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  SPIS SKRÓTÓW 

 

apoE (apolipoprotein E) – apolipoproteina E 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) - test immunoenzymatyczny  

ECM (extracellular matrix) – macierz zewnątrzkomórkowa 

eNOS (endothelial nitric oxide synthase) –śródbłonkowa syntaza tlenku azotu 

FITC (fluorescein isothiocyanate) – izotiocyjanian fluoresceiny 

gene KO (knockout) – wyłączenie genu 

HDL (high density lipoprotein) -  lipoproteina o wysokiej gęstości  

HPLC (high performance liquid chromatography) – wysokosprawna chromatografia 

cieczowa 

HSP (heat shock protein) – białko szoku cieplnego 

IDL ( intermediate density lipoprotein) – lipoproteina o pośredniej gęstości  

IFN-γ (interferon gamma) – interferon gamma 

IL ( interleukin) – interleukina 

IMA ( internal mammary artery) - tętnica piersiowa wewnętrzna 

KHB (Krebs-Henseleit buffer) – bufor Krebsa-Henseleita 

LC-MS (liquid chromatography – mass spectrometry) – połączenie spektrometrii 

mas z chromatografią cieczową 

LDL ( low density lipoprotein) – lipoproteina o małej gęstości 

MCP-1 (macrophage chemotactic protein–1) – białko chemotaktyczne dla 

makrofagów 

MMPs (matrix metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy 

zewnątrzkomórkowej  

NO (nitric oxide) – tlenek azotu 

OCT (Optimal Cutting Temperature) – Ŝel mroŜeniowy, uŜywany przy cięciu 

skrawków w kriostacie 

ORO (oil red-O) – czerwień oleista 
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oxLDL (oxidized LDL) – utlenowana cząsteczka LDL 

PBS (phosphate saline buffer) – bufor fosforanowy 

      SAA (serum amyloid A) – surowiczy amyloid A 
 

SMA (smooth muscle actin) – α-aktyna mięśniówki gładkiej 

TGF-β (transforming growth factor beta) – transformujący czynnik wzrostu beta 

Th lymphocyte (T helper) – limfocyt T pomocniczy 

TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) - tkankowe inhibitory 

metaloproteinaz 

TLR (Toll-like receptor) - receptor Toll podobny 

TNF-α (tumor necrosis factor alpha) – czynnik martwicy nowotworów alfa 

Treg (regulatory T cells) – limfocyt T regulatorowy (dawniej zwany supresorowym) 

sVCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) – rozpuszczalna w osoczu adhezyna 

komórek naczyń typu 1 

      VLDL (very low density lipoprotein) - lipoproteina o bardzo małej gęstości  
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I. WSTĘP 

 

I.1 MiaŜdŜyca 

 

MiaŜdŜyca tętnic jest jedną z głównych przyczyn śmiertelności w krajach 

rozwiniętych [90, 98, 110, 137, 138]. To przewlekła choroba tętnic, cechująca się 

tworzeniem charakterystycznych zmian w ścianie naczynia, z naciekami zapalnymi, 

gromadzeniem lipidów i włóknieniem. Aktualna wiedza o patofizjologii miaŜdŜycy 

pochodzi głównie z badań prowadzonych na modelach zwierzęcych, zwłaszcza na 

myszach wraŜliwych na rozwój choroby, wskutek pozbawienia ich genów dla 

apolipoproteiny E lub receptora LDL [163].  

 Wiek XX był erą pojmowania miaŜdŜycy jako wyłącznie odkładania się 

cholesterolu i lipoprotein w ścianie naczyń, z kulminacją tego poglądu w postaci serii 

przeprowadzonych na wielką skalę badań klinicznych, ukazujących jednoznacznie, Ŝe 

skorygowanie hipercholesterolemii zmniejszało znacząco zachorowalność i 

śmiertelność w miaŜdŜycy tętnic wieńcowych [123, 142]. 

 Niemal do końca lat 90. zakładano, Ŝe miaŜdŜyca rozwija się jako przewlekła 

odpowiedź na uraz, który powoduje utratę komórek śródbłonka [133]. Uznawano ją 

przede wszystkim za chorobę zwyrodnieniową [134-136]. Około 20 lat temu badacze 

zaczęli jednak w coraz większym stopniu skupiać się na innym, dotychczas 

nieuwzględnianym, aspekcie patogenetycznym miaŜdŜycy — procesie zapalnym.  

 W 1986 roku Hansson i wsp. przy uŜyciu przeciwciał monoklonalnych odkryli, 

Ŝe małe komórki o okrągłym jądrze, obecne w blaszce miaŜdŜycowej, które dotąd 

określano jako „małe monocyty”, są limfocytami T [82]. Kilka lat później stwierdzili 

oni, Ŝe limfocyty te jako antygen rozpoznają utlenione cząsteczki lipoprotein o małej 

gęstości (LDL) — oxLDL [155]. Ponadto w wielu doniesieniach raportowano o 
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istnieniu korelacji pomiędzy miaŜdŜycą a obecnością co najmniej 2 typów 

mikroorganizmów zakaźnych: Chlamydia pneumoniae i Herpes simplex virus [161].  

 Zaczęto się więc zastanawiać, czy proces zapalny nie bierze udziału w 

miaŜdŜycy. Te rozwaŜania początkowo jednak przyjmowano z duŜym sceptycyzmem. 

Brakowało bowiem jednoznacznego dowodu na istotny wpływ zapalenia na rozwój 

miaŜdŜycy. Uzyskano go dzięki nowemu zwierzęcemu modelowi miaŜdŜycy — myszy, 

u której zastosowano technikę celowania genowego (gene-targeting), za której 

wynalezienie Mario R. Capecchi (Stany Zjednoczone), Martin J. Evans (Wielka 

Brytania) oraz Oliver Smithies (Stany Zjednoczone) otrzymali w 2007 roku Nagrodę 

Nobla w dziedzinie medycyny. 

Dlatego teŜ w 1999 roku Russell Ross ogłosił, Ŝe miaŜdŜyca jest chorobą 

zapalną [137, 138]. Zapalenie występuje jako odpowiedź na czynnik destabilizujący 

miejscową homeostazę. Czynnikami powodującymi aktywację makrofagów w ścianie 

tętnic poprzez receptor Toll-podobny (TLR) są: utlenione cząsteczki lipoprotein o małej 

gęstości LDL (oxLDL), białko szoku cieplnego 60 (HSP60) oraz endotoksyny 

bakteryjne [66]. 

Pierwszym etapem rozwoju miaŜdŜycy jest dysfunkcja środbłonka. Dotyczy to 

przede wszystkim regionów rozgałęzień tętniczych, gdzie przepływ krwi często nie ma 

charakteru laminarnego. Stąd predylekcja do rozwoju miaŜdŜycy w tych miejscach. Tu 

następuje odkładanie się cząsteczek LDL w przestrzeni podśródbłonkowej. Akumulacja 

LDL jest zwiększona, gdy stęŜenie LDL w surowicy krwi jest zwiększone. Cząsteczka 

LDL dyfunduje pasywnie i jej odkładanie się w ścianie naczynia wydaje się wynikać z 

interakcji pomiędzy apolipoproteiną B cząsteczki LDL a proteoglikanami macierzy 

[14]. 
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Udowodniono, Ŝe niezmienione cząsteczki LDL są zbyt wolno „pobierane” 

przez makrofagi, aby spowodować ich przekształcenie w komórki piankowate. 

Zasugerowano więc, Ŝe cząsteczka LDL zostaje „zmodyfikowana” w ścianie naczynia. 

Najbardziej znaczącą modyfikacją jest utlenienie (oksydacja) lipidów [54]. W jej 

wyniku powstaje tak zwana „minimalnie utleniona” cząsteczka LDL. W wyniku 

powstania tych cząstek jako „obcych” dla organizmu następuje reakcja zapalna [50, 

115]. Zanim „minimalnie utleniona” cząsteczka LDL zostanie sfagocytowana przez 

makrofagi, musi ulec dalszej modyfikacji do „wysoce utlenionej” LDL [157]. Szybki 

wychwyt tak zmienionych cząstek LDL przez makrofagi zachodzi poprzez receptory 

zmiatające. Następnym etapem jest „prezentacja antygenu” limfocytom T przez 

komórki dendrytyczne. Antygenem tym moŜe być fragment „strawionej” przez 

makrofag, utlenionej lipoproteiny LDL, białko szoku cieplnego 60 (HSP60), β2 

glikoproteina I lub fragmenty antygenów bakteryjnych [64]. 

W wyniku oddziaływania tych komórek następuje odpowiedź immunologiczna 

typu T helper 1 (komórkowa) lub typu T helper 2 (humoralna). Obecnie uwaŜa się, Ŝe 

odpowiedź typu Th1 i jej mediatory: interferon gamma (IFN-γ), czynnik martwicy 

nowotworów (TNF-α), interleukina 1, interleukina 12 oraz interleukina 18 działają 

przyspieszająco na rozwój miaŜdŜycy, podczas gdy odpowiedź typu limfocytów Treg 

(dawniej zwanych limfocytami T supresorowymi) i jej mediatory: transformujący 

czynnik wzrostu beta (TGF-β) oraz interleukina 10 - hamują rozwój miaŜdŜycy [35]. 

Stabilna blaszka miaŜdŜycowa najczęściej posiada względnie grubą pokrywę 

włóknistą chroniącą jądro lipidowe przed zetknięciem z krwią. W niestabilnej blaszce 

obserwuje się duŜe jądro lipidowe ze względnie cienką  pokrywą włóknistą. W obrębie 

tak zmienionej blaszki czynniki prozapalne produkowane przez limfocyty T (jak IFN-γ) 

wydają się odgrywać kluczową rolę, z jednej strony zmniejszając produkcję przez 
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mięśniówkę gładką macierzy zewnątrzkomórkowej, z drugiej zaś — zwiększając 

produkcję metaloproteinaz przez makrofagi [144].  

MiaŜdŜyca jest zatem przewlekłą chorobą zapalną, w większości przypadków 

zapoczątkowaną i rozwijającą pod wpływem hipercholesterolemii.  

Hipercholesterolemię oraz zapalenie określono jako „wspólników przestępstwa” 

(‘partners of crime’) [152]. Koncepcja miaŜdŜycy jako zapalenia ukształtowała się 

dopiero w ostatnich latach, lecz obecnie jej wartość jest niekwestionowana, co wiąŜe się 

z określonymi konsekwencjami terapeutycznymi [75]. 

 

 

I.2 Metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej 

 Metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej - kolagenazy, matryksyny 

(ang. matrix metalloproteinases, MMPs) – jest to grupa zaleŜnych od cynku enzymów 

proteolitycznych, naleŜących do endopeptydaz, których podstawową funkcją jest 

uczestniczenie w fizjologicznych i patologicznych procesach przebudowy składników 

macierzy zewnątrzkomórkowej i degradowania ich (remodeling). Głównym zadaniem 

układu MMP jest przebudowa strukturalna macierzy pozakomórkowej [170].  

 W swoim składzie zawierają one zatem atom cynku (Zn2+), który pełni rolę 

katalityczną i strukturalną w cząsteczce enzymu. Syntetyzowane są w komórkach w 

formie preproenzymu i uwalniane do przestrzeni zewnątrzkomórkowej jako proenzymy 

(proMMP) [171]. Aktywacja enzymu następuje przez proteolityczne cięcie w rejonie 

propeptydu. Aktywność metaloproteaz jest precyzyjnie regulowana na poziomie 

transkrypcji, translacji oraz poprzez endogenne inhibitory, takie jak α2-makroglobulina i 

przez swoiste endogenne tkankowe inhibitory metaloproteinaz (tissue inhibitors of 

metalloproteinases - TIMP), składające się z rodziny czterech inhibitorów proteaz: 

TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 and TIMP-4.  
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Egzogenne syntetyczne inhibitory zwykle posiadają grupę chelatującą, która 

wiąŜe katalityczny atom cynku w aktywnym centrum enzymu. Antybiotyk z grupt 

tetracyklin - doksycyklina, która taką grupę chelatujacą posiada, nawet w  

subantybakteryjnych dawkach hamuje aktywność MMPs [68]. Obecnie jest ona 

wykorzystywana klinicznie w stomatologii w leczeniu chorób przyzębia i jest, jak 

dotąd, jedynym inhibitorem MMPs dostępnym klinicznie [53]. 

 

 W warunkach fizjologicznych MMPs uczestniczą w procesach, takich jak: 

embriogeneza, angiogeneza, gojenie ran, biorą udział w agregacji płytek oraz regulują 

metabolizm jonów.  

 

Ryc. 1 Klasyczna struktura domenowa metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej 
(MMPs).  
 
Wszystkie MMPs zawierają N-końcową pro-domenę (PRO). Posiada ona grupę 
cysteinową, która blokuje dostęp substratów do jonów cynku (Zn++), umocowanego 
przez trzy wiązania wodorowe (H) we wszechobecnej podjednostce katalitycznej 
(CAT). W przypadku MMP-2 i MMP-9 domena CAT posiada dodatkowe wstawki 
„fibronektynowe”. Aktywacja proformy zachodzi poprzez przecięcie proteolityczne 
łącznika pomiędzy domenami PRO i CAT. Większość MMPs posiada równieŜ domenę 
PEX, która modyfikuje rozpoznanie substratu i aktywację proformy (zmodyfikowane z 
[171]). 
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Badania prowadzone na początku lat 90. dowiodły, Ŝe MMPs odznaczają się 

swoistością substratową.  

W zaleŜności od swoistości substratowej i budowy cząsteczki, metaloproteinazy dzieli 

się na pięć zasadniczych podgrup: 

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

2. Ŝelatynazy (MMP-2, MMP-9) 

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

4. matrylizyny (MMP-7) 

5. metaloproteinazy błonowe (membrane-type metalloproteinases – MT-MMP) (MMP-

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

 

Zmiany aktywności metaloproteinaz zaobserwowano równieŜ w wielu stanach 

patologicznych, takich jak: procesy zapalne, choroby degeneracyjne oraz w 

nowotworach. Klasyczne zapalne czynniki transkrypcyjne: NF-κB and AP-1 są 

waŜnymi regulatorami MMP-9 [8].  

Metaloproteinazy odgrywają istotną rolę w progresji nowotworów, poprzez 

pobudzanie wzrostu komórek raka, migrację, inwazję, tworzenie przerzutów i nowych 

naczyń krwionośnych [132]. Wydzielanie i aktywność MMP jest zwiększone prawie we 

wszystkich typach nowotworów u ludzi i koreluje ze stopniem zaawansowania, większą 

inwazyjnością, zdolnością do dawania przerzutów, a takŜe z krótszym okresem 

przeŜycia. Opisano rolę MMP i TIMP w przerzutach nowotworowych [24], w tym rolę 

MMPs w rozwoju raka jelita grubego [61]. 

Inhibitory MMPs stosuje się w zapobieganiu rozwojowi tętniaków aorty [3], w 

chorobach nerek [23], w chorobach reumatycznych [28, 67], w leczeniu tendinopatii 

[106] oraz w gojeniu się ran [56].  
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W niniejszej pracy szczególną uwagę zwrócimy na dwie metaloproteinazy, 

zwane Ŝelatynazami: MMP-2 i MMP-9. 

 Metaloproteinaza 2 (MMP-2) zwana równieŜ Ŝelatynazą A, razem z 

metaloproteinazą 9 (MMP-9) - Ŝelatynazą B, odpowiadają za degradację kolagenu 

typu IV – głównego składnika błony podstawnej oraz  Ŝelatyny - tzn. zdenaturowanego 

kolagenu. Posiadają równieŜ zdolność do degradowania innych typów kolagenu (IV, V, 

VII, X) oraz elastyny i fibronektyny. 

 MMP-2 i MMP-9 odgrywają waŜną rolę w wielu procesach, jak: rozwój 

embrionalny, morfogeneza, remodeling tkanek. 

 Swoiste hamowanie ich aktywności odbywa się przez inhibitory tkankowe 

(TIMPs), a nieswoiste głównie przez α2-makroglobulinę. MMP-2 i MMP-9 odgrywają 

ponadto waŜną rolę w procesie wzrostu i przerzutowania nowotworów oraz w zapaleniu 

stawów. 

 

I.3 MMPs a miaŜdŜyca 

W ostatnich latach stwierdzono, Ŝe MMPs odgrywają istotną rolę w 

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

Rozkład macierzy pozakomórkowej jest ściśle regulowany w obrębie ściany 

naczyniowej poprzez równowagę pomiędzy proteinazami, a ich endogennymi 

inhibitorami. JednakŜe w obrębie blaszki miaŜdŜycowej ta równowaga moŜe ulec 

przesunięciu w stronę rozkładu macierzy, poniewaŜ makrofagi obecne w blaszce i 

fenotypowo zmienione komórki mięśni gładkich naczyń wydzielają cały panel 

proteinaz, w tym metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej [81].  

 Aktywowane komórki w zapalnej blaszce miaŜdŜycowej (jak makrofagi, 

komórki mięśni gładkich oraz komórki śródbłonka) produkują zatem MMPs, w tym 
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Ŝelatynazy: MMP-2 i MMP-9 [16, 52, 69]. ObniŜenie stęŜenia lipidów moŜe zapobiegać 

ostrym powikłaniom wieńcowym częściowo przez zmniejszanie zapalenia, w tym 

ekspresji i aktywności MMP-2 i MMP-9 [89]. I rzeczywiście, studia kliniczne i 

genetyczne korelowały MMP-2 i MMP-9 ze zdarzeniami sercowo-naczyniowymi u 

pacjentów [12, 42, 47, 70, 121, 178].  

 U ludzi opisano związek podwyŜszonego osoczowego poziomu MMP-2 z 

miaŜdŜycą tętnic szyjnych [112], zwiększoną ekspresję MMP-2 i MMP-9 w zmianach 

miaŜdŜycowych i tętniakach tętnic mózgowych [17]. MMP-9 jest konieczne we 

wczesnej fazie rozwoju blaszki u myszy [26] oraz w pęknięciu blaszki miaŜdŜycowej 

[60, 101, 104].  

Opisano zwiększoną aktywność MMP-9 w niestabilnej blaszce miaŜdŜycowej w 

ostrych zespołach wieńcowych [49]. Z kolei MMP-2 wydaje się w związku ze swoim 

wewnątrzkomórkowym działaniem na troponinę I odgrywać rolę czynnika 

odpowiedzialnego za niedokrwienne i poreperfuzyjne uszkodzenie mięśnia sercowego 

[166]. Polimorfizmy w genie kodującym MMP-3 wpływały na wielkość miaŜdŜycy w 

tętnicach wieńcowych oraz ryzyko zawału u ludzi [11]. W zmianach miaŜdzycowych 

zaobserwowano podwyŜszoną ekspresję TIMP-1, -2, oraz -3 [45, 51]. TIMP-2 hamuje 

miaŜdŜycę u myszy [81]. MMPs odgrywają takŜe powaŜną rolę w patogenezie 

niewydolności serca [147, 148]. 

 

U myszy apoE-knockout aktywność MMPs odgrywa waŜną rolę w aterogenezie 

[104, 178]. W 2001 roku Silence i wsp. opisał, Ŝe  myszy z wyłączonym genem dla 

MMP-3 miały co prawda większą miaŜdŜycę, lecz równocześnie zwiększoną 

akumulację kolagenu w blaszkach i mniej częste tętniaki [146]. I odwrotnie, myszy 
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transgeniczne z nadekspresją ludzkiej MMP-1 miały zmniejszona miaŜdŜycę z powodu 

nasilonego trawienia kolagenu w neointimalnej macierzy pozakomórkowej [87]. 

Dostarczenie myszom miaŜdŜycowym (apoE-knockout) genu ludzkiej TIMP-1 

poprzez wstrzyknięcie adenowirusów spowodowało hamowanie progresji blaszki 

miaŜdŜycowej i zwiększenie stabilności blaszki [80, 139]. U myszy pozbawionych 

TIMP-1 następowała zwiększona degradacji medii z tworzeniem się pseudotętniaków 

[88].  

Pozbawienie myszy genu dla MMP-2 hamowało z kolei rozwój miaŜdŜycy [84]. 

U szczurów wykazano związek zwiększonej aktywności MMP-2 z remodelingiem i 

starzeniem się tętnic [167, 169]. 

Utrata MMP-9 (lecz nie MMP-12) chroni myszy przeciwko destrukcji medii i  

wzrostowi samej blaszki miaŜdŜycowej [91]. Zaś usunięcie MMP-9 powoduje 

hamowanie tętniaków aorty [125]. Ten sam efekt zaobserwowano po podaniu 

simwastatyny myszom miaŜdŜycowym [153].  

Celem niniejszego badania było sprawdzenia, czy podawanie nieswoistego 

egzogennego inhibitora metaloproteinaz: doksycykliny moŜe prowadzić do rozwoju 

mniejszych zmian miaŜdzycowych na eksperymentalnym modelu aterogenezy: myszy 

apolipoproteina E (apoE) - knockout [73] i czy jest to związane ze zmniejszeniem 

aktywności metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej typu 2 i 9. 
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I.4 Inhibitory MMPs 

 MMPs są rozpatrywane jako hipotetyczny cel terapeutyczny w zapobieganiu 

miaŜdŜycy. Syntetyczne inhibitory zwykle zawierają grupę chelatującą, która wiąŜe 

ściśle katalityczny atom cynku w aktywnym centrum MMP. W skład klasycznych grup 

chelatujących wchodzą hydroksamaty, karboksylazy, tiole oraz fosfiny. Hydroksamaty 

są szczególnie silnymi inhibitorami MMPs i innych cynkowo-zaleŜnych enzymów, w 

związku z ich dwustronną chelacją atomu cynku. 

 

I.5 Doksycyklina 

 Doksycyklina to organiczny związek chemiczny, półsyntetyczny antybiotyk z 

grupy tetracyklin. Jest to karboksamid (4S,4aR,5S,5aR,6R,12aS)-4-(dimetylamino)-

1,4,4a,5,5a,6,11,12a-oktahydro-3,5,10,12,12a-pentahydroksy-6-metylo-1,11-diokso-2-

naftacenu (ryc. 2). 

 

 

 

  Ryc. 2. Wzór chemiczny doksycykliny. 
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 Mechanizm działania przeciwbakteryjnego doksycykliny polega na hamowaniu 

rybosomalnej biosyntezy białka, poprzez związanie się z podjednostką rybosomalną 

S30. W wyniku tego wiązanie pomiędzy tRNA oraz kompleksem rybosom-mRNA 

zostaje zablokowane. 

 W porównaniu do innych tetracyklin, doksycyklina znacznie lepiej wchłania się 

z przewodu pokarmowego (w 90-95%), jest równieŜ mniej nefrotoksyczna. Oporność 

krzyŜowa obserwowana wśród bakterii na tetracykliny naturalne często nie dotyczy 

doksycykliny, która okazuje się skuteczna. 

 Okres półtrwania doksycykliny wynosi 16 godzin (± 6 godzin). Doksycyklina 

jest wydalana z Ŝółcią. Przenika z krwi do jelita grubego, co umoŜliwia jej zastosowanie 

u chorych z niewydolnością nerek. W porównaniu z innymi tetracyklinami ma dłuŜszy 

okres działania, przez co musi być inaczej dawkowana. 

 Doksycyklina jest stosowana głównie w dermatologii i otolaryngologii. W 

innych specjalnościach klinicznych ma mniejsze zastosowanie, m.in. ze względu na 

dość często spotykaną odporność bakterii na ten lek. Do schorzeń leczonych tym 

antybiotykiem naleŜą m.in.: 

1. choroby skóry – w tym w cięŜkich postaciach trądziku  

2. zakaŜenia górnych i dolnych dróg oddechowych  

3. zakaŜenia tkanek miękkich  

4. zakaŜenia przewodu pokarmowego  

5. zakaŜenia układu moczowo-płciowego  

6. zapalenia przyzębia  

7. malaria  

8. dur plamisty,  

9. dŜuma (jako antybiotyk drugiego rzutu)  

10. tularemia  
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 Ze względu na jej własności chelatujące jony metali, doksycyklina w 

subantybakteryjnych dawkach działa jako inhibitor szerokiego spektrum dla MMP 

[140]. Jest to ponadto, jak dotąd, jedyny inhibitor MMP, który jest uŜywany w klinice.  

 

I.6 Najnowszy model eksperymentalny miaŜdŜycy 

Od roku 1992 mysz stała się znakomitym obiektem badań nad miaŜdŜycą, 

zastępując dotychczasowe modele zwierzęce [33, 73, 97, 109, 120, 129]. Wówczas to 

bowiem zostały stworzone, prawie równocześnie w dwóch laboratoriach w Stanach 

Zjednoczonych, myszy z wyłączonym genem dla apolipoproteiny E [apolipoprotein E 

(apoE) – knockout] [117, 118]. Myszy te zostały wkrótce określone jako „wiarygodny i 

uŜyteczny, najlepszy obecnie model zwierzęcy miaŜdŜycy” [95]. 

„Gene targeting” (celowanie genowe) – technika, dzięki której powstały wyŜej 

wymienione myszy - polega na homologicznej wymianie genów. W procesie tworzenia 

myszy apoE knockout (inne nazwy angielskie: apoE null lub apoE deficient), następuje 

zastąpienie prawidłowego genu kodującego apolipoproteinę E przez gen zmutowany, 

nie produkujący apolipoproteiny E. Taka mysz, w terminologii polskiej, posiada 

znokautowany, wyłączony, zerowy lub zinaktywowany gen kodujący apolipoproteinę E. 

W dalszym części pracy będziemy posługiwać się dla ułatwienia najpopularniejszą 

nazwą: myszy apoE-knockout (apoE-KO). 

  Apolipoproteina E (apoE) jest ligandem, odpowiedzialnym za wychwyt z 

krąŜenia lipoprotein o bardzo małej gęstości (VLDL – very low density lipoproteins), 

lipoprotein o pośredniej gęstości (IDL – intermediate density lipoproteins), lipoprotein 

o duŜej gęstości (HDL - high density lipoproteins) oraz remnantów chylomikronów [15, 

39, 93, 96, 158, 172]. ApoE jest syntetyzowana głownie w hepatocytach, ale jest 

równieŜ wytwarzana w innych komórkach – w tym w makrofagach, komórkach 
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nerwowych i glejowych. Jest obecna w chylomikronach, IDL, VLDL i HDL i 

pośredniczy w wychwycie wymienionych lipoprotein w wątrobie, zarówno przez 

receptor LDL, jak i przez związane z nim białko LRP (LDL receptor – related protein).  

Pierwszy model eksperymentalny miaŜdŜycy: genetycznie zmieniony szczep 

myszy apoE – knockout stworzono w roku 1992, poprzez zastosowanie metody 

rekombinacji homologicznej w komórkach linii zarodkowej (embryonic stem cells) 

[117, 118, 177]. Tak zmienione komórki wszczepiano do blastocysty myszy szczepu 

C57BL/6J, którą zaimplantowano do macicy. Jako potomstwo uzyskano w ten sposób 

mysz “chimerę”, którą krzyŜowano z myszą C57BL/6J (“wild type”), uzyskując w 

drugim pokoleniu homozygotyczne myszy apoE – knockout [20, 25, 58, 93, 131]. 

Wyłączenie genu dla apoE spowodowało powstanie myszy o fenotypie o całkowitym 

braku ekspresji apoE, jednakŜe z zachowaniem płodności i Ŝywotności [15].   

Myszy z wyłączonym genem dla apolipoproteiny E, w przeciwieństwie do 

wszystkich innych modeli zwierzęcych, rozwijają miaŜdŜycę spontanicznie, bez 

konieczności stosowania diety wysokocholesterolowej [65, 71, 111]. JednakŜe w 

przeciwieństwie do człowieka, najwcześniejsze i najbardziej zaawansowane zmiany 

występują w zatokach wieńcowych aorty, naleŜących do tzw. „korzenia aorty”  

(„aortic root”), czyli cześci aorty znajdującej się jeszcze w obrębie mięśnia serca.   

Większość pozostałych modeli miaŜdŜycy rozwija tylko morfologicznie 

wczesne zmiany [nacieki tłuszczowe ("fatty streaks"), bez złogów lipidowych 

pozakomórkowych]. Problem ten rozwiązało stworzenie modelu myszy apoE–knockout, 

które rozwijają zmiany miaŜdŜycowe zarówno wczesne, jak i zaawansowane [4, 46, 95, 

105, 119, 164]. Wykazano podobieństwo morfologiczne zaawansowanych zmian 

miaŜdŜycowych u myszy apoE – knockout do zmian u człowieka. Ponadto myszy te 

rozwijają nadciśnienie tętnicze [29, 37, 79, 174]. 
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 Na diecie niskotłuszczowej i niskocholesterolowej u myszy tych surowiczy 

poziom cholesterolu wynosi około 494 mg/dl, w porównaniu z 60 mg/dl u myszy 

C57BL/6J. JuŜ w wieku 10 tygodni u myszy apoE – knockout rozwijają się wczesne 

zmiany miaŜdŜycowe w części aorty w pobliŜu zastawek, mieszczącej się w obrębie 

mięśnia serca, których powierzchnia wynosi około 3157 ± 437 µm2, w porównaniu z 0 

± 0 µm2 u myszy C57BL/6J. W późniejszym wieku zmiany miaŜdŜycowe są bardziej 

zaawansowane [118]. Po osiągnięciu 8-9 miesięcy następuje znamienny wzrost 

wielkości zmian, jak równieŜ ich komórkowej złoŜoności. W zaleŜności od rodzaju 

eksperymentu autorzy wykorzystują myszy apoE – knockout w wieku od 16 do nawet 

60 tygodnia Ŝycia (zwykle około 24 tygodni) [99, 130]. 

Stworzenie tego właśnie modelu zmieniło oblicze badań nad patogenezą 

miaŜdŜycy, umoŜliwiło mi ędzy innymi uformowanie nowej definicji miaŜdŜycy jako 

przewlekłego procesu zapalnego i pozwoliło na przebadanie szeregu leków pod kątem 

ich ewentualnego działania przeciwmiaŜdŜycowego [21, 43, 44, 107, 141, 160].  

Ani hodowle komórkowe, ani badania kliniczne nie pozwalają dokonać 

wstępnych prób nowych moŜliwości terapeutycznych leków. Niedawno napisano, Ŝe 

stworzenie myszy z homologiczną wymianą genów („gene-targeted”) było 

prawdziwym przełomem w eksperymentalnych badaniach podstawowych nad 

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

 

 Celem niniejszej pracy było zbadanie na najnowszym modelu 

eksperymentalnym miaŜdŜycy - myszy z wyłączonymi genami dla apolipoproteiny E 

(apoE-knockout mice) doksycykliny w dawkach subantybakteryjnych, pod kątem 

ewentualnego działania przeciwmiaŜdŜycowego, jako uznanego nieswoistego inhibitora 

metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej. W niniejszej pracy skupiliśmy się głównie 

na hamowaniu przez doksycyklinę Ŝelatynaz (MMP-2 i MMP-9). 

W tym celu zgromadzono dwie grupy (grupa kontrolna + grup z podawanym 

lekiem) myszy apoE-knockout, po 15 myszy w kaŜdej.  

Za pomocą dwóch metod: „en face” i „cross-section” mierzono wielkość 

miaŜdŜycy w obu grupach. Metodami immunohistochemicznymi badano skład blaszek 

pod kątem obecności makrofagów i komórek mięśniówki gładkiej naczyń. 

Metodą zymografii in situ mierzono aktywność Ŝelatyna macierzy. 

Ze względu na stosowanie niskich, subprzeciwantybiotykowych dawek 

doskycykliny, zmierzono poziom doskycykliny u leczonych myszy. 

Z osocza krwi mierzono poziom całkowitego cholesterolu i triglicerydów oraz 

cholesterolu frakcji LDL i HDL, celem stwierdzenia ewentualnego wpływu 

podawanego leku na profil lipidowy. 

 TakŜe z osocza mierzono stęŜenie prozapalnych czynników: MCP-1, sVCAM-1, 

IL-6, IL-12 oraz SAA. 

 W obu grupach wykonano równieŜ pomiary rozkurczu ringów aortalnych, celem 

stwierdzenia wpływu leku na ewentualną dysfunkcję śródbłonka. 
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III. MATERIAŁ I METODY 

III.1  Zwierzęta i leki 

Trzydzieści 8-tygodniowych samic myszy z wyłączonym genem dla 

apolipoproteiny E (apoE – knockout), o podłoŜu genetycznym C57BL/6J [164], 

zakupiono w fimie Taconic (Ejby, Dania) [18, 19]. Zwierzęta te podzielono na dwie 

grupy o liczebności n=15. Myszy były trzymane przez 16 tygodni w Zwierzętarni 

Katedry Immunologii Wydziału Lekarskiego Collegium Medicum UJ, w cyklu 

dobowym (12-h ciemności/12-h światła), w klimatyzowanym pomieszczeniu 

(22.5±0.5°C, wilgotność 50±5%), przy dostępie do wody i poŜywienia „chow diet” ad 

libitum.  

 Oprócz grupy kontrolnej, grupa eksperymentalna (w kaŜdej n=15) otrzymywała 

tę samą dietę, zmieszaną z doksycykliną (Sigma-Aldrich, Warszawa, Polska) w dawce 

1,5 mg/ kg m.c./ dobę. Dawka leku została ustalona na podstawie piśmiennictwa.

 Wszystkie procedury z udziałem zwierząt zostały zaakceptowane przez Komitet 

Etyczny ds. Badań na Zwierzętach Uniwersytetu Jagiellońskiego. 

 

III.2  Pobieranie narządów 
 

W wieku 6 miesięcy myszy zostały poddane następującej procedurze [35, 74, 

76-78, 110]:  

1. Oznaczenie myszy. 

2. ZwaŜenie myszy. 

3. Wstrzyknięcie dootrzewnowe 1000 IU Fraxiparyny (Sanofi-Synthelabo, Santea, 

Francja) 10 minut przed znieczuleniem. 
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4. Eutanazja pod znieczuleniem dootrzewnowym 10 mg Tiopentalu (Sandoz, 

Wiedeń, Austria), przez dokonanie translokacji rdzenia kręgowego. 

5. RozłoŜenie za kończyny na deseczce. 

6. Polanie 70% alkoholem. 

7. Rozcięcie skóry od brzucha w górę i otwarcie otrzewnej.   

8. Przecięcie opłucnej, okrojenie mostka z dwóch stron i odsunięcie go do góry 

przez spięcie klemem. 

9. Pobranie krwi przez wkłucie do prawej komory serca.      

10. Osocze było uzyskiwane przez wirowanie krwi z prędkością 1000×g w 4°C 

przez 10 minut. Następnie jest ono składowane w plastykowych eppendorfach w 

–80° C. 

11. Nacięcie uszka prawego przedsionka. Następnie układ krąŜenia perfunduje się 

PBS-em, nakłuwając igłą strzykawki koniuszek lewej komory, utrzymując stałe 

ciśnienie 100 mm Hg, aŜ do „zblednięcia” wątroby. 

12. Odcięcie mostka i odsłonięcie grasicy, obustronne przecięcie Ŝeber w celu 

poszerzenia dojścia. 

13. Dalsze czynności wykonywane są pod mikroskopem 

14. Wycięcie grasicy, aŜ do odsłonięcia łuku aorty (ryc. 3) i oczyszczenia go in situ.  

                                                      
 Ryc. 3. Odsłonięty łuk aorty (z widoczną biało zabarwioną miaŜdŜycą) (powiększenie × 3). 

 

15. Odsunięcie lewego płuca i serca na bok. 
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16. Odsłonięcie aorty piersiowej. 

17. Odcięcie aorty piersiowej od kręgosłupa i oczyszczenie jej in situ.   

18. Odsłonięcie nerek przez wycięcie jelit i wątroby. 

19. Odsłonięcie aorty brzusznej aŜ do rozdwojenia biodrowego oraz oczyszczenie 

jej in situ.   

20. Przecięcie przepony i połączenie aorty piersiowej i brzusznej w odcinku 

okołonerkowym. 

21. Oczyszczenie aorty in situ przez oddzielenie tłuszczu i przydanki (ryc. 4). 

22. Odcięcie aorty tuŜ przy sercu od góry i za rozdwojeniem biodrowym od dołu. 

 

            
      Ryc. 4. Cała aorta wypreparowana. 

 

23. Zanurzenie wypreparowanej aorty w 4% roztworze formaldehydu w PBS.  

24. Rozcięcie wzdłuŜne aorty. 

25. Rozpięcie aorty na płytce woskowej przy pomocy bardzo cienkich igiełek (ryc. 

5). 

 

                                     

           Ryc. 5. Aorta rozpięta na płytce woskowej, gotowa do barwienia.  
 
 

26. Wycięcie serca, przekrojenie na pół (ryc. 6) i zanurzenie górnej części z 

„korzeniem aorty” w specjalnej miseczce plastykowej, wypełnionej Ŝelem OCT 

(podstawą cięcia do dołu, górna część serca z „korzeniem aorty” w górze) (ryc. 

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

 

 

Ryc. 7. Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skalpelem, przed zatopieniem w 
OCT (z [72]).  
Płaszczyzna cięcia (niebieska linia) jest lekko przesunieta zgodnie z ruchem wskazówek zegara 
w stosunku do płaszczyzny, jaką wyznacza odległość 1.5 mm od dolnych krawędzi obu uszek 
(zielona linia). Jest to spowodowane dąŜeniem do ustawienia płaszczyzny cięcia jak najbardziej 
zbliŜonej do prostopadłej w stosunku do „korzenia aorty”. 

 

 

 



 26 

 
  Ryc. 8. Przecięte serce, zanurzone w Ŝelu OCT w plastykowej foremce. 

 

 

III.3 Oznaczanie wielkości miaŜdŜycy 
 
 

A. METODA “CROSS-SECTION” 

 
Przecięte poprzecznie serce (ryc. 7) i znajdujący się w obrębie mięśnia serca  

początkowy odcinek aorty wstępującej (tzw. “korzeń aorty”) zostały umieszczone w 

specjalnych plastykowych foremkach o wymiarach 15×15×5 mm (CryoMolds) (Tissue-

Tek, USA), wypełnionych poprzednio po brzeg Ŝelem mroŜeniowym OCT (Optimal 

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

 

Foremki te natychmiast zamroŜono do temperatury –80°C. Serca umieszczono w 

plastykowej foremce tak, aby płaszczyzna cięcia skalpelem dotykała podstawy foremki. 

Następnie po wyjęciu z zamraŜarki, dziesięcio-mikrometrowej grubości skrawki były 

cięte w kriostacie, w temperaturze –20°C, przy uŜyciu standaryzowanego protokołu 

[159].  

Seryjne skrawki z kriostatu (Leica, Jung CM1800, Niemcy), posiadającego tzw. 

„ruchomą głowicę” (niezbędną do uzyskania prawidłowego cięcia poprzecznego aorty 

pod kątem prostym) cięto z proksymalnego, około 1-milimetrowego odcinka aorty 

wstępującej, zwanej "korzeniem aorty" (ryc. 7).  
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Osiem skrawków zbierano w odstępach 100-µm, rozpoczynając od odległosci 

100-µm od pojawienia się wszystkich trzech płatków zastawki aortalnej według 

poniŜszego protokołu:  

 

Procedura uzyskania obrazu płytek miaŜdŜycowych w sekcjach poprzecznych 
początkowego odcinka aorty 
 
A. Sekcja początkowego odcinka aorty ("aortic root") myszy, idąc w górę, aŜ od 

poziomu dolnego brzegu zastawek. W momencie dojścia do poziomu początku 

pierwszej zastawki („punkt zero”), korzystając z ruchomej głowicy, bloczek naleŜy 

ustawić przestrzennie tak, aby w skrawkach były widoczne równocześnie wszystkie trzy 

zastawki (ryc. 9, 10). Od tego momentu tnie się w góre co 100 µm skrawki o grubości 

10 µm, aŜ do wysokości 800 µm powyŜej pierwszej sekcji (ryc. 11). 

Sekcje te musza być wykonane w kriostacie, poniewaŜ metodą parafinową wypłukałoby 

się lipidy, niezbędne do zobrazowania płytki miaŜdŜycowej. 
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Ryc. 9. Schemat obrazujący trudności związane z uzyskaniem w kriostacie cięcia 
poprzecznego, prostopadłego do osi aorty (z [72]).  
 
Na róŜowo zaznaczone są płatki zastawki aortalnej w przekroju poprzecznym. „Punkt 
zero” oznacza moment, w którym podczas cięcia w kriostacie uwidacznia się początek 
pierwszego płatka (proszę porównać z ryc. 10 D).  
Aby uzyskać cięcia prostopadłe do osi „korzenia aorty”, naleŜy zmieniać (pod kontrolą 
skrawków oglądanych w mikroskopie) płaszczyznę cięcia ostrza kriostatu tak, aby stała się  
„idealną płaszczyzną cięcia” (Ŝółta). SłuŜy temu specjalna procedura („North South West East”) 
zmiany połoŜenia ruchomej głowicy kriostatu, w zaleŜności od ustawienia przestrzennego 
uzyskanego „punktu zero” (nie przytaczana w niniejszej pracy dla uproszczenia). 
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Ryc. 10. Krojenie mięśnia serca w kriostacie, idąc płaszczyzną ostrza kriostatu w górę, 
w kierunku „korzenia aorty” (z [72]).  
 
A. Początek krojenia – na obrazie widoczny sam mięsień serca 
(Proszę pamiętać, Ŝe w rzeczywistości podczas krojenia skrawków w kriostacie, pokazane 
poniŜej obrazy widoczne pod mikroskopem są bezbarwne). 
B. Dalsze krojenie – pojawiają się tzw. „robaczki” („worms”) 
C. „Robaczki” zaczynają formować ściany naczyń – aorty i pnia płucnego 
D. Aorta. Proszę zwrócić uwagę na (zaznaczony niebieską strzałką) pojawiający się tzw. „punkt 
zero” na płatku zastawki w dolnej części ryciny. Od tego momentu naleŜy wykorzystać 
ruchomość głowicy kriostatu i tak nastawić przestrzennie bloczek, aby na przekroju były 
widoczne wszystkie trzy płatki (aby płaszczyzna cięcia była prostopadła do osi długiej 
„korzenia aorty”). 
E. Pierwszy płatek jest wyraźnie widoczny, a pozostałe dwa zaczynają się tworzyć 
F. Trzy płatki zastawki aortalnej w pełni widoczne 

 

 

 

A B 

C D 

E F 
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Ryc. 11. Obraz kolejnych sekcji poprzecznych „korzenia aorty” co 100 µm, licząc od 
„punktu zero”, w którym podczas cięcia pojawia się pierwszy płatek.  
 
Miarą wielkości miaŜdŜycy z kaŜdego serca jest średnia arytmetyczna z 8 kolejnych 
skrawków aorty, zbieranych co 100 µm, począwszy od „punktu zero”. 

 

A

1100 µm 200 µm 

300 µm 400 µm 

500 µm 600 µm 

700 µm 800 µm 



 31 

Po utrwaleniu w 4% paraformaldehydzie (pH 7.0), skrawki barwiono 

hematoksyliną Meyera oraz czerwienią oleistą [oil red-O (ORO)] (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) według poniŜszego protokołu [6]:  

 

Utrwalenie skrawków formaldehydem i barwienie hematoksyliną oraz czerwienią 

oleistą (oil red - O): 

1. „stock solution”: 0.5-1g oil red - O (czerwień oleista) w 100 ml isopropanolu 

(propanol 2). Roztwór nasycony.  

2. „roztwór roboczy”: 24 ml „stock solution” + 16 ml wody destylowanej. 

Pozostawić na 10-15 minut przed uŜyciem. 

3. zamroŜone sekcje utrwalić w 4% roztworze formaldehydu w PBS (10 minut) 

4. przemyć wodą destylowaną 

5. zanurzyć w 60% roztworze isopropanolu (1-2 minut) 

6. zanurzyć w oil red - O (10-20 minut) 

7. przemyć wodą (5 minut) 

8. hematoksylina (15-30 sekund) 

9. przemywać w ciepłej wodzie, aŜ jądra komórkowe staną się niebieskie 

10. zamknąć preparat w rozpuszczalnym w wodzie medium 

 

Skrawki zabarwione ORO były analizowane pod mikroskopem Olympus BX50 

(Olympus, Tokio, Japonia) i uŜyte do oceny ilościowej. Obrazy z aorty zbierano przy 

uŜyciu aparatu cyfrowego Olympus Camedia 5050 i przechowywano jako pliki TIFF o 

rozdzielczości 1024×768 pikseli. Całkowita powierzchnia płytki miaŜdŜycowej była 

mierzona półautomatycznie na kaŜdym szkiełku, przy uŜyciu programu AnalySIS FIVE 
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software (Soft Imaging System, Munster, Niemcy) (ryc. 12) [6, 36, 100, 108, 124, 149, 

150]. 

Dla kaŜdej myszy średnią wielkość powierzchni miaŜdŜycy obliczano z ośmiu 

oddalonych od siebie o 100-µm skrawków, co w najdokładniejszy sposób 

odzwierciedlało powierzchnię przekroju poprzecznego („cross-section”) zajętą przez 

miaŜdŜycę [102, 103, 108].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Ryc. 12. Komputerowa ocena wielkości miaŜdŜycy w przekroju poprzecznym 
„korzenia aorty”  (z [72]).  
 
 

 

B. METODA „EN FACE“ 

  

Aorty od łuku do rozdwojenia biodrowego były utrwalane w 4% 

formaldehydzie, otwierane wzdłuŜnie, przypięte cienkimi igiełkami do czarnych płytek 

woskowych i zabarwione Sudanem IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), według 

poniŜszego protokołu:  

 
1. Rozpiąć aortę wyjętą z 4% formaldehydu na płytce przy pomocy bardzo cienkich 
igiełek (Fine Science Tools, Heidelberg, Niemcy). 

 
2. Przepłukać w 70% etanolu przez 5 minut. 
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3. Barwić w roztworze roboczym (working solution) Sudanu IV przez 6 minut. 
 
4. Płukać dwukrotnie w 80% etanolu przez całkowity okres 3 minut. 
 
5. Przechowywać w PBS-ie w lodówce (lub w formaldehydzie dla dłuŜszego 

przechowywania).  

 
Powierzchnia zmian miaŜdŜycowych aorty i całkowita powierzchnia aorty były 

obliczane przy uŜyciu programu LSM Image Browser software (Zeiss, Jena, Germany) 

(ryc. 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Ryc. 13. Komputerowa ocena procentowej wielkości miaŜdŜycy w przekroju 
wzdłuŜnym aorty (z [72]).  
A – aorta barwiona Sudanem IV; B – całkowita powierzchnia aorty; C – powierzchnia zmian 
miaŜdŜycowych. 
 

 

A 

B 

C 
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III.4 Badania immunohistochemiczne 
 

Do wykonania barwień immunohistochemicznych zostały wykorzystane skrawki 

aorty wstępującej utrwalone w acetonie i wysuszone. Skrawki te były preinkubowane w 

roztworze 5% nieimmunogennej surowicy koziej z dodatkiem 2% suchego 

odtłuszczonego mleka w celu wyblokowania niespecyficznego wiązania przeciwciał. 

Inkubacje z przeciwciałami pierwotnymi przeprowadzano przez noc w temperaturze 

pokojowej w komorach wilgotnych w następującej kombinacji surowic: skoniugowane 

z Cy3 przeciwciała mysie przeciwko α-aktynie mięśni gładkich (SMA) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) [rozcieńczenie 1:600] oraz szczurze przeciwciała przeciwko 

mysiemu antygenowi CD68 (Serotec, Oxford, UK) [rozc. 1:800]. 

Po wypłukaniu w buforze PBS zastosowano przeciwciała drugiego rzedu: 

biotynylowaną kozią surowicę przeciwko szczurzym immunoglobulinom (Jackson IR, 

West Grove, PA, USA).  

Po wypłukaniu, jako ostatni etap reakcji immunohistochemicznej, skrawki 

inkubowano ze streptawidyną skoniugowaną z fluoresceiną (DTAF) (Jackson IR, West 

Grove, PA, USA) [rozc. 1:500]. Skrawki po ostatecznym wypłukaniu zamykano w 

glicerolu w PBS o pH 8,6 [130].  

Skrawki były oceniane przy uŜyciu epifluorescencyjnego mikroskopu Olympus 

BX50 (Olympus, Tokyo, Japan), wyposaŜonego w odpowiednie zestawy filtrów (U-

MNG, U-MNIBA), aby uwidocznić odpowiednio czerwoną (Cy3) i zieloną (DTAF) 

fluorescencję. Obrazy były rejestrowane przy uŜyciu cyfrowej kamery CCD Olympus 

DP71.  

W kaŜdym skrawku, całkowita powierzchnia zajmowana przez CD68-

immunopozytywne makrofagi oraz przez α-aktynę mięśni gładkich była mierzona przy 

uŜyciu oprogramowania AnalySIS FIVE (Olympus).  
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III.5 Zymografia in situ 

Zymografia jest metodą słuŜącą do pomiaru aktywności proteolitycznej 

enzymów. Zymografię in situ wykonano w celu wykazania na skrawkach 

histologicznych miejsc aktywności Ŝelatynaz (MMP-2 oraz MMP-9). Metoda ta 

pozwala na rzeczywistą detekcję aktywnego enzymu, a nie jego nieaktywnego 

proenzymu lub formy zablokowanej przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz. 

Do wykonania zymografii wykorzystano skrawki nieutrwalone. W komorze 

wilgotnej skrawki inkubowano przez okres 2 h w 37°C w buforze reakcyjnym 

zawierającym 50 mg/ml Ŝelatyny świńskiej skoniugowanej z izotiocyjanianem 

fluoresceiny (FITC) (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Skrawki zostały dokładnie 

wypłukane w PBS, utrwalone przez 5 min w 4% zbuforowanym paraformaldehydzie, a 

następnie zamkniete w glicerynie/PBS [143]. 

Preparaty zymograficzne przeglądano w mikroskopie Olympus BX-50 w opcji 

epifluorescencji. Fluorescencję odpowiadającą miejscom aktywności Ŝelatynaz 

wzbudzano z wykorzystaniem wąskopasmowego filtra dla FITC (U-MNIBA). Obrazy 

rejestrowano przy uŜyciu cyfrowej kamery CCD Olympus DP71 i zapisywano je w 

postaci plików obrazowych (TIFF) o rozdzielczości 5 MPix.  

Powierzchnia, wykazująca charakterystyczną zieloną fluorescencję wynikającą z 

enzymatycznego rozpadu znakowanej FITC Ŝelatyny, jest reprezentatywna dla lokalnej 

aktywności Ŝelatynaz. Całkowita powierzchnia aktywności MMP (wskazująca na 

stopień zaawansowania procesu), jak równieŜ intensywność fluorescencji 

(odzwierciedlająca aktywność enzymu; średnia intensywność piksela w zielonym 

kanale: rozpiętość 0-255) były mierzone w dziewięciu skrawkach z kaŜdej próbki. Do 

pomiaru powierzchni jak i intensywności fluorescencji zostało uŜyte oprogramowanie 

Olympus analySIS FIVE. 
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III.6  Badania biochemiczne 

Osoczowy poziom rozpuszczalnej frakcji adhezyny komórek naczyń typu 1 

(soluble vascular cell adhesion molecule-1 - sVCAM-1), interleukiny 6 (IL-6), 

interleukiny 12 (IL-12) i surowiczego amyloidu A (SAA) (wszystkie z R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) [32, 128] oraz białka chemotaktycznego dla makrofagów 

(macrophage chemotactic protein-1 - MCP-1) (BioSource, Camarillo, CA, USA) [114], 

oznaczano testem immunoenzymatycznym (ELISA). 

 

III.7 Lipidy osocza 

Całkowity osoczowy poziom cholesterolu i trójglicerydów, a takŜe frakcji LDL i 

HDL cholesterolu, był oznaczany przy uŜyciu komercyjnie dostępnego zestawu (Roche 

Molecular Biochemical, Alameda, CA, USA).  

 

 

III.8 Badanie rozkurczu naczyń 

 Funkcja śródbłonka naczyniowego oceniana była drogą pomiaru biodostępności 

tlenku azotu (NO). Biodostępność NO określano przy pomocy analizy zaleŜnych od NO 

rozkurczów naczyniowych w łaźni narządowej („organ bath”), stymulowanych 

podawaniem odpowiednich dawek acetylocholiny [63]. Badanie odbywało się przy 

uŜyciu multimiografu (Multimyograph model 610 M, Dania). Reakcje naczyniowe 

rejestrowane były w sposób ciągły na komputerze, dzięki programowi Acqknowledge 

3.7.2 (przy pomocy systemu przetwarzania danych BIOPAC Systems, USA).  

 Naczynia wyizolowane ze zwierząt zostały dokładnie oczyszczone z 

otaczających tkanek: tłuszczowej i mięśniowej. Następnie zostały podzielone na 

pierścienie o szerokości 2-3 mm i umieszczone w łaźniach wypełnionych buforem 
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Krebsa - Henseleita (KHB) (120 mM NaCl; 4,7 mM KCl; 1,2 mM MgSO4; 1,2 mM 

KH2PO4; 2,5 mM CaCl2; 25 mM NaHCO3 oraz 5,5 mM glukozy) o temperaturze 37°C. 

KrąŜki naczyniowe zostały rozpięte pomiędzy stalowymi czujnikami tensometrów 

(cztery 5 ml łaźnie naczyniowe wypełnione buforem KH) i poddane stabilizacji przez 

okres 50-60 min. Pomiary dokonywane były jednocześnie w czterech krąŜkach 

naczyniowych – po dwa od kaŜdego zwierzęcia. Uzyskane wyniki były następnie 

uśredniane.   

 Wszystkie eksperymenty przeprowadzone były w obecności indometacyny (10 

µM). Miało to na celu wyeliminowanie potencjalnego wpływu prostaglandyn (w tym 

PGI2) na rozkurcze w obrębie naczyń i dawało pewność, iŜ rozkurcze naczyń są efektem 

działania NO, a nie prostacykliny. 

 Po stabilizacji naczynia były pasywnie napręŜane do napięcia podstawowego (7 

mN dla tętnicy piersiowej wewnętrznej (IMA), pobranej od ludzi w trakcie zabiegów 

kardiochirurgicznych i 15 mN dla naczyń zwierzęcych) i kilkakrotnie przykurczane 

przez jednakowe stęŜenia KCl (90 mM), aŜ do uzyskania stabilnych odpowiedzi na 

KCl. Po kilkakrotnym wypłukaniu z KCl naczynia były przykurczane kumulatywnie 

wzrastającymi dawkami PGF2α (10-9 M; 10-8 M; 10-7 M; 10-6 M; 10-5 M; 10-4 M). 

Właściwe doświadczenia odbywały się na naczyniach przykurczonych PGF2α, w 

stopniu odpowiadającym 70-80% max. skurczu na PGF2α. Na tak przykurczonych 

naczyniach testowane były odpowiedzi na acetylocholinę (Ach) stosowaną w 

kumulatywnie wzrastających dawkach. 
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III.9 Oznaczanie stęŜenia doksycykliny w surowicy myszy apoE-
knockout 
 

Ze względu na to, Ŝe myszom podawano subkliniczne dawki dosycykliny, 

zmierzono poziom doksycykliny w surowicy u myszy karmionych tym lekiem. 

 
1. przygotowanie próbek 

 
Próbkę surowicy rozcieńczono wodą w stosunku 1:1 i odwirowano w probówkach 

Millipore z filtrem „cut off” 5 kDa (3 x 15 min / 14,9 rpm). Przefiltrowaną surowicę 

zakwaszono 10 µl 10% kwasu trifluorooctowego i poddano procedurze ekstrakcji na 

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

 

Ekstrakcja doksycykliny obejmowała następujące etapy: 

- kondycjonowanie kolumny:  

• 300 µl metanolu (wirowanie 2 min/3900 rpm) 

• 300 µl wody (wirowanie 2 min/3900 rpm) 

- nałoŜenie próbki (wirowanie 2 min/3900 rpm) 

- przemycie kolumny 3 x 300 µl 5% metanolu (po kaŜdej porcji wirowanie 2 

min/3900 rpm) 

- ekstrakcja 2 x 200 µl 50% acetonitrylu (po kaŜdej porcji wirowanie 2 min/3900 

rpm) 

 

Następnie próbki liofilizowano przez noc. Krzywą kalibracyjną przygotowano w 

sposób analogiczny, dodając przed rozcieńczeniem wodą odpowiednią ilość 

roztworu wzorca doksycykliny do surowicy kontrolnej. Liofilizaty rozpuszczono w 

50 µl metanolu. 
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2. analiza przy pomocy połączenia spektrometrii mas z chromatografią cieczową 

(liquid chromatography – mass spectrometry: LC-MS) 

Analizę próbek prowadzono za pomocą układu LC-MS (HPLC Agillent 1100, MS 

Applied- Biosystem). 

Parametry rozdziału przy pomocy wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC): 

- kolumna Hypersil BDS C18 (100 mm x 3 mm, 3 µm) 

- fazy ruchome: A- 0,1% kwas mrówkowy w wodzie 

     B- 0,1% kwas mrówkowy w acetonitrylu 

- prędkość przepływu 0,2 ml/min,  

- udział faz ruchomych: 60% A, 40% B, rozdział izokratyczny 

- kolumna termostatowana, 40ºC 

- objętość nastrzyku 20 µl 

 

Parametry spektrometrii mas (MS): 

- potrójny kwadrupol 

- źródło jonów- elektrosprej 

- tryb jonizacji- pozytywna 

- detekcja MRM: 445 → 428, energia kolizji 30 

- temperatura 200ºC, napięcie 5 kV 

 

 
III.10 Analiza statystyczna 
 

Wyniki zostały wyraŜone jako średnia arytmetyczna ± SEM.  

Ze względu na brak rozkładu normalnego większości parametrów miaŜdŜycy, 

zostały uŜyte testy nieparametryczne. Najpierw test Kruskala-Wallisa został 
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zastosowany do sprawdzenia istnienia róŜnic pomiędzy grupami. W przypadku 

stwierdzenia statystycznie znamiennych róŜnic, nieparametryczny test Manna-Whitneya 

był uŜywany do analizy danych.  

W przypadkach występowania rozkładu normalnego parametrów, stosowano 

najpierw analizę wariancji ANOVA, a następnie test post hoc Duncana. 

W obu sytuacjach p<0,05 zostało uznane za statystycznie znamienne.  

Obliczenia statystyczne zostały wykonane przy uŜyciu pakietu statystycznego Statistica 

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

 

IV.1 Lipidy 

Doksycyklina nie zmieniła znamiennie poziomu cholesterolu i triglicerydów oraz 

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

 

Tabela 1. Poziom całkowitego cholesterolu i triglicerydów w osoczu myszy. 

lek cholesterol 
całkowity 
(mmol/l) ± SEM 

HDL-cholesterol  
(mmol/l) ± SEM 

LDL-cholesterol 
(mmol/l) ± SEM 

triglicerydy 
(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 znamienności statystycznej w porównaniu z kontrolą 

 

 

IV.2 Masa myszy 

Masa myszy nie róŜniła się pomiędzy grupami (Tabela 2). 

Tabela 2. Masa myszy w badanych grupach.  

lek średnia masa ciała (g) ± SEM 

kontrola 27,3 ± 0,3 

doksycyklina 28,5 ± 0,3 (NS) 

NS - brak znamienności statystycznej w porównaniu z kontrolą 

 

 

IV.3 StęŜenie doksycykliny w surowicy 

Jeśli chodzi o stęŜenie dokscykliny w surowicach myszy, którym podawano ten 

lek, to wykryto stabilne poziomy doksycykliny (Tabela 3) , które przy dawce 1,5 mg/ kg 

m.c. znakomicie korelowały z podanymi w piśmiennictwie stęŜeniami, przy podawaniu 

odpowiednio wyŜszych dawek (Tabela 4) [122]: 
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Tabela 3. Poziomy surowicze doksycykliny w grupie z podawanym lekiem. 

próbka (w dawce 1,5 
mg/kg mc) 

StęŜenie doksycykliny 
[ng/ml] 

1 172,45 
2 188,11 
3 160,76 

 
 
Tabela 4. Poziomy surowicze doksycykliny po 5 tygodniach podawania leku w róŜnych 
dawkach, u myszy C57BL/6  [122]: 
 

dawka [mg/kg mc] stęŜenie doksycykliny [ng/ml] 
  

10 1400 
50 2700 
100 11900 

 
 

 

IV.4 Wielkość miaŜdŜycy 

Aorty róŜniły się stopniem miaŜdŜycy pomiędzy grupą kontrolną a grupą, której 

podano lek.  

Mierzony metodą “en face”, procent całkowitej powierzchni aorty zajętej przez 

barwione Sudanem IV zmiany wynosił: w grupie kontrolnej 15,7 ± 2,0%, podczas gdy 

w grupie traktowanej doksycykliną 10,25 ± 1,7% (p<0,05) (ryc. 14, 15).   

„Cross-section” korzeni aorty ujawnił równieŜ róŜnicę w powierzchni zmian 

miaŜdŜycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkach średnia zmian ± SEM, zajętych 

przez barwione ORO zmiany wynosiła: 90 687 ± 8 521 µm2 w grupie kontrolnej 

przeciwko 66 254 ± 7 468 µm2 w grupie otrzymujacej dosycyklinę (p<0,05) (ryc. 16, 

17) 

Zymografia in situ wykazała silny spadek całkowitej powierzchni aktywności 

Ŝelatynaz u leczonych doksycykliną myszy (32 786 ± 3 334 µm2) w porównaniu do 

grupy kontrolnej (65 996 ± 11 480 µm2, p<0,001) (ryc. 16, 18). Ponadto intensywność 
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fluorescencji była niŜsza w grupie poddanej leczeniu (77 ± 15), w stosunku do myszy 

nieleczonych (132 ± 32, p<0,05). 

a b

 

 

Ryc. 14. Reprezentatywne fotografie barwionych Sudanem IV aort “en face” z grup: 
kontrolnej i traktowanej lekiem myszy apoE - knockout.  
a- kontrola, b- doksycyklina 
Linia na rysunku „a” obrazuje 1 cm. 
 
 
 
 



 44 

 
Ryc. 15. Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyraŜona jako procent powierzchni całej aorty) u 
myszy apoE-knockout kontrolnych i leczonych doksycykliną (n=15 w kaŜdej grupie). Wyniki są 
przedstawione jako średnia ± SEM.  
*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej 
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Ryc 16. Reprezentatywne mikrofotografie, ukazujące barwione czerwienią oleistą (oil 
red-O) zmiany miaŜdŜycowe u myszy apoE-knockout (z lewej), oraz zieloną 
fluorescencję, ukazującą aktywność MMPs metodą zymografii in situ (z prawej) - w 
grupie kontrolnej oraz grupie leczonej doksycykliną (powiększenie × 80).  
Linia na rysunku obrazuje 500 µm. 
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Ryc. 17. Wielkość zmian miaŜdŜycowych w „korzeniu aorty”, wyraŜona w µm2, 
u barwionych ORO 6-miesięcznych myszy apoE-knockout kontrolnych i 
leczonych doksycykliną (n=15 w kaŜdej grupie).  
Wyniki są przedstawione jako średnia ± SEM.  
*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej 
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Ryc. 18. Wielkość aktywności Ŝelatynaz, mierzona jako fluorescencja w 
„korzeniu aorty”, wyraŜona w µm2 w zymografii in situ, u 6-miesięcznych 
myszy apoE-knockout kontrolnych i leczonych doksycykliną (n=15 w kaŜdej 
grupie).  
Wyniki są przedstawione jako średnia ± SEM.  
***p<0,001 w stosunku do grupy kontrolnej 
 

 

 

IV.5  Struktura blaszki i jej stabilno ść 

Badano takŜe zawartość makrofagów, jak równieŜ mięśniówki gładkiej w 

blaszkach miaŜdŜycowych, jako wskaźniki stabilności blaszki. Stwierdzono, iŜ 

zawartość makrofagów (CD68) była obniŜona w blaszkach, pochodzących od myszy 

leczonych doksycykliną (53% vs. 28%; p<0,05), podczas gdy zawartość komórek 

mięśni gładkich (α-aktyny) (6% vs. 17%; p<0,05) była zwiększona u leczonych myszy, 

w stosunku do grupy kontrolnej (n=15 w kaŜdej grupie). Podsumowując, blaszki 
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miaŜdŜycowe u myszy traktowanych doksycykliną były bardziej stabilne niŜ u myszy 

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

 

Tabela 5. Skład blaszki miaŜdŜycowej w grupie kontrolnej i leczonej doksycykliną. 

grupa CD68 ±±±± SEM 

(% powierzchni) 

αααα-aktyna ±±±± SEM 

(% powierzchni) 

kontrola 53 ± 7 6 ± 3 

leczone 
doksycykliną   

28 ± 5 (p<0,05) 17 ± 4 (p<0,05) 

 
 

 

 

 

 

 

Ryc. 19. Skład blaszki miaŜdŜycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych 
doksycykliną (b), w porównaniu do grupy kontrolnej (a).  
Immunohistochemiczne barwienie na marker makrofagów CD68 (na zielono) (wszystko w 
powiększeniu × 80). 
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Ryc. 20. Skład blaszki miaŜdŜycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych 
doksycykliną (b), w porównaniu do grupy kontrolnej (a).  
Immunohistochemiczne barwienie na α-aktynę mięśni gładkich (na pomarańczowo) (wszystko 
w powiększeniu × 80). 

 

 

 

 

IV.6   Osoczowe markery zapalenia 
 
 

Jeśli chodzi o poziomy osoczowe sVCAM-1, to wartości w grupie z doksycykliną nie 

róŜniły się statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej, choć wykazywały tendencję 

spadkową (Ryc. 21). 
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Ryc. 21. Poziom sVCAM-1 w osoczu w badanych grupach. 

    *p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej 

 

 

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 

 

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

          *p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej 
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Ryc. 25. Poziom SAA w osoczu w badanych grupach.  

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej 

 

RównieŜ poziomy osoczowe MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA, w grupach leczonych 

doksycykliną, nie róŜniły się statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej, z lekko 

wyraŜoną jednak tendencją spadkową (ryc. 22-25). 

 

 

IV.7 Rozkurcz naczyń 

 Badając rozkurcz naczyń zaleŜny od tlenku azotu okazało się, Ŝe kontrola myszy 

apoE-knockout nie wykazywała cech dysfunkcji śródbłonka. Przebieg krzywej dla 

doksycykliny był podobny i nie wykazał róŜnic statystycznie znamiennych w stosunku 

do krzywej kontrolnej (ryc. 26). 
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Ryc. 26. NO-zaleŜne izometryczne rozkurcze pierścieni aortalnych myszy apoE – 
knockout, wstępnie przykurczanych PGF2α, jako reakcja na podanie wzrastających 
stęŜeń acetylocholiny (od 1×10-9 do 1×10-5 M).  

Wykres niebieski prezentuje rozkurcze naczyń u myszy apoE – knockout leczonych 
doksycykliną (n=6), wykres czerwony – rozkurcze u myszy apoE – knockout 
kontrolnych (n=6). Rozkurcze przedstawiono jako % wstępnego skurczu. 

Poszczególne punkty wykresu stanowią średni rozkurcz dla danej dawki dla kaŜdego 
naczynia. 
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V. DYSKUSJA 

 Skład macierzy zewnątrzkomórkowej (ECM) wpływa na progresję blaszki 

miaŜdŜycowej. Metaloproteinazy macierzy komórkowej (MMPs) są grupą 

endopeptydaz, posiadających zdolność do rozcinania szeregu komponent macierzy 

zewnątrzkomórkowej (ECM), takich jak: kolagen, elastyna, Ŝelatyna czy kazeina. 

 

 Zmiany ECM indukowane przez MMPs zaleŜą od szeregu czynników [5]:  

 Po pierwsze, w dodatku do produkcji MMP poprzez poszczególne struktury 

ściany naczyniowej – jak komórki śródbłonka  i komórki mięśniówki gładkiej, 

infiltracja komórek zapalnych do zmian miaŜdŜycowych powoduje znaczne 

zwiększenie aktywności MMP.  

 Po drugie, MMPs są podzielone na róŜne grupy, w zaleŜności od tego jaką 

komponentę ECM degradują, zatem profil MMPs ekspresjonowanych w obrębie 

zmiany miaŜdŜycowej ma konsekwencje dla składu ECM.  

 Po trzecie, chociaŜ część MMPs jest ekspresjonowana konstytutywnie, inne są 

wysoce zaleŜne od regulacji transkrypcyjnej dla ich ekspresji. Większość MMPs jest 

wydzielana w formie „uśpionej” proformy, wymagającej aktywacji poprzez czynniki 

proteolityczne. 

 

 W opisanym powyŜej eksperymencie wykazano po raz pierwszy, Ŝe 

doksycyklina w dawkach subterapeutycznych – jako inhibitor MMPs - hamuje rozwój 

miaŜdŜycy w eksperymentalnym modelu miaŜdŜycy: myszy apoE-knockout [113]. 

Wykazano ponadto, Ŝe doksycyklina zwiększa stabilność blaszki miaŜdŜycowej. 

Jednocześnie stwierdzono wysoce znamienny statystycznie spadek aktywności 

Ŝelatynaz (MMP-2 i MMP-9) u traktowanych doksycykliną myszy. 
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 Ani poziom całkowity osoczowego cholesterolu i trójglicerydów, ani profil 

lipoproteinowy cholesterolu nie zmieniły się pod wpływem leku. Jest to cenna 

informacja, gdyŜ daje ona pewność, iŜ działanie przeciwmiaŜdŜycowe nie jest związane 

z obniŜeniem poziomu cholesterolu i trójglicerydów, czy teŜ ze zmianą profilu 

lipoproteinowego cholesterolu. TakŜe masa myszy nie zmieniła się w trakcie trwania 

eksperymentu. 

 

 Jeśli chodzi o osoczowe markery zapalenia, to sVCAM-1, MCP-1 [1, 62], IL-6, 

IL-12 oraz SAA nie były hamowane statystycznie znamiennie przez lek, choć 

wykazywały tendencję do spadku pod jego wpływem. 

 

 Wyniki „organ bath” wykazały brak dysfunkcji śródbłonka u karmionych dietą 

chow myszy apoE-knockout. Zatem doksycyklina nie mogła w tym wypadku poprawić 

działania endotelium. Wynik ten jednak rzuca nowe światło na niejednoznaczne w tej 

materii piśmiennictwo [57, 174]. Część doniesień bowiem potwierdza brak dysfunkcji 

śródbłonka u myszy apoE-knockout [13, 83, 165], szczególnie gdy nie są one karmione 

dietą wysokocholesterolową [37, 40, 41, 85, 86, 154, 173]. 

 

JuŜ od pewnego czasu znano rolę, jaką odgrywają MMPs w rozwoju miaŜdŜycy 

[5, 9, 10, 51, 81, 170]. Mniej więcej od roku 2000 zaczęto wskazywać na MMPs, jako 

potencjalny cel terapeutyczny w hamowaniu rozwoju miaŜdŜycy [3, 55, 145]. W 

badaniach na podwójnie znokautowanych myszach miaŜdŜycowych wykazano, Ŝe 

usunięcie MMPs prowadzi do zmniejszenia ilości miaŜdŜycy [38, 84, 91]. JednakŜe leki 

hamujące MMPs nie były dotąd badane pod kątem działania na proces miaŜdŜycowy. 
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Wskazywano szczególnie na Ŝelatynazy: MMP-2 i MMP-9 [116, 127] jako 

potencjalny cel terapeutyczny w chorobach układu sercowo-naczyniowego [27]. 

Między innymi proponowano leczenie tętniaków aorty doksycykliną [7, 162]. 

Spekulowano równieŜ, Ŝe inhibitory MMPs mogłyby takŜe znaleźć zastosowanie w 

leczeniu pacjentów po zawale serca – jako prewencja pozawałowej niewydolności serca 

[30]. 

 

Doksycyklina w subantybakteryjnych dawkach hamuje MMPs. Ponadto jest to 

jedyny, jak dotąd, inhibitor MMPs stosowany klinicznie [59, 140]. 

 Wyniki publikowane dotychczas w powyŜszym temacie są dość rozbieŜne. 

Przykładowo, w roku 2003 Manning i wsp. wykazał brak efektu doksycykliny u myszy 

LDL receptor - knockout, poddanych wlewowi angiotensyny II [94]. JednakŜe warunki 

tego eksperymentu były bardzo odległe od prezentowanego w niniejszej pracy.  

 Z drugiej strony, doksycyklina dowiodła swojej skuteczności w szczurzym 

modelu tętniaka aorty [31, 175]. Castro i wsp. wykazali z kolei w 2008 roku, Ŝe 

hamowanie funkcji MMPs przez doksycyklinę u szczurów nadciśnieniowych obniŜa 

ciśnienie tętnicze i zapobiega dysfunkcji naczyniowej [22].  

 W duŜym badaniu klinicznym wskazano na hamowanie przez doksycyklinę 

MMP-1 w obrębie blaszek miaŜdŜycowych w tętnicach szyjnych [2]. 

 Wreszcie w serii eksperymentów wykonanych w 2007 roku przez Madana i 

wsp. wykazano pozytywny wpływ doksycykliny na aterogenezę w specjalnym modelu 

heterozygotycznych myszy apoE-knockout, zakaŜonych Porphyromonas gingivalis 

[92]. 
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 Podsumowując, koncepcja metaloproteinaz macierzy komórkowej, a szczególnie 

Ŝelatynaz, jako istotnego celu klinicznego wydaje się być obiecująca, jednakŜe jest 

jeszcze wciąŜ daleka droga do jednoznacznego ustalenia warunków, w jakich ten rodzaj 

leczenia mógłby odnieść u ludzi największe korzyści [9, 48, 51, 170].  

 Dane przedstawione w niniejszej pracy wykazują działanie 

przeciwmiaŜdŜycowe doksycykliny. MoŜnaby zatem spekulować, Ŝe uŜycie 

doksycykliny w dawkach niŜszych od przeciwbakteryjnych oferowałoby takŜe u ludzi 

specjalne korzyści w profilaktyce/leczeniu choroby niedokrwiennej serca [176]. 

JednakŜe musiałoby to zostać potwierdzone w duŜych badaniach klinicznych.   
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VI. WNIOSKI 

1. Na eksperymentalnym modelu miaŜdŜycy: myszy z wyłączonymi genami dla 

apolipoproteiny E (apoE–knockout),  doksycyklina w dawkach subterapeutycznych (w 

stosunku do działania chemioterapeutycznego)  hamuje aterogenezę, nie zmieniając 

przy tym poziomu cholesterolu i triglicerydów oraz profilu lipoproteinowego 

cholesterolu w osoczu. 

2. Pod wpływem doksycykliny hamowana jest aktywność metaloproteinaz macierzy 

komórkowej, szczególnie typu 2 i 9 (Ŝelatynazy), co wykazuje zymografia in situ.  

3. Następuje równieŜ korzystna przebudowa blaszki miaŜdŜycowej w kierunku większej 

stabilności – mniej makrofagów, a więcej komórek mięśniówki gładkiej naczyń. 

4. Wskaźniki zapalne: MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA nie są hamowane w stopniu 

statystycznie znamiennym, choć wykazują lekką tendencję spadkową pod wpływem 

doksycykliny. 

5. Pomimo, Ŝe myszy apoE-knockout karmione dietą niskocholesterolową nie wykazują 

dysfunkcji śródbłonka, stanowią jednak doskonały model eksperymentalny do badania 

wpływu leków na hamowanie miaŜdŜycy. 
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VII. STRESZCZENIE 

Ostatnie badania wykazują duŜy wpływ metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej (MMPs) w tworzeniu się blaszki miaŜdŜycowej. 

Hipoteza robocza niniejszej pracy zakładała, Ŝe doksycyklina w dawkach 

subterapeutycznych (w stosunku do działania chemioterapeutycznego) - bloker MMPs - 

moŜe hamować rozwój zmian miaŜdŜycowych. Badania prowadzone były na 

najnowszym modelu zwierzęcym miaŜdŜycy: myszach z wyłączonym genem dla 

apolipoproteiny E (myszy apoE-knockout).  

Poddano badaniu trzydzieści samic myszy apoE-knockout w wieku 8 tygodni 

(podzielonych na dwie grupy o liczebności n=15), o podłoŜu genetycznym C57BL/6J. 

Oprócz grupy kontrolnej, grupa eksperymentalna otrzymywała tę samą dietę, zmieszaną 

z doksycykliną w dawce 1,5 mg/ kg m.c./ dobę. 

W wieku 6 miesięcy wszystkie myszy poddano eutanazji i pobrano od nich 

osocze, serca i wypreparowane aorty.  

Aorty róŜniły się stopniem miaŜdŜycy pomiędzy grupą kontrolną a grupą, której 

podano lek. Mierzony metodą “en face”, procent całkowitej powierzchni aorty zajętej 

przez barwione Sudanem IV zmiany wynosił: w grupie kontrolnej 15,7 ± 2,0%, podczas 

gdy w grupie traktowanej doksycykliną 10,25 ± 1,7% (p<0,05).   

„Cross-section” korzeni aorty ujawnił równieŜ róŜnicę w powierzchni zmian 

miaŜdŜycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkach średnia zmian ± SEM, zajętych 

przez barwione ORO zmiany wynosiła: 90 687 ± 8 521 µm2 w grupie kontrolnej 

przeciwko 66 254 ± 7 468 µm2 w grupie otrzymujacej dosycyklinę (p<0,05).  

Zymografia in situ wykazała równoczesny silny spadek całkowitej powierzchni 

aktywności Ŝelatynaz u myszy leczonych doksycykliną (32 786 ± 3 334 µm2) w 

porównaniu do grupy kontrolnej (65 996 ± 11 480 µm2, p<0,001). 
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 Doksycyklina nie zmieniła w sposób statystycznie znamienny profilu 

lipipoproteinowego cholesterolu w osoczu oraz całkowitego poziomu cholesterolu i 

trójglicerydów. Wskaźniki zapalenia: sVCAM-1, MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA 

wykazywały lekką tendencję do spadku pod wpływem tego leku, nie osiągając jednak 

znamienności statystycznej. Metodą „organ bath” nie wykazano dysfunkcji śródbłonka 

u badanych myszy. 

 Niniejsze badanie jest pierwszym doniesieniem, w którym wykazano na 

najnowszym eksperymentalnym modelu zwierzęcym miaŜdŜycy pozytywny efekt 

farmakologicznego podawania subklinicznych dawek doksycykliny na proces 

aterogenezy.  
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VIII. SUMMARY 

Doxycycline at subantimicrobial doses inhibits matrix metalloproteinases 

(MMPs) activity, and is the only MMPs inhibitor which is widely available in clinical 

practice.  

The aim of the study was to reveal whether non-specific MMPs inhibition by 

tetracycline could ameliorate development of atherosclerosis in apolipoprotein E 

(apoE)-knockout mice. 

30 female 8-week-old apoE–knockout mice (in each group n=15) on background 

C57BL/6J, were studied. Experimental groups received the same diet as control, mixed 

with doxycycline in a dose of 1.5 mg/ kg b.w./ day. Cholesterol profile was not changed 

by the drug. 

Doxycycline (1.5 mg/ kg b.w./ day) attenuated atherogenesis, measured both by 

“en face” method (10.25 ± 1.7% vs. 15.7 ± 2.0%, p<0.05) and “cross-section” method 

(66 254 ± 7 468 µm2 vs. 90 687 ± 8 521 µm2, p<0.05). In-situ zymography showed 

marked decrease of the extent of non-specific gelatinase activity in doxycycline-treated 

mice (65 996 ± 11 480 µm2, p<0.001). 

Inflammatory indicators: sVCAM-1, MCP-1, IL-6, IL-12 as well as SAA had 

tendency to decrease after doxycycline, however, they did not reach statistical 

significance. Organ bath did not show any endothelial dysfunction in experimental 

mice.  

To our knowledge, this is the first report that shows the effect of doxycycline on 

atherogenesis in apoE–knockout mice. 
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X. SPIS TABEL 
 
Tabela 1. Poziom całkowitego cholesterolu i triglicerydów w osoczu myszy. 

Tabela 2. Masa myszy w badanych grupach.  

Tabela 3. Poziomy surowicze doksycykliny w grupie z podawanym lekiem. 

Tabela 4. Poziomy surowicze doksycykliny po 5 tygodniach podawania leku w róŜnych 

dawkach, u myszy C57BL/6. 

Tabela 5. Skład blaszki miaŜdŜycowej w grupie kontrolnej i leczonej doksycykliną. 
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XI. SPIS RYCIN 
 

 
Ryc. 1. Klasyczna struktura domenowa metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej 
(MMPs).  
 
 Ryc. 2. Wzór chemiczny doksycykliny. 

Ryc. 3. Odsłonięty łuk aorty. 

Ryc. 4. Cała aorta wypreparowana. 

Ryc. 5. Aorta rozpięta na płytce woskowej, gotowa do barwienia.  

Ryc. 6. Krojenie poprzeczne serca skalpelem. 

Ryc. 7. Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skalpelem, przed zatopieniem w 

OCT.  

Ryc. 8. Przecięte serce zanurzone w Ŝelu OCT w plastykowej foremce. 

Ryc. 9. Schemat obrazujący trudności związane z uzyskaniem w kriostacie cięcia 

poprzecznego, prostopadłego do osi aorty.  

Ryc. 10. Krojenie mięśnia serca w kriostacie, idąc płaszczyzną ostrza kriostatu w górę, 

w kierunku „korzenia aorty”. 

Ryc. 11. Obraz kolejnych sekcji poprzecznych „korzenia aorty” co 100 µm, licząc od 

„punktu zero”, w którym podczas cięcia pojawia się pierwszy płatek.  

Ryc. 12. Komputerowa ocena wielkości miaŜdŜycy w przekroju poprzecznym 

„korzenia aorty”.  

Ryc. 13. Komputerowa ocena procentowej wielkości miaŜdŜycy w przekroju 

wzdłuŜnym aorty. 

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

kontrolnej i traktowanej lekiem myszy apoE - knockout.  

Ryc. 15. Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyraŜona jako procent powierzchni 

całej aorty) u myszy apoE-knockout kontrolnych i leczonych doksycykliną (n=15 w 

kaŜdej grupie).  

Ryc 16. Reprezentatywne mikrofotografie, ukazujące barwione czerwienią oleistą (oil 

red-O) zmiany miaŜdŜycowe u myszy apoE-knockout, oraz zieloną fluorescencję, 

ukazującą aktywność MMPs metodą zymografii in situ - w grupie kontrolnej oraz 

grupie leczonej doksycykliną.  
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Ryc. 17. Wielkość zmian miaŜdŜycowych w „korzeniu aorty”, wyraŜona w µm2, u 

barwionych ORO 6-miesięcznych myszy apoE-knockout kontrolnych i leczonych 

doksycykliną.  

Ryc. 18. Wielkość aktywności MMPs, mierzona jako fluorescencja w „korzeniu aorty”, 

wyraŜona w µm2 w zymografii in situ, u 6-miesięcznych myszy apoE-knockout 

kontrolnych i leczonych doksycykliną.  

Ryc. 19. Skład blaszki miaŜdŜycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych 

doksycykliną, w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Immunohistochemiczne barwienie na marker makrofagów CD68 (na zielono). 

Ryc. 20. Skład blaszki miaŜdŜycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych 

doksycykliną, w porównaniu do grupy kontrolnej.  

Immunohistochemiczne barwienie na α-aktynę mięśni gładkich (na pomarańczowo) 

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-zaleŜne izometryczne rozkurcze pierścieni aortalnych myszy apoE – 

knockout, wstępnie przykurczanych PGF2α, jako reakcja na podanie wzrastających 

stęŜeń acetylocholiny 

 


