Tytut

Wphyw przewlektego leczenia immunosupresyjnego na rozwéj miazdzycy w aorcie

brzusznej szczurow.
Wstep

Obecnie w pisSmiennictwie brakuje badan wykazujacych wptyw poszczegdlnych
trojlekowych schematow przewlektego leczenia immunosupresyjnego na zmiany
morfologiczne w naczyniach czy ekspresj¢ MMP-2, MMP-9 i TIMP-1, TIMP-2. Uzyskanie
takiej wiedzy wydaje si¢ niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwo$¢ wyeliminowania
niektorych czynnikow ryzyka takich jak rozwarstwienie $ciany aorty, jako przyktad
przewlektego stosowania kortykosteroidow. Tym bardziej ze w terapii pacjentow dobiera
si¢ kombinacje lekéw immunosupresyjnych najbardziej optymalnych dla pacjenta,
gwarantujacych jak najdtuzsze przezycie po transplantacji. Przewlekta dysfunkcja graftu
stanowi przyczyne utraty 50% przeszczepionych narzadow, a duza czegs$¢ pacjentoéw umiera
z powodu chordb uktadu krazenia, infekcji lub nowotwordow. Dlatego bardzo wazne jest
poznanie dziatan niepozadanych, ktore leki te mogg wywiera¢ na morfologi¢ i funkcje

narzadow biorcy.
Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie, czy przewlekle leczenie immunosupresyjne,
wedtug najczesciej stosowanych trolekowych schematéw leczenia immunosupresyjnego
u biorcow narzadéw miato wptyw na morfologi¢ aorty brzusznej szczuroéw oraz ekspresje

MMPs i ich inhibitoréw.
Cele szczegolowe:

1. Analiza zmian morfologicznych w S$cianie aort: wizualizacja wtokien
kolagenowych, widkien elastycznych, widkien retikulinowych oraz komoérek migsni

gladkich naczynia.

2. llosciowa ocena obszaru zajmowanego przez wildkna kolagenowe

w Srodkowej warstwie $ciany naczynia.

3. Analiza morfometryczna $rodkowej warstwy naczynia: grubo$¢ btony, odlegtos¢

pomigdzy blaszkami sprezystymi, liczba jader komoérek migsni gtadkich.



4. Immunoekspresja MMP-2, MMP-9 oraz TIMP-1, TIMP-2

w $cianie aorty brzusznej szczurow.

5. Potilosciowa ocena immunoekspresji i1 immunolokalizacji MMP-1, MMP-2

oraz TIMP-1, TIMP-2 w btonie srodkowej aorty.
Materialy i metody

Materialem biologicznym badania byly fragmenty aort szczurow, ktore stanowily
material archiwalny zgromadzony w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Chorob
Wewnetrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie. Materiat tkankowy
zostal pozyskany z eksperymentu przeprowadzonego na 14-tygodniowych szczurach,
samcach rasy Wistar. Zwierzeta podzielono na 6 grup, po 6 osobnikow w kazdej: grupa
kontrolna (C) 1 5 grup eksperymentalnych. Zwierzgta z grupy kontrolnej nie otrzymywaty
zadnych lekoéw, podczas gdy szczurom z poszczegdlnych grup eksperymentalnych
podawano r6zne schematy leczenia immunosupresyjnego. Po uptywie 6 miesigcy zwierzgta
poddano eutanazji. W trakcie sekcji pobrano fragmenty aorty od kazdego szczura. Materiat

tkankowy zostal zabezpieczony w formie bloczkow parafinowych.

Zastosowane schematy leczenia immunosupresyjnego:

TRG- takrolimus+rapamycyna+glikokortykosteroid

CRG- cyklosporyna A+rapamycyna+glikokortykosteroid

CMG- cyklosporyna A+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid
TMG- takrolimus+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid
MRG- mykofenolan mofetylu+rapamycyna+glikokortykosteroid

Z aort zatopionych w bloczkach parafinowych skrojono skrawki grubo$ci
3-4 um. Do analizy morfologicznej wykonano barwienia: hematoksylina+eozyna, Mallory
trichrome, Picro  Sirius  Red, impregnacja  solami  srebra, orceina.
W badaniach morfometrycznych wykonano pomiary szerokosci btony s$rodkowe;,
odlegtosci pomigdzy blaszkami sprezystymi oraz liczbe jader komorek migsni gladkich
naczyn medii. Oceniono zawartos¢ kolagenu w medii wykorzystujac oprogramowanie
ImageJ. W celu immunoekspresji i immunolokalizacji MMP-2, MMP-9 oraz TIMP-1,
TIMP-2 w medii aorty wykonano reakcje immunohistochemiczne z zastosowaniem
swoistych przeciwcial. PotiloSciowe okreslenie immunoekspresji MMPs 1 TIMPs

przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ Fiji.



Wyniki

1. Najbardziej wyrazne zmiany w budowie $ciany naczynia Zauwazono w grupach

CRG i TMG.

2. Zmiany w budowie widkien -elastycznych zaobserwowano w grupie TMG
i CRG.

3. U szczurow TRG, CRG i TMG zawartos¢ wiokien kolagenowych w tunica media,

w poréwnaniu do grupy kontrolnej, byta widocznie zwigkszona.

4. Zwigkszong zawarto$¢ kolagenu typu Ill zaobserwowano w tunica media szczuréw
TRG, natomiast zwigkszona ilos¢ wiokien kolagenu typu I odnotowano

w aorcie szczurow TMG.

5. Wizualizacja kolagenu typu Il z zastosowaniem soli srebra wykazata najwyzsza

zawartos$¢ tego biatka w tunica media szczuréw TRG 1 CRG.

6. Pomiary szeroko$ci warstwy Srodkowej naczynia wykazaly najwieksze pogrubienie
w grupie TMG oraz $cienczenie tunica media w grupie CRG. Najwigksze odlegltoéci migdzy
blaszkami sprezystymi zostaty zmierzone w grupie TMG, a wartosci byly ponad 50%
wigksze niz w grupie CMG. Grupa CMG posiadata najkrotsze odleglosci pomiedzy
blaszkami sprgzystymi. W grupie TMG liczba jader komérkowych byta najwigksza,
trzykrotnie wigksza niz w grupie MRG.

7. Analiza statystyczna wykazata, ze grupy zwierzat traktowane schematami leczenia
immunosupresyjnego opartymi na takrolimusie (TRG, TMG) miaty najwigkszy procent

obszaru zajmowanego przez widkna kolagenowe.

8. Ekspresje MMP-2 zaobserwowano w macierzy zewnatrzkomérkowej tunica szczuréw
TRG, CRG, MRG i CMG. Szczury z grupy kontrolnej oraz TMG nie wykazywaty ekspresji
MMP-2. Najbardziej wyrazng ekspresj¢ odnotowano w ECM szczurow CRG i MRG.
Zastosowane schematy leczenia immunosupresyjnego nie wptywaly na ekspresje MMP-9.
Ekspresje TIMP-2 zidentyfikowano tylko w tunica media szczurow TRG, podczas gdy
ekspresje TIMP-1 wykazano w warstwie srodkowej naczynia szczuréw TRG, CRG, MRG
I CMG. Ekspresji TIMP-1 nie stwierdzono jedynie w $cianie aorty szczuro6w kontrolnych
i TMG



9. Grupa kontrolna TRG, CRG i CMG wykazaly zwickszong ekspresjc MMP-2
w stosunku do TIMP-2. Wzrost ekspresji TIMP-2 w porownaniu do MMP-2 zauwazono
w dwoch grupach, MRG i TMG. Rownowaga ekspresji MMP-9/TIMP-1 byta przesunigta
na korzys$¢ TIMP-1 w grupach TRG, CRG, MRG. Grupa TMG wykazywata zwickszong
ekspresj¢ MMP-9 w poréwnaniu z ekspresjg TIMP-1. Roéwnowaga obszaru ekspresji
MMP-9 oraz TIMP-1 byta zachowana w grupie kontrolnej oraz w grupie CMG.

Whnioski

1. Przewlekle leczenie immunosupresyjne zaburza réwnowage ekspresji MMP/TIMP,
a w konsekwencji wptywa na zmiany morfologiczne, morfometryczne i funkcje¢ $ciany

aorty.

2. Schematy lecznicze immunosupresyjnego zawierajace w swym sktadzie inhibitory

kalcyneuryny wywieraly najbardziej niekorzystny wptyw na budowe §ciany naczynia.

3. Leki immunosupresyjne na bazie takrolimusu stymulowaty proces wtoknienia medii
aorty szczurow. W przeciwienstwie do cyklosporyny takrolimus nie zwigkszat ekspresji

MMPs

4. Takroliumus niwelowat ochronne, antyproliferacyjne dziatanie mykofenolanu

mofetylu.

5. Polaczenie mykofenolanu mofetylu z rapamycyng nie powodowato wystgpienia
istotnych zmian morfologicznych oraz morfometrycznych w $cianie aorty. Zdolnos¢

antyproliferacyjna MMF zostata zachowana.



