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POVZETEK

S staranjem populacije se pojavnost razli¢nih bolezni veca. Glavno skupino predstavljajo
bolezni srca in ozilja, med katere pristevamo aterosklerozo in njene zaplete. Pomembno je,
da lahko bolezen in mehanizme njenega nastanka pri ¢loveku razlozimo s pomocjo
podatkov, ki so bili pridobljeni v poskusih na zivalih. Budre (Cavia porcellus) so se v
Stevilnih raziskavah izkazale kot ustrezen Zivalski model za razumevanje mehanizmov
aterogeneze, saj imajo sestavo lipoproteinov in holesterola zelo podobno ¢loveku, hkrati pa
se dobro in hitro odzivajo na razlicno prehrano in dodatke zdravilnih ucinkovin. V
raziskavi smo preucevali funkcionalne in morfoloske spremembe arterij buder, ki nastanejo
kot posledica kroni¢nega krmljenja z aterogeno dieto. Preucili smo tudi, ali lahko z
dodatkom nizkih odmerkov atorvastatina, valsartana ali kombinacije obeh ucinkovin k
aterogeni dieti, izboljSamo zilno funkcijo oziroma zmanjSamo nastanek teh sprememb.
Budre smo razdelili v pet skupin, jih 8 tednov krmili z razli¢nimi vrstami krme (osnovna
prehrana, aterogena dieta, aterogena dieta z atorvastatinom, aterogena dieta z valsartanom
ter aterogena dieta z atorvastatinom in valsartanom) in nato preucevali njihovo Zilno
funkcijo. Odzivnost Zilnih obroCkov torakalne aorte smo merili s pomo¢jo izometricnega
mehansko-elektricnega pretvornika. Sposobnost sprostitve zilnih obrockov, predhodno
skréenih z 0,1 mmol/L fenilefrina, smo preverili s kumulativnim dodajanjem acetilholina,
sposobnost skréitve pa s kumulativnim dodajanjem fenilefrina. Prisotnost maS¢obnih leh
na abdominalni aorti smo dolocali tako, da smo aorte vzdolzno prerezali in Zilni lumen
barvali z raztopino Oil Red O. Rezultate smo statisticno ovrednotili z uporabo
enofaktorske ali dvofaktorske analize variance in Bonferronijevega post-hoc testa. Opazili
smo, da se sprostitveni odziv Zil vseh petih skupin med seboj statisticno znacilno razlikuje,
medtem ko v skréitvenem odzivu ni opaznih razlik. Ugotovili smo, da dodatek ucinkovin
ali njune kombinacije k aterogeni dieti izboljSa zilno funkcijo. Pri teh skupinah Zivali smo
opazili boljSo sposobnost sprostitve Zzil kot pri skupini, krmljeni z aterogeno dieto.
MorfoloSka analiza zil je pokazala, da je prisotnost masc¢obnih leh v zilnem lumnu
abdominalne aorte manjSa ob dodatku atorvastatina in/ali valsartana. Sklepamo, da je
kombinacija obeh ucinkovin uc¢inkovitejSa kot posamezni ucinkovini, saj smo ugotovili
manjSe funkcionalne in morfoloske spremembe arterij pri skupini, ki je prejemala
kombinacijo atorvastatina in valsartana kot pa pri skupinah, ki sta prejemali le eno izmed

ucinkovin.
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ABSTRACT

The incidence of various diseases is increasing with the aging of population. The major
group represents cardiovascular diseases which include atherosclerosis and its
complications. It is important that the disease and the mechanisms of its development in
humans can be explained by using the data obtained in animal experiments. Many studies
have shown that guinea pigs (Cavia porcellus) are an appropriate animal model for
understanding of mechanisms of atherogenesis, since the composition of lipoproteins and
cholesterol is similar to human. In addition, they have good and rapidly responses to
different kinds of food and drugs. In this study we investigated the functional and
morphological changes in arteries of guinea pigs that were chronically fed with atherogenic
diet. We have also examined whether the addition of low doses of atorvastatin, valsartan or
their combination to the atherogenic diet improves vascular function or reduces the
formation of these changes. Guinea pigs were divided into five groups, fed with different
types of diets for 8 weeks (basic diet, atherogenic diet, atherogenic diet with atorvastatin,
atherogenic diet with valsartan and atherogenic diet with atorvastatin and valsartan) and
then their vascular functions were studied. Responsiveness of vascular thoracic aortic rings
was measured using isometric converter, which converts mechanical work into electrical
impulses. Relaxation of vascular rings previously contracted with 0.1 mmol/L
phenylephrine was analyzed by cumulative addition of acetylcholine and contraction was
analyzed by cumulative addition of phenylephrine. Abdominal aortas were cut lengthwise
and their vascular lumen was stained with an Oil Red O solution to determine the possible
presence of fatty plaques. Results were statistically evaluated by using one- or two-way
analaysis of variance and Bonferroni post-hoc test. We observed statistically different
responses of vascular relaxation between all five groups, while responses of contraction
did not differ significantly. We noticed that the addition of substances or their combination
to atherogenic diet improves vascular function. In these groups of animals we observed a
better ability to relax blood vessels than in the group fed with atherogenic diet.
Morphological analysis of aortas showed decreased presence of fatty plaques in groups fed
with addition of atorvastatin and/or valsartan. We found less functional and morphological
changes of the arteries in the group receiving the combination of atorvastatin and valsartan
than in groups that were treated only with one substance. In conclusion, the combined use

of both substances is more effective than the monotherapy with either substance.
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SEZNAM OKRAJSAV

AC adenilatna ciklaza

ACAT acil-CoA-holesterol-aciltransferaza

ACE angiotenzinska konvertaza

Ach acetilholin

ApoB apolipoprotein B

AT, angiotenzinski receptor tipa 1

AT, angiotenzinski receptor tipa 2

ATP adenozin trifosfat

[Ca?"]; znotrajceli¢na koncentracija kalcijevih ionov
CAMP cikli¢ni adenozin monofosfat

CETP holesteril-ester prenosni protein

cGMP cikli¢ni gvanozin monofosfat

CRP C-reaktivni protein

DAG diacilglicerol

EDHF hiperpolarizacijski dejavnik endotelijskega izvora
EDRF sprostitveni dejavnik endotelijskega izvora
GC gvanilatna ciklaza

HDL lipoproteini visoke gostote

HMG-CoA 3-hidroksi-3-metilglutaril koencim A
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ICAM-1

IL

IP3

LCAT

LDL

LPL

MCP-1

MCSF

MLCK

MMP-9

NO

NOS

PDGF

PGE;

PGl;

Phe

PKA

PKC

PLA;

PLC

ROS

SR

medceli¢na adhezijska molekula-1
interlevkini
inozitol-1,4,5-trifosfat
lecitin-holesterol-acil-transferaza
lipoproteini nizke gostote
lipoprotein lipaza

monocitni kemotakti¢ni protein 1
makrofagno kolonije stimulirajo¢i dejavnik
kinaza lahke verige miozina
matriksna metaloproteinaza 9
dusikov oksid

NO sintaza

trombocitni rastni dejavnik
prostaglandin E;

prostaciklin

fenilefrin

proteinska kinaza A

proteinska kinaza C

fosfolipaza A,

fosfolipaza C

reaktivne kisikove spojine

sarkoplazemski retikulum

Vil
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TF tkivni faktor

TNF-a dejavnik tumorske nekroze o
TPA tkivni aktivator plazminogena
TXA; tromboksan A

VCAM-1 adhezijske molekule Zilnih celic
VLDL lipoproteini zelo nizke gostote
VWF von Willebrandov faktor

VI
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1 UVOD

Bolezni srca in ozilja, ki nastanejo kot posledica ateroskleroze, spadajo med tiste kroni¢ne
nenalezljive bolezni, ki so tako pri nas kot v svetu najpogostejSi vzrok obolevanja,
invalidnosti ter umiranja prebivalstva in so zato najhujsi zdravstveni in ekonomski problem
razvitih druzb. Prebivalstvo se stara, delez starejSega prebivalstva raste, obolevnost za
boleznimi srca in ozilja pa je zagotovo vecja med starejSim prebivalstvom kot med
mlajsimi. Ce te bolezni dovolj zgodaj odkrijemo in pravilno zdravimo, $e posebej pa, &e
preprecujemo, da bi se sploh razvile, izboljSamo tako zdravje posameznika kot zdravstveno
stanje populacije. Zdravilne u¢inkovine imajo pomembno vlogo pri primarnem, $e bolj pa
pri sekundarnem preprecevanju sréno-zilnih bolezni. S preventivnimi ukrepi v skladu s
smernicami Svetovne zdravstvene organizacije smo dosegli upadanje umrljivosti zaradi
bolezni obtocil, pri oceni ogrozenosti pa je Slovenija od letoSnjega leta uvrS¢ena med

drzave z majhno ogrozenostjo (1).

1.1 Zgradba arterijske stene

Sréno-zilni sistem sestavljajo srce, ki kri pre¢rpava, ter arterijski, kapilarni, venski in
limfni sistem (2). Zile se med seboj razlikujejo v zgradbi stene in funkciji. Glavna funkcija
arterij je dovajanje krvi mikrocirkulaciji (arteriolam, kapilaram, venulam) in uravnavanje

krvnega tlaka. Normalna arterijska stena je neprepustna za celi¢ne sestavine krvi (2, 3).
Zilno steno od lumna navzven sestavljajo tri plasti (slika 1):

Intima je notranja plast Zilne stene, Ki je v stiku s krvjo. Sestavljena je iz bazalne lamine in
enojne plasti endotelijskih celic, ki vsebujejo Stevilne receptorje za vazoaktivne snovi,
imajo antitromboti¢no in antiadhezijsko funkcijo, delujejo kot selektivna pregrada za
sestavine Kkrvi, uravnavajo pa tudi razra$¢anje gladkih miSi¢nih celic spodnje plasti.
Sestavni del intime so tudi subendotelijsko rahlo vezivo, redke gladkomisi¢ne celice in

notranja fenestrirana elasti¢cna membrana, ki predstavlja mejo med intimo in medijo (2, 4).

Medija je srednja, najdebelejsa plast zilne stene. Tvorijo jo krozno razporejeni sloji

Tvrw

stene, ter zunajcelicni matriks (predvsem kolagen in elastin), ki vzdrzuje obliko Stene.

Medijo in adventicijo loCuje zunanja elasticna membrana (2, 4).
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Adventicija je zunanja plast zilne stene. Sestavljena je iz rahlega veziva (fibroblasti,
zunajceliéni matriks) in drobnih zil (arteriol, venul, kapilar), ki jih imenujemo vasa
vasorum. Njihova funkcija je oskrbovanje srednje in zunanje plasti Zil s hranili in kisikom.
V adventiciji se nahajajo tudi zivéni konc€i¢i avtonomnega zivénega sistema, ki ozivcujejo

gladke misi¢ne celice (2, 4, 5).

gladke misi¢ne
celice

endotelijska
celica

adventicija

lumen zile

Normalna arterijska stena

Y Y

intima medija

Slika 1: Zgradba zdrave arterijske stene. Prirejeno po (6).

Loc¢imo dva tipa arterij, in sicer arterije elasti¢nega tipa, ki delujejo kot pomozne tlacilke
(aorta in veje, ki izhajajo iz aortnega loka, pljuCne arterije), in arterije miSi¢nega tipa, ki
omogocajo prenos krvi do periferije (srednje arterije, npr. mozganska, renalna arterija).
Med obema tipoma arterij je kljucna razlika v histoloski zgradbi medije. Arterije

vt w

tipa pa nasprotno manj elastina in ve¢ gladkomisiénih celic (2, 4).

1.2 Krcenje in sprostitev gladkih miSi¢nih celic

Pravilno delovanje Zilne stene je pogoj za normalno delovanje celotnega sréno-Zilnega
sistema. Pri tem sta pomembna predvsem Zilni tonus in njegova ustrezna regulacija.
Skréenje zil je neposredno odvisno od delovanja gladkih misi¢nih celic zil in ni pod

vplivom clovekove Svobodne volje, temve¢ avtonomnega zivénega sistema. Skrcitev

v w
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hormoni v krvnem obtoku in snovi, ki jih izlo¢a endotelij (5, 7, 8). Vsem mehanizmom sta
skupna dvig znotrajceli¢ne koncentracije kalcijevih ionov ([Ca®];) v gladkomisi¢ni celici
in povecana obcutljivost znotrajceli¢nih struktur zanje, ki predstavljata kljucni korak v
zunajceli¢nega prostora, kalcija, ki se sprosca iz sarkoplazemskega retikuluma (SR) in od
kalcija, odstranjenega iz celice (preko od ATP odvisne kalcijeve &rpalke ali Na*/Ca®*

izmenjevalca) ali v znotrajceli¢no skladisée SR (9).

Kréenje gladke miSice lahko povzro¢imo z mehani¢nim, elektricnim ali kemicnim
drazenjem. Drazljaj povzro¢i depolarizacijo membrane gladke miSi¢ne celice in odpre
kalcijeve napetostne kanalcke na sarkolemi, skozi katere vstopa kalcij v celico. Kalcij
lahko vstopa v celico tudi po vezavi agonista na od liganda odvisne kalcijeve kanale.
Kréenje gladkih misiénih celic povzroci $e vezava razli¢nih agonistov (nevrotransmiterjev,
hormonov) na specifi¢ne receptorje, sklopljene z G proteinom. Posledi¢no se poveca
aktivnost fosfolipaze C (PLC), nastaneta sekundarna prenasalca diacilglicerol (DAG) in
inozitol-1,4,5-trifosfat (IPs). IPs povzro¢i sprostitev Ca®* ionov iz sarkoplazemskega
retikuluma, DAG pa skupaj s Ca®* ioni aktivira proteinsko kinazo C (PKC), ta pa sodeluje
pri kréenju preko fosforilacije specifi¢nih tarénih proteinov (7, 9). V reakciji kréenja sta
pomembna encima miozin kinaza (kinaza lahke verige miozina, MLCK) in miozin
fosfataza, ki fosforilirata oz. defosforilirata specificna mesta na lahki verigi miozina (10).
Ca?* ioni s kalmodulinom tvorijo kompleks, ki aktivira MLCK. Potege fosforilacija
neaktivnega miozina, pri tem pa se porablja energija iz ATP. S tem je omogoc¢ena
interakcija miozina z aktinom znotraj gladke miSi¢ne celice ter ciklizacija pre¢no
povezanih aktinsko-miozinskih mostickov. Posledi¢no pride do toni¢ne skréitve gladke
misice. Kontrakcija gladkih miSic poteka, dokler so lahke verige miozina fosforilirane, to
pa je odvisno od [Ca®]i in ATP (7). Do skréenja pride tudi po poti, neodvisni od Ca®*
ionov, in sicer preko Rho-kinaze, ki inhibira miozin fosfatazo in s tem preprecuje
defosforilacijo (slika 2) (8, 9, 10).

Tvtw

direktnim vplivom snovi, ki zavirajo kréenje oz. povzrocijo relaksacijo (9). Za sprostitev je
potrebna zmanj$ana [Ca®*]; in povecana aktivnost miozin fosfataze. Ca®* ioni se iz citosola
odstranjujejo preko Ca®* &rpalke (v sarkoplazemski retikulum in iz celice) in Na/Ca®*

izmenjevalca (iz celice). Ko pade [Ca’"]i, MLCK preneha z delovanjem, miozinska
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fosfataza pa defosforilira miozin in nastopi sprostitev gladkomisi¢nih celic. Oba encima,
MLCK in miozinska fosfataza, sta regulirana tudi s cikli¢nimi nukleotidi (cCAMP in cGMP)
(7). Aktivacija adenilat ciklaze (AC) povzro¢i nastajanje cAMP, le-ta pa preko inhibicije
encima MLCK privede do zmanjSane fosforilacije lahke verige miozina ter sprostitve
gladkomisi¢nih celic. NO pa aktivira gvanilat ciklazo (GC), ki tvori cGMP. Porast cGMP
zavira vdor kalcija v celico, znizuje IP3, pospeSuje izhod kalcija iz celice in stimulira
defosforilacijo miozinskih lahkih verig z miozinsko fosfatazo. Posledica zmanjsane [Ca*'];

je sprostitev gladkomiSi¢ne celice (slika 2). Delovanje MLCK in miozinske fosfataze je

(7, 10).

vt w
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od liganda odvisen
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Slika 2: Shematski prikaz kontrakcije in relaksacije gladkomisi¢ne celice.
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1.3 Vloga endotelija pri uravnavanju Zilne homeostaze

Endotelij je notranja plast zilne stene, ki je v stiku s krvjo. Sestavljen je iz enega sloja
endotelijskih celic, ki lezijo tesno skupaj, zato je povrSina notranjega dela zile gladka.
Pokriva notranjo povrsino arterij, arteriol, ven in venul (4). Dolgo je veljalo, da je endotelij
samo pasivna bariera, skozi katero selektivno prehajajo razlicne molekule iz krvi v
sosednja tkiva in obratno. Zadnja desetletja pa velja spoznanje, da je Zilni endotelij tudi
pomembni metabolni in endokrini organ, ki sodeluje pri uravnavanju zilne homeostaze,
vpliva na strjevanje krvi in igra pomembno vlogo pri vnetnih procesih ter pri
preoblikovanju Zilne stene (11). Samostojno ali kot odgovor na razli¢ne drazljaje izloca
vazoaktivne snovi, ki arterijo bodisi razSirijo (vazodilatatorji) bodisi skréijo
(vazokonstriktorji), in preko tega vzdrzuje Zilni tonus (12). Razsiritev povzroéijo dusikov
oksid (NO), prostaciklin (prostaglandin I, PGI,), C- tip natriureti¢nega peptida, bradikinin
in iz endotelija izvirajo¢i hiperpolarizacijski dejavnik (ang. Endothelium-derived
hyperpolarizing factor, EDHF) (7, 13). Slednji vkljuCuje Se ne v celoti poznane
posrednike, med Kkatere priStevamo nekatere presnovke arahidonske Kisline in
endokanabinoide. Preko povecanega izloCanja kalija iz celice povzro¢ijo hiperpolarizacijo
celitne membrane in posledi¢no sprostitev gladkih misi¢nih celic. V ve¢jih arterijah tako
NO kot EDHF povzrocata sprostitev zil, vendar prevladuje prispevek NO (14, 15).
Skréenje zil pa je posledica izloCanja endotelina-1 (ET-1), angiotenzina Il, nekaterih
presnovkov arahidonske kisline, tromboksana A, (TXAy), urotenzina Il in reaktivnih
kisikovih spojin (ROS) (7, 13). Endotelij preko uravnavanja izlo¢anja vazokonstriktorjev
in vazodilatatorjev vpliva na tok krvi in Sirino zilnega lumna. V normalnih fizioloskih
razmerah prevladuje sprostitvena vloga endotelija. V patofizioloskih razmerah (kot so
hipoksija, hipertenzija, ateroskleroza) pa so v ospredju funkcije endotelija, od Kkaterih je

odvisno skréenje zil (7).

Endotelijske celice izlo¢ajo tudi spojine, ki s svojim antitromboti¢nim (zavirajo agregacijo
trombocitov, npr. prostaciklin in tkivni aktivator plazminogena, tPA) in fibrinoliticnim
(razgrajujejo krvne strdke, npr. plazmin) delovanjem varujejo ozilje. Nasprotno pa imajo
nekatere druge snovi, ki jih izloca endotelij (npr. angiotenzin Il in ET-1), Skodljivo
delovanje na ozilje, saj spodbujajo prekomerno razras¢anje gladkomisic¢nih celic in s tem
pospesujejo aterosklerozo. Poskodovane endotelijske celice izlo¢ajo protrombogene snovi

(von Willenbrandov faktor (vWF), inhibitor aktivacije plazminogena) (4).
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1.3.1 Dusikov oksid (NO)

Dusikov oksid ima poglavitno vlogo pri vzdrzevanju Zzilnega tonusa, saj pod njegovim
vplivom pride do najveCje sprostitve gladkomiSicnih celic v Zilni steni. Sprva je bil
poimenovan sprostitveni dejavnik endotelijskega izvora (EDRF). NO nastaja iz L-arginina
in molekularnega kisika v reakciji, ki jo katalizira encim NO-sintaza (NOS) (slika 3).
Poznamo tri strukturno razli¢ne izo-oblike NO-sintaze. V endotelijskih celicah,
kardiomiocitih in trombocitih je prisotna konstitutivna endotelijska NO-sintaza (eNOS).
Poznamo pa Se nevronsko NO-sintazo (NNOS), ki je prisotna v nevronih, ter inducibilno
obliko NO-sintaze (iNOS), ki nastaja v endotelijskih celicah in gladkomiS$i¢nih celicah v
patofizioloskih stanjih, kot je npr. vnetje. NO je lipofilna, parakrino delujo¢a molekula s
kratko Zivljenjsko dobo, saj se po nekaj sekundah delovanja deaktivira z oksidacijo v nitrit

in nitrat, ki se izlo¢ata z urinom (7).

Po osnovni poti preko eNOS poteka 95% sinteze NO. Glavni draZljaj za aktivacijo eNOS
je povecanje [Ca®"]; v endotelijski celici. Ca?* ioni se veZejo na kalmodulin, kompleks
kalcij-kalmodulin se veze na eNOS, nastaneta citrulin in NO. Druga, od kalcija neodvisna
pot aktivacije eNOS je preko njene fosforilacije. V tem primeru aktivacijo sprozi porast
strizne napetosti, posledi¢no se zvisa koncentracija NO. Po sprostitvi iz endotelija NO
posledi¢no povisane koncentracije CGMP povzroci defosforilacijo miozina in s tem

sprostitev gladkomisi¢nih celic (slika 3) (15).

Dusikov oksid deluje antiaterogeno. V zgodnjih fazah aterogeneze preprecuje pritrditev
monocitov na endotelij in njihovo prehajanje v Zilno steno, zmanjSa pa tudi izraZanje
kemotakti¢nih in adhezijskih molekul (VCAM-1, ICAM-1) ter tkivnega faktorja (TF). V
kasnejSih fazah deluje zaSCitno preko zaviranja sinteze DNA, razraS$€anja in migracije
gladkomisi¢nih celic iz medije v intimo, agregacije trombocitov in njihove pritrditve na
zilno steno, preprecuje pa tudi spros¢anje trombocitnega rastnega dejavnika (PDGF) in ima
fibrinoliticen ucinek (15, 16).
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Slika 3: Shematski prikaz sinteze in delovanja NO.

1.3.2 Adrenergi¢ni in muskarinski receptorji v Zilni steni

Gladke miSicne celice Zil in endotelijske celice so oZivCene z vlakni avtonomnega Zivénega
sistema. Glavna nevrotransmiterja v avtonomnem zivénem sistemu sta acetilholin in
noradrenalin. Acetilholin se veZe na nikotinske in muskarinske receptorje, noradrenalin pa
na adrenergicne receptorje o in B. V gladkih misicah zil in na povrsini endotelija najdemo
adrenergi¢ne oy, oy in P, receptorje ter muskarinske receptorje Ms. Gre za membranske, z
G-proteinom sklopljene receptorje 0z. metabotropne receptorje. G-proteini imajo
pomembno vlogo v transmembranskem prenasanju signala, so namre¢ posredniki med

receptorji in efektornimi proteini znotraj celice (7, 8).

Stimulacija adrenergi¢nih receptorjev oy povzroci serijo dogodkov, ki preko aktivacije
fosfolipaze C (PLC) in posledi¢no preko DAG in IP; privedejo do povecanja [Ca®']i in
vazokonstrikcije (17). Tak mehanizem delovanja ima fenilefrin, ki je selektivni a; agonist.
Ima moc¢no vazokonstriktorno delovanje na gladke miSice krvnih Zil, njegovi u¢inki na srce
in centralni Zivéni sistem pa so slabo izrazeni (7). Aktivacija ap receptorjev preko
inhibitornega G-proteina povzro¢i inhibicijo AC in posledi¢no pade koncentracija cAMP,
inhibirani pa so tudi kalcijevi kanali. Pride do vazodilatacije. Preko G-proteina pa potece
tudi aktivacija kalijevih kanalov, ki vodi v hiperpolarizacijo celicne membrane. Stimulacija
ay receptorjev pa lahko vodi tudi v vazokonstrikcijo. Preko aktivacije PLC in mobilizacije
arahidonske kisline se poveda hidroliza fosfoinozitida v DAG in IP3 in naraste [Ca'];, kar

vodi v vazokonstrikcijo (18).
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Vezava agonista na adrenergicni [, receptor preko stimulatornega G-proteina povzroci
aktivacijo AC, ki katalizira nastanek sekundarnega prenasalca cAMP, ta pa fosforilira

taréne proteine. Vse to privede do znizanja [Ca®*]; in vazodilatacije (18).

Stimulacija muskarinskih receptorjev M3 na endotelijskih celicah Zilne stene povzroci
aktivacijo PLC, ki vodi v nastanek sekundarnih prenasalcev IP3 in DAG. IP3 povzroci
sprostitev Ca”* iz endoplazmatskega retikuluma, Ca®* se poveze s kalmodulinom, to pa
aktivira od kompleksa Ca®*-kalmodulin odvisno endotelijsko NOS. NO difundira do
gladkih mis$i¢nih celic Zil in povzroci njihovo relaksacijo. Muskarinski M3 receptorji pa se
nahajajo tudi v samih gladkih miSicah zil, le da tam vezava acetilholina in posledi¢no dvig
Ca®* povzro¢i kontrakcijo. Stimulacija muskarinskega receptorja Ms aktivira tudi
fosfolipazo A, kar vodi v sprosc¢anje arahidonske kisline in sintezo eikozanoidov. To pa
povzroci stimulacijo AC in povecanje cAMP ter zve¢ano koncentracijo Ca®" in posledi¢no

kontrakcijo (18).

1.4 ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je kroni¢ni proces, ki najprej prizadene notranjo plast arterijske stene in je
tesno povezan z boleznimi srca in ozilja. Zanjo je znacilno kopiCenje lipidov in
nekroti¢nega materiala v arterijski steni, ki ga spremlja kroni¢no vnetje. Ateroskleroza je
sistemska bolezen, kar pomeni, da je lahko prizadet katerikoli odsek arterijskega krvnega
obtoka (19). Ateroskleroticne spremembe se praviloma najprej pojavijo v centralno lezecih
arterijah (kot je abdominalna aorta), lokalizirane pa so predvsem na razcepiscih arterij in
neposredno za njimi, saj nenehno vrtinéenje (turbulenca) na teh mestih okvarja arterijsko

steno in ta postane dovzetnejsa za njihov nastanek in razvoj (16, 19).

1.4.1 Dejavniki tveganja

Ateroskleroza je neizbezna bolezen, njen potek pa je mo¢no odvisen od Stevilnih genetskih
dejavnikov in dejavnikov okolja. Proces aterogeneze se za¢ne Ze v otro$tvu oz. mladosti,
klinicno zaznaven postane v kasnejsih Zivljenjskih obdobjih. Cim ve¢ nevarnostnih

dejavnikov ima neka oseba, tem vecja je verjetnost, da se bo ateroskleroza razvila v

zgodnejsih zivljenjskih obdobjih (20).
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Dejavnike tveganja lahko razdelimo v tri skupine:

a) Dejavniki, ki so pogojeni z dednostjo ali bioloskimi vplivi (nanje nimamo vpliva):
spol, starost, genetska podvrzenost
b) Dejavniki, ki so posledica nacina zivljenja in druzbenih vplivov (mozno jih je
odpraviti s spremembo Zivljenjskega sloga): nezdravo prehranjevanje in povecan
indeks telesne teze, telesna neaktivnost, kajenje, prekomerno uzivanje alkohola,
stres
c) Dejavniki, ki izhajajo iz dolo¢enih bolezenskih stanj (delno lahko vplivamo):
e dislipidemija (zvecano tveganje predstavljajo poviSana vrednost LDL holesterola in
trigliceridov ter znizana vrednost HDL holesterola v krvi)
e povisan krvni tlak
e sladkorna bolezen (glikacija pospeSi proces vnetja in nastajanje vnetnih
posrednikov)
e okuzba z nekaterimi bakterijami in virusi (npr. Helicobacter pylori, Chlamidia
pneumoniae, virus herpesa simpleksa in citomegalovirus) (19, 20)
Skupek socasno prisotnih dejavnikov tveganja ima lahko potenciran ucinek, saj se
delovanje posameznih dejavnikov tveganja mnozi in ne sesteva. Tako je lahko posameznik
s Stevilnimi, Ceprav koli¢insko zmerno izraZzenimi dejavniki tveganja, bistveno bolj
ogrozen za pojav bolezni srca in ozilja od osebe z enim samim, mocneje izrazenim
dejavnikom tveganja. Odpravljanje obvladljivin dejavnikov tveganja predstavlja

pomemben ¢len v prepreevanju ateroskleroze (21).

1.4.2 Koncept ateroskleroze

Obstaja ve¢ teorij o sprozenju procesa ateroskleroze. NajSirSe sprejeta je hipoteza o
poskodbi endotelija, ki ji sledi vnetni odgovor. Dejavnike, ki lahko poskodujejo zilni
endotelij, delimo na fizikalne (turbulentni tok krvi, poviSan krvni tlak), kemi¢ne (ogljikov
monoksid, nikotin), presnovne (holesterol, homocistein) in bioloSke (bakterije, virusi,
kompleksi antigen-protitelo, aktivirani trombociti in levkociti) (19). Pojavi se nesorazmerje
med delovanjem spojin iz endotelija, ki zilo Sirijo ali kréijo, ravnotezje se prevesi v smer
nastajanja tistih, ki zilo kréijo (11). Posledi¢no je motena od endotelija odvisna razsiritvena
sposobnost arterij, ki nastane predvsem zaradi motnje v sintezi, sproS€anju in

razpolozljivosti NO (15, 16). Poznamo ve¢ moznih mehanizmov, ki privedejo do zniZanja
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koncentracije NO: zaviranje izrazanja eNOS, zmanjSanje aktivnosti eNOS, zmanjSana

razpoloZzljivost substrata/kofaktorjev, povecana razgradnja NO (7, 13).

V zdravih arterijah je zilni endotelij neprepusten za celi¢ne sestavine krvi, prav tako je
prepreCeno prilepljanje levkocitov. Posledica endotelijske disfunkcije je povecana
prepustnost endotelija, ki privede do kopicenja celicnih sestavin krvi, holesterola in
lipoproteinov v intimi, $¢ posebno, ¢e je njihova koncentracija v krvi poviSana.
Lipoproteini v zunajcelicnem prostoru intime se lahko kemic¢no spremenijo, s pomocjo
reaktivnih kisikovih in dusikovih spojin potece oksidativna modifikacija delcev LDL (22).
Socasno s kopicenjem lipoproteinov poteka pospeSeno prilepljanje levkocitov (monocitov,
limfocitov T) na aktivirane endotelijske celice in njihovo prehajanje v intimo arterijske
stene preko stikov med endotelijskimi celicami. Pritrjanje levkocitov omogocajo
adhezijske molekule (VCAM-1 in ICAM-1), ki jih aktivirane endotelijske celice izrazajo
na svoji povrsini pod vplivom oksidativnega stresa in turbulentnega toka krvi. Vstopanje
levkocitov v intimo spodbujajo Stevilne kemotakticne molekule, t.i. kemokini (npr. MCP-
1, IL-8, IL-6). Po vstopu v intimo se monociti pod vplivom M-CSF diferencirajo v
makrofage. Ta proces je eden kljuénih pri razvoju ateroskleroti¢ne lehe. Makrofagi
fagocitirajo oksidirane delce LDL preko dveh posebnih tipov receptorjev na povrsini
makrofagov (tollu-podobni receptorji, odstranjevalni receptorji) (23). Znotrajceli¢ni
holesterol, ki je poglavitni produkt razgradnje oksidiranih delcev LDL, se v obliki kapljic
kopici v citosolu makrofagov. Iz makrofaga postopoma nastaja penasta celica. Penaste
celice kasneje zaradi nekroze in apoptoze odmrejo in se kopi¢ijo v intimi, kar vodi do

nastanka mas¢obne lehe-majhne masc¢obne zadebelitve v Zilni steni (slika 4) (22, 23).

Zacetnemu obdobju ateroskleroze sledi napredovanje bolezni s potovanjem in
razmnozevanjem gladkomiSi¢nih celic, sintezo zunajceliénega matriksa in razvojem
kompleksnosti ateroskleroti¢nih leh (Slika 4). V intimi se nalagata kolagen in elastin, kar
vodi do nastanka fibroznega pokrova. Mascobna leha tako s€asoma napreduje v
ateroskleroti¢no leho (plak, aterom), vanjo pa se pogosto odlagajo tudi kalcijeve soli s
prostimi masCobnimi kislinami, zato postane arterijska stena trda in neelasticna

(ireverzibilno/nepovratno stanje) (22).

10
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Slika 4: Nastajanje ateroskleroti¢ne lehe v arteriji. Prirejeno po (24).
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Z vstopanjem levkocitov v intimo se v arterijski steni za¢ne kroni¢no vnetje, ki predstavlja
osrednji mehanizem aterogeneze. Aktivirani makrofagi sintetizirajo velike koli¢ine
posrednikov nespecifiéne imunosti, kot so citokini, rastni dejavniki, proteaze in
citotoksi¢ne reaktivne kisikove in dusikove spojine, ki spodbujajo vstop monocitov in
njihovo preobrazbo v makrofage, prehajanje in razmnoZevanje gladkomiSi¢nih celic ter
sintezo zunajcelicnega matriksa. Poleg nespecificne je za kroni¢no vnetje V
ateroskleroti¢nih lehah pomembna tudi specifi¢na imunost, pri ¢emer sodelujejo limfociti
T. Ob vezavi antigenov (kot so modificirani lipoproteini, infekcijski agensi) na limfocite T
pride do tvorbe Stevilnih citokinov, povrSinskih molekul in encimov. Mozna sta dva
odgovora celic T pomagalk: Th-1 in Th-2 odgovor (22, 23). Znotraj lehe je pogostejsi Th-1
odgovor, ki spodbudi vnetni odgovor z izloCanjem citotoksi¢nih dejavnikov ter spodbuja
razvoj ateroskleroze. Nasprotno pa Th-2 odgovor deluje antiateroskleroticno preko
izlocanja protivnetnih citokinov (npr. IL-10). Ravnotezje med pro- in protivnetno
aktivnostjo uravnava napredovanje ateroskleroze (23). Citokini limfocitov T povzrocijo
nastanek velikih koli¢in molekul nizje v citokinski kaskadi, posledi¢no lahko v periferni
krvi zaznamo poviSan nivo interlevkina 6 in C-reaktivnega proteina (CRP). Koncentracija
CRP je zviSana pri bolnikih z akutnim srénim infarktom, pri bolnikih s koronarno sréno

boleznijo pa ima pomembno napovedno vrednost za ponovni pojav ishemicne okvare (25).

11
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1.4.3 Zapleti

Klini¢ni potek bolezni se lahko med posamezniki precej razlikuje. Pri nekaterih se kljub
mocno razSirjeni aterosklerozi klini¢na slika nikoli ne izrazi, pri drugih pa se zapleti
izrazijo ze zelo zgodaj. Za akutne zaplete, kot so miokardni infarkt, mozganska kap in
ishemija uda, so nevarne zlasti nestabilne lehe (22). Znacilnosti nestabilne lehe so: velika
mascobna sredica, ki nastane kot rezultat smrti penastih celic in s kopi¢enjem mascob v
zunajceli¢énem prostoru, tanek fibrozni pokrov, ve¢je Stevilo vnetnih celic (zlasti limfocitov
T) in zmanj$ano Stevilo gladkomiSi¢nih celic znotraj lehe, povecana angiogeneza (tvorba
novih kapilar) v intimi in mediji. Aktivirani limfociti izlo¢ajo proteoliticne encime
(veCinoma matriksne metaloproteinaze), ki razgrajujejo vezivno ogrodje ateroskleroti¢ne
lehe, in s tem povzroc¢ijo njeno neodpornost za hemodinamski stres. Nestabilna leha lahko
poci, kar pomeni, da se pretrga njena vezivna ovojnica in mascobna sredica, ki je moc¢no
trombogena, je izpostavljena krvi. Tkivni faktor je tako v stiku z drugimi faktorji strjevanja
krvi, aktivirata se intrinzi¢na in ekstrinzi¢na pot strjevanja. Na povrSini lehe se zato tvori
krvni strdek. Ob nastanku vecéjega krvnega strdka, ki zapre Zilno svetlino, pride do akutnih
zapletov z zna¢ilnimi kliniénimi posledicami. Ce nastane manj§i krvni strdek, ki ne moti
pretoka krvi, taka sprememba obicajno ne povzroci klinicno zaznavnih posledic. Taksen
krvni strdek preraste vezivo, s tem pa se ateroskleroticna leha postopoma veca (22, 23).
Zanimivo je, da se pri nekaterih bolnikih tudi popolna zapora arterije klini¢no ne izrazi, kar
si lahko razlagamo z izravnalnimi/kompenzatornimi mehanizmi, kot sta kolateralni krvni
obtok in prilagoditev tkiva na hipoksijo (5). Klini¢no se ateroskleroza lahko kaze tudi
kroni¢no, npr. s stabilno angino pektoris ob naporu, intermitentnimi klavdikacijami

spodnjih okon¢in ali renovaskularno hipertenzijo (19).

1.4.4 MozZnosti zdravljenja

Aterosklerozo lahko zdravimo oz. v zgodnjih fazah tudi prepre¢ujemo. Zdravljenje
ateroskleroze vklju€uje upocasnitev aterogeneze in zmanjSanje tveganja za njene zaplete,
to pa lahko dosezemo bodisi z nefarmakoloskimi bodisi s farmakoloskimi ukrepi. Vselej

za¢nemo z nefarmakoloskimi pristopi, po zdravilih posegamo kasneje (26).

Med nefarmakoloske ukrepe sodi sprememba zivljenjskega sloga, ki vkljucuje:
e redno telesna aktivnost

e opustitev kajenja

12
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zdravo prehranjevanje (zadostno uzivanje sadja in zelenjave, hrane bogate z
vlakninami, rib, energijsko skromne hrane, nenasi¢enih mascobnih kislin, primerno
slane hrane, hrane bogate s kalcijem in ne prepogosto uzivanje hitro razgradljivih
ogljikovih hidratov)

normalizacija telesne teZze (najmoc¢nejsi dejavnik tveganja za razvoj bolezni srca in
ozilja je tip debelosti, kjer se masc¢obno tkivo nabira predvsem na trebuhu)

obvladovanje stresa

Drugi pristop je farmakoloska modulacija razlicnih mehanizmov, ki so vklju€eni v proces

aterogeneze:

Eden

zdravljenje dislipidemije (statini, smole, ki vezejo Zzol¢ne kisline, derivati fibricne
kisline-fibrati, nikotinska kislina, zdravila, ki zavirajo absorpcijo holesterola iz
hrane-ezetimib, probukol)

zdravila, ki izboljsajo delovanje endotelija (donorji NO, L-arginin, ACE inhibitorji,
sartani)

zdravila, ki vplivajo na pritok Ca®* ionov v celico (kalcijevi antagonisti)

zdravila, ki vplivajo na oksidacijski stres (antioksidanti)

zdravila s protivnetnim delovanjem

zaviralci agregacije trombocitov (acetilsalicilna kislina)

antikoagulacijska zdravila

zdravila, ki vplivajo na razras¢anje gladkomisicnih celic (7, 26)

od novejSih nacinov zdravljenja ateroskleroze je imunska modulacija

(imunosupresivna zdravila in cepljenje), za zdravljenje zapletov napredovale ateroskleroze

pa so primerni kirurski pristopi (26).

1.5 Atorvastatin

Statini so najbolj ucinkovita in najpogosteje predpisana zdravila za znizevanje serumskih

vrednosti holesterola. Gre za heterogeno skupino spojin, ki specifi¢no, reverzibilno in

kompetitivno zavirajo glavni encim v sintezni poti holesterola: 3-hidroksi-3-metilglutaril-

koencim A (HMG-CoA) reduktazo. Ta encim je odgovoren za pretvorbo HMG-CoA v

mevalonat (slika 6). Ucinkovitost teh spojin je precej odvisna od njihovih fizikalno-

kemijskih in farmakokineti¢nih lastnosti, kot so hidrofilnost/lipofilnost, absorpcija, tkivna

specificnost in metabolizem. Statini po absorpciji iz Zelodca podleZejo metabolizmu
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prvega prehoda v jetrih (7). Na slovenskem trgu so trenutno dostopni atorvastatin,

simvastatin, rosuvastatin, fluvastatin, lovastatin in pravastatin (27).

Atorvastatin je sintezna ucinkovina, ki se uporablja v obliki kalcijeve soli. Njegovo
kemijsko ime je (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilkarbamoil)-5-(propan-2-il)-1H-
pirol-1-il]-3,5 dihidroksiheptanojska kislina (slika 5) (28). Uporablja se za zdravljenje

hiperholesterolemije in za prepreéevanje sréno-zilnih bolezni (29).

@ o) OH OH O
N z N/\)\/'\)J\OH
H _
F

Slika 5: Strukturna formula atorvastatina.

1.5.1 Mehanizem delovanja

Statini s selektivnim zaviranjem encima HMG-CoA reduktaze zmanjSujejo endogeno
sintezo holesterola. Z naravnim substratom (HMG-CoA) tekmujejo za vezavo na aktivno
mesto encima, njihova afiniteta do HMG-CoA reduktaze je 1000-krat vec¢ja kot je afiniteta
substrata. Jetrne celice zaradi zmanjSane sinteze holesterola kompenzatorno povecajo
izrazanje LDL receptorjev na svoji povrsini, posledi¢no se poveca privzem holesterola iz
krvi. Statini poleg zniZzanja serumskih koncentracij celokupnega holesterola in LDL

holesterola povzrocijo tudi povisanje plazemskih vrednosti HDL (29, 30).

acetil Co-A
—— 1 g atorvastatin

HMG-CoA

l

mewvalonat

l

geranilpirofosfat

l

farnezilpirofosfat

HMG-CoA
reduktaza

skvalen

1
{

holesterol

Slika 6: Shematski prikaz sintezne poti holesterola.
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1.5.2 Pleiotropni ucinki statinov

Poleg osnovnih u¢inkov imajo statini tudi dodatne, pleiotropne ucinke, ki niso odvisni od
neposrednega ucinka na holesterol. Gre za ucinke, ki so najverjetneje posledica zaviranja
nastanka izoprenoidnih intermediatov. Le-ti nastajajo v sintezni poti holesterola in so
vkljuceni v aktivacijo znotrajceli¢nih signalnih molekul, kot so GTP-vezavni proteini (30-
32). Statini s svojim antiaterogenim delovanjem izkazujejo Stevilne za$citne uc¢inke na
ozilje. Preko vpliva na sintezo in sproscanje vazoaktivnih prenasalcev (zavirajo izrazanje
in nastajanje vazokonstriktorja endotelina-1 ter povecajo biolosko uporabnost NO, ki Siri
zile) izboljSajo delovanje endotelija. Imajo protivnetno (zmanjSujejo vrednosti
oznacevalcev vnetja, kot so CRP, interlevkini in interferoni) in antiadhezijsko delovanje
(zavirajo nastanek adhezijskih molekul in tako preprecujejo kopicenje monocitov v Zilni
steni). Zavirajo agregacijo trombocitov in pospeSujejo fibrinolizo (povecano spros$canje
tPA, zmanjSano PAI-1). Delujejo antioksidativno, saj znacilno zmanj$ajo nastajanje
reaktivnih kisikovih in duSikovih zvrsti ter preprecujejo nastanek oksidiranih delcev LDL.
Hkrati tudi stabilizirajo ateroskleroti¢ne plake. PoveCajo namre¢ vsebnost kolagena v
plaku, zavirajo vnetne procese in aktivnost metaloproteinaz, ki razgrajujejo fibrozni pokrov
plaka, ter zmanj$ajo velikost lipidne sredice. Pomembno je tudi njihovo imunomodulatorno
delovanje. Vplivajo na diferenciacijo, proliferacijo in sekretorno dejavnost monocitov,
makrofagov in limfocitov T (22, 23, 32). Poleg tega zas¢itno delujejo tudi na sréno misico,
osrednje ziv€evje, ledvice in druge organe (31). Povzrocijo lahko tudi izboljSanje ucinka
zaviralcev angiotenzinskih receptorjev, saj zmanjsajo izrazanje AT, receptorjev na gladkih

misi¢nih celicah (33).

1.6 Valsartan
Sartani so skupina ucinkovin, ki delujejo kot zaviralci angiotenzinskih receptorjev in tako
preprecujejo nastanek negativnih uéinkov angiotenzina II na srce in Zilje (34). V Sloveniji

so registrirani: losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, telmisartan, eprosartan (27).

Valsartan je sintezna ucinkovina. Njegovo kemijsko ime je (S)-3-metil-2-[N-({4-[2-(2H-
1,2,3,4-tetrazol-5-il)fenil]fenil }metil)pentanamido]butanojska kislina (slika 7) (35). Uporablja
se za zdravljenje hipertenzije, simptomatskega srénega popuscanja in pri bolnikih po

nedavnem miokardnem infarktu (34).
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HN\N
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Slika 7: Strukturna formula valsartana.

1.6.1 Mehanizem delovanja

Zaviralci receptorjev angiotenzina Il delujejo na renin-angotenzin-aldosteronski sistem.
Gre za hormonski sistem, ki je kljunega pomena za uravnavanje arterijskega krvnega
tlaka, elektrolitskega ravnotezja in volumna zunajceli¢ne tekocine v telesu. Klasi¢na pot
tega sistema se zacne s spros¢anjem renina iz ledvic v krvni obtok in se nadaljuje preko
biolosko neaktivnega angiotenzina I in biolosko aktivnega angiotenzina II, ki je mocan

vazokonstriktor, ter aldosterona, ki je glavni regulator elektrolitov v telesu (36) (Slika 8).

Valsartan je specificen antagonist receptorjev za angiotenzin II. Selektivno deluje na
receptorje podvrste AT;, ki so odgovorni za u¢inke angiotenzina II: vazokonstrikcijo,
stimulacijo sinteze aldosterona ter zadrzevanje vode in natrija, kar lahko vodi v hipertrofijo
sréne miSice in zilne medije. Posledica kompetitivnega delovanja zaviralcev je
vazodilatacija in s tem zmanj$anje perifernega upora, kar vodi do zniZanja krvnega tlaka.
Po zaviranju receptorja AT; z valsartanom lahko povecana koncentracija angiotenzina I v
plazmi spodbudi nezasedene receptorje AT,, ki izravnavajo ucinek receptorjev ATj:
povzrocijo vazodilatacijo, zmanjSanje hipertrofije sréne miSice in Zilne stene ter s tem

§¢itijo delovanje srca in Zilja (34, 37).

angiotenzinogen

renin l x* inhibitorji renina

angiotenzin |
ACE ——— l - ACE inhibitorji

angiotenzin Il

valsartan +/ \
AT, AT,

Slika 8: Shematski prikaz renin-angiotenzinskega sistema.

16



Brigita Pihler Veseli¢ Diplomska naloga

1.6.2 Pleiotropni ucinki sartanov

Zaviralci receptorjev angiotenzina 1l so bili primarno namenjeni za zdravljenje
hipertenzije, izkazalo pa se je, da neodvisno od zniZanja krvnega tlaka ugodno vplivajo Se
na ledvi¢no funkcijo in srce, zmanjSajo pa tudi tveganje za mozgansko kap (38).
Angiotenzin Il ima Stevilne lokalne in sistemske ucinke. Ob delovanju na AT, receptor je
mocan vazokonstriktor, s ¢imer preko poveCanja arterijskega tlaka in s tem sréne
preobremenitve Skodljivo u¢inkuje na srce in Zzilje. Vsi ti ucinki vodijo do preoblikovanja
zilne stene, povecCana je njena obcutljivost na vazokonstriktorne snovi, potencirano je
delovanje simpati¢nega ziv€evja in zmanjSano sproS¢anje NO, kar vodi v nastanek
arterijske hipertenzije in ateroskleroze. Zilna stena se zadebeli, pospeseno je nastajanje
ateroskleroti¢nih plakov, ki so tudi manj stabilni zaradi aktivnejSega vnetja v zilni steni
(38, 39). Sartani zaradi prepreCevanja vezave angiotenzina Il zmanjSajo vse te negativne
ucinke. Poleg tega zmanj$ajo izrazanje lektinu podobnih receptorjev (LOX-1 receptor) na
povrsini endotelijskih celic, na katere se vezejo in preko njih v intimo Zilne stene prehajajo
oksidirani LDL delci. ZmanjSujejo tudi oksidativni stres preko stimulacije superoksid
dismutaze, ki deaktivira ROS (39). Zmanj$ano je izrazanje provnetnih citokinov, rastnih
faktorjev in adhezijskih molekul, razmnozevanje in razras¢anje gladkomisSi¢nih celic ter

agregacija trombocitov (36).

Sartani imajo antihipertenzivni u¢inek preko zaviranja podtipa receptorjev AT, pleiotropni
ucinki pa so posledica vezave angitenzina Il na AT, receptorje, s Cimer se sprozijo zas¢itni
mehanizmi na sréno-zilni sistem. Selektivnost oz. afiniteta sartanov do podtipa receptorjev

je odlo¢ilna za dober profil pleiotropnih uc¢inkov (33).

1.7 Budre ali morski prasicki (Cavia porcellus)

Za preucevanje in razumevanje mehanizmov, po katerith potekajo metabolizem
lipoproteinov, ateroskleroza in vnetje, je potrebno najti ustrezni Zivalski model. Mnogi
Zivalski modeli so bili uporabljeni za preucevanje vpliva prehrane, razlicnih ucinkovin,
spola, hormonov in telesne aktivnosti na metabolizem holesterola in lipoproteinov, vendar
se njihove presnovne poti in distribucija lipoproteinov v plazmi preve¢ razlikujejo od
Cloveskih in imajo zato omejeno uporabnost. V ta namen so uporabljali predvsem

transgene misi z izbitim genom za apo B receptor (40).
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Budre so se v Stevilnih raziskavah izkazale kot ustrezen zivalski model za preucevanje
sprememb v metabolizmu holesterola in lipoproteinov, ki so nastale kot posledica diete in
vpliva razli¢nih ucinkovin. Najveéja podobnost med ¢lovekom in budrami je, da oboji
vec¢ino holesterola (40-50%) prenasamo v obliki LDL lipoproteinov. Druge pomembne

podobnosti so Se:

e Podobno HDL/LDL razmerje.

e Vjetrih so vecje koncentracije prostega kot zaestrenega holesterola.

e Imajo aktivne naslednje encime: holesteril-ester prenosni protein (CETP), ki
sodeluje pri reverznem transportu holesterola v jetra (ta pot preprecuje visoko
koncentracijo plazemskega holesterola) ter lecitin-holesterol-acil-transferazo
(LCAT) in lipoprotinsko lipazo (LPL), ki imata pomembno vlogo pri
preoblikovanju lipoproteinov.

e lzkazujejo primerno stopnjo sinteze in razgradnje jetrnega holesterola.

e Vezavna domena za LDL receptor se razlikuje med normalno in mutirano obliko
apo B.

e Zarazliko od ostalih glodavcev budre ne morejo same sintetizirati vitamina C, zato
je potreben njegov zadosten vnos s hrano.

e Samice imajo vi§jo koncentracijo HDL holesterola kot samci, v primeru odstranitve
jajénikov pa imajo podoben plazemski lipidni profil kot postmenopavzalne Zenske.

e S telesno vadbo se jim zniZza plazemska vrednost trigliceridov in zviSa vrednost
HDL.

e Budre se odzivajo na dieto in zdravljenje z uéinkovinami z znizanjem vrednosti
LDL holesterola (41).

Budre so zaradi naStetih lastnosti uporaben model za preucevanje dislipidemije in vpliva
u¢inkovin na znizevanje serumskih vrednosti holesterola. Njihova prednost je tudi, da
imajo dober in hiter odziv na vnos hrane, bogate s holesterolom, vlakninami in nasi¢enimi

mascobami (42).

1.7.1 Vpliv prehrane na metabolizem holesterola in lipoproteinov

a) Vnos nasi¢enih mascobnih kislin

Raziskave kazejo, da veckrat nenasiCene mascobne kisline v primerjavi z nasi¢enimi
mascobnimi kislinami znizujejo plazemski LDL holesterol, kar je posledica vecjega

izrazanja LDL receptorja in zmanjSane pretvorbe VLDL do LDL. Preucevali so tudi vpliv
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dolzine verige mascobnih kislin na presnovo jetrnega holesterola in lipoproteinov ter
ugotovili, da daljsa kot je veriga, vecji ucinek na znizanje plazemskega holesterola ima.
Hrana, bogata z lavrinsko (12C) in miristinsko (14C) kislino, ima najvecji ucinek na
povisanje holesterola, in sicer zaradi povecane sinteze VLDL in ve¢je aktivnosti encima
acil-CoA-holesterol-aciltransferaze (ACAT) v jetrih. Po vnosu stearinske (18C) in
palmitinske kisline (16C) so opazili nizje plazemske koncentracije holesterola (41).

b) Vnos holesterola

Budre se na vnos holesterola odzovejo podobno kot ljudje. Povec¢an vnos holesterola s
hrano se kaze kot kopicenje holesterola v jetrih in posledi¢no povisanje njegove plazemske
koncentracije. Budre se na to odzovejo s kompenzatornimi mehanizmi, najprej z
zaviranjem aktivnosti encima HMG-CoA reduktaze, posledi¢no se zmanj$a sinteza
endogenega holesterola. Poveéa se tudi aktivnost ACAT, Stevilo LDL receptorjev na
membranah hepatocitov pa se zmanjSa (41). V sploSnem velja, da ima s hrano vnesen
holesterol vecji vpliv na koncentracijo holesterola v plazmi in jetrih ter aktivnosti HMG-
CoA reduktaze kot pa nasi¢ene mascobe (43).

¢) Vnos ogljikovih hidratov

V raziskavah so dokazali, da se je pri budrah, ki so dobivale hrano z nizko vsebnostjo
ogljikovih hidratov (tudi ¢e je bila vsebnost holesterola visoka), pojavilo manjse Stevilo
srednjih in majhnih LDL delcev, ki predstavljajo tveganje za sr¢no-Zilne bolezni. Posledica
zmanjSanega vnosa ogljikovih hidratov je tvorba ve¢jih LDL, ki so manj aterogeni, saj
manj prehajajo skozi arterijsko steno. Posledi¢no je zmanjSana tvorba oksidiranih LDL
delcev, penastih celic in provnetnih citokinov, ki so odgovorni za vnetje. ZmanjSano je tudi

kopicenje holesterola v aorti (44).

1.7.2 Vpliv u¢inkovin na metabolizem holesterola in lipoproteinov

Budre so dober model za preucevanje vpliva u€inkovin na znizanje plazemskih koncetracij
holesterola, predvsem inhibitorjev HMG-CoA reduktaze. Opazili so znadilno znizanje
plazemskih koncentracij celokupnega in LDL holesterola tudi pri nizkih odmerkih statinov.
Glavni mehanizem, preko katerega deluje vecina statinov, je poviSanje Stevila LDL
receptorjev na povrSini hepatocitov, vecji je privzem LDL iz cirkulacije v jetra.
Atorvastatin znizuje LDL holesterol preko zmanjSanega izlo€anja apo B iz jeter,

posledi¢no nastane manj LDL iz VLDL. KaZejo se razlike v velikosti LDL delcev,
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zmanjSana pa je tudi njihova sposobnost oksidacije. Klini¢ne Studije na ljudeh so pokazale
vpliv atorvastatina na povisanje plazemske koncentracije HDL holesterola, medtem ko pri

budrah le-ta ostaja nespremenjena (45).

Podobne rezultate dajejo tudi Studije s holestiraminom, probukolom, smolami, ki veZejo
zolcne kisline in ostalimi ucinkovinami, ki se wuporabljajo za zdravljenje

hiperholesterolemije (45).

1.7.3 Budre kot modeli za preuc¢evanje ateroskleroze in vnetja

Stevilne raziskave so pokazale, da lahko budram z ustrezno prehrano v kratkem &asu
induciramo aterosklerozo. Na razvoj ateroskleroti¢cnih plakov vplivata tudi spol in
hormonski status. Diete z visoko koncentracijo holesterola povzroéijo kopicenje
holesterola v aorti (46), nasprotno pa lahko dolo¢ene komponente v hrani (vitamin C in E,
vlaknine, polifenoli) in zdravilne ucinkovine njegovo koncentracijo zmanj$ajo kljub

povisanemu vnosu holesterola (41).

Za preuCevanje ateroskleroze je pomembno, da je Zivalski model ¢im bolj podoben
¢loveku ne samo v presnovi holesterola in lipoproteinov, temve¢ tudi v procesih vnetja, ki
je temeljni mehanizem aterogeneze. Izvedli so Studijo, v kateri so preucevali vnetne
komponente, ki nastanejo v procesu prehransko inducirane ateroskleroze. Opazili so
znacilno poviSanje provnetnih citokinov in ekspresijo mMRNA v aortah buder, krmljenih z
dieto, ki je vsebovala veliko holesterola, v primerjavi z budrami, ki so prejemale krmo z
nizko vsebnostjo holesterola. Zmanj$ano ekspresijo vnetnih citokinov je opaziti tudi pri

zmanjSanem vnosu ogljikovih hidratov (41).
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2 NAMEN DELA

Stevilni avtorji navajajo, da so budre zaradi mnogih podobnosti s ¢lovekom dober Zivalski
model za preucevanje procesa ateroskleroze in da jim lahko v kratkem Casu z ustrezno
dieto induciramo zaznavne ateroskleroti¢ne spremembe na arterijah. Imajo pa tudi dober
odziv na terapijo z zdravilnimi ucinkovinami. Glede na izsledke Studij izkazujeta

atorvastatin in valsartan za$¢itne ucinke na sréno-zilni sistem.

Namen nase raziskave je preuciti, ali lahko z dodatkom atorvastatina, valsartana in
kombinacije obeh u¢inkovin vplivamo na funkcionalne in morfoloske spremembe arterij
pri budrah, ki nastanejo kot posledica kroni¢nega krmljenja z aterogeno dieto. Ugotoviti
zelimo, ali so te spremembe manjSe, Ce Zivali ob aterogeni dieti prejemajo Se nizke
odmerke navedenih uéinkovin ter ali ima kombinacija obeh u¢inkovin moénejSe delovanje
kot vsaka uc¢inkovina posebej. V ta namen bomo zivali razdelili v ve¢ skupin in jih krmili s

proaterogeno dieto z ali brez uc¢inkovin.

Odzivnost zil bomo preverili z acetilholinom, ki se veze na muskarinske receptorje tipa M3
in zile sprosca, ter s fenilefrinom, ki preko vezave na adrenergi¢ne a; receptorje zile krci.
Funkcionalne spremembe se kazejo kot zmanjSan sprostitveni odziv na acetilholin.
Rezultate bomo primerjali z dvofaktorsko analizo variance in Bonferronijevim post-hoc
testom. Na abdominalni aorti bomo s pomocjo barvanja z raztopino Oil red O dolo¢ili
morebitno prisotnost mascobnih leh (t.i. morfoloske spremembe) in med skupinami buder

primerjali deleZe povrS§in mascobnih leh glede na celotno povrsino aorte.

Nase delovne hipoteze so:

1. Z ustrezno aterogeno dieto lahko v 8 tednih induciramo zaznavne funkcionalne in
morfoloske spremembe na arterijah buder.

2. Pod vplivom atorvastatina v nizkem odmerku so funkcionalne in morfoloske
spremembe na arterijah manjse.

3. Pod vplivom valsartana v nizkem odmerku so funkcionalne in morfoloske
spremembe na arterijah manjse.

4. Kombinacija obeh u¢inkovin ima moc¢nejSe delovanje pri zmanjSevanju sprememb

na sré¢no-zilnem sistemu kot posamezni uc¢inkovini.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Uporabljeni reagenti in raztopine
Pri delu smo uporabljali spodaj naStete snovi in reagente. Reagenti so navedeni v

kronoloskem zaporedju.

3.1.1 Sestavine, uporabljene pri pripravi krme

Briketi za osnovno krmljenje buder; (Altromin 3123, Lage, Nemc¢ija) hranila: 89% suhe

snovi, od tega: 14% beljakovin, 4% mascob, 19.5% vlaknin, 7.5% pepela in 44% ekstrakta
(brez dusika); minerali: 0.8% kalcija, 0.6% fosforja, 0.2% magnezija, 0.2% natrija, 0.9%

kalija; elementi v sledovih: 150 ppm Zeleza, 50 ppm mangana, 45 ppm cinka, 13 ppm

bakra, 1.2 ppm joda, 0.6 ppm selena, 0.3 ppm kobalta; vitamini; aminokisline.

Briketi za dojece budre; (Altromin 3113, Lage, Nem¢ija) hranila: 89% suhe snovi, od
tega: 15.5% beljakovin, 4% mascob, 19.5% vlaknin, 8% pepela, 42% ekstrakta (brez

dusika); minerali: 0.8% kalcija, 0.5% fosforja, 0.2% magnezija, 0.2% natrija, 0.9% Kkalija;
elementi v sledovih: 150 ppm Zeleza, 50 ppm mangana, 45 ppm cinka, 13 ppm bakra, 1.2

ppm joda, 0.6 ppm selena, 0.3 ppm kobalta; vitamini; aminokisline

Jaj¢ni rumenjak; (jajca Mercator generik, Slovenija) sestava na 100 g: 26,54 g mascob;

1234 mg holesterola; 3,59 g ogljikovih hidratov; 15,86 g beljakovin; 52,31 g vode.

Holesterol (Acros organics, Belgija).

Fruktoza (KEFO, Ljubljana, Slovenija).

Jedilna svinjska mast (Mercator, Slovenija).

Atorvastatin (Krka, Novo mesto, Slovenija) smo uporabili v obliki kalcijeve soli.

Valsartan (Krka, Novo mesto, Slovenija).
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3.1.2 Reagenti, uporabljeni pri izolaciji Zil
CO;, (Messer, Ruse, Slovenija): plinska mesanica 75% CO; in 25% N, ki smo jo uporabili

za evtanazijo zivali.

Heparin (Krka, Novo mesto, Slovenija) je glikozaminoglikan, ki se veze na trombin III in
ga aktivira. Uporablja se kot antikoagulant. V viali je 5 mL raztopine za injiciranje, Ki
vsebuje 25000 i.e. heparina v obliki natrijeve soli. Pred izolacijo aort smo Zivalim

intraperitonealno vbrizgali heparin v odmerku 1,7 mL/kg telesne teze zivali.

Formalin: 10% vodna raztopina formaldehida (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Nemcija).

3.1.3 Reagenti, uporabljeni pri merjenju odzivnosti Zilnih obrockov

K-H raztopina (modificirana raztopina po Krebs-Henseleitu): pH=7,4

e 118 mmol/L NaCl (Merck, Darmstadt, Nemcija);

e 47 mmol/L KCI (Merck, Darmstadt, Nemcija);

e 1,2 mmol/L KH,PO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

e 1,2 mmol/L MgSQO,4 x 7TH,0 (Merck, Darmstadt, Nemcija);
e 23,8 mmol/L NaHCOj3 (Merck, Darmstadt, Nemc¢ija);

e 2,5 mmol/L CaCl, (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

e 11 mmol/L glukoze (Kemika, Zagreb, Hrvaska).

Za vsako serijo poskusov smo pripravili 10 litrov K-H raztopine.

Karbogen (Messer, Ruse, Slovenija): plinska meSanica 95% O; in 5% CO,, ki smo jo
uporabili za prepihovanje raztopine K-H v kivetah.

KCI (Merck, Darmstadt, Nem¢ija; M=74,56 g/mol). Pripravili smo mati¢no raztopino

koncentracije 3 mol/L.

23



Brigita Pihler Veseli¢ Diplomska naloga

Acetilholin (Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA; M=181,7 g/mol). Pripravili smo mati¢no
raztopino koncentracije 10 mmol/L.

Fenilefrin (hidroklorid) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Nem¢éija; M=203,7 g/mol).

Pripravili mati¢no raztopino koncentracije 10 mmol/L.

Vse mati¢ne raztopine smo pripravili v bidestilirani vodi ter jih red¢ili do koncnih

koncentracij, ki so navedene pri posameznem reagentu.

3.1.4 Reagenti, uporabljeni pri morfometriji

Raztopina Oil red O;

e Oil red O osnovna (»stock«) raztopina: 0,7 g Oil red O (Sigma-Aldrich 0-0625, St.
Louis, ZDA; M=408,5 g/mol); 200 mL izopropanola (Merck, Dermstadt, Nemcija)

e Oil red O delovna raztopina: 6 delov Oil red O stock, 4 deli demineralizirane vode.

3.2 Aparature, pribor in oprema

Shranjevanje vzorcev:

e Hladilnik, +4 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

e Zamrzovalnik, -20 °C (Gorenje, Velenje, Slovenija)

Tehtanje:
e Analizna tehtnica KERN ALS 120-4 (Kern & Son GmbH, Balinger, Nemcija)

Raztapljanje:
e Polavtomatske pipete (Biohit, Helsinki, Finska)

e Ultrazvoéna kadi¢ka SONIS 2 GT (Iskra PIO d.o.o., Sentjernej, Slovenija)
e Cage (5mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL)

Izolacija arterij:

o Skarje
e Malain velika pinceta
e KirurSka prijemalka

e (Casa20mL
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Poskusi na izolirani torakalni aorti:

e Naprava za izolirane zile (Laboratorij za eksperimentalno sréno-zilno
farmakologijo, InStitut za farmakologijo in eksperimentalno toksikologijo,
Medicinska fakulteta, Ljubljana)

e Osebni rac¢unalnik

e Polavtomatske pipete (Biohit, Helsinki, Finska)

3.3 Poskusne zivali

Pri izvedbi poskusov smo uporabili budre (Cavia porcellus) reje DHN (Dunkin Hartley), ki
so bile vzrejene na Institutu za farmakologijo in toksikologijo. Na zacetku poskusa so bile
stare med 5 in 8 mesecev. Razdelili smo jih v 5 skupin po 6-9 zivali s priblizno enako tezo
in starostjo, v posameznih skupinah sta bila prisotna oba spola (tabela ). Vsako skupino
smo vzrejali v svoji kletki z neomejeno koli¢ino krme doloéene sestave, ki se je razlikovala
med skupinami. Zivali so imele ves ¢as na razpolago poljubno koli¢ino vode (ad libitum).
Krmili smo jih v stalnih klimatskih pogojih pri temperaturi okolja 24+/- 1 °C in povpreéni
relativni vlaZznosti 51% z menjavo dnevno-no¢ne osvetlitve na 12 ur ter neprekinjenim
prezracevanjem. Poskuse smo opravljali med 8. in 20. uro v ¢asu od oktobra do decembra
2011.

Uporabo poskusnih zivali v izobrazevalne, raziskovalne in druge znanstvene namene v
Sloveniji urejajo zakon o zasciti zivali in drugi podzakonski akti, ki vsebinsko povzemajo
pravna doloc¢ila Evropske unije (47, 48). Laboratorij za eksperimentalno sréno-zilno
farmakologijo na Institutu za farmakologijo je pridobil dovoljenje za poskuse na zivalih $t.

34401-23/2009/3 pri Veterinarski upravi Republike Slovenije.

Tabela I: Razdelitev buder po skupinah.

VRSTA KRME KLETKA ST. | SKUPNO ST. | STEVILO SAMIC | STEVILO
ZIVALI SAMCEV

Osnovna krma 1 8 5 3

Aterogena krma (AK) | 2 9 6 3

AK + atorvastatin 3 7 2 5

AK + valsartan 4 6 4 2

AK + kombinacija 5 6 3 3
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3.4 Sestava diete

Aterogeno dieto za indukcijo ateroskleroze smo pripravili iz briketov za krmljenje buder in
homogene zmesi, s katero smo brikete oblili. Homogena zmes je bila sestavljena iz
proaterogenih snovi: jajénih rumenjakov, holesterola, svinjske masti in fruktoze (tabela I1).
Sestavo diete smo dolo¢ili na podlagi predhodnih poskusov na budrah, ki so jih opravili v
Laboratoriju za sr¢no-zilno farmakologijo (49). S preizkuSanjem razlicnih kombinacij
proaterogenih snovi in njihovih vsebnosti so uspeli pripraviti dieto, ki je bila dovolj

obstojna in proaterogena za ¢im hitrejSo in ¢im vecjo indukcijo ateroskleroze.

Tabela Il: Sestava aterogene krme.

SESTAVINE [%]
Briketi za osnovno hranjenje buder 38,5
Briketi za dojece budre 38,5
Jaj¢ni rumenjaki 8,6
Svinjska mast 5,0
Holesterol 1,0
Fruktoza 8,4

Krmi, ki je bila namenjena skupinam, pri katerih smo preuéevali vplive uéinkovin, smo
dodali ustrezne koliCine atorvastatina, valsartana ali kombinacije obeh ucinkovin. Pri
dolo¢anju odmerkov ucinkovin smo izhajali iz predhodnih poskusov, izvedenih v
Laboratoriju za sréno-zilno farmakologijo, le-ti pa so temeljili na preteklih raziskavah, kjer
so preucevali vpliv teh ucinkovin na sréno-zilni sistem buder. V eni od raziskav so
preucevali ucinek atorvastatina v odmerku 10 mg/kg/dan. Odmerek valsartana (4,8
mg/kg/dan) je bilo potrebno preracunati glede na losartan (3 mg/kg/dan), ki so ga uporabili
v podobni Studiji (49). Ker smo v na$i raziskavi zeleli preveriti vpliv udinkovin v

subterapevtskih odmerkih, smo dobljene vrednosti atorvastatina in valsartana prepolovili.

Tabela I111: Odmerki u¢inkovin na budro.

Ucinkovina Odmerek
Atorvastatin 5 mg/kg/dan
Valsartan 2,4 mg/kg/dan
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Iz jajénih rumenjakov, holesterola, svinjske masti, fruktoze in ucinkovin smo pripravili
tekoco homogeno zmes, v kateri smo med ro¢nim meSanjem nekaj minut namakali brikete.
Enakomerno prepojene brikete smo nato 1 teden susili pri 25 °C in visokem pretoku zraka,

razporejene v ¢im tanjSem sloju in na ¢im vecji povrsini.
3.5 Krmljenje

Na zacetku poskusa smo za vsako skupino pripravili po 5 kg krme po shemi, prikazani v
spodnji tabeli. Novo zalogo krme smo pripravili, ko je kateri izmed skupin krme

zmanjkalo. Krmo smo pripravljali po enakem postopku do Zrtvovanja zivali.

Budre smo krmili 8 tednov po nacelu ad libitum. Vsak dan so imele na razpolago novo
zalogo krme, ki so je lahko pojedle v neomejenih koli¢inah, in poljubno koli¢ino vode.
Povprecno porabo hrane na dan smo ocenili iz porabljene krme v vseh kletkah in je znasala

50 g na budro.

Tabela 1V: Shematski prikaz sestave krme po skupinah.

Osnovni Briketi za Jajéni Svinjska Holesterol | Fruktoza | Atorvastatin | Valsartan
Vrsta krme briketi dojede rumenjaki mast (g) (9) (s)) (mg) (mg)
(kg) budre (kg) (kom)
Navadna krma 5 / / / / / / /
Aterogena krma 1,93 1,93 50 250 50 420 / /
(AK)
AK-+atorvastatin 1,93 1,93 50 250 50 420 500 /
AK+ valsartan 1,93 1,93 50 250 50 420 / 240
AK-+kombinacija 1,93 1,93 50 250 50 420 500 240

3.6 Zrtvovanje

Evtanazijo Zivali smo izvedli s CO; v ustrezni komori s stalnim dotokom plinske meSanice
po predpisanem strokovnem postopku. Zival je najprej izgubila zavest, nato je nastopila
smrt. Za preprecitev strjevanja krvi smo zivalim intraperitonealno vbrizgali heparin (1,7
mL/kg telesne teze Zivali). Zivali smo $e nekaj minut pustili v komori, nato smo priceli z

izolacijo zil.

Trebusno steno smo odprli v visini 2 cm pod ksifoidnim izrastkom spodnjega dela prsnice.

Z odstranitvijo trebuSne prepone smo si prikazali srce in velike Zile v prsnem kosu in
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trebusni votlini buder (slika 9). Zival smo izkrvaveli s prekinitvijo spodnje vene kave.
Najprej smo izolirali koronarne arterije, jih shranili v tekocino, ki preprecuje razgradnjo
RNA (RNA later) ter ¢ez no¢ dali v hladilnik in kasneje v zamrzovalnik. Vzorce
koronarnih arterij smo shranili za izvajanje genske ekspresije. Nato smo od torakalne aorte
odstranili okoliSko vezivno in mascobno tkivo ter jo izolirali iz zivali. Zgoraj smo aorto
prekinili pod izhodis¢em leve arterije subklavije, spodaj pa nad trebusSno prepono. Iz
izolirane torakalne aorte smo pripravili 8 zilnih obrockov, ki so bili premera 5 mm in Siroki
3-4 mm. Zilne obro¢ke smo namestili v kivete naprave za poskuse na izoliranih Zilah, ki so
bile napolnjene z raztopino K-H. Od zacetka izolacije do namestitve zilnih obrockov je v

povprecju preteklo 10-15 minut.

Izolirali smo tudi 1 cm abdominalne aorte, ki se nahaja pod trebusno prepono do razdelitve
v levo in desno iliakalno arterijo. Ocistili smo jo okolnega mascevja in veziva, nato pa jo
fiksirali v 10% pufranem formalinu za 5-7 dni. lzolirano abdominalno aorto smo uporabili

za morfometrijo.

Za namen genske ekspresije smo izolirali Se karotidne arterije. Shranili smo jih v RNA
later, jih ¢ez no¢ hranili v hladilniku in jih nato dali v zamrzovalnik, kjer morajo biti
shranjene do nadaljnjih raziskav. Na enak na¢in smo pripravili in shranili tudi 1-1,5 cm

torakalne aorte. Genske ekspresije v nasi raziskavi nismo izvajali.

aortni lok leva karotidna arterija
\1 leva subklavijska

arterija

ascendentna
aorta

descendentna
torakalna aorta

trebusna prepona

abdominalna aorta

iliakalna arterija

Slika 9: Zgradba aorte. Prirejeno po (50).
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3.7 Poskusi na izoliranih torakalnih aortah buder

3.7.1 Naprava za poskuse na izoliranih zilah
Naprava za poskuse na izoliranih zilah (slika 10) je bila izdelana v Laboratoriju za
eksperimentalno  sréno-zilno farmakologijo na InStitutu za farmakologijo in

eksperimentalno toksikologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

Napravo sestavljajo vodna kopel in osem kivet s prostornino 10 ml. Kivete imajo lo¢en
dovodni in odvodni sistem za izmenjavo hranilne K-H raztopine ter dovod plinske
mesSanice za oksigenacijo raztopine. Za ustvarjanje normoksi¢nih razmer smo raztopino
prepihovali s plinsko mesanico s 95% CO; in 5% O,. Termostatsko nadzorovana vodna
¢rpalka je vzdrzevala konstantno temperaturo vodne kopeli pri 37,0 °C + 0,5 °C. Reagente
smo Vv kivete dodajali skozi zgornjo odprtino s polavtomatskimi pipetami.

Skozi lumen Zzilnih obro¢kov smo vstavili dve vzporedni nerjave¢i kovinski zici. Spodnja
zica (sidro) je bila vpeta na drzalo znotraj kivete, zgornja zica (kaveljéek) pa je bila
povezana z elektromehanskim pretvornikom (ITIS, Ljubljana, Slovenija). Elektromehanski
pretvornik je spremembo sile izometriénega kréenja zilnih obroCkov (izrazene v mN)
pretvarjal v spremembo elektricne napetosti (izrazene v mV). Spremembe elektricne
napetosti smo preko ojacevalca in A/D pretvornika (National Instruments, NI PCI-6013,
ZDA) zapisovali na trdi disk osebnega racunalnika. Dobljene podatke smo nato obdelovali

s programsko opremo DEWESoft 6.1 (Dewetron, Trbovlje, Slovenija).

elektromehanski
dovod plinske 44— pretvomik
mesanice
> odvod K-H
raztopine
cevka za dovod 4 S kaveljcek

K-H raztopine
aortni obrocek

sidro
kiveta —~

Slika 10: Shematski prikaz naprave za poskuse na izoliranih zilah. Prirejeno po (49).

29



Brigita Pihler Veseli¢ Diplomska naloga

3.7.2 Protokol poskusov
Stevilo Zivali, ki smo jih Zrtvovali za poskuse na izoliranih torakalnih aortah, je prikazano

v spodnji tabeli (tabela V).

Tabela V: Stevilo buder, uporabljenih za poskuse na izoliranih Zilnih obro&kih.

VRSTA KRME KLETKA ST. |[SKUPNO  ST. | STEVILO SAMIC | STEVILO
ZIVALI SAMCEV

Osnovna krma 1 6 3 3

Aterogena krma | 2 5 2 3

(AK)

AK + atorvastatin 3 5 1 4

AK + valsartan 4 6 4 2

AK + kombinacija 5 4 1 3

Zilne obrocke torakalnih aort smo vpeli med sidro in kaveljéek, potopili v K-H raztopino v
kiveti ter odprli dotok kisika. Ko so bili Zilni obrocki names€eni, smo jih najprej dvakrat
sprali s K-H raztopino. Pred dodajanjem reagentov je bilo obrocke potrebno stabilizirati.
60 minut smo jih uravnavali na mirovno napetost 20 mN, vmes pa na vsakih 15 minut
menjavali K-H raztopino. Ko smo dosegli stabilno mirovno napetost zilnih obroc¢kov pri 20
mN, smo preizkusili njihovo odzivnost z dodatkom 200 pL mati¢ne raztopine KCI.
Koncna koncentracija KCl v kiveti je znasala 60 mmol/L. Po priblizno 30 minutah je
skrcitev dosegla stabilni plato, zilne obrocke smo izprali in postopek ponovili z enako

koncentracijo KCI, da smo dosegli enakomernost odziva (slika 11).

Odzivnost zilnih obrockov smo preverili po enakem postopku pri vseh skupinah Zzivali.
Kontrolno vrednost so predstavljali poskusi odzivnosti endotelija pri zivalih z osnovno
prehrano, primerjane skupine pa tiste, ki so prejemale aterogeno dieto ali aterogeno dieto z

uéinkovino.

3.7.2.1 Meritve sposobnosti sprostitve Zilnih obro¢kov z acetilholinom

Po izpiranju in stabilizaciji v raztopini K-H smo vsak Zilni obrocek skr¢ili s fenilefrinom,
katerega koncentracija v kiveti je znasala 0,1 mmol/L. Po priblizno 5 minutah je skrcitev
dosegla stabilni plato. Nato smo dodali acetilholin, s katerim smo izzvali sprostitev

obrockov. Iz mati¢ne raztopine acetilholina s koncentracijo 10 mmol/L smo z red¢enjem
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pripravili raztopine razli¢nih koncentracij, ki smo jih nato dodajali v kivete (tabela VI). S
kumulativnim dodajanjem ustreznih volumnov teh raztopin smo v kiveti dosegli kon¢ne
koncentracije acetilholina: 10°; 10*; 103 10 0,1 mmol/L. 1-2 minuti po vsakem dodatku
raztopine je sprostitev dosegla plato in takrat smo odc¢itali vrednost napetosti zilnega
obrocka ter dodali naslednjo koncentracijo acetilholina. Po zadnjem odzivu smo zilne
obrocke sprali z raztopino K-H in tako povzrodili, da so se vrnili na mirovno napetost

(slika 11).

Tabela VI: Protokol kumulativnega dodajanja acetilholina.

Koncentracija Ach v kiveti [mmol/L] Odpipetiramo

10® 100 pL 10°° mmol/L
10 90 pL 10 mmol/L
107 90 uL 0,1 mmol/L
10° 90 uL 1 mmol/L
01 90 pL 10 mmol/L

3.7.2.2 Meritve sposobnosti skrcitve Zilnih obrockov s fenilefrinom

Po dosezeni mirovni napetosti smo v kivete z zilnimi obrocki postopno dodajali raztopine
fenilefrina razli¢nih koncentracij: mati¢no raztopino s koncentracijo 10 mmol/L in njene
ustrezne redCitve (tabela VII). Zaceli smo z dodatkom raztopine z najnizjo koncentracijo. S
kumulativnim dodajanjem ustreznih volumnov smo dosegli konc¢ne koncentracije
fenilefrina: 10°; 10 10 103 102; 0,1 mmol/L. Visjo koncentracijo smo dodali Sele, ko
je skr¢enje doseglo stabilni plato. Tako smo zagotovili postopno skréitev zilnega obrocka

ey

in potencialno maksimalno skréitev pri najvisji koncentraciji fenilefrina (slika 11).

Tabela VII: Protokol kumulativnega dodajanja fenilefrina.

Koncentracija Phe v kiveti [mmol/L] Odpipetiramo

10°® 100 pL 10 mmol/L
10° 90 puL 10 mmol/L
10" 90 pL 10 mmol/L
107 90 puL 0,1 mmol/L
10° 90 pL 1 mmol/L
01 90 pL 10 mmol/L
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max skrditey  Spitanje s K-H

10~ mmol/L Ach obrocka zile

v

spiranje s K-H  spiranje s K-H

mirovna napetost f
60 mmol/L. 60 mmolL 0.1 mmolT. Phe 106 mmol/L. Phe
KCl1 KCl ’

Slika 11: Shematski prikaz poteka poskusa na izoliranih torakalnih aortah buder. Prvi dve
krivulji prikazujeta uravnotezenje Zilnih obroc¢kov s KCI. Sledi prikaz odzivnosti Zilnih
obrockov po kumulativnem dodajanju acetilholina (Ach) po predhodni skréitvi obrockov s
fenilefrinom (Phe). Na koncu je prikazana skré¢itvena krivulja po kumulativhem dodajanju

razli¢nih koncentracij fenilefrina (prikazano s pus¢icami).

3.7.3 Obdelava podatkov

S pomoc¢jo raCunalniSkega programa za zajem in obdelavo podatkov DeweSoft 6.1
(Dewetron, Trbovlje, Slovenija) smo dolo¢ili silo izometri¢ne kontrakcije (vi§ino platojev)
pri posameznih poskusih. Podatke smo nato statisticno in grafi¢no obdelali z racunalniskim
programom GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, ZDA). Izracunali smo povpre¢je rezultatov
pri posameznih koncentracijah in jih izrazili kot aritmeti¢ne sredine s standardnimi

napakami ocen aritmeti¢nih sredin (SEM).

Pri poskusih, kjer smo merili sprostitveni odziv, smo za vsako koncentracijo acetilholina v
Kiveti izra¢unali odstotek sprostitve. 100% referenc¢no vrednost je predstavljala razlika med
viSino platoja, ki ga je dosegel predhodno skréen zilni obrocek s fenilefrinom, in med
mirovnim stanjem. Iz povprecja odzivov pri razliénih koncentracijah acetilholina smo
izdelali kumulativno koncentracijsko-sprostitveno krivuljo (odvisnost med koncentracijo
acetilholina in relaksacijo zile). Za primerjavo rezultatov med skupinami smo uporabili
dvofaktorsko analizo variance (two-way ANOVA) in Bonferronijev post hoc test. Pri
primerjavi rezultatov je statisticno pomembno razliko predstavljala vrednost p<0,05.
Izra¢unali smo tudi povrsine pod kumulativno koncentracijsko-sprostitveno krivuljo

(AUC, area under the curve) ter skupine med seboj primerjali z uporabo enofaktorske
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analize variance (one-way ANOVA) in Bonferronijevega post-hoc test. Statisticno

pomembno razliko je predstavljala vrednost p<0,05.

Izmerjene vrednosti skrcitve pri poskusih s fenilefrinom smo izrazili kot odstotek med
maksimalno skr¢itvijo in mirovnim stanjem. Iz povpre¢ja odzivov pri razlicnih
koncentracijah fenilefrina smo izdelali kumulativno koncentracijsko-skr¢itveno krivuljo
(odvisnost med koncentracijo fenilefrina in kontrakcijo zile). Rezultate med skupinami
smo primerjali z dvofaktorsko analizo in Bonferronijevim post-hoc testom. Vrednost
p<0,05 je predstavljala statisticno pomembno razliko. Tudi v tem primeru smo izracunali
povrsine pod kumulativno koncentracijsko-skré¢itveno krivuljo (AUC) ter z uporabo
enofaktorske analize variance in Bonferronijevega post-hoc testa primerjali skupine med
seboj. Pri primerjavi rezultatov je statisticno pomembno razliko predstavljala vrednost

p<0,05.

3.8 Morfometrija

Del naSe raziskave je bilo tudi vrednotenje morfoloskih sprememb Zzil. Uporabili smo
izolirane abdominalne aorte vseh buder, ki so bile namenjene za poskus. V ta hamen smo
zile barvali z raztopino Oil red O, ki smo jo pripravili iz 6 delov raztopine Qil red O

osnovne (»stock«) raztopine in 4 delov demineralizirane vode.

Stevilo zivali, ki smo jih Zrtvovali za morfometrijo, je prikazano v spodnji tabeli (tabela
V).

Tabela VI11: Stevilo buder, uporabljenih za morfometri¢no analizo abdominalne aorte.

VRSTA KRME KLETKA ST. | SKUPNO  ST. | STEVILO STEVILO
ZIVALI SAMIC SAMCEV

Osnovna krma 1 8 5 3

Aterogena krma | 2 9 6 3

(AK)

AK + atorvastatin 3 7 2 5

AK + valsartan 4 6 4 2

AK + kombinacija |5 4 1 3
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Pred izvedbo morfometrije smo abdominalne aorte za 5-7 dni fiksirali v 10% formalinu.
Tik pred pricetkom barvanja smo jih vzdolzno prerezali, 15 min barvali v Oil red O
raztopini in zraven ves ¢as meSali. Pobarvane aorte smo spirali z demineralizirano vodo in
vsako posebej fiksirali med dve majhni ploscici pleksi stekla. S pomocjo opti¢nega

bralnika smo naredili digitalne slike pobarvanih aort in jih shranili na racunalnik.

Dobljene slike smo nato z uporabo racunalniskega programa Adobe Photoshop CS3
Extended povecali in opazovali prisotnost mascobnih leh v lumnu preparata, ki so se
kazale kot rdeCe pobarvana podrocja. Oznacili smo jih s ¢rno obrobo, da so bile bolje
prepoznavne. Pri tem smo morali biti pozorni predvsem na to, da nismo tkiva, ki je
prosevalo skozi zilo, zamenjali za mas¢obne lehe. Nato smo s pomocjo programa Image J
(Image Processing and Analysis in Java, National Institute of Health, ZDA) izracunali
povrsino leh glede na povrsino lumna aorte. Da bi se izognili napaki pri umerjanju med
posameznimi vzorci, smo med seboj primerjali % povrsin plakov glede na celoten lumen
zile. Rezultate smo za vsako skupino povprecili ter z enofaktorsko analizo variance in
Bonferronijevim post-hoc testom primerjali posamezne skupine med seboj. Statisti¢no

pomembno razliko je predstavljala vrednost p<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Poskusi na izoliranih torakalnih aortah buder

4.1.1 Meritve sposobnosti sprostitve Zilnih obrockov z acetilholinom

Ugotavljali smo sprostitev zilnih obro¢kov, predhodno skréenih s fenilefrinom, pri
razli¢énih koncentracijah acetilholina. Rezultate smo prikazali s pomocjo koncentracijsko-
relaksacijske krivulje (slika 12). Vkljucene so bile vse skupine buder (osnovna prehrana,
aterogena dieta, aterogena dieta in atorvastatin, aterogena dieta in valsartan, aterogena
dieta in kombinacija obeh ucinkovin). Izracunali smo tudi povrsine pod kumulativno

koncentracijsko-relaksacijsko krivuljo (AUC) (slika 13).

Primerjava aritmetiénih sredin odzivov pri razliénih koncentracijah acetilholina z
dvofaktorsko analizo variance (two way ANOVA) in Bonferronijevim post-hoc testom je
pokazala, da se koncentracijsko-relaksacijske krivulje vseh petih preiskovanih skupin
statisticno znacilno razlikujejo. NajmanjSa sposobnost sprostitve zilnih obrockov je bila pri
skupini buder, ki je prejemala aterogeno krmo. Dodatek ucinkovin k aterogeni krmi je
statistino znacilno izboljsal % relaksacije glede na aterogeno krmo. Najvecjo sposobnost
sprostitve zilnih obrockov je imela skupina buder, ki je poleg aterogene krme prejemala Se
kombinacijo atorvastatina in valsartana, sledila je skupina, ki je prejemala aterogeno krmo
z dodatkom atorvastatina. Pri skupini, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom
valsartana, smo opazili nekoliko slabso sposobnost sprostitve zilnih obrockov, a Se vedno
znacilno bolj$o v primerjavi z aterogeno krmo. Skupina, ki je prejemala osnovno krmo, je
imela podobno sposobnost relaksacije kot skupina, ki je prejemala aterogeno krmo z

dodatkom obeh ucinkovin.
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Koncentracija ACh (log M)
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Slika 12: Koncentracijsko-relaksacijska krivulja. Prikazana je sprostitev zilnih obrockov
(predhodno skr¢enih s fenilefrinom) po kumulativnem dodajanju acetilholina. Rezultati so
prikazani kot odstotek sprostitve v odvisnosti od logaritma koncentracije acetilholina. Tocke
na grafu predstavljajo povpreCje rezultatov meritev pri posameznih koncentracijah, ki so
izrazeni kot aritmeticne sredine s standardnimi napakami ocen aritmeti¢nih sredin.
Dvofaktorska analiza variance in Bonferronijev post-hoc test: primerjava skupine, ki je
prejemala aterogeno krmo, s skupino, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom atorvastatina
(+++ pomeni p < 0,001; ++ pomeni p < 0,01; + pomeni p < 0,05); primerjava skupine, ki je
prejemala aterogeno krmo, s skupino, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom valsartana
(### pomeni p < 0,001; ## pomeni p < 0,01; # pomeni p < 0,05) in primerjava skupine, ki je
prejemala aterogeno krmo, s skupino, ki je prejemala kombinacijo obeh u¢inkovin (***
pomeni p < 0,001; ** pomeni p < 0,01; * pomeni p < 0,05). Statisticno pomembno razliko je
predstavljala vrednost p < 0,05. Legenda: n-stevilo zivali, ki smo jih uporabili za poskuse na
izoliranih torakalnih aortah, N-Stevilo uporabljenih Zilnih obrockov, ki smo jih izolirali iz

Zivali.
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Podobne rezultate je dala tudi primerjava povrSin pod krivuljami z enofaktorsko analizo
variance (one way ANOVA) in Bonferronijevim post-hoc testom. Opazili smo statisti¢no
znacilno izboljsanje relaksacije pri dodatku u¢inkovin k aterogeni krmi v primerjavi s samo
aterogeno krmo. Dodatek valsartana k aterogeni krmi je 1,8-krat izboljsal sprostitev zil v
primerjavi z aterogeno krmo, dodatek atorvastatina 2,2-krat in kombinacija obeh u¢inkovin
3-krat. Opazili pa smo tudi statisticno znacilne razlike med posameznimi u¢inkovinami. V
skupini, Ki je poleg aterogene krme prejemala kombinacijo atorvastatina in valsartana, smo
ugotovili 1,4-kratno izboljsanje relaksacije v primerjavi s skupino, ki je prejemala
aterogeno krmo z dodatkom atorvastatina, in 1,7-kratno izboljSanje v primerjavi s skupino,
ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom valsartana. Zile buder, ki so prejemale
navadno krmo, se v primerjavi z zilami buder, ki so prejemale aterogeno krmo, 2,8-krat
boljSe sproScajo. Sprostitev je bila v skupini, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom
obeh ucinkovin, boljSa v primerjavi s skupino z osnovno krmo, vendar razlika ni bila

statistiéno znacilna.

* kX

k)

L]
* &k

AUC relaksacija

Slika 13: Prikaz povrS§in pod koncentracijsko-relaksacijsko krivuljo, od koncentracije
acetilholina 10° do 10 M. Statisti¢no pomembno razliko je predstavljala vrednost p < 0,05

(*** pomeni p < 0,001; ** pomeni p < 0,01; * pomeni p < 0,05).
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4.1.2 Meritve sposobnosti skréitve Zilnih obroc¢kov s fenilefrinom

Ugotavljali smo krcenje zilnih obro¢kov v odvisnosti od koncentracije fenilefrina.
Ugotovitve smo prikazali s pomoc¢jo koncentracijsko-skréitvene krivulje (Slika 14).
Vkljucili smo vseh pet skupin buder (osnovna krma, aterogena dieta, aterogena dieta in
atorvastatin, aterogena dieta in valsartan, aterogena dieta in kombinacija obeh ucinkovin).
Izracunali smo tudi povrSine pod kumulativno koncentracijsko-skréitveno krivuljo (AUC)

(slika 15).

Primerjava aritmeti¢nih sredin odzivov pri razlicnih koncentracijah fenilefrina z
dvofaktorsko analizo variance (two way ANOVA) in Bonferronijevim post-hoc testom je
pokazala, da se koncentracijsko-skrcitvene Krivulje vseh petih preiskovanih skupin

statisticno znacilno ne razlikujejo.

120+ === Navadna krma (n=6, N=42) t
110+ Aterogena krma (AK) (n=5, N=35)
100=] —— AkK+atorvastatin (n=5, N=40)
SN [P
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S  do-
X 30
20=
10+
0=
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Koncentracija Phe (log M)

Slika 14: Koncentracijsko-skréitvena krivulja. Prikazana je skr€itev zilnih obrockov po
kumulativnem dodajanju fenilefrina. Rezultati so prikazani kot odstotek skrcitve v odvisnosti
od logaritma koncentracije fenilefrina. Uporabljena statisticna testa: dvofaktorska analiza
variance in Bonferronijev post-hoc test. Legenda: n-Stevilo zivali, ki smo jih uporabili za

poskuse na izoliranih torakalnih aortah, N-stevilo uporabljenih Zilnih obroc¢kov.
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Podobne rezultate je dala tudi primerjava povrsin pod krivuljami z enofaktorsko analizo
variance (one way ANOVA) in Bonferronijevim post-hoc testom. Med posameznimi

skupinami ni opaziti statisticno znacilnih razlik v kontrakciji.
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Slika 15: Prikaz povrsin pod koncentracijsko-skr¢itveno krivuljo.
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4.2 Morfometrija

Z raztopino Oil Red O smo barvali lumen vzdolZno prerezanih abdominalnih aort pri vseh
petih skupinah buder (osnovna prehrana, aterogena dieta, aterogena dieta in atorvastatin,
aterogena dieta in valsartan, aterogena dieta in kombinacija obeh ucinkovin). Opazovali

smo prisotne mas¢obne lehe, ki so se obarvale rdece (slika 16).

Slika 16: Z raztopino Oil Red O barvane vzdolzno prerezane abdominalne aorte buder.

A: slika abdominalne aorte budre, krmljene z aterogeno krmo. B: slika abdominalne aorte
budre, krmljene z osnovno krmo. C: slika abdominalne aorte budre, krmljene z aterogeno krmo
z dodatkom atorvastatina. D: slika abdominalne aorte budre, krmljene z aterogeno krmo z
dodatkom valsartana. E: slika abdominalne aorte budre, krmljene z aterogeno krmo z
dodatkom atorvastatina in valsartana. Prisotne mascobne lehe v lumnu aorte so obkrozene s

¢rno barvo.
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Primerjali smo povpre¢je delezev povrSin leh glede na celotno povrSino aorte med
skupinami z enofaktorsko analizo variance in Bonferronijevim post-hoc testom ter
ugotovili, da je priSlo med skupinami do statisti¢no znacilnih razlik (slika 17). Najvecjo
povrsino so zavzemale lehe pri skupini, krmljeni z aterogeno dieto, najmanjSo pa pri
skupini, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom kombinacije atorvastatina in
valsartana. Pri slednji smo opazili 42-krat manj leh v primerjavi s skupino, krmljeno z
aterogeno dieto. Pri skupinah, krmljenih z aterogeno dieto z dodatkom ene izmed
ucinkovin (ali atorvastatina ali valsartana), smo opazili podoben delez povrsin leh glede na
celotno povrSino aorte. PovrSina leh je bila priblizno 20-krat manjSa v primerjavi z
aterogeno krmo. Pri skupini, ki je prejemala navadno krmo, je bila povrSina leh v
povprecju malo vecja kot pri skupini, krmljeni z aterogeno dieto z dodatkom kombinacije

obeh uéinkovin.
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Slika 17: Statisti¢na primerjava povr§in mas¢obnih leh med posameznimi skupinami buder.
Uporabljena statisticna testa: enofaktorska analiza variance in Bonferronjev post-hoc test.

Statisticno znacilno razliko predstavlja p < 0,05 (*** pomeni p < 0,001).

41



Brigita Pihler Veseli¢ Diplomska naloga

5 RAZPRAVA

V nasi raziskavi smo preucevali, ali lahko z dodatkom atorvastatina in/ali valsartana k
aterogeni dieti prepre¢imo oz. zmanjSamo funkcionalne in morfoloske spremembe aorte

buder, ki nastanejo kot posledica kroni¢nega krmljenja z aterogeno krmo.
5.1 Razprava o materialih in metodah

5.1.1 Sestavine, uporabljene za pripravo krme

5.1.1.1 Aterogena krma

Za induciranje funkcionalnih in morfoloSkih sprememb arterij smo uporabili enako sestavo
aterogene krme, ki se je v prejSnjih poskusih izkazala za najbolj ucinkovito (49). V
omenjenih poskusih so s preizkuSanjem pripravili obstojno proaterogeno krmo, ki je v
kratkem Casu povzrocila nastajanje mascobnih leh, kar so potrdili z morfometri¢no analizo
in analizo histoloskih preparatov zil. Primernost take krme nam je uspelo potrditi, saj smo

spremembe na zilah inducirali Ze v osmih tednih.

Mascobe, holesterol in ogljikovi hidrati, ki smo jih vkljucili v aterogeno dieto, povzroc¢ajo
zviSanje holesterola in trigliceridov v krvi. Holesterol in nasi¢ene mascobe zivalskega
izvora predstavljajo glavni vzrok za dvig LDL, prekomerna kalorijska hrana in vnos
ogljikovih  hidratov pa povecajo sintezo VLDL. Hiperlipidemija in zlasti
hiperholesterolemija sta ena glavnih dejavnikov tveganja za razvoj ateroskleroze.
Hiperholesterolemija sodeluje pri okvari, zaradi katere Zilna stena izgubi antiagregacijske
lastnosti, postane bolj dovzetna za adhezijo trombocitov in preobcutljiva za
vazokonstrikcijske drazljaje, ne odziva pa se na vazodilatacijske drazljaje (11).
Spremenjeno Zilno obcutljivost je mogoce zaznati Se pred morfoloskimi spremembami
Zilne stene. V obsezni, 10 let trajajoci kliniéni raziskavi MRFIT (Multiple risk factor
intervention trial) so na velikem $tevilu oseb ugotovili, da je povezanost ateroskleroze z
vrednostjo holesterola v serumu zvezna. Cim vigja je vrednost serumske vrednosti

holesterola, tem vecje je tveganje za razvoj ateroskleroze (51).

Kljub temu, da smo v Casu 8-tedenskega krmljenja z aterogeno dieto uspeli povzrociti
zaznavne funkcionalne in morfoloske spremembe na arterijah buder, bi bilo smiselno, da bi

krmljenje trajalo dlje Casa, saj bi najverjetneje nastale izrazitejSe spremembe. Ker smo bili

42



Brigita Pihler Veseli¢ Diplomska naloga

¢asovno omejeni, smo se odlocili za tak ¢asovni razpon, ki je vseeno omogocil uspesno

izvedbo poskusa.

Poleg prehransko induciranih sprememb obstajajo tudi druge metode za induciranje
ateroskleroze: kemicne (vnos kemicnih agensov, ki poSkodujejo zilo), mehanske (vstavitev
balonskega katetra v Zilo ali obrocka okrog zile) in laserske. Te metode so omejene le na
poskodbo ene zile, prednost aterogene krme pred temi metodami pa je, da povzroci
sistemske ucinke in tako je ve¢ zil uporabnih za raziskavo. V raziskavah se najpogosteje
uporablja induciranje z ustrezno prehrano, saj se tako najbolj priblizamo realnemu procesu
ateroskleroze. Ostale metode se obiCajno uporabljajo kot dodatek k aterogeni dieti za
induciranje bolj izrazitih sprememb. V nasi raziskavi se za dodatno indukcijo nismo

odlog¢ili.

5.1.1.2 Atorvastatin

Atorvastatin je u¢inkovina sinteznega izvora, ki se uporablja v obliki kalcijeve soli. Gre za
lipofilni statin, ki v primerjavi s hidrofilnimi statini bolje prehaja endotelijske celice s
pasivno difuzijo in je zato odgovoren tudi za ekstrahepati¢ne ucinke. Za naso raziskavo so
pomembni predvsem pleiotropni ucinki atorvastatina, za Katere se je izkazalo, da se
pojavijo zelo hitro po uvedbi terapije s statini, Se¢ pred njihovimi opaznimi ucinki na
Znizanje serumskih vrednosti holesterola. Statini izboljSajo endotelijsko funkcijo z
delovanjem na presnovo dusikovega oksida, povecajo stabilnost ateroskleroti¢nih plakov,
zmanjSujejo oksidativni stres in vnetje ter zmanjSujejo agregacijo trombocitov, tudi Vv
prisotnosti dejavnikov tveganja za nastanek ateroskleroze. Osredotocili smo se na ugodne
ucinke atorvastatina na delovanje endotelija, drugih u¢inkov pa neposredno nismo merili.
Okrnjeno delovanje endotelija je namre¢ zacetni stadij ateroskleroze, Se preden se pojavijo
ostali kliniéno zaznavni znaki bolezni. Hiperholesterolemija endotelijsko disfunkcijo Se
poslabsa, saj se zmanjSata sinteza in aktivnost NO, ki ima klju¢no vlogo v sprostitvenem
odzivu Zil. Atorvastatin poveca sintezo NO preko aktivacije eNOS, hkrati pa zmanjSa
ekspresijo endotelina-1, ki ima vazokonstriktorno delovanje. Ugodni ucinki na endotelijsko
funkcijo se kazejo tudi zaradi njegovega antioksidantnega delovanja, zmanjSuje namrec
nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti, ki so odgovorni za oksidacijo LDL delcev in tvorbo
penastih celic. Sicer ze samo znizanje LDL izboljsa funkcijo endotelija, saj se v njem
zmanjsa stopnja vnetja in aktivacija levkocitov. Navedeni ucinki se pojavijo ze pri nizkih

odmerkih u¢inkovine (52).
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Delovanje atorvastatina na sréno-zilni sistem so preucevali v Stevilnih raziskavah, vse od
njegove sinteze leta 1985. Spojina se je izkazala za u¢inkovito tako pri zivalih kot tudi pri
ljudeh. V Krkini lastni raziskavi se je endotelijska funkcija pri bolnikih z ishemi¢no
boleznijo srca po 12 tednih zdravljenja z atorvastatinom v odmerkih 10-20 mg na dan
izboljsala za 40-51%, proznost Zilne stene se je po 24 tednih povecala za 43-45%, njena
togost pa se je zmanjsala za 23-26% (53). Nase ugotovitve so v skladu z rezultati teh

raziskav.

5.1.1.3 Valsartan

Ceprav se valsartan primarno uporablja zaradi vpliva na krvni tlak, pa smo se v nasi
raziskavi osredotocili na njegove pleiotropne ucinke, predvsem na delovanje endotelija. Z
zaviranjem angiotenzinskih receptorjev tipa A; zmanjsuje Skodljive u¢inke angiotenzina II
na sréno-zilni sistem. Angiotenzin II je vpleten v vnetno dogajanje v zilni steni, oksidativni
stres, spremembe endotelijske funkcije in celi¢no proliferacijo, kar vpliva na tkivno
preoblikovanje zilne stene. 1zzove adhezijo monocitov in levkocitov na endotelijske celice,
zaradi zveCane ekspresije gena za MCP-1 pa je pospeSeno vstopanje monocitov v intimo

zilne stene (54, 55).

Od leta 1997 do 2009 so preucevali vpliv valsartana v ve¢ kot 60 klini¢nih $tudijah, v
katere je bilo vkljucenih vec kot 100.000 pacientov. Izsledki Stevilnih raziskav kazZejo, da
zdravljenje z valsartanom znacilno zmanj$a obolevnost za sréno-zilnimi boleznimi in
umrljivost zaradi srénega popuscanja, zmanjSana pa je tudi incidenca mozganske kapi (55).
V studiji VALIANT so dokazali zmanjS$anje pojavnosti sr¢no-zilnih dogodkov za 48 % po
terapiji z valsartanom (56). Studije na hipertenzivnih podganah so pokazale, da nizki
odmerki valsartana sicer nimajo vpliva na znizanje krvnega tlaka, izboljSajo pa sr¢no in

zilno funkcijo (57).

Valsartan zmanjSa serumske vrednosti CRP in oksidiranih LDL delcev, ki so povezani z od
angiotenzina Il odvisno endotelijsko disfunkcijo in predstavljajo pomembnen dejavnik
tveganja za razvoj sréno-Zilnih bolezni. Ker je CRP direktni pokazatelj vnetnega procesa v

organizmu, lahko sklepamo, da ima valsartan tudi protivnetno delovanje (55).

5.1.2 Poskusne Zivali
Za preudevanje ateroskleroze se uporabljajo stevilni Zivalski modeli. Ceprav s poskusi na

zivalih ni mozno natan¢no oponasati poteka ateroskleroze pri ljudeh, je z njihovo pomocjo
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nase razumevanje mehanizmov, ki so vpleteni v proces ateroskleroze, izrazito napredovalo,
ponudile pa so se tudi nove moznosti terapevtskega pristopa. Preucevanje vpliva novih
ucinkovin na ustreznem zivalskem modelu (in vivo, in vitro, v razlicnih stopnjah
napredovanja ateroskleroti¢énega procesa) je klju¢nega pomena. Idealen zivalski model, ki
bi popolnoma posnemal nastanek ateroskleroze pri ¢loveku, ne obstaja, vsi modeli imajo
tako prednosti kot pomanjkljivosti (40). Pomembno je predvsem to, da jim lahko s
prehrano ali s katero drugo metodo induciramo zaznavne ateroskleroti¢ne spremembe in
okrnjeno delovanje endotelija. V ta namen se najpogosteje uporabljajo glodavci (misi-
predvsem gensko spremenjene, podgane, hrcki, budre) in zajci. Njihova prednost je
predvsem, da ob ustrezni dieti v kratkem Casu razvijejo ateroskleroti¢ne spremembe,
njihovo vzdrzevanje in rokovanje z njimi pa je dokaj enostavno. Za preucevanje
ateroskleroze se uporabljajo tudi ptici, psi in celo niZji organizmi (¢rvi, muhe, ribe), vendar
manj pogosto. Cloveskemu organizmu najbolj podoben Zivalski model so prasici in primati
(42).

V nasi raziskavi smo uporabili budre reje Dunkin Hartley (DHN) obeh spolov, saj so se v
predhodnih poskusih izkazale kot dober model za preucevanje ateroskleroti¢nih procesov.
V kratkem ¢asu jim je mozno s prehrano inducirati ateroskleroti¢ne spremembe, poleg tega
pa imajo tudi lipoproteinski profil precej podoben ¢loveSskemu. Njihova slabost v
primerjavi z manjSimi Zivalskimi modeli je, da zaradi velikosti potrebujejo ve¢ prostora in
hrane za vzrejo, zahtevnejse je tudi rokovanje z njimi. Nekoliko tezja je tudi izolacija tkiv
(npr. aorte v nasem primeru). Iz literaturnih podatkov vemo, da vnos hrane, bogate s
holesterolom, povzro¢i kopicenje holesterola v arterijah buder. Kljub povisanemu vnosu
holesterola pa lahko z doloc¢eno vrsto hrane, predvsem z vlakninami, ali z uc¢inkovinami

zmanj$amo to kopicenje (41).

Zivali smo razdelili v pet skupin obeh spolov. Prva skupina je prejemala osnovno krmo,
druga aterogeno krmo, tretja aterogeno krmo z dodatkom atorvastatina, Cetrta aterogeno
krmo z dodatkom valsartana ter peta skupina aterogeno krmo z dodatkom kombinacije
obeh ucinkovin. Ker so vse skupine bivale v enakem okolju, s konstantno temperaturo,
vlaznostjo in menjavo svetlobe, lahko izlo¢imo vpliv okolja na razvoj bolezni. Vse zivali
so imele na razpolago neomejeno koli¢ino hrane. Slabost takega nacina krmljenja je, da
lahko nekatere Zivali zauzijejo ve¢ krme, v primeru dodane u¢inkovine tudi vecje koli¢ine

ucinkovine, druge pa manj. Poskus bi bil bolj kontroliran, ¢e bi vsaki budri posebej per os
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aplicirali uc¢inkovino. Tako bi zagotovili, da bi vsaka budra zauzila enako koli¢ino
ucinkovine. Primerna metoda za ponavljajoce kontrolirano dovajanje u¢inkovin bi bila tudi
intragastricna aplikacija z uporabo osmozne c¢rpalke. Vendar bi tak nacin krmljenja
zahteval precej veC nasega Casa in truda, budre pa bi s tem izpostavili dodatnemu stresu.
Uporabili smo majhno koli¢ino ucinkovin in mozno je, da se le-ta ni enakomerno
porazdelila med aterogeno krmo. To pomeni, da je koli¢ina zauzite ucinkovine med
budrami lahko variirala ne samo glede na koli¢ino zauzite krme, ampak tudi na vsebnost
ucinkovine v krmi. Poraba krme pri vseh Zivalih ni bila enaka. Ker so budre rastlinojede
zivali, je mozno, da jim okus hrane ni ustrezal oz. da je nekaterim budram ustrezal bolj kot
drugim. Poleg tega so u¢inkovine precej grenkega okusa, ¢e niso vgrajene v farmacevtsko
obliko. S tem lahko delno pojasnimo, zakaj je bila povpreéna poraba krme najmanjsa pri

skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh uéinkovin.

Za raziskave funkcionalnih in morfoloSkih sprememb smo uporabili izolirane organe
budre, natan¢neje izolirani abdominalno in torakalno aorto. Proces ateroskleroze zgodaj
prizadene aorto, zato je le-ta najpogosteje uporabljen model za preucevanje razvoja
ateroskleroti¢nih sprememb. 1z torakalne aorte smo pripravili zilne obrocke in opazovali
njihovo odzivnost ob dodatku razli¢nih koncentracij vazokonstriktorja in vazodilatatorja. V
razmerah in vitro so prekinjene nevroloske povezave organov z osrednjim Zivéevjem, ni
humoralne regulacije in delovanja povratnih zank med posameznimi organi in organskimi
sistemi. Prednost tak$nih poskusov je, da lahko nadziramo koncentracijo preucevane
substance na mestu delovanja, t.j. ob receptorju, in tako najbolje prikazemo odnos med
koncentracijo substance in u¢inkom (58). Z namenom vzdrzevanja aktivnosti izoliranega
organa smo zilne obrocke med poskusom potopili v hranilno raztopino ustrezne sestave
(ioni, hranivo), z ustreznim pH (7,4) in temperaturo (37,0 °C + 0,5 °C). Hranilno raztopino
smo vseskozi prepihovali s plinsko mesanico s 95% CO; in 5% O, ter s tem zagotavljali
zadostno oksigenacijo izoliranih Zil. O izrednem pomenu vzdrZevanja pogojev za
prezivetje izoliranega tkiva smo se prepric¢ali med samo izvedbo poskusa. Zgodilo se je, da
smo pred namestitvijo Zilnih obrockov v napravo za poskuse na izoliranih zZilah pozabili
vklopiti toplotno c¢rpalko, ki vzdrZzuje konstantno temperaturo hranilne raztopine,
naslednji¢ pa nam je med izvedbo poskusa zmanjkalo plinske meSanice za oksigenacijo

tkiva. V obeh primerih smo dobili nepriakovane rezultate, ki so odstopali od sicer
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dobljenih odzivov. Meritve smo obakrat izvedli ponovno, tokrat pri izpolnjenih pogojih, ter

dobili odzive v skladu s pricakovanji.

Priprava Zzivali in izolacija zil je bila vedno enaka, hitra in standardizirana. Za evtanazijo
zivali smo uporabili CO, Metoda je enostavna, hitra in nebole¢a. CO, nima vpliva na
nadaljnje raziskave na zilah buder. Po evtanaziji smo budram intraperitonealno (v trebusno
saj smo zival takoj na zacetku izolacije izkrvaveli. S tem smo se izognili tudi napakam pri

dolo¢anju mas¢obnih plakov, saj bi jih odveéna kri lahko prekrila.

V podobnih raziskavah so budram pred zac¢etkom poskusa opravili ultrazvok zil, s katerim
so preverili stanje zil. Lahko bi opravili tudi nekatere laboratorijske preiskave, npr. odvzem
krvi na zaéetku in na koncu hranjenja z aterogeno dieto ter dolociti serumske vrednosti
celokupnega holesterola, HDL, LDL in trigliceridov. Izsledki raziskav kazejo, da imajo
budre ob uzivanju vecjih koli¢in holesterola poviSane serumske vrednosti trigliceridov,
celokupnega holesterola in LDL holesterola ter povisano Stevilo majhnih LDL delcev, ki
so bolj aterogeni. Vrednosti HDL, ki ga oznacujemo kot »dober« holesterol, saj na Zzilje

deluje varovalno, pa so bile nizje v primerjavi s kontrolno skupino (44).

Budre so dober model za preucevanje vpliva spola in hormonov na lipoproteinski profil.
Vpliv spola na nastanek sprememb na Zilah buder nismo posebej preucevali. Stevilo
samcev in samic, uporabljenih v poskusu, ni bilo enako pri posameznih skupinah. Obstaja
moznost, da so bili rezultati v skupinah, kjer je bilo ve¢ samic (t.j. pri skupini, ki je
prejemala aterogeno dieto z dodatkom valsartana), zato boljsi, saj iz literaturnih podatkov
vemo, da ima estrogen zas$€itno delovanje na sréno-Zilni sistem in zavira nastajanje
ateroskleroti¢nih sprememb (46, 60). Sklepamo, da starost Zivali na rezultate ni vplivala,

saj so bile budre ob vkljucitvi v poskus stare med 5 in 8 mesecev.

Genske ekspresije kljub odvzetim vzorcem nismo izvedli. Vzorce smo shranili za nadaljnjo
obravnavo. Genska ekspresija bi nam dala podatke o genetski podvrzenosti buder, ki
predstavlja pomemben dejavnik tveganja za razvoj ateroskleroze. Lahko bi preucevali
ekspresijo genov za specificne markerje za aterosklerozo (VCAM-1, MCP-1, MMP-9,
PAI-1), npr. z uporabo verizne reakcije s polimerazo v realnem Casu (RT-PCR, ang.real-

time Polymerase Chain Reaction) (59).
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5.2 Razprava o rezultatih

5.2.1 Poskusi na izoliranih torakalnih aortah buder

S poskusi na zilnih obrockih smo Zeleli preveriti prehransko inducirane funkcionalne
spremembe arterij buder, in sicer odzivnost zil ob dodatku razli¢nih koncentracij
vazokonstriktorja in vazodilatatorja. S tem smo preverjali delovanje endotelija, saj obe
omenjeni vazoaktivni snovi povzroCata kontrakcijo oz. relaksacijo, ki je odvisna od
endotelija. Ugotavljali smo, ali lahko z dodatkom atorvastatina, valsartana ali kombinacije
obeh ucinkovin, dodanih k aterogeni dieti, izboljSamo zilno funkcijo oz. zmanjSamo
nastanek funkcionalnih sprememb arterij. Te spremembe lahko opazimo kot zmanjSan
sprostitveni odziv zil na acetilholin. Odziv Zzilnih obro¢kov je odvisen od endotelija,
prizadenejo sloj gladkih miSi¢nih celic ali endotelij, lahko pa spremenijo tudi premer Zile,
je odziv zil zmanjSan. Na odzivnost zil pa vpliva tudi koncentracija vazokonstriktorja oz.

vazodilatatorja.

Zilne obrocke torakalnih aort smo najprej skréili s KCI. S tem smo preverili odzivnost
uravnotezenih Zzilnih obrockov, saj je delovanje KCI neodvisno od endotelija in
odvisni Ca?* kanali na sarkolemi se odprejo, koncentracija Ca’** v celici naraste in

posledi¢no se gladka misica skr¢i (61).

5.2.1.1 Sposobnost sprostitve Zilnih obrockov z acetilholinom

Preverjali smo sprostitveni odziv zilnih obroc¢kov v odvisnosti od koncentracije
acetilholina. 1z koncentracijsko-sprostitvene krivulje (slika 12) je razvidno, da so se Zilni
obrocki, predhodno skréeni s fenilefrinom, pri vseh petih skupinah sprostili po
kumulativnem dodajanju acetilholina. Odstotek relaksacije je bil odvisen od koncentracije
acetilholina in od tega, katero skupino buder smo preucevali. Z uporabo dvofaktorske
analize variance in Bonferronijevega post-hoc testa smo pokazali, da se skupine med seboj
statisticno znacilno razlikujejo. Ugotovili smo, da dodatek ucinkovin k aterogeni krmi
izboljSa Zilno funkcijo arterij. Potrdili smo tudi, da ima kombinacija obeh ucinkovin
mocnejsi u€inek na sprostitev zilnih obroCkov kot pa posamezni ucinkovini. Najboljsi
sprostitveni odziv so imeli zilni obrocki buder, ki so bile hranjene z navadno krmo in tiste,

ki so poleg aterogene krme prejemale Se kombinacijo atorvastatina in valsartana. Nekoliko
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slabsi odziv smo opazili pri skupini, ki je prejemala aterogeno krmo z dodatkom
atorvastatina, in pri skupini, ki je bila krmljena z aterogeno krmo in valsartanom. Najslabse
so se relaksirali zilni obrocki buder, ki so prejemale le aterogeno krmo. Statisti¢no znacilne
razlike v sprostitvenem odzivu opazimo pri koncentracijah acetilholina 10, 10° in 10
mol/L, med skupino, ki je prejemala aterogeno krmo in skupino, ki je prejemala aterogeno

krmo z dodatkom obeh uginkovin, pa e pri koncentraciji acetilholina 10”7 mol/L.

Podobne rezultate je dala tudi primerjava povrsin pod krivuljo z enofaktorsko analizo
variance in Bonferronijevim post-hoc testom (slika 13). Opazili smo, da se vse skupine
statisti¢no znacilno razlikujejo glede na skupino, ki je prejemala aterogeno krmo. Znacilne
razlike pa so tudi med posameznima uc¢inkovinama in kombinacijo obeh u¢inkovin, slednja
bolje relaksira zilne obrocke kot vsaka uinkovina posebej. Atorvastatin v primerjavi z
valsartanom izboljSa odstotek relaksacije Zilnih obrockov, vendar razlika ni statisticno

znacilna.

Pri¢akovali smo, da bo imela skupina buder, kroni¢no krmljena z aterogeno dieto, slabso
Zilno odzivnost. SlabSa odzivnost Zil je posledica funkcionalnih sprememb Zil, ki smo jih
zeleli dokazati. Med najzgodnejSe funkcionalne spremembe arterij, ki predstavljajo
predstopnjo procesa ateroskleroze in jih lahko izmerimo, spada okrnjeno delovanje
endotelija, ki se med drugim kaze tudi v zmanjSani razpoloZljivosti NO. Endotelijska
disfunkcija predstavlja motnjo raziritvene sposobnosti arterij, okvaro antiagregacijskih
lastnosti endotelija in ve¢jo prepustnost za vnetne celice ter mas¢obe. Je tako posledica
dejavnikov tveganja kot tudi samostojni dejavnik tveganja, ki pospeSuje razvoj

ateroskleroti¢nih sprememb in lahko druge dejavnike tudi poslabsa.

Sprostitvene odzive zilnih obrofkov aort razlicnih zivalskih modelov po dodatku
obravnavanih uc¢inkovin so ugotavljali in dokazali v §tevilnih raziskavah. Nase ugotovitve
se ujemajo z rezultati teh raziskav. Te Studije nam pomagajo razumeti mehanizme, zaradi
katerih pride do razli¢nih sprostitvenih odzivov. Vecchione in Brandes sta preucevala vpliv
statinov na endotelijsko odvisno relaksacijo Zil pri miSih. MiSim so v podkozje 10 dni
zaporedoma dajali injekcije cerivastatina (2mg/kg/dan), atorvastatina (1 mg/kg/dan in 10
mg/kg/dan) in placeba. Ugotovila sta, da se relaksacija zilnih obrockov takoj po terapiji s
statini znacilno izbolj$a v primerjavi s kontrolno skupino. Po odtegnitvi terapije s statini je
bila zmanjSana razpolozljivost NO. Ugotovila sta Se, da dodatek antioksidanta ohrani

sprostitev Zilnih obro¢kov po odtegnitvi terapije s statini. Atorvastatin je povzrocil boljSo
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relaksacijo zil v primerjavi s cerivastatinom. Vecji odstotek relaksacije je bil pri vecjem
odmerku atorvastatina, statisticno znacilne razlike pa so se pojavile Ze pri nizjem odmerku
atorvastatina v primerjavi s kontrolno skupino (62). Bhola in sodelavci so raziskovali vpliv
kantaridina (naravna substanca, ki jo izloCajo nekatere vrste hroscev, med drugim Spanska
muha) na sprostitveni odziv zilnih obroc¢kov podganje aorte, v raziskavi pa so kot
standardno uc¢inkovino za izboljSanje zilne funkcije uporabili tudi atorvastatin. Podgane so
bile 4 tedne krmljene s krmo, bogato s holesterolom, z namenom, da bi inducirali
hiperholesterolemijo. Hiperholesterolemija je eden glavnih dejavnikov tveganja za okvaro
delovanja endotelija. Endotelijska disfunkcija je posledica zmanjSane aktivacije
endotelijske NOS in bioloske razpoloZzljivosti NO ter povecane sinteze reaktivnih kisikovih
zvrsti. Atorvastatin je izboljSal sprostitev zilnih obrockov, dokazali pa so tudi znacilno
zmanjSanje vpliva krme z visoko vsebnostjo holesterola na lipidni profil po dodatku te
ucinkovine (63). Podobne izsledke o ugodnem delovanju atorvastatina na sprostitveni
odziv zilnih obrockov dajejo tudi $tudije na dislipidemi¢nih zajcih. Posledica visokega
vnosa holesterola je zmanjSana integriteta zilnega endotelija, ki pa jo atorvastatin ohrani
(64). Novejse raziskave so pokazale, da atorvastatin ohrani relaksacijo zilnih obrockov
torakalne aorte in pljucne arterije pri podganah, ki so jim inducirali sepso. Sepsa namrec

povzroca okvaro delovanja endotelija in posledi¢no je zmanjSana relaksacija zil (65).

V literaturi lahko zasledimo mnogo podatkov o ugodnih ucinkih valsartana. Sklepamo, da
je delovanje te ucinkovine na sprostitveni odziv Zil od endotelija odvisno. Kot smo Ze
omenili, ima estrogen zas¢itno delovanje na sréno-zilni sistem. V raziskavi so podgane, ki
so jim bili odstranjeni jajéniki, izkazovale okrnjeno delovanje endotelija. Zmanj$ana je bila
od endotelija odvisna vazorelaksacija (inducirana z acetilholinom), medtem ko ni bilo
opaznih sprememb v od endotelija neodvisni vazorelaksaciji (inducirani z natrijevim
nitroprusidom), kar kaZe na ohranjeno odzivnost gladkih miSic na NO. Kroni¢na terapija z
valsartanom je izboljSala odzivnost Zil preko povecane razpolozljivosti NO in zmanjSanja
oksidativnega stresa (60). Do enakih ugotovitev so priS§li v britanski klini¢ni
(randomizirani, dvojno slepi) Studiji na 25 bolnikih s hipertenzijo, ki so prejemali
valsartan. Z intraarterijsko infuzijo acetilholina so povzrocili od endotelija odvisno
spros¢anje NO in opazovali vazodilatacijo, ki je odvisna od NO. Uporabili so tudi
kombinacijo acetilholina in L-NMMA (L-Nw-monometil-L-arginin), ki je zaviralec NO

sintaze in tako preprecuje sproscanje zil preko endotelijskih mehanizmov. To je sluzilo za
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preucevanje vazodilatacije, ki je neodvisna od NO. Ugotovili so, da valsartan izboljsa
vazodilatacijo tako po poteh, ki so odvisne od NO, kot tudi po takih, ki so od NO

neodvisne (66).

Imanishi s sodelavci je hiperlipidemi¢nim zajcem meril produkcijo NO, ki so jo inducirali
z acetilholinom. Ob dodatku valsartana je bila razpolozljivost NO vecja, posledic¢no pa tudi
sprostitveni odziv zil (67). V istem laboratoriju in enakem zivalskem modelu so preucevali
tudi vpliv kombinacije pitavastatina in valsartana na produkcijo NO ter ugotovili, da je bila
le-ta znacilno bolj povisana pri kombinaciji uc¢inkovin kot pri posameznih u¢inkovinah v
primerjavi s kontrolno skupino. Kombinacija obeh u¢inkovin pa je pomembno znizala tudi
koncentracijo peroksinitrita, ki ima pomembno vlogo pri oksidativnem stresu (68).
Rezultati raziskav kazejo, da ima kombinacija u€inkovin aditivne za$Citne ucinke na

endotelijsko funkcijo in ateroskleroti¢ne spremembe, kar smo potrdili tudi v nasi raziskavi.

Slovenska ekipa raziskovalcev je preucevala pleiotropne ucinke nizkih odmerkov
atorvastatina, losartana in njune kombinacije na podganji aorti. Signifikantne razlike v
sprostitvenem odzivu Zzil v primerjavi s kontrolno skupino so dokazali le pri skupini, ki je
prejemala kombinacijo obeh ucinkovin. Povecanje od endotelija odvisne relaksacije pri
posameznih uc¢inkovinah je bilo opazno, vendar razlika ni bila znacilna. Ni bilo opaznih
sprememb v lipidnem profilu in krvnem tlaku (69). Podobne rezultate je dala $tudija na
zdravih prostovoljcih z nizkim tveganjem za sréno-Zilne bolezni, ki so prejemali

kombinacijo fluvastatina in valsartana v nizkih terapevtskih odmerkih (70).

5.2.1.2 Sposobnost skrcitve Zilnih obroc¢kov s fenilefrinom

Preveriti smo Zeleli tudi skrcitveni odziv zilnih obroCkov v odvisnosti od koncentracije
fenilefrina. 1z koncentracijsko-skr¢itvene krivulje (slika 14) in stolpénega diagrama (slika
15), kjer so prikazane povrSine pod krivuljo, je razvidno, da so se Zilni obrocki torakalnih
aort pri vseh skupinah po kumulativnem dodajanju fenilefrina skrcili. Opazimo, da so se
vsi obrocki zaceli krciti pri koncentraciji fenilefrina 107 mol/L, pri nizji koncentraciji pa
fenilefrin ni povzrocil skréitve. TakSen odziv je verjetno posledica prenizke koncentracije

fenilefrina in ne napacne izbire vazokonstriktorja.

Fenilefrin je selektivni agonist in povzro¢a vazokonstrikcijo preko adrenergi¢nih

receptorjev oy na gladkih misi¢nih celicah zil in endoteliju. Ti receptorji so sklopljeni z G-
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proteinom, njihova aktivacija pa preko PLC sprozi nastanek IP; in DAG. To vodi v odprtje

Ca’* kanalov, koncentracija Ca”* v celici naraste in gladka migi¢na celica se skréi (7).

Statisticna obdelava rezultatov je pokazala, da med skupinami ni znacilnih razlik v
skr¢itvenem odzivu zilnih obrockov. Rezultati so v skladu s pricakovanji, saj je krcéenje zil
posledica delovanja predvsem gladkih miSic. Preucevani ucinkovini atorvastatin in
valsartan vplivata na funkcijo endotelija, na gladke miSice pa imata manjsi vpliv.
Sklepamo pa tudi, da v Casu 8-tedenskega krmljenja z aterogeno dieto nismo uspeli

povzrociti napredovale ateroskleroze, ki bi imela vpliv tudi na krcenje zil.

5.2.2 Morfometrija

Vecina dejavnikov tveganja, za katere je znano, da pospeSujejo aterogenezo, najprej
povzro¢i motnje v delovanju endotelijskih celic, z napredovanjem ateroskleroti¢nega
procesa pa pride tudi do morfoloskih sprememb. V raziskavi nam je z aterogeno dieto pri
budrah uspelo inducirati zaznavne morfoloske spremembe arterij. Prisotnost masc¢obnih leh
v lumnu abdominalne aorte smo dokazali v vseh petih preiskovanih skupinah. Statisti¢na
primerjava rezultatov z uporabo enofaktorske analize variance in Bonferronijevega post
hoc testa je pokazala, da med preiskovanimi skupinami obstajajo statistiéno znacilne
razlike (slika 17).

Postopek priprave zil za morfometrijo je zaradi majhnosti zil teZaven. OkoliSko mascevje
in vezivo, ki ju nismo uspeli odstraniti, sta motila dolo¢anje mas¢obnih leh. V¢asih smo
tezko razlikovali med mascobno leho, vezivom (proseva skozi zilo in lahko izgleda kot
mascobna leha) ter mascobo, ki se nahaja izven lumna Zile in se z raztopino Oil red O
barva kot mas¢obna leha, razlika je le v intenzivnosti barvanja. Dodatna omejitev je bila ta,

da smo iz vsake zivali pridobili le en odsek aorte.

Potrdili smo, da so budre ustrezen zivalski model za induciranje ateroskleroze. Zaznavne
morfoloske spremembe arterij, ki smo jih opazili kot mas¢obne lehe v lumnu abdominalne
aorte, so se pojavile ze po 8 tednih krmljenja z aterogeno dieto. Pri tej skupini je bilo po
pri¢akovanjih opaziti najvecji deleZ povrSine mascobnih leh glede na celotno opazovano

povrsino zile. Lehe so bile velike in razporejene po celotnem lumnu Zile.

Uspeli smo potrditi, da ima dodatek uc¢inkovin k aterogeni dieti ugoden vpliv na razvoj

morfoloskih sprememb arterij in da ima kombinacija obeh u€inkovin mo¢nejSe delovanje
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kot vsaka uc¢inkovina posebej. Pri teh skupinah so se ateroskleroticne lehe pojavljale v
veliko manjSem obsegu glede na aterogeno dieto, zavzemale niso niti odstotka celotne
(opazovane) povrsine Zzile. Skupina, ki je poleg aterogene krme prejemala kombinacijo
atorvastatina in valsartana, je imela 42-krat manj ateroskleroti¢nih leh v primerjavi s
skupino, krmljeno le z aterogeno krmo. Pri skupinah, krmljenih z aterogeno dieto z
dodatkom le ene izmed ucinkovin (ali atorvastatina ali valsartana), pa smo opazili priblizno
20-krat manj leh v primerjavi z aterogeno dieto. Kombinacija obeh u¢inkovin je torej v
primerjavi s posameznima u¢inkovinama zmanj$ala prisotnost leh za 2-krat, vendar razlika
ni bila statisticno znacilna. Glede na dobljene rezultate lahko re¢emo, da je kombinacija
ucinkovin celo izboljSala stanje zil, saj je imela ta skupina buder man;jsi delez mascobnih
leh kot skupina, ki je bila krmljena z osnovnimi briketi. Uc¢inkovine so v nizkih

terapevtskih odmerkih delovale zaScitno na zile.

V literaturi lahko zasledimo, da se ateroskleroti¢ne spremembe pri budrah ob njihovi
vegetarijanski prehrani le redko oz. pocasneje razvijejo. Zato jih je za induciranje
zaznavnih sprememb na zilah potrebno krmiti z velikimi koli¢inami holesterola in mascob
(71). S tem lahko pojasnimo nizek delez povrsin plakov pri skupini, krmljeni le z osnovno
prehrano. Pri interpretaciji rezultatov bi morali upostevati tudi neenakomerno porazdelitev
spola pri posameznih skupinah. Izsledki raziskav so pokazali, da samice zaradi zaS¢itnega

ucinka estrogena poc¢asneje razvijajo mascobne lehe kot samci (46).

Poleg prisotnosti leh bi lahko dolocali tudi njihovo sestavo. Posamezne ateroskleroti¢ne
lehe se razlikujejo glede obsega ter zastopanosti vnetnih in nevnetnih sprememb. Pri
vecini, zlasti pri napredovalih lehah, so navzofe tako degenerativhe spremembe z
nekrotiénim tkivom in vlozKi lipidov kot tudi vnetne spremembe (19). Ena izmed metod za
dolocanje sestave plakov je imunoloSko barvanje s specificnimi markerji (za makrofage,
celice T, gladkomiSi¢ne celice). V prej omenjenih raziskavah na hiperlipidemi¢nih zajcih
so dokazali zmanjsano prisotnost plakov v lumnu aorte ob terapiji z valsartanom ter ob
terapiji s kombinacijo valsartana in pitavastatina v primerjavi s kontrolno skupino.
Imunolosko barvanje z monoklonskimi protitelesi je pokazalo, da so plaki sestavljeni

pretezno iz makrofagov (67, 68). V nasi raziskavi sestave masc¢obnih leh nismo preucevali.

Ugodne ucinke valsartana in atorvastatina so preucevali v dveh loc¢enih §tudijah na gensko
spremenjenih misih, ki so nekaj tednov prejemale s holesterolom in maSc¢obami bogato

krmo, da so razvile ateroskleroti¢ne lehe. V prvi raziskavi SO misim intragastricno dovajali
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angiotenzin II in valsartan. Po nekaj tednih so morfolosko ovrednotili Zile, ocenili so
povrsino ateroskleroti¢nih leh in njihovo sestavo. V skupini zivali, ki je prejemala
angiotenzin 11, so bili plaki nestabilni s tankim fibroznim pokrovom, sestavljeni pretezno iz
makrofagov in lipidov. Nasprotno pa so pri zaviralcu angiotenzinskih receptorjev
valsartanu opazili manjsi delez ateroskleroti¢nih plakov, bili pa so tudi manj ranljivi (72).
V drugi raziskavi jih je zanimal vpliv nizkih koli¢in atorvastatina na napredovanje rasti
plakov v aortnem loku, kjer se bolezen $e¢ posebej rada razvije. Opazili so pomembno
zmanjSanje napredovanja ateroskleroti¢nih sprememb (59). Rezultati epidemioloskih $tudij
kazejo, da se s kombinacijo diete in farmakoterapije lahko doseze celo nazadovanje
ateroskleroze. V studiji, izvedeni na ljudeh, so s pomocjo slikanja z magnetno resonanco
(MRI, ang. magnetic resonance imaging) pokazali, da 1- oz. 2-letna terapija z

atorvastatinom povzroci regresijo ateroskleroti¢nih sprememb (73).
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6 SKLEP

V raziskavi nam je z 8-tedenskim krmljenjem z aterogeno dieto uspelo inducirati zaznavne
funkcionalne in morfolo§ke spremembe na arterijah buder. Ugotovili smo, da hrana, ki
vsebuje velike koliCine proaterogenih snovi, vpliva na endotelijsko funkcijo zil in
nastajanje mascobnih leh. Pri budrah, krmljenih z aterogeno krmo, so se pojavile stevilne
mascobne lehe po celotnem lumnu abdominalne aorte, medtem ko so imele budre, ki so
jedle zdravo hrano (osnovne brikete), precej manjsi delez maS¢obnih leh. Pri skupini Zivali,
ki je prejemala aterogeno dieto, je bila slabsa tudi zilna funkcija, saj smo pri teh budrah
opazili najslabsi sprostitveni odziv ob dodatku acetilholina. S tem smo potrdili, da so budre
primeren model za induciranje in preucevanje ateroskleroze, kar so dokazali ze drugi

raziskovalci.

V raziskavi nas je zanimal predvsem vpliv atorvastatina in valsartana na omenjene
spremembe zil. Dokazali smo, da dodatek posameznih u¢inkovin ter njune kombinacije k
aterogeni dieti preprecuje oz. zmanjSa nastanek funkcionalnih in morfoloskih sprememb
aorte. Uc¢inkovine so v subterapevtskih odmerkih delovale antiaterogeno oz. zas¢itno na
zile, predvsem zaradi njihovih pleiotropnih ucinkov, ki so neodvisni od osnovnega
delovanja ué¢inkovin. Zilna funkcija je bila ohranjena oz. se je v primeru skupine, ki je
poleg aterogene diete prejemala Se kombinacijo u¢inkovin, celo izboljsala, kar smo potrdili
z odzivnostjo na acetilholin. Podobne rezultate je dala tudi morfoloS§ka analiza Zzil. Pri
skupinah, ki so poleg aterogene krme prejemale Se posamezni ucinkovini ali njuno
kombinacijo, je bil odstotek mascobnih leh glede na povrSino lumna aorte veliko manjsi
kot pri skupini, krmljeni z aterogeno dieto. VV obeh nizih poskusov, tako pri meritvah
odzivnosti Zilnih obroc¢kov kot tudi pri morfometriji, smo opazili boljSe rezultate (t.J. vecji
sprostitveni odziv in manjs$i delez maScobnih leh) pri skupini, krmljeni z aterogeno dieto z
dodatkom kombinacije u¢inkovin, kot pri tisti, ki je poleg aterogene diete prejemala le eno
izmed ucinkovin. Sklepamo torej, da ima kombinacija atorvastatina in valsartana mocnejSe

delovanje kot posamezni u¢inkovini.

Z nadaljnjimi raziskavami bi bilo smiselno ovrednotiti odzivnost endotelija Zil $e z drugimi
vazorelaksatorji (npr. bradikinin, snov P), ki delujejo le na endotelij, ne pa tudi na gladke
miSicne celice zil. Acetilholin deluje na endotelij zil, v manj$i meri pa tudi na

gladkomisi¢ne celice, ki se nanj nasprotno odzivajo.
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