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. Wykaz skrotow stosowanych w pracy

AD ang. aortic dissection — rozwarstwienie aorty

Angll ang. angiotensin Il — angiotenstyna Il

BAPN ang. B-aminopropionitrile — B-aminopropionitryl

CD40 ang. cluster of differentiation 40 — biatko wystepujgce na

powierzchni komorek prezentujacych antygen

CNI ang. calcineurin inhibitor — inhibitor kalcyneuryn

CsA ang. cyclosporine A — cyklosporyna A

DAB + ang. 3,3'-diaminobenzidine — 3,3'-diaminobenzydyna

DNA ang. deoxyribonucleic acid — kwas dezoksyrybonukleinow
ECM ang. extracellular matrix — macierz pozakomérkowa

EGF ang. epidermal growth factor — naskorkowy czynnik wzrostu
FGF ang. fibroblast growth factor — czynnik wzrostu fibroblastow
FKBP ang. FK506 binding proteins — biatka wigzace FK506

FKPB 12 ang. FK506 binding protein-12 — biatka wigzace FK506-12
GAG glikozoaminoglikan

GKS glikokortykosteroidy

H-E ang. hematoxylin and eosin — hematoksylina i eozyna

HGF ang. hepatocyte growth factor — czynniki wzrostu hepatocytow
IHC ang. immunohistochemistry — immunohistochemia

HLA ang. human leukocyte antigen — uklad zgodnosci

tkankowej cztowiek



HRP

IL-1

IL-2

IL-3

IL-4

IL-6

MMF

MMPs

MMP-1

MMP-2

MMP-3

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10

MMP-11

ang. horseradish peroxidase — peroksydaza chrzanowa
ang. interleukin-1 — interleukina 1

ang. interleukin-2 — interleukina 2

ang. interleukin-3 — interleukina 3

ang. interleukin-4 — interleukina 4

ang. interleukin-6 — interleukina 6

ang. mycophenolate mofetil — mykofenolan mofetylu
ang. matrix metalloproteinases — metaloproteinazy
pozakomorkowej

ang. matrix metalloproteinase-1 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-1

ang.

matrix metalloproteinase-2 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-2

ang.

matrix metalloproteinase-3 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-3

ang.

matrix metalloproteinase-7

metaloproteinaza

pozakomorkowej-7

ang.

matrix metalloproteinase-8

metaloproteinaza

pozakomorkowej-8

ang.

matrix metalloproteinase-9 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-9

ang.

matrix metalloproteinase-10 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-10

ang.

matrix metalloproteinase-11 — metaloproteinaza

pozakomorkowej-11

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy



MMP-12

MMP-13

MMP-14

MMP-15

MMP-16

MMP-17

MMP-19

MMP-20

MMP-21

MMP-22

MMP-24

MMP-25

MMP-26

ang. matrix metalloproteinase-12

pozakomorkowej-12

ang. matrix metalloproteinase-13

pozakomorkowej-13

ang. matrix metalloproteinase-14

pozakomorkowej-14

ang. matrix metalloproteinase-15

pozakomorkowej-15

ang. matrix metalloproteinase-16

pozakomorkowej-16

ang. matrix metalloproteinase-17

pozakomorkowej-17

ang. matrix metalloproteinase-19

pozakomorkowej-19

ang. matrix metalloproteinase-20

pozakomorkowej-20

ang. matrix metalloproteinase-21

pozakomorkowej-21

ang. matrix metalloproteinase-22

pozakomorkowej-22

ang. matrix metalloproteinase-24

pozakomorkowej-24

ang. matrix metalloproteinase-25

pozakomorkowej-25

ang. matrix metalloproteinase-26

pozakomorkowej-26

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

metaloproteinaza

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy

macierzy



NFATc

PBS

PDGF

Pro-MMP

TAAD

TAC
TBS

TIMPs

TIMP-1

TIMP-2

TIMP-3

TIMP-4

TNF- o

TNF- B

ang. nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic -

cytoplazmatyczny czynnik jadrowy aktywowanych komoérek T

ang. phosphate buffered saline — sél fizjologiczna buforowana

fosforanami

ang. platelet-derived growth factor — ptytkopochodny czynnik

wzrostu

ang. pro-matrix metalloproteinase — propeptyd metaloproteinazy

macierzy pozakomorkowe;j

ang. thoracic aortic aneurysms and aortic dissections — tetniak

I rozwarstwienie aorty piersiowej
ang. tacrolimus — takrolimus
ang. tris buffered saline — sl fizjologiczna buforowana tris

ang. tissue inhibitors of metalloproteinases — tkankowe inhibitory

metaloproteinaz macierzy

ang. tissue inhibitors of metalloproteinase-1 — tkankowy inhibitor

metaloproteinaz macierzy-1

ang. tissue inhibitors of metalloproteinase-2 — tkankowy inhibitor

metaloproteinaz macierzy-2

ang. tissue inhibitors of metalloproteinase-3 — tkankowy inhibitor

metaloproteinaz macierzy-3

ang. tissue inhibitors of metalloproteinase-4 — tkankowy inhibitor

metaloproteinaz macierzy-4

ang. tumor necrosis factor-a — czynnik  martwicy

nowotworow alfa

ang. tumor necrosis factor-f — czynnik  martwicy

nowotworow beta



mTOR

mTORC-1

mTORC-2

VEGF

vSCMs

ang. mammalian target of rapamycin — ssaczy cel rapamycyny

ang. mammalian target of rapamycin complex 1 — ssaczy cel

komplekus rapamycyny 1

ang. mammalian target of rapamycin complex 2 — ssaczy cel

kompleksu rapamycyny 2

ang. vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu

srodbtonka naczyniowego

ang. vascular smooth muscle cells — naczyniowe komorki

mig$ni gladkich
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1. Wstep

1. Wprowadzenie

Ciagle wzrasta liczba potencjalnych biorcow narzadow, a wraz z nig
powszechne staje si¢ stosowanie leczenia immunosupresyjnego. Terapia
immunosupresyjna jest niezbedna u wszystkich pacjentdow otrzymujacych
przeszczep narzadu, a jej gldwnym zadaniem jest stlumienie odpowiedzi
immunologicznej organizmu biorcy. Jest to jedyna skuteczna metoda
wykorzystywana w transplantologii, zapobiegajgca odrzuceniu i umozliwiajgca
dlugoterminowe przezycie przeszczepu. Oczekiwany efekt terapeutyczny lekow
immunosupresyjnych niesie ze sobg rowniez powazne skutki uboczne takie jak
toksyczne dzialanie na rozne narzady wewnetrzne, w tym watrobe
(hepatotoksyczno$¢) czy nerki (nefrotoksyczno$¢) [1-3]. Dlatego tez prowadzi si¢
szereg badan dotyczacych negatywnego wptywu dlugoterminowej terapii
immunosupresyjnej na wiele narzagdéw, w tym na uktad sercowo-naczyniowy [4-7].
Przewlekta dysfunkcja graftu stanowi przyczyng utraty 50% przeszczepionych
narzadoéw, natomiast przyczyng $mierci pacjentdOw po przeszczepieniu sg choroby

narzadow uktadu krazenia, infekcji lub nowotworow [8-10].

Jak wspomniano powyzej, stosowanie lekow immunomodulujacych przez
biorcow jest niezbedne, ich przyjmowanie bowiem zmniejsza czgsto$¢ 0strego
odrzucania narzadu oraz determinuje czas prawidlowego funkcjonowania graftu.
Z drugiej strony pacjent poddany leczeniu jest narazony na ich toksyczne dziatanie,
co prowadzi do wielu dysfunkcji [11]. Leczenie pacjentdéw po przeszczepieniu
narzadu jest leczeniem skojarzonym, w ktérym taczy si¢ ze sobg okreslone grupy

lekéw o r6znym efekcie dziatania na komorki.

Aktualnie w  piSmiennictwie brakuje badan wskazujacych  wplyw
poszczegolnych trojlekowych schematow leczenia immunosupresyjnego na zmiany
morfologiczne ~w  $cianie naczyn czy ekspresig MMP-2, MMP-9
I TIMP-1, TIMP-2. Uzyskanie takiej wiedzy wydaje si¢ niezwykle wazne ze

wzgledu na mozliwo$¢ monitorowania niektorych czynnikow ryzyka takich jak
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rozwarstwienie §ciany aorty spowodowane przez przewlekle stosowanie

kortykosteroidow [12].

2. Budowa $ciany aorty

Aorta jest jednym z najwigkszych naczyn krwiono$nych budujacym uktad
sercowo-naczyniowy cztowieka 1 jest sklasyfikowana jako duza tetnica typu
elastycznego.  Kluczowym  elementem  Sciany  aorty  jest  macierz
zewnatrzkomérkowa (ECM; extracellular matrix), a jej sklad i1 organizacja
przestrzenna sg niezbedne do zachowania wyjatkowej fizjologicznej funkcji aorty.
Sciana aorty zbudowana jest z trzech warstw: blona wewnetrzna (tunica intima),

btona srodkowa (tunica media) i blona zewnetrzna ( tunica adventitia) [13].

Tunica intima, najbardziej wewnetrzna warstwa $ciany aorty, wyscielona jest
srodbtonkiem - nablonkiem jednowarstwowym ptaskim, spoczywajacym na blonie
podstawnej. Btona podstawna zawiera typowe dla tej struktur elementy ECM takie
jak laminina, kolagen typu IV, fibronektyna, perlekan i glikozaminoglikan —
siarczan heparanu, ktore umozliwiaja regulacje procesow proliferacji, migracji
1 przezycia komorek $rodbtonka. Blaszka (blona) sprezysta wewnetrzna oddziela

blong wewnetrzng od btony srodkowej [14,15].

Blona srodkowa (media) aorty sktada si¢ z wielu warstw blaszek sprezystych,
o okienkowej budowie, pomigdzy ktorymi znajdujg si¢ komorki miesni gladkich
naczyn (vascular Smooth Muscle Cells: vSMCs), odpowiedzialne za ich synteze.
Wyréznia si¢ dwie populacje tych komorek, roznigeych si¢ ksztattem 1 funkcja.
Komorki o ksztalcie wydluzonym, wrzecionowatym oraz o ksztalcie
nablonkowo/romboidalnym  odpowiadajg  kolejno  fenotypowi  komorek
zroznicowanych 1 proliferacyjnych. W warunkach fizjologicznych vSMC
o ksztalcie wrzecionowatym charakteryzuja si¢ fenotypem ,kurczliwym”, czyli
zdolnoscig do kurczenia si¢. Ksztalt komorek zalezny jest od organizacji elementow

substancji miedzykomorkowej tej warstwy [16,17].

Media aorty oprocz blaszek sprezystych zawiera liczne inne elementy ECM,
w tym glikozaminoglikany (GAG), proteoglikany 1 glikoproteiny, a takze kolagen
typu I i wtokna siateczkowate utworzone z kolagenu typu III [18]. Miocyty gladkie
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wraz z wioknami elastycznymi tworza w medii jednostki elastynowo-kurczliwe,

natomiast kolagen fibrylarny odpowiada za wytrzymalo$¢ na rozcigganie [19].

Blona sprezysta zewnetrzna jest strukturg odgraniczajacg medi¢ od najbardziej
zewngetrznej warstwy §ciany aorty, tunica adventitia - przydanki. Blona zewngtrzna
sktada si¢ z tkanki tacznej bogatej w fibroblasty, kolagen oraz widkna elastyczne.
Zawiera rdwniez naczynioruchowe wtokna nerwowe, naczynia krwiono$ne — vasa

vasorum oraz naczynia limfatyczne [13].

Rysunek 1. Budowa $ciany aorty [20].

tetnica

o srodbtonek
tunica intima
A — }— tkanka taczna

T >\ btona sprezysta wewnetrzna

tunica media e ! komorki miesni gtadkich

blaszki sprezyste

btona sprezysta zewnetrzna

tkanka fgczna

Macierz zewnatrzkomoérkowa, w zaleznos$ci od jej lokalizacji, jest wytwarzana
przez vSMCs (tunica media) i fibroblasty (tunica adventitia). Wiasciwosci
mechaniczne macierzy zewnatrzkomoérkowej determinowane sg przez jej sktad oraz

stopien integralno$ci ze $ciang aorty. Macierz zewnatrzkomérkowa naczyn ulega
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ciaggtej fizjologicznej przebudowie, a zdegradowane biatka sg syntetyzowane
de novo [13].

Nieprawidlowosci w procesie przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej moga
prowadzi¢ do rozwoju patologicznych zmian naczyniowych takich jak miazdzyca,
tetniaki czy przewlekla niewydolno$¢ zylna [21,22]. Integralno$¢ naczyn
i homeostaza s3 utrzymywane dzigki dynamice, z jaka komoérki oddziatuja
z elementami ECM. Struktura ECM oraz interakcje zachodzace pomigdzy jej

komponentami kontrolowane sg przez enzymy z rodziny metaloproteinaz [23,24].

3. Metaloproteinazy

Metaloproteinazy macierzy pozakomorkowej (MMPs) to grupa Kilkunastu
endopeptydaz o zblizonej budowie strukturalnej oraz podobnej aktywnosci
wplywajacej na skladowe ECM oraz otaczajacej tkanki lgcznej. Dzialalno$¢
proteolityczna MMPs odgrywa znaczaca rol¢ zar6wno w  bezposredniej
przebudowie elementdw pozakomoérkowych, jak 1 oddzialuje na receptory
powierzchniowe komorek czy mediatory znajdujace sie¢ w tkance. Celem ich
dziatania jest zachowanie rownowagi tkankowej w procesach degradacji i syntezy
elementow macierzy zewnatrzkomoérkowej, co jest bardzo istotne w wielu
fizjologicznych procesach m.in. w angiogenezie, embriogenezie, gojeniu ran.
Niekontrolowany wzrost ekspresji 1 aktywno§ci MMPs jest charakterystycznym

komponentem toczacych si¢ zmian o podtozu patologicznym [25-28].

Ze wzgledu na swoisto$¢ substratowa metaloproteinazy podzielone zostaty na
pie¢ gtownych grup: kolagenazy: MMP-1, MMP-8, MMP-13; zelatynazy: MMP-2,
MMP-9; stromielizyny: MMP-3, MMP-10, MMP-11; matrilizyny: MMP-7,
MMP-26; metaloproteinazy typu btonowego: MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24, MMP-25; oraz niesklasyfikowane metaloproteinazy: MMP-12,
MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-23. Proteinazy moga wystepowa¢ w formie
wolnej lub przytaczonej do btony komodrkowej, jako metaloproteinazy typu
btonowego. Pomimo w/w podzialow ogolna struktura budowy endopeptydaz oraz

funkcje czynnosciowe w duzej mierze sg jednorodne dla wszystkich biatek [29-31].

W wigkszo$ci kazda czasteczka enzymu sktada si¢ z trzech domen: domeny

katalitycznej, domeny hemopeksyny oraz prodomeny. Domena Kkatalityczna
14



zbudowana jest m.in. z jonéw cynku i wapnia oraz posiada na swojej powierzchni
miejsce aktywne, ktore nadaje biatku funkcje proteolityczng. Struktura miejsca
aktywnego determinuje powinowactwo substratowe poszczegdlnych enzymow.
Domena hemopeksyny dzieki zdolnosci wigzania z inhibitorami metaloproteinaz
reguluje aktywno$s¢ MMPs. Dodatkowo moze pomagaé W procesie rozpoznawania
substratow. Obie domeny potaczone s3 ze sobg elastycznym tacznikiem
zbudowanym z 15-65 aminokwasow, ktorego gtownym zadaniem jest stabilizacja
czgsteczki. Prodomena dzigki propeptydowi zakrywajgcemu miejsce aktywne

enzymu utrzymuje biatko w formie nieaktywnej- proMMP [28,32].

Metaloproteinazy wydzielane s3 w postaci nieaktywnego proenzymu przez
wigkszo$¢ komorek tkanki lgcznej, w tym komorki $rodblonka, fibroblasty,
miocyty, leukocyty [33]. Synteza endopeptydaz pobudzana jest m.in. przez:
cytokiny (IL-1, IL-6), czynniki wzrostu (EGF, FGF, VEGF, PDGF, HGF), czynniki
martwicy nowotworow (TNF- o, TNF- B), antygeny (CD40), wolne rodniki,
plazming, trombing, urokinazg, tlenki azotu. Aktywacja metaloproteinaz jest etapem
wielokierunkowym, kontrolowanym na poziomie transkrypcji genéw, wydzielania
zymogendéw oraz samej aktywacji proenzymow. Odstonigcie miejsca aktywnego
Swiadczy o gotowos¢ enzymu to dziatania proteolitycznego. Obecno$¢ jonow
wapnia oraz lekko zasadowy / obojetny odczyn srodowiska warunkuje aktywnos¢

metaloproteinaz [34-36].

Hamowanie aktywnych enzyméw odbywa sie¢ za pomocg niespecyficznych
(02-makroglobulina,  al-antytrypsyna) oraz  specyficznych  inhibitorow
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (TIMPs). Znane sa cztery
endogenne inhibitory metaloproteinaz- TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4, swoiste
wzgledem roznych enzymoéw. Stosunek natezenia ekspresji MMPs do poziomu
ekspresji TIMPs stanowi podstawowy parametr w procesie regulacji aktywnosci
endopeptydaz. Inhibitory tkankowe tacza si¢ z metaloproteinazami w stosunku 1:1.

Zerwanie kompleksu skutkuje ponowng aktywacja enzymu [37-39].

Jak wspomniano powyzej metaloproteinazy sa sklasyfikowane w obrebie pigciu
gtownych grup. MMP-2 oraz MMP-9 s3 enzymami powszechnie uznanymi za

przebudowe $cian naczyn krwionosnych. Nalezg do zelatynaz charakteryzujacych
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si¢ zdolnosciag do hydrolizy biatek, takich jak kolagen typu Ill, kolagen typu 1V,
kolagen typu V, elastyna, laminina, fibronektyna [38,40,41]. Ponadto majg zdolnos¢
tworzenia receptorow btonowych, MMP-2 wytwarza receptor dla czynnika wzrostu
fibroblastow, MMP-9 dla IL-2 na limfocytach T [31,33]. Swoistymi inhibitorami dla
MMP-2 oraz MMP-9 sa odpowiednio TIMP-2 i TIMP-1 [42]. W warunkach
fizjologicznych komorki $rédbtonka i migsni gladkich kontroluja wydzielanie
MMPs i ich inhibitorow na stalym poziomie [43]. Pozwala to na zachowanie
rownowagi pomi¢dzy degradacja a synteza elementéw sktadowych $ciany naczynia
krwiono$nego. Pod wpltywem czynnikow stresowych, a w konsekwencji
w odpowiedzi na toczacy si¢ stan zapalny, dochodzi do znacznego wzrostu ekspresji
metaloproteinaz [44-47]. Aktywno$¢ endopeptydaz jest dodatkowo nasilana przez
ciggly przyrost cytokin prozapalnych oraz czynnikow martwicy nowotworow.
Aktywowane metaloproteinazy hydrolizuja biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej
oraz stymuluja do migracji i proliferacji komorki migéni gtadkich naczyn [21,43].
Integralnos¢ 1 homeostaza naczynia sg utrzymywane dzigki rownowadze
i dynamice, z jaka ECM oddziatuje z komorkami. Zaburzenia w tym procesie moga
prowadzi¢ do rozwoju patologicznych zmian naczyniowych takich jak tetniaki,

przewlekta niewydolno$¢ zylna czy miazdzyca [48].

Powstawanie  blaszki miazdzycowej jest procesem dynamicznym,
wspotistniejagcym ze zwickszong ekspresja MMPs, w tym MMP-2 i MMP-9.
Wydzielanie enzymow przypisuje si¢ gltownie naptywajacym makrofagom
i powstajacym komoérkom piankowatym. Elementy ECM podlegaja zmianom
ilosciowym 1 jako$ciowym. Zwigkszona ekspresja MMP-9 i naciek makrofagow
sg markerami niestabilnosci blaszki miazdzycowej [49,50]. Blankenberg i wsp.
(2003) oraz Ferroni i wsp. (2003) opisali pozytywna korelacje pomiedzy
zwiekszonym stezeniem MMP-9 w surowicy krwi, a wystegpowaniem ostrego
zespotu wiencowego u pacjentow [51,52]. Niekontrolowana aktywno$¢ MMPs nie
tylko sprzyja procesowi miazdzycy naczyn, ale takze rozwojowi nadci$nienia
tetniczego, organizacji tetniakow czy wystgpowaniu epizodow niestabilnosci blaszki
miazdzycowej [38]. Nadaktywnosci poszczegélnych peptydaz w surowicy krwi

moze korelowac¢ ze schorzeniami sercowo-naczyniowymi pacjenta (Tabela 1).
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Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze staly poziom ekspresji i aktywnosci
enzymow degradujacych biatka ECM odgrywa kluczowa role w prawidlowej
morfologii 1 funkcji naczyn krwionos$nych. Utrata kontroli nad tym procesem
skutkuje nieprawidtowa przebudowg $ciany naczynia, co ostatecznie przyczynia si¢
do wystapienia powiktan w postaci chordb sercowo-naczyniowych, a nawet ostrych

epizodow niedokrwienia mig¢$nia sercoweg 1 w konsekwencji $mierci pacjenta.

Tabela 1. Wzrost aktywnos$ci poszczegélnych MMP w wybranych jednostkach

chorobowych.
Jednostka chorobowa Wzrost aktywnosci MMP Referencje
Choroba wiencowa MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9  [21,53,54]
Niestabilna choroba MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-3  [21,53,55,56]
wiencowa
Nadcisnienie tetnicze MMP-1, MMP-9, TIMP-1 [56-59]
Tetniak aorty MMP-3, MMP-9 [21,60,61]
Miazdiyca naczyn MMP-2, MMP-9 [38,62]
obwodowych

4. Leki immunosupresyjne

Terapia immunosupresyjna u pacjentow otrzymujacych przeszczep najczesciej
opiera si¢ na zastosowaniu kombinacji chemioterapeutykow pochodzacych
z czterech réznych grup lekowych: inhibitorow kalcyneuryny, takich jak
cyklosporyna A (CsA) i takrolimus (Tac); inhibitorow mTOR, w tym rapamycyny;
antymetabolitow, lekéw hamujacych podzialty komorkowe, w tym mykofenolan
mofetylu (MMF); glikokortykosteroidow, w tym prednizonu [63]. Schemat leczenia

opiera si¢ na jednoczasowym przyjmowaniu trzech réznych lekow (Tabela 2).
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Tabela 2. Najczgéciej stosowane schematy leczenia immunosupresyjnego

U pacjentow po przeszczepieniu nerki.

TRG- takrolimus+rapamycyna+glikokortykosteroid

CRG- cyklosporyna A+rapamycyna+glikokortykosteroid

CMG- cyklosporyna A+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid

TMG- takrolimus+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid

1 A A A

— — — — —

MRG- mykofenolan mofetylu+rapamycyna+glikokortykosteroid

4.1 Inhibitory kalcyneuryny

Kalcyneuryna  to  biatko  komdérkowe o  aktywnosci  fosfatazy
serynowo-treoninowej i funkeji przekaznika sygnatow w szlaku prowadzacym do
aktywacji limfocytow T [64]. Enzym zbudowany jest z podjednostki katalitycznej,
kalcyneuryny A, wigzace] kalmoduling oraz podjednsotki regulacyjnej,
kalcyneuryny B, wigzacej wapn. Zwigzanie antygenu z receptorem komorki T
prowadzi do wzrostu wewngtrzkomérkowego wapnia [65]. Jony wapniowe
tacza si¢  kalmoduling 1 kalcyneuryng B, wytwarzajac  kompleks
kalmodulina-kalcyneuryna-Ca2+. Aktywowana w ten sposob fosfataza wplywa
na ekspresj¢ odpowiednich gendw poprzez defosforylacje jadrowych czynnikdéw
aktywowanych komoérek T (NFATc) [66]. Zdefosorylowane formy enzymow
przemieszczaja si¢ z cytoplazmy do jadra komorkowego, gdzie przyczyniaja si¢ do
wzrostu transkrypcji genow dla m.in. IL-2, IL-3, IL-4 oraz czynnika martwicy
nowotworow (TNF-a)). Powstate cytokiny pobudzaja proliferacje 1 réznicowanie
leukocytow. Inhibitory kalcyneuryny wptywaja na przebieg opisanego szlaku
[67,68].
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Immunosupresyjne dziatanie cyklosporyny opiera si¢ na wigzaniu kalcyneuryny
z cyklofiling. Zapobiega to defosforylacji NFATc, a tym samym aktywacji
transkrypcji  genow dla m.in. IL-2, IL-3, IL-5 [69,70]. Interleukina-2 jest
kluczowym czynnikiem w aktywacji limfocytow T, interferonu gamma oraz
czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow [70].
Hamowanie na tym poziomie zapobiega aktywacji komoérek T, ale takze wptywa na
wyciszenie 0golnej, humoralnej i komérkowejvodpowiedzi immunologicznej [69].
CsA oprocz wilasciwosci immunomodulujgcych posiada rowniez wiele dziatan
niepozadanych. Lek ten przyczynia si¢ do powstawiana ostrej i przewleklej
niewydolno$ci nerke oraz nadci$nienia tetniczego. Powiklania te moga by¢

wynikiem uszkodzenia $§rodbtonka naczyniowego [69,71].

Struktura czasteczki Tac jest inna niz CsA, jednakze efekt immunosupresyjny
pozostaje podobny do opisanego dla cyklosporyny. Takrolimus tworzy kompleksy
z immunofilinami definiowanymi jako biatka wigzace FK 506 (FKBP), a potaczenie
to zatrzymuje defosforylacj¢ czynnikow transkrypcyjnych. Ekspresja cytokin oraz
kaskada pobudzajgca proliferacje i aktywno$¢ limfocytow T nie zostaje
uruchomiona. Lek nie wptywa na komorki fagocytujace [71-73]. Takrolimus moze
wplywa¢ na powstawanie nadci$nienia tetniczego, dusznicy bolesnej oraz

kardiomiopatii u dzieci [74].

Ze wzgledu na silne dziatanie hamujace odpowiedZ immunologiczng organizmu
oraz wysoka skuteczno$¢ w zapobieganiu odrzucenia przeszczepionego narzadu
inhibitory kalcyneuryny sa standardowo stosowane w schematach leczenia

immunosupresyjnego [65,66].

4.2 Inhibitory szlaku mTOR

Kinaza serynowo-treoninowa (mTOR) jest biatkiem wewnagtrzkomorkowym
wplywajacym na proces transkrypcji 1 translacji oraz regulujgcym wzrost, podziat
1 migracj¢ komorek. Kinaza mTOR wchodzi w sklad dwoch réznych kompleksow
biatkowych - mTORC-1 oraz mTORC-2. Rapamycyna, taczac si¢ z receptorem
FKPB-12, hamuje dziatanie mTORC-1 [75-77]. Powstawaly kompleks blokuje
wiele swoistych szklakéw sygnatowych w komorce m.in. aktywujacych limfocyty.

Translacja biatek zaangazowanych w progresje cyklu komoérkowego zostaje
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zahamowana, a limfocyty pozostaja w fazie G1. Antyproliferacyjny efekt rapamyny
odnotowano rowniez w stosunku do komorek miesni gladkich naczyn. Zaburzenie

szlaku mTOR wptywa na rozw6j nowotworéw oraz chorob sercowo-naczyniowych

[75,78,79].

4.3 Antymetabolity

Mykofenolan mofetylu jest inhibitorem dehydrogenazy monofosforanu inozyny,
oksydoreduktazy bioracej udzial w syntezie puryn. Proliferujace limfocyty T i B
syntezuja puryny na drodze de novo, ktorej selektywnym czynnikiem blokujacym
jest MMF. Zahamowanie syntezy DNA dziala w niewielkim stopniu na pozostate
komorki, ktore w przeciwienstwie do limfocytéw moga syntezowaé puryny na
innym szlaku. Mykofenolan mofetylu znaczaco zmniejsza proliferacje¢ limfocytow T
i B, monocytow, fibroblastow oraz komorek migéni gtadkich [80,81]. Nie wplywa
na dziatalno$¢ neutrofili oraz nie stymuluje syntezy cytokin [82]. MMF bierze tez
udzial w ograniczaniu stresu oksydacyjnego w przebiegu toczacego si¢ stanu
zapalnego oraz ogranicza synteze tlenku azotu [81]. Nie udowodniono toksycznego
dziatania tego leku na uktad sercowo-naczyniowy czy nerki [81-83]. MMF jest

skutecznie stosowany w przebiegu zapalen duzych naczyn krwionosnych [84].

4.4 Glikokortykosteroidy

Glikokortykosteroidy to grupa lekow stworzonych na wzoér naturalnie
wystgpujacego w organizmie cztowieka hormonu, kortyzolu. GKS wykazuja
dziatanie przeciwzapalne, immunosupresyjne oraz silnie wptywajg na wiele szlakow
metabolicznych organizmu. Efekt terapeutyczny jest zalezy do dawki oraz czasu
stosowania leku. W transplantologii wykorzystuje si¢ zdolnos¢ GKS m.in. do:
hamowania proliferacji limfocytoéw T, B oraz makrofagdéw, zmniejszania ekspresji
bialek ukladu zdolnosci tkankowej oraz czastek adhezyjnych komorki, redukcji
syntezy cytokin zapalnych, apoptozy limfocytow [82,83,85]. Ze wzgledu na silne
wlasciwo$ci  immunosupresyjne  oraz maly wplyw na  gospodarke
wodno-elektrolitowa w terapii lekowej po przeszczepieniu narzadu najczesciej
stosuje si¢ prednizon, metyloprednizolon oraz prednizolon. Glikokortykosteroidy
indukujg wiele choréb metabolicznych takich jak cukrzyca, osteoporoza czy
hipercholesterolemia [83,86].
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Stosowanie leczenia immunosupresyjnego wigze si¢ z wystepowaniem licznych
skutkow ubocznych. Niekorzystne dziatanie tej grupy lekow zostato potwierdzone
w obserwacjach klinicznych pacjentow, a takze w wynikach badan prowadzonych
na zwierzetach. Zmiany obserwowane byly zarowno w obrgbie komorek uktadu
immunologicznego, jak i  komoérek  pochodzenia  mezenchymalnego,
srodbtonkowego i nablonkowego [87]. Zatem spodziewaé si¢ mozna, ze leki
immunosupresyjne nie wywieraja zadnego efektu wobec komodrek srodbtonka
naczyn czy komoérek migsni gtadkich naczynia. Toksyczno$¢ naczyniowa moze by¢
réowniez efektem stresu oksydacyjnego wywotanego leczeniem [88]. Miejscowa
stymulacja uktadu immunologicznego oraz naptyw komorek zapalnych powoduje
wzrost aktywno$ci metaloproteinaz (MMPs), co wiaze si¢ z przebudowa macierzy

zewnatrzkomorkowe;j [89].

Poznanie bezposredniego wplywu najczgsciej stosowanych schematoéw leczenia
immunosupresyjnego na morfologi¢ i funkcje §ciany naczynia poszerzytoby wiedze
dotyczaca oddzialywania trojlekowego schematu leczenia, a takze by¢ moze
pozwolitoby na optymalizacj¢ doboru leczenia u kazdego pacjenta po przebytej

transplantacji.
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I11. Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie, czy przewlekle stosowanie
trojlekowych schematow leczenia immunosupresyjnego U biorcow narzgdoéw miato
wpltyw na morfologi¢ aorty brzusznej szczurow oraz ekspresje¢ MMPs 1 ich

inhibitorow.
Cele szczegbdlowe:

1. Analiza zmian morfologicznych w $cianie aort: wizualizacja widkien
kolagenowych, witdkien elastycznych, witokien retikulinowych oraz komorek

migsni gladkich naczynia.

2. Potilosciowa ocena obszaru zajmowanego przez wldkna kolagenowe

w $rodkowej warstwie $ciany naczynia.

3. Analiza morfometryczna srodkowej warstwy naczynia: grubos¢ btony, odlegtosé

pomiedzy blaszkami sprezystymi, liczba jader komoérek migsni gladkich.

4. Immunoekspresja MMP-2, MMP-9 oraz TIMP-1, TIMP-2 w S$cianie aorty

brzusznej szczurow.

5. Potilosciowa ocena immunoekspresji i immunolokalizacji MMP-1, MMP-2 oraz
TIMP-1, TIMP-2 w blonie srodkowej aorty.
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IV. Material i Metody

1. Material

Badania przeprowadzono na aortach brzusznych pozyskanych od samcow
szczuro6w szczepu Wistar, materiale zgromadzonym w Klinice Nefrologii,
Transplantologii i Choréb Wewngtrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie. Material badawczy pobrany zostal w trakcie realizowania
doswiadczenia przeprowadzonego wczesniej przez Kedzierska i wsp. (2015) [90].
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach (decyzja numer 24/2008, data 24 Listopada 2008
rok).

Doswiadczenie rozpoczgto na 14-tygodniowych szczurach pozyskanych
z licencjonowanej hodowli Instytutu Medycyny Pracy im. prof. J. Nofera w Lodzi.
Do badania zakwalifikowano 36 osobnikow o $redniej masie ciata 305 g. Szczury
umieszczono w klatkach po 6 osobnikéw w zwierzgtarni Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie. Pomieszczenie zwierzetarni byto klimatyzowane,
o statej temperaturze 2242 °C i wilgotno$ci powietrza ok. 55 %. Cykl dzien / noc
byt automatycznie zmieniany co 12 h. Wszystkie szczury przezyly 2 tygodniowy
okres adaptacji. W tym czasie podawano im wode do picia oraz karmiono
specjalistyczng dietg laboratoryjng LSM (1474 kJ/100g, 17,6% biatka ,,Akropol”,
Motycz) w celu wyliczenia dobowego zapotrzebowania na pokarm. Zwierzeta
podzielono na 6 grup, po 6 osobnikow w kazdej: grupa kontrolna (C) 1 5 grup
eksperymentalnych. Zwierzgta z grupy kontrolnej nie otrzymywaty zadnych lekow,
podczas gdy szczurom z poszczegdlnych grup eksperymentalnych podawano
kombinacje  lekéw  odpowiadajace  trojlekowym  schematom  leczenia
immunosupresyjnego:
T: takrolimus; C: cyklosporyna A; R: rapamycyna; M: mykofenolan mofetylu;
G: glikokortykosteroid (Tabela 3).

Zastosowano nastgpujace leki i dawki:

takrolimus (Prograf, Astellas) — 4mg/kg m.c./dobe,
mykofenolan mofetylu (Cellcept, Roche) — 20mg/kg m.c./dobe,
rapamycyna (Rapamune, Wyeth) — 0,5mg/kg m.c./dobe,
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cyklosporyna A (Sandimmun — Neoral, Nowartis) — Smg/kg m.c./dobg,
prednizon (Encorton, Polfa) — 4mg/kg m.c./dobg

Tabela 3. Zastosowane schematy leczenia immunosupresyjnego.

Kontrola (C), (n=6)

TRG- takrolimus+rapamycyna-+glikokortykosteroid, (n=6)

CRG- cyklosporyna A+rapamycyna+glikokortykosteroid, (n=6/4)

CMG- cyklosporyna A+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid, (n=6)

TMG- takrolimus+mykofenolan mofetylu+glikokortykosteroid, (n=6)

MRG- mykofenolan mofetylu+rapamycyna+glikokortykosteroid, (n=6)

Szczury z kazdej grupy doswiadczalnej otrzymywaty leki co 24 godziny przez 6
miesigcy. Po 3 miesigcach od rozpoczecia doswiadczenia zwierzgta ponownie
zwazono, a dawki lekéw dostosowano odpowiednio do wagi zwierzecia. W trakcie
trwania do§wiadczenia (4. miesiac) dwa szczury z grupy CRG nie przezyly i finalnie
grupa ta liczyta 4 zwierzeta. Przez czas trwania doswiadczenia szczury otrzymywaty
doustne postaci lekow immunosupresyjnych w formie kulek chlebowych. Zwierzeta
z grupy kontrolnej otrzymywaty kulki bez zawartosci lekow. Zastosowane dawki
lekéw umozliwity osiggniecie stezenia terapeutycznego podawanych substancji w
krwi badanych zwierzat. Po 6 miesigcach trwania eksperymentu zwierzeta
znieczulono przez dootrzewnowe podanie chlorowodorku ketaminy w dawce
50mg/kg m.c. W badaniu sekcyjnym pobrano fragmenty aorty od kazdego szczura,

ktore zarchiwizowano w formie bloczkow parafinowych [90].
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2. Analiza morfologiczna

Po zakonczeniu do$wiadczenia i wypreparowaniu aorty brzuszne utrwalano
w $§wiezo przygotowane] 4% buforowanej formalinie, kolejni odwadniano
poprzez przeprowadzanie tkanek przez szereg odwadniajacy (alkohol

0 wzrastajgcym stezeniu, ksylen), a nastepnie zatopiono w parafinie [90].

Do oceny morfologicznej z bloczkéw parafinowych aort z kazdej grupy zwierzat
wykonano 3-4 pum seryjne skrawki aorty, ktore umieszczano na szkietkach
pokrytych poli-L-lizyng wzmagajaca adhezjg, a nastgpnie je odparafinowano.
Skrawki aorty wybarwiono standardowa metoda przegladowa - hematoksyling
i eozyng (H-E). W celu uwidocznienia wiokien kolagenowych skrawki barwiono
metoda Mallory Trichrome (Bio OpticaMilano, Milano, Italy) oraz czerwienia
Syriusza (Picro Sirius Red; Direct Red 80 Sigma Aldrich - 0.1% roztwor Sirius Red
in saturated aqueous picric acid), zgodnie z metodg opisang przez Junqueira i wsp.
[91]. Do wizualizacji wiokien retikulinowych wykorzystano metode impregnacji
srebrem (Bio OpticaMilano, Milano, Italy), natomiast witokna elastyczne
identyfikowano po wybarwieniu orceing ( Bio OpticaMilano, Milano, Italy).
Po wybarwieniu i nawodnieniu na powierzchni¢ kazdego skrawka naniesiono krople
medium do zamykania (Entellan™ Sigma-Aldrich, Merck), na ktoérg umieszczono

szkietko nakrywkowe.

Wszystkie powyzsze reakcje histochemiczne wykonano zgodnie z zatagczonymi
przez producenta protokotami barwienia. Preparaty ze skrawkami aorty barwionymi
czerwienig Syriusza oceniano z wykorzystaniem mikroskopu polaryzacyjnego,
pozostate w mikroskopie $wietlnym z polaryzacja (Leica DM5000B, Wetzlar,
Niemcy).

3. Analiza morfometryczna

Barwione H-E preparaty aorty postuzyly do przeprowadzenia analizy
morfometrycznej, ktérag wykonano z wykorzystaniem Case Viewer z aplikacja do
mikroskopii cyfrowej. Wszystkie pomiary przeprowadzono na preparatach pod

powigkszeniem obiektywu 40x.

Wykonano pomiary grubosci warstwy srodkowej $ciany aorty, jednak z uwagi

na brak wyraznego rozgraniczenia pomiary wykonano 1lacznie z warstwa
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wewnetrzng. Kolejnym 0znaczonym parametrem byty pomiary odleglosci pomigdzy
blaszkami spr¢zystymi w medii aorty. Powyzsze pomiary prowadzono w sposob
losowy na 6. preparatach aort szczurow z kazdej grupy, z wyjatkiem grupy CRG
(n=4). W kazdej z grup wykonano 10 pomiaréw obu parametréw / preparat aorty
jednego szczura. Uzyskane pomiary wyrazono w mikrometrach (um). Ponadto
w aortach szczurow z kazdej grupy zwierzat policzono liczbg jader komorek
mi¢sniowych gladkich (SMCs) zlokalizowanych w warstwie $srodkowej pomig¢dzy
blaszkami elastycznymi. Jadra wymienionych komorek liczono przy uzyciu
prostokata o dtugosci krawedzi: 45,4 x 60,5um. W kazdej grupie wykonano po 10

pomiaréw dla kazdego szczura.

4. Pélilosciowa ocena powierzchni zajetej przez wlékna kolagenowe w blonie

srodkowej aorty.

W preparatach aorty barwionych metoda Mallory Trichrome (barwienie
trojchromowe Mallory'ego) oceniono zawarto$¢ kolagenu w medii zwierzat z grupy
kontrolnej i do§wiadczalnej. W metodzie tej widkna kolagenowe wybarwiajg si¢ na
gleboki niebieski kolor. Okreslenia zawartosci kolagenu w medii aort szczuréw
poszczegolnych grup zwierzat przeprowadzono na preparatach przy powigkszeniu
obiektywu 40x z wykorzystaniem oprogramowania wieloplatformowego ImageJ
(ImageJ cross-platform software). Dla kazdego preparatu wybierano losowo
4 obszary dla kazdego szczura z kazdej grupy, w ktorych mierzono zawarto$¢

wiokien kolagenowych wyrazong w procentach.

5. Badanie immunohistochemiczne

W celu immunolokalizacji metaloproteinaz - 2 i 9 (MMP-2 i MMP-9) oraz ich
inhibitorow TIMP-2 i TIMP-1 wykorzystano nastgpujace przeciwciala

pierwszorzgdowe:

* Monoklonalne mysie przeciwcialo (2C1) IgGl przeciw MMP-2
w rozcienczeniu 1:250 (sc-53630; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA);
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* Monoklonalne mysie przeciwcialo (3A4) IgGl przeciw TIMP-2
w rozcienczeniu 1:250 (sc-21735; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA);

* Monoklonalne mysie przeciwciato (2C3) I1gGl przeciwko MMP-9
w rozcienczeniu 1:250 (sc-13520; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA);

= Monoklonalne mysie przeciwcialo (2A5) IgGl przeciwko TIMP-1
w rozcienczeniu 1:250 (sc-21735; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA).

Wszystkie przeciwciala rozcienczono przy uzyciu Diluent (Agilent Dako

EnVison, Dania).
Opis procedury:

Skrojone skrawki badanej tkanki o grubosci 4 um, przeznaczone
do przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznych (IHC) umieszczono
w cieplarce na 2 godziny, zanurzone w naczyniu z ksylenem (trzy zmiany), w celu
ich odparafinowania. Skrawki nast¢pnie nawodniono, przeprowadzajac je przez
szereg alkoholu etylowego o zmniejszajacym si¢ stezeniu (96%, 90%, i 70%). Tak
przygotowane preparaty umieszczano w 0,01 M buforze cytrynianowym o pH = 6,0
I ogrzewano w mikrofaléwce przez 10 min celem odstonigcia antygenu. W celu
zablokowania aktywnos$ci endogennych peroksydaz skrawki inkubowano w Dual
Endogenous Enzyme Block (Agilent Dako EnVison, Dania) przez 10 min.
Po zakonczeniu tego etapu skrawki inkubowano przez 30 min w temperaturze
pokojowej z wyzej wymienionymi przeciwcialami pierwszorzgdowymi.
Do wizualizacji produktu reakcji immunohistochemicznej wykorzystano zestaw
EnVision+ Dual Link System-HRP, stuzagcy do dwuetapowego barwienia
z wykorzystaniem polimeru znakowanego peroksydaza chrzanowa (Labelled
Polymer HRP; Agilent Dako EnVison, Dania), skoniugowanego z przeciwciatami
wtornymi. Skrawki inkubowano przez 30 minut, a nastgpnie przeprowadzano 10-
minutowa inkubacje z kompleksem substrat-chromogen z 3,3'-diaminobenzydyng

(DAB+) (Agilent Dako EnVison, Dania), co pozwolito na uwidocznienie bragzowego
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produktu reakcji w miejscu wystepowania antygenu. Po zakonczeniu tego etapu
tkanki przeplukano woda destylowana, a nast¢pnie przeprowadzono barwienie
kontrastowe hematoksyling (Sigma-Aldrich). Bezposrednio przed kazdg inkubacja
tkanki bytly dwukrotnie ptukane w PBS przez 5 minut i umieszczane w kapieli
w buforze TBS rozcienczonym dwukrotnie na 5 minut. Kazda inkubacja odbywala
si¢ w komorze wilgotnej w temperaturze pokojowej. Barwienie przeprowadzono
zgodnie z protokotem producenta. Po zakonczeniu reakcji na skrawki natozono zel
glicerolowy, a nastgpnie nakryto szkietkiem nakrywkowym. Kontrole negatywne
wykonano przez wyeliminowanie przeciwcial pierwszorzegdowych. Preparaty
oceniano  pod  mikroskopem  (Leica DM5000B, Wetzlar, Niemcy)
(Wilk i wsp. 2018) [92].

6. Pélilosciowe analizy immunoekspresji i immunolkalizacji MMPs i TIMPs w

blonie Srodkowej Sciany aorty.

Po przeprowadzeniu reakcji immunohistochemicznych oceniano metoda
potilosciowa poziom ekspresji i lokalizacje MMP-2 oraz MMP-9, a takze ich
inhibitorow — kolejno TIMP-2 i TIMP1 w warstwie Srodkowej aorty zwierzat
z grupy kontrolnej 1 grup doswiadczalnych. Analize te przeprowadzono
z wykorzystaniem oprogramowania ImageJ Fiji. Stosujac powiekszenie obiektywu
40x dla kazdego preparatu aorty wybierano w medii losowo 4 pola dla szczura

z kazdej grupy. Uzyskane wyniki analizy potilosciowej wyrazano w procentach.

7. Analiza statystyczna

W  celu przeprowadzenia analizy statystycznej wynikdw uzyskanych
w pomiarach morfometrycznych i potilosciowych wykorzystano oprogramowanie
Statistica 13, a wyniki wyrazono jako S$rednie arytmetyczne, + odchylenie
standardowe, mediany oraz wartosci minimalne 1 maksymalne. Podobienstwo
rozkltadu zmiennych do rozkladu normalnego oceniano przy pomocy testu
Shapiro-Wilka. Poniewaz dane nie miaty rozkladu normalnego zastosowano test
Kruskala-Wallisa, a nastgpnie test post hoc Dunna do porownan migdzy grupami.

We wszystkich przypadkach P < 0,05 uznawano za istotne statystycznie.
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V. Wyniki

1. Analiza morfologiczna

Barwienie H-E

W grupie kontrolnej (C) $ciana aorty przedstawiala typowa budowe
histologiczng. Dobrze rozwinigta btona wewnetrzna wyscielona byta srodbtonkiem,
z silnie sptaszczonymi jagdrami komoérkowymi. Nie bylo wyraznego odgraniczenia
podsrodbtonkowej tkanki od btony §rodkowej. W grubej blonie srodkowej widoczne
byty liczne blaszki spr¢zyste oraz lezace pomiedzy blaszkami komoérki migsni
gladkich z wyraznymi wydluzonymi jadrami, charakterystycznymi dla komorek
o prawidtowej morfologii. Najbardziej zewngtrzna warstwa naczynia, blona
zewnetrzna - przydanka, zawierala elementy tkanki tacznej wtasciwej z widocznymi
jadrami komorek w niej obecnych (Rycina 1A). Nie wykazano uchwytnych zmian
morfologicznych w §cianie aorty szczurdw z grupy MRG (Mykofenolan mofetylu+
Papamycyna+Glikokortykosteroid) oraz CMG (Cyklosporyna+ Mykofenolan
mofetylu+ Glikortykosteroid). Zmiany w morfologii $ciany aorty odnotowano
u szczurdw z trzech grupach badawczych: TRG, CRG i TMG. Roznice te dotyczyty
glownie ksztattu jader miocytow gladkich naczyn. Jadra vSMCs z grupy TRG
(Rycina 1A, TRG) osiggaty ksztalt owalny 2z nielicznymi zmianiami
hipertroficznymi, co w porownaniu z resztg badanych grup oznaczalo najmniejszy
stopien przebudowy medii aorty. Najbardziej nasilone zmiany dotyczace morfologii
vSMC wystgpowaty w btonie $rodkowej aorty szczuréw z grupy CRG i TMG
(Rycina 1A, CRG i TMG). W medii dominowaty owalne komorki hypertroficzne
o zaokraglonym ksztalcie jader. Ponadto intima aorty szczurow z grupy CRG byla

silnie pofatdowana ( Rycina 1A, CRG).
Barwienie wlokien elastycznych orceing

Barwienie skrawkoéw orceing pozwolito na wizualizacje ukladu blaszek
sprezystych w btonie s$rodkowej aorty zwierzat z grupy kontrolnej 1 grup
doswiadczalnych (Ryciny 1B). W barwieniu tym wiokna elastyczne przyjmuja
zabarwienie ciemnobrgzowe do rézowo-fioletowego. Zmiany w budowie wtokien
elastycznych odnotowano gtownie w grupie CRG i TMG. W blonie $§rodkowej aorty

szczuréow z grupy CRG ukiad witokien charakteryzowata wyrazna dezintegracja,
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wlokna byly cienkie i ulegaly fragmentacji (Rycina 1B, CRG). W medii aorty
szczuréw z grupy TMG odnotowano wyrazne pogrubienie blaszek elastycznych

(Rycina 1B, TMG).
Barwienie wlokien kolagenowych metoda Mallory trichrome

W zastosowanej metodzie barwienia widkna kolagenowe wybarwiajg si¢ na
kolor ciemnoniebieski, miocyty gtadkie — czerwono-buraczkowe, natomiast wtokna
elastyczne przybieraja odcien z6ity. W medii aorty szczurow ktorym podawano
tryplety lekéw wedlug schematu TRG, CRG i TMG zawartos¢ wiokien
kolagenowych wyraznie byta zwigkszona w poréwnaniu do ich zawartosci w medii

aort zwierzat z grupy kontrolnej (Rycina 2A).
Barwienie wlokien kolagenowych przy pomocy Picro Sirius Red

Barwienie skrawkow aorty z wykorzystaniem tej metody histochemicznej -
dzigki dwojtomnosci kolagenu - pozwala na uwidocznienie w tkance przebiegu,
rozmieszczenia przestrzennego wiokien oraz typu kolagenu. W mikroskopie
polaryzacyjnym wtokna kolagenowe typu I wybarwiajg si¢ na intensywny kolor
z6tty lub zolto-czerwony, natomiast kolagen typu III jest stabo dwoéjlomny
i charakteryzuje si¢ cienkimi wiloknami, wybarwiajacymi si¢ na kolor zielony.
W medii aorty szczuréw z grupy kontrolnej dominowal kolagen typu III (na
rycinach zielone strzatki) i umiarkowana zawartos¢ kolagenu typu I o zabarwieniu
zOltym (na rycinach zotte strzatki). Nieznacznie zwigkszong zawartos¢ kolagenu
typu Il w poréwnaniu z grupa kontrolng odnotowano w medii aort szczuréw
z grupy TRG. Wyrazny wrost ilo$ci kolagenu typu I zaobserwowano w btonie

srodkowej szczurow z grup CRG i TMG (Rycina 2B).
Barwienie wlokien retikulinowych- impregnacja solami srebra

Impregnacja solami srebra pozwolita zidentyfikowa¢ wiokna retikulinowe
(siateczkowe; argentofilne; srebrochlonne) zbudowane gtéwnie z kolagenu typu 111,
ktore nie sg widoczne w standardowym barwieniu H-E. Odnotowano podwyzszong
zawarto$¢ wiokien w medii aort szczuréw z grup TRG i1 CRG, a takze
umiarkowanie podwyzszong ich ilo$¢ u szczuréw z grupy TMG w odniesieniu do

grupy kontrolnej (Rycina 2C).
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Rycina 1A, 1B. Aorty szczuréw, ktorym podawano leki immunosupresyjne,
wedtug trojlekowego schematu. (A) Barwienie hematoksyling-eozyna (H-E);
(B) Barwienie orceing. Powigkszenie obiektywu x 40; bar 100 um.

1A. Hematoksylina-eozyna

1B. Orceina

31



Rycina 2A, 2B, 2C. Wizualizacja wiokien kolagenowych (ciemnoniebieski) (A);
kolagen typu I o zottym zabarwieniu i silng dwojtomnoscig (zotte strzatki);
kolagen typu III o zabarwieniu zielonkawym i stabej dwdjlomnosci (zielone

strzatki) (B); widkna retikulinowe (kolagen typu III) w §cianie aorty (C).

Kontrola

2A. Mallory trichrome
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2B. Picro Sirius Red

2C. Impregnacja solami srebra

ot

]

o
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2. Analiza morfometryczna

Pierwszym parametrem poddanym analizie morfometrycznej byta grubosSci
warstwy $rodkowej aorty szczuréOw z grupy kontrolnej i grup do$wiadczalnych.
Najgrubsza medi¢ w odniesieniu do grupy kontrolnej stwierdzono w aorcie
szczuréw z grupy TMG (123,81+6,05 vs 65,4+3,09), natomiast najcienszg warstwa
srodkowa charakteryzowaly si¢ aorty zwierzat z grupy CRG (49,81+3,34 vs
65,443,09). Analiza statystyczna uzyskanych pomiaré6w wykazata istotne
statystycznie roéznice pomiedzy  gruboscia medii aort zwierzat
z grupy kontrolnej a gruboscig blony $rodkowej aorty zwierzat z kazdej grupy
doswiadczalnej. Dodatkowo w tym parametrze wystepowaly roznice istotne

statystycznie pomiedzy grupami: TRG vs CRG oraz TRG vs CMG (Tabela 4).

Pomiary odlegtosci pomiedzy blaszkami sprezystymi btony $rodkowej
wykazaty, ze najwyzsze wartosci uzyskano w aorcie zwierzat z grupy TMG
(19.52+5.41), a zebrane pomiary byly ponad 50% wyzsze, niz w grupie CMG
(9,62+3,11). W aortach zwierzat z grupy CMG odnotowano bowiem najmniejsze
odlegltosci pomigdzy blaszkami sprezystymi medii. Poréwnujac uzyskane wyniki
pomiaréw w aorcie zwierzat z grupy kontrolnej z grupami MRG i TMG wykazano
istotnie statystycznie mniejszg warto$¢ tego parametru w grupie kontrolne;j.
Wystepowaty réwniez istotne statystycznie roznice w zebranych pomiarach
pomigdzy grupami TRG i TMG (Tabela 4).

Najwieksza liczbe jader miocytow gladkich zawierala btona $rodkowa aorty
szczurow z grupy TMG (138,66£8,14) 1 byta blisko trzykrotnie wigksza niz
w medii zwierzat z grupy MRG (39,66+6,12). Ponadto istotne statystycznie roznice
w liczbie jader miocytow gladkich w medii wykazano pomiedzy grupa kontrolna
a grupami badanymi: TRG, MRG, CMG i TMG. Nie wykazano réznic istotnie
statystycznych w liczbie jader w btonie $rodkowej aorty zwierzat z grupy CRG
w porownaniu z grupg kontrolng (54+7,48 vs 53,83+4,53) (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametry morfometryczne uzyskane z pomiaréw $ciany aorty szczurow

traktowanych réznymi schematami leczenia immunosupresyjnego.

Kontrola TRG CRG MRG CMG T™MG
(n=6) (n=6) (n=4) (n=6) (n=6) (n=6)

Szerokos¢ Tunica Media (um)
AM<SD 65.4+£3.09 79.83£2.95 49.81+3.34 75.7145.34 88.06+2.87 123.8146.05

Mediana 65.3 79.75* 50.3 T 76.0° 88.15%T 122.3°

Min-max 61.6-70 74.3-84.0 44.7-53.6 69.7-88.1 83.5-93.0 117.1-133.6

Odlegloéé¢ pomiedzy blaszkami sprezystymi w Tunica Media (um)
AM=SD 9.26+2.38 10.48+2.82 9.62+3.11 18.54+24.41 10.2+1.98 19.52+5.41

Mediana 9.75 10.65 8.65 14.6 9.7 17.45%T
Min-max 3.3-14.6 4.8-14.8 2.6-19.1 5.9-143.0 6.6-13.7 11.5-39.0

Liczba jader komoérek mieéni gladkich w Tunica Media

AM+SD 53.83x4.53 72.33%£3.14 54+7.48 39.66+6.12 99.50=10.05  138.66+8.14
Mediana 55.5 72.5° 55.0T 39.0 ~TC 98.50 *T.CM 139.0%.TCM
Min-max 46.0-58.0 68.0-77.0 44.0-62.0 32.0-50.0 89.0-111.0 128.0-151.0

AM: $rednia arytmetyczna; SD: odchylenie standardowe; n— liczba mierzonych parametréw: Min-max-minimalna
1 maksymalna wartos¢;

*p < 0.05 vs kontrola; Tp < 0.05 vs TRG; Cp < 0.05 vs CRG; Mp < 0.05 vs MRG; 4p < 0.05 vs CMG; “p < 0.05 vs TMG

3. Polilosciowa ocena powierzchni zajmowanej przez wlokna kolagenowe w

blonie Srodkowej aorty.

Oceniono odsetek powierzchni warstwy srodkowej aorty szczurow kontrolnych
1 doswiadczalnych zajmowany przez witokna kolagenowe. Analiza statystyczna
i porownanie uzyskanych wynikow wykazata, ze w medii aort zwierzat z grup
ktorym podawano leki zgodnie z protokotami opartymi na takrolimusie (TRG i
TMG) wystepowal najwickszy odsetek obszaru zajmowanego przez widkna
kolagenowe w poréwnaniu z grupg kontrolng i grupami zwierzat, ktérym podawano
leki zawierajagce Rapa, CsA 1 MMF (Tabela 5), ale takze z kazdg grupa zwierzat
otrzymujacych tryplety lekow (Tabela 6).
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Tabela 5. Obszar zajmowany przez widkna kolagenowe w tunica media

W poszczegdlnych grupach szczurow.

Parametr/grupa Kontrola TRG CRG MRG CMG ™G
(n=24) (n=24) (n=16) (n=24) (n=24) (n=24)

Obszar zajety przez wlékna kolagenowe w tunica media (%)

AM=SD 43.3£19.6 85.25+4.8 70.0:4.06  57.89+11.81 66.81+8.21 92.36+6.21

Mediana 45.56 86.24* 70.0% 58.3T 66.46T 94.02*CMa

Min-Max 10.62-74.65 73.3-92.21 61.84- 27.07-73.97 55.58-85.46  76.06-97.97
75.32

AM: $rednia arytmetyczna; SD: odchylenie standardowe; n —liczba mierzonych obszaréw; Min-Max: minimalne
i maksymalne wartosci;

*p < 0.05 vs kontrola: Tp < 0.05 vs TRG:; ©p < 0.05 ys CRG; Mp < 0.05 ys MRG:; 2p < 0.05 vs MRG

Tabela 6. Obszar zajmowany przez witokna kolagenowe w tunica media
w poszczegblnych protokotach lekowych opartych na takrolimusie, cyklosporynie A,
mykofenolanie mofetylu lub rapamycynie.

Kontrola Tac — CsA — MMF — Rapamycyna
(n=24) protokoly protokoty protokoty — protokoty
Parametr/grupa (TRG, TMG) (CRG,CMG) (MRG, CMG, TMG) (TRG, CRG,
(n=48) (n=40) (n=72) MRG)
(n=64)

Obszar zajety przez wlokna kolagenowe w tunica media (%)

AM = SD 43.31£19.6 88.8146.56 68.08+7.0 72.3£17.2 71.18+14.37
Median 45.56 89.35% 67.28*T 68.18*T 71.75%T
Min-Max 10,62-74.61 73,3-97,97 55,58-85.46 27.07-97.97 26,47-92.21

AM: Srednia arytmetyczna; SD — odchylenie standardowe; n — liczba mierzonych obszarow; Min-Max:
minimalne i maksymalne wartosci;

*p < 0.05 vs kontrola; Tp < 0.05 vs Tac —protokoty

4. Badanie immunohistochemiczne

Zaobserwowane zmiany w zawartosci wilokien kolagenowych w btlonie
srodkowej aorty sugerowaly wptyw metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 oraz ich
inhibitorow TIMP-1 i TIMP-2 na regulacj¢ obrotu (degradacji i syntezy) tego biatka

w btonie §rodkowej aorty zwierzat z grupy kontrolnej 1 grup doswiadczalnych.

Immunoekspresje MMP-2 odnotowano w macierzy zewnatrzkomorkowej medii
szczuré6w z grup otrzymujacych nastepujace grupy lekow: TRG, CRG, MRG
1 CMG. W btlonie srodkowej aorty zwierzat z grupy kontrolnej oraz TMG nie

wykazano ekspresji tej metaloproteinazy. Najbardziej wyrazng ekspresje
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odnotowano w ECM medii aorty szczuréw z grup CRG i MRG (Rycina 3A). Nie
stwierdzono zmian w immunoekspresji MMP-9 w aorcie szczurdw z grup
doswiadczanych w poréwnaniu z kontrola (Rycina 4A). Wskazuje to,

ze zastosowane schematy leczenia immunosupresyjnego nie wywieraly wptywu na

ekspresje MMP-9.

Glownym inhibitorem MMP-2 jest TIMP-2, natomiast TIMP-1 hamuje
aktywnos¢ MMP-9. Ekspresje TIMP-2 zidentyfikowano tylko w medii aorty
szczuréw z grupy TRG (Rycina 3B), ekspresje TIMP-1 odnotowano natomiast
w warstwie Srodkowej aorty szczurow TRG, CRG, MRG i CMG (Rycina 4B).
Ekspresji TIMP-1 nie stwierdzono jedynie w S$cianie aorty szczurOw z grupy
kontrolnej i grupy TMG (Rycina 4B).
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Rycina 3A, 3B. Immonolokalizacja MMP-2 i TIMP-2 w aorcie szczuréw z grupy
kontrolnej 1 doswiadczalnych. IHC A 1 B. Powigkszenie obiektywu x 40;

pasek 100 pm.

Kontrola

>

R

TIMP-2

TIMP-2

Kontrola
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Rycina 4A, 4B. Immunolokalizacja MMP-9 i TIMP-1 w aorcie szczurdéw z grupy
kontrolnej i do§wiadczalnych. IHC A i B. Powigkszenie obiektywu x 40;

pasek 100 pum.

Kontrola

TIMP-1

TIMP-1
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5. Ilosciowa ocena obszaru ekspresji MMP-2, MMP-9 oraz TIMP-1, TIMP-2
w Srodkowej warstwie Sciany tetnicy
Analize¢ uzyskanych wynikéw oceniano w dwoch aspektach: (i) pordwnanie
poziomu immunoekspresji metaloproteinaz (MMPs) i ich inhibitorow (TIMPs)
w grupie kontrolnej z kazdg z grup eksperymentalnych; (ii) ocena rownowagi

ekspresji miedzy MMPs a ich inhibitorami (Tabela 4).

Wyniki dotyczace ekspresji MMPs i ich TIMPs wskazuja, ze ekspresja MMP-2
znaczaco wzrosta w grupie CRG w pordwnaniu z grupa kontrolng, a poziom
ekspresji MMP-2 byt prawie 5-krotnie wyzszy. Poziom ekspresji MMP-2 w grupie
MRG ulegl natomiast statystycznie istotnemu zmniejszeniu w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Porownanie poziomu ekspresji TIMP-2 (inhibitor MMP-2) wykazato, ze
w grupach TRG, MRG i CMG wystepowatly istotne zmiany w poréOwnaniu z grupg
kontrolng. W odniesieniu do poziomu ekspresji TIMP-1 odnotowano réwniez
znaczace roznice w grupach TRG, MRG, TMG w pordéwnaniu z grupa kontrolna.
Uzyskane wyniki wykazaty, ze grupa kontrolna oraz grupy TRG, CRG i CMG
charakteryzowaty si¢ zwigkszong ekspresj¢ MMP-2 w poréwnaniu z ekspresja
swego swoistego inhibitora. Porownanie balansu w ekspresji pomiedzy
MMP-2 | TIMP-2 wskazato na wzrost poziomu immunoekspresji TIMP-2 tylko w
dwoch grupach doswiadczanych - MRG i TMG.

Porownanie poziomu ekspresji MMP-9 w medii aorty pomiedzy grupami
zwierzat doswiadczalnych a grupa kontrolng sugeruje, ze ekspresja MMP-9
znaczaco wzrosta w grupie TMG. W grupach TRG, MRG 1 TMG odnotowano
natomiast istotnie zmienione poziomy ekspresji TIMP-1 w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Ocena balansu w ekspresji MMP-9 a TIMP-1 wykazywata znaczacy
wzrost poziomu ekspresji TIMP-1 vs MMP-9 az w trzech grupach zwierzat
doswiadczalnych - TRG, CRG, MRG. Dodatkowo w medii szczuréw z grupy TMG
odnotowano zwigkszong ekspresje MMP-9 w porownaniu z ekspresjag TIMP-1.

Rownowaga w ekspresji metaloproteinaz (MMP-2 i MMP-9) jak i ich
inhibitorow (TIMP-2 i TIMP-1) byta utrzymywana w grupie CMG na takim

poziomie jak w grupie kontrolnej. Ponadto poziom immunoekspresji (wyrazony
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w procentach) jak i immunolokalizacji MMPs i ich TIMPs réznily si¢ istotnie

pomigdzy grupami doswiadczalnymi (Tabela 7).

Tabela 7. Ekspresja MMP-2 i MMP-9 oraz ich inhibitorow- TIMP-1 i TIMP-2

w badanych grupach. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg MMPs i ich inhibitorow

w odniesieniu do zachowania rownowagi lub braku rownowagi.

Parametr/grupa Kontrola TRG CRG MRG CMG T™MG
(n=24) (n=24) (n=16) (n=24) (n=24) (n=24)
Obszar MMP2 + 1124=464 83357 471622104 320187 1039x642 794+242
w tunica media  SD
aorty (%o)
Median 97ceM 8 R3cM 51.78*™a” 3.213T€a” g gRCM 7.48CM
Min- 5,79-21.34  1.75- 8,73-79,98 0.84-8.01 1,05-2532 4.42-
Max 1411 15.02
ObszarTIMP2 AM= SD 218109 7.19x44 671584 1301908 1532102 11.75£948
w tunica media
aorty(%o) Mediana 2.1§™a 6.83*T 3.71Me 11.72%¢" 1.34*7¢ 11.03™
P
Min-Max  4,34- 0,00-0.33 2.22- 0.02-0.61 012476 1,12-1422
16,19 21,84
MMP2/ = = = < = <
TIMP2
Obszar MMP9 AM = 346274 657583 1.17x07  7.16+367 163157 20.79x17.85
wtunicamedia  SD
aorty (%o)
Mediana 2.127 3.1gea” 1.17 ™ 6.9¢2 1230 18.94=TCa
Min-Max 0,36- 0.81- 0.10-2,64 081-1892 0.21-55 2.07-66.2
11.87 18.42
Obszar TIMP1 + 218109 719244 671584 13.01=9.08 153102 11.75x948
w tunica media sD
aorty (%)
Mediana 2.18™M" 6.83*2 3714 11.72%= 1.347CM" 11.03*
Min-Max 053454 041- 2.16- 2233028 016439 0723158
13.42 20,98
MMPS/ = < = = = =
TIMP1

AM: éredma arytmetvezna; SD — odchylenie standardowe; n —liczba mierzonyvch obszaréw; Min-Max:
minimalne 1 maksymalne wartosc1;

*p = 0.05 vs kontrola; Tp < 0.05 vs TRG; S = 0.05 vs CRG; Mp < 0.05 vs MRG; 2p < 0.05 vs CMG; "p < 0.05 vs TMG
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V1. Dyskusja

Gléwnym zadaniem w przeprowadzonym do$wiadczeniu bylo ustalenie, czy
wystepuja zaleznosci pomiedzy ekspresja MMP-2, MMP-9 oraz TIMP-1, TIMP-2
a zaburzeniami morfologicznymi w $cianie aorty szczurow W przebiegu
przewleklego podawania lekoéw immunosupresyjnych wedlug standardowego
schematu trdjlekowego. Szczegdtowej analizie poddano btong s$rodkowsa aorty
szczurow z grupy kontrolnej oraz z grup doswiadczalnych. W dostepnej literaturze
odnalezé mozna opisy zmian sercowo-naczyniowych po zastosowaniu
pojedynczego leku immunosupresyjnego czesto w roznych dawkach, dlatego

poréwnanie otrzymanych wynikéw z innymi danymi jest trudne.

Aorta jest najwicksza tetnica cztowieka i tez jedyna, ktéra odprowadza krew
bezposrednio z serca na obwdd. Jej budowa jest ztozona, a najbardziej rozbudowang
btong w $cianie aorty jest blona srodkowa, bogata w blaszki i wtokna elastyczne,
wiokna kolagenowe oraz elementy istoty podstawowej, jak proteoglikany,

produkowane przez komorki migsniowe gladkie naczyn (vSMC).

Komorki vSMC odgrywaja wazna rolg w przebudowie ECM warstwy §rodkowej
naczynia i moga by¢ zaangazowane w rozwijajace si¢ procesy patologiczne.
Dezorganizacja elementow macierzy zewnatrzkomorkowej moze zmniejszac
elastycznos¢ aorty oraz zaburza¢ prawidtowa mechanike naczynia, a zatem i jej

funkcje [93-95].

Dane uzyskane w ninigjszym badaniu pozwalaja stwierdzi¢, ze przewlekle
traktowanie  szczuré6w  najczestszymi  klinicznymi  schematami  leczenia
immunosupresyjnego moze przyczynia¢ si¢ do powstawania zaburzen morfologii
i funkcji aorty brzusznej. W rutynowo barwionych preparatach zaobserwowano
pewne nieprawidtowosci takie jak rozluZnienie struktury warstwy S$rodkowej
naczynia, zwickszenie odleglosci migdzy blaszkami sprezystymi, degradacje
wilokien sprezystych, zwyrodnienia 1 zmiany ksztaltu jader komorek miesni gladkich

oraz ich hipertrofie i hiperplazje.

Szczury traktowane kombinacjg lekow MRG i CMG nie wykazywaty zaburzen
morfologicznych w budowie $ciany aorty, a ponadto w zadnej z tych grup nie

odnotowano znaczacych zmian w grubosci warstwy S§rodkowej naczynia. Brak
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wyraznych zmian morfologicznych moze by¢ zwigzany z antyproliferacyjna,
a w tym wypadku ochronng rola mykofenolanu mofetylu lub rapamycyny
[80,81,96]. Schematy leczenia immunosupresyjnego zawierajgce w swoim skladzie
MMF, lek hamujacy proliferacj¢ limfocytow T i B, monocytow oraz komorek
migsni gladkich, w potaczeniu z kortykosteroidem moze ogranicza¢ proces
wloknienia i zapobiegaé przerostowi warstwy wewnetrznej $ciany naczynia [97].
Rapamycyna réwniez reguluje metabolizm, migracje oraz czas przezycia komorek
aorty [96]. Wykazano, ze inhibitor szlaku mTOR moze hamowa¢ proliferacje
1 migracje komodrek migsni gladkich w obrgbie uszkodzonego naczynia
krwionosnego [98]. Badanie przeprowadzone przez Zhou i wsp. na modelu mysim
z indukowanym t¢tniakiem i rozwarstwieniem aorty piersiowej (TAAD) wykazato,
ze rapamycyna znaczaco zmniejszata tworzenie TAAD, niszczenie wlokien
elastycznych oraz hamowata synteze, MMP-2 i MMP-9, endopeptydaz
odpowiedzialnych za dezintegracj¢ struktury naczynia. Myszy traktowane
rapamycyng odznaczaly si¢ znaczaco mniejszym naciekiem komorek zapalnych
w obrebie Sciany aorty [99]. Ochronne dziatanie rapamycyny potwierdzono rowniez
w innym badaniu in vivo (myszy) i in vitro (hodowle vSMC) przeprowadzonym
przez Hayashi-Hori i wsp. (2020). W doswiadczeniu tym podawano myszom srodki
indukujace rozwo6j zmian charakterystycznych dla rozwarstwienia aorty (AD).
W pierwszym lub siodmym dniu stosowania lekow prowokujacych przebudowe
aorty, w tym wypadku B-aminopropionitrylu (BAPN) i angiotensyny Il (Angll),
wlaczono do leczenia rapamycyne. Odnotowano, ze =zastosowany lek
immunosupresyjny wywierat korzystny wptyw zwigzany z hamowaniem proliferacji
vSMC poprzez selektywne tlumienie ekspresji gendéw zwiazanych z cyklem
komoérkowym 1 utrzymywal kurczliwy, a nie proliferacyjny fenotyp vSMC w btlonie
srodkowej aorty. Rapamyncyna okazata si¢ by¢ skuteczna zarowno w zapobieganiu,

jak i w redukcji procesow powstawania AD [100].

Najbardziej wyrazne zmiany morfologiczne tunica media zaobserwowano
w aortach szczuréw traktowanych trdjlekowa immunosupresjag wedlug protokotow
CRG i TMG. Nieprawidtowosci morfologiczne wigzaly si¢ ze zmieniong
morfologig komorek migsniowych gladkich naczynia. Komorki, jak 1 jadra komorek

grupy kontrolnej miaty ksztalt wrzecionowaty, podczas gdy w wyzej wymienionych
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grupach  eksperymentalnych komoérki 1 ich jadra przybieralty ksztalt
nablonkowo / romboidalny. Ksztalt vSMCs zalezy od organizacji komponentow
ECM, a sam proces odksztalcania mechanicznego reguluje zmiany fenotypu
1 funkcji komodrki oraz wplywa na remodeling macierzy W warunkach
fizjologicznych wrzecionowaty ksztalt vSCMs wykazuje fenotyp kurczliwy
[16,101]. Odnotowane zmiany morfologii miocytow gltadkich w medii aorty
szczuréw z grup do$wiadczalnych §wiadczy¢ moga o zmieniajagcym si¢ fenotypie

komorek i zmianie ich funkcji.

Pomiary szerokos$ci tunica media aorty wykazaty istotne statystycznie roznice
pomiedzy grupa kontrolng a wszystkimi grupami doswiadczalnymi. Grupa TMG
charakteryzowata si¢ najgrubsza warstwa Srodkowa naczynia, podczas gdy grupa
CRG najciensza. W przypadku inhibitorow kalcyneuryny (CNI) takrolimus jest
znany jako lek znacznie bardziej toksyczny w pordéwnaniu z cyklosporyng A.
Kolejne badane parametry réwniez ulegly zmianie skutkiem podawania lekéw
immunosupresyjnych. W poréwnaniu z grupa kontrolng odleglosci migdzy
blaszkami sprezystymi byly statystycznie wigksze w grupach MRG i TMG.
Zaobserwowano takze istotne réznice w liczbie vSMCs pomiedzy grupa kontrolng
a grupami TRG, MRG, CMG, TMG.

Zmiany te moga wskazywac¢ na niekorzystny wptyw CNIs na morfologi¢ aorty,
ale takze moga by¢ skutkiem zastosowania nieprawidtowej, zbyt niskiej dawki
inhibitorow kalcyneuryny. W badaniu Koskinen i wsp. (1995) szczury
z allogenicznym przeszczepem serca traktowano trojlekowym schematem
immunosupresji, zawierajacym metyloprednizolon, azatiopryng i trzy rézne dawki
cyklosporyny A. Podawanie cyklosporyny przez trzy miesigce w $redniej dawce
10 mg/kg/dobe znaczaco hamowalo pogrubienie warstwy wewnetrznej tetnic,
natomiast dwukrotnie wigksza dawka CsA spowodowata spadek grubosci [102].
Podobne wyniki uzyskano w badaniach Soukiasian i wsp. (2004) na szczurach,
ktorym przeszczepiono serce. Autorzy stwierdzili, Zze podawanie szczurom
cyklosporyny w wysokich dawkach nie tylko chroni przeczepiony narzad przed

odrzuceniem, ale takze hamuje rozwdj zmian miazdzycowych w grafcie [103].
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Zarowno cyklosporyna, jak 1 takrolimus sg w stanie zmniejszy¢ odsetek
odrzucania przeszczepu allogenicznego, jednak ich przewlekte stosowanie moze
charakteryzowaé si¢ szeregiem dziatan niepozadanych, w tym toksyczno$cig
naczyniowg [104]. Jedna z postawionych hipotez definiuje potransplantacyjna
waskulopati¢ jako nieskuteczng reakcje nadwrazliwosci typu opdznionego,
skierowang przeciwko komorkom $rodblonka dawcy oraz przeciwko komodrkom

mie¢sni gladkich w warstwie srodkowej naczynia [105].

Limfocyty T aktywowane przez obce HLA produkuja cytokiny mobilizujace
makrofagi oraz stymulujace degradacje elementéw ECM przez komorki migsniowe
naczynia. Inhibitory kalcyneuryny takze moga zwigksza¢ produkcje cytokin
prozapalnych oraz markeréw aktywacji srodbtonka, a takze generowac reaktywne
formy tlenu (ROS) w komorkach $rédbtonka 1 vSMCs w tkance aorty, zard6wno

w warunkach in vitro, jak i ex vivo [104].

W tych warunkach vSMCs moga by¢ stymulowane do proliferacji 1 migracji
[106]. W niniejszych badaniach nie oznaczano poziomu lub immunoekspresji
cytokin prozapalnych, jednakze w grupie TMG wystapit dwu i potkrotny wzrost
liczby jader vSMCs w pordéwnaniu do grupy kontrolne;j.

Jak wspomniano powyzej MMF — lek hamujacy proliferacje komorek -
wspolnie z glikokortykosteroidem moze redukowa¢ proces wtoknienia i zapobiegaé
hiperplazji intimy, wykazujac dziatanie ochronne na uktad sercowo-naczyniowy
[97]. W przedstawionych w niniejszej pracy wynikach stwierdzono, ze morfologia
btony srodkowej aorty szczuréw w grupie TMG byta znaczaco zmieniona. Mozna
zatem przypuszczaC, ze w zastosowanym sktadzie lekdw immunosupresyjnych
takrolimus mogitby niwelowa¢ ochronne dzialanie mykofenolanu mofetylu
1 kortykosteroidu. Trzeba réwniez podkresli¢, Zze w medii aorty szczuréw
otrzymujacych leki wedtug protokotu opartego na Tac odnotowano zwigkszong
akumulacje wiokien kolagenowych (TRG, TMG — 89,4% vs Kontrola 45,6% i inne
grupy). Proces ten moze by¢ zwigzany z aktywnoscig metaloproteinaz i ekspresja
ich inhibitoréw, syntetyzowanych przez komoérki migsniowe gladkie medii aorty

podczas przewleklego podawania szczurom lekow immunosupresyjnych.
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Zaobserwowana podwyzszona ekspresja MMP-2 w medii aorty grupy kontrolnej
oraz w grupach TRG, CRG i CMG w porownaniu z ekspresja TIMP-2 moze
sugerowac, ze wzrost ekspresji tej metaloproteinazy moze by¢ formg mechanizmu
kompensacyjnego wobec nadmiernej akumulacji kolagenu powstatego w warunkach
stresowych takich jak terapia CsA. Podobne wlasciwosci farmakologiczne zblizone
do CsA wykazuje réwniez tacrolimus. Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie
z badaniami Bianchi 1 wsp., ktorzy réwniez wykazali, ze CsA powodowat
intensywne zwloknienie migénia sercowego i wzrost MMP-2, podczas gdy poziomy
MMP-1 i MMP-9 pozostaty niezmienione [107].

Odnotowano réwniez zmiany w poziomie ekspresji inhibitorow metaloproteinaz.
| tak w medii aorty zwierzat z grupy MRG i TMG zwigkszong ekspresje TIMP-2
w odniesieniu do poziomu ekspresji MMP-2. Waller i wsp. (2005) wykazali,
ze stosowanie CNI (cyklosporyny, takrolimusu) lub rapamycyny w potaczeniu
z MMF zmniejsza synteze kolagenu III, a tym samym hamuje jego gromadzenie
I pogrubienie warstwy wewng¢trznej tetnicy. Ponadto opisany schemat leczenia
zmniejsza ekspresj¢ MMP-2, MMP-9 i TIMP-1 w poréwnaniu z monoterapig
wymienionymi lekami. Stosowanie kombinacji lekow mykofenolanu mofetylu
1 rapamycyny wywierato najkorzystniejszy wplyw na S$ciang aorty. Zbadano,
ze MMF zmniejszatl ekspresje czynnikow promujacych proliferacje 1 migracje
komorek miesni gtadkich naczyn oraz hamowat przerost warstwy wewngtrznej [97].
W prezentowanych wynikach badan grupa MRG nie zwigkszyta ekspresji MMP-9,
ponadto obszar ekspresji MMP-2 byt istotnie mniejszy w pordwnaniu z grupa

zwierzat nieotrzymujacg lekow.

W niniejszych badaniach w grupach szczuréw, ktérych protokoty leczenia
oparte bytly na rapamycynie (TRG, CRG i MRG) ekspresja TIMP-1 wyraznie
wzrosta w poréwnaniu z ekspresja MMP-9. W literaturze dostepnych jest wiele
badan potwierdzajacych zaréwno przeciwtoknieniowe, jak 1 profibrotyczne
dziatanie rapamycyny. Wyniki uzyskane niniejszej pracy sa blizsze hipotezie
mowigce] o rapamycynie jako czynniku promujagcym wioknienie. Jednym
z wyktadnikow sprzyjajacych temu procesowi jest zwigkszona aktywno$é
inhibitorow metaloproteinaz (TIMPs), co powoduje hamowanie aktywnosci

enzymow degradujacych macierz zewnatrzkomorkows. Badania przeprowadzone
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przez Osman i wsp. (2011) w ktorych szczurze komodrki mezangialne traktowano
rapamycyng wykazywaly zalezny od dawki wzrost wywotanej przez cytokiny
ekspresji  TIMP-1 i spadek ekspresji MMP-9. Zmiany te wspotistniaty
ze wzmozong ekspresja genow profibrotycznych, co moze by¢ wyjasnieniem
przyczyny witoknienia nerek u pacjentow leczonych rapamycyng [108]. Brook i wsp.
(2005) stwierdzili natomiast, ze odpowiednia kombinacja lekéw w nizszych
dawkach - cyklosporyna (7,5 mg/kg/d) + rapamycyna (0,5 mg/kg/d) testowana
na modelu szczurzym daje efekt antyproliferacyjny / przeciwwloknieniowy.
Wynika to ze zwigkszonej ekspresji MMP-2 oraz zmniejszonej ekspresji TIMP-1
[109]. Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy w odniesieniu do grupy CRG,
w ktorej ekspresja MMP-2 znaczaco wzrosta, przy czym poziom ekspresji TIMP-1
rowniez wzrdst nieznacznie. Nie zauwazono jednak znaczacych zmian
w morfologii medii, a ponadto odsetek powierzchni medii zajmowanej przez wtokna
kolagenowe u szczuréw, ktérym podawano taka wiasnie kombinacja lekow, nie byt
zwigkszony. Szeroko$¢ warstwy S$rodkowej naczynia rowniez byla mniejsza
w porownaniu z grupg kontrolng. Stwierdzono natomiast znacznie zmienione
poziomy TIMP-1 w poréwnaniu z grupa kontrolng w obu grupach zwierzat
otrzymujacych trdjlekowy schemat zawierajacy takrolimus, ale tylko w btonie
srodkowej aorty szczurow grupy TMG odnotowano podwyzszony poziom ekspresji
MMP-9 vs TIMP-1. Ponadto w obu grupach zwierzat, ktorym podawano leki
wedhug schematu opartego na takrolimusie (TRG i TMG) stwierdzono znaczny
wzrost zawartosci kolagenu w blonie srodkowej aorty (prawie 90%) w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Warto tez wspomnie¢, ze w medii aorty zwierzat z kazdej grupy
doswiadczalnej stwierdzono w mniejszym badz wigkszym odsetku wzrost
zawarto$ci kolagenu w pordéwnaniu z grupa kontrolng. W trakcie leczenia
cyklosporyng lub takrolimusem opisano zwigkszong zawartos¢ widkien
kolagenowych, wskazujacych na proces wiloknienia, w nerkach pacjentow
z rozpoznang histologiczng nefrotoksycznoscia. Biopsje nerek ukazaly az 300%
wiekszy wzrost ekspresji kolagenu u pacjentéw z nefrotoksycznoscia wywotang Tac
w poréwnaniu do pacjentdéw z powiklaniami po zastosowaniu CsA. Ekspresja
TIMP-2 byta istotnie zwigkszona w obu grupach, ale ekspresja MMP-9 byta
podwyzszona tylko w grupie CsA [110]. W badaniach przeprowadzonych przez
Waller i wsp. (2004) przedstawiono wplyw pojedynczego leku: cyklosporyny,
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takrolimusu lub rapamycyny na proces pogrubienia warstwy wewngtrznej tetnicy
szyjnej szczurdw. Jak wykazaly uzyskane wyniki badan przez tych autorow
podawanie kazdego z tych lekéw immunosupresyjnych spowodowato wzmozone
gromadzenie si¢ macierzy zewnatrzkomoérkowej. Stosowane leki istotnie hamowaty
ekspresj¢ genow MMP-2, MMP-9 i TIMP-1, jednak tylko cyklosporyna zwigkszata
ekspresje obu MMPs w porownaniu z ekspresja TIMP-1. Roznica w ekspresji
MMPs i TIMPs podczas stosowania lekow z grupy CIN moze by¢ zatem przyczyng
zwigkszonego odktadania kolagenu pod wptywem Tac, ale nie CsA [111].

Na podstawie uzyskanych wynikow badan w niniejszej pracy mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze przewlekle leczenie immunosupresyjne zakléca
rownowage pomigdzy metaloproteinazami (MMP-2, MMP-9) a ich inhibitorami
(TIMP-1, TIMP-2) w tkankach $ciany aorty brzusznej szczurow, co w konsekwencji
zaburza morfologi¢ oraz funkcj¢ naczynia. Mocng strong tych badan jest to, ze
ocen¢ morfologiczng $ciany aorty badano az po szeSciu miesigcach trwania
doswiadczenia, co odzwierciedla okoto 15 Ilat zycia czlowieka. Ponadto,
w przeciwienstwie do danych literaturowych, w doswiadczeniu tym podawano
zwierzetom leki immunosupresyjne wedtug standardowego schematu trojlekowego
stosowanego w leczeniu klinicznym pacjentow. Uzyskane wyniki badan moga tez
stanowi¢ wstep do glebszych analiz i dodatkowych badan nad optymalnym doborem
leczenia immunosupresyjnego, w kontekscie ich korzystnego wptywu na uktad

Sercowo-naczyniowy pacjentow.
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VII. Whnioski

Na podstawie wynikéw przedstawionych w niniejszej rozprawie sformutowano

nastepujace wnioski:

1. Przewlekle leczenie immunosupresyjne zaburza réwnowage ekspresji
MMP/TIMP, a w konsekwencji wplywa na zmiany morfologiczne,

morfometryczne i funkcj¢ $ciany aorty.

2. Schematy lecznicze immunosupresyjnego zawierajagce w swym skladzie
inhibitory  kalcyneuryny  wywieraty najbardziej niekorzystny — wplyw

na morfologi¢ i morfometri¢ $ciany naczynia krwiono$nego.

3. Leki immunosupresyjne na bazie takrolimusu stymulowaty proces widknienia
medii aorty szczurow. W przeciwienstwie do cyklosporyny, takrolimus nie

zwigkszat ekspresji MMPs.

4. Takrolimus niwelowal ochronne, antyproliferacyjne dziatanie mykofenolanu

mofetylu.

5. Potaczenie mykofenolanu mofetylu z rapamycyna nie powodowalo wystapienia
istotnych zmian morfologicznych oraz morfometrycznych w $cianie aorty.

Zdolnos¢ antyproliferacyjna MMF zostala zachowana.
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VIII. Streszczenie

Tytut

Wphw przewlektego leczenia immunosupresyjnego na rozwoj miazdzycy w

aorcie brzusznej szczurow.
Wstep

Obecnie w pisSmiennictwie brakuje badan wykazujacych wptyw poszczegdlnych
trojlekowych schematéw przewleklego leczenia immunosupresyjnego na zmiany
morfologiczne w naczyniach czy ekspresjc MMP-2, MMP-9 i TIMP-1, TIMP-2.
Uzyskanie takiej wiedzy wydaje si¢ niezwykle wazne ze wzgledu na mozliwos¢
wyeliminowania niektorych czynnikow ryzyka takich jak rozwarstwienie $ciany
aorty, jako przyktad przewleklego stosowania kortykosteroidow. Tym bardziej ze
w terapii pacjentow dobiera si¢ kombinacj¢ lekow immunosupresyjnych najbardziej
optymalnych dla pacjenta, gwarantujacych jak najdluzsze przezycie po
transplantacji. Przewlekta dysfunkcja graftu stanowi przyczyne utraty 50%
przeszczepionych narzadow, a duza czg$¢ pacjentdow umiera z powodu chorob
uktadu krazenia, infekcji lub nowotwordéw. Dlatego bardzo wazne jest poznanie
dziatah niepozadanych, ktoére leki te moga wywiera¢ na morfologi¢ 1 funkcje

narzadow biorcy.
Cel pracy

Celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie, czy przewlekte leczenie
immunosupresyjne, wedlug najczesciej stosowanych trolekowych schematow
leczenia immunosupresyjnego u biorcéw narzadéw mialo wplyw na morfologig

aorty brzusznej szczurdw oraz ekspresj¢ MMPs i ich inhibitorow.
Cele szczegolowe:

1. Analiza zmian morfologicznych w $cianie aort: wizualizacja witokien
kolagenowych, widkien elastycznych, widkien retikulinowych oraz komorek

miegsni gladkich naczynia.

2. Ilosciowa ocena obszaru zajmowanego przez wiokna kolagenowe

w $rodkowej warstwie $ciany naczynia.
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3. Analiza morfometryczna $rodkowej warstwy naczynia: grubo$¢ blony,
odlegto$¢ pomiedzy blaszkami sprezystymi, liczba jader komoérek migéni
ghadkich.

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

w $cianie aorty brzusznej szczuréw.

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

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

Materialem biologicznym badania byly fragmenty aort szczurdéw, ktore
stanowity materiat archiwalny zgromadzony w Klinice Nefrologii, Transplantologii
i Chorob Wewnetrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie.
Material 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) i 5 grup eksperymentalnych.
Zwierzeta z grupy kontrolnej nie otrzymywaly zadnych lekéw, podczas gdy
szczurom z poszczegdlnych grup eksperymentalnych podawano rézne schematy
leczenia immunosupresyjnego. Po uptywie 6 miesiecy zwierz¢ta poddano eutanazji.
W trakcie sekcji pobrano fragmenty aorty od kazdego szczura. Materiat tkankowy

zostat zabezpieczony w formie bloczkoéw 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 grubosci
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 blony srodkowej,
odlegtosci pomigdzy blaszkami sprezystymi oraz liczbg jader komoérek migsni
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gladkich naczyn medii. Oceniono zawarto$§¢ 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. Poéhilosciowe
okreslenie immunoekspresji MMPs i TIMPs przeprowadzono z wykorzystaniem

oprogramowania ImageJ Fiji.
Wyniki

1. Najbardziej wyrazne zmiany w budowie §ciany naczynia Zzauwazono w grupach

CRG i TMG.

2. Zmiany w budowie witokien elastycznych zaobserwowano w grupie TMG
i CRG.

3. U szczurow TRG, CRG i TMG zawarto$¢ witokien kolagenowych w tunica

media, w porownaniu do grupy kontrolnej, byta widocznie zwigkszona.

4. Zwickszong zawartos¢ kolagenu typu Il zaobserwowano w tunica media
szczurdw TRG, natomiast zwigkszong ilo§¢ wldkien kolagenu typu I odnotowano

w aorcie szczurow TMG.

5. Wizualizacja kolagenu typu 111 z zastosowaniem soli srebra wykazata najwyzsza

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

6. Pomiary szerokosci warstwy $rodkowej naczynia wykazaly najwigksze
pogrubienie w grupie TMG oraz S$cienczenie tunica media w grupie CRG.
Najwigksze odleglosci migdzy blaszkami sprezystymi zostaly zmierzone w grupie
TMG, a wartosci byty ponad 50% wigksze niz w grupie CMG. Grupa CMG
posiadata najkrotsze odleglosci pomiedzy blaszkami sprezystymi. W grupie TMG

liczba jader komorkowych 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

najwiekszy procent obszaru zajmowanego przez witdkna kolagenowe.

8. Ekspresj¢ MMP-2 zaobserwowano w macierzy zewnatrzkomorkowej tunica

szczurow TRG, CRG, MRG i CMG. Szczury z grupy kontrolnej oraz TMG
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nie wykazywaly ekspresji MMP-2. Najbardziej wyrazng ekspresj¢ odnotowano w
ECM szczuréw CRG i MRG. Zastosowane schematy leczenia immunosupresyjnego
nie wptywaly na ekspresje MMP-9. Ekspresj¢ TIMP-2 zidentyfikowano tylko w
tunica media szczuréw TRG, podczas gdy ekspresje TIMP-1 wykazano w warstwie
srodkowej naczynia szczurow TRG, CRG, MRG i CMG. Ekspresji TIMP-1

nie stwierdzono jedynie w $cianie aorty szczuréw kontrolnych i TMG

9. Grupa kontrolna TRG, CRG i CMG wykazaty zwickszong ekspresjc MMP-2
w stosunku do TIMP-2. Wzrost ekspresji TIMP-2 w poréwnaniu do MMP-2
zauwazono w dwoch grupach, MRG i TMG. Roéwnowaga ekspresji MMP-9/TIMP-1
byla przesuni¢ta na korzy$s¢ TIMP-1 w grupach TRG, CRG, MRG. Grupa TMG
wykazywata zwigkszong ekspresjc MMP-9 w porownaniu z ekspresja TIMP-1.
Rownowaga obszaru ekspresji MMP-9 oraz TIMP-1 byla zachowana w grupie

kontrolnej oraz w grupie CMG.
Whnioski

1. Przewlekle leczenie immunosupresyjne zaburza roéwnowage ekspresji
MMP/TIMP, a w konsekwencji wptywa na zmiany morfologiczne, morfometryczne

i funkcje $ciany aorty.

2. Schematy lecznicze immunosupresyjnego zawierajace w swym skladzie
inhibitory kalcyneuryny wywieraly najbardziej niekorzystny wplyw na budowe

$ciany naczynia.

3. Leki immunosupresyjne na bazie takrolimusu stymulowaty proces widknienia
medii aorty szczuréw. W przeciwienstwie do cyklosporyny takrolimus

nie zwigkszat ekspresji MMPs

4. Takroliumus niwelowal ochronne, antyproliferacyjne dzialanie mykofenolanu

mofetylu.

5. Potaczenie mykofenolanu mofetylu z rapamycyna nie powodowalo wystapienia
istotnych zmian morfologicznych oraz morfometrycznych w $cianie aorty. Zdolno$¢

antyproliferacyjna MMF zostata zachowana.
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IX. Abstract

Title

The effect of chronic immunosuppressive regimens treatment on the development

of atherosclerosis in the abdominal aorta of rats.
Introduction

Currently there is an insufficient number of studies in the literature showing the
effect of individual treatment regimens on morphological changes in vessels or the
expression of MMP-2, MMP-9 and TIMP-1, TIMP-2. Obtaining such knowledge
seems to be extremely important due to the possibility of eliminating some risk
factors, such as aortic wall dissection, as an example of chronic corticosteroid use.
Recently an increased interest in the negative impact of chronic immunosuppressive
therapy on the cardiovascular system, including patients after organ transplantation,
has been observed. The cause of organ loss in 50% of above mentioned patients
Is chronic graft dysfunction, diagnosed with cardiovascular diseases, neoplasm
or infections. The aim of this study was to determine the effect of chronic
immunosuppressive treatment on the immunoexpression of metalloproteinases -2
and 9 and their inhibitors and additionally on the morphology of the tunica media

of the abdominal aorta of male rats
Drug protocols used in the current experiment:

TRG- tacrolimus+rapamycin+glucocortycosteroids

CRG- cyclosporine A+rapamycin+glucocortycosteroids

CMG- cyclosporine A+rapamycin+glucocortycosteroids

TMG- tacrolimus+mycophenolate mofetil+glucocortycosteroids

MRG- mycophenolate mofetil+rapamycin+glucocortycosteroids

Obijectives

The aim of this study was to investigate, whether chronic immunosuppressive
treatment, according to the most commonly used immunosuppressive regimens in

organ recipients, had an effect on the morphology of the abdominal aorta in rats.
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1. Analysis of morphological changes in the aortic wall: visualization of collagen

fibers, elastic fibers, reticulin fibers and vascular smooth muscle cells.

2. The quantitative assessment of the area occupied by collagen fibers in the aortal

media.

3. Morphometric analysis of the tunica media: the thickness of the tunica media,
the distance between elastic lamellae and the number of vascular smooth muscle cell

nuclei.

4. Immunohistochemical study of the expression of MMP-2, MMP-9, TIMP-1,

TIMP-2 in the wall of the abdominal aorta of rats.

5. Quantitative assessment of the area of increased expression of MMP-1, MMP-2
and TIMP-1, TIMP-2 in the aortal media.

Material and Methods

The biological material of the current study was rat aortas, accumulated as
archival material in the Department of Nephrology, Transplantology and Internal
Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Tissue material was
obtained from an experiment conducted on 14-week-old rats, males of the Wistar
breed. The animals were divided into 6 groups: the control group (C) and
5 experimental groups. The animals of the control group did not receive any drugs,
while the rats of the individual experimental groups were administered different
combinations of immunosuppressants. After 6 months the animals were euthanized.
Aortic fragments were taken from each rat. The tissue material was secured in the

form of paraffin blocks.

The following stains were performed for morphological analysis: hematoxylin +
eosin, Mallory's trichrome, Picro Sirius Red, impregnation with silver salts, orcein.
During the morphometric analysis, the thickness of the middle layer of the tunica
media, the distance between elastic lamellae and the number of nuclei of the smooth
muscle cells of the vessel were measured. The percentage of collagen fibers in
the tunica media of the vessel was assessed using ImageJ software. In order to
evaluate the expression of MMP-2, MMP-9 and TIMP-1, TIMP-2 an

immunohistochemical study was performed with the use of murine antibodies.
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The area occupied by the individual IHC reaction products was assessed with
ImageJ software. The results are expressed as a percentage.

Results

1. The most pronounced changes in the structure of the vessel wall were noticed in
groups CRG i TMG.

2. Changes in the structure of elastic fibers were noted in the group TMG i CRG.

3. The collagen fiber content was increased in the tunica media of the aorta in rats

treated with TRG, CRG and TMG immunosuppressants.

4. An increased content of type Ill collagen was observed in the media of rats
treated with TRG and an increased content of collagen type | was visible in the aorta
of the TMG rat group.

5. The visualization of type Il collagen using silver salt showed the highest
content of this type of collagen in the tunica media of the aorta in TRG and CRG
rats.

6. The morphometry regarding the thickness of the tested aortas indicated that the
thickest tunica media was present in the TMG group, whereas the thinnest was
found in the CRG group. The largest distance between the elastic lamellae of the
tested aortas was observed in the TMG group and it was over 50% larger than in the
CMG group, which has the shortest distance between lamellae. The greatest number
of nuclei of vSMCs (number of nuclei in morphometry) was observed in the TMG

group and it was almost three times more than in the MRG group.

7. A statistical comparison of the treatment groups showed that groups with

tacrolimus-based protocol (TRG, TMG) had the largest area with collagen fibers.

8. The expression of MMP-2 was observed in the tunica media extracellular matrix
(ECM) of TRG, CRG, MRG and CMG rats. No expression of MMP-2 was observed
in the media of control and TMG rats. The most pronounced expression was noted
in the media ECM of CRG and MRG rats. MMP-9 expression was not affected by
immunosuppressive drug panels. The expression of TIMP-2 was only identified in

the tunica media of TRG rats, while expression of TIMP-1 was noted in the tunica
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media of TRG, CRG, MRG and CMG rats. TIMP-1 expression was not found in the

aortal media of Control and TMG rats.

9. The results showed that control, TRG, CRG and CMG groups indicated an
increased MMP-2 expression comparing to its inhibitor. A comparison of the MMP-
2/TIMP-2 balance indicated an increase in the area with immunoexpression of
TIMP-2 in only two groups, MRG and TMG. In the aspect of balance between
MMP-9 and TIMP-1 three groups indicated increased TIMP-1 expression vs MMP-
9 expression -TRG, CRG, MRG. The TMG group had a higher expression of MMP-
9 vs TIMP-1. Both areas of expressions of enzymes and their inhibitors was visible

at the same degree in the control group and CMG group.
Conclusions

1. The results indicate that immunosuppressive treatment affect the MMP/TIMP
balance in abdominal aorta which in consequence alters the morphology and
function of the vessel.

2. The changes in the CNI-based protocol group were the most profound.

3. The tunica media of tacrolimus-treated rats showed the highest accumulation of
collagen fibers. Tacrolimus did not increase the expression of MMPs.

4. Tacroliumus reduced the protective, antiproliferative effects of mycophenolate

mofetil.

5. The combination of mycophenolate mofetil with rapamycin did not result in
significant morphological or morphometric changes in the aortic wall.

The antiproliferative capacity of MMF has been preserved.
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