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WSTEP

Hipercholesterolemia jako inicjator zapalenia prowadzacy do rozwoju miazdzycy.
Miazdzyca jest przewlekta chorobg zapalng tetnic duzego i Sredniego kalibru, w ktorej
leukocyty, gtownie monocyty i limfocyty T, transmigruja przez strukturalnie prawidlowy, ale
dysfunkcyjny $rodbtonek tetnic i kumulujg sie¢ w przestrzeni subendotelialnej [Ross, 99].
Najwazniejszym czynnikiem inicjujagcym 1 podtrzymujagcym rozw6j miazdzycy jest
podniesione st¢zenie cholesterolu w osoczu [Wilson, 98; Stamler, 86; Law, 94]. Potencjat
aterogenetyczny cholesterolu, a szczegdlnie frakcji lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) i ich
utlenionych pochodnych (oxLDL), wynika z ich silnego i wielokierunkowego dziatania
prozapalnego. oxLDL dzialaja prozapalnie na poziomie lokalnym, wywotujac ogniskowe
zapalenie $rodbtonka tetnic, oraz na poziomie uktadowym, wywolujac uogolniong aktywacje
zapalng krazacych ptytek krwi i sSrédbtonka mikrokrazenia [Steinberg, 02; Stokes, 02]
Ztozony 1 wieloetapowy proces rozwoju blaszek miazdzycowych rozpoczyna
proporcjonalna do stezenia LDL w osoczu retencja LDL w przestrzeni podsrodblonkowej
tetnic [Smith, 90]. Retencja cholesterolu w $§cianie tetnic jest skutkiem taczenia si¢ czasteczek
LDL z proteoglikanami $ciany t¢tnicy, co uposledza zwrotny transport lipoprotein do osocza
[Camejo, 98]. W S$wietle naczynia lub w przestrzeni podsrédbtonkowej LDL sa
modyfikowane chemicznie, w efekcie czego powstaja czasteczki o znacznie silniejszym
dziataniu prozapalnym niz natywne LDL, z ktorych najwazniejsze to oxLDL [Yla-Herttuala,
89]. Miejscowe dziatanie oxLDL inicjuje zapalenie Sciany tetnicy w miejscach, gdzie w
przysztosci rozwing si¢ blaszki miazdzycowe [Schwenke, 89]. OxLDL, dziatajac poprzez
specyficzne receptory S$rodblonkowe, aktywuja $rodblonek do produkceji prozapalnych
cytokin, chemokin i ekspresji biatek adhezyjnych [Li, 03; Cushing, 90]. Jednym z pierwszych
zjawisk obserwowanych in vivo w modelach hipercholesterolemii jest selektywny wzrost
ekspresji czastek adhezyjnych (VCAM-1) 1 produkcji chemokin przez $rodbtonek tetniczy
miejscach retencji LDL i przysztego rozwoju miazdzycy [Li, 93]. W kolejnym etapie
dochodzi do zwigkszonej adhezji leukocytow do aktywowanego $rodblonka, ich transmigracji
i kumulacji w warstwie podsrodblonkowej tetnicy [Poole, 58]. OxLDL dziata
chemotaktycznie 1 aktywujaco rowniez na gloéwne komodrki zapalne wczesnych zmian
miazdzycowych, monocyty i limfocyty T [Quinn, 87, McMurray, 93]. Aktywowane
leukocyty w $cianie tetnicy z kolei produkujg reaktywne formy tlenu, co nasila utlenianie

retencyjnego LDL. W ten sposdb dochodzi do swoistego btednego kota aktywacji komoérek
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zapalnych przez oxLDL i1 zwrotnego nasilania potencjatu prozapalnego LDL przez komorki
zapalne w $cianie tetnicy, co w efekcie prowadzi do rozwoju i dojrzewania zmian
miazdzycowych. Makrofagi fagocytuja retencyjne lipoproteiny i przeksztalcaja si¢ w komorki
piankowate, charakterystyczne dla miazdzycy [Steinberg, 89]. Aktywowane przez oxLDL
komorki zapalne w $cianie tetnicy wydzielajg cytokiny prozapalne i czynniki wzrostu, co
prowadzi do dalszej rekrutacji leukocytow, migracji i proliferacji miocytow i w efekcie
progresji wezesnych zmian do stadium ztozonych ptytek miazdzycowych i ich komplikacji
[Ross, 99; Libby, 02].

Tak wiec, miazdzyca jest przewlekla chorobg zapalng tetnic wynikajaca z kumulacji
cholesterolu w ich $cianie i lokalnej aktywacji zapalnej $rédbtonka, umozliwiajacej naptyw
leukocytow do Sciany tetnicy [Ross, 99].

Drugim kluczowym proaterogennym efektem hipercholesterolemii, obok lokalnego
dziatania na $rodblonek tetnic, jest uogdlniona zapalna aktywacja srodbtonka naczyniowego i
krazacych ptytki krwi. Hipercholesterolemia wywotuje uogolniong dysfunkcje i zapalenie
srédblonka, charakteryzujace si¢ uposledzong biodostepnoscia srodblonkowego tlenku azotu
(NO) oraz nasilonymi interakcjami krazacych plytek krwi i leukocytow ze $rodbtonkiem
naczyniowym na poziomie mikrokrazenia. NO jest glownym $rodblonkowym mediatorem
chronigcym przed patologia naczyn, w tym miazdzycg [Cooke, 94]. NO, produkowany przez
srodbtonkowag formg¢ syntazy tlenku azotu (eNOS), dziata naczyniorozszerzajaco,
przeciwplytkowo, przeciwzapalnie (przez hamowanie S$rodblonkowej ekspresji czastek
adhezyjnych i chemokin oraz interakcji $rodbtonka z leukocytami), antyproliferacjyjnie i
antymigracyjnie na mig$niowke oraz stymuluje regeneracj¢ $rodblonka [Gauthier, 95;
Radomski, 93; Schwarz, 01; Garg, 89; Li, 00; Murohara, 98]. Dodatkowo, NO hamuje
utlenianie LDL i zmniejsza przepuszczalno$¢ naczyn dla LDL [Cardona-Sanclemente, 95].

Gléwna metoda oceny aktywno$ci biologicznej NO, zardwno w klinice, jak i w
laboratorium, jest badanie czynno$ci rozkurczowej tetnic zaleznej od NO [Deanfield, 07]. U
pacjentow z hipercholesterolemig uposledzenie czynnos$ci rozkurczowej zaleznej od NO ma
uogolniony charakter i zostato stwierdzone w tetnicach nasierdziowych [Quyyumi, 95], w
mikrokrgzeniu wiencowym [Drexler, 91b; Drexler, 91a; Zeiher, 91; Egashira, 93], w tetnicach
ramiennych [Vladimirova-Kitova, 09; Garcia, 95], udowych [Sorensen, 94; Celermajer, 94],
oporowych r¢ki [Creager, 90; Gilligan, 94] oraz w tetniczkach tkanki ttuszczowej [Paniagua,
01]. Pomimo tego, ze obecno$¢ dysfunkcji srodblonka stwierdza sie¢ badajac tylko pojedynczy
aspekt fizjologii $rodbtonka, uposledzeniu rozkurczu tetnic w hipercholesterolemii zawsze

towarzyszy uposledzenie pozostatych funkcji NO, przeciwzapalnej [Scalia, 01],
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przeciwptytkowej [Broeders, 02], przeciwproliferacyjnej [Busnelli, 09; Matter, 06] czy
regeneracyjnej [Jang, 00; Rivard, 99]. Co cickawe, dysfunkcja srodblonka wystepuje juz przy
warto$ciach stezenia catkowitego cholesterolu uznawanych za goérng granice normy u ludzi
[Steinberg, 97] i wyprzedza powstawanie zmian miazdzycowych [Celermajer, 92]. Tak wiec,
uposledzenie ochronnego wptywu NO na naczynia w hipercholesterolemii ma znaczny udziat
w rozwoju miazdzycy [Matter, 06; Naruse, 94; Cooke, 92; Candipan, 96; Kauser, 00], a
dysfunkcja $rodblonka jest waznym czynnikiem rokowniczym wystgpienia powiktan
atherothrombosis [Deanfield, 07].

Dysfunkcja $rédbtonka w hipercholesterolemii wynika zarowno z upo$ledzonego
wytwarzania, jak i przyspieszonego rozktadu NO. Pomimo tego, ze srodblonkowa ekspresja
eNOS moze by¢ wzmozona [Godecke, 02; d'Uscio, 01; Rossi, 05], w hipercholesterolemii
syntetyzowany jest endogenny inhibitor eNOS, ADMA, hamujacy wytwarzanie NO przez
eNOS [Vladimirova-Kitova, 09; Boger, 98; Boger, 00; Ito, 99]. Rowniez oxLDL hamuje
wytwarzanie NO, gdyz stymuluje zmiang lokalizacji eNOS w btonie komoérkowej, co nasila
interakcje enzymu z biatkiem hamujacym, kaweoling [Feron, 99; Blair, 99; Uittenbogaard,
00]. Dodatkowo, na skutek zwickszonego utleniania koenzymu eNOS, tetrahydrobiopteryny
(BH4), dochodzi do niedoboru TH4 i rozprzegania podjednostek eNOS z uposledzeniem
wytwarzania NO [Munzel, 05]. Co wigcej, rozprzegnigta eNOS wytwarza anionorodnik
ponadtlenkowy (O3), co nasila utlenienie NO i TH4 i poteguje dysfunkcje srodbtonka [Alp,
04]. Zwickszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, a szczegodlnie Oy, jest uwazane za
gldwny czynnik uposledzajacy biodostgpnos$¢ §rdédbtonkowego NO w hipercholesterolemii,
gdyz wytwarzony w nadmiarze O; natychmiast reaguje z NO, utleniajac go do
nadtlenozaotynu [Reilly, 98; Martino, 07; Davi, 97; Lehr, 92; Pritchard, Jr., 95]. Poza eNOS,
postuluje si¢ rowniez inne enzymatyczne zrodta O, w $rodbtonku: NAD(P)H oksydaze,
oksydaz¢ ksantynowa, oksydazy mitochondrialne [Lubos, 08]. Rowniez elementy
morfotyczne krwi, ptytki 1 neutrofile, sg istotnymi zZroédtami reaktywnych form tlenu w
hipercholesterolemii, znaczaco przyczyniajagc si¢ do uposledzenie biodostepnosci

srodbtonkowego NO [Stokes, 01; Krotz, 04].

Prozapalne i aterogenne dzialanie krazacych plytek krwi w hipercholesterolemii

Innym charakterystycznym skutkiem hipercholesterolemii towarzyszacym dysfunkcji
srodbtonka u pacjentow jest aktywacja krazacych ptytek krwi. W hipercholesterolemii
produkcja tromboksanu A, (TXA;) oraz nerkowe wydzielanie jego metabolitow sa

zwigkszone [FitzGerald, 84; Belton, 00; Broijersen, 98a; Davi, 92]. TXA; jest produkowany
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gléwnie przez aktywowane plytki krwi, a jego zwickszone wytwarzanie §wiadczy o aktywacji
ptytek in vivo [FitzGerald, 83]. Krazace plytki krwi pacjentdow z hipercholesterolemia
wykazuja zwickszong blonowa ekspresje bialek prozapalnych, selektyny P [Broijersen, 98b] i
CD40L [Sanguigni, 05] oraz aktywowanej Gpllb-Illa [Labios, 05]. Rowniez osoczowe
stezenie rozpuszczalnych form ptytkowych biatek prozapalnych, rozpuszczalnej selektyny P
[Davi, 98; Ferroni, 99] i SCD40L [Cipollone, 02; Garlichs, 01b; Martino, 07] sa zwigkszone w
hipercholesterolemii. Dodatkowo, u pacjentéw stwierdza si¢ obecno$¢ krazacych agregatow
ptytkowo-leukocytarnych, powstatych na skutek interakcji aktywowanych ptytek krwi z
krazacymi leukocytami [Klinkhardt, 02].

Aktywacja krazacych ptytek krwi wynika nie tylko z bezposredniego aktywujgcego
wptywu LDL 1 oxLDL, ale rowniez z upo$ledzenia przeciwptytkowych mechanizméw
srodbtonkowych [Chen, 96; Lehr, 95; Hein, 00; Ardlie, 89; Hassall, 83; Vink, 00]. Srédbtonek
wywiera toniczny wplyw na krazace ptytki krwi, hamujac ich aktywacje i prozapalne funkcje
dzigki dziataniu 3 gtownych mediatoréw: NO, prostacykliny (PGIy) i1 adenozyny [Schwarz,
01]. NO, PGI; i adenozyna, powstajaca wewnatrznaczyniowo dzigki stalej ekspresji i
aktywnosci §rodbtonkowych ektoenzymow CD39 i CD73 [Kawashima, 00], dziataja na ptytki
synergistycznie 1 W sposOb uzupelniajacy si¢. NO dziala poprzez aktywacje
cytoplazmatycznej formy cyklazy guanylowej (sGC) 1 wzrost wewnatrzptytkowego stezenia
cGMP. PGl; i adenozyna natomiast aktywuja ptytkowe btonowe receptory i wtérnie do nich
cyklaze adenylowa, co prowadzi do wzrostu cytoplazmatycznego st¢zenia cAMP. cGMP i1
cAMP aktywuja odpowiednie kinazy biatkowe, ktére poprzez fosforylacj¢ réznorodnych
biatek kaskad sygnatowych aktywacji, hamujg prozapalne i prozakrzepowe funkcje plytek
krwi, w tym adhezj¢, agregacje, degranulacje i ekspresj¢ prozapalnych bialek btonowych
[Schwarz, 01]. Poniewaz w warunkach hipercholesterolemii biodostgpnos¢ NO jest
uposledzona, toniczna aktywno$¢ zaleznych od cGMP wewnatrzplytkowych szlakow
transukcji sygnatu rowniez jest uposledzona . O duzej roli NO w hamowaniu prozapalnych
funkcji ptytek krwi §wiadczy fakt, ze interwencje farmakologiczne zwigkszajace aktywnos¢
NO ograniczajg aktywacje ptytek krwi w hipercholesterolemii [Bode-Boger, 98; Wolf, 97;
Broeders, 02]. Ptytkowy niedobor cGMP jest kompensowany zwickszonym §rodbtonkowym
wytwarzaniem PGl;, uruchamiajagcym wewnatrzptytkowe kaskady sygnatowe zalezne od
CAMP [FitzGerald, 84], natomiast wptyw hipercholesterolemii na wewnatrznaczyniowe
wytwarzanie adenozyny nie jest znany.

Aktywacja krazacych ptytek krwi nie jest jedynie markerem dysfunkcji $rodbtonka i

uposledzenia biodostgpnosci NO w hipercholesterolemii, lecz jednym z najwazniejszych
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patomechanizmow rozwoju miazdzycy. Plytki krwi biorg czynny udzial w inicjacji i progresji
atherothrombosis i jej powiktan. Juz w latach szes$¢dziesigtych XX wieku stwierdzono, ze
trombocytopenia redukuje [Moore, 76; Cohen, 68], a trombocytoza nasila [Cohen, 67] rozwoj
miazdzycy w modelach zwierzecych. Od tego czasu wielokrotnie dowodzono, ze hamowanie
prozapalnej aktywnos$ci plytek krwi poprzez modyfikacje genetyczne lub interwencje
farmakologiczne powodujace uposledzenie syntezy TXA, [Belton, 03; Cyrus, 02; Paul, 00],
blokadg receptora dla TXA, [Cayatte, 00], receptora dla ADP [Jawien, 07] czy czynnika von
Willebrandta [Fuster, 78; Methia, 01] zmniejsza nasilenic miazdzycy w modelach
doswiadczalnych. Co wigcej, podawanie aktywowanych ptytek krwi do krazenia myszy z
hipercholesterolemia, nasila i przyspiesza rozw6j miazdzycy [Huo, 03]. Rowniez badania u
pacjentow s$wiadcza o patofizjologicznej roli ptytek krwi w rozwoju miazdzycy, gdyz
stwierdzona ultrasonograficznie obecno$¢ miazdzycy w tetnicach szyjnych pozytywnie
koreluje z aktywacja krazacych ptytek krwi [Koyama, 03; Fateh-Moghadam, 05].

Piytki krwi odgrywaja niezwykle wazng role w inicjacji i utrzymywaniu kazdego
lokalnego zapalenia, gdyz utatwiajg czy wrecz umozliwiajg rekrutacje leukocytow do tkanek
[May, 08]. Podanie autologicznych aktywowanych ptytek do krazenia zdrowych myszy
powoduje przejsciowe tworzenie krazacych kompleksow ptytkowo-leukocytarnych oraz
interakcje krazacych ptytek i agregatow ptytkowo-leukocytow ze S$rodbtonkiem, co jest
pierwszym etapem procesu transmigracji leukocytow [Dole, 05; Ludwig, 04]. W warunkach
hipercholesterolemii, na skutek aktywacji krazacych ptytek krwi, analogiczna gotowos$¢
prozapalna leukocytéw 1 §rodbtonka obecna jest stale. U myszy juz po 2 tygodniach diety
aterogennej stwierdza si¢ toczenie, adhezj¢ do $rodblonka venul oraz transmigracje
leukocytéw do tkanek w tak roznych narzadach jak jelita, mozg, migsnie szkieletowe 1 krezka
[Stokes, 01; Tailor, 03; Gauthier, 95; Johnson, 97]. Ten uogdlniony fenotyp prozapalny
leukocytow 1 $rddbtonka w hipercholesterolemii, podtrzymywany przez stale aktywowane
ptytki krwi, skutkuje nie tylko zwigkszonym lokalnym zapaleniem 1 martwicag w odpowiedzi
na czynniki uszkadzajgce tkanki [Scalia, 01], ale rowniez, poprzez endogenne mechanizmy
zalezne od ptytek i leukocytow, przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy w tetnicach [Stokes,
05].

W hipercholesterolemii stymulowane przez aktywowane plytki krwi interakcje
leukocytéw ze srodbtonkiem naczyn zachodzg nie tylko w mikrokrazeniu, ale, co jest
kluczowe dla powstawania miazdzycy, dodatkowo réwniez w tetnicach w miejscu rozwoju
przysztych zmian miazdzycowych [Nakashima, 94]. Co wigcej, adhezja ptytek krwi do
srodbtonka tetniczego wyprzedza adhezje leukocytow [Eriksson, 01; Theilmeier, 02;
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Massberg, 02], a podanie aktywowanych ptytek krwi do krgzenia myszy =z
hipercholesterolemiag nasila adhezj¢ leukocytow do $rodbtonka w tetnicach [Huo, 03].
Dodatkowo, hamowanie interakcji ptytek krwi z leukocytami i §rédbtonkiem poprzez blokade
selektyny P zmniejsza akumulacj¢ leukocytow w $cianie tetnic i hamuje rozwdj miazdzycy
[Massberg 02; Massberg, 05]. Tak wigc, aktywowane ptytki krwi odgrywaja kluczowa role w
inicjacji 1 rozwoju zmian miazdzycowych w hipercholesterolemii poprzez ufatwianie
interakcji leukocytow ze $rodblonkiem naczyniowym i ich rekrutacji do $ciany tetnic. Dzieje
si¢ tak, gdyz phytki krwi, przy uzyciu szerokiej gamy mediatorow prozapalnych, aktywuja
prozapalnie zaréwno $rodblonek, jak i krazace leukocyty. Jednym z gtownych plytkowych
mediatoréw zapalnych jest cytokina II-1B, ktéra stymuluje $rédblonek do wydzielania
chemokin (11-8 i MCP-1), cytokin (11-6) i ekspresji czastek adhezyjnych (ICAM-1) [Gawaz,
00; Kaplanski, 94; Lindemann, 01]. Podobne dziatanie wykazuje CD40L, ktorego zwigkszona
btonowa ekspresja na aktywowanych ptytkach stymuluje $rdédblonek, poprzez wigzanie
receptora CD40, do produkcji chemokin (1I-8 i MCP-1) i btonowej ekspresji czastek
adhezyjnych (selektyny E, VCAM-1 i ICAM-1) [Henn, 98]. Analogiczny prozapalny wptyw
na $rodblonek wykazuje niedawno odkryty inny plytkowy mediator, LIGHT [Celik, 07;
Otterdal, 06]. Przylegajace do $rodblonka ptytki wydzielaja rowniez mediatory dziatajace
bezposrednio na leukocyty, jak chemokina RANTES. RANTES jest uwalniana przez ptytki,
oddziatywuje z zapalnie zmienionym S$rodbtonkiem, dziata chemotaktycznie na monocyty
oraz nasila ich adhezj¢ do $ciany naczynia [von Hundelshausen, 01]. Inng ptytkowa
chemoking jest PF4, ktory stymuluje réznicowanie monocytow w makrofagi [Scheuerer, 00]
oraz wykazuje dodatkowo specyficzne dziatanie aterogenne poprzez ulatwianie retencji LDL
na btonach komorkowych [Sachais, 02] i wychwyt oxLDL przez makrofagi [Nassar, 03].
Aktywowane krazace ptytki krwi, oprocz prozapalnego dziatania na $rodbtonek, agreguja
réwniez z krazacymi leukocytami przy udziale selektyny P i aktywuja je prozapalnie. W ten
sposob plytki krwi stymulg krazace monocyty do syntezy prozapalnych cytokin (II-1PB) 1
chemokin (11-8, MCP-1) w mechanizmie zaleznym réwniez od RANTES [Weyrich, 96;
Neumann, 97]. Po agregacji z neutrofilami natomiast, ptytki krwi sa fagocytowane, co
wywoluje egzocytoze ziarnistosci neutrofili i §rodnaczyniowe uwalnianie mieloperoksydazy
(MPO), nasila stres oksydacyjny i poglgbia wewnatrznaczyniowy niedobor NO [Valles, 93;
Maugeri, 09].

Kluczowy udziat ptytkowych mechanizméw prozapalnych w rozwoju miazdzycy jest

podkreslany przez wyniki licznych badan, w ktorych blokada selektyny P, CD40OL, II-1,



Wstep 13

RANTES czy PF4 prowadzita hamowata rozw6j miazdzycy [Koenen, 09; Sachais, 07; Mach,
98; Johnson, 97; Kirii, 03].

Tak wigc, w hipercholesterolemii stwierdza si¢ zardwno lokalne zapalenie w $cianie
naczyn tetniczych, jak réwniez uogolniony prozapalny fenotyp $rédblonka oraz krazacych
ptytek krwi i leukocytow. Dodatkowo, watrobowa synteza biatek ostrej fazy, jak CRP czy
SAA, jest zwigkszona w zwierzgcych modelach hipercholesterolemii i u pacjentow
[Jousilahti, 01; Mezaki, 03; Lewis, 04; Van Lenten, 07]. Centralng rolg w rozwoju zapalenia
w hipercholesterolemii odgrywajg aktywowane plytki krwi i uposledzenie przeciwptytkowych

mechanizmow $rodbtonka, przede wszystkim niedobor NO.

Zwierzece modele hipercholesterolemii i miazdzycy

Rozwo6j zwierzgcych modeli hipercholesterolemii 1 miazdzycy w znacznym stopniu
przyczynit si¢ do poznania mechanizméw rozwoju miazdzycy. Do czasu opracowania
genetycznego modelu hipercholesterolemii u myszy, badania nad eksperymentalng miazdzyca
byly prowadzone gléwnie w modelach hipercholesterolemii wywotanej dieta u gatunkéw
podatnych na rozwoj miazdzycy, gtéwnie $win, krolikow i matp [Jawien, 04]. Myszy sg
gatunkiem opornym na rozw6] miazdzycy, a jedynym szczepem, u ktérego silnie
modyfikowana bogatotluszczowa dieta wywoluje zmiany miazdzycowe, sa myszy C57BIl/6
[Paigen, 85]. Opornos¢ myszy na miazdzycag moze wynika¢ ze specyficznej gospodarki
lipidowej, gdyz w przeciwienstwie do ludzi, cholesterol u myszy jest transportowany gtownie
w formie HDL, czyli lipoproteiny o witasciwos$ciach ateroprotekcyjnych. Wydaje sie, ze
podatnos¢ na rozwdj miazdzycy moze rowniez zaleze¢ od wrazliwosci $rodblonka na
aktywacje zapalng wywotang hipercholesterolemig [Pei, 06]. U myszy miazdzycoopornego
szczepu C3H, modyfikowane LDL pozostaja bez wptywu na fenotyp $rodbtonka, natomiast u
podatnych na miazdzyc¢ myszy szczepu C57Bl/6, modyfikowane LDL wywotuja zapalenie
srodbtonka [Shi, 00]. Jednak zmiany patologiczne wywotane dieta aterogenng u myszy
C57Bl/6 w niewielkim stopniu przypominaja ludzka miazdzyce: sg niewielkie, rozwijajg si¢
tylko do stadium nacieku thuszczowego i pojawiaja si¢ gldéwnie w korzeniu aorty.
W 1992 roku opracowano model genetycznej hipercholesterolemii u myszy, ktory
zrewolucjonizowal badania nad miazdzyca. Niezaleznie od siebie, 2 grupy badawcze
wyhodowaty myszy pozbawione genu dla apolipoproteiny E (myszy apoE'/'), ktore w krotkim
czasie staty si¢ standardowym modelem eksperymentalnej miazdzycy [Piedrahita, 92; Plump,
92]. Apolipoproteina E (apoE), wchodzi w sktad wszystkich lipoprotein oprocz LDL i jest

ligandem receptoréw dla lipoprotein. Obecno$¢ apoE jest warunkiem prawidlowej gospodarki
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lipidowej, gdyz apoE umozliwia wychwyt czastek lipoprotein przez komorki [Zhang, 92].
Myszy apoE"' maja kilkakrotnie zwigkszony poziom cholesterolu, gtoéwnie frakcji VLDL,
oraz trojglicerydow [Kobayashi, 04]. U myszy apoE™ miazdzyca rozwija si¢ spontanicznie i
w wielu aspektach przypomina miazdzyce ludzkg: zmiany miazdzycowe znajdujg sie¢ w
duzych 1 $rednich tetnicach, zwlaszcza w miejscach rozgatezien, a ich morfologiczny rozwoj
zachodzi w dobrze udokumentowanej sekwencji [Nakashima, 94]. Poczatkowo, w wieku 6
tygodni, obserwuje si¢ adhezj¢ monocytow do $rddbtonka aorty i ich transmigracje do $ciany
aorty. Przed ukonczeniem 10 tygodnia zycia, rozwijajg si¢ zmiany typu pasma ttuszczowego,
zlozone z komorek piankowatych. Nastepnie rozwijajg si¢ zmiany typu posredniego oraz
zaawansowane, z typowym lipidowym rdzeniem oraz pokrywa z bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 proliferujacych miocytow. Dodatkowo, myszy apoE'/' sa podatne na
dietg aterogenng i pod wptywem karmienia dietg zblizong sktadem do ludzkiej diety typu
zachodniego, miazdzyca rozwija si¢ szybciej, a zmiany sg wigcksze [Nakashima, 94]. Jedyna
istotng roznicg pomiedzy miazdzyca u myszy apoE”" a miazdzyca ludzka jest brak epizodow
zakrzepowych zwigzanych z blaszkami miazdzycowymi u myszy, co zreszta jest cecha
wszystkich modeli doswiadczalnych miazdzycy.
Innym rozpowszechnionym modelem hipercholesterolemii i miazdzycy sa myszy pozbawione
receptora dla LDL (myszy LDLR™) [Nakashima, 94]. Receptor dla LDL (LDLR) jest
receptorem blonowym wigzacym apolipoproteiny apoE i apoB-100, co jest niezbedne dla
prawidlowego wychwytu lipoprotein przez komorki, gldéwnie hepatocyty. U myszy LDLR™
hipercholesterolemia jest stosunkowo niewielka (stgezenie cholesterolu catkowitego wynosi
ok. 250 mg/dl) i dotyczy gtownie frakcji LDL. Zmiany miazdZzycowe nie rozwijaja si¢
spontanicznie, jednak myszy te sg bardzo podatne na diete aterogenng, przy stosowaniu ktorej
szybko powstaja blaszki miazdzycowe.
Najbardziej zblizonym do ludzkiej hipercholesterolemii i miazdzycy jest model myszy
pozbawionych genéw zarowno dla apoE, jak i LDLR (myszy apoE/LDLR'/') [Ishibashi, 94;
Bonthu, 97]. U myszy tych stgzenie catkowitego cholesterolu kilkakrotnie przekracza
warto$ci fizjologiczne oraz, w odroznieniu od myszy apoE'/', gléwng frakcja lipoprotein jest
LDL, a poziom trojglicerydow w osoczu nie jest zwigkszony. Zaawansowane zmiany
miazdzycowe rozwijaja spontanicznie i szybciej niz w innych modelach hipercholesterolemii
[Witting, 99]. Tak wigc, jest to najbardziej zblizony do warunkow ludzkich model czystej
hipercholesterolemii i miazdzycy u myszy.

W licznych modelach hipercholesterolemii wywotanej dieta: u naczelnych [Freiman,
86; Sellke, 90; Quillen, 91], swin [Kuo, 92], krolikow [Bossaller, 87b; Bossaller, 87a; Habib,
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86; Yamamoto, 88; Girerd, 90; Scalia, 98], szczurow [Kim, 06] i myszy [Stokes, 09b; Kim,
07], jak réwniez u pacjentow z hipercholesterolemia, jednoznacznie wykazano uposledzenie
biologicznej aktywnos$ci NO wyprzedzajace rozwoj miazdzycy. Jednak w genetycznych
modelach mysiej hipercholesterolemii wcigz pozostajg  kontrowersje co do rozwoju
dysfunkcji $rodbtonka oraz udziatu $rodblonkowego NO w rozwoju miazdzycy: czesé
badaczy potwierdza niedobor NO w tych modelach [Godecke, 02; d'Uscio, 01; Laursen, 01;
Yang, 99; Jiang, 00; Jiang, 01; Yaghoubi, 00], inni natomiast postulujg prawidtowa
biodostepnos¢ NO [Kauser, 00; Villeneuve, 03]. Co wiecej, wyniki niektorych badan
sugeruja, ze dysfunkcyjny jest tylko srodbtonek w sasiedztwie ptytek miazdzycowych lub
przy obecnos$ci zaawansowanych zmian zapalnych w tetnicach, a wiec dysfunkcja srodblonka
jest wywolana lokalnie obecno$cig miazdzycy [Bonthu, 97; Crauwels, 03; Wang, 00].
Roéwniez aktywacja prozapalna krazacych ptytek krwi, przede wszystkim ekspresja
btonowych biatek zapalnych, nie jest tak jednomys$lnie udokumentowana w genetycznej
mysiej hipercholesterolemii [Kobayashi, 04; Li, 08; Wilson, 07] jak u pacjentow czy w
modelach hipercholesterolemii wywotanej dietg [Tailor, 03]. Tak wigc, obecno$é
elementarnych patofizjologicznych efektow ludzkiej hipercholesterolemii, dysfunkcji
srédblonka 1 prozapalnej aktywacji krazacych ptytek krwi, a takze ich rola w rozwoju
miazdzycy w mysich modelach genetycznej hipercholesterolemii, nie jest jak dotad
jednoznacznie ustalona. Podobnie, pomimo wielu prac wykorzystujacych genetyczne modele
hipercholesterolemii do badania mechanizméw molekularnych miazdzycy, wciaz nie opisano
szczegblowo przebiegu zmian czynnosci Srodbtonkowej PGI, i adenozyny, ktore towarzysza
zmianom aktywnosci NO w toku rozwoju miazdzycy w tych modelach [Pratico, 00; Belton,
00]. Ponadto, wigkszo$¢ prac dotychczacych dysfunkcji srodbtonka u myszy z miazdzyca
dotyczy aorty lub innych naczyn typu przewodzacego (np. te¢tnicy szyjnej) 1 niewiele jest prac,
ktore analizujg rozwéj dysfunkcji $rodbtonka w krazeniu wiencowym [Godecke, 02;

Lamping, 99], ktora jest kluczowa dla rozwoju objawdw niedokrwiennej choroby serca.
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CEL PRACY

Dysfunkcja $rodbtonka, uposledzenie czynnosci biologicznej NO i aktywacja plytek
krwi sg uwazane za kluczowe elementy patomechanizmu zapalenia $ciany naczynia i rozwoju
blaszki miazdzycowej w hipercholesterolemii. Zmiany czynnosci srodbtonka w toku rozwoju
miazdzycowe] dysfunkcji $srodbtonka w krazeniu wiencowym nie polegaja jedynie na
uposledzeniu czynnos$ci biologicznej NO 1 aktywacji prozakrzepowych i1 prozapalnych
mechanizmow $§rodbtonka. W odpowiedzi na czynniki uszkadzajace s$rodbtonek moze
réwniez uruchamia¢ mechanizmy kompensacyjne i przeciwmiazdzycowe.
przeciwptytkowym 1 ich laczna aktywno$¢ biologiczna reguluje czynno$¢ krazenia
wiencowego oraz powstrzymuje prozapalng i prozakrzepowa aktywnos$¢ krazacych ptytek
krwi.

Celem tej rozprawy doktorskiej bylo scharakteryzowanie zmian aktywnoSci
biologicznej tych trzech gléwnych przeciwplytkowych mechanizméow S$rodblonka
wiencowego w mysim modelu hipercholesterolemii i miazdzycy (myszy apoE/LDLR’/'),
poszukujac zmian adaptacyjnych i kompensacyjnych w aktywnosci tych przekaznikow,
wyprzedzajacych lub towarzyszacych rozwojowi blaszek miazdzycowych oraz zmian o
charakterze niewydolno$ciowym, ktore przyczyniaja si¢ do aktywacji plytek krwi,
rozwoju zapalenia Sciany naczynia i powstawania blaszek miazdzycowych.

Aktywnos¢ biologiczna przekaznikow srodblonka w krazeniu wiencowym (NO, PGI;
oraz adenozyna) byla badana w modelu izolowanego serca myszy w oparciu o analiz¢
wielko$ci odpowiedzi naczyniorozszerzajacej zaleznej od NO, PGI, lub adenozyny i
uzupetniona byla o pomiary biochemiczne (stezenia metabolitow PGI, i adenozyny w
efluencie z krazenia wiencowego). Punktem odniesienia dla oceny zmian czynnosSci
wydzielniczej srodbtonka naczyn wiencowych byla z jednej strony ocena aktywnosci ptytek
krwi, nasilenia odpowiedzi ostrej fazy oraz dysfunkcji srodbtonka w krazeniu systemowym na
podstawie spoziom nitrozylhemoglobiny w erytrocytach (HbNO), a z drugiej ocena progresji
zmian miazdzycowych w naczyniach krazenia wiencowego.

Waznym uzupeklieniem przedstawionej pracy byla posrednia ocena wydolnosci
srodbtonkowych mechanizméw regulacji krazenia wiencowego, ktéra polegata na zbadaniu

wydolnosci wysitkowej myszy ApoE/LDLR™.
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MATERIALY i METODY

ZWIERZETA

Badania przeprowadzono u myszy szczepu C57Bl/6 pozbawionych genéw dla
apolipoproteiny E oraz receptora dla LDL (myszy apoE/LDLR™) obu plci w wieku 1,2, 41 8
miesiecy. Jako zwierzgta kontrolne stuzyty myszy C57B1/6 w podobnym wieku (myszy
apoE/ LDLR+/+). Zwierze¢ta karmiono standardowg dietg laboratoryjng i pojono woda ad

libitum.

MIKROSKOPOWA OCENA MIAZDZYCY W NACZYNIACH WIENCOWYCH

W celu uwidocznienia blaszek miazdzycowych w proksymalnej aorcie i pniach tetnic
wiencowych przekroje proksymalnej aorty z ujSciami tetnic wiencowych barwiono
histologicznie w Katedrze Histologii CM UJ. Serca z aorta wstepujaca byly wycinane i
zamrazane. Przekroje (grubosci 10 um) proksymalnego 1 mm aorty z ujsciami tetnic
wiencowych byl seryjnie wycinane 1 utrwalane w 4% formaldehydzie, a nastgpnie barwione
hematoksyling i oil red-O (Sigma Aldrich, USA). Preparaty oceniano w mikroskopie
Olympus BX50. Zdjecia preparatow wykonano aparatem cyfrowym Camedia 5050.

BADANIA W MODELU IZOLOWANEGO SERCA MYSZY
Czynno$¢ naczyn wiencowych oceniano w modelu izolowanego serca myszy

perfundowanego wstecznie przez aorte wg Langendorffa.

Aparat Langendorffa

Schemat aparatu Langendorffa (Hugo Sachs Elektronik,HSE) przedstawiono na ryc. 1.
Do perfuzji izolowanego serca uzywano zmodyfikowanego buforu Krebsa-Henseleita o
sktadzie (w mM): NaCl 118.0, CaCly 2.52, KCI 4.7, MgSOg4 1.64, NaHCO3 24.88, KHoPOy4

1.18, glukoza 10.0, pirogronian sodu 2.0, EDTA 0.5, natlenowanego w oksygenatorze aparatu
Langendorff’a gazem o sktadzie: 5% CO, i 95% O, (karbogen). Cisnienie karbogenu w
oksygenatorze bylto regulowane zastawka Gottlieba. Mikropompa (precision microgear pump
MP-11) tloczyta bufor Krebsa-Henseleita na wirujacy dysk, ktory rozpryskiwat bufor po
szklanych Sciankach oksygenatora. Uktad ten zapewniatl maksymalne natlenowanie buforu do
600-700 mm Hg ci$nienia parcjalnego tlenu. Cisnienie perfuzyjne serca bylo sumg cisnienia

karbogenu 1 ci$nienia stupa buforu Krebsa-Henseleita ponad koncowa kaniulg (10 mmHg), a
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jego warto$¢ regulowano zmieniajac cisnienie wywierane przez karbogen wewnatrz
oksygenatora. Ci$nienie perfuzyjne w czasie eksperymentu wynosito 90 mmHg. Staty poziom
buforu Krebsa-Henseleita regulowat czujnik elektroniczny (LLC, HSE) uruchamiajacy w
miar¢ potrzeby mikropompe, ktora dopompowywata bufor do oksygenatora. Temperaturg
oksygenatora, utrzymywang przez termostat, ustalano na 41°C, co pozwalalo na utrzymanie

temperatury serca na poziomie 37°C.
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Rycina 1. Schemat zmodyfikowanego aparatu Langendorffa do perfuzji izolowanego serca myszy.

Metoda izolacji serca

Myszy o wadze 12-35 g usypiano przez dootrzewnowe wstrzyknigcie tiopentalu (100
mg x kg), a nastepnie zabijano przez zerwanie rdzenia kregowego. Natychmiast po zabiciu
otwierano klatke piersiowa, wycinano serce razem z otaczajacymi tkankami i umieszczano w
zimnej (4°C) soli fizjologicznej. Nastepnie preparowano aorte wstepujaca, kaniulowano i
zawieszano serce w aparacie Langendorff’a. Po przywrdceniu przeplywu wiencowego
usuwano otaczajace tkanki i osierdzie oraz rozcinano tetnice ptucng w celu ulatwienia

odptywu buforu Krebsa-Henseleita z prawej komory serca. Do prawego przedsionka wbijano
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dwie platynowe elektrody potaczone ze stymulatorem (HSE). Serce stymulowano z cz¢sto$cia
400 impulsy / min, falg prostokatng o amplitudzie 1 V i czasie trwania pojedynczego impulsu
2.2 ms. Eksperyment rozpoczynano po ok. 20 min (okres stabilizacji przeptywu wiencowego)
od kaniulacji aorty i rozpoczecia perfuzji naczyn wiencowych wstecznie przez aortg.

Parametry perfuzji i stymulacji elektrycznej izolowanego serca ustawiono tak, by byly jak
najbardziej zblizone do wartosci fizjologicznych myszy i1 zapewniaty optymalne warunki
eksperymentalne. Taki dobdér parametrow ukladu Langendorff’a zapewnial stabilne
odpowiedzi naczyn wiencowych przez ok. 3 - 3,5 godziny. Czas trwania do$wiadczen na

izolowanym sercu nie przekraczat 2 godzin.

Rejestracja czynnosci izolowanego serca

W trakcie eksperymentu w sposob ciagly rejestrowano przeplyw wiencowy przy
uzyciu ultrasonograficznego przeptywomierza (Transit Time Flowmeter TTFM Type 700,
HSE). Do rejestracji i opracowania danych zbieranych przez zestaw wzmacniaczy aparatu
Langendorffa (HSE) uzywano programu komputerowego PSCF firmy Igel (Przedsigbiorstwo
Elektroniki Profesjonalnej IGEL, Zabrze). Program PSCF oprocz bezposredniego pomiaru
przeplywu wiencowego umozliwial réwniez obliczanie $redniego, chwilowego i
maksymalnego przeptywu wiencowego oraz pola powierzchni pod krzywa zaleznosSci
przeptywu wiencowego od czasu. W celu uwzglednienia réznic w masie serc, podstawowy
przeplyw wieficowy oraz wzrost przeptywu wiefcowego, zarejestrowany Ww czasie
eksperymentu, byt dzielony przez mase¢ komor serca zwazong po eksperymencie i

przedstawiany w postaci ml x min™ x g™.

Badanie odpowiedzi naczyniorozszerzajacych krazenia wiencowego izolowanego serca
myszy

W badaniach czynno$ci naczyn wiencowych myszy przeprowadzanych w uktadzie
Langendorff’a stosowano nastepujace substancje naczyniorozszerzajace, podawane w bolusie
bezposrednio do kaniuli taczacej oksygenator z aortg: adenozyne, AMP, ADP, ATP (w
dawkach 0.1, 0.3 i 1.0 nmoli), bradykinine¢ (Bk), nitroprusydek sodu (SNP), S-nitrozo-N-
penicylaming (SNAP), 1,1-dietylo-2-hydroksy-2-nitrozo-hydrazyna (DEA/NO) (w dawkach
0.03, 0.1, 0.3 1 1.0 nmoli). Ze wzglgdu na przedtuzony rozkurcz naczyn wiencowych
wywotany przez acetylocholine (Ach) podawano tylko jedna dawke (0.3 nmole). W celu
badania roli NO, PGI; oraz przemian autakoidow adenozynowych w czynnosci

naczyniorozszerzajacej krazenia wiencowego myszy dodawano do buforu Krebsa-Henseleita
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inhibitory o nast¢pujacych stezeniach: inhibitor syntazy NO; L-NAME 500 puM,
nieselektywny inhibitor COX-1 i COX-2; indometacyna 1 uM , wybiorczy inhibitor
cyklooksygenazy-2 (COX-2); rofekoksyb 10 uM, inhibitor cyklazy guanylowej (SGC); ODQ
10 uM, inhibitor receptorow P1; 8-p-sulfofenyloteofilina (SPT) 50 uM.

Wszystkie doswiadczenia wykonywano wg nastepujacego schematu: po okresie stabilizacji
przeptywu wiencowego zamykano przeptyw wiencowy na 30 sekund, wywolujac reaktywna
hiperemi¢ (Rh 30), nast¢pnic wywolywano odpowiedzi naczyniorozszerzajace podajac
bradykining (Bk), acetylocholing (Ach), adenozyng, AMP, ADP, ATP lub NO-donory:
nitroprusydek sodu (SNP), SNAP lub DEA/NO, tak by kazde do$wiadczenie obejmowato
maksymalnie trzy odpowiedzi naczyniorozszerzajace roéznego typu. Nastepnie do buforu
perfuzyjnego dodawano jeden z inhibitoréw. Po 20 minutach, potrzebnych do zablokowania
enzymOw lub receptoréw, powtarzano reaktywna hiperemi¢ oraz wszystkie odpowiedzi

naczyniorozszerzajace wywotywane w danym doswiadczeniu.

BADANIA BIOCHEMICZNE EFLUENTU SERCOWEGO
Badanie poziomu 6-keto-PGF, w efluencie sercowym

Podstawowe wytwarzanie PGl, w krazeniu wiencowym badano mierzgc poziom jej
stabilnego metabolitu, 6-keto-PGFy,, w efluencie sercowym. Efluent w ilosci ok. 300 pL
pobierano na poczatku eksperymentu po ustabilizowaniu przeptywu wiencowego. W celu
zbadania stymulowanego wytwarzania PGl,, efluent pobierano roéwniez na szczycie rozkurczu
wiencowego wywolanego przez podanie 0.3 nmol acetylocholiny. Podstawowe i
stymulowane wytwarzanie PGl, w krazeniu wiencowym byta badane réwniez w obecnos$ci
inhibitorow COX, indometacyny (nieselektywny inhibitor COX-1 i COX-2) i rofekoksybu
(wybiorczy inhibitor COX-2). Natychmiast po pobraniu, probki efluentu byly zamrazane w
—80°C i tak przechowywane do czasu oznaczenia. Poziom 6-keto-PGFy, oznaczano metoda
ELISA przy uzyciu komercyjnie dostgpnych kitdéw (Assay Designs, USA). Wyniki
przedstawiono jako ng/ml x ml/min, uwzgl¢dniajac wielko$¢ przeptywu wiencowego w czasie

pobierania efluentu.

Badanie poziomu AMP, adenozyny i inozyny w efluencie sercowym
Produkcje AMP, adenozyny i inozyny w krazeniu wienhcowym badano mierzac ich
poziom w efluencie sercowym po dosercowym podaniu adenozyny, AMP lub ADP. Efluent

w ilosci ok. 300 puL pobierano w czasie wzrostu przeptywu wieficowego wywotanego przez
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adenozyne, AMP i ADP. Natychmiast po pobraniu, probki efluentu byly zamrazane w -80°C i
tak przechowywane do czasu oznaczenia. Poziom AMP, adenozyny i inozyny po dosercowym
podaniu AMP i ADP oznaczano przy uzyciu chromatografii ptynowej wysokiej precyzji
(HPLC). Poziom adenozyny po dosercowym podaniu adenozyny oznaczano metoda
spektrometrii masowej. Analize przeprowadzono w Zakladzie Biochemii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, wedtug opracowanej wczesniej metodyki [Smolenski, 94; Kalsi,
03]. Wyniki przedstawiono jako nM x ml/min, uwzgledniajac zmiang przeplywu wiencowego
wywotang przez podanie agonisty. Przedstawiono rowniez stosunki st¢zegn AMP/adenozyna
oraz adenozynal/inozyna w efluencie sercowym po podaniu AMP, co odzwierciedla

aktywno$¢ odpowiednio CD73 oraz deaminazy adenozyny.

BADANIA BIOCHEMICZNE OSOCZA
Badanie stezenia sCD40L

W celu oceny aktywacji krazacych plytek krwi oznaczano w osoczu st¢zenie
rozpuszczonaj formy ligandu CD40 (sCD40L). Przez naktucie zyty gtéwnej dolnej pobierano
krew do strzykawki z 3.2% cytrynianem sodu (9:1 v/v). Krew wirowano (1000 x g przez 5
min), osocze bylo zamrazane w —80°C i tak przechowywane do czasu oznaczenia. Stgzenie
sCD40L oznaczano metoda ELISA przy uzyciu komercyjnie dostepnych kitow zgodnie z

zaleceniami producenta (Bender MedSystems, Austria). Wyniki przedstawiono jako ng/ml.

Badanie stezenia SAA

W celu oceny odpowiedzi ostrej fazy badano w osoczu stezenie biatka ostrej fazy,
SAA (ang. serum amyloid A). Przez nakhlucie zyly glownej dolnej pobierano krew do
strzykawki z 3.2% cytrynianem sodu (9:1 v/v). Krew wirowano (1000 x g przez 5 min),
osocze byto zamrazane w -80°C i tak przechowywane do czasu oznaczenia. Stezenie SAA
oznaczano metoda ELISA przy uzyciu komercyjnie dostepnych kitow zgodnie z zaleceniami

producenta (Invitrogen, USA). Wyniki przedstawiono jako pg/ml.

Badanie stezenia 6-keto-PGF;, oraz préba wysitkowa

W celu oceny systemowego $rodblonkowego wytwarzania PGI, badano stezenie jej
stabilnego metabolitu, 6-keto-PGF,,, w osoczu. St¢zenie 6-keto-PGF;,, w 0soczu badano w
warunkach spoczynku oraz po probie wysitkowej by oceni¢ wydolnos¢ sroédbtonkowych
mechanizméw przeciwplytkowych w toku wysitku fizycznego. Myszy apoE/LDLR” w wieku

2, 4 1 8 miesiecy oraz myszy kontrolne w wieku 2 miesigcy poddane zostaly wysitkowi
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fizycznemu poprzez ptywanie w pojemniku z wodg (32° C) wg nast¢pujgcego protokotu: 1
dzien - 10 min. ptywania, 2 dzien - 20 min, 3 dzien - przerwa, 4 dzien - 90 min. Natychmiast
po ukonczeniu ostatniej sesji plywania, zwierzeta usypiano przez dootrzewnowe podanie
tiopentalu (100 mg x kg') i przez naklucie zyly glownej dolnej pobierano krew do
strzykawki z 3.2% cytrynianem sodu (9:1 v/v). Krew wirowano (1000 x g przez 5 min),
osocze bylo zamrazane w —80°C i tak przechowywane do czasu oznaczenia. Stezenie 6-keto-
PGYF,, oznaczano metoda ELISA przy uzyciu komercyjnie dostgpnych kitow zgodnie z

zaleceniami producenta (Assay Designs, USA). Wyniki przedstawiono jako ng/ml.

BADANIE POZIOMU NITROZYLHEMOGLOBINY (HBNO) W ERYTROCYTACH

W celu oceny systemowego S$rodbtonkowego wytwarzania NO badano poziom
nitrozylhemoglobiny (HbNO) w erytrocytach metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR). Analiz¢ przeprowadzono w Zaktadzie Biofizyki Wydzialu
Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego (Pracownia
Radiospektroskopowych Metod Badan Struktury i Dynamiki Bioczasteczek kierowana przez
prof. dr hab. W. Froncisza). Po u$pieniu myszy, przez naktucie zyly gtéwnej dolnej pobierano
krew do strzykawki z 3.2% cytrynianem sodu (9:1 v/v). Krew wirowano (1000 g przez 5
min), supernatant oddzielano, pozostata zawiesing erytrocytow zamrazano w ciektym azocie i
przechowywano w —80°C do czasu oznaczenia. Pomiary widm EPR wykonywano przy uzyciu
spektrometru ELEXSYS E-580 (Bruker, Niemcy) w pasmie X w temperaturze cieklego azotu.
Analize¢ widm EPR przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania OriginPro 8 (OriginLab
Corp, USA). Widmo EPR erytrocytow jest charakterystycznym obrazem 3 pikéw, ktore
tworzg widma odpowiednio ceruloplazminy, nitrozylhemoglobiny oraz wolnych rodnikow, a
stezenie HbNO jest wprost proporcjonalne do amplitudy sygnatu drugiego piku widma EPR
erytrocytow [Dikalov, 05; Fink, 06] (ryc. 25A). Wyniki przedstawiono jako amplitudg
sygnatu drugiego piku widma EPR.

BADANIA EKSPRESJI BIALEK BLONOWYCH KRAZACYCH PLYTEK KRWI

W celu oceny aktywacji krazacych ptytek krwi oznaczano blonowag ekspresje
selektyny P, ligandu CD40 (CD40L) oraz aktywowanej glikoproteiny GPIIb-1lla (aGpllb-
Ila). Analize przeprowadzono w Zakladzie Zaburzen Krzepnigcia Krwi Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Przez naklucie zyty gtéwnej dolnej pobierano krew do strzykawki z
3.2% cytrynianem sodu (9:1 v/v). Krew rozcienczano 4 x w zmodyfikowanym buforze
Tyrode’a (o sktadzie 134 mM NaCl; 0.34 mM Na2HPO4; 2.9 KCI; 12 mM NaHCO3; 20 mM
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HEPES, 5 mM glukoza, 0.35% BSA) i utrwalano w 1% roztworze CellFix (Beckton-
Dickinson, USA). Nastepnie plytki byly inkubowane z nast¢pujagcymi przeciwciatami:
przeciw selektynie P (CD62P) znakowanymi izotiocyjanianem fluresceiny (FITC); przeciw
CD40L znakowanymi fasfatydyloetanolaming (PE) Iub przeciw aGPIIb-llla znakowanymi
PE (w tym ostatnim przypadku ptytki znajdowaty si¢ w buforze zawierajacym 1 mM wapnia).
Wszystkie przeciwciata zakupiono w Beckton-Dickinson. Plytki we krwi petnej bramkowano
w oparciu 0o odpowiednig fluorescencje przeciwciat przeciw CD41 (CD41 FITC lub CD41
PE). Fluorescencja ptytek byta mierzona przy uzyciu cytometru przeptywowego BD LSR 11
(Beckton-Dickinson, USA). Wyniki przedstawiono jako odsetek ptytek wykazujacych
fluorescencj¢ odpowiednich przeciwcial przeciw selektynie P, CD40L lub aGPIIb-llla.

OZNACZANIE STEZENIA CHOLESTEROLU I TROJGLICERYDOW W OSOCZU

W  celu potwierdzenia obecnosci zaburzen gospodarki lipidowe] u myszy
apoE/ LDLR oznaczono poziom catkowitego cholesterolu i trojglicerydow w osoczu. Krew
pobrano przez nakhucie zyty gldwnej dolnej, osocze oddzielono poprzez wirowanie 1000xg
przez 5 min w temp. 4°C. Poziom catkowitego cholesterolu i trojglicerydow oznaczano
metodg fotometryczng przy uzyciu analizatora biochemicznego REFLOVET PLUS (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy) i komercyjnie dostepnych paskéw Reflotron (Roche
Diagnostics GmbH).

ODCZYNNIKI

W niniejszej pracy stosowano nast¢pujace odczynniki chemiczne: adenozyna (Ado),
adenozynomonofosforan (AMP), adenozynodifosforan (ADP), adenozynotrifosforan (ATP),
bradykinina (Bk), acetylocholina (Ach), nitroprusydek sodu (SNP), DEA/NO, N®-nitro-L-
arginina (L-NAME), indometacyna (Indo), SPT, ODQ, wszystkie zakupione w Sigma
Chemical Company (St. Luis, USA). Rofekoksyb (Vioxx) byt darem od firmy MSD a S-
nitrozo-N-penicyllamina (SNAP) zostata zsyntetyzowana w Katedrze Farmakologii CMU]J.
Indo rozpuszczano w 5% roztworze NaHCOg, rofekoksyb w DMSO a DEA/NO w 0.01 M
NaOH. Pozostate odczynniki rozpuszczano w soli fizjologicznej. W czasie doswiadczenia
roztwory SNAP, SNP i DEA/NO przechowywano w temperaturze 4°C w ciemnych
pojemnikach. Wszystkie roztwory przygotowywano ex tempore.

Substancje wazoaktywne podawano w postaci jednorazowych wstrzyknie¢ (bolusow)

o statej objetosci 10 ul stosujac mikrostrzykawki Hamilton firmy Sigma-Aldrich. L-NAME,
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indometacyne, rofekoksyb, SPT i ODQ dodawano do buforu perfuzyjnego Krebsa-Henseleita

w takiej ilo$ci, by osiagna¢ odpowiednie st¢zenia koncowe w perfundowanym sercu.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Dane z doswiadczen przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej =+ btad
standardowy $redniej. Analizujac dane zebrane w trakcie jednego doswiadczenia (np. przed i
po podaniu inhibitora) stosowano test t Studenta dla par wigzanych. Pordwnujac dane z
roznych doswiadczen stosowano jednoczynnikowg lub wieloczynnikowa analize wariancji
(ANOVA) oraz post hoc test Tukey’a. Za roznice znamienne statystycznie przyjmowano te
dla ktérych p < 0.05. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad

Prism (wersja 5).
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WYNIKI

ROZWOJ HIPERCHOLESTEROLEMII U MYSZY apoE/LDLR™

Juz u jednomiesigcznych myszy apoE/LDLR'/ " stezenie catkowitego cholesterolu byto
podwyzszone. Calkowita cholesterolemia byla znamiennie wigksza rowniez u starszych
myszy apOE/LDLR'/' w porownaniu do myszy kontrolnych (502.1+2.1, 624.3+£22.8,
503.0+£26.2, 597.0+48.5 vs 100.3+1.3 mg/dl odpowiednio dla apoE/LDLR'/‘ 1, 2, 4, 8

+/+

miesiecy i apoE/LDLR™" 2 miesigce) (ryc. 2A). W przeciwienstwie do tak wysokiego
stezenia cholesterolu catkowitego, st¢zenie trojglicerydow byto podwyzszone w niewielkim
stopniu u myszy apOE/LDLR'/'. Trojglicerydemia byta znamiennie wigksza tylko u 2
miesi¢cznych apOE/LDLR'/' w poréwnaniu do myszy kontrolnych (165.5+£26.3, 247.3+49.6,
125.3£18.3, 114.5+8.84 vs 112.8+12.7 mg/dl odpowiednio dla apoE/LDLR'/' 1, 2,4 8

+/+

miesiecy 1 apoE/LDLR™" 2 miesigce)(ryc. 2B).

>
o8]

T 800+ * * 400+
<) * .
E * 3 *
S 6001 D 300
= £
w N
z 3
5 4007 S 200-
£
< [
G 9
£ 200- 2 1004
3 °
= -
8 0 0 T
apoE/LDLR** 1m 2m 4m 8m apoE/LDLR** 1m 2m 4m 8m
apoE/LDLR™ apoE/LDLR™

Rycina 2. Calkowita cholesterolemia i tréjglicerydemia u myszy apoE/LDLR™ i myszy kontrolnych
apoE/LDLR*"*

Catkowita cholesterolemia (n=3-4 ,panel A) i trojglicerydemia (n=3-4, panel B) u myszy apoE/LDLR™ i myszy
kontrolnych apoE/LDLR"*. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczna + SEM.

* oznacza p < 0.05 apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™* (panel A)

* 0znacza p < 0.05 apoE/LDLR™ 2 mies. vs apoE/LDLR™ 4, 8 mies. i apoE/LDLR™* (panel B)
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ROZWOJ MIAZDZYCY UMYSZY apoE/LDLR™

U myszy apoE/LD LR™ w wieku 2 miesiecy nie stwierdzono w mikroskopii optycznej
zmian miazdzycowych w proksymalnej aorcie i tgtnicach wiencowych po barwieniu Oil Red-
O (ryc. 3A). W preparatach mikroskopowych serc 4 miesigcznych myszy apoE/LDLR'/'
zmiany miazdzycowe obserwowano w proksymalnej aorcie, ale nie w tetnicach wiehcowych
(ryc. 3B, C). Natomiast u myszy apoE/LDLR” w wieku 8 miesiecy zmiany miazdzycowe
widoczne byly zarbwno w aorcie, jak i proksymalnych odcinkach tetnic wiencowych (ryc.

3D).

Rycina 3. Mikroskopowa oOcena zmian miazdzycowych w aorcie i tetnicach wiencowych myszy
apoE/LDLR™.

Reprezentatywne zdjecia preparatow w mikroskopii optycznej przedstawiajace przekroje poprzeczne przez

proksymalny odcinek korzenia aorty i tetnic wiencowych myszy apoE/LDLR™ w wieku 2 (A), 4 (B, C) i 8 (D)

miesiecy (barwienie Oil Red-O). Strzatka zaznaczono tetnice wiencowe.
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CHARAKTERYSTYKA ODPOWIEDZI NACZYNIOROZSZERZAJACYCH W
MODELU IZOLOWANEGO SERCA MYSZY KONTROLNYCH apoE/LDLR**

W pierwszym etapie doswiadczen scharakteryzowano odpowiedzi
naczyniorozszerzajace krazenia wiencowego w modelu izolowanego serca u myszy
kontrolnych apoE/LDLR**. Uzyskane wyniki byly punktem odniesienia dla charakterystyki

czynnosci Srodbtonka wiencowego u myszy apoE/LDLR'/ " w toku rozwoju miazdzycy.

Podstawowy przeplyw wiencowy

Podstawowy przeptyw wiencowy w izolowanym sercu myszy kontrolnych
apoE/LDLR"* byl znamiennie zmniejszany przez L-NAME [500uM] o 36% (ryc. 4A),
natomiast indometacyna [IuM] pozostawata bez wpltywu na wielko$¢ podstawowego
przeptywu wiencowego (ryc. 4B). Zatem podstawowy przeplyw wiencowy w izolowanym
++

sercu myszy apoE/LDLR
srodbtonkowej PGl,.

byt zalezny od uwalniania $rodbtonkowego NO, ale nie
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Rycina 4. Wplyw L-NAME i indometacyny na podstawowy przeplyw wiencowy w izolowanym sercu
myszy kontrolnych apoE/LDLR""*. Wptyw L-NAME [500 pM] (n=6-21, panel A) i indometacyny [1 pM]
(n=5, panel B) na podstawowy przeptyw wiehicowy u myszy apoE/LDLR """,

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

* oznacza p < 0.05 w obecnosci L-NAME vs bez L-NAME

Reaktywna hiperemia

Reaktywna hiperemia wywotlana 30s zamknigciem perfuzji wiencowej (RH30s) byta
krotkotrwata (ok. 1 min)(ryc. 5A), a dodanie L-NAME [500uM] nie wptywato na wielko$¢

tej odpowiedzi (ryc. 5B). Zatem reaktywna hiperemia wywotana przez 30s zamknigcie

+/+

przeptywu wiencowego w izolowanym sercu myszy apoE/LDLR™" nie byta zalezna od NO.
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Rycina 5. Reaktywna hiperemia w izolowanym sercu myszy apoE/LDLR™".

Reprezentatywny zapis reaktywnej hiperemii wywotanej przez 30s zamkniecie perfuzji wiencowej W
izolowanym sercu myszy apoE/LDLR™ (panel A); Wplyw L-NAME [500 pM] na wiclko§¢ reaktywnej
hiperemii w izolowanym sercu myszy apoE/LDLR** (n=6, panel B).

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

Charakterystyka odpowiedzi naczyniorozszerzajacych zaleznych od S$rédblonkowego
NO oraz wywolanych przez donory NO
W celu scharakteryzowania $rodblonkowej produkcji NO w krazeniu wiencowym

+/+

izolowanego serca myszy kontrolnych apoE/LDLR™" $rodblonkowo-zalezng odpowiedz
naczyniorozszerzajacg wywotywano przez podawanie Bk (0.03, 0.1, 0.3 i 1.0 nmoli). Bolus
Bk (1 nmol) wywotywat krotkotrwaty (ok. 1 min) wzrost przeptywu wiencowego (ryc. 6A),
hamowany w 42% przez L-NAME [500 puM] i w 25% przez selektywny inhibitor
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej, ODQ [5 uM]. Zatem odpowiedZ wywotywana przez Bk
byla czgsciowo zalezna odpowiednio od uwalniania $rodblonkowego NO 1 aktywacji
rozpuszczalnej cyklazy guanylowej, sGC (ryc. 6B, 6C).

W celu scharakteryzowania odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywotywanych
przez egzogenny NO stosowano NO-donory o réznym mechanizmie uwalniania NO: SNP,
SNAP oraz DEA/NO. ODQ [5 uM] hamowat efekt SNP, SNAP i DEA/NO odpowiednio w
85, 65 1 73%. Odpowiedzi wywotlane przez NO-donory byly wigc zalezne gltownie od

aktywacji sGC. (ryc. 6D).

Czynnosciowa i biochemiczna charakterystyka odpowiedzi naczyniorozszerzajacych
wywolanych przez acetylocholing
W celu scharakteryzowania $rodbtonkowej produkcji PGI, w krazeniu wiencowym

myszy kontrolnych  apoE/LDLR**  analizowano $rodblonkowo-zalezng — odpowiedz
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naczyniorozszerzajagcg wywotang przez Ach (0.3 nmole). Bolus Ach wywotywat 2 fazowa
odpowiedz zlozong z poczatkowego krétkotrwatego spadku, a nastepnie dlugotrwatego
(trwajacego 6-10 min.) wzrostu przeptywu wiencowego (ryc. 7A), ktéremu towarzyszyt
wzrost stgzenia 6-keto-PGF;, w efluencie sercowym. Indometacyna [1 uM], nieselektywny
inhibitor cyklooksygenaz, prawie calkowicie hamowata wzrost przeptywu wiencowego (z
21.443.57 do 1.1+0.80 ml/min/g) i catkowicie hamowata wzrost poziomu 6-keto-PGF;, w
efluencie sercowym (z 7139+£2889 do 16.33+2.22 ng/ml x ml/min) wywotany przez Ach, co
jest dowodem na udziat srédbtonkowej PGI, w naczyniorozszerzajacym dziataniu Ach (ryc. 7
B, C). W obecnosci L-NAME [500 uM], odpowiedz naczyniorozszerzajagca wywotana przez
Ach byta zahamowana tylko w niewielkim stopniu (z 21.4+3.57 do 20.17+2.13 ml/min/g), co

moze $wiadczy¢ o permisyjnym wptywie NO na rozkurcz naczyn zalezny od PGI; (ryc. 7 D).
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Rycina 6. Odpowiedzi naczyniorozszerzajace zalezne od NO w izolowanym sercu myszy apoE/LDLR™".

Reprezentatywne zapisy odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywotanych przez bolus 1 nmol Bk, SNP, SNAP
i DEA/NO (panel A); wplyw L-NAME [500 puM] (n=6, panel B) oraz ODQ [5 uM] (n=6, panel C) na wzrost

przeptywu wiencowego wywotanego przez Bk; wplyw ODQ [5 puM] na wzrost przeptywu wiencowego

wywotanego przez SNP, SNAP i DEA/NO (n=2-6, panel D).
Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

* oznacza p < 0.05 w obecnosci inhibitora vs bez inhibitora
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Rycina 7. Czynno$ciowa i biochemiczna charakterystyka odpowiedzi naczyniorozszerzajacych

+/+

wywolanych przez Ach w krazeniu wiencowym myszy apoE/LDLR™". Reprezentatywne zapisy odpowiedzi

naczyniorozszerzajacych wywotanych przez bolus 0.3 nmol Ach (panel A); wplyw indometacyny [1 pM] na
wzrost przeptywu wiencowego (n=4, panel B) i wytwarzanie 6-keto-PG,;, (n=3, panel C) wywotane pod
wptywem Ach; wplyw L-NAME [500 uM] na odpowiedZ naczyniorozszerzajagca wywotang przez Ach (n=9,
panel D). Wyniki przedstawiono jako §rednig arytmetyczna + SEM.

* oznacza p < 0.05 w obecnosci inhibitora vs bez inhibitora

Charakterystyka odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywolanych przez adenozyne,
AMP, ADP i ATP

W  celu scharakteryzowania aktywno$ci naczyniorozkurczowej autakoidéw
purynergicznych w krazeniu wiencowym stosowano adenozyng, AMP, ADP i ATP. Kazda z
powyzszych substancji wywotywata krotkotrwaty wzrost przeptywu wiencowego, ktory nie
byl hamowany przez L-NAME, a wigc byl niezalezny od sréodblonkowego NO (ryc. 8 A, B,
C, D, E). Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotane przez adenozyne i AMP byty
catkowicie hamowane przez SPT [50 uM], a wigc byly zalezne wyltacznie od aktywacji
receptorow P1 (ryc. 8 B, C). Odpowiedzi wywolane przez ADP i ATP byly hamowane przez
SPT tylko czesciowo (odpowiednio w 61 1 41% dla 1 nmola ADP 1 ATP), a wigc byly zalezne
od aktywacji receptorow P1 tylko czesciowo. (ryc. 8 D, E). Udziat aktywacji receptorow P1
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w odpowiedziach wywotanych przez ADP 1 ATP §wiadczy o ich wewnatrznaczyniowym

metabolizmie do AMP i adenozyny, gdyz ADP i ATP nie sg agonistami receptorow P1.
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Rycina 8. Charakterystyka odpowiedzi naczyniorozszerzajacych zaleznych od autakoidéw purynowych i
ich $rédblonkowych przemian do adenozyny w krazeniu wiencowym myszy apoE/LDLR+/+.
Reprezentatywne zapisy odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywotanych przez adenozyne, AMP, ADP i ATP
(panel A); wplyw L-NAME [500 pM] oraz SPT [50 uM] na odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywolane przez
adenozyne (n=4-7, panel B), AMP (n=4-6, panel C), ADP (n=4-7, panel D) i ATP (n=4-7, panel E).

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

* oznacza p < 0.05 w obecnosci SPT vs bez SPT
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Podsumowanie charakterystyki odpowiedzi naczyniorozszerzajacych w izolowanym
sercu myszy kontrolnych apoE/LDLR*",

Przedstawione powyzej wyniki badan czynnos$ci krazenia wiencowego u myszy

kontrolnych apoE/LDLR™ pozwolity stwierdzi¢, ze:

1. Reaktywna hiperemia jest dobrym sposobem oceny rezerwy krazenia wiencowego.

2. Bk wywoluje odpowiedZz naczyniorozszerzajaca zalezng od NO i rozpuszczalnej
cyklazy guanylowej.

3. Ach wywotuje odpowiedz naczyniorozszerzajacg zalezng gtownie od PGIs.

4. Adenozyna, AMP, ADP i ATP wywoluja odpowiedzi naczyniorozszerzajace
niezalezne od NO i PGly; odpowiedzi wywotane przez ADP i ATP zaleza od ich
srodblonkowych przemian do AMP i adenozyny.

5. Donory NO wywotuja odpowiedzi naczyniorozszerzajace zalezne od rozpuszczalnej
cyklazy guanylowej, chociaz jej udziat w tych odpowiedziach jest rozny dla réznych
donorow NO.

W kolejnym etapie do§wiadczen analizowano, jak wielko$¢ powyzszych odpowiedzi

naczyniorozszerzajacych zmienia si¢ u myszy apoE/LDLR'/ “w toku rozwoju miazdzycy.

CZYNNOSCIOWA I BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA CZYNNOSCI
SRODBLONKA WIENCOWEGO W HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY U
MYSZY apoE/LDLR™

Rezerwa Krazenia wiencowego

Reaktywna hiperemia

Rezerwe krazenia wiencowego badano na podstawie wielkosci reaktywnej hiperemii
wywotanej przez 30 sekundowe zamkniecie przeptywu wiencowego (RH30s). Wielkos¢ tak
wywotanej reaktywnej hiperemii w izolowanych sercach myszy kontrolnych apoE/LDLR‘L/+ [
apoE/LDLR” w wieku 1, 2 i 4 miesiecy byla podobna. Uposledzenie RH30s stwierdzono
dopiero w sercach myszy apoE/LDLR” w wieku 8 miesigcy (odpowiednio 40.4+ 1.8 i
30.7+1.8 dla myszy apoE/LDLR+/+ i apoE/LDLR™ w wicku 8 miesigcy) (ryc. 9). Stwierdzono
réwniez, ze RH30s byta wicksza u myszy miesiecznych niz u myszy starszych; zjawisko to

obserwowano zaréwno u myszy apoE/LDLR ", jak i apoE/LDLR™ (ryc. 9).
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Rycina 9. Wielko$¢ reaktywnej hiperemii wywolanej przez 30s. zamknigcie perfuzji wiencowej u myszy
kontrolnych apoE/LDLR** i apoE/LDLR™. Wielkos¢ RH30s u myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR” w
wieku 1, 2, 4 i 8 miesigcy.

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM dla n=14-20 do$wiadczen.

* oznacza p < 0.05 apOE/LDLR+/+ 1 miesigc VS 2, 4 i 8 miesiecy

# oznacza p < 0.05 apOE/LDLR'/' 1 miesiac vs 2, 4 i 8 miesigcy

& oznacza p < 0.05 apoE/LDLR™ 8 miesigcy vs apoE/LDLR™* 8 miesigcy

Charakterystvka czynnosci Srodblonka wiencowego zaleznej od NO

Podstawowy przeplyw wiencowy

Podstawowy przepltyw wiencowy w sercach pochodzacych od jednomiesi¢cznych
myszy kontrolnych apoE/LDLR*" i apoE/LDLR” byt wigkszy w porownaniu do serc myszy
w wieku 2, 4 1 8 miesigcy (25.3%2.4 vs 19.3+1.0, 19.6£1.0, 19.0=1.1 ml/min/g dla
apoE/LDLR"™; 24.2+1.5 vs 18.44+0.7, 18.7+1.3, 16.4+0.9 ml/min/g dla apoE/LDLR™) (ryc.
10 A). Zahamowanie aktywnos$ci NOS przez L-NAME zmniejszato podstawowy przeptyw
wiencowy do podobnego poziomu w izolowanych sercach myszy kontrolnych i apoE/LDLR'/'
we wszystkich grupach wiekowych (ryc. 10 B). W zadnej grupie wiekowej nie stwierdzono
roznicy w wielkoSci podstawowego przeptywu wiencowego pomigdzy sercami myszy
apoE/LDLR" i apoE/LDLR™, zaréwno w sercach traktowanych, jak i nie traktowanych L-
NAME (ryc. 10 C,D,E,F). Nie wykryto wigc czynno$ciowych zmian w podstawowe;j
aktywnosci srodbtonkowego NO w krazeniu wiencowym myszy apoE/LDLR'/ p
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Rycina 10. Podstawowy przeplyw wieficowy u myszy kontrolnych apoE/LDLR " i apoE/LDLR™.
Podstawowy przepltyw wiencowy badano w warunkach petnej aktywno$ci NOS (panel A, n=16-25) oraz po
zahamowaniu NOS (w obecno$ci 500 uM L-NAME, panel B, n=5-8) w wszystkich grupach wiekowych myszy
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR™. Panele C-F: udzial NO w podstawowym przeplywie wieicowym myszy
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR™ w wieku odpowiednio 1 (n=5-25), 2 (n=6-21), 4 (n=6-17) oraz 8 miesiecy (n=5-
18). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

# oznacza p < 0.05 apoE/LDLR”* 1 miesigc VS 2, 4 i 8 miesigcy (panel A)

& oznacza p < 0.05 apoE/LDLR™ 1 miesiac vs 2, 4 i 8 miesiecy (panel A)

* oznacza p < 0.05 w obecno$ci L-NAME vs bez L-NAME (panele C-F)
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Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez Bk

W  przeciwienstwie do braku znamiennych réznic w warto$ciach przeptywu
podstawowego pomigdzy sercami myszy kontrolnych apoE/LDLR** i apoE/LDLR™,
odpowiedz przepltywu wiencowego wywotana przez Bk (0.03, 0.1, 0.3 1 1.0 nmol) byla
zroznicowana. Wyrozniata si¢ zwiekszona odpowiedz naczyniorozszerzajagca wywotywana
przez Bk w sercach myszy apoE/LDLR” w wieku 1 miesiaca w poréwnaniu do myszy
kontrolnych w tym samym wieku oraz starszych apoE/LDLR"' (ryc. 11 B,C). U starszych

+/+

myszy apoE/LDLR""* i apoE/LDLR” wielko$¢ odpowiedzi na Bk byla poréwnywalna (ryc.
11 D,E,F). Ciekawe, ze u myszy kontrolnych w wieku 8 miesigcy odpowiedzi na Bk byty
uposledzone w stosunku do odpowiedzi u myszy mtodszych, ale tej prawidlowosci nie
obserwowano u myszy apoE/LDLR™ (ryc. 11 A,B).

Analogicznie do calej odpowiedzi naczyniorozszerzajacej] wywotanej przez Bk, jej czgsé
zalezna od $rodbtonkowego NO (obliczona jako réznica pomiedzy wywotanym przez Bk
wzrostem przeplywu wiencowego bez L-NAME oraz w obecnosci L-NAME) byla
znamiennie wicksza w sercach myszy apoE/LDLR™ w wieku 1 miesiaca w pordwnaniu do

+/+

myszy kontrolnych apoE/LDLR** w tym samym wieku oraz starszych apoE/LDLR™ (ryc. 12
B,C). U starszych myszy apoE/LDLR** natomiast, wiclko$¢ zaleznej od NO odpowiedzi na
Bk byta zblizona do tej u apoE/LDLR'/' (ryc. 12 D,E,F). Dodatkowo, zarbwno u myszy
kontrolnych, jak i apoE/LD LR”, zalezna od NO cz¢$¢ wzrostu przeptywu wiencowego
wywotanego przez Bk wydawala si¢ by¢ mniejsza w wieku 8 niz 2 1 4 miesigcy (ryc. 12 A,
B). Tak wigc, zalezna od NO odpowiedZ naczyniorozszerzajaca wywolana przez Bk nie byla

uposledzona u myszy apoE/LDLR'/', a jedynie kompensacyjnie zwigkszona u myszy 1

miesi¢cznych.
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Rycina 11. Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez bradykining u myszy Kkontrolnych
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR™. Wzrost przeplywu wiehcowego wywolany przez Bk (0.03, 0.1, 0.3 i 1.0 nmol)

+/+

badano w warunkach petnej aktywnosci NOS we wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR™" (panel
A, n=9-14) oraz apoE/LDLR” (panel B, n=10-18); Panele C-F: odpowiedzi naczyniorozszerzajace u myszy
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio 1 (n=10-11), 2 (n=11-13), 4 (n=10-14) oraz 8 miesiecy
(n=9-18). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

* oznacza p < 0.05 apoE/LDLR”* 8 miesigey VS 2 1 4 miesigce (panel A)

* oznacza p < 0.05 apOE/LDLR'/' 1 miesiac VS 2, 4 1 8 miesigcy (panel B)

* oznacza p < 0.05 apoE/LDLR ™ vs apoE/LDLR*"* (panel C)
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Rycina 12. Zalezna od srodblonkowego NO cze$¢ wzrostu przeplywu wiencowego stymulowanego przez
bradykinine u myszy kontrolnych apoE/LDLR”+ i apoE/LDLR™. Zalezng od NO cze$¢ wzrostu przeptywu

+/+

wiencowego stymulowanego przez Bk badano we wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR™" (panel
A, n=5-6) oraz apoE/LDLR™ (panel B, n=6-8); Panele C-F: odpowiedzi naczyniorozszerzajace u myszy
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio 1 (n=6-7), 2 (n=6), 4 (n=6) oraz 8 miesiecy (n=5-8).
Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng = SEM.

* oznacza p < 0.05 apoE/LDLR™ 1 miesigc vs 2, 4 i 8 miesiecy (panel B)

* oznacza p < 0.05 apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™" (panel C)
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Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez SNP

Odpowiedz naczyniorozszerzajaca wywotana przez nitroprusydek sodu (SNP) (0.03,
0.1, 0.3 i 1.0 nmol) byla znamiennie wigksza w izolowanych sercach myszy apoE/LDLR™ w
wieku 2, 4 i 8 miesiecy w porownaniu do odpowiedzi u myszy kontrolnych apoE/ LDLR™* w
podobnym wieku oraz w poréwnaniu do odpowiedzi u miesigcznych apoE/LDLR'/‘ (ryc. 13
B, D, E, F). Co ciekawe, w sercach miesigcznych myszy apoE/LDLR'/' SNP wywotywat
odpowiedz niewiele wigkszg od odpowiedzi w sercach myszy kontrolnych, réznica nie byla
istotna statystycznie (ryc. 13 C). U myszy kontrolnych odpowiedZ przeptywu wiencowego
wywotane przez SNP byta podobna w kazdej grupie wiekowej (ryc. 13 A).
Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez SNAP

W przeciwienstwie do odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywotanej przez SNP,
zwigkszonej w sercach myszy apoE/LDLR'/ " starszych niz miesi¢czne, odpowiedzi wywotane
przez inny donor NO, SNAP, byly zwigkszone w sercach myszy apoE/LDLR‘/ " w kazdym
wieku (ryc. 14 C, D, E, F). Co wigcej, whasnie w wieku 1 miesigca wzrost przeptywu
wiencowego wywotany przez SNAP byl najwigkszy, istotnie wigkszy niz u starszych myszy
apoE/ LDLR™ (ryc. 14 B). Zrdznicowanie wielko$ci odpowiedzi naczyniorozszerzajacej
wywotanej przez SNAP w izolowanych sercach w zaleznosci od wieku nie wystgpowalo u
myszy kontrolnych apoE/LDLR**, gdzie odpowiedzi byly pordwnywalne w kazdej grupie
wiekowej (ryc. 14 A).
Wzrost przeplywu wienicowego wywolany przez DEA/NO

Wzrost przeptywu wiencowego wywotany przez kolejny badany NO-donor, DEA/NO
(0.03, 0.1, 0.3 1 1.0 nmol) rowniez byl wigkszy w sercach miesigcznych myszy apoE/LDLR'/'
w poréwnaniu do starszych apoE/LDLR” i odpowiednich myszy kontrolnych apoE/LDLR*"
(ryc. 15 B, C). Jednak w przeciwienstwie do odpowiedzi naczyniorozszerzajacych
wywotanych przez SNAP, odpowiedzi wywotane przez DEA/NO w sercach myszy
apoE/ LDLR” w wieku 2, 4 i 8 miesiecy byty niewiele wigksze od odpowiedzi w sercach
odpowiednich myszy apoE/LDLR*"*, a réznica nie osiggnela istotnosci statystycznej (ryc. 15
D, E, F). Co zaskakujace, wzrost przeptywu wiencowego wywolany przez DEA/NO u
miesi¢gcznych myszy apoE/LDLRJ'/+ byt mniejszy niz u myszy w wieku 2 i 8 miesigcy (ryc.
15 A).

Tak wigc, odpowiedzi naczyniorozszerzajagce wywolane przez donory NO byty
kompensacyjnie zwigkszone u myszy apoE/LDLR™ w kazdej grupie wiekowej; zjawisko to w
odniesieniu do DEA/NO i SNAP bylo najwieksze u myszy apoE/LDLR™ w wicku 1 miesigca,

natomiast w odniesieniu do SNP byto najwicksze w wieku 2, 4 i 8 miesigcy.
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Rycina 13. Wzrost przeplywu wieficowego wywolany przez SNP u myszy kontrolnych apoE/LDLR
apoE/LDLR'/'. Wzrost przeptywu wiencowego wywotany przez SNP (0.03, 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano we
wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** (panel A, n=5-10) oraz apoE/LDLR™ (panel B, n=14-15);
Panele C-F: odpowiedzi naczyniorozszerzajace u myszy apoE/LDLR™" i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio
1 (n=8-14), 2 (n=7-14), 4 (n=5-14) oraz 8 miesi¢cy (n=10-15).

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR”" 1 miesiec vs 2, 4 i 8 miesigcy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™* (panele D, E, F)
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Rycina 14. Wzrost przeplywu wieficowego wywolany przez SNAP u myszy kontrolnych apoE/LDLR"" i
apoE/LDLR'/'. Wzrost przepltywu wiencowego wywotany przez SNAP (0.03, 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano we
wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR™* (panel A, n=6-12) oraz apoE/LDLR" (panel B, n=7-13);

+/+

Panele C-F: odpowiedzi naczyniorozszerzajace u myszy apoE/LDLR™" i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio 1
(n=10-12), 2 (n=7-12), 4 (n=6-9) oraz 8 miesi¢cy (n=7-13).

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apOE/LDLR'/' 1 miesiac Vs 2, 4 i 8 miesigcy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR""* (panele C, D, E, F)
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Rycina 15. Wzrost przeplywu wienncowego wywolany przez DEA/NO u myszy kontrolnych apoE/LDLR
i apoE/ LDLR™. Wzrost przeptywu wiencowego wywotany przez DEA/NO (0.03, 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano
we wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** (panel A, n=6-9) oraz apoE/LDLR” (panel B, n=7-
10); Panele C-F: odpowiedzi naczyniorozszerzajace u myszy apoE/LDLR™ i apoE/LDLR” w wieku
odpowiednio 1 (n=9-10), 2 (n=7-9), 4 (n=6-10) oraz 8 miesigcy (n=8-10).

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™* 1 miesiac vs 2 i 8 miesigcy (panel A)

* oznacza p < 0.05, apOE/LDLR'/' 1 miesiac vs 4 1 8 miesigcy (panel B)

* 0znacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 1 miesigc vs apoE/LDLR™* 1 miesiac (panel C)
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Charakterystyka czynnosci $rodblonka wiencowego zaleznej od PGI,

Wzrost przeplywu wienicowego wywolany przez Ach

Wzrost przepltywu wiencowego wywotlany przez Ach (0.3 nmole) byt zwiekszony u 1
miesigcznych myszy apoE/LDLR'/' w poréwnaniu do odpowiednich myszy kontrolnych
apoE/LDLR™ i starszych apoE/LDLR” (odpowiednio 32.0+3.6 vs 18.2+1.7, 17.4+1.3,
19.9+1.3 1 10.843.3 ml/min/g dla myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1, 2, 4, 8 miesiecy 1 1
miesiecznych myszy kontrolnych) (ryc. 16 A). W pozostatych grupach wiekowych
odpowiedz naczyniorozszerzajgca wywolana przez Ach byla podobna w sercach myszy
kontrolnych i apoE/ LDL™ (ryc. 16 A). Wybidrezy inhibitor COX-2, rofekoksyb (10 uM), nie
wptywal na wielko$¢ odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywotanej przez Ach w sercach
zar6wno 2-4 miesigcznych myszy kontrolnych, jak i apoE/LD LR, niezaleznie od ich wieku
(ryc. 16 B).
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Rycina 16. Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez Ach u myszy kontrolnych apoE/LDLR™ i
apoE/LDLR™; rola COX-2. Wzrost przeptywu wienicowego wywolany przez podanie Ach (0.3 nmole) badano
we wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR™* oraz apoE/LDLR™ (panel A, n=3-23). Wplyw
selektywnego hamowania COX-2 (rofekoksyb, 10uM) na wywotany przez Ach wzrost przeptywu wieficowego
(panel B, n=6-10). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

*p < 0.05 apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™ (panel A)

#p<0.05 apOE/LDLR'/' 1 miesigc Vs 2, 4 1 8 miesigcy (panel A)

* p < 0.05 apoE/LDLR™ 1 miesiac vs apoE/LDLR""" i apoE/LDLR™ 2 i 4 miesiace (panel B)

# p < 0.05 w obecnosci rofekoksybu apoE/LDLR ™ 1 miesiac vs apoE/LDLR"" i apoE/LDLR™ 2, 4 i 8 miesiacy
(panel B)
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Podstawowe i stymulowane przez podanie Ach wytwarzanie 6-keto-PGF;, w Kkrazeniu
wiencowym

W przeciwienstwie do odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywotanej przez Ach,
zwiekszonej w sercach 1 miesigcznych myszy apoE/LDLR'/ ", wytwarzanie 6-keto-PGF,, byto
zwickszone wylacznie w sercach myszy apoE/LDLR'/' starszych niz miesi¢czne. Zardwno
podstawowe, jak i stymulowane przez podanie Ach (0.3 nmole) wytwarzanie 6-keto-PGF,,
bylo wigksze w sercach myszy apoE/LDLR” w wieku 2, 4 i 8 miesigcy w pordwnaniu do
myszy miesigcznych (odpowiednio 243.82+103.65, 174.78+48.81, 338.19+93.89 vs
24.144£5.3 ng x ml/min dla podstawowego oraz 11.98+3.71, 11.27£2.93, 18.18+4.51 vs
1.68+0.3 mg x ml/min dla stymulowanego wytwarzania 6-keto-PGF,,) oraz w poréwnaniu do
odpowiednich myszy kontrolnych apoE/LDLR™* (ryc. 17 A, B). U myszy apoE/LDLR**
natomiast, wytwarzanie 6-keto-PGF;, utrzymywato si¢ na podobnym poziomie w kazdej
grupie wiekowej.

Podobnie jak w przypadku wzrostu przeptywu wiencowego wywotanego przez Ach,
stymulowane przez podanie Ach wytwarzanie 6-keto-PGF;, w sercach 2-4 miesigcznych
myszy kontrolnych i apoE/LDLR” nie bylo hamowane przez rofekoksyb (10 uM) (ryc. 17
D). Pomimo tego, hamujacy wptyw rofekoksybu na podstawowe wytwarzanie 6-keto-PGF,
w sercach myszy apoE/LDLR™ byt wyrazny, ale tylko w tych grupach wiekowych, w ktorych
wytwarzanie 6-keto-PGF, byto zwigkszone. Rofekoksyb hamowat podstawowe wytwarzanie
6-keto-PGF;, W sercach myszy apoE/LDLR™ w wieku 2, 4 i 8 miesi¢cy (odpowiednio do
31.2, 56.1 1 32.8 % wartosci wyjSciowej) 1 znosit réznice w podstawowym wytwarzaniu 6-
keto-PGF,, migdzy myszami apoE/LDLR™ i apoE/LDLR"" (ryc. 17 C).

Tak wiec, w izolowanych sercach myszy apoE/LDLR”" podstawowe i stymulowane
przez podanie Ach wytwarzenie 6-keto-PGF;, bylo zwigkszone poczawszy od 2 miesigca
zycia i zalezato od aktywnos$ci odpowiednio COX-2 i COX-1. Pomimo tego, odpowiedz
naczyniorozszerzajagca wywotana przez Ach byla zwigkszona wytacznie u 1 miesigcznych

myszy apoE/LDLR™",
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Rycina 17. Stezenie 6-keto-PGF,, w efluencie sercowym myszy kontrolnych apoE/LDLR
apoE/LDLR™; rola COX-2. Stezenie 6-keto-PGF,, w warunkach bazalnych (panel A, n=3-12) oraz po podaniu

+/+

Ach ( 0.3 nmole, panel B, n=3-12) badano w efluencie sercowych myszy apoE/LDLR"* oraz apoE/LDLR™ we
wszystkich grupach wiekowych. Wptyw selektywnej inhibicji COX-2 (rofekoksyb, 10uM) na podstawowe
(panel C, n=5-7) i wywotane przez podanie Ach (panel D, n=5-8) wytwarzanie 6-keto-PGF,, w izolowanych
sercach. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

*p < 0.05 apoE/LDLR™ 2, 4 i 8 miesiecy vs apoE/LDLR™ 1 miesiac (panel A, B, C, D)

#p < 0.05 apoE/LDLR " vs apoE/LDLR*"* (panel A)

# p < 0.05 w obecnosci rofekoksybu vs bez obecnosci rofekoksybu (panel C)
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Charakterystyka czynnosci sSrodblonka wiencowego zaleznej od od autakoidow

purvnowych i ich wewnatrznaczyniowych przemian

Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez adenozyne

Charakterystyczng cechg odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywotanych przez
wszystkie stosowane autakoidy purynowe byl zwigkszony wzrost przeptywu wiencowego u
myszy apOE/LDLR'/' w wieku 1 1 2 miesigcy. Tak wiec, odpowiedz naczyniorozszerzajaca
wywotana przez adenozyne (0.1, 0.3 i 1.0 nmol) byta wieksza w sercach myszy apoE/LDLR‘/ ’
w wieku 1 i 2 miesiecy w poréwnaniu do odpowiedzi w sercach myszy apoE/LDLR™

+/+

starszych (ryc. 18 B) i myszy kontrolnych apoE/LDLR™" w odpowiednim wieku (ryc. 18 C,
D). Niewielka roznica w wielkosci rozkurczu naczyn wiencowych wywotanym przez
adenozyn¢ u myszy apoE/LDL'/' i apOE/LDLF\’J'/Jr byta obecna réwniez w wieku 4 1 8
miesi¢cy, ale nie osiggneta znamiennosci statystycznej (ryc. 18 E, F). We wszystkich grupach
wiekowych myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR™ zablokowanie receptora P1 (SPT 50uM)
prawie catkowicie hamowato wzrost przeptywu wiencowego wywolany przez adenozyne

(ryc. 18 C, D, E, F).

Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez AMP
Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywolane przez AMP i adenozyne byty podobne.

Analogicznie do efektu adenozyny, wzrost przeplywu wiencowego wywotany przez AMP
(0.1, 0.3 1 1.0 nmol) byt wigkszy w sercach myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 1 2 miesigcy niz
w sercach myszy apoE/LDLR™ starszych (ryc. 19 B) i myszy kontrolnych apoE/LDLR** w
odpowiednim wieku (ryc. 19 C, D). Niewielka roznica w wielkoSci rozkurczu naczyn
wiencowych wywotanym przez AMP u myszy apoE/LDL'/' i apoE/LDLR*’* byta obecna
rowniez w wieku 4 i 8 miesiecy, ale nie osiggneta znamiennosci statystycznej (ryc. 19 E, F).
We wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR™ zablokowanie
receptora P1 (SPT 50uM) prawie catkowicie hamowato wzrost przeptywu wiehcowego

wywotany przez AMP (ryc. 19 C, D, E, F).
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Rycina 18. Wozrost przeplywu wiencowego wywolany przez adenozyne u myszy Kkontrolnych
apoE/LDLR™ i apoE/LDLR™”". Wzrost przeptywu wieficowego wywolany przez adenozyne ( 0.1, 0.3 i 1.0
nmol) badano we wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR™* (panel A, n=6) oraz apoE/LDLR™
(panel B, n=9-11); Panele C-F: wplyw zablokowania receptora P1 (SPT, 50uM) na rozkurcz naczyn

+/+

wiencowych wywolany przez adenozyne u myszy apoE/LDLR ™" i apoE/LDLR™ w wieku odpowiednio 1 (n=2-
9), 2 (n=2-9), 4 (n=3-9) oraz 8 miesi¢cy (n=4-11). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 1 miesicc vs 4 i 8 miesiecy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™" (panel C, D)

# oznacza p < 0.05, w obecno$ci SPT vs bez SPT (panel C, D, E, F)
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Rycina 19. Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez AMP u myszy kontrolnych apoE/LDLR
apoE/LDLR™. Wzrost przeptywu wiencowego wywolany przez AMP ( 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano we
wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** (panel B, n=5-6) oraz apoE/LDLR” (panel B, n=7-9);
Panele C-F: wptyw zablokowania receptora P1 (SPT, 50uM) na rozkurcz naczyn wieicowych wywotany przez
AMP u myszy apoE/LDLR"* i apoE/LDLR™ w wieku odpowiednio 1 (n=3-9), 2 (n=3-9), 4 (n=3-9) oraz 8
miesigcy (n=3-11). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 1 i 2 miesigce vs 4 i 8 miesiecy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR*"* (panel C, D)

# oznacza p < 0.05, w obecno$ci SPT vs bez SPT (panel C, D, E, F)
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Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez ADP

Rowniez wzrost przeplywu wiencowego wywotany przez ADP (0.1, 0.3 i 1.0 nmol)
byl wigkszy w sercach myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 1 2 miesiecy niz w sercach myszy
apoE/LDLR™ starszych (ryc. 20 B) i myszy kontrolnych apoE/LDLR™* w odpowiednim
wieku (ryc. 20 C, D). Nie bylo natomiast roznicy w wielkosci rozkurczu naczyn wiencowych
wywolanym przez ADP u starszych myszy apoE/LDL” i odpowiednich apoE/LDLR*"* (ryc.
20 E, F). We wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR”
zablokowanie receptora P1 (SPT 50uM) redukowalo wzrost przeplywu wiencowego
wywotany przez ADP do podobnego poziomu, znoszgc roéznice pomiedzy wielkoScig
odpowiedzi naczyniorozszerzajacej u myszy apoE/LDLR” i apoE/LDLR™* w wieku 1 i 2
miesiecy (ryc. 20 C, D, E, F).

Wzrost przeplywu wienicowego wywolany przez ATP

Podobnie do efektu ADP, wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez ATP (0.1,
0.3 i 1.0 nmol) byl wigkszy w sercach myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 i 2 miesigcy niz w
sercach myszy apoE/LDLR™ starszych (ryc. 21 B) i myszy kontrolnych apoE/LDLR** w
odpowiednim wieku (ryc. 21 C, D). Nie stwierdzono réwniez roznicy w wielkosci rozkurczu
naczyn wiehicowych wywolanym przez ATP u starszych myszy apoE/LDL” i odpowiednich
apoE/LDLR™ (ryc. 21 E, F). We wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** i
apOE/LDLR'/' zablokowanie receptora P1 (SPT 50uM) znamiennie redukowato wielkos$¢
odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywotanej przez ATP; w wieku 4 1 8 miesigcy do
podobnego poziomu u myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR™, natomiast w wieku 1 i 2
miesiecy roznica pomiedzy wzrostem przeptywu wiencowego wywolanym przez ATP u
myszy apoE/LDLR*"* i apoE/LDLR™ w obecnosci SPT nie byla istotna statystycznie (ryc. 21
C,D,E, F).

Tak wigc, w izolowanych sercach myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 1 2 miesigcy,
zalezne od aktywacji receptora Pl odpowiedzi naczyniorozszerzajagce wywolane przez
adenozyn¢, AMP, ADP i ATP byty znamiennie wigksze w poréwnaniu do starszych myszy
apoE/LDLR™ i odpowiednich apoE/LDLR*"*.
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Rycina 20. Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez ADP u myszy kontrolnych apoE/LDLRJ'/+ i
apOE/LDLR'/'. Wzrost przeplywu wiencowego wywotany przez ADP ( 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano we
wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** (panel A, n=5-6) oraz apoE/LDLR™ (panel B, n=9-10):
Panele C-F: wptyw zablokowania receptora P1 (SPT, 50uM) na rozkurcz naczyn wiencowych wywotany przez
ADP u myszy apoE/LDLR"* i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio 1 (n=6), 2 (n=6-8), 4 (n=6-7) oraz 8
miesigcy (n=5-10). Wyniki przedstawiono jako §rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 1 miesiec vs 4 i 8 miesiecy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR""* (panel C)

# oznacza p < 0.05, w obecnosci SPT vs bez SPT (panel C, D, E, F)
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Rycina 21. Wzrost przeplywu wiencowego wywolany przez ATP u myszy kontrolnych apoE/LDLRJ'/+ i
apoE/ LDLR". Wzrost przeplywu wiencowego wywotany przez ATP ( 0.1, 0.3 i 1.0 nmol) badano we
wszystkich grupach wiekowych myszy apoE/LDLR** (panel A, n=5-6) oraz apoE/LDLR™ (panel B, n=8-10);
Panele C-F: wptyw zablokowanie receptora P1 (SPT, 50uM) na rozkurcz naczyn wiencowych wywotany przez
ATP u myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR” w wieku odpowiednio 1 (n=6), 2 (n=6-8), 4 (n=6-7) oraz 8
miesi¢cy (n=5-10). Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apOE/LDLR'/' 1 i 2 miesigce Vs 4 i 8 miesigcy (panel B)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™" (panel C, D)

# oznacza p < 0.05, w obecnosci SPT vs bez SPT (panel C, D, E, F)
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Poziom adenozyny, inozyny i AMP w efluencie wiencowym

W celu oszacowania wychwytu i/lub rozktadu adenozyny w naczyniach wiencowych,
badany byt poziom adenozyny w efluencie z krazenia wiencowego po podaniu adenozyny (1
nmol) do perfundowanego izolowanego serca. Po podaniu adenozyny, jej poziom w efluencie
sercowym wydawat si¢ by¢ nizszy u myszy apoE/LDLR'/ “w wieku 4 1 8 miesigcy w

+/+

poréwnaniu do mtodszych apoE/LDLR” i myszy kontrolnych apoE/LDLR*"*, jednak réznica
nie osiggnela istotnosdci statystycznej (odpowiednio 14314+359.6, 11064+273.5, 1069+303.6,
889.7+142.2 i 838.3+89.1 nM x ml/min dla myszy apoE/LDLR"" w wieku 2-4 miesiecy oraz

apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiecy) (ryc. 22).
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Rycina 22. Poziom adenozyny w efluencie wiencowym po podaniu adenozyny do perfundowanego
izolowanego serca myszy kontrolnych apoE/LDLR"" i apoE/LDLR™.

Poziom adenozyny po dosercowym podaniu adenozyny (1 nmol, n=7-8) badano w efluencie wiencowym myszy
apoE/LDLR™ w wieku 2-4 miesiecy oraz myszy apoE/LDLR” w wicku 1, 2, 4 i 8 miesigcy.

Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

Okreslano réwniez poziom AMP, adenozyny 1 inozyny w efluencie wiencowym po
podaniu ADP 1 AMP (po 1 nmol), w celu oszacowania rozktadu ADP i AMP w naczyniach
wiencowych, bedacego odzwierciedleniem aktywnos$ci §rodbtonkowych ektoenzymow CD39
1 CD73. Po podaniu ADP poziom wszystkich 3 badanych metabolitow, AMP, adenozyny oraz
inozyny w efluencie z izolowanego serca myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR” byt
zroznicowany. Poziom AMP po podaniu ADP u myszy apoE/LDLR"' w wieku 11 2 miesiecy
byl znamiennie, a wieku 4 1 8 miesiecy niezamiennie nizszy niz u myszy kontrolnych
apoE/LDLR" (' odpowiednio 907.3+111.6, 890.2+210.6, 1096+147.6 i 1105+158.9 vs
1631+152.0 nM x ml/min dla myszy apoE/LDLR™ w wieku 1, 2, 4 i 8 miesigcy oraz myszy
apoE/LDLR'™) (ryc. 23 A). Poziom adenozyny i inozyny w efluencie po podaniu ADP by}
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nizszy u myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 1 2 miesigcy w poréwnaniu do apoE/LDLR'/‘

+/+

starszych i myszy apoE/LDLR** (odpowiednio apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiccy
oraz apoE/LDLR™": dla adenozyny: 463.3+21.66 i 645.0+26.21 vs 938.4+249.0, 798.0+98.59
i 912.9£108.7 nM x ml/min; dla inozyny 210.8+39.41 i 150.4£5.90 vs 440.3x135.7,

338.3+90.72 1 425.4+118.7 nM x ml/min)(ryc. 23 B, C).
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Rycina 23. Poziom AMP, adenozyny i inozyny w efluencie wieicowym myszy kontrolnych apoE/LDLR
apoE/LDLR™ po podaniu ADP do izolowanego perfundowanego serca.
Poziom AMP (panel A, n=4-13), adenozyny (panel B, n=4-12) oraz inozyny (panel C, n=2-6) badano w

+/+

efluencie wiencowym po dosercowym podaniu ADP (1 nmol) u myszy apoE/LDLR™" w wieku 2-4 miesiecy

oraz myszy apoE/LDLR™ w wieku 1,2, 4i 8 miesiecy. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng +
SEM.
* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR™*

Co ciekawe, po dosercowym podaniu AMP poziom adenozyny w efluencie sercowym u
myszy apoE/LDLR” w wicku 4 i 8 miesiecy byt znamiennie wyzszy w poréwnaniu do
mtodszych apoE/LDLR'/' oraz nieznamiennie wyzszy w poréwnaniu do myszy kontrolnych
(odpowiednio 1162+154.3 i 1180+127.7 nM x ml/min vS 662.7+63.8, 646.9+103.6 i
762.7+130.3 nM x ml/min dla myszy apoE/LDLR” w wieku 4 i 8 vs 1 i 2 miesiccy oraz
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myszy apoE/LDLR*) (ryc. 24 A). Réwniez stosunek stezefi AMP do adenozyny w efluencie
wiencowym, odzwierciedlajacy aktywnos¢ CD73, byt obnizony u myszy apoE/LDLR™ w
wieku 4 1 8 miesiecy (odpowiednio 1.20+0.17 1 1.26+0.14 vs 2.10+0.17, 1.75£1.16, 1.75+1.39
nM x ml/min dla myszy apoE/LDLR™ w wieku 4 i 8 vs 1 i 2 miesiecy oraz myszy
apoE/LDLR™") (ryc. 24 C). Pomimo tego, poziom inozyny oraz odzwierciedlajacy
aktywno$¢ deaminazy adenozyny stosunek adenozyny do inozyny w efluencie sercowym po
podaniu AMP byl podobny u myszy apoE/LDLR** oraz myszy apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 4
i 8 miesiecy (ryc. 24 B, D).
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Rycina 24. Poziom adenozyny i inozyny w efluencie wiencowym myszy kontrolnych apoE/LDLRHJr i
apoE/LDLR™ po podaniu AMP do izolowanego perfundowanego serca.

Poziom adenozyny (panel A, n=5-8), inozyny (panel B, n=2-6) oraz stosunek pozioméw AMP do adenozyny
(panel C, n=5-12) i inozyny do adenozyny (panel D, n=4-8) badano w efluencie wiencowym po dosercowym
podaniu AMP (1 nmol) u myszy kontrolnych w wieku 2-4 miesigcy oraz myszy apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 4 i
8 miesigcy. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apOE/LDLR'/' 4 1 8 miesigcy VS 1 12 miesigce (panel A)

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 4 i 8 miesigcy vs 1 miesiac (panel C)
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Podsumowujac, po dosercowym podaniu ADP poziom AMP w efluencie z krazenia
wiencowego myszy apoE/LDLR” byt obnizony w kazdej grupie wiekowaej, a poziom
adenozyny byt obnizony tylko w wieku 1 i 2 miesigcy. Natomiast po podaniu AMP, poziom
adenozyny w efluencie sercowym myszy apoE/LDLR” w wieku 4 i 8 miesiecy byl

zwigkszony.

OCENA SYSTEMOWEGO WYTWARZANIA SRODBLONKOWEGO NO I PGI, W
HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY U MYSZY apoE/LDLR”
Poziom nitrozylhemoglobiny (HbNO) w erytrocytach

Poziom HbNO w erytrocytach myszy apoE/LDLR™ tylko w wicku 1 miesiaca byt na
poziomie porownywalnym z tym u myszy kontrolnych apoE/LDLR+/ *. Myszy apoE/LD LR™
w wieku 2, 4 1 8 miesigcy charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem HbNO niz myszy
apoE/LDLR™ (amplituda sygnatu EPR HbNO odpowiednio dla apoE/LDLR™ 1, 2, 4 i 8
miesigcy vs apoE/LDLR™* 111.8 +£18.1, 93.9+8.9, 80.8+6.8, 88.0+8.9 vs 122.2+8.9 j.u.) (ryc.
25).
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Rycina 25. Poziom HbNO w erytrocytach myszy kontrolnych apoE/LDLR" i apoE/LDLR.

+/+

Reprezentatywny zapis widma EPR erytrocytow myszy apoE/LDLR™", strzatkg zaznaczono generowany przez

HbNO drugi pik widma (panel A); Poziom HbNO w erytrocytach myszy apoE/LDLR

+/+

w wieku 2-8 miesiecy
oraz myszy apoE/ LDLR™ w wieku 1, 2, 41 8 miesi¢gcy (n=6-11) (panel B). Wyniki przedstawiono jako $rednig
arytmetyczna + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR""*
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Stezenie 6-keto-PGF;, w osoczu w warunkach podstawowych i po wysilku fizycznym
Osoczowe st¢zenie 6-keto-PGF,, bedgce odzwierciedleniem uktadowej produkcji
PGl, przez $rédblonek, bylo poréwnywalne u myszy kontrolnych apoE/LDLR™* i
apoE/ LDLR” w warunkach spoczynku i wynosito odpowiednio 0.804+0.159, 0.826+0.438,
1.294+0.135 i 0.880+0.275 ng/ml dla apoE/LDLR™* oraz 0.784+0.099, 0.671+0.204,
1.083+0.185 i 0.653+0.180 ng/ml dla apoE/DLR” w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiccy (ryc. 26 A).

+/+

Roéznica pomiedzy wytwarzaniem PGI, u myszy apoE/LDLR™" i apoE/LD L" zaznaczata si¢
dopiero po probie wysitkowej. Wysitek fizyczny wywotywat znamienne zwickszenie stezenia
6-keto-PGFy, w osoczu zarébwno myszy apoE/LDLR™*, jak i apoE/LDLR”". Powysitkowy
poziom 6-keto-PGF;, W 0soczu myszy apoE/LDLR” w wieku 2, 4 i 8 miesiecy byt jednak
wigkszy niz u myszy apoE/LDLR**, r6znica osiagneta znamienno$é statystyczna dla grup 2 i
4 miesiecznych (odpowiednio 12.7+£3.3, 12.2£1.11 10.8+1.8 vs 4.84+0.6 ng/ml dla apoE/DLR"
"2, 4, 8 miesiccy i apoE/DLR")(ryc. 26 B).

Probe wysitkowa ukoficzyto 100% myszy apoE/LDLR™" i apoE/LDLR™ w wieku 2 i
4 miesigcy oraz 87,5% myszy apoE/LDLR'/' w wieku 8 miesigcy.

[ apoE/LDLR+/+
Bl apoE/LDLR+/+ (=3 apoE/LDLR-/- 2m
3 apoE/LDLR-/- @l apoE/LDLR-/- 4m
Bl apoE/LDLR-/- 8m
*

—|— *

>
™

N
o
)
N
g

=
(&)
1
=
T

o
a1
1
ol
1

6-keto-PGF1la (ng/ml)
(=Y
g
6-keto-PGFla (ng/ml)
H
o

o
o
1
o

im 2m 4m 8m

Rycina 26. Stezenie 6-ketoPGF;, w osoczu myszy kontrolnych apoE/LDLR"* i apoE/LDLR™ w
warunkach spoczynkowych i po wysilku fizycznym. Stezenie 6-ketoPGF,, w 0soczu myszy apoE/LDLR™ i
apoE/LDLR™ w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiecy w spoczynku ( n=6-11, panel A) oraz po probie wysitkowej u myszy
apoE/LDLR™ w wieku 2-4 miesigcy i apoE/LDLR” w wieku 2, 4 i 8 miesiccy (n=4-8, panel B). Wyniki
przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR""*
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OCENA AKTYWACJI KRAZACYCH PLYTEK KRWI ORAZ OSOCZOWYCH
PARAMETROW ZAPALNYCH W HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY U
MYSZY apoE/LDLR™

Aktywacja krazacych plytek krwi

Blonowa ekspresja selektyny P, CD40L oraz aktywowanej GPIIb-IlIa krazacych plytek
krwi

Blonowa ekspresja selektyny P oraz aktywowanej glikoproteiny GPIIb-1l1a (aGPlIb-
11la) krazacych ptytek krwi byta podobna u myszy apoE/LDLR™ w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiccy
i myszy kontrolnych apoE/LDLR"*
4.29+0.57, 4.83+0.54, 4.38+0.77 1 5.06+£0.78% dla selektyny P oraz 2.75+0.54, 2.63+0.97,
2.7241.12 , 2.09+1.25 1 3.2240.65% dla aGPIIb-111a) (ryc. 27 A, C). Pomimo braku r6znic w

ekspresji selektyny P i aGPlIb-IIla, btonowa ekspresja CD40L krazacych ptytek krwi byta

w wieku 2-4 miesiecy (odpowiednio  4.2+0.5,

wicksza w kazdej grupie wickowej myszy apoE/LDLR™ niz u myszy apoE/LDLR", ale
réznica nie osiggnela istotnosci statystycznej (odpowiednio 13.76+2.72, 14.14+1.89,
13.93+2.65, 16.70+2.86 vs 10.74+1.87% dla apoE/LDLR'/' w wieku 1, 2, 4 1 8 miesiecy i
apoE/LDLR"™")(ryc. 27 B).



Wyniki 58

>

(o2}
1

apoE/LDLR+/+

apoE/LDLR-/- 1m
apoE/LDLR-/- 2m
apoE/LDLR-/- 4m
apoE/LDLR-/- 8m

NN
1

BR000

o

% plytek CD62-pozytywnych

W
@)

ey
5 S
%20- §5-
B >
S 2 4
LT T
o o
= | T & 31 T 7T
= 104 =
Q o
< = 24
[a)] o
O Q
x 57 “5]_-
9 X
> =

>
o 20
° NS

o

Rycina 27. Blonowa ekspresja wybranych markeréw aktywacji krazacych plytek krwi u myszy
kontrolnych apoE/LDLR** i apoE/LDLR™. Odsetek krazacych plytek krwi wykazujacych blonowa ekspresja
selektyny P (panel A, n=10-12), CD40L (panel B, n=10-14) oraz aktywowanej GPIIb-Illa (panel C, n=6-9) u

+/+

myszy apoE/LDLR"* oraz apoE/LDLR™. Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.
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Stezenie sCD40L w osoczu

Podobnie do blonowej ekspresji CD40L krazacych ptytek krwi, stgzenie sCD40L,
rozpuszczalnej w osoczu postaci CD40L, rowniez bylo nieco podniesione u myszy
apoE/ LDLR™, ale nie w kazdej grupie wiekowej. U apoE/LDLR'/' w wieku 2, 4 1 8 miesigcy
osoczowe stezenie sCD40L byt wieksze niz u miesiecznych apoE/LDLR” (odpowiednio
8.56+1.04, 7.89+1.08, 7.00+0.96 vs 5.37+1.37 ng/ml) i myszy kontrolnych apoE/LDLR*"* w
odpowiednim wieku, ale réznica nie osiggnela istotno$ci statystycznej (ryc. 28). Stezenie
sCD40L w osoczu myszy apoE/ LDLR™" bylo na podobnym poziomie niezaleznie od wieku
myszy (ryc. 28).

159 M apoE/LDLR+/+
] apoE/LDLR-/-
E
> 104 l
< T
—
o
<
O 54
@)
(7]
O.
Im 2m 4m 8m

Rycina 28. Stezenie SCD40L w osoczu myszy kontrolnych apoE/LDLR™* oraz apoE/LDLR™. Stezenie
SCD40L w osoczu myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 4 i 8 miesiecy (n=6-13). Wyniki

przedstawiono jako $rednig arytmetyczng + SEM.
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Odpowiedz ostrej fazy

Stezenie SAA w osoczu

Stezenie SAA w 0soczu myszy apoE/LDLR'/ " bylo wyraznie zalezne od wieku myszy i
narastato wraz z wiekiem. St¢zenie SAA w osoczu myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 miesigca
bylo mniejsze, w wieku 2 miesigcy podobne, natomiast w wieku 4 i 8 miesigcy istotnie

+/+

wigksze niz u myszy kontrolnych apoE/LDLR™ w odpowiednim wieku (odpowiednio
apoE/LDLR™” vs apoE/LDLR™" dla 1, 2, 4 i 8 miesiecy: 6.67+1.11 vs 16.41+5.51 pg/ml,
18.84+3.91 vs 18.33%5.77 pg/ml, 30.40+5.48 vs 10.27+6.32 pg/ml i 35.1544.74% vs
16.93+4.54 pg/ml). Dodatkowo, poziom SAA u myszy apoE/LDLR™ w wieku 4 i 8 miesigcy

+/+

byt znamiennie wigkszy niz u apoE/LDLR™ 1 miesiecznych. U myszy apoE/LDLR** poziom

SAA utrzymywat si¢ na podobnym poziomie w kazdej grupie wiekowej (ryc. 29).
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Rycina 29. Stezenie SAA w osoczu myszy kontrolnych apoE/LDLR™* i apoE/LDLR™. Stezenic SAA w

+/+

o0soczu myszy apoE/LDLR** i apoE/LDLR” w wieku 1, 2, 41 8 miesigcy (n=6-11). Wyniki przedstawiono jako
$rednig arytmetyczng + SEM.
# oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ 4 i 8 miesigcy vs apoE/LDLR™ 1 miesiac

* oznacza p < 0.05, apoE/LDLR™ vs apoE/LDLR""*
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PODSUMOWANIE WYNIKOW
Ponizej przedstawiono podsumowanie najwazniejszych wynikow tej pracy oraz krotki

komentarz do nich.

Ukladowa dysfunkcja Srodblonka, aktywacja krazacych plytek krwi oraz rozwoj
miazdzycy i odpowiedzi ostrej fazy u myszy apoE/ LDLR™.

Zmiany miazdzycowe w proksymalnej aorcie byty obecne u 4 i 8 miesigcznych myszy
apoE/ LDLR”, w wieku 8 miesi¢cy blaszki miazdzycowe byty rozwiniete réwniez w pniach
tetnic wiencowych. Wzrost osoczowego stezenia biatka ostrej fazy, SAA, towarzyszylt
miazdzycy i byt widoczny u myszy apoE/LDLR™ w wieku 4 i 8 miesigcy.

Stezenie HbNO w erytrocytach bylo prawidlowe u 1 miesigcznych myszy
apoE/LDLR™ i zmniejszone u myszy apoE/LDLR” w wieku 2-8 miesiccy. Rownolegle
stwierdzono niezamienny statystycznie wzrost osoczowego st¢zenia sCD40L u myszy
apoE/LDLR™ w wieku 2-8 miesigcy i blonowej ekspresji CD40L krazacych ptytek u myszy
apoE/LDLR™ w wieku 1-8 miesigcy. Co ciekawe, inne parametry aktywacji krazacych plytek
krwi (btonowa ekspresja P-selektyny i aGPlIb-IIla) pozostawaty niezmienione.

Uzyskane wyniki $wiadcza, ze uktadowe uposledzenie biodostepnosci NO i cechy
aktywacji krazacych plytek krwi zaleznej od ekspresji CD40L s3 obecne w
hipercholesterolemii u myszy apoE/ LDLR™ poczawszy od 2 miesigca ich zycia i wyprzedzaja
rozw0j zmian miazdzycowych. Rozwojowi blaszek miazdzycowych towarzyszy wzrost

stezenia SAA w osoczu.

Czynnos¢ srodblonka wiencowego u myszy apoE/ LDLR™.

W izolowanym sercu myszy apoE/LDLR” dominowaly zmiany o charakterze
kompensacyjnym, a zalezna od NO czynnos$¢ $rodbtonka wieicowego nie byla uposledzona.
Uposledzona byta jedynie rezerwa wiencowa na etapie zaawansowanej miazdzycy pni tetnic
wiencowych u myszy apoE/LDLR'/ “w wieku 8 miesiecy.

Odpowiedz naczyniorozszerzajaca zalezna od $rédblonkowego NO (wywotana przez
Bk) oraz ta zalezna od s$rédblonkowej PGI, (wywolana przez Ach) byly zwigkszone u 1
miesi¢cznych myszy apoE/LDLR'/'. OdpowiedZ naczyniorozszerzajaca zalezna od egzogennej
1 endogenne] adenozyny wytwarzanej przez enzymy $rodblonkowe (wywotlana przez AMP,
ADP lub ATP i blokowana przez antagoniste receptorow P1) byla zwigkszone u 1 1 2
miesi¢gcznych myszy apoE/LDLR'/'. Jednak wewnatrznaczyniowe wytwarzanie adenozyny z

ADP w wieku 1 i 2 miesiecy bylo zmniejszone.



Wyniki 62

W krazeniu wiehcowym myszy apoE/LDLR'/ "~ zwigkszone byly rowniez odpowiedzi
wywotane przez donory NO: te wywolane przez SNAP i DEA/NO gtéwnie u myszy 1
miesi¢cznych, natomiast te wywotane przez SNP gléwnie U myszy 2-8 miesi¢cznych.

Na poziomie biochemicznym wykryto zalezne od aktywnosci COX-2 zwigkszone
podstawowe uwalnianie PGl, w krazeniu wieAcowym myszy apoE/LDLR” w wieku 2-8
miesi¢cy (ktorego odbiciem byt podniesiony poziom 6-ketoPGF;, w efluencie sercowym).
Rownolegle stwierdzono zwigkszone uwalnianie PGI, pod wplywem Ach, zalezne od COX-1.
Tych zmian nie obserwowano u 1 miesi¢cznych myszy apoE/LDLR'/ B
Wykryto réwniez zmniejszony poziom adenozyny i AMP w efluencie sercowym po podaniu
ADP u myszy apoE/LDLR™ w wieku odpowiednio 1-2 i 1-8 miesiecy, natomiast po podaniu
AMP, poziom adenozyny bylo zwigkszony myszy apoE/LDLR ™ w wicku 4 i 8 miesiccy.

W sumie wigc wykazano, ze:

W krazeniu wienhcowym myszy apoE/LD LR, przed pojawieniem si¢ zmian miazdzycowych,
uposledzone jest wewnatrznaczyniowe wytwarzanie adenozyny oraz rozwijaja si¢
kompensacyjne zmiany aktywnosci przekaznictwa $rédbtonkowego zaleznego od NO, PGI; i
adenozyny. Zmiany te obejmuja:

1. Zwigkszong wrazliwo§¢ S$ciany naczyn wiencowych na dzialanie NO,
najprawdopodobniej na poziomie sGC, ktore utrzymuje prawidlowa czynno$é
naczyniorozszerzajaca zalezng od srodblonkowego NO, pomimo zwigkszonego stresu
oksydacyjnego w hipercholesterolemii.

2. Zwigkszong aktywno$¢ podstawowag uktadu COX-2/PGl, oraz zwigkszong
wrazliwos¢ uktadu COX-1/PGIl, na stymulujace dzialanie acetylocholiny, co prowadzi do
zwigkszonego wytwarzania PGI, zarowno przez COX-2, jak i COX-1.

3. Zwigkszona wrazliwos$¢ na naczyniorozszerzajace dzialanie adenozyny.

4. Zwigkszone wytwarzanie adenozyny z AMP, ktére kompensuje obecne na
wczesnych etapach rozwoju miazdzycy uposledzenie wewnatrznaczyniowego wytwarzania

adenozyny z ADP i normalizuje dostgpnos¢ biologiczng adenozyny.

Wydolno$¢ wysitkowa myszy apoE/LDLR™
Wydolno$é wysitkowa nie byla uposledzona u myszy apoE/LDLR™ w zadnej grupie
wiekowej. Po wysitku fizycznym osoczowe stezenie 6-ketoPGF,,, wskaznik uktadowe;j
produkcji PGl,, bylo wyzsze u myszy apoE/LDLR™ w poréwnaniu do myszy kontrolnych.
Przedstawione wyniki zdaja si¢ sugerowaé, ze pomimo obecnosci hipercholesterolemii

1 zaawansowanych zmian miazdzycowych, utrzymanie prawidtowej wydolnosci wysitkowej
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myszy ApoE/LD L7, ktora zalezy od prawidtowej czynnos$ci krazenia wiencowego, moze by¢
zalezne od adaptacyjnych zmian czynno$ci srodbtonka, ktore obejmuja wszystkie trzy uktady

przeciwplytkowej obrony $ciany naczynia (NO, PGI,, adenozyna).
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DYSKUSJA

ZABURZENIA LIPIDOWE I ROZWOJ MIAZDZYCY U MYSZY apoE/LDLR”

W  przeprowadzonych badaniach potwierdzilem znaczne zaburzenia gospodarki
lipidowej i spontaniczny rozwoj miazdzycy u myszy apoE/LDLR™. Poziom cholesterolu
catkowitego kilkakrotnie przewyzszal poziom fizjologiczny u myszy w kazdej grupie
wiekowej, co zgadza si¢ z poprzednimi doniesieniami [Ishibashi, 94]. Dodatkowo, w
wykonanych w Katedrze Farmakologii badaniach profilu lipidowego u myszy apoE/LDLR™
wykazalismy, ze gtéwna frakcja lipoprotein byly LDL, co odpowiada ludzkiej rodzinnej
hiperlipoproteinemii typu Ila (wyniki dotad nie publikowane). Wart podkreslenia jest fakt, ze
w odroznieniu od wielu innych badan, w tej pracy w celu poglebienia hipercholesterolemii nie
stosowano diet aterogennych, czesto zwigzanych z innymi zaburzeniami metabolicznymi u
myszy, takimi jak cukrzyca i hipertrojglicerydemia [Phillips, 03; Hansmann, 07; Su, 06].
Zarowno hipertrojglicerydemia [Benitez, 08; Lundman, 01; de Man, 00; Bartus, 08], jak i
cukrzyca i insulinooporno$¢ [Gao, 08; Zhang, 08] niezaleznie wywotuja dysfunkcje
srodblonka, aktywacje ptytek krwi [Schafer, 04] oraz wzrost osoczowych markerow zapalenia
[Surwit, 88; Su, 06]. Poniewaz jedynym obserwowanym zaburzeniem metabolicznym u
myszy apoE/LDLR™ byta hipercholesterolemia, mozna zalozy¢, ze stwierdzone w moich
badaniach zmiany czynno$ciowe i biochemiczne s3 wynikiem hipercholesterolemii lub
obecnosci lokalnego procesu zapalnego w $cianie tetnic.

Zmiany miazdzycowe w aorcie wstepujacej myszy apoE/LDLR'/' byly obecne w
wieku 4 1 8 miesiecy, ale nie obserwowano ich u myszy 1 1 2 miesiecznych, co jest
potwierdzeniem poprzednich badan prowadzonych w  Zakladzie Farmakologii
Doswiadczalnej Katedry Farmakologii CM UJ (wyniki nie publikowane). Zmiany
miazdzycowe pni tetnic wiencowych wystapity jeszcze pdzniej, dopiero w wieku 8 miesiecy.
Zwezenie pni tetnic wiencowych prawdopodobnie wywotuje efekt hemodynamiczny i
uposledza rezerwe wiencowa, gdyz byta ona zmniejszona wytacznie u myszy apoE/LDLR'/' w
wieku 8 miesigcy. Pomimo tego, ze nie badano obecnosci miazdzycy w oporowych
tetniczkach wiencowych, zgodnie z danymi z literatury mozna uzna¢, ze miazdzyca w nich
nie wystepuje [VanderLaan, 04; Sellke, Armstrong, 90; Zeiher, 91]. Prowadzone badania
czynno$ciowe w modelu izolowanego serca dotyczyly wigc naczyn oporowych nie

dotknietych bezposrednio przez miazdzyce.
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CZYNNOSC SRODBLONKA WIENCOWEGO U MYSZY KONTROLNYCH
apoE/LDLR™"
W pierwszym etapie przedstawionej pracy scharakteryzowatem czynnos$¢ $rodbtonka

"), co bylo

wiencowego izolowanych serc myszy kontrolnych (myszy apoE/LDLR
koniecznym punktem odniesienia dla petniejszej oceny funkcji §rédblonka wiencowego w
hipercholesterolemii i miazdzycy u myszy apoE/ LDLR™.

Podstawowy przeplyw wiencowy

Podstawowy przeplyw wiencowy byt hamowany przez L-NAME 1 nie byt hamowany
przez indometacyng, co $wiadczy o udziale NO, ale nie PGI,, w jego regulacji u myszy.
Udziat NO w regulacji podstawowego przeplywu wiencowego w izolowanych sercach myszy
jest dobrze udokumentowany [Zatta, 05; Godecke, 98; Chlopicki, 05; Drelicharz, 08]. Udziat
PGI; nie jest tak jednoznaczny: czg¢$¢ autorow go neguje [Chlopicki, 05; Godecke, 02], inni
potwierdzajg [Zatta, 05]. Przyczyny tych rozbieznos$ci nie sg jasne. Inne postulowane
mechanizmy odpowiedzialne za utrzymanie podstawowego przeplywu wiencowego w
izolowanych sercach myszy obejmuja aktywacje btonowych kanaléw potasowych (Karp),
receptora adenozynowego A,a oraz wytwarzanie EDHF [Zatta, 05], jednak udzial tych
mechanizmow nie byt badany w tej pracy.

Reaktywna hiperemia

Reaktywna hiperemia wywotana 30 s zatrzymaniem perfuzji wiencowej nie byla
hamowana przez L-NAME, co $wiadczy o braku udzialu NO w jej regulacji. Byta rowniez
niezalezna od PGIy, o czym $wiadczy krotki czas jej trwania, ok. 1 min. Czas péttrwania PGI,
w buforze wodnym wynosi ok. 4 minuty [Gryglewski, 08], a odpowiedzi
naczyniorozszerzajace przez nig mediowane trwaja 6-10 min (np. odpowiedz wywolana przez
Ach). Doktadne mechanizmy reaktywnej hiperemii w izolowanym sercu myszy, ktdrych
jednym z mediatorow moze by¢ adenozyna [Godecke, 08], nie sg do konca poznane i nie
byly badane w tej pracy. Rh wywotana 30 s zatrzymaniem perfuzji wiencowe] wywotywata
maksymalny wzrost przeptywu wiencowego 1 stuzyta do oceny rezerwy krazenia wiehcowego
[Olsson, 75].

Odpowiedzi naczyniorozszerzajace zalezne od $Srodblonkowego NO

W obecnosci L-NAME odpowiedz naczyniorozszerzajagca wywotana przez Bk byta
zmniejszona o ok. 40%, co $wiadczy o uwalnianiu srodbtonkowego NO przez Bk w krazeniu
wiencowym. Odpowiedz naczyniorozszerzajgca wywotana przez Bk trwata ok. 1 min., wigc
byta niezalezna od uwalniania $rodbtonkowej PGI,. Jest to w zgodzie z poprzednimi

doniesieniami o dziataniu Bk na $rodbtonek oporowych naczyn wiencowych u myszy
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[Godecke, 98; Godecke, 02; Loke, 99; Gwozdz, 07; Drelicharz, 08]. Pozostala po
zahamowaniu NOS cze¢$¢ odpowiedzi naczyniorozszerzajacej wywotanej przez Bk wynika z
uwalniania innych $réodbtonkowych mediatoréw naczyniorozszerzajacych (EDHF), ktorych
natura biochemiczna nie byta badana w tej pracy. Przewaga udzialu EDHF nad NO w
regulacji napiecia naczyn jest charakterystyczna dla krazenia oporowego myszy [Brandes,
00b; Wolfle, 05].

Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywolane przez donory NO

Do badania odpowiedzi naczyniorozszerzajacych wywotanych przez egzogenny NO
stosowano NO-donory o roznych mechanizmach dziatania i uwalniania NO [Zembowicz, 90].
Rozkurcz naczyn wiencowych wywolany przez SNP byt catkowicie hamowany przez ODQ), a
wiec jest on calkowicie zalezny od aktywacji cytoplazmatycznej formy cyklazy guanylowe;j
(sGC) i cytozolowego wzrostu stezenia cGMP, co potwierdzaja tez inni badacze [Adachi, 01].
SNAP i DEA/NO nie byly calkowicie hamowane przez ODQ, wigc dzialaja zarowno w
sposob zalezny, jak i niezalezny od sGC. Udowodniono, ze SNAP i DEA/NO dzialaja
rébwniez poprzez aktywacj¢ pompy wapniowej retikulum sarko/endoplazmatycznego
(SERCA) [Ying, 07], co powoduje spadek cytozolowego stezenia wapnia i rozkurcz [Cohen,
06]. Ten mechanizm dziatania moze odpowiada¢ za niezalezng od sGC czg¢$¢ rozkurczu
wywolanego przez SNAP i DEA/NO, ale jego udziat nie byt badany w niniejszej pracy.

Odpowiedzi naczyniorozszerzajace zalezne od Srédblonkowej PGI;

Unikalng cecha oporowego krazenia wieicowego myszy jest uwalnianie
srodblonkowej PGI, przez Ach [Gwozdz, 07; Drelicharz, 08; Godecke, 02]. Odpowiedz
naczyh wienhcowych wywotana przez Ach byta dwufazowa: po poczatkowym krotkotrwaltym
skurczu naczyn wiencowych nastepowat dhluzszy, trwajacy 6-10 min. rozkurcz, co
koresponduje ze stosunkowo diugim czasem pottrwania PGI, w roztworze wodnym. Faza
skurczu byta niezalezna od PGIy, natomiast faza rozkurczu byla calkowicie hamowana przez
indometacyng i byla zwigzana ze wzrostem poziomu stabilnego metabolitu PGI,, 6-
ketoPGF,,, w efluencie sercowym. Czynno$¢ naczyn wiencowych oceniano wylgcznie na
podstawie zaleznej od PGI, fazy rozkurczowej. OdpowiedZ naczyniorozszerzajagca wywotana
przez Ach byla w niewielkim stopniu hamowana przez L-NAME, co moze wynikaé z
permisyjnego dziatania NO na naczynioroszerzajace dziatanie PGI, [Drelicharz, 08; Maurice,
03].

Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywolane przez adenozyne, AMP, ADP i ATP

Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotlane przez adenozynge, AMP, ADP i ATP
byty krétkotrwate i nie byly hamowane przez L-NAME, a wigc byty niezalezne od NO i1 PGI.
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Ich dziatanie naczyniorozszerzajace w krazeniu wiencowym wynikalo z pobudzania
receptorow  migsniowkowych  naczyn  oporowych  [Godecke, 02]. Odpowiedzi
naczyniorozszerzajace wywolane przez adenozyng i AMP byly w catoSci hamowane przez
antagoniste receptorow purynergicznych P1, SPT, co §wiadczy, ze ich dziatanie wynikalo z
pobudzania receptora/receptorow klasy P1. W skiad rodziny receptorow purynergicznych P1
wchodza receptory adenozynowe A;, Aza, Azg, | Az [Burnstock, 07]. Uznaje sig, ze wzrost
przeplywu wiencowego w izolowanym sercu myszy odpowiadajg sprz¢zone z biatkiem Gs i
stymulujgce wzrost cAMP w miocytach receptory Aja [Flood, 01], aczkolwiek wg niektorych
autorow réwniez pozostate receptory klasy P1 odgrywaja pewna role [Talukder, 02; Tawfik,
06]. Odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotane przez ADP i ATP byly czgéciowo
hamowane przez SPT, a wigc byly zalezne zar6wno od aktywacji receptorow P1, jak i P2.
ADP i ATP aktywuja receptory purynergiczne klasy P2, ale nie P1 [Burnstock, 07], a wigc
hamowanie ich dziatlania naczyniorozszerzajacego przez SPT  $wiadczy o

wewnatrznaczyniowym rozktadzie ATP i ADP do AMP i adenozyny.

ZMIANY AKTYWNOSCI SRODBLONKOWEGO NO W
HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY

U myszy apoE/LDLR™ w wieku 2, 4 i 8 miesiccy, ale nie w wicku 1 miesigca, poziom
krwinkowej HbNO byt obnizony. HONO powstaje w wyniku reakcji uwalnianego przez
srodbtonek NO z deoksyhemoglobina, a jej poziom jest odzwierciedleniem ogodlnoustrojowe;j
biodostgpnosci NO pochodzenia srodbtonkowego [Dikalov, 05; Fink, 06]. Obnizenie poziomu
HbNO $wiadczy o uogoélnionym uposledzeniu $rodblonkowego wytwarzania NO w
hipercholesterolemii, poczawszy od 2 miesiaca zycia myszy apoE/LDLR™. Niedobor NO
wyprzedza wigc rozwdj blaszek miazdzycowych. Co ciekawe, wyraznym zmianom poziomu
HbNO nie towarzyszyly cechy niedoboru NO w krazeniu wiencowym. Biodostgpnos¢ NO w
izolowanym sercu byla oceniana na podstawie wielkoSci podstawowego przeptywu
wiencowego 1 odpowiedzi naczyniorozszerzajace] wywolanej przez Bk, ktore nie byly
uposledzone u myszy apoE/LDLR”. Co wiccej, wywolany przez Bk rozkurcz naczyn
wiencowych byt zwiekszony w grupie myszy 1 miesigcznych.
Prawdopodobna przyczyna uzyskanych rozbieznosci w obecnosci dysfunkcji §rodbtonka w
krazeniu wienhcowym 1 systemowym moze by¢ kompensacyjne zwigkszenie aktywnosSci
wewnatrzkomorkowych efektorow dla dziatania NO w krazeniu wiencowym, przede
wszystkim sGC, maskujace uposledzong produkcje NO przez srédbtonek wiencowy. Istotnie,

odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotane przez wszystkie stosowane w tej pracy donory
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NO (SNP, SNAP oraz DEA/NO) byty zwigkszone u myszy apoE/LDLR'/ ". Wzrost przepltywu
wiencowego wywotany przez SNP byt znacznie nasilony u myszy apoE/LDLR'/ “wwieku 2, 4
1 8 miesiecy, a wiec w obecnosci uktadowej dysfunkcji srodbtonka. U myszy apoE/LDLR'/' w
wieku 1 miesigca, przy prawidtowej uktadowej biodostgpnosci NO, nadreaktywnos$¢ naczyn
na SNP byta niewielka. Prawdopodobng przyczyna nadreaktywnosci naczyn na SNP mogt
by¢ wzrost aktywnosci sGC w mig$nidowce oporowych tetniczek wiencowych. Jak wynika z
moich wstgpnych doswiadczen oraz doniesien innych autorow [Adachi, 01],
naczyniorozszerzajace dziatanie SNP bylo zalezne wylacznie od aktywacji sGC. Wzrost
aktywnosci sGC jest czestym mechanizmem adaptacji do warunkow uposledzonej
biodostepnosci NO [Moncada, 91; Brandes, 00a; Jebelovszki, 08], réwniez w
hipercholesterolemii [Woodman, 04].

Z drugiej strony, naczyniorozszerzajace dzialanie pozostalych donorow NO, SNAP i
DEA/NO, bylo najwigksze u myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 miesigca, wigc przypuszczalnie
opierato si¢ na innym mechanizmie. W przeciwienstwie do SNP, SNAP i DEA/NO dziataja
naczyniorozszerzajaco aktywujac nie tylko sGC, ale tez SERCA [Ying, 07]. Aktywacja
SERCA wymaga reakcji NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym [Adachi, 04] i zwieksza
si¢ w warunkach stresu oksydacyjnego [Strosova, 09]. Poniewaz w hipercholesterolemii
produkcja O, jest zwigkszona, mechanizm ten moze odgrywac role w nadreaktywnosci
naczyh na SNAP 1 DEA/NO. Nalezy jednak réwniez zaznaczy¢, ze dziatanie spontanicznie
uwalniajacego NO DEA/NO w hipercholesterolemii w obecnos$ci zwiekszonego wytwarzania
O, moze by¢ uposledzone i zapewne dlatego zwigkszenie odpowiedzi wywolanej przez
DEA/NO byto wyrazne tylko u myszy apoE/ LDLR™ 1 miesigcznych.

Niezaleznie od rzeczywistych mechanizmow réznicujacych odpowiedzi na SNP, SNAP 1
DEA/NO, wzmozone odpowiedzi naczyniorozszerzajagce wywotane przez donory NO w
izolowanym sercu wydaja si¢ $wiadczy¢ o nadreaktywnos$ci sGC wynikajacej z niedoboru NO
w krazeniu wiencowym myszy apoE/ LDLR™.

Opisana w tej pracy rozbiezno$¢ w obecnosci dysfunkcji $§rédbtonka na poziomie
uktadowym 1 w krazeniu wiencowym moze wynika¢ nie tylko z mechanizméw
kompensacyjnych krazenia wiencowego, ktore nie wystepuja w innych lozyskach
naczyniowych, ale réwniez z metodyki badan. Zalezna od NO czynno$¢ $rédbtonka
wiencowego badana byta ex vivo w modelu izolowanego serca perfundowanego buforem
Krebsa-Henseleita, w warunkach znacznie odbiegajgcych od warunkéw in vivo, natomiast
poziom krwinkowej HbNO odzwierciedlal produkcje NO in vivo przez S$rodblonek
pozostajacy pod ciggtym wplywem krazacej krwi. W hipercholesterolemii jedng z przyczyn
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dysfunkcji $rodblonka jest zwigkszona produkcja anionorodnika ponadtlenowego, miedzy
innymi przez osoczowa oksydaze¢ ksantynowa [White, 96; Cardillo, 97], ktdorej ewentualny
wpltyw nie mogt by¢ uwzgledniony w modelu izolowanego serca. Nie byl uwzgledniony
rowniez wplyw krazacych we krwi LDL 1 oxLDL. LDL i oxLDL wywierajag bezposredni
wplyw na $rodbtonek, wywotujacy zwigkszong s$rodbtonkowa produkcje anionorodnika
ponadtlenkowego, uposledzong produkcja NO i zapalenie srodbtonka [Hein, 00; Simon, 90;
Myers, 94].

Badania w modelu izolowanego serca pomijaly roéwniez wplyw krazgcych elementow
morfotycznych krwi na czynno$¢ srodblonka, ktory wydaje sie mie¢ olbrzymig role in vivo.
Istniejg liczne dowody na udziat krazacych ptytek krwi i leukocytow w patogenezie
dysfunkcji srodbtonka o roznych przyczynach jak hipercholesterolemia, cukrzyca, starzenie
si¢ czy tez ostra infekcja [Wolfort, 08; Nellore, 04; Bulckaen, 08; Massberg, 02; Kharbanda,
02]. Wptyw krazacych ptytek i leukocytow na czynno$¢ srodblonka w warunkach patologii
jest szczegblnie wyrazny w mikrokrazeniu. Jednym z pierwszych zjawisk obserwowanych w
hipercholesterolemii in vivo jest nasilona adhezja i transmigracja leukocytow i ptytek krwi w
venulach oraz dysfunkcja motoryczna sgsiadujacych z nimi tetniczek [Scalia, 98; Stokes, 01;
Stokes, 07; Stokes, 09b; Tailor, 03; Tailor, 04]. Napigcie t¢tniczek znajduje si¢ pod tonicznym
wplywem NO parakrynnie uwalnianego z sasiadnich venul [Nellore, 02; Falcone, 90; McKay,
98; Saito, 94], a uwalnianie NO w venulach jest hamowane przez przylegajace do nich w
hipercholesterolemii plytki krwi, neutrofile i limfocyty T, co wiaze si¢ z upos$ledzeniem
czynnosci naczyniorozszerzajacej tetniczek [Zamboni, 97; Nellore, 04; Harris, 05; Stokes, 06;
Stokes, 07]. Analogiczne mechanizmy mogg dotyczy¢ naczyn krazenia wiencowego.
Interwencje zmniejszajace wzmozony bezposredni kontakt plytek krwi i1 leukocytow ze
srodbtonkiem, zwlaszcza deaktywacja selektyny P, moga wigc poprawia¢ zalezng od NO
czynnos$¢ motoryczng tetniczek w modelach doswiadczalnych [Kim, 07; Nellore, 02; Stokes,
06; Massberg, 02]. Roéwniez u pacjentow z dysfunkcjg $rodblonka, zastosowanie lekow
przeciwptytkowych: aspiryny [Noon, 98; Kharbanda, 02], inhibitora receptora TXA;
[Belhassen, 03], inhibitorow Gpllb/I1Ia [Heitzer, 03; Aymong, 02] oraz klopidogrelu [Heitzer,
06], przywraca prawidtowa czynnos$¢ §rodbtonka zaleznag od NO w mikrokrazeniu i duzych
tetnicach. Przylegajace do $rodbtonka plytki krwi i leukocyty uposledzaja biodostepnosé¢ NO
poprzez ekspresje 1 miejscowe uwalnianie mediatoré6w prozapalnych, dziatajacych na
srédblonkowe receptory blonowe 1 wzmagajace Srodbtonkowa produkcje reaktywnych form
tlenu [Stokes, 03; Stokes, 06; Wolfort, 08]. Dodatkowo, zwigkszona w hipercholesterolemii
aktywno$¢ ptytkowej NAD(P)H oksydazy prowadzi do wigkszej produkcji anionorodnika
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ponadtlenkowego, ktory bezposrednio uposledza biodostepnos¢ srodbtonkowego NO [Stokes,
07]. Rowniez krazace agregaty plytkowo-leukocytarne, obecne w krwi pacjentow z
hipercholesterolemia, moga wywotywaé dysfunkcje $rédblonka przez uwalnianie cytokin
prozapalnych [Klinkhardt, 02].

Bardzo ciekawg obserwacja tej pracy jest stwierdzony brak dysfunkcji srodbtonka u
myszy apOE/LDLR'/' w wieku 1 miesigca, pomimo znacznej cholesterolemii. Wzmozone
odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywotane przez Bk w izolowanych sercach 1
miesiecznych myszy apOE/LDLR'/' wydaja si¢ wynika¢ ze wzmozonej aktywnosci
wewnatrzkomorkowych efektorow dla dziatania NO (sGC, SERCA), a nie jego zwigkszonej
produkcji, ktora, przynajmniej w krazeniu uktadowym, byla podobna w poréwnaniu do
myszy kontrolnych. Réwniez Yang i wsp. stwierdzili, ze u mtodych myszy apoE™ w wieku 6
tygodni czynno$¢ $rodblonka badana in vivo byt prawidlowa, natomiast dysfunkcja
srodblonka pojawiata si¢ u myszy starszych [Yang, 99]. By¢ moze u podstaw tego zjawiska
lezy réznica w pokarmie, ktorym zywione byly zwierzeta. Myszy w wieku 4 tygodni
karmione byly mlekiem, natomiast myszy starsze standardowa karma laboratoryjna.
Wiadomo, ze niektore zwigzki naturalnie wystepujace w diecie i mogace wystgpowaé w
mleku, jak witamina C i E czy l-arginina w duzych dawkach moga zapobiega¢ rozwojowi
dysfunkcji srédbtonka w hipercholesterolemii [Ting, 97; Engler, 03; Brown, 01; Creager, 92].
Mechanizm oporno$ci 1 miesiecznych myszy apoE/LDL'/' na rozwoj dysfunkcji srodblonka
pomimo hipercholesterolemii wymaga dalszych badan.

Przedstawione w tej pracy wyniki $wiadcza jednoznacznie o uposledzeniu
biodostepnosci srodbtonkowego NO w krazeniu uktadowym u myszy apoE/LDLR™ w wieku
2 miesigcy 1 u myszy starszych. Tak wigc, pomimo zachowanych odpowiedzi
naczyniorozszerzajacych w krazeniu wiehcowym, wydaje si¢, ze uktadowa biodostepnos¢ NO
jest uposledzona. Warto doda¢, ze dysfunkcja srodbtonka i uposledzenie biodostepnosci NO
w 1zolowanej aorcie rowniez widoczne byty u myszy apoE/LDLR'/' 2 miesigcznych (wyniki
nie publikowane). Nalezy podkresli¢, ze dysfunkcja $rodbtonka u myszy apoE/LDLR'/',
podobnie jak u pacjentéw z hipercholesterolemiag [Celermajer, 92; Sorensen, 94; Steinberg,
97], wyprzedza wystapienie miazdzycy. Sugeruje to, ze uposledzenie naczynioprotekcyjnych
funkcji srodbtonkowego NO stanowi conditio sine qua non rozwoju miazdzycy i mozna je
wykry¢ na podstawie pomiaréw poziomu HbNO w erytrocytach. W krazeniu wienhcowym
rozwijajg sie¢ jednak mechanizmy kompensacyjne (na poziomie sCG), co pozwala zmniejszy¢

niekorzystne skutki niedoboru NO.
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ZMIANY WYTWARZANIA SRODBLONKOWEJ PGI, W
HIERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY

W celu zbadania aktywno$ci $rodblonkowej PGL, w krazeniu wiencowym w
hipercholesterolemii i miazdzycy badano rozkurcz naczyn wiencowych wywotany przez Ach
oraz wytwarzanie stabilnego metabolitu PGl,, 6-ketoPGF,,, w efluencie z izolowanego serca
myszy apoE/LDLR™. Dodatkowo, aby oceni¢ uktadowe wytwarzanie PGl,, badano stezenie
6-ketoPGF;, w osoczu. Zalezny od srodbtonkowej PGI, wzrost przeplywu wiencowego
wywotany przez Ach u myszy apoE/LDLR'/' byt zwigkszony w wieku 1 miesigca, ale nie w
wieku 2, 4 i 8 miesiecy. Podstawowe i stymulowane przez Ach uwalnianie 6-ketoPGFy, do
efluentu sercowego bylo zwigkszone u myszy apoE/LDLR'/ “w wieku 2, 4 1 8 miesiecy, ale
nie w wieku 1 miesigca. Zwigkszonemu wytwarzania PGI, w krazeniu wiencowym
wywotanym przez Ach u myszy apoE/LDLR'/' nie towarzyszyl zwigkszony rozkurcz naczyn.
Ten fakt mozna wytlumaczy¢ tym, ze stosowano dawke Ach (0.3 nmole) wywotujaca
maksymalng odpowiedz naczyniorozszerzajaca. Wytwarzanie PGI; w krazeniu systemowym
myszy apoE/LDLR'/' w wieku 2, 4 1 8 miesiecy byto rowniez zwigkszone po probie
wysitkowej, ale nie w warunkach spoczynku. Wyniki te §wiadcza o zwigkszonej produkcji
PGl, w hipercholesterolemii zaré6wno w krazeniu wiencowym 1 systemowym, ktora
rozpoczyna si¢ w wieku 2 miesigcy. W krazeniu systemowym zwigkszona produkcja PGI,
ujawniata si¢ w warunkach wysitku fizycznego, natomiast w warunkach spoczynku poziom
PGl; utrzymywat si¢ na fizjologicznym poziomie, prawdopodobnie dzigki zwigkszonemu jej
wydalaniu z moczem, powszechnie obserwowanym w hipercholesterolemii [Pratico, 00;
Belton, 00].

Co zaskakujace, u myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 miesigca, pomimo wytwarzania
PGIl, na poziomie analogicznym do myszy kontrolnych, rozkurcz naczyn wiencowych
wywotany przez Ach byt zwigkszony. PGI, produkowana przez $rodbtonek pod wpltywem
stymulacji przez Ach dziata naczyniorozszerzajagco poprzez aktywacje sprzezonego z
biatkiem Gs receptora btonowego, aktywacje cyklazy adenylowej 1 wzrost stezenia cAMP w
miocytach. cAMP jest rozktadane przez fosfodiesterazy (PDEs), ktorych aktywno$¢ jest
modulowana przez cGMP [Maurice, 03]. Gtéwnym enzymem rozkladajacym cAMP w
mig$niowce naczyn jest PDE3, ktorej aktywnos¢ jest hamowana przez zalezny od NO wzrost
stezenia cGMP. Wyniki moich do$wiadczen z uzyciem NO-donoréw sugeruja, ze w wieku 1
miesigca U myszy apoE/LDLR'/' wrazliwos¢ na NO jest zwigkszona, wigc tonicznie
uwalniany ze $rodbtonka NO moze via cGMP hamowa¢ zalezny od PDE3 rozktad cAMP i

potegowac naczyniorozszerzajace dzialanie PGI,.
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Znamienny jest fakt, ze wytwarzanie PGl, w krazeniu wiencowym 1 systemowym
myszy apoE/LDLR'/' bylo zwigkszone w wieku 2, 4 i 8 miesigcy, a wigc towarzyszylo
uktadowej dysfunkcji srodbtonka. Natomiast przy prawidlowej biodostepnosci NO, u myszy
apOE/LDLR'/' w wieku 1 miesigca, produkcja PGI, nie byla zwigkszona. Zwigkszona
produkcja PGI, byta wielokrotnie opisywana u pacjentow z hipercholesterolemia i miazdzyca
[FitzGerald, 84; Mehta, 88; Belton, 00], w zwierzecych modelach hipercholesterolemii
wywotanej dieta [Norman, 94; Bode-Boger, 98; Kim, 91] oraz u myszy z genetyczng
hipercholesterolemig [Pratico, 00; Belton, 03]. Co wiecej, wzrost wytwarzania PGI, nie jest
specyficzny dla hipercholesterolemii 1 miazdzycy, ale jest powszechny réwniez w innych
stanach uposledzenej biodostepnosci NO, jak niewydolno$¢ serca [Drelicharz, 08],
hipertrdjglicerydemia [Lovati, 88], nadcisnienie tetnicze [Lemne, 92], przewlekle choroby
zapalne [Hishinuma, 01], infekcje [Bernard, 91] czy u palaczy tytoniu [McAdam, 05; Nowak,
87]. Powszechne wspotwystgpowanie niedoboru NO i wzrostu wytwarzania PGl, w
srodbtonku  w réznych stanach patofizjologicznych sugeruje wspolne mechanizmy
odpowiedzialne za obydwa zjawiska. PGIl, produkowana jest z PGH; przez aktywno$¢
srodbtonkowego enzymu, syntazy prostacykliny (PGIS), PGH;, natomiast powstaje z kwasu
arachidonowego w reakcji katalizowanej przez COX-1 i COX-2 [Ullrich, 01]. PGIS w
srédblonku jest konstytutywnie aktywna, wiec wytwarzanie PGI; jest zalezne od dostgpnosci
kwasu arachidonowego i1 aktywnosci cyklooksygenaz. Obie formy COX, by by¢ aktywne,
wymagajg pewnego stezenia nadtlenkéw w komorce (tzw. ,,peroxide tone”), ktory dla COX-2
wynosi 2.3 nM, a dla COX-1 21 nM [Ullrich, 01]. Gtéwnym czynnikiem determinujacym
»peroxide tone” jest O7 ", ktorego zwigkszona generacja w hipercholesterolemii z jednej strony
uposledza biodostepnos¢ NO, ale réwniez zapewnia poziom ,,peroxide tone” konieczny do
petnej aktywnosci COX i zwickszonego wytwarzania PGI,, obserwowanego w warunkach
dysfunkcji $rodbtonka [Ullrich, 01]. By¢ moze zwigkszony ,,peroxide tone” stanowi
wytlumaczenie dla zwigkszonego wytwarzania PGI; toku rozwoju miazdzycy.

Inny mechanizm odpowiedzialny za uposledzenie biodostepnosci NO 1 wzrost produkcji PGI,
w hipercholesterolemii moze by¢ zwigzany z dzialaniem aktywowanych krazacych plytek
krwi na $rédbtonek. Aktywowane krazace plytki krwi w hipercholesterolemii i innych stanach
zwigzanych z dysfunkcja $rodbtonka uposledzaja biodostepnos¢ srodbtonkowego NO, ale
roOwniez uwalniajg nadtlenki prostaglandyn, ktére dyfunduja do s$rodbtonka 1 tam sg
metabolizowane do PGI, [Schafer, 84]. Dodatkowo, wydaje si¢, ze¢ NO moze wywierac
bezposredni toniczny hamujacy wptyw na produkcje PGl,, gdyz uposledzenie biodostepnosci

NO prowadzi do odhamowania jej produkcji in vitro i ex vivo [Osanai, 00; Matthews, 95], a
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przywrocenie prawidtowej produkcji NO przez zwiekszong podaz l-argininy w diecie
redukuje zwigkszong produkcj¢ PGI, w hipercholesterolemii [Bode-Boger, 98].

Dziatanie wazoprotekcyjne PGI, obejmuje hamowanie aktywacji plytek, proliferacji
mie$niowki naczyn oraz interakcji leukocytow i ptytek krwi ze srédbtonkiem [Cheng, 02;
Egan, 04; Kobayashi, 04], pokrywa si¢ wiec w pewnym stopniu z przeciwmiazdzycowym
dziataniem NO. Podczas gdy w warunkach fizjologii homeostaza uktadu krazenia jest
utrzymana glownie dzigki dziataniu NO, w warunkach dysfunkcji $rodblonka PGI; staje si¢
glownym czynnikiem chronigcym naczynia [Godecke, 98; Anning, 06; Sun, 06], co
potwierdzaja rowniez przedstawione w tej pracy wyniki. Sciana naczynia ,,broni si¢” przed
uposledzeniem wytwarzania PGI,, gdyz moze ono mie¢ katastrofalne skutki, zwlaszcza w
warunkach dysfunkcji srodbtonka. W modelach zwierzecych i u pacjentow, hypertensyjny i
prozakrzepowych efekt hamowania wytwarzania PGIl, jest obecny wylacznie przy
rownoczasowym zahamowaniu eNOS [McAdam, 99; Beierwaltes, 02; Sun, 06; Anning, 06].
Genetycznie modyfikowane myszy pozbawione receptora dla PGIl, wykazuja zwickszona
zakrzepowa, zapalng i aterogenng odpowiedz w warunkach dysfunkcji srédblonka wywotane;j
uszkodzeniem naczyn, ischemig/reperfuzjg i hipercholesterolemig [Murata, 97; Xiao, 01;
Cheng, 02; Kobayashi, 04; Egan, 04]. Ponadto, Archart i wsp. wykazali, ze naturalnie
wystepujaca u ludzi mutacja receptora dla PGI, (wariant receptora R212C), uposledzajaca
wigzanie PGI, 1 aktywacj¢ receptora, prowadzi do przyspieszonego rozwoju
atherothrombosis, ale tylko u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym, hiperlipidemisg, palacych
tyton czy cukrzyca, a wigc w obecnosci czynnikoéw uposledzajacych biodostepnos¢ NO
[Arehart, 08]. U pacjentéw bez czynnikéw ryzyka miazdzycy natomiast nie obserwowano
przyspieszenia atherothrombosis, co potwierdza, ze w warunkach uposledzone;j
biodostepnosci NO, PGI, odgrywa fundamentalng rol¢ w hamowaniu rozwoju patologii
naczyn. Innym przyktadem zgubnego wptywu niedoboru NO i braku kompensacyjnego
wzmozonego wytwarzania PGI, jest cukrzyca [Nie, 06; Zou, 02]. W cukrzycy produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego w $rodbtonku jest tak duza, ze reaguje on z NO
unieczynniajagc go, a powstate duze iloSci nadtlenoazotynu powoduja nitracje reszt
tyrozynowych biatek, w tym PGIS [Zou, 96; Davis, 05; Nie, 06]. Efektem nitracji PGIS jest
jej unieczynnienie, obnizone wytwarzanie PGI, [Johnson, 79; Silberbauer, 79] i nasilona
patologia naczyn makro- i mikrokrazenia [Johansson, 08; Bartels, 09].

Wyniki przedstawione w tej pracy sugeruja, ze wzrost produkcji PGI, w krazeniu wiencowym
myszy apoE/LDLR” w warunkach podstawowych jest zalezny od COX-2, natomiast po
stymulacji przez Ach jest zalezny od COX-1. Poniewaz PGI, powstaje w §rodbtonku gtownie
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na skutek dziatania sit $cinajacych krazacej krwi, wydaje si¢, ze glowng role w
kompensacyjnym wzro$cie wytwarzania PGI, u myszy apoE/LDLR'/' odgrywa COX-2.
Rowniez u ludzi COX-2 jest glownym zréodlem ogdlnoustrojowej PGI, [McAdam, 99].
Tragicznym potwierdzeniem udziatu COX-2 w kompensacyjnym wzro$cie wytwarzania PGI,
w warunkach niedoboru NO u pacjentdw byly proby badan klinicznych z zastosowaniem
selektywnych inhibitorow COX-2 (VIGOR, APPROVe) [Solomon, 05; Bresalier, 05] w
prewencji gruczolakow jelita grubego, zakonczone przedwczesnie z powodu duzej liczby
powiktan sercowo-naczyniowych u pacjentow stosujgcymi celekoksyb lub rofekoksyb.
Podsumowujac, u myszy apoE/LDLR'/ " uposledzonej biodostgpnosci NO towarzyszy
zwigkszone wytwarzanie PGI, w krazeniu wiencowym i1 ukladowym. PGI, staje si¢ wiec
glownym  przeciwplytkowym  mechanizmem  dysfunkcyjnego  $rodblonka  w

hipercholesterolemii.

ZMIANY CZYNNOSCI SRODBLONKA WIENCOWEGO ZALEZNEJ OD
AUTAKOIDOW PURYNOWYCH I ICH WEWNATRZNACZYNIOWYCH
PRZEMIAN W HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY

Trzecim gtdwnym mechanizmem przeciwptytkowym srodbtonka naczyniowego, poza
wytwarzaniem NO i PGlI,, jest blonowa ckspresja i aktywno$¢ kaskady ektoenzymow
rozkladajacych ATP 1 ADP do adenozyny. ATP i ADP rozktadany jest na skutek
skoordynowanej aktywnosci 2 ektoenzymow s$rodbtonkowych, ektodifosfohydrolazy
(eNTPD, CD39) i 5’-nukleotydazy (CD73), do odpowiednio AMP i adenozyny
[Zimmermann, 00; Godecke, 08]. Aktywnos¢ srodblonkowych CD39 i CD73 wykazuje silne
dziatanie przeciwptytkowe i przeciwzapalne poprzez 2 mechanizmy [Kawashima, 00]. W
pierwszej kolejnosci, CD39 rozktada uwalniany z ziarnisto$ci gegstych aktywowanych plytek
silny mediator ich aktywacji, ADP. ADP dziala auto 1 parakrynnie i poprzez wigzanie z
ptytkowymi receptorami P2Y'1 [Jin, 98; Hechler, 98; Fabre, 99] rekrutuje i aktywuje kolejne
ptytki, nasila ich agregacje [Marcus, 93] oraz zwicksza interakcje leukocytow ze
srodblonkiem [Oryu, 96]. Drugim mechanizmem przeciwptytkowego i przeciwzapalngo
dziatania kaskady ektoenzyméw srodbtonkowych jest wytwarzanie adenozyny przez CD73.
Adenozyna, poprzez aktywacje receptora Aja (nalezacych do klasy receptorow
purynergicznych P1) i wzrost cytoplazmatycznego cAMP, dziata silnie przeciwplytkowo

[Kawashima, 00], wzmaga produkcje $srodbtonkowego NO [Li, 95], hamuje $srédbltonkowe
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wydzielanie cytokin, ekspresje czastek adhezyjnych [Bouma, 96], czynnika tkankowego
[Deguchi, 98] i hamuje aktywnos¢ leukocytow [Cronstein, 83; Cronstein, 86].

Poniewaz aktywno$¢ CD39 i1 CD73 jest niezalezna od uwalniania NO i PGI; przez $rodblonek
[Marcus, 91; Marcus, 97], moze mie¢ fundamentalne znaczenie w utrzymaniu aktywnos$ci
przeciwptytkowej w stanach dysfunkcji srodblonka. Dlatego tez podjatem probe oszacowania
wewnatrznaczyniowych przemian ADP, AMP i adenozyny w krazeniu wiencowym myszy
apoE/ LDLR” poprzez pomiary metabolitow purynowych w efluencie z izolowanego serca
(ryc. 30). U myszy apoE/LDLR™ poziom AMP w efluencie sercowym po dosercowym
podaniu ADP byl obnizony w kazdej grupie wiekowej, co moze wskazywac na uposledzenie
aktywnosci CD39 w krazeniu wiencowym. Innym wytlumaczeniem tego zjawiska mogiby
by¢ przyspieszony rozktad AMP, ale poniewaz poziom metabolitow AMP, adenozyny i
inozyny, po podaniu ADP réwniez byl obnizony u myszy apoE/LDLR” w wieku 1 i 2
miesiecy, jest to mato prawdopodobne, przynajmniej w tych grupach wiekowych. Kolejnym
potencjalnym wytlumaczeniem jest znacznie zwigkszony transport dokomdrkowy adenozyny
u myszy apoE/ LDLR™ polaczony ze zwigkszong aktywnoscig CD73, lecz wydaje si¢ to mato
prawdopodobne, gdyz po podaniu adenozyny jej poziom jest nieznacznie obnizony u myszy
apoE/ LDLR™, co wyklucza duze zwigkszenie dokomodrkowego transportu adenozyny.
Poziom adenozyny w efluencie wiencowym po podaniu ADP byl obnizony u myszy
apoE/LD LR” tylko w wieku 1 1 2 miesigcy, natomiast u myszy starszych wracat do poziomu
fizjologicznego, co mozna by¢ moze tlumaczy¢ wzrostem aktywnos$ci drugiego enzymu
kaskady rozktadajacej ADP do adenozyny, CD73, u myszy apoE/LDLR” w wieku 4 i 8
miesi¢cy. Rzeczywiscie, po dosercowym podaniu AMP poziom adenozyny w efluencie
wiencowym byt zwiekszony w wieku 4 1 8 miesiecy, a stosunek stezen AMP do adenozyny w
efluencie byt obnizony, co moze wynika¢ ze zwigkszonej aktywnosci CD73. Innym
wytlumaczeniem zwigkszonego poziomu adenozyny po podaniu AMP moglby by¢
zmniejszony jej rozktad lub wychwyt przez komodrki. Ten mechanizm mozna jednak
wykluczy¢, gdyz po podaniu adenozyny jej poziom w efluencie sercowym byl nieco
obnizony, co sugeruje, ze jej wychwyt mogt byé wrecz zwigkszony. Réwniez
odzwierciedlajacy aktywnos$¢ deaminazy adenozyny stosunek st¢zen adenozyny do inozyny w
efluencie wiencowym po podaniu AMP byl podobny u myszy apoE/LDLR™ i myszy
kontrolnych, co przemawia przeciwko zwigkszonemu rozkltadowi adenozyny u myszy
apoE/ LDLR™. Tak wiec, wydaje si¢, ze zwiekszone wytwarzanie adenozyny przez CD73 w
wieku 4 1 8 miesigcy kompensuje uposledzone wytwarzanie AMP z ADP i normalizuje

produkcje adenozyny z ADP, pomimo uposledzonej aktywnosci CD39 (ryc. 30). Warto
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podkresli¢, ze gtownym zrodlem pozakomorkowej adenozyny jest ATP rozktadany przez
CD39 i CD73 via ADP i AMP, a jej generacja jest funkcjg aktywnosci calej kaskady
[Godecke, 08], wigc uposledzenie aktywnosci CD39 w hipercholesterolemii moze by¢
przyczyng istotnego niedoboru adenozyny in vivo w krgzeniu wiencowym, ktory jest
kompensowany u myszy apoE/ LDLR™. Nalezy zaznaczy¢, ze przeprowadzone przeze mnie
badania przemian nukleotydow w krazeniu wiencowym sg pierwsza proba oszacowania
wplywu hipercholesterolemii i miazdzycy na metabolizm nukleotydow adenozynowych przez
CD39 i CD73 ex vivo, jednak bezposrednia aktywnos$¢ enzyméw ani aktywno$¢ wychwytu
adenozyny nie byla oznaczana. Uposledzona generacja adenozyny w kragzeniu wiencowym w
wieku 1 1 2 miesigcy ma odbicie w czynno$ci oporowych tetnic wiencowych, gdyz
odpowiedzi naczyniorozszerzajace wywolane przez adenozyng, AMP, ADP i ATP byly
zwigkszone U myszy apoE/ LDLR” w wieku 112 miesiecy. Co ciekawe, wzrost aktywnosci
naczyniorozszerzajacej badanych nukleotydow jest w catosci zalezny od aktywacji
receptorow P1, gdyz byl znoszony przez antagoniste receptorow P1l, SPT. Zalezny od
receptorow P1 wzrost reaktywnos$ci naczyn wiencowych jest prawdopodobnie mechanizmem
kompensacji niedoboru adenozyny, gléwnego fizjologicznego agonisty receptorow Pl
[Burnstock, 07], umozliwiajacym prawidlowa regulacj¢ zaleznego od adenozyny przeptywu
wiencowego w hipercholesterolemii.

Obnizenie wytwarzania AMP z ADP u myszy apoE/LDLR™ nie jest zaskoczeniem,
gdyz aktywno$¢ S$roédblonkowej CD39 obniza si¢ w warunkach stresu oksydacyjnego
wywotanego aktywacja $rodbtonka cytokinami prozapalnymi in vitro i w warunkach
ischemii/reperfuzji in vivo [Candinas, 96; Robson, 97; Krotz, 02]. W hipercholesterolemii
wytwarzanie reaktywnych form tlenu w naczyniach jest réwniez zwigkszone i moze
thumaczy¢ uzyskane wyniki sugerujace uposledzenie aktywnosci CD39. Interesujaca
obserwacja tej pracy jest wzrost generacji adenozyny z AMP w wieku 4 1 8 miesigcy,
sugerujacy wzrost aktywnosci CD73, kompensujacy uposledzenie aktywnosci CD39 i
przywracajacy prawidlowe wytwarzanie adenozyny z ADP. Wzrost aktywnosci
srédblonkowej CD73 nie byl dotad opisywany w hipercholesterolemii, ale jest dobrze
opisanym mechanizmem kardioprotekcji w warunkach hipoksji 1 ischemii, w ktorych réwniez
dochodzi do uposledzenia aktywnosci CD39 [Minamino, 95]. Wazrost aktywnoSci
srédblonkowej CD73 jest réwniez jednym z mechanizmow wazoprotekcyjnego dziatania
statyn [Ledoux, 02], ktérych duza skutecznos$¢ kliniczna w zapobieganiu atherothrombosis
moze wynika¢ ze wzmacniania endogennych srédbtonkowych  mechanizméw

przeciwptytkowych, obejmujacych rowniez mechanizmy zalezne od adenozyny.
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Prawidtowa aktywno$¢ CD39 i CD73 ma duze znaczenie w utrzymaniu homeostazy
uktadu krazenia w warunkach fizjologii. Myszy pozbawione gendéw dla CD39 wykazuja
uposledzong czynno§¢ hemostatyczng ptytek krwi, przejawiajaca si¢ wydtuzonym czasem
krwawienia, nieefektywng hemostazg in vivo i uposledzona agregacja ex vivo, a tym zmianom
towarzyszy fenotyp prozapalny i prozakrzepowy $rodbtonka [Enjyoji, 99; Guckelberger, 04].
Pozbawienie aktywnosci CD73 z kolei prowadzi do jednoznacznie prozakrzepowego i
prozapalnego fenotypu, wynikajacego z niedoboru adenozyny [Koszalka, 04]. Zwigkszenie
aktywnosci CD39 in vivo poprzez podanie jej rekombinowanej rozpuszczalnej formy lub
transgenicznie zwigkszong ekspresj¢ zmniejsza agregacje plytek Kkrwi oraz dziata
przeciwzapalnie w roznych modelach eksperymentalnych [Gayle, 11, 98; Guckelberger, 04;
Dwyer, 04]. Wydaje si¢ wiec, ze uposledzenie wytwarzania adenozyny (oraz prawdopodobne
uposledzenie rozktadu ADP), obserwowane w krazeniu wiencowym myszy apoE/LDLR'/‘,
moze mie¢ swoOj udziat w rozwoju miazdzycy 1 prozakrzepowago fenotypu w
hipercholesterolemii. Powyzsze rozwazania pozostaja jednak jak na razie w krggu hipotez i

wymagaja dalszych, szczegdétowych badan.
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Rycina 30. Wewnatrzwieficowe przemiany nukleotydéw purynowych u myszy apoE/LDLR™" i ich

hipotetyczne zmiany u myszy apoE/LDLR™. Panel gorny: w krazeniu wiehcowym myszy apoE/LDLR**
dzigki aktywno$ci srodbtonkowych ektoenzymoéw CD39 i CD73, ATP i ADP sa dwuetapowo metabolizowane
do odpowiednio AMP i adenozyny (Ado). Powstata adenozyna jest rozkladana przez deaminaz¢ adenozynowa
do inozyny lub aktywnie transportowana do wngetrza komorek $rodbtonka.

Panel srodkowy: U myszy apoE/LDLR'/' w wieku 1 i 2 miesigcy wytwarzanie AMP i adenozyny z ADP jest
upos$ledzone, co moze wynika¢ z uposledzonej aktywnosci CD39 przy prawidtowej aktywnosci CD73.

Panel dolny: U myszy apoE/LDLR™ w wicku 4 i 8 miesi¢cy, wytwarzanie AMP, ale nie adenozyny, z ADP jest
upos$ledzone, natomiast wytwarzanie adenozyny z AMP jest zwigkszone, co moze wynika¢ ze zwigkszonej
aktywnos$ci CD73, kompensujgcej uposledzong aktywnos$¢ CD39.

Strzatki biale — uposledzona aktywnos$¢ CD39. Strzalki czarne — zwigkszona aktywno$¢ CD73.
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AKTYWACJA KRAZACYCH PLYTEK KRWI W HIPERCHOLESTEROLEMII 1
MIAZDZYCY

W celu zbadania aktywacji krazacych ptytek krwi u myszy apoE/LDLR'/ " oznaczatem
btonowa ekspresje aktywowanej GPlIb-I1Ia, biatek prozapalnych - selektyny P i CD40L, oraz
osoczowy poziom sCD40L. Blonowa ekspresja selektyny P i aktywowanej Gpllb-llla nie
roznita si¢ pomiedzy myszami apoE/LDLR™ i apoE/LDLR** w zadnej grupie wiekowe;,
natomiast blonowa ekspresja CD40L byla wicksza u myszy apoE/LDLR™ w wieku 1, 2, 4 i 8
miesiecy, a stezenie osoczowego sCD40L w wieku 2, 4 1 8 miesiecy.

Krazace ptytki krwi pod wplywem réznych bodzcéw moga ulegaé aktywacji i
przybiera¢ fenotyp prozapalny i prozakrzepowy, co przejawia si¢ zmiang ksztaltu, sekrecja
ziarnisto$ci, blonowa ekspresja bialek prozapalnych (CD40L, selektyna P), aktywacja
receptorow  blonowych (GPIIb-llla), wydzielaniem substancji prozakrzepowych i
wazoaktywnych (jak ADP i TXA,), adhezja do leukocytow, $rodbtonka i bialek macierzy
podsrodbtonkowej, agregacja i ostatecznie tworzeniem zakrzepu [Schwarz, 01]. Aktywacja
ptytek zachodzi gtéwnie na skutek wigzania agonistow (ADP, TXA,, trombina, vVWF, kolagen
czy 5-HT) z odpowiednimi receptorami btonowymi, zazwyczaj sprzezonymi z biatkami G;
lub Gy, co uruchamia wewnatrzptytkowe kaskady sygnatowe i powoduje reorganizacj¢
cytoszkieletu ptytkowego. Najwazniejszym 1 glownym wewnatrzptytkowym mechanizmem
aktywacji jest wzrost cytozolowego st¢zenia wapnia oraz aktywacja kinazy biatkowej C
(PKC) na skutek dziatania aktywnej fosfolipazy C (PLC). Aktywacj¢ ptytek ogranicza
toniczne dziatanie §rodbtonkowego NO, PGI; oraz ektoenzymoéw CD39 i CD73 generujacych
adenozyne. NO dziata poprzez aktywacje ptytkowej sGC z wytwarzaniem cGMP, natomiast
PGI, i adenozyna aktywuja odpowiednie receptory blonowe sprzgzone z biatkami Gs, CO
prowadzi do wzrostu wewnatrzptytkowego stezenia cAMP. cGMP i cAMP w ptytkach
dziataja synergistycznie poprzez aktywacj¢ odpowiednich kinaz biatkowych (cAK i cGK),
czego efektem jest spadek wewnatrzptytkowego stezenia wapnia, hamowanie reorganizacji
cytoszkieletu, degranulacji ziarnistosci, aktywacji biatek powierzchniowych 1 szlakow
transdukcji sygnatéw aktywujacych. W warunkach fizjologii ukladu krazenia istnieje
réwnowaga pomiedzy dzialaniem czynnikow przeciwptytkowych i aktywujacych, a krazace
ptytki nie wykazuja cech aktywacji. W hipercholesterolemii rownowaga ta zostaje zaburzona
na skutek bezposredniego dzialania LDL 1 oxLDL na plytki krwi oraz uposledzenia
srodbtonkowych mechanizmow przeciwptytkowych [Chen, 96; Lehr, 95; Hein, 00; Ardlie,
89; Hassall, 83; Vink, 00]. LDL oraz oxLDL wywiaraja dziatanie aktywujace na ptytki,

MAPK
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glownie poprzez fosforylacje 1 aktywacje p3 , o aktywuje cytoplazmatyczng fosfolipaze
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A, (CPLA,). W reakcji katalizowanej przez cPLA; z fosfolipidow btonowych jest uwalniany
kwas arachidonowy, z ktorego nastepnie, w reakcjach katalizowanych przez ptytkowa COX-1
i syntaze TXA,, powstaje TXA, [Hackeng, 99b; Hackeng, 99a; Korporaal, 05]. TXA, dziata
auto i parakrynnie na odpowiedni receptor ptytkowy (TR) sprz¢zony z biatkiem Ggq i Gio3 |
amplifikuje aktywacje plytek krwi wywotang przez LDL i1 oxLDL, uruchamiajac oparte na
aktywacji PLC, PKC i wzroscie st¢zenia wapnia gtowne szlaki aktywacji ptytek. U pacjentow
z hipercholesterolemia wystepuja cechy peitnej aktywacji ptytek krwi, tj. wzrost produkcji
TXA:; [FitzGerald, 84; Davi, 92; Broijersen, 98a; Belton, 00], zwiekszona ekspresja blonowa
P-selektyny [Broijersen, 98b], sP-selektyny [Davi, 98; Ferroni, 99], CD40L [Garlichs, 01b;
Cipollone, 02; Semb, 03; Sanguigni, 05; Martino, 07], aktywacja GPIIb-1lla [Labios, 05] oraz
tworzenie agregatow ptytkowo-leukocytarnych [Klinkhardt, 02]. W mysich modelach
hipercholesterolemii 1 miazdzycy, pomimo zwigkszonej podatnosci na eksperymentalnie
wywotang zakrzepice tetniczg [Schafer, 03; Wilson, 07], jedyna jednoznacznie
udokumentowang cechg aktywacji krazacych ptytek krwi in vivo jest wzrost syntezy TXA;
[Pratico, 00; Cyrus, 01; Belton, 03]. Ptytkowa ekspresja GPIIb-l1lla w mysiej
hipercholesterolemii nie byta dotad badana, natomiast istniejg rozbieznosci co do ptytkowe;j
ekspresji selektyny P. Wyniki uzyskane przez Kobayashi 1 wsp. oraz Wilsona sugeruja, ze
spoczynkowa blonowa ekspresja selektyny P u myszy apoE'/' nie jest zwigkszona, co znajduje
potwierdzenie w przedstawionych w tej pracy wynikach [Kobayashi, 04; Wilson, 07]. Z
drugiej strony, w modelu ostrej hipercholesterolemii wywolanej dieta, stwierdzono wzrost
ekspresji ptytkowej selektyny P [Tailor, 03]. Rowniez zwigkszone interakcje ptytek krwi i
leukocytow ze $rodbtonkiem, zalezne od selektyny P i obecne w mysich modelach
hipercholesterolemii [Scalia, 98; Stokes, 06], sugeruja jej zwickszong ptytkowa ekspresje.
Wyzej opisane rozbiezno$ci moga wynika¢ z metodyki badan. W czasie aktywacji plytek
dochodzi do degranulacji ziarnistosci o zawierajacych selektyng P, co zwigksza jej blonowa
ekspresje. Przez potaczenie selektyny P z odpowiednim receptorem na neutrofilach i
monocytach (PSGL-1) [Hamburger, 90], dochodzi do ich aktywacji i tworzenia kompleksow
ptytkowo-leukocytarnych [Peters, 99], co umozliwia interakcje leukocytow ze srodblonkiem i
rekrutacje leukocytéw do miejsc zapalenia. Po zwigzaniu z PSGL-1 ptytkowa selektyna P jest
degradowana do rozpuszczalnej formy osoczowej [Michelson, 96b], a plytki wykazujace
ekspresje selektyny P sg fagocytowane [Valles, 93; Peters, 99; Maugeri, 09]. Z tego powodu
oznaczanie btonowej ekspresji selektyny P moze nie wykrywaé aktywowanych ptytek 1 stad
wynikaja niejednoznaczno$ci w wynikach badan aktywacji ptytek krwi opartych na

oznaczaniu blonowe;j ekspresji selektyny P [Michelson, 96a].
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Pomimo braku wzrostu ekspresji selektyny P i aktywacji GPIlIb-IIla, blonowa

ekspresja CD40L w plytkach krwi myszy apoE/LDLR'/' byla zwigkszona we wszystkich
grupach wiekowych. Ekspresja selektyny P i CD40L oraz aktywacja GPlIb-IIla w ptytkach
krwi jest zalezna od aktywacji roznych szlakow sygnatowych, wigc mozliwa jest selektywna
ekspresja tylko jednej z prozapalnych czastek ptytkowych [Schwarz, 00; Hermann, 01;
Inwald, 03]. CD40L, podobnie jak selektyna P, jest magazynowany w puli cytoplazmatycznej
ptytek [Henn, 01; Hermann, 01] i przemieszczany do plazmalemmy pod wptywem bodzca
aktywujacego. Po reakcji z odpowiednim receptorem btonowym (CD40), CD40L jest
usuwany do osocza, gdzie krazy jako rozpuszczalna forma (SCD40L) [Henn, 01].
Aktywowane ptytki krwi sg gtdéwnym zroédtem sCD40L [Andre, 02a; Viallard, 02], a
osoczowe stezenie sCD40L jest odzwierciedleniem btonowej ekspresji CD40L w
aktywowanych ptytkach [Cipollone, 02; Sanguigni, 05]. Zalezno$¢ t¢ potwierdzaja do
pewnego stopnia uzyskane w tej pracy wyniki, gdyz osoczowe stg¢zenie sCD40L u myszy
apoE/ LDLR” byto zwigkszone w wieku 2, 4 i 8 miesigcy. Jedynie u 1 miesiecznych myszy
apoE/LDLR™ poziom sCD40L nie byt podniesiony, pomimo zwickszonej ptytkowej ekspresji
btonowego CD40L. Do uwalniania sCD40L z aktywowanych plytek krwi wymagany jest
udziat dodatkowych plytkowych przekaznikow, m. in. TXA, [Nannizzi-Alaimo, 03], ktore
mogg by¢ hamowane przez §rédbtonkowy NO u myszy apoE/LDLR'/ “w wieku 1 miesigca. U
apoE/ LDLR” z uposledzong biodostgpnosciag NO w wieku 2 miesiecy i starszych, produkcja
ptytkowego TXA, moze by¢ zwigkszona 1 przyczynia¢ si¢ do uwalniania sCD40L.
U pacjentdow z hipercholesterolemig ptytkowa ekspresja CD40L oraz osoczowe ste¢zenie
sCD40L sa zwigkszone [Garlichs, 01b; Semb, 03; Sanguigni, 05]. Stezenie sCD40L jest
roéwniez podniesione w 0soczu myszy apoE™ [Li, 08], co sugeruje jego zwickszona ptytkowa
ekspresje.

Btonowa ekspresja CD40L w plytkach krwi nie byta dotad bezposrednio badana w
modelu mysiej hipercholesterolemii. CD40L jest gtownym ptytkowym mediatorem zapalnym
i wzrost jego ekspresji w hipercholesterolemii ma duze znaczenie dla rozwoju dysfunkcji
srodbtonka, miazdzycy 1 jej powiktan zakrzepowych. Osoczowe sCD40L wykazuje
aktywnos¢ biologiczng w stgzeniach rzgdu 0.5 — 1.0 pg/ml [Urbich, 02; Chen, 08], a wiec
znacznie przekraczajacych stgzenia w osoczu pacjentow 1 myszy apoE/LDLR'/' i
prawdopodobnie nie ma znaczenia patofizjologicznego in vivo [Henn, 01].

Blonowy CD40L poprzez bezposrednia interakcje z receptorem CD40 [Henn, 01] aktywuje
prozapalnie glowne komorki biorgce udziat w patogenezie miazdzycy, a wigc $rodblonek,

ptytki krwi i monocyty [Alderson, 93; Kiener, 95; Mach, 97]. CD40L dziala rowniez
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posrednio, pobudzajac limfocyty do produkcji silnie aktywujacego $rodbtonek interferonu
[Poudrier, 98; Stokes, 09a].

CD40L stymuluje $rodbtonek do ekspresji czastek adhezyjnych (VCAM-1, ICAM-1, E-
selektyna) [Karmann, 95; Kotowicz, 00; Singh, 01; Omari, 03], produkcji chemokin (lI-8,
MCP-1) [Thienel, 99] i cytokin prozapalnych (I11-12) [Dechanet, 97; Lienenluke, 00] oraz
wzmaga produkcje reaktywnych form tlenu w §rodbtonku, efektem czego jest uposledzenie
biodostepnosci NO i dysfunkcja §rodbtonka [Urbich, 02; Davis, 05; Chen, 08; Stokes, 09a].
Aktywacja $rodbtonka przez CD40L w hipercholesterolemii in vivo zachodzi w miejscach
nasilonych interakcji elementow morfotycznych krwi ze $ciang naczynia, a wigc w duzych
tetnicach oraz venulach mikrokrazenia, czego efektem jest rozwdj miazdzycy [Mach, 98;
Lutgens, 99; Schonbeck, 00], zapalenia $rodbtonka venul oraz dysfunkcji motorycznej
arterioli [Heitzer, 06; Wohrle, 06; Stokes 09a].

CDA40L, dziatajac przez CD40, aktywuje rowniez plytki krwi do degranulacji 1 ekspres;ji
selektyny P [Inwald, 03], co nasila interakcje ptytek z leukocytami i $rodblonkiem i ich
wzajemng aktywacje [Stokes, 06]. CD40L wigze si¢ rowniez z plytkowa GPIIb-llla, co
stabilizuje agregaty plytkowe w zatorze te¢tniczym, nasila eksperymentalng zakrzepice w
warunkach duzych sit $cinajacych [Andre, 02b] i sugeruje, ze CD40L moze odgrywac role w
zakrzepowych powiktaniach miazdzycy. Istotnie, podniesione stezenie sCD40L wystepuje u
pacjentow z ostrymi zespolami wiencowymi [Garlichs, 01a] i jest rOwniez zwigzane z
ryzykiem powiktan atherothrombosis u zdrowych kobiet [Schonbeck, 01].

Podsumowujac, mozna postawi¢ teze, ze u myszy apoE/LDLR'/', pomimo
zwickszonego  §rddblonkowego wytwarzania PGI; kompensujacego  uposledzong
biodostepnos¢ NO i uposledzone wytwarzania adenozyny, dochodzi do selektywnej aktywacji
uktadu CD40L — sCD40L, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w rozwoju dysfunkcji

srodbtonka i miazdzycy w tym modelu [Mach, 98].

ODPOWIEDZ OSTREJ FAZY W HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY

W celu zbadania wptywu hipercholesterolemii i miazdzycy na odpowiedz ostrej fazy u
myszy apoE/LDLR™ oznaczalem osoczowe stezenie biatka ostrej fazy, SAA. Stezenie SAA
W 0soczu myszy apoE/LDLR™ bylo zwigkszone wylacznie w wieku 4 1 8 miesiecy, a wiec
dopiero w wieku, w ktorym wystepuja nasilone zmiany miazdzycowe w duzych tetnicach. U
mtodszych myszy poziom SAA nie byl podniesiony.

U myszy SAA jest gtownym bialkiem nalezacym do grupy bialek ostrej fazy, czyli

protein osocza, ktorych watrobowa synteza jest zwigkszona w odpowiedzi na uszkodzenie
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tkanek lub zakazenie [Uhlar, 99]. U ludzi gléwnym biatkiem ostrej fazy jest CRP, ktore
jednak nie wystepuje u myszy [Szalai, 02]. Gléwnymi mediatorami pobudzajacymi
watrobowa produkcje SAA i innych bialek ostrej fazy sa prozapalne cytokiny (I1-6, 11-1f,
TNF-0), uwalniane przez aktywowane komorki zapalne w miejscu lokalnego zapalenia
wywotanego przez uraz tkanek lub infekcje [Kushner, 82]. Wzrost osoczowego stezenia SAA
1 CRP towarzyszy nie tylko ostrym stanom zapalnym wywotanym przez uraz lub infekcje, ale
tez czynnikom ryzyka miazdzycy zwigzanym z dysfunkcja i zapaleniem $rodblonka oraz
aktywacja krazacych plytek krwi, jak hipercholesterolemia, otytos$¢, cukrzyca, nadcisnienie
tetnicze, hipertrojglicerydemia czy palenie tytoniu [Danesh, 04; Chait, 05]. Moze to
sugerowaé, ze odpowiedz ostrej fazy jest generowana przez czynniki ryzyka miazdzycy per se
lub mediatory zapalne uwalniane przez aktywowane ptytki lub $rodblonek. Uzyskane w tej
pracy wyniki nie potwierdzaja tych przypuszczen, gdyz poziom SAA nie byt podniesiony u
myszy apOE/LDLR'/' w wieku 2 miesiecy, pomimo obecnosci hipercholesterolemii,
dysfunkcji $rdédblonka i cech aktywacji krazacych ptytek krwi. Réwniez u pacjentow z
hipercholesterolemiag wystepuje wzrost poziomu CRP, ktoéry jednak nie koreluje ze stgzeniem
LDL [Ridker, 01] i nie jest obnizany przez leczenie aspiryng [Ferroni, 99]. Nie stwierdza si¢
rowniez zaleznosci pomiedzy wzrostem stezenia CRP a wystgpowaniem dysfunkcji
srodblonka w hipercholesterolemii [Rueda-Clausen, 09]. Powyzsze fakty przemawiaja
przeciwko udzialowi aktywowanych krazacych ptytek krwi 1 dysfunkcji Srodbtonka w
wyzwalaniu odpowiedzi ostrej fazy w hipercholesterolemii.

Obserwowany przez mnie wzrost poziomu SAA u myszy apoE/LDLR™ dopiero w
wieku 4 i 8 miesiecy sugeruje, ze jest on wynikiem lokalnego zapalenia i wytwarzania cytokin
zapalnych przez zmieniong miazdzycowo §cian¢ naczynia 1 wtornej stymulacji watrobowej
odpowiedzi ostrej fazy. W plytce miazdzycowej toczy si¢ proces zapalny z udziatem plytek
krwi, makrofagéw i limfocytow, ktore produkuja prozapalne cytokiny (11-6, 1l-1, TNF-a)
uwalniane do krazenia 1 mogace stymulowac hepatocyty do produkcji bialek ostrej fazy
[Ross, 99]. Potwierdzeniem centralnej roli lokalnego zapalenia w tetnicach w wywotywaniu
watrobowej odpowiedzi ostrej fazy jest fakt, ze leczenie przeciwzapalne statynami,
redukujace ilo§¢ komorek zapalnych w ptytkach miazdzycowych [Williams, 98], zmniejsza
réwniez poziom CRP w hipercholesterolemii [Ferroni, 99; Ridker, 01]. U pacjentow
osoczowy poziom CRP i SAA jest pozytywnie skorelowany z klinicznym i radiologicznym
nasileniem choroby niedokrwiennej serca [Jousilahti, 01; Mezaki, 03]. Rowniez w
zwierzecych modelach hipercholesterolemii 1 miazdzycy stwierdzono korelacj¢ migdzy

nasileniem miazdzycy a poziomem osoczowego SAA [Lewis, 04; van Lenten, 07]. Co wigcej,
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Liao 1 wsp. stwierdzili, za wzrost SAA wywotany dtugotrwalg dietg aterogenng byt wiekszy w
szczepie myszy wrazliwym na rozwoj miazdzycy (C57Bl/6) niz w szczepie myszy
miazdzyco-opornym (C3H/HeJ) [Liao, 94]. Tak wigc, uzyskane przez mnie wyniki wydajg si¢
potwierdza¢, ze SAA jest posrednim markerem nasilenia miazdzycy i1 zapalenia $ciany
naczynia, ale nie uogolnionej dysfunkcji srodbtonka i aktywacji krazacych ptytek krwi w
hipercholesterolemii.

Innym zagadnieniem zwigzanym z rola SAA w hipercholesterolemii i miazdzycy jest
jego wptyw na rozwo6j atherothrombosis. Badania epidemiologiczne i kliniczne sugeruja, ze
podniesiony poziom SAA, jak réwniez CRP, jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju
atherothrombosis [Liuzzo, 94; Ridker, 98; Ridker, 00; Albert, 03; Blake, 03]. W zwiazku z
tym, niektorzy autorzy sugeruja, ze SAA moze mie¢ bezposredni wptyw patogenny na rozwoj
blaszki miazdzycowej [Lewis, 04; van Lenten, 07], aczkolwiek jak dotad nie ma na to
bezposrednich dowodéw wynikajacych z badan in vivo. In vitro, SAA wykazuje szereg
dzialan o proaterogennym potencjale, jak pobudzanie chemotaksji i adhezji monocytow i
neutrofili [Badolato, 95; Badolato, 00], uposledzanie biodost¢pnosci $rodblonkowego NO
przez stymulacje produkcji reaktywnych form tlenu [Wang, 08] czy pobudzanie syntezy
proteoglikanu przez miocyty i retencji lipoprotein w tetnicach [Wilson, 08]. SAA réwniez
wplywa na transport lipidow i wypiera apolipoproteing apoA-I z czastek HDL, co hamuje
estryfikacj¢ cholesterolu i zwigksza st¢zenie wolnego cholesterolu w osoczu [Steinmetz, 89].
Dodatkowo, SAA wiaze wolny cholesterol i zwicksza jego wychwyt przez makrofagi
[Kisilevsky, 92]. Z drugiej strony, SAA wykazuje réwniez dziatanie przeciwzapalne i
przeciwmiazdzycowe: hamuje aktywacj¢ plytek krwi [Zimlichman, 90], zwigksza
wytwarzanie PGI, [Shainkin-Kestenbaum, 96] i hamuje czynno$¢ limfocytow [Benson, 79].
Tak wiec, udziat SAA w patogenezie miazdzycy nie jest rozstrzygniety. U myszy
apoE/ LDLR™ zwigkszone stgzenie SAA towarzyszylo wylacznie juz rozwinigte] miazdzycy,
co sugeruje, ze SAA nie odgrywa znaczgcej roli na wczesnych etapach rozwoju miazdzycy 1
wydaje si¢ by¢ jedynie wskaznikiem odpowiedzi zapalnej watroby towarzyszacej progresji

miazdzycy.

WYDOLNOSC WYSIEKOWA W HIPERCHOLESTEROLEMII I MIAZDZYCY

W celu zbadania wptywu hipercholesterolii 1 miazdzycy na wydolnos¢ wysitkowa,
myszy apOE/LDLR'/' poddane zostaly prébie wysitkowej. Wydolnos¢ wysitkowa myszy
apOE/LDLR'/' w wieku 2, 4 1 8 miesiecy byla prawidlowa, a wywolane wysitkiem

wytwarzania PGl; byto wigksze niz u myszy kontrolnych.



Dyskusja 85

Prawidtowa tolerancja wysitku fizycznego zalezy od wydolnosci zintegrowanych
srodbtonkowych ~ mechanizméw  przeciwplytkowych i naczyniorozszerzajacych,
zapewniajacych odpowiednig perfuzje tkankowa, zwlaszcza perfuzje migsnia sercowego, i
transport tlenu do miegs$ni. Fizjologiczng reakcja na intensywny wysitek fizyczny jest
aktywacja krazacych ptytek krwi, co przejawia si¢ zwigkszong produkcja TXA,, blonowa
ekspresja selektywny P krazacych plytek krwi oraz tworzeniem agregatéw plytkowo-
ptytkowych i ptytkowo-leukocytarnych [Mehta, 83; Laustiola, 84; Bartsch, 99; Li, 99;
Broadley, 03; Li, 07]. Réwnoczesnie, zwekszone jest uwalnianiec PGI, ze $ciany naczynia
[Mehta, 83; Laustiola, 84; Feng, 99; Zoladz, 09]. Zwigkszone uwalnianic PGI, wydaje si¢
mie¢ ogromng role w utrzymaniu prawidtowej wydolnosci wysitkowej, gdyz wzrost produkcji
PGl, w wysitku koreluje z wydolnoscig wysitkowa [Zoladz, 09]. PGl, ogranicza nadmierng
aktywacj¢ krazacych plytek i1 tworzenie agregatéw plytkowych, ktére moga uposledzac
przeptyw krwi w mikronaczyniach mig¢éni szkieletowych i migsnia sercowego (mechanicznie
czopujac kapilary lub uwalniajac mediatory obkurczajace naczynia, takie jak TXA, czy 5-
HT), ogranicza¢ perfuzje tkankowa 1 wuposledza¢ wydolnos¢ wysitkowa. Role
przeciwplytkowej PGl, w fizjologii wysitku fizycznego podkresla fakt, ze analogi PGI»
poprawiaja wydolno$¢ wysitkowa [Bugiardini, 86]. W przeciwienstwie do PGI,, udziat NO w
regulacji czynno$ci ukladu krazenia w wysitku fizycznym nie jest jednoznaczny, a
prawidtowa biodostgpnos¢ NO nie wydaje si¢ odgrywaé gléwnej roli w utrzymaniu
prawidlowej wydolnosci wysitkowej [Persson, 90; Wilson, 93; O'Leary, 94; Hussain, 92].

U pacjentow z miazdzyca wydolnos¢ wysitkowa jest uposledzona, aczkolwiek
mechanizm tego zjawiska jest zlozony 1 oprocz nadmiernej wysitkowej aktywacji krazacych
ptytek krwi obejmuje réwniez uposledzenie perfuzji tkankowej spowodowane zwezeniem
zmienionych miazdzycowo tetnic [Kishi, 92; Mehta, 83]. Wplyw patologii uktadu krazenia na
wytwarzanie PGl, w toku wysitku fizycznego nie jest jednoznaczny. Wedlug niektorych
doniesien, w obecnosci miazdzycy, nadcisnienia te¢tniczego czy cukrzycy, wzrost produkcji
PGI, w toku wysitku fizycznego jest zwigkszony, co pozwala na utrzymanie aktywacji plytek
na poziomie fizjologicznym dla wysitku [Lemne, 92; Lindemann, 99; Hilberg, 04]. Inni
autorzy twierdza jednak [Mehta, 83; Kishi, 92], ze miazdzyca uposledza wysitkowe
uwalnianie PGl,, co wiaze si¢ ze zwigkszong aktywacje¢ plytek, konsekwencjg ktorej moze
by¢, oprocz uposledzonej wydolnosci wysitkowej, wystepowanie zakrzepowych powiktan
miazdzycy, ktorych ryzyko u pacjentow niewytrenowanych w intensywnym wysitku

fizycznym rosnie wielokrotnie [Bartsch, 99].
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Podsumowujac, uzyskane w tej pracy wyniki wykazuja, ze u myszy apoE/LDLR'/‘
wysiltek fizyczny zwigzany jest ze zwigkszonym wytwarzaniem PGIy, co moze przyczyniaé
si¢ do zachowania wydolno$ci wysitkowej na prawidlowym poziomie, pomimo obecno$ci

hipercholesterolemii i blaszek miazdzycowych.
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WNIOSKI

1. W modelu genetycznej hipercholesterolemii, jakim sg myszy apoE/LDLR'/‘, miazdzyca w
naczyniach tetniczych rozwija si¢ spontanicznie. Rozwdj blaszek miazdzycowych
wyprzedza aktywacja krazacych ptytek krwi (CD40L) oraz uposledzone uktadowe
wytwarzanie NO przez $rddblonek, a miazdzycy towarzyszy wzrost produkcji biatka
ostrej fazy, SAA.

2. W krazeniu wiencowym myszy apoE/LDLR'/' wystepuja zmiany aktywnos$ci wszystkich
trzech glownych §rodbtonkowych mechanizméw przeciwptytkowych, NO, PGI; i
adenozyny. W izolowanym sercu myszy apoE/LDLR”" nie ma uposledzenia rozkurczu
naczyn wiencowych zaleznego od S$rodbtonkowego NO, a nawet ta odpowiedZ jest
zwickszona u myszy apoE/LDLR” w wicku 1 miesigca. Zwigkszona wrazliwo$¢é na
donory NO sugeruje jednak, ze in vivo w krazeniu wiencowym biodostgpnosé NO moze
by¢ uposledzona.

3. Wiencowe wytwarzanie PGI, u myszy apOE/LDLR'/' jest zwiekszone w sposob zalezny
zarobwno od COX-1, jak i COX-2. Wytwarzanie PG, jest zwigkszone rowniez na
poziomie calego krazenia systemowego.

4. U mlodych myszy apoE/LDLR'/' uposledzone jest wewnatrznaczyniowe wytwarzanie
adenozyny z ADP w krazeniu wiencowym, prawdopodobnie na skutek dysfunkcji CD39.
Wytwarzanie adenozyny w krazeniu wiencowym ulega normalizacji u myszy starszych,
prawdopodobnie dzigki kompensacyjnie zwiekszonej aktywnosci CD73. Uposledzonemu
wytwarzaniu adenozyny towarzyszy zwigkszona wrazliwo$¢ tetnic wiencowych na
adenozyng.

5. Mozna przypuszczaé, ze opisane w tej pracy kompensacyjno-adaptacyjne zmiany
czynnosci $rodblonka wiencowego pozwalaja zachowac¢ prawidlowa wydolnosé
wysitkowa u myszy apoE/LDLR'/', pomimo obecnosci prozapalnego i1 aktywujacego

ptytki krwi Srodowiska hipercholesterolemii oraz uposledzonej biodostgpnosci NO.
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STRESZCZENIE

Prozapalna aktywacja krazacych plytek krwi w hipercholesterolemii jest jednym z
glownych patomechanizméw rozwoju miazdzycy. Aktywowane ptytki krwi, poprzez szereg
prozapalnych mechanizmow, wywotuja dysfunkcje i zapalenie §rodbtonka, migracje komorek
zapalnych do $ciany naczynia 1 rozw0j blaszki miazdzycowej. Gtowne czynniki hamujace
prozapalng aktywacje krazacych ptytek krwi to $rodbtonkowa produkcja NO, PGI, oraz
aktywno$¢ $rodbtonkowych ektoenzymow rozktadajacych aktywujacy ptytki ADP do
dzialajacej przeciwptytkowo adenozyny. Pomimo tego, ze w hipercholesterolemii
biodostepnos¢ NO jest uposledzona, wydaje si¢, ze w $rodbtonku ujawniajg si¢ inne
mechanizmy kompensacyjne i1 adaptacyjne, hamujace aktywacje ptytek krwi, zapalenie
naczyn i rozwoj miazdzycy.

Celem tej pracy doktorskiej byto okreslenie wptywu hipercholesterolemii i miazdzycy
w toku jej rozwoju na aktywno$¢ glownych $rodbtonkowych mechanizméw
przeciwptytkowych i przeciwzapalnych (NO, PGI; i adenozyny) w krazeniu wiencowym.

Badania niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzane byly w mysim modelu
genetycznej hipercholesterolemii i miazdzycy (myszy apoE/LDLR™). W modelu tym myszy
pozbawione s3 gendow dla apolipoproteiny E oraz receptora dla LDL i metabolizm lipoprotein
jest zaburzony, co skutkuje znaczng hipercholesterolemia i spontanicznym rozwojem
miazdzycy.

Srédbtonkowe mechanizmy przeciwplytkowe u myszy apoE/LDLR'/' byly badane w
krazeniu wiencowym przed rozwojem miazdzycy (myszy apoE/LDLR” w wieku 1 i 2
miesigcy) oraz w obecno$ci miazdzycy o r6znym stopniu nasilenia (myszy apoE/LDLR'/' w
wieku 4 1 8 miesigcy). Czynnos¢ krazenia wieicowego byta badana w modelu izolowanego
serca myszy, perfundowanego wstecznie wg Langendorffa. Badane byly nastepujace
parametry: wielkos¢ odpowiedzi naczyniorozszerzajacej zaleznej od $rédbtonkowego NO
(wywotanej przez Bk), srodbtonkowej PGI, (wywotlanej przez Ach) lub od adenozyny i jej
wewnatrznaczyniowego wytwarzania (wywotanej przez AMP, ADP lub ATP). Badano
rowniez reaktywna hiperemi¢ (RH30s) oraz odpowiedzi wywotane przez donory NO (SNP,
SNAP, DEA/NO). Badania czynnosciowe krazenia wiencowego uzupetnione byty o pomiary
biochemiczne. W efluencie sercowym oznaczano poziom poziom metabolitow PGI, (6-keto-
PGF,,) i adenozyny. Aby oceni¢ aktywnos$¢ srodbtonkowego NO i PGl, w krazeniu

uktadowym, analizowano poziom HbNO w erytrocytach i stezenie 6-keto-PGF;, w 0soczu.
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Badano réwniez wybrane parametry prozapalnej aktywacji krazacych plytek krwi metoda
cytometrii przeptywowej (blonowa ekspresja selektyny P, CD40L i aktywowanej GPI1b-I11a),
a takze osoczowe stg¢zenie sCD40L oraz biatka ostrej fazy, SAA. W koncu przeprowadzono
badania wydolnosci wysitkowej myszy, ktore mialy oceni¢ catkowita wydolnos$¢
srodbtonkowych mechanizmow przeciwplytkowych i wazoregulacyjnych.

Uzyskane wyniki dowodza, Ze u myszy apoE/LDLR”" zmiany miazdzycowe s obecne
poczawszy od 4 miesigca zycia i towarzyszy im wzrost osoczowego stezenia SAA. Obecnos¢
zmian miazdzycowych jest poprzedzona uposledzeniem ukladowej biodostgpnosci NO oraz
aktywacja krazacych ptytek krwi zalezng od ekspresji CD40L, poczawszy od 2 miesigca zycia
myszy apoE/LDLR™",

W izolowanym sercu myszy apoE/LDLR™ obecne s  zmiany aktywnosci
przekaznictwa S$rodblonkowego zaleznego od NO, PGI, i adenozyny. Zalezna od NO
czynnos$¢ $rodbtonka wiencowego nie jest upo$ledzona, prawdopodobnie dzigki
kompensacyjnie zwigkszonej wrazliwo$¢ §ciany naczyn wiencowych na dziatanie NO na
poziomie sGC. Zwigkszone jest natomiast wiencowe wytwarzanie PGI,, zardwno przez
srodblonkowy COX-2, jak i COX-1. U miodych myszy apoE/LDLR” uposledzone jest
wewnatrznaczyniowe wytwarzanie adenozyny z ADP w krazeniu wiencowym,
prawdopodobnie na skutek dysfunkcji CD39, a niedoborowi adenozyny towarzyszy
zwiekszona wrazliwo$¢ tetnic wiencowych na adenozyne. Wewnatrzwiencowe wytwarzanie
adenozyny ulega normalizacji u myszy starszych, prawdopodobnie dzigki kompensacyjnie
zwigkszonej aktywnosci CD73. Co ciekawe, odpowiedzi naczyniorozszerzajace zalezne od
srodblonkowego NO i PGI;, sg zwigkszone u 1 miesigcznych myszy apoE/LD LR,

Wydolno$¢ wysitkowa nie jest uposledzona u myszy apoE/LDLR'/', a probie
wysitkowej towarzyszy zwigkszone uktadowe wytwarzanie PGI,.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze u myszy ApoE/LDL'/' wystepuja adaptacyjne zmiany
czynnos$ci $rodblonka wiencowego, ktore obejmuja wszystkie trzy uktady przeciwptytkowe;j
obrony $ciany naczynia (NO, PGl,, adenozyna). Adaptacyjne zmiany czynnosci §rédblonka
mogg by¢ podstawa utrzymania prawidtowej wydolnosci wysitkowej u myszy ApoE/LDL'/ P

pomimo obecnosci hipercholesterolemii i zaawansowanych zmian miazdzycowych
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SUMMARY

Proinflammatory activation of circulating platelets is the principal pathomechanism of
atherosclerosis development. Activated platelets stimulate endothelial inflammation and
dysfunction, migration of inflammatory cells into vessel wall and atherosclerotic plaque
development. Endothelial release of NO and PGI, and the activity of endothelial ectoenzymes
generating adenosine are the main factors inhibiting proinflammatory activation of circulating
platelets. In hypercholesterolemia, although NO bioavaibility is impaired, it seems that
endothelium develops other compensatory and adaptive mechanisms, attenuating platelet
activation, vessel wall inflammation and atherosclerosis development.

The aim of this work was to characterise the activity of the main endothelial
antiplatelet and antiinflammatory mechanisms (NO, PGI, and adenosine) in the coronary
circulation in hypercholesterolemic mice along the development of atherosclerosis.

Mouse model of hypercholesterolemia and atherosclerosis was used (apoE/LDLR™
mice). In this model, genes for apolipoprotein E and LDL receptor are absent and lipoprotein
metabolism is profoundly altered, resulting in hypercholesterolemia and spontaneous
development of atherosclerosis.

Endothelium-dependent antiplatelet mechanisms in apoE/LDLR” mice were
investigated in coronary circulation before atherosclerosis development (in 1 and 2 month old
apoE/LDLR” mice) and in the presence of atherosclerotic lesions (in 4 and 8 month old
apoE/LDLR™” mice). Coronary function was examined in the isolated mouse heart model
according do Langendorff. The following parameters were examined: NO-dependent
vasodilation (evoked by Bk), PGl,-dependent vasodilation (evoked by Ach) and vasodilation
evoked by adenosine or dependent on intracoronary production of adenosine (evoked by
AMP, ADP or ATP). Reactive hyperemia and vasodilation evoked by NO-donors (SNP,
SNAP, DEA/NO) were also examined. Functional characterisation of coronary vessels was
accompanied by a biochemical studies. Concentrations of PGI, (6-keto-PGF;,) and adenosine
metabolites were determined in coronary effluent. To investigate the activity of NO i PGl; in
systemic circulation, HoNO level in erythrocytes and 6-keto-PGFy, concentration in plasma
was determined. Selected parameters of proinflammatory activation of circulationg platelets
were analyzed by flow cytometry (membrane expression of P-selectin, CD40L and activated

GPllb-111a), as well as plasma concentrations of sSCD40L and acute phase protein, SAA.
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Lastly, to determine sufficiency of endothelium-dependent antiplatelet and vasoregulatory
function, physical exercise capacity was examined.

The results prove that in apoE/LDLR™ mice atherosclerotic lesions are present since 4
month of age and are accompanied by the increased plasma concentration of SAA.

Before atherosclerotic lesions development, starting at 2 month of age, systemic

bioavaibility of NO is impaired and circulating platelet CD40L-dependent activity is
increased in apoE/LDLR™ mice.
In the isolated heart of apoE/LDLR” mice, the activity of endothelial NO, PGl, and
adenosine is altered. NO-dependent coronary endothelial function is not impaired, likely due
to compensatory increased sensitivity of vessel wall to action of NO on the level of sGC.
Coronary endothelial PGI, production is increased and dependent on both COX-2- and COX-
1. Intracoronary adenosine production is attenuated in young apoE/LDLR”" mice, likely due
to CD39 dysfunction, and adenosine deficiency is accompanied by increased sensitivity of
coronary arteries to adenosine. Intracoronary adenosine production is normalised in older
apoE/LDLR™ mice, probably due to compensatory increased CD73 activity. Interestingly,
NO- and PGl,-dependent coronary vasodilatatory responses are augmentem in 1 month old
apoE/LDLR”" mice. Exercise capacity is preserved in apoE/LDLR” mice, and during
exercise training systemic production of PGl is increased.

The presented results suggest that in ApoE/LDL” mice adaptive alterations of
endothelial function involving all three systems of antiplatelet defense of vessel wall (NO,
PGI, and adenosine) are present. These adaptive changes of endothelial function may provide
the explanation for the preservation of exercise capacity in ApoE/LDL” mice, despite
hypercholesterolemia and presence of advanced atherosclerotic lesions.
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Ach
Ado
ADP

apoE/LDLR™*
apoE/LDLR™

AMP
ATP

Bk

cAK
cAMP
CD39
CD40L
CD73
cGK
cGMP
COX
cPLA;
CRP
DEA/NO
EDHF
eNOS
EPR
Gpllb-Illa
HbNO
HPLC
LDL
L-NAME
NO

Oy
oxLDL
PDEs

acetylocholina

adenozyna

adenozynodifosforan

myszy pozbawione gendw dla apolipoproteiny E 1 receptora LDL
myszy kontrolne

adenozynomonofosforan
adenozynotrifosforan

bradykinina

kinaza biatkowa zalezna od CAMP
cykliczny adenozynomonofosforan
ektodifosfohydrolaza (eNTPD)

ligand CD40

5’-nukleotydaza

kinaza biatkowa zalezna od cGMP
cykliczny guanozynomonofosforan
cyklooksygenaza

cytoplazmatyczna fosfolipaza A2
biatko C-reaktywne
1,1-dietylo-2-hydroksy-2-nitrozo-hydrazyna
srodbtonkowy czynniki hiperpolaryzujacy
sroédbtonkowa synteza tlenku azotu
elektronowy rezonans paramagnetyczny
glikoproteina I1b-I1la
nitrozylhemoglobina

chromatografia ptynowa wysokiej precyzji
lipoproteiny o niskiej gestosci
N“-nitro-L-arginina
tlenek azotu

anionorodnik ponadtlenkowy
utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci

fosfodiesterazy



PGl
PGIS
PKC
PLC
RH30s

SAA
sCD40L
SERCA
sGC
SNAP
SNP
SPT
TXA,
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prostacyklina
synteza prostacykliny
kinaza biatkowa C
fosfolipaza C
reaktywna hiperemia wywotana przez 30 sekundowe zamkniecie
przeplywu wiencowego
ang. serum amyloid A — osoczowy amyloid A
rozpuszczalny ligand CD40
pompa wapniowa retikulum sarko/endoplazmatycznego
rozpuszczalna cyklaza guanylowa
S-nitrozo-N-penicyllamina
nitroprusydek sodu
8-p-sulfofenyloteofilina

tromboksan A,
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