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Streszczenie

Abstract

Choroby krazenia sa gtéwng przyczyng zgonéw w krajach zachodnich. Zaburzenia te sg najczesciej wy-
woftane przez zmiany miazdzycowe. Miazdzyca jest dtugotrwatym i ztozonym procesem, w ktérym biorg
udziat zaréwno skfadniki gospodarki lipidowej, odpowiedzi immunologicznej, jak i Srodowiskowe, takie
jak palenie tytoniu. Celem pracy byfa ocena wptywu ekspozycji na dym tytoniowy na wybrane parametry
(lipoproteiny, TGF-p1, MPO) zwigzane z patogenezg miazdzycy u pacjentow poddanych zabiegowi endar-
terektomii, z powodu zmniejszonej droznosci tetnic szyjnych. Przebadano 92 osoby w wieku 47-82 lat.
Ekspozycje na dym tytoniowy oceniono za pomoca oznaczenia we krwi kotyniny. Nie zaobserwowano
réznic w stopniu zwezenia tetnic, jak i stezeniach w surowicy krwi LDL, HDL, triglicerydéw, Lp(a) oraz
cholesterolu catkowitego miedzy palaczami a osobami niepalacymi. Stezenie TGF-B1 byto wyzsze u oséb
niepalacych. Wsrod oséb palgcych stezenie kotyniny korelowato w stopniu istotnym ze stezeniem MPO
(p < 0,05). Podsumowujac, palenie tytoniu nasila proces zapalny oraz proliferacje migsniowki gtadkiej
tetnic szyjnych, przyczyniajac sie do rozwoju miazdzycy.

Stowa kluczowe: endarterektomia, TGF-B1, nikotynizm

Chirurgia Polska 2017, 19, 1-2, 1-6

Cardiovascular disease (CVD) is the leading mortality cause in western society. The main role in CVD devel-
opment is played by atherosclerosis. Atherosclerosis is a long and complex process, in which are involved
both lipid and immune system components, as well as environmental factors such as tobacco smoking.
The aim of the study was to evaluate the influence of tobacco smoke exposure on parameters (lipoproteins,
TGF-p1, MPO) associated with pathogenesis of atherosclerosis in patients undergoing carotid endarterectomy
as a result of carotid artery stenosis. The study included 92 patients at the age of 47-82. Tobacco exposure
was assessed according to cotinine blood level. No differences in the level of stenosis and concentration
in serum of LDL, HDL, triglicerydes, Lp(a) and total cholesterol were observed between the smokers and
non-smokers. TGF-p1 concentration was higher in non-smoking patients. Among smokers, cotinine level was
correlated with MPO concentration (p < 0.05). To conclude, tobacco smoking stimulates the inflammatory
process and smooth muscle proliferation in the wall of carotid artery leading to atherogenesis.
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Wstep

Choroby krazenia sg najczestszg przyczyna zgonu
w krajach zachodnich. Posrod przyczyn zgondéw serco-
wo-naczyniowych przoduja te, u podtoza ktérych znaj-
dujag sie zmiany miazdzycowe, miedzy innymi zawaty
serca oraz zmiany niedokrwienne osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN). Pierwsze opisy powstawania zmian
miazdzycowych pochodzg z konca XIX wieku [1, 2].

Obecnie uznaje sie miazdzyce za wynik dfugotrwaftej
odpowiedzi obronnej na uszkodzenie srodbtonka i $ciany
naczyniowej z udziatem czynnikéw wzrostowych oraz
produktéw oksydacji lipidéw frakeji LDL (fow-density lipo-
protein) [2, 3]. Pierwszym etapem choroby jest dysfunkcja
srodbtonka, ktéra wigze sie z migracjg komérek odpor-
nosciowych oraz nasilong agregacja ptytek. Towarzyszy
temu odktadanie sie w przestrzeni podsrédbtonkowej
LDL [2, 3], ktére zatrzymywane sg na proteoglikanach
[4]. Wskutek nadmiernego nagromadzenia lipoprotein
obecne w intimie makrofagi nie sg w stanie dostatecznie
szybko ich pochtongé, a wydzielane przez nie reaktywne
form tlenu powodujg peroksydacje lipidéw [5]. Dochodzi
wiec do modyfikacji zalegajacych LDL, ktéry to proces
dodatkowo nasila wystapienie stanu zapalnego [6, 7].
Towarzyszy temu spadek syntezy tlenku azotu, petnia-
cego role przeciwzapalng i wazodylatacyjng [8]. Zmody-
fikowane LDL sg nastepnie wyfapywane przez receptory
zmiatajace makrofagow [9], te za$ wskutek przetadowania
ulegajg stopniowo przemianie w komorki piankowe [10].
Cze$¢ makrofagdéw nie podlega jednak przemianie, przez
co jest w stanie zaprezentowa¢ antygeny limfocytom T,
ktore produkuja rézne czynniki odpowiadajace za dalszy
przebieg procesu poprzez miedzy innymi nasilenie sta-
nu zapalnego oraz indukcje proliferacji komaérek mieséni
gtadkich [11, 12].

Wspotistnienie wymienionych mechanizmoéw dopro-
wadza do wytworzenia blaszki miazdzycowej [11], ktora
zmniejsza podatno$¢ Sciany naczynia i prowadzi do zwe-
zenia jego $wiatta.

Jednym z czynnikéw hamujgcych proces miazdzyco-
wy jest dziafajgcy przeciwzapalnie transformujgcy czynnik
wzrostu (TGF-, transforming growth factor B), cytokina
wydzielana przez limfocyty T-regulatorowe (Treg).

W zdrowych naczyniach, TGF-p1 hamuje proliferacje
komarek nabtonkowych oraz komérek miesni gtadkich,
przy czym stymuluje ich réznicowanie sie [12-14]. Dodat-
kowo nasila proces apoptozy, aby zapobiec gromadze-
niu sie nadmiernej liczby komérek, réwnolegle hamujac
ekspresje cytokin prozapalnych oraz czasteczek adhe-
zyjnych na powierzchni naczyn [13, 15, 16]. Wiekszo$¢
osoczowego TGF-B1 podchodzi z ziarnistosci ptytek krwi.
TGF-p1 jest czynnikiem antyfibrynolitycznym i wzmaga
proces naprawy naczyn indukowany przez trombocyty
[17,18].

W poczatkowym stadium miazdzycy TGF-pB1 dziata
antyaterogennie. Zapobiega on nadmiernej akumulacji
komaorek miesni gtadkich w warstwie wewnetrznej naczyn
oraz chroni przed peknieciem blaszki miazdzycowej, po-
budzajac zaréwno synteze substancji pozakomorkowej,

jak i naprawe tkanki [19, 20]. Co wiecej, dziata przeciwza-
palnie poprzez stymulacje funkcji limfocytéw Th3 oraz
Treg [21].

Na pdzniejszym etapie choroby TGF-p1 wykazuje
wiasciwosci czynnika proaterogennego [Redondo] [22].
Zwigksza on ilo$¢ substancji pozakomorkowej i indukuje
patologiczng przebudowe naczyn [23, 24]. W procesie
miazdzycy komorki stajg sie niewrazliwe na szlaki sygna-
towe TGF-B1, ze wzgledu na jego zmniejszong aktywacje
oraz zmniejszenie ekspresji jego receptora i biatek Smad
— czynnikéw transkrypcyjnych regulowanych przez
TGF-B1 [25, 26].

Waznym elementem procesu miazdzycowego jest
mieloperoksydaza (MPO, myeloperoxidase) — enzym na-
lezacy do peroksydaz hemowych. Katalizuje ona reakcje
powstawania kwasu podchlorawego, dziatajac bakterio-
bojczo i przeciwwirusowo. Enzym ten jest gromadzony
w ziarnistos$ciach azurofilnych leukocytow [27]. Dziatanie
MPO prowadzi do powstawania roznego rodzaju reaktyw-
nych form tlenu, ktére moga réwniez uszkadzaé tkanke
gospodarza, poprzez peroksydacje lipidow btonowych
oraz modyfikacje posttranslacyjna biatek [27, 28].

Mieloperoksydaza katalizuje proces oksydacji chole-
sterolu frakcji LDL /in vivo oraz tworzenia silniej aterogen-
nych form w obrebie $ciany tetnicy [29, 30]. Uwaza sie,
ze MPO odpowiada za erozje blaszki miazdzycowej [31].

Istotnym modyfikowalnym czynnikiem ryzyka wy-
stgpienia chordb krazenia jest palenie tytoniu [32, 33].
Obecne w dymie wolne rodniki sprzyjaja peroksydacji
lipidow [34, 35]. Ekspozycja na dym tytoniowy koreluje
ponadto z procesami patologicznymi w $cianach naczy-
nia, przebiegajacych z pojawieniem sie stanu zapalnego
i zwiekszeniem aktywnos$ci metaloproteinaz [36], a takze
zwiekszeniem ekspresji molekut adhezyjnych, takich jak
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) [37]. Palenie
tytoniu obniza tez stezenie tlenku azotu, ktéry odpowie-
dzialny jest za wazodylatacje i hamowanie odpowiedzi
zapalnej [8].

Celem pracy byta ocena wptywu ekspozycji na dym
tytoniowy na wybrane parametry zwigzane z patogenezg
miazdzycy u pacjentéw poddanych zabiegowi endarterek-
tomii, z powodu zmniejszonej droznosci tetnic szyjnych.

Ekspozycje na dym tytoniowy oceniono za pomoca
oznaczenia w surowicy krwi kotyniny, gtéwnego meta-
bolitu nikotyny w organizmie ludzkim, ktérego stezenie
uznawane jest za wiarygodny marker narazenia na dym
tytoniowy. Do przebadanych parametréw nalezaty kraza-
ce we krwi lipoproteiny, TGF-p1, MPO.

Materialy i metody

Badanie objeto 92 osoby w wieku od 47 do 82 lat.
Pacjenci byli hospitalizowani w latach 2005-2009 w Klinice
Chirurgii Ogdlnej i Naczyniowej w Bytomiu, Slaskiego Uni-
wersytetu Medycznego w Katowicach z powodu zwezenia
tetnic szyjnych wewnetrznych. Pacjenci zakwalifikowani
do zabiegu operacyjnego udroznienia zwezen miazdzy-
cowo zmienionych tetnic szyjnych byli diagnozowani
na podstawie wywiadu, wynikdéw badania klinicznego,
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Tabela . Ogdlna charakterystyka grupy badanej. Normalnosé
oceniono za pomoca testu W Shapiro-Wilka, rozktad
normalny w zmiennej wiek, pozostate zmienne —

Tabela Il. Stezenia badanych substancji wsrod palaczy i nie-

rozktad inny niz normalny

K(n=15(16,3%)) | M (n=177(83,7%)) | Razem (n = 92
(100%))
Wiek 65,6 (6,24) 65,40 (6,12) 65,43 (6,11)
BMI 21,94 (21,22-2534) | 26,87 (25,25-28,09) | 26,50 (24,62-28,09)
Kotynina | 6,2 (4,6-10,1) 91,2 (7,8-141,7) 64,3 (6,2-136,5)
Akt_palacz | 3 (20 %) 46 (59,7%) 49 (53,3%)

palacych
Palacze (n = 49) Niepalacy (n = 43) p

Wiek 64,35 (6,39) 66,67 (5,58) 0,07

Kotynina [ng/ml] 134,6 (119,8-151,2) 6.2 (4,7-8,5) < 0,05
HDL [mgydI] 44 (41-48) 46 (42-48) > 0,05
TCh [mg/dI] 246 (229-265) 251 (232-266) > 0,05
LDL[ mg/d] 171 (157-178) 170 (157-179) > 0,05
TG [mgy/dl] 172 (158-189) 167 (154-190) > 0,05
Lp(a) [mg/dl] 17,1(10,8-19,2) 17,4 (12,8-19,1) > 0,05
TGFRT [pg/ml] 40,23 (39,13-42,56) 48,39 (39,32-56,6) < 0,05
MPO [ng/ml] 59,47 (58,11-84,51) 58,82 (53,99-73,22) > 0,05

neurologicznego, okulistycznego oraz badania ultrasono-
graficznego z podwojnym obrazowaniem. Chirurgiczne
udraznianie zwezen tetnic szyjnych wewnetrznych (endar-
terektomia szyjna) wykonywano u chorych z objawami
niedokrwienia osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
oraz bez tych objawow jako przygotowanie do innego
planowanego zabiegu operacyjnego. Charakterystyke
pacjentéw zakwalifikowanych do badania przedstawiono
w tabeli I.

U wszystkich bioracych udziat w badaniach wykluczo-
no proces zapalny. Osoby, ktore zostaty zakwalifikowane
do badan, zostaty poinformowane o charakterze i celu
badan, a swojg zgode wyrazity pisemnie na odpowiednich
formularzach i zgodnie z zaleceniami Komisji Bioetyczne;.

Projekt badan zostat zatwierdzony przez Komisje Bio-
etyczng Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowi-
cach nr NN-013-94/11/01/05. Program badawczy zostat
sfinansowany przez Komitet Badan Naukowych — grant
1419/B/P0O1/2007/33 oraz Slaski Uniwersytet Medyczny
i zrealizowany w latach 2005-2009.

Krew pobierano na czczo w godzinach porannych.
Po odwirowaniu surowice i osocze zamrazano w tem-
peraturze —75°C.

Wszystkie oznaczenia biochemiczne wykonano w Ka-
tedrze i Zakfadzie Biologii Medycznej i Molekularnej w Za-
brzu Slqskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

U badanych wykonano oznaczenie cholesterolu cat-
kowitego i triacylogliceroli metodami enzymatycznymi
(Cormay, Polska). Stezenia HDL (high density lipoprotein)
i LDL oznaczono metodami bezposrednimi (Randox, UK)
na autoanalizatorze Lumen. Stezenie Lp(a) oznaczono me-
todg immunoturbidymetryczng. Stezenie kotyniny w suro-
wicy krwi oznaczono metodg ELISA przy uzyciu zestawu
firmy Salimetrics (USA). Ocene stezen transformujgcego
czynnika wzrostu B, (TGF-p,) oraz mieloperoksydazy wy-
konano metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) przy uzyciu komercyjnych zestawéw firmy Quan-
tikine Immunoassay, R&D Systems, USA.

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu opro-
gramowania STATISTICA 12.5 (STATSOFT). Dane za-
prezentowano jako $rednig + odchylenie standardowe
dla zmiennych o rozktadzie normalnym oraz mediane
zrozstepem kwartylowym w przypadku innego rozktadu.
Normalnos¢ badano testem W Shapiro-Wilka. Poréwna-
nie badanych zmiennych przeprowadzono z zastosowa-
niem testu t dla danych parametrycznych oraz U-Manna
Whitneya dla danych o rozktadzie innym niz normalny.

Tabela Ill. Korelacje stezen wybranych substancji ze stezeniem
kotyniny wsréd niepalacych oraz palaczy. Wartosci
istotne statystycznie pogrubiono. *Korelacja mie-
dzy kotyning a TGF-p1 okazata sie granicznie istotna

(p = 0,06)
Kotynina
Akt palacz + -
MPO 0,357852 —0,058661
TGF-p1 -0,266840* -0,006572

Korelacje obliczono z zastosowaniem wspéfczynnika ko-
relacji rang Spearmana.

Wyniki

Nie zaobserwowano réznic w stopniu zwezenia tetnic
miedzy palaczami a osobami niepalgcymi. Stezenie koty-
niny w surowicy krwi wsérdd palaczy byto istotnie wyzsze
niz wéréd osob niepalgcych. Istotnie wyzsze okazato sie
stezenie TGF-B1 u oséb niepalgcych. Nie zaobserwowano
istotnych réznic w stezeniach LDL, HDL, triglicerydow,
Lp(a) ani cholesterolu catkowitego w zaleznosci od grupy.
Wsrod osdb palacych stezenie kotyniny okazato sie kore-
lowac¢ w stopniu istotnym ze stezeniem MPO (p < 0,05).
Podobnej zaleznosci nie zaobserwowano wsrdod oséb
niepalacych. Granicznie istotna korelacje zaobserwowano
miedzy stezeniem kotyniny a TGF-p1 (p = 0,06). Sredni
wiek aktywnych palaczy w grupie badanej jest granicznie
istotnie nizszy niz os6b niepalacych (p = 0,06).

Dyskusja

Miazdzyca tetnic szyjnych jest najczestsza przyczyna
powiktan niedokrwiennych osrodkowego uktadu ner-
wowego, prowadzacych nierzadko do inwalidztwa lub
$mierci pacjenta. Istnieje wiele czynnikéw modyfikowal-
nych oraz niemodyfikowalnych. Do czynnikéw niemody-
fikowalnych nalezag wiek, pte¢ oraz uwarunkowania ge-
netyczne, do modyfikowalnych z kolei zalicza sie miedzy
innymi otyto$¢, zwiekszone stezenie LDL, niskie stezenia
HDL oraz palenie tytoniu [38].

Uzaleznienie od tytoniu zastuguje na szczegélng uwa-
ge. Dym tytoniowy zawiera szereg toksycznych substan-
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Rycina 1. Sredni wiek pacjentéw w zaleznosci od stosowania
papierosow. Dane przedstawiono jako srednie z SD,
Wwasy oznaczaja 1,96* SD

cji, przyczyniajgcych sie do rozwoju miedzy innymi cho-
rob ptuc, krgzenia oraz nowotworéw ztosliwych. Palenie
przyczynia sie do nasilenia uszkodzen i stanu zapalnego
w obrebie srodbtonka, stanowigcych pierwszy etap roz-
woju blaszki miazdzycowej [39]. Ponadto palenie przy-
czynia sie do niekorzystnych zmian stezen lipoprotein
w osoczu, prowadzgc do wzrostu frakeji LDL oraz spadku
stezenia HDL [37]. Wyzsze stezenie LDL sprzyja jego agre-
gacji w warstwie podsrédbtonkowej, gdzie nastepnie jest
wyfapywany przez receptory wymiatajgce makrofagéw.
Nadmiar LDL prowadzi do przesycenia tego mechanizmu
i zalegania LDL w $cianie naczynia. Pod wptywem wydzie-
lanych przez makrofagi oraz leukocyty reaktywnych form
tlenu nastepuje peroksydacja lipiddw, w ktérej istotng role
odgrywa enzym MPO, odpowiadajgcy za powstawanie re-
aktywnych form tlenu w warunkach odpowiedzi zapalne;j.

W niniejszym badaniu zaobserwowano istotng sta-
tystycznie korelacje stezenia MPO z kotyning. Podobna
zaleznos¢ byta juz opisywana przez innych autoréw [40].
U podfoza tej zaleznosci lezy fakt, ze palenie tytoniu przy-
czynia sie do wzrostu uszkodzen srédbfonka, co w konse-
kwencji prowadzi do nasilenia reakcji zapalnej i wzrostu
stezenia MPO, co przyczynia sie do przyspieszenia pro-
cesu tworzenia blaszki miazdzycowe;j.

Dalszym etapem powstawania blaszki miazdzycowej
jest prezentacja przez makrofagi antygenéw powstatych
w procesie peroksydacji lipidéw, co doprowadza do mi-
gracji limfocytow T wydzielajgcych rézne czynniki nasila-
jace odpowiedz zapalng oraz stymulujgcych proliferacje
miesniowki gtadkiej naczynia [41]. Jedng z substancji
wydzielanych przez limfocyty T (konkretnie T-regulato-
rowe) jest TGF-B1. Wykazuje on w przebiegu miazdzycy
zréznicowane dziatanie. W stezeniach niskich stymuluje
on proliferacje, z kolei w wysokich staje sie jej inhibitorem.
Uwaza sie, ze we wczesnej fazie zmian miazdzycowych
wysokie stezenia TGF-p1 wykazujg dziatanie protekcyj-
ne na $ciane naczynia, natomiast obserwacje kliniczne
wskazujg na zwigzek jego obnizenia z postgpowaniem
choroby [22].

Zaobserwowano istotnie nizsze stezenie TGF-p1 wéréd
o0s6b palacych w poréwnaniu z niepalgcymi. Podobne
wyniki obserwowali dotychczas inni autorzy. Stezenie
TGF-B1 ujemnie korelowato ze stezeniem kotyniny w stop-
niu granicznie istotnym (p = 0,06). Podobne wyniki byty
dotychczas obserwowane przez innych autoréw [42, 43].
Funkcja fizjologiczna TGF-B1 jest zalezna od jego stezenia.

Granicznie istotna okazata sie réznica wieku pacjentéw
palacych i niepalacych. Za wczes$niejszym wystgpieniem
objawdéw choroby u palaczy przemawiajg opisywane
powyzej mechanizmy przyspieszania przez substancje
dymu tytoniowego przebiegu zmian miazdzycowych.
Pacjenci palacy charakteryzuja sie nizszym stezeniem
TGF-B1, co wskazuje na bardziej nasilony proces prolifera-
cji miesniéwki gtadkiej, ponadto stezenie TGF-p1 w stop-
niu granicznie istotnym koreluje z osoczowym steze-
niem kotyniny, co przemawia za zwigzkiem wydzielania
TGF-p1 z liczbg wypalanych papieroséw.

Podsumowujac, palenie tytoniu przyczynia sie do
szybszego przebiegu i wystapienia objawdw klinicznych
miazdzycy tetnic szyjnych poprzez nasilenie procesu
zapalnego w obrebie $rédbtonka oraz proliferacji mie-
$niowki gtadkiej.
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