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SPIS SKROTOW ZASTOSOWANYCH W PRACY

2-ME - 2-merkaptoetanol

ACEI — inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyng

ACIP — (ang. Advisory Committee on Immunization Practices) Komitet Doradczy
do spraw Szczepien

ADCC - (ang. antibody dependent cell cytotoxicity), cytoksycznos¢ zalezna
od przeciwcial

AIDS — (ang. acquired immune deficiency syndrome) zesp6l nabytego niedoboru
odpornosci

APC — (ang. antigen presenting cells) komorka prezentujaca antygen

ApoE — apolipoproteina E

BMI — (ang. body mass index) indeks masy ciata

CABG - (ang. Coronary artery bypass graft) operacja pomostowania t¢tnic wiencowych

CCS - (ang. Canadian Cardiovascular Society) klasyfikacja dusznicy bolesnej
wedtug Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego

ChNS — choroba niedokrwienna serca

CMYV — wirus cytomegalii, cytomegalowirus

CRP — (ang. C-reactive protein) biatka C-reaktywne

CTL — wrazliwa na IL-2 linia komoérkowa, klon limfocytéw T cytotoksycznych uzyskany
od myszy C57BL/6

CTLA-4 — (ang. cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) antygen 4 zwiazany
z limfocytem T cytotoksycznym

CX — (ang. Circumflex) tetnica okalajaca lewej tetnicy wiencowe;j

EAE — (ang. encephalomyelitis) zapalenie m6zgu i rdzenia

EDTA - (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas etylenodiaminotetraoctowy

EuroSCORE - (ang. European system for cardiac operative risk evaluation) punktacja
ryzyka zgonu okolooperacyjnego po zabiegach kardiochirurgicznych

FCS — (ang. fetal calf serum) ptodowa surowica cielgca

FSS - (ang. forward scatter) rozproszenie czolowe — ugigcie $Swiatta obrazujace wielko$é

komorki w cytometrii przeptywowe;j
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GRAIL — (ang. Gene Related to Anergy in Lymphocytes) gen pozwiazany z anergia
limfocytow

HCV — (ang. Hepatitis C virus) wirus zapalenia watroby typu C

HDL — (ang. high density lipoproteins) lipoproteiny wysokiej gestosci

HIV — (ang. human immunodeficiency virus) wirus nabytego niedoboru odpornosci

HLA — (ang. human leukocyte antigen) antygen ludzkich leukocytéw

HRP — (ang. horseradish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

Hsp-60 —(ang. heat shock proteins) biatka szoku cieplnego

HSV — (ang. Herpes simplex virus) wirus opryszczki

HTZ — hormonalna terapia zast¢pcza

ICAM - (ang. intracellular cell adhesion molecule) czasteczka adhezji
mig¢dzykomorkowej

ICF — (ang. inhibitor of cytolytic function) inhibitor wtasciwosci cytolitycznych

IFN — interferon

Ig — immunoglobulina

IL — interleukina

ILT — (ang. Ig-like transcripts) receptory, ktorych transkrypty przypominaja czasteczki
immunoglobulin

IP-10 — (ang. interferon inducible protein) biatko indukowane przez interferony

K562 — linia ciagta komorek ludzkiej przewleklej biataczki szpikowe;j

KIR — (ang. killer inhibitory receptor) receptory hamujace zabijanie

LAD - (ang. Left Anterior Descendens) gataz przednia zstepujaca lewej tetnicy
wiencowej

LAK - (ang. lymphokine acativated killers) komodrka cytotoksyczna aktywowana
limfoking

LDH - (ang. Lactate dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

LDL — (ang, low-density lipoprotein) lipoproteina o matej gestosci

LPS — lipopolisacharyd

LVEF — (ang. left ventricular ejection fraction) warto$¢ frakcji wyrzutowej lewej komory
serca

M-CSF — (ang. macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii makrofagow

MCP - (ang. monocyte chemoattractant protein-1) bialko chemotaktyczne

dla monocytow
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MDM - (ang. monocytes derived macrophages) makrofagi powstale z monocytéw

MHC - (ang. major histocompatibility complex) gtowny uktad zgodnosci tkankowe;j

MIG - (ang. monokine induced by gamma interferon) monokina indukowana
przez intereferon-y

MTT - 3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5 difenylo bromek tetrazolu

N-CAM - (ang. neural-cell adhesion molecule) czasteczka adhezji komorek nerwowych

NAC — N-acetylo cysteina

NK — (ang. natural killer cells) komdrki NK

NYHA - (ang. New York Heart Association) klasyfikacja niewydolnos$ci serca wedhug
Nowojorskiego Stowarzyszenia Choréb Serca

oxLDL — (ang. oxidized low-density lipoprotein) utlenione czasteczki lipoprotein o matej
gestosci

PBL — (ang. peripheral blood lymphocytes) limfocyty krwi obwodowe;j

PBMC - (ang. peripheral blood mononuclear cells) komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej

PBS — zbuforowany roztwor soli fizjologiczne;j

POP — oddziat pooperacyjny

PWM - (ang. pokeweed mitogen) mitogen szkartatki

RANTES - (ang. regulated on activation normal T cells expressed and secreted)
chemokina wydzielana przez limfocyty T

RCA — (ang. Right Coronary Artery) prawa t¢tnica wiencowa

rIL-2 — rekombinowana interleukina 2

ROS — (ang. reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

SDF-1 — (ang. stromal cell-derived factor-1) czynnik pochodzacy z komorek zregbowych

SS — (ang. side scatter) rozroszenie boczne — ugigcie $wiatla obrazujace ilo$¢ ziarnisto$ci
wewnatrz komorki w cytometrii przeptywowej

T reg — limfocyty T regulatorowe

TAP — (ang. transporter associated with antigen processing) biatko tranportujace zwiazane
z obrobka antygenu

TLR — (ang. Toll-like receptor) receptory Toll-podobne

TNF — (ang. tumor necrosis factor) czynnik martwicy nowotworu

VCAM - (ang. vascular cell adhesion molecule) czasteczka adhezji komdrkowej naczyn

VLDL — (ang. very low-density lipoprotein) lipoproteina o bardzo matej gestosci
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1. WSTEP

Wedtug Swiatowego Raportu Zdrowia z 2002 roku ponad 29 procent zgondw
w roku 2001 byto skutkiem schorzen uktadu sercowo-naczyniowego. W Polsce choroba,
ktéra jest przyczyna najwigkszej liczby zgondéw (okoto 12 procent), jest choroba
niedokrwienna serca (ChNS). Cierpi na nia ponad 1,5 mln Polakéw, a kazdego roku
zapada na t¢ chorobg od 80 do 100 tysigcy osob. Ryzyko rozwoju ChNS tradycyjnie
taczone jest z nadci$nieniem tetniczym, wysokim poziomem cholesterolu, cukrzyca, ptcia
meska, paleniem papierosOw oraz starszym wiekiem. Tymczasem u okoto
50% pacjentéw z wykryta ChNS nie wykazano wplywu wymienionych czynnikoéw
(Epstein E. 1 wsp., 1999). Co wigcej, zawal migSnia sercowego wystepuje
u 25% pacjentow bez wczesniejszych symptoméw 1 czynnikow ryzyka ChNS,
a az 40% zgonéow z powodu zawalu mig$nia sercowego wystgpuje u 0sob
charakteryzujacych si¢ nizszym poziomem cholesterolu anizeli warto$¢ srednia dla catej
populacji (Smith S.C. Jr., 2006). Stad proby poszukiwania innych czynnikow,

ktore moga by¢ zaangazowane w rozwo0j choroby niedokrwiennej serca.

1.1. Choroba niedokrwienna serca — choroba o podtozu zapalnym

Ostatnie badania dowodza, ze u podtoza choroby niedokrwiennej serca lezy stan
zapalny, a miazdzyca tgtnic, ktora jest jedna z glownych przyczyn rozwoju
tego schorzenia, uzyskala miano przewlektej choroby zapalnej (Ross R., 1999).
Potwierdzaja to obserwowane nacieki komoérek uktadu immunologicznego w blaszce
miazdzycowej (Hansson G.K. i wsp., 1989, Jonasson L. i wsp., 1986), a takze obecnos¢
markerow stanu zapalnego w surowicy krwi chorych na miazdzycg i ChNS (Tracy R.,
1997). Na komodrkach $rédblonka naczyn wiencowych wykrywano czasteczki
adhezyjnych ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule) i VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule), a ich wzmozona ekspresja byla powiazana zar6wno
z hipercholesterelemia (czasteczki VCAM), jak i nadci$nieniem tegtniczym (czasteczki
ICAM). Pojawianie si¢ tych czasteczek powoduje naptyw jednojadrzastych komorek
krwi obwodowej, gtownie monocytow i limfocytow, do miejsca formowania blaszki

miazdzycowe] we wczesnym etapie miazdzycy (Hansson G.K., 2001).
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Ponadto podwyzszone surowicze poziomy markerow stanu zapalnego: biatka
C-reaktywnego (CRP), surowiczego amyloidu A oraz interleukiny-6 (IL-6) uznawane
sa za czynniki ryzyka ChNS (Ridker P.M. i wsp., 2000). Transkrypty cytokin
promujacych rozwd¢j stanu zapalnego, takich jak interleukina-12 (IL-12),
czy interferon-y (IFN-y) byly juz przed laty wykrywane w blaszce miazdzycowej
(Frostegard J. 1 wsp., 1999, Uyemura K. i wsp., 1996). Wykazano rowniez powiazanie
rozwoju choréb sercowo-naczyniowych i ich komplikacji z podwyzszonym poziomem
cytokin prozapalnych (TNF-a, interleukiny-1) (Kishikawa H. 1 wsp., 1993, Libby P.
1 wsp., 1995). Komorki srodbtonka sa zdolne takze do produkceji i wydzielania M-CSF
(macrophage colony stimulating factor) czynnika indukujacego przejscie monocytow
w makrofagi, uznawanych za glowne komorki efektorowe reakcji zapalnej (Smith J.D.
1 wsp., 1995). Wymienione cytokiny nie tylko wzmagaja aktywno$¢ komorek uktadu
immunologicznego, ale tez indukuja wydzielanie czynnikow chemotaktycznych
1 ekspresje czasteczek adhezyjnych. Immunohistochemiczna analiza miejsca
uszkodzenia $rddbtonka naczynia ujawnita obecno$¢ znacznej liczby komorek uktadu
immunologicznego. Okoto 80% sposrod wykrytych leukocytow stanowilty makrofagi
powstate z przeksztatconych monocytow (MDM — monocytes derived macrophages)
(Gerszten R.E. 1 wsp., 2000). Rol¢ monocytow w rozwoju miazdzycy udowodnity
badania prowadzone na zwierzgtach. Myszy pozbawione genu dla ApoE szybciej
rozwijaja miazdzyc¢ w zwiazku z wysokimi poziomami cholesterolu frakcji LDL
i VLDL. Dodatkowy ,.knockout” genowy w genie dla M-CSF u tych myszy nie tylko
obnizyt liczb¢ monocytéw we krwi obwodowej, ale rowniez obserwowane uszkodzenia

naczyn byly mniejsze anizeli w grupie kontrolnej (Breslow J.L., 1993).

Duze znacznie w rozwoju miazdzycy odgrywaja chemokiny. Te male czasteczki
chemotaktyczne, na podstawie polozenia cysteiny w lancuchu biatkowym zostaly
podzielone na cztery rodziny: CC, CXC, C, CXXXC. Chemokiny CXC pelnia rolg
chemoatraktantow gtownie dla neutrofili i monocytéw, a chemokiny CC dla monocytow
i limfocytow. Badania in vivo 1 in vitro dowiodty, ze produkcja i wydzielanie chemokin
sa indukowane procesami powiazanymi z miazdzyca, takimi jak: bezposrednie
uszkodzenia $rodbtonka naczyn krwiono$nych, wptyw oksydowanych lipidéw,
czynnik wzrostu (P-DGF — platelet derived growth factor) oraz cytokina (IL-18, TNF-a.,
IFN-y). Ekspresja chemokin, zaréwno z rodziny CC (MCP-1, MCP-4, RANTES),

11
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jak i CXC (IL-8, SDF-1, IP-10, MIG) byta obserwowana
w miejscu uszkodzenia naczynia. Ponadto chemokiny te wykrywano w monocytach,
komoérkach $roédblonka 1 migsniowki gladkiej, czyli we wszystkich komodrkach
zaangazowanych w rozw6j ChNS (Nelken N.A. i wsp., 1991, Reape T.J. 1 wsp., 1999,
Wilcox J.N. i wsp., 1994). Badania prowadzone na zwierzg¢tach transgenicznych
dowiodly znaczenia chemokin w rozwoju tej choroby. Pozbawienie myszy zaréwno
genu, jak i1 receptora dla MCP-1 spowodowalo mniejsza podatno$¢ tych zwierzat
na rozwoj miazdzycy, a ponadto obnizato liczb¢ monocytow w blaszce miazdzycowe;j
w porownaniu do zwierzat stanowiacych grupg kontrolna (Nelken N.A. i wsp., 1991).
Podobne wyniki uzyskano dla myszy pozbawionych genu dla receptora IL-8 (Boisvert
W.A. 1 wsp., 1998). Badania te dowodza nie tylko udziatu chemokin w ChNS, ale tez
znaczacej roli monocytow i makrofagdéw w patogenezie tej choroby. Uwidaczniaja

réwniez zaangazowanie czynnikow zapalnych w indukcj¢ ChNS.

1.2. Wptyw pitci na odpowiedz immunologiczng i rozwéj stanu zapalnego

Badanie wskazaly, ze uklad immunologiczny kobiet i megzczyzn rozni sig.
Kobiety charakteryzuja si¢ intensywniejsza odpowiedzia komodrkowa oraz humoralna
w porownaniu do mezczyzn. Uklad immunologiczny kobiet lepiej radzi sobie
z infekcjami wirusowymi 1 pasozytniczymi, z drugiej jednak strony czg$ciej u kobiet
wystepuja choroby o podlozu autoimmunizacyjnym (Bouman A. i wsp., 2005).
W zwiazku z tym kobiety dwa razy czesciej zapadaja na stwardnienie rozsiane
oraz reumatoidalne zapalenie stawdéw 1 az dziewieC razy czg¢sciej na toczen ukladowy
anizeli mezczyzni (Beeson P.B. 1 wsp., 1994). Roznice te sa zalezne od dziatania
hormonéw plciowych, ktore w duzym stopniu modyfikuja aktywnos$¢ komorek uktadu
immunologicznego.

Juz w 1967 roku Butterworth M. i1 wspdlpracownicy wskazali, ze kobiety
charakteryzuja si¢ wyzsza produkcja przeciwcial anizeli mezczyzni (Butterworth M.
1 wsp., 1967). Wyzsze miana przeciwcial stanowia jedna z drog thumaczenia wyzszej
zachorowalno$ci na choroby autoimmunizacyjne u kobiet. Czynnikiem, ktéry wptywa
na komorki stymulujac wydzielanie przeciwcial, sa estrogeny. W badaniu Kanda N.
1 Tamaki K. z 1999 roku hodowla komérek PBMC z réznymi dawkami estrogendow
wzmacniata wydzielanie przeciwciat (Kanda N. i Tamaki K., 1999). Co wigcej, hormony

te zwigkszaly produkcje IL-10 w monocytach. Badanie to sugeruje stymulacj¢
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odpowiedzi Th2 przez estrogeny. Dowodzi tego tez badanie przeprowadzone
u pacjentow po zmianie pici. W badaniu tym podanie mezczyznom estrogendow
oraz lekow  antyandrogennych  spowodowato  obnizenie  produkcji  IFN-y
przez limfocyty krwi obwodowej po stymulacji mitogenami. Podanie kobietom
androgenow wywotato odwrotny efekt. Hormony te zwigkszyly produkcje IFN-y
oraz TNF-a przez limfocyty krwi obwodowej (Giltay E.J. 1 wsp., 2000). Badania
te sugeruja, ze estrogeny promuja odpowiedz typu Th2 1 hamuja odpowiedz typu Thl.

Takie dzialanie estrogenow chroni kobiety przed rozwojem choréb o podiozu
zapalnym. Po menopauzie, gdy poziom hormonéw ptciowych obniza si¢ zaobserwowano
wzrost IL-6 1 TNF-a, czyli cytokin prozapalnych, w surowicy krwi kobiet
(Bouman A. i wsp., 2005, Rachon D. i wsp., 2002). Jednocze$nie menopauza
byta powiazana ze wzrostem liczby monocytéw. Efekt ten byl odwracalny podczas
zastosowania hormonalnej terapii zastgpczej (HTZ) (Ben-Hur H. i wsp., 1995). Mozna
wigc powiedzie¢, ze estrogeny reguluja tez liczbg monocytow we krwi. Komorki
te sa jednym z gtownych Zrédet cytokin prozapalnych, takich jak TNF-o w surowicy
krwi.

Wraz z menopauza spada poziom estrogendow, co prowadzi do zwigkszenia
poziomu cytokin prozapalnych. Jak wspomniano wczesniej ChNS jest choroba o podtozu
zapalnym 1 rozwija si¢ 10 lat pozniej u kobiet anizeli u megzczyzn (Keil U., 2000).
By¢ moze przesunigcie rownowagi cytokinowej w kierunku zapalnym u kobiet

po menopauzie moze tlumaczy¢ t¢ rdznicg.
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1.3. Czynniki infekcyjne - jako podtoze zapalenia w chorobach

sercowo-naczyniowych

Rycina 1.3.1. Model Streblowa rozwoju miazdzycy. Opis w tekscie.
Na podstawie Streblow D.N. i wsp., 2001.

Blona

sprezysta
zewnetrzna

Adventitia

Dieta
Czynniki chemiczne *

srodkowa Czynniki genetyczne Cytokiny
PATOGENY Chemokiny
Btona Czynniki wzrostu
Komdorki sprezysta Plytki krwi )
$rodblonka wewnetrzna Monocyty/Makrofagi

Limfocyty B

Limfocyty T l
. Plytki krwi

Powstawanie komorek
piankowatych
Proliferacja i migracja komarek

miesniowki gladkiej

G —
Ptytka miazdzycowa
Zwezenie tetnicy

Zgodnie z modelem Streblowa rozwoju miazdzycy, a takze choroby niedokrwienne;j
serca pierwszym krokiem w patogenezie tych schorzen jest uszkodzenie komorek
sroédbtonka (Streblow D.N. 1 wsp., 2001). Uszkodzenie to jest wywotywane przez takie
czynniki, jak nadci$nienie  tgtnicze, hiperlipidemia, czynniki  chemiczne,
w tym palenie papierosow, czynniki immunologiczne, ale takze przez infekcje
patogenami, ktore w ostatnich latach zwrdcily uwage wielu badaczy. Uszkodzenie
komorek $rodbtonka prowadzi do lokalnego wyrzutu cytokin 1 czynnikow
chemotaktyczych, co powoduje naptyw monocytow/makrofagéw 1 plytek krwi
do  miejsca  uszkodzenia. Akumulacja  lipidow w  aktywowanych
monocytach/makrofagach oraz ich oddzialywanie 2z limfocytami T prowadzi
do powstanie naciekow tluszczowych. Dalsze przemiany powoduja akumulacje ptytek

krwi w miejscu uszkodzenia oraz proliferacj¢ komorek mig$niowki gladkie;j.
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Ostatecznym etapem tego procesu jest powstanie blaszki miazdzycowej zlozonej
z komorek piankowatych, czyli makrofagbw ze =zlogami lipidow w przestrzeni
wewnatrzkomorkowej, komoérek srodbtonka, komorek migsniowki gladkiej oraz plytek
krwi (Streblow D.N. i wsp., 2001) (Rycina 1.3.1.). Blaszka miazdzycowa moze
powodowaé zwezenie lub calkowicie zamknigcie $wiatla naczynia, co w przypadku

naczyn wiencowych prowadzi do niedokrwienia mig$nia sercowego.

Dlaczego rola patogenow jest tak podkreslana w etiologii chordb naczyniowych?
Sa one bowiem uznawane za czynniki indukujace pierwsze uszkodzenie $ciany naczynia.
Do czynnikow infekcyjnych zaliczanych do tej grupy naleza glownie te,
ktoére charakteryzuja si¢ powszechno$cia wystgpowania. Takie podejscie mogloby
ttumaczy¢ rozwdj chorob naczyniowych u o0soéb bez tradycyjnych czynnikow ryzyka ich
rozwoju, takich jak na przyklad hiperlipidemia, nadci$nienie tgtnicze czy palenie
papierosow.

Znaczenie czynnikéw infekcyjnych dla rozwoju miazdzycy zostalo potwierdzone
przez badanie Prasada i wspoipracownikow z 2002 roku (Prasad A. i wsp., 2002).
Przeprowadzono je na 395 osobach, u ktérych wykazano, Zze czynnikiem ryzyka
zapadalno$ci na miazdzycg tetnic wiencowych jest taczne obciazenie patogenami
(,,pathogen burden”) mierzone liczba pozytywnych testéw na obecno$¢ przeciwciat
przeciw szerokiemu zestawowi bakterii 1 wirusow. Do bakterii bioracych udziat
w tym procesie naleza gtownie wewnatrzkomérkowe drobnoustroje takie jak: Chlamydia
pneumoniae czy Helicobacter pylori. Do wirusOw przypuszczalnie zaangazowanych
w rozw0j choroby niedokrwiennej serca (ChNS) naleza wirusy powodujace wirusowe
zapalenie watroby (WZW) réznych typow, a takze wirusy typu Herpes, w tym wirus
cytomegalii (CMV) (Epstein S.E. 1 wsp., 1999). Infekcje bakteryjne w srodbtonku naczyn
krwiono$nych moga prowadzi¢ nie tylko do rozwoju stanu zapalnego, ale rowniez
do powstania zjawisk autoimmunizacyjnych. Biatko Hsp-60 (heat shock proteins — biatka
szoku cieplnego) wystepuje jednoczesnie u bakterii podejrzanych o przyczynianie
si¢ do rozwoju ChNS, jak 1 w komorkach s$rodblonka naczyn krwiono$nych
(Danesh J. i wsp., 1997, Xu Q. 1 Wick G., 1996). Odpornos¢ przeciwbakteryjna,
obejmujaca odpowiedz przeciw biatku Hsp-60, moglaby na drodze mimikry molekularnej
prowadzi¢ do uszkodzenia $rodblonkéow naczyn. W obrgbie blaszki miazdzycowej Hsp-
60 bakteryjne kolokalizuje z Hsp-60 srédbtonka. Co wigcej, badania nad patogennym

dzialaniem tego bialka sugeruja, ze na drodze mimikry molekularnej (podobienstwa
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strukturalnego pomigdzy Hsp-60 a epitopami miozyny) moze dochodzi¢ do inicjacji
zapalenia migsnia sercowego, ktérego ostatecznym efektem jest kardiomiopatia
rozstrzeniowa (Kol A. 1 Libby P., 1999). Jednocze$nie nalezy zauwazy¢, ze takze bialka
wirusowe moga bra¢ udzial ~w reakcji immunologicznej zaleznej od mimikry

molekularnej (Naucler C.S. i wsp., 1996).

1.3.1 Wirus cytomegalii i choroba niedokrwienna serca

Wirus cytomegalii jest powszechnie wystepujacym czynnikiem infekcyjnym.
W krajach rozwinigtych okoto 60% populacji oséb dorostych jest zakazonych tym
wirusem, w Polsce odsetek ten wynosi okoto 70% (Siwak E. 1 wsp., 1992). Zakazenie
CMV nastepuje zwykle w mlodym wieku, a przebieg infekcji moze by¢ objawowy
lub bezobjawowy, co zalezy od stanu ukladu immunologicznego chorego — niska
aktywno$¢ uktadu odpornosciowego sprzyja rozwojowi petnoobjawowych zakazen.

CMV zakaza komorki $rodbtonka, nablonka, monocyty/makrofagi, komorki
migsniowki gladkiej, a takze granulocyty (Mocarski E.S., 2001). Jak wszystkie wirusy
Herpes, CMV po infekcji przechodzi w stan dtugotrwatej latencji. Reaktywacja wirusa
nast¢puje w stanie obnizenia aktywnos$ci uktadu immunologicznego (Bowen E.F. i wsp.,
1996, Reinke P. i wsp., 1999). Jakkolwiek wirus moze zakaza¢ wymienione wczesniej
komorki, to jedynymi komorkami, w ktorych obserwowano wiasciwy proces latencji
1 reaktywacji s3, monocyty/makrofagi oraz komodrki progenitorowe o fenotypie
CD33+CD34+ (von Laer D. i wsp., 1995, Taylor-Wiedeman J. i wsp., 1991).
Reaktywacja CMV moze prowadzi¢ do zapalenia siatkéwki oka, przetyku, okreznicy,
mozgu, a takze Srodmiazszowego zapalenia ptuc. Jednak nie tylko immunosupresja
jest warunkiem reaktywacji wirusa, oprocz niej musi zaistnie¢ takze stan zapalny. Moze
to tlumaczy¢ reaktywacj¢ wirusa po zabiegach transplantacji  narzadow,
a takze w chorobach charakteryzujacych si¢ dlugotrwalym stanem zapalnym,
w tym réwniez w miazdzycy (Streblow D.N. i Nelson J.A., 2003).

Pierwotna infekcja oraz reaktywacja wirusa cytomegalii moze sprzyja¢ obnizeniu
aktywnos$ci uktadu immunologicznego, a takze indukowac stan zapalny (Schrier R.D.
1 wsp., 1986). Mechanizm immunosupresji wywotywanej przez CMV jest w duzej mierze
oparty na zmianach proporcji subpopulacji komorek ukladu immunologicznego
oraz na zaburzeniu rownowagi cytokinowej. W 1986 Schrier R.D. wykazat, ze dodanie

izolatow CMV do hodowli komodrek krwi obwodowej powoduje obnizenie aktywnosci
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cytotoksycznej komorek NK (natural killers), a takze upo$ledza rozpoznawanie
antygenoéw 1 odpowiedz limfocytow T na mitogeny (Schrier R.D. i wsp., 1986). Sugeruje
to bezposredni wplyw CMV na komorki uktadu immunologicznego. Co wigcej, podczas
reaktywacji wirus powoduje zwigkszony wyrzut IL-10, cytokiny, ktora ma dziatanie
immunosupresyjne i powoduje obnizenie ekspresji MHC klasy II (major
histocompatibility complex) na komorkach prezentujacych antygen, a takze obnizenie

aktywnosci limfocytow T 1 komoérek NK (Redpath S. 1 wsp., 1999).

W ostatnich latach wykazano powiazania wirusa cytomegalii z rozwojem ChNS.
Hendrix M.G. 1 wspotpracownicy (1990) zaobserwowali, ze obecnos¢ CMV w $cianie
tetnic jest czgstsza u osob z choroba niedokrwienna serca anizeli u oséb zdrowych
(Hendrix M.G. 1 wsp., 1990). Dalsze badania ujawnily, Zze poziom przeciwciat
przeciw biatkom wirusa CMV jest wyzszy u osob z klinicznymi objawami ChNS
w porownaniu do chorych bezobjawowych. Co wigcej, wysokie miana przeciwcial
przeciw CMV moga by¢ traktowane jako czynnik ryzyka rozwoju choroby
niedokrwiennej serca oraz ponownego zwezenia tetnic wiencowych po zabiegu
ich poszerzania (Blum A. i wsp., 1998). W 2003 roku ci sami autorzy zasugerowali,
ze wysokie miana przeciwcial przeciw CMV moga by¢ uznawane za wczesny czynnik
predykcyjny rozwoju miazdzycy. Wysokie miana tych przeciwciatl sa traktowane
jako marker dtugotrwatej antywirusowej odpowiedzi immunologicznej indukujacej stan
zapalny 1 prowadzacej do rozwoju klinicznej postaci miazdzycy (Blum A. 1 wsp., 2003).
Obserwowano, ze wysokie miana przeciwcial anty-CMV oraz wysoki poziom biatka
C-reaktywnego we krwi pacjentow z choroba niedokrwienna serca wigzat
si¢ z ich wyzsza $miertelnoscia (Muhlestein J.B. i wsp., 2000).

Infekcje wirusem cytomegalii wptywaja tez na poziom cholesterolu w surowicy
krwi badanych. Szkaradkiewicz i wspolpracownicy (2002) dowiedli, ze u dzieci
z wykazana obecnoscia przeciwcial przeciw wirusowi CMV poziom cholesterolu frakcji
HDL byl obnizony w poroéwnaniu z wartoSciami referencyjnymi. Autorzy
ci przypuszczaja, ze ostra infekcja CMV prowadzi do zakldcenia transportu endogennego
cholesterolu do watroby poprzez obnizenie frakcji HDL, co moze przyczyniaé
si¢ do rozwoju ChNS (Szkaradkiewicz A. 1 wsp., 2002).

Takze modele zwierzgce popieraja hipotez¢ o powiazaniu infekcji wirusem
cytomegalii z choroba niedokrwienng serca. Infekcja CMV u myszy z ,.knockoutem”

genu ApoE przyspieszylta rozwdj miazdzycy oraz powigkszyta rozmiar uszkodzen
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w naczyniach. Zmianom tym towarzyszyl podwyzszony poziom IFN-y, ktory zostat
przez badaczy uznany za jeden z mozliwych mechanizméw oddzialywania wirusa
na rozwdj miazdzycy. Co cickawe, zmiany te dotyczyly tylko samcow, u samic
nie wykazano powigkszenia uszkodzen w zwiazku z infekcja CMV (Burnett M.S.
1 wsp., 2001).

Wirus cytomegalii moze takze wpltywac bezposrednio na komorki $rédbtonka
naczyn krwiono$nych. Odkryto, ze ludzki CMV podczas latentnej infekcji indukowat
proliferacje komorek §rédbtonka naczyn krwiono$nych szczura (Zhou Y.F. i wsp., 1999).
Dalsze badania dowiodly, ze zainfekowane ludzkie komorki $rodbtonka nie tylko
nie ulegaly apoptozie, ale tez wykazywaly wigkszy potencjal migracyjny (Kovacs A.
1 wsp, 1996). Mozna wigc przypuszczaé, ze CMV w znacznym stopniu przyczynia
si¢ do rozrostu blony wewngtrznej naczyn krwiono$nych. Dodatkowe badania ujawnity,
ze wirus cytomegalii moze wptywa¢ na metabolizm komorkowy i promowa¢ akumulacjg
cholesterolu (Melnick J.L. i wsp., 1996). Co ciekawe, udowodniono w badaniu Nerheima
i wspotpracownikow (2004), ze wirus cytomegalii zakaza preferencyjnie naczynia
zmienione miazdzycowo. W badaniu tym proba zakazenia CMV naczyn miazdzycowych
konczyta si¢ 100% infekcyjnoscia, gdy tymczasem z 14 naczyh niezmienionych
tylko 2 zostaly zakazone. Infekcja objgla blong wewngtrzna naczynia (intima)
i przydanke (adventitia) tetnic, nie wykryto wirusa w komodrkach migéniowki gladkiej
(Nerheim P.L. i wsp., 2004).

Rozwd¢j infekcji CMV 1 jego ewentualna reaktywacja sa powiazane ze zmianami
poziomu cytokin i chemokin. Wedtug badan Soderberg-Naucler C. i wspotpracownikow
(1997a) monocyty spetniaja rolg rezerwuaru latentnej formy wirusa (Soderberg-Nauclér
C. 1 wsp., 1997a). Dalsze badania in vitro dowiodly, ze do petnej reaktywacji wirusa
cytomegalii wymagana jest transformacja monocytow w makrofagi oraz odpowiednie
srodowisko cytokinowe. Makrofagi, w ktorych moze doj$¢ do pelnej reaktywacji wirusa,
to komorki o fenotypie powierzchniowym przypominajacym zar6wno monocyty
(CD14+CD64+), jak 1 komodrki dendrytyczne (CDIla+CD83+) oraz dodatkowo
charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja czasteczek MHC klasy 1 oraz II na swojej
powierzchni. Przy reaktywacji zakazenia duze znaczenie odgrywaty poziomy cytokin:
IFN-y, IL-2, oraz TNF-a (Soderberg-Naucler C. i wsp., 1998). Podobne wyniki uzyskano
in vivo u chorych na AIDS (ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome — zespot

nabytego niedoboru odpornosci) podczas rozwoju zapalenia wywotanego przez CMV,
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a takze pacjentow CMV-seropozytywnych po przeszczepach phuc, u ktéorych wykazano
podwyzszone poziomy TNF-a (Magnan A. i wsp., 1994, Smith P.D.i wsp., 1992).
U pacjentow po przeszczepach pluc podczas reaktywacji CMV wykazano rowniez
podwyzszone poziomy interleukiny-6, cytokiny bedacej czynnikiem ryzyka rozwoju
miazdzycy (Humbert M. 1 wsp., 1993). Dowiedziono ponadto, ze infekcje CMV
sa powiazane ze zmianami poziomu chemokin. U os6b cierpiacych
na cytomegalowirusowe zapalenie ptuc notowano wysokie stezenia RANTES (regulated
on activation normal T cells expressed and secreted) przez caty okres trwania infekcji,
az do jej calkowitego opanowania (Monti G. 1 wsp., 1996). Podobnie podwyzszone
poziomy MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) wykazano w ptynie moézgowo-
rdzeniowym pacjentow z AIDS z cytomegalowirusowym zapaleniem mézgu (Bernasconi
S. 1 wsp., 1996). Wszystkie te czynniki biora udzial w rozwoju choroby niedokrwiennej
serca zwigkszajac aktywacje komodrek oraz ich migracj¢ w miejsce uszkodzenia
miazdzycowego. Sama obecno$¢ wirusa moze tez wspiera¢ migracje komorkowa,
gdyz DNA wirusa koduje receptory dla chemokin uktadu immunologicznego. Biatko
wirusowe US28 jest receptorem dla chemokin typu CC — MCP-1, RANTES.
Jego ekspresja w komoérkach migsniowki gladkiej zwigkszala migracje tych komorek
w kierunku miejsca o wigkszym stezenia tych chemokin (Bodaghi B. i wsp., 1998). Moze

to by¢ jeden z potencjalnych mechanizméw wplywu wirusa na rozwdj ChNS.

1.4. Wptyw CMV na ukiad immunologiczny
1.4.1 CMV i komoérki NK

Prawdopodobnie wirus cytomegalii bierze bezposrednio udziat tylko w inicjacji
procesu miazdzycowego, gdyz byl rzadko znajdowany w po6znej blaszce miazdzycowej
(Pampou S.Y. i wsp., 2000). Jednakze wiadomo, ze przewlekla infekcja tym wirusem
moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju ChNS poprzez indukcj¢ stanu immunosupresyjnego
1 torowanie drogi wtornym infekcjom bakteryjnym i zjawiskom autoimmunizacyjnym.
Takze pierwotna infekcja CMV 1 reaktywacja tego wirusa moze indukowacé obnizenie
kompetencji  uktadu  immunologicznego. Zachodzi to  prawdopodobnie
poprzez stymulacje wydzielania interleukiny-10 (IL-10), cytokiny wptywajacej
supresyjnie na odpowiedz komoérkowa (Schrier R.D. i wsp., 1986) oraz poprzez zmiany

ilosciowe w subpopulacjach limfocytéw T i komorek NK.
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Komoérki NK (natural killers) biora udzial we wczesnej odpowiedzi
immunologicznej  przeciwko  wirusom. Komoérki  te  charakteryzowane
sa jako cytotoksyczne komorki efektorowe zdolne do spontanicznego niszczenia komorek
zainfekowanych wirusem i transformowanych nowotworowo (Herberman R.B. i Oratldo
J.R., 1981) w sposob niespecyficzny, to znaczy bez uprzedniej immunizacji (Nunn M.E.
1 wsp., 1977). Rozpoznawanie zmienionych patologicznie komoérek zachodzi
na podstawie laczenia si¢ receptorow hamujacych KIR (killer inhibitory receptor),
znajdujacych w blonie komoérkowej komorek NK, z biatkami glownego kompleksu
zgodnosci tkankowej klasy I (MHC I) obecnych na komoérkach docelowych (Lanier L.L.
1 Phillips J.H., 1996). Brak czasteczek MHC I indukuje atak cytotoksyczny. Receptory
hamujace klasy KIR2DLI1 i KIR2DL2 rozpoznaja rozne peptydy czasteczek HLA-C
(human leukocyte antigen) (Winter C.C. i Long E.O., 1997). Natomiast receptory ILT
(Ig-like transcripts) tacza si¢ z czasteczkami HLA-E (Colonna M. i wsp, 1997). Wirus
cytomegalii moze wzmagaé ekspresje czasteczek MHC 1 w ten sposéb ,.chroni¢”
zainfekowane komorki przed atakiem komorek NK. Biatko wirusowe UL40 ma podobna
sekwencjg liderowa do HLA-E. W fibroblastach zakazonych CMV wykazano wzmozona
ekspresj¢ tych czasteczek, co moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszonej podatnosci na lize
tych komoérek przez komorki NK (Tomasec P. 1 wsp., 2000). Dalsze badania ujawnity,
ze UL90 indukuje IFN-y, cytoking o dziataniu zapalnym, dodatkowo zwigkszajac efekt
ochronny poprzez wyzsza ekspresje¢ HLA-E (Cerboni C. 1 wsp., 2001). Nieklasyczna
czasteczka MHC I klasy — HLA-G, w normalnych warunkach wyst¢pujaca na komorkach
tozyska i hamujaca odpowiedz komorkowa, moze by¢ stymulowana podczas reaktywacji
CMV w monocytach. Dodatkowo obserwowano, ze wzrost ekspresji HLA-G pociagat
za soba obnizenie ekspresji klasycznych czasteczek MHC klasy I. Wykazano, ze wczesne
biatka wirusowe pp72 i pp86 stymuluja wydzielanie rozpuszczalnej formy MHC klasy I
(Onno M., i wsp., 2000). Wirus cytomegalii wytwarza takze biatko ULIS,
bedace homologiem czasteczek HLA klasy 1. Biatko to wiaze si¢ z receptorami ILT
z wigkszym powinowactwem anizeli czasteczki MHC klasy I (Chapman T.L. i wsp.,
1999), jednak znaczenie ochronne tego procesu nie jest do konca udowodnione i pewne.
W badaniu Reyburna H.T. i wspdipracownikow (1997) ekspresja UL18 faktycznie
chronita przed cytotoksycznym efektem komoérek NK, tymczasem w innych badaniach
obserwowano, ze produkcja tego biatka wrecz zwigkszata wrazliwo$¢ zainfekowanych
komorek na atak komorek NK (Leong C.C. i wsp., 1998, Reyburna H.T. i wsp., 1997).
Innym biatkiem wirusowym imitujacym MHC klasy I jest biatko UL142, ktore chroni
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przed liza ze strony komorek NK, ale nie catkowicie. Z drugiej strony blokowanie
ekspresji biatka UL142, przys$pieszato liz¢ komoérek zakazonych CMV (Wills
M.R. 1 wsp., 2005).

Wymienione mechanizmy umozliwiaja wirusowi ukrycie si¢ i chronia komorki
zakazone przed niszczacym efektem komorek NK, a takze wplywaja na aktywnos¢

tych komorek.

1.4.1.1 Subpopulacje komérek NK

Wsrod komorek NK (CD3-CDS56+) na podstawie ekspresji specyficznych
czasteczek w  blonie komoérkowej mozna  wyr6ézni¢  dwie  subpopulacje
(Jonges L.E. 1 wsp., 2001):

- CDS56bright — charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja czasteczek CDS56 1 niska
ekspresja czasteczek CD16,

- (CDS56dim - charakteryzujace niska ekspresja czasteczek CD56 oraz wysoka
czasteczek CD16.

Na rycinie 1.4.1.1.1. przedstawiono podstawowe rdéznice migdzy subpopulacjami

komorek NK.
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Rycina 1.4.1.1.1. Subpopulacje komérek NK: CD3-CD56bright
i CD3-CD56dim. ADCC - (antibody dependent cell cytotoxicity), cytoksycznosc
zalezna od przeciwciat; LAK - (lymphokine activated killers) komorka
cytotoksyczna aktywowana limfoking. Na podstawie Cooper M.A. i wsp., 2001a.
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Roéznice morfologiczne pomigdzy tymi populacjami sa wigzane z rdéznicami
w ich funkcji. Komoérki NK CD56bright charakteryzuja si¢ wyzsza produkcja cytokin:
TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-12 i wydaja si¢ by¢ bardziej czule na sygnaty ptynace od innych
komorek uktadu immunologicznego (Cooper M.A. i1 wsp., 2001c). We wczesne]
odpowiedzi immunologicznej subpopulacja ta kontroluje rozwdj odpowiedzi na infekcje
poprzez wptyw na poziom aktywacji monocytow, makrofagéw oraz innych komoérek
prezentujacych antygen (APC — antigen presenting cells) (Cooper M.A. i wsp., 2001a).
Regulacja ta ma charakter pozytywnego sprzgzenia zwrotnego. Pod wplywem
interleukiny-1 oraz interleukiny-12, wydzielanej przez APC we wczesne] fazie
odpowiedzi na infekcje, komorki NK CDS56bright zwigkszaja wydzielanie TNF-a, IFN-y,
czyli cytokin aktywujacych APC (Cooper M.A. i wsp., 2001a, Cooper M.A. i wsp.,
2001b , Fehniger T.A. i wsp., 1999). NK o fenotypie CD56dim takze produkuja
i uwalniaja cytokiny, jednak na znacznie nizszym poziomie. Spoczynkowa
cytotoksyczno$§¢ komoérek CD56dim jest wyzsza anizeli komorek CDS56bright,

ale pod wptywem interleukiny-2, ich cytotoksyczno$¢ wzrasta i osiaga podobne wartosci
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jak komorek CDS56dim (Caligiuri M.A. 1 wsp., 1990, Nagler A. i wsp., 1989,
Nagler A. 1 wsp., 1990) (Rycina 1.4.1.1.1.).

Chociaz w krwi obwodowej jest wigcej komorek o fenotypie powierzchniowym
CD56dim, to jednak w weztach chtonnych wystgpuje przewaga komoérek CDS56bright.
Regulatorowe komorki NK na swojej powierzchni posiadaja wyzsza ekspresje receptora
dla IL-2, a ligandem dla niego w weztach chtonnych jest IL-2 wydzielana przez limfocyty
T. W odpowiedzi na taka stymulacj¢ komorki CD56bright, obecne w wezlach chtonnych,
zaczynaja produkowaé 1 wydziela¢ IFN-y. Wydaje si¢ wigc, ze komorki CD56bright
stanowia polaczenie migdzy specyficzng a niespecyficzna odpowiedzia immunologiczna
(Fehniger T.A. i wps., 2003).

Komorki CD56bright sa nie tylko zaangazowane w regulacje wczesnej
odpowiedzi immunologicznej, ale stanowia rowniez frakcj¢ komorkowa zaangazowana
w indukcje i rozwoj stanu zapalnego, wykrywano je w miejscu zapalenia. Na drodze
interakcji z monocytami komoérki CD56bright zwigkszaly wyrzut cytokin prozapalnych,
za$ ich aktywacja przez takie cytokiny, jak IL-12, IL-15 i IL-18 prowadzita nastgpnie
do stymulacji monocytéw do wydzielania TNF-a. Stymulacja ta odbywata si¢ na drodze
bezposredniego kontaktu komodrkowego. Podobnie monocyty poprzez kontakt
komorkowy stymulowaty komorki CDS56bright do wydzielania IFN-y (Dalbeth N.
1 wsp., 2004).

Czy komorki NK wptywaja na rozwoj choroby niedokrwiennej serca? Jednym
z potencjalnych mechanizmoéw jest obnizenie aktywnosci komorek NK, co stwarza
mozliwos¢ rozwoju infekcji wirusowych 1 bakteryjnych (Garcia-Penarrubia P. 1 wsp.,
1989). Prawdopodobnie komodrki NK zaangazowane sa rowniez bezposrednio w indukcj¢
zmian w blonie naczyn wiencowych, o czym moze $wiadczy¢ fakt, Zze komorki
te znajdowano w blaszce miazdzycowej. Komoérki NK inflirtujace blaszke miazdzycowa
charakteryzowaty si¢ wzmozona produkcja perforyn, ktore bezposrednio uszkadzaja
$ciang naczyn wiencowych (Seko Y. 1 wsp., 1997), a takze oddzialuja na miocyty serca,
powodujac powstawanie porow w ich btonie komorkowej (Seko Y i wsp., 1993).
Jednak nie tylko komérki NK sa zaangazowane w ten proces. Uszkodzenia takie moga
tez powodowa¢ inne komodrki zdolne do wydzielanie perforyn, migdzy innymi
limfocyty T cytotoksyczne. Udowodniono, ze limfocyty T w blaszce miazdzycowe;j

sa w stanie ciagltej aktywacji 1 takze sa zdolne do wydzielania perforyn
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(Hansson G.K. i wsp., 1989).

Zmiany aktywnosci cytotoksycznej komorek NK byly opisywane w licznych
publikacjach, jednakze niewiele prac traktuje o zmianach ilo§ciowych populacji komoérek
NK w stanach chorobowych. Z nielicznych doniesien wynika, ze wzrost liczby komorek
NK obserwowano w $luzoéwce zoladka w chorobie wrzodowej (del Mar Cabrera M. i
wsp., 2001), u ktérej podstaw, tak jak 1 ChNS, lezy stan zapalny. Wykazano wplyw
infekcji wirusowych na obie subpopulacje komérek NK. Infekcje wywotane wirusem
HIV powodowaty obnizenie liczby komorek NK (Lucia B. i wsp., 1995), notowano
réwniez wplyw infekcji CMV na liczbg tych komoérek (Stephan F. i wsp., 2001).

Komérki NK stanowia populacje chroniaca przed infekcjami wirusowymi
1 bakteryjnymi. Jednocze$nie obecno$¢ tych komorek nie jest obojgtna dla rozwoju stanu
zapalnego.  Sa one takze populacja, na ktora CMV wywiera duzy wplyw.
W tym kontek$cie wydaje sig, Zze moga one odgrywac znaczaca rolg w ChNS.

1.4.2. Rola limfocytéw T cytotoksycznych w infekcji CMV

Limofocyty T cytotoksyczne biora udziat w nabytej odpowiedzi immunologiczne;.
Charakteryzuja si¢ one zdolno$cia niszczenia komoérek zainfekowanych wirusem
w reakcji cytotoksycznej podlegajacej restrykcji MHC, a takze regulacja odpowiedzi
immunologicznej poprzez wydzielanie cytokin. Wirus CMV wytwarza mechanizmy
ochronne takze przed atakiem cytotoksycznym ze strony limfocytow T. Biatka wirusowe
USI11 i US2 powoduja degradacje¢ czasteczek MHC klasy I; tacza si¢ z nimi w siateczce
srodplazmatycznej 1 transportuja do cytosolu, gdzie biatka MHC 1 sa trawione
przez proteasomy (Story C.M. i wsp, 1999, Wiertz E.J. 1 wsp., 1996). Ponadto biatko
wirusowe US3 moze zatrzymywac czasteczki MHC w siateczce §rodplazmatycznej (Jones
T.R. i wsp., 1996). Zmniejszenie ekspresji czasteczek gldéwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej] (MHC) chroni komoérki zakazone przed rozpoznaniem 1 zniszczeniem
przez limfocyty T. W innych mechanizmach ochronnych bierze udziat biatko wirusowe
US6, zaktocajace prezentacje antygenéw wirusowych w kontekscie MHC 1. Biatko
to taczy si¢ z kompleksem TAP (transporter associated with antigen processing), hamujac
transport peptydow do siateczki srodplazmatycznej, a takze hamuje ekspresje MHC klasy
I na powierzchni komorki (Ahn K. 1 wsp., 1997, Lopez-Botet M. i wsp., 2001).

Obecnos¢ w blonie komorkowej kompleksu CD3 jest charakterystyczna

dla wszystkich limfocytow T, a czasteczka wyrdzniajaca limfocyty T cytotoksyczne
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jest CD8. Badania nad fenotypem limfocytow T wujawnily istnienie komorek
charakteryzujacych si¢ obecnoscia kompleksu CD3, wysoka ekspresja CDS8
oraz obecnoscia czasteczki CD57 (Wang E.C.Y. 1 wsp., 1993). Komorki te wykazuja
niespecyficzne wlasciwosci cytotoksyczne i immunosupresyjne. Badania prowadzone
nad ta subpopulacja ujawnily jej hamujacy wplyw na aktywno$¢ cytotoksyczna
limfocytow T, proliferacj¢ 1 réznicowanie komorek NK, LAK (lymphokine activated
killer) oraz limfocytow T cytotoksycznych (Autran B. i wsp., 1991). Komorki
te wydaja si¢ mie¢ takze podobny wplyw supresyjny na limfocyty B (Gratama J.W.
1 wsp., 1989). Wykazano wzrost liczby komérek CD8+CD57+ podczas infekcji wirusem
cytomegalii, a takze po transplantacji nerek, serca i szpiku kostnego (Fregona I. 1 wsp.,
1985, Leroy E. 1 wsp., 1986, Maher P. i wsp., 1985, Plaeger-Marshall S. i wsp., 1987,
Wang E.C.Y. i wsp., 1995).

Badanie Rowbottoma A.W. i wspolpracownikow z 2000 roku wykazalo,
ze podwyzszona liczba limfocytow T o fenotypie powierzchniowym CD8+CDS57+
zmniejsza zdolno$¢ ukladu immunologicznego do niszczenia komoérek zakazonych
wirusem cytomegalii. Co wigcej, wykazano w tym badaniu, ze komorki CD8+CDS57+
charakteryzuja si¢ nizsza produkcja TNF-a 1 IFN-y, a z drugiej strony prawdopodobnie
zwigkszonym wydzielaniem IL-10 (Rowbottoma A.W. i wsp., 2000).

Z komoérkami CD3+CD8+CD57+ wiazana jest tez populacja CD8+CD28-
wykazujaca podobne funkcje. Receptor CD28 stanowi czasteczke kostymulacyjna
limfocytu T, jej polaczenie z ligandem CD80/CD86 na powierzchni komorki
prezentujacej antygen wzmacnia sygnat stymulacji limfocytow T (Mys$liwska J., 1999a).
Nasze wczesniejsze badania wskazaly pozytywne powiazanie komorek CD8+CD28-
oraz miana przeciwcial IgG anty-CMV (Trzonkowski P. 1 wsp., 2003). Wzrost liczby
tych komorek obserwowano po operacji transplantacji organdéw oraz u o0sob
zainfekowanych wirusem HIV (Colovai A.L. i wsp., 2003, Niehues T. i wsp., 2000).
Komérki CD8+CD28- sa limfocytami T immunosupresyjnymi zaangazowanymi
w procesy tolerancji immunologicznej (Suciu-Foca N. 1 wsp., 2003). Oddzialuja
one gltownie na komorki prezentujace antygen blokujac ekspresj¢ czasteczek CDS80
i CD86 i w ten sposob hamujac aktywacje odpowiedzi immunologicznej zaleznej

od limfocytow T pomocniczych (Liu Z. i wsp., 1998).

Liczba komorek CD3+CD8+CDS57+ oraz CD8+CD28- wzrasta w czasie infekcji
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CMV. Obie te populacje sa wigzane ze stanami immunosupresji dlatego tez ich wzrost
moze stanowi¢ jedna ze strategii obnizania aktywnosci uktadu immunologicznego
przez wirusa. Z drugiej jednak strony komorki te moga chroni¢ organizm przed skutkami

nadmiernej aktywacji tego uktadu podczas infekcji wirusowe;.

1.4.3. CMV i limfocyty T pomocnicze

Limfocyty T o fenotypie powierzchniowym CD3+CD4+CD25+, okreslane
Llimfocytami T regulatorowymi” — T reg, stanowia frakcj¢ komoérkowa powiazana
z indukcja tolerancji na wilasne antygeny, peilnia wazna rol¢ w zapobieganiu reakcjom
autoimmunologicznym oraz zapobiegaja odrzucaniu przeszczepéw (June C.H. i Blazar
B.R., 2006). Dzialanie komérek CD4+CD25+ w regulacji tych procesow jest oparte
na obnizeniu aktywnosci i zdolnosci proliferacyjnej limfocytow T oraz komorek NK.
Komorki T reg sa zaangazowane nie tylko w regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej
na antygeny endogenne lub autoantygeny, ale stanowia tez jedna z gtéwnych populacji
komérkowych ~ zaangazowanych ~ w  monitorowanie  reaktywnos$ci  uktadu
immunologicznego na antygeny egzogenne. Ich znaczenie udowodniono w odpowiedzi
alergicznej oraz w odpowiedzi na patogeny egzogenne (Mills K.H., 2004, Umetsu, D.T. i
wsp., 2003). Komorki T reg biora udziat nie tylko w indukcji stanu immunosupresji,
ale takze w obronie przeciw patogenom. Jednak ich rola przeciwbakteryjna
1 przeciwwirusowa jest nie do konca poznana, a ich aktywno$¢ podczas infekcji moze
zaréwno zapewniac protekcje, jak i umozliwiaé przyspieszony rozwdj infekcji.

Suvas 1 wspotpracownicy w 2003 roku dowiedli, ze aktywnos$¢ limfocytow T
cytotoksycznych u myszy zakazonych wirusem HSV (Herpes simplex virus)
z zablokowanymi specyficznymi przeciwciatami komodrkami CD4+CD25+ jest wyzsza
anizeli u myszy z w pehi funkcjonalnymi limfocytami T reg. Co wigcej, limfocyty T
cytotoksyczne pozbawione wplywu komorek T reg charakteryzowaty si¢ wyzszym
potencjatem proliferacyjnym i przez dluzszy czas utrzymywaty fenotyp $wiadczacy
o ich aktywacji (Suvas S. i wsp., 2003).

Takze podczas infekcji wirusem HCV (Hepatitis C virus) wykazano,
ze komoérki CD4+CD25+ wyizolowane od zakazonych pacjentow maja supresyjny

wplyw na proliferacje¢ komorek CD3+CD4+ oraz CD3+CD8+. Hamowaly one takze
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produkcje perforyn i IFN-y przez limfocyty T cytotoksyczne (Rushbrook S.M. i wsp.,
2005).

Mechanizm  indukcji  immunosupresji  przez  komorki = CD4+CD25+
jest kompleksowy i sktada si¢ na niego kilka elementow. Komorki T reg wywoluja stan
anergii w innych limfocytach pomocniczych, ktéry mediowany jest poprzez kontakt
komorkowy i prowadzi do indukcji genu GRAIL — markera anergii limfocytéw. Jedyna
mozliwo$¢ ustapienia anergii limfocyta T to traktowanie go duzymi dawkami IL-2
(Ermann J. i wsp., 2001). Jednym z mechanizmow tlumaczacych immunosupresje
kontaktowa przez limfocyty CD4+CD25+ jest potaczenie receptora B7 na powierzchni
komorki docelowej z receptorem CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4)
na powierzchni komoérki T reg.  Polaczenie to gwarantuje transmisje sygnatu
supresyjnego (Paust S. 1 wsp., 2004).

Komorki CD4+CD25+ powoduja tez obnizenie produkcji IL-2 przez limfocyty T,
co wplywa na ich mniejszy potencjat proliferacyjny 1 moze stanowi¢ jedna
ze sktadowych immunosupresji (Vahlenkamp T.W. i wsp., 2005). Oprocz tego
limfocyty T reg zdolne sa do produkcji cytokin o wtasciwosciach immunosupresyjnych,
takich jak IL-10 czy TGF-B (Chen M.L. 1 wsp., 2005, Suri-Payer E. i Cantor H., 2001).
Jednakze dziatanie za pomoca cytokin nie wydaje si¢ by¢ gtownym mechanizmem
immunosupresji stosowanym przez limfocyty T reg.

Limfocyty CD4+CD25+, mimo wielu funkcji regulacyjnych, moga stanowi¢ jeden
z mechanizmow immunosupresji indukowanej przez infekcj¢ wirusowa. Jak pokazano
powyzej, w mediowaniu tego typu zmian biora udzial gtownie wirusy z rodziny Herpes.
Jak dotad nie ma prac wskazujacych na powiazanie komorek CD4+CD25+ z CMV,
jednak przypuszcza sig, ze mechanizmy immunosupresji sa wspdlne dla catej rodziny

Herpes. Nie mozna wigc wykluczy¢, ze CMV dziata podobnie jak HBV i HCV.

1.4.4. Znaczenie monocytéw w indukcji zapalenia oraz w rozwoju infekcji

wirusem cytomegalii

Wszystkie monocyty posiadaja na swojej powierzchni czasteczkg CD14 receptor

dla lipopolisacharydu (LPS) oraz lipopeptydu Pam3Cys. LPS polaczony przez CD14
przekazuje nastgpnie sygnal pobudzenia poprzez receptor TLR-4 (Toll-like receptor),
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natomiast czasteczka Pam3Cys dziata przez receptor TLR-2 (Poltorak A. i wsp., 1998).
Potaczenia te aktywuja komorke i prowadza do wyrzutu szeregu cytokin, w tym TNF-a..

Wisrdd populacji krazacych monocytow wyroznia si¢ dwie subpopulacje:

- klasyczne monocyty charakteryzujace si¢ ekspresja CD14 na powierzchni komorki,
- monocyty charakteryzujace si¢ obecnoscia zaréwno czasteczki CD14, jak 1 CDI6,

uznawane za komorki prozapalne (Ziegler-Heitbrock H.W., 1996).

Monocyty CD14+CD16+ sa bardziej dojrzate i charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja
czasteczki HLA-DR na swojej powierzchni (Ziegler-Heitbrock H.W. 1 wsp., 1993).
Sa one uznawane za monocyty prozapalne ze wzgledu na wysoka produkcje TNF-a
oraz brak lub niska produkcj¢ cytokin antyzapalnych, takich jak IL-10 (Frankenberger
M. 1 wsp., 1996). Monocyty CD14+CD16+ stanowia gtowne Zrédlo TNF-o we krwi.
Pordwnanie frakcji monocytarnych CD14+CD16- 1 CD14+CD16+ po stymulacji LPS-em
oraz Pam3Cys wykazato, ze monocyty CD14+CD16+ charakteryzuja si¢ trzykrotnie
wyzsza produkcja TNF-a po stymulacji LPS-em oraz prawie dziesigciokrotnie wyzsza
po stymulacji Pam3Cys. Tak wysoki wzrost produkcji TNF po dziataniu Pam3Cys
jest zwiazany z dwukrotnie wyzsza ekspresja receptorow TLR-2 na powierzchni
monocytow CD14+CD16+ (Belge K.U. i wsp., 2002). Co ciekawe, takze biatka otoczki
wirusa cytomegalii sa rozpoznawane na drodze wspotdziatania czasteczek CDI14+
oraz TLR-2 i prowadza do wyrzutu cytokin prozapalnych. Stanowi to zapewne jeden
z mechanizméw obronnych przeciw infekcji CMV, ale z drugiej strony cytokiny
te moga rowniez przygotowywac¢ odpowiednie srodowisko do reaktywacji wirusa
(Compton T. 1 wsp., 2003).

Monocyty o fenotypie CDI14+CD16+ dziela wiele wspolnych cech
z makrofagami. Charakteryzuja si¢ one silnymi wtasciwos$ciami zernymi oraz wysoka
eskpresja czasteczek HLA-DR, -DP i -DQ (Scherberich J.E., 2003). Swiadczy
to o zaangazowaniu tych komodrek w prezentacje antygenéw egzogennych w kontekscie
MHC klasy II 1 stymulacj¢ odpowiedzi immunologiczne;. Ich  profil
prozapalny — produkcja cytokin TNF-a i IL-1 — sprzyja rozwojowi choréb o podiozu
zapalnym. Podwyzszong liczbg tych komoérek zauwazono w takich stanach chorobowych
jak: ostre 1 przewlekle infekcje, zesp6t uogodlnionej reakcji zapalnej, hyperlipidemia,
AIDS 1 niewydolno$¢ nerek (Nockher W.A. 1 Scherberich J.E., 1998, Scherberich J.E.,
2003, Rothe G. i wsp., 1996). Co ciekawe, kuracja sterydowa lub dziatanie cytokin

o profilu antyzapalnym obniza liczb¢ komérek CD14+CD16+. Stosowanie takich terapii
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u o0séb z przewleklym stanem zapalnym lub w posocznicy wykazato powigzanie
pomigdzy spadkiem liczby monocytow CD14+CD16+ i obnizeniem ekspresji MHC klasy
I na tych komorkach a powrotem do zdrowia (Scherberich J.E., 2003). Jak mozna
zauwazy¢, ta frakcja komorkowa odgrywa istotna rolg¢ w rozwoju reakcji zapalnej,
a jednocze$nie monitorowanie zmian ich liczby stanowi jedna z potencjalnych drog
sledzenia przebiegu choroby i powrotu do zdrowia pacjentéw z przewleklym stanem

zapalnym oraz w pozostajacych stanie immunosupresji (Scherberich J.E., 2003).

Choroba niedokrwienna serca jest schorzeniem o podlozu zapalnym,
czy w zwiazku z tym monocyty o profilu prozapalnym odgrywaja w niej jakakolwiek
rolg?

W badaniu Schlitta i wspotpracownikow (2004) pacjenci chorzy na chorobe
niedokrwienna serca charakteryzowali si¢ wyzsza liczba komorek CD14+CD16+ we krwi
obwodowej niz osoby z grupy kontrolnej. Co wigcej, analiza regresji w tym samym
badaniu wykazata, ze podwyzszona liczba monocytow o profilu prozapalnym stanowi
czynnik $cisle wiazany z choroba niedokrwienna serca. Pacjenci z wysoka liczba
komorek CD14+CD16+ charakteryzowali sig tez wysokim poziomem TNF-a w surowicy
krwi. Badanie to dowodzi silnego powiazania obecno$ci monocytéw CD14+CD16+,
stanu zapalnego i choroby niedokrwiennej serca (Schlitt A. i wsp., 2004). Monocyty
te, fenotypowo przypominajac makrofagi, moga by¢ tez jednymi z komoérek
zaangazowanych w powstawanie blaszki miazdzycowe;.

Ponadto monocyty o profilu prozapalnym moga réwniez stanowi¢ potencjalny
cel dla infekcji wirusem cytomegalii, a takze dogodne miejsce do reaktywacji
tego wirusa. CMYV preferencyjnie zakaza monocyty, a do jego reaktywacji dochodzi
podczas produkcji i wydzielania cytokin prozapalnych przez te komorki. Monocyty
CD14+CD16+ moga by¢ ogniwem taczacym choroba niedokrwienng serca z zakazeniem
CMV.

Choroba niedokrwienna serca jest schorzeniem o podlozu zapalnym; uktad
immunologiczny oraz infekcje wirusowe sa istotnymi czynnikami bioracymi udziat
w rozwoju tego procesu. Jednak powiazanie tych zdarzen nie jest do konca poznane
1 wyjasnione. W $wietle najnowszych pogladéow efektem zakazenia CMV
jest jednoczesne wyzwolenie mechanizméw zapalnych 1 immunosupresyjnych.

Nie wiadomo jednak czy w chorobie nieodokrwiennej serca uktady te pozostaja w stanie
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rownowagi, czy tez istnieja czynniki wyzwalajace dominacj¢ stanu zapalnego
lub immunosupresji. Poza tym, o ile udowodniono rolg zapalenia w ChNS, to istnienia
immunosupresji mozna si¢ tylko domysla¢. W zwiazku z tym podjgto proby wyjasnienia

zalezno$ci pomigdzy stanem zapalnym i immunosupresja u pacjentow z ChNS.

30



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Cele pracy

2. CELE PRACY

Celem pracy byto okreslenie:

1. Czy pacjentdw 2z wielonaczyniowg chorobg niedokrwienng serca

charakteryzujg zaburzenia stanu uktadu immunologicznego?

2. Czy kobiety i mezczyzni chorzy na chorobe niedokrwienng serca réznig sie

pod wzgledem parametréw immunologicznych?

3. Czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy przewlekig infekcjg wirusem cytomegalii

a stanem uktadu immunologicznego u chorych z ChNS?

31



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Materiatly i metody

3. MATERIALY | METODY

3.1. Badana populacja

Do badania wiaczono 139 pacjentow z Kliniki Kardiochirurgii Akademii
Medycznej w Gdansku (kierownik: prof. dr hab. Jan Rogowski) operowanych w latach
2003-2005, wybranych losowo sposrdd osob kwalifikowanych do operacji pomostowania
tetnic wiencowych z powodu choroby niedokrwiennej serca. U wszystkich okre§lono
liczbe przebytych zawatow serca, epizody wystapienie migotania przedsionkow 1 warto$¢
frakcji wyrzutowej lewej komory serca (LVEF). Koronografia zostala wykonana
u wszystkich pacjentow. Pacjenci byli kwalifikowani do zabiegu na podstawie
co najmniej 75% zwezenia jednego z gldéwnych naczyn wiencowych [galezi przedniej
zstepujacej] lewej tetnicy wiencowej (LAD) i/lub tetnicy okalajacej lewej tetnicy
wiencowe] (CX) 1i/lub prawej tetnicy wiencowej (RCA)].  Odsetek pacjentow
z zwe¢zonymi jedna, dwoma lub trzema naczyniami wiencowymi wynosil odpowiednio —
12,16. 56,08, 31,76. Z grupy badanych pacjentow wykluczono osoby z chorobami
autoimmunizacyjnymi, chorobami nowotworowymi oraz przechodzacych ostra infekcjg.
Oceniano takze stopien niewydolnos¢ serca wedlug klasyfikacji New York Heart
Association (NYHA) oraz nasilenie dolegliwosci diawicowych wedlug klasyfikacji
Kanadyjskiego Towarzystwa Kardiologicznego (Canadian Cardiovascular Society CCS).
Ryzyko zgonu okolooperacyjnego okreslono za pomoca punktacji EuroSCORE .

Grupe kontrolng stanowitly 74 osoby, stuchacze Sopockiego Uniwersytetu
Trzeciego Wieku, ktorzy zglosili si¢ dobrowolnie na szczepienie przeciw wirusowi grypy.
Krew obwodowa byla pobierana przed szczepieniem, po uprzednim wyrazeniu zgody
na pobranie krwi. Grupa tych os6b pozostawala pod opieka Rejonowych Zakladow
Opieki Zdrowotnej i poddawata si¢ okresowym badaniom kontrolnym. Osoby te nigdy
nie prezentowaty objawoéw ChNS, a w podejrzanych przypadkach wykluczano chorobg
na podstawie badania EKG oraz proby wysitkowej. Z grupy kontrolnej wykluczono
tez osoby z czynnikami ryzyka ChNS, takimi jak cukrzyca i nadci$nienie tgtnicze,
a takze z chorobami autoimmunizacyjnymi, chorobami nowotworowymi
oraz przechodzace ostra infekcje.

Nadcisnienie okreslano na podstawie cisnienia skurczowego (=140 mm Hg)

lub rozkurczowego (>90 mm Hg) krwi, a takze na podstawie przyjmowania lekéw
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obnizajacych cisneinie. Cukrzyca byta diagnozowana na podstawie kryteriow przyetych
przez American Diabetes Association (American Diabetes Association, 2005).

Klinicza czg$¢ bazy danych przygotowal dr. Krzysztof Szyndler.

Od wszystkich badanych pobierano 15ml krwi zylnej, ktora nastgpnie rozdzielano
do 3 proboéwek zawierajacych EDTA (oznaczenie aktywnos$ci NK testem pomiaru
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej), heparyng¢ (oznaczenia cytometryczne)
oraz nie zawierajace zadnego antykoagulanta (pomiar poziomu przeciwicial 1 cytokin

w surowicy krwi).

Wszystkie osoby zakwalifikowane do badania zostaty poinformowane o ich celu.
Wszystkie wyrazity tez pisemna zgodg na udzial w badaniu. Projekt badania zostat
zaakceptowany przez Komisj¢ FEtyczna Akademii Medycznej w  Gdansku.
Przeprowadzone badania sa tez zgodne z zasadami wprowadzonymi w ,,World Medical
Association Declaration of Helsinki” (World Medical Association Declaration
of Helsinki. Recommendations guiding physicians in biomedical research involving

human subjects, 1997).
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Tabela. 3.1.1. Charakterystyka kliniczna pacjentow

Czynniki ryzyka ChNS oraz charakterystyka kliniczna

pacjentow

Srednia + odchylenie
standardowe lub procent

Ple¢ meska, (n) %

97, (69,78%)

Wiek, lata 62,02+8,21
BMI, kg/m” 28,92+3,77
Nadcisnienie tetnicze, % 75,71
Czas trwania nadci$nienia tgtniczego, lata 10,61+8,6
Cisnienie skurczowe, mmHg 136,21+22,73
Cisnienie rozkurczowe, mmHg 81,86+13,04
Cukrzyca, % 32,86
Czas trwania cukrzycy, lata 9,35+6,45
Zawal mig$nia sercowego w wywiadzie, % 63,57
Palenie papierosow, %
niepalacy 25,83
palacz 14,17
ex-palacz 60
Warto$¢ frakcji hplfiowych 5364125
Cholesterol catkowity, mg/dl

3,33£1,13
Cholesterol LDL, mg/dl

1,19+0,27
Cholesterol HDL, mg/dl 4054905
Trojglicerydy, mg/dl ’ ’
Kreatynina, mg/dl 1,09+0,21
Migotanie przedsionkow w wywiadzie, % 10,45
Dtawica piersiowa niestabilna, % 0
Frakcja wyrzutowa lewej komory, % 37£53
Zwezone istotnie naczynia wiencowych, %
LAD 92,65
CX 75
RCA 83,82
NYHA, mediana, rozstgp kwartylny 0, 0-1
CCS, mediana, rozstep kwartylny 2,2-3
EuroSCORE, mediana, rozstgp kwartylny 3,14

Leki przyjmowane przez badanych pacjentéw przedstawiono w tabeli 3.1.2.
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Tabela 3.1.2. Farmakoterapia choroby niedokrwiennej serca

Przyjmowane leki Odsetek pacjentow

przyjmujacych leki
Kwas acetylosalicylowy 96,99
Beta-blokery 87,97
Nitraty 57,14
Statyny 90,98
Inhibitory konwertazy angiotensyny — ACEI 79,7
Blokery kanatu wapniowego 18,05

Przebieg operacji pomostowania te¢tnic wiencowych (CABG) oraz charakterystyka
okresu pooperacyjnego zostaly przedstawione w tabeli 3.1.3. Zabieg zostat opisany
liczba wykonanych pomostow tetniczych oraz zastosowaniem i czasem trwania krazenia
pozaustrojowego. Okres pooperacyjny scharakteryzowano czasem pobytu na oddziale

pooperacyjnym (POP) oraz tacznym czasem pobytu chorego w szpitalu po zabiegu.

Tabela 3.1.3. Charakterystyka zabiegu pomostowania tetnic wiencowych
oraz przebieg okresu pooperacyjnego u badanych pacjentéw

Zabieg oraz okres pooperacyjny Srednia + odchylenie
standardowe lub procent
Liczba wykonanych pomostow tegtniczych 2,47+0,74
Zabieg wykonany w krazeniu pozaustrojowym, % 4421
Czas trwania krazenia pozaustrojowego, min. 78,26+32,84
Czas pobytu na POP, godziny 1,32+0,82
Czas do wypisu, dni 6,30+0,88

POP — oddzial pooperacyjny
U 49 pacjentéw zbadano takze przebieg zmian w zakresie subpopulacji komorek

uktadu immunologicznego i w stezeniu cytokin podczas operacji. W tym celu krew

od tych pacjentow pobrano: przed zabiegiem oraz 3, 24 1 72 godziny po CABG.
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3.2 Materialy
3.2.1. Odczynniki

2-merkaptoetanol (Serva, Niemcy)

cieleca surowica ptodowa (FCS) (Gibco BRL, USA)
EDTA (Sigma, USA)

Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia, Szwecja)
GolgiStop zawierajacy monenzyng (BD Pharmingen, USA)
rekombinowana interleukina 2 (rIL-2, Roche)
roztwor penicylina/streptomycyna (Sigma, USA)
RPMI 1640; (BioMed, Polska)

saponina (Sigma, USA)

Uropolina (POCh, Polska)

TRITON X-100 (Sigma, Niemcy)

Szczepionka przeciwgrypowa Vaxigrip (Aventis Pasteur)

3.2.2. Bufory i roztwory

Bufor PBS bez Ca®" i Mg®" — barwienia cytometryczne

NaCl 8,59¢
NazHPO4 1,25g
NaNj 0,98¢

EDTA (dwusodowy) 3,7g
Woda redestylowana 1000ml

Ustalono pH 7,4, autoklawowano, przechowywano w 4°C w ciemno$ci

Bufor Aw — barwienie cytometryczne antygendéw wewnatrzplazmatycznych
Inaktywowana FCS  1ml
NaN; 0,098¢g
PBS bez Ca*" i Mg*" do 100ml

Ustalono pH 7,4, przefiltrowano (filtr 0,22um), przechowywano w 4°C

w clemnos$ci
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Bufor Bw — barwienie cytometryczne antygenéw wewnatrzplazmatycznych
Saponina 0,1g
NaN; 0,098¢g
PBS bez Ca*" i Mg*" do 100ml
pH 7,4-7,6, przefiltrowano (filtr 0,22um), przechowywano w 4°C w ciemnosci

Bufor Cw — barwienie cytometryczne antygenéw wewnatrzplazmatycznych
Inaktywowana FCS  1ml
Saponina 0,1
NaN; 0,098¢g
PBS bez Ca*" i Mg*" do 100ml
pH 7,4-7,6, przefiltrowano (filtr 0,22um), przechowywano w 4°C w ciemnosci

Bufor utrwalajacy — barwienie cytometryczne antygendw wewnatrzplazmatycznych
Paraformaldehyd 4g
PBS bez Ca® i Mg*" 100ml
pH 7,4-7,6, paraformaldehyd rozpuszczony w PBS w 56°C, przechowywany

w 4°C w ciemnosci

Mieszanina Ficoll/Uropolina, gestos¢ 1,007g/cm’
24 czesci 9% w/v Ficoll
10 czesci 33,9% w/v Uropolina

Roztwory lizujace erytrocyty oraz utrwalajace komoérki krwi do barwien cytometrycznych

antygenow powierzchniowych

Roztwoér A — lizujacy (600ul/50ul krwi)
Kwas mrowkowy 0,6ml

Woda destylowana do 500ml
Roztwor B — stabilizujacy blony komérkowe leukocytow (240ul/50ul krwi)
Weglan sodu 1,5g

Chlorek sodu 3,63¢g
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Siarczan sodu 7,83¢g

Woda destylowana  250ml

Roztwor C — utrwalajacy komorki (100 pl/50ul krwi)
Paraformaldehyd lg
Woda destylowana  100ml

3.2.3. Materialy jednorazowego uzytku

Butelki do hodowli komoérkowych (NUNC, Dania)

Filtry strzykawkowe 0,22pum (Milipore)

Pipety pasteurowskie jednorazowe (Sigma, USA)

Ptytki 24-dotkowe (NUNC, Dania)

Plytki 96-dotkowe, ptaskodenne (NUNC, Dania; Sarstedt, USA)
Ptytki 96-dotkowe, okraglodenne (Corning Incorporated, USA)
Probowki do cytometru (Medlab, Polska; Falcon, USA)
Probéwki typu Eppendorf 1,5ml (Medlab, Polska)

Probowki typu Falcone 15ml (Medlab, Polska)

Probowki typu Falcone 50ml (Medlab, Polska)

Szalki hodowlane (NUNC, Dania)

Koncowki do pipet (Medlab, Polska)

3.2.4. Przeciwciata monoklonalne

CD3 ECD, klon UCHT1, mysie IgG1 (Immunotech, Beckman Coulter, Francja)
CD3 FITC, klon UCHT1, mysie IgGj, k (BD Pharmingen, USA)

CD4 PE-CyS5, klon RPA-T4, mysie 1gGy, k (BD Pharmingen, USA)

CDS8 FITC klon 3B5 , mysie IgG2a (Caltag Laboratories, USA)

CD14 FITC, klon TUK4, mysie 1gG,,, k (DakoCytomation, Dania)

CD14 FITC, klon M5E2, mysie 1gGz,, ¥ (BD Pharmingen, USA)

CD14 ECD, klon RMO52, mysie IgG,, (Immunotech, Beckman Coulter, Francja)
CDI16 FITC, klon 3G8, mysie IgG, k (BD Pharmingen, USA)

CD16 PE-Cys5, klon 3G8, mysie IgG;, k (BD Pharmingen, USA)
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CD25 Cy-Chrome, klon M-A251, mysie IgG;, ¥ (BD Pharmingen, USA)

CD28 PE, klon CD28.2, mysie IgG;, k (BD Pharmingen, USA)

CD56 PE-Cys5, klon B159, mysie IgGi, x (BD Pharmingen, USA)

CD56 PE, klon B159, mysie IgGi, k (BD Pharmingen, USA)

CD57 FITC, klon NK-1, mysie IgM, « (BD Pharmingen, USA)

HLA-DR PE-CyS5, klon G46-6 (L243), mysie IgGy,, k (BD Pharmingen, USA)

IFN-y FITC, klon B27, mysie IgG;, k (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon G155-228, mysie IgM;, k¥ (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon MOPC-21, mysie IgG, k (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon G155-178, mysie 1gG2,, ¥ (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon DAK-GOS5, mysie IgG,, (DakoCytomation, Dania)

Kontrola izotypowa PE, klon MOPC-21, mysie IgG;, k (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa PE-Cy5, klon MOPC-21, mysie IgGi, ¥ (BD Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa ECD, klon 679,1Mc7, mysie IgG; (Immunotech, Beckman Coulter,
Francja)

Kontrola izotypowa FITC do barwien wewnatrzkomérkowych, klon MOPC-21, mysie
IgGy, ¥ (BD Pharmingen, USA)

3.2.5. Podloza hodowlane

Podtoze do hodowli komorek PBMC
RPMI z 5% FCS, L-glutamina, pirogronianem
Podtoze do hodowli komérek linii CTL
RPMI 1640 z 10% FCS, 20uM 2-merkaptoetanolu (2-ME), penicylina,
streptomycyna i 10U/ml rekombinowanej ludzkiej IL-2 (Roche)
Podloze do hodowli komorek linii K562
RPMI 1640 z 5% FCS, 20uM 2-merkaptoetanolu (2-ME), penicylina

1 streptomycyna
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3.2.6. Linie komorkowe

CTL — wrazliwa na IL-2 linia komorkowa, klon limfocytow T cytotoksycznych uzyskany
od myszy C57BL/6 (Instytut Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej PAN,
Wroctaw)

K562 — linia ciagla komorek ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej (Instytut

Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN, Wroctaw)

3.2.7. Aparatura

cytometr przeptywowy Epics XL (Coulter, USA)

cytometr przeptywowy LSRII (BD, USA)

czytnik ptytek Sumal PE2 (Niemcy)

czytnik ptytek Multiscan MCC/340 (Labsystem, Finlandia)

inkubator z regulowanym przeptywem CO, (Heraeus, Niemcy)

komora laminarna (Heraeus, Niemcy)

mieszadetko magnetyczne (IKA, Niemcy)

mikroskop odwrécony TELEVAL2R (Carl Zeiss, Jena, Niemcy)

mikroskop $§wietlny Studer E (PZO Warszwa, Polska)

pH-metr uniwersalny @ 32 (Beckman, USA)

urzadzenie do lizy i utrwalania komoérek Qprep Epics Immunology Workstation (Coulter,
USA)

wytrzasarka typu ,,vortex” (IKA, Niemcy)

waga elektroniczna (Rad-Wag, Polska)

wiréwka 3K15 (Sigma, USA)

zamrazarka -80°C Polar 550H (AS Biomedica, Wtochy)

3.2.8. Programy komputerowe

System II 3.0 (Coulter, USA) - oprogramowanie zarzadzajacy cytometrem
przeptywowym Epics XL (Coulter, USA), zbieranie danych, analiza wynikéw

FacsDiva (BD, USA) — oprogramowanie zarzadzajace cytometrem przeplywowym LSRII
(BD, USA), zbieranie danych, analiza wynikow

40



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Materiatly i metody

KC5 (Biotec, Japonia) — analiza wynikow uzyskanych w czytnikach ptytek

BD Cytometric Bead Array Software (BD, USA) — analiza danych uzyskanych
po wykonaniu testu CBA

Statistica, wersja 7.1 (StatSoft Inc., USA) — analiza statystyczna wynikoéw

WinMDI 2.8 — analiza wynikow badan cytometrycznych, program zostal napisany
przez Josepha Trottera, program jest rozpowszechniany na licencji freeware

1 dostgpny pod adresem: http://facs.scripps.edu/software.html

3.3. Metody
3.3.1. Izolacja jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej

(PBMC - peripheral blood mononuclear cells)

Krew zylna umieszczona w sterylnych probowkach z zawartoscia EDTA byta
rozcienczana buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS) (Gibco BRL, Life
Technologies, Berlin) w stosunku 1:1 i nawarstwiana na mieszaninie Ficollu (Amerscham
Pharmacia Biotech AG, Uppsala) i Uropoliny (Polfa, Starogard) o gestosci 1,077g/ml.
Nastepnie byla wirowana przez 15min przy predkosci 25000brotow/min.  Interfaza
zawierajaca obtoczek jadnojadrzastych komorek krwi obwodowej (PBMC) zostata
Sciagnigta pipeta pasterowska. Po trzykrotnym plukaniu komorek w PBS,
byly one zawieszane w medium RPMI 1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Berlin)
z dodatkiem 5% ptodowej surowicy cielgcej (FCS) (Flow Lab.).

3.3.2. lzolacja limfocytow krwi obwodowej (PBL - peripheral blood

lymphocytes)

Limfocyty krwi obwodowej (PBL) uzyskano po inkubacji komorek PBMC
na plastikowej szalce Petriego. Po 30min inkubacji w temperaturze 37°C z ciaglym
przeptywem 5% CO, komorki nie przylegajace do plastiku zostaly zebrane i uzyte

do testu aktywnosci cytotoksycznej NK.
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3.3.3. Pomiar aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK, test mierzacy

uwalnianie dehydrogenazy mleczanowej

Test pomiaru aktywnos$ci komoérek NK zostat przeprowadzony za pomoca zestawu
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche) z uzyciem komoérek K-562 jako komorek
docelowych. Test ten nie mierzy bezposrednio zdolno$ci cytotoksycznej komorek NK;
pozwala on na ustalenie ilosci komoérek zniszczonych w czasie reakcji cytotoksycznej
na podstawie pomiaru uwolnionej dehydrogenzy mlecznowej (LDH) z komorek
docelowych (K-562) do srodowiska reakc;ji.

Na ptytce 96-dotkowej okraglodennej zostaly zatozone nastepujace proby:

- proba spontaniczna — zawierajaca 200tys. komorek K-562 zawieszonych
w 200ul medium RPMI (Gibco BRL, Life Technologies, Berlin), proba
ta zostala zalozona w 3 powtorzeniach,

- préba maksymalna — zawierajaca 200tys. komorek K-562 zawieszonych
w 100 pl medium RPMI oraz 100ul 2% TRITONU X-100 (Sigma, Niemcy),
proby te zostaty zalozone w 3 powtorzeniach,

- proby badane — zawierajace 20tys. komorek PBL i 200tys. komorek K-562
zawieszonych w 200ul medium RPMI, proby te zostaly zalozone
w 6 powtdrzeniach.

Przygotowane w wyzej wymieniony sposob testy byly inkubowane
przez 4 godziny w temperaturze 37°C z ciagtym przeptywem 5% CO,. Po inkubacji
proby wirowano przez 10min przy 1200obr/min, a nastgpnie z kazdego dotka zbierano
po 100ul nadsaczu i przenoszono do 96-dotkowej ptytki ptaskodenne;.

Do kazdego dotka, zgodnie z instrukcja zestawu Cytotoxicity Detection Kit,
dodano 100ul mieszaniny reaktywnej (Reaction mixture). Absorbancja byta mierzona
przy dtugosci fali 492nm w aparacie Multiscan MCC/340 (Labsystem, Finlandia).

Procent cytotoksycznos$ci obliczono wedlug wzoru:

Ex - Sp

% cytotoksycznosci = x 100,

MR - Sp
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gdzie: Ex- absorbancja proby badanej (Experimental)
Sp- absorbancja proby spontanicznej (Spontanous Release)

MR- absorbancja proby maksymalnej (Maximum Release)

Mieszanina reaktywna (Reaction mixture) zawiera:
-mleczan sodu,
+
-NAD",

-s0l tetrazolium.

Dodanie tej mieszaniny do nadsaczu zawierajacego dehydrogenazg¢ mleczanowa
(LDH) uwolniona z komérek zniszczonych podczas ataku cytotoksycznego w pierwszym
etapie prowadzi do redukcji NAD® do NADH Kkatalizowanej przez LDH podczas
przeksztalcania mleczanu do pirogronianu. W drugim etapie wodor z NADH
jest przenoszony na soOl tetrazolium, redukujac ja do formazanu. Soél formazanu

jest produktem barwnym absorbujacym $wiatto przy dtugosci fali 492 nm.

3.3.4. Uzyskiwanie surowic

Surowicg uzyskano z 5Sml krwi zylnej pobranej do probowki nie zawierajace]
srodkéw antykoagulujacych. Krew byla wirowana przez 15 minut przy predkosci
25000brotéw/min. Nastepnie surowicg w ilosci okoto 500ul zbierano do sterylnych
plastikowych probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5ml. Prébki zostaly zamrozone

i przechowywane w temperaturze -80 C do dnia badania.
3.3.5. Oznaczenia cytometryczne

Antygeny powierzchniowe komorek krwi obwodowej oraz analize produkcji
cytokin wewnatrzplazmatycznych wykonano za pomoca cytometru przeptywowego

Epics XL (Coulter). Pomiar stgzenia cytokin w surowicy krwi metoda CBA wykonano
za pomoca cytometu przeptywowego LSR II (BD).
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3.3.5.1. Analiza antygenéw powierzchniowych

Barwienie przeprowadzono we krwi pobranej do probowek zawierajacych
heparyng w ciagu godziny od pobrania. Do proboéwek cytometrycznych przenoszono
po 50ul krwi 1 dodawano 100ul PBS z 1% FCS zawierajace rozcienczenia odpowiednich
przeciwcial monoklonalnych. Nastgpnie probki inkubowano, delikatnie wytrzasajac
w temperaturze pokojowej przez 30min. Po inkubacji w probkach krwi lizowano
erytrocyty oraz utrwalano barwienia przy pomocy QPrep Epics Immunology Workstation
(Coulter) z uzyciem odpowiednich buforow (A,B,C — opis w rozdziale 3.2.2.).
Tak przygotowane probki krwi analizowano w cytometrze przeplywowym. Azeby
wykluczy¢ niespecyficzne wiazanie si¢ przeciwciatl, do badania przygotowano tez probki
krwi wybarwionej odpowiednimi przeciwciatami, bedacymi kontrolami izotopowymi.
Kompensacja widm fluorescencji, wykonana przed badaniem -cytometrycznym,
zapobiegata ewentualnemu naktadaniu si¢ widm fluorescencji barwnikow zastosowanych
podczas barwienia. Bramkowanie limfocytéw i monocytdw zostato przeprowadzone
na podstawie obrazu FSS (ang. forward scatter; rozproszenie czolowe — ugigcie Swiatta
obrazujace wielko$¢ komorki) 1 SS (ang. side scatter; rozroszenie boczne — ugigcie Swiatta
obrazujace ilo$¢ ziarnistoSci wewnatrz komorki). Doktadniejsze bramkowanie
odpowiednich subpopulacji komérkowych wykonywano na podstawie fluorescencji
odpowiednich barwnikéw (obrazy bramkowania wybranych populacji zawarte
sa w rozdziale Wyniki).

W badaniu zastosowano nastgpujace barwienia:

-barwienie komorek NK — CD3, CD16, CD56,
-barwienie komorek immunosupresyjnych CD8 — CD3, CD8, CD57 oraz CDS,
CD28,
-barwienie komoérek Treg — CD3, CD4, CD25,
-barwienie monocytow — CD14, CD16, HLA-DR.
Wyniki uzyskane podczas pomiardw cytometrycznych analizowano za pomoca

programu WinMDI 2.8.
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3.3.5.2. Analiza produkcji wewnatrzplazmatycznego IFN-y

Pomiar produkcji wewnatrzplazmatycznego IFN-y wykonano w komoérkach NK.
Przed pomiarem komorki inkubowano z odpowiednimi dawkami szczepionki
przeciwgrypowej Vaxigrip (Aventis Pasteur). Stymulacja ta zwigksza produkcje IFN-y
przez komoérki NK 1 byla wczesniej stosowano w badaniach Katedry Histologii
i Immunologii Akademii Medycznej w Gdansku (Trzonkowski P. i wsp., 2004,
Mysliwska J. i wsp., 2004) oraz w pracy doktorskiej dr. Piotra Trzonkowskiego
pod tytutem: ,Ocena zjawisk immunologicznych towarzyszacych szczepieniom

przeciw wirusowi grypy u ludzi w wieku starszym”.

3.3.5.2.1. Przygotowanie do testu szczepionki przeciw wirusowi grypy

Vaxigrip (Aventis Pasteur)

Stosowana szczepionka Vaxigrip byta standardowa, triwalentna inaktywowana
sczepionka o skladzie zalecanym na dany sezon szczepien przez Komitet Doradczy
ds. Szczepien (ACIP). Jedna dawka szczepionki (0,5ml) zawierala réwnowarto$é
15png hemaglutyniny.

Przygotowanie szczepionki do testu obejmowalo wirowanie przy szybkosci
2500000brotow/min. przez 30min. W ten sposdb usuwano ze szczepionki tiomersal.

Nastepnie antygeny wirusa grypy ponownie rozpuszczano w 1ml RPMI 1640.

3.3.5.2.2. Inkubacje komérek PBMC z antygenami wirusa grypy

Hodowle komorek PBMC zakladano na 24-dotkowych plastikowych ptytkach
(Sterillin), zawieszajac 1x10° komérek PBMC na Iml medium RPMI 1640 (Gibco)
z dodatkiem 5% FCS (Flow Lab.); komorki stymulowano, dodajac 10ul/ml szczepionki
przeciwgrypowej (okoto 0,3ug hemaglutyniny wirusa grypy) (Vaxigrip, Aventis Pasteur).
Przy kazdym pomiarze zakladano hodowle kontrolna nie zawierajaca szczepionki
przeciwgrypowe;.

Hodowle inkubowano przez 48 godzin w temperaturze 37 °C, w atmosferze

zawierajacej 5% CO,, w 100% wilgotnosci.
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3.3.5.2.3. Barwienie wewnatrzplazmatycznego IFN-y w komérkach NK

Po zakonczeniu inkubacji komérek PBMC ze szczepionka przeciwgrypowa
do hodowli dodawano 2ul GolgiStop, azeby zahamowac transport IFN-y na zewnatrz
komorki. Po 4 godzinach zbierano z kazdej hodowli po 200ul préobki i przenoszono
do probowek cytometrycznych. Komorki plukano za pomoca buforu ,,Aw”,
po czym do probéwek dodawano po 20ul przeciwcial przeciw antygenom
zewnatrzkomérkowym CD3, CD56 rozpuszczonych w 100ul buforu ,,Aw”. Probki byly
inkubowane przez 20 minut w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej. Po inkubacji
komorki ponownie ptukano buforem ,,Aw”. Nastgpnie utrwalano za pomoca 200ul
buforu utrwalajacego i inkubowano przez 20 minut w ciemnosci, w temperaturze
pokojowej. Po czym do kazdej probéwki dodawano po 2ml buforu ,,Cw” i ponownie
inkubowano przez 20 minut w ciemnos$ci. Po inkubacji komorki wirowano przez 5 minut
przy 15000brotach/min i usuwano nadsacz. Nastepnie do kazdej proboéwki dodawano
po 100ul  buforu ,Bw” zawierajacego 1ul  przeciwciata  skierowanego
przeciw wenatrzplazmatycznemu IFN-y, probki byly rozpipetowywane i inkubowane
przez 30min w ciemno$ci. Nastgpnie komorki ptukano buforem ,,Bw” i utrwalano 500ul
buforu utrwalajacego. Tak przygotowane probki byly analizowane w cytometrze

przeptywowym.

3.3.5.3. Badanie stezenia cytokin w surowicy krwi metoda CBA (Cytometric
Bead Array)

Stezenie cytokin IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a i IFN-y w surowicy krwi zbadano
za pomoca metody Cytometric Bead Array (CBA) testem Human Th1/Th2 Kit II (BD).
Metoda CBA jest cytometrycznym odpowiednikiem testow immunoenzymatycznych
ELISA i pozwala na pomiar st¢zenia wielu bialek w pojedynczej probece. Jest to mozliwe
dzigki zastosowaniu kulek fluorescencyjnych o réznej wielkosci optaszczonych
przeciwciatami skierowanymi przeciw okreslonym cytokinom. Nastepnie do préobki

dodawane jest przeciwciato sprz¢zone z barwnikiem PE 1 rozpoznajace kompleks kulka-
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cytokina. Dodanie przeciwciata pozwala na odczytanie testu, a rézne wielkosci kulek

umozliwiaja rozrdznienie cytokin.

Przeprowadzenie testu

Przed przystapieniem do wykonania testu w buforze dla standardéw rozpuszczono
liofilizowane standardy kazdej cytokiny (wartos$ci od Opg/ml do 5000pg/ml). Nastgpnie
wymieszano ze soba kulki 1 przeniesiono po 50ul mieszaniny do probdéwek
cytometrycznych.  Nastgpnie do kazdej probowki dodano po 50ul przeciwciata
przeciw kompleksom cytokina-kulka (PE Detection Reagent). Do tak przygotowanej
mieszaniny dodawano po 50ul standardéw oraz surowic. Probki byty delikatnie
wytrzasane przez 3 godziny w ciemnosci, po czym kazda z probek byla ptukana
za pomoca buforu pluczacego (Wash Buffer). Tak przygotowane probki byly gotowe

do analizy w cytometrze przeptywowym.

Analiza cytometryczna

Test odczytano w cytometrze przeplywowym LSR II (BD) z wuzyciem
oprogramowania FacsDIVA (BD). Przed analiza dokonano kalibracji cytometru
za pomoca kulek kalibracyjnych dostgpnych w tescie (Cytometer Setup Beads).
Bramkowanie kulek przeprowadzono na podstawie obrazu FSS/SS, fluorescencje
odczytywano przy detektorach FL1, FL2 1 FL3. Podczas odczytu zbierano 1800

sygnalow. Dalsza analiz¢ wykonano za pomoca oprogramowania BD CBA Software.

3.3.6. Okreslenie obecnosci specyficznych przeciwciat przeciw antygenom

wirusa cytomegalii w surowicy krwi

Obecnos¢ specyficznych przeciwciat IgM i IgG przeciw wirusowi cytomegalii
wykonano technika immunoenzymatyczna (ELISA) — zestawem firmy Genesis
Diagnostics (CMV IgM ELISA kit, CMV IgG ELISA kit, Genesis Diagnostics,
Cambridgeshire, UK). Test zostat wykonany zgodnie z instrukcja producenta.
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Okreslenie miana przeciwciat IgG anty-CMV

Do kazdego dotka 96-dotkowej plytki oplaszczonej nieaktywnymi antygenami
wirusa cytomegalii naniesiono po 100ul rozcienczonych surowic krwi badanych osob.
Zgodnie z zaleceniami producenta surowice rozcienczono 1:100 za pomoca Sample
diluent (Reagent 1, dostgpny w tescie). Oprocz tego na ptytke naniesiono 100ul kontroli
negatywnej (Sample diluent) oraz 100ul dostgpnych w tescie standardow zawierajacych
3 IU/ml, 10 IU/ml i 30 IU/ml przeciwciat IgG anty-CMV. Tak przygotowana ptytka
byta inkubowana w temperaturze pokojowej przez 20 minut. W tym czasie przeciwciala
IgG anty-CMV zawarte zarowno w surowicy, jak i1 w standardach taczyly
si¢ z antygenami CMV na ptytce 96-dotkowej. Po inkubacji ptytka byla ptukana
trzykrotnie za pomoca Wash buffer (Reagent 2, dostgpny w tescie). Nadmiar plynu
phuczacego byl usuwany przy uzyciu waty celulozowej. Plukanie miato na celu usunigcie
niespecyficznie zwigzanych przeciwcial. Po zakonczeniu ptlukania do kazdego dotka
ptytki dodano Reagent 3. Zawieral on przeciwciata krolicze skierowane
przeciwko przeciwcialom ludzkim. Przeciwciala krdlicze byly dodatkowo sprzg¢zone
z enzymem peroksydaza chrzanowa (HRP). Tak przygotowana ptytka byta inkubowana
przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Po tym czasie nadmiar przeciwcial
kréliczych, ktore nie zwiazaty przeciwciat ludzkich, zostat usuniety poprzez czterokrotne
ptukanie z uzyciem Wash buffer (Reagent 2). Ponownie nadmiar plynu zostat usunigty
za pomoca waty celulozowej. Nastepnie do kazdego dotka ptytki dodano po 100ul
tetrametylobenzydyny (TMB), substratu dla peroksydazy chrzanowej. Ponownie ptytka
byta inkubowana przez 10 minut bez dostgpu §wiatla. W tym czasie zachodzita reakcja
barwna, produkt reakcji enzymatycznej katalizowanej przez HRP jest koloru
niebieskiego. Miano przeciwciat IgG anty-CMV bylo proporcjonalne do natgzenia
tego koloru. Po inkubacji reakcja byla zatrzymywana poprzez dodanie 100ul ,,Stop
solution” zawierajacego st¢zony kwas siarkowy. Pod wplywem kwasu ptyn przyjat zotta
barwe. Absorpcja poszczegolnych probek byta odczytana w czytniku ptytek Multiscan
MCC/340 przy dtugosci fali 450nm (Labsystem, Finlandia).

Seropozytywnos¢ pod wzgledem miana IgG anty-CMV zostala okreslona
na podstawie wartosci absorpcji dla standardu 3 IU/ml. Warto$¢ probki powyzej
tej wartoSci oznaczata seropozytywnos$¢, wynik identyczny lub nizszy okreslat

brak przeciwciat IgG anty-CMV.
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Miano przeciwcial zostalo okreslone potilosciowo na podstawie poréwnania
uzyskanych wartosci absorpcji dla danej probki z krzywa wzorcowa wykre§lona

na podstawie standardow (0, 3, 10, 30 [U/ml).

Okreslenie obecnosci przeciwciat IgM anty-CMV

Protokot stosowany do okre$lenia obecnosci przeciwciat IgM  anty-CMV
byt podobny do stosowanego w badaniu miana przeciwciat IgG anty-CMV. Roéznica
dotyczyla antygendéw optaszczajacych plytkg oraz uzytych przeciwciat kréliczych, ktore
w tym tescie byly skierowane przeciw ludzkim przeciwciatom IgM.

Test ten pozwalal tylko na okreslenie obecnosci przeciwciat IgM anty-CMV
na podstawie pordwnania wyniku absorpcji danej probki z absorpcja standardu 10 IU/ml.

W tedcie tym nie stosuje si¢ innych standardow.

3.3.7. Hodowla i pasaz lini komérkowych

Komorki CTL

Komoérki CTL hodowano w pozywce RPMI 1640 zawierajacej 10% FCS,
streptomycyng, penicyling, 2-merkaptoetanol oraz 10I1U/ml IL-2.

Komorki K562

Komoérki K562 hodowano w pozywce RPMI 1640 zawierajacej 5% FCS,

penicyling oraz streptomycyng.

Pasazowanie hodowli komorkowych
Komorki pasazowano co 2 dni. Hodowlg rozpipetowywano i usuwano wigkszo$¢
pozywki wraz z czg$cia komoérek. Nastgpnie do pozostatych komoérek dodawano §wieza

pozywke.

3.3.8. Mrozenie i rozmrazanie linii komérkowych

Mrozenie i rozmrazanie komorek K562 oraz CTL zachodzito w ten sam sposob.

Mprozenie komorek

Przed zamrozeniem komorki wirowano przez 4min przy 1500 obrotoéw/min.

i1 zawieszano w Iml pozywki zawierajacej DMSO (Dimetylosulfotlenek).
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Tak przygotowane probki przenoszono do probdéwek — krioamputek. Zamrozenie

wykonywano stopniowo poczynajac od -80°C, a nastgpnie przenoszac do ciektego azotu.

Rozmrazanie komorek

Rozmrazane komorki najpierw umieszczano w fazni wodnej w temperaturze 37°C
na czas wystarczajaco dtugi do usunigcia wszystkich krysztatkow lodu. Nastgpnie probke
wirowano przez 5 minut przy 1500 obrotow/min.; usuwano nadsacz, a komorki

zawieszano w odpowiedniej pozywce 1 przenoszono do butelki hodowlane;.
3.3.9. Pomiar aktywnosci biologicznej IL-2

Poziom bioaktywnej IL-2 w surowicy krwi zostal okreslony za pomoca komorek
IL-2-zaleznych — CTL. Komorki CTL zawieszone w medium RPMI 1640 z 5% FCS
umieszczono na plytce 96-dotkowej plaskodennej w ilosci 2x10%/50ul. Do kazdego

z dolkow dodano po S5ul badanej surowicy. Wszystkie proby wykonano
w 3 powtdrzeniach.  Dodatkowo na plytce umieszczono seryjne rozcienczenia
rekombinowanej IL-2 (rIL-2, Roche) w zakresie stezen od 0,Ipg/ml do 10000pg/ml,
ktére w dalszym etapie postuzyly jako standardy. Nastepnie plytke umieszczono
w cieplarce na 48 godzin w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej 5% CO,,
przy wysokiej wilgotnosci. Aktywnos$¢ biologiczna IL-2 okre§lono na podstawie pomiaru
proliferacji komérek CTL pomiar ten wykonano metoda kolorymetryczna z uzyciem
MTT (3-[4,5-dimetylotiazol-2-yl]-2,5 difenylobromek tetrazolu). Po zakonczeniu
inkubacji do kazdego z dotkow dodawano po 20ul sterylnego MTT o stgzeniu Smg/ml
i inkubowano kolejne 3 godziny w cieplarce. Nastepnie do kazdego dotka dodawano
po 100ul kwasnego izopropranolu z 0,04HCIL, po czym ptytke wytrzasano
az do calkowitego rozpuszczenie krysztatkow MTT. Gestos¢ optyczna mierzono
za pomoca czytnika mikroptytek FL600 (Biotek). Warto$¢ aktywnos$ci biologicznej
ustalano poprzez poréwnanie wartosci ggstosci optycznej badanych probek z wartosciami
standardow.

Specyficznos¢ testu potwierdzono poprzez dodawanie do dotkow przeciwciat
blokujacych anty-IL2 (Genzyme) w mianie 1:10, 1:20, 1:50, hamowato to wykrywalno$¢
IL-2. Procedurg ta oparto na wczesniej opracowanym modelu (Mysliwska J. 1 wsp.,

2000b).
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3.3.10. Morfologia krwi obwodowej z rozmazem uktadu biatlokrwinkowego

Morfologia krwi obwodowej badanych oséb zostala wykonana w Centralnym
Laboratorium  Klinicznym  Samodzielnego Publicznego  Szpitala  Klinicznego
Nr 1 Akademickiego Centrum Klinicznego Akademii Medycznej w Gdansku. Badanie
to wykonano za pomoca cytometru przeplywowego LH 750 Analyzer (Coulter, USA)
lub CELL-DYN 3200 (Abbott Laboratories, Francja).

3.3.11. Analizy statystyczne

Analiza danych zostata przeprowadzona za pomoca programu Statistica 7.1
(Statsoft, Polska). Zgodno$¢ rozktadu zmiennych ilo§ciowych z rozktadem normalnym
badano testem Kolmogorowa-Smirnowa. Do poréwnania dwdch zmiennych ilosciowych
zgodnych z rozkladem normalnym stosowano test t Studenta. Wigkszo$¢ zmiennych
ilosciowych analizowana w badaniu nie byta zgodna z rozktadem normalnym. Dlatego
tez do poréwnania dwoch zmiennych ilo§ciowych stosowano test nieparametryczny
U Manna-Whitneya, a do pordwnania wielu zmiennych stosowano test nieparametryczny
ANOVA rang Kruskala Wallisa. Zmienne jakos$ciowe byly analizowane za pomoca
testu y>. Do analizy korelacji pomigdzy zmiennymi ilosciowymi zastosowano test
R Spearmana.

Jedno- 1 wielowymiarowa analiz¢ wariancji dla zmiennych z powtarzalnymi
pomiarami wykonano testem ANOVA z powtarzanymi pomiarami.

Do badania zwiazkéw pomig¢dzy zmienna zalezna (kryterialna, objasniana)

a wieloma zmiennymi niezaleznymi (objasniajacymi) stosowano test regresji wielorakiej.
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4.1. Aktywnos¢ ukladu

4. WYNIKI

niedokrwienng serca

immunologicznego u pacjentow z chorobg

Ple¢ jest jednym z wazniejszych czynnikow warunkujacych rozwdj choroby

niedokrwiennej serca.

na aktywno$¢ uktadu immunologicznego.

Jest ona tez czynnikiem, ktéry w znaczacy sposob wplywa

Dlatego w dalszych rozwazaniach grupa

pacjentéw z ChNS 1 grupa kontrolna zostaty podzielone dodatkowo pod wzgledem pici.

Tabela 4.1.1. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z ChNS.

Megzczyzni z ChNS Kobiety z ChNS P

N 97 42
Wiek (lata) 60,60£8,57 65,3146,23 0,001
BMI 29+3,51 28,7444,34 0,53
(indeks masy ciata)
Nadcisnienie 65 87,5 0,05
tetnicze (%)
Cukrzyca (%) 20 41,67 0,06
Czas trwania ChNS 7,2447,03 8,7445,92 0,09
(lata)
Cholesterol 5,47+1,27 513412 0,11
catkowity (mmol/L)
Cholesterol LDL 3,45%1,15 3,08+1,07 0,06
(mmol/L)
Cholesterol HDL 1,1620,26 1,2540,29 0,29
(mmol/L)
Trojglicerydy 424216 3,75+1,81 0,36
(mmol/L)
Palenie papierosow
(o)
niepalacy 17,86 44,44 0,02
Palacz 19,05 2,78
Ex-palacz 63,1 52,78
Przyjmowanie statyn 913 9024 0.84
(%) ’ ’ ’
Przyjmowanie
blokeréw

88,04 87,8 0,96

receptorow [3-
adrenergicznych (%)

Dane sg przedstawione jako s$rednia i odchylenia standardowe. Analizy
wykonano za pomoca testu U Manna-Whitneya.
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Porownanie kobiet i m¢zczyzn z choroba niedokrwienna serca pod wzgledem

parametrow klinicznych ujawnito, Ze grupa kobiet charakteryzowata si¢ starszym wiekiem.

Wisrod kobiet wigkszy byl réwniez odsetek 0sob z nadci$nieniem te¢tniczym oraz cukrzyca.

41.1. Wplyw pici na status komérek NK u pacjentow z choroba

niedokrwienng serca

Nastepnym krokiem byto zbadanie statusu komorek NK. Wykazano, ze aktywnos¢

1 liczba komorek NK nie roznita si¢ istotnie statystycznie w grupie kobiet 1 mgzczyzn

z choroba niedokrwienna serca (tabela 4.1.1.1.).

Tabela. 4.1.1.1. Poréwnanie subpopulacji komoérek NK w grupie kobiet
i mezczyzn z ChNS.

Status komorek NK Mgzczyzni Kobiety p
Aktywnos¢ cytotoksyczna
komérek NK (%) # 28,37+17,58 22,52+7,46 0,49
CD3-CD56+ * 12,63+7,46 10,04+4,76 0,09
CD3-CD56dim * 12,2+7,40 9,61+4,73 0,10
CD3-CD56bright * 0,42+0,27 0,47+0,39 0,90
CD3-CD56+ ** 229,71£133,45 207,41£109,23 0,66
CD3-CD56dim ** 221,83+131,99 197,96+105,93 0,64
CD3-CD56bright ** 7,88+5,19 9,45+8,37 0,97
Procent komorek CD3-CD56+
produkujacych 4,85+2,65 4,61+3,45 0,79

wewnatrzplazmatyczny [FN-y

# - warto$¢ obliczono wedtug wzoru zawartego w rozdziale Materiat i Metody (rozdziat

3.3.3)

*- procent komorek wsrod limfocytow

**_ bezwzgledna liczba komérek w 1 mm® krwi obwodowej
Dane sg przedstawione jako Srednia i odchylenia standardowe.
wykonano za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Analizy
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4.1.2. Wptyw pici na stan ukladu limfocytow T u pacjentow z choroba

niedokrwienng serca

W dalszych badaniach przeprowadzono analizg liczby limfocytow T. Do analizy
wybrano limfocyty powiazane z rozwojem stanu immnosupresji, do ktorych naleza

komorki CD3+CD&+CD57+ oraz komorki CD4+CD25+.

Tabela 4.1.2.1. Poréwnanie subpopulacji limfocytow T u pacjentow z ChNS
pod wzgledem pici.

Status limfocytow T Mgzczyzni Kobiety P

CD3+CD8+ * 15,03+7,64 16,87+8,51 0,29
CD3+CD8+CD57+ * 491+ 3,94 5,95+4,08 0,26
CD3+CD8+ ** 299,47+194,31 364,95+230,73 0,26
CD3+CD8+CD57+ ** 99,2+86,05 133,77+112,85 0,32
CD3+CD4+ * 39,11+9,64 43,25+12,41 0,17
CD3+CD4+CD25+ * 2,24+2,1 2,97+3,32 0,23
CD3+CD4+ ** 795,76+327,41 912,07+£322,27 0,18
CD3+CD4+CD25+ ** 45,43+44 91 66,25+77,55 0,12

*- procent komorek wérod limfocytow

**_ hezwzgledna liczba komérek w 1 mm® krwi obwodowej

Dane sg przedstawione jako Srednia i odchylenia standardowe. Analize
wykonano za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Poroéwnanie pacjentow z ChNS z uwzglednieniem plci nie wykazalo zadnych
istotnych statystycznie roznic w odsetku i1 liczbie limfocytow T pomocniczych
(CD3+CD4+) 1 T cytotoksycznych (CD3+CD8+). Analiza limfocytéw T regulatorowych
o fenotypie CD3+CD4+CD25+ 1 CD3+CD8+CDS57+ takze nie ujawnita roznic
w badanych grupach.

4.1.3. Wplyw ptci na stan monocytéw o profilu prozapalnym u pacjentéw

z choroba niedokrwienng serca

Monocyty CDI14+CDI16+ sa monocytami charakteryzujacymi si¢ wysoka
produkcja cytokin prozapalnych. Komorki CDI14+CD16+HLA-DR+ stanowia
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ich aktywna subpopulacje. Monocyty te moga by¢ zaangazowane w rozw0j ChNS,
dlatego tez nastgpnym krokiem bylto poroéwnanie liczby tych komoérek w grupie kobiet

1 mgzczyzn z ChNS.

Tabela. 4.1.3.1. Poréwnanie subpopulacji monocytéw o fenotypie CD14+CD16+
i CD14+CD16+HLA-DR+ u pacjentow z ChNS. Grupe podzielono pod wzgledem
ptci.

Monocyty o profilu ' _
Mezczyzni Kobiety p
prozapalnym
CD14+CDl16+ * 10,2143,34 10,04£3,5 0,92
CD14+CD16+HLA-DR+ * 4,62+2.99 3,7842,31 0,75
CD14+CD16+ ** 65,27+£30,33 61,06+28,75 0,68
CD14+CD16+HLA-DR+ ** 28,26+24,16 21,02£11,67 0,75

*- procent komorek wérod monocytéw

**_ hezwzgledna liczba komérek w 1 mm® krwi obwodowej

Dane sg przedstawione jako Srednia i odchylenia standardowe. Analize
wykonano za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Porownanie kobiet i mgzczyzn chorych na chorobg niedokrwienna serca
pod wzgledem liczby monocytow o profilu prozapalnym (tabela 4.1.3.1) nie wykazato
istotnych ro6znic zaré6wno po wilaczeniu do analizy monocytow o fenotypie

powierzchniowym CD14+CD16+, jak i CD14+CD16+HLA-DR+.

4.1.4. Wptyw ptci na poziom cytokin u pacjentéw z chorobg niedokrwienng

serca
Stan zapalny odgrywa kluczowa rol¢ w rozwoju choroby niedokrwiennej serca,

jak 1 w procesie reaktywacji wirusa cytomegalii. Dlatego tez przeprowadzono badania

statusu cytokinowego w grupie kobiet i m¢zczyzn z ChNS.
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Tabela 4.1.4.1. Poréwnanie poziomu interleukiny-2, interleukiny-4, interleukiny-6,
interelukiny-10, interferonu-y i TNF-a. w surowicy krwi pacjentow z ChNS

podzielonych pod wzgledem ptci.

Stezenie surowicze _ :
eytokin (pg/ml) Mgzczyzni Kobiety p

IL-2 1,57+4,77 0,53£1,23 0,73

IL-10 1,86£3,47 0,18+0,44 0,03

IFN-y 2,63+5,68 2,29£5,65 0,81
TNF-o 1,26+2,54 2,7242.29 0,02

IL-4 4,01£9,87 0,99+2,21 0,11

IL-6 1,79+5,80 1,27£2,97 0,89

Dane sg przedstawione jako Srednia i odchylenia standardowe. Analize
wykonano testem U Manna-Whineya.

Badanie przeprowadzono za pomoca testu CBA (Cytometric Bead Array).

Stgzenie TNF-o. w surowicy krwi bylo znamiennie wyzsze u kobiet anizeli
u mezczyzn, natomiast analiza st¢zenia IL-10 w surowicy krwi ujawnita wyzszy poziom
tej cytokiny u megzczyzn. Badane grupy nie réznily sig¢ istotnie statystycznie
pod wzgledem stezenia IL-2, IFN-y, IL-4, IL-6.

Wyniki te wykazuja, ze kobiety charakteryzuja si¢ wyzszym profilem

prozapalnym i stabszym anty-zapalnym.

Ponadto przeprowadzono analize wplywu przyjmowanych lekow (statyn, blokerow
receptorow [-adrenergicznych, nitratow, kwasu acetylosalicylowego, inhibitorow
konwertazy angiotensyny oraz blokerow kanatow wapniowych) na przedstawione
parametry uktadu immunologicznego u obu plci. Leki te nie mialy zadnego wplywu

na badane czynniki uktadu odpornosciowego (p>0,05).
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PODSUMOWANIE:

Grupa kobiet i mezczyzn z ChNS réznita sie miedzy sobg wiekiem
wystepowaniem nadcisnienia tetniczego i cukrzycy. W momencie badania
kobiety byty starsze od mezczyzn i wieksza ich liczba miata stwierdzone

nadcisnienie tetnicze oraz cukrzyce typu drugiego.
Kobiety i mezczyzni chorzy na chorobe niedokrwienng serca nie rdznili
sie miedzy sobg istotnie statystycznie pod wzgledem profilu komdérek uktadu

immunologicznego.

Kobiety charakteryzowaty sie wyzszym stezeniem surowiczego TNF-a

oraz nizszym IL-10 w poréwnaniu do mezczyzn z ChNS.
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4.2. Poréwnanie aktywnosci ukiadu immunologicznego u pacjentéw

z choroba niedokrwienng serca i w grupie kontrolnej

Azeby wykaza¢ czy uklad immunologiczny pacjentéw z choroba niedokrwienna
serca rozni si¢ od uktadu os6b w podobnym wieku bez ChNS, do badania wprowadzono
grupe kontrolna.

Grupa kontrolna zostata dobrana pod wzgledem wieku. Z grupy tej wykluczono
osoby z objawami ChNS oraz z gléwnymi czynnikami ryzyka rozwoju choroby

niedokrwiennej serca, takimi jak nadcis$nienie tetnicze i cukrzyca.

Tabela 4.2.1. Poréwnanie parametrow klinicznych pomiedzy grupg pacjentow
z ChNS i grupg kontrolng. Obie grupy zostaty podzielone pod wzgledem pici.

Mgzczyzni ngzr(i;)};zm » Kobiety K;rl;l;;y »
2 CHINE kontrolna 2 CHINE kontrolna
N 97 25 42 49
Wiek (lata) 60,60+8,57 | 63,05+12,51 0,1 65,31+6,23 | 63,63+8,69 | 0,26
BMI 29+3,51 25,25+2.37 10,0002 | 28,74+4,34 |24,31+2,71|0,00001
Nadcisnienie
tetnicze (%) 65 j 87,5 ]
Cukrzyca (%) 20 - 41,67 -
Palenie
papierosow
(%)
niepalacy 17,86 63,64 0,0001 44 .44 38,24 0,33
Palacz 19,05 4,55 2,78 11,76
Ex-palacz 63,1 31,82 52,78 50

Pacjenci z choroba niedokrwienng serca zardwno w grupie kobiet, jak i mgzczyzn
charakteryzowali si¢ wyzszymi warto$ciami indeksu masy ciala (BMI) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Ws$rod mezczyzn z choroba niedokrwienna serca bylo wigcej
palaczy 1 ex-palaczy w pordéwnaniu do mezczyzn zdrowych. Kobiety nie roznily

si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem tego parametru.

W tabeli 4.2.2. zawarto bezwzgledne liczby leukocytow, limfocytow i monocytow

uzyskane na podstawie badania morfologii krwi. Dane te zostaly wykorzystane
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w dalszych analizach do obliczenia bezwzglednej liczby komorek ukladu

immunologicznego badanych za pomoca metod cytometrii przeptywowe;.

Tabela 4.2.2. Poréwnanie bezwzglednej liczby leukocytéw, limfocytow
i monocytéw w grupie pacjentow z ChNS i grupie kontrolne;j.

Bezwzgledna -

liersm Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna p
komorek *
Leukocyty 7451,53%1573,91 6678,7511891,12 0,006
Limfocyty 1989,78%590,36 2156,21£708,83 0,3
Monocyty 569,01+150,46 357,83+127,88 0,000001

. Megzczyzni . Kobie
Megzczyzni ngrui)}; » Kobiety grupzty »
hN
AL kontrolna 2GS kontrolna

Leukocyty |7466,47+1612,69 | 6901,33£1604,04 | 0,15 | 7417,67+1508,45 | 6545,2+2064,24 | 0,04

Limfocyty | 1942,68+591,77 | 2024,58+560,59 | 0,65 | 2096,55+582,82 |2235,174+784,75 0,6

Monocyty | 3929916135 | 3613311928 |g,00007| 534.93£130,02 | 351,25+151.23 |,003209

*- bezwzgledna liczba komorek w 1 mm’ krwi obwodowej
Wyniki przedstawiono jako srednie i odchylenie standardowe. Do analizy uzyto
testu U Manna-Whitneya

Jak mozna zauwazy¢, w powyzsze] tabeli pacjenci z ChNS charakteryzowali

si¢ wyzsza bezwzgledna liczba leukocytow oraz monocytow.

4.2.1. Status komoéorek NK u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca

i u oséb z grupy kontrolnej

Aktywnos$¢ komoérek NK jest uznawana za miar¢ ogélnej sprawnosci ukladu
immunologicznego. Dlatego, zbadano bezwzgledna 1 wzgledna liczb¢ komoérek NK
oraz ich subpopulacji: regulatorowej o fenotypie powierzchniowym CD3-CD56bright
i cytotoksycznej — CD3-CD56dim (tabela 4.2.1.1., rycina 4.2.1.2.). By wykaza¢ czy osoby
z choroba niedokrwienna serca cechuje stan immunosupresji oszacowano takze
aktywnos$¢ cytotoksyczna komoérek NK zarowno w grupie oséb chorych, jak i w grupie

kontrolnej (tabela 4.2.1.3).
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Bezwzgledna liczbe komorek NK wyliczono na podstawie badania morfologii

krwi obwodowe;.

Jak mozna zaobserwowaé w tabeli 4.2.1.1. bezwzgledna liczba

komorek NK, a takze bezwzgledna liczba komorek CD3-CD56dim byla nizsza u osob

z ChNS w poroéwnaniu do grupy kontrolne;j.

Bezwzgledna liczba komorek

CD3-CD56bright byta podobna w obu badanych grupach.

Tabela 4.2.1.1. Poréwnanie bezwzglednej liczby komérek NK w grupie pacjentow
z ChNS i w grupie kontrolne;.

Liczba
bezwzgledna Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna P
komorek NK *
CD3-CD56+ 222,06+£125,32 390,424+235,89 0,0005
CD3-CD56dim 213,65+123,42 378,57+233,28 0,0006
CD3-CD56bright 8,42+6,44 11,85+11,1 0,38
_ Mgzczyzni ' _
Mezczyzni Kobiety Kobiety grupa
grupa p p
z ChNS z ChNS kontrolna
kontrolna
CD3-CD56+ | 229,71+133,45|371,01£204,47 | 0,007 | 207,41+109,23 | 404,45£261,13 | 0,02
CD3-CD56dim |221,83+131,99 | 358,31+203,82 | 0,008 | 197,96+105,93 | 393,20+257,22 | 0,02
CD3-CD56bright | 7,88+5,19 12,6949,99 | 0,12 9,45+8,37 11,25+12,09 0,98

*- bezwzgledna liczba komorek w 1 mm® krwi obwodowej
Dane przedstawione sg jako $rednie i odchylenia standardowe. Analiza zostata
wykonana testem U Manna-Whitneya.

Kobiety z grupy kontrolnej nie roznily sig istotnie od megzczyzn z grupy kontrolne;j

pod wzgledem bezwzglednej liczby komorek NK oraz poszczegodlnych subpopulacji

komorek NK.
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Rycina 4.2.1.1. Schemat bramkowania subpopulacji komérek NK. Bramkowanie
limfocytow zostato przeprowadzone na podstawie obrazu FSS (ang. forward
scatter; rozproszenie czotowe — ugiecie Swiatta obrazujgce wielko$¢ komorki)
i SS (ang. side scatter; rozproszenie boczne — ugiecie Swiatta obrazujgce liczbe
ziarnistosci wewnatrz komorki) (1). Nastepnie na podstawie obrazu fluorescenciji
uzyskanej z barwnikow fluorescencyjnych sprzezonych z przeciwciatami
anty-CD3 oraz anty-CD56 wybramkowano komorki NK (CD3-CD56+) (2).
Na podstawie tej bramki stworzono histogram, ktéry pozwolit na rozdzielenie
komérek CD3-CD56bright i CD3-CD56dim (3). Obie te populacje bramkowano
i sprawdzano czy komorki te charakteryzujg sie wysokg (komoérki CD3-CD56dim)
(4), czy niska ekspresjg czasteczki CD16 (komérki CD3-CD56bright) (5).
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Odsetek komorek NK (CD3-CD56+) wsrod limfocytow krwi badano metodami

cytometrii przeplywowe;. Rycina 4.2.1.1. przedstawia schemat bramkowania
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odpowiednich populacji. Warto zauwazy¢, ze kobiety z grupy kontrolnej w poréwnaniu
do mezczyzn z tej grupy charakteryzowaly si¢ nizszym odsetkiem komoérek NK
(CD3-CD56+), a takze nizszym odsetkiem komorek cytotoksycznych CD3-CD56dim
i regulatorowych CD3-CD56bright (odpowiednio p=0,01, p=0,02, p=0,06).

Tabela 4.2.1.2. Poréwnanie odsetka komoérek NK u pacjentow z ChNS i oséb
z grupy kontrolnej. Dane przedstawiono jako srednie i odchylenia standardowe.
Analize przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

Liczba wzgledna -
Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna p
komorek NK (%)
CD3-CD56+ 11,8+6,8 16,13£9,17 0,001
CD3-CD56dim 11,38+6,75 15,79£8,90 0,0005
CD3-CD56bright 0,44+0,31 0,56+0,51 0,48

Analiza grup wykazala, ze pacjenci z ChNS charakteryzuja si¢ nizszym odsetkiem
komorek NK oraz komorek CD3-CD56dim w stosunku do oso6b z grupy kontrolne;j.
Wzgledna liczba komorek CD3-CD56bright nie roznita si¢ istotnie statystycznie
u pacjentow z ChNS oraz u os6b z grupy kontrolnej nie podzielonych
pod wzgledem pici. Podobne wyniki uzyskano przy poréwnaniu bezwzglednej liczby

komorek NK w badanych grupach.

Poréwnanie megzczyzn z choroba niedokrwienna serca i mezczyzn z grupy
kontrolnej ujawnito nizsza wzgledna liczbg komorek NK (CD3-CD56+), a takze nizsza
wzgledna liczbe komorek obu subpopulacji — CD56dim i CD56bright, u pacjentow
z ChNS (Rycina 4.2.1.2. A). Podobne wyniki uzyskano przy poroéwnaniu kobiet,
jednak w tej grupie nie zaobserwowano roznic w liczbie komoérek CD3-CDS56bright

(Rycina 4.2.1.2. B).
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Rycina 4.2.1.2. Poréwnanie wzglednej liczby komérek NK (CD3-CD56+) oraz ich
subpopulacji u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca i u osob z grupy

kontrolnej
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Kolumna A przedstawia poréwnanie mezczyzn, kolumna B kobiet. Poréwnanie
wykonano testem U Manna-Whitneya. Dane przedstawiono jako Srednie

i odchylenia standardowe.
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Aktywnos$¢ komorek NK byta okreslana w obu badanych grupach za pomoca
szeregu testow. Ogodlna aktywno$¢ cytotoksyczna komodrek NK badano za pomoca
pomiaru st¢zenia dehydrogenazy mleczanowej w nadsaczu znad hodowli komoérek NK
z komoérkami docelowymi (linia biataczkowa K562). Wynik tego testu $wiadczy
o ogoblnej aktywnosci komoérek zdolnych do ataku cytotoksycznego.

Aktywnos¢ indywidualng komorek NK ustalono poprzez pomiar odsetka komoérek
CD3-CD56+ produkujacych IFN-y w hodowli stymulowanej antygenami szczepionki

przeciw grypie. Wynik tego badania pozwala na oszacowanie aktywnos$ci pojedynczej

komorki NK.

Tabela 4.2.1.3. Aktywnos¢ komorek NK u pacjentéw z ChNS i u oséb z grupy
kontrolnej. Aktywnos¢ mierzona dwoma testami — uwalniania dehydrogenazy
mleczanowej oraz produkcji wewnatrzplazmatycznego interferonu-y.

Aktywnos$¢ komorek

NK Pacjenci z ChNS

Grupa kontrolna

Aktywnos¢
cytotoksyczna komorek

NK (%) * 26,91£15,58

35,44+15,12

0,007

Odsetek komorek
CD3-CD56+
produkujacych
wewnatrzplazmatyczny
IFN-y (%)

4,78+2,82 10,88+7,49

0,001

Mezczyzni
z ChNS

Megzczyzni

grupa
kontrolna

Kobiety
z ChNS

Kobiety

grupa
kontrolna

Aktywnos¢
cytotoksyczna komorek
NK (%) *

28,37+17,58

38,35+14,18

0,03

22,52+7,46

33,33+15,74

0,02

Odsetek komorek
CD3-CDs56+
produkujacych
wewnatrzplazmatyczny
IFN-y (%)

4,85+2,65

14,83+4,34

0,006

4,61+3,45

10,19+7,80

0,06

* - warto$¢ obliczono wedlug wzoru zawartego w rozdziale Material i Metody (rozdziat

3.3.3)
Dane przedstawione sg jako s$rednie i odchylenia standardowe. Poréwnania

wykonano testem U Manna-Whitneya.
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Poréwnanie mezczyzn i1 kobiet z ChNS oraz mgzczyzn 1 kobiet z grupy kontrolnej
ujawnito niska aktywno$¢ cytotoksyczna komorek NK w grupie pacjentoéw z ChNS
mierzong zaréwno testem pomiaru dehydrogenazy mleczanowej, jak i badaniem odsetka
komorek produkujacych wewnatrzplazmatyczny IFN-y.

Warto zauwazy¢, ze kobiety z grupy kontrolnej nie rdéznily si¢ istotnie
statystycznie od mezczyzn z tej grupy pod wzgledem aktywnosci cytotoksycznej komorek
NK.

4.2.2. Stezenie interleukiny-2 w surowicy krwi pacjentéw z ChNS i oséb

z grupy kontrolnej

Interleukina-2 jest jedna z glownych cytokin stymulujacych odpowiedz
komorkowa uktadu immunologicznego. Dlatego tez, aby zbadac jej potencjalny zwiazek
z niska aktywnos$cia komorek NK u pacjentow z ChNS, zmierzono jej poziom w surowicy

krwi zaréwno u badanych pacjentow, jak i u osob z grupy kontrolnej (Rycina 4.2.2.1.).
Nalezy zauwazy¢, ze pomiar wykonano testem biologicznym z uzyciem komorek

wrazliwych na IL-2 — CTL. Wynik wigc wskazuje nie tylko na stgzenie tej cytokiny

w surowicy krwi, ale tez na jej aktywnos¢.
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Rycina 4.2.2.1. Poréwnanie stezenia IL-2 w surowicy krwi u pacjentéw z ChNS
i w grupie kontrolnej.
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Dane przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe. Analize

przeprowadzono za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Kobiety bez ChNS 1 kobiety z ChNS nie roznity si¢ istotnie pod wzgledem
stezenia IL-2 w surowicy krwi. Podobne poréwnanie w grupie mezczyzn ujawnilo,
ze pacjenci z ChNS wykazuja tendencja do nizszego st¢zenia tej cytokiny w surowicy

krwi.

Analiza catkowitych grup wskazata na nizszy poziom IL-2 w surowicy krwi

u pacjentéw z ChNS.

66



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Wyniki

PODSUMOWANIE

Pacjenci z chorobg niedokrwienng serca charakteryzowali sie nizszg
bezwzgledng i wzgledng liczbg komoérek NK (CD3-CD56+) oraz ich subpopulaciji
CD3-CD56dim w poréwnaniu do osob z grupy kontrolnej.

Poréwnanie obu badanych grup podzielonych pod wzgledem pici wykazato
nizszg liczbe komérek CD3-CD56bright u mezczyzn z ChNS w poréwnaniu

do mezczyzn z grupy kontrolne;j.

Badanie aktywnosci komérek NK wykazato nizszg aktywnos¢ tych komorek

u pacjentow z ChNS.

Pacjenci z ChNS charakteryzowali sie nizszym stezeniem IL-2 w surowicy krwi.
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4.2.3. Liczba limfocytow T immunoregulacyjnych u pacjentéw z choroba

niedokrwienng serca i w grupie kontrolnej

Badanie komorek NK ujawnito, ze pacjenci z ChNS charakteryzuja si¢ obnizona
aktywnos$cia uktadu immunologicznego, dlatego tez nastgpnym krokiem bylo zbadanie
roznic w statusie limfocytéw T. Badania koncentrowaly si¢ na specyficznych

limfocytach T o wlasciwosciach immunosupresyjnych.

Tabela 4.2.3.1. Limfocyty T cytotoksyczne (CD3+CD8+) i
(CD3+CD4+) u pacjentéw z ChNS i u oséb z grupy kontrolne;j.

pomocnicze

Limfocyty T Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna p
CD3+CD8g+* 15,56+7,89 21,82+8,75 0,0008
CD3+CD8+** 319,40+206,58 548,77+401,48 0,04
CD3+CD4+ * 40,26+10,56 38,16+9,63 0,27
CD3+CD4+** 828,75+327,80 878,71+399,07 0,74
Mezezytni z Mezczyzni Kobiety
SN grupa p | Kobiety z ChNS grupa p
kontrolna kontrolna
CD3+CD8+* 15,03+7,64 24,83+9,54 0,01 16,87+8,51 21,09+8,53 0,18
CD3+CD8+** | 299,47+194,31 | 433,75+201,83 | 0,26 | 364,95+230,73 |575,31+436,61 | 0,26
CD3+CD4+ * 39,1149,64 33,69+14,16 | 0,27 43,25+12,41 39,06+8,46 0,13
CD3+CD4+** | 795,76+£327,41 | 416,11£342,22 | 0,16 | 912,07+£322,27 |955,81£363,55| 0,37

*- procent komoérek wérod limfocytow

**_ bezwzgledna liczba komoérek w 1 mm® krwi obwodowej

Analize przeprowadzono testem U Manna-Whitneya. Dane przedstawiono jako
Srednie i odchylenia standardowe.

Poréwnanie bezwzglednej liczby limfocytow cytotoksycznych (CD3+CD8+)
pomigdzy grupa pacjentow z ChNS 1 grupa kontrolna ujawnito nizszy odsetek
tych komorek we krwi obwodowej pacjentow z ChNS. Podobne wyniki uzyskano
po porownaniu wzglednej liczby limfocytow T cytotoksycznych miedzy mezczyznami
z ChNS 1 mgzczyznami z grupy kontrolnej. Kobiety nie réznily sig istotnie
pod wzgledem tych komorek.

Analiza statystyczna nie wykazata ponadto zadnych r6znic w liczbie limfocytow T

pomocniczych (CD3+CD4+) migdzy grupa pacjentow z ChNS a grupa kontrolna.
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Poréwnanie pod wzgledem dwoch gléwnych subpopulacji limfocytow T
(limfocytow T pomocniczych — CD3+CD4+ oraz cytotoksycznych — CD3+CD8+) kobiet

1 mgzczyzn z grupy kontrolnej nie ujawnito zadnych istotnych roznic.

Limfocyty T o fenotypie CD3+CD8+CD57+ stanowia populacj¢ komorek
o wlasciwosciach immunosupresyjnych. Procent limfocytow T wsrdd limfocytow zostat
okreslony za pomoca metod cytometrii przeptywowej, nastgpnie do oceny odsetka
limfocytow T CD3+CD8+CDS57+ zastosowano podwoéjne bramkowanie przedstawione
na rycinie 4.2.3.1. Bezwzgledna liczb¢ komodrek obliczono na podstawie badania

morfologii krwi obwodowe;.
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Rycina 4.2.3.1. Schemat bramkowania Ilimfocytow T o fenotypie
powierzchniowym CD3+CD8+CD57+. Bramkowanie limfocytéow zostato
przeprowadzone na podstawie obrazu FSS (ang. forward scatter; rozproszenie
czotowe — ugiecie Swiatta obrazujgce wielkos¢ komorki) i SS (ang. side scatter;
rozproszenie boczne — ugiecie Swiatta obrazujgce liczbe ziarnistosci wewnatrz
komorki)  (1). Nastepnie na podstawie obrazu fluorescencji uzyskanej
z barwnikéw fluorescencyjnych sprzezonych 2z przeciwcialami anty-CD3
oraz anty-CD8 wybramkowano komorki charakteryzujgce sie wysokg ekspresjg
czasteczki CD8 — CD8high (2). Nastepnym krokiem byto stwierdzenie obecnosci
czgsteczek CD57 na powierzchni limfocytow CD3+CD8high (3).
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Rycina. 4.2.3.2. Limfocyty CD3+CD8+CD57+ u pacjentdow z ChNS i u oséb
z grupy kontrolnej.

A. bezwzgledna liczba komédrek
CD3+CD8+CD57+ *

bezwzgledna liczba komérek CD3+CD8+CD57+ *

400

300
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100

bezwzgledna liczba komérek CD3+CD8+CD57+*

-100

500
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bezwzgledna liczba komérek CD3+CD8+CD57+*

-100

. Odsetek komoérek CD3+CD8+CD57+

wsrod limfocytow

Porownanie kobiet

kobiety z ChNS kobiety,grupa kontrolna

p=0,18

odsetek komérek CD3+CD8+CD57+ wsrod

limfocytow

kobiety z ChNS

kobiety, grupa kontrolna

p=0,56

Poroéwnanie

mezczyzn

mezczyzniz ChNS mezczyzni,grupa kontrolna

p=0,05

odsetek komérek CD3+CD8+CD57+ wsrod

limfocytow

mezczyzni z ChNS

mezczyzni, grupa kontrolna

p=0,0001

Poroéwnanie

catkowitych grup

pajcjenciz ChNS

grupakontrolna

p=0,01

odsetek komérek CD3+CD8+CD57+ wsrod

limfocytéw

pacjenci z ChNS

*- bezwzgledna liczba komorek w 1 mm® krwi obwodowej
Analize przeprowadzono testem U Manna-Whitneya.

jako srednie i odchylenia standardowe.

grupa kontrolna

p=0,005

Wyniki przedstawiono
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Poréwnanie wzglednej 1 bezwzglednej liczby komoérek CD3+CD8+CDS7+
pomigdzy mezczyznami z ChNS 1 mgzczyznami z grupy kontrolnej wykazato znamiennie
statystycznie nizsza liczbg tych komorek u pacjentow z ChNS. O ile nizszy odsetek
tych komoérek moze by¢ tlumaczony nizsza wzgledna liczba komoérek CD3+CD8+
u tych pacjentdéw, to ich nizsza bezwzgledna liczba stanowi dowod na obnizenie liczby
komorek CD3+CD8+CD57+ u mgzczyzn z ChNS.

Wyniki te potwierdza poréwnanie wszystkich pacjentow z ChNS z wszystkimi
osobami z grupy kontrolnej, ktére ujawnito nizsza wzgledna i bezwzgledna liczbe
komorek CD3+CD8+CDS57+ u pacjentow z ChNS (rycina 4.2.3.2.).

Co ciekawe, porownanie kobiet z ChNS i kobiet z grupy kontrolnej pod wzglgdem
komoérek CD3+CD8+CD57+ nie ujawnilo zadnych istotnych statystycznie rdznic.
Taka rozbiezno$¢ migdzy wynikami w poroéwnaniu grup mezczyzn i grup kobiet mozna
ttumaczy¢ wyzsza liczba komérek CD3+CD8+CD57+ u mgzczyzn bez ChNS niz u kobiet
bez ChNS.

Do badania wlaczono takze komorki CD8+CD28-, ktore podobnie jak komorki
CD3+CD8+CD57+ zaangazowane sa w mechanizmy immunosupresji oraz regulacji stanu
zapalnego 1 reakcji o podtozu autoimmunizacyjnym.

Poréwnanie liczby tych komorek pomigdzy pacjentami z ChNS i osobami z grupy
kontrolnej wskazato na nizsza bezwzgledna liczbe tych komoérek w grupie pacjentéw

z ChNS (tabela 4.2.3.2.).

Zmiany w populacjach immunoregulatorowych limfocytéw T cytotoksycznych,
zasugerowaly, ze roznice ta moga dotyczy¢ takze innych subpopulacji uktadu
immunologicznego o funkcji immunoregulacyjnej. Dlatego nastgpnym krokiem byto
zbadanie  limfocytéow T  regulatorowych o  fenotypie = powierzchniowym

CD3+CD4+CD25+.
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Tabela 4.2.3.2. Poroéwnanie limfocytow T o fenotypie powierzchniowym
CD3+CD4+CD25+ oraz CD8+CD28- pomiedzy grupg pacjentow z ChNS i grupa

kontrolna.

Limfocyty T Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna )%
CD3+CD4+CD25+* 2,4442,50 1,88+1,36 0,64
CD3+CD4+CD25+%** 51,33+56,26 58,05+35,23 0,13
CD8+CD28-* 13,33+6,70 14,96+6,38 0,26
CD8+CD28-** 279,17+166,29 446,75+216,30 0,04

Mezczytni Megzczyzni, Kobicty Kobiety
z ChNS SHpe P z ChNS S P
kontrolna kontrolna
CD3+CD4+CD25+* 2,24+2,1 1,15+0,41 0,16 2,97+3,32 2,06+1,45 | 0,19
CD3+CD4+CD25+** | 454344491 | 24,89+17,84 | 0,55 | 66,25+77,55 |64,07+34,61| 0,29

*- procent komorek wsrod limfocytow

**_ hezwzgledna liczba komoérek w 1 mm® krwi obwodowej

Wyniki przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe. Wszystkie analizy
zostaty przeprowadzone za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Wiaczenie do  analizy komoérek  regulatorowych  CD3+CD4+CD25+
o wlasciwo$ciach immunoregulacyjnych nie ujawnilo zadnych istotnych statystycznie
réznic w ich bezwzglednej 1 wzglednej liczbie pomigdzy pacjentami z ChNS a grupa

kontrolna.

4.2.4. Monocyty o profilu prozapalnym u pacjentow 2z choroba

niedokrwienng serca i u oséb z grupy kontrolnej

Monocyty CD14+CD16+ stanowia populacje komoérkowa zaangazowana w proces
zapalenia. Ponadto wykazuja one podobienstwo fenotypowe 1 funkcjonalne
z makrofagami i1 komoérkami dendrytycznymi, a wigc komoérkami znajdowanymi
w blaszce miazdzycowej. Dlatego tez nastgpnym krokiem bylo pordwnanie liczby

tych komorek u pacjentéw z choroba niedokrwienna serca i u 0sob z grupy kontrolne;.
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Tabela 4.2.3.1. Liczba monocytow CD14+CD16+ u pacjentéw z ChNS i u oséb
z grupy kontrolnej.

Monocyty Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna P
CD14+CD16+* 10,16%3,34 6,02+2,26 0,000
CD14+CD16+** 64,03£29,50 24,63£19,25 0,000

Mezczyzni M Kobiety Kobiety
z ChNS SHpe P z ChNS SHpe P
kontrolna kontrolna
CD14+CD16+* 10,2143,34 5,91£2,29 0,00008 | 10,04+3,50 6,15+2,32 0,01
CD14+CDI16+** | 65,27+30,33 | 28,15£23,26 | 0,0002 | 61,06+28,75 | 18,90£8,42 | 0,001

*- procent komorek wsréd monocytow

**_ bezwzgledna liczba komoérek w 1 mm® krwi obwodowej

Dane przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe. Analize
przeprowadzono za pomocg testu U Manna-Whitneya.

Odsetek oraz liczba monocytéw o fenotypie powierzchniowym CD14+CD16+
byta znamiennie wyzsza u pacjentow z ChNS. Roéznice te dotyczyly zarowno kobiet,

jak 1 mezczyzn.

PODSUMOWANIE
U pacjentow z ChNS ujawniono nizszg liczbe limfocytéw T cytotoksycznych
(CD3+CD8+) oraz nizszg  liczbe limfocytbw o  wtasciwosciach

immunosupresyjnych (CD3+CD8+CD57+ oraz CD8+CD28-).

Wzgledna i bezwzgledna liczba monocytéw o profilu prozapalnym byta wyzsza

u pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca.
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4.3. Przeciwciata IgG anty-CMV u pacjentéw z ChNS i u oséb z grupy

kontrolnej

4.3.1 Miano przeciwciat IgG przeciw wirusowi cytomegalii u 0os6b z choroba

niedokrwienng serca

Wyniki pomiaru aktywnos$ci komoérek NK $wiadcza o tym, ze choroba
niedokrwienna serca jest choroba powiazana ze stanem supresji tych komoérek. Wirus
cytomegalii jest patogenem zdolnym do modyfikacji aktywnosci uktadu
immunologicznego, a takze wykorzystujacym stan immunosupresji do reaktywacji.

Wysokie miana przeciwcial 1gG $wiadcza o przewleklej infekcji tym wirusem,
a takze o jego reaktywacji, stad pomiar ich mogtby wskaza¢ czy wirus ten odgrywa rolg

w patogenezie choroby niedokrwiennej serca.

Rycina 4.3.1.1. Poréwnanie miana przeciwciat IgG przeciw wirusowi cytomegalii
u kobiet i mezczyzn chorych na ChNS.
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p=0,003
Dane przedstawiono jako srednie i odchylenia standardowe. Analize wykonano
za pomocg testu U Manna-Whitneya
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Tabela 4.3.1.1. Porownanie liczby oséb pozytywnych pod wzgledem przeciwciat

IgG  skierowanych przeciw wirusowi cytomegali pomiedzy kobietami
i mezczyznami z chorobg niedokrwienng serca.
Mgzczyzni Kobiety P
Osoby pozytywne pod wzgledem przeciwcial
Yoy P s P 84,27 100 0,007

IgG anty-CMV (%)

Poréwnanie wykonano za pomocg testu x" Pearsona.

Poréwnanie miana przeciwcial IgG pomigdzy kobietami i mgzczyznami z ChNS

wykazalo, ze kobiety charakteryzuja si¢ wyzszym mianem tych przeciwcial (rycina

4.3.1.1.). Ponadto u wszystkich kobiet z ChNS stwierdzono obecno$¢ przeciwciat I1gG

anty-CMV w surowicy (tabela 4.3.1.1.).

U badanych o0so6b z choroba niedokrwienna serca okre$lono takze miano

przeciwcial IgM anty-CMV, obrazujacych $wieza infekcje wirusem.

U zadnego

z badanych pacjentdow nie wykryto tych przeciwciat, dlatego wyniki te wykluczono

z dalszych rozwazan.

76




tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Wyniki

4.3.2 Przeciwciala IgG anty-CMV u pacjentéw z ChNS i u oséb z grupy

kontrolnej

Nastgpnym krokiem bylo sprawdzenie czy pacjenci z ChNS i grupa kontrolna
roznia si¢ pomiedzy soba mianem oraz obecno$cia przeciwcial klasy IgG przeciwko

CMV.

Tabela 4.3.2.1. Przeciwciata IgG skierowane przeciw wirusowi cytomegalii
u pacjentow z ChNS i u oséb z grupy kontrolnej.

Profil
przeciwciat IgG Pacjenci z ChNS Grupa kontrolna
anty-CMV

Miano
przeciwciat IgG 18,619,32 18,85+8,07

(IU/ml)

0,95

Osoby
pozytywne
pod wzgledem 89,31 90,24
przeciwcial IgG
anty-CMV (%)

0,76

Mezczyzni Kobie
Megzczyzni “ Kobiety el
rupa rupa
z ChNS S P z ChNS S
kontrolna kontrolna

Miano
przeciwciat IgG 16,87+9,75 19,93+7.,44 0,25 22,394+7,19 18,16+8,53

(IU/ml)

0,07

Osoby
pozytywne
pod wzgledem 84,27 93,75 0,31 100 88

przeciwcial IgG
anty-CMV (%)

0,02

Wyniki przedstawiono jako $rednie i odchylenia standardowe. Analize
przeprowadzono testem U Manna-Whitneya oraz testem 3 Pearsona.

Poréwnanie miana przeciwciat IgG przeciw wirusowi CMV pomigdzy dwoma
badanymi grupami nie ujawnilo Zadnych istotnych statystycznie réznic. Jednak
dodatkowy podziat tych grup pod wzgledem pici wykazal, ze miano przeciwciat IgG
jest wyzsze u pacjentow z ChNS, ale tylko w grupie kobiet (Tabela 4.3.2.1.). Warto
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tez zauwazy¢, ze podzial ten nie ujawnit istotnych réznic pomigdzy mezczyznami
1 kobietami z grupy kontrolne;j.

Analiza liczby osob, u ktorych wykryto przeciwciala IgG anty-CMV czg$ciowo
pokrywala si¢ z wynikami uzyskanymi z badania wysoko$ci miana przeciwcial.
Poréwnanie grup kobiet ujawnito, ze wsrdod pacjentek z ChNS jest wigcej 0sob

pozytywnych pod wzgledem IgG.

PODSUMOWANIE

Poroéwnanie miana przeciwciat IgG skierowanych przeciwko wirusowi cytomegalii
pomiedzy kobietami z ChNS, mezczyznami z ChNS oraz kobietami
i mezczyznami z grupy kontrolnej ujawnito, ze pacjentki z ChNS charakteryzujg
sie wyzszym mianem przeciwciat anizeli kobiety bez ChNS oraz mezczyzni
z ChNS.

Co wiecej, w grupie kobiet z ChNS bylo najwiecej osoéb pozytywnych

pod wzgledem obecnosci przeciwciat IgG anty-CMV.
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4.4. Wirus cytomegalii, aktywnos¢ ukiadu immunologicznego i choroba

niedokrwienna serca

Wirus cytomegalii  jest wirusem modyfikujacym  aktywno$¢  ukladu
immunologicznego oraz potencjalnie zwiazanym z rozwojem choroby niedokrwiennej
serca. Dlatego nastgpnym krokiem bylo badanie powiazan pomigdzy poziomem
przeciwcial IgG anty-CMV w surowicy krwi a parametrami uktadu immunologicznego
u pacjentéw z ChNS.

Aby zbada¢ czynniki nieimmunologiczne wplywajace na wielko§¢ miana
przeciwcial przeciw CMV przeprowadzono analizg regresji wielorakiej, w ktorej miano
przeciwcial anty-CMV przyjeto jako zmienna zalezna. Wyniki analizy wskazaty
na wplyw wieku, plci oraz poziomu cholesterolu LDL na miano przeciwcial IgG. Nalezy
zauwazy¢, ze wpltyw ten byl pozytywny, wraz z wiekiem oraz wzrostem poziomu

cholesterolu LDL wzrastato miano przeciwciat (tabela 4.4.1.).

Tabela 4.4.1. Wyniki testu regresji wielorakiej przeprowadzonej tylko w grupie
pacjentow z ChNS. Miano przeciwciat IgG anty-CMV zostato wigczone
jako zmienna zalezna, jako zmienne niezalezne wigczono: wiek, pte¢, cukrzyce,
nadcisnienia tetnicze oraz poziom cholesterolu LDL.

BETA Btad st. B Btad st. t(89) p
Wyraz -10,98 8,80 1,25 0,22
wolny
Wiek 0,20 0,10 0,25 0,13 1,97 0,05
Plec 0,24 0,10 4,73 2,08 2,27 0,03
Cukrzyca 0,17 0,10 3,34 2,00 1,67 0,10
Nadcisnienie| (09 0,10 2.25 2.35 0,96 0,34
tetnicze
Poziom
surowiczy 0,31 0,10 0,07 0,02 3,09 0,00
choesterolu
LDL

Poprawione R2=0,16, F=5,55, istotno$¢ statyczna odrzucenia niezgodnosci
modelu p=0,0005.

Nastgpnym krokiem byto zbadanie czy istnieja wspotzaleznosci miedzy stanem

uktadu immunologicznego a mianem przeciwcial IgG anty-CMV. Przeprowadzona
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analiza korelacji pomigdzy mianem przeciwciat IgG anty-CMV a badanymi parametrami
uktadu immunologicznego wykazata ujemna korelacj¢ pomigdzy mianem przeciwciat
a odsetkiem komoérek CD3+CD8+ (p<0,05, R=-0,22). Inne parametry nie wykazaly
zadnego istotnego powiazania z badanymi przeciwcialami. Jednocze$nie regresja
wieloraka, w ktorej jako zmienng zalezna przyj¢to miano przeciwciat IgG anty-CMV,
a jako zmienne niezalezne zostaly wprowadzone liczby komodrek regulatorowych
(CD3+CD8+CD57+, CD3+CD4+CD25+) oraz parametry zwiazane z komdrkami NK
(aktywno$¢ cytotoksyczna, liczba komoérek CD3-CD56+ oraz liczba komorek
CD3+CD56-IFN-y+), nie wskazala na Zadne istotne powiazanie migdzy badanymi

parametrami.

4.4.1 Analiza parametrow ukiadu immunologicznego u pacjentow z ChNS
podzielonych pod wzgledem miana przeciwciat IgG skierowanych

przeciw wirusowi cytomegalii

Miano przeciwciat IgG przeciw CMV charakteryzowato si¢ duzym odchyleniem
standardowym u osob z ChNS (18,649,32). Podzial pacjentow pod wzgledem pici
ujawnil wyzsze miana przeciwciat IgG anty-CMV u kobiet. Jednocze$nie analiza
parametréw komorkowych uktadu immunologicznego pod wzgledem plci nie ujawnita
zadnych istotnych statystycznie roznic. By zbada¢, czy istnieja jakiekolwiek rdznice
w parametrach ukladu immunologicznego u oséb zakazonych CMV, badanych
podzielono dodatkowo na 3 grupy:

- grupg osob charakteryzujacych si¢ wysokim mianem przeciwcial przeciw CMV

(+),

- grupeg osob charakteryzujacych si¢ niskim mianem przeciwciat przeciw CMV (+),

- grupg osob, u ktérych nie wykryto przeciwcial 1gG przeciw CMV (-) — grupa

ta skladata si¢ z matej liczby osob, dlatego zostala wykluczona z dalszych
rozwazan.

Podzial na osoby o niskim i wysokim mianie przeciwcial IgG anty-CMV

przeprowadzono na podstawie mediany obliczonej w grupie pacjentow z ChNS

pozytywnych pod wzgledem przeciwciat IgG anty-CMV (mediana=20,265).

80



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Wyniki

Tabela 4.4.1.1. Charakterystyka kliniczna pacjentéow z ChNS podzielonych
pod wzgledem wysokiego i niskiego miana przeciwciat 1IgG przeciw wirusowi
cytomegalii.

Pacjenci o niskim Pacjenci o wysokim
mianie przeciwcial mianie przeciwciat p
IgG anty-CMV IgG anty-CMV
Pte¢ meska (%) 68,42 61,02 0,4
Wiek (lata) 61,3+8,39 63,5147,84 0,1
BMI 29,3844,21 28,7243,67 0,47
Nadci$nienie tetnicze (%) 76,36% 82,46% 0,43
Cukrzyca (%) 29,09% 36,84% 0,38
Cholesterol catkowity 207,65+48,87 213,61+44,00 0.44
(mmol/L) ’
Cholesterol LDL (mmol/L) 129,07+42,34 134,19+40,81 0,58
Tréjglicerydy (mmol/L) 151,84+69,14 165,14+94,09 0,78
Palenie papieroséw (%)
niepalacy 28 27,08 0.99
palacz 14 14,58 ’
ex-palacz 58 58,33

Pacjenci z wysokimi mianami przeciwciat IgG przeciw CMV nie roznili sig
istotnie statystycznie pod wzgledem parametréow klinicznych od pacjentow z niskimi

mianami przeciwciat przeciw CMV (tabela 4.4.1.1.).

Kolejnym krokiem bylo sprawdzenie czy grupy te rdéznia si¢ od siebie
pod wzgledem statusu uktadu immunologicznego.

Do analizy zostaty wiaczone komoérki NK. Poréwnanie pod wzgledem ich liczby
i aktywnosci nie ujawnito zadnych istotnych statystycznie réznic.

Réwniez przeprowadzenie analizy porownawczej limfocytow T pomocniczych
(CD3+CD4+) nie wykazato zadnych istotnych réznic pod wzglgdem bezwzglednej
1 wzglednej liczby komorek.  Analiza komoérek T regulatorowych o fenotypie
CD3+CD4+CD25+ takze nie ujawnita statystycznie istotnych réznic pomigdzy badanymi

grupami.
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Rycina 4.4.1.1. Limfocyty T cytotoksyczne CD3+CD8+ (kolumna A) i komorki
CD3+CD8+CD57+ (kolumna B) u pacjentow z ChNS podzielonych pod wzgledem
wysokosci miana przeciwciat 1IgG przeciwko wirusowi CMV. ++ - wysokie miano
przeciwciat, wartos¢ powyzej mediany, + - niskie miano przeciwciat, wartos¢
ponizej mediany (mediana=20,265).

A. Limfocyty CD3+CD8+ B. Limfocyty CD3+CD8+CDS57+
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Analizy wykonano testem U Manna-Whitneya. Wyniki przedstawiono
jako $rednie i odchylenia standardowe.

Badanie r6znic w liczbie limfocytow T cytotoksycznych wykazalo, ze pacjenci
z wysokimi mianami przeciwcial 1gG przeciwko CMV maja mniejsza wzgledna
i bezwzgledna liczbe tych komoérek. Analiza komoérek CD3+CD8+CD57+ wykazata
tendencje do nizszej liczby tych komodrek u pacjentdw z wysokimi mianami przeciwciat

(Rycina 4.4.1.1.).
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Pacjenci z wysokimi i niskimi mianami przeciwcial przeciw CMV nie réznili
si¢ takze istotnie statystycznie st¢zeniem cytokin w surowicy krwi, a takze pod wzgledem

liczby monocytéw o profilu prozapalnym.

PODSUMOWANIE

Analiza  regresji  wielorakiej wskazata na  pozytywne  powigzanie
pomiedzy mianem przeciwciat IgG skierowanych przeciwko wirusowi CMV
a wiekiem, ptcig i stezeniem cholesterolu LDL w surowicy krwi.

Miano przeciwciat IgG anty-CMV wykazywato odwrotng korelacje z odsetkiem
komoérek CD3+CD8+.

Poréwnanie miedzy sobg grup pacjentéw z ChNS podzielonych pod wzgledem
mediany miana przeciwciat IgG anty-CMV na grupy o wysokim i niskim mianie,
wskazato na brak istotnych réznic w parametrach klinicznych tych pacjentéw.
Grupy te roznity sie istotnie statystycznie wytgcznie pod wzgledem komoérek
CD3+CD8+ oraz CD3+CD8+57+, ktorych byto mniej u pacjentéw z wysokimi
mianami IgG anty-CMV.
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4.5. Poréwnanie zmian w ukladzie immunologicznym w okresie przed
i po operacji pomostowania tetnic wiencowych u oséb z ChNS z wysokimi

i niskimi mianami IgG anty-CMV

Obecno$¢  wirusa  cytomegalii  moze modulowa¢  aktywno$¢  uktadu
immunologicznego. = Wilasciwosci immunomodulacyjne odgrywaja szczegdlna role
w stanie zapalnym. Jako model obcigzenia stanem zapalnym u pacjentéw z choroba
niedokrwienna serca przyjeto operacje  pomostowania  te¢tnic  wiencowych,
przeprowadzana w krazeniu pozaustrojowym.

Krew pobierana byla od 49 pacjentéw przed zabiegiem pomostowania tgtnic
wiencowych oraz 3, 24 i 72 godziny po zakonczeniu krazenia pozaustrojowego.
Pacjentow podzielono na dwie grupy pod wzgledem miana przeciwciat:

- grupe z wysokim mianem przeciwciat IgG anty-CMV (++),
- grupe z niskim mianem przeciwcial IgG anty-CMV (+).

Grupy wydzielono na podstawie mediany, obliczonej w badanej grupie, jej warto$¢
wynosita 17,981. Pacjenci z wyzszym mianem niz mediana zostali wiaczeni do grupy
z wysokim mianem przeciwcial, pacjenci z nizszym mianem niz mediana — do grupy

z niskim mianem przeciwcial.
4.5.1. Zmiany ilosciowe wsréd komorek NK w okresie okotooperacyjnym
Wirus cytomegalii posiada szereg mechanizmoéw wplywajacych na aktywnos¢

oraz liczbe komoérek NK, dlatego pierwsza populacja komorkowa poddana analizie

w okresie okolooperacyjnym byty komorki NK oraz ich subpopulacje.
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Rycina 4.5.1.1. Zmiany odsetka komoérek NK (CD3-CD56+) oraz ich subpopulacji
przed i po operacji pomostowania tetnic wiencowych. Pacjentow podzielono
na grupy z wysokim (++) i niskim (+) mianem przeciwciat przeciw CMV. Kolumna
A przedstawia przebieg zmian w okresie okotooperacyjnym w catej badanej
grupie. Kolumna B przedstawia przebieg zmian u pacjentéw podzielonych
pod wzgledem miana przeciwciat przeciw CMV.

A B
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Analize wykonano testem ANOVA.

Dynamika zmian komoérek NK (CD3-CD56+) po operacji pomostowania tetnic

wiencowych byta odmienna u pacjentéw z wysokim i niskim mianem przeciwciat I1gG
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anty-CMV. U pacjentéw z niskim mianem IgG odsetek komoérek NK wsrod limfocytow
krwi wzrastat w 3 godzinie po operacji, gdy tymczasem u pacjentow z wysokim mianem
odsetek ten spadal. Jak mozna zaobserwowaé na rycinie 4.5.1.1., zmiany iloSciowe
w populacji komérek NK po zabiegu pomostowania tetnic wiencowych sa pochodna
przesuni¢g¢ w subpopulacji komorek CD3-CD56dim. Dynamika ilosciowych zmian
CD3-CD56dim byta podobna do zmian ilosciowych wsrdd komoérek CD3-CD56+
w obu grupach.

Pacjenci z wysokimi i niskimi mianami przeciwcial IgG anty-CMV nie r6znili
si¢ miedzy soba dynamika zmian komoérek CD3-CD56bright przed zabiegiem
oraz w 3, 24 1 72 godziny po zabiegu pomostowania tgtnic wiencowych. Jednak analiza
jednoczesna obu tych grup wykazata, ze odsetek tych komorek zmniejszat si¢ po zabiegu

operacyjnym.

4.5.2. Limfocyty T w okresie okotooperacyjnym

W okresie okotooperacyjnym mierzono tez dynamik¢ subpopulacji limfocytow T.
Analiza nie wykazala jednak Zadnych istotnych statystycznie zmian w odsetku komoérek
CD3+CD4+, CD3+CD4+CD25+, CD3+CD8+, CD3+CD8+CD57+ i1 CD8+CD28-
zarbwno w czasie badania przebiegu zmian w calej grupie badanej,
jak 1 przy poréwnywaniu zmian pomi¢dzy pacjentami z wysokimi i niskimi mianami

przeciwcial przeciw wirusowi cytomegalii.

453. Zmiany stezenia cytokin w surowicy krwi w okresie

okotooperacyjnym.

We wszystkich punktach czasowych oznaczono tez st¢zenia surowicze cytokin:
IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-o.. Istotne statystyczne roznice w przebiegu zmian st¢zenia
cytokin w surowicy krwi mierzone w catej grupie wykazano jedynie w stosunku do IL-6
oraz IL-10. W obu przypadkach zanotowano wzrost stgzenia w 3 godzinie
od zakonczenia krazenia pozaustrojowego. Zmiany st¢zenia TNF-o byly podobne,
ale nie osiagnely poziomu istotnosci statystycznej.

Poréwnanie zmian w stgzeniu cytokin w okresie okotooperacyjnym pomigdzy
pacjentami z wysokim i niskim mianem przeciwcial IgG anty-CMV nie wykazato

zadnych istotnych statystycznie roznic.
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Rycina 4.5.3.1. Zmiany stezenia IL-6, IL-10 oraz TNF-a w surowicy krwi

w okresie przed i po operacji pomostowania tetnic wiencowych. Pacjentéw

podzielono na grupy z wysokim (++) i niskim (+) mianem przeciwciat

przeciw CMV. Kolumna A przedstawia przebieg zmian w okresie

okotooperacyjnym w catej badanej grupie. Kolumna B przedstawia przebieg

zmian u pacjentéw podzielonych pod wzgledem miana przeciwciat przeciw CMV.
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Analize wykonano testem ANOVA.
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4.5.4. Odsetek monocytéw prozapalnych w krwi obwodowej przed i po

operacji pomostowania tetnic wiencowych

Rycina 4.54.1. Zmiany odsetka komorek CD14+CD16+
oraz CD14+CD16+HLA-DR+ w okresie okotooperacyjnym. Pacjentow
podzielono na grupy z wysokim (++) i niskim (+) mianem przeciwciat
przeciw CMV. Kolumna A przedstawia przebieg zmian w okresie
okotooperacyjnym w catej badanej grupie. Kolumna B przedstawia przebieg
zmian u pacjentéw podzielonych pod wzgledem miana przeciwciat przeciw CMV.
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Analize wykonano testem ANOVA.

Odsetek komorek CD14+CD16+HLA-DR+ wzrastal po operacji pomostowania
tetnic wiencowcych, ale tylko u pacjentdéw z wysokimi mianami przeciwcial IgG anty-
CMV, co jest o tyle ciekawe, ze wiasnie te komorki stanowig cel dla infekcji CMV
oraz potencjalne miejsce jego reaktywacji. Dynamika zmian w odsetku komorek

CD14+CD16+ byta podobna w obu badanych grupach i obserwowano wzrost odsetka
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tych komorek po zabiegu. Sposéb bramkowania monocytow CD14+CD16+HLA-DR+

przedstawiono na rycinie 4.5.4.2.

Rycina 4.5.4.2. Schemat bramkowania monocytow o fenotypie powierzchniowym
CD14+CD16+HLA-DR+. Bramkowanie monocytow zostato przeprowadzone
na podstawie obrazu FSS (ang. forward scatter; rozproszenie czotowe — ugiecie
Swiatta obrazujgce wielkos¢ komorki) i SS (ang. side scatter; rozproszenie
boczne — ugiecie Swiatta obrazujgce liczbe ziarnisto$ci wewnatrz komorki) (1).
Nastepnie na podstawie obrazu fluorescencji uzyskanej z barwnikéw
fluorescencyjnych sprzezonych z przeciwciatami anty-CD14 oraz anty-CD16
wybramkowano monocyty o fenotypie CD14+CD16+ (2). Nastepnym krokiem
byto stwierdzenie obecnosci czasteczek HLA-DR na powierzchni monocytéw
CD14+CD16+ (3).
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PODSUMOWANIE

U pacjentow z wysokimi mianami przeciwciat IgG anty-CMV po operacji
pomostowania tetnic wiencowych dochodzito do spadku odsetka komdrek NK
oraz wzrostu liczby wzglednej monocytow CD14+CD16+HLA-DR+, komorek
bedacych potencjalnym celem zakazenia i rezydowania CMV.

Mozna wiec powiedzie¢, Zze obecno$¢ silnie wyrazonej infekcji wirusem
cytomegalli u chorych z chorobg niedokrwienng serca moduluje aktywnosé
uktadu immunologicznego w kierunku supresji uktadu komoérek NK i wzrostu
aktywnosci monocytéw prozapalnych w warunkach obcigzenia ukfadu stanem

zapalnym.
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5. DYSKUSJA

Celem prezentowanej pracy bylo okreslenie czy pacjentow 2z choroba
niedokrwienna serca charakteryzuja zmiany immunosupresyjne, a jesli tak, to jaki
przyjmuja one profil. Dalszym etapem badan bylo wskazanie czy zmiany w uktadzie
immunologicznym sa powiazane z obecno$cia wirusa cytomegalii.

Azeby odpowiedzie¢ na te pytania, badania przeprowadzono na komorkach NK
1 limfocytach T o funkcjach immunoregulacyjnych. Do badan wilaczono zaréwno
pacjentow z ChNS, jak 1 grupg kontrolna zlozona z osob w podobnym wieku
bez objawow choroby niedokrwiennej serca. Analiz¢ przeprowadzono w grupach
catkowitych, a takze podzielonych pod wzgledem pici. Jak wynika z badan, kobiety
zapadaja na t¢ chorobg o 10 lat pozniej anizeli m¢zczyzni, dlatego tez ple¢ meska jest
uznawana za czynnik ryzyka rozwoju ChNS (Keil U., 2000). Takze uktad
immunologiczny wykazuje rdznice zwiazane z plcia, stad podziat badanych osob

pod wzgledem ptci miat uwzglednié tego typu zréoznicowanie.

5.1. Nizsza aktywnos¢ oraz liczba komérek NK u pacjentéw z chorobg

niedokrwienng serca

Analiza komorek NK nie ujawnita zadnych istotnych réznic pomig¢dzy kobietami
1 mgzczyznami z ChNS. Jednak poréwnanie catkowitej grupy pacjentow z ChNS z grupa
kontrolna wykazato nizsza bezwzgledna 1 wzgledna liczbe komorek NK
oraz ich cytotoksycznej subpopulacji CD3-CD56dim u pacjentow z ChNS. Badanie
to nie wykazalo natomiast istotnych roéznic w liczbie komorek regulatorowych
CD3-CD56bright w badanych grupach. Poréwnanie kobiet z obu grup wykazato podobne
réznice, jak przy pordéwnaniu grup calkowitych. Mgzczyzni z ChNS dodatkowo
roznili si¢ nizsza wzgledna liczba komorek CD3-CD56bright.

Dalsza analiza aktywnosci komoérek NK przeprowadzona dwoma testami —
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej oraz produkcji wewnatrzplazmatycznego IFN-y
wskazata na nizsza aktywnos¢ komorek NK u pacjentéw z ChNS zaréwno gdy grupy
byty poréwnywane pod wzgledem pici, jak 1 gdy porownanie wykonano w catkowitych

grupach.
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Komorki NK stanowia gltowna lini¢ obrony antywirusowej i antybakteryjne;j,
oprocz efektu cytotoksycznego sa one tez zaangazowane w funkcje regulacyjne, zwiazane
z produkcja cytokin takich jak TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-12 (Cooper M.A. 1 wsp., 2001¢).
Ponadto aktywno$¢ komorek NK jest markerem ogolnej plastycznosci 1 sprawnosci
uktadu immunologicznego. Uklad komoérek NK wraz z innymi elementami odpornosci
naturalnej dominuje u o0sob starszych w stosunku do odpornosci swoistej oznacza to,
ze jego aktywnos$¢ oraz liczba komoérek wzrasta przy spadku aktywno$ci odpornosci
swoistej (Franceschi C. 1 wsp., 2000). Tak wigc uzyskane w tej pracy wyniki wskazuja
na supresj¢ aktywnoS$ci istotnej sktadowej uktadu immunologicznego u pacjentéw

z ChNS.

Jakie moga by¢ przyczyny obnizenia aktywno$ci NK w chorobie niedokrwiennej
serca? Jedna z przyczyn moze by¢ wptyw utlenionych LDL — oxLDL.

Utlenione LDL sa czynnikami, ktdore w znaczacy sposob wplywaja na rozwoj
miazdzycy (Steinberg D., 1997). Modyfikowane czasteczki LDL przyczyniaja sig¢
do tatwiejszej akumulacji cholesterolu przez monocyty i makrofagi, co moze przyczyniac
si¢ do formowania komoérek piankowatych, a nastepnie blaszki miazdzycowej
(Henriksen T. 1 wsp., 1981). Dziataja one jako czynnik chemotaktyczny dla monocytow
i limfocytow T oraz moga indukowa¢ produkcje i wydzielanie innych czynnikéw
chemotaktycznych, takich jak np. MCP-1 (Cushing S.D. 1 wsp.,, 1990,
McMurray H.F. i wsp., 1993, Quinn M.T. i wsp., 1987). Badania ostatnich lat wykazaty,
ze pacjenci z choroba niedokrwienna serca charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem
oxLDL. Co wigcej stwierdzono tez, ze wysoki poziom oxLDL w surowicy krwi stanowi
czynnik ryzyka rozwoju ChNS (Weinbrenner T. 1 wsp., 2003).

Utlenione LDL moga wplywa¢ na  komorki NK,  stymulujac
je do produkcji reaktywnych form tlenu (ROS). Na tej drodze modyfikuja ich aktywnosc¢,
funkcje, a nawet prowadza do nekrozy lub apoptozy komodrek. Dziatanie proapoptotyczne
oxLDL na komorki uktadu immunologicznego bylo obserwowane w badaniach in vtiro
(Alcouffe J. 1 wsp., 1999). Hodowla komoérek NK z oxLDL w badaniu Viora M.
1 wspotpracownikéw z 2001 roku doprowadzita do obnizenia ich aktywnoS$ci
cytotoksycznej. Efekt ten byl odwracalny, gdy do hodowli dodawano N-acetylo cysteing
(NAC) — zwiazek, ktory jest zmiataczem wolnych rodnikow (Viora M. i wsp., 2001).
Wecezesniejsze prace tego samego zespolu wykazaly, ze utlenione LDL nie wptywaja

na morfologi¢ komoérek NK 1 ekspresj¢ ich czasteczek powierzchniowych. Dziatanie
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oxLDL nie zmieniato tez liczby tworzonych koniugatow pomigdzy komodrkami NK
1 komoérkami docelowymi. Jednak doktadniejsza analiza molekularna wykazata,
ze utlenione LDL spowodowaly depolaryzacje elementow cytoszkieletu oraz zmiang
organizacji mikrotubul. Wiadomo natomiast, ze cytoszkielet odgrywa kluczowa role
w procesie lizy cytotoksycznej (Malorni W. i wsp., 1997). Granule zawierajace perforyny
1 granzymy, enzymy biorace udziat w ataku cytotoksycznym, sa przesuwane przez ruch
miktrotubul cytoszkieletu. Dowiodly tego badania, w ktérych dodanie kolchicyny,
zwiazku uszkadzajacego mikrotubule, doprowadzito do uposledzenia wlasciwosci

cytotoksycznych komorek NK (Katz P. i wsp., 1982).

Inng przyczyna moze by¢ wplyw cytokin prozapalnych. Nasze wcze$niejsze
badania wskazaly na zwiazek wzrostu cytokin prozapalnych z supresja aktywnosci
cytotoksycznej komoérek NK (Mysliwska J. i wsp., 1997). Badania te przeprowadzono
u osob starszych, ktorych stan zdrowia byt okreslany za pomoca kryteriow protokotu
seniora (doktadna charakterystyke tego prokolu mozna znalez¢ w publikacjach: Ligthart
G.J. 1 wsp., 1990, Pawelec G. 1 wsp., 2001). Nasze badania dowiodty, Ze osoby starsze
nie spetniajace wszystkich kryteriow protokolu seniora, a wigc nie w pelni zdrowe,
charakteryzuja si¢ nizsza aktywnoscia komorek NK anizeli osoby zdrowe w tym samym
wieku. W badaniu tym przeprowadzono takze pomiar uwalnianego TNF-a i1 IL-6
podczas reakcji cytotoksycznej komorek NK przeciwko komérkom K562. Wyniki tego
badania wskazaly na wyzsze stgzenie tych cytokin podczas reakcji cytotoksycznej
u pacjentdw z niska aktywnoS$cia cytotoksyczna. Opisane powyzej procesy obrazuja
zmiany zachodzace wraz z wiekiem, u 0sob starszych nie w peini zdrowych dochodzi
do wzrostu poziomu cytokin prozapalnych oraz obnizenia aktywnos$ci komorek NK
(Mysliwska J. 1 wsp., 1998, Mysliwska J. 1 wsp., 1999b, Mysliwska J. 1 wsp., 2000a).
Czy podobne zalezno$ci wystepuja u osob z ChNS? Wydaje si¢ to prawdopodobne,
gdyz u tych pacjentéw obserwowali§my obnizenie aktywnosci cytotoksycznej komorek
NK, a takze inne prace wskazuja na powiazanie patogenezy ChNS z zapaleniem

1 wzmozong produkcja TNF-a oraz IL-6 (Cesari M. 1 wsp., 2003).

Analizujac zmiany aktywno$ci NK u pacjentow z ChNS nalezy wspomnieé
o naszych wecze$niejszych badaniach, ktére wskazaly, ze zdrowe starsze osoby
charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnoscia cytotoksyczna komoérek NK a takze wyzsza
produkcja cytokin typu Thl po szczepieniu przeciwko grypowym (Mysliwska J. 1 wsp.,
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2004). Tymczasem osoby starsze chore na przewlekle choroby, do ktérych mozna
zaliczy¢ takze ChNS, charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnos$cia komorek NK i mniejsza
sekrecja cytokin typu Thl po szczepieniu przeciw grypie. Cytokiny Thl odgrywaja
krytyczna role w stymulacji aktywnos$ci komorek NK (Cheknev S.B., 2002).
W odpowiedzi na tg stymulacjg komorki NK inicjuja produkcje IFN-y, ktory autokrynnie
aktywuje witasciwosci cytotoksyczne komorek NK (Das S. i wsp., 2001). Dlatego
tez poziom wewnatrzplazmatycznego IFN-y jest uznawany za miarg aktywnos$ci komorek
NK. Produkcja tej cytokiny ma jednak dalsze konsekwencje, czego dowiodto badanie,
w ktorym myszom podano réwnoczesnie IL-12 oraz antygeny Leishmani. Spowodowato
to wyksztalcenie si¢ swoistej odpornosci przeciwko temu patogenowi.  Jednak
gdy dokonano tego samego u myszy pozbawionych komorek NK, odporno$é nie zostata
wyksztatcona. Proces ten jest prawdopodobnie uzalezniony od regulacyjnego wplywu
IFN-y na komoérki odpowiedzi specyficznej (Afonso L.C. i wsp., 1994). Obserwowane
u naszych pacjentow z ChNS obnizenie produkcji wewnatrzplazmatycznego IFN-y
przez komoérki NK oraz obnizenie surowiczego poziomu IL-2 moze nie tylko thumaczy¢
nizsza aktywnos$¢ komorek NK, ale wskazywac tez na potencjalne zaburzenie rozwoju

odpowiedzi Thl oraz specyficznej odpowiedzi immunologicznej przeciw infekcyjne;j.

Na zalezno$¢ migdzy uktadem komorek NK a miazdzyca, gtowna przyczyna
ChNS, wskazuje doniesienie Bruunsgaard H. 1 wspotpracownikow z 2001 roku. Badaniu
temu poddano niewielka grupe chorych we wczesnym, wyprzedzajacym ujawnienie
si¢ objawow klinicznych, etapie rozwoju miazdzycy. Bruunsgaard H. i wspdipracownicy
dowiedli, ze pacjenci na tym etapie choroby charakteryzuja si¢ nizsza aktywnoscia
pojedynczej komorki NK oraz podobna ogoélng aktywnoscia tych komoérek w porownaniu
do o0séb zdrowych (Bruunsgaard H. 1 wsp., 2001). Opisani pacjenci charakteryzowali si¢
takze wyzsza liczba komoérek NK. Sugeruje to, ze zanim dojdzie do ujawnienia objawow
zwigzanych z progresja miazdzycy, supresja aktywno$ci pojedynczej komodrki NK
jest rekompensowana wzrostem liczby cytotoksycznych komoérek NK. W tym konteks$cie
nalezy tez wspomnie¢ o hipotezie Seko Y. 1 wspdlpracownikow z 1997 roku,
w ktorej to nadmierna aktywno$¢ komorek NK miataby przyczynia¢ si¢ do rozwoju
miazdzycy (Seko Y. i wsp., 1997). Autorzy ci zaobserwowali w blaszce miazdzycowej
komoérki NK aktywnie wydzielajace perforyny. Sugeruja oni, ze to te komoérki moga

by¢ przyczyna pierwotnego uszkodzenia $ciany naczynia. W naszym badaniu osoby
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z zaawansowang wielonaczyniowa ChNS charakteryzowata supresja odpowiedzi
komorek NK. Nalezy stwierdzi¢, ze grupa naszych pacjentow osiagneta krytyczne
dla dalszego funkcjonowania i zycia objawy kliniczne zwiazane z istotnym zwegzeniem
co najmniej jednej z gldwnych tgtnic wiencowych. Dlatego na tym etapie choroby
obserwowalismy bardziej zaawansowane zmiany w ukltadzie komoérek NK prowadzace
do supresji ich aktywnosci.

Taka hipotezg potwierdza badanie Jonasson L. i wspotpracownikow z 2005,
w ktorym aktywno$¢ cytotoksyczna NK wraz z wzgledna i bezwzgledna liczba
tych komorek oraz ich subpopulacji CD3-CD56dim byly obnizone. Mozna
wigc zauwazy¢, ze w badaniu tym uzyskano podobne wyniki jak w naszej pracy. Jednak
osoby badane przez Jonasson L. 1 wspotpracownikow byly mtodsze i charakteryzowaly
si¢ nizszym stopniem CCS (Canadian Cardiovascular Society) od wlaczonych przez nas
pacjentdw (Jonasson L. i wsp., 2005). Moze to §wiadczy¢ o tym, ze stan zaawansowania
ChNS u pacjentéw z prezentowanej pracy byt w stopniu poprzedzajacym obserwowany
przez nas. Nasi pacjenci osiagneli punkt koncowy lub prawie koncowy, gdyz zostali
zakwalifikowani 1 nastgpnie poddani zabiegowi pomostowania tetnic wiencowych.
Wskazuje to na poglebianie si¢ zmian w uktadzie komérek NK wraz z rozwojem ChNS,
gdyz w naszej pracy mezczyzni z ChNS nie tylko charakteryzowali si¢ obnizeniem
aktywnosci oraz liczby komoérek NK i1 komoérek CD3-CD56dim, ale takze obnizeniem
liczby CD3-CD56bright, czego nie wykazali Jonasson L. 1 wspotpracownicy (2005).

Obnizenie liczby komoérek CD3-CD56dim obserwowano takze u pacjentow
zakazonych wirusem HIV-1. Spadek ten nie dotyczyt komoérek o fenotypie CDS56bright.
Co wigcej, obnizenie ogodlnej liczby komodrek NK S$cisle korelowato z postgpem
tego zakazenia. Autorzy thumacza obserwowane zmiany brakiem dojrzewania komorek
NK w kierunku CD56dim u pacjentéw z AIDS (Tarazona R., i wsp. 2002). By¢ moze
podobny mechanizm wystepuje u pacjentéw z ChNS.

Nie mozna tez wykluczy¢ potencjalnego wplywu wirusa cytomegalii
na aktywnos$¢ komoérek NK.  Wigkszos¢ badanych pacjentow charakteryzowata
przewlekta infekcja CMV. W obecnosci prozapalnych cytokin, takich jak TNF-a,
dochodzi do reaktywacji wirusa (Soderberg-Naulcer C i wsp., 1997a). Podwyzszone
poziomy tych cytokin obserwowano w ChNS. Podczas reaktywacji wirus ten powoduje

wydzielanie duzej ilosci interleukiny-10, cytokiny obnizajacej aktywnos$¢ odpowiedzi
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komoérkowej, a wige tez komorek NK (Redpath S. i wsp., 1999). Moze to by¢ jedna

z przyczyn niskiej aktywnosci tych komorek u pacjentéw z ChNS.

Jakie znaczenie dla pacjentéw z ChNS moze mie¢ obnizenie aktywnosci
cytotoksycznej komorek NK? Komorki te stanowia pierwsza lini¢ obrony
przeciwko infekcjom wirusowym, bakteryjnym oraz grzybiczym (Hidore M.R. 1 Murphy
J.W., 1989). Ponadto u starszych osob niska aktywnos$¢ komorek jest Scisle zwigzana
z rozwojem infekcji, gtownie gornych drog oddechowych. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze niska cytotoksycznos¢ komorek NK jest czynnikiem ryzyka $mierci
z powodu tego typu infekcji (Ogata K. 1 wsp., 2001). Dlatego zaburzenie aktywnosci
komoérek NK wystepujace u pacjentow z choroba niedokrwienng serca moze stanowic

u nich jedna z drog umozliwiajacych rozwoj infekcji bakteryjnych i wirusowych.

Bezwzgledna i wzgledna liczba komoérek NK o fenotypie powierzchniowym
CD56bright byta podobna u pacjentéw z ChNS 1 w grupie kontrolnej. Poréwnanie liczby
tych komorek tylko u mezezyzn wykazato, ze mezczyzni z choroba niedokrwienna serca
charakteryzuja sig ich nizsza liczba. Komodrki CD56bright sa subpopulacja komorek NK
zaangazowana w regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej oraz kontrolujace rozwoj reakceji
zapalnej (Fehniger T.A. 1 wsp., 1999) , a choroba niedokrwienna serca jest schorzeniem
o podtozu zapalnym, w zwiazku z tym nizsza liczba tych komorek w krwi pacjentow
z ChNS jest dos¢ zaskakujaca.

Obnizenie liczby komorek CDS56bright we krwi moze by¢ tlumaczone
przesunigciem sig ich puli do miejsca stanu zapalnego. Takie zachowanie tych komorek
obserwowal Dalbeth N. i wspotpracownicy w 2004 roku. Pordéwnanie odsetka komorek
CD56bright we krwi 1 w tkance objgtej stanem zapalnym wykazato, Zze komorki
te gromadza si¢ w ogniskach zapalnych. W pracy tej komorki CD56bright byly aktywne
i na drodze kontaktu komorkowego indukowaly produkcje TNF-a przez monocyty.
Proces ten moze przyczyniaC si¢ do szybszego rozwoju stanu zapalnego
oraz jego podtrzymania. Nie mozna wykluczy¢ podobnego dzialania tych komorek
w chorobie niedokrwiennej serca i ich akumulacji w uszkodzonej $cianie naczynia
wiencowego.

Drugim miejscem akumulacji komérek CD56bright sa wezty chtonne. Ich wigksza
liczbe w stosunku do obserwowanej we krwi obwodowej wykrywano w weztach

chlonnych, gdzie oddziatluja one z limfocytami T. Limfocyty T wydzielaja IL-2,
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na ktora komorki CDS56bright odpowiadaja ekspresja IFN-y. Cytokiny te gwarantuja
rozw6] odpowiedzi Thl oraz odpowiedzi komorkowej (Fehniger T.A. 1 wsp., 2003).
W wezle chtonnym komorki CDS56bright sa potozone w strefie grasiczozaleznej
1 sasiaduja z komorkami dendrytycznymi. Cooper M.A. 1 wspoOtpracownicy
w 2004 zaproponowali hipotezg o bliskiej interakcji obu typow komorek. Rola komorek
CD56bright nie miataby ogranicza¢ si¢ jedynie do interakcji z limfocytami T,
ale obejmowalaby tez regulacje ekspresji antygenéw w kontekscie MHC, produkcji
cytokin oraz stopnia aktywacji komorek dendrytycznych. Mechanizmy te miatyby
w posredni sposoéb wpltywaé na limfocyty T pomocnicze i bra¢ udziat w regulacji
specyficznej odpowiedzi immunologicznej. Przesunigcie si¢ komodrek subpopulacji
CD56bright do weztow chionnych mogloby tlumaczy¢é obnizenie si¢ odsetka tych
komorek w grupie badanych mezczyzn (Cooper M.A. 1 wsp., 2004).

W surowicy krwi oso6b z choroba niedokrwienna serca obserwowano niski
poziom interleukiny-2, cytokiny wptywajacej na aktywno$¢ cytotoksyczna
oraz proliferacje komorek NK. Pomiar tej cytokiny byl przeprowadzony za pomoca testu
biologicznego z uzyciem komorek wrazliwych na IL-2.  Test ten umozliwia
nie tylko pomiar st¢zenia tej cytokiny w surowicy krwi, ale ocenia réwniez jej aktywno$¢
biologiczna.

Niskie  dawki  IL-2  stymuluja  proliferacj¢  komorek  CDS56bright
(Baume D.M. i wsp., 1992), a dalsza stymulacja ta cytoking podnosi aktywnos$¢
cytotoksyczna komoérek CDS5S6bright do poziomu podobnego, jak u komorek CD56dim
(Caligiuri M.A. i wsp., 1990). Komorki NK o fenotypie powierzchniowym CD56dim
sa mniej wrazliwe na dziatanie IL-2 1 tylko duze dawki tej cytokiny zwigkszaja
ich proliferacj¢ (Cooper M.A. i wsp., 2001a). Obserwowany w naszej pracy nizszy
poziom tej cytokiny moze by¢ jedna z przyczyn nizszej aktywnosci oraz liczby komorek
NK u pacjentéw z choroba niedokrwienng serca. Moze on mieé szczegdlne znaczenie
dla mezczyzn z ChNS, u ktorych zaobserwowano nizsze stezenia tej cytokiny w surowicy
krwi w pordwnaniu do megzczyzn z grupy kontrolnej. Zmianom tym towarzyszyto
obnizenie liczby komorek CDS56bright. Roznic takich nie zaobserwowano u kobiet
z ChNS, u ktorych stwierdzono wyzszy poziom IL-2 w surowicy krwi w poroéwnaniu

do mgzczyzn z ChNS i poziom podobny jak w grupie kobiet bez ChNS.
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Nie mozna tez wykluczy¢ potencjalnego wptywu terapii stosowanej w chorobie
niedokrwiennej serca na status komoérek NK. Jednym z czynnikéw wptywajacych
na aktywno$¢ oraz proliferacje¢ komérek NK moga by¢ statyny. Przyjmowanie tych
lekbw w znaczacy sposob obniza cytotoksyczno$¢ oraz zdolno$¢ do podziatu tych
komoérek (Hillyard D.Z. 1 wsp., 2004). Nalezy jednak zauwazy¢, ze czg$¢ pacjentdw
wlaczonych do niniejszego badania nie przyjmowata statyn, a porownanie tej niewielkiej
grupy pacjentOw z pacjentami przyjmujacymi statyny nie wykazato istotnych
statystycznie roznic w liczbie komorek NK oraz ich subpopulacji CD56dim i CD56bright.
Badanie to nie wykazato tez wplywu przyjmowania statyn na aktywno$¢ NK mierzona
zarOwno testem uwalniania dehydrogenazy mleczanowej, jak 1 produkcji

wewnatrzplazmatycznego [FN-y.

5.2. Limfocyty CD3+CD8+CD57+ oraz CD8+CD28- u pacjentow z ChNS

Nastgpnym krokiem bylo wykazanie czy supresji aktywnos$ci komorek NK
towarzysza zmiany limfocytow T. W tym celu oceniono subpopulacje
immunoregulacyjng CD3+CD8+CD57+ 1 CD8+CD28-.  Komorki te odgrywaja
szczeg6lna rolg¢ w procesach autoimmunizacyjnych oraz immunosupresyjnych i moga
wplywac na aktywno$¢ komorek NK (Mollet L. i wsp., 1998).

Poréwnanie liczby tych komorek pomigedzy pacjentami z ChNS i osobami z grupy
kontrolnej wskazalo na nizsza liczb¢ komorek CD3+CD8+CDS57+ oraz CD8+CD28-
u pacjentow z ChNS. Pordéwnanie m¢zczyzn wykazato podobne réznice, gdy tymczasem
wérod kobiet nie zaobserwowano istotnych statystycznie roéznic. Wyniki te moga
wskazywa¢ na zaburzenie proceséOw regulujacych rozwdj stanu zapalnego i odpowiedzi

immunologicznej u pacjentow z ChNS.

Komorki o fenotypie powierzchniowym CD3+CD8+CDS57+ sa limfocytami T
terminalnie zréznicowanymi o niespecyficznych wilasciwosciach immunosupresyjnych
1 cytotoksycznych. Receptor CD57 jest czasteczka z rodziny N-CAM 1 po raz pierwszy
zostat opisany jako marker komorek NK (Abo T. i Balch C.M., 1981). Wzrost liczby
tych komorek obserwowano w procesach powiazanych z immunosupresja, takich jak
infekcja HIV, CMV, a takze po transplantacji nerek, serca oraz szpiku kostnego (Fregona
I. 1 wsp., 1985, Leroy E. i wsp., 1986, Maher P. i wsp., 1985, Plaeger-Marshall S. 1 wsp.,
1987, Wang E.C.Y. 1 wsp., 1995). Komorki te izolowane od 0s6b zdrowych hamowaly
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proliferacje limfocytow B oraz produkcje przeciwciat indukowana mitogenem szkartatki
(PWM) (Gratama J.W. 1 wsp., 1989). Dalsze badania wykazaly, ze komorki
te moga tez wplywac supresyjnie na aktywno$¢ cytotoksyczna limfocytow T 1 komorek
NK (Mollet L. i wsp., 1998). Oddziatywanie komoérek CD3+CD8+CD57+ polega
na wydzielaniu czynnika o masie 30 kilodaltonéw i oznaczonego skrotem ICF (inhibitor
of cytolytic function) (Sadat-Sowti B. 1 wsp., 1991). Jego wplyw na komorki
cytotoksyczne opiera si¢ na indukcji wzrostu stezenia cyklicznego AMP w komorkach
efektorowych, co zakldca rozwoj reakcji cytotoksycznej. ICF nie wptywal na ekspresje
antygenow powierzchniowych na komorce efektorowej (Sadat-Sowti B. 1 wsp., 1994).
Poréwnanie migdzy soba pacjentow z choroba niedokrwienng serca i 0s6b z grupy
kontrolnej wykazato, Zze pacjenci z ChNS charakteryzuja si¢ nizsza bezwzgledna
1 wzgledna liczba limfocytow T cytotoksycznych CD3+CD8+ 1 komorek
CD3+CD8+CD57+. Roznice te byly bardziej widoczne przy poréwnaniu megzczyzn,
gdy tymczasem w grupie kobiet nie obserwowano takich roznic. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wykazana nizsza liczba komorek CD3+CD8+CDS57+ moze by¢ wynikiem

ogblnego obnizania sig liczby komorek subpopulacji CD3+CD8+.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki odbiegaja od wynikdw uzyskanych
przez Jonasson L. 1 wspotpracownikow w 2003 roku. U pacjentéw z choroba
niedokrwienna serca obserwowali oni wzrost bezwzglednej 1 wzglednej liczby komorek
CD3+CD8+ oraz limfocytow T immunosupresyjnych CD3+CD8+CD57+ i CD8+CD28-.
Autorka sugeruje, ze wzrost liczby tych komoérek jest spowodowany choroba
autoimmunizacyjna towarzyszaca ChNS. Nalezy jednak zauwazy¢, ze z grupy pacjentow
badanych w cytowanej pracy wytaczono osoby kwalifikowane do zabiegu operacyjnego,
a ponadto pacjenci ci byli mtodsi anizeli badani w naszej pracy. Mozna wigc stwierdzic,
ze chorzy wlaczeni do naszego badania byli w pdzniejszym stadium rozwoju ChNS.
Stad prawdopodobne ro6znice w wynikach. Wplyw supresyjny  komorek
CD3+CD8+CD57+ na inne komoérki ma za zadanie wyciszenie odpowiedzi
immunologicznej, co ma ograniczy¢ uszkodzenia tkanek podczas wzmozonej aktywnosci
uktadu immunologicznego oraz w zapaleniu (Mollet L. i wsp., 1998). W S$wietle
tym obnizenie liczby tych komdrek u pacjentéw z zaawansowana ChNS w naszej pracy
$wiadczyloby o zaktdceniu procesdw immunoregulacyjnych, czego nastgpstwem mogtaby
by¢ dalsza stymulacja stanu zapalnego. Mozna wigc przypuszczaé, ze we wczesnym

etapie ChNS nastgpuje wzrost liczby komodrek immunosupresyjnych. Jednak
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w poOzniejszej fazie choroby dochodzi do zaktocenia proceséw immunoregulacyjnych

1 liczba tych komorek obniza sig, co prowadzi do wzmozonego stanu zapalnego.

Warto tez zauwazy¢, ze komorki CD3+CD8+CD57+ sa uznawane za limfocyty
pochodzenia pozagrasiczego.  Ich liczba wzrasta u oséb starszych, zastepujac
grasiczo-pochodne limfocyty T. Co wigcej, im lepszy stan zdrowia stulatkéw tym
wigksza wzgledna 1 bezwzgledna liczba tych komoérek (Mysliwska J., 1999a).
Ich obnizenie u pacjentow z ChNS moze $wiadczy¢ o zatamaniu si¢ mechanizmow

kompensujacych odpowiedzi immunologiczne;j.

W naszej pracy obserwowaliSmy tez nizsza liczbg komorek CD8+CD28-
u pacjentow z ChNS. Komoérki CD8+CD28- sa wiazane z frakcja komorkowa
CD3+CD8+CDS57+. Uwaza sig, ze u noworodkow wszystkie limfocyty T cytotoksyczne
posiadaja receptor kostymulujacy CD28, a wraz z wiekiem liczba komérek CD8+CD28-
rosnie (Fagnoni F.F. 1 wsp., 1996). Podwyzszona liczbe¢ tych komorek obserwowano
w stanach autoimmunizacji, a takze w chorobach o podlozu zapalnym
(Najafian N. 1 wsp., 2003, Schirmer M. i wsp., 2002). W chorobach
autoimmunizacyjnych komorki te stanowia subpopulacje nadzorujaca rozwdj choroby
1 zapobiegajaca nadmiernej aktywacji komorek. W badaniu Najafian N.
1 wspolpracownikow z 2003 roku myszy pozbawione komdrek CD8+CD28- szybciej
rozwijaly chorobg¢ autoimmunizacyjna zalezna od limfocytow T pomocniczych —
zapalenie mézgu i rdzenia (encephalomyelitis — EAE). Podanie zwierzgtom komorek
CD8+CD28- spowalniato rozwdj choroby, a takze obnizalo poziom IFN-y w surowicy
krwi. Dalsze badania in vitro wykazaty, ze komorki te hamowaty produkcje IFN-y
przez komorki CD3+CD4+ specyficzne wobec mieliny oligodendrocytow. — Efekt
ten byl zalezny od kontaktu komorkowego, ale nie migdzy komorkami
CD8+CD28- 1 CD3+CD4+, lecz migdzy komorkami CD8+CD28- 1 komorkami
prezentujacymi antygen (APC). Mechanizm ten polegal na obnizeniu ekspresji
czasteczek kostymulujacych CD80, CD86 i CD40 na powierzchni komorek APC.
W ten sposob komorki CD8+CD28- posrednio wptywaja na limfocyty T zmniejszajac
ich aktywno$¢ oraz zdolno$¢ do produkcji cytokin prozapalnych (Najafian N.

1 wsp., 2003).
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Nalezy tez pamigtaé, ze komorki CD8+CD28- sa komodrkami terminalnie
zroznicowanymi, ich liczba ro$nie wraz z liczba kontaktow =z antygenami. Dlatego
tez liczba tych komorek jest wigksza u zdrowych osob starszych. Uwaza sig, Ze pula tych
komorek skierowanych przeciw roéznorodnym antygenom powinna stanowi¢ ochrong
starzejacego si¢ organizmu przeciw infekcjom (Mysliwska J. 1 wsp., 1999a). Mozna
wigc przypuszczac, ze obnizenie si¢ liczby tych komorek u pacjentow z ChNS stanowi

jeden z potencjalnych mechanizmoéw rozprzestrzeniania si¢ infekcji u tych osob.

Niska liczba komoérek CD8+CD28- oraz CD3+CD8+CDS57+ w przedstawianej
pracy wskazuje na przewage aktywnego procesu zapalnego u pacjentdéw na badanym
etapie rozwoju ChNS. Wskazuje to na uposledzenie generowania komoérek terminalnie
zréznicowanych, tak jak si¢ to dzieje w przewlektych chorobach o podlozu zapalnym.
Przewaza aktywny proces zapalny, ktérego jedna z przyczyn moze by¢ niedobor komorek
CD8+CD28- oraz CD3+CD8+CD57+. Zaburzenie w generowaniu tych komorek mozna

uzna¢ za objaw immunosupresji regulacyjnych limfocytow T cytotoksycznych.

5.3. Limfocyty T pomocnicze i ich subpopulacje u pacjentow z ChNS

Dalsza analiza obje¢ta limfocyty T pomocnicze, w tym subpopulacj¢ regulatorowa
CD3+CD4+CD25+. Por6éwnanie liczby tych komorek pomigdzy grupa pacjentow

z ChNS 1 grupa kontrolna nie wykazalo istotnych statystycznie rdznic.

W przedstawianej pracy nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic
w liczbie komoérek CD3+CD4+ pomigdzy pacjentami z ChNS i1 osobami z grupy
kontrolnej. Wszyscy badani pacjenci cierpieli z powodu dlawicy piersiowej stabilne;.
Wynik ten potwierdza obserwacje Neri Serneri G.G. 1 wspolpracownikow z 1997 roku,
ktory wskazuje, ze pacjenci z dtawica piersiowa stabilna, niestabilng oraz osoby z grupy
kontrolnej nie r6znily si¢ pod wzgledem liczby komoérek CD3+ i CD3+CD4+. Badanie
ekspresji czasteczki MHC II (HLA-DR) na powierzchni limfocytow przez tych autoréw
T, wykazato jej wyzsza ekspresjg, ale tylko u pacjentéw z dtawica piersiowa niestabilna.
Wskazuje to na aktywacje limfocytow T u tych osdb. Autorzy tlumacza ten wynik
zangazowaniem zaaktywowanych limfocytow T pomocniczych w mediowanie stanu
zapalnego (Neri Serneri G.G. 1 wsp., 1997). Z drugiej jednak strony inne badania

wskazuja, ze pacjenci ze stabilna dtawica piersiowa maja wyzsza bezwzgledna 1 wzgledna
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liczbe limfocytéw T pomocniczych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Jonasson L.
1 wsp., 2002). W badaniu tym charakteryzowali si¢ oni takze podwyzszona liczba
komorek CD4+CD25+ oraz CD4+HLA-DR. Zjawisko to zdaniem autorow jest pochodna
procesow autoimmunizacyjnych w ChNS zaleznych gltownie od form oxLDL
oraz infekcji bakteryjnych, na przyktad Chlamydia penumoniae. W badaniu tym
obserwowano tez, ze przyjmowanie statyn obniza liczbe komorek CD3+CD4+,
CD4+CD25+ oraz CD4+HLA-DR. W naszym badaniu porownanie pacjentdéw z ChNS
pod wzglgdem przyjmowania statyn nie ujawnito zadnych istotnych statystycznie rdznic

w komérkach uktadu immunologicznego.

Limfocyty T pomocnicze w §wietle uzyskanych wynikow wydaja si¢ nie wptywac

na rozw6j ChNS i indukcj¢ supresji funkeji uktadu immunologicznego.

5.4. Miano przeciwciat IgG anty-CMV jest podwyzszone u pacjentow z ChNS,
ale tylko u kobiet

Nastgpnym krokiem bylo zbadanie czy pacjenci z ChNS charakteryzuja si¢
wyzszym mianem przeciwciat IgG skierowanych przeciwko wirusowi CMV niz grupa
kontrolna. Wirus ten jest uznawany za czynnik potencjalnie wpltywajacy na rozwoj
ChNS, a takze zaangazowany w proces indukcji standéw immunosupresyjnych.
Poréwnanie miana przeciwcial wskazato, ze kobiety z ChNS charakteryzuja si¢ wyzszym
mianem przeciwciat IgG anizeli me¢zczyzni z ChNS i kobiety z grupy kontrolne;.

Poréwnano tez poziomy cytokin u kobiet i mezczyzn z ChNS — ich pomiar
wykazatl, ze pacjentki z ChNS charakteryzuja si¢ przesunigciem rownowagi cytokinowe;j
w kierunku prozapalnym w poréwnaniu do mgzczyzn z ChNS. Kobiety cechowaly sig

wyzszym poziomem TNF-a, a nizszym IL-10 w surowicy krwi.

Nieobecnos¢ przeciwciat IgM anty-CMV u pacjentow z ChNS oraz u 0sob z grupy
kontrolnej wskazuje na brak §wiezej infekcji wirusem cytomegalii. Jako wirus Herpes,
CMV po infekcji przechodzi w stan latentny w komorkach gospodarza,
gdzie zintegrowany z DNA jest niedostgpny dla uktadu immunologicznego. Uwaza sig,
ze podczas reaktywacji wirusa dochodzi do wzrostu poziomu specyficznych przeciwciat
klasy IgG (Flo R'W. i wsp., 1995). Dlatego tez podwyzszone miana przeciwciat

przeciw CMV obserwowane w naszej pracy moga sugerowaé reaktywacj¢ wirusa.
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Z drugiej jednak strony wzrost miana przeciwcial moze $wiadczy¢ o intensywniejszym
kontakcie z antygenem. Taki zwigkszony kontakt jest nie tylko symptomem reaktywacji.
Cooper M.A. 1 wspolpracownicy w 2004 roku zasugerowali, ze komorki CD56bright
moga bra¢ udziat w procesie zaggszczenia st¢zenia antygendw czynnikow infekcyjnych.
Komorki te mialyby gromadzi¢ si¢ lokalnie w miejscu stanu zapalnego i powodowac liz¢
komorek dendrytycznych ,,napetnionych” antygenami. Mechanizm ten przyczyniatby sig
do efektywniejszej prezentacji antygendow. Nie mozna wykluczy¢ zaangazowania tego
procesu u pacjentek z ChNS, tym bardziej, ze mimo ogdlnego uposledzenia funkcji
komorek NK u tych pacjentek, liczba komorek CDS56bright byta u nich podobna
jak u oso6b z grupy kontrolnej. Co wigcej, wirus cytomegalii zakaza preferencyjnie
monocyty, posiadajace wiele cech komorek dendrytycznych (Cooper M.A. 1 wsp., 2004).

Doniesienia literaturowe nie wskazuja jednoznacznie na powigzanie miana
przeciwciat IgG anty-CMV z rozwojem choroby niedokrwiennej serca. Czg$¢ z nich
opisuje bezposrednie powiazanie IgG anty-CMV i ChNS, jak na przyklad badanie
Eryol N.K. 1 wspotpracownikéw z 2005 roku. W badaniu tym nie tylko wykryto wysokie
miana tych przeciwcial w surowicy krwi osob chorych na ChNS, ale takze wykazano,
ze wysokie miana sa predyktorem rozwoju tej choroby. Podobne wyniki uzyskat
Sorlie P.D. 1 wspdtpracownicy w 2000 roku, u ktéorego miana przeciwcial byly Scisle
powiazane z choroba niedokrwienna serca. Wskazal on takze, ze ryzyko rozwoju ChNS
przy wysokich mianach przeciwciat jest wigksze u osob z cukrzyca (Sorlie P.D.
1 wsp., 2000). Dalsze badania wykazaty, ze wysokie miano przeciwciatl wraz z wysokim
poziomem CRP w surowicy krwi chorych na ChNS stanowi czynnik ryzyka zgonu
(Mubhlestein J.B. 1 wsp., 2000). Wysokie miana przeciwcial przeciw CMV zostaty
zaproponowane takze jako czynnik ryzyka rozwoju miazdzycy, autorzy sugeruja, ze wirus
cytomegalii jest czynnikiem podtrzymujacym stan zapalny w rozwoju tej choroby (Blum
A. i wsp., 2003). Z drugiej jednak strony wiele badan wskazuje na brak powiazan
pomigdzy mianem przeciwciat przeciw wirusowi cytomegalii a ChNS (Adler S.P.
1 wsp., 1998, Danesh J. i wsp., 1997, Havlik R.J. 1 wsp., 1989).

Zadna z powyzej cytowanych prac nie thumaczy, dlaczego podwyzszone miano
przeciwcial anty-CMV zanotowano tylko u kobiet z ChNS. Jedynie w pracy z 2000 roku
Zhu J. 1 wspolpracownikow podnoszony jest temat ptci. Wskazali oni, ze u mezczyzn
z ChNS wysoki poziom biatka C-reaktywnego jest predyktorem rozwoju choroby
niedokrwiennej serca. U megzczyzn tych miano przeciwcial IgG anty-CMV

nie bylo powiazane z ChNS, ale z poziomem CRP. Wysnuto stad teorig, ze wirus
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cytomegalii odgrywa role u mezczyzn z ChNS tylko w warunkach stanu zapalnego.
Badanie kobiet ujawnito, ze poziom przeciwciat IgG anty-CMV stanowi niezalezny
predyktor rozwoju ChNS. Autorzy sugeruja, ze w rozwoju infekcji CMV u kobiet
zaangazowane s inne mechanizmy anizeli u m¢zczyzn (Zhu J. i wsp., 2000). Jednym
z mechanizmoéw zaproponowanych w tej pracy jest mechanizm autoimmunoagresji
zaleznej od przeciwcial, gdy wysokie miana IgG anty-CMV miatyby stanowié
przeciwciala autoimmunizacyjne, rozpoznajace biatka organizmu na podstawie reakcji
mimikry molekularnej.  Wytlumaczenie to jest mozliwe, gdyz wirus cytomegali
jest zdolny do indukcji chorob autoimmunizacyjnych zaleznych od mimikry molekularnej
(Naucler C.S. 1 wsp., 1996). Jednak dopodki nie ukaza si¢ prace dowodzace stusznos$ci
autoréw, mozliwos$¢ autoimmunizacji pozostanie hipoteza.

Niezalezno$¢ dzialania CMV od stanu zapalnego u kobiet z choroba
niedokrwienna serca nie do konca tlumaczy mechanizm oddziatywania tego wirusa,
gdyz wigkszo$¢ badan przeprowadzonych in vitro wskazuje na zaleznos$¢ reaktywacji tego
wirusa od poziomu cytokin o profilu prozapalnym. W niniejszym badaniu kobiety
z ChNS charakteryzowaty si¢ wyzszym poziomem TNF-oo 1 nizszym IL-10
anizeli me¢zczyzni z ChNS. Dodatkowo mozna zauwazy¢ nieistotng statystycznie
tendencj¢ do nizszego poziomu IL-4 u pacjentek. Wskazuje to na przesunigcie
si¢ rownowagi cytokinowej w kierunku cytokin prozapalnych u kobiet z ChNS.
Takie warunki sprzyjaja reaktywacji wirusa cytomegalii.

Weczedniejsze doniesienia zespotu Zaktadu Immunologii AMG wskazuja,
ze surowiczy poziom IL-6, cytokiny o wlasciwo$ciach prozapalnych, jest wyzszy u kobiet
w wieku pomenopauzalnym (Rachon D. i wsp., 2002). W badaniu tym poziom IL-6
w surowicy krwi kobiet mtodych byt nizszy w poréwnaniu do stwierdzonego u kobiet
w wieku pomenopauzalnym. Co wigcej, hodowle komoérkowe jednojadrzastych komorek
krwi obwodowe] z roznymi stezeniami 17-B-estradiolu wskazaly na znaczace
obnizenie si¢ produkcji 1 wydzielania IL-6 do nadsaczu. Wskazuje to na antyzapalne
dzialanie estrogendw.

Wszystkie kobiety oceniane w naszym badaniu byly w wieku pomenopauzalnym.
Okres menopauzy jest uznawany za czynnik ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej
serca. Kardioprotekcyjne dzialanie estrogenow jest najczgsciej ttumaczone wpltywem
tych hormonéw na metabolizm lipidow i glukozy. U kobiet po menopauzie wzrasta
poziom triglicerydow 1 glukozy, obniza si¢ tez poziom cholesterolu HDL,

przy czym ro$nie masa ciata oraz cisnienie tgtnicze krwi (Expert Panel on Detection,
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Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, 2001). Estrogeny
byly tez uznawane za hormony o dziataniu prozapalnym, gdyz przyjmowanie doustnej
hormonalnej terapii zastgpczej (HTZ) podnosilo poziom biatka C-reaktywnego
w surowicy krwi (Yilmazer M. i wsp., 2003). Jednak doktadniejsze badania wykazaty,
ze cho¢ poziom CRP byt podwyzszony podczas stosowania HTZ, to jednak inne markery
stanu zapalnego, takie jak rozpuszczalny receptor IL-1, czasteczki VCAM-I,
selektyna E oraz poziom IL-6 ulegly obnizeniu. Uznaje si¢ wigc, ze podwyzszony
poziom CRP w tym przypadku nie $wiadczy o zapalnej aktywacji bialek ostrej fazy,
ale o bezposredniej aktywacji metabolicznej watroby przez przyjmowane hormony
(Silvestri  A. 1 wsp., 2003). To Badanie oraz cytowana wczesniej praca
Rachonia D. i1 wspotpracownikow wskazuje na antyzapalne dzialanie estrogendéw
(Rachon D. 1 wsp., 2002).

ChNS jest choroba o podtozu zapalnym, wzrost ilo$ci cytokin prozapalnych
jest uznawany za czynnik ryzyka rozwoju tej choroby (Ridker P.M. i wsp., 2000).
Antyzapalne dziatanie estrogenow moze by¢ jednym z mozliwych wytlumaczen wzrostu
zachorowalno$ci na ChNS u kobiet po menopauzie. Moze to tez tlumaczy¢ wyzsze
stezenie cytokin prozapalnych u kobiet z ChNS obserwowane w naszej pracy.
Co wigcej, wzrost ten moze by¢ tez zaangazowany w indukcje wyzszego poziomu
przeciwcial IgG anty-CMV u badanych kobiet. Podwyzszony poziom TNF-o i IFN-y
wydaje si¢ by¢ krytyczny dla reaktywacji wirusa cytomegalii (Soderberg-Naucler C.
1 wsp., 1998), a profil prozapalny obserwowany u kobiet z ChNS stwarza sprzyjajace
warunki dla reaktywacji CMV.

Innym  wytlumaczeniem jest wzrost miana przeciwcial anty-CMV
wraz z wiekiem. Istnieja dowody na to, ze ogolne miano przeciwcial wzrasta u osob
starszych (Paganelli R. 1 wsp., 1992). Kobiety w prezentowanym badaniu byty rowniez
w starszym wieku i nie mozna u nich wykluczy¢ tego typu powiazania. Tym bardziej,
ze wynik regresji wielorakiej wskazat na powiazanie wieku oraz miana przeciwciat IgG
anty-CMV.

Ocena parametrOw przy pomocy regresji wielorakiej ujawnila tez powiazanie
pomigdzy mianem przeciwcial IgG a poziomem cholesterolu LDL. Wysoki poziom
cholesterolu catkowitego, a takze jego frakcji LDL stanowia czynniki ryzyka miazdzycy
i choroby niedokrwiennej serca (Henkin Y. i wsp., 1992). Wczeséniejsze badania
nie wykazaty wptywu wirusa na frakcj¢ LDL, jednak wiadomo, ze wirusy typu Herpes

wplywaja na metabolizm cholesterolu.  Udowodnily to badania na zakazonych
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komoérkami migsniowki gladkiej, w ktorych dochodzi do szybkiej i intensywnej
akumulacji cholesterolu (Hajjar D.P., 1986). W procesie miazdzycowym duza role
odgrywaja modyfikowane LDL — oxLDL. Akumulacja LDL w komorkach zachodzi
na drodze dziatania receptora zmiatacza. Komorki zakazone CMV posiadaja wigksza
ekspresj¢ receptora zmiatacza typu A na powierzchni, a takze charakteryzuja si¢ wigksza
akumulacja lipidow we wnetrzu komorki (Zhou Y.F. i wsp., 1996). Dalsze badanie
ujawnily, ze za zwigkszona ekspresj¢ receptora dla oxLDL sa odpowiedzialne geny
wczesne wirusa, ktorych ekspresja zachodzi nawet bez pelnej jego reaktywacji. Autorzy
sugeruja, ze pojawianie si¢ oxLDL jest sygnalem do reaktywacji wirusa, ktory
w odpowiedzi zwigksza gesto$¢ receptora zmiatacza typu A. Hipoteza ta $cisle laczy
reaktywacje wirusa 1 rozw6j miazdzycy. Przyjmujac t¢ hipotezg, mozna stwierdzic,
ze obserwowane w naszym badaniu powiazanie LDL i IgG anty-CMV moze §wiadczy¢

o gotowosci reaktywacyjnej wirusa.

Podwyzszone miana przeciwcial IgG anty-CMV charakteryzowaly tylko kobiety
z ChNS, fakt ten moze S$wiadczy¢ o gotowos$ci reaktywacyjnej wirusa u kobiet
w zwiazku z prozapalnym profilem cytokinowym u kobiet w okresie pomenopauzalnym.

Ponadto przeciwciata IgG byly powiazane z wiekiem i plcia oraz z poziomem
LDL, co sugeruje wplyw samej obecnosci CMV na rozw6j ChNS poprzez modyfikacje

metabolizmu cholesterolu.

5.6. Wplyw wirusa cytomegalii na uktad immunologiczny pacjentéw z ChNS

Korelacja pomigdzy mianem przeciwcial IgG anty-CMV a parametrami ukladu
immunologicznego wskazala na ujemne powiazanie pomi¢dzy mianem przeciwciat
a odsetkiem limfocytéw T cytotoksycznych. Takze podziat pacjentéw pod wzgledem
wysokich 1 niskich mian przeciwciat przeciw CMV wskazat na nizsza liczb¢ komorek
CD3+CD8+ oraz CD3+CD8+CD57+ u pacjentow z wysokimi mianami przeciwciat
anty-CMV.

Jest to wynik zaskakujacy, gdyz wickszo$¢ wczesniejszych prac wskazuje
na powiazanie pozytywne migdzy CD3+CD8+CD57+ 1 mianem przeciwciat IgG
anty-CMV (Wang E.C.Y. 1 wsp., 1993). Wzrost liczby komoérek CD3+CD8+CD57+
jest uznawany za jeden z mechanizméw immunosupresyjnych wirusa (Wang E.C.Y.

1 wsp., 1993), w takim $wietle brak wzrostu liczby tych komorek mogltby sugerowaé brak
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wpltywu CMV na uklad immunologiczny. Z drugiej strony komorki CD3+CD8+CD57+
uznawane sa tez za komorki protekcyjne, ograniczajace aktywnos$¢ uktadu
odpornosciowego w przewlektych stanach zapalnych, infekcjach wirusowych 1 procesach
autoimmunizacyjnych. W takim przypadku brak tych komorek moze sugerowaé nasilenie
patologicznych proceséow w uktadzie immunologicznym i torowaé drogg szybszemu
rozwojowi infekcji. Taka hipotezg potwierdza badanie Jonasson L. 1 wspotpracownikow
z 2003 roku, w ktorym u pacjentow z ChNS obserwowano wzrost komérek CD3+CD8+
oraz CD3+CD8+CD57+ powiazany z seropozytywnoscia pod wzgledem IgG anty-CMV.
W badaniu tym pacjenci analizowani byli we wczesnej fazie ChNS, w ktorej wzrost
liczby tych komorek mogl powstrzymywac stan zapalny oraz ogranicza¢ aktywno$¢
uktadu immunologicznego, pozwalajac na rozwdj infekcji (Jonasson L. 1 wsp., 2003).
W naszym badaniu wszyscy pacjenci byli kwalifikowani do zabiegu pomostowania
naczyn wiencowych ze wzglegdu na niedrozno$¢ gltéwnych tetnic wiencowych,
co moze $wiadczy¢é o wysokim stopniu zaawansowania zmian patologicznych
W naczyniach. By¢ moze obnizenie odsetka komorek CD3+CD8+CDS57+
jest konsekwencja nasilenia dolegliwosci klinicznych i stanowi obraz zaburzenia funkcji
uktadu immunologicznego. Spadek liczby tych komorek sprzyja rozwojowi stanu

zapalnego i intensyfikacji zmian patologicznych.

5.7. Znaczenie obecnosci wirusa CMV dla zmian w ukladzie
immunologicznym w okresie przed i po zabiegu pomostowania tetnic

wiencowych

Operacja pomostowania tgtnic wiencowych z krazeniem pozaustrojowym
charakteryzuje si¢ wysokim wyrzutem cytokin prozapalnych oraz indukcja stanu
zapalnego. Warunki te odpowiadaja tym, jakie sa wymagane do reaktywacji CMV
in vitro (Soderberg-Naucler C. 1 wsp., 1998). Dlatego, uwzgledniajac ten fakt, w okresie
okolooperacyjnym zbadano zmiany liczby komorek uktadu immunologicznego
u pacjentow podzielonych pod wzglgdem miana przeciwciat IgG anty-CMV na pacjentow
z wysokim 1 niskim mianem.

Pacjenci z wysokim mianem przeciwcial charakteryzowali si¢ obnizeniem liczby
komorek NK i1 komoérek CD3-CD56dim w trzeciej godzinie od zakonczenia krazenia
pozaustrojowego oraz wzrostem liczby monocytow CD14+CD16+HLA-DR+,

uznawanych za rezerwuar CMV w formie latentnej. Wyniki te wskazuja, ze pacjenci
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z mocno wyrazong infekcja CMV w okresie duzego obciazenia uktadu charakteryzuja
si¢ supresja odpowiedzi immunologicznej objawiajaca si¢ niska odpowiedzia komoérek

NK ze wspoéttowarzyszaca ekspansja monocytow .

Reaktywacja wirusa cytomegalii in vitro jest szeroko opisana (Soderberg-Naucler
C. 1 wsp., 1998), ale mechanizm tego procesu in vivo ciagle nie jest do konca poznany.
Przyjmuje sig, ze do reaktywacji CMV w organizmie dochodzi w trzech glownych
sytuacjach: w okresie immunosupresji, podczas réznicowania monocytow w makrofagi,
po transplantacji z uzyciem organow allogenicznych (Hummel M. i Abecassis M.M.,
2002).

To co taczy te wszystkie procesy, to indukcja stanu zapalnego badz wysoki
poziom cytokin prozapalnych. Stanom immunosupresyjnym czgsto towarzyszy stan
zapalny, jak choéby podczas zazywania lekow immunosupresyjnych (Book B. i wsp.,
1998). Monocyty nie moga by¢ bezposrednio zakazone przez CMV, nie moze w nich
tez dojs¢ do reaktywacji wirusa, oba te procesy sa zalezne od rdznicowania monocytow
w makrofagi. Rdznicowanie to zachodzi w odpowiednim $rodowisku cytokinowym,
kluczowa rolg odgrywaja tu cytokiny prozapalne, gtownie TNF-o 1 IFN-y (Soderberg-
Naucler C. 1 wsp.,, 1997a). Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, Ze rodznicowanie
to jest odmienne od naturalnego dojrzewania monocytow, gdyz zachodzi pod wplywem
rozwoju stanu zapalnego. Wydaje si¢ tez prawdopodobne, ze reaktywacja wirusa
cytomegalii obserwowana po operacji transplantacji, szczegdlnie w przypadku
przeszczepow allogenicznych, jest zalezna od rozwoju reakcji zapalnej. Dowiodty
tego badania, w ktorych wspdlna hodowla komérek PBMC pochodzacych od dwdch osob
stanowita wystarczajacy sygnal do pelnej reaktywacji wirusa (Soderberg-Naucler C.
1 wsp., 1997b). Jednoczesnie reaktywacja ta byla zalezna od wydzielanie cytokin

prozapalnych.

Operacja pomostowania tetnic wiencowych (CABG) przy uzyciu krazenia
pozaustrojowego stanowi zabieg powodujacy wyrzut cytokin  prozapalnych
oraz powstanie stanu zapalnego. Stan zapalny jest zalezny od samej interwencji
chirurgicznej 1 reperfuzji migénia sercowego, a takze — w przypadku operacji w krazeniu
pozaustrojowym — od kontaktu komodrek krwi z materialem sztucznym aparatury

(Menasche P., 1995, Sawa Y. i wsp., 1998). Zjawiska te w peini odpowiadaja srodowisku
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niezbednemu do reaktywacji wirusa cytomegalii. Dlatego tez w niniejszym badaniu
CABG zostato obrane jako model wptywu CMV na uktad immunologiczny w warunkach
sprzyjajacych dla indukcji aktywnos$ci wirusa. Pacjentéw podzielono na dwie grupy
na podstawie mediany miana przeciwcial: na osoby z wysokim oraz osoby z niskim
mianem przeciwciat IgG anty-CMV. Jesli obecnos$¢ wirusa miataby jakikolwiek wptyw
na aktywno$¢ uktadu immunologicznego, to w takich warunkach powinna

si¢ ona ujawnic.

Pierwszym krokiem bylo zbadanie czy w czasie zabiegu powstaje odpowiednie
srodowisko cytokinowe: w tym celu badano poziomy surowicze cytokin: IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y. Przebieg zmian st¢zenia tych cytokin w okresie okotooperacyjnym
nie roznit si¢ pomi¢dzy osobami z wysokim i niskim mianem przeciwciat IgG anty-CMV.
Stgzenie IL-6 1 IL-10 wzroslo w trzeciej godzinie od operacji CABG, obserwowano
tez nieistotny statystycznie wzrost stgzenia TNF-a w trzeciej godzinie od operacji.
Stgzenia pozostatych badanych cytokin byly na podobnym poziomie we wszystkich
badanych punktach.

Wysokie stezenie IL-6 jest powszechnie uznawane za marker stanu zapalnego.
Podwyzszony poziom tej cytokiny obserwowano juz wczesniej po operacji pomostowania
tetnic wiencowych (Prondzinsky R. 1 wsp., 2005). Co wigcej, wczesniejsze badania
dowiodly, Ze migsien sercowy jest gldéwnym zrodlem tej  cytokiny
(Wan S. 1 wsp., 1996).

IL-10 jest cytokina antyzapalna hamujaca odpowiedz komodrkowa (Pasnik J.,
2006). Poprzednie badania koncentrujace si¢ nad $ledzeniem zmian w st¢zeniu cytokin
w okresie okotooperacyjnym wskazaty, ze wzrost IL-10 hamuje wzrost zarowno IL-6,
TNF-a, jak i IL-8 (Giomarelli P. i wsp., 2003). W obecnym badaniu obserwowano
zarowno wzrost IL-6, jak i IL-10, co nie zaprzecza poprzednim doniesieniom,
ale wskazuje na potencjalng rolg¢ IL-10 w hamowaniu stanu zapalnego powstalego
na skutek zabiegu CABG.

Badanie cytokin wskazalo na obecnos$¢ stanu zapalnego po CABG, jednocze$nie

ujawnito brak wptywu miana przeciwciat IgG anty-CMV na poziom tych cytokin.

Nastgpnym krokiem byto zbadanie komorek ukladu immunologicznego

po zabiegu. Nalezy nadmieni¢, Zze zabieg nie mial wplywu na limfocyty T
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oraz ich subpopulacje, a badanie komérek NK w okresie okotooperacyjnym wykazato
brak wptywu zabiegu na odsetek komorek CD3-CD56+ oraz komorek CD3-CD56dim.
Tymczasem odsetek komorek CD3-CD56bright zmniejszyt si¢ po operacji CABG.
Badanie Tonnesen E. i wspolpracownikow z 1987 roku wskazato, ze po operacji
pomostowania tgtnic wiencowych aktywno$¢ komorek NK oraz ich zdolno$¢
do proliferacji byla obnizona (Tonnesen E. i wsp., 1987). Doniesienie to jest zgodne
z naszymi wynikami. Subpopulacja komoérek NK CDS56bright charakteryzuje
si¢ wyzszymi zdolno$ciami proliferacyjnymi anizeli komérki CD56dim (Cooper M.A.
i wsp., 2001a). Obnizenie si¢ odsetka komorek CDS56bright moze wigc odpowiadad
za zmniejszona proliferacje komoérek NK.

Dalsze badanie zmian liczby komorek NK po CABG przeprowadzone
u pacjentéw podzielonych pod wzgledem miana przeciwciat IgG anty-CMV wskazato
na obnizenie liczby tych komorek u pacjentéw z wysokim mianem przeciwciat w trzeciej
godzinie od zakonczenia krazenia pozaustrojowego. Obnizenie to bylo spowodowane
zmianami w liczbie komorek CD3-CD56dim. Pomigdzy pacjentami z wysokimi i niskimi
mianami nie wykazano istotnych rdéznic dotyczacych komorek CD3-CDS56bright.
Wskazuje to na zwiazke miedzy CMV a uktadem komoérek NK. Wczeéniejsze badania
wykazaly, ze komorki NK gromadza si¢ w miejscu infekcji CMV (Dokun A.O. i wsp.,
2001), co mogloby tlumaczy¢ obnizenie si¢ liczby tych komoérek we krwi,
a takze wskazywac na reaktywacj¢ wirusa po operacji pomostowania tgtnic wiencowych.
Szereg prac rowniez wskazuje, ze komorki NK stanowia gldwna frakcje komodrkowa
aktywna w pierwszej fazie infekcji oraz reinfekcji CMV, dlatego tez wirus cytomegalii
posiada szereg mechanizméw  zapobiegajacych interwencji tych  komorek.
Do podstawowych mechanizméw obronnych nalezy imitowanie biatek MHC przez biatka
UL18 i UL142 kodowane przez geny wirusa. Pojawienie si¢ tych biatek na powierzchni
hamuje aktywnos¢ lityczna komoérek NK w stosunku do zakazonych wirusem komoérek
(Chapman T.L. 1 wsp., 1999, Wills M.R. i wsp., 2005). Nie mozna wykluczy¢,
7ze obecnos¢ tych biatek 1 ich kontakt z receptorami komodrek NK moze

przyczynia¢ si¢ do spadku aktywnosci litycznej NK.

Liczba monocytow CDI14+CD16+ uznawanych za monocyty o profilu
prozapalnym i gtowne zrodto takich cytokin, jak IL-6 1 TNF-a, byta wyzsza u pacjentow
z ChNS anizeli u os6b z grupy kontrolnej. Podobny wynik uzyskano w innych badaniach

nad tymi komoérkami w ChNS, w ktorych jednocze$nie wykazano, Ze monocyty
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prozapalne powiazane sa z przyspieszonym rozwojem choroby niedokrwiennej serca
(Schlitt A. i wsp., 2004). Warto tez zauwazy¢, ze nasze wczesniejsze badania wskazaty,
ze monocyty sa odpowiedzialne za obnizenie aktywnosci komoérek NK (Mysliwska J.
1 wsp., 1992). Nie mozna wigc wykluczy¢ potencjalnego wpltywu tych komorek
na komorki NK u pacjentow z ChNS.

Monocyty, jako komorki zaangazowane w indukcje procesu zapalnego, zostaty
takze zbadane w okresie okotooperacyjnym.  Liczba monocytow o fenotypie
CD14+CD16+ oraz CDI14+CDI16+HLA-DR+ obnizyla si¢ w trzeciej godzinie
od zakonczenis krazenia pozaustrojowego. Wyniki te potwierdzaja wcze$niejsze
doniesienia, w ktorych frakcja monocytarna zachowywata si¢ podobnie po zabiegu
CABG (Wehlin L. 1 wsp, 2005). Takze po hemodializie obserwowano obnizenie liczby
komoérek CDI14+CDI16+. By¢ moze zaburzenie liczby tych komorek jest zalezne
od wptywu samego zabiegu operacyjnego lub od kontaktu elementéw krwi z materiatem
sztucznym aparatury stosowanej w czasie operacji.

Poréwnanie pacjentow z wysokimi i niskimi mianami przeciwciat anty-CMV
pod  wzglegdem  przebiegu zmian w  liczbie monocytow  CD14+CDI16+
oraz CD14+CD16+HLA-DR+ po zabiegu CABG wykazato brak istotnych roznic
w liczbie komérek CD14+CD16+. Jednakze liczba CD14+CD16+HLA-DR+ wzrosta
w 24 godzinie od zakonczenia krazenia pozaustrojowego u pacjentdéw z wysokimi
mianami przeciwcial IgG anty-CMV.  Komorki te dziela zar6wno wlasciwosci
makrofagéw, jak i komorek dendrytycznych (Wehlin L. i wsp, 2005), a dodatkowa silna
ekspresja czasteczki HLA-DR, czyli biatka MHC klasy II, §wiadczy o ich aktywacji.
Taki profil komodrkowy byt wskazywany jako profil preferencyjnie wybierany
przez CMV do infekcji lub w jego utatwionej reaktywacji (Soderberg-Naucler C. i wsp.,

1998). Wynik ten moze sugerowac reaktywacj¢ oraz rozprzestrzenianie infekcji CMV.

Analiza zmian w uktadzie immunologicznym u pacjentow z wysokimi mianami
przeciwcial IgG anty-CMV w okresie pooperacyjnym wskazuje na uposledzenie
odpowiedzi komdrek NK oraz na ekspansj¢ monocytow o profilu prozapalnym. Procesy
te moga wplywa¢ na ogoélny stan pacjenta. Dalsze obnizenie liczby komoérek NK,
a co za tym idzie ich aktywno$ci, moze stanowi¢ droge do rozwoju potencjalnych infekcji
wtornych.  Wzrost liczby monocytéw, bgdacych rezerwuarem i jednoczes$nie celem
dla CMV, moze wskazywaé na rozprzestrzenianie si¢ infekcji. W rezultacie procesy

te moga prowadzi¢ do powstania rozlegtych stanow zapalnych oraz zakazania dalszych

111



tukasz Hak, Rozprawa doktorska: Dyskusja

komorek organizmu.
Tak wigc infekcja CMV, poprzez hamujacy wplyw na komodrki odpowiedzi

immunologicznej, toruje sobie droge ku dalszej ekspansji.
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Pacjentow z ChNS charakteryzuje dysfunkcja komorek NK (CD3-CD56+,
CD3-CD56dim) a takze zmiany w subpopulacjach limfocytéw T o fenotypie
powierzchniowym CD3+CD8+CD57+ i CD3+CD8+CD28-.

2. Pacjentki z chorobag niedokrwienng serca charakteryzujg sie wyzszym
poziomem surowiczym TNF-a oraz nizszym IL-10 w poréwnaniu
do mezczyzn z ChNS. U kobiet z ChNS wykazano tez wysokie miana
przeciwciat IgG anty-CMV w poréwnaniu zaréwno do mezczyzn z ChNS,

jak i kobiet grupy kontrolnej

3a.Przewlekte zakazenie CMV u pacjentéw z chorobg niedokrwienng serca
wigze sie z obnizeniem liczby limfocytéw T cytotoksycznych (CD3+CD8+)
oraz komorek o fenotypie powierzchniowym CD3+CD8+CD57+.

3b.Zabieg operacyjny u pacjentow z silnie wyrazonym przewlektym
zakazeniem CMV wnosi dodatkowe ryzyko supresji uktadu NK
(CD3-CD56+, CD3-CD56dim) oraz ekspansji monocytow o profilu
prozapalnym (CD14+CD16+HLA-DR).
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1.

3a.

3b.

7. WNIOSKI

Pacjentow z ChNS cechuje stan immunosupresji zalezny od dysfunkcji
komérek NK oraz zaburzenia rownowagi limfocytéw immunoregulacyjnych
(CD3+CD8+CD57+, CD3+CD8+CD28-). Stan ten moze sprzyjac
pogtebieniu zapalenia i przez to wzmacnia objawy kliniczne choroby

niedokrwiennej serca.

Obserwowane przez nas roznice, wystepujagce miedzy kobietami
i mezczyznami, wskazujg na przesuniecie réwnowagi cytokinowej
w kierunku stanu zapalnego i wiekszej odpowiedzi na CMV u kobiet.
Z drugiej strony, kobiety charakteryzujg sie bardziej korzystnym profilem
subpopulacji komérek NK; by¢ moze profil ten jest przyczyng pdzniejszego

rozwiniecia petnoobjawowego ChNS u tej pfci.

Przewlekte zakazenie wirusem cytomegalii u pacjentow z ChNS
powigzane z efektem immunosupresyjnym w limfocytach T
cytotoksycznych (CD3+CD8+) i regulatorowych (CD3+CD8+CD57+),
wnosi ryzyko dalszego pogtebienia stanu zapalnego charakterystycznego
dla ChNS.

Silne obcigzenie stresem operacyjnym, pociggajace za sobg stan zapalny,
wigzacy sie z supresjg komorek NK i ekspansjg monocytow, daje szanse
na reaktywacje CMV, ktéra na zasadzie pozytywnego sprzezenia
zwrotnego moze nasila¢ zapalenie i prowadzi¢ do wzmocnienia objawow

klinicznych.
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8. STRESZCZENIE PRACY

Choroba niedokrwienna serca (ChNS) jest choroba o podlozu zapalnym
1 jej progresja jest zalezna od czynnikdw zapalnych. Do czynnikéw ryzyka rozwoju
ChNS, oprocz tradycyjnych, takich jak nadci$nienie tetnicze, wysoki poziom cholesterolu,
cukrzyca czy palenie papierosow, w ostatnich latach zaliczono roéwniez infekcje.
Wszystkie te czynniki sa powiazane z indukcja i utrwaleniem zapalenia. Jednym
z czynnikéw infekcyjnych zaangazowanych w rozwd) ChNS jest powszechnie
wystepujacy wirus cytomegalli (CMV) zdolny do dlugotrwalej latencji w komorkach
gospodarza.  Jego znaczenie dla rozwoju ChNS dowiedziono podczas badan
na zwierzgtach, u ktorych zakazenie CMV przys$pieszato rozwdj choroby naczyn serca.
Badanie naczyn wiencowych osob z ChNS wskazato na obecnos¢ DNA tego wirusa
w $cianie naczyn. Co wigcej, niektorzy badacze wskazuja na bezposrednie powigzanie
wysokich mian przeciwciat IgG skierowanych przeciw CMV z rozwojem ChNS.

Do pierwotnego zakazenia 1 reaktywacji CMV wymaga stanu zapalnego
oraz supresji aktywnosci uktadu immunologicznego. Dlatego tez celem prezentowanej
pracy bylo okreslenie czy pacjentéw z choroba niedokrwienna serca charakteryzuja
zaburzenia stanu uktadu immunologicznego, a jesli tak, to jaki przyjmuja one profil.
Dalszym etapem badan bylo wskazanie czy istnieje zalezno$¢ pomigedzy przewlekta
infekcja CMV a stanem ukladu immunologicznego u chorych z ChNS.

Azeby odpowiedzie¢ na te pytania, badania przeprowadzono na komoérkach NK
i limfocytach T o funkcjach immunoregulacyjnych oraz immunosupresyjnych. Do badan
wlaczono 139 pacjentow z ChNS z Kliniki Kardiochirurgii Akademii Medycznej
w Gdansku oraz grup¢ kontrolna ztozona z 74 os6b w podobnym wieku bez objawow
choroby niedokrwiennej serca. Z grupy kontrolnej wykluczono osoby z czynnikami
ryzyka ChNS takimi jak cukrzyca i nadcis$nienie tgtnicze. Analizg przeprowadzono
na grupach calkowitych, a takze na grupach podzielonych pod wzgledem pici. Pte¢
meska jest jednym z czynnikow ryzyka ChNS, a jak wynika z badan, kobiety zapadaja
na t¢ chorobg o 10 lat p6zniej. Takze uklad immunologiczny wykazuje réznice zwigzane
z plcia, stad podzial badanych os6b pod wzgledem ptci miat wykluczy¢ tego typu

zréznicowanie. Dlatego dodatkowym celem pracy byto sprawdzenie czy kobiety
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1 megzczyzni z choroba niedokrwienna serca roznia si¢ pod wzgledem parametréw
immunologicznych.

Analiza komorek NK nie ujawnita zadnych istotnych réznic pomigdzy kobietami
i m¢zczyznami z ChNS. Jednak poréwnanie catkowitej grupy pacjentow z ChNS z grupa
kontrolna wykazatlo nizsza bezwzgledna 1 wzgledna liczbe komoérek NK
oraz ich cytotoksycznej subpopulacji CD3-CD56dim u pacjentow z ChNS. Badanie
nie wykazalo natomiast istotnych réznic w komorkach regulatorowych CD3-CD56bright
w badanych grupach. Poréwnanie kobiet z obu grup wykazato podobne rdznice
jak przy poréwnaniu grup catkowitych. Me¢zczyzni z ChNS dodatkowo réznili si¢ nizsza
wzgledna liczba komoérek CD3-CD56bright.

Dalsza analiza aktywnosci komoérek NK przeprowadzona dwoma testami —
uwalniania dehydrogenazy mleczanowej oraz produkcji wewnatrzplazmatycznego IFN-y,
wskazata na nizsza aktywno$¢ komorek NK u pacjentow z ChNS, zarowno gdy grupy
byty poréwnywane pod wzgledem pici, jak 1 gdy porownanie wykonano na catkowitych
grupach.

Komérki NK stanowia gltowna lini¢ obrony antywirusowej i antybakteryjnej
u osob starszych. Ponadto aktywno$¢ tych komodrek jest uznawana za miarg statusu
uktadu immunologicznego. Dlatego uzyskane wyniki wskazuja na supresj¢ aktywnosci
uktadu immunologicznego u pacjentow z ChNS.

Do badania wtaczono takze subpopulacje immunoregulatorowych limfocytow T:
CD3+CD8+CD57+ 1 CD8+CD28-. Komorki te odgrywaja szczegdlna role w procesach
autoimmunizacyjnych, immunosupresyjnych, a takze reguluja rozwoj stanu zapalnego.

Kobiety 1 mgzczyzni z ChNS nie réznili si¢ miedzy soba istotnie statystycznie
pod wzgledem liczebnosci komorek CD3+CD8+CDS57+. Poréwnanie liczby
tych komorek pomigdzy pacjentami z ChNS 1 osobami z grupy kontrolnej wskazato
na nizsza liczbe komorek CD3+CD8+CD57+ oraz CD8+CD28- u pacjentow z ChNS.
Porownanie megzczyzn wykazalo podobne réznice, gdy tymczasem wsrod kobiet
nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdéznic.  Wyniki te moga wskazywac
na zaburzenie regulacji rozwoju stanu zapalnego ze strony limfocytow T
immunoregulacyjnych u pacjentow z ChNS. Moze wskazywa¢ na szybszy
1 intensywniejszy rozwdj zapalenia u tych pacjentow.

Dalsza analiza objeta limfocyty T pomocnicze, w tym subpopulacj¢ regulatorowa
CD3+CD4+CD25+. Pordéwnanie liczby tych komoérek pomigdzy grupa pacjentow

z ChNS 1 grupa kontrolng nie wykazalo istotnych statystycznie rdznic.
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Nastgpnym etapem bylo badanie poziomu cytokin u pacjentow z ChNS,
ich pomiar wykazat, ze pacjentki z ChNS charakteryzuja si¢ przesunigciem réwnowagi
cytokinowej w kierunku prozapalnym w poroéwnaniu do megzczyzn z ChNS. Kobiety
cechowaty si¢ wyzszym poziomem TNF-a, a nizszym IL-10 w surowicy krwi.

Poréwnanie pacjentow z ChNS 1 0s6b z grupy kontrolnej pod wzgledem poziomu
IL-2 w surowicy krwi wykazalo, ze osoby chore charakteryzuja si¢ nizszym stgzeniem
tej cytokiny. Analiza m¢zczyzn z obu grup potwierdzita ten wynik, gdy tymczasem
wsrdéd kobiet nie wykazano istotnych statystycznie roznic. Obnizenie st¢zenia IL-2
w surowicy krwi, glownej cytokiny stymulujacej odpowiedz komorkowa,
czyli takze komorki NK, moze by¢ jedna z przyczyn obnizenia ich aktywnosci
u pacjentéw z ChNS.

Do badan dodatkowo wprowadzono monocyty CDI14+CD16+ o profilu
prozapalnym, charakteryzujace si¢ wysoka produkcja IL-6 oraz TNF-a
1 podtrzymujace stan zapalny. Liczba tych komorek byta wyzsza u pacjentéw z ChNS
w poréwnaniu do 0séb z grupy kontrolne;.

Nastgpnym krokiem byto zbadanie czy pacjenci z ChNS charakteryzuja
si¢ wyzszym mianem przeciwciat IgG skierowanych przeciwko wirusowi CMV. Wirus
ten jest uznawany =za potencjalny czynnik wplywajacy na rozwdj ChNS,
a takze zaangazowany w proces indukcji stanéw immunosupresyjnych. Pordwnanie
miana przeciwcial wskazato, ze kobiety z ChNS charakteryzuja si¢ wyzszym mianem
przeciwcial IgG anizeli m¢zczyzni z ChNS czy kobiety z grupy kontrolne;.

Dalsze analizy skoncentrowaty si¢ na zaleznos$¢i miedzy infekcja CMV a uktadem
immunologicznym pacjentow z ChNS. Badania wskazaly na ujemna korelacjg
pomigdzy mianem przeciwcial IgG anty-CMV a liczba limfocytow T CD3+CD8+.
Podzial pacjentéw pod wzgledem mediany miana przeciwcial IgG na grupy o wysokim
1 niskim mianie przeciwcial wskazal na nizsza liczbe komoérek CD3+CD8+
oraz CD3+CD8+CDS57+ u pacjentow z wysokimi mianami tych przeciwcial. Wyniki
te sugeruja wptyw supresyjny CMV na limfocyty T cytotoksyczne oraz subpopulacj¢
immunoregulacyjng CD3+CD8+CD57+.

Operacja pomostowania t¢tnic wiencowych (CABG) w krazeniu pozaustrojowym
charakteryzuje si¢ wysokim wyrzutem cytokin prozapalnych oraz indukcja stanu
zapalnego. Warunki te odpowiadaja tym, jakie sa wymagane do reaktywacji CMV

in vitro. Dlatego w okresie okotooperacyjnym zbadano zmiany liczby komorek uktadu
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immunologicznego u pacjentdéw podzielonych pod wzgledem miana przeciwciat IgG
anty-CMV na pacjentow z wysokim 1 niskim mianem.

Pacjenci z wysokim mianem przeciwciat charakteryzowali si¢ obnizeniem liczby
komoérek NK i komoérek CD3-CD56dim w trzeciej godzinie od zakonczenia krazenia
pozaustrojowego oraz wzrostem liczby monocytow CD14+CD16+HLA-DR+,
uznawanych za rezerwuar CMV w formie latentnej. Wyniki te wskazuja, ze pacjenci
z mocno wyrazong infekcja CMV charakteryzuja si¢ supresja odpowiedzi
immunologicznej zaleznej od komodrek NK, a takze ekspansja prozapalnych monocytéw
w okresie obciazenia uktadu.

Dane uzyskane w tej pracy wskazuja, ze pacjenci z ChNS charakteryzuja
si¢ stanem immunosupresji zaleznym od statusu komorek NK, a takze zaburzeniem
réwnowagi limfocytow T (CD3+CD8+CD57+, CD3+CD8+CD28-). Taki stan uktadu
immunologicznego moze sprzyja¢ poglegbieniu zapalenia, a przez to moze wzmacniaé
objawy kliniczne choroby niedokrwiennej serca.

Kobiety z ChNS charakteryzowaty si¢ z przesunigciem réwnowagi cytokinowe]
w kierunku prozaplnym i wigkszej odpowiedzi na CMV. Mimo to badane kobiety
pozniej rozwijaly pelnoobjawowa ChNS i w pdzniejszym wieku zostaly poddane
zabiegowi pomostowania tegtnic wiencowych. By¢ moze ma to zwiazek z bardziej
korzystna rownowaga subpopulacji komoérek NK.

Silnie wyrazone, przewlekte zakazenie CMV u pacjentow z ChNS jest powiazane
z poglebieniem stanu zapalnego charakterystycznego dla choroby niedokrwiennej serca.
Reaktywacja oraz zakazenie CMV wymaga s$rodowiska zapalnego, a dalszy rozwdj
tego wirusa wzmaga procesy zapalne. Obecno$¢ wigc tego wirusa na zasadzie
pozytywnego sprz¢zenia zwrotnego moze nasila¢ zapalenie 1 prowadzi¢ do wzmocnienia

objawow klinicznych.
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