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SPIS SKROTOW

apoE épolipoprotein B — apolipoproteina E

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Agsatgst immunoenzymatyczny
ECM (extracellular matriy — macierz zewatrzkomoérkowa

eNOS éndothelial nitric oxide synthagsesrodbtonkowa syntaza tlenku azotu
FITC (fluorescein isothiocyanale- izotiocyjanian fluoresceiny

gene KO knockouf — wylaczenie genu

HDL (high density lipoprotein- lipoproteina o wysokiejggtaici
HPLC (igh performance liquid chromatography wysokosprawna chromatografia

cieczowa
HSP peat shock protejn biatko szoku cieplnego

IDL (intermediate density lipoprotéir- lipoproteina o poedniej gstasci
IFN-y (interferon gammp— interferon gamma

IL (interleukin — interleukina
IMA (internal mammary artefy- tetnica piersiowa wewgtrzna
KHB (Krebs-Henseleit buff¢r bufor Krebsa-Henseleita

LC-MS (liquid chromatography — mass spectromgtrypohczenie spektrometrii

mas z chromatograficieczova
LDL (low density lipoproteip— lipoproteina o matejggtasci

MCP-1 (macrophage chemotactic protein—biatko chemotaktyczne dla

makrofagow

MMPs (matrix metalloproteinas@s metaloproteinazy macierzy

zewmtrzkomorkowej
NO (nitric oxide) — tlenek azotu

OCT (Optimal Cutting Temperatuye-zel mrazeniowy, wywany przy cgciu

skrawkdw w kriostacie

ORO (il red-O) — czerwid oleista



oxLDL (oxidized LDL) — utlenowana cesteczka LDL
PBS phosphate saline buffer bufor fosforanowy

SAA serum amyloid A— surowiczy amyloid A

SMA (smooth muscle aclir-a-aktyna méesniowki gladkiej
TGF (transforming growth factor be}a- transformujcy czynnik wzrostu beta
Th lymphocyte T helpe) — limfocyt T pomocniczy

TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinageskankowe inhibitory

metaloproteinaz

TLR (Toll-like receptoy - receptor Toll podobny

TNF-o (tumor necrosis factor alpha- czynnik martwicy nowotworow alfa

Treg fegulatory T celly— limfocyt T regulatorowy (dawniej zwany supreseym)

sVCAM-1 (vascular cell adhesion molecul@-1rozpuszczalna w osoczu adhezyna
komorek naczy typu 1

VLDL (very low density lipoprote)r lipoproteina o bardzo mategsgfosci



l. WSTEP

1.1 Miazdzyca

Miazdzyca ttnic jest jedn z gtdwnych przyczynsmiertelngci w krajach
rozwinigtych [90, 98, 110, 137, 138JTo przewlekia chorobagthic, cechujca sg¢
tworzeniem charakterystycznych zmian $aianie naczynia, z naciekami zapalnymi,
gromadzeniem lipidow i witdknieniem. Aktualna wiedpapatofizjologii miadzycy
pochodzi gtdwnie z badaprowadzonych na modelach zwierych, zwlaszcza na
myszach wraliwych na rozwdj choroby, wskutek pozbawienia icengw dla
apolipoproteiny E lub receptora LDL [163].

Wiek XX byt em pojmowania miadzycy jako wyhcznie odktadania ei
cholesterolu i lipoprotein wcianie naczg, z kulminacy tego pogidu w postaci serii
przeprowadzonych na wielkskak bada klinicznych, ukazujcych jednoznacznie,e
skorygowanie hipercholesterolemii zmniejszalo zpecz zachorowaln&@ i
smiertelng¢ w miazdzycy tetnic wiencowych [123, 142].

Niemal do kaca lat 90. zakiadanae miadzyca rozwija st jako przewlekta
odpowied na uraz, ktory powoduje uteakomoreksrédbtonka [133]. Uznawana j
przede wszystkim za chor@lzwyrodnieniow [134-136]. Okoto 20 lat temu badacze
zaczli jednak w coraz wikszym stopniu skupéa sic na innym, dotychczas
nieuwzgtdnianym, aspekcie patogenetycznym idigcy — procesie zapalnym.

W 1986 roku Hanssonwsp przy wyciu przeciwciat monoklonalnych odkryli,
ze mate komoérki o olkigtym jadrze, obecne w blaszce miaycowej, ktore daid
okreslano jako ,mate monocyty”,aslimfocytami T [82]. Kilka lat péniej stwierdzili
oni, ze limfocyty te jako antygen rozpozaajtlenione czsteczki lipoprotein o maiej

gestaéci (LDL) — oxLDL [155]. Ponadto w wielu doniesiemia raportowano o



istnieniu  korelacji pomedzy miadzyca a obecnécia co najmniej 2 typow
mikroorganizmow zakanych: Chlamydia pneumoniaeHerpes simplex virugl61].

Zaczto sk wieCc zastanawig czy proces zapalny nie bierze udzialu w
miazdzycy. Te rozwaania pocztkowo jednak przyjmowano z dumn sceptycyzmem.
Brakowato bowiem jednoznacznego dowodu na istotpyyw zapalenia na rozwoj
miazdzycy. Uzyskano go dzki nowemu zwiergcemu modelowi mizdzycy — myszy,
u ktérej zastosowano techrikcelowania genowegogéne-targetiny za ktorej
wynalezienie Mario R. Capecchi (Stany Zjednoczondgrtin J. Evans (Wielka
Brytania) oraz Oliver Smithies (Stany Zjednoczongkymali w 2007 roku Nagraed
Nobla w dziedzinie medycyny.

Dlatego te¢ w 1999 roku Russell Ross ogtosite miadzyca jest chorobp
zapaln, [137, 138]. Zapalenie wygtuje jako odpowied na czynnik destabilizagy
miejscova homeostagz Czynnikami powoducymi aktywacg makrofagow wscianie
tetnic poprzez receptor Toll-podobny (TLRy: sitlenione czsteczki lipoprotein o0 matej
gestasci LDL (oxLDL), biatko szoku cieplnego 60 (HSP60)aa endotoksyny
bakteryjne [66].

Pierwszym etapem rozwoju nmdrycy jest dysfunkcjgrodbtonka. Dotyczy to
przede wszystkim regiondw rozgaien tetniczych, gdzie przeptyw krwi ¢sto nie ma
charakteru laminarnego. g8t predylekcja do rozwoju midzycy w tych miejscach. Tu
nastpuje odktadanie siczasteczek LDL w przestrzeni pérddbtonkowej. Akumulacja
LDL jest zwikszona, gdy skenie LDL w surowicy krwi jest zwkszone. Casteczka
LDL dyfunduje pasywnie i jej odktadaniegsiv scianie naczynia wydaje siwynikat z
interakcji pomedzy apolipoprotein B czsteczki LDL a proteoglikanami macierzy

[14].



Udowodniono, ze niezmienione cesteczki LDL g zbyt wolno ,pobierane”
przez makrofagi, aby spowododvaich przeksztalcenie w komorki piankowate.
Zasugerowano WCc, ze casteczka LDL zostaje ,zmodyfikowana” $cianie naczynia.
Najbardziej znacga modyfikach jest utlenienie (oksydacja) lipidow [54]. W jej
wyniku powstaje tak zwana ,minimalnie utleniona”asteczka LDL. W wyniku
powstania tych cewtek jako ,obcych” dla organizmu nagtije reakcja zapalna [50,
115]. Zanim ,minimalnie utleniona” @steczka LDL zostanie sfagocytowana przez
makrofagi, musi ulec dalszej modyfikacji do ,wysogtenionej” LDL [157]. Szybki
wychwyt tak zmienionych eatek LDL przez makrofagi zachodzi poprzez receptory
zmiatapce. Nasipnym etapem jest ,prezentacja antygenu” limfocytdm przez
komorki dendrytyczne. Antygenem tym peo by fragment ,strawionej” przez
makrofag, utlenionej lipoproteiny LDL, biatko szokcieplnego 60 (HSP60)B,
glikoproteina I lub fragmenty antygenow bakteryjnyé4].

W wyniku oddziatywania tych komorek nagtije odpowied immunologiczna
typu T helper 1 (komorkowa) lub typu T helper 2rflaralna). Obecnie uwa sk, ze
odpowied typu Th i jej mediatory: interferon gamma (IFN; czynnik martwicy
nowotworow (TNFe), interleukina 1, interleukina 12 oraz interleukini8 dziataj
przyspieszajco na rozwoj miadzycy, podczas gdy odpowiedypu limfocytow Treg
(dawniej zwanych limfocytami T supresorowymi) i jejediatory: transformagy
czynnik wzrostu beta (TGP} oraz interleukina 10 - hamwujozwoj miadzycy [35].

Stabilna blaszka mialzycowa najczsciej posiada wzgldnie grula pokrywe
widknista chronica jadro lipidowe przed zetkeciem z krwi. W niestabilnej blaszce
obserwuje s duze jadro lipidowe ze wzgldnie cienlg pokrywa widknista. W obkbie
tak zmienionej blaszki czynniki prozapalne produkoe przez limfocyty T (jak IFN)

wydaja sie odgrywa& kluczowa rolg, z jednej strony zmniejsz@ produkcg przez



10

migsniowke gtadks macierzy zewatrzkomorkowej, z drugiej Za— zwigkszapc
produkcg metaloproteinaz przez makrofagi [144].

Miazdzyca jest zatem przewlekichoroly zapalm, w wigkszaci przypadkéw
zapocatkowary [ rozwijajaca pod wptywem hipercholesterolemii.
Hipercholesterolemi oraz zapalenie oké®no jako ,wspdlnikbw przespstwa”
(‘partners of crimg [152]. Koncepcja miadzycy jako zapalenia uksztattowatag si
dopiero w ostatnich latach, lecz obecnie jej w&rjest niekwestionowana, co aie st

z okrglonymi konsekwencjami terapeutycznymi [75].

|.2 Metaloproteinazy macierzy zewitrzkomorkowej

Metaloproteinazy macierzy zewtrzkomoérkowej - kolagenazy, matryksyny
(ang.matrix metalloproteinasesVIMPs) — jest to grupa zaleych od cynku enzymow
proteolitycznych, nalecych do endopeptydaz, ktorych podstawowunkcja jest
uczestniczenie w fizjologicznych i patologicznyctogesach przebudowy skladnikow
macierzy zewstrzkomoérkowej i degradowania ich (remodeling). Ghijim zadaniem
ukladu MMP jest przebudowa strukturalna macierzggomaorkowej [170].

W swoim skladzie zawiergjone zatem atom cynku (Zh, ktéry peini rok
katalityczmy i strukturalm w czsteczce enzymu. Syntetyzowangvs komorkach w
formie preproenzymu i uwalniane do przestrzeni zgxekomaorkowej jako proenzymy
(proMMP) [171]. Aktywacja enzymu naftuje przez proteolityczne ggie w rejonie
propeptydu. Aktywn&¢ metaloproteaz jest precyzyjnie regulowana na poEO
transkrypcji, translacji oraz poprzez endogennditdry, takie jaka,-makroglobulina i
przez swoiste endogenne tkankowe inhibitory metatemaz f{issue inhibitors of
metalloproteinases TIMP), skladajce st z rodziny czterech inhibitoréw proteaz:

TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 and TIMP-4.
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Egzogenne syntetyczne inhibitory zwykle posiadgiup; chelatujca, ktora
wiaze katalityczny atom cynku w aktywnym centrum enzynAuntybiotyk z grupt
tetracyklin - doksycyklina, ktéra tak grup; chelatujag posiada, nawet w
subantybakteryjnych dawkach hamuje aktygéndMMPs [68]. Obecnie jest ona
wykorzystywana klinicznie w stomatologii w leczenalnorob przygbia i jest, jak

dotad, jedynym inhibitorem MMPs daginym klinicznie [53].

W warunkach fizjologicznych MMPs uczestricav procesach, takich jak:
embriogeneza, angiogeneza, gojenie ranahidziat w agregacji ptytek oraz reguluj

metabolizm jonow.

Ryc. 1 Klasyczna struktura domenowa metaloproteinaz magci@ozakomaorkowej
(MMPs).

Wszystkie MMPs zawieraj N-koncowa pro-domer (PRO). Posiada ona grup
cysteinow, ktora blokuje dogp substratéw do jondw cynku (Zi, umocowanego
przez trzy wiazania wodorowe (H) we wszechobecne] podjednostdality@zne]

(CAT). W przypadku MMP-2 i MMP-9 domena CAT posiadadatkowe wstawki
Jfibronektynowe”. Aktywacja proformy zachodzi popz przecicie proteolityczne
tacznika pom¢dzy domenami PRO i CAT. Wksza¢ MMPs posiada rowniedomer

PEX, ktéra modyfikuje rozpoznanie substratu i akigg proformy (zmodyfikowane z
[171]).
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Badania prowadzone na patial lat 90. dowiodly,ze MMPs odznaczajsic
swoistacia substratow.

W zalenosci od swoistéci substratowej i budowy aggteczki, metaloproteinazy dzieli

sie na pe¢ zasadniczych podgrup:

1. kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13)

2. zelatynazy (MMP-2, MMP-9)

3. proteinazy poitieliska (stromolizyny) (MMP-3, MMP-10, MMP-11)

4. matrylizyny (MMP-7)

5. metaloproteinazy blonowengémbrane-type metalloproteinaseT-MMP) (MMP-

14, MMP-15, MMP-16, MMP-17)

Zmiany aktywneéci metaloproteinaz zaobserwowano rownie wielu stanach
patologicznych, takich jak: procesy zapalne, chgrotlegeneracyjne oraz w
nowotworach. Klasyczne zapalne czynniki transkrypey NFkxB and AP-1 s
waznymi regulatorami MMP-9 [8].

Metaloproteinazy odgrywaj istots rolg w progresji nowotworéw, poprzez
pobudzanie wzrostu komérek raka, migeadpnwazg, tworzenie przerzutow i nowych
naczyi krwionasnych [132]. Wydzielanie i aktywrsé MMP jest zwegkszone prawie we
wszystkich typach nowotworéw u ludzi i koreluje tepniem zaawansowania,ek$z
inwazyjnaicia, zdolndcia do dawania przerzutéw, a tak z krotszym okresem
przezycia. Opisano r@l MMP i TIMP w przerzutach nowotworowych [24], w tyrale
MMPs w rozwoju raka jelita grubego [61].

Inhibitory MMPs stosuje giw zapobieganiu rozwojowktniakdéw aorty [3], w
chorobach nerek [23], w chorobach reumatycznych @28, w leczeniu tendinopatii

[106] oraz w gojeniu giran [56].
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W niniejszej pracy szczega@nuwag zwrocimy na dwie metaloproteinazy,
zwanezelatynazami MMP-2 i MMP-9.

Metaloproteinaza 2 (MMP-2) zwana réwnig zelatynaza A, razem z
metaloproteinazaz 9 (MMP-9) - zelatynaz B, odpowiadaj za degradagjkolagenu
typu IV — gtdwnego skfadnika btony podstawnej orzgatyny - tzn. zdenaturowanego
kolagenu. Posiadayowniez zdolng¢ do degradowania innych typéw kolagenu (1V, V,
VII, X) oraz elastyny i fibronektyny.

MMP-2 i MMP-9 odgrywai wazna role w wielu procesach, jak: rozwdgj
embrionalny, morfogeneza, remodeling tkanek.

Swoiste hamowanie ich aktyw§w odbywa s przez inhibitory tkankowe
(TIMPs), a nieswoiste gtownie przez-makroglobulie. MMP-2 i MMP-9 odgrywai
ponadto wana role w procesie wzrostu i przerzutowania nowotworowzorazapaleniu

stawow.

1.3 MMPs a miazdzyca

W ostatnich latach stwierdzonoze MMPs odgrywaj istotra role w

powstawaniu blaszki miazycowej [5, 9, 10, 51, 81, 156, 168, 170].

Rozktad macierzy pozakomorkowej jestisle regulowany w olgbie sciany
naczyniowej poprzez rownowagpomkdzy proteinazami, a ich endogennymi
inhibitorami. Jednate w obebie blaszki miadzycowej ta rbwnowaga nie ulec
przesungciu w stror rozkladu macierzy, poniewamakrofagi obecne w blaszce i
fenotypowo zmienione komorki w#ni gltadkich nacziy wydzielap caty panel

proteinaz, w tym metaloproteinazy macierzy pozakdwaej [81].

Aktywowane komorki w zapalnej blaszce wdaycowej (jak makrofagi,

komorki misni gtadkich oraz komérkiérodbtonka) produkuj zatem MMPs, w tym
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zelatynazy: MMP-2 i MMP-9 [16, 52, 69]. Olm@nie s¢zenia lipiddw mae zapobiega
ostrym powiklaniom wigcowym czs$ciowo przez zmniejszanie zapalenia, w tym
ekspresji i aktywnéeci MMP-2 i MMP-9 [89]. | rzeczywdcie, studia kliniczne i
genetyczne korelowaty MMP-2 i MMP-9 ze zdarzeniasercowo-naczyniowymi u
pacjentow [12, 42, 47, 70, 121, 178].

U ludzi opisano zwizek podwyszonego osoczowego poziomu MMP-2 z
miazdzyca tetnic szyjnych [112], zwikszory ekspresi MMP-2 i MMP-9 w zmianach
miazdzycowych i ttniakach gtnic mdzgowych [17]. MMP-9 jest konieczne we
wczesnej fazie rozwoju blaszki u myszy [26] orazpaknicciu blaszki miadzycowej
[60, 101, 104].

Opisano zwikszorny aktywnag¢ MMP-9 w niestabilnej blaszce nidzycowej w
ostrych zespotach wieowych [49]. Z kolei MMP-2 wydaje siw zwiazku ze swoim
wewntrzkomorkowym dziataniem na troporin I odgryw& role czynnika
odpowiedzialnego za niedokrwienne i poreperfuzyjsekodzenie ngknia sercowego
[166]. Polimorfizmy w genie kodagym MMP-3 wptywaty na wielké&¢ miazdzycy w
tetnicach wiécowych oraz ryzyko zawatu u ludzi [11]. W zmianaudiezdzycowych
zaobserwowano podwsgzory ekspresj TIMP-1, -2, oraz -3 [45, 51]. TIMP-2 hamuje
miazdzyce u myszy [81]. MMPs odgrywaj tak’ze powana role w patogenezie

niewydolngci serca [147, 148].

U myszy apoEknockoutaktywn@¢ MMPs odgrywa wana role w aterogenezie
[104, 178]. W 2001 roku Silendewsp opisat,ze myszy z wyczonym genem dla
MMP-3 mialy co prawda wksz miazdzyce, lecz réwnoczénie zwikszony

akumulacg kolagenu w blaszkach i mniej ¢ste ttniaki [146]. | odwrotnie, myszy
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transgeniczne z nadekspeeghjdzkie] MMP-1 miaty zmniejszona ndzyce z powodu
nasilonego trawienia kolagenu w neointimalnej magigpozakomaorkowej [87].

Dostarczenie myszom nidzycowym (apoBknockou) genu ludzkiej TIMP-1
poprzez wstrzykricie adenowirusow spowodowato hamowanie progresfiszi
miazdzycowe] i zwkkszenie stabilnei blaszki [80, 139]. U myszy pozbawionych
TIMP-1 nasgpowata zwgkszona degradacji medii z tworzeniem pseudagtniakdw
[88].

Pozbawienie myszy genu dla MMP-2 hamowato z kaewdj miazdzycy [84].
U szczuréw wykazano zwiaek zwikszonej aktywnéci MMP-2 z remodelingiem i
starzeniem sitetnic [167, 169].

Utrata MMP-9 (lecz nie MMP-12) chroni myszy przekovdestrukcji medii i
wzrostowi samej blaszki midzycowej [91]. Z& usunecie MMP-9 powoduje
hamowanie dtniakbw aorty [125]. Ten sam efekt zaobserwowano pgaaniu

simwastatyny myszom midzycowym [153].

Celem niniejszego badania bylo sprawdzenia, czyawadie nieswoistego
egzogennego inhibitora metaloproteinaz: doksycyklimoze prowadzi do rozwoju
mniejszych zmian mialzycowych na eksperymentalnym modelu aterogeneygzyn
apolipoproteina E (apoE) knockout[73] i czy jest to zwjzane ze zmniejszeniem

aktywndaci metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej typ2 i
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1.4 Inhibitory MMPs

MMPs @ rozpatrywane jako hipotetyczny cel terapeutycznygapobieganiu
miazdzycy. Syntetyczne inhibitory zwykle zawiegagrupe chelatujca, ktéra waze
scisle katalityczny atom cynku w aktywnym centrum MMRN.skiad klasycznych grup
chelatugcych wchodz hydroksamaty, karboksylazy, tiole oraz fosfiny.dfyksamaty
sa szczegolnie silnymi inhibitorami MMPs i innych dgowo-zalenych enzymow, w

zwiazku z ich dwustronnchelacy atomu cynku.

1.5 Doksycyklina

Doksycyklina to organiczny zaiek chemiczny, poétsyntetyczny antybiotyk z
grupy tetracyklin. Jest to karboksamid (4S,4aR,&8,6R,12aS)-4-(dimetylamino)-
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydro-3,5,10,12,12a-pgdtaksy-6-metylo-1,11-diokso-2-

naftacenu (ryc. 2).

OH O OH O O
P
NH,

OH
H I H
HsC ~ OH N_

HsC™ CHj

Ryc. 2 Wz6r chemiczny doksycykliny.
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Mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego doksyeyklpolega na hamowaniu
rybosomalnej biosyntezy biatka, poprzez gminie st z podjednostk rybosomala
S30. W wyniku tego wazanie pomgdzy tRNA oraz kompleksem rybosom-mRNA
zostaje zablokowane.

W porownaniu do innych tetracyklin, doksycyklinaazznie lepiej wchtania i
z przewodu pokarmowego (w 90-95%), jest rovnmeniej nefrotoksyczna. Oporfo
krzyzowa obserwowana $s0d bakterii na tetracykliny naturalneesto nie dotyczy
doksycykliny, ktéra okazuje sskuteczna.

Okres pottrwania doksycykliny wynosi 16 godzin §tgodzin). Doksycyklina
jest wydalana z06tcia. Przenika z krwi do jelita grubego, co uifiwia jej zastosowanie
u chorych z niewydolrizia nerek. W poréwnaniu z innymi tetracyklinami mazdizy
okres dziatania, przez co musichipaczej dawkowana.

Doksycyklina jest stosowana gtownie w dermatologiotolaryngologii. W
innych specjalnéciach klinicznych ma mniejsze zastosowanie, m.@.wzgkdu na
dos¢ czesto spotykam odporndé bakterii na ten lek. Do schorzdeczonych tym
antybiotykiem nal&a m.in.:

. choroby skory —w tym w gikich postaciach #dziku
. zakaenia gérnych i dolnych drég oddechowych

. zakaenia tkanek ngkkich

. zakaenia przewodu pokarmowego

. zakaenia uktadu moczowo-ptciowego

. zapalenia przygbia

. malaria

. dur plamisty,

© 00 N O 0o A W DN PP

. dzuma (jako antybiotyk drugiego rzutu)
10. tularemia



18

Ze wzgkdu na jej wilasné&i chelatujce jony metali, doksycyklina w
subantybakteryjnych dawkach dziata jako inhibitaerskiego spektrum dla MMP

[140]. Jest to ponadto, jak ddt jedyny inhibitor MMP, ktéry jestaywany w Klinice.

1.6 Najnowszy model eksperymentalny miadzycy

Od roku 1992 mysz statagsiznakomitym obiektem badanad miadzyca,
zastpujac dotychczasowe modele zwiece [33, 73, 97, 109, 120, 129]. Wowczas to
bowiem zostaly stworzone, prawie réwnogre w dwoch laboratoriach w Stanach
Zjednoczonych, myszy z wygzonym genem dla apolipoproteiny &pplipoprotein E
(apoE) — knocko(if117, 118]. Myszy te zostaty wkrotce oklene jako ,wiarygodny i
uzyteczny, najlepszy obecnie model zwigry miazdzycy” [95].

»Gene targeting (celowanie genowe) — technika, ¢k ktdrej powstaly wyej
wymienione myszy - polega na homologicznej wymiayggadw. W procesie tworzenia
myszyapoE knockoufinne nazwy angielskieapoE nulllub apoE deficient nastpuje
zastpienie prawidiowego genu kodigego apolipoprotetn E przez gen zmutowany,
nie produkujcy apolipoproteiny E. Taka mysz, w terminologii glakj, posiada
znokautowanywylgczony zerowylub zinaktywowanyen koduicy apolipoprotein E.

W dalszym czsci pracy kedziemy postugiwéa sig dla utatwienia najpopularniejsz
nazwa: myszy apokknockout(apoE-KO).

Apolipoproteina E (apoE) jest ligandem, odpowiabigym za wychwyt z
krazenia lipoprotein o bardzo mateggicsci (VLDL — very low density lipoproteins
lipoprotein o péredniej gstasci (IDL — intermediate density lipoproteipdipoprotein
o duwzej gestasci (HDL - high density lipoproteinsoraz remnantow chylomikronéw [15,
39, 93, 96, 158, 172]. ApoE jest syntetyzowana gieww hepatocytach, ale jest

rowniez wytwarzana w innych komoérkach — w tym w makrofdga&omorkach
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nerwowych i glejowych. Jest obecna w chylomikronadlL, VLDL i HDL i
posredniczy w wychwycie wymienionych lipoprotein watobie, zarowno przez
receptor LDL, jak i przez zwkane z nim biatko LRPLDL receptor — related prote)n

Pierwszy model eksperymentalny wdaycy: genetycznie zmieniony szczep
myszy apoE —knockout stworzono w roku 1992, poprzez zastosowanie metody
rekombinacji homologicznej w komorkach linii zaradkej (embryonic stem ce)ls
[117, 118, 177]. Tak zmienione komorki wszczepialmoblastocysty myszy szczepu
C57BL/6J, ktésg zaimplantowano do macicy. Jako potomstwo uzyskarten sposob
mysz “chimeg”, ktora krzyzowano z mysz C57BL/6J (“wild type”), uzyskujc w
drugim pokoleniu homozygotyczne myszy apoBEkreckout[20, 25, 58, 93, 131].
Wytaczenie genu dla apoE spowodowato powstanie mystgnotypie o catkowitym
braku ekspresiji apoE, jednakz zachowaniem ptod#ad i zywotnasci [15].

Myszy z wyhczonym genem dla apolipoproteiny E, w przechsievie do
wszystkich innych modeli zwiegzych, rozwijaj miazdzyce spontanicznie, bez
konieczndci stosowania diety wysokocholesterolowej [65, 7A1,1]. Jednake w
przeciwigistwie do cziowieka, najwczeiejsze i najbardziej zaawansowane zmiany
wystepuja w zatokach wigcowych aorty, natescych do tzw.,,korzenia aorty”
(,aortic root’), czyli czesci aorty znajdujcej sk jeszcze w olabie migsnia serca.

Wickszas¢ pozostatych modeli miazycy rozwija tylko morfologicznie
wczesne zmiany [nacieki tluszczowefafty streak¥, bez ziogéw lipidowych
pozakomaorkowych]. Problem ten rozwato stworzenie modelu myszy apd&eckout
ktore rozwijaj zmiany miadzycowe zaréwno wczesne, jak i zaawansowane [4, 86, 9
105, 119, 164]. Wykazano podohstwo morfologicznezaawansowanych zmian
miazdzycowych u myszy apoE knockoutdo zmian u cziowieka. Ponadto myszy te

rozwijaja nadcgnienie ttnicze [29, 37, 79, 174].
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Na diecie niskottuszczowej i niskocholesterolowejmyszy tych surowiczy
poziom cholesterolu wynosi okoto 494 mg/dl, w pon@wiu z 60 mg/dl u myszy
C57BL/6J. Ju w wieku 10 tygodni u myszy apoE knockoutrozwijaja Sie wczesne
zmiany miadzycowe w czsci aorty w pobliu zastawek, mieszgeej sk w obrbie
miesnia serca, ktérych powierzchnia wynosi okoto 3#5237 um?, w poréwnaniu z 0
+ 0 pm® u myszy C57BL/6J. W piejszym wieku zmiany mialzycowe § bardziej
zaawansowane [118]. Po agnicciu 8-9 miesicy nastpuje znamienny wzrost
wielkosci zmian, jak rownig ich komorkowej ztaondsci. W zalencsci od rodzaju
eksperymentu autorzy wykorzysiunyszy apoE knockoutw wieku od 16 do nawet
60 tygodniazycia (zwykle okoto 24 tygodni) [99, 130].

Stworzenie tego wkmie modelu zmienito oblicze badlanad patogenaz
miazdzycy, umaliwito miedzy innymi uformowanie nowej definicji midzycy jako
przewlektego procesu zapalnego i pozwolito na padehnie szeregu lekoéw podtém
ich ewentualnego dziatania przeciwadaycowego [21, 43, 44, 107, 141, 160].

Ani hodowle komorkowe, ani badania kliniczne niezwalap dokona
wstepnych prob nowych midiwosci terapeutycznych lekéw. Niedawno napisame,
stworzenie myszy z homologiczn wymiamm gendw (gene-targeted byto
prawdziwym przetomem w eksperymentalnych badanigobdstawowych nad

leczeniem miadzycy [126, 141, 151].
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II. CELE PRACY

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie na najnowszymodelu
eksperymentalnym midzycy - myszy z wydczonymi genami dla apolipoproteiny E
(apoEknockout mice) doksycykliny w dawkach subantybakteryjnygiod katem
ewentualnego dziatania przeciwrmaycowego, jako uznanego nieswoistego inhibitora
metaloproteinaz macierzy pozakomaoérkowej. W ninigjgracy skupiimy sk gtownie
na hamowaniu przez doksycylinelatynaz (MMP-2 i MMP-9).

W tym celu zgromadzono dwie grupy (grupa kontroingrup z podawanym
lekiem) myszy apoknockout po 15 myszy w kalej.

Za pomog dwdch metod: ,en face” i ,cross-section” mierzomoelkosé
miazdzycy w obu grupach. Metodami immunohistochemiczniailano sktad blaszek
pod katem obecnéci makrofagdéw i komorek ménidwki gtadkiej naczy.

Metoda zymografiiin situ mierzono aktywng zelatyna macierzy.

Ze wzgkdu na stosowanie niskich, subprzeciwantybiotykowydawek
doskycykliny, zmierzono poziom doskycykliny u leagch myszy.

Z osocza krwi mierzono poziom catkowitego choledteri triglicerydow oraz
cholesterolu frakcji LDL i HDL, celem stwierdzeni@wentualnego wptywu
podawanego leku na profil lipidowy.

Takze z osocza mierzonoegenie prozapalnych czynnikéw: MCP-1, sVCAM-1,
IL-6, IL-12 oraz SAA.

W obu grupach wykonano rowai@omiary rozkurczu ringéw aortalnych, celem

stwierdzenia wptywu leku na ewentualtlysfunkcg srédbtonka.
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. MATERIAL | METODY

.1 Zwierzeta i leki

Trzydzieci 8-tygodniowych samic myszy z wygzonym genem dla
apolipoproteiny E (apoE -knockou), o podiau genetycznym C57BL/6J [164],
zakupiono w fimie Taconic (Ejby, Dania) [18, 19]wiérz¢ta te podzielono na dwie
grupy o liczebnéci n=15. Myszy byly trzymane przez 16 tygodni w Bwetarni
Katedry Immunologii Wydziatlu Lekarskiego Collegiuledicum UJ, w cyklu
dobowym (12-h ciemnmi/12-h $wiatta), w klimatyzowanym pomieszczeniu
(22.5£0.5C, wilgotnas¢ 50+5%), przy dogpie do wody i paywienia ,,chow diet"ad
libitum.

Oprocz grupy kontrolnej, grupa eksperymentaln&&adej n=15) otrzymywata
te samy diek, zmieszaa z doksycyklin, (Sigma-Aldrich, Warszawa, Polska) w dawce
1,5 mg/ kg m.c./ dap Dawka leku zostala ustalona na podstawienm@nnictwa.

Wszystkie procedury z udzialem zwigrzostaty zaakceptowane przez Komitet

Etyczny ds. Badana Zwierztach Uniwersytetu Jagieliskiego.

l1l.2 Pobieranie naradow

W wieku 6 miesjcy myszy zostaty poddane ngstijacej procedurze [35, 74,
76-78, 110]:
1. Oznaczenie myszy.
2. Zwazenie myszy.
3. Wstrzyknkcie dootrzewnowe 1000 IU Fraxiparyny (Sanofi-Syfdhe, Santea,

Francja) 10 minut przed znieczuleniem.
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Eutanazja pod znieczuleniem dootrzewnowym 10 mgpdntalu (Sandoz,
Wieden, Austria), przez dokonanie translokacji rdzeniggkmwego.

Roziazenie za kaczyny na deseczce.

Polanie 70% alkoholem.

Rozckcie skoéry od brzucha w gor otwarcie otrzewnej.

Przectcie optucnej, okrojenie mostka z dwoch stron i odistie go do gory
przez spicie klemem.

Pobranie krwi przez wktucie do prawej komory serca.

10.0socze byto uzyskiwane przez wirowanie krwi zdkoscia 1000xg w 4°C

przez 10 minut. Nagpnie jest ono skiadowane w plastykowych eppendbriac

-80 C.

11.Nackcie uszka prawego przedsionka. Npsie ukiad ki#zenia perfunduje si

PBS-em, naktuwag igta strzykawki koniuszek lewej komory, utrzymajstate

cisnienie 100 mm Hg,7zado ,zbledngcia” watroby.

12.Odckcie mostka i odstorcie grasicy, obustronne przecie zeber w celu

poszerzenia dégia.

13.Dalsze czynngci wykonywane g pod mikroskopem

14.Woyciecie grasicy, ado odstongcia tuku aorty (ryc. 3) i oczyszczenia gositu.

Ryc. 3 Odstongty tuk aorty(z widoczry biato zabarwioa miazdzyca) (powigkszenie x 3).

15. Odsun¢cie lewego ptuca i serca na bok.
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16. Odstongcie aorty piersiowej.

17.0Odckcie aorty piersiowej od kgostupa i oczyszczenie ji situ.

18. Odstonkcie nerek przez wyecie jelit i watroby.

19. Odstonkcie aorty brzusznejado rozdwojenia biodrowego oraz oczyszczenie
jej in situ.

20.Przectcie przepony i pekczenie aorty piersiowej i brzusznej w odcinku
okotonerkowym.

21.0czyszczenie aortiy situ przez oddzielenie ttuszczu i przydanki (ryc. 4).

22. Odcecie aorty tu przy sercu od gory i za rozdwojeniem biodrowyndotl.

Ryc. 4 Cata aorta wypreparowana.

23.Zanurzenie wypreparowanej aorty w 4% roztworze fdehydu w PBS.
24. Rozcgcie wzdhwne aorty.
25. Rozpgcie aorty na ptytce woskowej przy pomocy bardzokieh igietek (ryc.

5).

Ryc. 5 Aorta rozpgta na ptytce woskowej, gotowa do barwienia.

26.Wyciccie serca, przekrojenie na poét (ryc. 6) i zanurzegbrnej cgsci z
.korzeniem aorty” w specjalnej miseczce plastykqweypetnionejzelem OCT
(podstavy cigcia do dotu, gérna e&¢ serca z ,korzeniem aorty” w gorze) (ryc.

7, 8).
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Ryc. 6. Krojenie poprzeczne serca skalpelem (gtgzeniex 3).

1.5 mm

plaszezyzna cigeia skalpelem

Ryc. 7. Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skatpgrzed zatopieniem w
OCT (z [72)).

Ptaszczyzna ecia (niebieska linia) jest lekko przesunieta zgednruchem wskazowek zegara
w stosunku do ptaszczyzny, jakyznacza odlegkd 1.5 mm od dolnych kragdzi obu uszek
(zielona linia). Jest to spowodowangehniem do ustawienia ptaszczyznyaa jak najbardziej
zblizonej do prostopadtej w stosunku do ,korzenia aorty”



Ryc. 8 Przecite serce, zanurzonezglu OCT w plastykowej foremce.

[11.3 Oznaczanie wielkaéci miazdzycy

A. METODA “CROSS-SECTION”

Przectte poprzecznie serce (ryc. 7) i znaphy Sk w obrbie migsnia serca
poczatkowy odcinek aorty wspujacej (tzw. ‘korze: aorty’) zostaly umieszczone w
specjalnych plastykowych foremkach o wymiarack1#5 mm (CryoMolds) (Tissue-
Tek, USA), wypetnionych poprzednio po brzeglem mraeniowym OCT (Optimal

Cutting Temperature) (CellPath, Oxford, UK) (ryg. 8

Foremki te natychmiast zanmiano do temperatury —8Q. Serca umieszczono w
plastykowej foremce tak, aby ptaszczyzngi@a skalpelem dotykata podstawy foremki.
Nastpnie po wygciu z zamraarki, dziesgcio-mikrometrowej grubgci skrawki byty
cicte w kriostacie, w temperaturze <) przy wyciu standaryzowanego protokotu
[159].

Seryjne skrawki z kriostatu (Leica, Jung CM1800erNcy), posiadagego tzw.
~fuchomg gtowice” (niezbedna do uzyskania prawidiowegoecia poprzecznego aorty
pod kgtem prostym) gito z proksymalnego, okoto 1-milimetrowego odcinkarty

wstepujacej, zwanej "korzeniem aorty" (ryc. 7).
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Osiem skrawkow zbierano w odptaich 100um, rozpoczynaic od odlegtosci
100um od pojawienia si wszystkich trzech ptatkdbw zastawki aortalnej wedtu

ponizszego protokotu:

Procedura uzyskania obrazu ptytek #disycowych w sekcjach poprzecznych
pocatkowego odcinka aorty

A. Sekcja pocatkowego odcinka aorty ("aortic root") myszy,aedw goe, az od

poziomu dolnego brzegu zastawek. W momenciesctnjdo poziomu poctku

pierwszej zastawki (,punkt zero”), korzystejz ruchomej gtowicy, bloczek néle
ustawt przestrzennie tak, aby w skrawkach byly widoczdwnoczeénie wszystkie trzy
zastawki (ryc. 9, 10). Od tego momentu tnigwigore co 10Qum skrawki o grubgci

10 um, a do wysokdci 800um powyzej pierwszej sekcji (ryc. 11).

Sekcje te musza bwykonane w kriostacie, poniesvaetod parafinow; wyptukatoby

sie lipidy, niezlgdne do zobrazowania ptytki ndgdycowe;.
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sciana toru wyp hwu krwiz kwej komory
(poczatkow o miesien sexca, przechod zacy stopniowo hudow s histologiczna w Sciane aorty)

swiatlo aorty

pozadany kierunek przesuniecia
plaszcezyzny ciecia ostrza kriostatu

poczatkowa plaszczyzna cigcia

ypunkt zero”

Ryc. 9. Schemat obrazagy trudndci zwiagzane z uzyskaniem w kriostaciee@a
poprzecznego, prostopadiego do osi aorty (z [72]).

Na r&zowo zaznaczoneatatki zastawki aortalnej w przekroju poprzecznyunkt
zerd oznacza moment, w ktoérym podczasota w kriostacie uwidaczniagpocatek
pierwszego ptatka (prosporéwna z ryc. 10 D).

Aby uzysk& ciecia prostopadte do osi ,korzenia aorty”, nglezmienia& (pod kontrod
skrawkéw ogidanych w mikroskopie) plaszczyzriccia ostrza kriostatu tak, aby statg si
Jidealm ptaszczyza cigcia” (z0tta). Shezy temu specjalna procedura (,North South West Bast”
zmiany potaenia ruchomej gtowicy kriostatu, w zaiesci od ustawienia przestrzennego
uzyskanego ,punktu zerohie przytaczana w niniejszej pracy dla uproszc2enia
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Ryc. 1Q Krojenie mesnia serca w kriostacie, 4d ptaszczyza ostrza kriostatu w gér
w kierunku ,korzenia aorty” (z [72]).

A. Pocatek krojenia — na obrazie widoczny sanesig serca

(Prosz pamktac, ze w rzeczywiskei podczas krojenia skrawkéw w kriostacie, pokazane
ponicej obrazy widoczne pod mikroskopepbszbarwng

B. Dalsze krojenie — pojawiapie tzw. ,robaczki” (,worms”)

C. ,Robaczki” zaczynaj formowa sciany naczy — aorty i pnia ptucnego

D. Aorta. Prosg zwrdcik uwag; na (zaznaczony niebiesktrzatky) pojawiapcy sk tzw. ,punkt
zerd na platku zastawki w dolnej efci ryciny. Od tego momentu nale wykorzysta
ruchomd@¢ gltowicy kriostatu i tak nastawiprzestrzennie bloczek, aby na przekroju byty
widoczne wszystkie trzy ptatki (aby ptaszczyznaci@ byla prostopadia do osi diugiej
.Korzenia aorty”).

E. Pierwszy platek jest wyfaie widoczny, a pozostale dwa zaczynsg tworzy

F. Trzy ptatki zastawki aortalnej w petni widoczne
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Ryc. 11 Obraz kolejnych sekcji poprzecznych ,korzeniaty@oco 100 um, liczac od
~punktu zero”, w ktérym podczasegiia pojawia si pierwszy ptatek.

Miarg wielkasci miazdzycy z kadego serca jesfrednia arytmetyczna z 8 kolejnych
skrawkéw aorty, zbieranych co 10, poczwszy od ,punktu zero”.
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Po utrwaleniu w 4% paraformaldehydzie (pH 7.0), aslki barwiono

hematoksylin Meyera oraz czerwiemioleist [oil red-O (ORO)] (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) wedtug pouszego protokotu [6]:

Utrwalenie skrawkéw formaldehydem i barwienie hemabksyling oraz czerwieng

oleisty (oil red - O):

1.

8.

9.

»Stock solutioft 0.5-1g oil red - O (czerwiar oleista) w 100 ml isopropanolu
(propanol 2). Roztwor nasycony.

,F0Ztwor roboczy”: 24 ml gstock solutioh + 16 ml wody destylowane;.
Pozostawd na 10-15 minut przedzyciem.

zamraone sekcje utrwaliw 4% roztworze formaldehydu w PBS (10 minut)
przemy wody destylowan

zanurzy w 60% roztworze isopropanolu (1-2 minut)

zanurzy w oil red - O (10-20 minut)

przemy woda (5 minut)

hematoksylina (15-30 sekund)

przemywa w cieptej wodzie, ajadra komorkowe stansie niebieskie

10. zamkn¢ preparat w rozpuszczalnym w wodzie medium

Skrawki zabarwione ORO byty analizowane pod mikopskn Olympus BX50

(Olympus, Tokio, Japonia) izyte do oceny iléciowej. Obrazy z aorty zbierano przy

uzyciu aparatu cyfrowego Olympus Camedia 5050 i graagwano jako pliki TIFF o

rozdzielczéci 1024<768 pikseli. Catkowita powierzchnia ptytki nmidzycowej byta

mierzona potautomatycznie nazklgm szkietku, przy gyciu programu AnalySIS FIVE
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software (Soft Imaging System, Munster, Niemcyx(ri2) [6, 36, 100, 108, 124, 149,
150].

Dla kazde] myszysredni wielkos¢ powierzchni miadzycy obliczanoz asmiu
oddalonych od siebie o 10@m skrawkéw, co w najdoktadniejszy sposob
odzwierciedlato powierzchaiprzekroju poprzecznego (,cross-section”)¢gajprzez

miazdzyce [102, 103, 108].

1 =1020.07 pm; A = 1557513 pm ¥ pm
o o | = 796,06 prn , & = 2415248 pm « pm
1=1057.17 pum , & = 2B756.66 pwm = pm

Ryc. 12 Komputerowa ocena wielko miazdzycy w przekroju poprzecznym
.Korzenia aorty” (z [72]).

B. METODA ,EN FACE*

Aorty od tuku do rozdwojenia biodrowego byly utraaé w 4%
formaldehydzie, otwierane wzdinie, przypete cienkimi igietkami do czarnych ptytek
woskowych | zabarwione Sudanem IV (Sigma-Aldrich, l®uis, MO, USA), wedtug
ponizszego protokotu:

1. Rozpa¢ aort wyjeta z 4% formaldehydu na ptytce przy pomocy bardzaldizh
igietek (Fine Science Tools, Heidelberg, Niemcy).

2. Przeptuk&w 70% etanolu przez 5 minut.
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3. Barwic w roztworze roboczymworking solutiop Sudanu IV przez 6 minut.
4. Ptuk& dwukrotnie w 80% etanolu przez catkowity okres i8um
5. Przechowywa w PBS-ie w lodéwce (lub w formaldehydzie dla aimego

przechowywania).

Powierzchnia zmian mialzycowych aorty i catkowita powierzchnia aorty byty
obliczane przy #yciu programu LSM Image Browser software (Zeissajé&ermany)
(ryc. 13).

Ryc. 13 Komputerowa ocena procentowej wielkb miazdzycy w przekroju

wzdtuznym aorty (z [72]).
A — aorta barwiona Sudanem IV; B — catkowita powddinia aorty; C — powierzchnia zmian
miazdzycowych.
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[11.4 Badania immunohistochemiczne

Do wykonania barwi@ immunohistochemicznych zostaty wykorzystane skrawk
aorty wstpujacej utrwalone w acetonie i wysuszone. Skrawki te pyeinkubowane w
roztworze 5% nieimmunogennej surowicy koziej z dkean 2% suchego
odtluszczonego mleka w celu wyblokowania niespeezyiego wizania przeciwciat.
Inkubacje z przeciwciatami pierwotnymi przeprowatizgprzez noc w temperaturze
pokojowej w komorach wilgotnych w napujacej kombinacji surowic: skoniugowane
z Cy3 przeciwciata mysie przeciwkeaktynie mesni gltadkich (SMA) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) [rozcigczenie 1:600] oraz szczurze przeciwciata przeciwko
mysiemu antygenowi CD68 (Serotec, Oxford, UK) [raz&00].

Po wyptukaniu w buforze PBS zastosowano przeciacidtugiego rzedu:
biotynylowary kozia surowig przeciwko szczurzym immunoglobulinom (Jackson IR,
West Grove, PA, USA).

Po wyptukaniu, jako ostatni etap reakcji immunabesiemicznej, skrawki
inkubowano ze streptawidyrskoniugowan z fluorescein (DTAF) (Jackson IR, West
Grove, PA, USA) [rozc. 1:500]. Skrawki po ostategrnwyptukaniu zamykano w
glicerolu w PBS o pH 8,6 [130].

Skrawki byty oceniane przyzyciu epifluorescencyjnego mikroskopu Olympus
BX50 (Olympus, Tokyo, Japan), wypasaego w odpowiednie zestawy filtrow (U-
MNG, U-MNIBA), aby uwidoczné odpowiednio czerwan (Cy3) i zielory (DTAF)
fluorescengj. Obrazy byly rejestrowane przyyciu cyfrowej kamery CCD Olympus
DP71.

W kazdym skrawku, catkowita powierzchnia zajmowana prz€DG68-
immunopozytywne makrofagi oraz przezaktyre migsni gtadkich byta mierzona przy

uzyciu oprogramowania AnalySIS FIVE (Olympus).
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1.5 Zymografia in situ

Zymografia jest metad stuzaca do pomiaru aktywn&i proteolitycznej
enzymow. Zymografi in situ wykonano w celu wykazania na skrawkach
histologicznych miejsc aktywsoi zelatynaz (MMP-2 oraz MMP-9). Metoda ta
pozwala na rzeczywist detekcg aktywnego enzymu, a nie jego hieaktywnego
proenzymu lub formy zablokowanej przez tkankowehitbry metaloproteinaz.

Do wykonania zymografii wykorzystano skrawki nieutétone. W komorze
wilgotnej skrawki inkubowano przez okres 2 h w 37%C buforze reakcyjnym
zawierajcym 50 mg/ml zelatyny $winskiej skoniugowanej z izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC) (Invitrogen, Eugene, OR, USAJkrawki zostaty doktadnie
wyptukane w PBS, utrwalone przez 5 min w 4% zbuf@oym paraformaldehydzie, a
nastpnie zamkniete w glicerynie/PBS [143].

Preparaty zymograficzne przedano w mikroskopie Olympus BX-50 w opcji
epifluorescencji. Fluorescercj odpowiadajca miejscom aktywngci zelatynaz
wzbudzano z wykorzystaniemaskopasmowego filtra dla FITC (U-MNIBA). Obrazy
rejestrowano przy ayciu cyfrowej kamery CCD Olympus DP71 i zapisywgeow
postaci plikbw obrazowych (TIFF) o rozdzielézd5 MPix.

Powierzchnia, wykazaga charakterystycarzielom fluorescengj wynikajaca z
enzymatycznego rozpadu znakowanej FiEGatyny, jest reprezentatywna dla lokalnej
aktywnaici zelatynaz. Catkowita powierzchnia aktywsso MMP (wskazujca na
stopien zaawansowania procesu), jak roOwnieintensywné¢ fluorescencji
(odzwierciedlajca aktywne¢ enzymu; srednia intensywni@ piksela w zielonym
kanale: rozpitos¢ 0-255) byly mierzone w dziewgiu skrawkach z kalej probki. Do
pomiaru powierzchni jak i intensywsm fluorescencji zostatoayte oprogramowanie

Olympus analySIS FIVE.
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[11.6 Badania biochemiczne

Osoczowy poziom rozpuszczalnej frakcji adhezyny &k naczy typu 1
(soluble vascular cell adhesion molecule-1sVCAM-1), interleukiny 6 (IL-6),
interleukiny 12 (IL-12) i surowiczego amyloidu AA8) (wszystkie z R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) [32, 128] oraz biatka chemdt@znego dla makrofagéw
(macrophage chemotactic protein-MCP-1) (BioSource, Camarillo, CA, USA) [114],

oznaczano testem immunoenzymatycznym (ELISA).

[11.7 Lipidy osocza

Catkowity osoczowy poziom cholesterolu i tréjgligdéw, a take frakcji LDL i
HDL cholesterolu, byt oznaczany przyyeiu komercyjnie dogpnego zestawu (Roche

Molecular Biochemical, Alameda, CA, USA).

[11.8 Badanie rozkurczu naczyn

Funkcjasrédbtonka naczyniowego oceniana byta drpgmiaru biodospnaici
tlenku azotu (NO). Biodogbnas¢ NO okrelano przy pomocy analizy zaieych od NO
rozkurczOw naczyniowych w #ai naradowej (,organ bath), stymulowanych
podawaniem odpowiednich dawek acetylocholiny [@&danie odbywato siprzy
uzyciu multimiografu (Multimyograph model 610 M, Da)i Reakcje naczyniowe
rejestrowane byly w sposébagty na komputerze, dgki programowi Acgknowledge
3.7.2 (przy pomocy systemu przetwarzania danychPBO Systems, USA).

Naczynia wyizolowane ze zwiaeiz zostaly doktadnie oczyszczone z
otaczajcych tkanek: tluszczowej i m@niowej. Nasgpnie zostaly podzielone na

pierscienie o szerokiwi 2-3 mm i umieszczone w Aaiach wypetnionych buforem
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Krebsa - Henseleita (KHB) (120 mM NaCl; 4,7 mM Kal2 mM MgSQ; 1,2 mM
KH.POy; 2,5 mM CaCl; 25 mM NaHCQ oraz 5,5 mM glukozy) o temperaturze 37°C.
Krazki naczyniowe zostaly rozge pomedzy stalowymi czujnikami tensometrow
(cztery 5 ml tanie naczyniowe wypetnione buforem KH) i poddanéiitzacji przez
okres 50-60 min. Pomiary dokonywane byly jednénime w czterech kekach
naczyniowych — po dwa od k@dego zwierzcia. Uzyskane wyniki byly nagbnie
usredniane.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzone byty w ob@&rindometacyny (10
uM). Miato to na celu wyeliminowanie potencjalneg@iywvu prostaglandyn (w tym
PGL) na rozkurcze w okbie naczy i dawato pewngx, iz rozkurcze naczysa efektem
dziatania NO, a nie prostacykliny.

Po stabilizacji naczynia byly pasywnie ng@ane do nagcia podstawowego (7
mN dla ttnicy piersiowej wewegtrznej (IMA), pobranej od ludzi w trakcie zabiegéw
kardiochirurgicznych i 15 mN dla naadzywwierzcych) i kilkakrotnie przykurczane
przez jednakowe stenia KCI (90 mM), a do uzyskania stabilnych odpowiedzi na
KCI. Po kilkakrotnym wyptukaniu z KCI naczynia byjyrzykurczane kumulatywnie
wzrastajcymi dawkami PGE, (10° M; 10° M; 107 M; 10° M; 10° M; 10* M).
Wiasciwe dawiadczenia odbywaly si na naczyniach przykurczonych P&GFw
stopniu odpowiadagym 70-80% max. skurczu na P£FNa tak przykurczonych
naczyniach testowane byly odpowiedzi na acetyloohol(Ach) stosowasm w

kumulatywnie wzrastagych dawkach.
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1.9 Oznaczanie sgzenia doksycykliny w surowicy myszy apoE-
knockout

Ze wzgkdu na to, ze myszom podawano subkliniczne dawki dosycykliny,

zmierzono poziom doksycykliny w surowicy u myszyrkeéonych tym lekiem.

1. przygotowanie prébek

Préble surowicy rozciéczono wod w stosunku 1:1 i odwirowano w probowkach
Millipore z filtrem ,cut off 5 kDa (3 x 15 min / 14,9 rpm). Przefiltrowaisurowic
zakwaszono 10 ul 10% kwasu trifluorooctowego i oudd procedurze ekstrakcji na

kolumnach Ultra Micro Spin Columns C-18 [122].

Ekstrakcja doksycykliny obejmowala ngstijace etapy:

- kondycjonowanie kolumny:
e 300 pl metanolu (wirowanie 2 min/3900 rpm)
e 300 pl wody (wirowanie 2 min/3900 rpm)
- nalazenie probki (wirowanie 2 min/3900 rpm)
- przemycie kolumny 3 x 300 pul 5% metanolu (pade porcji wirowanie 2
min/3900 rpm)

- ekstrakcja 2 x 200 pl 50% acetonitrylu (pazdé@ porcji wirowanie 2 min/3900

rpm)

Nastpnie prébki liofilizowano przez noc. Krzywkalibracyjra przygotowano w
sposOb analogiczny, dodaj przed rozcigczeniem wod odpowiedm ilosé
roztworu wzorca doksycykliny do surowicy kontrolnkjofilizaty rozpuszczono w

50 ul metanolu.
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2. analiza przy pomocy pojczenia spektrometrii mas z chromatograt cieczowy
(liquid chromatography — mass spectrometry: LC-MS)
Analize probek prowadzono za pompukiadu LC-MS (HPLC Agillent 1100, MS
Applied- Biosystem).

Parametry rozdziatu przy pomocy wysokosprawnej miatografii cieczowej (HPLC):

- kolumna Hypersil BDS C18 (100 mm x 3 mm, 3 um)
- fazy ruchome: A- 0,1% kwas mréwkowy w wodzie
B- 0,1% kwas mrowkowy w acetonitrylu
- predkaos¢ przeptywu 0,2 mi/min,
- udziat faz ruchomych: 60% A, 40% B, rozdziat izatiyczny
- kolumna termostatowana, 40°C

- objetos¢ nastrzyku 20 pl

Parametry spektrometrii mas (MS):

- potréjny kwadrupol

- zrodto jonow- elektrosprej

- tryb jonizacji- pozytywna

- detekcja MRM: 445- 428, energia kolizji 30

- temperatura 200°C, napie 5 kV

[11.10 Analiza statystyczna

Wyniki zostaty wyraone jakosrednia arytmetyczna + SEM.

Ze wzgkdu na brak rozktadu normalnegoekszaci parametrow mizdzycy,

zostaly uyte testy nieparametryczne. Najpierw test Kruskilllisa zostat
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zastosowany do sprawdzenia istnieniaznié pomedzy grupami. W przypadku
stwierdzenia statystycznie znamiennychnio, nieparametryczny test Manna-Whitneya

byt uzywany do analizy danych.

W przypadkach wygpowania rozktadu normalnego parametrow, stosowano

najpierw analiz wariancji ANOVA, a nasfpnie tespost hodDuncana.
W obu sytuacjach p<0,05 zostato uznane za stagsigygznamienne.

Obliczenia statystyczne zostaty wykonane przyciu pakietu statystycznego Statistica

6 dla Windows (StatSoft, TX, USA).
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V. WYNIKI

Doksycyklina nie zmienita znamiennie poziomu chtdeslu i triglicerydow oraz

profilu lipoproteinowego cholesterolu w osoczu bagd myszy (Tabela 1).

Tabela 1.Poziom catkowitego cholesterolu i triglicerydéw woagzu myszy.

lek cholesterol HDL-cholesterol | LDL-cholesterol | triglicerydy
catkowity (mmol/l) £ SEM (mmol/l) £ SEM (mmol/l) £ SEM
(mmol/l) + SEM
kontrola 12,68 £ 0,3 2,4+0,2 8,2+0,3 1,1+£0,1
doksycyklina 11,3+ 0,3(NS)2,2+ 0,25 (NS) 8,3£0,2(NS) 1,2+0,1 (NS

NS - brak znamienrai statystycznej w poréwnaniu z kontol

V.2 Masa myszy
Masa myszy nie tita sk pomidzy grupami (Tabela 2).

Tabela 2.Masa myszy w badanych grupach.

lek srednia masa ciata (g) £ SEM

kontrola 27,3+0,3

doksycyklina 28,5 £ 0,3 (NS)

NS - brak znamienrai statystycznej w poréwnaniu z kontol

I\V.3 Stezenie doksycykliny w surowicy

J&li chodzi o stzenie dokscykliny w surowicach myszy, ktérym podawaen
lek, to wykryto stabilne poziomy doksycykliny (Tdae) , ktére przy dawce 1,5 mg/ kg
m.c. znakomicie korelowaly z podanymi wémiennictwie stzeniami, przy podawaniu

odpowiednio wyszych dawek (Tabela 4) [122]:
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Tabela 3 Poziomy surowicze doksycykliny w grupie z podawrariekiem.

prébka (w dawce 1,5 Stezenie doksycykliny
mg/kg mc) [ng/ml]
1 172,45
2 188,11
3 160,76

Tabela 4 Poziomy surowicze doksycykliny po 5 tygodniacll@eania leku w rinych
dawkach, u myszy C57BL/6 [122]:

dawka [mg/kg mc] stzenie doksycykliny [ng/ml]
10 1400
50 2700
100 11900

IV.4 Wielko§¢é miazdzycy

Aorty réznity sie stopniem miadzycy pomedzy grup kontrolm a grup, ktérej
podano lek.

Mierzony metod “en face”, procent catkowitej powierzchni aortyj¢aj przez
barwione Sudanem IV zmiany wynosit: w grupie kohtep 15,7 + 2,0%, podczas gdy
w grupie traktowanej doksycykhnl0,25 + 1,7% (p<0,05) (ryc. 14, 15).

,Cross-section” korzeni aorty ujawnit réwiiedznice w powierzchni zmian
miazdzycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkadhednia zmian + SEM, zeych
przez barwione ORO zmiany wynosita: 90 687 + 8 §24° w grupie kontrolne;
przeciwko 66 254 + 7 46Am’ w grupie otrzymujacej dosycykkn(p<0,05) (ryc. 16,
17)

Zymografiain situ wykazata silny spadek catkowitej powierzchni akityéci
zelatynaz u leczonych doksycykdirmyszy (32 786 + 3 33#im?) w poréwnaniu do

grupy kontrolnej (65 996 + 11 480m? p<0,001) (ryc. 16, 18Ponadto intensywroé
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fluorescencji byta risza w grupie poddanej leczeniu (77 £ 15), w stoguh& myszy

nieleczonych (132 + 32, p<0,05).

b

Ryc. 14 Reprezentatywne fotografieadwionych Sudanem IV aort “en face” z grup:

kontrolnej i traktowanej lekiem myszy apoknockout
a- kontrola, b- doksycyklina
Linia na rysunku ,a"” obrazuje 1 cm.
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% powierzchni
20 -

18 -

16 -

14

12

10 |

kontrola doksycyklina

Ryc. 15 Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyoma jako procent powierzchni catej aorty) u
myszy apoEknockout kontrolnych i leczonych doksycyklin (n=15 w kadej grupie). Wyniki §
przedstawione jakérednia £ SEM.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej
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ORO 4 KONTROLA | #% KONTROLA

ORO

Ryc 16. Reprezentatywne mikrofotografie, ukasg barwione czerwiemioleist (oil
red-O) zmiany miadzycowe u myszy apolknockout (z lewej), oraz zielom
fluoresceng, ukazuaca aktywnadé MMPs metod zymografiiin situ (z prawej)- w
grupie kontrolnej oraz grupie leczonej doksycykl{powickszenie x 80).

Linia na rysunku obrazuje 500 pum.
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powierzchnia zmian w pm 2
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40 000 -

20 000 -|

kontrola doksycyklina

Ryc. 17 Wielkos¢ zmian miadzycowych w ,korzeniu aorty”, wyrsona w i,
u barwionych ORO 6-miegtiznych myszy apoknockout kontrolnych i
leczonych doksycyklign (n=15 w kadej grupie).

Whyniki sa przedstawione jakérednia £ SEM.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej
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Ryc. 18 Wielkos¢ aktywndci zelatynaz, mierzona jako fluorescencja w
,korzeniu aorty”, wyraona w pmM w zymografii in situ, u 6-miestcznych
myszy apoBknockoutkontrolnych i leczonych doksycykhin(n=15 w kadej

grupie).
Wyniki sa przedstawione jakérednia £ SEM.
***n<0,001 w stosunku do grupy kontrolnej

IV.5 Struktura blaszki i jej stabilno §¢

Badano take zawarté¢ makrofagéw, jak rownie migsnidwki gtadkiej w
blaszkach miadzycowych, jako wskaniki stabilngci blaszki. Stwierdzono, zi
zawart@¢ makrofagébw (CD68) byta obimna w blaszkach, pochagzch od myszy
leczonych doksycyklip (53% vs. 28%; p<0,05), podczas gdy zawsrt@omorek
miesni gtadkich @-aktyny) (6% vs. 17%; p<0,05) byta zkiszona u leczonych myszy,

w stosunku do grupy kontrolnej (n=15 wzki@] grupie). Podsumowag, blaszki
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miazdzycowe u myszy traktowanych doksycyklibyty bardziej stabilne niu myszy

kontrolnych (Tabela 5, ryc. 19, 20).

Tabela 5 Skiad blaszki miadzycowej w grupie kontrolnej i leczonej doksycyklin

grupa CD68+ SEM | a-aktyna + SEM
(% powierzchni)| (% powierzchni)

kontrola 53+7 6+ 3

leczone 28+ 5(p<0,05) | 17 £ 4 (p<0,05)

doksycyklira

Ryc. 19. Skfad blaszki miadzycowe] u 24-tygodniowych myszy, leczonych
doksycyklim (b), w porownaniu do grupy kontrolnej (a).

Immunohistochemiczne barwienie na marker makrofagd68 (na zielono) (wszystko w
powiekszeniux 80).
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Ryc. 20. Skfad blaszki miadzycowe] u 24-tygodniowych myszy, leczonych
doksycyklim (b), w porownaniu do grupy kontrolnej (a).

Immunohistochemiczne barwienie oaaktyre miesni gtadkich (na pomarezowo) (wszystko
w powiekszeniux 80).

IV.6 Osoczowe markery zapalenia

J&li chodzi o poziomy osoczowe sVCAM-1, to watow grupie z doksycyklig nie
roznity si¢ statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej, cctwykazywaty tendengj

spadkowy (Ryc. 21).
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sVCAM-1 (ng/ml)
45
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35 4
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25 4

20 4

15 4

10 4

kontrola doksycyklina

Ryc. 21 Poziom sVCAM-1 w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej

MCP-1 (pg/ml)
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40
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10|

0 4

kontrola doksycyklina

Ryc. 22 Poziom MCP-1 w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej
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Ryc. 23 Poziom IL-6 w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej
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Ryc. 24 Poziom IL-12 w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej
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SAA (ng/ml)
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kontrola doksycyklina

Ryc. 25 Poziom SAA w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnegj

Réwniez poziomy osoczowe MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA, wugach leczonych
doksycyklim, nie r@nily si¢ statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej, kkdée

wyrazong jednak tendengjspadkow (ryc. 22-25).

I\VV.7 Rozkurcz naczyn

Badajc rozkurcz nacay zalezny od tlenku azotu okazatogsize kontrola myszy
apoEknockout nie wykazywata cech dysfunkcfirédbtonka. Przebieg krzywej dla
doksycykliny byt podobny i nie wykazataic statystycznie znamiennych w stosunku

do krzywej kontrolnej (ryc. 26).
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Doksycyklina + Kontrola
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Ryc. 26 NO-zalene izometryczne rozkurcze piereni aortalnych myszy apoE —
knockout wskpnie przykurczanych PGE jako reakcja na podanie wzragtajch
stezen acetylocholiny (od 1xI8do 1x10° M).

Wykres niebieski prezentuje rozkurcze naczy myszy apoE -knockoutleczonych
doksycyklim (n=6), wykres czerwony — rozkurcze u myszy apoEknreckout
kontrolnych (n=6). Rozkurcze przedstawiono jako %&pnego skurczu.

Poszczegodlne punkty wykresu stangwiedni rozkurcz dla danej dawki dlazkego
naczynia.
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V. DYSKUSJA

Sktad macierzy zewtrzkomorkowej (ECM) wplywa na progresjblaszki
miazdzycowej. Metaloproteinazy macierzy komorkowej (MMPsyq grum
endopeptydaz, posiadaych zdolné¢ do rozcinania szeregu komponent macierzy

zewmtrzkomorkowej (ECM), takich jak: kolagen, elastynalatyna czy kazeina.

Zmiany ECM indukowane przez MMPs zajeod szeregu czynnikow [5]:

Po pierwsze, w dodatku do produkcji MMP poprzezzoaegodline struktury
sciany naczyniowej — jak komorksrodbtonka i komorki misniowki gtadkiej,
infiltracja komorek zapalnych do zmian radycowych powoduje znaczne
zwickszenie aktywn&ci MMP.

Po drugie, MMPs g podzielone na te grupy, w zalenosci od tego jak
komponent ECM degrady, zatem profii MMPs ekspresjonowanych w ghbe
zmiany miadzycowej ma konsekwencje dla sktadu ECM.

Po trzecie, chociaczes¢ MMPs jest ekspresjonowana konstytutywnie, ingpe s
wysoce zalene od regulacji transkrypcyjnej dla ich ekspregfiickszag¢ MMPs jest
wydzielana w formie ,gpionej” proformy, wymagagej aktywacji poprzez czynniki

proteolityczne.

W opisanym powiej eksperymencie wykazano po raz pierwsze
doksycyklina w dawkach subterapeutycznych — jakobitor MMPs - hamuje rozwoj
miazdzycy w eksperymentalnym modelu mkycy: myszy apoBanockout[113].
Wykazano ponadtoze doksycyklina zwiksza stabilngé blaszki miadzycowej.
Jednoczénie stwierdzono wysoce znamienny statystycznie afpadktywndci

zelatynaz (MMP-2 i MMP-9) u traktowanych doksycyklimyszy.
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Ani poziom catkowity osoczowego cholesterolu ijgt@erydow, ani profil
lipoproteinowy cholesterolu nie zmienity esipod wptywem leku. Jest to cenna
informacja, gdy daje ona pewrg, iz dziatanie przeciwmiadzycowe nie jest zwizane
Z obnieniem poziomu cholesterolu i tréjglicerydéw, czyz tee zmian profilu
lipoproteinowego cholesterolu. Tak masa myszy nie zmienitagsiv trakcie trwania

eksperymentu.

Jeli chodzi o osoczowe markery zapalenia, to sSVCAMMECP-1 [1, 62], IL-6,
IL-12 oraz SAA nie byly hamowane statystycznie zieamie przez lek, chio

wykazywaty tendenejdo spadku pod jego wptywem.

Wyniki ,organ bath” wykazaty brak dysfunkgjrodbtonka u karmionych digt
chowmyszy apoBnockout Zatem doksycyklina nie mogta w tym wypadku poptaw
dziatania endotelium. Wynik ten jednak rzuca noweatto na niejednoznaczne w tej
materii pgmiennictwo [57, 174]. G&¢ doniesi@ bowiem potwierdza brak dysfunkcji
srodbtonka u myszy apoknockout[13, 83, 165], szczegodlnie gdy nig¢ @ne karmione

dieta wysokocholesterolow[37, 40, 41, 85, 86, 154, 173].

Jw od pewnego czasu znanog,gbka odgrywaj MMPs w rozwoju miadzycy
[5, 9, 10, 51, 81, 170]. Mniej weej od roku 2000 zagto wskazywa na MMPs, jako
potencjalny cel terapeutyczny w hamowaniu rozwojiazorycy [3, 55, 145]. W
badaniach na podwojnie znokautowanych myszachzdiyaowych wykazano,ze
usungcie MMPs prowadzi do zmniejszeniadtd miazdzycy [38, 84, 91]. Jednak leki

hamujce MMPs nie byly deid badane podatem dziatania na proces mditycowy.
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Wskazywano szczegolnie neelatynazy: MMP-2 i MMP-9 [116, 127] jako
potencjalny cel terapeutyczny w chorobach uktaducoseo-naczyniowego [27].
Miedzy innymi proponowano leczeniegtiiiakbw aorty doksycyklip [7, 162].
Spekulowano réwnie ze inhibitory MMPs mogtyby taie znalé¢ zastosowanie w
leczeniu pacjentow po zawale serca — jako prewgrazawatowej niewydolnigi serca

[30].

Doksycyklina w subantybakteryjnych dawkach hamujgi®é. Ponadto jest to
jedyny, jak doid, inhibitor MMPs stosowany Klinicznie [59, 140].

Wyniki publikowane dotychczas w powgzym temacie as das¢ rozbiezne.
Przyktadowo, w roku 2003 Manningvsp.wykazat brak efektu doksycykliny u myszy
LDL receptor -knockout poddanych wlewowi angiotensyny Il [94]. Jediakvarunki
tego eksperymentu byty bardzo odlegte od prezemeg@aw niniejszej pracy.

Z drugiej strony, doksycyklina dowiodta swojej skezndci w szczurzym
modelu ttniaka aorty [31, 175]. Castrowsp. wykazali z kolei w 2008 rokuze
hamowanie funkcji MMPs przez doksycykiu szczurow nadémnieniowych obnia
cisnienie ttnicze i zapobiega dysfunkcji naczyniowej [22].

W duwzym badaniu klinicznym wskazano na hamowanie przaksytykling
MMP-1 w obkbie blaszek miadzycowych w ttnicach szyjnych [2].

Wreszcie w serii eksperymentow wykonanych w 208kurprzez Madana
wsp.wykazano pozytywny wptyw doksycykliny na aterogene specjalnym modelu
heterozygotycznych myszy apdBockout zakaonych Porphyromonas gingivalis

[92].
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Podsumowujc, koncepcja metaloproteinaz macierzy komorkowsgaegolnie
zelatynaz, jako istotnego celu klinicznego wydaje Isy¢ obiecujca, jednake jest
jeszcze wejz daleka droga do jednoznacznego ustalenia warunkgakich ten rodzaj
leczenia mogtby odnéé u ludzi najweksze korzyci [9, 48, 51, 170].

Dane  przedstawione w  niniejszej pracy  wykazuj dziatanie
przeciwmiadzycowe doksycykliny. Meénaby zatem spekulowa ze wycie
doksycykliny w dawkach agszych od przeciwbakteryjnych oferowatoby zaku ludzi
specjalne korzci w profilaktyce/leczeniu choroby niedokrwiennegrsa [176].

Jednalke musiatoby to zoségpotwierdzone w diych badaniach klinicznych.
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VI. WNIOSKI

1. Na eksperymentalnym modelu rmigycy: myszy z wyiczonymi genami dla
apolipoproteiny E (apoBrockou), doksycyklina w dawkach subterapeutycznych (w
stosunku do dziatania chemioterapeutycznego) haratgrogenez nie zmienigc
przy tym poziomu cholesterolu i triglicerydow oragrofilu lipoproteinowego
cholesterolu w osoczu.

2. Pod wplywem doksycyklinjhamowana jest aktywdé metaloproteinaz macierzy
komorkowej, szczegolnie typu 2 i Sefatynazy), co wykazuje zymografiasitu.

3. Nastpuje rownie korzystna przebudowa blaszki miaycowej w kierunku wikszej
stabilngci — mniej makrofagow, a wtej komaérek mgsniowki gtadkiej naczy.

4. Wskaniki zapalne: MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA nigga ramowane w stopniu
statystycznie znamiennym, cheovykazup lekka tendenai spadkow pod wplywem
doksycykliny.

5. Pomimo,ze myszy apoBnockoutkarmione diet niskocholesterolownie wykazug
dysfunkcji srédbtonka, stanowijednak doskonaty model eksperymentalny do badania

wptywu lekow na hamowanie nrdzycy.
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VII. STRESZCZENIE

Ostatnie badania wykazuj duwzy wplyw metaloproteinaz  macierzy
zewmtrzkomorkowej (MMPSs) w tworzeniu gblaszki miadzycowe).

Hipoteza robocza niniejszej pracy zakladat® doksycyklina w dawkach
subterapeutycznych (w stosunku do dziatania chemapeutycznego) - bloker MMPs -
moze hamowa rozwdj zmian miadzycowych. Badania prowadzone byly na
najnowszym modelu zwieggym miadzycy: myszach z wyczonym genem dla
apolipoproteiny E (myszy apoliockou}.

Poddano badaniu trzydzm samic myszy apoknockoutw wieku 8 tygodni
(podzielonych na dwie grupy o liczeldieon=15), o podteu genetycznym C57BL/6J.
Oprocz grupy kontrolnej, grupa eksperymentalnayotsgvata & sany diet, zmieszan
z doksycyklim w dawce 1,5 mg/ kg m.c./ deb

W wieku 6 miesicy wszystkie myszy poddano eutanazji i pobrano mth n
0socze, serca i wypreparowane aorty.

Aorty roznity sie stopniem miadzycy pomedzy grup kontrolm a grup, ktérej
podano lek. Mierzony metad‘en face”, procent catkowite] powierzchni aortyjeaj
przez barwione Sudanem IV zmiany wynosit: w grdgatrolnej 15,7 + 2,0%, podczas
gdy w grupie traktowanej doksycykdiri0,25 + 1,7% (p<0,05).

,Cross-section” korzeni aorty ujawnit réwiiedznice w powierzchni zmian
miazdzycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkadhednia zmian + SEM, zeych
przez barwione ORO zmiany wynosita: 90 687 + 8 %@* w grupie kontrolnej
przeciwko 66 254 + 7 468m? w grupie otrzymujacej dosycykkn(p<0,05).

Zymografiain situ wykazata rownoczesny silny spadek catkowitej pornahni
aktywndici zelatynaz u myszy leczonych doksycyklif32 786 + 3 334um®) w

poréwnaniu do grupy kontrolnej (65 996 + 11 488% p<0,001).
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Doksycyklina nie zmienita w sposéb statystyczni@marmienny profilu
lipipoproteinowego cholesterolu w osoczu oraz caikego poziomu cholesterolu i
trojglicerydow Wskazniki zapalenia: sVCAM-1, MCP-1, IL-6, IL-12 oraz %A
wykazywaly lekly tendenag do spadku pod wptywem tego leku, nieagsigc jednak
znamiennéci statystycznej. Metad,,organ bath” nie wykazano dysfunkgjiodbtonka
u badanych myszy.

Niniejsze badanie jest pierwszym doniesieniem, wrykn wykazano na
najnowszym eksperymentalnym modelu zwiegyan miadzycy pozytywny efekt
farmakologicznego podawania subklinicznych dawekksgioykliny na proces

aterogenezy.
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VIIl. SUMMARY

Doxycycline at subantimicrobial doses inhibits matmetalloproteinases
(MMPs) activity, and is the only MMPs inhibitor wdfi is widely available in clinical
practice.

The aim of the study was to reveal whether nonipddMPs inhibition by
tetracycline could ameliorate development of atbeleyosis in apolipoprotein E
(apoE)-knockout mice.

30 female 8-week-old apoE—knockout mice (in eadugm=15) on background
C57BL/6J, were studied. Experimental groups reckie same diet as control, mixed
with doxycycline in a dose of 1.5 mg/ kg b.w./ day. Chtdesl profile was not changed
by the drug.

Doxycycline (1.5 mg/ kg b.w./ day) attenuated atlgenesis, measured both by
“en face” method (10.25 + 1.7% vs. 15.7 = 2.0%, .08 and “cross-section” method
(66 254 + 7 468 pfmvs. 90 687 + 8 52um? p<0.05).In-situ zymography showed
marked decrease of the extent of non-specific igalsg activity in doxycycline-treated
mice (65 996 + 11 48Am?, p<0.001).

Inflammatory indicators: sVCAM-1, MCP-1, IL-6, IL21as well as SAA had
tendency to decrease after doxycycline, howeveey tldid not reach statistical
significance. Organ bath did not show any endathelysfunction in experimental
mice.

To our knowledgethis is the firsteport that shows the effect of doxycycline on

atherogenesis in apokrockoutmice.
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X. SPIS TABEL

Tabela 1.Poziom catkowitego cholesterolu i trigliceryddw wozzu myszy.
Tabela 2.Masa myszy w badanych grupach.

Tabela 3 Poziomy surowicze doksycykliny w grupie z podawrariekiem.

Tabela 4 Poziomy surowicze doksycykliny po 5 tygodniacllawania leku w rinych
dawkach, u myszy C57BL/6.
Tabela 5 Skiad blaszki miadzycowej w grupie kontrolnej i leczonej doksycykdin



78

XI. SPIS RYCIN

Ryc. 1 Klasyczna struktura domenowa metaloproteinaz enagi pozakomaorkowej
(MMPs).

Ryc. 2 Wz6r chemiczny doksycykliny.

Ryc. 3 Odstongty tuk aorty.

Ryc. 4 Cala aorta wypreparowana.

Ryc. 5 Aorta rozpgta na ptytce woskowej, gotowa do barwienia.

Ryc. 6. Krojenie poprzeczne serca skalpelem.

Ryc. 7. Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skatpgirzed zatopieniem w
OCT.

Ryc. 8 Przecgte serce zanurzone zelu OCT w plastykowej foremce.

Ryc. 9 Schemat obrazagy trudndci zwiazane z uzyskaniem w kriostacieg@a
poprzecznego, prostopadiego do osi aorty.

Ryc. 1Q Krojenie mgsnia serca w kriostacie, 4d ptaszczyza ostrza kriostatu w gér
w kierunku ,korzenia aorty”.

Ryc. 11 Obraz kolejnych sekcji poprzecznych ,korzeniatgoco 100 um, liczac od
~punktu zero”, w ktérym podczasegiia pojawia si pierwszy ptatek.

Ryc. 12 Komputerowa ocena wielko miazdzycy w przekroju poprzecznym
.Korzenia aorty”.

Ryc. 13 Komputerowa ocena procentowej wiedkb miazdzycy w przekroju
wzdtuznym aorty.

Ryc. 14 Reprezentatywne fotografieatwionych Sudanem IV aort “en face” z grup:
kontrolnej i traktowanej lekiem myszy apoknockout

Ryc. 15 Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyoma jako procent powierzchni
calej aorty) u myszy apoknockoutkontrolnych i leczonych doksycykin(n=15 w
kazdej grupie).

Ryc 16. Reprezentatywne mikrofotografie, ukasg barwione czerwiemioleist (oil
red-O) zmiany miadzycowe u myszy apoEnockout oraz zielon fluorescengj,
ukazupca aktywnadé MMPs metod zymografii in situ - w grupie kontrolnej oraz

grupie leczonej doksycyklin
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Ryc. 17. Wielkos¢ zmian miadzycowych w ,korzeniu aorty”, wyrgdna w pm, u
barwionych ORO 6-miestznych myszy apoknockout kontrolnych i leczonych
doksycyklir.

Ryc. 18 Wielkos¢ aktywnaci MMPs, mierzona jako fluorescencja w ,korzeniutg
wyrazona W PmM w zymografii in situ, u 6-miesicznych myszy apoknockout
kontrolnych i leczonych doksycykhn

Ryc. 19 Skiad blaszki mizdzycowe] u 24-tygodniowych myszy, leczonych
doksycyklimm, w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Immunohistochemiczne barwienie na marker makrofaG®@8 (na zielono).

Ryc. 2Q Skiad blaszki mizdzycowe] u 24-tygodniowych myszy, leczonych
doksycyklira, w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Immunohistochemiczne barwienie aaaktyre migsni gtadkich (na pomarezowo)
Ryc. 21 Poziom sVCAM-1 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 22 Poziom MCP-1 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 23 Poziom IL-6 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 24 Poziom IL-12 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 25 Poziom SAA w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 26. NO-zalene izometryczne rozkurcze pieieni aortalnych myszy apoE —
knockout wskpnie przykurczanych PGE jako reakcja na podanie wzragtajch

stezen acetylocholiny



