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I WSTEP

L.1. Nadcisnienie tetnicze

Nadci$nienie t¢tnicze (zwanym dalej NT) jest stanem patologicznym
chrakteryzujacym si¢ podwyzszonym cisnieniem te¢tniczym krwi. Zgodnie z wytycznymi
AHA (American Heart Association), ESH (Europejskie Towarzystwo Nadci$nienia
Tetniczego) oraz ESC (Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne), NT definiuje si¢ jako
ci$nienie skurczowe wieksze lub réwne 140 mmHg i/lub cis$nienie rozkurczowe wigksze

lub rowne 90 mmHg'*. Szczegotowa klasyfikacja NT zostata przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja nadcisnienia tetniczego’.

Kategoria ciSnienia Cisnienie skurczowe Cisnienie rozkurczowe
tetniczego [mm Hg] [mm Hg]
Optymalne <120 <80

Wysokie prawidlowe 130-139 i/lub 85-89

Nadci$nienie tetnicze 1. 140-159 i/lub 90-99

stopnia

Nadcis$nienie tetnicze 2. 160-179 i/lub 100-109
stopnia

Nadci$nienie tetnicze 3. >180 i/lub >110
stopnia

Izolowane nadciSnienie >140 1 <90

tetnicze skurczowe

Nadcisnienie tetnicze moze mie¢ charakter pierwotny albo by¢ nastgpstwem
np.: choroby lub niewydolno$ci nerek, guza chromochtonnego badz tez
hiperaldosteronizmu - wowczas definiuje si¢ je jako NT wtorne. Nadci$nienie tetnicze

pierwotne stanowi powyzej 90% przypadkow i jego geneza ciggle pozostaje nieznana’.



W 1949 roku I.H. Page sformutowat mozaikowa teori¢ NT w ktorej jako pierwszy zwrocit
uwage na wieloczynnikowy charakter patogenezy NT. Teoria graficznie wyrazona
w postaci o$miokata uwzgledniata czynniki regulujace ci$nienie krwi bedace
ze soba S$ciSle powigzane strzatkami (Ryc. 1). Zgodnie z teorig czynniki te
tworza wzajemnie polaczony uktad, ktory w warunkach fizjologicznych znajduje si¢ w
stanie rownowagi i zapewnia utrzymanie prawidtlowego ci$nienia krwi. Zmiana w obrgbie
jednego czynnika powoduje zachwianie réwnowagi i pocigga za sobg zmiany
pozostatych czynnikéw co prowadzi do rozregulowania uktadu, skutkujac rozwojem

NT krwi*>,

Czynnik
genetyczny

Czynnik Czynnik
hemodynamiczny Srodowiskowy
Czynnik Czynnik
humoralny anatomiczny
Czynnik Czynnik
endokrynny adaptacyjny
Czynnik
nerwowy

Ryc. 1. Mozaikowa teoria Page'a.

Pomimo uptywu czasu i odkrycia wielu nowych czynnikow odgrywajacych
kluczowa role w patogenezie NT, teoria Page’a wciaz pozostaje aktualna, niemniej
jednak wymaga uzupehienia o nowe aspekty regulujace cisnienie krwi takie jak: rola
uktadu naczyniowego, uktadu nerwowego, stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego oraz
uktadu immunologicznego, a w szczego6lnosci komorek infiltrujacych tkanki otaczajace

naczynia krwionosne.

L1.1. Epidemiologia

Wedhug organizacji WHO (Swiatowa Organizacja Zdrowia) NT zajmuje pierwsze
miejsce pod wzgledem przyczyn zgondéw na catym $wiecie. W 2010 roku NT stanowito
wiodacy, odrebny czynnik ryzyka odpowiedzialny za okoto 9,5 miliona
zgondw na §wiecie. Szacuje si¢, ze czgstos¢ wystepowania NT na swiecie w 2000 roku

wynosila 26,4% i w 2025 wzroénie do 29,2%°. Ogdlnopolskie badanie NATPOL 2011



wykazalo, Ze liczba 0so6b chorujacych na NT wynosi okoto 10,5 mln dorostych Polakow
(ok. 30-32%), natomiast az 3 mln Polakéw nie zdaje sobie sprawy z tego, ze choruje
na NT. Na uwage zastuguje rowniez fakt, iz pomimo wigkszej skutecznosci leczenia NT,
liczba chorych zwigkszyta si¢ 0 2 % w poréwnaniu do badan NATOPL z 2002 roku’.
Roéwniez grupa oséb z ci$nieniem wysokim prawidlowym, obejmuje znacza czes$é
populacji w réznych krajach. Zgodnie z kryteriami ESH/ECS ci$nienie wysokie
prawidlowe stwierdzono u 30% dorostych w Polsce®. Z kolei amerykanskie kryteria
Joint National Commitee 7 (JNC7) podaja, iz stan przednadcisnieniowy (stan pomiedzy
120/80 i 139/89 mm) i NT obejmuje tacznie 79% populacji®’. Osoby z ci$nieniem
wysokim prawidlowym cechujg si¢ znaczaco wigkszym ryzykiem rozwinig¢cia
utrwalonego NT'®. Co wiecej, w pordwnaniu z osobami z optymalnym ci$nieniem
tetniczym krwi, ciSnienie wysokie prawidlowe stanowi niezalezny predyktor rozwoju
powiklan sercowo-naczyniowych''. W ostatnim czasie zidentyfikowano grupe osob
cechujacych si¢ prawidlowym ci$nieniem krwi w pomiarze wykonanym w gabinecie
lekarskim, ale z podwyzszonymi wartoSciami w przypadku monitorowania
catodobowego cisnienia tetniczego krwi (tzw. utajone NT). Grupa ta charakteryzuje si¢
bardziej nasilonymi  zmianami narzadowymi oraz = wyzszym  ryzykiem
sercowo-naczyniowym w poréwnaniu z osobami z prawidlowym ci$nieniem tetniczym
krwi'’>. Permanentne i nickontrolowane NT prowadzi do uszkodzenia narzadow
docelowych takich jak nerki, mézg i serce. Podwyzszenie cis$nienia skurczowego
o 10 mmHg lub/i rozkurczowego o 5 mmHg moze wigzaé si¢ z wyzszym o 40%
ryzykiem zgonu spowodowanym udarem mozgu i wyzszym o okoto 30% ryzykiem
zgonu z powodu choroby wiencowej. Podwojenie warto$ci ci$nienia skurczowego
i rozkurczowego zwicksza ryzyko zgonu dwukrotnie’. Koszty leczenia NT w USA za
rok 2011 wyniosty 46,4 mld. dolaré6w, natomiast najnowsze prognozy wskazuja,

ze calkowity koszt leczenia w roku 2030 moze wzrosna¢ do 247 mld. dolarow'”.

1.2. Patogeneza nadcisnienia tetniczego

Pomimo postepoéw w diagnostyce i leczeniu NT wraz z jego komplikacjami
wywiera ogromny wplyw na zdrowie publiczne i pozostaje wcigz nierozwigzanym

problemem zdrowotnym. Wynika to po czesci z faktu, iz wielu chorych nie sta¢ na leki,
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ale rowniez z uwagi na fakt to, ze mechanizm powstawania tej choroby wciaz pozostaje
niewyjasniony. Istotng role w NT odgrywaja: o$rodkowy uklad nerwowy, nerki
oraz naczynia krwiono$ne, a ich dzialanie jest ze soba $cisle powigzane. Badania
ostatnich lat wskazuja na istotne znaczenie procesow zapalnych w patogenezie NT,

co najprawdopodobniej znaczaco moduluje dysfunkcje wymienionych narzadow.

1.2.1. Osrodkowy uktad nerwowy

Osrodkowy uktad nerwowy (OUN) odgrywa wazng rol¢ w regulacji ci$nienia
tetniczego krwi, wptywajac na funkcje uktadu autonomicznego i wydzielanie hormonow
regulujacych czynno§¢ uktadu krazenia oraz gospodarke wodno-elektrolitowa' ™.
Nadrzedng rol¢ w neurogennej regulacji ci$nienia t¢tniczego krwi odgrywaja
interneurony przedmotoryczne. Wsrdéd neuronéw przedomotorycznych najwazniejsza
role odgrywaja przedwspotczulne interneurony doglowowego brzuszno-bocznego
obszaru rdzenia przedtuzonego (RVLM)". Neurony unerwiajace RVLM uwalniaja
neurotransmitery takie jak: glutaminian, kwas gamma-aminomastowy, acetylocholing
1 serotoning oraz peptydy opioidowe, wazopresyng¢, neuropeptyd Y oraz angiotensyne,
ktore petnig funkcje regulatorowe. Draznienie RVLM pradem elektrycznym wywotuje
gwaltowny wzrost ci$nienia te¢tniczego krwi, natomiast ich uszkodzenie powoduje jego
spadek'’. Rownie wazng role odgrywaja neurony jadra przykomorowego (PVN).
Syntetyzuja one neurotrensmitery i neurohormony (np. wazopresyna, oksytocyna,
kortykoliberyna)  regulujace  ci$nienie  tetnicze  krwi  oraz = gospodarke
wodno-elektrolitowa. Uszkodzenie PVN u zdrowych zwierzat nie powoduje spadku
ci$nienia tetniczego krwi, najprawdopodobniej za sprawa przeje¢cia funkcji PVN przez
inne neurony przedmotoryczne (np. RVLM). Znaczenie PVN wzrasta w regulacji

17,18 r
. Zarowno do

ci$nienia tgtniczego w niewydolnosci serca i nadci$nieniu neurogennym
RVLM oraz PVN za posrednictwem interneurondw jadra pasma samotnego (NTS)
dociera informacja z baroreceptorow, mechanoreceptor6w oraz chemoreceptorow.
Ponadto NTS otrzymuje informacj¢ z innych struktur ukladu nerwowego
odpowiedzialnych za regulacje cis$nienia tgtniczego krwi, dzigki czemu jest jednym
z kluczowych integracyjnych obszarow krazeniowych moézgu'>'7",
Szczegdlnym regionem moézgu sg narzady okotokomorowe. Narzady te sa bogato

unaczynione, a ich charakterystyczng cecha jest brak S$cistej bariery krew-mozg.
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Dzigki okienkowej budowie $rodblonka naczyn krwiono$nych na neurony tego regionu
moézgu mogg oddziatywaé zwiazki docierajace z krwia takie jak np. angiotensyna II
(Ang II) czy endotelina-1 (ET-1)">'*. Jednym z narzadéw okotokomorowych jest obszar
otaczajacy przednio-brzuszng $cian¢ komory trzeciej (AV3V). Uszkodzenie tego regionu
wywoluje spadek ci$nienia tetniczego krwi'’, a myszy z uszkodzeniem AV3V chronione
sa przed rozwojem NT, a takze aktywacja limfocytow T po infuzji Ang II*°. Genetyczne
usuni¢cie dysmutazy ponadtlenkowej w narzadach okolokomorowych mézgu zwigksza
produkcje RFT (reaktywne formy tlenu) co skutkuje przyspieszona akcja serca oraz
podnosi cignienie tetnicze krwi u zwierzat laboratoryjnych®'. Réwniez podanie niskiej
dawki Ang II, normalnie niepowodujacej wzrostu ci$nienia tetniczego krwi, powoduje
indukcje NT u tych myszy**. Ponadto wyciszenie dysmutazy ponadtlenkowej w tym
regionie mozgu powoduje wzrost odsetka zaktywowanych limfocytow T oraz zwigksza
okolonaczyniowy stan zapalny towarzyszacy infuzji Ang 1.

Jak wspomniano wcze$niej OUN wplywa na uktad wspotczulny, ktory jest
odpowiedzialny za krotkoterminowa zmienno$¢ cis$nienia tetniczego krwi, jak réwniez
stanowi kluczowy element w patogenezie NT. Jego aktywacja wplywa na zwigkszenie
pojemnos$ci minutowej serca oraz oporu obwodowego poprzez skurcz naczyn
krwionosnych®**>. W nerkach podnosi si¢ wydzielanie reniny poprzez aktywacje
ukladu RAAS (uklad renina-angiotensyna-aldosteron) oraz zwigkszonego oporu
naczyn nerkowych, co prowadzi do wzrostu ci$nienia tetniczego krwi**. Ablacja nerwow
wspotczulnych tetnic nerkowych wywiera korzystny wplyw na obnizenie warto$ci
ci$nienia tetniczego krwi u ludzi chorych na NT*®. Utrzymujaca si¢ wzmozona aktywacja
uktadu wspoétczulnego prowadzi do przerostu lewej komory serca oraz przebudowy
naczyn krwionoénych™”’. Istnieje rowniez coraz wigcej dowodéw wskazujacych na
znaczenie czynnikow emocjonalnych 1 stresu w rozwoju NT. Wykazano, ze populacje
zyjace w izolacji od wspodlczesnej cywilizacji charakteryzuja si¢ niskim ci$nieniem
tetniczym, natomiast u 0soOb przeniesionych z tych obszaréw do regionéw wysoko
uprzemystowionych obserwuje si¢ wzrost wystgpowania NT. Wzrost ci$nienia t¢tniczego
krwi powoduja rowniez silne bodzce psychiczne powigzane z traumatycznymi

8,28 . . . . ,
. W czasie przedtuzonego stresu psychicznego zaczyna dominowac

wydarzeniami'
pobudzanie receptordw a-adrenergicznych i obserwuje si¢ wzrost oporu obwodowego™,
zwezenia naczyn krwiono$nych w nerkach, a takze wzrostu filtracji klebuszkowej pod

wplywem dziatania Ang IT*°.
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L2.2. Nerki

Nerki odgrywaja istotng role w regulacji ciSnienia tetniczego krwi
za posrednictwem kontroli bilansu wodno-sodowego, uktadow renina-angiotensyna-
aldosteron (RAAS), wegetatywnego 1 sympatycznego, jak rowniez w oparciu o inne
substancje  regulujace  jak  np.  ET-1 oraz  tlenek  azotu  (NO).
Dowodow na wazna role nerek w patogenezie NT dostarczyla transplantologia.
Przeszczepienie nerki osobnikowi normotensyjnemu od szczura hipertensyjnego
powoduje wzrost ci$nienia tetniczego krwi, natomiast przeszczep nerki osobnika
normotenysjnego szczurowi z rozwinictym NT przynosi skutek odwrotny’'.
Podobne zjawisko zaobserwowano u ludzi, gdzie przeczep nerki pacjentowi
z utrzymujacym sie NT powoduje reemisje NT u biorcy’>. Wykazano rowniez,
ze przeszczep nerki od dawcy z NT powoduje czgstszy rozwoj NT u biorcow
w poréwnaniu z przeszczepami od normotensyjnych dawcow?>. Choroby nerek stanowia
czgsta przyczyne NT. Wsrod nich wyrdzniamy: choroby migzszowe nerek (pierwotne
i1 wtorne choroby klebuszkéw nerkowych, choroby cewkowo-$rédmiazszowe, choroby
wrodzone np. wielotorbielowato$¢), choroby naczyn nerek (zwgzenie tetnicy nerkowej,
zapalenie naczyn-wewnatrz nerkowych), nowotwory wydzielajace renine, zespoty
pierwotnej retencji sodu (np. zespot Liddle’a, zespét Gordona)*. Niemniej jednak NT
spowodowane chorobami nerek stanowi najczestsza przyczyng NT wtornego, ktore
stanowi okoto 10% ogotu chorych z NT. U pozostatych 90% chorych etiologia NT jest
wieloczynnikowa i wcigz pozostaje niewyjasniona'®.

Zwigkszona aktywno$¢ RAAS stanowi jeden z glownych mechanizméw

prowadzacych do rozwoju NT***°

. Renina wydzielana jest przez komorki aparatu
przyktebuszkowego, ktory utworzony jest w miejscu, gdzie stykaja si¢ ze soba: tetniczka
doprowadzajaca, tetniczka odprowadzajaca 1 komorki nabtonka cewki dalsze;.
Podstawowym bodZzcem do wydzielania reniny jest zmniejszenie ci$nienia oraz ilo$¢
sodu w tetniczce doprowadzajacej, a takze stymulacja receptoréw adrenergicznych f3
przez noradrenaling uwalniang z zakonczenia nerwow wspodlczulnych i adrenaling.
Renina nie wywiera bezposredniego dziatania na naczynia krwionos$ne.
Jej gtowne efekty fizjologiczne zaleza od kaskady przemian angiotensynogenu, z ktdrego

24,36

powstaje m.in. Ang II Ang II promuje skurcz tetniczek kigbuszkowych,

nasila reabsorpcje sodu w cewce proksymalnej i dystalnej (wymiennik sodowo-

13



protonowy NHE3) oraz dziata antydiuretycznie’’™*. Zwigkszone stezenie Ang Il prowadzi
do skurczu naczyn wewnatrznerkowych, co skutkuje niedokrwieniem tkanki
$rédmigzszowej oraz powstawaniem naciekow makrofagéw i limfocytow T wokot tych
naczyn’*. Komoérki zapalne wytwarzaja Ang II oraz RFT prowadzac do lokalnego
niedoboru NO™. Szereg badan wskazuje na role NO w regulacji ci$nienia tetniczego krwi
poprzez wplyw na napigcie naczyfi krwionoSnych nerek oraz hamowanie
reabsorpcji  sodu®. Ostatnim elementem uktadu RAAS jest aldosteron.
Glownym miejscem syntezy aldosteronu jest warstwa kigbkowa kory nadnerczy.
Czynnikami pobudzajacymi syntez¢ aldosteronu sa Ang II, endotelina-1 (ET-1) oraz
zwigkszenie jonéw potasowych w osoczu. Do czynnikéw hamujacych jego synteze
naleza NO, dopamina oraz peptydy natriuretyczne. Glowna rolg aldosteronu jest
regulacja gospodarki wodno-elektrolitowej w nerkach®.

U zdrowych ludzi podwyzszenie ci$nienia tetniczego krwi powoduje zwigkszenie
wydalania sodu i wody przez nerki (natriureza cisnieniowa), co prowadzi do zmniejszenia
objetosci plyndw wewnatrzkomérkowych i normalizacii ci$nienia krwi*?. Fizjologiczna
sprawnos¢ mechanizmoéw natriurezy cisnieniowej ulega zaburzeniu pod wptywem wielu
czynnikéw hemodynamicznych, neurohormonalnych i hormonalnych, w wyniku czego
nastepuje podwyzszenie ci§nienia tetniczego krwi’®. W modelach eksperymentalnych
zaobserwowano, iz nadmierna podaz sodu nawet przy nieznacznym uszkodzeniu nerek

skutkuje indukcjg NT*.

1.2.3. Naczgynia krwionosne

Podstawowym mechanizmem hemodynamicznym odpowiedzialnym za
stopniowy wzrost ci$nienia tetniczego krwi jest zwigkszenie oporu obwodowego.
NT powoduje wzrost naprezenia naczyn krwionosnych, na ktdry $ciany duzych tetnic
reaguja przerostem migsni gladkich naczyn krwionosnych (VSMC) i przydanki,
natomiast mate naczynia krwionos$ne podlegaja eutroficznemu koncentrycznemu
przemodelowaniu, ktére prowadzi do zmniejszenia ich $rednicy****.

Jedna z kluczowych substancji kontrolujgcych napigcie §ciany naczyn jest tlenek azotu

(NO) produkowany przez $rédblonkowa syntaze tlenku azotu (eNOS). NO aktywuje
cyklaze guanylanowa w VSMC, powodujac zwigkszenie cGMP i aktywacje zaleznych
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od niej kinaz bialkowych prowadzacych do rozkurczu naczyn krwiono$nych®**>*,
Przeciwstawng role do NO w naczyniach krwiono$nych posiada m.in. ET-1.
Wydzielana jest przez komorki $rodblonka i jest najsilniejsza ze znanych substancji
kurczacych naczynia krwiono$ne. Dziala poprzez receptory ETa znajdujace si¢ na VSMC
oraz ETg na komérkach §rodblonka naczyniowego®®. Ponadto, aktywno$é ET-1 jest silnie
powigzana z ukladem RAAS poprzez aktywacje konwertazy angiotensyny I
Lokalna aktywacja RAAS w naczyniach krwiono$nych odgrywa nadrzedna rolg w
patogenezie NT. Angiotensyna I prowadzi do wzrostu ci$nienia tetniczego krwi poprzez
skurcz naczyn krwiono$nych za posrednictwem receptoréw AT, obecnych w §rodbtonku
naczyniowym oraz VSMC****. Ang II oraz aldosteron dziatajac na naczynia krwiono$ne
indukuje w warstwie srodkowej naczyn proliferacje i hipertrofie miocytéw, a w warstwie
srodkowej 1 zewngtrznej produkcje kolagenu i fibronektyny przez miofibroblasty
i fibroblasty, co prowadzi do zgrubienia i zwtoknienia $cian naczyn krwionosnych™ ",

Istotng rol¢ w patogenezie NT odgrywa stres oksydacyjny w naczyniach
krwiono$nych. W NT stwierdza si¢ zwiekszona, zalezng od Ang II, produkcje anionu
ponadtlenkowego wytwarzanego przez oksydaze NADPH’'. Oksydaza NADPH jest
oksydazg flawinowg katalizujaca utlenianie tlenu czasteczkowego do anionu
ponadtlenkowego. Wyr6znia si¢ 7 homologow oksydazy NADPH (NOX1 - 5 oraz Duox1
i Duox2)**>®. Komorki $rodblonka naczyniowego wykazuja ekspresje NOX 1, 2, 5,
natomiast VSMC NOX 1, 4, 5°*. Ekspresja podjednostek oksydazy NADPH wzrasta w
NT%, a usuniecie NOX1°°, NOX2°"** lub p47phox " prowadzi do redukcji ci$nienia
tetniczego krwi oraz zmniejszenia naczyniowego  stresu  oksydacyjnego.
Natomiast odwrotny skutek przynosi usunigcie NOX4°'. RFT moga stymulowaé
proliferacje, migracj¢ oraz apoptoze komoérek naczyn krwionosnych, a takze promowac
powstawanie stanu zapalnego w naczyniach krwionosnych®.

Spowodowany  stresem  oksydacyjnym  spadek  biodostepnosci NO
wydaje si¢ mie¢ szczegdlne znaczenie w rozwoju NT. Zmniejszong produkcje NO
zaobserwowano w aortach szczuréw z NT®. Natomiast Tschudi i wsp. stwierdzili
prawidtowe wydzielanie NO i jego zwigkszong degradacj¢ pod wplywem anionorodnika
ponadtlenkowego w naczyniach krezkowych szczuréw z NT®*. Wykazano, ze w stanach
niedoboru L-argininy oraz tetrahydrobiopteryny, rowniez eNOS staje si¢ zrodtem

anionorodnika  ponadtlenkowego”*®.

Zmniejszenie wytwarzania NO prowadzi
do dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego i zwigzanego z nig uposledzenia rozkurczu

naczyn krwionosnych®. W wielu badaniach wykazano, ze dysfunkcja $rodblonka
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jest niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia incydentéw sercowo-naczyniowych®*.
Oprécz niekorzystnego dziatania stresu oksydacyjnego, dysfunkcja $rodbtonka
naczyniowego u chorych na NT powigzana jest z upo$ledzeniem metabolizmu NO
spowodowanego wzrostem endogennego inhibitora syntazy tlenku azotu
ADMA (ang. asymetric dimethylarginine)®®. Zmniejszona biodostepnos¢ NO prowadzi
do zwickszenia ekspresji czasteczek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1, CD40)
zwigkszajac przyleganie leukocytow do $ciany naczyn krwiono$nych rozpoczynajac tym

samym reakcje zapalng®’.

1.3. Rola uktadu odpornosciowego w patogenezie nadcisnienia tetniczego

Koncepcja dotyczaca roli uktadu odpornosciowego w patogenezie NT zostata
opisana ponad 50 lat temu. Wowczas Grollman i White wykazali, ze leki
immunosupresyjne obnizaja cisnienie tetnicze krwi u szczurdw z cze¢sciowym zawatem
nerki®®. Transfer komorek wyizolowanych z weztow chtonnych® lub $ledziony”
pochodzacych od szczuréw z NT do szczurow normotensyjnych wptywa na wzrost
ci$nienie tetniczego u biorcow. Transfer grasicy od szczura normotensyjnego (Wistar)
do szczura SHR (ang. spontaneously hypertensive rat), ktory spontanicznie rozwija NT
wraz z wiekiem, opoznia rozw6j NT’'. Podanie ekstraktu z grasicy lub hormonu
tymozyny obniza ciénienie tetnicze krwi u dorostych szczurow SHR’
Rowniez zastosowanie leku immunosupresyjnego, zmniejszajacego poziom limfocytéw
T 1 B, normalizuje ci$nienie krwi u szczurow SHR. Spadkowi ci$nienia tetniczego krwi
towarzyszy redukcja stresu oksydacyjnego oraz regres w infiltracji nerek przez komorki

zapalne”.

1.3.1. Rola limfocytow w patogenezie nadcisnienia tetniczego

Bezposrednich dowodéw na udziat limfocytéw T w patogenezie NT dostarczyty
prace z wykorzystaniem myszy genetycznie modyfikowanych wykazujacych dysfunkcje
uktadu odpornosciowego. Guzik i wsp. wykazali, ze myszy RAG-1-/-, pozbawione
limfocytow T i B, nie wyksztalcaja NT w odpowiedzi na ciagla infuzje Ang II
lub octanu dezoksykortykosteronu (DOCA-salt, ang. desoxycorticosterone acetate).

Ponadto transfer limfocytéw T, a nie B, przywracal wzrost ci$nienia t¢tniczego krwi
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u tych myszy’*. Podobne zjawisko, dotyczace roli limfocytow T w rozwoju NT,
zaobserwowane zostalo przez inne zespoly z wykorzystaniem myszy scid”
oraz szczuréw RAG-1-/-"°.

Interesujacych wynikow wskazujacych na rolg limfocytow T w patogenezie NT
dostarczaja prace dotyczace roli /mk znajdujacego si¢ na powierzchni komorek
hematopoetycznych. Badania GWAS (ang. genome-wide association studies) wykazaty,
ze mutacja genu kodujacego /nk (ang. lymphocyte adaptor protein) jest powigzana
z wystgpowaniem chorob uktadu sercowo-naczyniowego, wlaczajac NT''. Biatko LNK
petni role ,,hamulca” w proliferacji i sygnalingu za posrednictwem cytokin u leukocytow.
Utrata genu /nk nie powoduje zmian ci$nienia krwi u myszy kontrolnych natomiast
infuzja Ang II (490 ng/kg/min) powoduje wzrost ci$nienia te¢tniczego krwi o 35 mmHg
w pordwnaniu z myszami WT (myszy szczepu dzikiego, ang. wild-type) po infuzji Ang II.
Na uwage zastuguje fakt, ze dawka 140ng/kg/min, ktéra nie prowadzi do wzrostu
ci$nienia tetniczego krwi u myszy WT, powoduje indukcj¢ cisnienia tetniczego krwi
do poziomu 180 mmHg u myszy Lnk-/-"*,

Angiotensyna II odgrywa kluczowa rol¢ w rozwoju NT. Dziala ona
za posrednictwem receptorow (AT; i AT,), ktére zidentyfikowano na powierzchni
limfocytéw T. Transfer limfocytow T pozbawionych receptora AT; do myszy RAG-1-/-
nie skutkuje wzrostem ciénienia tetniczego krwi®. Infuzja Ang II in vivo zwigksza
ckspresje markerow powierzchniowych (CD69, CD44™ oraz CCRS5) na krazacych
efektorowych limfocytach T, ktére nastgpnie infiltruja nerki oraz okolonaczyniowa
tkanke thuszczowa (pvAT)™. Stymulacja limfocytow T Ang II in vitro w obecno$ci
przeciwcial anty-CD3 nasila proliferacj¢ oraz zwigksza ekspresj¢ markerow wczesnej
(CD69) i poznej aktywaciji (CD25) jak rowniez receptora CCR5™.

Badania ostatnich lat dostarczajg szeregu dowodow na rolg limfocytow T
w zmianach patologicznych naczyn krwionosnych takich jak: hipertrofia, zwldknienie
$ciany naczyn krwiono$nych oraz dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego
spowodowanego zaburzeniem wydzielania NO Iub/i zwigkszonym stresem
oksydacyjnym w naczyniach krwionosnych. Uposledzony rozkurcz naczyn
krwiono$nych w odpowiedzi na acetylocholing obserwowany jest w wielu zwierzecych
modelach NT****"*%  Myszy pozbawione limfocytow T chronione sg przed
uposledzeniem funkcji $rodbtonka naczyniowego, stresem oksydacyjnym oraz
zwloknieniem naczyn krwionoénych w NT zaleznym od soli DOCA lub Ang II*7*,
Natomiast myszy Lnk-/-, charakteryzujace si¢ zwickszong aktywacja limfocytéw T,
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wykazujg zwiekszone upo$ledzenie rozkurczu naczyn krwiono$nych oraz nasilong
produkcje anionorodnika ponadtlenkowego w poréwnaniu z myszami WT po infuzji
Ang I1*, Wykazano rowniez role limfocytow T w NT indukowanym stresem. Chroniczny
stres podwyzsza cis$nienie t¢tnicze krwi oraz skutkuje zwigkszong aktywacja krazacych
limfocytow T u myszy. Myszy RAG-1-/- chronione sa przed wzrostem ci$nienia
tetniczego krwi wywotanego stresem, a transfer limfocytow T znosi ten efekt®.

Szczegdlnym rodzajem NT jest tzw. stan przedrzucawkowy (ang. preeclampsia)
wystepujacy u kobiet w cigzy. Rola limfocytow T w tym patologicznym stanie jest dobrze
udokumentowana®®. Transfer limfocytow T od ciezarnych szczuréw z NT podnosi
ci$nienie t¢tnicze krwi szczurom normotensyjnym. Natomiast zastosowanie losartanu,

antagonisty receptora AT), chroni te zwierzeta przed indukcja NT®.

Druga grup¢ limfocytow stanowiag limfocyty B, ktore odgrywaja kluczowa role
w odpowiedzi typu humoralnego poprzez rozpoznawanie 1 przetwarzanie
antygenéw oraz produkcje przeciwciat™.
Jak wykazaly badania z wykorzystaniem myszy RAG-1-/-, limfocyty B nie byly
kluczowe do indukcji NT zaleznego od Ang II'*. Jednak do zainicjowania aktywacji
limfocytow B konieczny jest udzial pomocniczych limfocytow T, ktéorych myszy
RAG-1-/- nie posiadaja. Ang Il zwigksza liczb¢ zaktywowanych limfocytéw B w osoczu
oraz organach limfatycznych®. Pierwotne oraz cigzowe NT powiazane jest
ze zwickszona iloscia przeciwcial IgG, IgA oraz IgM w serum pacjentow"’

886 7 NT. Podawanie przeciwcial AT;-AA, wyizolowanych od ludzi,

oraz zwierzat
powoduje wzrost ci$nienia tetniczego u myszy® . Genetyczne (BAFF-R-/-) lub
farmakologiczne (anty-CD20) usuniecie limfocytéw B skutkuje spadkiem ci$nienia
tetniczego krwi okoto 15mmHg w poréwnaniu z myszami posiadajacymi funkcjonalne
limfocyty B w NT zaleznym od Ang II. Natomiast, repopulacja limfocytéw B przywraca
ciénienie tetnicze krwi do poziomu obserwowanego u myszy C57BL6Y.
Transfer pomocniczych limfocytow T pochodzacych od zwierzecia z nadci$nieniem
cigzowym do zwierzgcia normotensyjnego skutkuje wzrostem cis$nienia tetniczego krwi

oraz produkcjg przeciwcial AT -AA przez limfocyty B, natomiast blokada receptora AT,

znosi ten efekt™.
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1.3.1.1. Rola subpopulacji limfocytow T w patogenezie nadcisnienia

tetniczego

Podstawa klasyfikacji limfocytow T jest wystgpowanie na ich powierzchni
receptorow  TCR, antygenow ~ MHC oraz  receptoréw  rdéznicowania
CD (ang. cluster differentiation). Na tej podstawie wyodrgbniono limfocyty pomocnicze
(CD4+) rozpoznajace MHC klasy II oraz cytotoksyczne (CD8+) rozpoznajace
MHC klasy 1. W zaleznosci od budowy receptora TCR wyrdznia si¢ limfocyty
Tap oraz Tyd. Natomiast ze wzgledu na wydzielane przez nie substancje i petnione
funkcje wsréd limfocytéw T wyodrgbniono: limfocyty cytotoksyczne (T¢),

limfocyty pomocnicze (Tx) oraz limfocyty regulatorowe (Tre) (Ryc. 2)*%.

Komérka
dendrytyczna

80/86 — CD28 % | Dziewiczy
0 limfocyty T

3
. #@ % et el
@ = e @@
il i g IL-21 R 4 o I\FN
s @ @ pe';g;;’ny IL-4 117
IL-13 IL-10

IL-17 TGF-B8 granzymy

IL-22 IL-10 IL-13

Ryc. 2. Klasyfikacja subpopulacji limfocytow T.

Limfocyty cytotoksyczne charakteryzuja si¢ wystepowaniem receptoréw CD3
oraz CDS8. Wydzielajac perforyny, granzymy oraz IFN-y wykazuja zdolno$é
cytotoksycznosci i zabijania patogendw® . Myszy pozbawione limfocytow CD8+
(CD8-/-)” lub charakteryzujace sie uposledzeniem funkcji tej subpopulacji poprzez
usunigcie transkrypcyjnego regulatora 1d2 (ang. inhibitor of DNA binding 2) chronione
sa przed indukcja NT’'. Podobnie transfer limfocytow CD8+, a nie CD4+CD25-,
indukuje NT u myszy RAG-1-/- w odpowiedzi na Ang IT"".
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W ustroju wystepuje grupa limfocytow cytotoksycznych, ktérych receptory
antygenowe maja ograniczong rdéznorodnos$¢, brak specyficznej lokalizacji
oraz nie wykazuja ekspansji klonalnej w odpowiedzi na napotkany antygen.
Limfocyty tej klasy okreslane sa mianem limfocytéw odpowiedzi nieswoistej i naleza do
nich limfocyty Ty8 oraz NKT’*. Limfocyty Tyd stanowia heterogenna subpopulacje
limfocytow T. Wickszo$¢ jest podwojnie negatywna (CD4-CD8-)%. Limfocyty Tyd
uczestnicza w odpowiedzi przeciwzakaznej i odpowiedzi przeciwnowotworowe;.
Moga zabija¢ inne komorki, a takze uczestniczy¢ w regulacji odpowiedzi
immunologicznej przez wydzielanie cytokin (np. IFN-y, IL-17). Znaczna czg$¢
limfocytow Tyod przejawia zdolno$¢ do spontanicznej cytotoksycznos$ci, niepodlegajacej
restrykcji MHC”**. Ponadto limfocyty Ty8 wykazuja zdolno$é do prezentaciji antygenu,
podobnie jak komoérki dendrytyczne”. Brak limfocytow Ty chroni myszy przed
indukcja NT, dysfunkcja $rédblonka naczyniowego oraz przebudowa naczyn
krwionos$nych w modelu NT zaleznego od Ang IT°°.

Limfocyty NKT to subpopulacja limfocytow Ta, posiadajacych na swojej powierzchni
marker NK1.1, ktory jest typowy dla komorek NK. Wigkszos¢ limfocytow NKT jest
podwdjnie negatywna (CD4-CDS8-). Komorki te produkuja cytokiny przeciwzapalne
IL-4, IL-10 oraz IL-13, jak réwniez prozapalny IFN-y”>. Kirabo i wsp. wykazali,
ze limfocyty NKT nie odgrywaja roli w indukcji NT zaleznego od Ang IT°.

Wsrod  limfocytow T pomocniczych wyrdznia si¢ limfocyty naiwne TyO0,
ktore po zetknigciu z antygenem przeksztalcajg si¢ w limfocyty efektorowe Tyl, Ty2,
Tul7 oraz Try. Tul uczestnicza w odpowiedzi typu komérkowego wydzielajac IFN-y
oraz TNF-a. Limfocyty Tu2 produkujac IL-4, -5, -13 warunkuja odpowiedz typu
humoralnego. Limfocyty Tul7 charakteryzuja si¢ produkcja IL-17 oraz IL-22.
Natomiast w tkankach limfatycznych znajduja si¢ limfocyty Ten (T follicular helper)
wydzielajace IL-21, ktérych funkcja wiaze si¢ aktywacjg limfocytow B¥7%!%.
Efektorowe subpopulacje Tyl, Tu2, Tul7 oraz Ty2 odpowiadaja za aktywacje, podczas
gdy Tre hamuja odpowiedZ komorek uktadu odporno$ciowego™. Nadcisnienie tetnicze
promuje polaryzacje limfocytow T w kierunku Tyl natomiast zmniejsza polaryzacje
w kierunku limfocytow Ty2'"'. Genetyczne usuniecie genéw odpowiedzialnych za
produkcje cytokin przez limfocyty Tyl (IFN-y, TNF-a) chroni zwierzeta przed indukcja
NT oraz/lub koncowemu uszkodzeniu narzadéow spowodowanych dziataniem

Al’lg 11102,103
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Limfocyty Ty17 posiadaja receptory blonowe CD3 i CD4 oraz receptor jadrowy RORyt
(ang. retinoid-related orphan receptor), ktérego brak hamuje wytwarzanie IL-17°.
Limfocyty Tul7, réznicujacych si¢ z naiwnych limfocytow CD4+ pod wptywem IL-23
poprzedzonej dziataniem IL-6 oraz TGF-f1. Ponadto wazng rolg¢ w aktywacji tych

komorek odgrywa czynnik transkrypcyjny STAT3™-104-106

. Limfocyty Tul7 odgrywaja
nadrzedng role w odpornosci przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej. Wydzielajac
IL-17 aktywuja monocyty, komorki nabtonkowe 1 fibroblasty do wytwarzania chemokin
i cytokin prozapalnych (IL-1p, IL-6, TNF-a), ktére dziataja chemotaktycznie na komorki
uktadu odpornosciowego'”’. Zaobserwowano zwigkszona aktywacje oraz wzrost liczby

105,108
AV

limfocytéw Tyl7 w NT zaleznym od Ang II oraz soli DOC . Rowniez zwigkszone

109

spozycie soli (NaCl), ktore stanowi czynnik ryzyka NT ™, prowadzi do zwigkszenia ich

liczby u ludzi oraz zwierzat eksperymentalnych poprzez aktywacje szlaku p38/MAPK''°.
Regulatorowe limfocyty T (Tyeg) charakteryzuja si¢ wystgpowaniem ekspresji markerow
powierzchniowych CD4+CD25+ oraz wewnatrzkomoérkowego czynnika
transkrypcyjnego Foxp3'%. Stanowig one okoto 5-10% krazacych limfocytow CD4+.
W zalezno$ci od ich funkcji 1 miejsca pochodzenia dzieli si¢ je na naturalne (nTycg)
powstajace w grasicy oraz indukowalne (iTr,) powstajace z dziewiczych limfocytow T

89

na obwodzie ~. Komorki T, hamuja proliferacj¢ limfocytow efektorowych oraz

wydzielanie przez nie cytokin prozapalnych. Ich gléwna funkcja jest kontrolowanie
i hamowanie nadmiernej odpowiedzi immunologicznej®'"'. Schiffrin jako pierwszy
wskazal na protekcyjna role Tre u szczurdw z genetycznie uwarunkowanym NT.
Wykorzystujac szczury konsomiczne wykazal, ze transfer chromosomu 2 (zawierajacego
geny prozapalne) od szczura normotensyjnego (Brown Norway) do szczura
hipertensyjnego (Dalh salt-sansitive) redukuje ci$nienie tetnicze krwi zwigkszajac
poziom limfocytow T z ekspresja Foxp3''. Angiotensyna I wywiera bezposredni wplyw
na spadek limfocytéw regulatorowych. Hodowla T, z Ang II w warunkach in vitro
zwigksza apoptozg tych komorek. Natomiast zastosowanie antagonisty receptora AT

znosi ten efekt' '

. Rowniez w toku rozwoju eksperymentalnego NT zaleznego od Ang II
dochodzi do spadku poziomu Treg1 13 Zaobserwowano, ze wzrostowi cisnienia tetniczego
krwi o 43 mmHg, po infuzji Ang II, towarzyszyt 43% spadek komodrek Foxp3
w nerkach''*. Redukcje ekspresji Foxp3 zaobserwowano rowniez w szczurzym modelu
NT wyindukowanego sola DOCA'®”. Transfer Ty, do myszy z NT nie tylko obniza

114,115

ci$nienie tetnicze krwi ale rowniez redukuje sztywno$¢ naczyn krwiono$nych,
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zmniejsza produkcje anionorodnika ponadtlenkowego, a takze hamuje infiltracj¢ nerek

1 113,114
przez komorki zapalne ™ .

1.3.2. Rola komdrek dendrytycznych w patogenezie nadcisnienia tetniczego

Wyréznia si¢ dwa typy komoérek dendrytycznych (DC): klasyczne DC,
odpowiedzialne za prezentacj¢ antygenow limfocytom T oraz plazmocytoidalne DC,
bedace gtownym producentem interferonow typu I*. DC wydzielaja szereg interleukin
(IL-1, 6, 7, 8,9, 10, 12, 15, 18), chemokin (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5) oraz cytokin
(TGF-B, IFN-a. , IFN-y , TNF), ktore moga modulowa¢ funkcj¢ i chemotaksje komorek
uktadu odpornosciowego''®. Komoérki dendrytyczne przetwarzaja i prezentuja antygeny
naiwnym limfocytom T za posrednictwem czasteczek wspotstymulujacych CDS8O0
oraz CD86 (B7-1 oraz B7-2). Czasteczki te stanowig ligand dla CD28 i homologicznej

117

z nig CTLA-4 pojawiajacej si¢ po aktywacji limfocytow T '. Nadci$nienie tetnicze

zwigksza ekspresje ligandow B7 na powierzchni DC, co prowadzi do zwigkszonej

aktywacji limfocytow T''®

. Wykazano, ze DC uzyskane od myszy z NT promuja
proliferacja i polaryzacje limfocytow T w kierunku Tyl w warunkach in vitro® .
Zastosowanie przeciwciata anty-CTLA-4-Ig badz genetyczne usunigcie B7 zapobiega
aktywacji limfocytow T, a takze chroni zwierzgta eksperymentalne przed
wyksztatceniem NT zaleznego od soli-DOCA oraz Ang II. Rowniez podawanie
przeciwciala anty-CTLA-4-Ig zwierzetom z wyindukowanym NT powoduje istotny
spadek poziomu ci$nienia tetniczego krwi. Blokada interakcji B7-CD28 skutkuje
zmniejszonym naciekiem leukocytéw, w szczegdlnosci limfocytow T do tkanek
okotonaczyniowych w poréwnaniu do myszy kontrolnych''®.

Pod wptywem dzialania RFT, ktérych wzmozonag produkcje obserwuj¢ si¢ w NT,
moze dochodzi¢ do formowania tzw. neontygendéw, ktore nastgpnie prezentowane sg

23,97,119

przez DC limfocytom T . Rowniez, Ang Il zwigksza produkcj¢ anionorodnika

ponadtlenkowego przez DC in vivo oraz in vitro w sposob zalezny od NOX2”.
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1.3.3. Rola monocytow/makrofagow w patogenezie nadcisnienia tetniczego

Monocyty reprezentuja 3-8% leukocytow krwi obwodowej. Odgrywaja one
kluczowa role w odpornosci immunologicznej, stanach zapalnych oraz przebudowie
tkanek'*’. Monocyty charakteryzuja sie wysoka ,,plastyczno$cia” i po przedostaniu si¢ do
tkanek roznicujg sie w makrofagi'**'*' oraz DC'**.

Makrofagi zalicza si¢ do komorek fagocytujacych, ktére rezyduja w tkankach
limfatycznych i nielimfatycznych. Ich fundamentalna rolg jest utrzymanie homeostazy
w tkankach poprzez usuwanie fragmentow martwych komorek lub bakterii jak réwniez
aktywny udziat w regeneracji tkanek i procesach zapalnych™'>.

Wykazano, ze w toku rozwoju choréb ukladu sercowo-naczyniowego dochodzi do
zwigkszonej akumulacji monocytéw oraz makrofagow w krazeniu obwodowym oraz
narzadach takich jak aorta czy nerki. Ich rola zostala dobrze poznana w miazdzycy
i obecnie uznaje si¢ je za kluczowy element w kazdym stadium tej choroby'**'*.
Ostatnie lata badan wskazuja na role uktadu wrodzonego w patogenezie NT.
Nadcisnienie tetnicze zalezne od Ang II powoduje akumulacje monocytéow Ly6C™,
natomiast podanie liposomow zawierajacych klodronat, dziatajacy cytotoksycznie
na monocyty, prowadzi do spadku ci$nienia tetniczego krwi o okolo 20 mmHg
w poréwnaniu do myszy otrzymujacych liposomy kontrolne'*!. Podobne wyniki uzyskat
Wenzel i wsp. dokonujac ablacji monocytéow LysM+'*°. Usunigcie monocytow
z krwioobiegu, oprocz spadku cis$nienia tetniczego krwi, przeciwdziatato szkodliwym
dzialaniom Ang II na naczynia krwionosne takie jak; dysfunkcja $rodblonka

) . , Lo 121,126
naczyniowego, stres oksydacyjny oraz przebudowa naczyn krwiono$nych =7,

Ponowny transfer monocytow przywracat nadci$nieniowy fenotyp u myszy'*.
Makrofagi moga rezydowa¢ w wielu tkankach i narzadach uwalniajac szereg chemokin,

o, . s 124,125
czynnikow wzrostu, a takze by¢ zrodtem RFT

. Ponadto makrofagi, podobnie jak
DC, maja zdolno$¢ do prezentacji antygenu limfocytom T przez co moga
stymulowaé je do produkeji cytokin prozapalnych'?’. Wykazano, ze w toku rozwoju NT
dochodzi do zwigkszonej akumulacji makrofagbw w nerkach oraz tkankach
okotonaczyniowych. Myszy z deficytem naczyniowych makrofagéw spowodowanych
mutacja genu mCSF nie s3 zdolne do wyksztalcenia NT zaleznego od Ang II
oraz soli DOCA'®. Ze wzgledu na ich funkcje makrofagi dziela sic na subpopulacije
M1 oraz M2. Makrofagom M1 przypisuje si¢ funkcj¢ prozapalne, natomiast M2 mediuja

odpowiedz przeciwzapalng. Makrofagi M1 produkuja IL-12 oraz IL-23,
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ktore sg kluczowe dla polaryzacji limfocytow Tyl oraz Tyl7. Tymczasem, subpopulacja
M2 wykazuje produkcje IL-10 i uczestniczy w odpowiedzi typu Ty2'”.
W NT Moore i wsp. powigzali zwigkszong liczb¢ makrofagow M2 ze wzmozong

produkcja kolagenu oraz spadkiem elastyny w naczyniach krwionosnych myszy z NT'?'.

1.3.4. Rola komorek NK w patogenezie nadcisnienia tetniczego

Komorki NK pochodzg z wspolnej komorki progenitorowej limfocytow, a ich
glowng funkcja jest naturalna cytotoksyczno$¢ poprzez zabijanie komorek
nowotworowych badz zainfekowanych przez wirusy''.

U ludzi stanowig okolo 15% wszystkich leukocytéw i definiowane s3 na podstawie
ekspresji CD56 oraz braku receptora dla CD3"°. U myszy fenotypuje sie je na podstawie
unikalnego markera NKI1.1, podczas gdy szczurze komoérki NK posiadaja wysoka
ekspresje CD161 przy jednoczesnym braku markera CD3"*""*2. Poza limfocytami T,
uwaza si¢ je za gltowne zroédto IFN-y. Ponadto produkuja rowniez IL-1f3, TNF,
granzym B oraz perforyne'>''*.

Redukcja liczby komoérek NK opisana zostala u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca
oraz ostrym zespotem wiencowym'"'. Natomiast zwickszona ich liczbe zaobserwowano

130,134 . LS
7%, a ich usunigcie znaczaco redukowato

w blaszce miazdzycowej u ludzi i zwierzat
rozw6j miazdzycy w modelach eksperymentalnych'*’. Pomimo iz rola komoérek NK
w miazdzycy staje si¢ oczywista ich udzial w patogenezie NT nie jest do konca
wyjasniony. Zwiekszona liczbe komoérek NK w krwi obwodowej oraz tozysku opisano
u cigzarnych szczuréow SHRSP w poréwnaniu z cigzarnymi szczurami WKY ',
Zahamowanie prawidlowej funkcji komorek NK, przy uzyciu przeciwciala
monoklonalnego NK1.1 ostabia dysfunkcje $rodbtonka naczyniowego, spowodowang

infuzja Ang I1'*’, ktéra jest jedna z przyczyn powstawania NT.

1.3.5. Rola neutrofili patogenezie nadcisnienia tetniczego

Neutrofile stanowig okoto 90% krazacych granulocytoéw, a ich gtowna rolg jest
ochrona organizmu przeciwko zakazeniom bakteryjnym. Neutrofile stanowig Zrédlo
anionorodnika ponadtlenkowego (w trakcie wybuchu tlenowego), mogac wptywaé na

spadek biodostepnosci NO w naczyniach krwionosnych'"”.
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Morton 1 wsp. usuwajac krazace neutrofile u myszy (podajac przeciwciata RB6-8C5)
zauwazyl spadek cis$nienia tetniczego krwi o 16 mmHg w pordwnaniu do myszy
kontrolnych. Aorty myszy, ktorym podawano RB6-8C5 wykazaty zahamowanie skurczu
w odpowiedzi na fenylefryne w poréwnaniu do aort myszy kontrolnych'>.
Na potencjalng role¢ neutrofili w regulacji ci$nienia krwi moze stanowi¢ réwniez przyktad
dziedzicznej neutropeni u Jemenczykow, ktorej towarzyszy niewielki, aczkolwiek istotny

135

2-3 mmHg spadek cis$nienia skurczowego i rozkurczowego krwi *°. Z drugiej strony,

farmakologiczna neutropenia nie chroni zwierzat przed NT wywotanym Ang IT'*°.

1.3.6. Dowody kliniczne na udzial ukladu odpornosciowego w patogenezie

nadcisnienia tetniczego

Pomimo iz wyniki z badan eksperymentalnych wskazuja na kluczowa role
komorek uktadu odpornosciowego w patogenezie NT nadal niewiele wiadomo jakie
to ma dokladne przetozenie kliniczne. Niemniej jednak badania z wykorzystaniem
humanizowanych myszy, ktére posiadajg ludzki uklad odpornosciowy, wydaja sie
potwierdza¢ rol¢ komodrek uktadu odporno$ciowego w  patogenezie NT.
Humanizowane myszy pod wplywem dziatania Ang II wyksztalcaja NT oraz
wykazuja zwigkszong aktywacj¢ limfocytow T, ktore infiltrujg nerki oraz pvAT tych
zwierzat. Ponadto, podobnie jak u ludzi z NT, myszy te charakteryzowaty si¢ wzrostem
limfocytow T pamieci (CD3+CD45RO+) pod wplywem dziatania Ang 117
Zwigkszong liczbe leukocytow, a takze korelacje ich liczby z wysokos$cig skurczowego
ci$nienia tetniczego krwi wykazano w badaniach NHANES III (Third National Health
and  Nutration —Examination —Survey)"®. Pacjenci zarazeni wirusem HIV
charakteryzuja si¢ zmniejszong czgstotliwoscia wystgpienia wysokiego cis$nienia
tetniczego'>’. Podobnie przyjmowanie lekow wywierajacych dzialanie cytotoksyczne na
limfocyty i prowadzi do spadku ci$nienia tetniczego krwi u pacjentoéw z tagodnym NT>.
Podwyzszone ci$nienie t¢tnicze krwi towarzyszy pacjentom po infuzji zaktywowanych

limfocytow T'*

. W ostatnich latach u pacjentow z NT zidentyfikowano wzrost liczby
cytotoksycznych limfocytow T  CDS57+ nieposiadajacych markera CD28
(CD8+CD57+CD28™"), ktory jest niezbedny do pelnej aktywacji limfocytarne;j.
CD28null oraz CD57+ uwaza si¢ za markery starzenia si¢ limfocytow T.

Starzejace si¢ limfocyty wykazuja zwigkszong cytotoksycznos$¢ oraz produkceje cytokin
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prozapalnych'*'. Cytokiny takie jak; TNF, IFN-y, IL-6 oraz IL-17 wzrastaja u ludzi z NT
i niejednokrotnie stuza jako marker choréb sercowo-naczyniowych'>’!#*14,

Wprowadzenie nowoczesnych narzedzi diagnostycznych z dziedziny biologii
molekularnej przyczynilo si¢ do wyjasnienia genetycznych mechanizméw NT.
Wykryto liczne polimorfizmy gendéw kandydatow NT kodujacych np. angiotensynogen,
enzymy konwertujace angiotensyng, receptory dla angiotensyny czy tez receptory
adrenergiczne™. Badania GWAS (ang. genome-wide association studies) wykazaly
zwigzek pomigdzy NT a polimorfizmami genéw powigzanych z funkcjonowaniem
limfocytoéw T: HLA-DQBI1 kodujacego MHC klasy II, SH2B3 kodujacego LNK oraz
CD247 kodujacego lancuch zeta TCR'*'*°. Badania molekularne wskazaty rowniez na
powigzanie NT z polimorfizmami cytokin takich jak; TNF, IL-6 oraz IL-10,

ktore sa produkowane przez komorki uktadu odpornosciowego'™* ">,

1.4. Okolonaczyniowa tkanka ttuszczowa

Okotonaczyniowa tkanka ttluszczowa (pvAT) zlokalizowana jest na zewnatrz
przydanki i otacza wszystkie naczynia krwionosne, za wyjatkiem naczyn mozgowych'>.
U gryzoni pvAT otaczajacy aorte¢ piersiowa skomponowany jest gtownie z brunatnej
tkanki tluszczowej, tluszcz otaczajacy aortg brzuszng stanowi mieszaning bialej
1 brunatnej tkanki tluszczowej, natomiast naczynia krezkowe otoczone sg typowa bialg
tkanka thiszczowa'>*. Okolonaczyniowa tkanka thiszczowa u ludzi pod wzgledem
histologicznym bardziej przypomina biatg tkanke tluszczowa. Niemniej jednak
w porownaniu do typowej bialej tkanki thuszczowej wykazuje istotne réznice pod
wzgledem profilu ekspresji genow jak i biatek. Co wigcej, profil ten jest bardziej zblizony

do brunatnej tkanki thuszczowej'”.

Charakterystyczny kolor tkanki tluszczowej
uwarunkowany jest od liczby mitochondriow. Brunatnej tkance tluszczowej przypisuje
si¢ rolg termoregulacyja, natomiast biala uwaza si¢ za rezerwuar energetyczny.
Oba rodzaje tkanki tluszczowej znajduja si¢ pod kontrolg wspdtczulnego uktadu
nerwowego, przy czym tkanka brunatna jest tkanka bardziej unerwiona.

Roéznice w budowie histologicznej i profilu metabolicznym oraz pochodzenie z réznych

komorek prekusorowych powigzane jest ze zroznicowanymi wilasciwo$ciami
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immunologiczno-zapalnymi ~ bialej i  brunatnej  tkanki  tluszczowej'>>'*°.
Poréwnanie rodzajow tkanki thuszczowej zestawiono w tabeli nr 2.
Tabela 2. Zestawienie typow tkanki ttuszczowej.
WAT BAT PVAT Literatura
Lokalizacja Podskoérna, Okotonerkowa, Otacza naczynia 14
trzewna miedzytopatkowa, krwionosne
okolice karku
Morfologia Duze adipocyty Mate adipocyty Mate adipocyty 57,158
Krople tluszczu Pojedyncze, duze Wiele, mate Wiele, mate 133154157
Pochodzenie Pdgfr-o Myf5+ SM220+ 154,156
(prekursor)
Glowna funkcja Gromadzenie Produkcja ciepta Utrzymanie 153,156
energii homeostazy naczyn
krwionosnych,
produkcja ciepla
AKktywnos¢ + 4+ 159,160
metaboliczna
Mitochondria/UCP-1 +/+ (na granicy +++/+++ +H(+) 157
detekcji)
Geny specyficzne dla ERIINIMIBINIR ZIC1, LHXS, Podobny do BAT | "¢P7Ie!
tkanki HOXC8, TCF21, EVA1, PDK4,
TLE3, C/EBPqo, | EPSTI1, PRDMI6,
Rb, RIP140, CIDEA, ELOVL3,
APOLTC, SCL27A2,
DAPL1, NANT, COX7Al, CPTIB,
SNCG, STAP1, KNG2m ACOT11,
GRAP2, MEST DIO2, BMP7

Przez wiele lat tkanka tluszczowa otaczajaca naczynia krwiono$ne postrzegana

byta wylacznie jako rezerwuar energetyczny, przypisywano jej role izolatora cieplnego
badZz uwazano, ze pelni rol¢ wyltacznie podporowa dla naczyn krwiono$nych.
Obecnie w $wietle najnowszych badan postrzegana jest jako endokrynny organ

uwalniajacy do krazenia szereg substancji o charakterze regulujacym jak i zapalnym'’.
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1.4.1. Rola tkanki ttuszczowej w regulacji napiecia naczyn krwionosnych

Naczynie krwiono$ne pozbawione pvAT charakteryzuje si¢ wigkszym skurczem
w porownaniu do naczynia otoczonego pvAT w odpowiedzi na noradrenaling,

159

fenylefryne, serotonine oraz Ang II'™". Nadsacz (ang. conditioned media) uzyskany

19 Verlohren i wsp. wykazali

z pvAT wykazuje wlasciwosci naczynio-rozkurczowe
pozytywna korelacje pomiedzy iloscig pvAT a rozkurczem naczyn krwionosnych'®.
Przeciwskurczowa rola pvAT przypisywana jest miedzy innymi, Wwciaz
niezidentyfikowanemu, tluszczopochodnemu czynnikowi rozkurczowemu ADFR
(ang. adipocyte-derived relaxing factor). Funkcje ADRF moga petni¢ Ang 1-7, H,0,,
siarkowodér (H,S), kwas palmitynowy, prostacyklina oraz adiponektyna'®.
Substancje te dziataja hamujaco na skurcz naczyn krwionos$nych poprzez wydzielanie

NO przez komorki $rodblonka naczyniowego lub/i za posrednictwem kanatow

potasowych zlokalizowanych w VSMC'® (Ryc. 3). Wykazano rowniez ekspresje eNOS,

. . /oy . . 164,165
jak i zdolnos$¢ do wydzielania NO przez PVAT ** ™.
Wydzielanie: Otwarcie Zmniejszony Rozkurcz
PVAT ’ ADRF, Ang 1-7, H,0, H,S, kanatow hiperpolaryzacja ‘ naptyw ‘ naczynia
NO, Adiponektyna potasowych wapnia krwiono$nego

Ryc. 3. Schemat reprezentujqcy efekt okotonaczyniowej tkanki tuszczowej na miesniowke

gladkg naczyn krwionosnych.

1.4.2. Okolonaczyniowa tkanka ttuszczowa jako rezerwuar komdrek zapalnych

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa poza adipocytami, ktoére stanowia jej

wigkszos$¢, zawiera takze komorki $rédbtonka naczyniowego, VSMC, fibroblasty oraz

166

liczne komorki uktadu odpornosciowego . W toku rozwoju NT dochodzi do wzrostu

liczby komorek infiltrujacych pvAT (Ryc. 4). Ostatnie lata badan wskazuja na

4,16
T7, 7

zwigkszong infiltracj¢ pvAT przez limfocyty , monocyty/makrofagi’® oraz DC''®,

Myszy pozbawione limfocytow T lub monocytow/makrofagdw wykazuja zmniejszony

4,126,168 .
74,126, , hatomiast utrata

stan zapalnego w odpowiedzi na czynniki pro-nadcisnieniowe
genu /nk znaczaco nasila okotonaczyniowy stan zapalny oraz akumulacj¢ leukocytow
w pvAT’®. Withers i wsp. wykazali, ze naczynia krwionosne, z i bez pvAT, pochodzace
od myszy kontrolnych oraz pozbawionych makrofagéw (CD11b-DTR) charakteryzuja

si¢ takim samym skurczem w odpowiedzi na noradrenaling. Natomiast inkubacja tych
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naczyn z aldosteronem powoduje utrate przeciwskurczowej funkcji pvAT u myszy WT,
anie u CD11b-DTR'®. Hodowla DC, wyizolowanych z pvAT, z naiwnymi limfocytami
T in vitro promuje réznicowanie T w kierunku prozapalnym'®. Okotonaczyniowy stan
zapalny jest znaczaco uposledzony u myszy pozbawionych zdolnos$ci do syntezy cytokin
prozapalnych (np. IL-17-/- oraz IL-6-/-) po infuzji Ang IT'%®,

Okotonaczyniowy stan zapalny nasila neowaskularyzacj¢ (tworzenie si¢ nowych naczyn
krwiono$nych) naczyn odzywczych (vaso vasorum), co prowadzi do zwigkszonej
dystrybucji substancji wydzielanych przez adipocyty jak réwniez komorki rezydujace
w PVAT'™. Leukocyty za sprawa wydzielanych cytokin moga oddziatywa¢ lokalnie na

inne komorki lub znajdujace si¢ w poblizu cate narzady, natomiast przedostajac si¢ do

krwioobiegu dziata¢ ogdlnoustrojowo.

Stan fiziologiczny NadciSnienie tetnicze
— ~

- ~ _& et S @Y. o @)
PVAT| © ° A L ) @

- ol - y
o - S We o
&

Przydanka

, Media |5
Srodblonek naczyniowy [t

Swiatlo naczynia

. Adipocyt = Fibroblast =~ VSMC === Komoérka $rédblonka
‘ -« Limfocyt B @ Limfocyt T @ Monocyt 3 Komérka dendtytyczna
#® Makrofag & Reaktywne formy tlenu | Molekula adhezyjna

- «zzz  Cytokiny anty-zapalne/pro-zapalne s Chemokiny pro-zapalne

Ryc. 4. Graficzne porownanie okotonaczyniowej tkanki tuszczowej w  stanie

fizjologicznym oraz NT.

1.4.3. Rola okolonaczyniowej tkanki tluszczowej w  rozwoju dysfunkcji

srodblonka nacgyniowego i patogenezie nadcisnienia tetniczego

Jak wspomniano wczesniej pvAT w warunkach fizjologicznych wykazuje
wlasciwosci  regulujace  prawidlowy stan napigcia naczyn krwiono$nych.

Niemniej jednak w stanach patologicznych wykazuje wlasciwos$ci prozapalne i wydziela
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szereg substancji o charakterze naczynioskurczowym. Okolonaczyniowa tkanka
thuiszczowa posiada prawie wszystkie komponenty RAAS, za wyjatkiem reniny’,
jak rowniez wykazuje ekspresje angiotenysnogenu'>® co moze $wiadczyé o roli tej tkanki
w lokalnej produkcji Ang II, promujacej skurcz naczyn krwionosnych'”
Wykazano powigzanie zwigkszonej aktywacji RAAS w pvAT z chorobami ukladu
sercowo-naczyniowego' >, Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa posiada rowniez
wszystkie elementy molekularne wymagane do produkcji RFT, wliczajac w to oksydazy
NADPH, eNOS oraz liczne mitochondria'”’. Wykazano, Ze naczynie zawierajace pvAT
produkuje wigcej anionorodnika ponadtlenkowego, niz naczynie pozbawione tej
tkanki'”®. Zwickszona produkcja RFT w pvAT otaczajacych naczynia krezkowe
prowadzi do zwigkszonego skurczu naczyn krwiono$nych, a takze uposledzenia
rozkurczu w odpowiedzi na acetylocholing'’*. Redukcja przeciwskurczowego dziatania
pvAT w NT jest powigzana ze zmniejszong iloscig substancji o charakterze
rozkurczowym lub uposledzeniem dziatania kanatow potasowych'”. Ponadto w stanach
patologicznych pvAT moze produkowaé substancje promujgce skurcz naczyn
krwionosnych takich jak noradrenalina, prostaglandyna, prostacyklina czy
tomboksan'®!"®. Otytoé¢, bedaca jednym z czynnikow ryzyka chordb uktadu sercowo-
naczyniowego, powiazana jest ze zwigkszong iloscia pvAT oraz wystgpowaniem
dysfunkcji naczyfh oporowych'’’, spowodowanych zwigkszonym wydzielaniem
mediatoréw procesu zapalnego (TNF, IL-1, IL,6 IL-8, RANTES, MCP-1) przez pVAT24.
Pacjenci poddani chirurgicznemu zabiegowi bariatrycznemu wykazuja istotng poprawe
funkcji rozkurczowej naczyn krwionosnych oraz redukcje ci$nienia tg¢tniczego krwi
po 6 miesigcach od zabiegu. Utracie masy ciala towarzyszy redukcja okotonaczyniowego
stanu zapalnego oraz zwigkszenie poziomu NO i adiponektyny w pvAT'’®.
Podobnie otyle myszy wykazuja spadek L-argininiy, ale nie tetrahydrobiopteryny,
w pvAT co skutkuje redukcja biodostgpnosci NO, zwigkszong produkcja RFT oraz
szeregu mediatorow prozapalnych co prowadzi do uposledzenia rozkurczu naczyn

krwionosnych posiadajacych pvAT w badaniach ex vivo'®.
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1.4.4. Rola okolonaczyniowej tkanki tuszczowej procesach

patofizgjologicznych naczyn krwionosnych

Badania kliniczne wykazaly powigzanie pvAT z zwapnieniem aorty brzusznej
oraz naczyn wiencowych serca. Kobiety z SLE (ang. systemic lupus erythematous)
posiadajace wicksza depozycj¢ okolonaczyniowej tkanki thuszczowej zalegajacej na
odcinku aorty piersiowej charakteryzowaty si¢ wigkszym zwapnieniem naczyn
niz kobiety zdrowe'®. Sztywnienie naczyn krwionoénych powiazane jest
ze zwigkszong akumulacja kolagenu, cytokin prozapalnych oraz zwigkszong

7% oraz badania

produkcja RFT w pvAT. Badania Framingham Heart Study
eksperymentalne na myszach ob/ob'® wykazaly zwiazek pomiedzy sztywnieniem
naczyn krwionosnych a zwigkszona depozycja tkanki ttuszczowej otaczajacej naczynia
krwionosne.

Badania na modelach zwierzgcych wskazuja rowniez na role lokalnego stanu
zapalnego oraz nacieku leukocytow w pvAT w formowaniu t¢tniakdw aorty brzusznej
(AAA, ang. abdominal aortic aneurysm), stanu patofizjologicznego naczyn

krwiono$nych bedacego powiktaniem NT'®

. Podawanie Ang II, promuje rekrutacje
komorek zapalnych do przydanki oraz pvAT otaczajacej aorte zwigkszajac podatnose
na formacj¢ AAA'™. Kolejnym dowodem na udziat komérek uktadu odpornosciowego
w patogenezie AAA jest usunigcie TLR-4 lub MyD88 w leukocytach, ktora zmniejsza
liczbe AAA u poddanych dziataniu Ang IT'*'. Réwniez zmniejszenie ekspresji cytokinin
prozapalnych wydzielanych przez pvAT chroni myszy przed rozwojem tetniakow

aortylgz.

L5. Cytokiny, chemokiny i adipokiny w regulacji cisnienia tetniczego krwi i

Junkcjonowania naczyn krwionosnych

L.5.1. Cytokiny w patogenezie nadcisnienie tetniczego

Cytokiny stanowig grupe¢ biatek, syntetyzowanych i wydzielanych przez wiele
rodzajow komorek, ktorych funkcja jest przenoszenie sygnatéw pomigdzy limfocytami,
fagocytami oraz innymi komodrkami organizmu. Czasteczki te mogg dziala¢ autokrynnie

lub parakrynnie petnigc role mediatorow w procesach biologicznych. Cytokiny dziataja
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za posrednictwem interakcji ze swoistym receptorem na btonie komorkowej powodujac
aktywacje szlakow sygnatowych (aktywacja lub/i fosforylacja kinaz) prowadzacych
do produkcji aktywnych czynnikéw transkrypcyjnych indukujacych odpowiedz
na poziomie ekspresji genéw. W oparciu na funkcje cytokiny podzielono na: interleukiny,
interferony, czynniki martwicy nowotwordéw, chemokiny, czynniki wzrostowe oraz

czynniki stymulujace rozwéj kolonii''’.

1.5.1.1. Interleukina 17

Interleukina 17 (IL-17) produkowana jest gtéwnie przez limfocyty Tyl7, a takze

w mniejszym stopniu przez limfocyty Tc, Ty/5, niektére limfocyty B oraz komorki NK'™,

Rodzina IL-17 obejmuje grupe 6 ligandow (sklasyfikowanych od A do F)'™.
IL-17A oraz IL-17F wykazuja najwigksza homologie oraz dziatanie mediujace
odpowiedz prozapalna'®. IL-17A jest ligandem dla receptoréw IL17RA i IL17RC
zlokalizowanych na komorkach nabytego oraz wrodzonego uktadu odporno$ciowego,
a takze na innych niemieloidalnych komorkach takich jak: komorki $rddbtonka,

104

fibroblasty 1 migsnie gladkie Jej zwigkszona produkcja obserwowana jest

w schorzeniach uktadu sercowo-naczyniowego takich jak NT, stan przedrzucawkowy,

108,184-186 . .
’ . IL-17A wzrasta w osoczu pacjentow

miazdzyca i zawal mie$nia sercowego
z NT, a takze w osoczu, PBMC, $ledzionie, nerkach i sercu zwierzat z wyksztalconym
NT'®. Podawanie rekombinowanej IL-17A myszom in vivo prowadzi do zwigkszenia

146

ci$nienia tetniczego krwi . Natomiast myszy IL-17-/- nie wyksztalcaja typowego NT

w odpowiedzi na Ang I1'%’

. Podobnie podawanie przeciwciala skierowanego przeciwko
IL-17 obniza ci$nienie tetnicze krwi u szczuréw z NT zaleznym od soli DOCA'®,
W badaniach in vivo oraz in vitro wykazano bezposredni wplyw IL-17A na funkcje
srédbtonka naczyniowego oraz zaburzenie stanu redox naczyn krwiono$nych. Myszy,
ktorym podawano rekombinowang IL-17A wyksztatcaja dysfunkcje $rodbtonka
naczyniowego'*°, z kolei myszy pozbawione genu kodujacego IL-17 chronione s przed
uszkodzeniem naczyn oraz stresem oksydacyjnym spowodowanym dziataniem Ang IT'".
Nguyen i wsp., wykazali bezposredni wptyw IL-17A na spadek produkcji NO
przez eNOS za sprawa fosforylacji Thr495'*, ktéra hamuje produkcje NO'™’.
Nadci$nieniu tetniczemu towarzyszy zwigkszona akumulacja/produkcja kolagenu

powodujac zmniejszenie elastycznos$ci naczyn krwiono$nych, co skutkuje wigkszym
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obcigzeniem serca oraz wplywa na wzrost skurczowego cisnienia krwi (efekt
Windkessela). Wykazano, ze blokada lub usunigcie IL-17A zapobiega nadmiernej
depozycji kolagenu chronigc przed powiktaniami NT takimi jak zwtdknienie naczyn
i hipertrofia serca®"'””. Ochronna funkcja usunigcia IL-17A u myszy z NT koreluje
ze zmniejszonym okotonaczyniowym stenem zapalnym. Myszy te charakteryzujg si¢
zmniejszong akumulacja leukocytow oraz limfocytow T w pvAT w poréwnaniu do

normotensyjnych myszy WT'®".

1.5.1.2. Interferon gamma

Interferon gama (IFN-y) produkowany jest przez pobudzone limfocyty T
1 komorki NK, a takze nabtonki i fibroblasty. Dziala jako pozytywny sygnat sprz¢zenia
zwrotnego w szeregu reakcji immunologicznych''’. IFN-y odgrywa kluczowa role
zarowno w aktywacji monocytow i makrofagdéw, jak i w polaryzacji tych komoérek
w kierunku fenotypu zapalnego''.
Wykazano, ze IFN-y moze wptywaé na aktywacj¢ ukladu RAAS poprzez zwigkszenie
produkcji angiotensynogenu w nerkach'®® oraz regulowaé¢ wchlanianie zwrotne
sodu przez transportery NHE3'”. Oba wspomniane procesy odgrywaja wazna role
w rozwoju NT**,
Eksperymentalne NT powigzane jest ze zwigkszong produkcja IFN-y przez zaktywowane
limfocyty T’® oraz komorki NK'*. Infuzja Ang II myszom pozbawionych genu
odpowiedzialnego za produkcje IFN-y skutkuje wyksztatceniem nizszego o 20 mmHg
ci$nienia tetniczego krwi w poréwnaniu z myszami WT'®. Z drugiej jednak strony
genetyczne usunigcie receptora IFN-y nie wplywa na zmiang cis$nienia te¢tniczego krwi
w analogicznych eksperymentach'™. Saleh i wsp. wykorzystujac myszy LNK-/-
zaobserwowal zwigkszona produkcje IFN-y przez limfocyty CD8 w NT
zaleznym Ang II. Zwigkszona produkcja IFN-y powigzana byta z pogorszeniem funkcji
$rédbtonka naczyniowego oraz zwigkszonym stresem oksydacyjnym w naczyniach

krwionosnych’®"*".
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1.5.1.3. TNF

Czynnik martwicy nowotworu alfa (TNF) produkowany jest przez wiele typow
komorek takich jak limfocyty T, makrofagi, komoérki sroédbtonka, fibroblasty, neurony,
a takze adipocyty'’'. Dziata poprzez receptory TNFR1 oraz TNFR2 odgrywajac
wazng role w procesach prozapalnych. W badaniach in vivo, a takze in vitro wykazano,
ze TNF zwicksza ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych na komoérkach $rodbtonka oraz
VSMC'™?. Ponadto indukuje produkcje szeregu chemokin o charakterze prozapalnym
takich jak: CCL5, CCL7, CCL8, CXCL9'’. TNF poprzez aktywacje
transkrypcji NF-kB wzmaga dziatanie genow zaangazowanych w procesach zapalnych.
Stymulujac oksydaze NADPH (NOX1, NOX2 i NOX4) zwigksza poziom anionorodnika
ponadtlenkowego przyczyniajac si¢ do wyksztalcenia dysfunkcji  $rodbtonka
naczyniowego. Stymulacja komoérek $rodbtonka za posrednictwem TNF in vitro
powoduje spadek ekspresji eNOS, poprzez destabilizacje jego mRNA'™.
Ponadto dzialajac tacznie z IL-17 indukuje ekspresje innych cytokin prozapalnych'®>.
Angiotensyna II wywiera bezposredni na produkcje¢ TNF przez komorki uktadu
odporno$ciowego oraz adipocyty'”. Pacjenci przyjmujacy inhibitory AT, charakteryzuja

si¢ nizszym poziomem tej cytokiny w krwioobiegu'*

. W toku rozwoju NT zaleznego od
Ang II dochodzi do zwigkszonej produkcji TNF przez limfocyty T'*. Myszy pozbawione
genu kodujacego TNF nie wyksztalcajg NT, natomiast podanie tym myszom
rekombinowanego TNF przywraca nadci$nieniowa odpowiedz na Ang II'°.
Badania z wykorzystaniem entareceptu, antagonisty TNF wykazaly redukcj¢ ci$nienia
tetniczego krwi oraz stresu oksydacyjnego w modelach NT zaleznego od Ang II'*.
Ponadto zastosowanie entareceptu poprawia funkcje srodblonka naczyniowego 1 obniza

ci$nienie tetnicze krwi u ciezarnych szczuréw z NT'2.

1.5.1.4. Interleukina 6

Interleukina 6 (IL-6) produkowana jest w szczegolnosci przez monocyty,
makrofagi 1 limfocyty T, a takze okolonaczyniowe adipocyty, fibroblasty oraz
VSMC'!® 1L-6 wplywa stymulujaco na proliferacje limfocytow T, jak rowniez bierze

udziat w powstawaniu limfocytow Ty17'%, a jej produkcja jest nasilana pod wptywem

34



dziatania IL-17'*. Wysoki poziom IL-6 koreluje ze zwigkszonym ci$nieniem tetniczym
krwi u ludzi'®®. Stosowanie antagonistow receptora AT, redukuje jej poziom w surowicy

145

u pacjentow z NT . Wzrost IL-6 obserwowany jest takze w wielu modelach

- 186,197,198
zwierzecych NT'*¢17

. Angiotensyna II stymuluje produkcj¢ IL-6 przez VSMC
prowadzac do zwigkszonej produkcji cytokin, chemokin i czasteczek adhezyjnych'®”.
II-6  indukuje  ekspresj¢ = czynnika  wzrostu  $rodblonka  naczyniowego
(VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), ktory stymuluje do wzrostu i migracji
VSMC*™. Natomiast zwickszajac ekspresje receptorow AT, w naczyniach krwiononych
nasila dzialanie Ang II na zwigkszony stan napigcia naczyn krwiono$nych oraz
okolonaczyniowy stan zapalny™'. Myszy pozbawione genu kodujacego IL-6 chronione
sa przed rozwojem NT wywolanego dziataniem Ang II'*** lub indukowanym
144

stresem

krwionosnych™".

. IL-6, w eksperymentach ex vivo, wywotuje uposledzenie rozkurczu naczyn

1.5.1.5. Interleukina 10

Interleukina 10 (IL-10) produkowana jest gtownie przez pobudzone limfocyty
T2, a takze limfocyty B, makrofagi i keratynocyty®. Hamuje produkcje cytokin
wydzielanych przez limfocyty Tyl (IFN-y, IL-2) oraz monocyty i makrofagi (IL-1, IL6,
IL-8, IL-12, TNF), a takze reaktywnych zwiazkow tlenowych i tlenku azotu.
Ponadto hamuje ekspresje czasteczek MHC klasy II na monocytach, zmniejszajac
zdoIno$¢ tych komorek do prezentacji antygenow™'!.
Redukcja IL-10 powigzana jest ze zwigkszong aktywacja makrofagéw oraz
zwigkszeniem ekspresji ICAM-1 i VCAM-1 na ich powierzchni'”. Eskalacja tych
markeréw obserwowana jest w NT i1 powoduje zwigkszong migracje leukocytow
do tkanek otaczajacych naczynia krwionosne. Naczynia krwiono$ne pochodzace od
myszy pozbawionych genu dla IL-10 inkubowane z Ang Il wykazywaty 50% pogorszenie
rozkurczu w poréwnaniu z naczyniami krwionoénymi od myszy WT>*. Usunigcie genu
dla IL-10 skutkuje dodatkowo zwigkszeniem produkcji TNF oraz IL-6°""2%.
II-10 wydzielana przez limfocyty T, redukuje stres oksydacyjny zalezny oksydazy
NADPH, jak rowniez zwigksza aktywno$¢/fosforylacje eNOS polepszajac funkcje

srodblonka w naczyniach oporowych®”. Transfer limfocytow Tre lub podawanie

rekombinowanej IL-10 myszom z wyindukowanym NT redukuje ci$nienie te¢tnicze krwi
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oraz poprawia funkcj¢ Srodblonka naczyniowego. Wspomniany efekt nie jest
obserwowany po transferze T, pochodzacych od myszy pozbawionych genu kodujacego

IL-10%%,

1.5.1.6. Interleukina 33

Interleukina 33  (IL-33) peini funkcj¢ tradycyjnej cytokiny oraz
wewnatrzkomorkowego czynnika jadrowego. IL-33 wigzac si¢ z receptorem ST2 bierze
udziat w aktywacji komorek uktadu odpornosciowego. Kompleks IL-33-ST2 odpowiada
za indukcj¢ odpowiedzi immunologicznej typu Ty2, niemniej jednak badania dostarczaja
dowodéw na udziat tej cytokiny w odpowiedzi typu Tyl*%. Plejotropowe dzialanie
IL-33 zalezy od typu komorek oraz charakteru cytokin w jakim komorka si¢ znajduje.
Stymuluje ona limfocyty T do produkcji IL-4, IL-5, IL-13, wzmaga polaryzacj¢
aktywowanych makrofagow M2, dojrzewanie DC oraz produkcje IFN-y przez limfocyty
CD8+ (T¢) w sposob zalezny od receptora TCR oraz ST2*°*"7. Zidentyfikowano rowniez
wydzielniczg posta¢ rozpuszczalng receptora ST2 (sST2), ktory wychwytuje IL-33,
hamujac jej aktywno$¢ biologiczng. Ekspresja sST2 indukowana jest przez cytokiny
prozapalne. Przy braku czynnikdéw stymulujacych o charakterze zapalnym IL-33 podlega
ekspresji wylacznie w jadrze komorkowym, gdzie pelni role¢ regulatora ekspresji
gendw"®.

Ekspresje IL-33 oraz jej receptoréw wykazano w mysich aortach oraz ludzkich
pierwotnych  liniach komérek  §rodblonka naczyniowego oraz  VSMC™.
Rowniez komorki uktadu odporno$ciowego, takie jak makrofagi i DC wydzielajg IL-33,
po stymulacji cytokinami o charakterze prozapalnym®”’. Stymulacja komérek rodblonka
naczyniowego IL-33 indukuje wzrost czasteczek adhezyjnych na powierzchni komoérek
$rédbtonka, co prowadzi do zwigkszonej adhezji leukocytdow do S$ciany naczyn
krwiono$nych oraz produkcji MCP-1, ktéra nasila chemotaksje komorek uktadu
odpornosciowego”'*. Stymulowane komoérki $rodblonka naczyniowego wydzielaja sST2,
ktora bierze udziat w procesie przebudowy i1 widknienia naczyn krwiono$nych.
Inkubacja VSMC z sST2 zwigksza ekspresj¢ mRNA oraz biatka kolagenu typu 1,
fibronektyny oraz innych prozwtoknieniowych czynnikow takich jak TGF-f oraz CTGF

(ang., connective tissue growth factor)™'".
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Wykazano ekspresj¢ 1L-33 w tkance tluszczowej. Hipoksja oraz stymulacja
adipocytow TNF-o. prowadzi do zwickszonej ekspresji mRNA tej cytokiny®'*.
Stymulacja mysich adipocytow IL-33 indukuje wydzielanie IL-5, IL-13, IL-10 *'* oraz
naptyw limfocytow T2 W ostatnich latach zidentyfikowano
szczeg6lng populacje komodrek rezydujacych w tkance tluszczowej posiadajacych
receptory ST2 (FLAC, ang, fat-associated lymphoid cluster). Komoérki FLAC,
stymulowane IL-33, produkuja cytokiny typu Tn2, a ich rola ciaggle nie zostata

s 214
wyjasniona” .

1.5.2. Chemokiny

Chemokiny reprezentuja grup¢ biatek o matej masie czasteczkowej wahajace;j
si¢ od 7 do 12 kDa. W oparciu o pozycj¢ cysteiny podzielono je na 4 grupy: C, CC, CXC
oraz CX3C*". Produkowane sa przez wiele typow komorek, a ich aktywnos$¢ zwigzana
jest pobudzeniem specyficznego dla nich receptora btonowego. Receptory te odgrywaja
kluczowa rol¢ w rekrutacji komérek immunologicznych do Zrédet zapalnych, zgodnie
z gradientem st¢zen czynnikdw chemotaktycznych. Chemokiny odgrywaja bardzo wazna
role w wielu procesach zapalnych oraz odpowiedzi immunologicznej®'®,
jak rowniez w rozwoju dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego oraz szeregu chordb

: 21
ukladu sercowo-naczyniowego®' .

1.5.2.1. RANTES

RANTES (czynnik regulowany przez aktywacjg; ekspresje 1 wydzielanie przez
prawidlowe limfocyty T, ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted; CCL5, ang. chemokine (C-C motif) ligand 5) nalezy do grupy beta chemokin
C-C, w ktérych dwie pierwsze cysteiny sasiadujg ze soba. CCL5 wydzielana jest przez
limfocyty T, makrofagi, plytki krwi, komodrki $rodbtonka, migsniowke gltadka oraz

160218 “ RANTES jest chemoking o szerokim

okotonaczyniowa tkank¢ tluszczowa
znaczeniu klinicznym. Opisano jego role w chorobach takich jak: ADIS, chorobach
nowotworowych, astmie, chorobach autoimmunologicznych, cukrzycy oraz

klebuszkowym zapaleniu nerek’”. Ostatnie lata badan wskazuja na wazny udziat
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RANTES w chorobach uktadu serowo-naczyniowego. Wykazano korelacje poziomu
RANTES z wystgpowaniem ostrych zespotow wiencowych®’. Poziom RANTES
W 0soczu jest wyzszy u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca w poréwnaniu do
grupy kontrolnej**'.

RANTES odgrywa kluczowa role w rekrutacji leukocytéw do zrdédet zapalnych lub
miejsc  infekcji***** za posrednictwem receptorow CCRI1, CCR2 i CCR5*®
Zwigkszong ekspresje RANTES wykazano w blaszce miazdzycowej oraz w rezydujacych
w niej monocytach/makrofagach®®. Genetyczne pozbawienie ccrd u myszy ApoE-/-
redukuje powstawanie zmian miazdzycowych powodowanych dietg oraz na pdzniejszych
etapach choroby stabilizuje blaszke miazdzycowa, a takze redukuje infiltracj¢ komodrek
zapalnych typu Tyl 1 zwigksza ekspresje IL-10. W przeciwienstwie do usunigcia ccr3,
usuniecie genu kodujacego ccrl powodowato nasilenie formowania si¢ blaszki

miazdzycowej oraz zwigkszato rekrutacje limfocytow T>**

. Podobnie, usuniecie ccr),
anie ccrl, prowadzito do redukcji formowania neointimy po mechanicznym uszkodzeniu
naczyn krwionosnych (wire-injury) u myszy ApoE-/-**’. Réwniez zastosowanie
inhibitora [“AANA*'] -RANTES lub peptydowego antagonisty RANTES
(Met-RANTES) hamuje powstawanie oraz stabilizuje blaszk¢ miazdzycowa oraz
redukuje  rekrutacje  leukocytow w  kierunku  zmian  miazdzycowych®.
W eksperymentalnym modelu NT zaleznego od Ang II dochodzi do wzrostu mRNA dla
RANTES w okolonaczyniowej tkance tluszczowej’®.  Jednak pomimo dobrze
udokumentowanej roli RANTES w miazdzycy, jej rola w NT ciggle nie zostata jeszcze

dobrze poznana.

1.5.2.2. Chemokiny CXCL9, CXCL10 oraz CXCLI11

Chemokiny CXCL9 (MIG, monokine induced by IFN-y), CXCL10 (IP-10, IFN-
y-inducible protein of 10 kDa) oraz CXCLI11 (I-TAC, IFN inducible T-cell
a-chemoattractant) naleza do grupy chemokin prozapalnych indukowanych
za posrednictwem IFN-y. Ich wspolng cecha jest interakcja z receptorem CXCR3,
jak réwniez silne wilasciwosci chemotaktyczne wywierane na komorki ukladu
immunologicznego™’. Podwyzszony poziom CXCL9, CXCL10 oraz CXCLI1
obserwuje si¢ w serum pacjentdow z chorobami sercowo-naczyniowymi takich jak:

LA 230 . . .
NT'"122822% " choroba wieficowa™’. Ponadto zwickszona ich ekspresje zaobserwowano
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w ludzkiej blaszce miazdzycowej” "'

. MIG wykazuje odwrotng korelacje z liczba
dodatkowych naczyfi wiencowych w  chorobie niedokrwiennej  serca®’.
Natomiast badania immunohistologiczne wykazaty wzrost I-TAC w kanalikach
proksymalnych i dystalnych nerek u pacjentow z NT'*'. CXCL10 (IP-10) produkowana
jest przez limfocyty T, komodrki NK, monocyty, DC, a takze komorki $rodbtonka
naczyniowego oraz fibroblasty>. Aktywacja szlaku CXCL10/CXCR3 powoduje
nasilong chemotaksje, fagocytoze, degranulacj¢ komodrkowa oraz wybuch tlenowy
komorek ukladu odpornosciowego, jak rowniez migracje i proliferacj¢ komorek
srodblonka naczyniowego oraz VSMC™. Genetyczny lub farmakologiczny niedobor
receptora CXCR3 hamuje rozw6j] miazdzycy, redukuje migracj¢ limfocytow T

-/-**3> Dobrian i wsp.

oraz zwigksza poziom molekut przeciwzapalnych u myszy Apoe
wykazali spadek ekspresji CXCL10 w pvAT myszy STAT4-/-Apoe-/-, ktore chronione
byly przed wyksztalceniem miazdzycy oraz okotonaczyniowego stanu zapalnego™°.
Zwickszong ekspresje biatka CXCL9 oraz CXCLI10 obserwowano w badanich
immunohistochemicznych ludzkich tetniakow aorty, co powigzane byto ze zwigkszona
rekrutacja komoérek zapalnych CXCR3+*’. Do$wiadczenia eksperymentalne
przeprowadzone na myszach z genetycznym usunig¢ciem receptora CXCR3 wykazaty
jego ochronng rol¢ przed rozwojem tetniakow aorty piersiowej indukowanych chlorkiem
wapnia®®. Niemniej jednak podobnego efektu nie zaobserwowano w przypadku
formowania si¢ tetniakow aorty brzusznej”’. Wzrost CXCL10 zaobserwowano u ludzi
z otyloscia oraz myszy karmionych pasza wysokottuszczowa>*.

Rola MIG, IP-10 oraz I-TAC w pvAT myszy z NT zaleznym od Ang II

nie zostal jeszcze opisana.

1.5.2.3. MCP-1

MCP-1 (ang., monocyte chemo-attractant protein-1, CCL2) zalicza si¢ do
chemokin typu C-C, ktora jest produkowana konstytutywnie lub pod wplywem dziatania
RTF, cytokin oraz czynnikow wzrostu. Produkowana jest przez komorki ukladu
odporno$ciowego, a takze przez komorki naczyn krwiono$nych. Indukcja ekspresji
MCP-1 zachodzi pod wptywem czynnikéw hemodynamicznych oraz hormonéw takich
jak Ang II czy ET-1*"7. Wzrost chemokiny CCL2 obserwowany jest w chorobach uktadu

sercowo-naczyniowego zaré6wno w badaniach klinicznych jak 1 badaniach
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eksperymentalnych. Rola CCL2 w miazdzycy zostata bardzo dobrze poznana i obecnie

uznaj¢ si¢ ja za gtdéwnego mediatora w procesie rekrutacji makrofagow w przebiegu

215,241

aterogenezy . Podwyzszony poziom MCP-1 obserwowany jest u pacjentéw z NT

i dysfunkcja $rodblonka naczyniowego®’, a terapia hipotensyjna redukuje jego

|
poziom®"”.

Biologiczne dzialanie MCP-1 jest nastgpstwem pobudzania receptorow
btonowych CCR2. Receptory dla MCP-1 zlokalizowane sa na krazacych komorkach
uktadu odpornosciowego oraz VSMC**. Aktywacja CCR2, réwniez za posrednictwem
Ang II, stymuluje proliferacje VSMC*** oraz migracje leukocytéow w kierunku miejsc
zapalnych. Blokada interakcji CCL2-CCR2 wykazuje szereg wiasciwosci

245
h

przeciwzapalnych™, a takze powoduje redukcje¢ ci$nienia t¢tniczego krwi w badaniach

246
h

eksperymentalnych™. Podobnie, zastosowanie blokerow receptora AT, redukuje poziom

MCP-1?*". Badania immunohistologiczne dostarczyly dowodéw na wydzielanie tej

chemokiny przez pvAT>'®

Wykazano, ze komorki thuszczowe wyizolowane z pvAT
produkuja okoto 10-40 razy wigcej MCP-1 w poréwnaniu z komodrkami uzyskanymi
z tkanki tluszczowej wisceralnej'™. CCL2 wydzielane z pvAT bierze udziat

8

w formowaniu nointimy**, a takze przyczynia si¢ do zwickszonej rekrutacji

monocytow/makrofagdw w rdznych stanach patalogicznych naczyn krwionognych®*.

L.5.3. Adipokiny

Adipokiny stanowig grupe bialek wydzielanych niemal gtéwnie przez komorki
thuszczowe. Podobnie jak cytokiny moga dziata¢ lokalnie badz po przedostaniu si¢ do
krwioobiegu wywierad wplyw na regulacje fizjologiczna oraz
patofizjologiczng wszystkich ukrwionych narzadow. Adipokiny biora udziat w regulacji

. . . . . , 249
szeregu procesow zapalnych oraz funkcjonowaniu naczyh krwiono$nych™ .

1.5.3.1. Adiponektyna

Adiponektyna (Acrp30, AdipoQ, APN) jest biatkowym hormonem sktadajacym
si¢ z 247 aminokwasow. Stanowi okoto 0,01% bialek osocza u ludzi, a jej stgzenie spada
w wielu stanach patologicznych takich jak otylo$¢, udar oraz choroby sercowo

naczyniowe> . Pacjenci z pierwotnym NT charakteryzuja si¢ redukcja poziomu
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adiponektyny w osoczu w poréwnaniu z pacjentami normotensyjnymi. Niskie stezenie

251

adiponektyny stanowi niezalezny czynnik ryzyka NT*"'. Adiponektyna ma wtasciwosci

przeciwmiazdzycowe poprzez zmniejszanie zaleznej od TNF adhezji monocytow

do komorek s$rodbtonka naczyniowego, a takze zmniejszaniu aktywacji samego

252

$rédbtonka naczyniowego™*. Wykazano takze wplyw adiponektyny na funkcjonowanie

naczyn krwiono$nych. Gollasch i wsp. udokumentowat, ze adiponektyna redukuje skurcz

160,253

naczyn wywolanych serotoning Adiponektyna mediuje rozkurcz naczyn

krwionosnych poprzez aktywacje kanaléw potasowych®’ oraz zwickszong aktywacje

eNOS zalezng aktywacji szlaku AMPK*. Indukuje takze fosforylacje eNOS

1177

w miejscu Ser '’ oraz interakcj¢ z biatkiem HSP90 — wymaganego do maksymalnej

250
N

aktywacji eNO Ponadto, dziata antyapoptotycznie na komorki $rodblonka

250,254
C

naczyniowego oraz hamuje proliferacj¢ VSM . Poziom adiponektyny w osoczu

255
h

wykazuje odwrotng korelacje z IMT tetnic szyjnych™ . W otylo$ci biodostepnosé

adiponektyny koreluje z spadkiem naczyniorozkurczowego dziatania pvAT u ludzi*®.
Badania in vivo na zwierzg¢tach wykazaty protekcyjna rolg adiponektyny w progresji
okotonaczyniowego stanu zapalnego. Zwigkszenie poziomu tego hormonu skutkuje
spadkiem ekspresji ACE oraz markeréw dla makrofagow (CD68), a takze limfocytow
(CD4) w pvAT. Spadkowi temu towarzyszy rowniez redukcja ekspresji TNF oraz
MCP-1 w pvAT, jak rowniez G-CSF, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-17, IP-10,
MCP-1 i TNF w osoczu™.

1.5.3.2. Rezystyna

Rezestyna jest hormonem specyficznym dla tkanki tluszczowej wywierajacym
dziatanie naczynioskurczowe poprzez wplyw na komorki $rédbtonka naczyniowego.
Wptywa na wzrost ET-1, hamowanie aktywnosci eNOS oraz zwigkszanie ekspresji
czasteczek  adhezyjnych na  komoérkach  érodblonka  naczyniowego™ >,
Udokumentowano rowniez jej wptyw na proliferacj¢ VSMC w wyniku aktywacji Sciezki
ERK 1/2 oraz Akt™’. Rezestyna uczestniczy w wielu procesach zapalnych, a takze sama
indukowalna jest pod wplywem cytokin prozapalnych takich jak IL-1, IL-6

oraz TNF*,
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1.5.3.3. Chemeryna

Chemeryna jest biatkiem o wielkosci 14kDa wydzielanym przez komorki tkanki
tluszczowej 1 komorki ukladu odporno$ciowego.  Poziom chemeryny wzrasta
w chorobach o podiozu zapalnym, a jej poziom pozytywnie koreluje z TNF-a, IL-6 oraz
CRP?¥. Chemeryna stymuluje chemotaksje makrofagéw, komérek NK i DC*'*%%,
Chemeryna wywiera réwniez istotny wptyw na indukuj¢ proliferacji i apoptozg ludzkich
VSMC?®. Ponadto zwigksza produkcje RFT, fosforylacje Akt (Ser473) oraz ERK
w naczyniach krwiono$nych, co przeklada si¢ na zwigkszone cis$nienie t¢tnicze krwi
w eksperymentach in vivo’”. Udokumentowano jej bezposredni wplyw na mediacje***
oraz nasilenie skurczu naczyn krwionoénych w odpowiedzi na fenylefryne, ET-1>%
i noradrenaling®®. Ostatnie lata badan dostarczaja rozbieznych wynikéw dotyczacych roli
chemeryny na funkcjonowanie $rédbtonka naczyniowego. Inkubacja naczyn z chemeryna

hamuje produkcj¢ NO, a zwicksza generacje RFT>®

. Z drugiej strony badania
Zaho 1 Wanga wykazuja, ze stymulacja komorek $rédbtonka chemeryng prowadzi do
zwigkszenia produkcji NO, natomiast zastosowanie przeciwciata blokujacego receptor

dla chemeryny (ChemR23) znosi ten efekt**.

1.5.3.4. Bialko C-reaktywne

Biatko C-reaktywne (CRP, ang., C Reactive Protein) nalezy do biatek ostrej fazy.
Syntetyzowane jest glownie w watrobie i tkance thuszczowej, a jego ekspresja moze by¢
regulowana przez szereg cytokin prozapalnych®’. Poziom CRP jest skorelowany
ze zwickszonym ryzykiem chordb uktadu sercowo-naczyniowego, wlaczajac w to NT®,
Wykazano, ze niewielki poziom CRP (9ug/mL) jest wystarczajacy do zaburzenia
ci$nienia tetniczego krwi u zwierzat eksperymentalnych®”. Zaréwno dane kliniczne,
jak 1 badania eksperymentalne, wykazuja wplyw podwyzszonego stezenia CPR
na uposledzenie rozkurczu naczyn krwionosnych®**”'. CRP obniza ekspresj¢ mRNA
eNOS*”?, zmniejsza fosforylacje w miejscu Serl1177 a zwigksza fosforylacje w miejscu
Thr495, co skutkuje zmniejszona aktywnoscia eNOS i spadkiem biodostepnosci NO*™.
CRP zwigksza rowniez ekspresj¢ ICAM-1, VCAM-1 oraz E-selektyny na komorkach

srodblonka®”?, ktore odgrywaja wazng role w rekrutacji komorek zapalnych.
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Wykazano, ze CRP zwigksza produkcj¢ RFT zwigkszajac ekspresje podjednostki
oksydazy NAPDH p22°"*, a takze eskaluje ekspresje receptorow AT, na VSMC?.

1.6. Podsumowanie

Mechanizm powstawania NT wcigZz pozostaje niewyjasniony wskazuje si¢
na istotng role OUN, nerek, naczyn krwiono$nych oraz przewlektego stanu zapalnego
w patogenezie tego schorzenia. Ponadto leukocyty migrujac do miejsc zapalnych,
wlaczajac w to pvAT, aktywnie uczestnicza w modulowaniu stanu zalanego.
Wiele aktywnych biologicznie bialek wydzielanych jest rowniez przez pvAT (cytokiny,
chemokiny, adipokiny), ktéra znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie
naczyn krwionosnych. Dodatkowo, leukocyty, pvAT oraz naczynia krwionosne
produkuja RFT, ktére pelnig role mediatorow w wielu procesach komoérkowych.
Zaburzenie pomig¢dzy czynnikami prozapalnymi oraz przeciwzapalnymi w pvAT
prowadzi do upos$ledzenia funkcji  $rédbtonka  naczyniowego, co  jest

charakterystyczng cechg NT i innych chorob uktadu sercowo-naczyniowego (Ryc 5).

Adipokiny (leptyna, rezestyna, chemeryna CRP)

Adiponektyna Cytokiny (TNF, IFN-y, IL-6, IL-17)
ADRF Chemokiny (RANTES, MCP-1, CXCL9,10,11)
EDRF Akumulacja komérek zapalnych
Prostacyklina (ICAM1, VCAM1)

NO, H,S, H,0, RFT(oksydazy NADPH)
Cytokiny przeciwzapalne (IL-10)

Czynniki Czynniki
przeciwzapalne prozapalne

Prawidtowa funkcja srédbtonka naczyniowego
Uposledzona funkcja srédbtonka naczyniowego

Ryc. 5. Zestawienie czynnikow przeciwzapalnych oraz prozapalnych wplywajgcych na

funkcjonowanie srodbtonka naczyniowego.

Zgodnie z mozaikow3 teorig Page’a (Ryc. 1) NT jest chorobg wieloczynnikowa,
i w S$wietle najnowszych badan nalezy ja poszerzy¢ o role komodrek uktadu
odpornosciowego oraz okotonaczyniowego stanu zapalnego w rozwoju tej choroby.
Profesor Harrison z Uniwersytetu w Vanderbilt zbierajac dotychczasowe odkrycia
naukowe poszerzyl teorie Page’a o kontekst immunologiczno-zapalny (Ryc. 6).

W aspektach genetycznych wskazat na role licznych polimorfizméw cytokin
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prozapalnych (IL-6, TNF-a), ktore s3a przyczynowo-skutkowo zwigzane z NT.
Za czynnik $rodowiskowy mozna uznaé stres, zanieczyszczenia oraz diet¢ bogata
w sktadniki odzywcze, ktoére aktywuja komodrki ukladu odpornosciowego.
Hipertrofia i sztywnienie naczyn krwiono$nych sa mediowane stanem zapalnym oraz
cytokinami wydzielanymi przez leukocyty co wpisuj¢ si¢ w czynnik anatomiczny
1 adaptacyjny. Podloze pod czynnik zwigzany rolg uktadu nerwowego w patogenezie NT
stanowig prace faczace aktywacj¢ limfocytow T oraz okotonaczyniowego
1 ogblnoustrojowego stanu zapalnego modulowanego poprzez aktywacje centralnego
uktadu nerwowego. Wydzielanie Ang II, aldosteronu, leptyny i katecholamin wplywa na
funkcj¢ naczyn krwiono$nych i komorek uktadu odpornosciowego co doskonale
uzupehia czynnik humoralny oraz endokrynny. Natomiast zaburzenia hemodynamiki
naczyn krwiono$nych wptywa na produkcje chemokin oraz reguluje ekspresje czasteczek
adhezyjnych, zardwno na komorkach naczyn jak i leukocytach, promujac migracje

komoérek uktadu odpornosciowego do miejsc zapalnych takich jak np. pvAT’.

Polimorfizmy w genach
kodujgcych cytokiny
powigzane z NT
Substancje zanieczyszczajgce srodowisko aktywuja
komorki uktadu immunologicznego. Stres emocjonalny
indukuje NT. Nadmiar substancji odzywczych prowadzi
do wyksztatfcenia stanu zapalnego.

Oddziatywania hemodynamiczne takie
jak naprezenie naczyn krwionosnych
wywiera wptyw na adhezje i migracje

leukocytéw. Zaburzenia
hemodynamiczne mogg prowadzi¢ do
powstawania neoantygenow.

NT indukuje stan zapalny w
nerkach, moézgu, PVAT.

Oddziatywanie uktadu humoralnego
oraz endokrynnego na zaburzenie
wydzielania cytokin przez komérki

uktadu immunologicznego.

Stan zapalny moduluje odpowiedz
organizmu na NT takie jak hipertrofia
oraz sztywnienie naczyn krwionosnych

Stan zapalny podwzgérza mdozgowego
zwieksza aktywacje uktadu
wspofczulnego. Komorki uktadu
immunologicznego posiadajg receptory
adrenergiczne oraz cholinergiczne.
Uszkodzenie AV3V zapobiega aktywacji
limfocytéw T w NT.

Ryc. 6. Mozaikowa teoria Page'a z uwzglednieniem roli ukladu odpornosciowego

oraz stanu zaplanego w patogenezie nadcisnienia tetniczego.

Liczne prace wskazuja na istotng rolg uktadu odporno$ciowego w NT. Jednak
problem ten nie zostal jak dotad =zbadany w sposdb systematyczny.

Opisano role limfocytéw T efektorowych, produkujacych IL-17, IFN- y oraz TNF,
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limfocytow B, makrofagow 1 komoérek dendrytycznych w tym procesie,
jednak ich wzajemne interakcje i zmiany w toku rozwoju NT ciagle pozostaja niejasne.
Jako ze odnotowano, iz okotonaczyniowa tkanka thuszczowa odgrywa szczegdlng role
w patogenezie NT, konieczne jest obecnie scharakteryzowanie okotonaczyniowej tkanki
tluszczowej jako rezerwuaru komorek zapalnych i cytokin/chemokin, ktéore moga
modulowaé rozwdj NT. Szczegdlowe poznanie mechanizmu mediacji stanu zapalnego

moze zapoczatkowac nowe podejscie do terapii NT.

45



I1. CEL PRACY

Celem pracy bylo scharakteryzowanie okotonaczyniowej tkanki tluszczowej
w modelach do$wiadczalnych nadci$nienia tetniczego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
naciekajacych ja komorek uktadu odporno$ciowego oraz ekspresji gendw i biatek
mogacych odgrywac rol¢ w patogenezie nadcis$nienia t¢tniczego. Ponadto, celem byto
réwniez poznanie mechanizmu rekrutacji komorek uktadu odpornosciowego do

okotonaczyniowej tkanki tluszczowe;j.

Celami szczeg6towymi pracy byly:

1. Ocena zmian profilu cytokin i chemokin w okolonaczyniowej tkance thuszczowe;j

w nadcis$nieniu t¢tniczym zaleznym od Ang II;

2. Charakterystyka leukocytow naciekajacych okotonaczyniowq tkanke thuszczowa

w spontanicznym oraz zaleznym od Ang Il nadci$nieniu te¢tniczym,;

3. Ocena chemotaktycznych  wilasciwosci  limfocytow T w  kierunku
okotonaczyniowej tkanki thuszczowej oraz chemokiny RANTES w nadci$nieniu

zaleznym od Ang II;

4. Zbadanie roli chemokiny RANTES w regulacji okolonaczyniowego stanu
zapalnego, funkcji $rdédbtonka naczyniowego oraz cis$nienia tetniczego krwi

w nadcis$nieniu zaleznym od Ang II;

Czes¢ wynikow opisanych w niniejszej rozprawie opublikowano w FASEB J. 2016;30(5):1987-99.
Wszystkie doswiadczenia, ktorych wyniki zawarte sq w niniejszej rozprawie zostaly wykonane

osobiscie przez autora doktoratu
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I11. MATERIAL 1 METODY

1I1.1. Model badawczy

Wszystkie opisane w niniejszej pracy procedury z wykorzystaniem zwierzat
uzyskaly pozytywna opini¢ i akceptacj¢ lokalnej Komisji Etycznej (53/2012, 50/2013,
254/2015). Dodatkowo wykonawca posiadat indywidualng zgode oraz doswiadczenie

W pracy z wyzej wymienionymi modelami zwierzecymi.

111.1.1. Mysi model nadcisnienia tetniczego zaleinego od angiotensyny I1

W badaniach eksperymentalnych wykorzystywane byly osobniki meskie myszy
szczepu C57BL/6J (okreslane jako WT) (Charles River, USA) oraz myszy z usuni¢tym
genem kodujacym RANTES (RANTES-/-) powstatle na bazie myszy C57BL/6J
(Charles River, USA). Zwierzg¢ta przetrzymywane byly w zwierzetarni Katedry
Mikrobiologii Wydziatu Lekarskiego (Uniwersytet Jagiellonski) z nieograniczonym
dostepem do paszy i wody.

Nadcisnienie tgtnicze wywoltywane byto poprzez podskdérne wszycie minipomp
osmotycznych (Alzet) dozujacych Angiotensyne II-[Val-5] (Sigma-Aldrich) w ilosci
490ng/kg/min przez okres dwoch tygodni. Grupe kontrolng stanowily myszy
Z wszczepiong minipompa osmotyczng uwalniajaca bufor (0,15 M NaCl, 0,01 M
CH;COOH). W trakcie zabiegu zwierzgtom poddawano dootrzewnowo roztwor
ketaminy z ksylazyna w ilosci 100 mg/kg ketaminy oraz 10 mg/kg ksylazyny w objetosci
100 pl.

Mysi model nadci$nienia tg¢tniczego charakteryzuje si¢ wystegpowaniem
podwyzszonego ci$nienia tetniczego krwi siggajacego nawet 200 mmHg.
Powigzany jest rowniez z hipertrofig 1 zwldknieniem serca oraz naczyn krwiono$nych,
a takze aktywowaniem szlakéw zaangazowanych w wystepowanie stresu oksydacyjnego
w sercu oraz naczyniach krwiono$nych. Wykorzystany model jest szeroko opisany
w literaturze i najczesciej wykorzystywany do badan dotyczacych nadci$nienia

. 74,78,108,121,127,190
tetniczego u myszy .
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1I1.1.2. Model spontanicznego nadcisnienia tgtniczego u szczurow

W badaniu zostaly wykorzystane dwunastomiesi¢czne szczury spontanicznie
rozwijajace nadci$nienie tetnicze (SHR, Spontaneously hypertensive rats) oraz
dwunastomiesi¢czne normotensyjne szczury kontrolne (WKY, Wistar-Kyoto) zakupione
w Charles River Laboratories (Niemcy). Zwierzeta przetrzymywane byly w zwierzetarni
o wysokim standardzie sanitarno-higienicznym z nieograniczonym dostgpem do paszy
i wody (SPF, Specific Pathogen Free) na Wydziale Biochemii Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Szczury SHR sa najczesciej wykorzystywanym i najbardziej zblizonym modelem
do ludzkiego pierwotnego nadci$nienia tg¢tniczego. Szczury te charakteryzuja
si¢ wysokim skurczowym ci$nieniem tetniczym si¢gajacym lub przekraczajacym
200 mmHg, dysfunkcja $roédblonka naczyniowego oraz zwigkszonym stresem

oksydacyjnym w naczyniach kI'Wionos’nych274,275

. Zaleta wykorzystanego modelu jest
fakt, ze podobnie jak u ludzi wystepuja u nich trzy okresy rozwoju nadci$nienia
tetniczego; stan przed ci$nieniowy, faza rozwoju i trwalego nadcis$nienia t¢tniczego.
Ponadto, model ten pod wieloma wzgledami przypomina pierwotne NT u ludzi
1 jest uwazany za najbardziej zblizony model eksperymentalny. Jako kontrole uzyto
szczury WKY (Wistar-Kyoto) z ktérych, poprzez chéw wsobny zostat wyprowadzony

szczep SHR™®.

111.2. Pomiary cisnienia tetniczego krwi

Ci$nienie krwi mierzone byto metoda nieinwazyjng poprzez zatozenie mankietu
na ogon zwierzecia (fail cuff) przy uzyciu aparatury pomiarowej BP2000 (Visitech
Systems Inc.) (Ryc. 7). Pomiarow dokonywano codziennie o tej samej porze przez okres
dwoch tygodni poprzedzajacy zabieg wszycia minipomp osmotycznych u myszy,
co pozwolito na adaptacje zwierzat do warunkdéw pomiaru. Po wszyciu minipomp
osmotycznych pomiary byly kontynuowane byly przez kolejne dwa tygodnie.
U szczurow pomiar wygladal w analogiczny sposob, z pominigciem etapu wszycia

minipomp osmotycznych.
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Ryc. 7. A- aparatura pomiarowa, B- przykladowy zapis z pomiaru cisnienia tetniczego

krwi u myszy

111.3. Eutanazja i pobieranie tkanek/narzqdow

Zwierzeta po wezesniejszym podaniu dootrzewnowo antykoagulantu (heparyna
200 U) poddane zostaly eutanazji (inhalacja CO,, stg¢zenie w komorze >70%).
W kolejnym kroku pobrana zostata krew z prawej komory serca zwierzat, a nastgpnie
wykonana zostata perfuzja zimnym PBS-em (Phosphate-Buffered Saline) poprzez
wktucie do lewej komory serca. Celem perfuzji byto pozbycie si¢ krwi z tkanek
1 narzadow. Ostatnim krokiem bylo pobranie tkanek thuszczowych oraz narzadow
niezbednych do przeprowadzenia eksperymentow. Tkanki przez caly okres izolacji

przebywaty na lodzie (4°C).

111.4. Izolacja komorek

111.4.1. Izolacja PBMC

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) otrzymywano z pelnej krwi
obwodowej metoda wirowania (30 minut, 400G, 20°C) w gradiencie gestosci
z wykorzystaniem medium do rozdziatu leukocytow LSM (Leukocyte Separation
Medium; PAA Laboratories). Liczb¢ komorek zliczano pod mikroskopem §wietlnym
przy uzyciu komor Fuchs-Rosenthala oraz plynu Tiirka (100 ml 3% kwas octowy

zawierajacy 1 ml 1% fioletu goryczki) barwigcego jadra krwinek biatych.
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111.4.2. Izolacja frakcji naczyniowo-stromalnej tkanek

Pobrane tkanki (pvAT i vAT) poddane zostaty trawieniu enzymatycznemu przy
uzyciu kolagenazy 1s (450 U/ml), kolagenazy XI (125 U/ml) oraz hialuronidazy
(60 U/ml) (Sigma-Aldrich). Proces trawienia przeprowadzano w PBS Ca" Mg" (Lonza)
zawierajacym 20uM HEPES (Sigma-Aldrich) przez 20 min w 37°C w inkubatorze
komoérkowym. Strawione tkanki przetarto przez 70um sitko (Falcon, BD Bioscience)
celem uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek frakcji naczyniowo-stromalnej VSF
(vascular stromal fraction cells). Nastgpnie komorki zostaly przeplukane PBS-em
zawierajacym 1% FBS. Liczbe komorek zliczano pod mikroskopem $wietlnym przy
uzyciu komor Fuchs-Rosenthala oraz ptynu Tiirka (100 ml 3% kwas octowy zawierajacy

1 ml 1% fioletu goryczki) barwigcego jadra krwinek biatych.

111.4.3. Izolacja subpopulacji limfocytow T

Limfocyty T (CD3+), pochodzace z PBMC oraz wytrawione z badanych tkanek
thuszczowych, pozyskiwane byly na drodze negatywnej selekcji magnetycznej poprzez
usuniecie komoérek CD11b, CDIl1lc, CD19, CD45R(B220), CD59b(DXS5), CD105,
MHC-klasy II oraz Ter-119 sprz¢zonych z magnetycznymi kuleczkami (Pan T Cell
Isolation Kit II, Miltenyi Biotec) przy uzyciu kolumn (MACS® Separation Columns)
oraz magnetycznego separatora Vario MASC® (Miltenyi Biotec). Uzyskane powyzsza
metoda komoérki wykorzystane w eksperymentach chemotaksji miaty $rednig czystos¢
94.4+1.8% (Ryc. 8).

A B

Count
Count

CcD3 CD3

Ryc. 8. Liczba komorek CD3+ przed (A) i po (B) sortowaniu na drodze negatywnej

selekcji magnetycznej.
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1I1.5. Chemotaksja limfocytow T

Migracja limfocytow w kierunku okreslonego chemoatraktantu zbadana zostata

w komorach Boydena (Ryc. 9) na plytkach Transwell z rozmiarem poréw Spm (Costar).

Limfocyty
&% P e *
- & a"
TR YLLN
*

a 3

chemoatraktant

Ryc. 9. Komora Boydena.

W eksperymentach wykorzystywano jednojadrzaste komorki krwi (PBMC) oraz
limfocyty T z tkanek tluszczowych pozyskane na drodze negatywnej selekcji
magnetyczne;.

Limfocyty zawieszone w medium RPMI 1640 (Gibco®) z dodatkiem
10% surowicy bydlecej (Gibco®), w ilosci 2x10°, umieszczano w goérnym insercie
komory Boydena w obj¢tosci 100 pl. W dolnej komorze znajdowato si¢ 600 pl medium
zawierajagcego rekombinowane biatko RANTES (10 ng) (R&D Systems) lub 600 pl
rozcienczonego 50x supernatatu pochodzacego z hodowli tluszczu. Plytka byta nastepnie
inkubowana przez 2 godziny w inkubatorze komorkowym (37°C, 5% CO,), po czasie
inkubacji delikatnie usuwano gorne inserty, a nastgpnie zbierano komorki z dolnej
komory i znakowano przeciwcialami monoklonalnymi (4°C, 20 minut) CD3, CD4, CDS8
(BD Bioscience) i zawieszono w 200 ul PBS z 1% FBS.

Migracja szacowana byta przy uzyciu cytometru przeptywowego FASC Canto II
(Becton Dickinson) i wyrazona jako procent komorek, ktére przemiescity si¢ do dolnej

komory, w stosunku do komorek natozonych na gorny insert.
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111.5.1. Wytwarzanie nadsqczy z okoltonaczyniowej tkanki ttuszczowej

Pobrane tkanki thuszczowe (pvAT i vAT) wazono, a nastgpnie umieszczano
w medium RPMI 1640 (Gibco) zawierajacym 10% FBS (Gibco). Ilo$¢ medium
normalizowano w stosunku do masy tluszczu. Thuszez zostal poszatkowany a nastepnie
umieszczony w inkubatorze (37°C, 5% CO,). Po uptywie 18 godzin medium wraz
z tluszczem przepuszczano przez filtr o porach 0,22 pm w celu uzyskania klarownego

supernatantu, ktory stuzyt jako chemoatraktant w przeprowadzonych eksperymentach.

1I1.5.2. Neutralizacja chemokiny RANTES

Chemoatraktant pochodzacy z tkanki ttuszczowej myszy Ang Il i Sham traktowany
byt przeciwcialem monoklonalnym wigzacym RANTES w st¢zeniu 0,5pg/ml
(klon 53405, R&D Systems) przez okres 30 min w temperaturze 4°C.
Kontrole w eksperymencie stanowily chemoatraktanty bez dodatku przeciwcial,

pozyskane w ten sam sposob i tym samym czasie.

111.6. Analiza cytometryczna leukocytow

Komorki zostaty wyznakowane przeciwcialami monoklonalnymi zestawionymi
w tabeli nr. 3. Wyznakowane przeciwciatami komodrki poddane zostaty analizie
przy uzyciu cytometrii przeptywowej przy uzyciu aparatu FACS Cantoll lub FACS Verse
(Becton Dicinkson). Dane wuzyskane z oznaczen cytometrycznych analizowano
przy pomocy programéw; FASCSuite, FACSDiva (Becton Dickinson) oraz
FlowJo (TreeStar, Inc).
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Tabela 3. Wykaz przeciwcial wykorzystanych w badaniach cytometrii przeptywowej.

Przeciwciala anty-mysie

CCRI1 643854 PE R&D
CCR3 83101 PE R&D
CCRS5S 7A4 PE eBioscience
CCR6 140706 PE R&D
CDl11b M1/70 APC BD
CDll1c HL3 PE BD
CD19 1D3 APC BD
CD25 7D4 PE BD
CD3 145-2C11 APC BD
CD4 GK1.5 APCH7 BD
CD44 IM7 FITC BD
CD45 30-F11 FITC BD
CD45 30-F11 V500 BD
CD62L MEL-14 PerCP BD
CD69 H1.2F3 PE-CY7 BD
CD8a 53-6.7 PerCP BD
FOXP3 FJK-16s FITC eBioscience
1-Ab AF6-120.1 FITC BD
IFN-y B27 FITC BD
IL-17 N49-653 PE BD
NK1.1 PK136 APC BD
Przeciwciala anty-szczurze
CD103 0C-62 FITC BioLegend
CD161 10/87 PE BD
CD25 0X-39 PE eBioscience
CD3 1F4 APC BD
CD3 1F4 PB Serotec
CDh4 W3/25 APC-CY7 BioLegend
CD4 0X-35 PE-CY7 BD
CD45 0OX-1 PerCP BioLegend
CD45RA 0X-33 FITC BD
CD8a O0X-8 PerCP BD
ED2 HIS-36 PE BD
FOXP3 FIK/16s FITC eBioscience
IL-17 eBiol17B7 PE eBioscience
MHCII 0X-6 PerCP BD

111.6.1. Badanie receptorow zewngqtrz komorkowych

Pozyskane komorki (opisane w rozdziale II1.4) znakowano przeciwcialami
monoklonalnymi skierowanymi przeciwko unikalnym receptorom powierzchniowym
na komorkach ukladu odpornosciowego. Komorki, zawieszone w PBS z 1% FBS,
barwione byly przeciwcialami monoklonalnymi przez okres 20 minut w 4°C
w ciemno$ci. Po tym czasie komorki zostaly wyptukane z nadmiaru przeciwcial,

ktore nie zwigzaly si¢ z komorkami, a nastepnie komorki wirowano w predkosci 400g,
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przez okres 6 minut w 4°C. Nastepnie komorki zawieszano w 200 ul PBS z 1%FBS
1 poddawano analizie cytometrycznej. W trakcie akwizycji probki chronione byty przed

dostepem $wiatla.

111.6.2. Badanie cytokin oraz receptorow wewngtrz komorkowych

W celu okreslenia profilu produkowanych cytokin, wyizolowane komorki
umieszczono w medium komoérkowym RPMI z 10% FBS (Gibco), a nastepnie
stymulowano przez okres 4 godzin przy uzyciu odczynnika Leucocyte Activation Coctail
(BD) w cieplarce (37°C, 5% CO,). Nastepnie komoérki wyznakowano przeciwcialami
monoklonalnymi przeciwko zewnatrzkomorkowym markerom takim jak: CD3, CD4,
CDS8 (BD Bioscience) przez okres 20 minut w 4°C w ciemno$ci. W kolejnym etapie
nastgpowata permabilizacja $ciany komoérkowej przy uzyciu Fixation/Permablizization
working solution (eBioscience) przez 30 minut w 4°C w ciemno$ci. Ostatnim etapem
byto barwienie wewnatrzkomorkowych cytokin IL-17 oraz IFN-y w buforze
utrzymujagcym permabilizacj¢ $ciany komorkowej Permabilization  Buffer Ix
(eBiosciecnce) przez okres 30 minut W 4°C W ciemnosci.
Wybarwione komorki przeptukano dwukrotnie buforem utrzymujacym permabilizacje,
nastepnie poddano analizie cytometrycznej. W analogiczny sposob, pomijajac etap
czterogodzinnej stymulacji, zdeterminowano poziom wewnatrzkomorkowego biatka

FoxP3.

111.6.3. Cytometryczna analiza komdorek ukladu odpornosciowego

Analize¢ otrzymanych wynikdw przeprowadzano na podstawie odpowiedniej
strategii bramkowania komorek przy wuzyciu fluorescencyjnie wyznakowanych
przeciwcial  skierowanym przeciwko odpowiednim markerom komorkowym.
Analize rozpoczeto od zatozenia bramki dyskryminujacej drobne fragmenty oraz
konglomeraty komodrkowe na cytogramie przedstawiajagcym uzyskane komorki (VSF)
w oparciu o ich wielko$¢ (FSC, forward scatter) oraz ziarnisto$¢ (SSC, side scatter).
Nastgpnie na podstawie bramki CD45 wyodrebniono poszczegdlne populacje
leukocytow wyizolowanych z tkanek, na podstawie ich specyficznych markerow.

Strategi¢ bramkowania przedstawiono na Ryc. 10.
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Limfocyty
VSF Leukocyty Limfocyty T CD4+ oraz CD8+

SSC
SSC
cD8 _

FSC CcD4 CD3 Ccb4
Komorki
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Ryc. 10. Strategia bramkowania wynikow uzyskanych z cytometrii przeptywowej.
111.7. Ocena funkcji srodblonka naczyniowego

Wyizolowana aorta zostata oczyszczona z otaczajacych ja tkanek thuszczowych
przy uzyciu narz¢dzi mikrochirurgicznych i do czasu rozpoczecia eksperymentu
umieszczona byla w zimnym roztworze Krebs-Hepes (99 mM NaCl; 4.7 mM KCI;
1.2 mM MgS04; ImM KH2PO4; 1.9 mMCaCl2; 25 mM NaHCO3; 11.1 mM Glucose
and 20 mM HEPES). Nastepnie aorte pocigto na 3 mm krazki i zawieszono pomiedzy
dwoma metalowymi hakami (Ryc. 11 B) w tazni wodnej MultiMyograph 610M
(Danish Myolab) (Ryc. 11 C) zawierajacej Sml roztworu PSS (118.99 mmol/l NaCl,
4.69 mmol/l KCI, 1.17 mmol/l MgS04-7H,0, 1,18 mmol/l KH,PO4, 2,5 mmol/l CaCl,-
2H,0, 25 mmol/l NaHCOs, 11.1 mmol/l glucose, 0.03 mmol/l EDTA) o temperaturze
37°C, natlenowanym 95%0,-5%CO,

Przez okres 60 minut normalizowano naczynia do wartosci 15 mN.
Znormalizowane naczynia dwukrotnie przykurczano 120mM KCl,
nastepnie przykurczono prostaglandyng F2a (PGF,, Sigma-Aldrich). Przykurczone
krazki aorty traktowane byly wzrastajacymi dawkami acetylocholiny (10°-107 M,

Sigma-Aldrich), mediatora wywotujacego rozkurcz naczynia poprzez uwalnianie NO ze
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srodblonka naczyniowego. W celu zbadania niezaleznego od $rdédblonka rozkurczu
wcezesniej przykurczone naczynia poddawane byly dziataniu wzrastajacych dawek
nitroprusydku sodu (SNP, 10”°-10” M, Sigma-Aldrich) po wczesniejszej inhibicji syntazy
tlenku azotu (eNOS) przy uzyciu 100 umol L-NAME (NV,,-Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride, Sigma-Aldrich).
Funkcj¢ $rodbtonka naczyniowego rejestrowano i analizowano przy uzyciu programu
AcqKnowledge 3.7.2 (BIOPAC Systems, Inc). Przyktadowy zapis przedstawiono
na Ryc. 11A. Dane dotyczace rozkurczu naczyn krwionosnych zostaly wyrazone jako
wartos$¢ procentowa rozkurczu naczynia w stosunku do jego skurczu.

Metoda ta jest uznana w pomiarach funkcji $rédbtonka w wyizolowanych
naczyniach krwiono$nych 1 jest bardzo czutym wyktadnikiem dostgpnosci biologicznej

tlenku azotu w naczyniu.

A Acetylocholina
30 18 @ LT BT 16 6

l\\k

ortrola

g

e

Ryc. 11. A — przyktadowy zapis pomiaru funkcji srodblonka naczyniowego u myszy

kontrolnej oraz myszy z NT, B — taznia narzgdowa, C — miograf 610M.

111.8. Badanie ekspresji genow

Materiat natychmiast po pobraniu zostal umieszczony w roztworze RNAlater
(Ambion) w celu uniknigcia degradacji RNA. Tkanki zostaly zhomogenizowane
w Qiazolu (Qiagen) przy uzyciu mechanicznego homogenizatora TissueLyser LT
(Qiagen) przez 15 minut, a nastepnie RNA zostalo wyizolowane przy pomocy RNeasy®
Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta. Ilo§¢ uzyskanego

RNA oznaczono fluorymetrycznie przy uzyciu RiboGreen® RNA Assay Kit (Invitrogen)

56



1 aparatu Synergy H4 (Biotek). Uzyskane i znormalizowane RNA zostalo przepisane
na cDNA przy uzyciu kitu High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Invitrogen)
stosujac si¢ do zalecen producenta.

Ekspresja gendw ccl2, ccl3, ccld, ccl5 zostata zbadana przy uzyciu iloSciowej
reakcji tancuchowej polimerazy DNA w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
z wykorzystaniem sond znakowanych fluorescencyjnie (TagMan®) przy uzyciu aparatu
7900HT (Applied Biosystem). Gen S18 zostal uzyty jako kontrola endogenna.
Kazda probka oznaczona =zostala w duplikacie. Wyniki zostaly wyrazone

jako warto$¢ wzgledna ilosSci mRNA (RQ, relative quantity) obliczane jako

. -AC . e . .
znormalizowane 2 gdzie ACt to réznica miedzy Ct genu badanego i genu

konstytutywnego.

111.9. Badanie profilu cytokin wytwarzanych przez okolonaczyniowq tkanke

tluszczowg

Tkanke okotonaczyniowa zamrozono w cieklym azocie bezposrednio
po pobraniu. Homogenizacji tkanek dokonano w PBS zawierajacym enzymow
proteolitycznych (aprotynina 10ug/mL, leupeptyna 10pg/mL, pepstatyna 10pg/mL)
(Sigma-Aldrich) z wykorzystaniem homogenizatora Precellys®24.
Uzyskane homogenaty zostaty zwirowane (10000g 15min 4°C) celem usunigcia resztek
komorkowych. Stezenie biatka zostalo oznaczone metoda Bradforda wykorzystujacej
fakt wigzania biatka przez bigkit kumazyny (Coomassie Brilliant Blue).
Pomiaru dokonano przy A=595nm po zwigzaniu barwnika z biatkiem (15 min).
Uzyskany w powyzszy sposob roztwor biatka przechowywano w temperaturze -80°C.
Profilowania 111 bialek dokonano z wykorzystaniem Proteome Profiler' ™ Array Mouse
XL Cytokine Array Kit (numer katalogowy ARY028) (R&D System) zgodnie ze
specyfikacja/procedura zalecang przed producenta. Do oznaczenia wykorzystano 200 ng
biatka. Odczytu membran dokonano na czytniku Azure Biosystems ¢300
z wykorzystaniem chemiluminescencji. Czas ekspozycji membrany wynosit 60 sekund
1 zostal wczesniej zoptymalizowany w badaniach wstepnych.

Analizy uzyskanych membran dokonano przy uzyciu programu HLImage++

(Western Vision Software, USA).
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1I1.10. Statystyczna analiza danych

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu programow;
SPSS Statistics wersja. 24.0 (IBM), GraphPad Prism 6¢c oraz R wersja 3.3.2.
Analize statystyczng wykonano za pomocg dwustronnego testu t-studenta dla probek
niesparowanych poréwnujac 2 grupy badawcze. Dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA dla poréwnania 4 badanych grup. Analizy wariancji ANOVA
dla powtarzalnych pomiarow, w ktorych probki byly skorelowane ze soba.
Przyjeto warto$¢ p<0.05 jako istotng statystycznie.

Dane na wykresach zostaly wyrazone jako warto§¢ $rednia + SEM
(btad standardowy). Wykresy sporzadzono w programie GraphPad Prism 6c¢ oraz

R z wykorzystaniem rozszerzenia ,,pheatmap”.
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IVv. WYNIKI

1V.1. Ocena profilu cytokin/chemokin w okolonaczyniowej tkance ttuszczowej

w nadcisnieniu tetniczym indukowanym angiotensynqg 11

Sposrod 111 przebadanych na membranach cytokin/bialek ekspresja 30 z nich
byla istotnie statystycznie zmieniona (p<0.05) w pvAT pod wplywem NT wywotanego
dziataniem Ang II (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Ekspresja biatek/cytokin w pvAT zmienionych pod wptywem dziatania Ang II.
Wykres wulkaniczny wszystkich badanych biatek (A), heatmap ze znamiennie
zmienionymi biatkami (kolory odpowiadajq wartosci ekspresji, po standaryzacji Z,

normalizowanej dla kazdego biatka osobno) (B), przyktad membran (C) (n=7-8).

PVAT pochodzacy od myszy z wszczepiong pompa uwalniajaca Ang II
wykazywat indukcje 17 biatek oraz represje 13 biatek w stosunku do myszy kontrolnych.

Doktadne wyniki zostaly zestawione w tabeli 4.
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Tabela 4. Wykaz istotnie statystycznie (p<0.05) zmienionych biatek w pvAT pod wplywem
infuzji Ang Il (n=7-8).

Krotno$¢ zmiany

Biatko

(Ang11/sham)

C-Reactive Protein/CRP 38 0,0245
Reg3G 25 0,0073
IGFBP-2 25 0,0029
Osteoprotegerin/TNFRSF11B 23 0,0133
CD40/TNFRSF5 2,2 0,0030
Osteopontin OPN 2,1 0,0214
IL-33 19 0,0120
WISP-1/CCN4 19 0,0543
ICAM-1/CD54 19 0,0033
Fetuin A/AHSG 18 0,0006
HGF 18 0,0430
CCL5/RANTES 18 0,0288
Endoglin/CD105 18 0,0091
Endostatin 1,7 0,0001
IL-7 1,7 0,0195
LDLR 16 0,0442
Resistin 1,6 0,0002
Adiponectin/Acrp30 0,7 0,0035
Amphiregulin 0,7 0,0230
IL-10 0,6 0,0044
IGFBP-3 0,6 0,0066
Flt-3 Ligand 0,6 0,0150
Chemerin 05 0,0217
CXCL11/I-TAC 0,5 0,0408
Angiopoietin-2 05 0,0053
CXCL10/1P-10 0,5 0,0207
CXCL9/MIG 0,5 0,0018
FGF-21 0,5 0,0075
E-Selectin/CD62E 04 0,0153
CD160 0,3 0,0284

1v.2. Charakterystyka leukocytow infiltrujgcych okolonaczyniowg oraz

wisceralng tkanke ttuszczowq w nadcisnieniu zaleznym od angiotensyny 11

W toku rozwoju nadci$nienia zaleznego od Ang II dochodzi do zwigkszonej
infiltracji pvAT oraz w mniejszym stopniu VAT przez leukocyty (CD45+). Angiotensyna
IT indukuje ponad 3,5 krotny wzrost komorek CD45+ w pvAT w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (2407,8+108,7 kom/mg vs. 654+£70,4 kom/mg, p<0,01). Istotny wzrost
leukocytow zaobserwowano rowniez w VAT (938,2+£115,6 kom/mg vs. 496,9+46,5
kom/mg, p<0,05). Niemniej, efekt Ang II byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT
niz VAT (pin<0.001) (Ryc. 13).
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Ryc. 13. Naciek leukocytarny w pvAT i vAT (A). Przykiadowy obraz cytometrii
przepltywowej komdrek pochodzqcych z pvAT (B) (*-p<0,05, **-p<0,01 Sham vs. Ang 11,
pin<0,001, n=5).

1V.2.1. Makrofagi

Wsrod leukocytow rezydujacych w pvAT wykazano znamienny statystycznie
wzrost makrofagéow, definiowanych jako komoérki I-Ab+CD11b+, u myszy z NT
w porodwnaniu do kontroli (307,6+36 kom/mg vs. 85,1+10,4 kom/mg, p<0,01).
Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych rdéznic w liczbie makrofagow
infiltrujacych vAT pomigdzy 2 grupami myszy, co skutkowalto istotnie wigkszym

efektem Ang Il w pvAT w porownaniu do VAT (pin<0,001) (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Makrofagi naciekajgce pvAT i vAT (A). Przykiadowy obraz cytometrii
przeptywowej wytrawionych makrofagow z pvAT (B) (** -p<0,01 Sham vs. Ang II,
pin<0,001, n=6).
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1V.2.2. Komorki dendrytyczne

Infuzja Ang II powoduje zwigkszong akumulacj¢ DC (I-Ab+CD11c+) w pvAT
(17625 kom/mg vs. 50+7 kom/mg, Sham vs. Ang II, p<0,01). Rowniez w VAT
zaobserwowano istotny wzrost akumulacji DC (108+13 kom/mg vs. 64+£12 kom/mg,
p<0,05), jednak efekt Ang II byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT niz vAT
(Pin<0,05) (Ryc. 15).
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Ryc. 15. Komorki dendrytyczne naciekajgce pvAT i vAT (A). Przyktadowy obraz
wytrawionych makrofagow z okolonaczyniowej tkanki tluszczowej (B) (*- p<0,05,

**- p<0,01 Sham vs. Ang 11, p;<0,05, n=6).

1V.2.3. Komorki NK

Nadcisnienie tetnicze zalezne od Ang Il powigzane jest z istotnym statystycznie
wzrostem akumulacji komérek NK w pvAT, fenotypowanych na podstawie markera
NK1.1+CD3- (3748 vs. 668 kom/mg, p<0,05). Nie wykazano r6znic w liczbie komorek
infiltrujacych vAT myszy kontrolnych oraz myszy 2z rozwinigtym NT
(2348 vs. 27+6 kom/mg) (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Komorki NK pvAT i vAT (A). Przyktadowy obraz wytrawionych komorek NK
z pvAT (B) (*-p<0,05 Sham vs. Ang II, n=4-6).

1V.2.4. Limfocyty
1V.2.4.1. Limfocyty B

W toku rozwoju NT zaleznego od Ang II nie dochodzi do znamiennego

statystycznie wzrostu limfocytow B w pvAT oraz vAT (Ryc. 17).
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Ryc. 17. Limfocyty B naciekajqce pvAT i vAT (A). Przyktadowy obraz wytrawionych
limfocytow B z pvAT (B) (n=6).
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1V.2.4.2. Limfocyty T

Wsrod  naciekajacych  leukocytéw  wykazano znamienny  statystycznie,
ponad 5 krotny, wzrost liczby limfocytéw T (CD3+) spowodowany 14 dniowa infuzja
Ang II w poréwnaniu do myszy kontrolnych (730+38 kom/mg vs. 140+23 kom/mg
tkanki, p<0,01). Ang II spowodowata wzrost (1,4x) catkowitej liczby limfocytow
T w tkance wisceralnej (140+12 kom/mg vs. 98+13, p<0,05). Pomimo tego, efekt Ang II

byt znamiennie statystycznie wyzszy pvAT w porownaniu do VAT (pin<0,0001)
(Ryc. 18).
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Ryc. 18. Naciek limfocytarny w pvAT i vAT (A). Przyktadowy obraz cytometrii
przepltywowej wytrawionych komorek, pochodzgcych z pvAT (* p<0,05, ** p<0,01 Sham
vs. Ang II, piny<0,0001, n=3).

W toku rozwoju nadci$nienia zaleznego od Ang II dochodzi do zwigkszenia
liczby podstawowych subpopulacji limfocytow T rezydujacych w okolonaczyniowej
tkance tluszczowej w porownaniu do myszy kontrolnych. Zaobserwowano okoto
6 krotny wzrost komorek CD8+ (229+11 kom/mg vs. 39+5 kom/mg, p<0,01),
Skrotny wzrost komoérek CD4+ (33711 kom/mg vs. 68+16 kom/mg, p<0,01)
oraz ponad 4- krotny wzrost komérek CD4-CD8- (97+14 kom/mg vs. 23+£3 kom/mg,
p<0,01) (Ryc. 19A). Nie zaobserwowano istotnych zmian w liczbie limfocytow

CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- w tkance wisceralnej (Ryc. 19B).
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Ryc. 19. Naciek subpopulacji limfocytow T w pvAT (4) i vAT (B)
(** p<0,01 Sham vs. Ang I, n=35).

1V.2.4.2.1. Ekspresja markerow aktywacji na powierzchni limfocytow T

Limfocyty T rezydujace w pvAT zostaly poddane analizie pod wzglgdem
receptora CD69+, bedacego markerem wczesnej aktywacji. Srednia warto$é procentowa
limfocytow T posiadajagcych marker CD69 wzrasta 2-krotnie po 14-dniowej infuzji
Ang II (16,22 vs. 31,4+4 %, p<0,05) (Ryc. 20A 1 20B). Wszystkie subpopulacje
limfocytow T, rezydujace w pvAT, charakteryzowaly si¢ zwigkszeniem ekspresji
markera CD69 na swojej powierzchni u myszy z NT w stosunku do myszy kontrolnych.
Najwigkszy stopien indukcji markera wczesnej aktywacji w stosunku do kontroli
(ponad 4x) wykazywaty limfocyty CD8+ (3,241 vs. 13,8£2 %, p<0,05), natomiast
2 krotng indukcj¢ zaobserwowano na limfocytach CD4+ (30,444 vs. 15,1+2 %, p<0,05).
Najwickszym odsetkiem komorek CD69+ charakteryzowaty si¢ limfocyty CD4-CDS-,
ktére dodatkowo istotnie wzrastaly w toku rozwoju NT zaleznego od Ang II
(46,3+4 vs. 63,8+4 %, p<0,05) (Ryc. 20A).

Przeanalizowano rowniez ekspresj¢ receptora dla interleukiny 2 (IL-2),
uwazanego za pozny marker aktywacji limfocytow T. Indukcja NT powigzana byta
ze wzrostem odsetka markera CD25 na limfocytach rezydujacych w pvAT (15,3£2 vs.
27,53 %, p<0,01) (Ryc. 20C i 20D). Wsrod subpopulacji limfocytow T najwickszym
odsetkiem komorek posiadajagcych marker CD25+ charakteryzowaty si¢ limfocyty
CD4+, wyizolowane od myszy poddanych dzialaniu Ang II w poréwnaniu z limfocytami
CD4+ uzyskanymi z pvAT myszy kontrolnych (33,33 vs. 16+2 %, p<0,01).
Infuzja Ang II skutkowala réwniez ponad 3,5 krotng aktywacja limfocytow CD8+
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w  stosunku do myszy kontrolnych  (9,2£2  vs.  2,4+0,5, p<0,05).
Wysokim odsetkiem markera CD25 charakteryzowaly si¢ limfocyty CD4-CDS-
u myszy kontrolnych, niemniej jednak infuzja Ang II nie wptywata na ich liczbe

(27,844 vs. 26,3+3%) (Ryc. 20C).

80~ €
[ Sham — 8
Ang Il n
604 H Ang
(2] = * e
25 40 - -
o g
c
20 ,_. <
U 2
0 alt—
CD3+ CD4+ CD8+ CD4- CD8- CcD69
40- g
£
(7]
301 [ sham T -
B @
0 = Ang Il
R 201 W Ang -
o o0
c
10+ <
Q 6
0- a
CD3+ CD4+ CDB+ CD4- CD8- CD25

Ryc. 20. Odsetek limfocytow T, rezydujgcych w pvAT, posiadajgcych markery wczesnej
(A) oraz poznej (C) aktywacji. Przykiad analizy cytometrycznej limfocytow T
naciekajgcych  pvAT na  podstawie markera CD69+(B) oraz CD25(D)
(*-p<0,05, **-p<0,01 Sham vs. Ang II, n=3-35).

1V.2.4.2.2. Limfocyty naiwne, pamieci i efektorowe

Wyizolowane z thuszczu okoloaortalnego komorki CD3+ przeanalizowano pod
katem markerow CD44+ oraz CD62L+ na podstawie ktorych wyodrebniono
subpopulacje limfocytow naiwnych (CD62L+CD44-), pamieci (CD62L+CD44+)
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oraz efektorowe (CD62L-CD44+). Nadci$nienie t¢tnicze powigzane byto ze spadkiem
naiwnych limfocytow T (65,2+3,5 vs. 78,6£2,6 %, p<0,05), wzrostem limfocytow
T pamigci (7,5+0,4 vs. 1,8+0,3%, p<0.01) oraz efektorowych (19+£2,6 vs. 10,2+2%,
p<0,05) w poréwnaniu do myszy kontrolnych (Ryc. 21A i 21C). Analogiczny spadek
limfocytéw naiwnych oraz wzrost limfocytow pamigci i1 efektorowych wykazano
w subpopulacjach limfocytow CD4+ (naiwne: 66+4 vs. 78+3%, p<0,05;
pamieci: 8+0,05 vs. 1,7+0,2%, p<0,01; efektorowe: 17+3 vs.10£2%, p<0,05)
oraz limfocytach CD8+ (naiwne: 72+4 vs. 88+2%, p<0,05; pamieci: 7+1 vs. 1,1+0,6%,
p<0,01; efektorowe: 8+2 vs.2,2+1,5%, p<0,05). Najwickszym odsetkiem limfocytow
efektorowych charakteryzowala si¢ subpopulacja CD4-CDS-, ktore stanowily
48+4% u myszy kontrolnych oraz 48+2% u myszy z NT zaleznym od Ang IIL
Nie wykazano rowniez istotnych statystycznie réznic w odsetku limfocytow naiwnych

oraz pamigci na limfocytach CD4-CDS8- pomigdzy badanymi grupami (Ryc. 21 B).
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Ryc. 21. Odsetek limfocytow naiwnych, pamieci oraz efektorowych na komorkach CD3+
(A) oraz ich subpopulacjach (B) rezydujgcych w pvAT. Przykiad analizy cytometrycznej
limfocytow T naciekajgcych pvAT podstawie markera CD44+ oraz CD62L+ (C)
(*-P<0,05, **-p<0,01 Sham vs. Ang II, n=3-35).
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1V.2.5. Poziom ekspresji RANTES w okolonaczyniowej tkance ttuszczowej

W toku rozwoju NT zaleznego od Ang II dochodzi do zwigkszonej ekspres;ji
mRNA  (Ryc. 22A) oraz biatkka (Ryc. 22B) RANTES w pvAT.
Wykazano ponad 3 krotng indukcje mRNA RATNES u myszy z NT w stosunku
do myszy kontrolnych (3,3+0,3 vs. 1£0,2, p<0,01). Nie zaobserwowano wzrostu
chemokiny RANTES w vAT u myszy z NT zaleznym od Ang II (Ryc. 22A),
co skutkowalo istotnie wigkszym elektem dzialania Ang II w pvAT,

w poréownaniu do VAT (pin<<0,001).
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Ryc. 22. Ekspresja mRNA chemokiny RANTES w pvAT oraz wisceralnym. Wizualizacja
chemokiny RANTES metodq immunohistochemii w pvAT (B)
(** p<0,01 Sham vs. Ang II, n=5/grupe, pi<0,001). Zdjecia wykorzystane dzigki

uprzejmosci dr A. Sagan (University of Glasgow).

1V.2.6. Ekspresja receptorow dla chemokiny RANTES na powierzchni
limfocytow T

Angiotensyna Il statystycznie znamiennie zwigksza procent komorek
z ekspresja receptoréw dla chemokiny RANTES na powierzchni limfocytow T w pvAT:
CCR1 (27.9+4.6% vs.15.7+£1%, p<0,05), CCR3 (17.1£1.4% vs.10.5+1.4%, p<0,01),
CCRS5 (23.6+0.9% vs.17+0.9%, p<0,01) (Ryc. 23A). Ekspresja wszystkich receptoréw
dla chemokiny RANTES zwigksza si¢ rowniez na subpopulacji limfocytéw CDA4,
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natomiast limfocyty CDS8 charakteryzowaly si¢ zwigkszeniem odsetka receptoréw
CCR3 oraz CCRS. Nie zaobserwowano powyzszych zmian w limfocytach infiltrujacych

VAT (Ryc. 23B).
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Ryc. 23. Ekspresja receptorow dla chemokiny RANTES na powierzchni limfocytow
T rezydujgcych w pvAT (A) oraz vAT (B) (n=35, * p<0,05, ** p<0,01 Sham vs. Ang I).

1V.2.7. Ekspresja innych chemokin bedgcych ligandami dla receptoréow CCRI,
CCR3i CCR5

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa pochodzaca od myszy z wyindukowanym
nadci$nieniem tetniczym charakteryzowala si¢ zwigkszong ekspresja mRNA dla
chemokin bedacych ligandami receptorow CCR1, CCR3 oraz CCRS. Najwiekszy stopien
indukcji w stosunku do kontroli wykazywat CCL3 (2,5+0,4 vs, 1£0,1, p<0,01), nastgpnie
CCL4 (2,1+0,4 vs. 1+0,2, p<0,05) oraz CCL2 (1,9+0,2 vs. 1£0,1, p<0,05) (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Ekspresja mRNA chemokin prozapalnych w pvAT (*-p<0,05, ** - p<0,01 Sham
vs. Ang I, n=4-5).
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1V.3. Charakterystyka okolonaczyniowego stanu zapalnego w spontanicznym

nadcisnieniu tetniczym u szczurow

Szczury spontanicznie rozwijajace nadcisnienie tetnicze (SHR) charakteryzowaty
si¢ wyzszym ci$nieniem te¢tniczym krwi o ponad 74 mmHg w poréwnaniu do szczuréw

normotensyjnych (WKY, 213,8+3.4 vs. 139,4+1,6 mmHg, p<0,01) (Ryc. 25).

250 .

Cisnienie skurczowe krwi
[mmHg]

WKY SHR

Ryc. 25. Cisnienie tetnicze krwi u szczurow SHR i WKY (*-p<0,01, n=7).

1V.3.1. Infiltracja okolonaczyniowej oraz wisceralnej tkanki ttuszczowej przez

leukocyty

Spontaniczne NT korelowato ze zwigkszong, istotng statystycznie, akumulacja
leukocytow (CD45+) w pvAT w pordOwnaniu ze szczurami, ktore nie wyksztalcaja

nadci$nienie tetniczego (3008+306 vs. 950+£166 kom/mg, p<0,01). Nie stwierdzono
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istotnych ro6znic w liczbie leukocytow naciekajacych wisceralng tkanke tluszczowa

(Ryc. 26), co skutkowato wigkszym efektem NT w pvAT w porownaniu do vAT
(pint<0,0001).
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Ryc. 26. Naciek leukocytarny w pvAT i vAT(A). Przyktadowy obraz cytometrii
przeptywowej komdrek CD45+ pochodzqcych z pvAT (**-p<0,01 WKY vs. SHR,
Pine<0,0001, n=7).
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1V.3.1.1. Makrofagi

Liczba makrofagéw (HIS36+OX6+) przyrasta 3,5-krotnie w pvAT szczurow
SHR w poréwnaniu do szczurow WKY (1374+215 vs. 385+87 kom/mg, p<0,01).
Nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic w liczbie makrofagdéw rezydujacych
w VAT (Ryc. 27), co skutkowalo znamiennie statystycznie wigkszym efektem NT
w pvAT w porownaniu do VAT (pint<<0,05).
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Ryc. 27. Naciek makrofagow w pvAT i vAT (A) oraz przyktadowy obraz cytometrii
przepltywowej komorek pochodzgcych z pvAT (B) (**p<0,01 WKY vs. SHR,
pim<0,05, n=7).
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1V.3.1.2. Komorki dendrytyczne

Wsrod leukocytow, naciekajacych pvAT, wykazano znamienny statystycznie
wzrost DC (CD103+0X6+CD4+) u szczurow ze spontanicznym NT w poréwnaniu
do szczur6w normotensyjnych  (234+£24 vs. 117+#27 kom/mg, p<0,01).

Nie wykazano znamiennych statystycznie réznic i liczbie DC w pvAT (Ryec. 28).
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Ryc. 28. Naciek komorek dendrytycznych w pvAT i vAT (A) oraz przyktadowy
obraz  cytometrii  przeplywowej  komorek  pochodzgcych z  pvAT  (B)
(** -p<0,01 WKY vs. SHR, n=7).

1V.3.1.3. Komorki NK

Spontaniczne NT powigzane bylo z ponad 8-krotnym, znamiennym statystycznie,
wzrostem liczby komorek NK (CD161+) w pvAT (365+42 vs. 44+15, kom/mg, p<0,01)
oraz 4-krotnym, istotnym statystycznie, wzrostem ich liczby w VAT
(4449 vs. 9+1 kom/mg, p<0,01) w stosunku do szczuréw kontrolnych (Ryc. 29).
Niemniej jednak liczba komorek NK infiltrujacych pvAT byta kilkakrotnie wyzsza niz
miato to miejsce w VAT, co skutkowalo istotnie wickszym efektem NT w pvAT

porownujac do VAT (pine<0,0001).
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Ryc. 29. Naciek komorek NK w pvAT i vAT (A) oraz przykladowy obraz
cytometrii przepltywowej komorek pochodzgcych z pvAT (B),
(** -p<0,01 WKY vs. SHR, p;»~<0,0001, n=7).

1V.3.1.4. Limfocyty

1V.3.1.4.1. Limfocyty B

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pod wzgledem liczby
limfocytow B, fenotypowanych jako CDA45RA, infiltrujacych okolonaczyniowa
oraz wisceralng tkanke thuszczowa u szczurow SHR 1 WKY (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Naciek limfocytow B w pvAT i vAT (A) oraz przykladowy obraz cytometrii
przeptywowej komorek pochodzgcych z pvAT (B) (n=7).
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1V.3.1.4.2. Limfocyty T

Szczury  spontanicznie rozwijajace NT  cechowaly si¢ zwigkszong
liczba limfocytow T rezydujacych w pvAT w poréwnaniu do szczuréw normotensyjnych
(175+9 vs. 120+21 kom/mg, p<0,05). Analogicznego efektu nie wykazano analizujac
pvAT (Ryc. 31).
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Ryc. 31. Naciek limfocytow T w pvAT i vAT (A) oraz przyktadowy obraz cytometrii
przeptywowej komorek pochodzgcych z pvAT (B) (n=7).

1V.3.1.4.2.1. Limfocyty T,.; oraz Tyl7

Wsréd limfocytow T, naciekajacych pvAT szczurow SHR, zaobserwowano
zwigkszony  odsetek  limfocytow = CD4+  zawierajacych  marker  CD25
(3242 vs. 19£2 %, p<0,01) (Ryc. 32A). Ponadto pvAT szczuréw SHR infiltrowana byta
w wigkszym stopniu przez limfocyty T regulatorowe (CD4+CD25+FoxP3+)
w poréwnaniu ze szczurami WKY (18+1 vs. 8t1 %, p<0,01) (Ryc. 32B).
Odnotowano réwniez ponad 2 krotny wzrost limfocytow Tyl7 u szczuréw SHR

w poréwnaniu do szczurow WKY (4,340,5 vs. 1,84+0,06 %, p<0,05) (Ryc. 32C i 32D).
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Ryc. 32. Naciek limfocytow T CD4+CD25+ (A), limfocytow regulatorowych Treg (B)
oraz limfocytow Tul7 (C) w pvAT. Przyktadowy obraz cytometrii przeptywowej
przestawiajgcy produkcje IL-17 (D) (* - p<0,05, ** -p<0,01 WKY vs. SHR, n=6).

1vA4. Chemotaktyczne wilasciwosci limfocytow T

1V.4.1. Chemotaksja limfocytow T w kierunku okolonaczyniowej tkanki

tluszczowej

W  toku przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze limfocyty T
charakteryzuja si¢ zwigkszonym potencjalem chemotaktycznym w kierunku
supernatantu =z pvAT pochodzacej od myszy z wyindukowanym NT
(4,41£0,72% vs. 0,17+0,17%, p<0,01) (Ryc. 33B). Nie zaobserwowano istotnych réznic
w migracji limfocytow T w kierunku nadsaczy pozyskanych z hodowli VAT
(0,84+0,1% vs. 0,3+0,26%) (Ryc. 33B). Ponadto, pvAT myszy Ang Il wykazuje wigkszy
potencjat chemotaktyczny na limfocyty T w poréwnaniu z VAT (Ryc. 33A).
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Ryc. 33. Migracja limfocytow T w pvAT (A) i vAT (B) tkanki ttuszczowej (n=3, * p<0,05,
**p<0,01 Sham pvAT vs. Ang Il pvAT).

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa pochodzaca od myszy z wyindukowanym
nadci$nieniem t¢tniczym istotnie zwigkszata chemotaksje limfocytow CD4+, CD8+
oraz CD4-CD8- (p<0,01). Najwicksza migracj¢ w kierunku thuszczu okotoaortalnego
wykazywaty limfocyty o fenotypie CD3+CD4-CDS-, pochodzace od myszy poddanych
dziataniu Ang II. Charakteryzowaly si¢ one ponad 3-krotnie zwickszong aktywnoscia
chemotaktyczng ~w  pordwnaniu z  limfocytami o  fenotypie @ CD4+
(13,06£1,5 vs. 4,11+0,7 %) oraz CD8+ (13,06£1,5 vs. 3,58+0,5 %) (Ryc. 33B).
Nie wykazano powyzszych prawidlowosci w odniesieniu do nadsaczy uzyskanych

z tkanek wisceralnych myszy kontrolnych i nadcisnieniowych (Ryc. 33B).

1V.4.2. Chemotaktyczne wlasciwosci limfocytow krwi obwodowej w kierunku

chemokiny RANTES

W przeprowadzonych eksperymentach wykazano, ze Ang Il dwukrotnie zwicksza
potencjat chemotaktyczny limfocytow T krwi obwodowej, pochodzacych od myszy
poddawanych dzialaniu Ang II w poréwnaniu z myszami kontrolnymi w kierunku
chemokiny RANTES (10ng/mL) (2,05+,0,38% vs. 1,04+0,22%, p<0,05) (Ryc. 34A).
Ponadto chemokina RANTES istotnie statystycznie nasila migracj¢ limfocytow T,
nie zwigkszajac chemotaksji limfocytéw B (2,05+0,18 vs. 0,1+0,04 oraz Sham 1,04+0,18
vs. 0,06+0,02) (Ryc. 34A).

76



>
o

1 [0 sham ] [0 sham
B Angll HAngll

1 *
* r 1
| | ok
. | |

Limfocyty T Limfocyty B CD3+ CD4+ CD8+ CD4-CD8-

[=2]
'

T

Procent migracji
*
Procent migracji
'S

N

——
et

(=]

Ryc. 34. Migracja limfocytow T i B (A) oraz subpopulacji limfocytow T (B) w kierunku
chemokiny RANTES (10ng/mL) (n=11, * p<0,05, ** p<0,01).

Najwigksza migracj¢ w obu badanych grupach wykazywaty limfocyty T
o fenotypie CD4-CD8- w poréwnaniu z limfocytami CD4+ i CD8+. Angiotensyna II
powoduje znamienny wzrost migracji komorek CD4+ (1,514+0,35% vs. 0,48+0,19%,
p<0,01) oraz CD8+ (2,47+0,39% vs. 1,57+£0,27%, p<0,05) w kierunku chemokiny
RANTES (Ryc. 34B).

1V.4.2.1. Wplyw blokady RANTES na chemotaksje limfocytow T w kierunku

okolonaczyniowej tkanki tluszczowej

Zastosowanie  przeciwciala wigzacego RANTES  (0,5pug/ml)  obniza
chemotaktyczne wlasciwos$ci limfocytéw T w kierunku supernatantu uzyskanego z pvAT
w stosunku do migracji natywnej (bez przeciwciala anty-RANTES). Inhibicja migracji
limfocytéw T jest istotnie nizsza w supernatantach myszy Ang I w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (26+£9% vs. 68+£23%, p<0,05 test t jednostronny) (Ryc. 35). Anty-RANTES
istotnie obnizyto proces chemotaksji limfocytow CD4+ w kierunku nadsaczu uzyskanego
z pvAT myszy Ang II w poréwnaniu do nadsagczu myszy kontrolnej
(24£11% vs. 59+£24%, p<0,05). Nie zaobserwowano istotnych zmian w limfocytach

CD8+ oraz CD4-CDS8-, niemniej te ostatnie wykazywaty trend spadkowy (Ryc. 35).

77



150- [0 sham P Angli

* *
100= — —
0= i

CD3+ CD4+ CD8+ CD4-CD8-
Ryc. 35. Migracja limfocytow T w kierunku supernatantu z przeciwcialem wigzgcym

RANTES (*- p<0,05, n=4).
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1V.4.3. Chemotaksja limfocytow T regydujgcych w okolonaczyniowej i

wisceralnej tkance tluszczowej

Limfocyty T rezydujace w pvAT, pozyskane na drodze trawienia
enzymatycznego, pochodzace od myszy z NT wykazuja prawie 3 krotny wzrost
potencjatu migracyjnego w kierunku RANTES (10ng/mL) w poréwnaniu z limfocytami
pozyskanymi od myszy kontrolnych (2,4+0.3% vs.0,8+0.2%, p<0,01) (Ryc. 36A).
Subpopulacje limfocytow CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- wyizolowanych z tluszczu
myszy Ang II migrowaly bardziej efektywnie w poréwnaniu z limfocytami
wyizolowanymi od myszy kontrolnych. Wykazano 10-krotny wzrost migracji
limfocytow CD4+ (p<0,05) oraz 2-krotny wzrost migracji limfocytow CD8+ (p<0,01)
1 CD4-CD8- (p<0,05), rezydujacych w tluszczu myszy nadci$nieniowych w poréwnaniu
z limfocytami myszy kontrolnych, w kierunku chemokiny RANTES (Ryc 36A).
Migracja limfocytow T infiltrujacych VAT byla na minimalnym poziomie

w obu badanych grupach (Ryc. 36B).
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Ryc. 36. Migracja limfocytow T wyizolowanych z pvAT (A) oraz vAT (B) w kierunku
chemokiny RANTES (10ng/mL) (n=4, * p<0,05, ** p<0,01).

1v.5. Rola chemokiny RANTES w regulacji cisnienia tgtniczego krwi i funkcji

naczyn krwionosnych

1V.5.1. Wplyw RANTES na rozwdj nadcisnienia tetniczego krwi

Infuzja Ang II powoduje wzrost ci$nienia tg¢tniczego krwi u myszy WT
oraz RANTES -/-. Po 14 dniach infuzji Ang II ci$nienie skurczowe krwi wynosito $rednio
155+4 mmHg i byto wyzsze o okoto 40 mmHg wyzsze w stosunku do myszy kontrolnych
(p<0,01). Myszy z usunigtym genem dla RANTES po 14 dniowej infuzji Ang II
wyksztalcity  ci$nienie  tetnicze  krwi  wyzsze o okolo 54 mmHg
w stosunku do kontrolnych myszy RANTES -/- (p<0,01). Angiotensyna II spowodowata
wigkszy wzrost $redniego cis$nienia skurczowego krwi u myszy RANTES-/-
w porownaniu do myszy WT (1718 vs. 15544 mmHg), aczkolwiek wzrost ten nie byt
istotnie statystyczny (ANOVA dla powtarzalnych pomiaréw). Nie wykazano rdéznic

w cis$nieniu tgtniczym krwi u myszy kontrolnych (Ryc. 37).
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Ryc. 37. Cisnienie tetnicze krwi (* - p<0,01 Sham vs. Ang II, n=6).

1V.5.2. Wplyw RANTES na czynnosé naczyn krwionosnych

1V.5.2.1. Naczynia oporowe (krezkowe)

W toku rozwoju NT zaleznego od Ang II dochodzi do upo$ledzenia funkcji
srodbtonka naczyn krezkowych u myszy WT oraz myszy z delacja RANTES (p<0,01).
Nie zaobserwowano wpltywu braku genu kodujacego chemoking RANTES
na funkcjonowanie naczyn krezkowych w grupach kontrolnych (Ryc. 38A).
Niezalezny od $rodblonka rozkurcz naczyn krezkowych na wzrastajace dawki
nitroprusydku  sodu (SNP) nie wykazat istotnych statystycznie rdznic

w zadnej z badanych grup (Ryc. 38B).
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Ryc. 38. Rozkurcz naczyn krezkowych zalezna od wzrastajqcych dawek acetylocholiny

(A) oraz nitroprusydku sodu (B) (n=5-6).
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1V.5.2.2. Aorta

Angiotensyna Il prowadzi do uposledzonej funkcji $rodblonka naczyniowego
aorty w poroOwnaniu z myszami kontrolnymi (WT vs. WT Ang II, p<0,01).
Myszy pozbawione genu dla RANTES wykazaly istotnie mniejsza dysfunkcje
srodblonka naczyniowego po podaniu Ang II, w poréwnaniu z myszami C57BL6,
ktéore rowniez poddawane byly infuzji Ang I (p<0,05) (Ryc. 39A).
Usunigcie genu kodujacego RANTES nie wpltywa na prawidlowe funkcjonowanie
srodblonka naczyniowego u myszy kontrolnych. Niezalezny od $rodbtonka rozkurcz
naczyn duzych naczyn krwiono$nych na  nitroprusydek sodu  (SNP)
nie r6znil si¢ pomi¢dzy grupami (Ryc. 39B).
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Ryc. 39. Rozkurcz krgzkow aorty zalezna od wzrastajqcych dawek acetylocholiny (A)
oraz nitroprusydku sodu (B) (* - p<0,01, WT Sham vs. WT Angll, ** - p<0,05 WT Ang 11
vs. RANTES-/- Angll, n=>5-6).

1V.6. Rola chemokiny RANTES w indukcji okolonaczyniowego stanu

zapalnego

1V.6.1. Wplyw  chemokiny RANTES na infiltracje leukocytow do

okolonaczyniowej tkanki tluszczowej

Nadcisnienie tg¢tnicze zalezne od Ang Il powigzane jest z ponad 3,5-krotng

infiltracja pvAT przez komoérki CD45+ u myszy WT (p<0,01). Myszy pozbawione
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genu kodujacego chemoking RANTES charakteryzowaly si¢ ponad 2,5-krotnym
zwigkszeniem liczby komodrek na mg tkanki po infuzji Ang II w stosunku do myszy
kontrolnych (636+152 vs. 1637+398 kom/mg, p<0,05). Niemniej, efekt dziatania Ang II
na akumulacje leukocytéw byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT myszy WT
niz pvAT myszy RANTES-/- (pin<0.05). Nie zaobserwowano znamiennych réznié
w liczbie komorek naciekajacych pvAT myszy kontrolnych (Ryc. 40A).

Angiotensyna II istotnie zwigksza akumulacj¢ makrofagéw (I-Ab+CD11b+)
w pvAT u myszy WT (12554 vs. 790+64 kom/mg, p<0.01) oraz myszy RANTES-/-
(1284103 vs. 509+93 kom/mg, p<0,05). Ponadto efekt Ang II na akumulacje makrofagéw
byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT myszy WT niz w pvAT myszy
RANTES-/- (pint<0.05). Usunigcie genu kodujacego RANTES nie miato znamiennego
statystycznie wplywu na poziom makrofagéw w grupach kontrolnych (Ryc. 40C).
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Ryc. 40. Naciek leukocytow (A) oraz makrofagow (C) w pvAT. Przyktadowy obraz
komorek pvAT z cytometrii przeptywowej komorek CD45+(* - p<0,05, ** - p<0,01 Sham
vs. Ang II, pins<0.05, n=)5).
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1V.6.2. Wplyw  usunigcia RANTES na infiltracje limfocytow T do

okolonaczyniowej tkanki tluszczowej

Myszy WT wykazaty ponad 5-krotny przyrost liczby limfocytéw T infiltrujacych
pvAT po 14 dniowej infuzji Ang II (p<0.01). Liczba komoérek CD3+ na mg tkanki
okotoaortalnej wzrastata rowniez u myszy pozbawionych genu cc/5 po indukcji NT
w stosunku do mszy normotensyjnych (151+47 vs. 393+80 kom/mg, p<0,05).
Pomimo to liczba limfocytow T u myszy pozbawionych RANTES byta prawie 2-krotnie
nizsza w  stosunku do myszy WT poddanych dziataniu Ang 1I
(393480 vs. 730+38 kom/mg, p<0,01). Nie zaobserwowano réznic w liczbie komorek
infiltrujacych pvAT myszy kontrolnych WT oraz RANTES-/- (140423 vs. 151447
kom/mg) (Ryc. 41). Efekt Ang II byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT myszy
WT w poréwnaniu do pvAT myszy RANTES-/- (pint<0.01).
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Ryc. 41. Naciek limfocytarny w okotonaczyniowej tkance tluszczowej(A). Przyktadowy
obraz limfocytow T z cytometrii przeplywowej(B) (* -p<0,05, ** - p<0,01 Sham vs. Ang,
¢ -p<0,01 WT vs. RANTES -/-, n=5).
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Zaobserwowano istotny statystycznie spadek subpopulacji limfocytow T

u  nadci$nieniowych  myszy

genetycznie

zmodyfikowanych ~w  stosunku

do nadci$nieniowych myszy WT. Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa pochodzaca

od myszy RANTES-/- z wyksztalconym NT charakteryzowata si¢ spadkiem limfocytow;
CD4+ (171£32 vs. 33711 kom/mg, p<0,01), CD8+ (155+32 vs. 229+11 kom/mg,
p<0,01) oraz CD4-CD8- (45+12 vs. 98+15 kom/mg, p<0,01) w poréwnaniu limfocytow

rezydujacych w pvAT myszy WT podanych

infuzji Ang II (Ryc. 42). Infiltracja pvAT

u myszy normotensyjnych nie réznila si¢ pomigdzy badanymi grupami. Srednia liczba

komorek CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- na mg

tkanki wynosita odpowiednio 68+16, 39+5

oraz 23+4 u myszy WT, natomiast u myszy pozbawionych RANTES; 75425, 49+17 oraz

1743 (Ryc. 42).

.
[ |
400- . [0 sham
+ i B Angl
I [ |
S 300 .
g .
S g 200+ -
o=, \
S 100 i
= —
? ﬁ I
0- I'II ni.
X X (b' X X Q)'
& & wc? & & NOO
X P
WT RANTES -/-

Ryc. 42. Naciek subpopulacji limfocytow T w okolonaczyniowej tkance tuszczowej

(*-p<0,05, ** - p<0,01 Sham vs. Ang, A p<0,01 WT vs. RANTES -/-, n=35).

1V.6.2.1. Infiltracja okolonaczyniowej tkanki tuszczowej przez komorki

regulatorowe

Infuzja Ang II nie wptyn¢la na

infiltracje¢ limfocytow regulatorowych

(CD4+CD25+FoxP3+) do pvAT. Odsetek komorek regulatorowych u myszy kontrolnej
WT wynosit 2,36+0,92%, natomiast po indukcji NT zaleznego od Ang II 2,85+0,50%.

Usunigcie genu ccl5 nie przyczynito
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CD4+CD25+FoxP3+ w pvAT myszy kontrolnych (2,04+0,57%) oraz z wyindukowanym
NT zaleznym od Ang II (2,41+0,51) (Ryc. 43).
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Ryc. 43. Naciek limfocytow T regulatorowych w pvAT (A). Przyktadowy obraz cytometrii
przeptywowej obrazujgcej komorki Treg w pvAT (B) (n=6).

1V.6.2.2. Ekspresja markera CCR5 na powierzchni limfocytow T

regydujgcych w okolonaczyniowej tkance tluszczowej

W toku rozwoju NT u myszy WT dochodzi do zwigkszonej infiltracji pvAT przez
limfocyty T posiadajacych marker CCRS, dla ktérego RANTES jest ligandem (p<0,01).
Infuzja Ang Il myszom RANTES-/- nie wptywata na zwigkszong migracj¢ limfocytow
CD3+CCR5+ w kierunku pvAT in vivo (161 vs. 181 %). Ponadto, efekt Ang II
na akumulacje limfocytow CCR5+ byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT myszy
WT w poréwnaniu do pvAT myszy RANTES-/- (pinr<0.05). Nie zaobserwowano réznic
w odsetku limfocytow T, posiadajacych receptor CCRS, u normotensyjnych myszy WT
oraz RANTES-/- (171 vs. 16£1 %) (Ryc. 44A).

Zwigkszony odsetek limfocytow posiadajacych receptor dla chemokiny RANTES
zaobserwowany zostatl na wszystkich subpopulacjach limfocytow T u myszy szczepu
dzikiego po 14-dniowej infuzji Ang II (p<0,05). Usunigcie RANTES zahamowalo
rekrutacje komorek CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- do pvAT po infuzji Ang IL
Zaobserwowano istotny statystycznie spadek odsetka limfocytow CD8+CCRS5+
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(23£2 vs. 31£1 %, p<0,05) a takze limfocytow CD4-CD8-CCR5+ (11+1 vs. 17£1 %,
p<0,05) u myszy RANTES-/- Ang II w poréwnaniu do myszy WT Ang IL
Analiza subpopulacji limfocytow T pod wzgledem odsetka komorek z receptorem CCRS

nie wykazala r6znic pomi¢dzy grupami myszy kontrolnymi (Ryc. 44B).
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Ryc. 44. Ekspresja receptora (CCR5) dla chemokiny RANTES na powierzchni limfocytow
T (A) oraz ich subpopulacji CD4+, CD8+CD4-CDS8- (B) rezydujgcych w pvAT
(*- p<0,05 Sham vs. Ang Il ‘—p<(), 05, pinr<0,05 n=35).

1V.6.2.3. Ekspresja markera CCR6 na powierzchni limfocytow T

regydujgcych w okolonaczyniowej tkance tluszczowej

Limfocyty T uzyskane w wyniku trawienia enzymatycznego przeanalizowano

pod katem ekspresji markera CCR6. Wykazano, ze w toku rozwoju NT wywolanego
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14-dniowg infuzja Ang II dochodzi do wzrostu odsetka komodrek z markerem

CCR6 infiltrujacych pvAT myszy WT (13£2 vs. 21+l %, p<0,01).

Podobny wzrost zaobserwowano u myszy pozbawionych RANTES-/- po infuzji Ang II
(14+1 vs. 20£1 %, p<0,05). Natomiast, nie wykazano réznic w odsetku limfocytow T
CCR6+ pomigdzy grupami traktowanymi Ang II oraz pomi¢dzy grupami kontrolnymi
(Ryc. 45A).
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Ryc. 45. Ekspresja receptora CCR6 na powierzchni limfocytow T (A)
oraz ich subpopulacji CD4+, CD8+CD4-CDS8- (B) rezydujgcych w thuszczu
okotoaortalnym (*- p<0,05 Sham vs. n=5).

Indukcja nadci$nienia t¢tniczego powigzana byla ze wzrostem ekspresji CCR6
na wszystkich subpopulacjach limfocytow T w poréwnaniu z myszami kontrolnymi.

Najwigksza indukcja charakteryzowaty si¢ limfocyty CD4-CD8-
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(14£2 vs. 3243 %, p<0,05), nastepnie limfocyty CD4+ (14£2 vs. 2242 %, p<0,05)
oraz limfocyty CD8+ (7£1 vs. 12+1 %, p<0,05). Podobny efekt infuzji Ang II
na akumulacje subpopulacji limfocytow T w pvAT zaobserwowano u myszy
pozbawionych genu ccl5; CD4-CD8- (17+£3 vs. 34£3 %, p<0,05), CD4+ (16£2 vs. 2242
%, p<0,05), CD8+ (8+1 vs. 11£1 %, p<0,05). Nie wykazano réznic w odsetku komorek
CCR6+ na subpopulacjach limfocytow T pomigdzy grupami normotensyjnymi WT oraz
RANTES-/- (Ryc. 45B).

v.7. Wplyw usuniecia RANTES na produkcje cytokin prozapalnych przez
limfocyty T infiltrujgce okolonaczyniowq tkanke ttuszczowq

1V.7.1. Produkcja interleukiny 17

Indukcja NT powigzana byta ze zwigkszong akumulacja subpopulacji limfocytow
CD4+IL-17+ w pvAT. Wykazano ponad 14-krota indukcj¢ odsetka komorek
wydzielajacych IL-17 u myszy poddanych dziataniu Ang II w stosunku do myszy
kontrolnych (p<0,05). Usunigcie genu kodujagcego RANTES nie wplyneto w Zaden
sposob na akumulacje limfocytow Tul7 w pvAT, gdzie rowniez zaobserwowano istotny
statystycznie  wzrost tej subpopulacji pod wplywem infuzji Ang II

(0,21£0,12 vs. 0,91£0,05 %, p<0,05) (Ryc. 46).
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Ryc. 46. Infiltracja pvAT przez limfocyty produkujgce IL-17 (* - p<0,05, n=3).

1V.7.2. Produkcja interferonu gamma

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa pochodzaca od myszy WT poddanych

dzialaniu Ang Il charakteryzowala si¢ zwigkszong akumulacja limfocytéw
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CD8+ (18+£2 wvs. 10+2, p<0,01) oraz CD4-CD8- (9+1 wvs. 3+1, p<0,01)
produkujacych IFN-y w porownaniu z limfocytami myszy kontrolnych.
Usunigcie chemokiny RANTES zahamowato rekrutacje komoérek produkujacych IFN-y
do pvAT in vivo spowodowanego 14 dniowa infuzja Ang II. Zaobserwowano istotny
spadek limfocytow CD8+ (11£3 vs.18+2 %, p<0,01) oraz CD4-CD8- (5+1 vs. 91 %,
p<0,01) u myszy RANTES-/- w stosunku do myszy WT z rozwini¢gtym NT zaleznym
od Ang IT (Ryc. 47).

D wr Kontrola isotypowa wr RANTES -/-
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Ryc. 47. Infiltracia pvAT przez limfocyty produkujgce interferon gama (A).
Przyktadowy obraz cytomerii przepbywowej obrazujgcy produkcje interferonu gamma

przez limfocyty CD8+(B) (* - p<0,01, *p<0,01 n=5).
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V.

PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. NT zalezne od Ang II powigzane jest ze zwickszong produkcja/wydzielaniem
substancji o charakterze prozapalnych (np. RANTES, CRP, rezestyna)
oraz spadkiem produkcji mediatoréw przeciwzapalnych (np. adiponektyna,
IL-10) przez pvAT, ktére prowadza do zwigkszonego stanu zapalnego wokot

naczyn krwiono$nych.

2. Okotonaczyniowy stan zapalny w spontanicznym oraz zaleznym od Ang II NT
charakteryzuje si¢ zwigkszeniem liczby makrofagéw, DC, komoérek NK,

limfocytéw T, natomiast wplywa na poziom limfocytéw B w pvAT;

e Najwickszy wzrost w spontanicznym NT wykazywaty komoérki NK,
natomiast w NT zaleznym od Ang II limfocyty T;

e Limfocyty T infiltrujace pvAT charakteryzowaly si¢ zwigkszong
ekspresja markerow aktywacji CD44, CD69, CD25 po infuzji Ang II;

e NT powigzane bylo ze zwieszong produkcjg IL-17 przez limfocyty T
CD4+, oraz IFN-y produkowanego przez limfocyty T CD8+
oraz CD4-CD8- rezydujace w pvAT;

e pvAT w spontanicznym NT wykazywat zwigkszong liczbe limfocytow

regulatorowych (CD4+CD25+FoxP3+);

3. Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa myszy z rozwinigtym NT

wykazuje zwiekszong ekspresje RANTES oraz nasila migracje limfocytow T;

e RANTES nasila migracj¢ limfocytow T, a nie B;

e Infuzja Ang II zwigksza ekspresj¢ receptorow dla chemokiny RANTES
(CCR1, CCR3 oraz CCR5) na powierzchni limfocytéw T rezydujacych
w pvAT;

e Neutralizacja RANTES hamuje migracj¢ limfocytéw T w kierunku pvAT;

4. Myszy pozbawione genu ccl3, kodujacego RANTES, chronione sg przed indukcja

okotonaczyniowego stanu zapalnego oraz uposledzeniem funkcji $rdédbtonka
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naczyniowego, a nie wzrostem cisnienia t¢tniczego krwi wywotanego dziataniem
Ang II;

e Usunigcie RANTES prowadzi do zmniejszonej akumulacji makrofagow
oraz limfocytow T w pvAT;

e Usunigcie genu kodujagcego RANTES zmniejsza stopien infiltracji pvAT
przez limfocyty T CCR5+, natomiast nie ma wplywu na akumulacje
limfocytéw T CCR6+;

e Usunigcie cc/5 zmniejsza produkcje IFN-y natomiast nie ma wplywu na

produkcje IL-17 przez limfocyty T rezydujace w pvAT;
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VI DYSKUSJA

W prezentowanej pracy zaobserwowano znaczaco zwickszony naciek komorek
zapalnych w okotonaczyniowej tkance ttuszczowej, a nie wisceralnej, w zaleznym od
Ang II jak 1 w spontanicznym NT. Nast¢gpnie zaproponowano mechanizm rekrutacji
limfocytéw T do okotonaczyniowej tkanki thuszczowej. Opisano rowniez role chemokiny
RANTES w regulacji okolonaczyniowego stanu zapalnego i funkcjonowaniu $rédbtonka

naczyniowego w NT zaleznym od Ang II.

VI.1. Charakterystyka stanu zapalnego okolonaczyniowej tkanki ttuszczowej

w nadcisnieniu zaleznym od angiotensyny I1.

Procesy zapalne odgrywaja kluczowa role w chorobach uktadu krazenia, w tym
NT"¥27727% W osoczu krwi ludzi chorych na NT obserwuje sie wzrost szeregu
mediatoréw zapalnych takich jak: CRP, IL-6, IL-17, TNF, MCP-1, CXCL9, CXCL10,

141,186,196,228,229,249,268 .
SERIRAERAIRART . Wyniki

CXCLI11 czy chemeryna ostatnich lat badan wskazuja

pvAT jako miejsce wytwarzania chemokin, cytokin oraz czynnikoéw wzrostowych
kluczowych w rozwoju dysfunkcji srodblonka naczyniowego oraz indukeji NT'®.

W  toku przeprowadzonych  eksperymentéw, majagcych na celu
scharakteryzowanie bialek wytwarzanych przez pvAT w NT zaleznym od Ang II,
zaobserwowano znamienng statystycznie indukcj¢ wielu zwigzanych z patogeneza
zapalenia czasteczek. W tym CRP, RegG, IGFBP-2, TNFRSF11B, THFRSFS5, OPN,
IL-33, CCN4, ICAM-1, fetuiny A, HGF, RANTES, CD105, endostatyny, IL-7, LDLR,
rezestyny oraz represje adiponektyny, AREG, IL-10, IGFBP-3, chemeryny, CXCL9,
CXCL10, CXCLI11, FGF 21, CD62E oraz CD160 w stosunku do pvAT myszy
kontrolnych. Niemniej jednak, o ile CRP czy adiponektyna naleza do typowych biatek
produkowanych przez komorki thuszczowe to np. IL-33, IL-10, IL-7 czy RANTES
produkowane sg réwniez przez komorki uktadu odpornosciowego, ktorych obecnosé
stwierdzono w nerkach oraz naczyniach krwiono$nych, czyli organach kluczowych
w rozwoju NT’*"8!11812L167 "Rola komérek uktadu odpornosciowego w patogenezie NT

74,78,118,121,167

zostala  dobrze  udokumentowana Genetyczne  usunigcie  lub

farmakologiczne zahamowanie aktywacji monocytéw, makrofagow, DC, limfocytéw T

92



oraz w mniejszym stopniu limfocytow B, chroni zwierz¢ta przed wzrostem cigzkiego
NT’. Podobnego efektu nie zaobserwowano w przypadku usuniecia komorek NK
i NKT°""!. Natomiast usuniecie genu /nk skutkuje dodatkowym wzrostem ciénienia
tetniczego krwi'®.

W  toku przeprowadzonych badan wykazano znamienny wzrost liczby
leukocytow infiltrujacych pvAT w NT wywotanym dzialaniem Ang II. Zaobserwowany
zostal istotny wzrost makrofagow, DC oraz komoérek NK w pvAT u myszy
z wyksztalconym NT w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Niemniej jednak
najwickszym stopniem indukcji w NT charakteryzowaly si¢ limfocyty T. Nie wykazano
natomiast r6znic w liczbie limfocytow B pomigdzy grupami. Co ciekawe, leukocyty
infiltrowaty pvAT w wigkszym stopniu niz VAT. Uzyskane wyniki potwierdzaja
obserwacje innych zespolow badawczych dotyczace zwigkszonej liczby komorek uktadu
odpornosciowego w pvAT. W szczegdlnosci dotyczy to liczby limfocytow T oraz
makrofagow’ ! %167,

Brak zwigkszonej akumulacji limfocytow B w pvAT myszy z NT réwniez zostat
niedawno opisany™. Natomiast, odmienny wynik uzyskali Moore i wsp., wskazujac na
brak wzrostu komorek NK w pvAT zwierzat po l4-dniowej infuzji Ang II'*.
Podczas gdy, Wenzel i wsp., wykazali indukcje ich liczby po 7 dniach stosujac wyzsza

126

niz w prezentowanej rozprawie dawke Ang II' °, co moze wskazywac rowniez na ich role

w poczatkowych stadiach rozwoju NT. Pomimo iz rola DC w NT zostata dobrze poznana,
a ich wzrost opisano w $ledzionie i weztach chlonnych zwierzat z NT”"''®
nie scharakteryzowano dotychczas wzrostu ich akumulacji w pvAT w NT
zaleznym od Ang II.

W zwiazku z faktem, ze limfocyty T infiltrowaty pvAT w najwigkszym stopniu
oraz pochodzacymi z literatury danymi dotyczacymi ich roli oraz wzmozonej aktywacji

przez DC™''®

w NT postanowiono scharakteryzowac ta subpopulacje leukocytow
bardziej szczegdtowo. Limfocyty dziewicze u myszy charakteryzuja si¢ niska
ekspresja markera CD44 (CD44™) oraz wysoka ekspresja markerow CD62L/CCR?7,
ktére zatrzymuja limfocyt w tkance limfoidalnej, gdzie dochodzi do aktywacji przez
DC?”. Aktywacja limfocytu prowadzi do proliferacji oraz roznicowania w kierunku
komorek efektorowych wykazujacych zwiekszong ekspresj¢ markeréw CD44 oraz CD25
a takze spadkiem CD62L umozliwiajac migracje komorek efektorowych do innych

tkanek organizmu®”’. Wigkszo$¢ komorek efektorowych zyje krotko, natomiast pozostate

r6znicujg si¢ w dlugozyjace spoczynkowe komorki pamieci, ktdre podzielono na 3 typy
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w zalezno$ci od ich zdolno$ci migracyjnych: limfocyty T pamigci centralne posiadajace
receptor mediujacy migracje do tkanek limfatycznych (CD62L/CCR7); limfocyty T
pamieci efektorowe, ktore nie posiadajg CD62L/CCR7 i naplywaja do miejsc gdzie toczy
si¢ stan zapalny; limfocyty T pamigci rezydujace, ktoére migruja do specyficznych tkanek
i rezyduja w nich nie powracajac ponownie na obwod>™.

W niniejszej pracy po raz pierwszy scharakteryzowano limfocyty naiwne,
pamigci oraz efektorowe rezydujace w pvAT w NT zaleznym od Ang II na podstawie
ekspresji receptorow CD44 i CD26L. Myszy z wyindukowanym NT charakteryzowaly
si¢ spadkiem limfocytow T naiwnych oraz wzrostem limfocytow T efektorowych oraz
limfocytéw T pamigci w pvAT w poréwnaniu z myszami kontrolnymi. Podobny rozktad
powyzszych populacji zauwazono na limfocytach CD4+ oraz CD8+. Podczas gdy
limfocyty podwdjnie negatywne (CD4-CDS8-) charakteryzowaly si¢ najwickszym
odsetkiem komorek efektorowych, niemniej jednak ich liczba nie réznita si¢ pomiedzy
badanymi grupami.

Aktywacja limfocytow T wyzwala de novo ekspresj¢ pewnych czasteczek
powierzchniowych, a takze wzmacnia ekspresje innych. Czasteczka CD69, marker
wczesnej aktywacji, pojawia si¢ na limfocycie T po aktywacji przez komorki
prezentujace antygen. CD69 tworzac kompleks z S1P1 powoduje retencje komorki
w drugorzedowych organach limfatycznych®™', gdzie pobudzone limfocyty T
ulegaja proliferacji i roznicowaniu w komorki efektorowe®™. Zaktywowane limfocyty T
wykazuja ekspresje markera CD25 (marker pdznej aktywacji), ktory jest receptorem dla
IL-2*%. Interakcja IL-2-CD25 powoduje wzrost i aktywacje limfocytow T''7*%
Ponadto, Ang II zwigksza ekspresje CD25 oraz CD69 na krazacych limfocytach T
w badaniach in vivo oraz in vitro'™".

W toku przeprowadzonych badah po raz pierwszy wykazano, ze NT
zalezne od Ang II, zwicksza dwukrotnie odsetek limfocytow T z ekspresja markera
CD69 w pvAT. Wzrost ten byt roéwniez charakterystyczny dla subpopulacji
limfocytow T CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8-. Zwigkszona aktywacja limfocytow T
w pvAT myszy z grupy Ang II charakteryzowala si¢ zwigkszong liczba limfocytow T
posiadajacych receptor dla IL-2 (CD25) w stosunku do komoérek wyizolowanych z pvAT
myszy kontrolnych. Co wigcej wzrost ten wykazano réwniez na subpopulacjach
limfocytow CD4+ oraz CD8+. Zwigkszona liczba komoérek z markerem CD69
moze wskazywac¢ na prezentacj¢ antygenu przez komoérki DC lub makrofagi w pvAT.

Potwierdza to rowniez fakt, iz brak stymulacji antygenowej skutkuje zahamowaniem fazy
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proliferacyjnej  spowodowanej  spadkiem liczby receptorow dla  IL-2'"7,
ktéry nie jest obserwowany w pvAT mszy z NT. IL-33 oraz IFN nasilaja ekspresje
markera CD69**, natomiast IL-7 zwigksza proliferacje i polaryzacje limfocytow T,
Co ciekawe, niniejsze badania wykazaty wzrost tych cytokin w pvAT myszy poddanych

14-dniowej infuzji Ang II.

VI.2. Charakterystyka stanu zapalnego okolonaczyniowej tkanki ttuszczowej

w spontanicznym nadcisnieniu tetniczym u S7CZurow.

Ze wzgledu na duze podobienstwo wielu cech fenotypowych NT szczuréw SHR
1 nadcis$nienia pierwotnego u ludzi szczury SHR stanowig szczeg6lnie zblizony do
ludzkiego model NT'®. Wykazano, ze usuniccie grasicy u szczurow SHR skutkuje
obnizeniem ciénienia tetniczego krwi’' co wskazuje na role komoérek ukladu
odpornosciowego ~ w  patogenezie  spontanicznego  NT.  Szczury = SHR
charakteryzuja si¢ wystgpowaniem wysokiego cisnienia tetniczego krwi, zwigkszonym
stresem oksydacyjnym oraz dysfunkcja naczyn krwiono$nych. Redukcja potencjatu
rozkurczowego naczyn powiazana jest ze spadkiem substancji rozkurczajacych naczynia

krwionosne wydzielanych przez komorki §rodblonka naczyniowego, a takze PVAT*',

Proces ten moze by§ modulowany przez komorki uktadu odpornosciowego™'*,
W zwiazku z powyzszym oraz brakiem prac opisujacych komponent¢ immunologiczng
w okolonaczyniowym stanie zapalnym u szczurow SHR przy uzyciu cytometrii
przeplywowej scharakteryzowano komorki ukladu odpornosciowego rezydujace
w pvAT.

Wykazano ponad 3 krotnie wigkszg liczbe leukocytow (CD45+) infiltrujacych
pVAT szczurow ze spontanicznym NT (SHR) w stosunku do szczur6w normotensyjnych
(WKY). Dominujaca subpopulacja leukocytow rezydujacych w pvAT byly makrofagi,
ktérych liczba dodatkowo  drastycznie wzrastala w  spontanicznym  NT.
Niemniej jednak najwigkszy wzrost w stosunku do szczurow WKY wykazano w liczbie
komorek NK. Zaobserwowano réwniez istotny wzrost DC oraz limfocytow T w pvAT
szczuréw SHR. Ponadto limfocyty T charakteryzowaly si¢ zwigkszong ekspresja markera
CD25, $wiadczacego o wzmozonej aktywacji tych komorek. Nie wykazano natomiast
istotnych zmian w liczbie limfocytow B pomigdzy grupami. Co wazniejsze zwigkszona

liczba leukocytow byta obserwowana wylacznie w pvAT, ktéra byla infiltrowana
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w wigkszym stopniu niz VAT, co moze potwierdza¢ unikalng role¢ tej tkanki
w patogenezie spontanicznego NT. Niemniej jednak na uwage zashuguje fakt,
ze spontaniczne NT charakteryzowalo si¢ najwiekszg indukcja komoérek NK, podczas gdy
w NT zaleznym od Ang II to limfocyty T infiltrowaly pvAT w najwigkszym stopniu.

VI.3. Rola RANTES w mechanizmie migracji limfocytow w kierunku

okolonaczyniowej tkanki ttuszczowej.

W toku przebiegu stanu zapalnego dochodzi do wzmozonej migracji komorek
uktadu odpornosciowego do tkanek docelowych na zasadzie chemotaksji. Chemotaksja
regulowana jest przez czasteczki adhezyjne, migracyjne zdolnosci leukocytow oraz
obecnosci czynnikéw chemotaktycznych''’. W niniejszej pracy wykazano, ze stan
zapalny w pvAT powigzany byl z indukcja szeregu mediatorow zapalnych wptywajacych
na chemotaksje bezposrednio (np. RANTES) lub posrednio poprzez zwigkszenie
ekspresji czasteczek adhezyjnych na komorkach §rodbtonka naczyniowego (np. 1L-33,
CRP, rezestyna)*'***7*" ktore odgrywaja kluczowa role w migracji komoérek do miejsc
zapalnych. W zwiagzku z powyzszym oraz faktem zwigkszonej liczby limfocytow T
w pvAT myszy z wyksztalconym NT przeprowadzono eksperyment majacy na celu
wykazanie chemotaktycznych wlasciwosci pvAT na migracje limfocytow T.
W toku przeprowadzonych dos$wiadczen dowiedziono po raz pierwszy, ze nadsacz
z pvAT wyizolowany od myszy w wyksztalconym NT cechuje si¢ zwickszonym
potencjatem chemotaktycznym limfocytow T w stosunku do pvAT myszy kontrolnych.
Natomiast tkanka wisceralna charakteryzowata si¢ niewielkim potencjatem
chemotaktycznym, a migracja limfocytow T nie réznita si¢ pomiedzy grupami.
Doswiadczenie to moze  posrednio  thumaczyé  obserwowang w  NT
zwigkszong akumulacje limfocytow w pvAT, a nie VAT, pod wplywem
dziatania nieokre$lonego czynnika promujacego ich chemotaks;je.
Juz 10 lat temu wykazano, ze w NT zaleznym od Ang II dochodzi do wzrostu ekspresji
mRNA dla RANTES w pvAT’*. RANTES odgrywa kluczowa role w rekrutacji

222,223,285
h B B

leukocytow do zrodet zapalnyc za posrednictwem receptoréw CCR1, CCR2

oraz CCR5*'®. Ang II zwicksza ekspresje receptorow CCRS5 na krazacych limfocytach T

74,118

w badaniach in vivo oraz in vitro , a wptyw blokady tego receptora hamuje rekrutacje
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limfocytow T i progresje miazdzycy u myszy>>". Moze to §wiadczyé o potencjalnej roli
chemokiny RANTES i jej receptoréw w rekrutacji limfocytow T do pvAT w NT.
Przy uzyciu trzech r6znych metod badawczych wykazano indukcj¢ chemokiny RANTES
w pvAT myszy poddanej dziataniu Ang II. Nastgpnie w niniejszej pracy po raz pierwszy
zostalo opisane, ze infuzja Ang Il zwigksza 2-krotnie chemotaksj¢ limfocytow T
w kierunku chemokiny RANTES, natomiast nie ma wplywu na chemotaksje¢ limfocytow
B, ktorych potencjal migracyjny byl znikomy. Jest to spojne z wynikami wskazujacymi
na zwigkszong akumulacje limfocytow T, a nie B, w pvAT myszy z wyksztatlconym NT

zaleznym od Ang II'*%>!1

. Réwniez limfocyty T wyizolowane z pvAT myszy z NT
wykazywaty = zwigkszong  migracj¢ w  kierunku  chemokiny = RANTES.
Szczegdtowa analiza limfocytéw T, rezydujacych pvAT, wykazata zwigkszong ekspresj¢
receptoréw CCR1, CCR3 oraz CCRS5 po wplywem dziatania Ang II in vivo, co wyjasnia
ich nasilong migracj¢ w kierunku ich ligandu jakim jest RANTES.

Celem potwierdzenia kluczowej roli RANTES w procesie chemotaksji limfocytoéw T
w kierunku nadsaczu uzyskanego w pvAT wykonano eksperymenty majace na celu
usunigcie RANTES ze S$rodowiska przy wuzyciu przeciwcial anty-RANTES.
Co ciekawe, neutralizacja RANTES powodowata spadek migracji limfocytow T w pvAT
myszy z NT oraz myszy kontrolnych. Niemniej jednak spadek byl znacznie wigkszy
w pvAT myszy poddanej dzialaniu Ang II wskazujac na wazng role tej chemokiny
w rekrutacji limfocytéw T do pvAT w NT. Na uwage zastuguje fakt, ze blokada RANTES
nie blokowala chemotaksji calkowicie co $wiadczy o udziale innych chemokin
w regulacji okotonaczyniowego stanu zapalnego. Ponadto receptory dla RANTES moga
taczy¢ si¢ rowniez z innymi chemokinami. Ligandami dla CCR1 sg CCL3 oraz CCLS,
CCR3 1aczy si¢ z CCLS5, natomiast CCR5 wykazuje powinowactwo do CCL3, CCL4
oraz CCL5*®. Jak wykazano w niniejszej pracy, réwniez CCL2, CCL3 oraz CCL4

sa indukowane w pvAT pod wptywem infuzji Ang Il in vivo.

VI.4. Rola  RANTES w  regulacji  cisnienia  tetniczego  krwi,

okolonaczyniowego stanu zapalnego oraz funkcji naczyn krwionosnych.

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, ze genetyczne usuni¢cie genu ccl5,
kodujacego RANTES, wykazuje wtasciwosci ochronne w modulacji okotonaczyniowego

stanu zapalnego oraz funkcji $rodblonka naczyniowego duzych naczyn krwionosnych,
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niezaleznie od wzrostu cis$nienia tetniczego krwi, w NT zaleznym od Ang IIL
Wykazatem, Ze usunigcie RANTES nie wplywa na poziom ci$nienia t¢tniczego krwi
zarowno u myszy kontrolnych jak i po 14 dniowej infuzji Ang II. Brak r6Znic w ci$nieniu
tetniczym krwi u tego szczepu myszy zostal niedawno potwierdzony
przez Rudemillera i wsp. w 28-dniowym modelu NT zaleznego od Ang II*.
Odmienng rolg RANTES w regulacji ci$nienia te¢tniczego krwi opisano u szczurow SHR.
Spadek ekspresji RANTES zaobserwowano w jadrze pasma samotnego (NTS)
u szczuréw SHR w pordwnaniu ze szczurami WKY>*”. Mikroiniekcja RANTES do tego
regionu mozgu lub 3-tygniowe podskdrne nastrzykiwanie rekombinowanym biatkiem
RANTES powoduje spadek ci§nienia tetniczego krwi u szczuréw SHR**7
Pomimo przeciwstawnych wynikéw uzyskanych z badan nad szczurami SHR,
nalezy pamigta¢, ze spontaniczne NT ma podtoze wieloczynnikowe a jego etiologia
ciagle pozostaje nie wyjasniona.

Jak wspominano wczesniej NT powigzane jest z wystgpowaniem
okotonaczyniowego stanu zapalnego. W niniejszej pracy wykazano, ze w toku rozwoju
NT dochodzi do zwigkszonej infiltracji pvAT przez liczne komorki uktadu
odporno$ciowego, ktore uwalniajg szereg cytokin prozapalnych takich jak np. IFN-y
czy IL-17"%"*"17 " Prozapalne dzialanie tych cytokin prowadzi do zmian
patofizjologicznych naczyn takich jak dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego®’®.

Nowatorskim elementem pracy bylo wykazanie, ze myszy pozbawione genu
kodujacego RANTES chronione sg przed dysfunkcja §rodbtonka naczyniowego aorty,
a takze okolonaczyniowym stanem zapalnym, ktory jest obserwowany u myszy WT
pod wptywem dziatania Ang II. Obserwowany efekt powiazany byt ze spadkiem
okotonaczyniowego stanu zapalnego przejawiajacego si¢ w zmniejszonej akumulacji
makrofagéw oraz limfocytéw T. Brak chemokiny RANTES skutkowal zahamowaniem
rekrutacji limfocytow CD3+ wraz z subpopulacjami CD4+, CD8+ oraz CD4-CDS-
charakteryzujacymi si¢ ekspresja receptora CCRS na powierzchni btony komoérkowe;.

Obecnoé¢ markera CCR5 jest cechg charakterystyczna limfocytow Tyl*™,

ktore produkujg IFN-y**2%,

Wykazano, ze infuzja Ang II nasilata infiltracj¢ pvAT przez limfocyty T CD8+
oraz CD4-CD8- produkujace IFN-y u myszy WT. Produkcja IFN-y przez te subpopulacje
limfocytow T zostata potwierdzona w literaturze’®. Odkrywczym elementem

byto wykazanie, Zze usunigcie chemokiny RANTES zapobiegato akumulacji/migracji
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komoérek CD3+CD8+ oraz CD3+ CD4-CD8 produkujacych IFN-y w pvAT
pod wptywem dziatania Ang II in vivo skutkujac spadkiem tej prozapalnej cytokiny
w pvAT. Brak indukcji IFN-y w pvAT pod wplywem dziatania Ang II u myszy
RANTES-/- zostal rowniez potwierdzony w dalszych badaniach przez nasz zespot
badawczy przy uzyciu qPCR. Redukcja migracji komoérek CCR5+ oraz spadek produkcji
IFN-y chronit myszy RANTES-/- przed szkodliwym dzialaniem Ang 1I
na funkcjonowanie $rodbtonka naczyniowego w aorcie. Protekcyjng rol¢ usunigcia thx21,
genu odpowiedzialnego za produkcje IFN-y, na funkcj¢ $rodbtonka naczyniowego
opisano w literaturze'”’. Wykazano rowniez, ze zwickszona produkcja IFN-y prowadzi
do wuposledzenia rozkurczu naczyn krwiono$nych pod wplywem dziatania
Ang 11 in vivo™®. Natomiast nasz zespot jako pierwszy wykazat szkodliwy wptyw IFN-y
na $rodbtonek naczyniowy w eksperymentach ex vivo. CCRS odgrywa rowniez istotng
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rol¢ w migracji limfocytow regulatorowych (Tr,)” , ktérych protekcyjna rola na

funkcjonowanie $rodbtonka naczyniowego oraz redukcje ci$nienia t¢tniczego krwi w NT

zostata szeroko opisana w literaturze''*'"

. Pomimo znaczacej poprawy funkcji
$rédbtonka  naczyniowego u myszy RANTES-/- =z wyksztalconym NT
nie zaobserwowano réznic w liczbie limfocytow regulatorowych infiltrujacych pvAT.
Roéznice te nie byly roéwniez widoczne zaréwno u kontrolnych i poddanych dzialaniu
Ang [T myszy WT. Z drugiej jednak strony zauwazono, ze w spontanicznym NT dochodzi
do wzrostu komorek Ty, w pvAT. Uzyskane wyniki nie sa spojne z obserwacjami innych
zespolow  badawczych  wykazujacych na  spadek  Tre W Nt
Niemniej, cytowane wczesniej prace opisuja redukcje T, W mysich naczyniach
wiencowych, ktére nie posiadaja pvAT, nerkach i $ledzionie. Nie opisano jak dotad
ich liczby w pvAT zwierzat z NT.

Pomimo znaczacej redukcji limfocytow T i makrofagdéw efekt Ang II byt taki sam
u  myszy RANTES-/- jaki i myszy WT. Swiadczy to o tym,
ze dysfunkcja $rodblonka naczyniowego wywotana dziataniem Ang II nie jest jedynie
konsekwencja zwigkszonego ci$nienia krwi. Tak wigc utrzymanie podwyzszonego
ci$nienia te¢tniczego krwi moze by¢ powigzane z mechanizmem niezaleznym
od RANTES. NT jest chorobg kompleksowa a w jej patogenezie role moga odgrywac
OUN oraz nerki'®. W nastepstwie tego poprawa funkcji $rodblonka naczyniowego
duzych naczyn krwionos$nych nie jest wystarczajaca do redukcji ci$nienia te¢tniczego

krwi. Ponadto funkcje regulacyjng cis$nienia t¢tniczego krwi przypisuje si¢ naczyniom
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oporowym. Rowniez inne komorki uktadu odpornosciowego odgrywaja role w indukcji
badZ utrzymaniu wysokiego ci$nienia tetniczego krwi. Nalezy zaznaczy¢, ze usunigcie
chemokiny RANTES nie chronito przed calkowitym zahamowaniem rekrutacji komorek
zapalnych. Spowodowane jest to faktem dziatania innych chemokin lub cytokin
prozapalnych promujacych chemotaksje¢ leukocytow do miejsc zapalnych.

Ostatnie lata badan wskazuja na wazng role¢ komoérek Tyl7, produkujacych IL-17,
w regulacji funkcji naczyn krwiono$nych oraz indukcji = NT!0%!46-167:292
Podawanie zwierzetom rekombinowanej IL-17 indukuje wzrost ci$nienia tgtniczego krwi

oraz wyksztalcenie dysfunkcji $rodblonka naczyniowego'*.

Natomiast genetyczne
wylaczenie genu kodujacego IL-17 chroni zwierzeta przed indukcja ciezkiego NT,
a takze przed wyksztalceniem dysfunkcji $rdédbtonka naczyniowego oraz
okolonaczyniowego stanu zapalnego w odpowiedzi na Ang II''%%167,
Chemotaksja limfocytow Ty17 do miejsc zapalnych odbywa si¢ na zasadzie interakcji
receptora  CCR6, znajdujacego si¢ na powierzchni tych komorek, z ligandem
CCL20****. Zrédtem CCL20 moga byé komorki thuszczowe, a takze same limfocyty
Tul77**°. Ekspresja CCL20 indukowana jest pod wplywem TNF-o oraz IFN-y,
a hamowana przez IL-10%"’. Chemotaksja komoérek Tyl7 jest zhamowana u myszy
CCR6-/-, natomiast brak tego receptora nie ma wplywu na komorki

produkujace IFN-y*®

. W toku przeprowadzonych eksperymentow wykazano zwigkszony
odsetek limfocytéw T z markerem CCR6 w pvAT myszy WT po infuzji Ang IIL
Co wigcej, akumulacja limfocytow CCR6+ byla niezmieniona u myszy
RANTES-/- zNT. Podobnie jak usunigcie genu kodujacego RANTES nie chronito myszy
przed infiltracja pvAT przez limfocyty T produkujace IL-17. Brak spadku ci$nienia
tetniczego krwi, dysfunkcj¢ naczyn krezkowych oraz delikatne uposledzenie funkcji
$rédbtonka naczyniowego w aorcie moze by¢ spowodowany utrzymywaniem si¢ na
wysokim poziomi IL-17, ktora wpltywa na spadek produkcji NO poprzez fosforylacje
eNOS'*. Zwickszona liczbe¢ komorek Tyl7, produkujacych IL-17, zaobserwowano

réwniez w pvAT szczuréw SHR, co moze sugerowac na role tej cytokiny w patogenezie

spontanicznego NT.
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VLS. Stabe strony badania

Stabg strong badan jest brak wykorzystania myszy ze specyficznym usunigciem
RANTES dla poszczegolnych tkanek, poniewaz rola RATNES moze by¢ inna
w adipocytach, VSMC czy komorkach §rodbtonka naczyniowego.

W obecnej rozprawie nie dokonano pomiaru stresu oksydacyjnego w naczyniach
krwionosnych, ktoéry odgrywa wazng role w NT i moze by¢ regulowany przez RANTES.
Ponadto zbadanie wptywu usuni¢gcia RANTES na profil wytwarzanych przez pvAT
chemokin, cytokin oraz czynnikéw wzrostu pomogtby w lepszym poznaniu roli RANTES

w regulacji okotonaczyniowego stanu zapalnego.
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VIIL. PODSUMOWANIE

Wyniki niniejszych obserwacji potwierdzaja wazng rol¢ okotonaczyniowego
stanu zapalnego w spontanicznym 1 zaleznym od Ang II nadci$nieniem t¢tniczym.
Ponadto wskazuja na wazng rol¢ komorek uktadu odpornosciowego oraz chemokiny
RANTES w modulacji okotonaczyniowego stanu zapalnego oraz funkcji $rédbtonka
naczyniowego.

Podsumowujac otrzymane wyniki proponuje dwa mechanizmy rekrutacji
limfocytéw T w kierunku pvAT: zalezny oraz niezalezny od RANTES. Mechanizm
zalezny od RANTES promuje rekrutacje limfocytow T CCRS5+ produkujacych INF-y
prowadzac do wyksztalcenia dysfunkcji §rodbtonka naczyniowego. Natomiast $ciezka
niezalezna od RANTES promuje chemotaksje limfocytéw T CCR6+ produkujacych
IL-17, ktéra powoduje wzrost cis$nienia tetniczego krwi a takze uposledza
funkcj¢ $rodblonka naczyniowego. Farmakologiczna interwencja majaca na celu
zahamowanie rekrutacji limfocytow T do tkanek otaczajacych naczynia krwionos$ne
moze zapobiega¢ upo$ledzeniu funkcji $rodbltonka naczyniowego bedacego
komplikacja nadci$nienia tetniczego.

Angll

Okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa

— T

RANTES-zalezna RANTES-niezalezna
Rekrutacja limfocytow T Rekrutacja limfocytow T
CCR5+ Tyl Ty17 CCR6+

Okotonaczyniowy stan zapalny

I l

Dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego Wzrost ci$nienia tetniczego krwi

\/

Nadci$nienie tetnicze i inne choroby naczyniowe

Ryc. 48. Proponowany mechanizm rekrutacji limfocytow T do okolonaczyniowej tkanki

tuszczowej w nadcisnieniu zaleznym od angiotensyny I1.
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VIII.

WNIOSKI

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa w NT, zar6wno zaleznym od Ang II jest
miejscem rozwoju stanu zapalnego charakteryzujacego si¢ zwickszona produkcja

cytokin i chemokin prozapalnych oraz redukcja mediatoréw przeciwzapalnych.

Okotonaczyniowy stan zapalny w NT charakteryzuje si¢ zwigkszonym naciekiem
leukocytami, a w szczegdlnosci limfocytami T, makrofagami, komodrkami
dendrytycznymi oraz komorkami NK. W spontanicznym NT u szczuréw

szczegolnie silny wzrost obserwowano w odniesieniu do komorek NK.

Okotonaczyniowa tkanka tluszczowa u myszy z rozwinigtym NT wykazuje

zwigkszong ekspresje RANTES oraz nasila migracje limfocytéw T.

Chemokina RANTES odgrywa kluczowa role w infiltracji okotonaczyniowe;j
tkanki tluszczowej przez limfocyty T i makrofagi w NT zaleznym od Ang II,
a jej usunigcie zapobiega temu procesowi, jednoczes$nie chronigc przed rozwojem
dysfunkcji $rodblonka naczyniowego w mechanizmie niezaleznym od zmian

ci$nienie tetniczego krwi.
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IX. STRESZCZENIE

Nadcisnienie tetnicze (NT) jest stanem patologicznym wywierajagcym znaczacy
wplyw na zdrowie publiczne. NT jest jednym z gtéwnych czynnikoéw ryzyka chordb
uktadu krazenia, w tym zawatu i niewydolnos$ci serca, udardw oraz chorob nerek,
zajmujac pierwsze miejsce pod wzgledem ryzyka zgonéw na $wiecie. Pomimo postepow
w leczeniu 1 diagnostyce etiologia NT ciaggle pozostaje nieznana. Istotng role w NT
odgrywaja osrodkowy uktad nerwowy, nerki oraz naczynia krwionosne. Niemniej jednak
ostatnie lata wskazuja na kluczowa rolg przewlektego stanu zapalnego oraz komorek
uktadu odpornosciowego w patogenezie tej choroby. W toku rozwoju NT dochodzi do
zwigkszonej infiltracji okolonaczyniowej tlhuszczowej (pvAT) przez limfocyty
1 makrofagi. Komorki te produkujac szereg cytokin prozapalnych, ktére moduluja
funkcjonowanie pvAT prowadzac do wyksztalcenia okotonaczyniowego stanu
zapalnego. Ponadto, pvAT w warunkach patofizjologicznych wydziela szereg czynnikéw
prozapalnych oraz reaktywnych form tlenu i wspolnie z leukocytami moze wywiera¢
wplyw na regulacj¢ napigcia i przebudowe naczyn krwionosnych, a takze modulowac
rozw6] NT. Doktadna rola komoérek zapalnych w pvAT jak réwniez mechanizm ich
rekrutacji do tej tkanki w NT ciggle pozostaje niewyjasniony.

Celem pracy bylo scharakteryzowanie pvAT ze szczegdlnym uwzglednieniem
naciekajacych ja komorek ukladu odpornosciowego oraz ekspresji genow i biatek
mogacych odgrywaé wazng rol¢ w patogenezie NT. Ponadto, celem bylo rowniez
poznanie mechanizmu rekrutacji komoérek uktadu odpornosciowego do pvAT.
Powyzszy cel zostal osiagniety poprzez realizacje nastepujacych celéw szczegdtowych:
1. Okreslenia stopnia zmian profilu cytokin i chemokin w pvAT w NT zaleznym od

Ang II;

2. Charakterystyka leukocytow naciekajacych pvAT w  spontanicznym
oraz zaleznym od angiotensyny II (Ang II) NT;
3. Oceny chemotaktycznych wlasciwosci limfocytow T w kierunku pvAT

oraz chemokiny RANTES w NT zaleznym od Ang II;

4. Zbadanie roli chemokiny RANTES w regulacji okolonaczyniowego stanu
zapalnego, funkcji srodblonka naczyniowego oraz ci$nienia t¢tniczego krwiw NT

od Ang II;
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W badaniu wykorzystano 3 miesigczne myszy: C57BL/6 (WT, wild-type), myszy
z usunietym genem dla chemokiny RANTES (RANTES-/-) oraz 12 miesigczne szczury
ze spontanicznym NT (SHR) dla ktérych kontrole stanowity szczury WKY. NT u myszy
wywolywane byto 14-dniowa infuzja Ang II (490ng/kg/min). Ocena profilu biatek
wytwarzanych przez pvAT oznaczona zostala metoda immunodetekcji (dot-plot).
Komorki krwi oraz pozyskane na drodze trawienia enzymatycznego analizowano metoda
cytometrii przeplywowej. Chemotaksja limfocytéw T badana byta komorach Boydena.
Ekspresje genow zbadano metoda qPCR. Do oceny funkcji $rédbtonka naczyniowego
wykorzystano metod¢ organ-bath. Dane analizowano z wykorzystaniem test t-studenta
oraz analizy wariancji ANOVA. Dane wywazone zostaly jako warto$¢ Sredniatbtad
standardowy.

Wyniki: Sposrod 111 przebadanych w pvAT myszy biatek, ekspresja 30 byta
znamiennie statystycznie zmieniona w pvAT (p<0,05) pod wptywam dziatania Ang II in
vivo. Wykazano indukcje 17 biatek; CRP, RegG, IGFBP-2, TNFRSF11B, THFRSFS5,
OPN, IL-33, CCN4, ICAM-1, fetuiny A, HGF, RANTES, CD105, endostatyny, IL-7,
LDLR, rezestyny oraz represj¢ 13 biatek; adiponektyny, AREG, IL-10, IGFBP-3,
chemeryny, CXCL9, CXCL10, CXCL11, FGF 21, CD62E oraz CD160 w pvAT myszy
z NT w poréwnaniu do kontroli.

Infuzja Ang II indukuje ponad 3,5 krotny wzrost liczby komoérek CD45+ na mg
tkanki w pvAT w porownaniu do myszy kontrolnych (2407,8+£108,7 vs. 654+70,4,
p<0,01). Wsréd leukocytow infiltrujacych pvAT zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost liczby makrofagow (30736 vs. 85+10, p<0,01), komorek dendrytycznych
(176425 vs. 50+7, p<0,01), komorek NK (37£8 vs. 66£8, p<0,05), a takze limfocytow T
(730438 vs. 140+23, p<0,01) i ich subpopulacji CD8+ (229+11 vs. 39+5, p<0,01), CD4+
(337411 vs. 68£16, p<0,01) oraz CD4-CD8- (9714 vs. 2343, p<0,01) na mg tkanki
u myszy z wyksztalconym NT w pordwnaniu do myszy kontrolnych. Natomiast nie
wykazano roznic w liczbie limfocytow B. Ponadto dzialanie Ang II byto znamiennie
statystycznie wyzsze na akumulacj¢ leukocytéw (pine<0,001), makrofagdéw (pinr<0,001),
komorek dendrytycznych (pin<0,05) oraz limfocytow T (pin<0,001) w pvAT
w poréwnaniu do w tkanki wisceralnej (VAT).

W toku rozwoju NT zaleznego od Ang II dochodzi do zwigkszonej infiltracji
pvAT przez zaktywowane limfocyty T posiadajace marker CD69 (16,2+2 vs. 31,444 %,
p<0,05) oraz CD25 (15,3+2 vs. 27,543 %, p<0,01). Wszystkie subpopulacje

limfocytow T, rezydujace w pvAT, charakteryzowaly si¢ znamiennym statystycznie
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(p<0,05) zwigkszeniem ekspresji markera CD69, natomiast znamienny wzrost ekspresji
markera CD25 wykazano na subpopulacji CD4+ (p<0,01) oraz CD8+ (p<0,05) u myszy
z NT w stosunku do myszy kontrolnych. Zaobserwowano spadek odsetka naiwnych
limfocytow T (78£2 vs. 65+3%, p<0,05) oraz wzrost odsetka limfocytow T pamiegci
(1,8+0,3 vs. 7,5+0,4%, p<0.01) oraz limfocytow T efektorowych (1042 vs. 19+£3%,
p<0,05) rezydujacych w pvAT myszy z wyindukowanym NT w poréwnaniu do myszy
kontrolnych. Analogiczny spadek limfocytow naiwnych oraz wzrost limfocytow pamigci
i efektorowych wykazano w subpopulacjach limfocytow CD4+ (naiwne: 66+4 vs.
78+3%, p<0,05; pamigci: 8+0,1 vs. 1,7+0,2%, p<0,01; efektorowe: 1743 vs.10+£2%,
p<0,05) oraz limfocytach CD8+ (naiwne: 72+4 vs. 88+2%, p<0,05; pamigci: 7+1 vs.
1,1£0,6%, p<0,01; efektorowe: 8£2 vs. 2,2+1,5%, p<0,05). Najwickszym odsetkiem
limfocytow efektorowych charakteryzowata si¢ subpopulacja CD4-CD8-, ktore
stanowity 48+4% u myszy kontrolnych oraz 48+2% u myszy z NT zaleznym od Ang II.

Szczury SHR charakteryzowaly si¢ zwigkszong liczba komorek CD45+
na mg tkanki w pvAT w poréwnaniu ze szczurami WKY (30084306 vs. 9504166,
p<0,01). Wsréd leukocytow wykazano znamienny wzrost makrofagow (1374£215 vs.
385+87, p<0,01), komorek dendrytycznych (234+24 vs. 117+27, p<0,01), komoérek NK
(365442 vs. 44+15, p<0,01) oraz limfocytéw T (175+9 vs. 120421, p<0,05) w pvAT SHR
w porownaniu do WKY. Ponadto dziatanie NT bylo znamiennie statystycznie wyzsze na
akumulacje leukocytow (pinr<0,001), makrofagow (pine<0,05), oraz komoérek NK
(pint<0,001) w pvAT w poréwnaniu do VAT.

Wsréd limfocytow T, naciekajacych pvAT szczurow SHR, zaobserwowano
zwigkszony odsetek subpopulacji CD4+CD25+ (32+£2 vs. 19+2 %), CD4+CD25+FoxP3+
(18£1 vs. 8+1 %, p<0,01) oraz limfocytéw Tul7 (4,3£0,5 vs. 1,8+0,1 %, p<0,05)
w poréwnaniu do WKY.

W toku rozwoju NT zaleznego od Ang II dochodzi do zwigkszonej ekspresji
mRNA dla RANTES w pvAT (p<0,01) oraz receptorow dla RANTES na powierzchni
limfocytéw T rezydujacych w pvAT; CCR1 (27.9+4.6 vs.15.7+1%, p<0,05), CCR3
(17.1£1.4  vs.10.5+1.4%, p<0,01), CCRS (23.6+0.9 vs.17£0.9%, p<0,01).
Ponadto, zaobserwowano znamienny wzrost (p<0,05) CCL2, CCL3 i CCL4 (ligandow
CCRI, CCR3, CCRS5) w pvAT myszy z NT.

Limfocyty T wykazaly zwigkszong migracje w kierunku supernatantu
pozyskanego z pvAT myszy z NT w poréwnaniu do supernatantu myszy kontrolnych

(4,4+0,7 vs. 0,2+0,2%, p<0,01). Obserwowany wzrost wykazywaty rowniez limfocyty
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CD4+, CD8+ oraz CD4-CD8- (p<0,01). Dziatanie Ang II indukowato wzrost migracji
limfocytow T (2,1+,0,4 vs. 1,1+0,2%, p<0,05), a nie B, w kierunku RANTES (p<0,05).
Wazrost ten towarzyszyl réwniez subpopulacji CD4+ (p<0,01) i CD8+ p<0,05).
Rowniez, wyizolowane z pvAT myszy z NT, limfocyty T wykazywaly znamiennie
wigkszy potencjat migracyjny w kierunku RANTES niz limfocyty pozyskane od myszy
kontrolnych (2,4+0.3 vs.0,8+0.2%, p<0,01). Zastosowanie przeciwciala wigzacego
RANTES zmniejsza chemotaksje limfocytow T w kierunku supernatantu z pvAT.
Inhibicja migracji limfocytow T jest istotnie nizsza w supernatantach myszy Ang II
w poréwnaniu do myszy kontrolnych (26+9 vs. 68+23%, p<0,05).

Infuzja Ang II spowodowala wzrost ci$nienia tetniczego krwi oraz
dysfunkcje srodbtonka naczyn krezkowych u myszy WT oraz RANTES -/- (p<0,01).
Usunigcie genu kodujacego RANTES chronito myszy przed dysfunkcja $rodbtonka
naczyniowego w aorcie obserwowanej u myszy WT po infuzji Ang II (p<0,05).
Myszy pozbawione RANTES charakteryzowaly si¢ ponad 2,5-krotnym zwigkszeniem
liczby leukocytow (636+152 vs. 1637+398, p<0,05), makrofagow (128+£103 vs. 509+93,
p<0,05) oraz limfocytow T (151+47 vs. 393+80, p<0,05) na mg tkanki po infuzji Ang II
w stosunku do myszy kontrolnych. Niemniej, efekt dziatania Ang II na akumulacje
leukocytow, makrofagéw 1 limfocytow T (wraz z subpopulacjami CD4+, CD8+,
CD4-CDS8-) byt znamiennie statystycznie wyzszy w pvAT myszy WT niz pvAT myszy
RANTES-/-, odpowiednio 2407,8+108,7 vs 1637+398 (pin<0,05), 510+£93 vs. 790+64
(Pint<0,05) oraz vs. 730438 vs. 393+80 (pint<0,01).

W toku rozwoju NT u myszy WT dochodzi do zwigkszonej infiltracji pvAT przez
limfocyty T posiadajagcych marker CCRS (p<0,01) oraz CCR6 (p<0,01).
Natomiast usunig¢cie genu kodujacego RANTES chronito przed akumulacjg limfocytow
T z ekspresja CCR5+, a nie CCR6+ w pvAT.

Indukcja NT powigzana byla ze znamiennie zwigkszong akumulacja limfocytow
Tul7 (0,10,1 vs. 0,7+0,2%, p<0,05) produkujacych IL-17, a takze limfocytow T CD8+
(9,7£1,5 vs.17,5£1,6 %, p<0.05) i CD4-CDS8- (2,5£1,5 vs. 9+1,5%, p<0.05)
produkujacych IFN-y (p<0,01) u myszy WT. Zaobserwowano istotny spadek limfocytow
CD8+ (1143 vs.18+2 %, p<0,01) oraz CD4-CDS8- (5%1 vs. 9+1 %, p<0,01), a nie Ty17,
u myszy RANTES-/- w stosunku do myszy WT z rozwinigtym NT zaleznym od Ang II.
Whioski: Okotonaczyniowy stan zapalny powigzany jest ze zwigkszong
produkcja cytokin/chemokin prozapalnych oraz zwigkszonym naciekiem komorek

uktadu odporno$ciowego. NT =zalezne od Ang II zwigksza ekspresje RANTES,
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ktora odgrywa kluczowa role w rekrutacji limfocytow T, a jej usuniecie zapobiega
indukcji okolonaczyniowego stanu zapalnego, jednocze$nie chronigec przed rozwojem

dysfunkcji $rodblonka naczyniowego w mechanizmie niezaleznym od cis$nienia

tetniczego krwi.
IX 1. Summary
Abstract

Hypertension (HT) is a common disorder with a substantial impact on public
health because of associated complications such as stroke, heart failure, kidney diseases,
and it is a major source of morbidity and mortality. Despite the progress in research and
diagnostics the aetiology of HT still remains unclear. An important role in HT is played
by the central nervous system, kidneys and blood vessels. However, recent studies have
suggested a crucial role of inflammation and immune cells in the pathogenesis of this
complex disease. During the progression of HT immune cells such as T cells and
macrophages accumulate in the perivascular adipose tissue (pvAT). Immune cells
releasing proinflammatory factors affect pvAT function leading to development of
perivascular inflammation. Furthermore, pvAT in pathological conditions release various
inflammatory factors such as cytokines, chemokines, growth factors and reactive oxygen
species and acting together with immune cells may affect vascular function and vascular
remodelling leading to increased blood pressure. The exact role and function of the
inflammatory cells residing in pvAT, as well as the mechanism of their recruitment into
this tissue compartment in HT still remains unclear.

The aim of the study was to characterise the perivascular adipose tissue with
a particular emphasis on infiltrating immune cells as well genes and proteins in pvAT
which may play an important role in the pathogenesis of HT. Another objective was to
investigate the mechanism of recruiting immune cells toward pvAT in HT.

The aims have been achieved through the following specific objectives:
1. Determination of the expression of cytokines and chemokines released by pvAT
in Ang IlI-induced HT;
2. Characterisation of leukocytes infiltrating pvAT in spontaneous and

Ang II-induced HT;
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3. Assessment of chemotactic properties of T cells toward pvAT and chemokine

RANTES in Ang II-induced HT;

4. Determination of the specific role of RANTES in regulation of perivascular

inflammation, vascular function and blood pressure regulation

3-month-old C57BL/6, RANTES-/- and 12-month-old spontaneously hypertensive rats
(SHR) with their normotensive control (WKY) were used. Mice were treated with
angiotensin II (Angll, 490ng/kg/min) or control buffer for 14 days. The expression of
cytokines/chemokines and gene expression in pvAT were both determined by
a membrane-based sandwich immunoassay and qPCR, respectively. The number and
phenotype of immune cells infiltrating pvAT (after enzymatic digestions) were analysed
using flow cytometry. The chemotaxis of T cells towards pvAT or RANTES was studied
in Boyden chambers. The vascular function was assessed using organ-bath method.
Statistical analysis was performed using ANOVA or t-test. Data are expressed as
a meantSEM
Results:

Out of 111 mouse pvAT proteins studied, 30 were significantly changed in pvAT
(p<0.05) upon Ang II infusion. Among them 17; CRP, RegG, IGFBP-2, TNFRSF11B,
THFRSFS5, OPN, IL-33, CCN4, ICAM-1, fetuin A, HGF, RANTES, CD105, endostatin
IL-7, LDLR, resistin were upregulated and 13; adiponectin, AREG, IL-10, IGFBP-3,
chemerin, CXCL9, CXCL10, CXCL11, FGF 21, CD62E, CD160 were downregulated in
the pvAT of Ang II-treated animals in comparison to sham.

Ang II infusion caused 3.5-fold induction of pvAT leukocytes in comparison to
sham. This increase was evident for macrophages (307£36 vs. 85+10, p<0.01), dendritic
cells (17625 vs. 50+7, p<0.01), NK cells (37+8 vs. 66+8, p<0.05) as well as T cells
(730+38 vs. 140423, p<0,01), with their subsets CD8+ (229+11 vs. 39+5, p<0.01), CD4+
(337411 vs. 68+16, p<0.01) and CD4-CD8- (97+14 vs. 23£3, p<0.01). Moreover, impact
of Ang II was significantly more prominent in accumulation of leukocytes (pin<0.001),
macrophages (pinr<0.001), dendritic cells (pinr<0.05) and T cells (pinr<0.001) in pvAT in
comparison to visceral fat (VAT).

HT was associated with an increased number of activated T cells with CD69
(16£2 vs. 314 %, p<0.05) and CD25 (15£2 vs. 27+3%, p<0.01) marker residing in
pvAT. A significantly increased expression of CD69 marker was also observed on CD4+,
CD8+ and CD4-CD8- subsets, whereas CD25 only on CD4 and CDS8 subsets in

comparison to normotensive animals. Furthermore, Ang II-induced HT was associated
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with a decline of naive T cells (78+3 vs. 65+4%, p<0.05) and an elevation of memory T
cells (1.8+0.3 vs. 7.5+0.4%, p<0.01) and effector T cells (10+2 vs. 19+3%, p<0.05)
residing in pvAT as compared to sham. This trend was observed in CD4 and CD8 T cell
subsets.

The total number of leucocytes infiltrating pvAT in 12-month-old rats was
significantly higher than in WKY (30084306 vs. 950+166, p<0.01). Virtually, all studied
subsets such as macrophages (1374+215 vs. 385+87, p<0.01), dendritic cells (234+24 vs.
117£27, p<0.01), NK (365+42 vs. 44+£15, p<0.01) cells and T cells (175£9 vs. 120+21,
p<0.05) were increased in SHR rats in comparison to WKY. Moreover, spontaneous HT
was associated with a significantly higher effect on accumulation of leukocytes
(pint<0.001), macrophages (pinr<0.05) and NK cells (pin<0.001) in pvAT than in vAT.

Perivascular adipose tissue harvested from SHR rats showed higher number of
CD4+CD25+ (32+2 vs. 1942%), CD4+CD25+FoxP3+ (18+1 vs. 8+1%, p<0.01)
and Tyl7 (4,3+0,5 vs. 1,8+0,1 %, p<0.05) T cell in comparison to pvAT harvested
from WKY.

The 14-day infusion of Ang II was associated with a significant increase of
RANTES mRNA (p<0.01). Ang Il markedly increased the total content of T cells in pvAT
expressing receptors for RANTES: CCR1 (28+5% vs.16+1%), CCR3 (17+1%
vs. 10£1%), CCRS5 (24+1% vs.17£1%), while having no effect in vAT. The expression
of other ligands (CCL2, CCL3 and CCL4) for CCRI, CCR3 and CCRS
was also significantly increased.

T cells showed increased chemotaxis towards pvAT obtained from Angll infused
mice when compared to sham animals (4.4+0.7% vs. 0.2+0.2%, p<0.01). Moreover,
RANTES recruited T cells, but not B cells, from blood. Ang II infusion doubly increased
chemotaxis of blood derived T cells towards RANTES (p<0.01). However, the most
prominent chemotaxis potential was observed in pvAT isolated T cells from AngllI treated
mice (2.4+0.3% vs. 0.84+0.2% in sham, p<0.01). Preincubation of conditioned media with
anti-RANTES antibody significantly reduced T-cell chemotaxis toward the pvAT from
Ang II- infused animals.

Ang II infusion caused a development of severe hypertension in RANTES-/-
and endothelial dysfunction of mesenteric arteries. A similar effect was observed in
WT animals.

Ang II-dependent HT in RANTES-/- was associated with increased number of
leukocytes (636+152 vs. 1637+398, p<0.05), macrophages (128103 vs. 509+93,
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p<0.05) and T cells (151+47 vs. 393+80, p<0.05) in pVAT as compared to sham animals;
however, the effect of Ang II was significantly higher in the pvAT of WT animals in
comparison to the pvAT of RANTES-/- animals 2407+108 vs 1637+398 (pint<<0.05),
510+93 vs. 790+64 (pinr<0.05) as well as 730+38 vs. 393+80 (pint<0.01), respectively.

Ang II infusion markedly increased the number of T cells possesing CCRS and
CCR6 markers in the pvAT of WT animals. However, deletion the gene encoding
RANTES protect against the accumulation of T cells possessing CCRS + but not CCR6+
in pvAT.

Ang IlI-dependent HT was associated with an increased number of Tyl7
(0.05%0.05 vs. 0.7240.24, p<0.05) and T cell subset; CD8+ (9.7£1.5 vs.17.5+1.6, p<0.05)
and CD4-CDS8- (2.5£1.5 vs. 9£1.5, p<0.05) which produce IFN-y in the pvAT of WT
animals, while RANTES-/- mice were protected against the infiltration of IFN-y
producing T cells (CD8+; 1143 vs.184+2%, p<0.01 and CD4-CDS8-; 5+1 vs. 9+1%, p<0.01
in comparison to WT), but not Ty 17, upon Ang II infusion.

Conclusions:

Perivascular inflammation is associated with an increased production of proinflammatory
cytokines/chemokines as well as an increased accumulation of immune cells.
Ang Il infusion increase the expression of chemokine RANTES which play a crucial role
in the recruitment of T cells, and its deletion protects against perivascular inflammation

and vascular dysfunction regardless of blood pressure.
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