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Zawartos¢ cholesterolu we fragmentach tetnic
— studium 34 przypadkow

The content of cholesterol in arterial fragments
— study of 34 cases

Aleksandra Kuzan'2, Agnieszka Chwitkowska?, Magdalena Kobielarz'3

STRESZCZENIE

WSTEP

Miazdzyca jest choroba wieloczynnikowa. Powszechnie uwaza sig, ze glownym
czynnikiem odpowiedzialnym za powstawanie blaszek miazdzycowych w tetni-
cach jest wysoki poziom cholesterolu w osoczu krwi. Czasteczki tego lipidu
wchodza w sktad nie tylko tetnic objetych patologicznym sttuszczeniem, ale tez
kazdego naczynia krwiono$nego jako element budulcowy bton komorkowych.
Celem pracy jest odpowiedz na pytanie, czy ilo$¢ cholesterolu catkowitego
w tetnicach jest skorelowana z poziomem zaawansowania miazdzycy.

MATERIAL | METODY

Materiatem badawczym byly 34 wycinki tetnic pochodzace ze zwlok ludzi zmar-
lych $miercig nagla. Probki byly podzielone na 4 grupy ze wzgledu na stopien
zaawansowania miazdzycy. Cholesterol oznaczano kolorymetryczng metoda
z uzyciem chlorku zelaza w stezonym kwasie siarkowym i fosforowym.

WYNIKI

Zaobserwowano, ze srednia zawarto$¢ cholesterolu w probkach tetnic wzrastala
wraz ze stopniem zaawansowania miazdzycy. Tetnice pochodzace od oséb ze
znacznym i bardzo duzym nasileniem choroby charakteryzujg si¢ wysokim po-
ziomem cholesterolu.

WNIOSKI

1. Istnieje zwigzek miedzy zawartoscig cholesterolu w $cianie naczynia krwio-
no$nego a zaawansowaniem miazdzycy; nie jest to jednak zalezno§¢ wprost
proporcjonalna, gdyz blaszki miazdzycowe wraz z postgpem choroby wzbo-
gacane sg nie tylko w lipidy, ale takze w komoérkowe i biatkowe sktadniki,
takie jak monocyty, makrofagi, trombocyty, komorki nekrotyczne, biatka
macierzy zewnatrzkomorkowej i inne.

2. Konieczne sg dalsze badania w celu poglebienia wiedzy na temat patomecha-
nizmu miazdzycy i weryfikacji tezy o nadrzgdnej roli cholesterolu w po-
wstawaniu zmian miazdzycowych.
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ABSTRACT

BACKGROUND

Atherosclerosis is a multifactor disease. It is commonly believed that a high cholesterol level in blood plasma is
the main factor which is responsible for the formation of atherosclerotic plaques in arteries. Lipid molecules
form not only pathological arteries, but are also part of each blood vessel as an important element of cell mem-
branes. The aim of this study is to investigate whether the amount of cholesterol in the arteries is correlated with
the degree of atherosclerosis.

MATERIAL AND METHODS

The research material consists of 34 fragments of arteries originated from the bodies of people who died a sud-
den death. The samples were divided into four groups according to the severity of atherosclerosis. Cholesterol
was determined using a colorimetric method with ferric chloride in concentrated phosphoric and sulfuric acid.

RESULTS

It was observed that the content of arterial cholesterol in the samples increased with the severity of atherosclero-
sis. The arteries from persons with severe and very high intensification of the disease were characterized by high
levels of cholesterol.

CONCLUSIONS

There is a relationship between the content of cholesterol in the blood vessel wall and the severity of atheroscle-
rosis, but it is not a directly proportional rectilinear relationship due to the fact that plaques with the progression
of the disease are not only enriched in lipids but also in cellular and protein components, such as monocytes,
macrophages, thrombocytes, necrotic cells, extracellular matrix proteins and others. Further studies are needed to
better understand the pathogenesis of atherosclerosis and verify the thesis of the key role of cholesterol in the
formation of atherosclerotic lesions.

KEY WORDS
cholesterol, arteries, arteriosclerosis

WSTEP lipidu we krwi a stopniem zaawansowania choroby,

ryzykiem wystapienia zawalu serca czy ryzykiem
zgonu z powodu chordb sercowo-naczyniowych [3].
Na tej podstawie stworzono ztoty standard diagnostyki
miazdzycy, polegajacy na oznaczaniu cholesterolu we
krwi (cholesterol catkowity, LDL, HDL). Opracowano
takze strategie terapeutyczne — podawanie lekow ma-
jacych obniza¢ poziom cholesterolu we krwi (gtownie
statyn, takich jak: prawastatyna, lowastatyna, fluwa-
statyna, simwastatyna, atorwastatyna, rosuwastatyna,
pitawastatyna, ceriwastatyna) [4]. Wedlug badan epi-
demiologicznych przeprowadzonych z udziatem duzej
czesci populacji (NATPOL, WOBASZ), u co najmniej
potowy Polakéw nalezy rozwazaé interwencje majace
na celu obnizenie stezenia LDL [4].

Mimo uwrazliwiania pacjentéw na szkodliwos¢ chole-
sterolu, warto zauwazyé, ze czasteczka ta spelnia
wiele istotnych funkcji w organizmie. Jest ona m.in.

W krajach wysokorozwini¢tych choroby sercowo-
-naczyniowe s3 jedng z gtownych przyczyn zgonow —
w Stanach Zjednoczonych co trzeci cztowiek umiera
na zawat, udar, z powodu peknigtego tetniaka lub
innych przyczyn zwiazanych z uktadem krwiono$nym
[1]. W Polsce umieralno$¢ wskutek chordb sercowo-
-naczyniowych wynosi 48% [2].

Gltowng przyczyna tych chorob jest przewlekly proces,
zwany miazdzyca, podczas ktorego w tetnicach — na
skutek proceséw biomechanicznych i biochemicz-
nych — powstaja tzw. blaszki miazdzycowe, mogace
po pewnym czasie pekaé lub tworzy¢ blokade dla
swobodnego przeptywu krwi (stenozg). Powszechnie
za rozw0j choroby obwinia si¢ cholesterol. Rzeczywi-
Scie, stwierdzono korelacje migdzy zawartoScig tego
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prekursorem wielu hormondw (testosteronu, estroge-
néw, aldosteronu, kortykosteronu, kortyzolu) oraz
witaminy D, a wigc ma duze znaczenie w gospodarce
wapniowo-fosforanowej, przez co odpowiada za pra-
widlowa budowe koséca. Z lipidu tego tworzone sa
ponadto kwasy zolciowe niezbedne do trawienia.
Cholesterol jest tez sktadnikiem blon komoérkowych
regulujacym ich ptynnosé [5].

Warto pamigtaé, ze poziom cholesterolu jest zwigzany
z wystgpowaniem miazdzycy, nie jest jednak czynni-
kiem decydujacym o jej przebiegu, gdyz ma ona cha-
rakter wyjatkowo ztozony. Za przyczyn¢ powstawania
blaszek miazdzycowych uwaza si¢ rOwniez: uwarun-
kowania genetyczne [6], nadci$nienie [7], czynniki
infekcyjne (gtownie Chlamydia pneumoniae i Helico-
bacter pylori oraz cytomegalowirus i wirusy Herpes)
[8,9], nadekspresje biatek stanu zapalnego [10], nad-
ekspresje metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomor-
kowej (MMP — matrix metalloproteinases) [11], in-
tensywna glikacj¢ biatek zwigzang z cukrzyca, prowa-
dzaca do powstawania zbyt duzej ilosci produktow
AGE (advanced glycation end-products — koncowe
produkty zaawansowanej glikacji) [12,13] czy w kon-
cu stres oksydacyjny, wywotywany gléwnie przez
reaktywne formy tlenu, ktory moze odpowiada¢ za
uszkodzenia komorek $rodbtonka i zapoczatkowywa-
nie powstawania blaszki miazdzycowej [14].

Celem pracy byto okreslenie zwigzku miedzy iloscia
cholesterolu w tegtnicach a stopniem zaawansowania
miazdzycy. Zaznacza si¢, ze jest to badanie wstepne,
ktére zamierza si¢ rozszerzyé w celu poglebienia
wiedzy na temat patomechanizmu miazdzycy.

MATERIALY | METODY

30 ul wody i 300 ul mieszaniny metanol—-chlofororm
(2 : 1 v/v), homogenizowano w homogenizatorze
FastPrep — 24® (MP Biomedicals) 1 min w tempera-
turze pokojowej, a nastgpnie przeprowadzono wiro-
wanie 15 min przy 14 000 x g, po czym zdekantowano
supernatant, a do pozostatosci tkanki dodano 380 pl
mieszaniny metanol-chlofororm — 0,2 N HC1 (2 : 1 :
0,8, v/v), homogenizowano i wirowano jak wyze;j.

Do ztaczonych supernatantow dodano po 200 pl chlo-
roformu i wody, przeprowadzano kolejne wirowanie,
po czym dolng chloroformowg faz¢ zbierano, neutrali-
zowano dodajac krople 0,2 N metanolowego NH,OH
i przeprowadzano ewaporacj¢ nad strumieniem azotu.
Do otrzymanego osadu dodano 60 pl lodowego kwasu
octowego 1 40 pl barwnego reagentu (0,2%
FeCl;*6H,0 w 85% kwasie ortofosforowym i 96%
kwasie siarkowym), wymieszano, inkubowano 10 min
1 mierzono absorbancj¢ przy 550 nm wzgledem proby
Slepej z odczynnikami. Analogiczne postgpowanie
przeprowadzono ze standardowym roztworem chole-
sterolu. Zawarto$¢ cholesterolu catkowitego [mg]
obliczano wedhug wzoru:

Abprébki

x zawartos¢ cholesterolu w roztworze standardowym [mg]

Ab standardu

Wykonano statystyczna analize testem ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, wedlug ktorej réznica poziomu
cholesterolu w poszczegélnych fazach miazdzycy jest
istotna statystycznie dla p = 0,05.

Obliczono réwniez wspodtczynnik korelacji Spearmana
(p = 0,0005), a takze przeprowadzono test Manna-
-Whitneya z poprawka Holma.

Materialem badawczym byly 34 wycinki tetnic po-

chodzace ze zwlok ludzi zmarlych $miercia nagla.

Probki, zgodnie z makroskopowsg obserwacja, byly

podzielone na 4 grupy ze wzgledu na stopien zidenty-

fikowanych zmian miazdzycowych:

— grupa 0 — 12 probek niezmienionych patologicz-
nie,

— grupa 1 — 9 probek z nieznacznymi nacieczeniami
thuszczowymi,

— grupa 2 — 5 probek z blaszkami miazdzycowymi
typu preatheroma lub atheroma,

— grupa 3 — 8 probek wykazujacych cechy zaawan-
sowanej miazdzycy (duze tluszczowe rdzenie, de-
pozyty wapnia, ogniska martwicy, itp.).

Procedure oznaczania zawarto$ci cholesterolu w tkan-

ce przeprowadzano wedlug zmodyfikowanego proto-

kotu Kates [15]. Do 60 mg $wiezej tkanki dodano

WYNIKI

Srednie zawartosci cholesterolu w $cianach tetnic byly
nastepujace: w grupie 0 — 0,51 pg/mg tkanki, w grupie
1 — 1,04 pg/mg tkanki; w grupie 2 — 3,20 pg/mg tkan-
ki; w grupie 3 — 2,55 pg/mg tkanki (tab. I, ryc. 1). Na
podstawie analizy statystycznej mozna stwierdzi¢, ze
zawarto$¢ cholesterolu w probkach tetnic wzrasta
wraz ze stopniem zaawansowania miazdzycy (wspot-
czynnik korelacji Spearmana 0,563 przy p = 0,005,
gdzie przedzial ufno$ci zawieral si¢ miedzy 0,278
a0,757). W ostatniej grupie zaobserwowano nie-
znaczny spadek $redniej zawartos$ci cholesterolu
w stosunku do grupy 3. Analiza post hoc wykonana
metoda wielokrotnych powtérzen testem Manna-
-Whitneya wykazata, ze wyltacznie rdznica w zawarto-
$ci cholesterolu dla tetnic w 0 1 3 fazie zaawansowania
miazdzycy jest istotna statystycznie.
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Tabela I. Zawarto$¢ cholesterolu w badanych tetnicach
Table I. Content of cholesterol in examined arteries

Stopien miazdzycy n Mediana 25-75% Poziom cholesterolu
0 12 0,250 0,130-0,925
1 9 1,450 0,233-1,505
2 5 3,000 1,695-4,725
3 8 2,525 0,815-4,095
n — wielko$¢ proby (sample size)
7
6
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Stopien zaawansowania miazdzycy

Ryc. 1. Wykres zaleznosci migdzy zawartoscig cholesterolu w wycinkach tetnic a stopniem zaawansowania miazdzycy w poszczegélnych grupach:
0 - bez widocznych zmian miazdzycowych (12 probek), 1 — niewielkie blaszki z nacieczeniami ttuszczowymi (9 prébek), 2 — wigksze, ztozone blaszki
miazdzycowe (5 probek), 3 — blaszki miazdzycowe z ogniskami nekrozy, duzym tluszczowym rdzeniem i/lub depozytami wapnia. Zaznaczono wartosci

mediany i minimalne-maksymalne.

Fig. 1. Dependency graph of cholesterol content in arterial specimens on severity of atherosclerosis. Numbers in individual groups: 0 — no visible
atherosclerosis (12 samples), 1 — small plates with fatty infiltration (9 samples), 2 — larger, complex atherosclerotic plaques (5 samples), 3 — plaques with
necrotic core, fatty core and/or calcium deposits (8 samples). Median and minimum-maximum are marked.

DYSKUSJA

Zaprezentowane wyniki wykazaly zwigzek miedzy
stopniem zaawansowania miazdzycy a zawarto$cia
cholesterolu w probkach tetnic. Im wigeej bylo go
w tkance, tym stopien zaawansowania zmian choro-
bowych byt wyzszy. Analogicznie jest w przypadku
zawartosci cholesterolu we krwi [3]. Mozna postawic¢
hipotezg, ze im jest ona wigksza, w tym wiekszym
stopniu jest on pochlaniany przez komorki migsni
gladkich 1 makrofagi w tetnicach. Warto jednak zau-
wazy¢, ze az 50+70% cholesterolu ma pochodzenie
endogenne, czyli jest wytwarzane przez ustroj, gtow-
nie przez watrobe, jelita i skore [16], ale tez przez inne
komorki, w tym mies$nie gladkie tetnic, szczegodlnie
w miejscach, gdzie tworza si¢ ogniska zapalne [17].

Na podstawie przeprowadzonych badan odnotowano,
ze na niskim i $rednim poziomie zaawansowania
miazdzycy zawarto$¢ cholesterolu w $cianach tetnic
ro$nie w miar¢ rozwoju choroby, tylko w ostatniej

grupie zaobserwowano nieznaczny spadek S$redniej
zawartosci cholesterolu w stosunku do grupy 2. Moze
to wskazywac, iz poziom tego lipidu w tetnicy wzrasta
tylko do pewnego stopnia, a dalszy rozwdj patologii
prowadzi do zmian zawarto$ci innych zwigzkéow bu-
dujacych S$ciang naczynia krwiono$nego, tj. biatek
tkanki tacznej macierzy zewnatrzkomoérkowej, zwigz-
kéw nieorganicznych (np. hydroksyapatytu, tlenku
wapnia) i innych. Okazuje si¢, ze najbardziej ztozone
blaszki miazdzycowe sktadaja si¢ w duzym stopniu
réwniez z innych sktadnikow komorkowych i rézno-
rodnych zwigzkow organicznych — trombocytow,
makrofagéw, innych komorek uktadu odpornosciowe-
go, resztek nekrotycznych komérek, a w koncu
z biatlek macierzy zewnatrzkomorkowych, gtdwnie
kolagenu [18].

Z badan innych autoréw wynika, ze wraz z rozwojem
miazdzycy przybywa kolagenu [19,20]. Potwierdza to
roéwniez obserwowane postgpujace sztywnienie tetnic
u pacjentdow z chorobami sercowo-naczyniowymi.
Mniejsza sprezysto$¢ §cian tgtnic jest z pewnoscia
zwigzana z wigksza iloscia kolagenu, ktory jako bial-
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ko dhugie, wiokienkowe, zbite w fibryle, nadaje tkance
sztywno$¢. Na jej wzrost ma wiec wplyw przyrost
ilosci kolagenu w tetnicach — nadekspresja tego bial-
ka, a przynajmniej przewaga ekspresji kolagenu nad
jego degradacja, za co odpowiadaja metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej, a takze zwigkszenie
usieciowania kolagenu przez tworzenie si¢ zaawanso-
wanych produktow glikacji AGE. Glikowany kolagen
nie tylko jest bardziej sztywny, ale wptywa takze na
zwigkszenie szybkosci utleniania LDL, a tym samym
stymuluje procesy miazdzycowe [21].

W literaturze przedmiotu funkcjonuje teoria wiazaca
kolagen, cholesterol oraz miazdzyc¢. Rath i Pauling
zaproponowali juz w latach 90. ubieglego wieku hipo-
teze, wedtug ktoérej pierwotng przyczyng formowania
blaszek miazdzycowych jest subkliniczny niedobor
witaminy C, powodujacy agregacje lipoproteiny(a)
i fibrynogenu/fibryny, za$ kolagen, do produkcji
ktérego witamina C jest niezbedna, nie jest syntety-
zowany lub jego synteza jest niewystarczajaca, przez co
miejscowo, zwlaszcza w regionach uktadu krwiono-
$nego, gdzie ci$nienie krwi jest najwigksze, dochodzi
do =zniszczenia wewngtrznej warstwy  tetnicy
i zapoczatkowania tworzenia blaszki [22,23,24].
Autorzy sugeruja, ze cholesterol nie jest przyczyna
powstawania choroby (choé¢, oczywiscie, odgrywa
w niej duza rolg), a wigc metody prewencyjne i lecz-
nicze dotyczace miazdzycy nie powinny koncentro-
waé si¢ na lekach obnizajacych jego poziom, ale na

substratach 1 kofaktorach potrzebnych do syntezy
kolagenu (witamina C, prolina, lizyna) i przeciwutle-
niaczach [24].

Jak zaznaczano we wstgpie, niniejsza praca jest bada-
niem wstepnym. Analiza wynikéw doprowadzita do
wniosku, ze nalezy je rozszerzy¢ o takie parametry,
jak zawartos$¢ kolagenow réznych typow, metaloprote-
inaz macierzy zewnatrzkomorkowej, innych bialek
macierzy (jak osteoprotegeryna, osteopontyna), zaa-
wansowanych produktéw glikacji, a takze o badania
strukturalne — immunohistochemiczne i inne. Dopiero
wnikliwa analiza wszystkich uzyskanych danych
pozwoli wysnu¢ wiarygodne wnioski 1 przyblizy po-
znanie patomechanizmu miazdzycy.

Opisywane tu badania nie sg rozstrzygajace, ale wska-
7zuja na pewng problematyke dotyczaca prewencji
i zabiegdw terapeutycznych w miazdzycy ukierun-
kowaych na obnizenie poziomu cholesterolu we krwi.
Analiza danych wiasnych i literaturowych pozwala
wskaza¢ potencjalne leki przynoszace zamierzony
efekt, tj. zwigzki przetamujace AGE [25] czy tez sub-
straty do syntezy kolagenu [24].

Publikacja jest czeScia projektu ,,Wrovasc — Zintegrowa-
ne Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej”, wspot-
finansowanego przez Europejski Fundusz Rozwoju
Regionalnego, w ramach Programu Operacyjnego Inno-
wacyjna Gospodarka na lata 2007—2013, realizowanego
w Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wro-
ctawiu, Osrodku Badawczo-Rozwojowym.
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