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Wprowadzenie. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa glowng przyczyng

umieralno$ci w krajach rozwinietych. Miazdzyca jest spowodowana przewlektym procesem
zapalnym rozwijajacym si¢ w tetnicach, ktory jest czesciowo uzalezniony od obecnos$ci
czynnikow ryzyka jak hipercholesterolemia, cukrzyca czy nadci$nienie. Prowadza one
do dysfunkcji srédblonka, powstania stresu oksydacyjnego, a nastepnie do migracji komoérek
zapalnych do $ciany naczynia. Liczne modele zwierzgce, jak rowniez obserwacje ludzi
wskazuja na istotng role uogolnionego stanu zapalnego per se w zwickszaniu ryzyka sercowo-
naczyniowego. Jest on odpowiedzialny za cze$¢ ryzyka rezydualnego, pozostajacego po
eliminacji innych znanych do tej pory klasycznych czynnikéw ryzyka miazdzycy. Obserwacje
te ukierunkowuja nasze dzialania na blizsze poznanie jego zrodet 1 mechanizmow
zachodzacych w $cianie naczyn pod jego wptywem.

Wigkszo$¢ naczyn krwionos$nych organizmu jest otoczona przez tkanke ttuszczowa
okotonaczyniowa (PVAT-perivascular adipose tissue). Tkanka tluszczowa jest organem
aktywnym metabolicznie i produkuje wiele substancji, z ktorych cze$¢ wykazuje istotny wplyw
na funkcje naczyn. Jednak procesy w niej zachodzace sa tylko czeSciowo poznane i to gtdéwnie
w odniesieniu do trzewnej tkanki tluszczowej. Okazuje si¢, ze tkanka tluszczowa
okotonaczyniowa w stanach patologicznych jak miazdzyca czy nadci$nienie wykazuje cechy
toczacego si¢ stanu zapalnego. Co ciekawe w warunkach fizjologicznych tkanka ta dziata
ochronnie na funkcje naczyn.

Wyniki dotychczasowych badan pokazuja, Ze naciek zapalny do PVAT jest wigkszy
wokot naczyn o wigkszym nasileniu procesu miazdzycowego oraz jest zwigzany
z uposledzeniem funkcji srodbtonka naczyniowego. Nie znamy jednak kierunku opisywanej
zalezno$ci ani mechanizméw, ktdre za nig stoja.

Celem niniejszej pracy bylo poznanie wzajemnych powigzan pomigdzy stanem
zapalnym, tkankg tluszczowa 1 funkcja naczyn krwionosnych w populacji 0sob
z zaawansowana choroba niedokrwienng serca. Cel ten zostatl zrealizowany poprzez realizacje

nastepujacych celow szczegdtowych:

1. Poréwnanie profilu ekspresji wybranych gendéw charakteryzujacych fenotyp tkanki

thuszczowej w zalezno$ci od lokalizacji, nasilenia miazdzycy oraz nacieku komorek



zapalnych.

2. Szczegblowa charakterystyka limfocytow T obecnych w kompartmentach tkanki
tluszczowej z uwzglednieniem komorek rezydujacych (Trm), powracajacych
do krazenia oraz produkowanych przez nie cytokin.

3. Okreslenie nacieku limfocytow T regulatorowych w okotonaczyniowej tkance
thuszczowej oraz ich zwigzku z funkcja §rodbtonka naczyniowego.

4. Zbadanie wptywu okotonaczyniowej tkanki tluszczowej oraz cytokin prozapalnych
na funkcje $§rédbtonka naczyniowego w kontekscie infiltracji tej tkanki przez komorki

zapalne.

Metody. Badaniem objetych zostalo 131 pacjentéw poddawanych operacji
pomostowania aortalno-wiencowego z powodu choroby niedokrwiennej serca z uzyciem
przesta z tetnicy piersiowej wewnetrznej (IMA). Pobierane byty fragmenty tkanki thuszczowej
otaczajacej tetnice wiencowe ze zwezeniem krytycznym, tkanki thuszczowej podskornej oraz
fragment tetnicy IMA wraz tkankg tluszczowa okotonaczyniowa. Tkanka tluszczowa byta
wykorzystywana do inkubacji z fragmentem IMA jak réwniez trawiona enzymatycznie w celu
wyizolowania komorek frakcji stromalnej. Komorki te oraz komorki PBMC wyizolowane
z krwi obwodowej analizowane byly za pomocg cytometrii przeplywowe;j. Z tkanki thuszczowej
izolowano kwasy mRNA i oznaczano ekspresje genéw metodag RT-PCR. Fragmenty tetnicy
IMA inkubowano z tkankg tluszczowa, z cytokinami IFNy oraz TNFa a nastgpnie badano
funkcje rozkurczowa naczyn zalezng oraz niezalezna od S$rodbtonka w odpowiedzi
na acetylocholing oraz nitroprusydek sodu. Do analizy uzyskanych wynikéw wykorzystywano
analiz¢ wariancji (jedno- dwu- oraz tréjczynnikows), testy t-studenta, test Chi2, wyznaczano
wspolczynniki korelacji Pearsona, przeprowadzano analizg regresji, weryfikowano zalozenia
odpowiednich testow m.in. przeprowadzajac analiz¢ reszt, Stosowano poprawki
dla wielokrotnych testowan.

Wyniki. Badane kompartmenty tkanki tluszczowej wykazuja roznice w ekspresji
badanych genow. PVAT otaczajaca tetnice wiencowe dotkniete nasilong miazdzycg wykazuje
zwigkszong ekspresj¢ gendéw zwigzanych z procesami zapalnymi. PVAT otaczajaca tetnice
piersiowa wewnetrzng niedotknigta miazdzyca wykazuje zwigkszong ekspresje gendw
zwigzanych z brunatnym fenotypem tkanki thuszczowej. Tkanka tluszczowa podskorna
wykazuje zwigkszong ekspresje genow zwigzanych z roznicowaniem tkanki tluszczowej
w porownaniu do pozostatych kompartmentdéw tkanki thuszczowej. Naciek komorek zapalnych

w PVAT wokot tetnicy piersiowej wewnetrznej jest zwigzany ze zwigkszong ekspresja genow



dla visfatyny, p22phox, IL-10 i CTLA-4 w tej tkance. Nacieck w PVAT wokot tetnic
nasierdziowych i w thuszczu podskérnym nie jest zwigzany ze zmianami ekspresji badanych
genow.

Srednio 45-62% limfocytow T (w zaleznoéci od rodzaju tkanki) obecnych w tkance
thuszczowej stanowily komorki Trm.. PVAT otaczajacy IMA charakteryzowal si¢ mniejszym
odsetkiem komoérek Trm w porownaniu z PVAT CORO [44,7%(+6,8) vs. 62,4%(+£3,9);
p<0,05]. Podczas gdy w tkance tluszczowej podskoérnej byto to 60,7%(£6,3), p=ns. Jest to
spowodowane w gléwne] mierze przez prawie dwukrotnie wickszy odsetek komorek
CD8*/CD69" wsrod limfocytow CD3*w PVAT CORO w stosunku do PVAT IMA [23,0%
(#3,8) vs 12,9% (£3.4); p=0,01]. Wsrdéd limfocytow CD8* komorki Trm stanowity w PVAT
IMA, PVAT CORO oraz w SC AT odpowiednio 36,8% (£6,0) vs 62,8% (+4,3); p<0,01 oraz
vs 62,1% (+7,1); p<0,01. Nie zaobserwowano réznic w odniesieniu do limfocytow CD4+.
Zdecydowana wigkszo$¢ komorek Trm obecnych w tkance tluszczowej nie wykazywata
ekspresji antygenu CD103 (86-96%). Wsérod limfocytéw T CD3* we wszystkich
kompartmentach tkanki tluszczowej w odniesieniu do obecnosci antygenu CD69 najwigksza
grupe stanowity komorki o fenotypie CD4*/CD69/CD103".

Limfocyty T obecne w tkance tluszczowej charakteryzowaly si¢ wysoka zdolnoscia
do produkcji cytokin zapalnych IFNy i TNFo w stosunku do krwi obwodowej (Srednio 44-65%
vs. 11-43% w zalezno$ci od rodzaju tkanki i subpopulacji komorek). Najwiekszg zdolnos¢
do produkcji IFNy wykazywaty limfocyty T CD8". W odniesieniu do produkcji TNFa roznice
pomigdzy subpopulacjami limfocytow T byly stabo wyrazone. Sposréd komorek
produkujacych IFNy 65-89% stanowily komorki wykazujace podwdjng produkcje
IFNy*/TNFo'. Biorgc pod uwage produkcje cytokin wsrod wszystkich limfocytow T
najwiekszg grupe w kompartmentach tkanki thuszczowej stanowity komorki CD4* z podwojna
produkcja IFNy oraz TNFa (18-20%), nastepnie komorki CD8* produkujace obie cytokiny (15-
19%).

Limfocyty Trm CD4+ obecne w tkance tluszczowej wykazujg wieksza zdolnos¢ do
produkcji IFNy oraz TNFa niz komorki powracajace do krazenia(CD69). Najwigksza roznica
wystepuje w odniesieniu do tkanki thuszczowej nasierdziowej. W odniesieniu do limfocytow T
CD8" nie wystgpowaty réznice w produkcji cytokin przez komoérki CD69* oraz CD69".
Najwigksza grupe limfocytow T produkujacych badane cytokiny (zarowno IFNy jak i TNFa)
bioragc pod uwage obecnos$¢ antygenu CD69 stanowig komorki CD4*/CD69. Zwraca uwage
wiekszy udziat komorek CD8*/CD69" w produkcji IFNy w PVAT CORO niz w PVAT IMA.



Nie wykazano roznic w odsetku komoérek Treg pomiedzy kompartmentami tkanki
tluszczowej oraz krwig. Zaobserwowano dodatnig korelacje¢ pomig¢dzy odsetkiem komorek
Treg w tkance tluszczowej nasierdziowej i otaczajacej IMA (R=0,40, p=0,02) oraz krwig
obwodowa (R=0,33, p=0,04). Naczynia od pacjentow z wyzszym odsetkiem komorek Treg we
krwi charakteryzowaly sie lepszg funkcjg $rodbtonka naczyniowego (panova=0,01). Efekt ten
utrzymat si¢ w analizie regresji wielorakiej po uwzglednieniu klasycznych czynnikéw ryzyka
miazdzycy. Nie zaobserwowano zaleznosci pomig¢dzy funkcjg $rodblonka naczyniowego
i odsetkiem komorek Treg w PVAT (panova=0,3).

Inkubacja tetnicy IMA z PVAT skutkowata uposledzeniem funkcji $rodbtonka
naczyniowego. Przy czym stopien tego uposledzenia byl tym wiekszy im wigcej komorek
zapalnych zawieral inkubowany ttuszcz (three-way ANOVA p=0,02). Podobnie, inkubacja IMA
z IFNy skutkowata pogorszeniem funkcji srodbtonka naczyniowego (p<0,05), podczas gdy nie
obserwowano takiego efektu po inkubacji naczyn z TNFa. Nie obserwowano efektu
synergistycznego dziatania obu cytokin na funkcje srodblonka naczyniowego.

Whioski. Tkanka ttuszczowa pochodzgca z roznych przestrzeni tkankowych wykazuje
zréznicowany profil ekspresji gendw u pacjentow z chorobg niedokrwienng serca. Tkanka
thuszczowa okolonaczyniowa otaczajaca dotknigte zaawansowang miazdzyca naczynia
wiencowe wykazuje cechy toczacego si¢ stanu zapalnego, podczas gdy PVAT otaczajacy wolng
od miazdzycy tetnice IMA charakteryzuje si¢ fenotypem zblizonym do brunatnej tkanki
thuszczowej uwazanym za ochronny dla funkcji naczyn. Naciek komorek zapalnych do PVAT
jest zwigzany ze zwigkszona ekspresja gendw zwigzanych ze stanem zapalnym (CTLA-4, IL-
10), stresem oksydacyjnym (CYBA), jak rowniez kodujacych visfatyng (NAMPT). Ciekawe,
ze roznice te zaobserwowano jedynie w odniesieniu do PVAT IMA. Brak réznic w PVAT
CORO pomigdzy probkami z wysokim 1 niskim naciekiem komorek zapalnych moze wynikaé
z wyj$ciowo nasilonego stanu zapalnego, jednak wymaga to dalszych badan w tym zakresie.

Znaczng cze$¢ limfocytow T w PVAT stanowig komorki Trwm nie powracajace
do krazenia. Przewazaja one zwtaszcza w PVAT otaczajacym dotknigte miazdzyca naczynia
wiencowe i jest to spowodowane gtownie roznicami w ilosci komorek CD8+.

Jednymi z gtéwnych cytokin, ktérym przypisuje si¢ role w rozwoju miazdzycy sa TNFa
oraz zwigzany z odpowiedzia Thl IFNy. Wyspecjalizowanymi komorkami zdolnymi
do produkcji cytokin obecnymi w tkance tluszczowej sa limfocyty Trm charakteryzujace sig¢
obecnoscig antygenu CD69. Limfocyty T CD8+ wykazuja najwigksza zdolnos¢ do produkcji
IFNy. W PVAT CORO znajdujemy takze wigcej limfocytow T CD8+/CD69+ niz w PVAT
IMA, jak rowniez wigkszy jest ich udzial w produkcji IFNy. Z drugiej jednak strony pod



wzgledem ilosci najwigksza grupa komorek posrod limfocytow T produkujacg IFNy sa
limfocyty T CD4*/CD69". Ponadto wykazujg one wzrastajacg przewage w produkcji IFNy
nad populacjag CD69” wraz z przechodzeniem pomi¢dzy kompartmentami tkanki ttuszczowej
(SC AT<PVAT IMA<PVAT CORO). Uzyskane wyniki wskazuja na znaczacy udzial
limfocytoéw Trm w produkcji patogennego IFNy, nie pokazujg jednak zdecydowanej przewagi
subpopulacji CD4" badz CD8".

Limfocyty Treg maja za zadanie utrzymanie prawidlowej réwnowagi procesow
immunologicznych. Z tego wzgledu podjgto probe ich oznaczenia w badanej grupie pacjentow
1 powigzania z funkcjg naczyn. Naczynia od pacjentéw z wyzszym odsetkiem tych komoérek
we krwi charakteryzowaty si¢ lepsza funkcja $rédblonka naczyniowego, nie zaobserwowano
jednak takiego efektu w odniesieniu do limfocytow Treg obecnych w PVAT. Mimo to ich
odsetek we krwi oraz PVAT, jak rowniez pomiedzy roznymi lokalizacjami PVAT byt
wzajemnie skorelowany. Wyniki te sugeruja mozliwy udziat tych komorek w regulacji funkcji
naczyn. Niewykluczone jednak, ze istnieja mechanizmy modyfikujace na ich dzialanie
w konkretnych tkankach.

Inkubacja naczyn z tkanka thuszczowa istotnie pogarsza funkcje $rodbtonka
naczyniowego 1 co niezwykle istotne, stopien pogorszenia jest wigkszy, gdy naczynie
inkubujemy z tluszczem o wigkszym nacieku komorek zapalnych. Pokazuje to bezposredni
wptyw tkanki thuszczowej na funkcje naczyn oraz wskazuje kierunck obserwowanej
we wczesniejszych badaniach zalezno$ci pomiedzy zwickszonym naciekiem komorek
zapalnych w PVAT a dysfunkcja $rodbtonka.

Inkubacja naczyn z badanymi cytokinami skutkowata uposledzeniem funkcji
srodblonka jedynie po ekspozycji naczyn na IFNy a nie na TNFa. Nie dowodzi to wprost, lecz
pozwala postawi¢ wymagajaca weryfikacji hipoteze, ze negatywny wptyw tkanki ttuszczowej

na funkcje naczyn moze by¢ przynajmniej czgsciowo spowodowany wplywem IFNy.



Streszczenie pracy w jezyku angielskim

Introduction. Cardiovascular diseases are the main cause of mortality in developed
countries. Atherosclerosis is characterized by chronic inflammation of the arteries, which
develops at least in part due to risk factors such as hypercholesterolemia, diabetes and
hypertension. They lead to endothelial dysfunction, oxidative stress and eventually
inflammatory cells migration into the vessel wall. Many animal models as well as observations
in humans indicate a principal role of systemic low-dose inflammation per se in increasing
cardiovascular risk. It is responsible for a part of residual risk, which persists after eliminating
other known classical risk factors. These observations lead us to better understand its origins
and mechanisms happening in the vessel wall.

Most of the arteries of the body are surrounded by perivascular adipose tissue (PVAT).
Adipose tissue is a metabolically active organ and produces many substances, some of which
present potent vasoactive function. These processes are however not deeply investigated and
mainly according to visceral adipose tissue. In diseases such as atherosclerosis and hypertension
PVAT exerts features of ongoing inflammation. Interestingly, physiologically it plays a
protective role for the vessel function.

Previous research show that inflammatory infiltration in PVAT is greater around vessels
with more pronounced atherosclerotic changes and is connected with endothelial dysfunction.
Unfortunately, the direction of these relationships and specific mechanisms responsible for
them are not known.

The aim of this study is to investigate the relationships between inflammation, adipose
tissue and the blood vessel function in patients with advanced coronary artery disease. The aim
has been achieved through the following specific objectives:

1. Comparison of the selected genes expression profiles characterizing adipose tissue
phenotype according to its localization, exacerbation of atherosclerosis and
inflammatory cells infiltration.

2. Detailed characterization of T lymphocytes in adipose tissue depots taking into account
tissue-resident memory T cells (Trwm), recirculating cells and released cytokines.

3. Investigation of T regulatory cells in PVAT and their relationship with endothelial
function.

4. Investigation of the role of perivascular adipose tissue and inflammatory cytokines on

endothelial function according to inflammatory cells infiltration.



Methods. 131 patients undergoing coronary artery bypass grafting with internal
mammary artery graft were included into the study. Adipose tissue fragments surrounding
critically stenotic coronary arteries (CORO), subcutaneous adipose tissue (SC AT) and internal
mammary artery (IMA) fragments with perivascular adipose tissue were collected. Adipose
tissue was incubated with IMA as well as enzymatically digested in order to isolate stromal-
vascular fraction cells. These cells and peripheral blood mononuclear cells were analyzed using
flow cytometry. mRNA was isolated from adipose tissue and genes expression was measured
using RT-PCR. IMA parts were incubated with PVAT, cytokines (IFNy and TNFa) and then
endothelial function measurements were performed. The data were analyzed using analysis of
variance (one-, two- and three-way), Students t-test, Chi2, linear regression, Pearson’s
correlation coefficients were calculated, appropriate assumptions were verified and corrections
for multiple comparisons were used.

Results. The analyzed adipose tissue depots present differences in analyzed genes
expression. PVAT surrounding atherosclerotic coronary arteries presents increased expression
of genes involved in inflammatory processes. PVAT surrounding atherosclerosis-free IMA
presents increased expression of genes related to brown adipose tissue phenotype.
Subcutaneous adipose tissue presents increased expression of genes connected with adipose
tissue differentiation compared to other adipose tissue compartments. Inflammatory infiltration
to IMA PVAT is connected with increased expression of genes coding visfatin, p22phox, IL-
10 and CTLA-4. Infiltration to PVAT surrounding coronary arteries and subcutaneous adipose
tissue is not connected with changes in the analyzed genes expression.

On average 45-62% of T lymphocytes (depending on tissue type) present in adipose
tissue were Trm cells. IMA PVAT was characterized by lower percentage of Trm cells
compared to CORO PVAT [44.7%(£6.8) vs. 62.4%(%3.9); p<0.05]. While in SC AT it was
60.7%(£6.3), p=ns. It was mainly caused by almost two-fold higher percentage of CD8*/CD69*
cells among CD3" lymphocytes in CORO PVAT compared to IMA PVAT [23.0% (£3.8) vs
12.9% (+3.4); p=0.01]. Among CD8" lymphocytes, Trm cells constituted in IMA PVAT,
CORO PVAT and SC AT respectively 36.8% (£6.0) vs 62.8% (+4.3); p<0.01 and vs 62.1%
(£7.1); p<0.01. No differences were observed according to CD4" lymphocytes. The vast
majority of Trwm cells in adipose tissue did not express CD103 antigen (86-96%). Among CD3+
lymphocytes the largest group in all adipose tissue compartments constituted
CD4*/CD697/CD103" cells according to CD69 and CD103 antigens.

T lymphocytes present in adipose tissue were characterized by high production of IFNy

and TNFo compared to peripheral blood (on average 44-65% vs. 11-43% depending on tissue



type and cell subpopulation). CD8+ T lymphocytes presented the highest production of IFNy.
According to TNFa production the differences were weakly expressed. Among IFNy producing
T lymphocytes 65-89% produced both cytokines (IFNy*/TNFa™). Analyzing cytokine
production among all T lymphocytes the largest group constituted CD4* cells producing IFNy
and TNFa (18-20%), followed by CD8* cells producing both cytokines (15-19%).

Trvm CD4+ lymphocytes present in adipose tissue present higher production of IFNy and
TNFa than recirculating cells (CD69). The largest difference was observed in CORO PVAT.
No differences in cytokine production were detected between CD69" and CD69" cells among
CD8" lymphocytes. The largest group of cytokine producing T lymphocytes according to CD69
antigen constituted CD4*/CD69" cells. Additionally, an increased contribution in IFNy
production by CD8*/CD69" cells was observed in CORO PVAT compared to IMA PVAT.

No differences were detected in Treg cells between adipose tissue compartments and
blood. A positive correlation was observed between Tregs in CORO PVAT and IMA PVAT
(R=0.40, p=0.02) as well as blood (R=0.33, p=0.04). The higher was Treg percentage in blood,
the better was endothelial function (panova=0.01). This effect persisted in regression analysis
after adjusting for classical cardiovascular risk factors. No relationship was observed between
endothelial function and PVAT Tregs (panova=0.3).

IMA incubation with PVAT resulted in deterioration of endothelial function. The more
inflammatory cells were present in incubated PVAT, the greater was that deterioration (three-
way ANOVA p=0.02). Similarly, IMA incubation with IFNy resulted in endothelial dysfunction
(p<0.05). While no such effect was observed after incubating the vessels with TNFa. No
synergistic effect of the two cytokines was observed.

Conclusions. Adipose tissue from different tissue compartments present differential
genes expression profile in patients with coronary artery disease. CORO PVAT exerts features
of ongoing inflammation, while IMA PVAT is characterized by phenotype similar to brown
adipose tissue which is considered vasoprotective. Inflammatory cells infiltration in PVAT is
connected with increased expression of genes related to inflammation (CTLA-4, IL-10),
oxidative stress (CYBA), and coding visfatin (NAMPT). Interestingly, the differences were
observed only in IMA PVAT. No differences in CORO PVAT between samples with high and
low inflammatory infiltration may be related to initially severe inflammation. This however
awaits verification in further research.

The majority of T lymphocytes in PVAT are Trm cells which do not return to circulation.
They predominate especially in PVAT surrounding atherosclerotic coronary arteries and it is

caused mainly by the differences in CD8+ cells.



TNFa and Thl-related IFNy are the main cytokines considered to be important in the
pathogenesis of atherosclerosis. Trm lymphocytes characterized by CD69 expression are
specialized cells capable of cytokine production and are present PVAT. CD8+ T lymphocytes
present the highest ability to produce IFNy. There are more CD8+/CD69+ T cells in CORO
PVAT than in IMA PVAT, and their contribution to IFNy production is greater. On the other
hand, CD4*/CD69" cells constitute quantitatively the largest group producing IFNy among T
lymphocytes. Moreover, they present an increasing predominance over CD69- population in
IFNy production between adipose tissue compartments (SC AT<PVAT IMA<PVAT CORO).
The results indicate considerable contribution of Trwm cells in producing pathogenic IFNy with
no firm predominance of CD4" nor CD8" subpopulation.

Treg lymphocytes are responsible for maintaining appropriate homeostasis of
inflammatory processes. For that reason, we aimed to investigate them in our group of patients
and try to relate to endothelial function. The higher was the percentage of Tregs in blood, the
better was the endothelial function. However, no such effect was observed in relation to PVAT
Tregs. Despite that their percentages in blood and PVTA, as well as different PVAT depots was
correlated. These results suggest the potential role of these cells in regulating vessel function.
Possibly, there are mechanisms modifying their action in specific tissues.

Incubation of the vessels with adipose tissue substantially deteriorates endothelial
function. Importantly, the amount of this deterioration is larger when the vessel is incubated
with adipose tissue with higher inflammatory cells infiltration. It shows a direct impact of
adipose tissue on the vessel function and demonstrates the direction of previous observation
between increased inflammatory cells infiltration and endothelial dysfunction.

Incubation of the vessels with IFNy, and not TNFa, resulted in deterioration of
endothelial function. It does not directly prove, yet let us hypothesize that negative impact of

PVAT on the vessel function may be at least in part caused by IFNy.



