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l. STRESZCZENIE

Sulodeksyd jest mieszaning glikozaminoglikanow zawierajaca heparyng (okoto 80%
cato$ci) 1 siarczan dermatanu (okoto 20% cato$ci). Lek ten ma silne dziatanie przeciwzakrze-
powe, profibrynolityczne, obnizajace poziom lipidow w osoczu oraz przeciwzapalne. Uwaza
si¢, ze cze$S¢ sulodeksydu, po wprowadzeniu do organizmu taczy si¢ z powierzchnia komorek
srodbtonka. Wyniki prac innych badaczy sugeruja, ze sulodeksyd moze dziata¢ protekcyjnie

w stosunku do $rodblonka, zwtaszcza w warunkach hiperglikemii.

Celem przedstawionych w tej pracy badan byta ocena wptywu sulodeksydu na czyn-
nos¢ ludzkich komorek $rodbtonka w hodowli in vitro. Badany byt odczyn zapalny w tych
komoérkach podczas ich ekspozycji na sulodeksyd, wpltyw hiperglikemii na czynnos¢
komorek z jednoczesna oceng czy obecno$é¢ sulodeksydu modyfikuje efekt hiperglikemii.
W ostatniej czg$ci pracy badano wpltyw sulodeksydu na proces replikacyjnego starzenia

komorek srodblonka.

Badania wykonano na ludzkich komorkach $rodbtonka hodowanych w standardowym
medium hodowlanym lub w medium z dodatkiem glukozy 30 mmol/l. Oceniano wptyw
sulodeksydu (w stezeniach 0.125 LSU/ml; 0.25 LSU/ml i 0.5 LSU/ml) na czynnos$¢ tych
komorek. Badano wewnatrzkomorkowa generacj¢ wolnych rodnikow, produkcje Czynnika
Chemotaktycznego dla Monocytéow typu 1 (MCP-1), oraz Interleukiny 6 (IL-6). Badano
rowniez szybkos$¢ gojenia mechanicznie uszkodzonej warstwy komorek srodblonka. Proces
replikacyjnego starzenia komorek srodblonka polegal na wykonywaniu powtarzalnych,
15 pasazy hodowanych komorek, w odstgpach 4-dniowych. Czynno$¢ komorek (stres oksy-
dacyjny, odczyn zapalny, czas podwojenia populacji, szybko$¢ gojenia mechanicznie uszko-
dzonej warstwy komorek, aktywnos$¢ B-galaktozydazy) byla oceniana na poczatku ekspery-

mentu oraz po ostatnim pasazu komorek.

Sulodeksyd hamowat, proporcjonalnie do zastosowanego stezenia, generacj¢ wolnych
rodnikow w komorkach s$rodbtonka (-32%, p<0.01), uwalnianie MCP-1 (-60%, p<0.001),
IL-6 (-69%, p<0.01). W komorkach §rodbtonka hodowanych w medium z dodatkiem glukozy
30 mmol/l obserwowano nasilenie stresu oksydacyjnego (+20%, p<0.05), uwalniania MCP-1
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(+113%, p<0.001) i IL6 (+26%, p<0.05). Ponadto komorki przewlekle eksponowane na
hiperglikemi¢ wykazywaty uposledzona zdolno$¢ do gojenia (-28%, p<0.01). W przypadku
gdy komorki bylty jednoczesnie eksponowane na hiperglikemig (30 mmol/l) i sulodeksyd

(0.5 LSU/ml) nie stwierdzano istotnych zmian w czynno$ci komorek.

W komoérkach poddanych replikacyjnemu starzeniu obserwowano nasilenie stresu
oksydacyjnego (+852%, p<0.005), wzmozona produkcj¢ IL-6 (+174%, p<0.005), MCP-1
(+81%, p<0.01) oraz wydtuzenie czasu podwojenia populacji (+180%, p<0.005). Aktywnos¢
B-galaktozydazy w komorkach byta zwigkszona (+68%, p<0.05). Jednoczesnie zdolnosé tych
komorek do gojenia byta uposledzona (-41%, p<0.005). Wszystkie powyzej opisane zmiany
byly mniej nasilone w przypadku gdy komorki byly poddawane replikacyjnemu starzeniu
w obecnosci sulodeksydu (0.5 LSU/ml). Mniejsza, w porownaniu do komoérek hodowanych
w medium bez sulodeksydu, byta generacja wolnych rodnikéw (-41%, p<0.001), aktywnosc
B-galaktozydazy (-23%, p<0.01), uwalnianie cytokin zapalnych: IL-6 (-44%, p<0.01)
i MCP-1 (-54%, p<0.001). Jednoczesnie krotszy byl czas podwojenia populacji komorek
(-55%, p<0.001), natomiast szybkos$¢ gojenia uszkodzonej warstwy komorek byta wigksza
(+64%, p<0.001).

Wyniki badan przedstawionych w tej pracy dowodza, ze sulodeksyd hamuje stres
oksydacyjny i odczyn zapalny w ludzkich komoérkach $rodbtonka w hodowli in vitro. Lek ten
przeciwdziata prooksydacyjnemu i prozapalnemu dziataniu hiperglikemii na $rodbtonek.
Ponadto, sulodeksyd spowalnia zmiany strukturalne i czynnosciowe w komorkach
srédblonka podczas ich procesu starzenia. Uzyskane wyniki dowodza, ze sulodeksyd ma

protekcyjne dziatanie w stosunku do komoérek srodbtonka naczyniowego.



1.  SUMMARY

Sulodexide is a mixture of glycosaminoglycans composed of heparin sulphate (80%)
and dermatan sulphate (20%). It is known to have strong antithrombotic and profibrinolytic
activity, ability to reduced plasma lipids levels as well as inhibition of the systemic inflamma-
tory action. It is assumed that significant amount of sulodexide, after introduction into the
body, binds to the surface of the vascular endothelial cells. Results presented by other authors
suggest that sulodexide may have protective action in endothelial cells, especially in hyper-

glycemic environment.

The goal of the research presented in that manuscript is evaluation of the sulodexide
effect on function of human vascular endothelial cells cultured in in vitro conditions. We stud-
ied inflammatory pattern of these cells also in conditions of hyperglycemia. At the same time
effect of sulodexide on the function of the endothelial cells was evaluated in standard culture
conditions and in hyperglycemic environment. In the last part of the study we tested if sulo-

dexide can modify senescence of the endothelial cells undergoing in vitro replicative aging.

Study was performed on human endothelial vascular cells cultured in vitro in the
standard conditions or in medium with increased glucose level (30 mmol/L). We tested effect
of sulodexide used in concentrations: 0.125 LSU/mL, 0.25 LSU/mL and 0.5 LSU/mL on the
intracellular generation of free radicals, release of monocyte chemoattractant protein type
1 (MCP-1), interleukin 6 (IL-6). Healing of the scratch injured endothelial layer was also
studied. Endothelial cells were made senescent by 15 repeated passages performed every four
days. The following parameters of the cells at the beginning of the study and after 15 passages
were studied: intracellular generation rate of free radicals, inflammatory pattern, population

doubling time, B-galactosidase activity and speed of healing of the injured endothelial layer.

Sulodexide decreased intracellular generation of free radicals in endothelial cells in
a dose-dependent manner (maximal effect: by 32% p<0.01), release of MCP-1 (maximal ef-
fect by 60%, p<0.001), release of IL-6 (maximal effect by 69%, p<0.01). In endothelial cells

cultured in presence of high glucose concentration (30 mmol/L) oxidative stress was



enhanced (by 20%, p<0.05), as well as release of MCP-1 (by 113%, p<0.001) and IL-6
(by 26%, p<0.05). Additionally, endothelial cell cultured in the hyperglycemic milieu demon-
strated slow healing rate after scratching (by 28%, p<0.01). However when cells were simul-
taneously exposed to hyperglycemia (30 mmol/L) and sulodexide (0.5 LSU/ml) no

significant changes in their function were detected.

In the endothelial cells undergoing the replicative aging enhanced oxidative stress was
observed (by 852%, p<0.005), increased release of IL-6 (by 174%, p<0.005) and MCP-1
(by 81%, p<0.01). Population doubling time was also extended (by 180%, p<0.005). Intracel-
lular B-galactosidase activity was increased by 68%, p<0.05. Senescent endothelial cells also
showed reduced speed of healing after mechanical injury, by 41%, p<0.005. All described
functional changes of the senescent cells were weaker, when replicative senescence of these
cells was performed in presence of sulodexide (0.5 LSU/mL). Intracellular generation of free
radicals was smaller than in control cells (by 41%, p<0.001), as well as B-galactosidase activi-
ty (by 23%, p<0.01), release of the inflammatory cytokines : IL-6 (by 44%, p<0.01) and
MCP-1 (by 54%, p<0.001). At the same time population doubling time was shorter than in
control cells (by 55%, p<0.001), but healing of the injured endothelial monolayer was accel-
erated (by 64%, p<0.001).

Presented in that paper results show that sulodexide decreases oxidative stress and
inflammatory reaction in human vascular endothelial cells maintained in in vitro culture.
Additionally it reduces the prooxidative and proinflammatory effects in endothelium induced
by hyperglycemia. Sulodexide also slows down morphological and functional changes in the
endothelial cells caused by their senesncence. Our results prove the protective effect of

sulodexided towards the human vascular endothelial cells.



11l.  WSTEP

Komorki srodbtonka tworza zlewna warstwe wyScielajaca wszystkie naczynia krwio-
nosne organizmu i ich catkowita powierzchnia w organizmie czlowieka jest szacowana na
okolo 4000 do 7000 m?. Odpowiada to ilosci 10" komorek, ktorych sumaryczna waga jest
oceniana na okoto 1-1.5 kg [1]. W obrazie mikroskopowym sa to ptaskie (grubos¢ okoto 0.5 —
1,0 um) komorki mogace mie¢ charakter wydtuzony (do okoto 100 pm) lub bardziej zblizony
do okragtego, co zalezy migdzy innymi od szybkosci przeptywajacej krwi przez naczynie;
szybki prad krwi powoduje wydtuzenie komorek srodblonka zgodnie z kierunkiem tego prze-
ptywu [2]. Szybszy przeptyw krwi w naczyniach te¢tniczych powoduje, ze komorki srodbtonka
je wyScielajace maja bardziej wydtuzony ksztatt niz w naczyniach zylnych.

W warunkach prawidlowych warstwa komorek srédbtonka wyscielajaca $ciang naczy-
nia krwiono$nego zapewnia utrzymanie ptynno$ci krwi, reguluje wielkos¢ przeptywu krwi
w danym obszarze naczyniowym, wplywa na dynamik¢ wymiany plynu i czasteczek pomig-
dzy przestrzenia wewnatrznaczyniowa i zewnatrznaczyniowa, a takze ogranicza i reguluje
stopien oddzialywania elementow morfotycznych ze §ciang naczynia krwiono$nego.

Srodblonek tworzy zlewna warstwe komorek, jednak jej $cistosé jest uzalezniona od
rodzaju potaczen wystepujacych pomigdzy komorkami. W naczyniach tetniczych i zylnych
polaczenia migdzykomorkowe maja charakter $cisty; dodatkowo w tych drugich naczyniach
wystepuja na ich wewngtrznej powierzchni zastawki pokryte komorkami srodbtonka, ktore
zapobiegaja cofaniu si¢ ptynacej w kierunku serca fali krwi [3]. Natomiast duza r6znorod-
no$¢ potaczen migdzykomoérkowych mozna zaobserwowaé w naczyniach wlosowatych, co
jest uzasadnione funkcja narzadu w ktorym te naczynia wystepuja. W watrobie gdzie istotna
jest fatwo$¢ wymiany pomigdzy $wiattem naczynia a przestrzenia zewnatrznaczyniowa wy-
stgpuje srodbtonek o strukturze nieciagtej z otwartymi szczelinami pomigdzy sasiadujacymi
komorkami, w kigbuszkach nerkowych, gdzie w wyniku filtracji dochodzi do powstawania
okoto 200 litrow moczu pierwotnego w ciagu doby potaczenia pomig¢dzy komoérkami $rod-
btonka nie sa w pelni $ciste (srodbtonek okienkowaty), co powoduje, ze w matym stopniu
ograniczaja przechodzenie biatek osocza. Natomiast w naczyniach wlosowatych zlokalizowa-

nych w migsniach, czy osrodkowym uktadzie nerwowym polaczenia migdzykomoérkowe sa



Sciste, a transport czasteczek przez komorki srodbtonka odbywa si¢ w mechanizmie endocy-
tozy lub poprzez wyspecjalizowane kanaly transportowe umiejscowione w btonie komorko-

wej [2,3]

Powierzchnia $rodblonka pokryta jest mieszaning glikoprotein i glikozaminoglikanow
okreslanych jako glikokaliks (z jezyka greckiego — glycocalyx — stodka ostonka) [4] . Wyste-
puje tam migdzy innym siarczan heparanu, bedacy kofaktorem dla trombiny III, co wspoma-
ga jej dziatanie przeciwkrzepliwe [5], a takze siarczan dermatanu oddzialywujacy z kofakto-
rem II heparyny [6]. Obecno$¢ grup siarczanowych w obregbie glikokaliks powoduje ujem-
nos¢ tadunku elektrycznego na powierzchni komorek srodbtonka, co ogranicza oddziatywanie
z jego powierzchnia ujemnie naladowanych czasteczek osocza (np. albumin) czy komoérek
krwi (np. ptytki krwi). Te wlasciwosci glikokaliks decyduja o jego silnym dziataniu przeciw-
krzepliwym [6]. Ponadto glikokaliks modyfikuje oddziatywanie wielu innych czasteczek
z komoérkami $roédbtonka oraz ogranicza ich przenikanie przez $ciang naczynia [7]. Stad
enzymatyczne usunigcie glikokaliks doprowadza do zwigkszenia przepuszczalnosci $ciany

naczyniowe;j.

1. CZYNNOSC SRODBLONKA

Komorki $rodblonka. reguluja wiele procesow wewnatrznaczyniowych, ponadto
wplywaja przez dziatanie wazokonstrykcyjne i wazodylatacyjne na przeptyw obwodowy
krwi, a takze sa bariera regulujaca wymiang plynu i czasteczek pomigdzy przestrzenia

wewnatrznaCzyniowa i zewnatrznaczyniowa.

A. Regulacja krzepnigcia i fibrynolizy wewnatrznaczyniowe;j

Srédblonek moze mieé¢ réznego typu dzialanie na hemostaze. W warunkach fizjolo-
gicznych przeciwdziata wewnatrznaczyniowemu wykrzepianiu krwi poprzez hamowanie tego
procesu, a jednoczesniec  pobudzanie fibrynolizy wewnatrznaczyniowej[8]. Natomiast
w przypadku uszkodzenia naczynia komorki §rddblonka przyczyniaja si¢ do pobudzenia
wykrzepiania krwi w miejscu urazu [9]. Przyleganie ptytek krwi do powierzchni komorek
srodblonka jest hamowane nie tylko przez obecnos¢ glikokaliks, ale takze wskutek dziatania

uwalnianych z jego komorek takich mediatorow jak prostacyklina i NO [10]. Komorki $rod-



btonka produkuja réwniez enzymy degradujace czynniki przyspieszajace agregacj¢ plytek
krwi, co takze sprowadza si¢ do ich dzialania antykoagulacyjnego. Ponadto komorki $rod-
btonka produkuja silny inhibitor osoczowych czynnikow krzepnigcia, glikoproteing Anty-
trombing III, ktorej aktywno$¢ jest zwigkszona wskutek oddziatywania z siarczanem heparanu
obecnym w glikokaliks pokrywajacym powierzchni¢ komoérek [11]. Innym czynnikiem hamu-
jacym niektore osoczowe czynniki krzepnigcia jest kofaktor II heparyny wspomagany przez
siarczan dermatanu z glikokaliks komoérek [12]. Na powierzchni komorek srédbtonka znajdu-
je si¢ biatko TFPI (ang. Tissue factor pathway inhibitor), ktére blokuje przez zwiazanie
aktywny czynnik Xa , a tym samym uniemozliwia jego udzial w procesie krzepnigcia krwi
[13]. Komorki srodbtonka produkuja takze trombomoduling, ktoéra wystepuje na ich po-
wierzchni, ale rowniez jest uwalniana do krwi. Trombomodulina wiazac si¢ z biatkiem C
nasila jego dziatanie antykoagulacyjne polegajace miedzy innymi na wigzaniu osoczowych
czynnikéw krzepnigcia V 1 VIII [14]. Dodatkowo $rodbtonek aktywuje biatko C przez

wytwarzanie na swojej powierzchni swoistego receptora dla tej czasteczki [15].

Komorki $rodblonka wykazuja takze silne dzialanie fibrynolityczne, ktore zalezy
przede wszystkim od produkcji tkankowego aktywatora plazminogenu (ang. tissue Plasmino-
gen Activator t- PA) przeksztatcajacego plazminogen do plazminy. Ten czynnik jest produ-
kowany jedynie w komorkach $rodblonka wyscietajacych naczynia wlosowate, ale nie we
wszystkich narzadach [16]. Mniejsze znaczenie w tym procesie odgrywa urokinazowy akty-
wator plazminogenu (ang urokinase plasminogen activator u-PA), ktory jest zlokalizowany
wylacznie w naczyniach nerki [17]. W komorkach srodbtonka produkowane sa takze inhibito-
ry aktywatoréw plazminogenu (ang. Plasminogen Activator Inhibitors 1, 2, 3 - PAI) [18].
W warunkach fizjologicznych dominuje aktywnos¢ tkankowego aktywatora plazminogenu,
co warunkuje stata gotowos¢ do wewnatrznaczyniowej fibrynolizy.

W stanach patologicznych takich jak uraz czy zapalenie dochodzi w komorkach
srodblonka do wzmozonej ekspresji i wytwarzania tzw. Czynnika Tkankowego (ang. Tissue
Factor -TF), ktory wiaze si¢ z osoczowym czynnikiem krzepnigcia VII, aktywujac go 1 tak
powstaly kompleks biatkowy inicjuje w ten sposob proces krzepnigcia krwi [19]. Trombina
1 inne czynniki krzepnigcia wiaza si¢ z powierzchnia komoérek $rodblonka za posrednictwem

syntetyzowanych przez nie receptorow dla tych biatek [20].



B. Udzial Srédblonka w odczynie zapalnym

W przypadku uszkodzenia tkanek lub pojawienia si¢ obcych dla gospodarza antyge-
now, komorki srodblonka wytwarzaja na swojej powierzchni biatka adhezyjne, ktore umozli-
wiaja adhezje leukocytow do ich powierzchni a nast¢pnie przenikanie leukocytow ze Swiatta
naczynia do okolicznych tkanek [21,22]. Jednocze$nie wytwarzaja chemokiny (np. MCP-1
and. Monocyte chemoattractant protein-1, Czynnik chemotaktyczny dla monocytéw -1), ktore
ukierunkowuja ruch biatych krwinek [23]. Ponadto komorki srédbtonka produkuja cytokiny
zapalne (np.lI-6 ang. Interleukin 6, TNFa ang Tumor Necrosis Factor), wspomagajace dzia-
tanie leukocytow w odczynie zapalnym [24].

W przebiegu odczynu zapalnego dochodzi do dwustopniowego pobudzenia $rodbton-
ka. Pierwsza faza, trwajaca kilka godzin jest niezalezna od aktywacji gendw i ma cechy sty-
mulacji komorek w wyniku ich ekspozycji na czynnik zapalny. W drugiej fazie odczynu
zapalnego istotna rolg odgrywa aktywacja gendow regulujacych produkcje cytokin zapa-
Inych, bialek adhezyjnych i innych mediatoréw zapalenia [25]. Czynniki produkowane przez
komorki srodbtonka przyczyniaja si¢ do wystapienia pieciu kardynalnych cech odczynu
zapalnego: dolor — bol, calor — ocieplenie, rubor — zaczerwienienie, tumor — obrzmienie,
functio laesa — uposledzenie funkcji. Przewlekly odczyn zapalny dotyczacy komorek $rod-
btonka jest jednym z bardziej istotnych czynnikdéw przyspieszajacych powstawanie zmian

miazdzycowych w naczyniach tetniczych [26].

C. Regulacja oporu naczyniowego przez komorki srodblonka

Srodbtonek produkuje czynniki rozszerzajace $ciang naczyn krwiono$nych (tlenek
azotu, prostacyklina, $rodblonkowy czynnik hiperpolaryzujacy) oraz czynniki ja kurczace
(tromboksan A2, prostaglandyna F, prostaglandyna H, endotelina) . [27, 28]. Ponadto komor-
ki srodbtonka naczyn ptucnych i nerkowych produkuja enzym konwertujacy angiotensyng I
do silnie kurczacej naczynia angiotensyny Il [29]. Z tego krotkiego wywodu wynika, ze wy-
padkowy opor tozyska naczyniowego zalezy migdzy innymi od réwnowagi pomigdzy $rod-
btonkowymi czynnikami rozszerzajacymi i kurczacymi naczynia.

Produkcj¢ tlenku azotu, przez komorki $rodblonka opisali w 1980 roku Furchgott
1 Zawadzki, ktorzy wstepnie okreslili go mianem $rodblonkowego czynnika rozluzniajacego
(ang. endothelial derived relaxing factor- EDRF) a dopiero pozniej stwierdzono strukturg
chemiczng tego czynnika, ktéra odpowiada tlenkowi azotu (NO) [30]. Substratem do jego

produkcji jest aminokwas L-arginina, a jego synteza jest katalizowana przez dwa enzymy:
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konstytutywna endotelialng syntazg NO (ang. endothelial NO synthase - eNOS) oraz induko-
wana syntaz¢ NO( ang. inducible NO synthase - iNOS) [31]. Aktywnos$¢ tego pierwszego
enzymu jest stale obecna w komoérkach srodblonka i warunkuje produkcje tlenku azotu. Jest
ona aktywowana pod wptywem zmiany napigcia stycznego (ang. shear stress) powierzchni
komorek srodbtonka przez przeptywajaca fale strumienia krwi a takze przez czynniki powo-
dujace relaksacjg¢ Sciany naczynia krwiono$nego takie jak adenozyna, acetylocholina czy bra-
dykinina [31]. Natomiast iNOS ulega aktywacji pod wplywem mediatoréw procesu zapalne-
go (TNFa, Interleukinal); w warunkach spoczynkowych ilo§¢ NO produkowana w procesi¢
katalizowanym przez ten enzym jest znikoma, natomiast podczas zapalenia jest nawet 1000
razy wigksza niz ilo$¢ powstajacego NO w wyniku aktywnosci eNOS [32].

Prostacyklina jest produkowana w komorkach §rodbtonka pod wptywem podobnych
czynnikéw, ktore pobudzaja eNOS. Jej dziatanie nie ogranicza si¢ tylko do relaksacji $ciany
naczyn krwiono$nych, ale rowniez wazne jest jej, podobnie do NO, antyagregacyjne dziata-
nie w stosunku do ptytek krwi [33]. Endotelina jest produkowana w komorkach $rodbtonka
pod wptywem takich czynnikéw jak hipoksja czy zmiany napigcia stycznego btony komor-

kowej [34].

2. ZABURZENIA CZYNNOSCI SRODBLONKA

Nieprawidlowa czynno$¢ $rodbtonka wyscietajacego wngtrze naczyn krwionos$nych
moze zaburza¢ ich strukture i czynno$¢. Jednym z dominujacych wyktadnikow zaburzenia
czynnosci srodblonka jest uposledzenie jego aktywnosci wazodylatacyjnej. Moze to nastgpo-
wac na drodze réznych mechanizméw powodujacych niedostateczna produkcje tlenku azotu
lub jego przedwczesna degradacj¢ do zwiazkow wolnorodnikowych [35]. Niektore mechani-
zmy doprowadzajace do zaburzenia czynnos$ci srodblonka moga wynikaé z procesu starzenia
komorek [36], inne sa wynikiem dziatania czynnikow toksycznych np. nadmiernego stresu

oksydacyjnego [37].

A. Starzenie Srodblonka
Starzenie $rodbtonka, podobnie jak i innych komoérek wystepujacych w organizmie
jest wynikiem dziatania wielu czynnikow, ktorych skutkiem jest migdzy innymi wzmozony
wewnatrzkomorkowy stres oksydacyjny 1 skracanie telomerow. Wolne rodniki generowane

wewnatrz komorek §rédbtonka moga przyspiesza¢ proces ich starzenia na drodze rdéznych
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mechanizmow. Strukturami szczegdlnie wrazliwymi na ich dziatanie sa migdzy innymi telo-
mery, ale cytotoksyczne dziatanie wolnych rodnikéw dotyczy réwniez innych struktur ko-
moérkowych [38]. Moga one powodowaé bezposrednie uszkodzenie DNA w jadrze komoérko-
wym, zaburzenie czynnosci mitochondriéw lub aktywowa¢ réznego rodzaju kinazy w cyto-
plazmie. Nadmierna ekspresja, wywotana dziataniem wolnych rodnikow, niektérych onkoge-
now w komorkach $rodbtonka przyspiesza ich starzenie [39]. Mitochondria moga ulega¢
uszkodzeniu pod wplywem dziatania wolnych rodnikow, ale jednocze$nie same moga by¢
zrodlem nadmiernej generacji wolnych rodnikow, co przyspiesza starzenie komorek [40].
Sposrdéd innych czynnikéw, ktére moga powodowaé przyspieszenie procesu starzenia komo-
rek $rodbtonka nalezy takze wymieni¢ angiotensyne II [41], hiperglikemig [42] oraz produkty
glikacji biatek [43]

W komorkach §rodblonka aktywno$¢ telomerazy jest nizsza niz w komorkach nowo-
tworowych czy w komorkach prawidtowych, co moze wskazywac na ich szybszy proces sta-
rzenia [36]. Wiele czynnikow moze wptywac na zwigkszanie lub hamowanie aktywnosci tego
enzymu. Niektore czynniki wzrostowe, takie jak czynnik wzrostowy dla fibroblastow typu 2
(ang. fibroblast growth factor 2 — FBF-2) zwigkszaja aktywno$¢ tego enzymu w $rodbtonku,
a tym samym przedtuzaja zdolnos¢ tych komorek do replikacji [44]. W innych badaniach wy-
kazano, ze estrogeny takze zwigkszaja aktywnos$¢ telomerazy $rodblonkowej, co wydhuza
zywotno$¢ tych komorek [45]. Wyniki niektorych badan wskazuja, ze podobne dzialanie
w stosunku do telomerazy $rodblonkowej wykazuje tlenek azotu [46]. Jednak w innych bada-
niach, w ktorych zwigkszano lub zmniejszano dostgpno$¢ tlenku azotu, nie stwierdzono
wplywu tych dziatan na aktywno$¢ srodblonkowej telomerazy [47,48]. Rowniez stres oksy-
dacyjny wywotywany przez cytokiny zapalne, utlenowane LDL, takze powoduje zmniejsze-
nie aktywnosci telomerazy w komorkach srédbtonka [48].

Konsekwencja starzenia $rodblonka jest zmiana fenotypu tych komorek. Konsekwen-
cja tych zmian jest uposledzenie zdolnosci tych komorek do tworzenia nowych naczyn
krwionosnych [49,50], a jednoczesnie dochodzi do zmian w tych komdrkach, ktorych nastgp-
stwem jest ich dziatanie prozapalne i stymulujace wykrzepianie krwi, charakterystyczne do
zmian wilasciwos$ci §rodbtonka w miazdzycy. Zwigkszeniu ulega ekspresja interleukiny-1la
[51], biatek adhezyjnych [52] oraz inhibitora aktywatora plazminogenu [53]. Cecha charakte-
rystyczng starzejacych sie komorek srodblonka jest takze wzrost aktywnosci B-galaktozydazy
co jest wyktadnikiem akumulacji w lizosomach tych komorek niestrawionych materialow
[54,55]. Te komorki posiadaja rowniez zmniejszona zdolno$¢ do inicjowania przebudowy

macierzy zewnatrzkomorkowej [56] oraz degradacji miazdzycorodnych lipoprotein [57].
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W wyniku procesu starzenia dochodzi do zmian czynno$ciowych w komorkach $rod-
btonka, ktére powoduja zmniejszenie ich wazodylatacyjnego dziatania na naczynia krwiono-
$ne. Z jednej strony obserwuje si¢ zmniejszona produkcje tlenku azotu [58], a jednoczes$nie
jego przyspieszona degradacje w wyniku nasilonego stresu oksydacyjnego co powoduje jego
przeksztatcenie do nadtlenoazotynu, ktory sam jest cytotoksycznym wolnym rodnikiem [59].
Zmniejszona produkcja tlenku azotu moze by¢ wynikiem obnizonej aktywnosci endotelialne;
syntazy tlenku azotu co jest charakterystyczna cecha starzejacych si¢ komorek srodbtonka
[60]. Rowniez produkcja innego wazodylatacyjnego czynnika — prostacykliny byta istotnie

obnizona podczas starzenia komorek srodbtonka [61].

B. Stres oksydacyjny w komorkach srodblonka

Zwigkszona generacja wolnych rodnikow w komorkach srodbtonka ma miejsce nie
tylko podczas procesu jego starzenia, ale takze w przebiegu roznych stanéw patologicznych.
Wystepuje u chorych z hipercholesterolemia [62], przewlektych palaczy [63], w roznych ty-
pach niewydolnosci krazenia [64], miazdzycy dotyczacej réznych czesci uktadu tetniczego
[65,66], nadci$nieniu te¢tniczym [67].

Stres oksydacyjny jest takze jednym z czynnikéw, ktore powoduja uszkodzenie ko-
morek $rdédblonka w przebiegu cukrzycy [68].Hiperglikemia powoduje glikacje biatek [69],
a takze moze doprowadza¢ do wzrostu ekspresji genow [70].

Konsekwencja stresu oksydacyjnego jest uszkodzenie komorek $srédblonka, nasilenie
produkcji mediatoréw zapalnych a takze zmniejszenie ich dziatania wazodylatacyjnego. Ten
ostatni efekt jest wynikiem zmniejszenia produkcji tlenku azotu i jego dostepnosci w Scianie
naczynia tetniczego. Te zmiany sq nastgpstwem zmniejszonej ekspresji endotelialnej syntazy
NO w warunkach hiperglikemii [71,72]. Jednoczes$nie tworzenie w warunkach stresu oksyda-
cyjnego, podobnie jak w przypadku procesu starzenia srodblonka, nadtlenoazotynu, ktory sam
jest wolnym rodnikiem, powoduje nie tylko zmniejszenie dostgpnosci tlenku azotu, a jedno-

czesnie tworzenie substancji cytotoksycznej w stosunku do $ciany naczyniowej[73]

3. PROTEKCJA KOMOREK SRODBLONKA

Stres oksydacyjny jest jednym z gtownych czynnikow bezposrednio uszkadzajacych
srodbtonek a jednoczesnie inicjujacym posrednio inne procesy patologiczne. Dlatego uwaza

sig, ze ograniczenie nasilenia tego patologicznego czynnika moze sprzyja¢ spowolnieniu
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uszkodzenia $rodbtonka w warunkach in vivo. [37]. Jednoczesnie uwaza si¢, ze zachowanie
prawidlowej syntezy tlenku azotu moze gwarantowac nie tylko prawidlowe rozszerzanie na-

czyh krwiono$nych, ale takze przeciwdziala¢ postgpowi zmian miazdzycowych w tgtnicach
[74,75].

Strategia ograniczania stresu oksydacyjnego na poziomie komodrek srodbtonka moze
polega¢ na zmniejszaniu produkcji wolnych rodnikow w samych komoérkach, a jednoczesnie
stosowaniu zmiataczy wolnych rodnikdw. Statyny pierwotnie stosowane jedynie jako leki
obnizajace lipidemi¢ maja rowniez silne dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne, co rOw-
niez moze powodowaé ograniczenie narastania zmian miazdzycowych w $cianie tetnic
[76].Istotnym czynnikiem w dziataniu protekcyjnym moze by¢ zmiana stylu zycia oraz od-
powiednia dieta. Takie postgpowanie prowadzi do zmniejszenia odczynu zapalnego 1 stresu

oksydacyjnego wynikajacych z nadmiaru tkanki tluszczowej [77].

Aktualnie prowadzone sa badania nad nowymi metodami protekcji komorek $rod-
btonka, ktére moglyby , migdzy innymi, opdzni¢ powstawanie zmian miazdzycowych w na-
czyniach. Czg$¢ z tych badan jest na etapie doswiadczen in vitro, inne wchodza juz w etap
badan klinicznych. Ponownie postuluje si¢ podawanie zwiazkéw azotynowych, nie tylko jako
czynnikow dzialajacych wazodylatacyjnie, ale réwniez stabilizujacych komorki §rodbtonka
[78].W badaniach do$wiadczalnych na zwierzgtach zwigkszenie ekspresji trombomoduliny
w komorkach $rodbtonka szczuréw spowodowalo zmniejszenie wykrzepiania krwi przy $cia-
nie naczyn krwiono$nych [79], a takze ograniczenie proliferacji migéni gltadkich $ciany na-
czynia [80]. Pochodne zi6t o nazwie Ligusticum wykazuja silne dzialanie antyoksydacyjne
i protekcyjne w stosunku do komorek sroédbtonka [81]. Analogi prostacykliny poza dziata-
niem ochronnym na §ciang naczyniowa, stymuluja uwalnianie progenitorowych komorek
srodbtonka u chorych z niedokrwieniem konczyn [82]. Nowym ciekawym aspektem terapii
przysztosci jest modulowanie aktywnosci bialek z grupy Sirtuin, ktore powoduja przedtuze-
nie zycia organizmOw o réznym stopniu zlozonosci. Sa one stymulowane przez restrykcje
kaloryczna [83] jak i niektore polifenole — resweratrol wystgpujacy W czerwonym winie [84].

Resweratrol zwigksza ekspresje eNOS w komorkach srodbtonka [85].
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4. SULODEKSYD —NOWY LEK MODULUJACY CZYNNOSC SRODBLONKA?

Sulodeksyd jest mieszaning glikozaminoglikanow ekstrahowanych ze $winskich jelit
sktadajaca si¢ z heparyny (okoto 80% catosci) i siarczanu dermatanu (okoto 20% catosci)
[86]. Nalezy podkresli¢ fakt, ze w odréznieniu od heparyn, sulodeksyd wykazuje skutecznosc¢
przeciwzakrzepowa zarowno podczas jego podawania droga parenteralna jak i enteralna. Po
doustnym podaniu znakowanego izotopem **C sulodeksydu u ludzi okolo 55% wydalanej
radioaktywnosci stwierdzono w zo6tci, natomiast 23% w moczu [87]. W innych badaniach
ilo$§¢ wydalanego przez nerki sulodeksydu siggata nawet 50% podanej dawki leku [88]. Nie
mozna wykluczyé¢, ze takze komorki srodblonka naczyniowego sa miejscem degradacji mie-
szaniny glikozaminoglikanéw wchodzacych w sktad preparatu sulodeksyd [89]. Z pewnoscia
moze to dotyczy¢ heparyny obecnej w sulodeksydzie, poniewaz poprzednio wykazano silne
jej powinowactwo do komorek $rodblonka [90]. Potencjalne oddziatywanie sulodeksydu
z komoérkami $rodblonka sugeruje, ze moze on modyfikowac nie tylko jego aktywno$¢ anty-
koagulogenna czy fibrynolityczna, ale takze inne wiasciwosci tych komorek. Wiazanie su-
lodeksydu z komodrkami srodbtonka moze powodowac stymulacje produkceji proteoglikanow,
a jednoczes$nie hamowac proliferacj¢ komorek migsni gtadkich §ciany naczyniowej [91,92].

Sulodeksyd wykazuje rowniez zdolno$¢ do hamowania proliferacji fibroblastow [93].

Staty poziom sulodeksydu w osoczu uzyskuje si¢ po okoto 4-5 dniach podawania tego
leku droga doustna [88]. Stopien eliminacji sulodeksydu z organizmu zalezy od dawki leku
oraz drogi jego podania i jego okres poéitrwania trwa kilkanascie godzin. Warto podkresli¢, ze
biodostepnos¢ leku byta poréwnywalna niezaleznie od tego czy byt podawany dozylnie czy

doustnie [88,94]

Sktad sulodeksydu determinuje jego witasciwos$ci terapeutyczne, poniewaz zarOwno
heparyna jak i siarczan dermatanu wptywaja na dziatanie biologiczne antytrombiny III i ko-
faktora heparyny typu II, co powoduje, ze lek ten wywotuje silne dziatanie przeciwzakrzepo-
we u ludzi [95,96]. Efekt dziatania leku byt proporcjonalny do zastosowanej dawki [96]. Jego
dziatanie polegato nie tylko na hamowaniu krzepniecia krwi, ale takze nasilato fibrynolitycz-
na aktywno$¢ osocza. W badaniach na malpach wykazano, ze doustne podanie sulodeksydu
powoduje uwolnienie tkankowego oraz urokinazowego aktywatora plazminogenu [97].
Natomiast przewlekte, przez okres 30 dni, doustne stosowanie sulodeksydu u pacjentow
z zakrzepowym zapaleniem zyt doprowadzito nie tylko do obnizenia poziomu fibrynogenu we

krwi ale takze inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 [98,99]. Wykazano skuteczne prze-
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ciwzakrzepowe dziatanie tego leku w obrebie naczyn wiencowych serca u chorych po przeby-
tym zawale serca [100]. Stwierdzono w tym badaniu zmniejszenie w ciagu 12 miesigcy
obserwacji o okoto 30 % $miertelnosci w grupie chorych, ktorym podawano ten lek. Klinicz-
nie istotne wydluzenie czasu trombinowego uzyskuje si¢ przy ste¢zeniu sulodeksydu w osoczu

powyzej 2ug/ml [101].

Istnieja doniesienia, ktore wskazuja na jeszcze szersza game potencjalnych dziatan
sulodeksydu. U zwierzat doswiadczalnych zywionych dieta bogata w lipidy stwierdza si¢
hipercholesterolemi¢ 1 nasilenie zmian miazdzycowych podczas gdy jednoczesne stosowanie
sulodeksydu czgsciowo je ogranicza [102]. Jednak w badaniach przeprowadzonych na pacjen-
tach uremicznych, poddawanych przewleklej dializie otrzewnowej sulodeksyd zmniejszat
potencjat osocza do wykrzepiania, ale zmiany w poziomie osoczowych lipidow nie byly sta-
tystycznie istotne [103]. Jednoczesnie, w innych badaniach klinicznych wykazano, ze stoso-
wanie sulodeksydu powodowato obnizenie osoczowego poziomu trojglicerydow, przy rowno-
czesnym wzroscie HDL-cholesterolu [104]. Sulodeksyd wptywa takze korygujaco na zmiany
w kigbuszkach nerkowych w przebiegu cukrzycy. Stosowanie tego leku u szczurdéw z do-
Swiadczalnie wywolang cukrzyca ograniczato zmiany morfologiczne w kigbuszkach nerko-
wych, czego konsekwencja byto zmniejszenie albuminurii [105]. Te obserwacje z badan do-
swiadczalnych, wskazujace na protekcyjne dziatanie sulodeksydu w odniesieniu do blony
filtracyjnej klebuszkéw nerkowych, znajduja potwierdzenie w niektoérych badaniach klinicz-
nych [106,107,108], chociaz nie we wszystkich [109]. U pacjentow leczonych dializa otrzew-
nowa obserwowano ograniczenie przezotrzewnowej utraty biatek po przewlektym dodawaniu
sulodeksydu do ptynu dializacyjnego [110]. W naszych poprzednich badaniach wykazalismy,
ze dootrzewnowe stosowanie sulodeksydu ogranicza wewnatrzotrzewnowy i systemowy od-
czyn zapalny u szczurO6w z ostrym zapaleniem otrzewnej [111]. Wyniki innych badan do-
swiadczalnych sugeruja, ze podawanie sulodeksydu ogranicza nasilenie nadci$nienia t¢tnicze-

go u genetycznie predysponowanych do tego zaburzenia szczurow [112].

Obecnos¢ siarczandow heparyny i dermatanu w glikokaliks $rodblonka, a takze fakt
oddziatywania sulodeksydu z powierzchnia tych komorek sugeruje, ze moze on zmienia¢ ich
czynno$¢. Sugerowano, ze sulodeksyd moze dziala¢ protekcyjnie w stosunku do komorek
srodbtonka w przypadku ich ekspozycji na czynniki potencjalnie uszkadzajace jak np. leuko-
cyty, czy hiperglikemig [113,114,]. W badaniach klinicznych stwierdzono, ze doustne stoso-

wanie sulodeksydu u pacjentéw z cukrzyca typu 2 powoduje odbudowe zniszczonej warstwy
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glikokaliks komorek srodbtonka z widoczna tendencja do zmniejszenia przepuszczalnosci
$ciany naczyniowej dla albuminy [115]. Sulodeksyd takze ogranicza zakres reperfuzyjnego
uszkodzenia migsnia sercowego u zwierzat z doswiadczalnie wywotanym niedokrwieniem
mig$nia sercowego [116]. Wyniki badan zard6wno doswiadczalnych jak i klinicznych sugeru-
ja, ze wlasciwosci czynnosciowe komorek srodblonka moga ulega¢ zmianie pod wplywem

dziatania sulodeksydu, co moze poprawia¢ ich funkcj¢ w réznych stanach patologicznych.

IV. CEL PRACY

Celem moich badan jest wyjasnienie w jakim stopniu ostra lub przewlekta ekspozycja
ludzkich komorek $rodbtonka na sulodeksyd w warunkach hodowli in vitro powoduje zmiang

ich czynnosci. Szczegdétowymi problemami, ktore planujg zbadac sa:

1. Ocena stresu oksydacyjnego i produkcji mediatoréw zapalnych w komorkach $rod-

btonka eksponowanych na zréznicowane stezenia sulodeksydu.

2. W jakim stopniu sulodeksyd wplywa na zmiany patologiczne w komorkach §rodblon-

ka wywotane ich przewlekta hodowla in vitro w warunkach hiperglikemii.

3. Czy sulodeksyd wptywa na proces starzenia komorek s$rdédblonka w warunkach

hodowli in vitro.

17



V. MATERIAL I METODYKA

Badania zostaly wykonane na ludzkich komorkach $rodbtonka pochodzacych z zyl-
nych naczyn pgpowinowych, utrzymywanych w hodowli in vitro. Pierwotne linie komorek
srodblonka z ludzkiej zyly pgpowinowej zostaly zakupione w firmie Cascade Biologics
(Paisley, Wielka Brytania). Komorki byty hodowane w medium 200 PRF z dodatkiem 2%
cielecej surowicy ptodowej (Cascade Biologics, Paisley, Wielka Brytania), zasadowego
czynnika wzrostu fibroblastow 1.5 pg.ml (Cascade Biologics, Paisley, Wielka Brytania),
ludzkiego czynnika wzrostu naskorka Sug/ml (Cascade Biologics, Paisley, Wielka Brytania)
oraz hydrokortyzonu 1pg/ml (Sigma, St. Louis, USA).

Komorki byty hodowane w mieszaninie powietrza z dodatkiem 5% CO,, w temperatu-
rze 37°C, w butelkach hodowlanych o powierzchni 75 cm?(Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy).
Po uzyskaniu zlewnej warstwy komorek byty one ztuszczane z butelek hodowlanych przy
pomocy roztworu trypsyny-0.05%- EDTA-0.02%, dwukrotnie przeptukiwane w medium
hodowlanym oraz ponownie posiewane ,w zalezno$ci od planowanego eksperymentu, w 24-
studzienkowych lub 6 studzienkowych ptytkach hodowlanych (Corning BV Life Sciences,
Schiphol-Rijk, Holandia) lub na szkietkach hodowlanych Lab-Tek (Nunc, Roskilde, Dania).
Medium hodowlane bylo zmieniane w butelkach lub plytkach hodowlanych co 3 dni.
Do wszystkich doswiadczen uzywano komorek pochodzacych z 3-5 pasazu. W doswiadcze-
niach, w ktorych badano proces starzenia komorek do§wiadczenie byto rozpoczynane na
komorkach pochodzacych z trzeciego pasazu.

W doswiadczeniach ocenialam wptyw sulodeksydu (Alfa Wassermann, Bolonia,
Witochy) w stezeniach 0.125 LSU/ml, 0.25 LSU/ml i 0.5LSU/ml. LSU — (ang. Lipoprotein
lipase stimulating unit — jednostka aktywujaca lipaz¢ lipoproteinowa) na czynnos¢ komorek
$rodbtonka w warunkach hodowli in vitro. W pracy przedstawiam wyniki trzech serii ekspe-
rymentow, w ktorych oceniatam réznych warunkach dziatanie sulodeksydu na komorki $rod-
btonka:

A. wplyw sulodeksydu na odczyn zapalny w komorkach srodbtonka
B. dziatanie sulodeksydu na komorki §rodbtonka jednoczesnie eksponowane na hiperglikemig
C. wplyw sulodeksydu na proces starzenia komorek srédbtonka

Wszystkie eksperymenty byly powtarzane szesciokrotnie.
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1. Wplyw sulodeksydu na odczyn zapalny w komdérkach srédblonka

Badania byly wykonywane na zlewnych warstwach komorek s$rodbtonka w 24-
studzienkowych ptytkach hodowlanych. Komorki byty eksponowane przez okres 7 dni na
nastgpujace roztwory:

A. Medium hodowlane - kontrola

B. Medium hodowlane + sulodeksyd 0.125 LSU/mI
C. Medium hodowlane + sulodeksyd 0.25 LSU/mI
D. Medium hodowlane + sulodeksyd 0.5 LSU/ml

Medium bylo zmieniane co 3 dni, a po 6 dniu rozpoczynano 24 godzinng inkubacje,
po zakonczeniu ktorej pobierano probki medium do badan. Po usunigciu medium ze studzie-
nek komorki zhuszczano roztworem trypsyny-0.05%- EDTA-0.02%, a nastgpnie liczono
w hemocytometrze.

W prébkach medium oznaczano st¢zenie interleukiny-6 [IL-6] oraz biatka chemotak-

tycznego dla monocytow typu 1 (ang. Monocyte Chemoattractant Protein -1 :MCP-1).

A. Oznaczanie stezenia IL-6

Stezenie ludzkiej IL-6 w probkach medium z hodowli komoérek mezotelium 0znaczano
za pomoca techniki immunoenzymatycznej ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay) typu ,,sandwich”, przy uzyciu kompletnego zestawu do oznaczen firmy R&D Systems
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Czuto$¢ metody wynosita 0.7 pg/mL Pomiar
wykonywano przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjna falg o dlugosci 540 nm,
na spektrofotometrze EL x 808 (Bio-Tek Instruments, USA). Stezenie IL-6 w badanych prob-
kach odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej. Wielkos¢ syntezy IL-6 przeliczano na

lo§¢ komodrek w hodowli.
B. Oznaczanie stezenia MCP-1

Stezenie MCP-1 w prébkach medium oznaczano réwniez metoda ELISA przy pomocy
komercyjnie dostgpnego zestawu do oznaczen firmy R&D Systems (R&D Systems, Minnea-
polis, MN, USA). Czuto$¢ metody wynosita 2 pg/mL Pomiar wykonywano przy dlugosci fali
450 nm, stosujac jako referencyjna fale o dtugosci 540 nm, na spektrofotometrze EL x 808
(Bio-Tek Instruments, USA). Stezeniec MCP-1 w badanych probkach odczytywano na
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podstawie krzywej wzorcowej. Wielkos¢ syntezy MCP-1 przeliczano na ilo$¢ komorek

w hodowli.
C. Pomiar wewnatrzkomorkowej generacji wolnych rodnikow

Oceng wewnatrzkomoérkowej generacji wolnych rodnikéw dokonywano w warstwie
komorek $rodbtonka hodowanych w 6-studzienkowych ptytkach. Po 7 dniach ekspozycji na
medium kontrolne lub medium z dodatkiem réznych stezen sulodeksydu oceniano ilo$¢ wol-
nych rodnikéw generowanych wewnatrz komorek..

Oznaczenie wewnatrzkomorkowej generacji wolnych rodnikéw przeprowadzono
przy pomocy dwuoctanu 2’7’ - dichlorodihydrofluoresceiny (DDF), ktora w obecno$ci wol-
nych rodnikéw przechodzi w 2°7°- dichlorodihydrofluoresceing (DF), zrodto fluorescencji.
Po zakonczeniu 7-dniowej ekspozycji na badane media, przez okres nastepnych 45 minut
komorki byly inkubowane w medium hodowlanym z dodatkiem DDF, a nastgpnie poddawane
lizie 0.1N NaOH. Fluorescencja emitowana przez uzyskane lizaty komorkowe byta mierzona
w spektrofluorymetrze (Wallac-Victor; Perkin-Elmer, Turku, Finland) przy fali wzbudzenia
485 nm 1 fali emisji 535 nm. Uzyskane wyniki sa przedstawione w arbitralnych jednostkach
przeliczonych na ilos¢ komorek. Poniewaz komorki poddawano lizie dla okreslenia nasilenia
fluorescencji, uzyskane wyniki przeliczano na liczb¢ komorek w sasiedniej studzience pytki

hodowlanej, ktora byta eksponowana przez poprzedni okres 7 dni na identyczne medium.

2. Wplyw sulodeksydu na komorki srodblonka w warunkach przewleklej

hiperglikemii.

W tej grupie doswiadczen oceniano w jakim stopniu 7-dniowa ekspozycja komoérek
srédblonka na medium z podwyzszonym poziomem glukozy (30 mmol/l) wptywa na czyn-
nos$¢ tych komorek, a jednoczes$nie badatam, czy sulodeksyd moze przeciwdziata¢ zmianom
w komorkach spowodowanych przewlekta hiperglikemia. Komorki eksponowane byly przez
okres 7 dni na nastgpujace roztwory:

Grupa 1 - Medium hodowlane - kontrola
Grupa 2 - Medium hodowlane z glukoza 30 mmol/l
Grupa 3 - Medium hodowlane z glukoza 30 mmol/l i sulodeksydem 0.5 LSU/ml

Media w studzienkach byly zmieniane co trzy dni, a podczas ostatnich 24 godzin
eksperymentu oceniano czynnos¢ komorek. Po zakonczeniu eksperymentu pobierano probki
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medium do oznaczen stezenia IL-6 i MCP-1, ktore wykonywano w identyczny sposob jak
opisano powyzej. llo$¢ produkowanych cytokin byta przeliczana ilo§¢ komorek w studzience,
ktore byly zliczane w hemocytometrze po ich zluszczeniu roztworem trypsyny-0.05%-
EDTA-0.02%.

Wewnatrzkomoérkowa generacje wolnych rodnikoéw oceniano w komorkach hodowa-
nych w 6-studzienkowych ptytkach, po zakonczeniu 7-dniowej ekspozycji na medium kon-
trolne lub medium z dodatkiem glukozy (30 mmol/l) lub glukozy (30 mmol/l) i sulodeksydu

(0.5LSU/ml). Technike oznaczania wolnych rodnikow opisatam powyze;j.
A. Ocena szybkosci gojenia uszkodzonej warstwy komorek srodblonka

W tej serii doswiadczen badatam w jakim stopniu przewlekta ekspozycja komorek
srodbtonka na podwyzszone stezenie glukozy w medium wptywa na zdolnos¢ tych komorek
do gojenia po urazie mechanicznym. Oceniatam takze, czy sulodeksyd moze modyfikowac

wptyw hiperglikemii na ten proces.

Badanie przeprowadzono na zlewnej warstwie komorek $rodbtonka hodowanych
W 6-studzienkowych ptytkach. Po 7 dniach hodowli w badanych mediach, dokonywano
uszkodzenia warstwy komorek $rodbtonka w ksztalcie rysy, uzywajac do tego celu narze¢dzia
cell-scraper (Nunc,USA). Powierzchnia uszkodzenia byta rowna okoto 450 000 do 600 000
pmz.NastQpnie usuwano medium hodowlane, komorki przemywano roztworem Hanksa dla
usunigcia zluszczonych komorek i do studzienek dodawano medium hodowlane adekwatne
dla kazdej grupy do$wiadczalnej. Nastepnie ptytke przenoszono do stacji Cell-Observer (Carl
Zeiss Inc., Niemcy), na ktora sktada si¢ mikroskop odwrocony sprzgzony z kamera cyfrowa
oraz maly inkubator hodowlany, ze stata temperatura 37°C oraz mieszanina gazéw (5% CO2
I powietrze), w ktorym na czas trwania eksperymentu umieszczano hodowle. Zdjgcia komo-
rek $rodbtonka wykonywano w odstgpach 15-minutowych przez okres 4 godzin. Analizg
obrazu przeprowadzono przy uzyciu programu Axio Vision Release 4.6 (Zeiss Microimaging

GmbH, Niemcy) pod katem przyrostu komorek srodbtonka wypetniajacych uszkodzong stre-

2
fe ich zlewnej warstwy, wyliczanego w pum /jednostke czasu.
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3. Wplyw sulodeksydu na proces starzenia komorek srodblonka

Badania zostaly wykonane przy uzyciu replikacyjnego modelu starzenia komorek
w warunkach hodowli in vitro, ktory juz poprzednio by} stosowany w naszym laboratorium
[117]. Komorki $rodblonka zostaty posiane do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm?

z gestoseig 1.25 x 10° komorek/25 cm?. Wyodrebniono dwie grupy badawcze:
Grupa 1- Komorki hodowane w medium hodowlanym — kontrola

Grupa 2 - Komorki hodowane w medium hodowlanym z dodatkiem sulodeksydu

0.5LSU/ml.

Posiane w butelkach komoérki byty po 96 godzinach hodowli ztuszczane roztworem
trypsyny-0.05%- EDTA-0.02%, ich ilos¢ liczona w hemocytometrze. Nastgpnie ponownie
posiewano te komorki na butelki hodowlane o powierzchni 25 cm? z gestoscig 1.25 x 10°

komorek/25 cm? Wykonano 15 pasazy komérkowych w kazdej grupie.

Z r6znicy pomigdzy ilo$cia komorek uzyskiwanych z butelki po 96 godzinach hodowli
a iloscia posianych komorek na butelkg, wyliczano Czas Podwojenia Populacji (CPP) dla

kazdej grupy komorek, wedtug nastepujacego wzoru:

CPP = In2/ [In (N/Ng) / T ]
gdzie:
N — ilo$¢ komorek uzyskanych z butelki po 96 godzinach hodowli
No — 1los¢ komorek posianych na butelkg na poczatku pasazu
T — czas hodowli (w godzinach)

Czynnos$¢ komorek $rodblonka oceniano na poczatku do$wiadczenia oraz po wykona-
niu 15 pasazy. W tym celu komorki pozyskiwano z butelek przy pomocy roztworu trypsyny-
0.05%- EDTA-0.02% oraz posiewano na 6-studzienkowe lub 24-studzienkowe ptytki hodow-

lane. Komoérki hodowano do momentu uzyskania ich zlewnej warstwy, w obecnosci medium
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na ktore byly eksponowane podczas doswiadczenia. Wtedy przystgpowano do oceny ich

parametrow czynno$ciowych:

1. Wewnatrzkomoérkowa generacja wolnych rodnikéw oceniana przy pomocy metody
opisanej powyzej

2. Produkcja cytokin IL-6 i MCP-1, ktorych stezenie w medium mierzono metoda
ELISA, jak opisano powyzej, i przeliczano na ilos¢ komorek w studzience.

3. Hipertrofia komorek oceniana na podstawie stosunku ilosci biatka komérkowego do
iloéci komorek w studzience. W tym celu w jednej studzience liczono, po ich uprzed-
nim zluszczeniu roztworem trypsyny-0.05%- EDTA-0.02%, ilos¢ komorek przy
pomocy hemocytometru. Natomiast w sasiedniej studzience, po odessaniu medium,
dodawano roztwoér 0.1 N NaOH w celu dokonania lizy biatka komérkowego, ktorego
stezenie mierzono metoda Lowry’ego [118]. Ze stosunku ilosci biatka do liczby
komorek wyliczano wspotczynnik hipertrofii.

4. Szybko$¢ gojenia uszkodzonej warstwy komoérek $rédblonka oceniana przy pomocy
mikroskopu odwrdoconego z kamera, usytuowanych w komorze hodowlanej, wedlug
metody opisanej powyzej.

5. Altywnos¢ B-galaktozydazy oceniano w komoérkach hodowanych w komorach, w kto-
rych dnem byto szkietko podstawowe Lab-Tek (Nunc, Roskilde, Dania). Po uzyskaniu
zlewnej warstwy komorek w komorach hodowlanych usuwano medium, a komorki
barwiono na obecno$¢ B-galaktozydazy przy pomocy komercyjnie dostgpnego zesta-

wu firmy Mirus Bio LCC (Madison, USA).

4. Analiza statystyczna wynikow

Przeprowadzona analiza wykazata zgodnos$¢ z rozktadem normalnym. Wyniki
badan sa przedstawione jako wartosci srednie + SEM. Analizg statystyczng wykony-
wano przy zastosowaniu analizy wariancji z post hoc testem Tukeya. Wartos¢ p<0.05

przyjmowano jako statystycznie istotna.
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VI.  WYNIKI

Sulodeksyd stosowany jako dodatek do medium, w st¢zeniach poréwnywalnych do
tych, ktére wystepuja w surowicy pacjentow leczonych tym lekiem, wplywat na parametry
czynno$ciowe ludzkich komorek sroédbtonka w hodowli in vitro. Dziatanie sulodeksydu
obserwowalam w roznych warunkach, zarbwno wtedy gdy oceniatam jego efekt w kontrol-
nym medium hodowlanym, w medium z podwyzszonym st¢zeniem glukozy, a takze na

komorkach ktore poddawano starzeniu w wyniku ich powtarzalnych pasazy.

1. Wplyw sulodeksydu na czynnos¢ ludzkich komoérek srédblonka w hodowli

in vitro.

Przewlekta ekspozycja, przez okres 7 dni komorek $rodbtonka na medium hodowlane
z dodatkiem Sulodeksydu stosowanego w stezeniach w zakresie od 0.125 LSU/ml do 0.5
LSU/ml powodowala zmniejszenie wewnatrzkomorkowej generacji wolnych rodnikéw oraz
supresj¢ komorkowego odczynu zapalnego. Nasilenie efektu sulodeksydu byto proporcjonal-
ne do dawki leku, w przypadku generacji wolnych rodnikow w komorkach czy produkcji
MCP-1, ale w odniesieniu do syntezy interleukiny 6 istotne zahamowanie produkcji tej cyto-

kiny bylo statystycznie istotne juz przy najnizszym stgzeniu leku.

Juz najnizsze st¢zenie sulodeksydu w medium (0.125 LSU/ml) wykazywalo tendencj¢
do zmniejszania wewnatrzkomorkowej generacji wolnych rodnikow w hodowanych komor-
kach srodbtonka. Jednak statystycznie istotne zahamowanie wewnatrzkomorkowej generacji
wolnych rodnikow stwierdzitam przy stezeniu sulodeksydu 0.5 LSU/ml : -32% w poréwnaniu

do grupy kontrolnej, p<0.01. (Rycina 1).
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Rycina 1

Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srodbtonka w hodowli in vitro na sulodeksyd (SUL),
stosowany w zakresie stezen od 0.125 LSU/ml do 0.5 LSU/ml na wewnatrzkomérkowa gene-
racj¢ wolnych rodnikéw. Porownanie do grupy kontrolnej (KON), w ktorej komorki byty

hodowane w medium bez dodatku sulodeksydu.

Produkcja MCP-1 w komérkach $rédbtonka byla hamowana pod wptywem sulodek-
sydu, a obserwowany efekt byl proporcjonalny do stosowanego stezenia leku. Juz przy naj-
nizszym jego stezeniu obserwowano silna tendencje do zmniejszenia produkcji MCP-1, ale ta
zmiana nie byla statystycznie istotna. Natomiast statystycznie istotny efekt obserwowano
przy stezeniu sulodeksydu 0.25 LSU/ml (zahamowanie o 51% w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej, p<0.01), a maksymalny efekt (zahamowanie o 60% w poréwnaniu do grupy kontrol-

nej, p<0.01) przy stezeniu 0.5 LSU/ml (Rycina 2).

25



_|

N
[

p<0.01
- p<0.01

N
1

MCP-1 [pg/10° komérek]
L ®

o

KON SUL 0.125 SUL 0.25 SUL 0.5

Rycina 2

Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srodbtonka w hodowli in vitro na sulodeksyd (SUL),
stosowany w zakresie stezen od 0.125 LSU/ml do 0.5 LSU/ml, na produkcj¢ MCP-1 w tych
komorkach.. Porownanie do grupy kontrolnej (KON), w ktorej komorki byly hodowane

w medium bez dodatku sulodeksydu.

Najsilniejszy efekt przeciwzapalny sulodeksydu obserwowano w przypadku dziatania
tego leku na produkcj¢ interleukiny-6 w komorkach $rodbtonka w hodowli in vitro. Staty-
stycznie istotne zahamowanie produkcji interleukiny-6 stwierdzitam juz przy najnizszym sto-
sowanym stezeniu sulodeksydu 0.125 LSU/ml (-65% w porownaniu do kontroli, p<0.01).
Produkcja interleukiny-6 po ekspozycji komorek na wyzsze stgzenia sulodeksydu np. 0.25
LSU/ml czy 0.5 LSU/ml nie powodowata nasilenia zahamowania interleukiny 6 w komoérkach

srodblonka (Rycina 3).
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Rycina 3

Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srodbtonka w hodowli in vitro na sulodeksyd (SUL),
stosowany w zakresie stgzen od 0.125 LSU/ml do 0.5 LSU/ml na produkcj¢ interleukiny
6 (IL-6) w tych komorkach. Poréwnanie do grupy kontrolnej (KON), w ktorej komorki byty
hodowane w medium bez dodatku sulodeksydu.

2. Efekt przewleklej hiperglikemii na komorki srédblonka — modyfikujace

dzialanie sulodeksydu

Przewlekta, trwajaca 7 dni, ekspozycja komorek §rodbtonka na medium hodowlane
z dodatkiem glukozy 30 mmol/l powodowata zwigkszony odczyn zapalny w komorkach,
czego wykladnikiem jest nasilony wewnatrzkomoérkowy stres oksydacyjny czy zwigkszona
produkcja interleukiny- 6 i MCP-1. Efekt hiperglikemii na komorki $rodbtonka byt hamowa-
ny  w przypadku gdy komorki byly eksponowane jednoczesnie na podwyzszone stgzenie

glukozy w medium (30 mmol/l) i sulodeksyd (0.5 LSU/ml).
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Przewlekta hiperglikemia (30 mmol/l) powodowata zwigkszenie wewnatrzkomorko-
wej generacji wolnych rodnikéw (+ 20% w poréwnaniu do grupy kontrolnej, p<0.05) i ten
efekt byl hamowany w przypadku gdy komorki byly jednoczesnie eksponowane na hipergli-
kemig i sulodeksyd 0.5 LSU/ml (Rycina 4). Nie stwierdzitam statystycznie istotnej roznicy
pomiedzy ilo$cia wolnych rodnikow tworzonych w komoérkach z grupy kontrolnej i komor-

kach jednoczesnie eksponowanych na hiperglikemig i sulodeksyd.
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Rycina 4

Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srédbtonka w hodowli in vitro na medium hodowla-
ne z dodatkiem glukozy 30 mmol/l (GLU) lub glukozy 30 mmol/l i sulodeksydu 0.5 LSU/ml
(GLU/SULO.5) na wewnatrzkomorkowa generacje wolnych

Podwyzszone stezenie glukozy w medium (30 mmol/l) powodowato zwigkszenie pro-
dukcji MCP-1 w komorkach sroédbtonka (+ 112% w poréwnaniu do grupy kontrolnej, p<001)
1 ten efekt byt czesciowo hamowany gdy jednoczesnie komoérki byly eksponowane na
sulodeksyd w stezeniu 0.5 LSU/ml (Rycina 5). Natomiast brak jest statystycznie istotnej
r6éznicy pomigdzy iloscig produkowanego MCP-1 w komorkach kontrolnych 1 w komoérkach

srodblonka eksponowanych na hiperglikemig i sulodeksyd.
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Rycina 5

Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srédbtonka w hodowli in vitro na medium hodowla-
ne z dodatkiem glukozy 30 mmol/l (GLU) lub glukozy 30 mmol/I i sulodeksydu 0.5 LSU/mI
(GLU/SULAO.5) na produkcje MCP-1.

Rowniez produkcja interleukiny-6 byta zwigkszona w komoérkach srodbtonka ekspo-
nowanych na podwyzszone stezenie glukozy (30 mmol/l) w medium hodowlanym (+25%
w pordwnaniu do grupy kontrolnej, p<0.05) i ten efekt byt hamowany przez jednoczesna eks-
pozycj¢ na sulodeksyd 0.5 LSU/ml w medium. (Rycina 6). Komorki §rodbtonka hodowane
w medium z podwyzszonym st¢zeniem glukozy oraz sulodeksydem produkowaty poréwny-
walna z grupa kontrolna ilo$¢ interleukiny 6. Wrecz byta widoczna tendencja zmniejszone;j

produkcji tej cytokiny podczas ekspozycji komorek na hiperglikemig 1 sulodeksyd (Rycina 6).
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Wptyw przewlektej ekspozycji komoérek srodbtonka w hodowli in vitro na medium hodowla-
ne z dodatkiem glukozy 30 mmol/l (GLU) lub glukozy 30 mmol/l i sulodeksydu 0.5 LSU/mI
(GLU/SULDO.5) na produkcje interleukiny 6 (IL-6).

Zlewna warstwa komorek srodbtonka w hodowli in vitro po mechanicznym urazie

powodujacym zniszczenie pasma komorek ulega szybkiemu gojeniu. Podczas tego procesu

pasmo z usunigtymi komorkami ulega szybkiemu gojeniu w wyniku proliferacji/migracji

komorek, ktére wypelniaja puste pole pozostale po zniszczonych/usunigtych komorkach.

Dynamika tego procesu w warunkach hodowli in vitro jest duza i po kilku godzinach docho-

dzi do catkowitego zagojenia uszkodzonego miejsca. Przykladowa dynamika tego procesu

jest przedstawiona na Rycinie 7.
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Rycina 7

Gojenie mechanicznie uszkodzonej warstwy S$roédbtonka w warunkach hodowli in vitro.
Na poczatku obserwacji (Start) widoczne jest pasmo uszkodzenia, ktérego szeroko$¢ ulega
zwezaniu z uptywem czasu. W 6 godzinie dos§wiadczenia pierwotne pasmo uszkodzenia jest

niezauwazalne.

Komorki $rodbtonka przewlekle eksponowane przez okres 7 dni na podwyzszone stg-
zenie glukozy w medium (30 mmol/l) wykazywaty uposledzona zdolno$¢ do gojenia po ich
mechanicznym uszkodzeniu. Szybkos$¢ gojenia tych komorek byta wolniejsza $rednio 0 28%
niz w grupie kontrolnej (p<0.01). Jednak w przypadku gdy komorki byly przewlekle ekspo-
nowane na hiperglikemi¢ i sulodeksyd (0.5LSU/ml) szybko$¢ gojenia uszkodzonej zlewnej

warstwy komorek byta podobna jak w grupie kontrolnej (Rycina 8).

31



p<0.001

< p<0.001

£ vs G0 ¥s GLU

< 20000+

€

e

S

c

S

3 10000-

‘0

®

o

[

Q

S

(D | | | |
KON GLU GLU/SULO.5

Rycina 8

Wptyw przewlektej ekspozycji komorek srodbtonka w hodowli in vitro na medium hodowla-
ne z dodatkiem glukozy 30 mmol/l (GLU) lub glukozy 30 mmol/l i sulodeksydu 0.5 LSU/ml
(GLU/SULAO.5) na szybkos¢ gojenia uszkodzonej warstwy komorek $rodbtonka.

3. Wplyw sulodeksydu na proces replikacyjnego starzenia komorek $réd-

blonka w hodowli in vitro

Komorki $rodbtonka poddane starzeniu w wyniku powtarzalnych pasazy komorko-
wych wymuszajacych ich stata replikacj¢ wykazywaly zmiany czynno$ciowe charaktery-
styczne dla starzejacych komoérek. Z widocznych zmian morfologicznych nalezy wymienic
hipertrofi¢ tych komoérek oraz zwigkszona wewnatrzkomorkowa aktywnosé -galaktozydazy.
Jednocze$nie mozna bylo zaobserwowac zwigkszony wewnatrzkomorkowy stres oksydacyj-
ny, czego wykladnikiem byta zwigkszona generacja wolnych rodnikéw. Ponadto istotnemu
zwigkszeniu ulegta produkcja cytokin zapalnych. Szybkos¢ proliferacji tych komorek byta
zmniejszona, co ma odbicie w wydtuzonym czasie podwojenia populacji, a takze wykazywaty
one mniejsza zdolno$¢ do gojenia uszkodzonej warstwy komorek. Srednie wartoéci dla ko-
morek kontrolnych, hodowanych w standardowym medium hodowlanym na poczatku ekspe-

rymentu oraz po 15 pasazach sa przedstawione w Tabeli 1.
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PARAMETR START KONIEC
Generacja Wolnych Rodnikéw [Absor-| 71187 + 22356 677811 + 188418
bancja/10° komorek/|
p<0.005
B-Galaktozydaza [jednostki] 77 +8 129 + 14
p<0.05
Czas Podwojenia Populacji [godziny] 75 +£20 210 £ 55
p<0.005
IL-6 [pg/10° komorek] 3724 + 1108 10219 = 2525
p<0.005
MCP-1 [pg/10° komérek] 380 + 61 687 + 184
p<0.01
Gojenie §rédblonka [pm?/min] 9759 + 818 5720 + 2366
p<0.05
Hipertrofia komorek 237 £ 61 487 £127
5 p<0.005
[ng bialka/10°komorek]

Tabela 1

Parametry czynnosciowe komorek $rddblonka na poczatku eksperymentu (START) 1 po 15
pasazach (KONIEC)

Komoérki eksponowane, w podobnym uktadzie eksperymentalnym, powodujacym ich
starzenie, na medium wzbogacone sulodeksydem (0.5 LSU ml) wykazywaty mniejsze nasile-
nie parametréow odzwierciedlajacych nasilenie procesu starzenia. Obserwowatam rowniez
tendencje do hipertrofii tych komoérek: 351 £86 ug biatka/10° komérek w stosunku do warto-
sci wyjsciowych na poczatku eksperymentu: 237 = 61 pg/ 10° komorek ale ta réznica nie byta
statystycznie istotna, w przeciwienstwie do komoérek z grupy kontrolnej (487 + 127 ng biat-
ka/10° komorek), w ktorych nasilenie hipertrofii bylo statystycznie wigksze w poréwnaniu do

poczatku badania.
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Obecnos¢ sulodeksydu w medium hodowlanym ograniczata wydtuzenie czasu podwo-
jenia populacji komérek podczas procesu starzenia. Srednia warto$é czasu podwojenia popu-
lacji byta o 55 % krétsza (p<0.001) niz w kontrolnej grupie komoérek poddawanych procesowi
starzenia. Natomiast jej dlugos$¢ nie ulegata istotnemu wydluzeniu w pordéwnaniu z poczat-

kiem eksperymentu (Rycina 9).
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Rycina 9

Czas podwojenia populacji komoérek srdédblonka na poczatku eksperymentu (START) oraz
po 15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub w medium z dodatkiem sulodek-
sydu (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/ml).

W komorkach poddawanych replikacyjnemu starzeniu zwigkszata si¢ aktywnos$¢
B-galaktozydazy w grupie kontrolnej jak i w grupie komorek eksponowanych na sulodeksyd.
Jednak na koncu eksperymentu aktywno$¢ tego enzymu w komorkach hodowanych
w obecnosci sulodeksydu byla o 23% nizsza (p<0.01) niz w grupie kontrolnych komorek

(Rycina 10).
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Rycina 10

Aktywnos¢ B-galaktozydazy w komorkach srodbtonka na poczatku eksperymentu (START)
oraz po 15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub w medium z dodatkiem
sulodeksydu (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/mI).

Podczas procesu replikacyjnego starzenia komorek zwigkszala sig¢ ilos¢
wewnatrzkomérkowo generowanych wolnych rodnikow w obu badanych grupach. Jednak
proces ten byl bardziej nasilony w komodrkach hodowanych w standardowym medium.
Hodowla komoérek w medium z dodatkiem sulodeksydu (0.5 LSU/ml) zmniejszata nasilenie
tego efektu. Generacja wolnych rodnikow w tej grupie komoérek byta o 41% nizsza (p<0.001)

niz W grupie kontrolnej (Rycina 11).

Konsekwencja starzenia komorek $rodbtonka poddawanym powtarzalnym
pasazom byto nasilenie produkcji przez nie cytokin zapalnych. Zwigkszeniu ulegata produk-
cja interleukiny-6, ale ten proces byt mnie nasilony w przypadku gdy komoérki byty hodowane
w medium wzbogaconym w sulodeksyd. W tej grupie komoérek produkcja interleukiny-6 byta

zmniejszona o 44% (p<0.01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Rycina 12).
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Rycina 11

Wewnatrzkomoérkowa generacja wolnych rodnikow w komorkach $rodbtonka na poczatku
eksperymentu (START) oraz po 15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub
w medium z dodatkiem sulodeksydu (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/ml).
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Rycina 12

Produkcja interleukiny 6 (IL-6) komorkach $rodbtonka na poczatku eksperymentu (START)
oraz po 15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub w medium z dodatkiem
sulodeksydu (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/ml).
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Starzenie komoérek w modelu do§wiadczalnym zastosowanym w tej pracy po-
wodowato takze zwigkszona produkcje MCP-1. Ponownie dodanie sulodeksydu do medium
hodowlanego zmniejszato nasilenie tego procesu. Produkcja MCP-1 w grupie komoérek eks-
ponowanej na sulodeksyd byta o 54% (p<0.001) nizsza niz w komorkach grupy kontrolne;
(Rycina 13).
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Rycina 13

Produkcja MCP-1 komorkach $rodblonka na poczatku eksperymentu (START) oraz po
15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub w medium z dodatkiem sulodeksy-
du (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/mI).

Zlewna warstwa komorek srodblonka wykazuje, po mechanicznym uszkodzeniu jej
ciagtosci, duza zdolno$¢ do gojenia ( Rycina 7). Komorki, ktore ulegly starzeniu w wyniku
powtarzalnych w krotkim okresie czasu replikacji maja ostabiong zdolno$¢ do gojenia. Jednak
gdy proces replikacyjnego starzenia komorek jest wywolywany w obecno$ci sulodeksydu
(0.5 LSU/ml) zdolnos¢ do gojenia uszkodzonej warstwy komorek jest w mniejszym stopniu

uposledzona. Szybko$¢ gojenia uszkodzonej warstwy komorek byta wigksza w grupie komo-
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rek eksponowanych na sulodeksyd (+ 64%, p<0.01), w poréwnaniu do komoérek z grupy

kontrolnej (Rycina 14).
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Rycina 14

Szybkos¢ gojenia uszkodzonej warstwy komoérek s$rodblonka na poczatku eksperymentu
(START) oraz po 15 pasazach w medium kontrolnym (KON-KONIEC) lub w medium z do-
datkiem sulodeksydu (SUL-KONIEC) (0.5 LSU/ml).
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VIl. DYSKUSJA

Przedstawione w obecnej pracy wyniki badan dos$wiadczalnych dowodza, ze lek
sulodeksyd bedacy mieszaning siarczanu heparyny i siarczanu dermatanu wptywa na czyn-
no$¢ ludzkich komorek srodbtonka. To dziatanie ma charakter protekcyjny, antyoksydacyjny,
przeciwzapalny. Mozna przypuszczaé, ze wszystkie te efekty moga powodowac przedtuzenie
zywotnosci $roédbtonka w warunkach in vivo. Nalezy jednak z ostroznos$cia ekstrapolowac
uzyskane w tych badaniach wyniki do warunkéw klinicznych. Jednym z czynnikéw za tym
przemawiajacych moze by¢ fakt, ze obecne badania wykonano na komoérkach srodbtonka
pochodzacych z ludzkich zyt pepowinowych. Wiadomo tymczasem, ze pomimo wielu cech
wspolnych, istnieje silne zréznicowanie strukturalne i czynnos$ciowe komorek srodblonka
[119]. Roznice dotycza nie tylko komorek srédbtonka pochodzacych z naczyn tetniczych czy
zylnych, ale zaleza takze od wielkos$ci naczynia czy narzadu w ktorym si¢ znajduje. Stad nasi-
lenie obserwowanych w moich badaniach efektow dziatania sulodeksydu na poziomie $rod-

btonka moze by¢ niejednakowe w réznych naczyniach krwionosnych.

Siarczan heparyny i siarczan dermatanu fizjologicznie wystgpuja w organizmie,
w glikokaliks pokrywajacym powierzchni¢ §rodblonka wptywajac posrednio i bezposrednio
z powodu wytwarzanego ujemnego tadunku elektrycznego na wlasciwosci przeciwkrzepliwe
tych komorek [5,6]. Wiele czynnikow moze zmienia¢ ilo$¢ glikozaminoglikanow na po-
wierzchni komorek §rodbtonka. Wykazano, Ze silny przeptyw krwi powodujacy znaczny efekt
ugigcia powierzchni komorek (ang. shear stress) nasila produkcje tych zwiazkow w komor-
kach §rédbtonka [120]. Natomiast niedotlenienie i nastgpowa reperfuzja powoduja degradacje
glikokaliks na powierzchni komorek $rodbtonka [121].Podobne dziatanie ma odczyn zapalny
[122] Rowniez hiperglikemia powoduje zmniejszenie grubosci glikokaliks pokrywajacej po-
wierzchni¢ komorek §rodblonka. W warunkach hodowli in vitro efekt ten jest widoczny juz
po kilku dniach ekspozycji na stezenie glukozy rowne 25 mmol/l i obserwowane zmiany nie
byly skutkiem efektu osmotycznego glukozy [123]. Wykazano, ze zmniejszenie grubo$ci
glikokaliks pokrywajacego $rodbtonek u ludzi z do$wiadczalnie wywotana hiperglikemia

doprowadza do aktywacji wykrzepiania wewnatrznaczyniowego [124].

Zmniejszenie grubosci glikokaliks w §rodbtonku powoduje jego uposledzona reakcje
na efekt ugigcia jego powierzchni pod wplywem przeptywajacej krwi, co moze mie¢ nega-

tywne skutki, takie jak na przyktad zmniejszona produkcja tlenku azotu [125]. Ponadto moze
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dochodzi¢ do zwigkszenia przepuszczalnosci warstwy $rodblonka, a tym samym $ciany
mikrona czyn czego nastgpstwem jest nieprawidlowa wymiana pltynow i czasteczek pomigdzy
przestrzenia wewnatrznaczyniowa a zewnatrznaczyniowa [126]. Stad podejmowane sa roz-
nego rodzaju dziatania takie jak modyfikacja stresu oksydacyjnego, stosowanie substancji
hamujacych odczyn zapalny czy utrzymywanie wlasciwego poziomu albuminy w osoczu,
ktore maja stabilizowa¢ glikokaliks na powierzchni komorek $rodblonka, a tym samym zapo-
biega¢ dysfunkcji komoérek srodbtonka [127]. W badaniach klinicznych wykazano, ze jednym
z czynnikow potencjalnie stabilizujacych glikokaliks §rodbtonka w warunkach hiperglikemii,
a nawet zwigkszajacych jego grubos¢ a tym samym zmniejszajacym przepuszczalnos¢ sciany
naczyniowej jest sulodeksyd [115]. Wyniki moich badan potwierdzaja protekcyjne dziatanie
sulodeksydu w odniesieniu do komorek srodblonka hodowanych in vitro w warunkach hiper-

glikemii w medium.

Myslac o ekstrapolowaniu uzyskanych wynikow z doswiadczen in vitro do warunkow
klinicznych nalezy zwréci¢ uwagg na stgzenia tego leku stosowane w obecnych badaniach.
W warunkach klinicznych sulodeksyd moze by¢ bezpiecznie stosowany w dawce do 1200
LSU na dobg. Jezeli przyjmiemy $rednia objgto$¢ osocza okoto 2.5 litra, mozemy oczekiwaé
maksymalnego st¢zenia tego leku w osoczu rzedu okoto 0.5 LSU/ml [128]. W moich bada-
niach ten sam rzad wielkosci stezenia sulodeksydu byt stosowany (0.125 — 0.5 LSU/ml),
a nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze niektore efekty dziatania tego leku byly widoczne juz przy
najnizszym ze stosowanych stezen. Pozwala to uwazac, ze przedstawione w tej pracy wyniki
z badan do$wiadczalnych moga mie¢ odniesienie do warunkow in vivo, gdy lek jest podawa-

ny pacjentom w dawkach terapeutycznych.

Glikozaminoglikany i1 proteoglikany wywoluja silne dziatanie przeciwzapalne na
poziomie komorkowych np. makrofagi [129], fibroblasty [130] jak 1 w strukturach bardziej
ztozonych jak ktebuszki nerkowe [131]. Wyniki moich badan dowodza, ze podobne dzialanie
sulodeksydu bgdacego mieszanina glikozaminoglikanow ma miejsce w odniesieniu do ludz-
kich komorek $rodbtonka naczyniowego. Niektore efekty byly widoczne juz przy stosowa-
niu najnizszego stezenia sulodeksydu (0.125 LSU/mI). Produkcja interleukiny-6 byta w po-
rownywalny, dla wszystkich stosowanych st¢zen sulodeksydu, hamowana w hodowanych
komorkach $rodbtonka (Rycina 3). Statystycznie istotne zahamowanie produkcji MCP-1 byto
widoczne przy stezeniu sulodeksydu 0.25 LSU/ml (Rycina 2), natomiast obnizenie wewnatrz-

komorkowej generacji wolnych rodnikow przy stezeniu 0.5 LSU/ml (Rycinal). Hamowanie
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stresu oksydacyjnego w warunkach hiperglikemii byto juz obserwowane w badaniach in vivo
u pacjentow z nefropatia cukrzycowa leczonych przewlekle sulodeksydem z powodu albumi-
nurii[132]. Przeciwzapalne dziatanie sulodeksydu opisywano takze w innych uktadach ekspe-
rymentalnych. W naszych poprzednich doswiadczeniach na szczurach wykazaliSmy, ze
sulodeksyd ogranicza systemowy 1 lokalny, wewnatrzotrzewnowy odczyn zapalny podczas
ostrego zapalenia otrzewnej [111]. Wyrazem dziatania przeciwzapalnego oraz antyoksydacyj-
nego sulodeksydu moze by¢ obserwowane zmniejszenie obszaru uszkodzenia mig$nia serco-
wego u krolikow z niedokrwieniem i1 nastgpowa reperfuzja mig¢snia sercowego [116]. Nalezy
zwroci¢ uwage, ze w tych ostatnich badaniach nie obserwowano zaburzen krzepliwosci krwi
u badanych zwierzat, co wskazuje na to, ze sulodeksyd jest bezpiecznym lekiem, nawet
w stanach ostrych jak np. niedokrwienie-reperfuzja migsnia sercowego. Wyniki prezentowa-
nych w tej pracy badan po raz pierwszy pokazuja, ze sulodeksyd moze bezposrednio hamo-

wac odczyn zapalny na poziomie komorek §rédbtonka naczyniowego.

Komorki $rodblonka reguluja odczyn zapalny ale takze moga w nim uczestniczy¢.
W warunkach spoczynkowych komorki srodbtonka produkuja rézne substancje biologicznie
aktywne regulujace wielko$¢ przeptywu krwi, a takze zapewniaja ptynnos$¢ krwi wskutek
utrzymywania rownowagi pomigdzy czynnikami przyspieszajacymi jej krzepnigcie, hamuja-
cymi ten proces a takze biatkami regulujacymi proces fibrynolizy. Istnieje przewaga uwalnia-
nych czynnikdw o dzialaniu przeciwzapalnym w poréwnaniu do prozapalnych cytokin
i chemokin. Po stymulacji bodzcem zapalnym w komorkach $rodbtonka inicjowane sa dwa
procesy: szybki polegajacy na uwalnianiu dostgpnych mediatoréw zapalenia oraz wolniejszy,
zalezny od zwigkszenia ekspresji genow 1 w dalszej konsekwencji powodujacy masowa pro-
dukcje czynnikow regulujacych proces zapalnych [25]. Istotnym aspektem czynnosci komo-
rek $rodblonka jest w tych stanach produkcja chemokin (np. MCP-1), ktére powoduja naptyw
leukocytéw do srodowiska z odczynem zapalnym 1 dalsze nasilenie odczynu zapalnego [133].
Niekontrolowany proces zapalny moze powodowac¢ znaczne uszkodzenie tkanek 1 w konse-
kwencji trwate zaburzenie funkcji narzadow, réwniez s$rddblonka ktéry w tym procesie
aktywnie uczestniczy. Stad tak wazna jest mozliwos¢ kontrolowania intensywnosci zapale-
nia. Wydaje sig, ze sulodeksyd moze by¢ stosowany w tym celu. Jego dzialanie przeciwza-
palne moze wynika¢ z obecnosci drobnoczasteczkowej heparyny w jego sktadzie. Jej dziata-
nie antyoksydacyjne obserwowano w roéznych typach leukocytow [134,135]. Ponadto hepary-
na hamuje w leukocytach ekspresj¢ genow regulujacych wytwarzanie cytokin w leukocytach

[136]. Systemowe przeciwzapalne i antyoksydacyjne dziatanie heparyny obserwowano takze
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w warunkach in vivo, u pacjentow poddawanych powtarzalnym hemodializom [137].
W innych badaniach sulodeksyd zmniejszat nasilenie stresu oksydacyjnego u pacjentow
z niedokrwienna choroba serca, ale nie wptywal na systemowy odczyn zapalny mierzony po-
ziomem fibrynogenu , biatka C-reaktywnego czy leukocytow we krwi [138]. W moich bada-
niach miara odczynu zapalnego $rodbtonka byto uwalnianie interleukiny-6 i MCP-1 i w obu

przypadkach stwierdzitam znaczne obnizenie produkcji tych cytokin.

Sulodeksyd moze wywiera¢ dziatanie przeciwzapalne posrednio, w wyniku stymulacji
uwalnianych innych substancji o dziataniu przeciwzapalnym. Borawski i wsp. zaobserwowali,
ze po dozylnym podaniu sulodeksydu u ludzi we krwi wzrasta kilkukrotnie stgzenie watrobo-
wego czynnik wzrostu (ang. Hepatocyte Growth Factor — HGF) [139]. Uwaza si¢, ze HGF
moze by¢ jednym z czynnikdéw stabilizujacych srodbtonek w warunkach mocznicy, migdzy
innymi w wyniku swojego dziatania przeciwzapalnego [140]. W badaniach wykonanych
w Zaktadzie Patofizjologii UMP potwierdzono obserwacje Borawskiego o silnym wzro$cie
poziomu HGF w osoczu po podaniu sulodeksydu. Jednoczes$nie stwierdzono, ze obecnos¢
podwyzszonego stezenia HGF w medium hodowlanym powoduje nasilong adhezj¢ naczynio-
wego srodbtonkowego czynnika wzrostu (ang. Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF)
do komorek $rodblonka w hodowli in vitro, co thumaczy réwnoczesne ze wzrostem HGF
w osoczu obnizenie poziomu VEGF. Morishita i wsp. wykazali, ze komorki $rédblonka po-
chodzace z ludzkiej aorty maja zdolnos¢ produkowania HGF[ 141], ale nie stwierdzono tego
w komorkach $rodblonka pochodzacych z zyt pepowinowych (Brgborowicz — publikacja
W przygotowaniu). Prezentowane w tej pracy badania byly wykonywane w warunkach
hodowli in vitro, stad mozna przypuszcza¢, ze obserwowane przeciwzapalne dziatanie

sulodeksydu nie byto zalezne od obecnosci HGF.

Hiperglikemia w przebiegu cukrzycy jest jednym z najczestszych czynnikow powodu-
jacych zaburzenie funkcji komorek srodblonka, a tym samym przyspieszenie powstawania
zmian miazdzycowych [142]. Cytotoksyczno$¢ glukozy moze wynikaé z aktywacji réznych
patologicznych proceséw jak np. glikacja biatek lub nadmiernej aktywacji procesow fizjolo-
gicznych jak np. szlak poliowy czy aktywacja kinazy biatkowej typu C (ang. C protein kina-
se) [143]. Konsekwencja czesci z tych procesow jest zwigkszony stres oksydacyjny w komor-
kach, ktory moze wynika¢ z nasilonej wewnatrzkomodrkowej generacji wolnych rodnikow lub
uposledzenia komoérkowych mechanizméw antyoksydacyjnych [144]. W moich doswiadcze-

niach stwierdzitam nasilony stres oksydacyjny w komoérkach §rdédbtonka podczas ich ekspo-
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zycji na medium z podwyzszonym stezeniem glukozy (Rycina 4). W innych badaniach wy-
konywanych rowniez na komorkach $rodbtonka pochodzacych z ludzkiej zyly pepowinowe;j,
wykazano zwigkszony poziom dialdehydu malonowego w lizacie komérkowym po ich 48
godzinnej ekspozycji na podwyzszony poziom glukozy w medium, co rowniez $wiadczy
o zwigkszonym stresie oksydacyjnym w tych komoérkach [145]. Nasilony stres oksydacyjny
moze by¢ jednym z czynnikoéw inicjujacych odczyn zapalny w komorkach §rodbtonka [146].
Rzeczywiscie w moich do$wiadczeniach obserwowatam nasilone uwalnianie interleukiny-6
i MCP-1 z komorek $rodbtonka eksponowanych na hiperglikemi¢ (Rycina 5 i 6). Wzrost
wydzielania MCP-1jest jednym z gléwnych efektow obserwowanych w warunkach hipergli-
kemii [147]. Rowniez w moich do$§wiadczeniach wzrost wydzielania MCP-1 pod wplywem
hiperglikemii byt znacznie wigkszy niz podobny efekt obserwowany dla interleukiny-6
(Rycina 5 i 6). Leki, takie jak statyny czy inhibitory konwertazy angiotensyny, ktore zmniej-
szaja wewnatrzkomorkowy stres oksydacyjny obnizaja rowniez produkcje cytokin zapalnych
w komorkach $rodblonka [148]. Wyniki przedstawione w tej pracy dowodza, ze rowniez
sulodeksyd moze mie¢ takie dziatanie. Mozna przypuszczaé, ze antyoksydacyjne dziatanie
sulodeksydu moze wynika¢ z obecno$ci w jego sktadzie heparyny. Niskoczasteczkowa hepa-
ryna zmniejsza stres oksydacyjny u chorych poddawanych hemodializie [149]. Inna prawdo-
podobna przyczyna protekcyjnego dziatania sulodeksydu w stosunku do komoérek srédbtonka
w warunkach hiperglikemii moze by¢ uzupetnianie niedoboru glikozaminoglikanow w gliko-
kaliks komorek. Hiperglikemia aktywuje heparanaz¢ w komorkach $rodblonka, co moze
powodowac¢ degradacje ich glikokaliks, a efekt ten jest hamowany przez heparyng [150]. Stad
mozna przypuszczac, ze sulodeksyd zawierajacy siarczan dermatanu i heparyny moze powo-
dowa¢ zahamowanie aktywnosci heparanazy w komoérkach $rodbtonka, a jednocze$nie by¢
substratem do uzupelniania zniszczonego glikokaliks komoérkowego. Dziatanie antyoksyda-
cyjne (Rycina 4), przeciwzapalne (Rycina 5 i 6) oraz stabilizujace glikokaliks komorek $rod-
btonka w warunkach hiperglikemii wywierane przez sulodeksyd moze thumaczy¢ tatwiejsze
gojenie uszkodzonej warstwy tych komoérek w przeprowadzonych w tej pracy doswiadcze-
niach (Rycina 8). Uwaza sig, ze koncowym efektem i nastgpstwem zmian patologicznych
w $rodblonku wywotanych przez jego przewlekla ekspozycje na hiperglikemig jest uposle-
dzenie wtasciwos$ci naprawczych tego nabtonka [151]. Moze to wynika¢ zar6wno z uszko-
dzenia komorek $rodblonka przez hiperglikemig jak i niedoboru komodrek progenitorowych.
W warunkach in vivo uszkodzona warstwa komorek srodbtonka ulega gojeniu w wyniku
proliferacji/migracji komoérek z najblizszego otoczenia lub w wyniku wbudowywania i roz-

plemu komorek progenitorowych §rodbtonka pochodzacych ze szpiku kostnego i obecnych
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we krwi [152,153]. Zaburzenie rownowagi pomigdzy szybkos$cia uszkadzania komorek $rod-
btonka a ich zdolnoscia do naprawy moze by¢ istotnym czynnikiem przyspieszajacym
powstawanie zmian miazdzycowych [154]. Obserwowane w moich badaniach ostabienie
zdolnosci komorek §rodblonka do naprawy ich uszkodzonej warstwy mogto wynika¢ jedynie
z ich dysfunkcji spowodowanej hodowla w medium z podwyzszonym stezeniem glukozy.
Wynika to z uktadu doswiadczenia, w ktorym hodowane komérki nie byly eksponowane na
krew, a tym samym mozna wykluczy¢ udziat komoérek progenitorowych w naprawie uszko-
dzonej warstwy srodbtonka. Obecnie pracuje si¢ na réznymi nowymi procedurami terapeu-
tycznymi, ktérych celem jest protekcja komorek srodblonka u pacjentéw z cukrzyca. Szero-
ko zakrojone sa badania czynnikow ograniczajacych stres oksydacyjny [155] lub zwigkszaja-
cych wrazliwo$¢ komoérek na dziatanie insuliny [156]. Protekcyjne dziatanie sulodeksydu
w stosunku do komorek $rodbtonka bylo takze obserwowane w badaniach doswiadczalnych
na zwierzetach [114]. Moje wyniki potwierdzaja te obserwacje i wskazuja, ze protekcyjne
dzialanie sulodeksydu = w stosunku do komorek $rodbtonka moze wynikaé z jego efektu

antyoksydacyjnego i przeciwzapalnego.

Dysfunkcja komorek srodbtonka moze by¢ nastepstwem nie tylko procesu patologicz-
nego jakimi sg np. cukrzyca czy hiperlipidemia, ale moze by¢ takze konsekwencja procesu
starzenia komorek [36]. Jednym z gtéwnych czynnikéw determinujacych ten proces jest nasi-
lenie stresu oksydacyjnego. Nastgpstwem starzenia w komorkach §rodbtonka jest zmiana ich
fenotypu. Komorki charakteryzuja si¢ uposledzona zdolno$cia do zachowania integralnosci,
zmniejszeniem produkcji czynnikdw wazodylatacyjnych, aktywnoscia prokoagulogenng oraz
nasilonym odczynem zapalnym. W obecnej pracy zastosowano standardowy model doswiad-
czalny powodujacy przyspieszone starzenie komorek wskutek ich nasilonej aktywnosci repli-
kacyjnej [157]. W nastgpstwie takiego postgpowania obserwowalam zmiany w komorkach
srodbtonka, ktore odpowiadaty fenotypowi starzejacych si¢ komorek [36,38]. Nasilony byt
migdzy innymi wewnatrzkomoérkowy stres oksydacyjny, zwigkszona produkcja interleukiny 6
I MCP-1 a komorki wykazywaty cechy hipertrofii (Tabela 1). Zwigkszona byla roéwniez
aktywnos¢ B-galaktozydazy w komorkach, co jest charakterystyczna cecha starzejacych sig
komorek [158].

Model starzenia komoérek stosowany w obecnej pracy i powszechnie akceptowany
w badaniach in vitro starzenia komorek nie odzwierciedla w pelni zmian komoérek srodbtonka

w warunkach in vivo. Zmiany fenotypowe komoérek sa podobne, zaréwno podczas starzenia in
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vivo jak i in vitro. Jednak w warunkach in vivo komorki srodbtonka nie podlegaja tak nasilo-
nej replikacji, ale proces ten nasila si¢ znacznie pod wptywem uszkodzenia warstwy komorek
srodbtonka wyscielajacych wngtrze naczynia. W tych miejscach widoczne jest przyspieszenie
procesu starzenia komorek, czego wyktadnikiem jest miedzy innymi zwigkszona wewnatrz-
komorkowa aktywno$¢ B-galaktozydazy [159]. Nasilony proces starzenia komorek $rodbton-
ka widoczny jest w tych czeéciach uktadu tetniczego, w ktorych srodbtonek wyscielajacy
wnetrze naczynia tgtniczego eksponowany jest na turbulencyjny przeptyw krwi, zwigkszone
ci$nienic wewnatrznaczyniowe [160]. W tych miejscach najszybciej dochodzi do powstawa-
nia zmian miazdzycowych, co posrednio dowodzi, ze starzenie komodrek srodbtonka przyspie-
sza miazdzycg naczyn tetniczych [154]. Przyczyna tego stanu moze by¢ réwniez uposledzona
replikacja/migracja komorek §rodbtonka. W moich doswiadczeniach wykazatam, ze replika-
cyjne starzenie komorek srodbtonka wydhuza czas ich podwojenia populacji oraz uposledza
zdolnos¢ komorek do gojenia (Tabela 1). Stad jest oczywiste, ze spowolnienie procesu starze-
nia komorek srodblonka moze spowodowaé mniejsze nasilenie zmian miazdzycowych. Pro-
ponowanych jest wiele rozwiazan terapeutycznych tego problemu. Uwaza sig, ze starzenie
srédblonka moze by¢ spowolnione w wyniku zmian humoralnych wywotanych wysitkiem
fizycznym [161], suplementacja estrogendéw [162] lub magnezu [163]. Bardzo wazne w tym
dziataniu prewencyjnym jest hamowanie odczynu zapalnego oraz zmniejszanie stresu oksy-
dacyjnego [164,165]. Sulodeksyd jako czynnik zmniejszajacy nasilenie odczynu zapalnego
i stresu oksydacyjnego spetnia warunki leku, ktory moze by¢ stosowany w prewencji procesu
starzenia $rodbtonka. Potwierdzaja to takze wyniki moich badan, w ktorych wykazatam, ze
wiele zmian wynikajacych z procesu starzenia komorek $rodbtonka, takich jak wydtuzenie
czasu podwojenia populacji (Rycina 9), wzrost wydzielania MCP-1 (Rycina 13), czy szyb-
ko$¢ gojenia uszkodzonej warstwy komorek (Rycina 14), ulegaja normalizacji podczas eks-
pozycji komoérek na sulodeksyd. Natomiast nasilenie innych zmian charakterystycznych
dla procesu starzenia, takich jak zwigkszona aktywnosc¢ p-galaktozydazy (Rycina 10) nasilony
stres oksydacyjny (Rycina 11), czy zwigkszona produkcja interleukiny 6 (Rycina 12) ulegata
ostabieniu podczas ekspozycji komorek srodbtonka na sulodeksyd. Ponadto przeciwkrzepliwe
dziatanie sulodeksydu [101,166] moze zmniejsza¢ prokoagulogenne dzialanie starzejacych si¢

komorek srodblonka.

45



Podsumowanie

Przedstawione w tej pracy wyniki dowodza, ze sulodeksyd bedacy mieszaning
naturalnych glikozaminoglikanow: siarczanu heparyny 1 siarczanu dermatanu, wptywa
na czynno$¢ komorek srodbtonka w hodowli in vitro. Lek ten dziala antyoksydacyjnie i prze-
ciwzapalnie, czego wyrazem jest zmniejszona generacja wolnych rodnikdéw oraz zahamowa-
nie uwalniania cytokin zapalnych. To dziatanie sulodeksydu utrzymuje si¢ w warunkach
hiperglikemii, zmniejszajac nasilenie wielu zmian indukowanych w tych warunkach, takich
jak stres oksydacyjny czy nadmierne uwalnianie cytokin zapalnych. Konsekwencja takiego
dziatania sulodeksydu jest prawdopodobnie zwigkszona zywotno$¢ tych komorek, co znajduje
odbicie w prawidlowej szybkosci gojenia warstwy $rédblonka po mechanicznym uszkodze-
niu. Wreszcie dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne sulodeksydu moze thumaczy¢ jego
hamujacy wplyw na zmiang fenotypu komoérek srodbtonka wynikajaca z procesu ich starze-
nia. Odleglymi skutkami tych efektow sulodeksydu na poziomie $rodbtonka moze byé spo-
wolnienie powstawania zmian miazdzycowych w naczyniach tgtniczych, a tym samym
zmniejszenie zaburzen w ukladzie sercowo-naczyniowym wynikajacych z tej patologii.
Uwazam, ze przedstawione w tej pracy wyniki moga by¢ podstawa do dalszych badah na
doswiadczalnych modelach zwierzgcych a nastgpnie badan klinicznych, ktore zweryfikuja

przydatnos¢ sulodeksydu jako leku stabilizujacego srodbtonek.
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VIIl. WNIOSKI

1. Sulodeksyd wywotluje proporcjonalnie do zastosowanej dawki zmniejszenie stresu
oksydacyjnego i wydzielania cytokin zapalnych w ludzkich komorkach §rédbtonka

w hodowli in vitro.

2. Hiperglikemia w warunkach hodowli in vitro stymuluje odczyn zapalny w ludz-
kich komorkach §rodbtonka naczyniowego oraz powoduje zaburzenie ich czynno-
sci. Rownoczesne stosowanie sulodeksydu zapobiega niekorzystnemu dzialaniu

hiperglikemii na §rodbtonek.

3. Sulodeksyd zmniejsza nasilenie zmian strukturalnych i czynno$ciowych w starze-

jacych si¢ w hodowli in vitro ludzkich komorkach $rédbtonka naczyniowego.
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