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SPIS SKROTOW

ACE (angiotensin converting enzyjirekonwertaza angiotensyny

ACEI (angiotensin converting enzyme inhibjterinhibitor konwertazy

angiotensyny

apoE @apolipoprotein B — apolipoproteina E

ARB (angiotensin receptor blocke+ bloker receptora angiotensynowego
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Agsatest immunoenzymatyczny
eNOS éndothelial nitric oxide synthagesrodbtonkowa syntaza tlenku azotu
gene KO knockou} — wylaczenie genu

HDL (high density lipoprotein- lipoproteina o wysokiejgptasci

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
LDL (low density lipoproteip— lipoproteina o matejggtaici

MCP-1 (macrophage chemotactic protein—biatko chemotaktyczne dla

makrofagow

NO (nitric oxide) — tlenek azotu

OCT (Optimal Cutting Temperatuye-zel mrazeniowy

ORO (il Red-Q — czerwi@ oleista

oxLDL (oxidized LDL) — utlenowana esteczka LDL

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor)l inhibitor aktywatora plazminogenu 1
PBS phosphate saline buffer bufor fosforanowy

RAA (renin angiotensin aldosterope @ renina—angiotensyna-aldosteron

SAA erum amyloid A— surowiczy amyloid A



SMA (smooth muscle aciir-a-aktyna mesniowki gladkiej

TF (tissue factoy - czynnik tkankowy

TGFJ (transforming growth factor be}a- transformujcy czynnik wzrostu beta
Th lymphocyte T helpe) — limfocyt T pomocniczy

TLR (Toll-like receptoy - receptor Toll podobny

TNF-a (tumor necrosis factor alpha czynnik martwicy nowotworéw alfa

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

sVCAM-1 (vascular cell adhesion molecul@-2 rozpuszczalna w osoczu adhezyna

komorek naczy typu 1

VLDL (very low density lipoprote)n lipoproteina o bardzo mateggicsci



l. WSTEP

1.1 Miazdzyca

Miazdzyca ttnic jest jeda z gtownych przyczynsmiertelngci w krajach
rozwinigtych [112, 156, 157]To przewlekta chorobathic, cechujca st tworzeniem
charakterystycznych zmian §gianie naczynia, z naciekami zapalnymi, gromadzenie
lipidow i widknieniem. Aktualna wiedza o patofizpaii miazdzycy pochodzi gtdwnie z
bada prowadzonych na modelach zwierych, zwlaszcza na myszach whnaych na
rozwoj choroby, wskutek pozbawienia ich gendw dialgoproteiny E lub receptora
LDL [197].

Wiek XX byt em pojmowania miadzycy jako wyhcznie odkladania ei
cholesterolu i lipoprotein wcianie naczy, 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 [53, 144, 173, 196].

Niemal do kaca lat 90. zakiadanae miadzyca rozwija st jako przewlekia
odpowied na uraz, ktory powoduje uteakomoreksrédbtonka [152]. Uznawana j
przede wszystkim za chor@lzwyrodnieniows [153-155]. Okoto 20 lat temu badacze
zaczli jednak w coraz wikszym stopniu skupé sic na innym, dotychczas
nieuwzgkdnianym, aspekcie patogenetycznym idigicy — procesie zapalnym.

W 1986 roku Hanssonwsp przy wyciu przeciwciat monoklonalnych odkryli,
ze mate komorki o okigtym jadrze, obecne w blaszce mitycowej, ktore datd
okreslano jako ,mate monocyty”,aslimfocytami T [94]. Kilka lat péniej stwierdzili
oni, ze limfocyty te jako antygen rozpozaajtlenione czsteczki lipoprotein o maiej

gestasci (LDL) — oxLDL [185]. Ponadto w wielu doniesiemia raportowano o



istnieniu  korelacji pomedzy miadzyca a obecnécia co najmniej 2 typow
mikroorganizmow zakanych: Chlamydia pneumoniaeHerpes simplex virugl91].

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, [156, 157]. 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 [76].

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

[13].



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 [65]. W jej
wyniku powstaje tak zwana ,minimalnie utleniona”asteczka LDL. W wyniku
powstania tych cewtek jako ,obcych” dla organizmu nagtije reakcja zapalna [64,
137]. Zanim ,minimalnie utleniona” @steczka LDL zostanie sfagocytowana przez
makrofagi, musi ulec dalszej modyfikacji do ,wysoctlenionej” LDL. Szybki
wychwyt tak zmienionych eatek LDL przez makrofagi zachodzi poprzez receptory
zmiatapce [186]. Nasipnym etapem jest ,prezentacja antygenu” limfocytdbmrzez
komorki dendrytyczne. Antygenem tym peo by fragment ,strawionej” przez
makrofag, utlenionej lipoproteiny LDL, biatko szokcieplnego 60 (HSP60)B,
glikoproteina I lub fragmenty antygenow bakteryjny@3].

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 (TGB} oraz interleukina 10 hamujozwoj miadzycy [43].

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
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migsniowke gtadks macierzy zewatrzkomorkowej, z drugiej Za— zwigkszapc
produkcg metaloproteinaz przez makrofagi [177].

Miazdzyca jest zatem przewlekichoroly zapalm, w wigkszaci przypadkéw
zapocatkowary [ rozwijajaca pod wptywem hipercholesterolemii.
Hipercholesterolemi oraz zapalenie oké®no jako ,wspdlnikbw przespstwa”
(‘partners of crimg [183]. Koncepcja miadzycy jako zapalenia uksztattowatag si
dopiero w ostatnich latach, lecz obecnie jej w&rjest niekwestionowana, co aie st

z okrglonymi konsekwencjami terapeutycznymi [88].

|.2 Uktad renina — angiotensyna — aldosteron

System renina-angiotensyna-aldosteron (RAA) odgrykhaczowg role w
regulacji uktadu sercowo-naczyniowego. Peptydy ategisynowe wywieraj pokzny
wptyw na ukfad kgzenia i gospodakkwodno-elektrolitovg zarowno bezpwednio, jak
I na drodze regulacji nerwowej oraz za&malnictwem aldosteronu. Modulacja systemu
RAA jest podstawow strategi leczenia nadénienia ttniczego oraz niewydolrsoi
serca.

W klasycznym” opisie systemu RAA, pod wplywem skad cisnienia
tetniczego krwi, zmniejszeniaegenia jondw sodu w osoczu lub pobudzenia receptoréw
B-adrenergicznych - z aparatu przyihiszkowego nerek uwalniany jest enzym
proteolityczny renina (ryc. 1). Dziata on maglobuling osocza — angiotensynogen,
odszczepiaic od niego dekapeptyd angiotensyn(AT 1) (ryc. 2). Ta z kolei pod
wptywem enzymu konwertazy angiotensyrgngiotensin converting enzymeACE)
przeksztatcana jest do oktapeptydu - angiotensiy(&T II) (ryc. 3) - silnej substancji
bioaktywnej. ACE jest karboksydazipeptydow i spetnia rownoczmie rok kininazy

I, ktéra rozktada m.in. bradykingndo nieaktywnych peptyddw.
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aparat przykiebuszkowy

angiotensynogen / renina

angiotensyna |

ACE

aldosteron e angiotensyna Il

Rec. AT, Rec. AT,

Ryc. 1.,Klasyczne” ugcie systemu RAA
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Ryc. 2.Angiotensyna [H.N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH).



12

H\[(NH2 oH \ ?

NH

I
(]
o 1
Iz
O
ZT
Iz
ZT
Iz
=z
ZT
o
I

Ryc. 3.Angiotensyna I[H,N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-COOH).

1.3 Rola angiotensyny |l

Angiotensyna Il powoduje:

1. bezpgredni silny skurcz nacaykrwionasnych (40-krotnie silniejszy i po
noradrenalinie) - poprzez aktywacpceptora AT, ktdry m.in. przez biatko &
aktywuje fosfolipaz C

2. wzrost uwalniania noradrenaliny z synapsy sympaigcz

3. wzrost produkcji aldosteronu w korze nadnerczy

4. wzrost wydzielania hormonu antydiuretycznego (waesyny) z przysadki
mozgowej

5. pobudzenie @&rodka pragnienia

6. remodelingmigsnia sercowego i nacaykrwionasnych, polegajcy na rozrécie
komérek. AT Il jest bowiem jednym z najwaEejszych peptydowych
czynnikdéw wzrostu.

7. dzialanie arytmogenne

8. wydzielanie reniny

9. obkurczenie misnidwki gtadkiej naczyg doprowadzajcych krew do

ktebuszkédw nerkowych, zmniejsaajw ten sposéb przeszanie ktbuszkowe
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10.pobudzenie stanu zapalnego

11.dziatanie promiadzycowe

Istniep dwa typy receptorow dla AT II:

AT, — ,klasyczny”, powodujcy ponizej wymienione dziatania AT Il. Mechanizm

dziatania: m¢dzy innymi przez biatko gaktywuje fosfolipaz C.

AT, - rzadziej wystpujacy, ktdérego pobudzenie wywotuje efekt hipotensyjny,

natriuretyczny i antyproliferacyjny (a wd przeciwstawny do dziatania receptora

AT1) Aktywacja receptorow AJ prowadzi do zwikszonego wytwarzania tlenku

azotu, prostacykliny i bradykininy, otwarcia kanat@otasowych i hamowania

aktywnaici kanatéw wapniowych T [102].
AT Il posiada szereg potencjalnych mechanizmow,rpep ktore zwiksza proces
aterogenezy [40, 76]. Po pierwsze,zm@na niebezpgoednio wptywa na powstawanie
miazdzycy poprzez efekty hemodynamiczne, wynika& ze zwikszonego éhienia
tetniczego krwi. Po drugie, wykazange AT Il nasila szereg zjawisk, bezpednio
prowadacych do rozwoju mizdzycy: stymuluje rekrutagj monocytow, aktywaej
makrofagow, nasila stres oksydacyjny. Zjawiskadgwiaj Si¢ niezalenie od wzrostu

cisnienia ttniczego krwi [126].

Angiotensyna |l wykazuje silne dziatanie proundaycowe, zwazane take ze
stymulacp wytwarzania biatka VCAM-1 \ascular cell adhesion moleculd- —
adhezyny komérek nacityz aktywacy btonowego enzymu NADPH oksydazy natzy
z aktywacyj komoérkowych biatek regulagych procesy proliferacyjne, z dziataniem
prozakrzepowym [wzrost uwalniania inhibitora aktygra plazminogenu 1
(plasminogen activator inhibitet, PAI-1) oraz czynnika tkankowegtiscue factor-

TF)], z hamowaniensrédbtonkowej syntazy tlenku azotendothelial nitric oxide
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synthase- eNOS), ze zwikszeniem oksydatywnej modyfikacji LDL, wreszcie ze

zwickszeniem ekspresiji interleukiny-6 i indukowaniesinst zapalnego naczy

|.4 Leki dziatajace na uktad RAA

Aktywacja osi renina — angiotensyna |l — aldostgest podstaw patofizjologii
wielu chordb uktadu sercowo-naczyniowego (né&mienie ttnicze, niewydolnét
serca, remodeling serca po zawale, niestabilnazkdasniadzycowa) [15, 28].

Blokowanie powstawania i dziatania AT Il jest sgm celem terapeutycznym
w leczeniu choréb sercowo-naczyniowych. Dlategovteostatnich dekadach witono
wiele wysitku w stworzenie lekow hamugych & renina — AT Il — aldosteron.
Uzyskano zatem blokery receptora aldosteronowegohibitory konwertazy
angiotensyny gngiotensin converting enzyme inhibitorsACEI), nastpnie blokery
receptora angiotensynowego typu ATangiotensin receptor blockers- ARB)

Niedawno z&do kliniki trafit pierwszy inhibitor reniny — aligren [179].

Inhibitory konwertazy angiotensyny to iwea grupa lekéw. Prototypem byt
teprotyd, wyizolowany w latach 70-tych z jaglmii brazylijskiejBothrops jararaca

Mozna podziekk ACEI ze wzgtdu na powinowactwo do &racej i tkankowej
frakcji ACE na: inhibitory ,0soczowe” - hamage gtéwnie kizaca frakcje ACE, takie
jak: kaptopryl, enalapryl, cilazapryl, benazepryao na inhibitory ,tkankowe” — leki
wysoce lipofilne, obdarzone zdokuia penetracji tkankowej i w wysokim stopniu
hamupce tkankowe uktady ACE: chinapryl, fosynopryl, padgpryl, ramipryl i
trandolapryl.

Zastosowanie Kkliniczne ACEI to: naélgienie ttnicze, przewlekta

niewydolnag¢ krazenia, leczenie zawalu gdnia serca, nefropatia cukrzycowa oraz



15

leczenie stabilnej choroby wieowe).
Peryndopryl to kwas (2S,3aS,7aS)-1-[(2S)-2-{[(2S9tGksy-1-oksopentan-2-

yloJamino]propanoylo}-2,3,3a,4,5,6,7,7a-oktahyddnto-2-karboksylowy (ryc. 4).

\/\iN/H‘/N% /§

Ryc. 4 Budowa chemiczna peryndoprylu.

|.5 Nowe spojrzenie na ® RAA

Rozumienie systemu renina — angiotensyna ulegkdkimn zmianom w cigu
ostatnich dwudziestu lat [11, 23]. Podczas tegoesikropisano nowe komponenty
funkcjonalne [200] oraz drogi przemiany [27, 6331062, 167]. Stato sirbwniez jasne,
ze wszystkie bioaktywne peptydy angiotensynowe anlog generowane nie tylko w
krazeniu systemowym, ale ta& w szeregu tkanek i naddw. Nasipita zatem istotna

zmiana w pojmowaniu funkcjonowania uktadu RAA ,alwazuje rycina 5.



16

aparat przykiebuszkowy

1

angiotensynogen renina

_ ACE2 _
angiotensyna | ——— angiotensyna-(1-9)

ACE NEP ACE
NEP

ACE2
aldoSteron g angiotensyna I ——— angiotensyna-(1-7)

Rec. AT, Rec. AT,

Ryc. 5.Nowe ugcie osi renina — angiotensyna — aldosteron.

Stwierdzono bowiemze oprécz AT I, z AT | powstaj takze inne peptydy, jak
nonapeptyd AT-(1-9) i heptapeptyd AT-(1-7) (ryc. Ba ostatnia posiada biologiczne
dziatanieprzeciwstawnev stosunku do AT Il (ryc. 7).

Odkryto réwnig enzym ACE2 (homolog ACE), ktéry w odmiieniu od ACE
odszczepia tylko jeden aminokwas z peptydow. Papdzeatanie tego wkmie enzymu
powstaje AT-(1-7) [27] (ryc. 5).

H
" N
N NH, OH ?
T \ /
NH
0 o) o
H
HO N N OH
N N
H H
0 0 o) 0 )

Iz
ZT

NH,

Ryc. 6 Budowa strukturalna AT-(1-({H.N-Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-COOH).
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7 Y

W d

dziatanie przeciwzwidknieniowe wzrost przeplywu nerkowego

\ dziatanie przeciwzwtoknieniowe

ANGIOTENSYNA 1-7

——

—)

poprawa funkcji serca

wazodylatacja dziatanie antyhipertroficzne
anty-angiogeneza dziatanie antyarytmiczne
dziatanie przeciwzakrzepowe dziatanie przeciwzwitdknieniowe

dziatanie antyproliferacyjne

utatwienie odruchéw baroreceptorowych
modulacja napiecia uktadu sympatycznego

Ryc. 7. Dziatanie AT-(1-7) na nasgly.

Angiotensyna (1-7) byla przez diugi czas uar@a za nieaktywny produkt osi
RAA [68]. Ta koncepcja zagla sk zmieni& wraz z badaniami Schiavoriewsp.
[174], w ktorych wykazano,ze AT-(1-7) jest tak samo zdolna do uwalniania
wazopresyny z neuronow biegrych do tylnego ptata przysadki mdzgowie)vitro,
oraz po badanich Campagnole-Saniosvsp [19], opisujcych spadek énienia
tetniczego krwi po mikroinjekcji bardzo niskich daw@emtomoli) AT-(1-7) do gdra
pasma samotnegaycleus tractus solitarji

Angiotensyna (1-7) jest zatem aktywnym peptydeimR&A [69, 166, 167].
Przeciwdziata ona wazokonstrykcji poprzez uwalreatenku azotu i prostacykliny [9].
Ponadto hamuje mitogenne, arytmogenne i prozakwemziatanie AT 1l [104, 105].
Nasilapc natriurez i diurez, dziata przeciwnie do retencji sodu i wody, powweae]

przez AT Il. Wykazanoze aktywndci wazodylatacyjne oraz diuretyczne AT-(1-8) s
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mediowane przezaMas — receptor zwizany z biatkiem G [164, 170]. AT-(1-7)
zwicksza rownie aktywna¢ bradykininy (a poprzez aisyntez srodbtonkowe tlenku
azotu) i antagonizuje hipertroficzne dziatanie AT168].

W 2002 roku zsyntetyzowano zwmek, kedacy niepeptydowym agonist
receptoraMas dla angiotensyny (1-7): AVE 0991 [108, 139, 1656RQJest to 5-
formylo-4-metoksy-2-fenylo-1-[[4-[2-etylo-aminokashylsulfonamido-5-izobutylo-3-

tienylo]-fenylo]-metylo]-imidazol (ryc. 8).

O—_

N

/N .

N
° o
H H
OQ\S/N\H/“\/
O

Ryc. 8 Budowa chemiczna AVE 0991.

W latach 90. stworzono ta& peptydowego antagonisAT-(1-7): zwiazek A-

779 [(D-Alanind)-Angiotensyna (1-7)] [95, 163, 167, 198] (ryc. 9).
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Ryc. 9 Budowa chemiczna A-779.

Obogtna endopeptydazandutral endopeptidase- NEP) z& jest gtdwnym
enzymem przeksztateggym AT | oraz AT-(1-9) w AT-(1-7) (ryc. 5) [119, B3]
Dlatego hamowanie tego enzymu blokuje powstawaili€1A7) [32].

Jednym z inhibitorbw NEP jest tiorfan: kwas 2-{ffznylometylo)-3-

sulfanylopropanolo]amino} octowy (ryc. 10).

NH

Ryc. 10 Budowa chemiczna tiorfanu.
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1.6. Rys historyczny odkrywania osi RAA i ACEI

Renina zostata odkryta w roku 1898 przez Robeigar$tedta - profesora fizjologii w
Instytucie Karolinska w Sztokholmie [7]. W 1934 tokHarry Goldblatt wyindukowat
eksperymentalne nadoienie u psa, &ciowo zaciskajc jego ttnice nerkows — potwierdzajc
tym samym rad nerek w zapocatkowaniu pobudzenia osi renina — angiotensyna estédon
(RAA). Angiotensyna Il (AT Il) zostata po raz piesay wyizolowana w latach 30., przez dwie
niezalene od siebie grupy: pod kierownictwem Irvina Page’&boratorium firmy Eli Lilly w
Indianapolis (USA) oraz w kierowanprzez Bernarda Houssay’a w Buenos Aires, pod
odpowiednimi nazwami gngiotonind oraz ,hipertensyng. Ostatecznie oktapeptyd ten zostat
zsyntetyzowany w 1957 roku jednoéag przez dwie grupy: pod dalszym kierownictwem
Irvina Page’a — pracagego tym razem w Cleveland (USA) oraz przez Rob8dawytzera i
wsp. w laboratorium firmy Ciba w Bazylei (Szwaj@gri Z& kluczowa rola enzymu
konwertupcego angiotensyn(ACE) w obkbie uktadu RAA zostata opisana po raz pierwszy w
1956 roku przez L.T. Skeggswsp [178].

Pierwsze substancje blokop ukliad RAA odkryt w 1965 roku uczeodkrywcy
bradykininy, profesora Rocha e Silva - Sergio Feargracugc w Londynie w laboratorium Sir
Johna Vane’a. Wyosobnit on czynnik zwahyadykinin potentiating facto(BPF). Byla to
grupa peptydéw wyodbnionych z jaduwmii brazylijskiej Bothrops jararaca blokujacych in
vitro rozpad bradykininy, a réwnoczee przeksztalcanie angiotensyny | do |l eftzi
zahamowaniu kininazy 2, zwanej obecnie konwartazgiotensyny gngiotensin converting
enzyme- ACE).

Era lekédw hamuicych ACE zacga sk w roku 1974, w ktérym zsyntetyzowano i po
raz pierwszy zastosowano w leczeniu chorych z daidtiiem ttniczym, daylny inhibitor

ACE, nonapeptyd — teprotyd. Pierwszym doustnymelekz tej grupy byt kaptopryl.

|.7 Najnowszy model eksperymentalny mizdzycy

Od roku 1992 mysz statag¢sznakomitym obiektem badanad miadzyca,
zastpujac dotychczasowe modele zwiece [42, 86, 122, 132, 133, 142, 149].
Wodweczas to bowiem zostaty stworzone, prawie roweade w dwoch laboratoriach w
Stanach Zjednoczonych, myszy z wos#onym genem dla apolipoproteiny E
[apolipoprotein E (apoE) — knockdti38, 140]. Myszy te zostaty wkrotce oklene

jako ,wiarygodny i wyteczny, najlepszy obecnie model zwigrg miazdzycy” [120].
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»Gene targeting (celowanie genowe) — technika, ¢k ktdrej powstaty wyej
wymienione myszy - polega na homologicznej wymiaygadw. 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 najpopularniejgz
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 duzej gestaéci (HDL - high density lipoproteinsoraz remnantow chylomikronéw [14,
47, 115, 121, 187, 207]. ApoE jest syntetyzowar@avgte w hepatocytach, ale jest
rowniez wytwarzana w innych komoérkach — w tym w makrofdga&omorkach
nerwowych i glejowych. Jest obecna w chylomikronadbL, VLDL i HDL i
posredniczy w wychwycie wymienionych lipoprotein watwobie, 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 cells
[138, 140, 213]. Tak zmienione komoérki wszczepialmblastocysty myszy szczepu
C57BL/6J, ktésg zaimplantowano do macicy. Jako potomstwo uzyskarten sposéb
mysz “chimee”, ktora krzyzowano z mysz C57BL/6J (“wild type”), uzyskujc w

drugim pokoleniu homozygotyczne myszy apoEkrockout [22, 29, 67, 151].
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Wytaczenie genu dla apoE spowodowato powstanie mystgnotypie o catkowitym
braku ekspresiji apoE, jednakz zachowaniem ptod#ad i zywotnasci [14].

Myszy z wyhczonym genem dla apolipoproteiny E, w przechsievie do
wszystkich innych modeli zwiegzych, rozwijaj miazdzyce spontanicznie, bez
konieczndci stosowania diety wysokocholesterolowej [74, 85, 135]. Jednale w
przeciwigistwie do cziowieka, najwcZeiejsze i najbardziej zaawansowane zmiany
wystkepuja w zatokach wigcowych aorty, natescych do tzw.,korzenia aorty”
(,aortic root’), czyli czesci aorty znajdujcej sk jeszcze w olabie migsnia serca.

Wigkszai¢ pozostatych modeli miazycy rozwija tylko morfologicznie
wczesne zmiany [nacieki tluszczowefafty streak¥, bez ztogow lipidowych
pozakomorkowych]. Problem ten rozwato stworzenie modelu myszy apdeckout
ktGre rozwijaj zmiany miadzycowe zarOwno wczesne, jak i zaawansowane [4, 74, 5
120, 130]. Wpykazano podoliistwo morfologiczne zaawansowanych zmian
miazdzycowych u myszy apoBnockoutdo zmian u cziowieka. Ponadto myszy te
rozwijaja nadcénienie ttnicze [34, 46, 92, 141, 211].

Na diecie niskottuszczowej i niskocholesterolowejmyszy tych surowiczy
poziom cholesterolu wynosi okoto 494 mg/dl, w ponawiu z 60 mg/dl u myszy
C57BL/6J. Ju w wieku 10 tygodni u myszy apoE knockoutrozwijaja Sie wczesne
zmiany miadzycowe w cezsci aorty w pobliu zastawek, mieszgeej sk w obrbie
miesnia serca, ktérych powierzchnia wynosi okoto 3#5%37 pm?, w poréwnaniu z 0
+ 0 pm? u myszy C57BL/6J. W prhiejszym wieku zmiany mialzycowe g bardziej
zaawansowane [140]. Po agnicciu 8-9 miesicy nastpuje znamienny wzrost
wielkosci zmian, jak rownig ich komoérkowej ztaondsci. W zalenaosci od rodzaju
eksperymentu autorzy wykorzystunyszy apoE -knockoutw wieku od 16 do nawet

60 tygodniazycia (zwykle okoto 24 tygodni) [124, 150].
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Stworzenie tego wkmie modelu zmienito oblicze ba@lanad patogenaz
miazdzycy, umaliwito miedzy innymi uformowanie nowej definicji midzycy jako
przewlektego procesu zapalnego i pozwolito na padebnie szeregu lekoéw podtém
ich ewentualnego dziatania przeciwadaycowego [24, 55, 56, 88, 91, 131, 172, 189].

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 [172, 182].
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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), pod ktem ewentualnego dziatania przeciwataycowego
zwiazku AVE 0991 — agonisty receptoMas dla angiotensyny (1-7). W tym celu
zgromadzono gt grup (grupa kontrolna + 4 grupy z podawanymi leRamyszy
apoEknockout po 10 myszy w kalej.

Oprocz AVE 0991, pozostatym grupom myszy podawambagonist receptora
Mas— A-779, inhibitor konwertazy angiotensyny — patgpryl oraz inhibitor ob@fnej
endopeptydazy — tiorfan, celem dokiladniejszego abiad wptywu AT-(1-7) na
eksperymentalnmiazdzyce.

Z osocza krwi mierzono poziom catkowitego choledtei triglicerydow oraz
cholesterolu frakcji LDL i HDL, celem stwierdzeni@wentualnego wptywu
podawanych lekéw na profil lipidéw.

Takze z osocza mierzono poziom prozapalnych czynnikd@P-1, sVCAM-1,
IL-6, IL-12 oraz SAA.

W grupie z podawanym AVE 0991 wykonano réwnigomiary rozkurczu
ringdbw aortalnych, celem stwierdzenia wplywu leka mwentualna dysfunkgj

srodbtonka.
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. MATERIAL | METODY

.1 Zwierzeta i leki

Pic¢dziesat 8-tygodniowych samic myszy z wagzonym genem dla
apolipoproteiny E (apoE -knockou), o podi@u genetycznym C57BL/6J [199],
zakupiono w fimie Taconic (Ejby, Dania) [17, 18]viérzcta te podzielono na @ grup
o liczebndci n=10. Myszy byty trzymane przez 16 tygodni w Bwztarni Katedry
Immunologii Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicudd, w cyklu dobowym (12-h
ciemndaci/12-h swiatta), w klimatyzowanym pomieszczeniu (22.58C5 wilgotnagé
50+5%), przy dospie do wody i paywienia ,chow diet"ad libitum

Oprocz grupy kontrolnej, grupy eksperymentalnekéadej n=10) otrzymywaty
te samy diek, zmieszan z AVE 0991 (dar z firmy Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
Frankfurt nad Menem, Niemcy) w dawce O,p#&ol (0,28 mg)/kg m.c./dzie z
peryndoprylem (Sigma-Aldrich Polska, Pozhpw dawce 0,4 mg/kg m.c./ddieraz z
tiorfanem (Sigma-Aldrich Polska, Pozhpw dawce 2,5 mg/kg m.c./dZie Leki te
zostaly zmieszane z dietna zimno” fabrycznie przez firmmSsniff (Soest, Niemcy)
[89, 90]. Z koleiA-779 [(D-Alanina’)-Angiotensyna (1-7)] (Bachem AG, Bubendorf,
Szwajcaria) podawany byt w dawce 3,3 mg/kg m.cazy w tygodniu dootrzewnowo.
Dawki lekow zostaty ustalone na podstawignpennictwa.

Metody dziatania na myszach ndaycowych apoE-knockoutysjak dotd,
prowadzone w Polsce wyiznie w Katedrze Farmakologii Collegium Medium WJ (
zaprzyjanionych jednostkach krakowskich), gkzidwuletniemu pobytowi naukowemu
dr hab. med. Jacka Jawienia w latach 2001-2003, waroKnska Institutet w
Sztokholmie, w Centrum Bati&ercowo-Naczyniowych, prowadzonym pod kierunkiem
swiatowej stawy naukowca - Profesora GoOrana Hanssor(abecnego

przewodniczcego Rady Noblowskiej z medycyny i fizjologii).
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Wszystkie procedury z udzialem zwigrzostaty zaakceptowane przez Komitet
Etyczny ds. Bada na Zwierztach Uniwersytetu Jagieligkiego (zgoda nr

Zi/496/2009).

l1l.2 Pobieranie naradow

W wieku 6 miesicy myszy zostaty poddane ngstijacej procedurze [87, 134]:

1. Oznaczenie myszy.

2. Zwazenie myszy.

3. Wstrzyknkcie dootrzewnowe 1000 IU Fraxiparyny (Sanofi-Syfdhe, Santea,
Francja) 10 minut przed znieczuleniem.

4. Eutanazja pod znieczuleniem dootrzewnowym 10 mgpdhtalu (Sandoz,
Wieden, Austria), przez dokonanie translokacji rdzeniggkmwego.

5. Roziazenie za kaczyny na deseczce.

6. Polanie 70% alkoholem.

7. Rozckcie skory od brzucha w gér otwarcie otrzewne;.

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

9. 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 skitadowane w plastykowych eppendbriac
-8 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,zado ,zbledngcia” watroby.
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12.Odckcie mostka i odstorcie grasicy, obustronne przecie zeber w celu
poszerzenia dégia.

13.Dalsze czynngci wykonywane g pod mikroskopem

14.Wycigcie grasicy, ado odstongcia tuku aorty (ryc. 11) i oczyszczenia go

situ.

g{y(;. 11 Odstongty tuk aorty(z widoczm biato zabarwioa miazdzyca) (powickszenie
x).
15. Odsun¢cie lewego ptuca i serca na bok.
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.
22. Odcecie aorty tu przy sercu od gory i za rozdwojeniem biodrowyndotl.
23. Zanurzenie wypreparowanej aorty w 4%worzte formaldehydu w PBS.
24. Rozcgcie wzdhezne aorty.

25. Rozpgcie aorty na ptytce woskowej przy pomocy bardzokieh igietek (ryc.
12).
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Ryc. 12 Aorta rozpeta na ptytce woskowej, gotowa do barwienia.

26.Wyciccie serca, przekrojenie na pot i zanurzenie goozeci z ,korzeniem
aorty” w specjalnej miseczce plastykowej, wypet@jpnelem mraeniowym
(podstawy cigcia do dotu, gorna g&¢ serca z ,korzeniem aorty” w gorze) (ryc.

13-15).

Ryc. 13.Krojenie poprzeczne serca skalpelem (pdgzeniex 3).
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1.5 mm

plaszezyzna cigeia skalpelem

Ryc. 14.Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skalpg@eed zatopieniem w
OCT (zmodyfikowane z [58]).

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 spowodowangzehniem do ustawienia ptaszczyznyaa jak najbardziej
zblizonej do prostopadtej w stosunku do ,korzenia aorty”

Ryc. 15.Przectte serce, zanurzonezglu OCT w plastykowej foremce.
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OCT I

foremka

Ryc. 16. Schemat eicia bloczka OCT z zatopionym sercem myszy w krimsta
(zmodyfikowane z [58]).

Strzatka wskazuje kierunekecia ostrza kriostatuZotta linia wskazuje ptaszczyzn
dotkniccia pierwszej zastawki punkt zerd). Na niebiesko zaznaczony jest ,kofize
aorty”, czyli pocatkowa czs¢ aorty wsgpujacej, dtugdci okoto 1 mm, znajdaga sg¢
catkowicie w obgbie misnia serca. [Progzzwrdcié uwag:, ze ,korzen aorty” jest
nachylony pod pewnymakem do pocatkowej ptaszczyzny gtia. Aby moc krod
korzen aortyprostopadledo jego przebiegu, w momencie g@piiecia zottej linii nalezy
rozpoca¢ manipulacje tréjwymiarowe ruchengtowica kriostatul].

111.3 Oznaczanie wielkosci miazdzycy

A. METODA “CROSS-SECTION”

Przectte poprzecznie serce i znajaey sk w obrbie mksnia serca
pocatkowy odcinek aorty wspujacej (“korze: aorty’) zostaly umieszczone w
specjalnych plastykowych foremkach o wymiarack1E2x5 mm (CryoMolds) (Tissue-
Tek, USA), wypetnionych poprzednio po brzeglem mraeniowym OCT (Optimal
Cutting Temperature) (CellPath, Oxford, UK).

Foremki te natychmiast zaniano do temperatury —8Q. Serca umieszczono w
plastykowej foremce tak, aby ptaszczyzngi@a skalpelem dotykata podstawy foremki.

Nastpnie po wygciu z zamraarki, dziesg¢cio-mikrometrowej grubgci skrawki byty
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cigte w kriostacie, w temperaturze -°g0) przy wyciu standaryzowanego protokotu [89,
90] (ryc.16).

Seryjne skrawki z kriostatu (Leica, Jung CM1800erNcy), posiadagego tzw.
~fuchomg gtowice” (niezbedna do uzyskania prawidtiowegoecia poprzecznego aorty
pod lkgtem prostym) gito z proksymalnego, okoto 1-milimetrowego odcinkarty
wskepujacej, zwanej "korzeniem aorty".

Osiem skrawkow zbierano w odptich 100um, rozpoczynajc od odlegtosci
100um od pojawienia si wszystkich trzech platkbw zastawki aortalnej wedtu
ponizszego protokotu:

Sekcja pocatkowego odcinka aorty dbrtic root") myszy, idic w goe, az od poziomu
dolnego brzegu zastawek. W momencies$da] do poziomu poactku pierwszej
zastawki (,punkt zero”), korzystgg z ruchomej gtowicy, bloczek nale ustawt
przestrzennie tak, aby w skrawkach byly widocznevn@czénie wszystkie trzy
zastawki. Od tego momentu tnie s gér co 100um skrawki o grubéci 10 um, & do
wysokasci 800um powyzej pierwszej sekcji (ryc. 17-19).

Sekcje te musza bywykonane w kriostacie, poniewakrojenie klasycza
metody parafinows wyptukatoby lipidy, niezbdne do zobrazowania blaszki

miazdzycowej [44].
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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. 17. Schemat obrazagy trudndci zwiagzane z uzyskaniem w kriostaciec@n
poprzecznego, prostopaditego do osi aorty (zmodyigie z [58]).

Na r&zowo zaznaczoneatatki zastawki aortalnej w przekroju poprzecznyunkt
zerd oznacza moment, w ktoérym podczasota w kriostacie uwidaczniagpocatek
pierwszego ptatka (prosporéwnd z ryc. 18 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



Ryc. 18 Krojenie mgsnia serca w kriostacie, 4d ptaszczyza ostrza kriostatu w gér
w kierunku ,korzenia aorty” (zmodyfikowane z [58]).

A. Pocatek krojenia — na obrazie widoczny sangsig serca

(Prosz pamektac, ze w rzeczywiskezi podczas krojenia skrawkow w kriostacie, pokazane
ponkej obrazy widoczne pod mikroskopemrbezbarwng

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

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

D. Aorta. Prosz zwrécic uwag: na (zaznaczony niebiesktrzatky) pojawiapcy sk tzw. ,punkt
zerd na platku zastawki w dolnej egi ryciny. Od tego momentu nale wykorzysta
ruchoma¢ gtowicy kriostatu i tak nastawiprzestrzennie bloczek, aby na przekroju byly
widoczne wszystkie trzy platki (aby ptaszczyznacid byta prostopadia do osi dilugiej
.Korzenia aorty”).

E. Pierwszy platek jest wyfaie widoczny, a pozostate dwa zaczysig tworzy¢

F. Trzy pfatki zastawki aortalnej w petni widoczne
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Ryc. 19 Obraz kolejnych sekcji poprzecznych ,korzeniatyoco 100 um, liczac od
~punktu zero”, w ktérym podczasegiia pojawia si pierwszy ptatek.

Po utrwaleniu w 4% paraformaldehydzie (pH 7.0), askd barwiono
hematoksylin Meyera oraz czerwieqioleist (oil red-O) (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA) wedtug poriszego protokotu:



8.

9.
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»Stock solutioft 0.5-1g oil red - O (czerwie oleista) w 100 ml isopropanolu
(propanol 2). Roztwor nasycony.

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

zamraone sekcje utrwaliw 4% roztworze formaldehydu w PBS (10 minut)
przemy woda 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 byly analizowane pod mikopsin Olympus BX50

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

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

rozdzielczéci 1024x768 pikseli. Catkowita powierzchnia ptytki nidzycowej byta

mierzona potautomatycznie nazkgm szkietku, przy zyciu programu AnalySIS FIVE

software (Soft Imaging System, Munster, Niemcyx(r®9) [5, 31, 45, 125, 145, 180,

181, 188].

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 [127, 128, 132].
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Ryc. 20. Komputerowa ocena wielkoi miazdzycy w przekroju poprzecznym
.Korzenia aorty” (z [85]).

B. METODA ,EN FACE*"
Aorty od tuku do rozdwojenia biodrowego byly utraaé w 4%

formaldehydzie, otwierane wzdinie, przypete cienkimi igietkami do czarnych ptytek
woskowych i zabarwione Sudanem IV (Sigma-Aldrich, [®uis, MO, USA), wedtug
ponizszego protokotu:

1. Rozpa¢ aort wyjeta z 4% formaldehydu na plytce przy pomocy bardzaldieh

igietek (Fine Science Tools, Heidelberg, Niemcy).

2. Przeptuk&w 70% etanolu przez 5 minut.
3. Barwic w roztworze roboczym Sudanu IV przez 6 minut.
4. Ptuka& dwukrotnie w 80% etanolu przez catkowity okres i8um
5. Przechowywaw PBS-ie w lodéwce (lub w formaldehydzie w przypadituzszego
przechowywania).

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

(ryc. 21).
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1=518513 um , A&

L % pm
LI & Jm

Ryc. 21 Komputerowa ocena procentowe] wiedkD miazdzycy w przekroju
wzdtuznym aorty.A — aorta barwiona Sudanem IV; B — catkowita powadinia aorty;
C — powierzchnia zmian midzycowych (zmodyfikowane z [85]).

C. METODA ,t UKU AORTY”

tuk aorty ze starannie wypreparowanymi trzema gdnu zatapiano w
parafinie. Przedtem podbarwiano go eagzyw celu odnalezienia tuku w parafinie do
ciccia kriostatowego. Przyzyciu pensety dociskano do podéo Ktadziono bloczek na
zimnej ptytce. Nagpnie krojono go w kriostacie co 4 um aogmi. Skrawki barwiono

hematoksylia — eozyn (ryc. 22) [113].

Po sfotografowaniu oceniano skrawki padeim:
- ilosci blaszek miadzycowych przypadagych na skrawek

- stopnia zaawansowania blaszek (na zmiany wcaesasvansowane):
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1. zmiany wczesne
a) typ | — brak pokrywy witoknistej, tylko widoczmeakrofagi
b) typ Il — obecna cienka pokrywa widknista

2.zmiany zaawansowane

c) typ lll — jak w typie b + infiltracja medii przekomorki naciekowe
d) typ IV — zniszczenie medii [180, 181]
Py | i

= pien r-g

Ryc. 22 Przyktadowy tuk aorty z trzema odgaieniami wraz z blaszkami
miazdzycowymi (barwiony hematoksylireozyr).

pien r-g: pien ramienno-gtowowy

tsl: tetnica szyjna lewa

tpl: tetnica podobojczykowa lewa
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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 przeciwcialami 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) [rozc.
1:500]. Skrawki po ostatecznym wyptukaniu zamykanglicerolu w PBS o pH 8.6
[110, 215].

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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[11.5 Badania biochemiczne

Osoczowy poziom rozpuszczalnej frakcji adhezyn kakdaczy (soluble vascular
cell adhesion molecule}1sVCAM-1, interleukiny-6 (IL-6), interleukiny-1211(-12)

oraz surowiczego amyloidu A (SAA) (wszystkie z R&Yystems, Minneapolis, MN,
USA) [35, 148, 175] oraz biatka chemotaktycznega diakrofagéw rhacrophage
chemotactic protein)lMCP-1 (BioSource, Camarillo, CA, USA) [136] ozmano

testem immunoenzymatycznym (ELISA).

[11.6 Lipidy osocza

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

Molecular Biochemical, Alameda, CA, USA).

[11.7 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 [7B&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

Krebsa - Henseleita (KHB) (120 mM NaCl; 4,7 mM Kal2 mM MgSQ; 1,2 mM
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KH.POy; 2,5 mM CaCy; 25 mM NaHCQ oraz 5,5 mM glukozy) o temperaturze 37°C.
Krazki naczyniowe zostaly rozgie pomedzy stalowymi czujnikami tensometrow
(cztery 5 ml tanie naczyniowe wypetnione buforem KH) i poddanéiitzacji przez
okres 50-60 min. Pomiary dokonywane byly jednénme 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 ngane 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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[11.8 Analiza statystyczna

Wyniki zostaty wyraone jakosrednia arytmetyczna + SEM.

Ze wzgkdu na brak rozktadu normalnegoekszaci parametrow mizdzycy,
zostaly uyte testy nieparametryczne. Najpierw test Kruskilllisa zostat
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 stagrsgyznamienne.

Obliczenia statystyczne zostaty wykonane przyciu pakietu statystycznego Statistica

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

AVE 0991, A-779, peryndopryl oraz tiorfan nie zmilgnznamiennie poziomu

cholesterolu i tréjglicerydéw oraz profilu lipopeshowego cholesterolu w osoczu

badanych 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 11,57 +0,3 25+0,2 8,5+0,3 1,2+0,1
AVE 0991 12,1+ 0,3(NS)2,6 +0,25(NS) 8,8+0,2(NS) 1,3%£0,1(NS)
A-779 11,3+0,2(NS) 2,4+ 0,1 (NS) | 8,75+0,3(NS)1,1 £0,1 (NS)
peryndopryl 12,2+0,2(NS)2,35+0,3(NS)| 8,3+0,2(NS) 1,35%0,2(NS)
tiorfan 11,4+ 0,3(NS)2,7+£0,3(NS) | 84+0,3(NS)] 1,15+0,2(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 26,2+0,3
AVE 0991 27,1+ 0,3 (NS)
A-779 25,6 + 0,2 (NS)
perindopryl 26,7 £ 0,3 (NS)
tiorfan 25,9 £ 0,2 (NS)

NS - brak znamienrai statystycznej w poréwnaniu z kontol



44

I\V.3 Wielko §¢é miazdzycy

Aorty roznity si¢ stopniem miadzycy pomedzy grum kontrolm a grupami,
ktorym podawano leki. Mierzony metpden face”, procent catkowitej powierzchni
aorty zagtej przez barwione Sudanem IV zmiany wynosit: wpigukontrolnej 14,6 +
2,1%, podczas gdy w grupie traktowanej AVE 0991376 1,6%, traktowanej
peryndoprylem 2,6 + 0,5%, w grupie otrzynugj tiorfan 16,7 + 2,8%, Zaw grupie
otrzymupcej A-779: 19,2 + 2,4% (Ryc. 23, 24). Z wifiem tiorfanu, wszystkie te
wartasci  oshgnely znamienné¢ statystyczna w stosunku do grupy kontrolnej
(peryndopryl i AVE 0991 przy spadku,&A-779 przy wzrdcie powierzchni).

,Cross-section” korzeni aorty ujawnit réwiiedznice w powierzchni zmian
miazdzycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkadhednia zmian + SEM, zeych
przez barwione ORO zmiany wynosita: 91 416 + 8 3B w grupie kontrolnej
przeciwko 47 235 + 7 546m® w grupie z podawanym AVE 0991, 37 107 + 2 §ad’
w grupie z podawanym peryndoprylem, 107 599 + 9 @88 w grupie otrzymujce;
tiorfan, z& 124 201 + 10 378m? w grupie z podawanym A-779 (n=10) (ryc. 25, 26).
Z wyjatkiem tiorfanu, wszystkie te wada osiagnety znamiennéé statystyczna w
stosunku do grupy kontrolnej (peryndopryl i AVE Q9przy spadku, ZaA-779 przy
wzroscie powierzchni).

Takie same rezultaty otrzymano metdxhdania ,fuku aorty” (tabela 3, ryc. 27).



45

Ryc. 23 Barwione Sudanem IV aorty “en face” z grup: kofrtej i traktowanych
lekami myszy apoE knockout

a- kontrola, b- AVE 0991, c- peryndopryl, d- tianfae- A-779

Linia na rysunku ,a” obrazuje 1 cm.

% powierzchni

25)

201

15 -|_
101 *
5,
*
0 ‘ ‘ ‘
kontrola AVE 0991 peryndopryl tiorfan

Ryc. 24 Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyoma jako procent
powierzchni catej aorty) u myszy apoEknockoutkontrolnych i leczonych
(n=10 w kadej grupie).

Wyniki sa przedstawione jakérednia = SEM. *p<0,05 w stosunku do grupy kontrplne
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Ryc. 25.Reprezentatywne mikrofotografie, ukaang barwione czerwieaioleist (oil

red-O) zmiany miadzycowe u myszy apoE knockout w grupie kontrolnej oraz
grupach leczonych (pogkszenie x 80).
a- kontrola, b- AVE 0991, c- peryndopryl, d- tiarfae- A-779
Linia na rysunku ,a” obrazuje 500 pum.

powierzchnia zmian w pm?

160 000 +
140 000 ~
120 000 ~

100 000 ~ T

80 000 -

60 000 ~

40 000 -

20 000 ~

0 ‘
kontrola

AVE 0991 peryndopryl

tiorfan

A-779

Ryc. 26 Wielkos¢ zmian w ,korzeniu aorty”, wytgona w um, u barwionych
ORO 6-miesicznych myszy apoE knockoutkontrolnych i leczonych (n=10 w

kazdej grupie).

Whyniki sa przedstawione jakérednia £ SEM. *p<0,05 w stosunku do grupy kontrplne



a- grupa kontrolna, b- AVE 0991, c- peryndoprylfid¢fan, e- A-779

Tabela 3.
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Ryc. 27. Reprezentatywne tuki aort z myszy apkieckoutbarwienie HE).

grupa (n=10)

srednia ilo§é blaszek / tuk + SEM

kontrola 6 £ 1 (zmiany wczesne)

AVE 0991 4 + 1 (zmiany wczesne) p<0,05
peryndopryl 3 + 1 (zmiany wczesne) p<0,05
tiorfan 7 £ 1 (zmiany wczesne) (NS)
A-779 9 £ 2 (zmiany wczesne) p<0,05

IV.4 Struktura blaszki i jej stabilno §¢

Badano take zawarté¢ makrofagow, limfocytow T, jak rowniekolagenu i
migsniowki gtadkiej w blaszkach miazycowych, jako wskaniki stabilngci blaszki.
Stwierdzono, i zawarté¢ makrofagébw (CD68) byla obiwna w blaszkach,
pochodacych od myszy leczonych AVE 0991 (61% vs. 25%; PS5}, podczas gdy
zawartéd¢ komorek mgsni gtadkich @i-aktyny) (5% vs. 16%; p<0,05) byta zkszona
u leczonych myszy w stosunku do grupy kontrolneFl w kadej grupie).

Podsumowujc, blaszki miadzycowe u myszy traktowanych AVE 0991 byly bardziej

stabilne nt u myszy kontrolnych (tabela 4, ryc. 28).
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Tabela 4 Skiad blaszki miadzycowej w grupie kontrolnej i leczonej AVE 0991.

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

kontrola 61+ 6 5+ 2

leczone 25+ 4 (p<0,05) | 16+ 3 (p<0,05)

AVE 0991

Ryc. 28.Sktad blaszki mizdzycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych AVE 0991
(cid), wporéwnaniu do grupy kontrolnej (a i b).

Reprezentatywne mikrofotografie ukaztg zmiany miadzycowe u myszy apoEknockout w
grupie kontrolnej oraz traktowanej AVE 0991.

Immunohistochemiczne barwienie waaktyne miesni gltadkich (ha pomar&zowo) oraz na
marker makrofagéw CD68 (na zielono) (wszystko w gtazeniux 80).

a i c — barwienie na CD68

b i d — hczone barwienie na CD6&iaktyre
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IV.5 Osoczowe markery zapalenia

J&li chodzi o poziomy osoczowe sVCAM-1, to z wifjiem peryndoprylu, wartei w
zadnej z badanych grup niezrity sie statystycznie znamiennie od grupy kontrolnej

(Ryc. 29).

sVCAM-1 (ng/ml)
600 +

500 - T T

400 +

300
T

200 ~

100 ~

0 ! ‘
kontrola AVE 0991  peryndopryl tiorfan

Ryc. 29 Poziom sVCAM-1 w osoczu w badanych grupach.

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnegj

Z kolei poziomy osoczowe MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAw grupach leczonych AVE
0991 i peryndoprylem byly statystycznie znamiemmiesze od grupy kontrolnej (ryc.

30-33).
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w badanych grupach.

Ryc. 3Q Poziom MCP-1 w osoczu

nku do grupy kontrolnej

*p<0,05 w stosu

00000000
3333333333

w badanych grupach.

Ryc. 31 Poziom IL-6 w osoczu

nku do grupy kontrolnej

*p<0,05 w stosu
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peryndopryl

AVE 0991

A-779

tiorfan

la

kontro

w badanych grupach.

Ryc. 32 Poziom IL-12 w osoczu

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej

SAA (ug/m
25

A-779

peryndopryl

AVE 0991

tiorfan

kontro

w badanych grupach.

Ryc. 33 Poziom SAA w osoczu

*p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnegj
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IVV.6 Rozkurcz naczyn

Badajc rozkurcz naczy zaleny od tlenku azotu okazatogsize kontrola myszy
apoEknockoutnie wykazywata cech dysfunkgjiodbtonka. Przebieg krzywej dla AVE
0991 byt podobny i nie wykazat roznic statystycznmamiennych od pierwszej krzywej

(ryc. 34).

% Skurczu naczynia

120 T T T T T T T T 1
0,000001  0,00001 0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Ach [uM]

Ryc. 34 NO-zalene izometryczne rozkurcze piereni aortalnych myszy apoE —
knockout wskpnie przykurczanych PGE jako reakcja na podanie wzrasgtajch
stezeft ACh (od 1x10 do 1x10° M).

Wykres czerwony prezentuje rozkurcze na@czymyszy apoE -knockoutleczonych
AVE 0991 (n=6), wykres niebieski — rozkurcze u myspoE —knockoutkontrolnych
(n=6). Rozkurcze przedstawiono jako % gpstego skurczu.

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

Na mysich modelach eksperymentalnych atiigicy: apoE -knockoutlub LDL
receptor -knockoutprzebadano detl wptyw szeregu grup substancji na aterogenez
Waznych obserwacji dokonano na polu lekow, gzminych z ogi renina-angiotensyna-
aldosteron. Potwierdzonae AT Il ma dziatanie promialzycowe, C2sScCiowo poprzez
aktywacje NADPH oksydazy [6, 39-41, 118, 171, 18?1, 213]. Wykazano tak, ze
inhibitory konwertazy angiotensyny, jak i blokemceptora angiotensynowego hamuj
aterogeneg [3, 20, 21, 36, 48, 49, 77-79, 97, 98, 101, 10%,1117, 129, 143, 176,

193, 203].

W opisanym powsej eksperymencie wykazano po raz pierwseyAVE 0991
hamuje rozwoéj miadzycy [195]. Take peryndopryl, w jeszcze gkiszym stopniu ri
AVE 0991, hamowat aterogenegzMozna to wyjdni¢ faktem,ze wickszy efekt daje
bezpdrednie hamowanie AT Il ai,posrednie” przeciwdziatanie jej skutkom. Grupa
przyjmujaca peryndopryl petnita rel ,kontroli pozytywnej”: niska dawka leku
wykazuje bowiem dziatanigrodbtonkowe i przeciwmialzycowe, nie powodup
rownoczénie spadku @nienia krwi. Natomiast tiorfan wykazuje tendencgo
zwickszenia miadzycy, podczas gdy antagonista AT-(1-7), A-779, sigtyznie
znamiennie zwiksza j. W przypadku AVE 0991 wykazano ponadie,lek ten nasila
stabilna¢ blaszki miadzycowej.

Ani poziom catkowity osoczowego cholesterolu ijgt@erydow, ani profil
lipoproteinowy cholesterolu nie zmienity¢sipod wpltywem lekow. Jest to cenna
informacja, gdy daje ona pewr$g, iz ewentualne dziatanie przeciwmdycowe leku
nie jest zwiazane z obrieniem poziomu cholesterolu i tréjglicerydéw, czy tee

zmiarg profilu lipoproteinowego cholesterolu. Tak masa myszy nie zmienitagsiv
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trakcie trwania eksperymentu.

Jeli chodzi o osoczowe markery zapalenia, to sVCAMylo hamowane przez
peryndopryl [35], z& MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA byty hamowane przezyelopryl
jak rowniez AVE 0991 [1, 70]. Jest to zgodne z obserwazg AT Il jest czynnikiem
prozapalnym [60, 123]. Zatem hamowanie powstawafidl (przez peryndopryl) lub
biologiczne przeciwdziatanie efektom dziatania AT(przez AVE 0991) zmniejsza
odczyn zapalny [71, 80, 114].

Wyniki ,organ bath” wykazaty brak dysfunkgjrodbtonka u karmionych digt
chow myszy apoEknockout Zatem AVE 0991 nie mogto w tym wypadku poprawi
dziatania endotelium. Wynik ten jednak rzuca nowatto na niejednoznaczne w tej
materii pgmiennictwo [66, 211]. G&¢ doniesi@ bowiem potwierdza brak dysfunkcji
srodbtonka u myszy apoknockout[12, 96, 201], szczegodlnie gdy nig¢ @ne karmione

dieta wysokocholesterolow[46, 51, 52, 93, 106, 107, 184, 210].

Niedawno stwierdzono bezfrednie, przeciwmiadzycowe [
naczynioprotekcyjne dziatanie AT-(1-7) na myszachokknockout [190]. W
przedstawionym w niniejszej pracy eksperymencie az@ko z& po raz pierwszyze
niepeptydowy analog AT-(1-7) - AVE 0991, ta&k hamuje aterogengzna mysim
modelu miadzycy.

Ta obserwacja jest zgodna z generalnym postrzegadizéatania AT-(1-7) jako
~anty-AT 11" [10]. Poniewa za& AT Il jest silnym czynnikiem promialzycowym, jej
funkcjonalny antagonista powinien hamdwaaterogenez Jednake w tych
doswiadczeniach nie zostat doktadnie poznany mechammiekularny, poprzez ktory
AVE 0991 dziata na rozwoj midzycy. To zagadnienie niestpliwie wymaga bedzie

w przysziaci przeprowadzenia dalszych bada
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AT-(1-7) zostata odkryta w 1988 roku [159]. Pra#agi czas byta postrzegana
jednak wyhcznie jako nieaktywny produkt osi RAA [68]. Brakizi@resowania AT-(1-
7) wynikat tez z pocatkowego braku swoistej dla niégiezki enzymatycznej. Wiele
enzymow mae generowa AT-(1-7), zaréwno z AT | jak i z AT Il — w tym
prolyloendopeptydaza  [68], oltpa endopeptydaza [209], «czy zte
prolylokarboksypeptydaza [204, 205]. Jedraknieswoisté¢ ich enzymatycznej
aktywnaici nie podtrzymywata tezy o podstawowym znaczenit+(A-7) w ukladzie
RAA. Przetom naapit dopiero w 2000 roku, gdy dwie pragog niezalenie od siebie
grupy opisaty istnienie homologu ACE, ktéry nazwak@©E?2 [16, 50, 194]. Najnowsze
badania wskazuj takze, ze AT-(1-7) dziata poprzez onkogeMlas jako receptor
metabotropowy, zwizany z biatkiem G [2, 168, 170].

Postrzeganie AT-(1-7) zagp sic zatem stopniowo zmienig8], prowadac do
nowego, obecnego spojrzenia na AT-(1-7) jako akgjwistotnej komponenty uktadu
RAA [8, 27, 63, 82, 160-162, 169].

Biorac pod uwag obecné¢ dwoch rodzajow ACE oraz dwéch gtéwnych
mediatorow: AT Il oraz AT-(1-7), zaproponowano ¢sia zupetnie nowe spojrzenie na
system RAA [58, 100, 168]. W tej koncepcji w uktelRAA wyodrbniamy dwa
przeciwstawne sobie systemy funkcjonalne, zeeod rownowagi ACE / ACEACE

— AT Il — receptor AT ; vsACE2 — AT-(1-7) — receptorMas (ryc. 35) [83].
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ACE2 _
angiotensyna | » angiotensyna-(1-9)
ACE ACE
ACE2 v
angiotensyna Il » angiotensyna-(1-7)
v
Rec. AT1 Rec. AT2 Rec. Mas

Ryc. 35 Dwa ,przeciwstawne” systemy w ramach uktadu RAA.

AT-(1-7) jest produkowana z AT | lub AT Il poprzeACE2. Poniewa
wydajna¢ katalityczna ACE2 jest w przybkniu 400 razy wiksza z AT Il jako
substratem iz AT |, jest to zatenswietny system przeciwregulacyjny przeciwko
pobudzeniu osi ACE - AT Il - receptor AT26, 201].

Podczas farmakologicznej blokady receptorow; Adwickszona ild¢ AT I
moze mie dziatanie korzystne dla organizmu : aktywajreceptory typu A7 lub
przeksztatcaic sk w AT-(1-7) [84].

Podawanie inhibitorow konwertazy angiotensyny c¢kata z& 10-krotnie
osoczowe stenie AT-(1-7), co sugerujee czs¢ dobroczynnego dziatania tych lekow
moze by mediowana przez AT-(1-7) [105, 111].

Z kolei ekspresja mRNA kodagego ACE2 wzrasta 5-krotnie przy zastosowaniu
ACEI lub lub 3-krotnie przy zastosowaniu blokeraeptora angiotensynowego [59].
Niedawno stwierdzono tak, ze blokada aldosteronu hamuje dziatanie ACE i akjgwu

dziatanie ACE2 [99].
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Zatem stosup dotychczasowe leki wptywage na € RAA, nie tylko hamujemy
produkcg i dziatanie AT I, ale take pobudzamy ,alternatyvafy korzystry drog (ryc.

36).

aparat przyktebuszkowy

angiotensynogen renina

_ ACE2
angiotensyna |
ACE NEP ACE
NEP
ACE2
aldosteron «———— angiotensyna I
Rec. AT1 Rec. AT2 Rec. Mas

Ryc. 36 Korzystne ,przekierowanie” terapeutyczne osi RAA.

Os ACE2 - AT-(1-7) - receptoMas maze st& sig w przysztdci waznym celem
terapeutycznym w chorobach uktadu sercowo-naczyegow oraz w chorobach
metabolicznych [30, 33, 37, 38, 61, 146, 147, 208%lowym wyzwaniem
terapeutycznym dla farmakologii staje gatem stworzenie lekéw ,pobudzeych” o8
ACE2 - AT-(1-7) — receptoMas (ryc. 30). Jednym z takich lekéw mogtbydlyadany
W niniejszej pracy agonista receptora dla AT-(1AYE 0991.

W dotychczasowych badaniach eksperymentalnychAv&el 0991 stwierdzono,
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ze dziata on kardioprotekcyjnie u szczurow cukrzygolw[54], korzystnie u szczurow
w niewydolngci serca wywotanej zawatem serca [62], @giza poziom bradykininy
[25] oraz dziata narédbtonek myszy wywotagc rozkurcz naczy. Efekt ten jest z kolei

zniesiony u myszy pozbawionych receptbtas (Mas-knockou} [108].

ACE ACE2
v v
AT Il AT-(1-7)
receptor AT, Mas receptor AT,

- hipertensja & - hipotensja

- proliferacja komorek - dziatanie antyproliferacyjne
- stres oksydacyjny - dziatanie antyoksydacyjne
- wazokonstrykcja - wazodylatacja

- reabsorpcja Na/H,0 - diureza i natriureza

- odpowiedz zapalna - dziatanie przeciwzapalne

- hipertrofia - przeciwhipertroficzne

Ryc. 37 Réwnowaga pomdzy aktywndcia ACE i ACE2 i jej wplyw na rozwgj

chorob uktadu sercowo-naczyniowego (zmodyfikowai&3?).

Z kolei w swietle przedstawionych povigj bada eksperymentalnych, zwiek
ten hamuje aterogengZ195]. Daje to obiecdre perspektywy dla ewentualnych,
przysztych badaklinicznych nad tym lekiem.

Byloby to bowiem dziatanie farmakologiczne w oparo nowy aksjomat,
zgodnie z ktorym nowym celem terapeutycznym jestzymbanie réwnowagi,
zachwianej przez pobudzenie komponenty: ACE — AT Ifeceptor AT, poprzez

dziatanie pobudzage na komponeat ACE2 — AT-(1-7) — receptdvlas(ryc. 37).
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VI. WNIOSKI

1. Na eksperymentalnym modelu rmigycy: myszy z wyiczonymi genami dla
apolipoproteiny E (apoE—knockout), agonista angisyey (1-7) - AVE 0991 hamuje
aterogeneg nie zmieniaic przy tym poziomu cholesterolu i triglicerydéw orprofilu
lipoproteinowego cholesterolu w osoczu.

2. AVE 0991 zweksza take stabilné¢ blaszki miadzycowe;.

3. Inhibitor konwertazy angiotensyny — peryndoprylantuje w jeszcze wkszym
stopniu powstawanie midzycy u myszy apoE—knockout, podczas gdy antagonista
angiotensyny (1-7): A-779 nasila aterogenez

4. Inhibitor neutralnej endopeptydazy — tiorfan madiencg do nasilania aterogenezy,
nie osagajac jednak znamienroi statystycznej.

5. Wskaniki zapalne: MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAAa ramowane przez AVE 0991
jak i przez peryndopryl.

6. 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 nad patogeneziazdzycy wykazaty kluczowe znaczenie osi
renina-angiotensyna-aldosteron. Angiotensyna lirpep szereg mechanizmow dziata
promiazdzycowo. Angiotensyna 1-7 z kolei dziata przeciwnie dngiotensyny I,
poprzez receptor metabotropoWlas zwiazany z biatkiem G.

Hipoteza robocza niniejszej pracy zaktadaeazwihzek kxdacy niepeptydowym
agonisg angiotensyny 1-7 (AVE 0991) me hamowa rozwdéj zmian miadzycowych.
Badania prowadzone byly na najnowszym modelu zwista miadzycy: myszach z
wytaczonym genem dla apolipoproteiny E (myszy apkitockouy.

Poddano badaniu gidziesat samic myszy apoknockoutw wieku 8 tygodni
(podzielonych na grupy o liczebdw n=10), o podiou genetycznym C57BL/6J.
Oprocz grupy kontrolnej, grupy eksperymentalne éxdiej n=10) otrzymywatyet samy
dietg, zmieszan z AVE 0991 w dawce 0,5&mol (0,28 mg)/kg m.c./dzie z
peryndoprylem w dawce 0,4 mg/kg m.c./dzieraz z tiorfanem w dawce 2,5 mg/kg
m.c./dzié. Z kolei A-779 [(D-Alanina)-Angiotensyna (1-7)] @fawany byt w dawce
3,3 mg/kg m.c., 3 razy w tygodniu dootrzewnowo.

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

Aorty réznity sie stopniem miadzycy pomkedzy grug kontrolm a grupami,
ktorym podawano leki. Mierzony metaden face”, procent catkowitej powierzchni
aorty zagtej przez barwione Sudanem IV zmiany wynosit: w pieu kontrolnej
14,6+2,1%, podczas gdy w grupie traktowanej AVE 109963+1,6%, traktowanej
peryndoprylem 2,6+0,5%, w grupie otrzyracgj tiorfan 16,7+2,8%, Zaw grupie
otrzymupcej A-779 19,2+2,4%. Z wytkiem tiorfanu, wszystkie te walo osagnety

znamienné¢ statystyczna w stosunku do grupy kontrolnej (pdopryl i AVE 0991
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przy spadku, Z8A-779 przy wzrdcie powierzchni).

,Cross-section” korzeni aorty ujawnit réwiiedznice w powierzchni zmian
miazdzycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkadhednia zmian + SEM, zeych
przez barwione ORO zmiany wynosita: 91 416+8 3HW* w grupie kontrolnej
przeciwko 47 235+7 54m* w grupie z podawanym AVE 0991, 37 107+2 §@4* w
grupie z podawanym peryndoprylem, 107 599+ 9 YB% w grupie otrzymujcej
tiorfan, z& 124 201+10 378m? w grupie z podawanym A-779 (n=10).

Z wyjatkiem tiorfanu, wszystkie te wada osiagnety znamiennéé statystyczna w
stosunku do grupy kontrolnej. Tak metoda ,fuku aorty” potwierdzita powsze
wyniki.

Podane zwizki nie zmienity w sposob statystycznie znamiennsofifu
lipoproteinowego cholesterolu w osoczu oraz catkego poziomu cholesterolu i
triglicerydow. Wykazano take, ze AVE 0991 zwiksza stabilng plytki
miazdzycowej, zmniejszaLc w niej zawarté¢ makrofagoéw, a zwkszajac zawarta
komorek mégsni gtadkich.

Wskaniki zapalenia: MCP-1, IL-6, IL-12 oraz SAA byly miejszane przez
AVE 0991 jak i przez peryndopryl.

Metods ,,organ bath” nie wykazano dysfunkéjiodbtonka u badanych myszy.

Niniejsze badanie jest pierwszym dvaiecie doniesieniem, w ktérym wykazano
na eksperymentalnym modelu zwigcgm miadzycy pozytywny efekt

farmakologicznego stymulowania receptora dla AT, h&proces aterogenezy.
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VIl. SUMMARY

In the light of recent findings, renin-angiotensildlosterone axis has an important
role in atherogenesis. Angiotensin Il (AT Il) heeveral potential mechanisms that may
increase the atherogenic process. Angiotensin (AT1-7)] opposes AT Il activities.
Activities of Ang-(1-7) are mediated vMas G-coupled protein receptor.

The working hypothesis was: angiotensin (1-7) asip®VE 0991 could ameliorate
the development of atherosclerotic lesions. As éxperimental research model,
genetically changed mice strain of apolipoproteifapoE) -knockout mouséapoE -
KO) was used.

50 female 8-week-old apoE-KO mice (in each grougO)=on background
C57BL/6J were studied. Experimental groups recethedsame diet as control, mixed
with: AVE 0991 in a dose of 0,58mo0l (0,28 mg)/kg b.w./day, perindopril in a dose of
0,4 mg//kg b.w./day and with tiorphan in a dose2@ mg//kg b.w./day. A-779 [(D-
Alanine)-Angiotensin (1-7)] was given in a dose3¢g3 mg/kg b.w, 3 times a week i.p.
Cholesterol profile was not changed by the drugs.

Aortas differed in the degree of atheroscleros$wben control group and
experimental groups. Measured by “en face” methbd, percentage of occupied by
Sudan IV — stained surfaces were: 14.6£2.1% inrobgroup, whereas in AVE 0991
treated group 7.63+1.6%, in perindopril group 2.6%0, in tiorphan group 16.7+2.8%,
and in A-779 group 19.2+0.6%. All the differencegcept tiorphan were statistically
significant.

,Cross-section” of aortic roots revealed the d#fece in atherosclerotic lesions.
Measured in 8 consecutive sections mean surfacéd:®Ecupied by oil Red - O

stained changes were: 91 416+8 36 in control group versus 47 235+7 546 in

AVE 0991 — treated group, 37 107+2 8@’ in perindopril group, 107 599+ 9 735
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um? in tiorphan group, and 124 201+10 3{&? in A-779 group. All the differences,
except tiorphan were statistically significant. /o arch” method also confirmed these
results.

Finally, it was shown that AVE 0991 may increaskagpe stability by
decreasing number of macrophages and increasingtsmmuuscle cells plague content.

Inflammatory indicators: MCP-1, IL-6, IL-12 and 3Awere diminished by
AVE 0991 as well as by perindopril.

Organ bath did not show any endothelial dystion in experimental mice.

To our knowledge, this is the first report thabwi the effect of angiotensin (1-

7) receptor agonist: AVE 0991, on atherogenesapoE-knockoutmice.
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X. SPIS TABEL

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

Tabela 3.Zmiany w tukach aorty u myszy apdgockoutkontrolnych i z podawanymi
lekami.

Tabela 4.Sktad blaszki mizdzycowej w grupie kontrolnej i leczonej AVE 0991.
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XI. SPIS RYCIN

1. ,Klasyczne” ugcie systemu RAA

2.Angiotensyna I.

3.Angiotensyna Il.

4.Budowa chemiczna peryndoprylu.

5.Nowe ugcie osi renina — angiotensyna — aldosteron.
6.Budowa strukturalna AT-(1-7).

7.Dziatanie AT-(1-7) na nagzly.

8.Budowa chemiczna AVE 0991.

9.Budowa chemiczna A-779.

10.Budowa chemiczna tiorfanu.

11.O0dstongty tuk aorty.

12.Aorta rozpgta na ptytce woskowej, gotowa do barwienia.
13.Krojenie poprzeczne serca skalpelem (migzeniex 3).

14.Schemat krojenia poprzecznego serca myszy skatpelezed zatopieniem w

15.Przectte serce, zanurzonezglu OCT w plastykowej foremce.
16. Schemat eicia bloczka OCT z zatopionym sercem myszy w krigsta

17.Schemat obrazagy trudngci zwigzane z uzyskaniem w kriostacie@a

poprzecznego, prostopadiego do osi aorty.

Ryc.

18.Krojenie mesnia serca w kriostacie,dd ptaszczyza ostrza kriostatu w géy

w kierunku ,korzenia aorty”.

Ryc.

19.Obraz kolejnych sekcji poprzecznych ,korzenia yodo 100 um, licac od

~punktu zero”, w ktérym podczasegiia pojawia si pierwszy ptatek.
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Ryc. 20. Komputerowa ocena wielkoi miazdzycy w przekroju poprzecznym
.Korzenia aorty”.

Ryc. 21. Komputerowa ocena procentowej wielkb miazdzycy w przekroju
wzdtuznym aorty.

Ryc. 22. Przykladowy ftuk aorty z trzema odgaleniami wraz z blaszkami
miazdzycowymi.

Ryc. 23. Barwione Sudanem IV aorty “en face” z grup: kohtep i traktowanych
lekami u myszy apoE - knockout.

Ryc. 24.Powierzchnia zmian lipidowych w aorcie (wyoma jako procent powierzchni
calej aorty) u myszy apobknockoutkontrolnych i leczonych.

Ryc. 25.Reprezentatywne mikrofotografie, ukagzig barwione czerwiegioleist (oil
red-O) zmiany miadzycowe u myszy apoE knockout w grupie kontrolnej oraz
grupach leczonych.

Ryc. 26.Wielkos¢ zmian w ,korzeniu aorty”, wyrgmna w pni, u barwionych ORO 6-
mieskcznych myszy apoEknockoutkontrolnych i leczonych.

Ryc. 27.Reprezentatywne tuki aort z myszy apkifieckout

Ryc. 28.Sktad blaszki mizdzycowej u 24-tygodniowych myszy, leczonych AVE 0991,
w porownaniu do grupy kontrolne;.

Ryc. 29.Poziom sVCAM-1 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 30.Poziom MCP-1 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 31.Poziom IL-6 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 32.Poziom IL-12 w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 33.Poziom SAA w osoczu w badanych grupach.

Ryc. 34. NO-zalene izometryczne rozkurcze piereni aortalnych myszy apoE —

knockout wskpnie przykurczanych PGE jako reakcja na podanie wzrasgtajch
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stezen ACh.

Ryc. 35.Dwa ,przeciwstawne” systemy w ramach uktadu RAA.

Ryc. 36.Korzystne ,przekierowanie” terapeutyczne osi RAA.

Ryc. 37. Rbwnowaga pomdzy aktywndcia ACE i ACE2 i jej wptyw na rozwoj

chorob uktadu sercowo-naczyniowego.



