C ,Kinaza biatkowa C

PLAZ2, phospholipase A2, fosfolipaza A2

PPARY, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, Receptory aktywowane
przez proliferatory peroksysomow

PVAT, perivascular adipose tissue, tkanka tluszczowa okotonaczyniowa

Ragl, Recombination activating gene 1, gen aktywujacy rekombinacje
immunoglobulin

RANTES [CCL5] Chemokine ligand 5, czynnik chemotaktyczny dla lifocytow T
RLU, relative light units, relatywne jednostki $wiatta

ROS, reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu

SEM, The standard error of the mean

SOD, superoxide dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa

SNP, sodium nitroprusside, nitropusydek sodowy

TCR, T cell receptor, receptor powierzchniowy limfocytow T

Tiron, Tiron, kwas 4,5-dihydro-1,3-benzeno disulfonowy

TG, triglycerides, trojglicerydy

Th17, T helper 17 cells, limfocyty pomocnicze produkujace IL-17

TNF, tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworow

94



t-PA, Tissue plasminogen activator, tkankowy aktywator plazminogenu

Ucp-1, uncoupling protein-1, biatko rozprzegajace fosforylacje oksydatywna

pM, micromolar, stezenie mikromolarne

USG, ultrasonography, ultrasonografia

VCAM, Vascular cell adhesion protein, naczyniowa czasteczka adhezyjna

VEGF, Vascular endothelial growth factor, naczyniowy czynnik wzrostu srodbtonka

VLA-4 (Very Late Antigen-4) Integrin alphadbetal, integryna alpha4betal
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