STRESZCZENIE

Wstep

Miazdzyca jest chorobg znang i analizowang od ponad dwdch stuleci, pozostaje jednak
gtéwnym problemem klinicznym we wszystkich krajach rozwinietych na swiecie. Dotychczasowy stan
wiedzy pozwala na okreslenie najwazniejszych czynnikdéw ryzyka powstawania choréb sercowo-
naczyniowych, klasyfikacje blaszek miazdzycowych pod wzgledem budowy i stopnia ztozenia,
okreslenie udziatu czynnikéw lipidowych i pro-zapalnych w powstawaniu zmian miazdzycowych.
Jednak wciagz niektdre zagadnienia sg niewyjasnione, na wiele pytan wcigz nie zna sie jednoznacznych
odpowiedzi. Wsrdd nich jest kwestia tego czy ilos¢ kolagenu przyrasta wraz z postepem choroby
czy nie, jesli nie zawsze — od czego to zalezy, jaki jest rzeczywisty udziat poszczegdlnych typow kolagenu
oraz elastyny w powstawaniu ognisk kalcyfikacji, jaki jest wptyw pojedynczych komponentéw biatek
macierzy w utrzymywaniu wiasciwosci biomechanicznych tkanki oraz
czy glikacja ma wytgcznie dziatanie aterogenne?

Kolagen i elastyna sg gtéwnymi biatkami zewngtrzkomdrkowymi wystepujgcymi w naczyniach
krwionosnych. Szczegélnym obiektem zainteresowania sg tu cztery pierwsze typy kolagenu, przy czym
pierwsze trzy sg biatkami fibrylarnymi, a czwarty jest typem budujgcym btony podstawne. Kolagen typu
Il jest charakterystyczny dla chrzastki. Gtéwnie przypisuje sie im funkcje strukturalng, petnig jednak
rowniez wiele funkcji regulacyjnych. Zmiany we wzajemnych stosunkach pomiedzy biatkami macierzy
zewnatrzkomérkowej, nastepujgce przez ich nadekspresje, bgdz wzmozong degradacje, a takze ich
modyfikacje przez glikacje, mogg mie¢ powazne konsekwencje objawiajgce sie powstawaniem zmian
miazdzycowych.

Cel

Celem badan byto okreslenie korelacji pomiedzy budowa wewnetrzng S$cian naczyn
krwionosnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem skfadu biatek macierzy zewnatrzkomdrkowych
a wilasciwosciami biomechanicznymi, wiekiem i stopniem zaawansowania miazdzycy oraz analiza
wptywu glikacji biatek macierzy zewnatrzkomérkowej na proces migracji komdrek miesni gtadkich
tetnicy.

Materiaty i metody

Praca doswiadczalna przeprowadzana byta na dwdéch rodzajach materiatu — na wycinkach aort
odcinka piersiowego i brzusznego (103) oraz na hodowli komdrkowej miesni gtadkich wyizolowanych
z tetnicy. Metodami stosowanymi podczas realizacji badan byty: techniki histologiczne,
immunohistologiczne i immunocytochemiczne, metoda immunoenzymatyczna ELISA, chromatografia
cieczowa sprzegnieta ze spektrometria masowg, dot bloting, test jednoosiowego rozciggania, test
cytotoksycznosci MTT, testy migracyjne z uzyciem insertéw ThinCert. Wyzej wymienionymi metodami
oznaczano zawarto$¢ kolagenu typu I, I, 1ll, IV, proliny i hydroksyproliny, kolagenu catkowitego,
elastyny, produktéw zaawansowanej glikacji, oceniono lokalizacje wyzej wymienionych biatek i AGE, a
takze intensywnos¢ kalcyfikacji. Zastosowano réwniez cztery rodzaje selektywnego trawienia —
kolagenaza, elastazg, kwasem mréwkowym z autoklawowaniem oraz stezong zasadg z kwasem
taninowym, po czym wykonano badania wytrzymatosci i sprezystosci tetnic. W czesci in vitro oceniano



lokalizacje i intensywnosé wybarwienia a-aktyny, B-kateniny
i kolagenu typu IV, oceniano poziom proliferacji SMC w obecnosci sktadnikéw glikacji i badano wptyw
glikacji na zdolnosci migracyjne komorek.

Wyniki

llosci kolagendéw typu I, lll i IV a takze elastyny korelujg ze soba pozytywnie (r ok. 0,5,
p< 0,005). W opisywanym tu modelu badawczym nie obserwuje sie jednak zaleznosci miedzy
zawartoscig tych biatek a stopniem zaawansowania miazdzycy, ani zwigzku z ptcig. Nie obserwuje sie
zaleznosci ilosci tych biatek od wieku, z wyjgtkiem kolagenu typu Il — tu istnieje istotna statystycznie
ujemna korelacja (r=-0,218, p=0,0262) sugerujgca, ze wraz z postepem wieku ilos¢ tego biatka spada.
Podobnie z iloscig proliny (r=-0,259, p=0,0155) i stosunku prolina/hydroksyprolina (r=-0,217,
p=0,0435). Odwrotny znak majg korelacje dotyczace zwigzku wieku z zawartoscig kolagenu typu Il
(r=0,211, p=0,0362) i stosunku kolagenu typu Il do hydroksyproliny (r=0,23, p=0,032), swiadczace
o tym, ze wraz z postepem czasu biatko to akumulowane jest w tetnicach. Kolagen typu Il jest réwniez
jedynym analizowanym typem kolagenu, ktérego ilos¢ koreluje z postepem zaawansowania miazdzycy
(r= 0,301, p=0,0029), a takze wykazano dla tego biatka zwigzek z kalcyfikacjg (p=0,006), przy czym
istotne sg rowniez stosunki miedzy zawartoscig tego biatka a zawartoscig kolagenu typu | (p=0,067),
kolagenu typu Il (p=0,002) i kolagenu typu IV (p=0,02). W wyizolowanych depozytach wapnia jest
znacznie mniej wszystkich oznaczanych biatek macierzy niz w otaczajgcej tkance,
z wyjatkiem kolagenu typu Ill dla ktérego nie obserwuje sie statystycznie istotnej réznicy miedzy
zwapniata a miekkag czescig tetnicy. Majg tu tez znaczenie stosunki miedzy zawartoscig tego typu
kolagenu a innymi komponentami — stosunek ilosci kolagenu typu | do kolagenu typu Ill jest istotnie
wyzszy w tetnicy niz w depozycie (p=0,018), podobnie stosunek ilosci kolagenu typu Il do kolagenu
typu Il (p=0,0003), natomiast stosunek ilosci kolagenu typu Il do kolagenu typu IV oraz stosunek ilosci
kolagenu typu lll do elastyny jest istotnie nizszy w tetnicy (p=0,0042 i p=0,0012). Kolagen typu Il jest
intensywnie wybarwiany technikami immunohistochemicznymi w przydance, tam tez mogg
wystepowaé intensywnie wybarwiajgce sie alizaryng zwiagzki wapnia, co naprowadza na wniosek
o mozliwosci zwigzku miedzy kolagenem typu Il a kalcyfikacjg. Granica miedzy przydanka a medig jest
regionem w ktérym mogg zachodzié rowniez wazne procesy zwigzane z reorganizacjg biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej, oprécz kolagenu typu lll réwniez typu IV.

Badania biomechaniczne wykazaty, ze w prébkach z wytrawionym kolagenem za pomocga
kolagenazy obserwuje sie dodatnig korelacje miedzy wytrzymatoscia a modutem Younga (r=0,699,
p=0,0002), natomiast w prébkach z wytrawionym tym biatkiem za pomocg kwasu mréwkowego notuje
sie ujemne korelacje miedzy modutem Younga a zawartoscig kolagenu typu | (r=-0,67, p=0,0447) oraz
zawartoscig hydroksyproliny (r=0,775, p=0,0408). Po wytrawieniu elastyny za pomocgy elastazy
obserwuje sie korelacje miedzy wiekiem a wytrzymatoscia (r=-0,518, p=0,0029) oraz
z odwrotnym znakiem korelacje miedzy wiekiem a modutem Younga (r=0,542, p=0,0016). Innymi
parametrami, ktdre korelujg wtedy z wytrzymatoscig, to stosunek kolagenu typu Il do kolagenu typu Il
(r=-0,394, p=0,0231), stosunek kolagenu typu Il do kolagenu typu IV (r=-0,419, p=0,0153), stosunek
kolagenu typu lll do elastyny (r=0,374, p=0,035), stosunek kolagenu typu IV do elastyny (0,361,
p=0,0425).

Ilos¢ AGE w wycinkach aort koreluje z zawartoscig kolagenu typu lll (r=-0,0,258, p=0,0122) oraz
kolagenem typu IV (r=-0,206, p=0,0456), stwierdza sie jednak, ze wraz ze wzrostem wieku maleje



korelacja pomiedzy AGE a kolagenem typu Ill. Produkty glikacji kolokalizujg z biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz z biatkami jgdrowymi, nie zaobserwowano natomiast wyraznej koncentracji
badanego antygenu w blaszkach miazdzycowych, nie stwierdzono réwniez statystycznie istotnej
zaleznos$ci miedzy zawartoscig AGE a stopniem zaawansowania miazdzycy.

Testy migracyjne nie wykazaty istotnej statystycznie zaleznosci miedzy iloscig komdrek miesni
gtadkich tetnicy, ktére przemigrowaty przez membrany optaszczone glikowanymi biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej w poréwnaniu do komodrek migrujagcych przez niezmodyfikowane biatka,
nie mniej jednak widoczna byta tendencja do obnizania sie ilosci komdrek wraz ze stopniem glikacji
biatek przez ktére miaty migrowaé miocyty. Doswiadczenia immunocytochemiczne wykazaty natomiast
nieznaczng tendencje do obnizania sie ilosci B-kateniny w komoérkach hodowanych
na glikowanych substratach, co wskazywatoby na spadek adhezji komérek bedgcych w kontakcie
z glikowanymi kolagenami i elastyng. Morfologia takich komdrek jest jednak znacznie zmieniona
w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, takze ich ilos¢ jest znacznie mniejsza, co wskazuje
na niekorzystny stan metaboliczny komdrek kontaktujgcych sie z glikowanymi biatkami macierzy.

Whioski

(1) Wykazano, ze ilo$¢ kolagenu typu Ill w aorcie spada wraz z rozwojem miazdzycy, jego ilos¢
natomiast jest stosunkowo duza w depozytach wapnia. Wnioskuje sie, ze kolagen tego typu
jest zwigzany z kalcyfikacjg, a wzrost udziatu tego biatka powoduje zaburzenia w strukturze
widkien kolagenowych, co sprzyja gromadzeniu sie soli wapnia w danym obszarze. Kolagen
tego typu moze odgrywacd role w réznicowaniu sie osteoblastéw.

(2) Wykazano, ze zawarto$¢ kolagenu typu Il wzrasta wraz z rozwojem miazdzycy i z wiekiem
osoby od ktérej pochodzita prébka. Kolagen tego typu jest zaangazowany w kalcyfikacje tetnic,
przynajmniej w przypadku twardnienia tetnic typu Monckeberga. Wyniki potwierdzajg teze, ze
biatko to bierze udziat w mechanizmie kostnienia endochondrialnego.

(3) Ustalono, ze w Sscianie tetnicy glikacji podlegajg biatka macierzy zewngtrzkomorkowej,
a takze histony.

(4) W niniejszym uktadzie doswiadczalnym stwierdzono, ze glikacja elastyny jest efektywniejsza
niz kolagenu.

(5) Whnioskuje sie, ze powstawanie produktéw zaawansowanej glikacji z udziatem biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej moze stanowi¢ zrédto artefaktow w oznaczaniu tych biatek metodami
immunoenzymatycznymi.

(6) Glikacja kolagenu i elastyny otaczajacych komorki miesni gtadkich hamuje ich migracje
z medii do intimy, co stanowi mechanizm anty-aterogenny.

(7) Kolagen i elastyna warunkujg wytrzymatosc i sprezystos¢ wymagang do przeprowadzania krwi
przez naczynia pod wysokim cisnieniem generowanym podczas kazdego skurczu serca.
Elastyna warunkuje rozciggliwo$¢, kolagen przeciwstawnie — usztywnia strukture tkanki
i zapobiega zbytniemu jej rozszerzaniu.

(8) Wyniki tych badan wskazuja na potrzebe realizowania projektéw dazacych
do zaprojektowania strategii diagnostycznych i terapeutycznych majacych na celu kontrole
zawartosci biatek macierzy zewnatrz komadrkowej w tetnicach i poziomu ich glikacji.



