Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego

w Poznaniu

Anna Wesolowska

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2

leczonych statynami

Rozprawa doktorska

Promotor:

dr hab. n. med. Marzena Dworacka

Poznan 2012



Praca wykonana w Katedrze i Zakladzie Farmakologii

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

przy wspotpracy
Katedry 1 Zakladu Immunologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu



Praca przedstawiona Radzie Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
celem uzyskania stopnia doktora nauk farmaceutycznych

przez Anng Wesolowska



Pani Prof. dr hab. n. farm. Teresie Bobkiewicz-Kozltowskiej
Kierownikowi Katedry i Zaktadu Farmakologii

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
sktadam serdeczne podziekowania

za umozliwienie wykonania niniejszej pracy

oraz za zainteresowanie jej przebiegiem.

Drziekuje rowniez

Panu Prof. UM dr hab. n. med. Grzegorzowi Dworackiemu
Kierownikowi Katedry i Zaktadu Immunologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
za umozliwienie wykonania badan

I cenng pomoc w trakcie ich realizacji.



Szanownej Pani

dr hab. n. med. Marzenie Dworackiej,

sktadam serdeczne podzickowania

za opieke promotorskaq,

zaangazowanie i cenne merytoryczne wskazowki

oraz za zyczliwos¢ i wyrozumialosé W trakcie pisania niniejszej pracy.



Stowa kluczowe: angiogeneza, cukrzyca typu 2, statyny, czynniki angiogenne



Spis tresci

. CZESC tEOTELYCZINA ...t 10
L1, WPIOWAAZENIE ...ttt et raesae e nnes 10
1.2, ANGIOGENEZA ...ttt ettt e et e st e e e e esaeeste e st e s ra e beeneesraesreennennes 12

[.2.1. DefiniCja I ZNACZENIE........ceiuiiiieieieieree st 12
1.2.2. Przebieg procesu angiogENEZY .........cccoeieiiririreeienesie e, 13
1.2.3. Regulacja procesu anQgiOgENEZY .......ccecverreerueieerieaieseesieasieseesseeeesseesaens 16
1.2.4. Charakterystyka wybranych czynnikow proangiogennych....................... 19
1.2.4.1. Czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) .......c.cccceeviiiinnnn, 19
[.2.4.2. Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (DFGF) ..........c.cccveee. 23
1.2.4.3. Biatko chemotaktyczne dla monocytow (MCP-1).........ccccoevvenne. 27
1.2.4.4. Angiogenina (ANG) ......ccccciveieiiieiieie et 29
1.2.5. Charakterystyka wybranych czynnikoéw antyangiogennych ..................... 31
1.2.5.1. INterleuking 10........ccoiviiirieeiiireere e 31
1.2.5.2. Interleuking 12.........ccoviviiiiiiiiii e 33
1.2.6. Znaczenie angiogenezy w patogenezie cukrzycy typu 2 i jej powiktan.... 35
1.3 SHAEYNY s 40
1.3.1. Kontekst historyczny i Klasyfikacja statyn ............cccoceeeviiinininiiiceen, 40
1.3.2. Budowa Chemiczna Statyn ...........ccceoeiieieeiie i, 42
1.3.3. Wilasnosci farmakokinetyczne Statyn ...........ccoeeiiiiiiiiiiiiiiecsiecees 45
[.3.4. Dziatania niepozadane Statyn ............ccccceveeeieennienienee e 46
[.3.5. Mechanizm dziatania Statyn .........ccocooeeeiiieicnieee e 48
1.3.6. Dziatanie hipolipemizujace statyn i gtéwne wskazania
A0 ICH SLOSOWANIA ......vivviieiicii e 51
1.3.7. Dziatania plejotropowe STatYN .......cccccveiieiiiiiiiiieiiecsee e 52

[.3.7.1. Dzialanie plejotropowe statyn a schorzenia uktadu
SEICOWO-NACZYNIOWEGO......vveverrriiererereeseaseseseesesseseseessssesesesesnens 53

1.3.7.2. Korzysci wynikajace ze stosowania statyn w profilaktyce

1 leczeniu zaburzen kardiologicznych.........cccooeviiiiiiiiiiiiiicnnen, 56

1.3.8. Stosowanie statyn W CUKIZYCY tYPU 2........coooviiriiieinieienie e, 57

T CRIPIACY ..ttt bbbt 60
1. CzSE dOSWIAACZAING .....vveivieeiiie e 61

III.1. Materialy i metodyka badan...........ccocviiieiiiiiiiiiii s 61



[11.1.1. Badane grupy ChOIYCH ........coveiiiiiiiii e, 61

HIL1.2. Metodyka badan ..........cocviiiiiiiiiiiiiieiie e 65
II1.1.2.1. Oznaczanie stezenia 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu ........... 66
I11.1.2.2. Oznaczanie st¢zenia adiponektyny w surowicy krwi................. 69
I11.1.2.3. Oznaczanie st¢zenia rezystyny w surowicy Krwi .........cc.coeeenees 72
I11.1.2.4. Oznaczanie stezenia peptydu C w SUrOWICY KIWi ..........c..ce.ee. 74

II1.1.2.5. Oznaczanie st¢zen wybranych czynnikow pro-
i antyangiogennych W SUFrOWICY KI'Wi ........ccccvevveiieiesieiie e 76

II1.1.2.6. Badanie czynnosci wydzielniczej mononuklearow krwi

obwodowej w warunkach in VItro...........ccoceveienenciiencceee, 80
[11.1.3. Przebieg badania ..........c.ccceeoiiieiieie e 83
II1.1.4. Metody statystycznego opracowania WynikoOw ...........cccocevevivninernnnnne. 84
IV WYKo bbbt bbbt 85
IV.1. Charakterystyka badanych grup — etap L........ccocoiriiniiiei e, 85
IV.2. Poréwnanie st¢zenia wybranych czynnikow proangiogennych
pomigdzy badanymi grupami — etap | ......ccocoeeiiiiiiii 92
IV.3. Porownanie stezenia wybranych czynnikdw antyangiogennych
pomigdzy badanymi grupami — €tap | ........ccooeiiiiiiiiiiiii 96
IV.4. Pordwnanie st¢zenia wybranych czynnikow modyfikujacych angiogenezg

IV.6.

IV.7.

pomigdzy badanymi grupami z uwzglednieniem leczenia statynami i wptywu
parametroOw antropometryczno-epidemiologicznych oraz czynnikow
zwiazanych z przebiegiem Cukrzycy —etap |........ccoovvveieiinincineee 99
. Badanie zwiazku pomigdzy parametrami antropometryczno-epidemiologicznymi,
wyktadnikami wyréwnania metabolicznego oraz czynnikami zwigzanych
z przebiegiem cukrzycy a st¢zeniem czynnikow angiogennych w surowicy krwi
u chorych na cukrzycg typu 2 — €tap | ......ccooovviiiiiiiiic e 115
Badanie wzajemnych relacji pomigdzy wybranymi czynnikami pro-
I antyangiogennymi w surowicy Krwi —etap | .......cccocoveeiiiiiniiiccc e, 128
Badanie sekrecji wybranych czynnikéw pro- i antyangiogennych
przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej — etap H........ocoveevineeninnnne 130
IV.7.1. Poréwnanie sekrecji wybranych czynnikodw angiogennych przez

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od chorych



z roznych grup terapeutyczno-klinicznych w warunkach

podstawowych (analiza wariancji ANOVA) —etap Il .........cccovvevennnn. 130
IV.7.2. Porownanie sekrecji wybranych czynnikow angiogennych przez

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od chorych

z roznych grup terapeutyczno-klinicznych hodowane w obecnosci

wysokich stezen glukozy (analiza wariancji ANOVA) —etap Il .......... 134
IV.7.3. Badanie sekrecji wybranych czynnikow angiogennych przez

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej w obecnosci

wysokich stezen glukozy w podtozu (test t-Studenta) —etap Il............ 138
IV.7.4. Badanie sekrecji wybranych czynnikow angiogennych przez

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej w obecnosci wysokich

stezen insuliny w podtozu (analiza wariancji ANOVA) —etap Il ........ 141
V. Omoéwienie WynikOw 1 dYSKUSJA ......cviiviiieiiiiiiieiicicieee e 142
VL WNHOSKI . 158
VL SETESZCZENIE ...ttt bttt bbb en 159
VL SUMIMAIY Lottt e b e e e be e et e e e s nneeennes 164
WYKAZ SKIOTOW ... 168
WYKAZ TADE] ... s 169
WVYKAZ TYCIN 1.ttt ettt et e b et e e e s te et e et e saeesaeeneesraeneans 171

L TS 0011011 (1 20 TR 176



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

I. Czgs¢€ teoretyczna

I.1. Wprowadzenie

Cukrzyca typu?2 (ct2) uznawana jest obecnie za chorob¢ o charakterze
epidemicznym. Istotny problem wspotczesnej kardiodiabetologii stanowi nie tylko sama
choroba, ale przede wszystkim jej przewlekte powiktania. U podtoza tych powiktan lezy
toczacy si¢ w naczyniach krwiono$nych proces miazdzycowy. Gtownym Kklinicznym
przejawem miazdzycy u o0sob chorujacych na cukrzyce typu2 jest choroba
niedokrwienna serca. Stanowi ona najczgstsza przyczyng zwigkszonej chorobowosci
1 $miertelnos$ci u tych chorych. Cukrzyca stanowi samodzielny, niezalezny czynnik
ryzyka chorob sercowo-naczyniowych. Dodatkowo u osob chorujacych na cukrzyce
zwykle mamy do czynienia ze wspotwystgpowaniem innych czynnikow ryzyka, wsrdd
ktérych nalezy wymieni¢ nadci$nienie tgtnicze, otyto$¢, a takze niezwykle istotne
zaburzenia gospodarki lipidowej [1,2]. W przypadku pacjentow cierpiacych
na cukrzyce szczegdlna rolg odgrywa dyslipidemia aterogenna, charakteryzujaca sig
hipertriglicerydemia, niskim poziomem frakcji cholesterolu HDL (High Density
Lipoprotein) oraz obecno$cia tzw. matych, gestych LDL (sdLDL — small, dense Low
Density Lipoprotein) [3].

Ze wzgledu na aterogenne podloze powiklan cukrzycy, stanowiacych obecnie
tak istotny problem, mozna stwierdzi¢, iz doglgbne poznanie czynnikéw zaréwno
uczestniczacych w powstawaniu, jak 1 modulujacych przebieg aterogenezy, moze miec
ogromne znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze praktyczne.

Jednym z istotnych, ale jak dotad niewystarczajaco poznanych czynnikow,
powodujacych prawdopodobnie znaczne pogorszenie przebiegu miazdzycy, szczeg6dlnie
u pacjentdow z cukrzyca, jest proces naczyniotworzenia. Angiogeneza, a zwlaszcza
zaburzenie rownowagi pomig¢dzy czynnikami pro- i antyangiogennymi na korzys¢ tych
pierwszych, stanowi jedna z gléwnych przyczyn wplywajacych na pogorszenie
przebiegu choroby niedokrwiennej serca. Zaburzenia angiogenezy z pewnoscia moga
si¢ przyczynia¢ do przyspieszenia konwersji zaawansowanego, lecz stabilnego dotad,

ogniska miazdzycy w niestabilng blaszke miazdzycowa. Z drugiej strony jednak,
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ostabienie angiogenezy zwiazane moze by¢ z brakiem krazenia obocznego w tkankach
w przebiegu niedokrwienia [4, 5].

Rezultaty nielicznych wciaz badan poswigconych temu zagadnieniu wskazuja,
iz wicle lekow stosowanych powszechnie w terapii osoéb chorujacych na cukrzyce
typu 2 moze wywiera¢ modulujacy wplyw na proces angiogenezy. Do lekow tych
naleza: metformina, inhibiotry konwertazy angiotensyny II, a takze, jak sugeruja
najnowsze badania, inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzymu A
(HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A), czyli statyny [6, 7]. Jak dotad
nie wyjasniono jednak czy i ewentualnie jaki wptyw, maja zaburzenia metaboliczne
charakterystyczne dla przebiegu cukrzycy, takie jak przewlekta i ostra hiperglikemia,
zaburzenia insulinemii i insulinooporno$¢ obwodowa, na potencjalne efekty
pro- lub antyangiogenne wywierane przez te leki.

Szczegdlne zainteresowanie wzbudza odmienny wplyw réznych dawek lekow
nalezacych do grupy statyn na przebieg procesu angiogenezy. Badania interwencyjne,
przeprowadzone na populacji ogdlnej, wykazaty niezwykle korzystny wptyw wysokich
dawek statyn na ryzyko sercowo-naczyniowe. Nadal jednak nie jest jednoznaczne, jakie
efekty wywieraja niskie dawki tych lekéw. Sugeruje si¢ antyangiogenne dziatanie
wysokich dawek statyn i proangiogenne efekty stosowania dawek niskich. Obserwacje
te poczyniono jednak jak dotad w wigkszosci w oparciu 0 badania przeprowadzone
w warunkach in vitro oraz z wykorzystaniem modeli zwierzgcych, a nieliczne na razie
badania kliniczne nie dotyczyty osob chorujacych na cukrzyce typu 2 [7-9].

Co wigcej, statyny charakteryzuja si¢ dobrym profilem bezpieczenstwa i sa,
na ogot, dobrze tolerowane, wowczas, gdy stosuje si¢ je w niskich i srednich dawkach.
Podawanie wysokich dawek statyn wymaga wzmozonej ostrozno$ci W ich stosowaniu,
gléwnie ze wzgledu na powazne dziatania niepozadane ze strony ukladu migsniowego

I watroby [10, 11].

11



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

I.2. Angiogeneza

1.2.1. Definicja i znaczenie

Po raz pierwszy termin ,angiogeneza” zostal uzyty w 1776 roku przez
brytyjskiego chirurga Johna Huntera, do opisu naczyn krwiono$nych obserwowanych
w rogu renifera [12].

Angiogeneza, inaczej neowaskularyzacja, oznacza proces nowotworzenia naczyn
wlosowatych z dotychczas istniejacych naczyn krwionosnych. Ztozony patomechanizm
tego procesu nie zostal jak dotad w petni wyjasniony. Zjawisko to ma istotne znaczenie
zar6wno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych [13, 14].

Fizjologicznie proces angiogenezy zachodzi w czasie rozwoju ptodowego, a takze
w okresie pozaplodowym. Chociaz niewatpliwie angiogeneza ma bardzo duze
znaczenia w organogenezie, jednakze w okresie embrionalnym naczynia krwiono$ne
powstaja glownie na drodze waskulogenezy, czyli de novo, na skutek réznicowania
i proliferacji komoérek $rodbtonka z komodrek macierzystych zwanych angioblastami
[15, 16]. Proces angiogenezy ma zdecydowanie wigksze znaczenie w okresie
pozaptodowym, gdzie w znacznie mniejszym stopniu dochodzi do waskulogenezy.
Najbardziej istotna fizjologiczna rola angiogenezy zwiazana jest z cyklem rozrodczym
kobiet, w trakcie ktorego dochodzi do znacznego rozrostu i redukcji sieci naczyn
w blonie pods$luzowkowej macicy. Proces naczyniotworzenia jest istotny dla
prawidtowej regeneracji $luzowki macicy, rozwoju pecherzykéw 1 ciatka zottego
w jajniku, implantacji zarodka w macicy oraz tworzenia tozyska. Neowaskularyzacja
ma takze istotne znaczenie podczas naturalnego gojenia si¢ ran, inicjujac procesy
naprawcze i uczestniczac w tworzeniu ziarniny oraz ograniczajac obszar martwicy
[12, 14]. Proces ten stanowi takze niezbedna podstawe prawidtowego dojrzewania kosci
I wzrostu wlosow [17].

Niefizjologiczna angiogeneza odgrywa kluczowa rol¢ w patogenezie wielu
schorzen o charakterze przewlektym, szczegodlnie istotna w procesach nowotworowych,
w ktorych przyczynia si¢ ona do wzrostu guzéw pierwotnych, a takze zwigksza ryzyko

przerzutow [12, 13].
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Nie mozna réwniez zapomnie¢ o istotnym znaczeniu angiogenezy w patogenezie
endometriozy. Nasilona neowaskularyzacje obserwuje si¢ takze w przebiegu wielu
schorzen o podtozu zapalnym. Wsrod nich nalezy przede wszystkim wymieni¢: astme,
reumatoidalne zapalenie stawow, tuszczyce, a takze chorobe Le$niowskiego-Crohna
oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego [12, 13].

Angiogeneza stanowi gléwna reakcj¢ naczyniowa na niedotlenienie
lub niedokrwienie tkanek, miedzy innymi w chorobie niedokrwiennej serca oraz udarze
niedokrwiennym moézgu i miazdzycy obwodowych naczyn krwiono$nych. Jej
przejawem jest wowczas tworzenie krazenia obocznego obszarze niedokrwienia [18].

Wiadomo réwniez, ze neowaskularyzacja jest zwiazana z rozwojem tkanki

thuszczowej, a zatem odgrywa pewna rolg w powstawaniu otytosci [18].

1.2.2. Przebieg procesu angiogenezy

Angiogeneza jest wieloetapowym procesem o niezwykle ztozonym charakterze.
Przebieg angiogenezy, z uwzglednieniem kolejnych etapoéw jej kaskady, przedstawiono

na rycinie 1.

komorka
mezenchymalna

Angiopoetyna 1 - @
Voo

z'/
integryny

( .= PDGF-BB
. ¥ PDGFR @
ap /«I\

\ komorka
przydanki

Ryc. 1. Kaskada angiogenezy [19] — w modyfikacji wlasnej

komorka

s'rédbionkey

btona podstawna
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Etap )

Sygnatem zapoczatkowujacym kaskade neowaskularyzacji jest zwiotczenie $ciany
naczynia krwiono$nego, najczesciej pod wptywem tlenku azotu [14, 18]. Dochodzi do
pobudzenia komorek $rodblonka oraz do zmian morfologicznych, powodujacych
zmniejszenie ich przylegania i zwigkszenie wrazliwosci na mitogeny. Na tym etapie
istotna rol¢ odgrywaja bezposrednio dziatajace czynniki proangiogenne: czynnik
wzrostu $rodblonka naczyn (VEGF - Vascular Eendothelial Growth Factor)
I zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF — basic Fibroblast Growth Factor),
ktore wiaza si¢ z odpowiednimi receptorami (VEGFR 1 FGFR) [19, 20]. Funkcje
1 znaczenie tych czynnikdw omoéwiono szczegdlowo w kolejnych podrozdziatach.

Etap @

W drugim etapie dochodzi do degradacji btony podstawnej oraz macierzy
pozakomorkowej, stanowiacych barier¢ dla migracji komorek $rodblonka, przez
enzymy proteolityczne zwane metaloproteinazami (MMPs — Matrix Metallproteinases)
[18, 21]. Gloéwna role odgrywaja proteazy przytaczone do btony komoérkowej, gdyz
w ten sposOb ograniczana jest nadmierna destrukcja macierzy. W konsekwencji
rozktadu biatek macierzy pozakomodrkowej powstaja substancje odgrywajace istotna
rolg w regulacji procesu angiogenezy, takie jak angiostatyna i endostatyna [16].

Etap ®

Degradacja btony podstawnej 1 macierzy pozakomorkowej umozliwia w kolejnej
fazie angiogenezy migracj¢ i adhezje komorek $rodbtonka. Proces ten rozpoczyna
uaktywnienie plazminogenu i jego przeksztatcenie w plazming, ktora z kolei rozktada
migdzy innymi fibronektyng i lamining. Ponadto plazmina mobilizuje z macierzy
pozakomorkowej bFGF, wywierajacy bezposrednie dziatanie proangiogenne [18].

Etap @

Proliferacja komorek s$rodbtonka, zapoczatkowuje tworzenie trojwymiarowej,
rurkowatej struktury nowego naczynia. Proces ten jest mozliwy migdzy innymi dzigki
aktywnos$ci bialek przezbtonowych zwanych integrynami ofy. Biatka te odpowiadaja
za przenoszenie sygnatdéw z przestrzeni pozakomodrkowej do wngtrza komorki. Dzigki

temu wplywaja one na réznicowanie, proliferacjg, migracj¢ oraz przezycie komorek
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srodbtonka [22]. Integryny posrednicza w procesie przylegania komorek do sktadnikow
macierzy pozakomorkowej, takich jak: fibrynogen, laminina, kolagen, witronektyna
lub czynnik von Willebranda. Istnieja dwa szlaki przebiegu angiogenezy indukowane
przez rézne czynniki i zachodzace przy udziale réznych aff integryn. Pierwszy z nich,
indukowany przez bFGF i czynnik martwicy guza alfa (TNFa — Tumor Necrosis
Factor «), zachodzi przy udziale integryny o,f3. Natomiast drugi, indukowany przez
VEGEF i przeksztalcajacy czynnik wzrostu p (TGF-B — Transforming Growth Factor-4),
przebiega z udzialem integryny a,fs. Czynno$¢ 1 struktura komorek $rédbtonka moze
by¢ takze modyfikowana przez sktadniki macierzy pozakomorkowej. Najwazniejsza
z tych substancji jest trombospondyna, pelniaca, zaleznie od jej postaci, dwojaka
funkcje. Rozpuszczalna forma tego biatka — hamuje, natomiast forma zwiazana przez
macierz — pobudza proliferacj¢ komorek srodbtonka. Innym biatkiem macierzy
pozakomorkowej jest laminina, ktora pobudza wydzielanie enzymdw proteolitycznych,
nasila proliferacje komorek §rodbtonka oraz wptywa na dzialanie innych sktadnikow
macierzy pozakomorkowe;j [18].
Etap ®

Kolejny etap angiogenezy stanowi dojrzewanie komorek $rodblonka oraz
stabilizacja nowopowstatego naczynia w efekcie powstania btony podstawnej [16].
Nastgpuje tu roznicowanie komorek prekursorowych w komorki przydanki i komorki
migsni gltadkich. W indukowaniu niezbednych zmian zachodzacych w miofibroblastach
1 komorkach przydanki uczestniczy TGF-f oraz kwasny czynnik wzrostu fibroblastow
(aFGF — acid Fibroblast Growth Factor), zwany rowniez FGF-1 [18]. Ostatecznie nowe
naczynie zostaje otoczone przez komorki przydanki, a w przypadku duzych naczyn
takze dodatkowa warstwa migéni gtadkich. Rekrutacja komorek przydanki zachodzi pod
wplywem ptytkowego czynnika wzrostu (PDGF — Platelet-derived Growth Factor),
uwalnianego przez komorki $rodbtonka i wiazacego si¢ z odpowiednimi receptorami
PDGFR. W koncowym etapie angiogenezy nastgpuje taczenie si¢ komorek srodbtonka
z otaczajacymi je komodrkami mezenchymalnymi, dzigki obecno$ci angiopoetyn
I receptorow o aktywnosci kinazy tyrozynowej (Tie 1l i Tie 2), co w konsekwencji

prowadzi do powstania stabilnej struktury nowego naczynia [18].
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1.2.3. Regulacja procesu angiogenezy

Proces tworzenia nowych kapilar podlega Scistej kontroli. Kazdy etap kaskady
neowaskularyzacji moze by¢ odpowiednio stymulowany, ale rowniez ograniczany.
Czynniki modulujace przebieg angiogenezy mozemy podzieli¢ na:

» mechaniczne — wzrost przeptywu krwi przez tkanki [23],

» chemiczne  — hipoksja i stan zapalny [23, 24],

» molekularne — czynniki proangiogenne i antyangiogenne [14, 23].

Zwigkszenie przeptywu krwi przez tkanki pobudzajace proces angiogenezy
W sposob mechaniczny obserwujemy podczas wysitku fizycznego, jako efekt
stosowania niektorych lekow lub w przebiegu réznych chordb, np. nadczynnos$ci
tarczycy [23].

Glownymi czynnikami chemicznymi przyczyniajacymi si¢ do zapoczatkowania
kaskady angiogenezy sa hipoksja 1 proces =zapalny. Mechanizm angiogenezy
wywotywanej hipoksja jest zwiazany z aktywacja tzw. czynnika indukowanego
niedotlenieniem (HIF-1o. — Hypoxia-Inducible Factor-/a), odgrywajacego istotng rolg
w komoérkowej odpowiedzi na niedobor tlenu. Czynnik ten przyczynia si¢ do nasilenia
ekspresji bezposredniego stymulatora angiogenezy, jakim jest VEGF. Przebieg
neowaskularyzacji jest takze stymulowany przez proces zapalny toczacy si¢
w niedotlenionej tkance. Nagromadzenie si¢ komorek zapalnych, czyli
monocytow/makrofagow 1 ptytek krwi, w miejscu objetym zapaleniem, przyczynia si¢
do lokalnej sekrecji wielu czynnikow angiogennych, takich jak cytokiny (interleukina 2,
TNF-a), czynniki wzrostu (VEGF, bFGF) i enzymy (MMPs). Dodatkowo wydzielany
przez makrofagi peptyd PR39 (macrophage-derived peptyd) hamuje degradacje HIF-1a,
prowadzac do wzrostu ekspresji VEGF [23, 24].

Istotna rolg¢ w przebiegu procesu angiogenezy odgrywaja czynniki molekularne
o0 charakterze proangiogennym i antyangiogennym. Istnienie tych substancji odkryto
w latach 70-tych XX wieku, obserwujac mitogenny wplyw pewnych czynnikow
nowotworowych na komorki §rodbtonka naczyn [23]. W prawidlowo funkcjonujacym
organizmie réwnowaga pomigdzy tymi czynnikami jest przesunig¢ta na korzys¢
czynnikow hamujacych neowaskularyzacje, gdyz u os6b zdrowych angiogeneza

zachodzi bardzo rzadko [14, 23].
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Do zapoczatkowania kaskady angiogenezy niezbgdna jest lokalna zmiana
réwnowagi pomigdzy czynnikami stymulujacymi i hamujacymi ten proces. Nastgpuje
zwigkszenie ekspresji czynnikéw proangiogennych i/lub obnizenie ekspresji czynnikow
antyangiogennych [16].

Czynniki stymulujace proces angiogenezy Kklasyfikuje si¢ na dzialajace
bezposrednio i posrednio.

Do czynnikoéw bezposrednio pobudzajacych proces angiogenezy naleza:

» naczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu

(VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor),

» zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow

(bFGF — basic Fibroblast Growth Factor),
» kwasny czynnik wzrostu fibroblastow
(aFGF — acid Fibroblast Growth Factor),
» czynnik wzrostu hepatocytow
(HGF — Hepatocyte Growth Factor) [13, 16, 25].

Dziatanie tych czynnikdw jest niezbgdne do zapoczatkowania kaskady
angiogenezy. Wykazuja one bezposredni wptyw na komorki $rodbtonka naczyn. Rola
tych substancji polega migdzy innymi na zwigkszeniu przepuszczalnosci naczyn,
pobudzeniu komorek s$rodbtonka do proliferacji, a takze na aktywacji enzymow
proteolitycznych i nasileniu migracji komorek. Czynniki te wplywaja roéwniez
na pozniejsze etapy angiogenezy, regulujac réznicowanie i1 dojrzewanie komorek
oraz wptywajac na utrzymanie prawidlowej struktury nowych naczyn [25].

Do posrednich stymulatorow angiogenezy naleza migdzy innymi:

» biatko chemotaktyczne monocytow

(MCP-1 — Monocyte Chemotactic Protein-1),

» angiogenina

(ANG — Angiogenin),
» angiopoetynali 2,
> interleukiny
(11-6, 11-8 — Interleukin-6, -8),
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» plytkopochodny czynnik wzrostu
(PDGF - Platelet-derived Growth Factor),
» transformujacy czynnik wzrostu
(TGF-B — Transforming Growth Factor-5),
» prostaglandyny
(PGEL — Prostaglandin E1, PGE2 — Prostaglandin E2),
» insulinopodobny czynnik wzrostu
(IGF-1 — Insulin-like Growth Factor-1),
» heparyna,
i inne [13, 25].
Dziatanie tych substancji polega gtownie na stymulowaniu komorek do syntezy
i sekrecji licznych cytokin i czynnikow wzrostu, w tym bezposrednich stymulatorow
angiogenezy. Czynniki te moga wprawdzie wptywa¢ w pewnym stopniu bezposrednio
na komorki $rédbtonka, jednak ich dziatanie nie jest wystarczajace do zapoczatkowania
kaskady neowaskularyzacji. Substancje te stanowia wigc mediatory angiogenezy
indukowanej przez czynniki bezposrednie i wptywaja gtownie na dalsze etapy tego
procesu [25].
Z Kkolei wsrod najwazniejszych czynnikow antyangiogennych nalezy wymienic
nastepujace substancje:
» interleukiny (11-10, 11-12, 11-18 — Interleukin-10, -12, -18),
» interferony (IFN-a, -B, -y — Interferon-a, -3, -y),
» angiostatyne,
» endostatyng,
» trombospondyne (TSP-1 — Thrombospondin-1),
» troponing,
» czynnik martwicy nowotwordéw (TNFa — Tumor Necrosis Factor «),
» inhibitory enzymow proteolitycznych,
» inhibitory integryn,
i inne [13, 25]
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1.2.4. Charakterystyka wybranych czynnikéw proangiogennych

1.2.4.1. Czynnik wzrostu $rédblonka naczyn

(VEGF — Vascular Endothelial Growth Factor)

Jednym z najwazniejszych i dotychczas najlepiej poznanych stymulatoréw
angiogenezy jest czynnik wzrostu $rodblonka naczyn. Czynnik ten zostal odkryty
w 1983 roku przez Dvoraka, jako biatko wykazujace silne wilasciwosci mitogenne
w stosunku do komoérek $rodblonka, stad poczatkowo nazywany byt réwniez
waskulotroping [17,26]. W tym samym roku Senger i wspotpracownicy odkryli
czynnik zwigkszajacy przepuszczalnos¢ naczyn (VPE — Vascular Permeability Factor)
[17,27]. Ta pierwotna nazwa zwiazana byla z glowna funkcja odkrytego bialka,
wywierajacego 50 000 razy silniejszy wptyw na zwigkszenie przepuszczalno$ci naczyn
w poréwnaniu do histaminy [28, 29]. Sklonowanie w 1989 roku VEGF [30] oraz VPE
[31] wykazato, ze obie te czasteczki reprezentuja ten sam czynnik, dla ktorego od tej
pory przyjeto wspolne oznaczenie VEGF [17].

Rodzina biatek VEGF obejmuje 6 czynnikoéw: VEGF-A, -B, -C, -D oraz
tozyskowy czynnik wzrostu (PIGF — Placenta Growth Factor) i wirusowy homolog
VEGF — VEGF-E [16, 17, 26, 27]. Poszczegélne czynniki sa produktami ekspresji
réznych gendéw 1 wykazuja pewne roznice w zakresie budowy i funkcji [17].
Pod wzgledem budowy sa to glikozylowane biatka o strukturze homodimerow i masie
46+48 kDa [29]. Wspdlnym elementem strukturalnym wszystkich czynnikéw rodziny
VEGF jest fragment zawierajacy sekwencj¢ cysteiny, odpowiedzialny za tworzenie
mostkoéw siarczkowych i dimerdéw [17].

Dotychczas najlepiej poznanym biatkiem, uznawanym za prototyp rodziny VEGF,
jest VEGF-A [32]. Czynnik ten wystgpuje w postaci Kilku izoform, rdézniacych sig
iloscia aminokwasow, wynoszaca odpowiednio: 121, 138, 145, 148, 162, 162,165, 183,
189 i 206 [14, 17, 20, 26, 29]. Gen dla VEGF-A jest zlokalizowany na chromosomie
6p21.3 [26]. Roznice w budowie poszczegolnych postaci VEGF-A wynikaja
z odmiennej obrobki posttranslacyjnej tych biatek i przyczyniaja si¢ do pewnych réznic
w zakresie rozpuszczalno$ci, zdolno$ci taczenia z heparyna, biodostgpnosci,

powinowactwa do receptora, aktywnosci mitogennej [16, 33]. Dla przyktadu, VEGF;2
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jest biatkiem o charakterze kwasnym, charakteryzuje si¢ dobra rozpuszczalno$cia
i ze wzgledu na brak zdolno$ci wiazania z heparyna wystgpuje w postaci wolnej
w plynie pozakomorkowym. Diugie izoformy VEGF1g9 I VEGF,0 maja charakter silnie
zasadowy 1 wykazuja duze powinowactwo do zewnatrzkomorkowych proteoglikanow
zawierajacych heparyne, dlatego wystgpuja gtownie w nieaktywnej postaci zwiazanej
z powierzchnia komorki i macierza pozakomoérkowa. Natomiast VEGFi45 | VEGFigs
wykazuja wiasciwosci posrednie [26, 33-35]. Wszystkie izoformy VEGF-A posiadaja
sekwencje lipidowa umozliwiajaca ich sekrecje do przestrzeni pozakomorkowej [29].
W wyniku proteolitycznego odszczepiania, zachodzacego przy udziale plazminy
lub urokinazy, uwalniany jest aktywny, rozpuszczalny fragment VGEFi10, wspdlny
dla wszystkich izoform VEGF [35]. VEGF-A121, VEGF-Asss, VEGF-Asgs | VEGF-Asgg
wystepuja w wigkszosci tkanek. VEGF-A145 wyizolowano z niektorych linii komorek
nowotworowych oraz z narzadoéw rozrodczych kobiety, VEGF-As z kigbuszkow
nerkowych, VEGF-As, z ludzkich komoérek raka jajnika, natomiast VEGF-Agps
z ludzkiej watroby ptodowej [26].

VEGF-A jest produkowany przez liczne komorki, miedzy innymi komorki
srodbtonka i komorki migsni gladkich naczyn, makrofagi, fibroblasty [17, 26], a takze
przez limfocyty T i inne komorki uktadu odpornosciowego [26, 29] oraz przez komorki
nerek, keratocyty, astrocyty i osteoblasty [16, 29]. Komoérki nowotworowe posiadaja
takze zdolno$¢ syntezy VEGF [16, 26, 29]. Miejscem magazynowania
i transportowania VEGF we krwi sa leukocyty i ptytki krwi [26, 29, 36].

Synteza VEGF nasila si¢ znacznie pod wplywem niedotlenienia [17, 18, 34].
Najwazniejszym czynnikiem, zwigkszajacym transkrypcyje genu dla VEGF
w warunkach niedotlenienia, jest HIF-lo [26, 37, 38], ktory oddziatuje na HRE
(Hypoxia Response Element), znajdujacy si¢ w obrgbie promotora VEGF [17, 38].
Dodatkowym czynnikiem stymulujacym wytwarzanie VEGF posrednio, poprzez
nasilanie syntezy HIF-1a, jest enzym hemoksygenaza-1 (HO-1), syntetyzowany
w wigkszych ilosciach w warunkach niedotlenienia, zwtaszcza w osrodkowym uktadzie
nerwowym [17, 37, 38]. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty, ze VEGF
moze by¢ uznany za czuty wskaznik niedotlenienia tkankowego zar6wno u pacjentow

z niedokrwieniem konczyn dolnych, jak i u 0sob z niedokrwieniem migsnia sercowego [16].
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Wykazano réwniez, ze do zwigkszenie stgzenia VEGF moga si¢ przyczyni¢ czynniki
zwiazane z patogeneza cukrzycy, takie jak: hiperglikemia, insulina, insulinopodobny
czynnik wzrostu-1 oraz koncowe produkty glikacji [39]. Wsrdd innych czynnikow
istotnie stymulujacych synteze¢ VEGF mozemy wymieni¢: cytokiny (np. Il-1B, TNF-a),
czynniki wzrostu (np. bFGF, PDGF, TGF-B), hormony, reaktywne formy tlenu,
chelatory zelaza [17] onkogeny [33] oraz tlenek azotu [37]. Z kolei inne cytokiny,
np. 11-10 i 1I-13 moga hamowa¢ sekrecj¢ VEGF [34].

Dzialanie VEGF na komorki zachodzi poprzez swoiste receptory VEGFR
(Vascular Endotelial Growth Factor Receptor): VEGFR-1 (Flt-1 — Fms-like tyrosine
kinase 1) i VEGFR-2 (KDR — Kinase Domain Region), znajdujace si¢ migdzy innymi
na komorkach $rodbtonka naczyn krwionosnych [34, 40] oraz VEGFR-3 (Flt-4 — Fms-
like tyrosine kinase 4) obecne na komoérkach $rodbtonka limfatycznego [16, 17, 29].
VEGFR stanowia biatka przezblonowe zawierajace domeny kinazy tyrozynowe;.
Receptory te wykazuja zdolnos¢ autofosforylacji po aktywacji i przytaczeniu liganda
[14, 17, 34]. Efektem jest aktywacja wielu ztozonych wewnatrzkomoérkowych szlakow
sygnatowych [17]. Wykazano, ze poszczegdlne izoformy VEGF r6znia sig
powinowactwem do roznych typéw VEGFR. Rol¢ koreceptora VEGFR
modyfikujacego funkcje VEGF odgrywaja biatka zwane neurolipinami: NRP-1 i NRP-2
taczace si¢ z ligandem dla tego receptora [16, 17]. Gtéwne znaczenie dla stymulacji
angiogenezy ma NRP-1 zwigkszajaca wiazanie VEGF16s do VEGFR-2 [34]. Z kolei
NRP-2 odgrywa role w procesie limfogenezy, zwigkszajac wiazanie VEGF-C
do VEGFR-3 [17, 41].

VEGF odgrywa istotna rolg juz w okresie zycia ptodowego stymulujac i regulujac
rozw0j uktadu naczyniowego (aorty, innych tetnic, naczyn zylnych i limfatycznych) [16],
uktadu kostnego [42] oraz modyfikujac rozwoj licznych narzadow (watroby, trzustki,
nerek) w trakcie embriogenezy [34]. Przede wszystkim jednak VEGF stanowi gléwna
cytoking zaréwno zapoczatkowujaca kaskade angiogenezy, jak 1 uczestniczaca
w dalszych etapach tego procesu w zyciu pozaptodowym w warunkach fizjologicznych
i w przebiegu réznych schorzen [20, 34].

Aktywnos$¢ proangiogenna VEGF zwiazana jest glownie z dzialaniem

za posrednictwem VEGFR-2. Aktywacja tego receptora prowadzi do rdéznicowania
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komorek progenitorowych endotelium (EPC — Endothelial Progenitur Cells)
W kierunku komoérek $rodbtonka. Aktywacja komoérek mezodermalnych stymuluje
ich roznicowanie w kierunku linii §rédblonkowej 1 komoérek migsni gladkich. Dziatanie
na receptor VEGFR-2 zlokalizowany na powierzchni komorek s$rédbtonka wyzwala
ich proliferacj¢ [17]. VEGF jest istotnym chemoatraktantem, zaréwno dla komorek
progenitorowych srodbtonka, jak i dla dojrzatych komorek endotelium [16]. Istotnym
efektem dziatania VEGF jest stymulacja produkcji tlenku azotu przez pobudzony
srodbtonek naczyniowy, co prowadzi do wzrostu przepuszczalno$ci 1 poszerzenia
naczyn krwiono$nych [14, 18, 28, 29]. Wzrost przepuszczalnoéci naczyn jest takze
zwiazany z nasileniem naptywu jondéw Ca®* do komoérek érédblonka pod wptywem
VEGEF [20, 43].

Zwigkszona przepuszczalno$¢ jest skutkiem bezposredniego dziatania VEGF
na komorki $rodblonka [44], co prowadzi do fosforylacji przezblonowych bialek
zwanych kadherynami, tworzacych potaczenia migdzykomorkowe, okreslane jako
strefy przylegania (adherent junctions). Efektem jest rozluznienie tych potaczen,
umozliwiajace migracje komoérek do otaczajacych tkanek, w poczatkowych stadiach
angiogenezy [39, 45]. Ponadto VEGF pobudza enzymy proteolityczne MMPs
rozktadajace btong podstawna i macierz pozakomorkowa w celu umozliwienia migracji
komorek $rodbtonka [18, 29]. VEGF stanowi réwniez silny mitogen dla komoérek
srodbtonka, a takze nasila ekspresj¢ receptoréw istotnych dla powstawania naciekow
komorkowych i przebudowy naczyn krwiono$nych [18]. Tak wigc VEGF reguluje
zarowno podzialy komorek s$rodbtonka, jak 1 ich rdznicowanie 1 dojrzewanie,
wplywajac tym samym na formowanie struktur nowych naczyn [16]. Dodatkowo VEGF
stymuluje syntezg kolagenu typu I i III zapewniajac utrzymanie prawidtowej struktury
nowych naczyn [29].

Czynnik ten wykazuje roéwniez zdolnos¢ ochrony komoérek $rodblonka
przed apoptoza [16]. Stanowi bowiem aktywator szlakéw antyapoptotycznych
w komorkach $rodbtonka, oddziatujac na biatka z rodziny bcl-2 i A1 w komoérkach
srodbtonkowych [20].

Wykazano ponadto, ze VEGF odgrywa bezposrednia role w procesie

nowotworzenia pobudzajac proliferacje komorek nowotworowych na drodze
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autokrynnej i parakrynnej, stymulujac tym samym post¢p choroby nowotworowej
I powstawanie przerzutow [33].

Jak juz wspomniano, VEGF wplywa rowniez na proces limfogenezy, modulujac
w ten sposOb procesy odporno$ciowe organizmu [41]. Dzialanie to wynika
z hamowania przez VEGF limfopoezy linii B-komoérkowej, a w konsekwencji syntezy
przeciwcial. Ponadto VEGF hamuje dojrzewanie komoérek dendrytycznych,
czyli komoérek prezentujacych antygen, niezbednych do prawidlowego przebiegu
procesow odpornosciowych [29, 41, 46].

Dotychczasowe badania wykazaty rowniez, ze VEGF moze odgrywac role
neurotroficzng i neuroprotekcyjng, zarowno w osrodkowym, jak i w obwodowym
uktadzie nerwowym [47]. VEGF reguluje wzrost naczyn w uktadzie nerwowym, a takze
wpltywa bezposrednio na rozne typy komorek nerwowych, stymulujac ich wzrost,
proliferacj¢ 1 migracjg, oraz zwigkszajac przezywalnos¢ komorek nerwowych

w niesprzyjajacych dla nich warunkach [47-50].

1.2.4.2. Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw
(bFGF - basic Fibroblast Growth Factor; FGF-2 — Fibroblast Growth Factor-2)

W latach 80-tych po raz pierwszy zidentyfikowano, o0czyszczono
I zsekwencjonowano dwa glowne biatka nalezace do rodziny czynnikoéw wzrostu
fibroblastow: kwasny czynnik wzrostu fibroblastow (aFGF- acid Fibroblast Growth
Factor; FGF-1 — Fibroblast Growth Factor-1) oraz zasadowy czynnik wzrostu fibrobla-
stow (bFGF) [51-53]. Dotychczas zidentyfikowano az 25 réznych izoform FGF [54],
jednak poza bFGF i w mniejszym stopniu aFGF, nie maja one istotnego znaczenia
W procesie angiogenezy [14].

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow stanowi, obok VEGF, jeden z najlepiej
poznanych i najsilniejszych stymulatoroéw neowaskularyzacji [25]. Oba czynniki moga
dziata¢ synergistycznie, niezaleznie od siebie, stymulujac angiogenezg W sposob
bezposredni [25, 39]. Dodatkowo bFGF moze stymulowaé angiogeneze posrednio,
nasilajac ekspresj¢ VEGF i aktywujac jego dziatanie na receptor dla VEGF [14, 52].
Wykazano, ze bFGF zwigksza produkcj¢ VEGF poprzez wzrost syntezy PGE2
w komorkach $rodbtonka pod wptywem cyklooksygenazy-2, co w konsekwencji
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prowadzi do nasilenia proliferacji tych komoérek i progresji angiogenezy [14]. Istotna
réznica pomigdzy VEGF a bFGF polega na tym, ze czynnik ten, w przeciwienstwie
do VEGF, nie odgrywa znaczacej roli w przebiegu angiogenezy ptodowej [25]. Gtéwna
rola bFGF, w przeciwienstwie do aFGF, jest zwiazana z przebudowa naczyn
w przebiegu proceséw naprawy tkanek [14, 39].

Pod wzgledem budowy bFGF jest monomerycznym biatkiem sktadajacym sig¢
z 155267 aminokwasow [29]. Istnieje kilka izoform bFGF o masie czasteczkowej
18+24 kDa, spehiajacych rézne funkcje [29]. Czasteczka 18 kDa wiaze si¢
z komoérkami §rodbtonka pobudzajac receptor dla bFGF, co prowadzi do zwigkszenia
ich mobilnosci i nasilenia proliferacji. Z kolei czasteczki 0 masie 22+24 kDa ulegaja
translokacji do jader komorek $rédblonka i powoduja pobudzenie transkrypcji tDNA
wplywajac dzigki temu na proliferacj¢ tych komorek [52,53]. Gen dla bFGF
jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 4 [29]. Zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéw wystepuje gldownie w formie zwiazanej z macierza
pozakomorkowa lub powierzchnia komorek oraz w postaci krazacych kompleksow
z r6znymi czynnikami wykazujacymi zdolno$¢ wiazania bFGF. Zmiana st¢zen
poszczeg6lnych elementéw wiazacych bFGF w zaleznosci od warunkéw fizjologiczno-
patologicznych przyczynia si¢ do zmiany dostgpnosci i aktywnosci bFGF [52].

Cytokina bFGF jest produkowana przez rézne komorki, w tym komorki
srodbtonka naczyn, komorki migsni gtadkich, fibroblasty, makrofagi [29], a takze przez
astrocyty i1 komorki nabtonka barwnikowego siatkowki [39]. Rowniez komorki
nowotworowe wykazuja zdolnos$¢ syntezy bFGF [29, 39]. Miejscem magazynowania
bFGF jest jadro komérkowe [29]. Poniewaz bFGF nie posiada sekwencji sekrecyjnej,
nie moze by¢ wydzielany do $rodowiska, dlatego pozostaje zwiazany z powierzchnia
komoérek 1 macierza pozakomoérkowa [52,53]. Mechanizm uwalniania bFGF
do przestrzeni pozakomorkowej nie zostat jak dotad w pelni wyjasniony [29, 53].
Do uwolnienia bFGF z substancji pozakomoérkowej dochodzi prawdopodobnie pod
wplywem enzymow degradujacych, czyli proteaz i metaloproteinaz. Zatem pewne ilosci
bFGF wystepuja w postaci wolnej i odgrywaja istotng role¢ w modulacji procesu
naczyniotworzenia [39].
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Dzialanie proangiogenne bFGF polega na stymulowaniu proliferacji i migracji
komorek §rodbtonka [29], produkcji proteaz, chemotaksji (w stosunku do fibroblastow,
komorek $rodbtonka i migéni gtadkich) i stymulowaniu tworzenia struktur tubularnych
przez komorki srodbtonka [14, 25, 39].

Zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow realizuje swoja aktywno$¢ biologiczna
za posrednictwem roznych typoéw receptorow zlokalizowanych na powierzchni
komorek $rodbtonka naczyn [52]. Wérdd nich nalezy wymieni¢ przede wszystkim
przezbtonowe receptory kinazy tyrozynowej (FGFR-1 do FGFR-4) [52,53].
Najistotniejsze dla procesu angiogenezy sa dwie odmiany receptora: FGFR-1
I FGFR-2 [25], obecne na komorkach $rodblonka [52], a takze na komodrkach
nowotworowych [29]. W konsekwencji fosforylacji receptorow dochodzi do aktywacji
roznych szlakéw sygnatowych, w tym szlaku kinazy biatkowej aktywowanej przez
mitogeny (MAPK — Mitogen Activated Protein Kinase) oraz kinazy biatkowej C
(PKC — Protein Kinase-C) [52, 53]. Efektem aktywacji FGFR jest migdzy innymi
nasilenie proliferacji i migracji komorek srodbtonka [52].

Dziatanie proangiogenne bFGF jest zalezne takze od wiazania si¢ tego czynnika
Z heparyna, stanowiaca wazny czynnik hemostazy [25] oraz od jego wiazania
z czasteczkami heparynopodobnymi takimi jak proteoglikan — siarczan heparanu
(HSPGs — Heparan-Sulfate Proteoglycans) [52, 53]. Czasteczki HSPGs obecne sa
na powierzchni komorek §rodbtonka (i wielu innych typoéw komorek), jako receptory
btonowe, a takze jako skladniki macierzy pozakomorkowej wystgpuja w postaci
wolnych czasteczek. Przylaczenie bFGF do odpowiedniej formy HSPG reguluje
dostgpnos¢ 1 aktywnos$¢ tego czynnika [52]. Wykazano rowniez, ze aktywno$¢
biologiczna bFGF moze by¢ zwiazana z tworzeniem trojsktadnikowych kompleksow
HSPGs/bFGF/FGFR [52, 53]. Ponadto bFGF nie tylko wiaze si¢ z HSPGs, ale takze
reguluje ich syntezg [52].

Wiadomo rowniez, ze bFGF reguluje ekspresje réznych bialek adhezyjnych,
wtym integryn (gltéwnie ayfs3) [14,52] oraz kadheryn [52], odpowiedzialnych
za oddzialywanie migdzy komorkami w trakcie dojrzewania nowopowstatego naczynia.
Ponadto bFGF, wplywajac na syntezg fibronektyny i kolagenu, odgrywa istotng rolg

w utrzymaniu prawidlowej budowy nowopowstatego naczynia [14, 29].
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Wykazano takze, ze czynnik ten posiada zdolno$¢ nasilania produkcji proteaz,
w tym aktywatora plazminogenu (UPA — urokinase-type Plazminogen Activator)
i metaloproteinaz. Czynnik bFGF moduluje takze ekspresje receptora plazminogenu na
powierzchni komorek §rodbtonka utatwiajac aktywno$¢ proteolityczna. Ponadto bFGF
indukuje ekspresj¢ inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1 — Plasminogen
Activator Inhibitor-1) utrzymujac rownowagg proteolityczna [52].

Dodatkowo bFGF posiada zdolno$¢ przytaczania si¢ do fibrynogenu i fibryny.
Fibryna odgrywa podwojna role w procesie angiogenezy. Z jednej strony, w sposob
bierny zapobiega utracie krwi i zapewnia odpowiednie srodowisko dla gojenia si¢ ran
I remodelingu. Z drugiej zas strony, dziata czynnie w wyniku interakcji z komérkami
krwi i Sciany naczyn. Potaczenie si¢ bFGF z fibrynogenem i fibryna nasila proliferacjg
i zwigksza aktywno$¢ proangiogenna komorek srédbtonka naczyn [52, 55].

Ponadto wykazano, ze bFGF posiada zdolno$¢ tworzenia polaczen
z trombospondyna, co jest dowodem na wzajemna interakcje czynnikoéw
proangiogennych i antyangiogennych prowadzaca do zmiany ich biodostepnosci
i aktywnosci [39, 52, 56]. Wiele innych czynnikow wykazuje zdolno$¢ wiazania bFGF
I tym samym zdolno$¢ hamowania jego proangiogennej aktywnosci. Wymienic¢
tu nalezy fibstatyne lub biatko wiazace bFGF (FGF-BP — FGF-Binding Protein) [52].
Czynnikami wigzacymi bFGF sa takze gangliozydy, ktore w fizjologicznych warunkach
sa zwigzane migdzy innymi z btong komoérkowa komorek srodbtonka. Potaczenie bFGF
z gangliozydami zapobiega wiazaniu si¢ tego czynnika z FGFR i HSPGs hamujac w ten
sposob dziatanie bFGF [52]. Ponadto aktywnos$¢ bFGF jest modulowana przez liczne
cytokiny np. ptytkowy czynnik wzrostu-BB (PDGF-BB — Platlet-Derived Growth
Factor-BB) i chemokiny np. czynnik ptytkowy-4 (PF-4 — Platlet Factor-4) [52].

Stwierdzono réwniez, ze bFGF, podobnie jak VEGF, a takze PDGF, wykazuje

wlasciwosci neurotroficzne i moze pobudza¢ wzrost komorek uktadu nerwowego [47].
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1.2.4.3. Bialko chemotaktyczne dla monocytow
(MCP-1 — Monocyte Chemotactic Protein-1)

Biatko chemotaktyczne monocytow jest glikoproteing o masie 14 kD, zbudowana
z 76 aminokwasoéw [57]. MCP-1 nalezy do rodziny chemokin, do podrodziny CC [58]
1 oznaczane jest rowniez symbolem CCL2 [59]. Biatko to jest kodowane przez
pojedynczy gen [58]. Omawiana chemokina jest produkowana przez komorki
srodbtonka, komoérki migéni gladkich naczyn i1 makrofagi [60]. Do zwigkszenia
ekspresji MCP-1 przyczyniaja si¢ takie czynniki jak stres oksydacyjny, obecno$é
utlenowanych czasteczek lipidow i czynniki transkrypcyjne (np. NF-xB — Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; AP-1 — Activator Protein-1) [60].
MCP-1 jest wydzielane w duzych ilosciach w poczatkowym stadium procesu gojenia
si¢ ran, a takze W przebiegu wielu chordb o podlozu zapalnym, takich jak reumatoidalne
zapalenie stawow oraz miazdzyca naczyn krwionos$nych [58]. Zwigkszona ekspresje
genu kodujacego MCP-1 stwierdzono we wczesnych stadiach czerniaka, w przebiegu
raka piersi, jajnika oraz w ogniskach przerzutowych [58].

MCP-1 posiada aktywnos¢ chemotaktyczna, prozapalna i proangiogenna,
przy czym wszystkie te efekty biologiczne sa ze soba $cisle powiazane [61].

Biatko to wykazuje aktywno$¢é chemotaktyczng w stosunku do monocytow,
limfocytow T, granulocytow zasadochtonnych i komorek NK (Natural Killers) [58].
Uwaza sig, ze MCP-1 indukuje rowniez chemotaksj¢ komorek srodbtonka naczyn [58].

MCP-1 odgrywa kluczowa role w inicjacji i progresji procesu zapalnego [60, 62].
Efektem jego chemotaktycznej aktywnosci jest migracja monocytow ze $wiatta naczyn
do $rodblonka, ich przeksztalcanie si¢ w makrofagi, a nastgpnie tworzenie komorek
piankowatych na skutek pochfaniania utlenionych czasteczek LDL oraz dalszy ich
udziat w formowaniu pasm thuszczowych i powstawaniu blaszki miazdzycowej [61].
Tak wigc, MCP-1 przyczynia si¢ do inicjacji i progresji miazdzycy, a takze do
destabilizacji blaszki miazdzycowej oraz nasilenia zmian zakrzepowych, zwigkszajac
tym samym ryzyko incydentow sercowo-naczyniowych [60].

Wykazano, ze chemokina ta prezentuje réwniez wyrazna aktywnos$é
proangiogenna [58, 62]. Posredni wplyw MCP-1 na proces angiogenezy jest zwiazany

z odpowiedzia zapalna i wynika z chemotaktycznej aktywnosci tego biatka w stosunku
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do monocytow, prowadzacej do ich akumulacji i uwalniania przez nie licznych cytokin
I czynnikéw wzrostu [16, 58]. Bezposredni wplyw na proces neowaskularyzacji jest
wynikiem oddzialywania MCP-1 na komorki srédbtonka oraz migsni gladkich naczyn,
za posrednictwem swoistego receptora CCR2 [58, 62]. Ekspresja receptora CCR2
na powierzchni komoérek $rodbtonka zostalta wprawdzie potwierdzona [58],
ale molekularne mechanizmy dziatania proangiogennego pozostaja jeszcze
niewyjasnione [59]. Przeprowadzone w ostatnich latach badania wykazaty,
ze przytaczenie si¢ MCP-1 do CCR2 prowadzi do syntezy biatkka MCPIP
(MCP-1-Inducted Protein — biatko indukowane MCP-1) odpowiedzialnego za dalsze
efekty aktywnosci biologicznej MCP-1 [61, 63].

Ponadto wykazano, ze MCP-1 wptywa na udzial komorek endotelium
w tworzeniu struktur nowych naczyn, a istotng rolg w tym procesie odgrywaja
metaloproteinazy [61], zwlaszcza typu MT1-MMP (Membrane Type 1-Matrix
Metalloproteinase) [59]. MCP-1 w istotny sposob zwigksza ekspresje¢, kumulacje,
aktywnos$¢ i funkcje wspomnianych metaloproteinaz w komoérkach $rodbtonka [59].
Whplywajac na aktywnos$¢ metaloproteinaz, MCP-1 indukuje polimeryzacje aktyny
I wpltywa na szlaki sygnalowe przyczyniajac si¢ do aktywacji Kinazy
fosfatydyloinozytolu (PI3K — Phosphatidylinositol 3-Kinase) i malych bialek
GTPazowych — RhoA [59, 62].

MCP-1 zwigksza ekspresj¢ genu kodujacego HIF-1la, ktory z kolei, poprzez
aktywacje MAPK, indukuje ekspresj¢ VEGF, a szczegdlnie VEGF-Ajgs — gldwnej
izoformy indukujacej angiogenezg [61,62]. W ten sposob MCP-1 przyczynia si¢
do nasilenia efektéw VEGF, migdzy innymi do zwigkszenia przepuszczalno$ci naczyn.

Wydaje si¢ takze, ze MCP-1 jest mediatorem angiogenezy indukowanej przez
TGF-B. Nasila rekrutacje i migracje komoérek migsni gladkich i komorek
mezenchymalnych w kierunku komorek endotelium wplywajac w ten sposob

na stabilizacj¢ i dojrzewanie nowopowstatego naczynia krwiono$nego [64].
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1.2.4.4. Angiogenina (ANG — Angiogenin)

Innym posrednio dzialajacym czynnikiem wzrostu naczyn, odgrywajacym
kluczowa role we wczesnym etapie angiogenezy, jest angiogenina (RNaza 5).
Jest to biatkko o masie okoto 14 kDa, zbudowane z pojedynczego tancucha
123 aminokwasow [25, 65, 66]. Angiogenina nalezy do rodziny rybonukleaz [67],
a jej sekwencja jest w 33% identyczna z i w 65% homologiczna do trzustkowej
rybonukleazy A (RNazy A) [65]. Gen kodujacy angiogening zlokalizowany jest
na chromosomie 14q11 [68].

Angiogenina po raz pierwszy zostata wyizolowana z gruczolaka jelita grubego
[67, 68]. Glownym miejscem syntezy tego biatka w warunkach fizjologicznych jest
watroba [69]. Ponadto angiogenina produkowana jest przez fibroblasty, monocyty
i nabtonek jelita grubego [25]. Fakt, ze obecno$¢ mRNA angiogeniny stwierdza si¢
w komorkach zdrowych [67] i w komorkach nowotworowych [68] moze $wiadczy¢
o istotnej roli tego czynnika, zar6wno w angiogenezie fizjologicznej, jak i zachodzacej
w warunkach patologicznych. Poziom angiogeniny w surowicy osob podlega Scistej
regulacji [67]. Podwyzszone stezenia angiogeniny stwierdzono w roznych typach
nowotworow [70], a takze w przebiegu endometriozy, chorobach zapalnych jelit,
reumatoidalnym zapaleniu stawow oraz miazdzycy naczyn obwodowych [68],
przewlektej niewydolnosci serca [71] i ostrych zespotach wiencowych [65]. Doniesienia
dotyczace poziomu angiogeniny u chorych na cukrzyce sa rozbiezne. Stwierdzono
migdzy innymi, ze poziom angiogeniny W SUrOWICY jest obnizony u 0sob z cukrzyca
typu 2 [72], przy czym jest nizszy w przypadku dtuzej trwajacej i/lub zle kontrolowanej
choroby, w poréwnaniu do osob z dobrze kontrolowana cukrzyca [73].
Z kolei u mtodych oséb chorujacych na cukrzyce typu 1 stwierdzono podwyzszony
poziom angiogeniny w surowicy wykazujacy zwiazek z nasileniem powiklan
mikroangiopatycznych. Jednocze$nie zauwazono, ze dlugoterminowa kontrola glikemii
przyczynia si¢ do redukcji poziomu angiogeniny u badanych pacjentow [74].

Wykazano, ze obecnos¢ angiogeniny jest niezbgdna do pobudzania angiogenezy
indukowanej przez inne czynniki proangiogenne, takie jak bFGF i VEGF [65, 75].
Angiogenina wykazuje staba (blisko 10°+10° stabsza w poréwnaniu do RNazy A),
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aczkolwiek kluczowa dla dziatania proangiogennego, aktywnos$¢ enzymatyczna, typowa
dla rodziny rybonukleaz [65, 68].

Angiogenina laczy si¢ z komodrkami $rodbtonka i migéni gladkich naczyn
za posrednictwem 42-kDa biatka [76] zwanego aktyna [65, 68, 77]. Powstaly kompleks
angiogenina-aktyna prowadzi do aktywacji kilku kaskad proteaz, migdzy innymi
proteazy serynowej plazminy i szczegdlnie istotnych dla przebiegu angiogenezy
metaloproteinaz [25, 67]. Aktywacja tych enzymow proteolitycznych umozliwia
degradacje¢ btony podstawnej naczynia [67]. Dodatkowo czg¢$¢ powstatych kompleksow
angiogenina-aktyna dysocjuje z powierzchni komorki, nasilajac konwersje plazminy
do plazminogenu, katalizowana przez tkankowy aktywator plazminogenu
(tPA — tissue-type Plazminogen Activator) [68]. Angiogenina przyczynia si¢ do
degradacji blony podstawnej, a takze macierzy pozakomorkowej, umozliwiajac
migracj¢ komorek srodblonka do tkanek okotonaczyniowych [68]. Ponadto aktywuje
komorki $rodbtonka [69] oraz migéni gladkich naczyn [68], nasilajac ich proliferacje
oraz stymulujac tworzenie struktury nowego naczynia [68]. Ponadto wykazano,
ze angiogenina stanowi molekute adhezyjna dla komorek $rodbtonka i fibroblastow [78].
Ze wzgledu na takie dzialanie, angiogenina jest obecnie uznawana za nowy czynnik
ryzyka miazdzycy [69].

Wykazano, ze angiogenina wiaze si¢ dodatkowo ze zlokalizowanym
na powierzchni komorek $rodblonka biatkiem o masie 170-kDa. Potaczenie
angiogeniny z tym receptorem skutkuje natychmiastowa endocytoza i aktywacja
roéznych szlakow przekazywania sygnatow [65, 68].

Sugeruje sig, ze oba typy receptoréw zlokalizowanych na powierzchni srodbtonka
(aktyna i biatko 170-kDa), ulegaja ekspresji w innych warunkach i wptywaja na rolg
angiogeniny na réznych etapach angiogenezy [68].

Kolejny mechanizm dziatania proangiogennego angiogeniny, jest zwiazany z jej
translokacja do jader komodrkowych komorek s§rodbtonka i migéni gladkich naczyn
[65, 79], czego skutkiem jest nasilenie transkrypcji rybosomalnego RNA [68, 80].

Najnowsze badania wykazaty takze, ze angiogenina nasila syntez¢ tlenku azotu,
odgrywajacego kluczowa role w zapoczatkowaniu kaskady angiogenezy, stymulujac
aktywnos¢ srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS — endothelial Nitric Oxide Synthase),
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a mechanizm tego dziatania jest zwiazany z obecno$cia angiogeniny w jadrze komorko-
wym i jest niezalezny od aktywnoS$ci enzymatycznej typowej dla rybonukleaz [81].

Ponadto angiogenina hamuje degranulacje neutrofili i wykazuje dzialanie
immunosupresyjne [69]. Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan sugeruja,
ze angiogenina wykazuje réwniez aktywno$¢ neuroprotekcyjna w osrodkowym
uktadzie nerwowym, a zaburzenie tej funkcji moze mie¢ zwiazek z progresja
stwardnienia zanikowego bocznego (ALS — amyotrofic lateral sclerosis) [68].
Sugeruje si¢ takze potencjalnie neuroprotekcyjne dziatanie angiogeniny w terapii
choroby Parkinsona [82]. Ostatnio odkryto réwniez, ze angiogenina wykazuje pewna
aktywno$¢ przeciw bakteryjnym i grzybiczym patogenom [65].

1.2.5. Charakterystyka wybranych czynnikow antyangiogennych

1.2.5.1. Interleukina 10

Interleukina 10 jest cytoking o bardzo szerokim spektrum dziatania. Stanowi
jeden z gtdéwnych czynnikow o dziataniu przeciwzapalnym [25, 83] i antyaterogennym
[84-86], a wedlug dotychczasowych badan wykazuje rowniez istotna aktywnos$é
antyangiogenna [25, 83]. Wszystkie te dzialania sa ze soba $cisle powiazane.

Interleukina-10 wystgpuje w postaci homodimeru ztozonego z dwoch tancuchow
polipeptydowych i pod wzgledem budowy przypomina IFN-y [87].

Cytokina ta jest produkowana gtéwnie przez aktywowane makrofagi i limfocyty
pomocnicze Th2. Jej zrodtem sa rowniez limfocyty regulatorowe Treg, monocyty
oraz limfocyty B [25, 83].

Zasadnicza rola 1l-10 polega na ostabieniu odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego oraz hamowaniu odpowiedzi zapalnej. 1I-10 realizuje swoja aktywnosc¢
biologiczna dzigki interakcji ze swoistym receptorem II-10R, znajdujacym sig
na powierzchni limfocytow T, limfocytow B, monocytéw, makrofagéw oraz komorek
NK. W budowie receptora 1l1-10R wyro6znia si¢ dwie podjednostki: a (II-10Ra, 11-10R1)
i B (I110-RB, 11-10R2). Dominujaca rol¢ w transdukcji sygnatu petni I1-10Ra [87].

Wielokierunkowe dzialanie przeciwzapalne 1I-10 polega przede wszystkim

na hamowaniu wydzielania cytokin prozapalnych 1lI-1, 1I-2, 1I-3, 11-6, 1I-8, I1I-12, TNFa,
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limfotoksyny, INF-y oraz czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytow-
makrofagéw przez limfocyty Thl [88]. Ponadto 1l-10 zmniejsza zdolnos¢
prezentowania antygenu przez komorki prezentujace antygen (APC — Antygen
Presenting Cell), czyli komorki dendrytyczne i makrofagi, przyczyniajac si¢ do
przesunigcia roznicowania si¢ linii limfocytarnej w kierunku odpowiedzi typu Th2 [89].
Zmniejsza takze sekrecjg¢ IFN-y i TNF-a przez komorki NK [88]. 1I-10 nasila syntezg
mediatorOw przeciwzapalnych, takich jak rozpuszczalne receptory dla TNF-a
i antagonisci receptora dla I1-1 [87]. Dodatkowo II-10 posiada zdolno$¢ dezaktywacji
makrofagoéw [83].

11-10 wykazuje dzialanie antyaterogenne wpltywajac na regulacje ekspresji wielu
czasteczek odgrywajacych istotna rol¢ w progresji miazdzycy w naczyniach
krwiono$nych. Efekt protekcyjny II-10 jest zwiazany ze zmniejszeniem aktywnosci
czynnika NF-kB i hamowaniem szlaku sygnatowego zaleznego od tego czynnika.
Jest to skutkiem hamujacego dziatania Il-10 na aktywnos$¢ kinazy IkB odpowiedzialnej
za fosforylacj¢ biatek inhibitorowych IkB, niezbednych do translokacji czynnika NF-«xB
z cytoplazmy do jadra komorkowego i jego aktywacji [88]. Dzigki temu I1-10 bierze
udziat w regulacji ekspresji czastek prozapalnych oraz molekut adhezyjnych
i chemotaktycznych. Ponadto II-10 wplywa bezposrednio na $ciang naczyn, hamujac
proliferacj¢ komorek migsni gladkich w poczatkowym etapie powstawania zmian
miazdzycowych [85]. Dodatkowo cytokina ta hamuje syntezg rodnikow tlenowych,
zmniejszajac produkcje tlenku azotu [88, 90], a takze zmniejsza ekspresje MHC 11 [88].
[I-10 hamuje syntez¢ metaloproteinaz odpowiedzialnych za destabilizacj¢ blaszki
miazdzycowej [86, 88].

Przeprowadzone dotychczas badania poswiecone II-10 wykazaly jej istotna role
w regulacji procesu angiogenezy [25]. 1I-10 moze bezposrednio modulowac niektore
szlaki komorkowe odgrywajace istotna rolg¢ W regulacji angiogenezy [83]. Dziatanie
antyangiogenne 11-10 zwiazane jest przede wszystkim z hamowaniem syntezy VEGF,
glownego i bezposredniego stymulatora angiogenezy [83]. II-10 zmniejsza szczegdlnie
sekrecje¢ dwoch glownych izoform VEGF-A: VEGFs | VEGFg9 [88]. Jak
wspomniano, IlI-10 wykazuje zdolno$¢ dezaktywacji makrofagéw, co skutkuje
zmniejszeniem syntezy czynnikow proangiogennych, takich jak bFGF i TNFa [83, 88]
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oraz II-1B, 11-6 i 1I-8 [88]. Cytokina ta moze takze hamowac cyklooksygenazg-2
(COX-2 — Cyclooxygenase-2), ktora rowniez odgrywa rolg w przebiegu procesu
angiogenezy [83]. Ponadto antyangiogenna aktywnos$¢ I1-10 moze mie¢ takze zwiazek
z hamowaniem syntezy MMPs i/lub stymulacja tkankowych inhibitorow
metaloproteinaz. Prowadzi to do zahamowania poczatkowej fazy angiogenezy
zwiazane] z degradacja blony podstawnej oraz macierzy pozakomorkowe;,
co umozliwia migracje komorek srodblonka [25, 83, 86, 88]. Jak wspomniano,
[1-10 hamuje aktywacje komoérek migéni gladkich naczyn, ktéra ma kluczowe znaczenie
dla powstawania nowych naczyn. Dziatanie to jest efektem inaktywacji NF-kB [85].
Stwierdzono, ze przez swoje antyangiogenne dziatanie I1-10 moze si¢ przyczyniac¢

migdzy innymi do zahamowania wzrostu guza nowotworowego [25].

1.2.5.2. Interleukina 12

Interleukina-12 jest cytoking odgrywajaca kluczowa role w regulowaniu
odpowiedzi immunologicznej [91]. Wykazuje ona potwierdzone dziatanie prozapalne
i proaterogenne [92, 93]. Udowodniono takze, ze moze wptywa¢ modyfikujaco
na proces angiogenezy [25].

[I-12 nalezy do rodziny strukturalnie zblizonych, ale rozniacych si¢ aktywnoscia
biologiczna cytokin, do ktorej zaliczane sa rowniez 11-23 i 11-27 [92, 94, ;95], a takze
odkryta niedawno [1-35 [96]. Pod wzgledem budowy I1I-12 jest heterodimerem
ztozonym z dwoch kowalencyjnie potaczonych podjednostek: p35 i p40 [94, 96-98],
przy czym p40 moze wystgpowa¢ w formie homodimeru o wlasciwosciach
antagonistycznych w stosunku do 11-12 [99]. Jedynie podjednostka p35 jest unikalna
dla II-12, podczas gdy podjednostka p40 jest wspdlnym elementem struktury I1-12
i 11-23 [94, 100].

II-12 jest produkowana przede wszystkim przez APC, czyli komorki
dendrytyczne i makrofagi, juz na wczesnych etapach odpowiedzi immunologicznej
[94, 97, 98, 100]. Cytokina ta jest takze wytwarzana przez keratynocyty, granulocyty
i komorki tuczne [93]. Aktywacja produkcji 1l-12 przez APC moze przebiegaé

na drodze niezaleznej od komoérek T (w przebiegu ktorej stymulatorami sa komorki
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zainfekowane przez patogeny, np. grzyby, bakterie) lub na drodze =zaleznej
od komorek T (zwiazanej z interakcja czasteczki CD40 z ligandem na APC) [101, 102].

II-12 realizuje swoja aktywno$¢ biologiczna dzigki oddziatywaniu ze swoistym
receptorem IlI-12R, zbudowanym z dwoch podjednostek B; i B2 [94, 100]
I zlokalizowanym na powierzchni komorek NK i limfocytow T [97]. Obie podjednostki
sa niezbgdne dla prawidlowego funkcjonowania tej cytokiny, przy czym tylko
podjednostka 1l-12Rp; jest unikalna dla aktywnosci 11-12, podczas gdy podjednostka
II-12RB; wchodzi takze w sktad receptora dla 11-23 [100].

Interleukina-12 uczestniczy w regulowaniu odpowiedzi immunologicznej,
stymulujac réznicowanie komoérek ThO w kierunku Thl [92, 95, 97] z jednoczesnym
zahamowaniem odpowiedzi typu Th2 [102, 103]. W ten sposob, poprzez $rodowisko
odpowiednich cytokin, stwarza warunki do rozwoju procesu zapalnego i formowania
si¢ blaszki miazdzycowej [103]. Omawiana cytokina nasila proliferacjg, aktywacjg
I zwigksza cytotoksycznos¢ limfocytow T 1 komoérek NK [93, 94, 96]. Ponadto
stymuluje wydzielanie IFN-y [91, 96, 98] i TNF-a. przez te komorki, nasilajac reakcje
zapalna i ostabiajac mechanizmy naprawcze [93].

W 1995 roku po raz pierwszy zasugerowano potencjalnie antyangiogenne
dzialanie 11-12, na podstawie obserwacji zahamowania neowaskularyzacji indukowanej
przez bFGF pod wplywem tej cytokiny w modelu zwierzecym [104].

Silna antyangiogenna aktywno$¢ Il-12 polega migdzy innymi na nasilaniu
ekspresji i sekrecji IFN-y i IP-10 (Interferon-y-inducible Protein — biatko indukowane
interferonem-y), wykazujacych dzialanie antyangiogenne [91, 95,97, 104]. Ponadto
wykazano, ze II-12 jest mediatorem antyangiogennej aktywnosci angiostatyny,
stanowiacej jeden z gtownych czynnikéw hamujacych proces neowaskularyzacji [100].
Mechanizm antyangiogennego dzialania angiostatyny jest zwiazany nie tyle z
bezposrednim dziataniem na naczynia, co z jej aktywnos$cia immunomodulacyjng [100].
Angiostatyna stymuluje synteze 11-12 w makrofagach [100]. Ponadto w badaniach
przeprowadzonych na modelach zwierzecych wykazano, ze zablokowanie funkcji 11-12
(zarbwno poprzez zablokowanie jej sekrecji, jak 1 mozliwosci odpowiedzi na tg
interleuking), catkowicie uniemozliwia realizacj¢ antyangiogennej aktywnosci
angiostatyny [100]. Wiadomo rowniez, ze 1l-12 powoduje zmniejszenie ekspresji
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waznych czynnikdw proangiogennych, stanowiacych mitogeny dla komorek
srodbtonka, miedzy innymi VEGF [105] i bFGF [97]. Co wigcej, II-12 oddziatuje
bezposrednio na integryny o3, odpowiedzialne za przenoszenie sygnatow z przestrzeni
pozakomorkowej do wnetrza komorki. Dzigki temu hamuje przebieg kluczowych
etapoOw angiogenezy, takich jak rdéznicowanie, proliferacja i migracja komorek
srodbtonka, a takze zmniejsza przezycie tych komorek [91]. Opisano takze hamujacy
wplyw 1l-12 na ekspresj¢ MMPs, odpowiedzialnych w poczatkowej fazie angiogenezy
za degradacj¢ btony podstawnej oraz macierzy pozakomorkowej, stanowiacych bariere
dla migracji komorek srodbtonka [98].

Udowodniono takze, iz IlI-12 przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu guza
nowotworowego [25, 104]. Ponadto zaobserwowano zmniejszenie unaczynienia tkanek

po implantacji fibroblastow produkujacych 11-12 [97].

1.2.6. Znaczenie angiogenezy w patogenezie cukrzycy typu 2 i jej powiklan

Zaburzenia angiogenezy w przebiegu cukrzycy typu 2 moga mie¢ istotny wplyw
na pogorszenie stanu zdrowia pacjentow. Proces nowotworzenia naczyn krwiono$nych
odgrywa wazna rolg w powstawaniu poéznych powiktan tego schorzenia [4]. Istotnym
czynnikiem odpowiedzialnym za rozwoj tych powiklan jest zarowno degradacja
juz istniejacych, jak i zaburzenia tworzenia nowych naczyn krwiono$nych. Zmiany te
dotycza zar6wno najmniejszych naczyn krwionosnych, jak i tych duzych [23].

Przejawem tego dziatania jest migdzy innymi:

» uposledzenie gojenia sig ran,

» 10zw0j retinopatii, nefropatii i neuropatii cukrzycoweyj,

» rozwoj kardiomiopatii cukrzycowej,

a przede wszystkim

» rozw0j 1 pogorszenie przebiegu miazdzycy u tych pacjentow [106].

Mechanizm zaburzeh angiogenezy u o0sOb cierpiacych na cukrzyce typu 2
nie zostal jak dotad w pelni wyjasniony. Wykazano, Zze zardwno u pacjentow
chorujacych na cukrzyce typu 2, jak i u pacjentow z miazdzyca obserwuje si¢ zmiany
stezenia czynnikoOw proangiogennych we krwi, zwykle ich wzrost. Przy czym efekt

wywierany przez te czynniki proangiognne u osob chorujacych na cukrzyce typu 2
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moze by¢ rozny. Przyczyna odmiennego dziatania czynnikéw stymulujacych
angiogeneze¢ u cukrzykow jest z pewnoscia wspotwystepowanie dodatkowych bodzcow
zwiazanych z patogeneza cukrzycy [23].

Zaburzenia towarzyszace cukrzycy takie jak hiperglikemia, hipoksja, czy stres
oksydacyjny prowadza do zwigkszenia ekspresji genu dla VEGF, ktéory wpltywa
bezposrednio na  komorki  $rdédbtonka  naczyn, powoduje  zwigkszenie
ich przepuszczalnosci i indukuje proliferacje.

Wydaje sig, ze najistotniejszym czynnikiem modyfikujacym stezenia i aktywno$¢
czynnikéw proangiogennych u cukrzykow jest hiperglikemia [107]. Wykazano,
ze wysoki poziom glukozy przyczynia si¢ do uszkodzenia komorek $rodblonka,
odgrywajacych kluczowa rol¢ w procesie angiogenezy [23,108]. Stwierdzono,
ze w przebiegu cukrzycy typu?2 dochodzi do uposledzenia uwalniania komorek
progenitorowych srodblonka ze szpiku kostnego i zaburzenia funkcji tych komorek.
Zaobserwowano, ze zmniejszenie liczby krazacych komorek progenitorowych jest
proporcjonalne do poziomu hemoglobiny glikowanej [106].

W przypadku krotkotrwatej stymulacji bodzcem, czyli w sytuacji wystapienia
ostrej hiperglikemii, mozemy zaobserwowaé u pacjentow zahamowanie angiogenezy,
rozumianej jako arteriogeneza, czyli proces powstawania lub remodelingu duzych
naczyn krwionos$nych. Z kolei w przypadku dlugotrwalej stymulacji, czyli przewlektej
hiperglikemii, obserwujemy u pacjentow nasilenie angiogenezy, ale tym razem
rozumianej jako tworzenie kapilar w $cianach naczyn tetniczych [5].

W pierwszym omawianym przypadku, czyli na skutek zmniejszenia
arteriogenezy, dochodzi do zahamowania wytwarzania naczyn obocznych
w odpowiedzi na niedokrwienie, na przyktad w obrgbie krazenia wiencowego
lub w obrgbie konczyn dolnych.

Z kolei w drugim przypadku, nasilenie angiogenezy w $cianach tetnic na skutek
przewlektej hiperglikemii, moze prowadzi¢ we wczesnej fazie miazdzycy
do zmniejszenia lub zwigkszenia migracji komorek zapalnych do $ciany naczynia,
czego konsekwencja moze by¢ nasilenie badz remisja miazdzycy. Natomiast w pdznej
fazie procesu miazdzycowego nasilenie angiogenezy, skutkujace wrastaniem naczyn

w blaszkg miazdzycowa, moze prowadzi¢ do jej destabilizacji, a w konsekwencji
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do zwigkszenia ryzyka choroby niedokrwiennej serca, incydentdow sercowo-
naczyniowych, czy udaru. Wzmozona angiogeneza w obrgbie blaszki miazdzycowe;j
stanowi jedna z kluczowych przyczyn niezwykle niekorzystnego przebiegu procesu
miazdzycowego U chorych na cukrzycg. Moze ona powodowac nasilenie migracji
leukocytow, erytrocytow 1 plytek do §ciany naczynia, co zwiazane jest ze znaczna
progresja miazdzycy. Ponadto moze zwigksza¢ nasilenie miejscowego procesu
zapalnego toczacego si¢ w obrebie naczynia. Na skutek angiogenezy dochodzi
do przyspieszenia tworzenie si¢ nekrotycznego jadra lipidowego, a takze
do zmniejszenia funkcji ochronnej tzw. czapeczki wioknistej. Wzmozenie procesow
angiogenezy w S$cianie zmienionego miazdzycowo naczynia oznacza takze ryzyko
krwawienia do blaszki miazdzycowej. W  konsekwencji tych  zaburzen
naczyniotworzenie obejmujace blaszke miazdzycowa moze by¢ bezposrednia przyczyna
jej pekania i w nastgpstwie powodem zamknigcia naczynia [109].

Czynniki proangiogenne realizuja swe funkcje za posrednictwem odpowiednich
receptoréw, zlokalizowanych migdzy innymi na powierzchni komorek s$rodblonka.
Efekty stymulacji receptoréw przez czynniki proangiogenne w warunkach
fizjologicznych i w przebiegu cukrzycy moga by¢ odmienne.

W warunkach fizjologicznych czynnik proangiogenny taczac si¢ z odpowiednim
receptorem wywotuje odpowiedz w postaci aktywacji szlaku angiogenezy.

Natomiast u osob chorujacych na cukrzyce typu 2 pojawiaja si¢ dodatkowe
bodzce charakterystyczne dla przebiegu tej choroby. Nalezy tu wymieni¢ miedzy
innymi obecno$¢ zaawansowanych produktow konicowych glikacji biatek (AEG — Advanced
Glycation End Products), czy wolnych rodnikéw (ROS — Reactive Oxygen Species)
[4, 5, 23, 106]. Czynniki te modyfikuja w sposob ciagly szlak angiogenezy na poziomie
postreceptorowym. Efektem tej niespecyficznej stymulacji, mimo wzrostu st¢zenia
czynnikéw proangiogennych, jest wzrost oporno$ci na ich dziatanie. W konsekwencji u
chorych na cukrzycg typu 2 nawet zwigkszone stgzenie czynnikow proangiogennych
moze wywolywac efekty mniejsze niz w warunkach fizjologicznych. Skutkiem tych
zmian jest przede wszystkim zmniejszenie aktywacji Akt-1 (serynowo-treoninowa kinaza
biatkowa) 1 eNOS, ktore sa gléwnymi efektorami szlakow sygnatlowych VEGF
[5, 106, 110] (Ryc. 2).
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Warto podkresli¢, ze w omawianym procesie u chorych na cukrzycg typu 2
wystepuje pozorna sprzecznos¢ dotyczaca modulacji angiogenezy. Polega ona na tym,
ze krotkotrwale dziatajacy bodziec, jakim jest ostra hiperglikemia, nie jest
wystarczajaco Silny by przetamaé oporno$¢ na dziatanie czynnikow proangiogennych.
W konsekwencji dochodzi wigc do zahamowania angiogenezy-arteriogenezy.
Natomiast w przypadku dlugotrwatego dzialania bodzca, czyli na skutek przewlektej
hiperglikemii, nastgpuje przelamanie opornosci i nasilenie angiogenezy w $cianach
naczyn [5, 106] (Ryc.3).

Warunki fizjologiczne Cukrzyca typu 2

czynnik niespecyficzna
proangiogenny @ stymulacja

J

AGE ROS

receptor

!

efekt efekt

AGE — zaawansowane produkty koncowe glikacji (Advanced Glycation End products);
ROS - reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen Species); ERK — kinaza regulowana
zewnatrzkomorkowo (Extracellular Signal-Regulated Kinases); p38 — biatko p38 (protein38);
Akt — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa

Ryc. 2. Odmienny przebieg angiogenezy w warunkach fizjologicznych
i w przebiegu cukrzycy typu 2 [5 w modyfikacji whasnej]
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Bodziec krétkotrwaty Bodziec dtugotrwaty
(ostra hiperglikemia) (przewlekta hiperglikemia)

1 czynnika proangiogennego

receptor

! |

| arteriogeneza T angiogeneza

ERK — kinaza regulowana zewnatrzkomérkowo (Extracellular Signal-Regulated Kinases);

p38 — biatko p38 (protein38); Akt — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa

Ryc. 3. Modyfikacja procesu angiogenezy pod wptywem bodzcow
towarzyszacych przebiegowi cukrzycy typu 2 [5 w modyfikacji wtasnej]
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1.3. Statyny

Inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo koenzymu A (HMG-CoA -
3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A), zwane statynami, stanowia obecnie
podstawowa 1 jak dotad jedna z najbardziej skutecznych oraz najlepiej tolerowanych
grup lekow stosowanych w celu leczenia zaburzen lipidowych. Jednoczesnie leki z tej
grupy naleza do najbardziej popularnych i najczesciej stosowanych na caltym $wiecie.
Szacuje sig, ze obecnie ponad 100 mln 0s6b na catym $wiecie przyjmuje statyny [111].
Aktualnie w Polsce dopuszczono do obrotu 6 substancji nalezacych do grupy statyn.
Sa to atorwastatyna, fluwastatyna, lowastatyna, prawastatyna, rosuwastatyna
i simwastatyna [112]. W lecznictwie $wiatowym, gtéwnie w Japonii, od 2003 roku
dostgpna jest rowniez pitawastatyna [113]. Jedna z najnowszych substancji z tej grupy
jest glenwastatyna (HR780) zsyntetyzowana przez naukowcow z niemieckiej firmy
Aventis Pharma Ltd. [114-116]. Korzysci wynikajace ze stosowania statyn sa tak
wyrazne, ze mimo pewnych zastrzezen, w 2004 roku w Wielkiej Brytanii, simvastatyna
jako pierwsza substancja z tej grupy zostata dopuszczona do sprzedazy bez recepty
lekarskiej (OTC — Over-The-Counter) [2, 117].

1.3.1. Kontekst historyczny i klasyfikacja statyn

Pionierami badan, ktére doprowadzity do przelomu w leczeniu zaburzen
gospodarki lipidowej, byli japonscy naukowcy Akira Endo i Masao Kuroda [118].
Zapoczatkowane przez nich w 1971 roku badania, poswiecone poczatkowo
analizowaniu zdolnosci niektorych mikroorganizméw do hamowania syntezy steroli i
izoprenoidéw, doprowadzity do odkrycia nowej grupy lekéw zwanych statynami [119].
W trakcie wieloletnich prac przebadano ponad 6000 szczepéw bakteryjnych,
poszukujac nowej substancji, skutecznej w leczeniu zaburzen lipidowych. Pierwszym
kluczowym momentem prowadzonych do$wiadczen bylo wyizolowanie z Pythium
ultimum antybiotyku cytryniny, bedacego stabym i nieodwracalnym inhibitorem
biosyntezy cholesterolu [119]. W 1973 roku dalsze badania prowadzone przez
Endo et al. zaowocowaly wyodrebnieniem z plesni Penicillium citrinicum zwiazku
oznaczonego jako ML-236B [118-120]. W 1976 Michael Brown i Joseph Goldstein

wyekstrahowali identyczna substancj¢ z Penicillium brevicompactum, nazywajac ja
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kompaktyng. Substancja ta, znana obecnie jako mewastatyna, byla pierwszym
odwracalnym inhibitorem syntezy cholesterolu, dzialajacym znacznie silniej
od cytryniany [121]. Analiza budowy tej substancji pozwolita zauwazy¢ strukturalne
podobienstwo do HMG-CoA [2, 118, 120]. Z kolei badania prowadzone przez Browna
I Goldsteina przyczynity si¢ do sprecyzowania mechanizmu jej dziatania, polegajacego
na hamowaniu reduktazy HMG-CoA [121]. Rozpoczgte w 1978 roku, przez doktora
Akira Yamamoto, badania kliniczne z udzialem mewastatyny, zostaty przerwane 2 lata
pozniej, ze wzgledu na onkogenne dziatanie duzych dawek mewastatyny, stwierdzone
w dlugoterminowym badaniu toksyczno$ci u psoéw [118, 120, 122]. Dalsze badania
doprowadzity do otrzymania innych substancji o podobnym dziataniu, lecz znacznie
mniejszej toksycznosci, ktore wkrotce zostaly wprowadzone na rynek farmaceutyczny.

Klasyfikacja inhibitorow reduktazy HMG-Co0A, oparta na sposobie ich
otrzymywania wyroznia trzy generacje.

Statyny | generacji to substancje naturalne. Pierwsza statyna zatwierdzona
w 1987 roku przez Amerykanska Agencje ds. Zywnoéci i Lekow (FDA — US Food
and Drug Administration) do stosowania u ludzi byta lowastatyna (Lipobay®, Merck).
Jest to zwiazek naturalnego pochodzenia, ktory zostal wyizolowany w 1979 roku
przez Alfreda Albertsa i wsp. z firmy Merck z kultur Aspergillus terreus, (jako
mewalonina) [123-125] oraz przez Akire Endo i wsp. z Monascus ruber (jako
monakoling K) [118-120].

Statyny II generacji to zwigzki polsyntetyczne. Do tej generacji zaliczane sa:
prawastatyna i simwasatatyna, obecnie otrzymywane poprzez chemiczng modyfikacje
naturalnych produktow [120, 126]. Prawastatyna (nazwa robocza CS-514), zostata
w 1986 roku wyizolowana przez Hurayama i wsp., jako aktywny metabolit
mewastatyny, z bakterii Nocardia autotrophica, obecnych w moczu psow. W 1991 roku
substancja ta zostata zatwierdzona przez FDA do stosowania klinicznego (Mevalotin®,
Sankyo Pharma Inc.), a w 2006 roku w Stanach Zjednoczonych wprowadzono pierwszy
lek generyczny (Pravachol®, Bristol-Myers Squibb). Simavastatyna (MK-733),
wyizolowana jako syntetyczna pochodna produktow fermentacji Aspergillus terreus,
zostata zatwierdzona przez FDA w 1991 roku (Zocor”™, Merck). [2, 126].
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Statyny III generacji to zwigzki syntetyczne. Pierwsza calkowicie syntetyczna
statyna byla fluwastatyna (Lescol®, Norvatis) wprowadzona do lecznictwa w 1993 roku,
a kolejng atorwastatyna (Lipitor”™, Pfizer), zatwierdzona w 1996 roku. Ceriwastatyna
(Baycol®, Lipobay®, Bayer) zarejestrowana w 1997 roku, zostala wycofana 4 lata
p6zniej, z powodu doniesien o $§miertelnych przypadkach rabdomiolizy. W 2003 roku
wprowadzono dwie kolejne substancje z tej grupy, czyli rosuwastatyne (Crestor”,
AstraZeneca) oraz niezarejestrowana jeszcze w Polsce pitawastatyne [2, 10, 127].

Poszukiwanie nowych substancji z grupy inhibitorow reduktazy HMG-Co0A jest
przedmiotem badan wielu osrodkow naukowych na §wiecie, w ktorych systematycznie
przeprowadza si¢ syntezy nowych zwiazkow, poszukujac substancji o najkorzystniejszych
wiasciwosciach farmakokinetycznych, najlepszym profilu bezpieczenstwa i najszerszych
zastosowaniach terapeutycznych. Wyniki prowadzonych aktualnie badan sa obiecujace
I najprawdopodobniej wkrotce przyczynia si¢ do wprowadzenia nowych substancji
z grupy statyn do praktyki klinicznej.

1.3.2. Budowa chemiczna statyn

Mimo znacznych réznic w budowie chemicznej wszystkie statyny posiadaja
pewne wspoOlne elementy strukturalne odpowiedzialne za ich mechanizm dziatania.
Czasteczki  statyn  posiadaja  dwa  zasadnicze  fragmenty:  ugrupowanie
hydroksykwasowe, strukturalnie podobne do HMG-CoA oraz zwiazany z nim
kowalencyjnie centralny pierScien hydrofobowy z podstawnikami bocznymi.
Oba te fragmenty uczestnicza w interakcji z enzymem. Wzory strukturalne
poszczegolnych statyn przedstawiono na rycinie 4.

Uwzgledniajac réznice w budowie chemicznej powszechnie wyrdznia sig¢ dwa
typy statyn [128].

Statyny typu | to naturalna lowastatyna oraz potsyntetyczne simwastatyna
| prawastatyna, ktore posiadaja w  swej strukturze centralny  pierScien
heksahydronaftalenowy, potaczony z dwoma gtéwnymi tancuchami bocznymi [128].
Pierwszym tancuchem jest ugrupowanie butyrylowe, czyli: ester metylowy kwasu
mastowego — W przypadku lowastatyny i prawastatyny lub ester dimetylowy kwasu

maslowego — w czasteczce simwastatyny. W drugim lancuchu bocznym wystepuje
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kwas hydroksylowy, tworzacy szesSciocztonowy analog zwiazku posredniego w reakcji
zachodzacej przy udziale HMG-CoA. Lowastatyna i simwastatyna sa prolekami,
wystepujacymi w postaci laktonow, przeksztalcanych w watrobie do aktywnych
hydroksykwaséw. Prawastatyna wystgpuje w aktywnej postaci kwasowej, z otwartym
pierscieniem [126].

Statyny typu Il to zwiazki syntetyczne, czyli atorwastatyna, fluwastatyna,
rosuwastatyna oraz pitawastatyna, (a takze wycofana ceriwastatyna). Piescien centralny
tych zwiazkéw stanowi aktywne ugrupowanie heteroaromatyczne, podstawione
ugrupowaniem izopropylowym. Kolejne podstawniki to: reszta fluorofenylowa,
umozliwiajaca dodatkowa interakcje z enzymem oraz tancuch heptanokarboksylowy,
strukturalnie podobny do produktu posredniego HMG-CoA [128]. Ponadto
atorwastatyna 1 rosuwastatyna tworza wiazania wodorowe z aktywnym centrum
enzymu. Rosuwastatyna ma takze zdolno$¢ tworzenia dodatkowego wiazania
z udziatlem elektroujemnej grupy sulfonowej obecnej w jej czasteczce [128].
Statyny syntetyczne stosowane sa w postaci aktywnej z otwartym pierscieniem:
fluwastatyna — jako sol sodowa oraz atorwastatyn, rosuwastatyna i pitawastatyna — jako

sole wapniowe [126].
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1.3.3. Wlasnosci farmakokinetyczne statyn

Poszczegodlne substancje nalezace do inhibitoréw reduktazy HMG-CoA r6znia si¢
migdzy soba pod wzgledem witasciwosci farmakokinetycznych.

Po podaniu doustnym wszystkie statyny wchlaniaja si¢ w jelitach dobrze
(w granicach 30+85% podanych dawek) i szybko (maksymalne st¢zenia W 0Soczu
osiagane sa po 1+4 godzinach). Podawanie leku razem z pokarmem wplywa
modyfikujaco na absorbcje statyn, zwigkszajac biodostgpno$¢ lowastatyny, natomiast
obnizajac ja w przypadku atorwastatyny, fluwastatyny i prawastatyny [2]. Wigkszos¢
statyn jest wchlaniana w postaci aktywnych farmakologicznie B-hydroksykwasow.
Jedynie lowastatyna i simwastatyna podawane sa w formie prolekow i wymagaja
endogennej aktywacji w watrobie. Nieaktywne formy laktonowe obu statyn
sa hydrolizowane przy udziale nieswoistych karboksyesteraz do aktywnych
hydroksykwasow [2, 126, 129].

Dystrybucja poszczegoélnych statyn jest zroznicowana. Wigkszos$¢ statyn wiaze
si¢ w znacznym stopniu (>95%) z biatkami osocza. Wyjatkiem jest prawastatyna
wiagzaca si¢ z biatkami osocza tylko w ok. 50% [2, 129, 130]. Statyny o charakterze
lipofilowym tatwo dyfunduja przez btony komoérkowe, uzyskujac szeroki dostep
do roznych tkanek, co moze prowadzi¢ do ogdlnoustrojowych dziatan niepozadanych.
Z kolei silnie hydrofilowa prawastatyna, a takze wzglednie hydrofilowa rosuwastatyna
sq transportowane do wngtrza hepatocytow przy udziale aktywnego systemu
przenosnikowego [10, 117, 125]. Charakter hydrofilowy statyn ogranicza ich
dystrybucje, sprzyjajac wigkszej hepatoselektywnosci [10, 130, 131]. Moze to mied
istotny wptyw na ograniczenie dziatan niepozadanych tych lekoéw, na przyklad ze strony
migsni lub osrodkowego uktadu nerwowego [2]. Z drugiej jednak strony konsekwencja
moze by¢ zmniejszenie niezwykle korzystnego dzialania statyn w obrebie Sciany
naczyn krwionosnych [132].

Wszystkie statyny podlegaja znacznemu efektowi pierwszego przejScia przez
watrobg (FPE — first pass effect), na skutek czego biodostgpnos¢ systemowa statyn i ich
metabolitow jest niska i waha si¢ w granicach 5+30% [129]. Wigkszo$¢ statyn ulega
metabolizmowi w siateczce srodplazmatycznej watroby przy udziale cytochromu P450.

Lowastatyna, simwastatyna i atorwastatyna sa metabolizowane przez izoform¢ CYP3A4.
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Za metabolizm fluwastatyny odpowiada izoforma CYP2C9, a takze w mniejszym
stopniu CYP3A4 i CYP2C8 [132, 133]. Rosuwastatyna (podobnie jak niedostgpna
w Polsce pitawastatyna) tylko w nieznacznym stopniu jest metabolizowana przy udziale
cytochromu P450 [127]. Wyjatek stanowi prawastatyna ulegajaca enzymatycznej
biotransformacji w cytozolu hepatocytow [2, 117, 129, 134]. Na skutek watrobowych
przemian wigkszo$ci statyn powstaja aktywne metabolity. Wyjatek stanowi
fluwastatyna i prawastatyna [2, 129, 134]. Roznice w zakresie metabolizmu moga mie¢
istotne znaczenie z punktu widzenia mozliwych interakcji miedzylekowych,
szczegollnie, ze statyny zwykle stosowane sa w politerapii. Problem ten dotyczy
zwlaszcza jednoczesnego stosowania statyn metabolizowanych przez izoforme
CYP3A4 z inhibitorami enzymatycznymi, co prowadzi do wzrostu biodostepnosci,
a takze zwigkszenia ryzyka dziatan niepozadanych statyn [11, 135-137].

Biologiczny okres pottrwania wigkszosci statyn wynosi zaledwie 0,5+4 godzin,
stad zalecenie by leki te przyjmowa¢ wieczorem, uwzgledniajac fizjologiczne nasilenie
syntezy endogennego cholesterolu w nocy [2, 130]. Jedynie w przypadku atorwastatyny
(15+30 h) i rosuwastatyny (19 h) biologiczny okres poitrwania jest dtuzszy [2, 129].
Czas trwania efektu farmakodynamicznego statyn wynosi $rednio 24 godziny i nie
zalezy od tps. Maksymalny efekt dziatania hipolipemicznego statyn obserwuje sig
po okoto 4+6 tygodniach stosowania.

Statyny wydalane sa gtéwnie z zolcia, dlatego u pacjentow z niewydolnoscia
watroby znacznie wzrasta ryzyko kumulacji 1 wystgpienia dzialan niepozadanych.
Woydalanie leku przez nerki z moczem zachodzi tylko w niewielkim stopniu, jednak

zaburzenia funkcji nerek moga wymagac redukcji dawki niektorych statyn [2].

1.3.4. Dzialania niepozadane statyn

Statyny zaliczane sa do substancji leczniczych o dobrym profilu bezpieczenstwa [10].
Dziatania niepozadane wynikajace ze stosowania tych lekow najczesciej maja charakter
fagodny i1 przemijajacy. Wystgpuja zazwyczaj u pacjentow leczonych przewlekle,
wysokimi dawkami statyn [11, 138]. Wykazano, ze z nieznanych przyczyn, pacjenci
nietolerujacy jednej ze statyn moga dobrze reagowac na inne substancje z tej grupy.

Dlatego w przypadku stwierdzenia tagodnych dziatan niepozadanych, zalecana jest
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w pierwszej kolejnosci zmiana leku, a dopiero w przypadku wyraznej koniecznosci
zaprzestanie terapii z uzyciem statyn, na skutek pojawienia si¢ klinicznie groznych
dziatan niepozadanych [111].

U pacjentdw przyjmujacych statyny przejsciowo moga wystepowaé zaburzenia
ze strony przewodu pokarmowego, zwykle ustgpujace po czasowym obnizeniu dawki
leku. Najczgsciej zglaszane przez pacjentéw dolegliwosci zotadkowo-jelitowe to: bole
brzuch, zaparcia, wzdecia, biegunki, mdtosci i dyspepsja [11, 111]. Jeszcze rzadziej
pojawiaja si¢ takie dzialania niepozadane jak: bole glowy, zmegczenie, zaburzenia snu,
zaburzenia apetytu, zespoly pozapiramidowe i depresyjne, zaburzenia pamigci,
neuropatia, skorne reakcje alergiczne, impotencja u mezczyzn, a takze bdle stawowe
i tendinopatie [2, 11, 111, 135].

Do najpowazniejszych dziatan niepozadanych, zwiazanych ze stosowaniem statyn
naleza hepatotoksyczno$¢ oraz miotoksycznos¢.

Uposledzenie czynno$ci watroby, przejawiajace si¢ gltownie zwigkszeniem
aktywno$ci enzymow watrobowych, jest najczgsciej raportowanym dziatanie
niepozadanym na skutek stosowania statyn [2]. Zaburzenia takie wystgpuja u 1+3%
pacjentow, zwykle na poczatku terapii, sa zalezne od stosowanej dawki leku
I przewaznie wracaja do normy po krotkotrwatym przerwaniu terapii [135].
W przypadku utrzymujacego si¢ wzrostu aktywnosci aminotransferaz, przekraczajacego
norme trzykrotnie, zaleca si¢ odstawienie leku. Cigzka hepatotoksycznos¢ wystepuje
rzadko [2, 11, 111, 126].

Glownym, klinicznie istotnym 1 potencjalnie zagrazajacym zyciu dziataniem
niepozadanym inhibitoréw reduktazy HMG-COA jest miotoksycznos¢. Sugeruje sig,
ze jej przyczyna moga by¢ zmiany struktury i funkcji bton komodrkowych na skutek
wewnatrzkomorkowego zahamowania syntezy cholesterolu, a takze zaburzenia
mitochondrialne na skutek uposledzenia syntezy ubichinonu [2, 11, 126, 139]. Czgstos¢
wystgpowania przypadkdw miotoksycznosci 1 charakter objawéw zaleza od rodzaju
I dawki stosowanej statyny. Najczgsciej u pacjentow wystepuje fagodny, czasami nawet
bezobjawowy, wzrost aktywno$ci fosfokinazy kreatyninowej (CPK). Ewentualne
objawy towarzyszace to bol, kurcze 1 oslabienie sily migsni. Dolegliwosci ze strony

migsni moga rowniez wystgpowaé bez widocznych zaburzen biochemicznych.
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Najpowazniejsza konsekwencja miopatii jest rozpad migsni prazkowanych, czyli
rabdomioliza. Jej objawy to silne bole migsni i ponad 10-krotne przekroczenie gornej
granicy normy st¢zenia CPK w surowicy [2,11, 111, 133,140]. Dodatkowym
symptomem jest ciemne zabarwienie moczu spowodowane obecno$cia mioglobiny.
Pojawiajaca si¢ niewydolno$¢ nerek i zaburzenia rytmu serca stanowia potencjalne
zagrozenie zycia pacjenta. Czestos¢ wystgpowania S$miertelnych przypadkéw
rabdomiolizy nie przekracza jednego zdarzenia na milion pacjentow przyjmujacych
statyny [135]. W przypadku wystapienia u pacjenta przyjmujacego statyne¢ takich
objawow jak bole lub ostabienie sity mig$ni, objawy grypopodobne, zmegczenie, ogolne
zte samopoczucie, konieczne jest szybkie oznaczenie aktywnosci CPK. W przypadku
stwierdzenie podwyzszonego st¢zenia CPK, dwukrotnie przekraczajacego gorna granicg
normy, konieczne jest odstawienie leku, zapewniajace zwykle catkowite ustapienie
objawow. Ryzyko wystapienia wywotanych przez statyny dzialan niepozadanych
ze strony mig$ni wzrasta zwlaszcza w przypadku jednoczesnego stosowania fibratow,
kwasu nikotynowego, digoksyny lub lekéw stanowiacych inhibitory odpowiednich
lizoform cytochromu P450, zwtaszcza CYP3A4 [11, 111, 126, 136].

Ze wzgledu na ryzyko powaznych dzialan niepozadanych inhibitory reduktazy
HMG-CoA nie powinny by¢ stosowane u 0sob, u ktérych stwierdzono nadwrazliwos¢
na lek, hipercholesterolemig¢ rodzinng homozygotyczna (z wyjatkiem atorwastatyny),
aktywna chorobg watroby, podwyzszona aktywno$¢ aminotransferaz w surowicy
lub zaburzenia wydzielania z6kci.

Stosowanie statyn jest takze przeciwwskazane w trakcie ciazy (kategoria X,
wg klasyfikacji FDA lekow stosowanych w ciazy), w okresie karmienia oraz u kobiet

w wieku rozrodczym, niestosujacych antykoncepcji, a takze u dzieci [2, 126].

1.3.5. Mechanizm dzialania statyn

Mechanizm dziatania statyn polega na specyficznym, kompetycyjnym
I odwracalnym hamowaniu aktywnosci reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutyrylo-
koenzymu A (HMG-coenzyme A reductase), enzymu uczestniczacego w biosyntezie
cholesterolu w organizmie cztowieka (Ryc.5). Statyny, dzigki strukturalnemu

podobienstwu do naturalnych substratoéw, blokuja przeksztalcanie HMG-CoA
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do mewalonianu, hamujac jeden z kluczowych etapow biosyntezy cholesterolu. Reakcja
katalizowana przez reduktaz¢ HMG-COA zachodzi na wczesnym etapie biosyntezy
cholesterolu i jest reakcja ograniczajaca szybko$¢ tej syntezy [111, 125, 126].

Gloéwne dziatanie statyn polega na zmniejszeniu endogennej syntezy cholesterolu.
W odpowiedzi na zahamowanie wytwarzania cholesterolu w hepatocytach, na drodze
enzymatycznej dochodzi do uwolnienia z siateczki $rodplazmatycznej biatka SREBPs
(Sterol Regulatory Elements-Binding Proteins). Na skutek wiazania si¢ tego biatka
Z elementem regulatorowym wrazliwym na sterol (SRE — Sterol Regulatory Element),
znajdujacym si¢ w obregbie promotora kilku genéw, dochodzi do nasilenia ekspresji
réznych gendw uczestniczacych w metabolizmie cholesterolu, w tym genu kodujacego
receptor dla LDL (Low Density Lipoprotein) [2]. Jednoczesnie nastgpuje zmniejszenie
degradacji receptorow dla LDL. W efekcie dochodzi do znacznego zwigkszenia ilo$ci
tych receptorow na powierzchni hepatocytow, co umozliwia wigkszy wychwyt
I szybsze usuwanie LDL z krwi, prowadzac w konsekwencji do obnizenia st¢zenia tej
frakcji cholesterolu we krwi [2, 125]. Ponadto statyny moga redukowac st¢zenie LDL
takze nasilajac usuwanie prekursorow LDL, czyli VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) i IDL (Intermediate Density Lipoprotein), bogatych w apoE, poniewaz
receptory LDL rozpoznaja zaro6wno apoB-100, jak i apoE [126, 141]. Obnizenie
stezenia LDL przez statyny moze mie¢ takze zwiazek z redukcja watrobowej produkcji
VLDL, ktora jest zalezna odzmniejszenia st¢zenia cholesterolu, bgedacego niezbednym
sktadnikiem VLDL [126, 141].

Wplyw statyn na zwigkszenie stezenia frakcji HDL cholesterolu nie jest do konca
jasny, ale wynika prawdopodobnie z redukujacego wptywu tych lekow na st¢zenie
triglicerydow. Modyfikacja z udziatem SREBPs, genow kodujacych biatka enzymaty-
czne uczestniczace w syntezie 1 hydrolizie kwasow ttuszczowych 1 TG, prowadzi do
obnizenia syntezy TG, a tym samym do zaburzenia rGwnowagi pomigdzy TG 1 HDL.
Efektem tego jest uruchomienie mechanizmu regulacji zwrotnej i w konsekwencji
wzrost stgzenia HDL w osoczu [2]. Istotng role¢ w modulacji parametrow lipidowych
przez satyny odgrywa takze uktad jednojadrowych receptorow aktywowanych przez
proliferatory peroksysoméw (PPARs — Peroxysome Proliferator Activated Receptors),
uczestniczacych w regulacji ekspresji gendw wplywajacych na przemiany lipidow [2].
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Nalezy zauwazy¢, ze statyny, blokujac powstawanie mewalonianu, przyczyniaja
si¢ nie tylko do zahamowania syntezy cholesterolu, ale takze do obnizenia stgzenia
metabolitow posrednich tego szlaku. Gléwne znaczenie z punktu widzenia dzialan
pozalipidowych statyn, ma tutaj ograniczenie syntezy niesteroidowych pochodnych
mewalonianu, tzw. izoprenoidow. Najwazniejszymi pochodnymi z tej grupy
sa pirofosforany: farnezylu (FPP — Farnesyl Pyrophosphate) i geranylogeranylu
(GGP - Geranylgeranyl Pyrophosphate). lzoprenoidy odgrywaja istotna role
W posttranslacyjnej obrobce wielu biatek. Proces prenylacji biatek, nadajacy im
wlasciwosci hydrofobowe, jest niezbedny dla prawidlowego przebiegu wielu procesow
regulujacych funkcje fizjologiczne komorek, takich jak procesy sygnalizacji wewnatrz-
1 miedzykomorkowej, transport blonowy, réznicowanie i regulacja wzrostu komorek
oraz apoptoza komorek [2, 111, 142, 143]. Zahamowanie izoprenylacji biatek prowadzi
do akumulacji ich nieaktywnych form w cytoplazmie komoérek [125]. Najistotniejszymi
biatkami GTP-azowymi, podlegajacymi farnezylacji sa biatka z rodziny Ras,
uczestniczace w roznicowaniu 1 proliferacji komodrek. Z kolei podlegajace
geranylogeranylacji biatka rodziny Rho, maja znaczenie gtownie w procesie replikacji
komoérek i tworzeniu cytoszkieletu [111,125,143]. Hamujacy wplyw statyn
na prenylacje roznych bialek, istotnych dla prawidtowego funkcjonowania calego
organizmu, moze wyjasnia¢ pozalipidowe efekty dziatania lekow z tej grupy, okreslane

mianem dziatan plejotropowych [142].
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1.3.6. Dzialanie hipolipemizujace statyn i gléwne wskazania do ich stosowania

Inhibitory reduktazy HMG-CoA wywieraja zréznicowany wplyw na profil
lipidowy pacjentéw. Glownym efektem dziatania statyn o znaczeniu klinicznym jest
obnizenie st¢zenia frakcji LDL cholesterolu we krwi. Dziatanie to jest zalezne
od rodzaju statyny i stosowanej dawki [2, 144]. Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage na fakt,
ze stosowanie tych samych dawek u réznych pacjentdow moze dawac rdézne efekty,
ze wzgledu na istotny wptyw genomu [2]. Statyny istotnie obnizaja st¢zenie szczegodlnie
aterogennej frakcji matych, gestych czasteczek LDL (sdLDL — small dense LDL) [2].
Udowodniono, ze statyny warto stosowac¢ niezaleznie od wyjsciowego stezenia frakcji

LDL cholesterolu w surowicy [145]. Oprocz skutecznego obnizenia st¢zenia LDL,
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statyny obnizaja poziom cholesterolu catkowitego, umiarkowanie zwigkszaja stgzenia
HDL, a takze obnizaja stezenie TG proporcjonalnie do ich stgzenia wyjsciowego [2, 126].

Na podstawie dotychczasowych badan wykazano, ze stosowanie statyn wptywa
korzystnie na parametry lipidowe osocza, dajac nastgpujace efekty:

» obnizenie st¢zenia cholesterolu catkowitego o 15+45%,

» obnizenie st¢zenia frakcji LDL cholesterolu o 15+60%,

» obnizenie stezenia triglicerydow o 10+45%,

» podwyzszenie poziomu HDL o 10+30% [2, 126, 144].

Gloéwne wskazania kliniczne do stosowania inhibitorow reduktazy HMG-CoA
sa zwigzane z ich wplywem na profil lipidowy 1 obejmuja: pierwotna
hipercholesterolemig,  hiperlipidemi¢  mieszana, hipercholesterolemi¢  wtorna
(dyslipidemig pozawatowa i poudarowa) oraz niestabilna chorobg¢ wieficowa. Statyny
3-ciej generacji moga by¢ stosowane W hipertriglicerydemii. Ponadto statyny
sa skuteczne w leczeniu wtérnych zaburzen lipidowych u chorych na cukrzyce,

z zespotem nerczycowym oraz po przeszczepach narzadow [2].

1.3.7. Dzialania plejotropowe statyn

Inhibitory reduktazy HMG-CoA, oprocz wptywu na profil lipidowy, wykazuja
caly szereg pozytywnych efektow, niezwiazanych z obnizeniem poziomu cholesterolu,
okreslanych jako dzialania plejotropowe [125]. Mechanizm pozalipidowego dziatania
statyn nie zostal do konca wyjasniony. Jak wspomniano wczesniej, wielokierunkowe
dziatania tych lekéw moga by¢ zwiazane z hamujacym wpltywem na Szlak przemian
mewalonianu,  prowadzacym do  zahamowania  biosyntezy  izoprenoidow
i w konsekwencji do zahamowania sieci sygnalow, w ktorej uczestnicza mate biatka
wiazace GTP, takie jak Rho i Ras. Hamowanie prenylacji tych biatek wptywa
na procesy wzrostu, dojrzewania, proliferacji 1 apoptozy komorek, a takze
na komunikacje komorkowa [2]. Poniewaz statyny wplywaja w ten sposob
na funkcjonowanie réznych komorek, stad plejotropowe dzialania statyn odnosza si¢
do wielu uktadow [111, 125, 143, 146]. Na podstawie przeprowadzonych do tej pory
badan klinicznych sugeruje sig, ze dziatania plejotropowe statyn moga nie byc

tzw. ,.efektem klasy”. Zaobserwowano, ze poszczegélne efekty dziatania statyn,
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niezwigzane z redukcja stezenia cholesterolu, wystepuja tylko po zastosowaniu
niektorych lekéw z tej grupy. Stwierdzono silniejsze dziatanie statyn lipofilnych
na biatka Rho, w poréwnaniu do substancji z tej grupy o bardziej hydrofilnych
wlasciwosciach. Sugeruje si¢ réwniez, ze czynnikiem potencjalnie wptywajacym na site

dziatania plejotropowego statyn moze by¢ ich dawka [2].

1.3.7.1. Dzialanie plejotropowe statyn a schorzenia ukladu sercowo-naczyniowego

Jak dotad najwigksze znaczenie maja te dziatania plejotropowe statyn, ktore
odnosza si¢ do prewencji i leczenia zaburzen sercowo-naczyniowych.

Mozemy tu wymienic:

» hamowanie tworzenia i stabilizacje¢ blaszek miazdzycowych,

» poprawg funkcji sSrodblonka naczyniowego i dziatanie wazodylatacyjne,

» korzystne dziatanie na komoérki migsni gladkich naczyn,

» modulacje odpowiedzi zapalnej,

» dziatanie antyoksydacyjne,

» pozytywny wplyw na uktad hemostazy [111, 125, 142, 143, 146-148].

Hamowanie tworzenia i stabilizacja blaszek miazdzycowych

Stosowanie inhibitorow reduktazy HMG-COA moze mie¢ istotne znaczenie
w profilaktyce 1 leczeniu zmian miazdzycowych. Statyny wplywaja na wczesne etapy
powstawanie nowych blaszek miazdzycowych zmniejszajac oksydacje frakcji LDL
cholesterolu oraz hamujac pochtanianie zmodyfikowanych czastek LDL przez
makrofagi i ich przeksztalcanie w komorki piankowate [2, 148]. Leki te zmniejszaja
takze adhezj¢ monocytow do komoérek §rodblonka w warunkach hipercholesterolemii
oraz naplyw makrofagobw do btony wewngtrznej [2]. Ponadto dziataja stabilizujaco
na juz istniejace blaszki miazdzycowe. Efekt ten jest zwiazany ze zmniejszenie ilosci
lipidow w strukturze blaszki, na korzys¢ kolagenu [125, 148]. Leki te moga rowniez,
w sposOb niezalezny od dziatania hipolipemizujacego, hamowa¢ wydzielanie przez
makrofagi metaloproteinazy 9, odpowiedzialnej za rozktad macierzy zewnatrzkomorko-

wej i ostabienie blon widknistych blaszek miazdzycowych [111, 125; 148].

53



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Poprawa funkcji §Srédblonka naczyniowego i dzialanie wazodylatacyjne

Inhibitory reduktazy HMG-CoA wplywaja korzystnie na funkcje komorek
srodbtonka naczyn, miedzy innymi dzigki modyfikacji parametrow lipidowych
w kierunku wartosci prawidtowych [125]. Wykazano jednakze, ze statyny wplywaja
korzystnie na poprawg funkcji srodbtonka rowniez w sposob niezalezny od ich dziatania
hipolipemizujacego. Leki te stymuluja ekspresje eNOS, poprzez hamowanie geranylacji
Rho 1 szlaku sygnalowego z udzialem tego biatka oraz dziatajac stabilizujaco na mRNA
kodujacy eNOS [111, 125, 143, 147]. Co wiegcej, zaobserwowano, ze dzialanie to
utrzymuje si¢ w warunkach hipoksji i w obecnosci utlenowanych czasteczek LDL [125].
Zwigkszenie  $rodblonkowej syntezy NO prowadzi do nasilenia efektu
wazodilatacyjnego, przyczyniajac si¢ do zahamowania aterogenezy [111, 125].
Wykazano réwniez, ze statyny znacznie ostabiaja adhezje leukocytow do komorek
sroddbtonka. Dziatanie to polega na obnizeniu stgzenia rozpuszczalnej selektyny-P,
czyli substancji odpowiedzialnej za wstepna adhezje przeptywajacych leukocytow,
a takze na hamowaniu ekspresji czasteczek adhezyjnych (ICAM-1 — Intracellular
Adhesion Molekule-1) na komodrkach $rodbtonka, co wplywa na dalsze ostabienie
wigzania si¢ leukocytow ze S$rodblonkiem [111, 125,142, 146]. Ponadto statyny,
prawdopodobnie wptywajac na prenylacje bialtka Rho, hamuja ekspresj¢ mRNA
dla pre-pro-endoteliny-1 oraz zmniejszaja ilo$¢ receptorow dla endoteliny-1
i angiotensyny Il, wykazujacych silne dzialanie naczynioskurczowe [143, 148, 149].
Leki z tej grupy zmniejszaja reaktywno$¢ $ciany naczyn na dziatanie angiotensyny II
i noradrenaliny [2]. Wyniki przeprowadzonych do tej pory badan wykazaty rowniez,
ze statyny przyczyniaja si¢ do zwigkszenia ilo$ci komdrek macierzystych $rdédblonka,
tzw. komorek progenitorowych we krwi obwodowej oraz do spowolnienia starzenia si¢
tych komorek, co wptywa korzystnie na proces neowaskularyzacji niedokrwionych
tkanek [125, 146].

Korzystny wplyw na komorki migsni gladkich naczyn

Inhibitory reduktazy HMG-CoA wykazuja ztozone dziatanie na komodrki migsni
gladkich naczyn, przy czym efekt ten dotyczy statyn o wlasciwosciach lipofilowych.
Substancje te hamuja migracje 1 proliferacj¢ komorek migsni gladkich, a takze pobudzaja

ich apoptozg, poprzez hamowanie funkcji biatek GTP-azowych Rho i Ras [2, 125].
54



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Wplywaja przez to modulujaco na liczbg¢ komoérek w §cianach tgtnic, co przyczynia si¢

do znacznego zahamowania procesu miazdzycowego [142, 150].

Dzialanie przeciwzapalne

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze inhibitory reduktazy HMG-CoA
obnizaja st¢zania markerow procesoOw zapalnych, zwlaszcza biatka C-reaktywnego
(CRP — C-Reactive Protein) [125, 142, 146, 147]. Statyny zmniejszaja takze
wytwarzanie cytokin prozapalnych, takich jak 11-6 i 1l-1 [2, 111, 125, 146]. Ponadto
hamuja ekspresje genu cyklooksygenazy-2, zmniejszajac w konsekwencji produkcje
prozapalnych prostaglandyn. Statyny wplywaja takze modulujaco na odpowiedz
limfocytow T. Zmniejszaja aktywno$¢ limfocytow Thl, jednocze$nie pobudzajac
czynno$¢ Th2, co prowadzi do zwigkszenia sekrecji cytokin przeciwzapalnych, kosztem
cytokin prozapalnych [146]. Statyny wptywaja takze na gltéwny uktad zgodnosci
tkankowej (MHC-11 — Major Histocompatibility Complex class 1), czyli zesp6t biatek,
odpowiedzialnych za prezentacj¢ antygendéw limfocytom T [111, 125, 142].

Dzialanie antyoksydacyjne

Omawiane substancje lecznicze zmniejszaja podatno$¢ lipoprotein na oksydacjg.
Hamuja zwlaszcza utlenianie czasteczek LDL, ograniczajac wychwyt lipoprotein
zawierajacych cholesterol przez makrofagi, na wstgpnym etapie rozwoju zmian
miazdzycowych [126]. Leki te zmniejszaja takze uszkodzenia spowodowane dziataniem
wolnych rodnikéw [125, 148]. Statyny zmniejszaja wytwarzanie anionu nadtlenkowego
pod wpltywem oksydazy NADPH, zaréwno wplywajac bezposrednio na ten enzym,
jak 1 hamujac prenylacje biatek GTP-azowych [148].

Korzystny wplyw na uklad hemostazy

Inhibitory reduktazy HMG-CoA wywieraja istotny wplyw na uktad hemostazy [111].
Statyny lipofilne hamuja proces krzepnigcia zmniejszajac wytwarzanie czynnika
tkankowego, inicjujacego zewnatrzpochodny szlak krzepnigcia krwi w makrofagach,
a takze ograniczajac powstawanie i aktywnos¢ trombiny [2]. Leki te zmniejszaja
stezenia lub aktywnos$¢ osoczowych czynnikow krzepnigcia: czynnika VII, VIII, X,
czynnika vonWillebranda oraz fibrynogenu [2, 142]. Jednoczesnie statyny stymuluja

proces fibrynolizy, pobudzajac wydzielanie tkankowego aktywatora plazminogenu
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i zmniejszajac sekrecj¢ inhibitora aktywatora plazminogenu [143, 147]. Statyny
wywieraja takze dzialanie antyagregacyjne. Poprzez wplyw na gospodarke lipidowa,
zmieniaja plynnos¢ blony komorkowej plytek krwi. Dodatkowo zmniejszaja
wytwarzanie tromboksanu A2 oraz hamuja proagregacyjne dziatanie takich substancji
jak: ADP, fibrynogen i kolagen [125, 148].

1.3.7.2. Korzysci wynikajace ze stosowania statyn w profilaktyce i leczeniu

zaburzen kardiologicznych

Przeprowadzone do tej pory duze badania kliniczne dotyczace statyn wykazaty
jednoznacznie niezwykle istotna rolg tych lekéw zarowno w pierwotnej, jak i wtornej
profilaktyce zaburzen sercowo-naczyniowych [151-153] oraz niedokrwiennego udaru
moézgu [151, 154], a takze w przypadku zmian miazdzycowych dotyczacych naczyn
obwodowych [153].

Do najwazniejszych korzy$ci wynikajacych ze stosowania statyn naleza:

» zmniejszenie umieralnosci ogdlnej [145, 152, 155-158],
» redukcja czgstosci zgondw z przyczyn sercowo-naczyniowych, w tym z powodu

choroby wiencowej, zawatu i innych powiktan [145, 152, 156, 158-161],

» spadek liczby zawatow serca niezakonczonych zgonem [152, 155-157,159-161],
» zmniejszenie liczby przypadkow powaznych zdarzen sercowo-naczyniowych

[155-157], w tym:

v’ zastoinowej niewydolno$ci serca [155],

v niestabilnej choroby wiencowej [155],

v’ powaznych powiklan choroby wiencowej [145, 161],

» ograniczenie czgstosci koniecznosci wykonywania procedur inwazyjnych

w celu rewaskularyzacji [145, 152, 155, 157, 161],

» zmniejszenie liczby przypadkdéw zatrzymania akcji serca z konieczno$cia

prowadzenia akcji resuscytacyjnej [159],

» spadek liczby przypadkoéw nawracajacego niedokrwienia migsnia sercowego

wymagajacego hospitalizacji [159],

» zmniejszenie czestosci powaznych powiktan kardiologicznych w grupie chorych

po angioplastyce wiencowej [162],
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» ograniczenie liczby powaznych zdarzen naczyniow0-moézgowych — udarow
niedokrwiennych [145, 152, 155-157, 161],
» zahamowanie postepu miazdzycy naczyn obwodowych [163, 164].
Ponadto wykazano, ze korzysci te nie sa zalezne od takich czynnikow jak:
» wiek pacjenta [145, 157],
» ple¢ [145, 155, 157],
» palenie papierosow [145, 161, 165],
» wystgpowanie schorzen towarzyszacych, takich jak:
v" nadcisnienie tetnicze [145, 155],
v cukrzyca [145, 155, 157, 161, 162, 165],
v’ otyto$¢ [161],
» przyjmowanie nastepujacych lekow [145]:
v" kwas acetylosalicylowy,
v leki B-adrenolityczne,
v" inhibitory konwertazy angiotensyny,

v’ witaminy antyoksydacyjne.

1.3.8. Stosowanie statyn w cukrzycy typu 2

Na podstawie aktualnych wytycznych Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego
(PTD) [166] uznanej sig, ze celem leczenia cukrzycy jest nie tylko uzyskanie wartosci
docelowych w zakresie glikemii, ci$nienia t¢tniczego i masy ciala, ale takze w zakresie
gospodarki lipidowej.

Zaburzenia lipidowe w przebiegu cukrzycy typu 2 maja specyficzny charakter
i okreslane sa mianem ,,dyslipidemii aterogennej”. Ten rodzaj zaburzen gospodarki
lipidowej charakteryzuje si¢ wysokim stgzeniem trigliceryddw, niskim poziomem
frakcji HDL cholesterolu oraz nasilona glikacja frakcji LDL cholesterolu i powstaniem
matych gestych czasteczek LDL (sdLDL — small dense LDL). Ten specyficzny zespot
zaburzen lipidowych zwiazany jest z zaburzeniami obserwowanymi w przebiegu
cukrzycy, w tym zaréwno z hiperinsulinemia, jak i z insulinoopornoscia. Jednoczesnie
U pacjentow chorujacych na cukrzyce zwykle dochodzi jedynie do umiarkowanego

podwyzszenia stezenia cholesterolu catkowitego i jego frakcji LDL [3]. Te specyficzne

57



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

zmiany, a zwlaszcza obecno$¢ sdLDL, wplywaja istotnie na progresj¢ procesu
aterogenezy 1 formowanie si¢ blaszki miazdzycowej. Dodatkowo u os6b chorujacych
na cukrzyce dochodzi do kumulacji innych czynnikow ryzyka [2].

Zgodnie z rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego [166]
u 0séb chorujacych na cukrzyce nalezy kontrolowaé wszystkie zaburzenia lipidowe,
jednak glownym celem jest osiagnigcie docelowego stezenia cholesterolu LDL.

Wedlug aktualnych zalecen PTD [166] u os6b chorujacych na cukrzyce nalezy
dazy¢ do uzyskania wartoSci:

» stezenia cholesterolu frakcji LDL < 100 mg/dl
(LDL-C < 70 mg/dl chorych na cukrzycg i chorobg niedokrwienng serca),
» stezenia cholesterolu catkowitego < 175 mg/dl,
» stezenia cholesterolu frakcji HDL > 40 mg/dl u m¢zczyzn, > 50 mg/dl u kobiet,
» stezenia cholesterolu nie-HDL < 130 mg/dl,
» stezenia triglicerydow < 150 mg/dl.

Na podstawie najnowszych wytycznych PTD [166] mozna stwierdzié¢, iz wlasnie
statyny sa lekami hipolipemizujacymi pierwszego wyboru u 0sob z cukrzyca. Leczenie
statynami nalezy rozpocza¢ u chorych na cukrzycg ze wspotistniejacymi schorzeniami
uktadu sercowo-naczyniowego, niezaleznie od wartosci lipidogramu, a takze u chorych
na cukrzycg w wieku > 40 lat, bez wspotistniejacych schorzen sercowo-naczyniowych,
u ktorych wystepuje co najmniej jeden czynnik ryzyka sercowo-naczyniowego.

Dotychczasowe badania kliniczne, przeprowadzone wytacznie u chorych
na cukrzyce typu 2 [167] lub z udzialem tych chorych w okreslonych podgrupach
[145, 161, 168, 169], potwierdzaja zasadnos$¢ i skutecznos$¢ stosowania statyn u chorych
na cukrzycg.

Wyniki tych badan wykazaty, ze u o0s6b chorych na cukrzyce otrzymujacych
statyny w poré6wnaniu z 0sobami bez cukrzycy zaobserwowano zmniejszenie ryzyka:

» Zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych [170],
» powaznych incydentow sercowo-naczyniowych [170, 167, 161, 168, , 145, 169],
» koniecznosci rewaskularyzacji wiencowej [170],

» udaru mozgu [170].
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Ponadto wykazano, ze zmniejszenie ryzyka tych incydentéw u chorych
na cukrzycg jest niezalezne od takich czynnikow jak [170]:

» obecnos¢ choroby naczyn obwodowych, choroby wiencowej, nadci$nienia tetniczego,
» wartosci ci$nienia tetniczego,

» typ cukrzycy,

» wiek,

» pteg,

» BMI,

» palenie tytoniu,

» czynnos¢ nerek (GFR — wskaznik przesaczania kigbuszkowego),

» wyjsciowe stgzenie cholesterolu catkowitego, HDL,LDL, TG, stosunek LDL/HDL.

Zatem wyniki przeprowadzonych do tej pory badan klinicznych uzasadniaja
stosowanie inhibitorow reduktazy HMG-CoA u wszystkich pacjentdow chorujacych
na cukrzyce, niezaleznie od ewentualnego wspoélistnienia choroby sercowo-
naczyniowej, jak rowniez od wyjSciowego stezenia cholesterolu LDL.

Jakkolwiek, z uwagi na wyniki wspomnianych badan rekomendowane jest
podawanie przede wszystkim wysokich dawek statyn, w praktyce klinicznej stosuje si¢ te
leki bardzo czgsto w niskich dawkach, czyli odpowiednio 20 mg/dobg dla atorwastatyny
1 10+40 mg/dobg dla simwastatyny. Dawki takie zapewniaja st¢zenia nanomolarne leku
w surowicy krwi 1 w wigkszo$ci przypadkoéw pozwalaja osiagna¢ docelowe wartosci
parametrow lipidowych. Wysokie dawki statyn, czyli odpowiednio 40 mg/dobg
dla simwastatyny i 80 mg/dobe dla atorwastatyny, zapewniajace st¢zenia mikromolarne
leku w surowicy, w praktyce stosowane sa rzadziej, gldwnie z uwagi na uzasadnione
obawy przed wystapieniem podczas wieloletniego ich przyjmowania powaznych dzialan

niepozadanych, zwlaszcza ze strony uktadu migSniowego i watroby [7, 8].
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I1. Cel pracy

Chorzy na cukrzyce typu2 stanowia grupe szczegdlnie wysokiego ryzyka
rozwoju epizodow sercowo-naczyniowych. U podtoza choroby niedokrwiennej serca,
stanowiacej glowna przyczyng zwigkszonej chorobowosci i1 $miertelnosci wsrod
pacjentéw chorujacych na cukrzyce typu 2, lezy proces miazdzycowy, w patogenezie
ktoérego znaczaca rolg odgrywa angiogeneza. Dlatego tez mozliwo$¢ modulacji tego
procesu za pomoca farmakoterapii wydaje si¢ by¢ zagadnieniem godnym szczeg6lnej
uwagi. Statyny stanowia grupg lekéw o znakomicie udokumentowanym dziataniu
przeciwhiperlipidemicznym 1 licznych dziataniach pozalipidowych, ktére maja istotne
znaczenie dla przebiegu miazdzycy. Rola tych lekow w procesie angiogenezy,
zwlaszcza zachodzacej w warunkach zaburzen metabolicznych towarzyszacych
cukrzycy, nie zostata dotad dostatecznie dobrze poznana. Niejasny zwlaszcza pozostaje
wplyw, czgsto stosowanych w praktyce, niskich dawek statyn na kierunek zmian
procesu neowaskularyzacji.

Podjeto zatem probe wyjasnienia zwiazku pomigdzy stosowaniem statyn
w niskich dawkach a profilem regulatorow angiogenezy u chorych na cukrzycg typu 2.

Szczegotowe cele badawcze stanowity:

1. ocena 1 poroOwnanie stezen wybranych czynnikow proangiogennych
(angiogeniny, bFGF, MCP-1, VEGF) i antyangiogennych (11-10, 11-12)

w surowicy pomigdzy grupami:

» chorych na cukrzycg typu 2 leczonych simwastatyna lub atorwastatyna

w niskich dawkach,

» chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami,

» oraz osOb bez cukrzycy nieleczonych statynami;

2. zbadanie znaczenia czynnikow antropometryczno-epidemiologicznych oraz
czynnikow zwiazanych z przebiegiem klinicznym i leczeniem cukrzycy typu 2
(czynnos¢ wydzielnicza komorek B, insulinoopornos$¢, wyréwnanie metaboliczne)
dla ksztattowania si¢ profilu wybranych regulatorow angiogenezy;

3. zbadanie wptywu stosowania statyn w niskich dawkach na sekrecj¢ wybranych

regulatorow angiogenezy przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;.
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1. Czes$¢ doswiadczalna

I11.1. Materialy i metodyka badan
111.1.1. Badane grupy chorych

Badania przeprowadzono dwuetapowo.
W | etapie badaniu poddano tacznie 131 osob, w tym:
1) 53 chorych na cukrzycg typu 2 w wieku 41+80 lat (Srednia wieku 60,1£8,6 lat),
leczonych co najmniej od 3 miesigcy statynami:
atorwastatyna 20 mg/dobg lub simwastatyng 1040 mg/dobe,
w preparatach: Atoris®, Sortis”, Tulip® lub Simvasterol® 10, 20, Apo-Simva® 20,
Simvacard® 20, 40, Simvachol®, Simvacor®, SimvaHEXAL® 20, Vasilip®, Zocor® 20,
2) 53 chorych na cukrzycg typu 2 w wieku 37+80 lat (Srednia wieku 63,3+8,9 lat),
nieleczonych statynami,
3) 25 0s0b bez zaburzen w zakresie gospodarki weglowodanowej w wieku 37+78 lat
($rednia wieku 57,2+12,3 lat),
nieprzyjmujacych statyn.

Il etap obejmowat grupe 12 osob, ktore zakwalifikowano do nastgpujacych grup
terapeutyczno-klinicznych:
1) chorzy na cukrzyce typu 2 leczeni statynami,
2) chorzy na cukrzyce typu 2 nieleczeni statynami,
3) osoby bez cukrzycy z zaburzeniami gospodarki lipidowej leczone statynami,

4) osoby bez cukrzycy i dyslipidemii nieprzyjmujace zadnych lekow.

Leczenie statynami prowadzono ze wzgledu na dyslipidemi¢ i/lub ryzyko
sercowo-naczyniowe wedtlug zalecen Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego
[166, 171, 172]. Przyczyna niestosowania statyn w grupie 2 obejmujacej chorych
na cukrzyce byla zwykle ich nietolerancja i zwiazany z tym brak zgody chorych
na leczenie farmakologiczne dyslipidemii. Natomiast przyczyna nieleczenia statynami
czesci chorych do momentu przeprowadzenia badania, pomimo braku przeciwwskazan,

nie zostala wyjasniona.
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Badane osoby byly w latach 2008+2012 pacjentami jednego z nast¢pujacych
osrodkow lecznictwa otwartego:
» Poradni Diabetologicznej Poznanskiego Osrodka Specjalistycznego
Ustug Medycznych,
» Poradni Lekarza Rodzinnego w Rokietnicy,
» Poradni Zaburzen Metabolicznych Szpitala Klinicznego
im. Przemienienia Panskiego przy Katedrze 1 Klinice Choréb Wewngtrznych,
Zaburzen Metabolicznych i Nadci$nienia T¢tniczego Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Cukrzyce typu 2 rozpoznawano w oparciu 0 aktualne standardy i zalecenia
Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego [166, 171, 172].

Osoby z grupy 1 chorowaty na cukrzyce typu 2 od 0,5 roku do 25 lat. Sredni czas
trwania klinicznie jawnej choroby w tej grupie wynosit 7,2+7,5 lat. Pacjenci nalezacy
do grupy 2 chorowali na cukrzyce typu 2 od 3 miesigcy do 33 lat, a Sredni czas trwania
klinicznie jawnej cukrzycy wynosit u nich 6,9+7.4 lat.

Grupg osOb bez zaburzen gospodarki weglowodanowej stanowili pacjenci
wymienionych o$rodkow medycznych poddawani rutynowym badaniom kontrolnym,
u ktorych wykluczono dysglikemig 1 dyslipidemi¢ znacznego stopnia.

Dane dotyczace historii choroby poszczegdlnych osob uzyskano na podstawie
kart pacjentow, dzienniczkow zawierajacych wyniki samokontroli glikemii i ci$nienia
tetniczego, przeprowadzonych ankiet 1 bezposrednich wywiadéw. U kazdego pacjenta
przeprowadzone zostalo badanie przedmiotowe.

Farmakoterapia cukrzycy typu2 w obu grupach chorych polegata na stosowaniu
metforminy (5002550 mg/dobg), u czgsci chorych w skojarzeniu z insulinoterapia
(u 8 0sob z grupy leczonych statynami, u 13 0s6b z grupy nieleczonych statynami).
Chorzy otrzymywali mieszanki insulinowe lub analogowe, insuliny krotkodziatajace
1 o posrednim czasie dziatania lub analogi dlugodziatajace w dawce 12+46 jednostek

w jednym lub w dwdch wstrzyknigciach na dobg.
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W leczeniu cukrzycy stosowano nastgpujace preparaty:
> metforminy: Formetic®, Glucophage® 500, 850, 1000, Glucophage® XR,
Metformax® 500, 850, Siofor® 500, 850, 1000,
> insuliny:  Gensulin® N, R, 30, Humalog® 50, Humalog Mix® 50, Humulin®,
Insulatard®, Lantus® Mixtard® 30, 50, Novo Mix® 30, Novo Rapid®.
Ze wzgledu na schorzenia towarzyszace, takie jak: choroba niedokrwienna serca
(17 oso6b) i/lub nadcis$nienie tetnicze (72 osoby) i/lub dna moczanowa (1 osoba) i/lub
fagodny przerost stercza (4 osoby), badane osoby przyjmowaty leki z nastgpujacych grup:
» antagonistow wapnia,
» glikozydow nasercowych,
> nitratow,
» diuretykow tiazydopodobnych (indapamid),
» selektywnych B-blokerow.

Chorzy na ct2 otrzymywali dodatkowo jeden lub kilka lekéw z nastepujacych grup:
» inhibitoréw konwertazy angiotensyny,

» antagonistoOw receptora angiotensyny,

» kwas acetylosalicylowy w dawkach antyagregacyjnych.

Stosowane leki wlaczono nie p6zniej niz 3 miesiace przed podjgciem badan.

Badani bez zaburzen gospodarki wegglowodanowej nie wymagali leczenia
farmakologicznego, czyli nie przyjmowali zadnych lekéw ani suplementow diety,
a leczenie schorzen towarzyszacych (nadcis$nienia tg¢tniczego) w tej grupie prowadzono
metodami niefarmakologicznymi.

U 0séb z cukrzyca typu2 stwierdzono wystgpowanie powiklan cukrzycy
0 charakterze:

» makroangiopatii pod postacia:

v" choroby niedokrwiennej serca u 21 osob,

v’ przebytego udaru mozgu u 5 osob,
» mikroangiopatii pod postacia:

v’ retinopatii prostej u 3 0sob,

v’ nefropatii u 2 0sob,

» neuropatii obwodowego uktadu nerwowego u 5 0sob.
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Z badan wykluczono osoby z nastgpujacymi stanami klinicznymi i schorzeniami
towarzyszacymi:
» niewydolnoScia nerek,
» niewydolnoscia watroby,
niewydolnoscia serca,
zaburzeniami funkcji tarczycy,
niedokrwistoscia,
choroba nowotworowa,

chorobg infekcyjna,

YV V. .V V V V

ostrymi i przewlekltymi chorobami zapalnymi i autoimmunologicznymi.

Pacjenci bez zaburzen gospodarki weglowodanowej spetniali wszystkie kryteria
wykluczenia stosowane wobec chorych na cukrzyce. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgody Komisji Bioetycznej UM im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
(nr: 870/09, 1241/08, 105/2010).

Wszystkie osoby uczestniczace w badaniach zostaty poinformowane o ich celu

1 wyrazity na nie pisemna zgodg.
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111.1.2. Metodyka badan

U wszystkich badanych pacjentéw oznaczono:
1. glikemig na czczo w osoczu krwi zylne;j

— metoda enzymatyczna z zastosowaniem reakcji

katalizowanej przez oksydazg glukozy,
2. stgzenie hemoglobiny glikowanej HbA1: we krwi petnej
— metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
stosujac testy Variant™ Hemoglobin A;c, BIO-RAD,
3. stezenie cholesterolu catkowitego, jego frakcji HDL i LDL
oraz stgzenie triglicerydéw w surowicy krwi
— metoda enzymatyczna z zastosowaniem testow komercyjnych Biosystem,
opartych na reakcjach katalizowanych przez:
v’ esteraze cholesterolowa (stezenie cholesterolu catkowitego, HDL, LDL),
v’ oksydaze glicerofosforanu (stezenie triglicerydow),
4. stezenie 1,5-anhydro-D-glucitolu (1,5-AG) w osoczu
— metoda enzymatyczna wg Yabuuchi [173]
w modyfikacji Dworackiej i wsp. [174],
5. stezenie adiponektyny w surowicy
— metoda immunoenzymatyczng z zastosowaniem testow komercyjnych
Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA Kit firmy R&D Systems,
6. stezenie rezystyny w surowicy
— Metoda immunoenzymatyczna z zastosowaniem testow komercyjnych
Human Resistin Quantikine ELISA Kit firmy R&D Systems,
7. stgzenie peptydu C w surowicy na czczo
— metoda immunoenzymatyczna z zastosowaniem testow komercyjnych
C-pep-EASIA DIAsource Immuno Assays.

U wszystkich badanych pacjentéw zbadano stgzenia wybranych czynnikow:
proangiogennych: angiogeniny, bFGF, MCP-1, VEGF i antyangiogennych: 11-10, 11-12
metoda cytofluorymetrii przeptywowej z zastosowanie komercyjnych testow macierzy
kulkowych: Angiogenin, bFGF, MCP-1, VEGF, 1I-10, II-12 Flex Set, firmy Becton

Dickinson Biosciences.
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Wykonano réwniez izolacj¢ 1 hodowle komorek jednojadrzastych krwi
obwodowej, oraz stymulacj¢ ich czynnosci za pomoca glukozy i/lub insuliny
w warunkach in vitro. Nastepnie zbadano stezenia czynnikOw proangiogennych
(MCP-1, bFGF, VEGF) oraz antyangiogennych (11-10, 1l1-12) w nadsaczu z hodowli
komorek jednojadrzastych metoda cytofluorymetrii przeptywowe;.

I11.1.2.1. Oznaczanie stgezenia 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu

Znaczenie oznaczania st¢zenia 1,5-anhydro-D-glucitolu w ocenie stopnia
wyréwnania metabolicznego pacjenta chorujacego na ct2 jest zasadnicze, gdyz stanowi
on czuly, vretrospektywny wskaznik krotkotrwatej, ostrej  hiperglikemii,
w tym szczegolnie hiperglikemii popositkowej, zatwierdzony przez Food and Drug
Administration (FDA) w 2003 roku [175-177]. Ocena stezenia 1,5-AG w o0soczu
stanowi cenne zrddlo informacji na temat stopnia metabolicznego wyroéwnania cukrzycy
zwlaszcza w przypadku pacjentéw, u ktorych nie stosuje si¢ ciaglego monitorowania
profilu dobowego glikemii [178, 179].

Pod wzglgdem chemicznym 1,5-AG jest 1-deoksyglukoza. Obecnosé
tej substancji stwierdzono w wigkszosci ludzkich tkanek, a takze w osoczu i1 ptynie
moézgowo-rdzeniowym. Gltownym zZrodtem 1,5-AG dla czlowieka jest pokarm,
szczegOlnie za$ takie produkty jak soja, a w mniejszych ilosciach takze ryz, chleb,
czy migso wotowe. Tylko nieznaczne ilosci sa wytwarzane endogennie z glikogenu,
glownie w watrobie. Dostarczany z pokarmem 1,5-AG ulega wchianianiu w jelicie
i nie bierze istotnego udzialu w przemianach wewnatrzustrojowych [180]. Oznacza to,
ze w ciagu doby ilo$¢ dostarczonego z pokarmem i wyprodukowanego endogennie
1,5-AG jest rownowazona jego ilo$cia wydalana przez nerki [181].

1,5-AG ulega catkowitemu przesaczaniu przez kilgbuszki nerkowe, a nastgpnie
reabsorbcji w cewkach kanalikow proksymalnych [180]. Wchianianie zwrotne 1,5-AG
zachodzi przy udziale mechanizmu transportowego dla glukozy, z udzialem sodozaleznego
systemu przeno$nikéw. Obie substancje, ze wzgledu na strukturalne podobienstwo,
wspolzawodnicza o miejsca wiazace w nablonku kanalikéw nerkowych [182].
Przekroczenie progu nerkowego dla glukozy (160+190 mg/dl), zwiazane Scisle

z epizodami hiperglikemii i jej pojawienie si¢ W moczu wiaze si¢ z wysyceniem tych
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miejsc, co prowadzi do zahamowania resorpcji zwrotnej anhydroglucitolu. Powoduje to
gwalttowny wzrost wydalania nerkowego i obnizenie st¢zenia 1,5-AG w 0soczu. Zmiana
stezenia 1,5-AG wskazuje na zaburzenia w zakresie gospodarki weglowodanowe;j
w ciagu 48 godzin poprzedzajacych badanie (krotkotrwate epizody hiperglikemii)
lub jest wskaznikiem hiperglikemii wystgpujacej w ciagu ostatnich 5 tygodni
(wielokrotne epizody lub hiperglikemia przewlekta) [180, 183]. Wskaznik ten wykazuje
wigksza czutos¢ w stosunku do szybkich i1 krotkotrwatych wzrostow glikemii
W poréwnaniu do innych stosowanych do tej pory retrospektywnych markerow
hiperglikemii, takich jak stezenie HbA;c, czy fruktozaminy [178].

Wartosci referencyjne stezenia 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu mieszcza sig
w granicach 13,8+31,8 [174]. Do oznaczania stezenia 1,5-AG w 0soczu zastosowano

metode enzymatyczna [179].

Zasada metody

Zasada metody enzymatycznej oznaczania stezenia 1,5-AG W osoczu opiera si¢
na przeprowadzeniu reakcji oksydacyjno-redukcyjnej katalizowanej przez oksydaze
piranozowa (PROD — Pyranose Oxidase). W wyniku tej reakcji nast¢puje utlenienie
grupy hydroksylowej w pozycji 2 czasteczki 1,5-AG przez tlen czasteczkowy przy
udziale PROD, co prowadzi do powstania 1,5-anhydro-D-fruktozy.

HO— HO—
— O — O
PROD
QH + O > QH + HO, (1)
HO HO
OH O
1,5-anhydro-D-glucitol 1,5-anhydro-D-fruktoza

Dodatkowym produktem reakcji (1) jest nadtlenek wodoru, ktory oznacza si¢

iloSciowo, przeprowadzajac reakcje barwna z udziatem peroksydazy chrzanowe;j

(HRP — Horse Radish Peroxidase).

HRP
H,O, + ABTS[RED] > ABTS[UTL] + 2 H,O (2

Donorem wodoru w reakcji (2) jest kwas 2,2’-azino-bis-(3-etylobenztiazolino-6-

sulfonowy), czyli ABTS.
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Przebieg oznaczenia

> Wstepna obrobka osocza
W celu usunigcia z 0socza glukozy i innych monosacharydow wykorzystano metode
chromatografii jonowymiennej. Przygotowano mikrokolumny o S$rednicy 9 mm,
wypetnione dwiema warstwami zywicy jonowymiennej oddzielonymi krazkiem
bibuly. Dolng warstwe stanowit kationit (250 ul), a gorna anionit (850 ul). Zywice
przykrywano krazkiem bibuty. Gotowe kolumny przemywano woda destylowana.

» Przygotowanie krzywej wzorcowej
Do czterech oznaczonych probéwek wprowadzano kolejno 100 ul roztwordw
1,5-AG o znanych stgzeniach, wynoszacych odpowiednio 10, 20, 25, 50 mg/l,
przygotowanych przez rozcienczenie roztworu wzorcowego o stezeniu wyjsciowym
50 mg/l. Nastepnie do kazdej probowki dodawano 4 x 500 ul wody destylowanej.

Zawarto$¢ kazdej probowki doktadnie mieszano.

» Przygotowanie mieszaniny enzymow
Bezposrednio przed oznaczeniem do opisanej probowki wprowadzano kolejno:

200 ul PROD, 270l buforu fosforanowego, 50 ul ABTS i 10pul HRP.

Cato$¢ doktadnie mieszano. Przygotowana mieszanina wystarczata na 10 oznaczen.

» Przygotowywanie surowicy
W celu odbialczenia badanej surowicy do kazdej z probek (400 pul) dodawano
30 ul kwasu trichlorooctowego (TCA — Trichloroacetic Acid) i odwirowywano
(t=1h, n=6000 min™).

> Zbieranie eluatu
Pobierano 100 pul klarownego supernatantu i nanoszono na mikrokolumng, zbierajac
eluat do probowki. Nastegpnie kolumng przemywano woda destylowang (4 x 500 pl),

zbierajac reszte eluatu. Uzyskang probke doktadnie mieszano.

» Nanoszenie probek na mikroplytke
Do kolejnych dotkéw przygotowanej mikroptytki nanoszono: 250 ul wody
destylowanej (proba $lepa), 200 pl roztworow wzorcowych o wzrastajacych

stezeniach (krzywa wzorcowa) oraz 200 pul poszczegdlnych probek badanych
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w dwoéch powtorzeniach (analiza wlasciwa). Nastgpnie do kazdego dolka,
z wyjatkiem proby $lepej, dodawano 50 pul mieszaniny enzymow, przygotowanej

bezposrednio przed oznaczeniem.

» Inkubacja
Mikroptytke zabezpieczona folia samoprzylepna inkubowano w wytrzasarce
Eppendorf (T =37°C, t=1h, n = 300 min™).

» Pomiar absorbancji
Po zakonczeniu inkubacji odczytywano absorbancje ABTS w postaci utlenionej, wobec

proby $lepej, przy dhugosci fali 1 = 420 nm za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic.

111.1.2.2. Oznaczanie st¢zenia adiponektyny w surowicy krwi

Adiponektyna jest uznawana za jeden z istotnych czynnikow charakteryzujacych
insulinooporno$¢ obwodowa u oséb chorujacych na cukrzyce typu 2. Nalezy do grupy
adipokin, czyli zwiazkow bioaktywnych wydzielanych przez tkanke tlhuszczowa
odgrywajacych rolg w patogenezie cukrzycy i miazdzycy, przy czym jej niskie stezenia
koreluja ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju tych schorzen. Substancja ta posiada

zdolno$¢ uwrazliwiania tkanek obwodowych na dziatanie insuliny [184-186].

Zasada metody

W celu oznaczenia stgzenia adiponektyny w surowicy zastosowano komercyjny
test immunoenzymatyczny Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA Kit
firmy R&D Systems, ktory pozwala oznaczy¢ tacznie wszystkie krazace w surowicy
krwi frakcje adiponektyny. Do przeprowadzenia oznaczenia wykorzystywano
96-dotkowe ptytki mikrotitracyjne. Zasada metody opiera si¢ na utworzeniu ztozonych
kompleksow zawierajacych:

» specyficzne monoklonalne przeciwciata pierwotne (optaszczajace dolki ptytki,

skierowane przeciwko ludzkiej czasteczce adiponektyny),

» adiponektyng (znajdujaca si¢ w surowicy),

» przeciwciata wtdrne, znakowane HRP.

Nastgpnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji, ktorej

wartosci sa proporcjonalne do stgzenia adiponekyny w badanych probkach (Ryc.6).
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Przebieg oznaczenia

» Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwcialo pierwotne — adiponektyna
Do kolejnych dotkow mikroptytki, optaszczonych przeciwciatami monoklonalnymi
skierowanymi przeciwko ludzkiej czasteczce adiponektyny, nanoszono w dwoch
powtdrzeniach po 50 pl roztworow wzorcowych (o stezeniach: 3,9; 7,8; 15,6; 31,2;
62,5; 125; 250 ng/ml) Iub badanych surowic rozcienczonych wczesniej w stosunku
1:100. Ptytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie
dofiki ptytki czterokrotnie ptukano buforem.

» Przylaczenie przeciwciala wtérnego znakowanego HRP
Do kazdego dotka dodawano 200 pl roztworu zawierajacego przeciwciata wtdrne
skierowane przeciwko ludzkiej adiponektynie, znakowane HRP. Plytke inkubowano
przez 2 godzinny w temperaturze pokojowej. Nastepnie czterokrotnie plukano

roztworem buforu, dla usunigcia niezwiazanych przeciwciat.

» Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatycznej
Dodawano 200 ul roztworu tetrametylobenzydyny (TMB), bedacej substratem
dla HRP. Ptytki inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, bez dostepu
Swiatlta. Nastepnie dodawano 50 ul 2 N roztworu kwasu siarkowego w celu

zatrzymania reakcji.

» Pomiar absorbancji
Wykonywano pomiar absorbancji za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic przy

/. =450 nm. Stezenia adiponektyny odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej.

Charakterystyka testu
e Zakres referencyjny dla oséb zdrowych 5+30 pug/ml
o Czutos¢ 0,246 ng/ml
e Wspotczynnik powtarzalnosci migdzyseryjnej (Intra-assay) 2,5%+4,7%

Wspotczynnik powtarzalno$ci wewnatrzseryjnej (Inter-assay) 5,8%+6,9%

Dla opisanej metody nie stwierdzono wystgpowania reakcji krzyzowych

(zgodnie z charakterystyka producenta testu).
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Ryc. 6. Uproszczony schemat oznaczania adiponektyny metoda immunoenzymatyczna ELISA
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111.1.2.3. Oznaczanie steZenia rezystyny w surowicy krwi

Rezystyna stanowi obecnie jeden z wyktadnikdéw insulinooporno$ci obwodowej u
0sOb chorujacych na cukrzycg typu 2. Ten poznany niedawno produkt tkanki thuszczowej
odgrywa istotna rol¢ w patomechanizmie otytosci i1 insulinoopornos$ci, przyczyniajac si¢
tym samym do zwigkszenia ryzyka zachorowania na cukrzyce¢ typu 2 [186]. Doktadny
mechanizm dziatania rezystyny nie zostat dotychczas w pelni wyjasniony. Wykazano,
ze hormon ten posiada potencjat prozapalny i1 proaterogenny oraz bierze udziat
w metabolizmie glukozy 1 hamowaniu przekazywania sygnalu do receptora
insulinowego, a takze indukuje stan zapalny tkanki thuszczowej biatej. Konsekwencja
takiej aktywnosci rezystyny jest rozwoj insulinoopornosci tkanek obwodowych [187].
Rezystyna w sposob bezposredni przyczynia si¢ do rozwoju dysfunkcji $rodbtonka
naczyn, indukujac wzmozona syntez¢ nadtlenkow [188]. Wykazano roéwniez,
ze poprzez wplyw na proliferacj¢ i migracj¢ komorek $rodblonka rezystyna sprzyja

angiogenezie [189, 190].

Zasada metody

Do oznaczenia stgzenia rezystyny w surowicy uzyto komercyjnych testow Human
Resistin  Quantikine ELISA Kit firmy R&D Systems. Analiz¢ wykonywano na
96-dotkowej plytce mikrotitracyjnej.

Zasada metody, analogicznie do przedstawionego na rycinie 6 o0znaczenia
adiponektyny, opiera si¢ na wytworzeniu ztozonych kompleksow zawierajacych:

» specyficzne monoklonalne przeciwciala pierwotne

(optaszczajace dotki phytki, skierowane przeciwko ludzkiej rezystynie),

» rezystyng (znajdujaca si¢ w badanej surowicy),

» przeciwciata wtorne, znakowane HRP.

Stezenie rezystyny w badanych probkach okreslane jest na podstawie pomiaru
absorbancji barwnego produktu reakcji enzymatycznej.
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Przebieg oznaczenia

» Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwcialo pierwotne — rezystyna
Do kazdego dotka mikroptytki wprowadzono 100 ul rozpuszczalnika RD1-19.
Do kolejnych dotkoéw nanoszono w dwoch powtorzeniach po 100 pl roztworow
wzorcowych (o stezeniach: 0,16; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00 i 10,00 ng/ml), probek
kontrolnych lub badanych surowic, uprzednio rozcienczonych w stosunku 1:4.
Ptytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, po czym

czterokrotnie ptukano roztworem buforu.

» Przylaczenie przeciwciala wtérnego znakowanego HRP
Nastepnie dodawano 200 ul roztworu zawierajacego przeciwciata wtorne skierowane
przeciwko ludzkiej rezystynie sprz¢zone z HRP. Probki inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Czterokrotnie ptukano roztworem buforu, dla usunigcia

niezwiazanych przeciwciat.

» Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatycznej
Dodawano 200 pl roztworu chromogenu dla HRP, czyli tetrametylobenzydyny.
Inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, bez dostepu Swiatla.
Nastgpnie dodawano 50 ul 2 N roztworu kwasu siarkowego w celu zatrzymania

reakcji enzymatycznej prowadzacej do powstania barwnego produktu.

» Pomiar absorbancji
Wykonywano pomiar absorbancji za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic

przy 2 = 450 nm. Na podstawie krzywej wzorcowej dokonywano analizy ilo§ciowe;j.

Charakterystyka testu
e Zakres referencyjny dla oséb zdrowych 5+20 ng/ml
e Czulos¢ 0,026 ng/ml
e Wspolczynnik powtarzalnosci migdzyseryjnej (Intra-assay) 3,8%+5,3%

e Wspolczynnik powtarzalnosci wewnatrzseryjnej (Inter-assay) — 7,8%+9,2%

Dla opisanej metody nie stwierdzono wystgpowania reakcji  krzyzowych

(zgodnie z charakterystyka producenta testu).
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111.1.2.4. Oznaczanie stezenia peptydu C w surowicy krwi

Peptyd C stanowi istotny wyktadnik czynno$ci wydzielniczej komorek B wysp
trzustki. Jest to 31-aminokwasowy fragment wchodzacy w sktad proinsuliny, bedacej
prekursorem insuliny. Insulina i peptyd C wydzielane sa w rownomolowych ilo$ciach.
Jednakze ze wzgledu na dluzszy czas pottrwania stgzenie peptydu C jest wyzsze
od stezenia insuliny. Badanie stgzenia peptydu C umozliwia oceng sekrecji insuliny

przez komorki p wysp trzustki [186, 191].

Zasada metody

W celu oznaczenia st¢zenia peptydu C w surowicy zastosowano komercyjne testy
immunoenzymatyczne C-pep-EASIA DIAsource. Do przeprowadzenia oznaczenia
wykorzystywano 96-dotkowe ptytki mikrotitracyjne.

Zasada metody, analogicznie do przedstawionego na rycinie 6 o0znaczenia
adiponektyny, opiera si¢ na wytworzeniu ztozonych kompleksow zawierajacych:

» specyficzne monoklonalne przeciwciala pierwotne

(optaszczajace dotki ptytki, skierowane przeciwko ludzkiemu peptydowi C),

» peptyd C (znajdujacy si¢ w surowicy),

» przeciwciala wtorne, znakowane HRP.

Nastegpnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji,

ktorej warto$ci sa proporcjonalne do stgzen peptydu C w badanych probkach.

Przebieg oznaczenia

» Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwcialo pierwotne — peptyd C
Do kolejnych dotkéw mikroptytki, optaszczonych przeciwciatami monoklonalnymi
skierowanymi  przeciwko ludzkiemu peptydowi C, nanoszono w dwoch
powtdrzeniach po 100 pl roztworéw wzorcowych (o stgzeniach: 0,05; 0,13; 0,48;

1,60 i1 4,90 pmol/L), probek kontrolnych lub badanych surowic.

» Przylaczenie przeciwciala wtérnego znakowanego HRP
Nastgpnie dodawano 50 pl roztworu zawierajacego przeciwciata wtorne skierowane

przeciwko peptydowi C, znakowane HRP. Plytke inkubowano przez 2 godzinny
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W temperaturze pokojowej, w wytrzasarce poziomej (700rpm=100rpm). Nastepnie

trzykrotnie ptukano roztworem buforu, dla usunigcia niezwigzanych przeciwcial.

» Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatycznej
Dodawano 100 pl roztworu tetrametylobenzydyny, bedacej chromogenem dla HRP.
Inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, w wytrzasarce poziome;j
(700 rpm=+100 rpm), bez dostepu Swiatta. Dodawano 100 ul 1 N roztworu kwasu
solnego w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej prowadzacej do powstania

barwnego produktu.

» Pomiar absorbancji
Wykonywano pomiar absorbancji za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic
przy A=450nm. Stezenia peptydu C odczytywano na podstawie Kkrzywej

WZOrcowej.
Charakterystyka testu
e Zakres referencyjny dla 0osob zdrowych O(’gz_sz_’g’(())ir:;ggl
o Czulos¢ 0(8%;?;?::]?;'
e Wspolczynnik powtarzalnosci migdzyseryjnej (Intra-assay) 5,8%+8,4%
e Wspolczynnik powtarzalnosci wewnatrzseryjnej (Inter-assay) 7,2 %+9,2%

Dla opisanej metody nie stwierdzono wystgpowania reakcji krzyzowych

(zgodnie z charakterystyka producenta testu).
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I11.1.2.5. Oznaczanie stezen wybranych czynnikéw pro- i antyangiogennych

w surowicy krwi

Gloéwna cze$¢ badan doswiadczalnych niniejszej pracy stanowilo oznaczanie
stezen wybranych czynnikow pro- (angiogeninia, bFGF, MCP-1, VEGF)
I antyangiogennych (1I-10, 1l-12). Podstawa analizy ilosciowej byla metoda
cytofluorymetrii przeptywowej z wykorzystaniem komercyjnych testéw macierzy
kulkowych (The BD™ Cytometric Bead Array Human Soluble Protein Flex Sets):

» Human Angiogenin Flex Set,
Human bFGF Flex Set,
Human MCP-1 Flex Set,
Human VEGF Flex Set,
Human 11-10 Flex Set,
Human 11-12 Flex Set,

YV V. V V V VY

Human Soluble Protein Master Buffer Kits.
Zastosowana metoda umozliwiata jednoczesna analiz¢ stgzen kilku cytokin
W jednej probowce [192,193]. Doswiadczenia przeprowadzono za pomoca

cytofluorymetru przeptywowego firmy Becton Dickinson.

Zasada metody

Zasada analizy iloSciowe]j polega na wprowadzeniu do proboéwek zawierajacych
odpowiednio rozcieficzong surowicg, roztworoOw zawierajacych specjalne kulki
oplaszczone przeciwciatami, tzw. Capture Beads. Przeciwciata te skierowane sa
przeciwko badanym czynnikom pro- lub antyangiogennym. Nastgpnie do kazdej
probowki dodaje si¢ roztwor kolejnych przeciwciatl sprzezonych z barwnikiem
fluoroscencyjnym fikoerytryna (PE). Przeciwciala te sa specyficzne dla innych
epitopow badanych molekut. W trakcie inkubacji powstaja ztozone kompleksy typu
sandwich, zawierajace kulki optaszczone przeciwciatami, badane czynniki pro- lub
antyangiogenne i sprz¢zone z nimi w innym miejscu przeciwciata znakowane PE.
Nastgpnie wykonywany jest pomiar fluorescencji barwnika wchodzacego w sktad
powstalego kompleksu. Intensywnos$¢ fluorescencji jest wprost proporcjonalna do
stezenia badanych czynnikoéw. Schemat przebiegu oznaczenia pokazano na rycinie 7.
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e badana cytokina;  # kulka optaszczona przeciwciatami ; T przeciwciato znakowane PE

Ryc. 7. Uproszczony schemat oznaczania czynnikéw pro- i antyangiogennych

Przebieg oznaczenia

» Przygotowywanie roztworow wzorcowych

Przygotowywano  mieszaning  standardow  (Top Standard),  rozpuszczajac
zliofilizowane czynniki badane (Liophilized Standard), dostgpne w zestawach
w postaci kulek, w 4 ml rozpuszczalnika (Assay Diluent). Ilos¢ badanych jednorazowo
czynnikéw odpowiadata ilosci uzytych kulek. Roztwor inkubowano przez 15 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie wykonano serig rozcienczen: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, wykorzystujac rozpuszczalnik (Assay Diluent).

Jako kontrole negatywna (0 pg/ml) wykorzystano wspomniany rozpuszczalnik.

» Przygotowywanie probek badanych surowic
W kolejnym etapie przygotowywano po 50 pl roztworéw badanych surowic,

rozcienczonych w stosunku 1:0,25 za pomoca rozpuszczalnika (Assay Diluent).
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» Przygotowywanie mieszaniny kulek oplaszczonych przeciwcialami
skierowanymi przeciwko oznaczanym czynnikom (Capture Beads)
Przygotowywano mieszaning kulek optaszczonych przeciwciatami skierowanymi
przeciwko kazdemu z badanych czynnikow (Mixed Capture Beads), w ilosci
uwzgledniajacej liczbg analizowanych jednoczesnie czynnikéw oraz liczbg badanych
probek surowic. Nastgpnie dodawano 0,5 ml roztworu buforowego (Wash Buffer)
i odwirowywano (t=5min, RCF (Relative Centrifugal Force) =200 X g).
Po usunigciu supernatantu za pomoca pipety, pozostate w probéwce kulki optaszczone
przeciwciatami rozpuszczano w odpowiednim rozpuszczalniku (Capture Bead Diluent
for Serum/Plasma), do objetosci 50 ul/1 probke. Zawarto$¢ proboéwki doktadnie

mieszano (Vortex) i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

» Przygotowywanie roztworu odczynnikéw do wykrywania badanych molekut
Przygotowywano roztwor zawierajacy odpowiednia  objetos¢  odczynnikdéw
wykrywajacych (Mixed PE Detection Reagents) i rozpuszczalnika (obliczona uprzednio
na podstawie ilo$ci analizowanych jednoczesnie czynnikéw oraz ilosci badanych probek
surowic). Odczynniki wykrywajace zawieraly przeciwciata specyficzne dla innych
miejsc wiazania badanych czynnikow, sprzezone z barwnikiem fluorescencyjnym —
fikoerytryna (PE). Gotowy roztwor (Diluted PE Detection Reagent) przechowywano

do momentu uzycia w temperaturze 4°C, bez dostgpu $wiatla.

» Wykonywanie analizy
Oznaczenie przeprowadzano w probowkach cytofluorymetrycznych. Do kazdej
probéwki wprowadzano 50 ul odpowiednio rozcienczonej surowicy. Nastepnie
dodawano 50 pul roztworu zawierajacego kulki optaszczone przeciwciatami
skierowanymi przeciwko oznaczanym czynnikom (Mixed Capture Beads). Kazda
populacja optaszczonych kulek charakteryzowata sig $cisle okreslona pozycja na
wykresie macierzowych kanaléw fluorescencji FL3 1 FL4, co umozliwialo ich
odréznianie. Probki inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.
Nastgpnie do kazdej probowki dodawano 50pul roztworu odczynnikéw
wykrywajacych, zawierajacego przeciwciata sprz¢zone z fikoerytryna (Diluted PE
Detection Reagent). Probki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej,
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bez dostgpu $wiatla. W trakcie inkubacji powstawaty wspomniane juz ztozone
kompleksy typu Sandwich. Po wyplukaniu buforem niezwigzanych przeciwcial
wykonywano pomiar fluorescencji barwnika sprzezonego z przeciwcialem.
Fluorescencja przeciwcial wyznakowanych fikoerytryna byla wprost proporcjonalna
do stezenia badanych cytokin. Identyczna procedur¢ stosowano w przypadku
roztworow wzorcowych, co pozwalato uzyskiwa¢ krzywe wzorcowe, na podstawie
ktorych obliczano stezenia badanych molekut w poszczegdlnych probach. Uzyskane
warto$ci stezen kolejnych punktow krzywej wzorcowej wynosity odpowiednio: 10, 20,
40, 80, 156, 321,5 625, 1250 i 2500 pg/ml.
Po wykonaniu pomiaru w cytoflorymetrze przeplywowym uzyskiwano wykresy
przedstawiajace ilosci badanych cytokin. Nastgpnie uzyskane dane analizowano za pomoca

programu FCAP ArrayTM Software BD w celu uzyskania wartosci stezen badanych cytokin.

Charakterystyka testu
VEGF bFGF MCP-1  Angiogenina 11-10 11-12

o Czulos¢

metody 4,5pg/ml  3,4pg/ml  1,3pg/mi 4,6pg/ml 0,13pg/ml  0,6pg/ml

e  Wspotczynnik

powtarzalnosci 5%+9%  3%8% 7% 9% 4%+8% 6%+11%  2%+4%
wewnatrzseryjnej

e  Wspotczynnik
powtarzalnosci 6%+11% 3%+4% 3%+4% 1%+3% 2%+6%  2%+5%
zewnatrzseryjnej

e Pozycja

B8 C5 D8 C4 B7 E5
alfanumeryczna
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111.1.2.6. Badanie czynnoS$ci wydzielniczej mononuklear6w krwi obwodowej

w warunkach in vitro

Badania invitro, wykonane w ramach niniejszej pracy, polegaty
na przeprowadzeniu testow stymulacji komorek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
(PBMCs — Peripheral Blood Mononuclear Cells) pochodzacych od badanych
pacjentow, hodowane w warunkach podstawowych oraz w warunkach nasladujacych

hiperglikemig i hiperinsulinemieg.
Zasada metody

Zasada metody polega na przeprowadzeniu izolacji komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej w warunkach invitro. Po 72-godzinnej hodowli PBMCs
w odpowiednich warunkach: na podstawowym podtozu hodowlanym oraz na podiozu
z dodatkiem glukozy lub insuliny, przeprowadza si¢ oceng ich czynnos$ci wydzielniczej
metoda cytofluorymetrii przeplywowej z zastosowaniem komercyjnych testow

macierzy kulkowych. Schemat przebiegu oznaczenia pokazano na rycinie 8.
Przebieg oznaczenia

» lzolacja komoérek jednojadrzastych z krwi obwodowej

Izolacj¢ PBMCs z krwi obwodowej pacjentow przeprowadzano w warunkach
sterylnych, w boksie, w lozy z nawiewem laminarnym. Krew obwodowa, pobrana
do proboéwek zawierajacych EDTA, rozcieficzano izotonicznym roztworem soli
fizjologicznej zbuforowanym fosforanami o pH =6,9 (PBS — Phosphate Buffered
Saline) w stosunku 1:1. Czas od pobrania krwi do jej rozcienczania nie przekraczat
1 godziny, w tym czasie krew przechowywano w temperaturze 2+-8°C. Rozcienczona
krew nawarstwiano, unikajac zmieszania warstw, na odczynniku Ficoll-Paque,
umieszczonym w probowce wirowkowej, utrzymywanej pod katem 45°. Zawartosé
probéwki wirowano w temperaturze pokojowej (t =20 min, n = 1500+2000 min™).
W wyniku wirowania uzyskiwano mieszaning sktadajaca si¢ z nastgpujacych warstw:

v erytrocyty i granulocyty na dnie probowki,

v" Ficoll-Paque,

v" limfocyty, monocyty na granicy warstw,

v’ 0socze na powierzchni.
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Po usunigciu gornej warstwy osocza, komorki jednojadrzaste zebrane na granicy
warstw w postaci kozucha, przenoszono do innej probéwki za pomoca sterylnej
pipety. Nastepnie komorki dwukrotnie plukano roztworem PBS i wirowano
(t=10 min, n=1500 min™). Po usunieciu PBS komorki zawieszano w podlozu
hodowlanym RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium). Zywotno$é
komorek sprawdzano za pomoca testu z uzyciem biekitu tryptanu. Do oceny gestosci
zawiesiny stosowano komor¢ hematocytarna Thoma. Zawiesiny rozcienczano

za pomoca RPMI-1640 do koficowego stezenia komoérek rzedu 2 x 108 mI™.

» Hodowle komorkowe

Hodowle prowadzano na sterylnych 96-dotkowych plytkach hodowlanych
w inkubatorze w atmosferze 5% CO, (t =72 h, T = 37°C). Do dotkow wprowadzano
zawiesiny komorek. Nastgpnie do wybranych dotkow dodawano roztwoér glukozy
o stezeniu koncowym 400 mg/dl lub roztwér insuliny (Gensulin R) o stezeniu
koncowym 10 pg/ml oraz fitohemaglutyning (PHA — Phytohemagglutinin)
jako czynnik mitogenny, 0 stezeniu koncowym 2,5 ug/ml. Laczna objetosé
odczynnikow w kazdym dotku wynosita 250 pl. Jako proby kontrolne stosowano
250 pl podtoza hodowlanego oraz zawiesing komoérek z PHA bez dodatku glukozy.
Koncowy sktad zawartosci dotkow przygotowywanych dla poszczegdlnych probek
byl nastepujacy:

v' 200 pl zawiesiny komorek + 10 pl PHA + 40 ul roztworu glukozy,

v' 200 pl zawiesiny komorek + 10 pl PHA + 40 ul roztworu insuliny,

v' 240 pl zawiesiny komoérek + 10 pl PHA,

v' 250 pl podtoza RPML
Po zakoficzeniu hodowli probki odwirowywano (t=10min, n=4000 min™).

Nadsacz przechowywano do dalszych oznaczen.

» Ocena czynnosci sekrecyjnej PBMCs
Do oceny stezen wybranych czynnikow pro- i antyangiogennych w nadsaczach
stosowano metode cytofluorymetrii przeptywowej z zastosowaniem komercyjnych
testow macierzy kulkowych. Oceng przeprowadzano analogicznie do opisanych

wczesniej oznaczen wykonywanych na probkach surowicy.
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Izolacja monocytow

wirowanie rozcienczanie

e | m— ——  m—
\ \

nawarstwianie

Hodowla monocytow

B krew

<’\
|
Mee— —1
<
Me—  —
THOMA
zliczanie PBCMs
i ocena zZywotnosci
przygotowanie
hodowli
» W W W W » O

ficol  osocze - PBCMs [ PBCMs zawieszone w RPMI [l biekit tryptanu
Ryc. 8. Uproszczony schemat izolacji i hodowli monocytow
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111.1.3. Przebieg badania

Pierwszy etap obejmowat pomiar ste¢zenia czynnikow angiogennych w surowicy:

»  chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami,

»  chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami,

»  0s0b bez cukrzycy nieotrzymujacych lekow.

Drugi etap polegal na zbadaniu sekrecji wybranych czynnikow angiogennych
przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od 12 o0sob, ktore
zakwalifikowano do nastepujacych grup terapeutyczno-klinicznych:

»  chorzy na cukrzyce typu 2 leczeni statynami,

»  chorzy na cukrzyce typu 2 nieleczeni statynami,

»  o0soby bez cukrzycy z zaburzeniami gospodarki lipidowej leczone statynami,

»  osoby bez cukrzycy i dyslipidemii nieprzyjmujace zadnych lekow.

W  wymienionych grupach terapeutyczno-klinicznych zbadano czynnosc¢
wydzielnicza komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej w zakresie sekrecji
czynnikow angiogennych w roznych warunkach §rodowiska:

v" na standardowym podtozu (RPMI) (u wszystkich badanych),

v' na standardowym podtozu w obecno$ci wysokich stezen glukozy

(u wszystkich badanych)
v" nastandardowym podtozu w obecno$ci wysokich stezen insuliny
(u 0sob bez cukrzycy i1 dyslipidemii)

Krew przeznaczona do badan pobierano na czczo ze zgigcia tokciowego. Material
biologiczny wykorzystywany do analizy stanowity: krew pelna, osocze i surowica.

Oznaczenia wykonywane byly w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii (stgzenie
1,5-AG, adiponektyny, rezystyny i peptydu C w osoczu) oraz w Katedrze 1 Zaktadzie
Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (St¢zenie czynnikow
angiogennych w surowicy). Badania parametréw wyréwnania metabolicznego (HbAcC,
glikemia na czczo, profil lipidowy) oraz dodatkowe badania laboratoryjne (badania
biochemiczne i morfologia krwi obwodowej) wykonano ex tempore w laboratorium
,Diagnostyka” Poznanskiego Os$rodka Specjalistycznego Ustug Medycznych,
w laboratorium ,,Medic-Lab” w Szamotutach lub w Dziale Diagnostyki Laboratoryjne;j

SPSK1 w Poznaniu.
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111.1.4. Metody statystycznego opracowania wynikow

Do przeprowadzenia obliczen statystycznych zastosowano program komputerowy
firmy StatSoft, Inc. STATISTICA version 10,0 (nr licencji JLVP201C994912AR-)).

Normalnos¢ rozktadu danych zbadano testem Shapiro-Wilka.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej z podaniem warto$ci
odchylenia standardowego i mediany.

Hipotezy statystyczne sprawdzono odpowiednimi testami w zaleznoSci
od rozktadu danych. Dla zmiennych o rozkladzie normalnym stosowano analize
wariancji ANOVA (poréwnanie 3 grup) lub test t-Studenta (pordwnanie 2 grup).
Dla zmiennych o rozktadzie danych rézniacym si¢ od normalnego stosowano test
ANOVA rang Kruskala-Wallisa (porownanie 3 grup) lub test U-Manna-Whitneya
(porownanie 2 grup).

Zanalizowano zalezno$ci pomigdzy zmiennymi obliczajac wspotczynnik korelacji
rang Spearmana.

Dla wykluczenia wplywu czynnikow towarzyszacych, ktore moglyby
oddziatywaé na wystgpowanie réznic w zakresie wartosci zmiennej zaleznej (badanego
czynnika pro- lub antyangiogennego) pomigdzy grupami, zastosowano analiz¢
kowariancji (ANCOVA).

Za znamienne statystycznie przyjgto wartosci uzyskane dla zaloZzonego poziomu

istotnosci p < 0,05.
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IV. Wyniki

IV.1. Charakterystyka badanych grup —etap |

Badaniu poddano tacznie 131 osob zakwalifikowanych do trzech grup. Pacjenci
chorujacy na cukrzyce typu 2 zostali podzieleni na dwie grupy w zaleznos$ci od sposobu
leczenia. Grupg 1 stanowily osoby przyjmujace statyny (53 osoby), natomiast grupg 2 —
pacjenci nieleczeni statynami (53 osoby). Grupg 3 stanowily osoby bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej (25 osob).

Poréwnania parametrow i czynnikow we wszystkich badanych grupach na tym
etapie analizy statystycznej dokonano z zastosowaniem analizy wariancji ANOVA
lub analizy wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa.

W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke badanych grup pod wzgledem
epidemiologiczno-antropometrycznym. Pacjenci nalezacy do poszczegdlnych grup
nie roznili si¢ istotnie pod wzgledem wieku. Charakteryzowali sig tez zblizona masa
ciala, przy czym u wigkszosci z nich wystgpowata nadwaga lub otylos¢ (BMI > 25).
U pacjentow chorujacych na cukrzyce typu 2, zaréwno leczonych statynami,
jak i nieprzyjmujacych lekow z tej grupy, odnotowano istotnie wigkszy obwod talii
w stosunku do 0soéb bez zaburzen gospodarki wegglowodanowej. Natomiast wskaznik
WHR, $wiadczacy o typie otytosci, byl istotnie wyzszy jedynie w grupie o0sob
przyjmujacych statyny w porownaniu z osobami bez cukrzycy. U wszystkich pacjentow
chorujacych na cukrzyce typu2 odnotowano istotnie wyzsze wartosci cisnienia
tetniczego skurczowego w poréwnaniu z osobami bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej. Natomiast warto$ci ci$nienia rozkurczowego byly istotnie wyzsze
jedynie u chorych na cukrzyce nieleczonych statynami w stosunku do osob bez
cukrzycy.

W zakresie gospodarki weglowodanowej, uwzgledniajac wszystkie badane
grupy, zaobserwowano, zgodnie z oczekiwaniami, istotne statystycznie roznice
dotyczace parametréw wyrownania metabolicznego przedstawione w tabeli 2. Zaréwno
glikemia na czczo, jak i stezenie HbAjc byly znamiennie wyzsze w obu grupach

obejmujacych chorych na cukrzyce w poréwnaniu z osobami bez zaburzen gospodarki
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weglowodanowej. Nie stwierdzono natomiast rdznic w odniesieniu do poziomow
1,5-AG w poszczegolnych grupach.

W zakresie parametrow wyréwnania gospodarki lipidowej stwierdzono
wyraznie nizsze stezenie cholesterolu catkowitego oraz jego frakcji LDL w grupie
pacjentdw chorych na cukrzyce typu 2 przyjmujacych statyny, w pordwnaniu z osobami
nieleczonymi statynami. W tej ostatniej grupie st¢zenie frakcji LDL cholesterolu byto
istotnie wyzsze takze w stosunku do 0sob bez zaburzen gospodarki weglowodanowe;.
Nie stwierdzono natomiast istotnych roznic pomig¢dzy badanymi grupami w zakresie
stezenia frakcji HDL cholesterolu i TG (Tab. 3).

Roéznice w zakresie parametréw obrazujacych przebieg i zaawansowanie
cukrzycy przedstawiono w tabeli 4. Ze wzgledu na to, ze czg$¢ chorych na cukrzyce
typu 2 otrzymywata metforming w skojarzeniu z insuling zrezygnowano z zastosowania
wspotczynnika HOMAR  (Homeostasis Model Assessement) dla  oceny
insulinooporno$ci obwodowej, na rzecz oceny stezenia adiponektyny i rezystyny
w surowicy, czyli adipokin $cisle zwiazanych z nasileniem insulionoopornosci
obwodowej [184, 187].

Zaobserwowano istotnie nizsze st¢zenie adiponektyny u oséb chorych na
cukrzyce nieprzyjmujacych statyn w porOwnaniu z osobami bez cukrzycy. Jednoczesnie
w obu grupach chorych na cukrzyce typu 2 stezenie adiponektyny nie réznito sig
istotnie. Z kolei stezenie rezystyny okazalo si¢ znamiennie nizsze u pacjentow
z cukrzyca typu?2 przyjmujacych statyny w stosunku do chorych nieleczonych
statynami, a zblizone do obserwowanego u o0sOb bez zaburzen gospodarki
weglowodanowe.

Stezenie peptydu C w surowicy na czczo, stanowigce wyktadnik czynno$ci
wewnatrzwydzielniczej komorek [ wysp trzustki, miescito si¢ w srodkowej czesci
zakresu referencyjnego dla os6b zdrowych w grupie bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej 1 bylo istotnie nizsze W tej grupie w poroéwnaniu z wszystkimi
grupami chorych na cukrzycg.

Analogiczna do wyzej opisanej analizg statystyczna przeprowadzono uwzgledniajac
wylacznie grupy pacjentéw chorujacych na cukrzyce typu2 (test t-Studenta

lub test Manna-Whitneya). Uzyskane dane i wyniki analiz zestawiono w tabelach 5+8.
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W  wyniku poréwnania tych dwoch grup pod wzgledem parmetréw
epidemiologiczno-antropometrycznych stwierdzono, iz osoby nalezace do grupy
leczonej statynami byly mtodsze od pozostatych pacjentow z cukrzyca. Czas trwania
klinicznie jawnej cukrzycy u osob przyjmujacych statyny i U nieotrzymujacych lekow
z tej grupy byl zblizony. Nie zaobserwowano istotnych réznic pomigdzy grupami
chorych na cukrzycg w zakresie parametrow informujacych o stopniu i rodzaju otytosci,
ani tez znamiennych r6znic w odniesieniu do wartosci ci$nienia tetniczego, zar6wno
skurczowego, jak i rozkurczowego (Tab. 5).

Wyniki poréwnania wyltacznie chorych na cukrzycg typu2 w zakresie
parametrow gospodarki weglowodanowej i lipidowej (Tab.6,7), a takze
w odniesieniu do stezenia adiponektyny, rezystyny i peptydu C w surowicy (Tab. 8),
potwierdzity roznice zaobserwowane podczas poréwnywania trzech badanych grup

lacznie.
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Tab. 1. Poré6wnanie parametrow epidemiologiczno-antropometrycznych w badanych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny Bler GGy
Parametr 1 2 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
Wiek 60,1£8,6 63,3+8.9 57,2+12,3
(lata) 59,0 65,0 54,0
BMI 31,7£5,7 31,3+4,7 30,1+6,7
(kg/m?) 31,3 31,1 29,8
Obwad talii 106,6+11,3 % 102,6£11,8% 91,9+12,0
(cm) 105,0 104,0 88,0
1,040,1 % 0,9+0,1 0,9+0,1
WHR 1,0 0,9 0,9
Cisnienie skurczowe 143,6+17,0% 142,7+15,3 * 131,7+18,2
(mmHg) 140,0 140,0 130,0
CisSnienie rozkurczowe 84,8+9,6 86,611,4% 78,2+12,0
(mmHg) 85,0 90,0 75,0

X —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.

Tab. 2. Por6wnanie wyktadnikow wyréwnania metabolicznego w zakresie gospodarki
weglowodanowej w badanych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny EEZ G
Parametr 1 ) 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
Glikemia na czczo 140,4+38,5% 129,1+24,4 % 90,4+7,5
(mg/dl) 132,0 127,0 92,0
HbA;. 7,1+1,4% 6,9+1,1 % 5,6+0,5
(%) 6,7 6,9 5,6
1,5-AG 15,44+6,0 15,1+5,8 18,7+3,8
(mg/l) 16,6 14,0 16,9

* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.
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Tab. 3. Por6wnanie parametroéw wyrownania metabolicznego w zakresie gospodarki lipidowej

w badanych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny B ULy
Parametr 1 2 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
Cholesterol calkowity 188,6+43,5 A 209,5+45,5 207,5+41,3
(mg/dl) 184,0 203,0 197,0
LDL 106,3£38,2 A 125,5+35,4 % 100,1+41,2
(mg/dl) 99,8 124,0 100,0
HDL 52,3£13,7 51,6+14,3 65,5+30,2
(mg/dl) 48,0 52,0 54,0
TG 166,0+68,9 178,0+106,6 147,1£110,9
(mg/dl) 150,0 149,0 88,4

X —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

A —ro6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotno$ci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.

Tab. 4. Poré6wnanie parametrow charakteryzujacych czynno$¢ wydzielnicza komorek f3
wysp trzustki i insulinooporno$¢ obwodowa w badanych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny Ben Gl
Parametr 1 2 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
Adiponektyna 9,0+5,6 7,2+4,1 % 11,8443
(ng/ml) 10,3 59 11,6
Rezystyna 9,8+6,4 A4 14,8+7,9 10,9+6,7
(ng/ml) 79 14,8 9,2
Peptyd C 2,3+2,1% 2,7+1,5% 1,5+0,3
(ng/ml) 0,9 2,4 1,5

X — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

A — rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.




Anna Wesotowska

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Poznan, 2012

Tab. 5. Poro6wnanie parametréw epidemiologiczno-antropometrycznych
U chorych na cukrzyce typu 2

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny
Parametr 1 5
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
Wiek 60,1+8,6 A 63,3+8.9
(lata) 59,0 65,0
Czas trwania ct2 7,2+7,5 6,9+7.4
(lata) 4,0 4,5
BMI 31,7+5,7 31,3+4,7
(kg/m?) 31,3 31,1
Obwad talii 106,6+11,3 102,6+11,8
(cm) 105,0 104,0
1,0+0,1 0,9+0,1
WHR 1,0 0,9
Cisnienie skurczowe 143,6+17,0 142,7+15,3
(mmHg) 140,0 140,0
Cisnienie rozkurczowe 84,8+9,6 86,6£11,4
(mmHg) 85,0 90,0

A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnoséci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.

Tab. 6. Poro6wnanie wyktadnikow wyréwnania metabolicznego w zakresie gospodarki
weglowodanowej u chorych na cukrzyce typu 2

Cukrzycatypu 2 | Cukrzycatypu 2
+ statyna bez statyny
Parametr 1 5
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
Glikemia na czczo 140,4+38,5 129,1+24.4
(mg/dl) 132,0 127,0
HbA . 7,1+1,4 6,9+1,1
(%) 6,7 6,9
1,5-AG 15,4+6,0 15,1+5,8
(mg/l) 16,6 14,0

Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.
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Tab. 7. Por6wnanie parametroéw wyrownania metabolicznego w zakresie gospodarki lipidowej

U chorych na cukrzyce typu 2

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny
Parametr
1 2
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
Cholesterol calkowity 188,6+43,5 A4 209,5+45,5
(mg/dl) 184,0 203,0
LDL 106,3+38,2 A 125,5+35,4
(mg/dl) 99,8 124,0
HDL 52,3+13,7 51,6+14,3
(mg/dl) 48,0 52,0
TG 166,0+£68,9 178,0+106,6
(mg/dl) 150,0 149,0

A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.

Tab. 8. Por6wnanie parametrow charakteryzujacych czynno$¢ wydzielnicza komorek f3
wysp trzustki i insulinooporno$¢ obwodowa u chorych na cukrzyce typu 2

Cukrzyca typu 2

Cukrzyca typu 2

+ statyna bez statyny
Parametr
1 2
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
Adiponektyna 9,0+5,6 7,2+4,1
(ng/ml) 10,3 59
Rezystyna 9,8+6,4 A 14,8+7,9
(ng/ml) 79 14,8
Peptyd C 2,3+2,1 2,7£1,5
(ng/ml) 0,9 2,4

A — rdéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.
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IVV.2. Poréwnanie stezenia wybranych czynnikéw proangiogennych

pomiedzy badanymi grupami — etap |

Obejmujac analiza wszystkie grupy pacjentdéw pordéwnano stezenia badanych
czynnikow proangiogennych w surowicy krwi z zastosowaniem analizy wariancji
ANOVA lub ANOVA rang Kruskala-Wallisa (Tab. 9, Ryc. 9+12).

Wykazano, ze stezenia VEGF i bFGF w surowicy krwi byly istotnie nizsze
w grupie chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami w pordéwnaniu z osobami
cierpiacymi na cukrzycg nieleczonymi statynami, a przyjmowaty wartosci podobne
do zaobserwowanych wsrod os6b bez zaburzen gospodarki weglowodanowej
(Tab. 9, Ryc. 9+10).

Stwierdzono takze, ze st¢zenie angiogeniny w surowicy krwi bylo zblizone
U oséb chorujacych na cukrzycg leczonych statynami oraz u oséb bez cukrzycy.
Natomiast w grupie chorych na cukrzyce nieleczonych statynami stezenie angiogeniny
byto istotnie wyzsze w poréwnaniu z grupa bez zaburzen gospodarki weglowodanowej
(Tab. 9, Ryc. 11).

Zaobserwowano rowniez, ze u chorych na cukrzycg, zarowno leczonych
statynami, jak i nieotrzymujacych lekow z tej grupy, stezenie MCP-1 w surowicy krwi
bylo znamiennie wyzsze w porownaniu z osobami bez cukrzycy. Jednoczesnie stezenie
MCP-1 bylo istotnie nizsze u chorych na cukrzyce leczonych statynami w poréwnaniu
z chorymi na cukrzycg nieleczonymi statynami (Tab. 9, Ryc. 12).

Poddajac analizie wylacznie pacjentéw chorujacych na cukrzyce typu 2
z zastosowaniem testu Manna-Whitheya zaobserwowano, ze st¢zenia wszystkich
badanych czynnikow proangiogennych w surowicy krwi byly znamiennie nizsze
U osob przyjmujacych statyny w poréwnaniu z osobami nieleczonymi tymi lekami
(Tab. 10).
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Tab. 9. Poréwnanie st¢zenia badanych czynnikoéw proangiogennych w poszczegodlnych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny Bler GGy
Parametr 1 2 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
VEGF 57,0+£60,7 A 91,7+88,4 ¢ 27,0+£20,5
(po/dl) 34,6 70,5 23,7
bFGF 1,5+1,04 324224 1,1£0,4
(pa/dl) 1,3 2,3 1,2
Angiogenina 389,2+135,3 455,8+162,5% 358,1+150,6
(pa/dl) 401,0 470,0 383,2
MCP-1 205,8+135,2 ¢ 298,44226,8 % 118,3+£21,6
(pg/dl) 166,7 209,3 110,8

¢ —rdéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
A —ro6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
% —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.

Tab. 10. Poroéwnanie stezenia badanych czynnikow proangiogennych u chorych na cukrzyce

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny
Parametr 1 2
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
VEGF 57,0+60,7 A 91,7+88.,4
(po/dl) 34,6 70,5
bFGF 1,5+1,0 A4 3,242,2
(po/dl) 1,3 2,3
Angiogenina 389,2+135,3 A 455,8+162,5
(pg/dl) 401,0 470,0
MCP-1 205,8+135,2 4 298,4+226.,8
(po/dl) 166,7 209,3

A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.
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¢ —r6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
A —roéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
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Ryc. 9. Poréwnanie st¢zenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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¢ —r6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
A —rodznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez cukrzycy

Ryc. 10. Porownanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez cukrzycy

Ryc. 11. Porownanie stgzenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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¢ —rd6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
* —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 —chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez cukrzycy

Ryc. 12. Porownanie stgzenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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IVV.3. Poréwnanie stezenia wybranych czynnikow antyangiogennych

pomigdzy badanymi grupami — etap |

Obejmujac analiza wszystkie badane grupy poréwnano st¢zenia badanych
czynnikéw antyangiogennych w surowicy krwi z zastosowaniem testu ANOVA rang
Kruskala-Wallisa.

Stwierdzono, ze stezenie 11-10 w surowicy byto znamiennie nizsze w obu grupach
pacjentow chorujacych na cukrzyc¢ w poréOwnaniu z osobami bez cukrzycy
(Tab. 11, Ryc. 13). Z kolei stezenie 11-12 bylo istotnie wyzsze w obu grupach chorych
na cukrzycg W stosunku do oso6b bez zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
(Tab. 11, Ryc. 14). Nie stwierdzono natomiast znamiennych statystycznie rdznic
w zakresie stgzen czynnikow antyangiogennych w surowicy krwi pomigdzy obiema
grupami chorych na cukrzycg, wowczas, gdy analizowano wszystkie grupy tacznie
(Tab. 11).

Tab. 11. Porownanie st¢zenia badanych czynnikoéw antyangiogennych w poszczegdlnych grupach

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny EEZ GG
Parametr 1 2 3
n=53 n=53 n=25
K24/M29 K35/M18 K11/M14
11-10 2,5+1,2% 2,0+1,0% 3,6+1,0
(pg/ml) 2,3 2,0 3.4
11-12 6,7+£2,0% 8,3+3,6 % 1,4+0,5
(pg/ml) 6,2 6,8 1,3

* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
Wyniki przedstawiono jako X+SD z podaniem mediany.
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* — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez cukrzycy

Ryc. 13. Porownanie stgzenia 11-10 w surowicy krwi pomiedzy badanymi grupami
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* — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — zdrowi

Ryc. 14. Porownanie stgzenia 11-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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Poddajac analizie, z zastosowaniem testu Manna-Whitneya, wylacznie pacjentow
chorujacych na cukrzyce typu 2 stwierdzono, ze stezenie Il-12 bylo istotnie nizsze
U o0sob przyjmujacych statyny. Nie wykazano znamiennych statystycznie rdznic
w zakresie st¢zenia I1I-10 w surowicy pomigdzy grupami chorych na cukrzyce

réznigcych si¢ pod wzgledem przyjmowania statyn (Tab. 12).

Tab. 12. Porownanie stgzenia badanych czynnikow antyangiogennych u chorych na cukrzyceg

Cukrzyca typu 2 | Cukrzyca typu 2
+ statyna bez statyny
Parametr 1 2
n=53 n=53
K24/M29 K35/M18
11-10 2,5+1,2 2,0+1,0
(pg/mil) 2,3 2,0
11-12 6,7+2,04 8,3£3,6
(pg/ml) 6,2 6,8

A —ro6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
Wyniki przedstawiono jako x+SD z podaniem mediany.
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IVV.4. Poréwnanie st¢zenia wybranych czynnikow modyfikujacych angiogeneze
pomie¢dzy badanymi grupami z uwzglednieniem leczenia statynami
| wplywu parametrow antropometryczno-epidemiologicznych

oraz czynnikow zwigzanych z przebiegiem cukrzycy — etap |

Kolejny etap analizy statystycznej zdeterminowany zostal niezbednym
dla wtasciwej interpretacji uzyskanych wynikow zatozeniem, ze stgzenia czynnikow
pro- i antyangiogennych w surowicy krwi moga by¢ uwarunkowane nie tylko
stosowaniem statyn, ale takze parametrami antropometryczno-epidemiologicznymi
oraz czynnikami zwiazanymi z przebiegiem cukrzycy, rdézniacymi si¢ niejednokrotnie
pomigdzy poszczegdlnymi grupami. W zwiazku z tym przeprowadzono poroéwnanie
stosujac analiz¢ kowariancji, ktorej zadaniem bylo wyeliminowanie wplywu
wspomnianych parametréw na poziomy czynnikoOw angiogennych w badanych grupach.

Zastosowano kolejno cztery modele tej analizy statystycznej. W kazdym z tych
modeli zmienng zalezna stanowit jeden z czynnikow pro- lub antyangiogennych.
Natomiast zmiennymi niezaleznymi (towarzyszacymi) byly wspomniane parametry
potencjalnie modyfikujace poziomy czynnikéw angiogennych:

» w modelu 1 — parametry antropometryczno-epidemiologiczne

(wiek, BMI, obwad talii, WHR, ci$nienie skurczowe i rozkurczowe),

» w modelu 2 — parametry zwiazane z wyrownaniem gospodarki weglowodanowej

(HbA:c, 1,5-AG, glikemia na czczo),

» w modelu 3 — parametry zwiazane z wyrdwnaniem gospodarki lipidowe;

(stezenie cholesterolu catkowitego, LDL, HDL, TG),

» w modelu 4 — czynniki zwiazane z przebiegiem cukrzycy typu 2

(stgzenie adiponektyny, rezystyny, peptydu C).

Laczne zestawienie wynikow analizy kowariancji z uwzglednieniem wszystkich
badanych grup przedstawiono w tabelach 13 i 14.

Wykazano, ze leczenie statynami bylo czynnikiem modyfikujacym stgzenia
VEGF w surowicy, niezaleznie od warto$ci parametréw antropometryczno-
epidemiologicznych oraz wyktadnikéw wyrownania metabolicznego (modele 1+3).

Dla kazdego z wyzej wymienionych modeli analizy kowariancji zaobserwowano,
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ze w grupie chorych na cukrzycg leczonych statynami stezenia VEGF w surowicy
byly znamiennie nizsze w pordwnaniu z chorymi na cukrzyce nieleczonymi lekami
z tej grupy oraz zblizone do obserwowanych u os6b bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej (Ryc. 15+17).

Jednocze$nie zastosowanie modelu 4, w ktorym zmienne towarzyszace stanowity
adipocytokiny i stezenie peptydu C, ujawnito, ze na ksztaltowanie si¢ wartosci VEGF
w surowicy fakt stosowania statyn u badanych wywieral znamienny wptyw, jednakze
W mniejszym stopniu, anizeli warto$ci wyktadnika czynnosci wewnatrzwydzielniczej
komoérek B wysp trzustki oraz stezenie rezystyny w surowicy, czyli parametr
charakteryzujacy insuliooporno$¢ obwodowa (Tab. 13).

Niezaleznie od zastosowanego modelu analizy kowariancji, st¢zenie bFGF
w surowicy krwi byto zdeterminowane stosowaniem statyn i przyjmowato wartosci
nizsze wsrod chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami w poréwnaniu z chorymi
nieotrzymujacymi statyn. W tej ostatniej grupie, w przeciwienstwie do grupy leczonej
statynami, stezenie bFGF w surowicy byto wyzsze w pordwnaniu do 0soéb bez cukrzycy
(Tab. 13, Ryc. 18+21).

Wykazano takze, iz na roznice stgzen bFGF pomigdzy badanymi grupami
dominujacy wplyw ma wprawdzie stosowanie statyn, ale do zmian st¢zenia bFGF
W surowicy przyczynia¢ si¢ moga takze roznice w zakresie obwodu talii, wskaznika
WHR oraz stezenia TG w surowicy (Tab. 13).

W odniesieniu do stezenia angiogeniny w surowicy zaobserwowano istotne
roéznice pomig¢dzy badanymi grupami, stosujac modele 1, 2 i 4 (Tab. 13, Ryc. 22, 23).
Stezenie angiogeniny w grupie chorych na cukrzyce typu2 leczonych statynami
nie roéznito si¢ od stezenia tego biatka w surowicy osob bez cukrzycy, natomiast wsrod
chorych na cukrzyceg nieleczonych statynami stezenie angiogeniny byto istotnie wyzsze
w poréwnaniu z osobami bez zaburzen gospodarki weglowodanowej (modele 1 1 4)
(Tab. 13, Ryc.22). Zastosowanie modelu kowariancji eliminujacego wptyw
parametrow wyrownania metabolicznego w zakresie gospodarki weglowodanowej
na ksztaltowanie si¢ poziomu angiogeniny w poszczegdlnych grupach pozwolito
zauwazy¢, ze stezenie angiogeniny jest istotnie nizsze w grupie chorych na cukrzyce
leczonych statynami w poréwnaniu z chorymi nieotrzymujacymi statyn (model 2)
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(Tab. 13, Ryc. 23). Niemniej znacznie bardziej istotne wydaje si¢ oddziatywanie
wspotistniejacych stezen 1,5-AG w osoczu (model 2) (Tab.13) oraz peptydu C
w surowicy na czczo (model 4) (Tab. 13) na réznice stezen angiogeniny pomicedzy
badanymi grupami.

Analiza kowariancji potwierdzita takze obecno$¢ roéznic w zakresie stgzenia
MCP-1 pomigdzy badanymi grupami, wskazujac na znaczenie stosowania statyn w tym
zakresie (modele 1-3) (Tab.13, Ryc.24+26). Wykazano, ze stezenie MCP-1
W surowicy chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami jest zblizone do st¢zen
obserwowanych u 0s6b bez cukrzycy i znamiennie nizsze w poréwnaniu z chorymi
na cukrzyce nieleczonymi statynami. W tej ostatniej grupie stezenia MCP-1 w surowicy
byly jednocze$nie wyzsze niz stgzenia w grupie osOb bez zaburzen gospodarki
weglowodanowe;.

Model 4 analizy kowariancji uwypuklit znaczenie st¢zenia peptydu C w surowicy
dla ksztattowania si¢ r6znic pozioméw MCP-1 pomigdzy badanymi grupami (Tab. 13).
Wykazano takze, iz czynnikami modyfikujacymi stezenia MCP-1 w surowicy
w badanych grupach, oddziatlujacymi z nieco mniejsza sita niz farmakoterapia
z zastosowaniem statyn, byly wskaznik BMI i obwdd talii oraz st¢zenic HbAic i 1,5-AG
(Tab. 13).

Analiza kowariancji, w ktorej zmienna zalezna byto stgzenie 11-10 w surowicy
wykazata istnienie roznic migdzy badanymi grupami (Tab 14, Ryc. 27+30).
Stwierdzono, ze stezenie 11-10 w surowicy chorych na cukrzyce typu 2, niezaleznie
od stosowania statyn, bylo nizsze anizeli u oséb bez cukrzycy. Nie wykazano
jednoczes$nie istotnych roznic pomigdzy chorymi na cukrzycg typu?2 leczonymi
i nieleczonymi statynami.

Analiza ta ujawnila jednoczes$nie, ze roznice migdzygrupowe w zakresie stezen
II-10 w surowicy uwarunkowane byly takze stezeniem HDL i adiponektyny
(model 31 4) (Tab. 14).

Biorac pod uwage stezenie 1l-12 w surowicy stwierdzono, ze istnialy rdéznice
pomigdzy wszystkimi  badanymi grupami (Tab. 14, Ryc.31+34). Niezaleznie
od zastosowanego modelu kowariancji w grupie chorych na cukrzycg leczonych statynami

stgzenie 11-12 w surowicy bylo wyzsze niz u oséb bez cukrzycy i1 jednoczes$nie nizsze
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W poréwnaniu z chorymi na cukrzyce nieleczonymi statynami. Jednocze$nie st¢zenie 11-12
w surowicy chorych na cukrzyce nieleczonych statynami bylo znamiennie wyzsze
niz u osob bez zaburzen weglowodanowych.

Na wystgpowanie wspomnianych roznic w stezeniu I1-12 wptyw wywarlto takze

stezenie 1,5-AG W 0soczu oraz stezenie rezystyny w surowicy (model 2 i 4) (Tab. 14).
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Tab. 13. Wyniki analizy kowariancji obejmujacej wszystkie badane grupy,
w ktorej czynniki proangiogenne stanowia zmienne zalezne

Zrmienna Zmienna zalezna
towarzysz. VEGF bFGF Angiogenina MCP-1
F p F p F p F p
Wiek 0,0 NS 0,8 NS 0,8 NS 0,0 NS
BMI 0,8 NS 15 NS 0,6 NS 5,6 0,02*
ObW?d 2,1 NS 4.8 0,03* 0,0 NS 5,7 0,02*
- talii
g WHR 0,0 NS 6,0 0,01* 0,0 NS 1,3 NS
o
= | Cisnienie | 15 | No 00| Ns 01| Ns |04 | Ns
skurcz.
Cisnienie
rozkurcz. 0,1 NS 0,3 NS 2,3 NS 0,0 NS
Sposob * * -
[— 54 0,005 20,1 | 0,0001* | 3,1 0,05 6,1 0,003
HbA;c 3,7 NS 0,0 NS 3,1 NS 75 0,01*
N 15-AG 0,8 NS 0,5 NS 16,5 | oo0001* | 5,2 0,02*
[¢5)
8| Glikemia
o
S| roscze | 06| NS [05 | Ns | 02| NS [24)| Ns
Sposob - « - *
leczenia 8,3 | 0,0004* | 19,8 | 0,0001 3,7 0,03 9,4 | 0,0001
Chol. | 6| Ns 00| Ns | 20| Ns |17 ] Ns
catkow.
o LDL 1,4 NS 0,0 NS 2,2 NS 2,0 NS
€ HDL | 03| NS [o6| Ns [o00| Ns |12 Ns
=
TG 2,5 NS 4.1 0,04* 0,3 NS 0,1 NS
Sposob - * -
leczenia 43 0,01 18,8 | 0,0001 2,5 NS 6,5 | 0,002
Adipo-
nektyna 0,6 NS 0,04 NS 0,2 NS 2,3 NS
=~ | Rezys- 165 0002x [ 02| Ns |00 | Ns |35| Ns
) tyna
S| PeptydC | 251 | 00001 | 05 | NS | 84 |0,0034* | 28,1 | 0,0001*
Sposob .
leczenia 1,2 NS 16,0 | 0,0001 1,6 NS 2,0 NS

* — warto$¢ znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05;
NS — warto$¢ wspodtczynnika p niezamienna statystycznie
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Tab. 14. Wyniki analizy kowariancji obejmujacej wszystkie badane grupy,
w ktorej czynniki antyangiogenne stanowia zmienne zalezne

Zmienna zalezna

tovzvglzezzaca 1I-10 II-12
ySZa E D E D
Wiek 0,6 NS 0,1 NS
BMI 2,5 NS 0,0 NS
Obwad talii 0,6 NS 0,3 NS
—
% WHR 0,0 NS 0,4 NS
S .
Cisnienie 0.4 NS 0.1 NS
skurczowe
Cisnienie 0.4 NS 0.5 NS
rozkurczowe
Sposob leczenia 13,1 0,0001* 445 0,0001*
HbA;c 1,2 NS 2,2 NS
% 1,5-AG 0,1 NS 4.0 0,05*
© 5 -
§ Glikemia na 19 NS 0.3 NS
czCzo0
Sposob leczenia 14,5 0,0001* 51,8 0,0001*
Choleste_rrol 0.4 NS 0.4 NS
catkowity
LDL 0,3 NS 0,6 NS
o™
g HDL 4,6 0,03* 0,7 NS
>
TG 0,2 NS 0,4 NS
Sposob leczenia 11,0 0,0001* 42,7 0,0001*
Adiponektyna 7.9 0,006* 1,7 NS
; Rezystyna 0,8 NS 31,7 0,0001*
o)
S Peptyd C 0,1 NS 03 NS
Sposoéb leczenia 11,2 0,0001* 58,3 0,0001*

* — warto$¢ znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05;
NS — warto$¢ wspolczynnika p niezamienna statystycznie
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Srednie zmiennej towarzyszacej:
Wiek 60,7 (lat)

BMI: 31,2 (kg/m?)

Obwadd talii: 102,2 (cm)

WHR: 0,9

Cisnienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)
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Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —r6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 15. Poréwnanie stezenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)

140

Srednie zmiennej towarzyszacej:
HbA;c: 6,7 (%)

1,5-AG: 15,9 (mg/l)

Glikemia na czczo: 126,3 (mg/dl)
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VEGF (pg/dl)
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Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —roéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 16. Porownanie stezenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)
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Srednie zmiennej towarzyszacej:
Cholesterol catkowity: 200,6 (mg/dl)
LDL: 112,9 (mg/dl)
HDL: 54,5 (mg/dl)

TG: 167,3 (mg/dl)

A

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* — rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 17. Poréwnanie stezenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
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z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3)

Srednie zmiennej towarzyszacej:
Wiek: 60,7 (lata)

BMI: 31,2 (kg/m?)

Obwaod talii: 102,2 (cm)

WHR: 0,9

Cisnienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 18. Poréwnanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)
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Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 19. Poréwnanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomig¢dzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)

~ 4,0
o Srednie zmiennej towarzyszacej: | X
g Cholesterol catkowity: 200,6 (mg/dl)
E 35 [LpL: 112,9 (mgrdl
é HDL: 54,5 (mg/dl)
i TG: 167,2 (mg/dl)
L 30
2,5
A
2,0
15
1,0
0,5
0,0
1 2 3

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 20. Porownanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3)
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>
o

Srednie zmiennej towarzyszacej: *
Adiponektyna: 8,8 (mcg/ml)
Rezystyna: 12,1 (ng/ml)
Peptyd C: 2,3 (ng/ml)

3,5

bFGF (pg/dl)

3,0

2,5

2,0

15

1,0

0,5

0,0

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 21. Poréwnanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomig¢dzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4)

—~ 520
§ Srednie zmiennej towarzyszacej:
D 500 [Wiek 60,7 (lat) X
8 BMI: 31,2 (kg/m?) T
<C 480 |Obwdd talii: 102,2 (cm)
P WHR: 0,9
5 460 |Cisnienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
D) Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)
O 440 T
(D -
Z 420
< L
400
q
380 )
360
340 i
320
300

1 2 3 Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
X — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 22. Porownanie stgzenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)
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500

480

460

440

420

ANGIOGENINA (pg/dl)

400

380

360

340

320

Srednie zmiennej towarzyszacej:
HbA;c: 6,7 (%)

1,5-AG: 15,9 (mg/l)

Glikemia na czczo: 126,3 (mg/dl)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* — rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 23. Porownanie st¢zenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

400

350

MCP-1 (pg/dl)

300

250

200

150

100

50

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)

Srednie zmiennej towarzyszacej:
Wiek 60,7 (lat)

BMI: 31,2 (km/m?)

Obwadd talii: 102,2 (cm)

WHR: 0,9

Cisnienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3

1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 24. Poréwnanie stgzenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)
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400

Srednie zmiennej towarzyszacej:
HbA;c: 6,7 (%) *
350 f{1,5-AG: 15,9 (mg/)

Glikmia na czczo: 126,3 (mg/dl)

300

MCP-1 (pg/dl)

250

200 —

150

100

50

=
N
w

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialty ufnosci.
A —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —r6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 25. Porownanie stgzenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)

~ 400
S Srednie zmiennej towarzyszacej:
g Cholesterol catkowity: 200,6 (mg/dl) X
<= 350 [l pL:112,9 (mg/dl)
- HDL: 54,5 (mg/dl)
% 300 |ITG: 167,3 (mgrdi)
=
A
250
200 T
150
100
50 T
0
1 2 3

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
A —réznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 2
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 26. Porownanie stgzenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3)
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Ryc. 27. Porownanie stgzenia 11-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)

Srednie zmiennej towarzyszacej:
Wiek: 60,7 (lat)

BMI: 31,2 (kg/m?)

Obwad talii: 102,2 (cm)

WHR: 0,9

Cisénienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)

*

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
* — rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Nr grupy

4,5

4,0

11-10 (pg/dl)

35

3,0

2,5

2,0

Srednie zmiennej towarzyszacej:
HbAlc: 6,7 (%)

1,5-AG: 15,9 (mg/l)

Glikemia na czczo: 126,3 (mg/dl)

15

* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 28. Porownanie stgzenia 11-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
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~ 45
E Srednie zmiennej towarzyszacej:
S Cholesterol catkowity: 200,6 (mg/dl)
e LDL: 112,9 (mg/dl)
o 40 HDL: 54,5 (mg/dl)
- TG: 167,2 (mg/dl)
3,5
3,0
*
2,5 b 4
2,0
15
1 2 3

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
* — rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 29. Porownanie stgzenia 11-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3)

>
o

Srednie zmiennej towarzyszacej:
Adiponektyna: 8,8 (mcg/ml)
Rezystyna: 12,1 (ng/ml)

Peptyd C: 2,3 (ng/ml)

w
o1

11-10 (pg/ml)

3,0 % 4

2,5

2,0

15
Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 30. Porownanie stgzenia 11-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4)
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3
Srednie zmiennej towarzyszacej:
2 Hwiek 60,7 (at)
BMI: 31,2 (kg/m?)
1 flobwad talii: 102,2 (cm)
WHR: 0,9
0 Hcisnienie skurczowe: 140,8 (mmHg)
Cisnienie rozkurczowe: 84,2 (mmHg)
-1

1 2 3 Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
¢ —r6znica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
* — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 31. Porownanie st¢zenia 11-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)

=
o

* Srednie zmiennej towarzyszacej:
HbA;c: 6,7 (%)

1,5-AG: 15,9 (mg/l)

Glikemia na czczo: 126,3 (mg/dl)

©

3]
<

11-12 (pg/ml)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci.
¢ —rdéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
X — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 32. Porownanie stgzenia 11-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)
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N
< 8
7
6
5
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3
2 Srednie zmiennej towarzyszacej:
Cholesterol catkowity: 200,6 (mg/dl)
LDL: 112,9 (mg/dl)
1 t|HDL: 54,5 (mg/dI)
TG: 167,3 (mg/dl)
0

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
¢ —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
* — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 33. Poréwnanie st¢zenia 11-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3)

Srednie zmiennej towarzyszacej:
Adiponektyna: 8,8 (mcg/ml)
Rezystyna: 12,1 (ng/ml)

Peptyd C: 2,3 (ng/ml)

I1-12 (pg/ml)

Nr grupy

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci.
¢ —rdéznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
* — roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec grupy 3
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami; 3 — bez ct2

Ryc. 34. Porownanie stgzenia [1-12 w surowicy krwi pomiedzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4)
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IVV.5. Badanie zwigzku pomig¢dzy parametrami antropometryczno-
epidemiologicznymi, wykladnikami wyréwnania metabolicznego oraz
czynnikami zwigzanych z przebiegiem cukrzycy a st¢zeniem czynnikow

angiogennych w surowicy krwi u chorych na cukrzyce typu 2 —etap |

Celem nastgpnego etapu pracy bylo sprawdzenie, czy istnieja zaleznosci
pomigdzy  parametrami  antropometryczno-epidemiologicznymi,  wyktadnikami
wyréwnania metabolicznego oraz czynnikami zwiazanych z przebiegiem cukrzycy
a stezeniem czynnikOw pro- i antyangiogennych w surowicy krwi u chorych
na cukrzyce typu?2. Obliczono zatem odpowiednie wspdtczynniki korelacji rang
Spearmana, niezaleznie w obu grupach chorych na cukrzycg, tj. leczonych
I nieleczonych statynami.

Wyniki analizy obejmujacej grupe pacjentow z cukrzyca typu 2 leczonych
statynami przedstawiono w tabeli 15. Wybrane korelacje pomigdzy badanymi
zmiennymi przedstawiono na rycinach 35+45.

Badanie zwiazku pomigdzy parametrami epidemiologiczno-antropometrycznymi
a stgzeniem czynnikOw pro- i antyangiogennych wykazato dodatnia korelacj¢ pomigdzy
czasem trwania klinicznie jawnej cukrzycy a stezeniem VEGF (r = 0,33) (Ryc. 35)
i stezeniem angiogeniny (r = 0,35) w surowicy krwi (Ryc. 36). Stwierdzono takze, iz
wzrost wskaznika BMI byt zwiazany ze zwigkszeniem stgzenia angiogeniny (r = 0,33).

Analiza zaleznosci pomigdzy nasileniem zaburzen w zakresie gospodarki
weglowodanowej a poziomem czynnikow pro- 1 antyangiogennych wykazata,
iz stezenie 1,5-AG korelowato ujemnie ze stezeniem bFGF [r = (-0,30)] (Ryc. 37),
podczas gdy wzrost stgzenia angiogeniny byl zwigzany z podwyzszeniem poziomu
HbA;c (r = 0,32) (Ryc. 38), wzrostem glikemii na czczo (r = 0,41) oraz z obnizeniem
stezenia 1,5-AG [r = (-0,53)] (Tab. 15).

W  zakresie parametrow charakteryzujacych profil gospodarki lipidowej
stwierdzono wystgpowanie dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem
cholesterolu LDL (r = 0,34) (Ryc. 39).

Zbadano rowniez zwiazek pomigdzy nasileniem insulinoopornosci obwodowej

wyrazone] poprzez stezenie adiponektyny 1 rezystyny w surowicy a stezeniami
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czynnikéw pro- i antyangiogennych. Stezenia VEGF oraz MCP-1 byty skorelowane
ujemnie ze stgzeniem adiponektyny [r=(-0,40) i r=(-0,56)] (Ryc.40i41).
Jednoczesnie stezenia VEGF 1 11-12 byty dodatnio skorelowane ze stezeniem rezystyny
(r=0,51 ir=0,33) (Ryc.42i43). Wykazano takze pozytywna zalezno$¢ pomigdzy
stezeniem peptydu C w surowicy na czczo a stezeniem czynnikOw proangiogennych:
VEGF i MCP-1 (r = 0,33 ir=0,53) (Ryc. 44 i 45).
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Tab. 15. Przeglad wartosci wspotczynnikow korelacji w grupie chorych na ct2
leczonych statynami

Zmienna zalezna

Zmienna niezalezna VEGE | bEGE g\enngilr?a; MCP-1 11-10 11-12
(pofdl) | (pgfdl) | (osany | (PO/AD) | (Pg/mD) | (pg/m)
Wiek NS NS NS NS NS NS
(lata)
Czas trwania ct2 033 NS 0.35 NS NS NS
(lata) ! ’
BMI
(kg/m?) S I Ul A I I
Obwod talii NS NS NS NS NS NS
(cm)
WHR NS NS NS NS NS NS
Cisnienie skurczowe NS NS NS NS NS NS
(mmHg)
Cisnienie rozkurczowe NS NS NS NS NS NS
(mmHg)
HbA1C
(%) NS NS 0,32 NS NS NS
1,5-AG NS 0,30 -0,53 NS NS NS
(mg/l)
Glikemia na czczo NS NS 0.41 NS NS NS
(mg/dl) ’
Cholesterol calkowity NS NS NS NS NS NS
(mg/dl)
LDL
(mg/dl) o ® ® © © -
HDL
(mg/dl) NS NS NS NS NS NS
TG
(mg/d) NS NS NS -0,33 NS NS
Adiponektyna -0,40 NS NS -0,56 NS NS
(ng/ml)
Rezystyna 0,51 NS NS NS NS 0,33
(ng/ml)
Peptyd C 0.33 NS NS 0,53 NS NS
(ng/ml)

NS — warto$¢ wspodtczynnika korelacji r niezamienna statystycznie

117




Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

280

r=0,33,n=53, p<0,05

240 o

VEGF (pg/dl)

200 o
160
120

80

40

-40

0 5 10 15 20 25 30 35
Czas trwania cukrzycy (lata)

Ryc. 35. Zwiazek pomigdzy czasem trwania cukrzycy a stezeniem VEGF
u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 36. Zwiazek pomigdzy czasem trwania cukrzycy a stgzeniem angiogeniny
u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 37. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem 1,5-AG a st¢zeniem bFGF

u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

r=0,32,n=53,p<0,05
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Ryc. 38. Zwiazek pomiedzy stezeniem HbA.C a stezeniem angiogeniny

u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 39. Zwiazek pomigdzy stezeniem LDL a stgzenim VEGF
u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 40. Zwiazek pomigdzy stezeniem adiponektyny a stgzeniem VEGF
u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 41. Zwiazek pomigdzy stezeniem adiponektyny a stezeniem MCP-1
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Ryc. 42. Zwiazek pomigdzy stgzeniem rezystyny a stezeniem VEGF

u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 43. Zwiazek pomigdzy stgzeniem rezystyny a stgzeniem I1-12
u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 44. Zwiazek pomigdzy stezenim peptydu C a stezeniem VEGF
u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
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Ryc. 45. Zwiazek pomigdzy stezenim peptydu C a stezeniem MCP-1
u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Wyniki analizy Kkorelacji w grupie chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych
statynami zestawiono w tabeli 16, a wybrane zalezno$ci przedstawiono na rycinach 46+49.

Na podstawie badania wptywu parametrow epidemiologiczno-antropometrycznych
na stgzenia czynnikOw pro- i antyangiogennych w grupie osob chorych na cukrzyceg
nieleczonych statynami wykazano dodatnie korelacje pomigdzy st¢zeniem angiogeniny
w surowicy a obwodem talii (r = 0,37) i wskaznikiem WHR (r = 0,34) (Tab. 16)

Analiza zalezno$ci pomigdzy wykladnikami gospodarki weglowodanowej
a poziomem czynnikdw pro- i antyangiogennych wskazala na istnienie dodatniej
korelacji pomigdzy stezeniem angiogeniny w surowicy a poziomem HbA;c (r = 0,37)
(Ryc. 46) oraz ujemnej korelacji pomigdzy st¢zeniem angiogeniny w Surowicy
a stezeniem 1,5-AG [r = (-0,54)] (Ryc. 47).

W odniesieniu do parametrow gospodarki lipidowej stwierdzono ujemna
korelacj¢ pomigdzy stezeniem cholesterolu HDL a stgzeniem angiogeniny w surowicy

[r = (-0,36)] (Ryc. 48). Z kolei stezeniec bFGF korelowato dodatnio z poziomem TG
(r=0,31) (Tab. 16).
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Sposrod parametrow charakteryzujacych insulinoopornosé obwodowa stezenie
adiponektyny wykazywato zwiazek ze stezeniem I1-10 (r = 0,46) (Ryc. 49), natomiast
stezenie rezystyny — ze stezeniem VEGF (r = 0.41) i 1I-12 (r = 0,39) (Tab. 16).
Stezenia VEGF, angiogeniny oraz MCP-1 korelowaty dodatnio ze st¢zeniem peptydu C
— wykladnika czynno$ci komérek B wysp trzustki (r=0,50; r=0,46; r=20,42)
(Tab. 16).
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Tab.16. Przeglad wartosci wspotczynnikoéw korelacji w grupie chorych na cukrzyce typu 2
nieleczonych statynami

Zmienna zalezna

Zmienna niezalezna |\ . | | Coc g\enngilr?a; MCP-1 | 11-10 11-12
(pg/dl) | (pgrdl) | o oyqyy | (PO/dD) | (pg/ml) | (pg/mi)
Wiek NS NS NS NS NS NS
(lata)
Czas trwania ct2 NS NS NS NS NS NS
(lata)
BMI
(kgm?) A I T ) I T
Obwoad talii NS NS 0,37 NS NS NS
(cm)
WHR NS NS 0,34 NS NS NS
Ci$nienie skurczowe NS NS NS NS NS NS
(mmHg)
CiSnienie rozkurczowe NS NS NS NS NS NS
(mmHg)
HbA1C
(%) NS NS 0,37 NS NS NS
1,5-AG NS NS -0,54 NS NS NS
(mg/l)
Glikemia na czczo NS NS NS NS NS NS
(mg/dl)
Cholesterol calkowity NS NS NS NS NS NS
(mg/dl)
LDL
(mg/d) NS NS NS NS NS NS
HDL
(ma/d) NS NS -0,36 NS NS NS
TG
(mg/dI) S Il I B A M
Adiponektyna NS NS NS NS 0,46 NS
(ng/ml)
Rezystyna 0,41 NS NS NS NS 0,39
(ng/ml)
Peptyd C 0,50 NS 046 | 042 NS NS
(ng/ml)

NS — warto$¢ wspodtczynnika korelacji r niezamienna statystycznie
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Ryc. 46. Zwiazek pomigdzy stezeniem HbA;C a stgzeniem angiogeniny
u chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami
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Ryc. 47. Zwiazek pomiedzy stezeniem 1,5-AG a stezeniem angiogeniny
u chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami
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Ryc. 48. Zwiazek pomigdzy stezeniem HDL a stgzeniem angiogeniny
u chorych na cukrzyceg typu 2 nieleczonych statynami
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Ryc. 49. Zwiazek pomigdzy stezeniem adiponektyny a stezeniem I1-12
u chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami
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IV.6. Badanie wzajemnych relacji pomiedzy wybranymi czynnikami

pro- i antyangiogennymi w surowicy krwi —etap |

Zbadano wzajemne zalezno$ci pomigdzy badanymi czynnikami, zaréwno
pro-, jak 1 antyangiogennymi, kolejno w obu grupach chorych na cukrzyce,
wyznaczajac wspotczynniki korelacji rang Spearmana.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji pomiedzy czynnikami
angiogennymi w grupie chorych na cukrzyce typu 2 przyjmujacych statyny.

Warto$ci wspotczynnikéw korelacji W grupie chorych na cukrzyce typu 2
nieleczonych statynami zestawiono w tabeli 17. W grupie chorych na cukrzycg typu 2
nieprzyjmujacych statyn zaobserwowano, ze wyzszym st¢zeniom VEGF w surowicy
towarzysza wyzsze poziomy angiogeniny (r=0,48), a takze MCP-1 (r=0,42).
W tej samej grupie st¢zenia angiogeniny i MCP-1 w surowicy byty skorelowane
dodatnio (r = 0,47) (Ryc. 50).

Tab. 17. Przeglad warto$ci wspotczynnikow korelacji pomigedzy czynnikami pro-
i antyangiogennymi w grupie chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami

Zmienna zalezna

Zmienna
niezalezna Anai

VEGF | bFGF ge”n%'rfa'l MCP-1 | 11-10 11-12

(pgidl) | (pgidl) | (| (pardl) | (pgrmi) | (pg/mi)
VEGF
(pg/dl) = NS 0,48 0,42 NS NS
bFGF
(pa/d) NS - NS NS NS NS
Angio-
genina 0,48 NS - 0,47 NS NS
(pg/dl)
MCP-1
(pg/dl) 0,42 NS 0,47 - NS NS
11-10
(pg/ml) NS NS NS NS - NS
IL-12 NS NS NS NS NS -
(pg/ml)

NS — warto$¢ wspodtczynnika korelacji r niezamienna statystycznie
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Ryc. 50. Wzajemne zwiazki pomigdzy wybranymi czynnikami proangiogennymi
w surowicy krwi u chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami
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IV.7. Badanie sekrecji wybranych czynnikow pro- i antyangiogennych

przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej — etap 11

W  kolejnym etapie badan oceniono stezenia wybranych czynnikow
proangiogennych (VEGF, bFGF, MCP-1) i antyangiogennych (11-10, 1I-12) w nadsaczu
pochodzacym z 72-godzinnej hodowli komorek jednojadrzastych wyizolowanych
z krwi obwodowej. Porownano sekrecj¢ wybranych czynnikow angiogennych
przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od chorych na cukrzyce
typu 2 leczonych i nieleczonych statynami, od osob bez cukrzycy z dyslipidemia
leczonych statynami oraz osob bez cukrzycy i dyslipidemii nieprzyjmujacych statyn.

W wymienionych grupach terapeutyczno-klinicznych zbadano czynnosc¢
wydzielnicza komorek jednojadrzastych krwi obwodowej w zakresie sekrecji
czynnikow angiogennych na standardowym podlozu (u wszystkich badanych),
na standardowym podlozu w obecnosci wysokich stezen glukozy (u wszystkich
badanych) oraz na standardowym podlozu w obecno$ci wysokich stezen insuliny
(u 0s6b bez cukrzycy i dyslipidemii). Zbadano takze st¢zenie czynnikéw angiogennych
w kontroli negatywnej, ktora stanowily probki zawierajace wylacznie podioze
hodowlane.

Na podstawie analizy statystycznej (ANOVA), obejmujacej poza probkami
pochodzacymi od zbadanych grup takze poziomy cytokin obserwowane w kontroli
negatywnej, stwierdzono, ze st¢zenie wszystkich badanych cytokin w préobkach
zawierajacych materiat biologiczny byto istotnie wyzsze w pordwnaniu z ich stezeniem

w kontroli ujemnej.

IV.7.1. Poréwnanie sekrecji wybranych czynnikéw angiogennych przez komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od chorych z réznych grup
terapeutyczno-klinicznych w warunkach podstawowych
(analiza wariancji ANOVA) —etap 11

U os6b chorych na cukrzycg typu2 nieleczonych statynami, zaobserwowano
najwigksze nasilenie sekrecji VEGF przez komorki jednojadrzaste wyizolowane z Krwi
obwodowej i hodowane w warunkach podstawowych. Nieco nizsze st¢zenie VEGF

wykazano w nadsaczu pochodzacym od chorych na cukrzycg leczonych statynami.
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Byto ono jednakze wyzsze w porownaniu z grupami osob bez cukrzycy. Nie stwierdzono
natomiast znamiennej roéznicy w st¢zeniu VEGF w nadsaczu pomigdzy grupami osob bez
cukrzycy (Ryc. 51).

Zauwazono, ze sekrecja bFGF przez komorki jednojadrzaste wyizolowane z Krwi
obwodowej i hodowane w warunkach podstawowych byta najwigksza u osoéb chorych
na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami w stosunku do wszystkich pozostatych grup
(Ryc. 52).

Poroéwnanie stezenia MCP-1 przyniosto podobne obserwacje jak w przypadku
stezenia VEGF, przy czym stwierdzono dodatkowo istotna statystycznie roznice pomigdzy
grupa osob bez cukrzycy i dyslipidemii nieotrzymujacych statyn a grupa pacjentow bez
cukrzycy z zaburzeniami lipidowymi przyjmujacych statyny. Stezenie MCP-1 bylo
znamiennie nizsze u osob bez cukrzycy nieotrzymujacych zadnych lekoéw w poréwnaniu
z pacjentami bez cukrzycy leczonymi statynami (Ryc. 53).

Wykazano, ze sekrecja 1I-10 przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j
w warunkach podstawowych byta wyzsza u pacjentow bez cukrzycy i dyslipidemii
nieotrzymujacych statyn W odniesieniu do wszystkich pozostatych grup. Najnizsze st¢zenia
II-10 odnotowano w nadsaczu pochodzacym od pacjentéw chorujacych na cukrzyce
nieleczonych statynami. Rowniez pomiedzy grupa chorych na cukrzyce leczonych
statynami oraz chorych bez cukrzycy z dyslipidemia leczonych statynami stwierdzono
znamienna statystycznie roznicg sekrecji 1I-10, przy czym stgzenie tej cytokiny byto wyzsze
u 0s6b z cukrzyca (Ryc. 54).

W odniesieniu do stezenia 11-12 w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych
w warunkach podstawowych zauwazono takze rdznice pomigdzy wszystkimi grupami.
W tym przypadku najwyzsza sekrecje¢ 11-12 zaobserwowano w odniesieniu do komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej pochodzacych od pacjentow chorych na cukrzyce
I nieleczonych statynami, a najnizsza — u o0sob bez cukrzycy i dyslipidemii
nieotrzymujacych lekow. Jednocze$nie komorki jednojadrzaste izolowane z krwi pacjentéw
chorych na cukrzycg leczonych statynami wykazywalty wigksza sekrecje 11-12
w poréwnaniu zZ komorkami pochodzacymi od osob bez cukrzycy otrzymujacych statyny
(Ryc. 55).
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Ryc. 51. Poréwnanie stgzenia VEGF w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych
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Ryc. 52. Poroéwnanie stezenia bFGF w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na standardowym podlozu pomigdzy wszystkimi grupami
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Ryc. 53. Poréwnanie stezenia MCP-1 w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na standardowym podlozu pomig¢dzy wszystkimi grupami
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Ryc. 54. Poroéwnanie stgzenia 11-10 w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na standardowym podltozu pomiedzy wszystkimi grupami
133



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

~ 1000
§ * o Srednia
2 900 [ SredniatBtad std
~ T SredniazOdch.std
—
= 800
700
*
600
500
400 X
300
I
200
1 2 3 4
Nr grupy

* —roznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec pozostatych grup
1 — chorzy na ct2 leczeni statynami; 2 — chorzy na ct2 nieleczeni statynami;
3 — pacjenci bez ct2 leczeni statynami; 4 — pacjenci bez ct2 nieleczeni statynami

Ryc. 55. Poroéwnanie stezenia 11-12 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na standardowym podlozu pomig¢dzy wszystkimi grupami

IV.7.2. Poréwnanie sekrecji wybranych czynnikéw angiogennych przez komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzgce od chorych z réznych grup
terapeutyczno-klinicznych hodowane w obecnosci wysokich stezen glukozy

(analiza wariancji ANOVA) —etap Il

Stwierdzono, ze sekrecja VEGF byla znamiennie wyzsza w przypadku komorek
hodowanych w $rodowisku zawierajacym znaczne stgzenie glukozy wyizolowanych z krwi
pacjentdéw chorych na cukrzyce nieleczonych statynami w poréwnaniu z pozostalymi
grupami. Najnizsza sekrecj¢ tego czynnika odnotowano w przypadku osob bez cukrzycy
i dyslipidemii nieotrzymujacych lekéw i pacjentow bez cukrzycy z zaburzeniami
gospodarki lipidowej przyjmujacych statyny, przy czym pomigdzy tymi grupami
nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic (Ryc. 56).

Zauwazono, ze sekrecja bFGF przez komorki jednojadrzaste hodowane w tych

warunkach byla znamiennie wyzsza w przypadku komorek wyizolowanych z krwi
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obwodowej 0s6b chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami w pordéwnaniu
z pozostalymi grupami (Ryc. 57).

Zaobserwowano, ze komorki jednojadrzaste w Obecnosci glukozy, wyizolowane
Z krwi chorych na cukrzyce nieleczonych statynami posiadaty istotnie wigksza zdolnos¢
sekrecji MCP-1 w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Najmniejsze, i znamiennie nizsze
w stosunku do pozostatych grup, stezenia MCP-1 odnotowano w nadsaczu z hodowli
komoérek pochodzacych od osob bez cukrzycy i dyslipidemii nieleczonych statynami.
Jednoczesnie stezenia MCP-1 w nadsaczu z hodowli komoérek krwi chorych na cukrzyce
przyjmujacych statyny oraz u chorych bez cukrzycy z zaburzeniami lipidowymi leczonych
statynami roznity si¢ znamiennie migdzy soba, przy czym wyzsze wartosci obserwowano
u 0sob bez cukrzycy (Ryc. 58).

W  przypadku 11-10 odnotowano znamiennie wigksza zdolno$¢ sekrecji
tej cytokiny przez komoérki pochodzace od osoéb bez cukrzycy nieleczonych statynami
W poréwnaniu z pozostatymi grupami. Najmniejsza zdolno$¢ sekrecji 11-10 stwierdzono
w przypadku komorek pochodzacych z krwi os6b chorych na cukrzyce nieleczonych
statynama w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Ponadto komoérki wyizolowane z krwi
pacjentdow chorych na cukrzycg leczonych statynami wykazywaty wigksza zdolnosé
sekrecji 1I-10 w stosunku do komoérek wyizolowanych od osob bez cukrzycy
z dyslipidemia leczonych statynami (Ryc. 59).

Zaobserwowano takze znamienne roéznice w zakresie wydzielania 11-12
przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od chorych z réznych grup
terapeutyczno-klinicznych hodowane w $rodowisku o wysokim stezeniu glukozy.
W poréwnaniu z pozostatymi grupami najwyzsza sekrecj¢ tej interleukiny odnotowano
w przypadku komorek wyizolowanych od osob chorych na cukrzycg nieleczonych
statynami, a najnizsza — U osob bez cukrzycy i dyslipidemii nieotrzymujacych lekow.
Stezenie 11-12 roznito sig¢ tez istotnie w nadsaczach pochodzacych z hodowli komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej osob chorych na cukrzycg leczonych statynami
i osob bez cukrzycy z zaburzeniami gospodarki lipidowej przyjmujacych statyny,

przy czym byto ono wyzsze w przypadku chorych na cukrzyce (Ryc. 60).
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Ryc. 56. Poréwnanie stezenia VEGF w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na podlozu z dodatkiem glukozy pomigdzy wszystkimi grupami
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Ryc. 57. Poroéwnanie stezenia bFGF w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy pomigdzy wszystkimi grupami
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Ryc. 58. Poréwnanie stezenia MCP-1 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy pomigdzy wszystkimi grupami
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Ryc. 59. Poroéwnanie stgzenia 11-10 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na podlozu z dodatkiem glukozy pomiedzy wszystkimi grupami
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Ryc. 60. Porownanie st¢zenia I1-12 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy pomigdzy wszystkimi grupami

IVV.7.3. Badanie sekrecji wybranych czynnikéw angiogennych przez komérki
jednojadrzaste krwi obwodowej w obecnos$ci wysokich stezen glukozy

w podlozu (test t-Studenta) — etap 11

Zaobserwowano, ze obecnos¢ glukozy w podlozu uzytym do hodowli
komorkowej stymuluje sekrecj¢ VEGF przez komorki jednojadrzaste pochodzace
od 0sob bez cukrzycy i dyslipidemii nieotrzymujacych statyn, od oséb bez cukrzycy
z zaburzeniami lipidowymi leczonych statynami oraz od chorych na cukrzyce typu 2
niezaleznie od leczenia statynami (Ryc. 61).

Stwierdzono, ze obecnos¢ glukozy w podtozu hodowlanym stymuluje rowniez
sekrecje bFGF (Ryc. 62) i MCP-1 (Ryc. 63) przez komorki jednojadrzaste, jednak
tylko w grupie chorych na cukrzyceg typu 2 leczonych statynami.

Podobny efekt wywieraty wysokie stgzenia glukozy w srodowisku w odniesieniu
do sekrecji 11-12 przez komoérki pochodzace od chorych na cukrzyce typu 2
nieleczonych statynami (Ryc. 64).

W pozostatych badanych grupach nie zaobserwowano wplywu wysokich stezen
glukozy w podtozu na sekrecj¢ badanych czynnikéw angiogennych przez komorki

jednojadrzaste krwi obwodowe;.
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Ryc. 61. Stezenie VEGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych krwi obwodowej
w zaleznosci od obecnosci glukozy w podtozu w poszczegolnych grupach
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Ryc. 62. Stezenie bFGF w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych
krwi obwodowej w zaleznosci od obecnosci glukozy w podtozu
w grupie chorych na ct2 przyjmujacych statyny
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Ryc. 63. Stezenie MCP-1 w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych
krwi obwodowej w zaleznosci od obecnosci glukozy w podtozu
w grupie chorych na cukrzyce przyjmujacych statyny
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Ryc. 64. Stezenie I1-12 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej w zaleznos$ci od obecnoéci glukozy w podtozu
w grupie chorych na cukrzyce nieprzyjmujacych statyn
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IV.7.4. Badanie sekrecji wybranych czynnikow angiogennych przez komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej w obecnosci wysokich stezen insuliny

w podlozu (analiza wariancji ANOVA) — etap Il

Wykazano, ze wysokie stezenia insuliny w podtozu nasilaja wytacznie sekrecj¢
VEGF przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej pochodzace od o0so6b
bez cukrzycy i dyslipidemii nieotrzymujacych statyn. Jednoczesnie wytwarzanie VEGF
pod wptywem wysokich ste¢zen insuliny w srodowisku byto bardziej nasilone anizeli

sekrecja tego czynnika obserwowana pod wptywem wysokich stezen glukozy (Ryc. 65).
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* —rdznica znamienna statystycznie dla poziomu istotnosci p<0,05 wobec hodowli komorek
jednojadrzastych na standardowym podtozu (RPMI)
A — RPMI; B — RPMI + glukoza; C — RPMI + insulina

Ryc. 65. Stgzenie VEGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej w zaleznosci od obecnosci insuliny w podtozu
W grupie pacjentéw bez cukrzycy nieprzyjmujacych statyn
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V. Omoéwienie wynikow i dyskusja

We wspotczesnym pismiennictwie coraz wigkszym zainteresowaniem cieszy si¢
zagadnienie wplywu angiogenezy na progresj¢ procesu miazdzycowego [195, 196].
Rola neowaskularyzacji zachodzacej w obrgbie $cian naczyn krwiono$nych nie jest
bowiem jednoznaczna. Sugeruje si¢, ze w warunkach fizjologicznych proces ten sprzyja
odbudowie naczyn, a takze pomaga zwalczy¢ stan zapalny, prowadzac do regresji
zmian miazdzycowych [196]. Natomiast w warunkach patologicznych nasilenie
angiogenezy w obrebie §cian naczyn moze przyspieszaé postgp zmian miazdzycowych,
promujac migracj¢ makrofagdéw, przyczyniajac si¢ do pogrubienia $cian naczyn, a takze
nasilajac stan niedotlenienia i martwicy [196]. Co wigcej, wraz ze wzrostem ilosci
nowych cienko$ciennych naczyn krwiono$nych, wzrasta ryzyko ich pgkania i krwotoku
wewnatrz ptytki miazdzycowej, co moze prowadzi¢ do powaznych powiktan [196, 197].
W przeciwienstwie do neowaskularyzacji blaszki miazdzycowej kompensacyjna
arteriogeneza stanowi proces fizjologiczny indukowany niedokrwieniem. Proces ten
wiedzie do wytworzenia dojrzalych struktur naczyniowych poprzez wzrost
i powigkszenie wczesniej istniejacych naczyn tetniczych, a jego celem jest zapewnienie

krazenia obocznego w strefie niedokrwienia [195].

Wszystkie wspomniane wyzej aspekty angiogenezy maja szczeg6lne znaczenie
dla przebiegu miazdzycy 1 jej klinicznych przejawow u chorych na cukrzycg.
Wyjasnienie, jak ksztaltuja sie¢ stezenia czynnikow modulujacych angiogeneze
u chorych na cukrzyce typu 2 moze by¢ istotne zar6wno w sensie poznawczym,
jak 1 praktycznym. Powszechnie wiadomo, Zze u pacjentoéw tych glowna przyczyna
zgonow 1 przewleklego inwalidztwa sa powiklania rozwijajace si¢ na podlozu
makroangiopatii, bgdacej procesem tozsamym z miazdzyca W  sensie
anatomopatologicznym [1]. Biorac pod uwagg wspomniane powigzania angiogenezy
z miazdzyca, mozna przypuszczaé, ze dokltadne wyjasnienie zlozonego
patomechanizmu tych procesoOw moze mie¢ ogromne znaczenie dla zapobiegania
groznym powiktaniom cukrzycy typu 2.

Przeprowadzone dotychczas badania poswigcone tej tematyce dotyczyly
w wigkszosci populacji ogdlnej. Jedynie nieliczne odnosity si¢ do populacji osoéb
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chorujacych na cukrzyce typu 2 [106, 107]. Na podstawie dotychczasowych obserwacji
mozna stwierdzi¢, ze u osob chorujacych na cukrzyce angiogeneza zachodzaca
w obregbie blaszki miazdzycowej jest bardziej nasilona niz u 0s6b bez cukrzycy,
a jej zaawansowanie jest w duzym stopniu zalezne od kontroli glikemii [197, 198].
Wyniki badan wlasnych potwierdzaja te obserwacje.

Coraz wigkszym zainteresowaniem badaczy cieszy si¢ rowniez zagadnienie
modulacji angiogenezy pod wplywem stosowanej farmakoterapii. Zwrocono uwage
na potencjalny wptyw lekéw z grupy inhibitorow reduktazy HMG-Co0A, czyli statyn,
na proces naczyniotworzenia. Jednakze rola statyn w modulacji procesu angiogenezy,
przebiegajacej w  warunkach  specyficznych ~ zaburzen = metabolicznych
charakterystycznych dla cukrzycy, nie zostata dotad jednoznacznie wyja$niona [199].
Zaré6wno mechanizm, jak 1 kierunek oddzialywania tych lekéw na proces
naczyniotworzenia budzi nadal watpliwosci [6, 7, 200, 201].

Powszechnie wiadomo, ze leki z grupy statyn wykazuja wiele dziatan
pozalipidowych, okreslanych jako dziatania plejotropowe. Wymieni¢ tutaj mozna
migdzy innymi korzystny wpltyw na funkcjonowanie $rodbtonka naczyniowego oraz
dziatanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne, przeciwzakrzepowe i immunomodulujace
[143, 146, 202].

Ztozony mechanizm oddziatywania inhibitorow reduktazy HMG-CoOA na proces
angiogenezy jest prawdopodobnie zwigzany gléwnie z dzialaniami plejotropowymi
statyn, wynikajacymi z hamowania syntezy izoprenoidow. Efekty tych dziatan obejmuja
zmiany funkcjonowania i regulacji apoptozy komoérek endotelium [7,8] oraz
zwigkszenie liczby komorek progenitorowych $rodbtonka naczyn, ktore odgrywaja
istotng rolg W procesie angiogenezy, uczestniczac bezposrednio w tworzeniu nowych
naczyn i bedac zrodtem czynnikow proangiogennych [9].

Niemniej interesujace i jednocze$nie nie wyjasnione zagadnienie stanowi
przeciwstawne, to znaczy pro- lub antyangiogenne, oddziatywanie odpowiednio niskich
I wysokich dawek statyn na przebieg angiogenezy [7, 8]. Wyniki dostgpnych badan,
przeprowadzonych gtéwnie na modelach zwierzgcych, sa rozbiezne. Autorzy wskazuja

zarOwno na aktywnos$¢ antyangiogenna statyn, przejawiajaca si¢ redukcja ekspresji
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czynnikéw proangiogennych, gtéwnie VEGF [203, 204], jak i na ich proangiogenne
dziatanie [205].

Zwazywszy, ze ze wzgledu na lepsza tolerancj¢, mniejsze ryzyko wystapienia
dziatan niepozadanych oraz ze wzgledow socjalno-ekonomicznych w praktyce
klinicznej stosowane sa czeg$ciej niskie dawki statyn zamiast rekomendowanych
powszechnie dawek wysokich, problem ten zastluguje na szczeg6lna uwagg.

Badania wtasne miaty zatem na celu probg wyjasnienia, czy 1 w jaki sposob niskie
dawki statyn, stosowane zwykle w praktyce klinicznej, moga wplywaé na stezenia
wybranych czynnikow zarowno pro- jak i antyangiogennych w surowicy krwi osob
chorych na cukrzyce typu2 oraz w jaki sposob czynniki charakterystyczne
dla przebiegu tej choroby moga modyfikowa¢ wptyw omawianych lekow na przebieg
procesu naczyniotworzenia. Wszyscy badani pacjenci otrzymujacy statyny leczeni
byli atorwastatyng lub simwastatyng w dawkach odpowiednio 20 mg/dobg
lub 10+40 mg/dobg, ktére klasyfikowane sa przez autorOw zajmujacych si¢
ta problematyka jako dawki niskie czyli generujace wytacznie nanomolarne stezenia
leku w surowicy krwi [7, 8].

W przebiegu badan wlasnych zaobserwowano, ze u chorych na cukrzyce typu 2,
ktorzy nie byli leczeni statynami stezenie badanych regulatorow angiogenezy
w surowicy bylo wyzsze w porOwnaniu z ich stgzeniem w surowicy pacjentow
z obu pozostatych grup. Jednocze$nie wykazano, ze stosowanie statyn w niskich
dawkach u chorych na cukrzyce typu 2 powoduje istotne zmiany profilu czynnikéw
modulujacych przebieg angiogenezy, a mianowicie obnizenie stgzenia wszystkich
badanych czynnikow proangiogennych w surowicy krwi, zarowno tych bezposrednio
stymulujacych proces angiogenezy (VEGF, bFGF), jak i tych dziatajacych w sposob
posredni (MCP-1, angiogenina). Stgzenia te byly nizsze w pordéwnaniu z tymi
obserwowanymi u pacjentow cierpiacych na cukrzyce nieotrzymujacych statyn,
co szczegblnie wyraznie uwidocznita przeprowadzona testem Manna-Whitneya analiza
statystyczna dotyczaca wyltacznie tych dwu grup, a przede wszystkim analiza
kowariancji, ktora stanowi narzedzie statystyczne pozwalajace na porOwnanie grup
z wykluczeniem wptywu czynnikéw towarzyszacych, ktorymi w przypadku badanych

grup byly parametry odzwierciedlajace wyrownanie metaboliczne cukrzycy, nasilenie
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insulinooporno$ci obwodowej, zaburzenia czynno$ci wydzielniczej komorek B wysp
trzustki  oraz  podstawowe  parametry  antropometryczno-epidemiologiczne.
Zatem mozna przypuszczac, ze u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami
w niskich dawkach kierunek modulacji angiogenezy na poziomie jej najbardziej
znaczacych regulatorow moze §wiadczy¢ o antyangiogennym dzialaniu omawianych
lekow stosowanych w takich dawkach.

Wyniki te sa nieco zaskakujace, biorac pod uwage rezultaty przeprowadzonych
wczesniej badan innych autorow, ktore jak wspomniano wykazaty, ze niskie dawki
statyn wykazuja raczej dziatanie proangiogenne, przyczyniajac si¢ do nasilenia migracji
komorek $rodbtonka naczyn i formowania nowych naczyn krwiono$nych [7, 8].
Zdaniem tych autorow [7, 8] jedynie stosowanie wysokich dawek statyn wiaze si¢
z ich aktywnoscia antyangiogenna.

Istotna przyczyna wspomnianej rozbieznosci wynikow badan wlasnych
z wynikami uzyskanymi przez innych autoré6w moze by¢ fakt, ze wczesniejsze badania
nie dotyczyly pacjentow chorujacych na cukrzyce typu2, co wigcej zostaly
przeprowadzone wylacznie na zwierzgcym modelu miazdzycy oraz z zastosowaniem
hodowli komoérkowych [7,8]. Mozna zatem sadzi¢, ze warunki obecne in vivo,
a nade wszystko czynniki $cisle zwiazane z patogeneza i przebiegiem cukrzycy
typu 2, takie jak przewlekta i ostra hiperglikemia, insulinooporno$¢ obwodowa,
czy zaburzenia sekrecji komorek 3, moga modyfikowac zar6wno przebieg angiogenezy,
jak 1 wptywac na kierunek dzialania statyn. Na taka interpretacj¢ uzyskanych wynikow
pozwala analiza rezultatbw wczesniejszych badan dotyczacych zmian stgzenia
niektorych regulatoréw angiogenezy wtasnie u chorych na cukrzycg lub w warunkach
invitro  odpowiadajacym  przebiegowi cukrzycy  [110, 206, 207].  Autorzy
wspomnianych badan [110, 206, 207] zaobserwowali podwyzszone st¢zenia niektorych
czynnikow proangiogennych u chorych na cukrzyce typu?2, a takze wskazali
na prawdopodobny mechanizm tego zjawiska 1 jego zwiazek z przewlekla
hiperglikemia.

Nandy et al. [206] wykazali wzrost st¢zenia VEGF u 0so6b chorujacych
na cukrzyce typu 2, zwlaszcza u pacjentdw, u ktérych stwierdzono obecnos$¢ powiktan

cukrzycowych. Podobne obserwacje poczynili Mahdy [208] i Wong [209].
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Z kolei Hamed wraz z zespotem [210] wykazal, Zze u o0sob chorujacych
na cukrzyce typu 2 stezenia bFGF byly wyzsze w pordwnaniu z obserwowanymi
u oséb zdrowych, przy czym roznice te zaznaczaly si¢ szczegOlnie u pacjentow
z niedostateczng kontrola glikemii i u chorych z powiktaniami mikronaczyniowymi.

Podobnie, badania Panutsopulos’a [211] ujawnily, ze zwigkszona sekrecja VEGF
I bFGF charakteryzowatly si¢ takze monocyty pochodzace od osob ze stabilna choroba
niedokrwienng serca, a efekt ten potggowany byl przez wspotistnienie cukrzycy.

W przeprowadzonych wczeéniej badaniach wyzsze stezenia MCP-1, kolejnego
posredniego czynnika proangiogennego, wykazano migdzy innymi u pacjentéw
chorujacych na cukrzyce typu?2 [212], a takze u o0s6b cierpiacych na chorobg
niedokrwienna serca, szczegdlnie za$ u pacjentdw z ostrym zespotem wiencowym [213].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach obserwowano réwniez wzrost
stezenia angiogeniny u osob cierpiacych na przewlekla niewydolno$¢ serca,
przy czym efekt ten byl rowniez nasilony u oséb z towarzyszaca cukrzyca [71].
Wzrost stgzenia angiogeniny odnotowano takze u pacjentow z ostrym zespolem
wiencowym [214], co wigcej podwyzszenie stgzenia tej cytokiny uznano za czynnik
prognostyczny tego powiklania. Nalezy jednakze odnotowaé, ze rezultaty jednego
z badan, dotyczacego osob chorujacych na cukrzyce, wskazywaty na redukcje stezenia
angiogeniny u tych chorych [73].

Jak dotad opublikowano znacznie mniej wynikow badan dotyczacych
oddziatywania statyn na angiogenez¢ w przebiegu miazdzycy u chorych na cukrzyce¢
typu 2, w tym na zmiany stezen regulatorow angiogenezy w Surowicy.

Na przyktad zwigzane =ze stosowaniem statyn obnizenie sekrecji,
badz zmniejszenie stezenia MCP-1 w surowicy krwi obserwowano wprawdzie
we wczesniejszych badaniach, ale nie dotyczyly one pacjentow chorujacych
na cukrzyce typu?2 [215,216]. Taki wplyw statyn na stezenie MCP-1 zostat
potwierdzony u chorych na cukrzycg tylko w badaniach W4 gner et al. [216].

Nieco szerzej opisuje si¢ oddzialywanie statyn prowadzace do obnizenia VEGF
u chorych na cukrzyceg, niemniej badania te dotycza przede wszystkim chorych

z retinopatia cukrzycowa [217-219]. Wyniki nielicznych badan opisujacych wptyw
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statyn na stgzenie VEGF w surowicy chorych na cukrzyce w aspekcie schorzen
sercowo-naczyniowych wykazaty redukcj¢ poziomu tego regulatora pod wplywem
atorwastatyny [199]. Nie mozna jednak poczyni¢ na tej podstawie bezposrednich
porownan z wynikami badan wlasnych z uwagi na to, ze chorzy w badaniach
Jaumdally et al. [199] leczeni byli wylacznie wysokimi dawkami atorwastatyny
(80 mg/24h).

Brak jest natomiast w pismiennictwie istotnych danych dotyczacych wplywu
statyn na st¢zenie innych badanych proangiogennych regulatorow angiogenezy takich
jak bFGF i angiogenina u chorych na cukrzycg typu 2.

Istnieja jednak dowody na antyangiogenne oddzialywanie statyn u chorych
na cukrzyce w obrgbie blaszki miazdzycowej. Wykazano, bowiem ze stosowanie statyn
prowadzi do zahamowania progresji blaszki miazdzycowej 1 jest to SciSle zwiazane

z bezposrednim antyangiogennym efektem dziatania statyn u chorych na cukrzyce [220].

Rezultaty badan wlasnych pozwalaja na sformutowanie tezy, ze dzialanie statyn
moze by¢ w sposob istotny modyfikowane przez zaburzenia zwigzane z przebiegiem
cukrzycy typu 2.

Analiza kowariancji potwierdzita istotna rol¢ zaburzen zwigzanych
z patomechanizmem cukrzycy w ksztaltowaniu si¢ roznic stezen czynnikow
proangiogennych pomigdzy chorymi na cukrzyce typu?2 leczonymi statynami
I nieotrzymujacymi lekow z tej grupy.

Wykazano bowiem, ze stosowanie statyn jest wprawdzie gldownym czynnikiem
modyfikujacym stgzenia obu bezposrednich stymulatorow angiogenezy (VEGF i1 bFGF)
W surowicy chorych na cukrzycg, jednak w przypadku VEGF, znamienny wplyw
na ksztaltowanie si¢ roéznic pomig¢dzy wspomnianymi grupami badanych wywierato
takze stezenie peptydu C — wykladnika czynno$ci wewnatrzwydzielniczej komorek 3
wysp trzustki oraz stezenie rezystyny w surowicy, odzwierciedlajace nasilenie
insulinoopornos$ci tkanek obwodowych. Stezenie bFGF u chorych na cukrzycg poza
oddziatywaniem statyn warunkowaty takze parametry $cisle zwigzane z nasileniem
obwodowej insulinoopornosci, takie jak obwod talii, wskaznik WHR 1 wysokie stezenia

triglicerydow w surowicy.
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Na wysunigcie podobnych wnioskéw pozwala takze analiza korelacji rang
Spearmana. Stwierdzono, ze wzrost st¢zenia VEGF jest zwiazany z podwyzszeniem
stezenia peptydu C, cholesterolu frakcji LDL, stezenia rezystyny, a takze z obnizeniem
stezenia adiponektyny w surowicy Krwi. Wykazano takze ujemna korelacje pomiedzy
bFGF a wyktadnikiem ostrej hiperglikemii — stgzeniem 1,5-AG w 0soczu.

Podobnie, w przypadku posrednich stymulatorow angiogenezy, czyli angiogeniny
i MCP-1, analiza kowariancji pozwolita na stwierdzenie, ze czynniki zwiazane
z przebiegiem cukrzycy maja istotny wplyw na stezenie tych regulatorow angiogenezy
w surowicy. Ostra i przewlekta hiperglikemia oraz czynno$¢ wewnatrzwydzielnicza
komorek B wysp trzustki byly nawet silniejszymi od statyn czynnikami modyfikujacymi
stezenie MCP-1 w surowicy chorych na cukrzycg typu 2. Na ksztattowanie si¢ st¢zenia
MCP-1 w surowicy chorych na cukrzyce typu 2 poza statynami wptyw mialy takze
czynniki zwiazane z insulinoopornoscia obwodowa — wspotczynnik masy ciala
oraz obwodd talii. W odniesieniu do stezenia angiogeniny w surowicy stwierdzono,
ze jej stezenie u chorych na cukrzycg¢ typu 2 zwiazane jest wprawdzie istotnie
ze stosowaniem statyn, ale dominujacy wplyw na poziom angiogeniny w surowicy
ma nasilenie ostrej i przewlektej hiperglikemii oraz zaburzenia czynno$ci wydzielniczej
komorek B wysp trzustki.

Wyniki wspomnianych obserwacji nie pozostawiaja ztudzen co do mozliwosci
jednoczynnikowego oddziatywania na proces angiogenezy u chorych na cukrzycg.
Mimo niezaprzeczalnego antyangiogennego oddzialywania statyn stosowanych
w niskich dawkach wobec proangiogennych regulatorow angiogenezy u chorych
na cukrzyceg typu 2, nie sposoéb pomina¢ wptywu czynnikow zwiazanych z przebiegiem
tej choroby, a zwlaszcza zaburzen w zakresie gospodarki weglowodanowej, czynnosci
wydzielniczej komorek B wysp trzustki oraz nasilenia obwodowej insulinoopornosci.

Z drugiej strony szczegolnego uwypuklenia wymagaja te wyniki badan wtasnych,
ktore jednoznacznie wskazuja na mozliwo$¢ uzyskania u chorych na cukrzyce w efekcie
stosowania statyn stgzen proangiogennych regulatorow angiogenezy poréwnywalnych
z wystgpujacymi u oso6b bez zaburzen metabolicznych nie przyjmujacych zadnych

lekow.
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Mechanizm odpowiedzialny za zmiany stezen czynnikow proangiogennych
w  przebiegu cukrzycy nie zostal jak dotad w pelni wyjasniony.
W wyniku przeprowadzonych wczeéniej badan Tchaikovsky et al. [110] wykazali,
ze u osob chorujacych na cukrzyce typu?2 odpowiedz na dziatanie czynnikow
proangiogennych na poziomie receptorowym 1 postreceptorowym jest oslabiona
w porownaniu Z 0sobami zdrowymi. Jest to spowodowane zmniejszeniem wrazliwosci
tych receptorow wywotanym oddziatywaniem czynnikow typowych dla przebiegu
cukrzycy, takich jak reaktywne formy tlenu i produkty pdzniej glikacji bialek,
powstajace w warunkach ostrej 1 przewleklej hiperglikemii. Konsekwencja
zmniejszonej wrazliwosci receptorow jest kompensacyjny wzrost sekrecji czynnikow
proangiogennych, zwtaszcza VEGF.

Jak sugeruja Cubbon et al. [221] mechanizm oporno$ci odpowiednich receptorow
na dzialanie czynnikow proangiogennych moze by¢ zwiazany z mechanizmem
insulinooporno$ci. W obu przypadkach dochodzi do zaburzen przekazywania sygnatéw
za posrednictwem szlaku z udziatem kinaz PI3/Akt i MAPK. Nalezy wigc
przypuszczaé, ze u 0sob z nasilong insulinooporno$cia, moze dochodzi¢ do zwigkszone;j
oporno$ci na czynniki proangiogenne, a w konsekwencji do zwigkszonej
kompensacyjnej syntezy tych czynnikow.

Opisany mechanizm stanowi¢ moze wyjasnienie wynikow uzyskanych w ramach
badan wlasnych. Na podstawie analizy wspolczynnikow korelacji rang Spearmana
wykazano bowiem, ze w obu grupach obejmujacych chorych na cukrzyce typu 2,
niezaleznie od stosowania statyn, nasilenie insulinoooporno$ci obwodowej wyrazone
zwigkszonym stgzeniem rezystyny i/lub zmniejszonym stgzeniem adiponektyny,
determinuje wzrost st¢zenia niektorych czynnikéw proangiogennych, tj. VEGF i MCP-1.

Wyniki badan Waltenbergera [5] sugeruja, ze wplyw hiperglikemii zwiazane;j
z przebiegiem cukrzycy typu2 ma takze zwiazek z niespecyficzna aktywacja
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalnych zwiazanych z receptorem dla VEGF przez
indukowane hiperglikemia ROS i AGE. Ekspozycja na hiperglikemig prowadzi wtornie
do ostabienia przekaznictwa sygnatu wewnatrzkomorkowego powstajacego wskutek
pobudzenia receptora dla VEGF, w konsekwencji do opornosci na VEGF

1 kompensacyjnego wzrostu jego stezenia we krwi. Zjawisko to opisano wprawdzie
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tylko w odniesieniu do VEGF, ale jest bardzo prawdopodobne, ze odgrywa ono takze
istotna rolg w ksztaltowaniu si¢ stezen pozostatych badanych czynnikéw
proangiogennych.

Wyniki badan i ich interpretacja przedstawione przez Waltenbergera [5]
pozwalaja przypuszczaé, ze dwukierunkowe — pro- lub antyangiogenne dziatanie statyn,
opisywane wczesniej przez innych autoréw, ma swoje zrodlo u chorych na cukrzyce
w charakterze (przewlekta lub ostra hiperglikemia) i stopniu nasilenia poszczegélnych
zaburzen metabolicznych. Waltenberger [9] podkresla, ze ostra i krotkotrwata
hiperglikemia prowadzi tylko do wzrostu opornosci na VEGF, podczas gdy dtugotrwata
stymulacja szlakow sygnalnych towarzyszaca przewlekltej hiperglikemii powoduje
wprawdzie takze oporno$¢ komorki docelowej na dzialanie VEGF, ale moze by¢ tez
zroédlem znaczacego kompensacyjnego wzrostu st¢zenia tego czynnika w surowicy,
co w konsekwencji prowadzi do przynajmniej czgSciowego przetamania opornosci.

Potwierdzily to posrednio i w odniesieniu do angiogeniny oraz bFGF wyniki
badan wilasnych. Zaobserwowano (korelacja rang Spearmana oraz ANCOVA),
ze hiperglikemia na czczo, a takze nasilenie przewlekltej oraz ostrej hiperglikemii
stanowia czynniki zwigzane ze wzrostem stgzenia angiogeniny i bFGF w surowicy.

Wyniki badan wlasnych przeprowadzonych w warunkach in vitro, ktorych celem
byta ocena sekrecji regulatoréw angiogenezy przez komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej w warunkach podstawowych oraz w $§rodowisku z wysokim stgzeniem
glukozy, potwierdzity, ze cukrzyca, a zwlaszcza ekstremalnie wysokie stezenie glukozy
w Srodowisku, nasilaja sekrecj¢ wielu czynnikow proangiogennych przez te komorki.
W badaniach wlasnych wykazano takze, ze w warunkach in vitro obecnos¢ glukozy
w podlozu hodowlanym stymuluje bezwarunkowo sekrecj¢ VEGF, co zostalo
zaobserwowane we wszystkich grupach terapeutyczno-klinicznych, niezaleznie
od wspotistnienia cukrzycy, dyslipidemii oraz sposobu leczenia. Wyniki te pozostaja
w zgodzie z rezultatami innych badan, sugerujacymi, ze hiperglikemia jest istotnym
czynnikiem indukujacym wzrost st¢zenia tego czynnika proangiogennego [206, 208].

Warto wspomnie¢, ze Ho et al. [222] wykazali, iz wysokie stezenia glukozy
przyczyniaja si¢ do wzrostu ekspresji genu VEGF, co moze stanowi¢ kolejne

potwierdzenie 1 wyjasnienie wynikdw badan wlasnych. Jednocze$nie wyzej
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wzmiankowane badania [222] zwrécity uwage na fakt, Zze stosowanie simwastatyny
w sposOb istotny zmniejsza ekspresj¢ mRNA dla VEGF, uprzednio nasilona
pod wplywem glukozy. W badaniach wtasnych wykazano, ze sekrecja VEGF
przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej jest najwyzsza w przypadku komorek
pochodzacych od o0s6b chorych na cukrzycg typu2 nieotrzymujacych statyn,
podczas gdy stosowanie lekow z tej grupy powoduje jej istotne obnizenie, zarOwno
w przypadku hodowli prowadzonej w warunkach podstawowych, jak 1 w obecnosci
wysokich stezen glukozy.

Stwierdzono rowniez, ze obecnos$¢ glukozy w podtozu stymuluje sekrecje bFGF
I MCP-1 przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, jednak efekt ten dotyczyt
wylacznie osob chorych na cukrzycg typu 2 otrzymujacych statyny. Obserwacje te
pozostaja w zgodzie z wynikami badan innych autoréw, ktorzy zanotowali wyzsze
stezenia MCP-1 U 0s6b chorujacych na cukrzycg [212]. Z drugiej strony wyniki badan
wlasnych odnoszace si¢ do sekrecji bFGF 1 MCP-1 przez komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej stanowia uzupetnienie dla wynikéw obserwacji poczynionych w warunkach
in vivo i stanowia kolejne potwierdzenie dla rownoleglego i tylko czgSciowo wzajemnie
powiazanego wplywu statyn oraz czynnikdw zwiazanych z przebiegiem cukrzycy
na stgzenie regulatorOw angiogenezy w surowicy krwi chorych na cukrzyce typu 2.

Ciekawe wyniki dotyczace modyfikacji angiogenezy w przebiegu cukrzycy
przyniosty badania Facchiano et al. [223]. Do$wiadczenia przeprowadzone na modelu
zwierzgcym dotyczyly modulacji angiogennej aktywnosci bFGF w warunkach
nasladujacych przebieg cukrzycy. Wykazaly one, 1z st¢zenia glukozy odpowiadajace
warunkom hiperglikemii powoduja nieenzymatyczng glikacje¢ bFGF i w konsekwencji
powstanie produktu o znacznie mniejszej aktywnosci mitogennej i chemotaktycznej,
a tym samym — proangiogennej. Badania te potwierdzily powstawanie i obecno$é
glikowanej formy bFGF zaréwno w warunkach in vitro, jak i in vivo. Sugeruje to zatem
réwniez potencjalny istotny wptyw cukrzycy, a zwlaszcza stopnia kontroli glikemii
na przebieg angiogenezy u 0sob cierpiacych na to schorzenie.

W przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badaniach wykazano,
ze nie tylko zaburzenia metaboliczne w zakresie gospodarki weglowodanowej,

ale takze w zakresie gospodarki lipidowej wykazywaly pewien zwiazek ze st¢zeniem
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niektorych czynnikow proangiogennych u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych
statynami. Zaobserwowano bowiem, ze wzrost st¢zenia LDL u tych pacjentéw
korelowal dodatnio ze wzrostem stezenia VEGF. Rowniez u osob chorujacych
na cukrzyce¢ nieotrzymujacych statyn zaburzenia metaboliczne w zakresie gospodarki
lipidowej wptywaly na stezenia czynnikdéw proangiogennych, przy czym u tych
pacjentow wzrost stezenia bFGF byl zwiazany ze wzrostem st¢zenia TG w surowicy,
a nizsze st¢zenia angiogeniny obserwowano u chorych z wyzszymi st¢zeniami HDL.

Majac na uwadze fakt, ze ostra, a szczegdlnie popositkowa hiperglikemia
oraz hiperlipidemia, sa uznawane powszechnie za istotne czynniki ryzyka zaburzen
sercowo-naczyniowych [224, 225], mozna uznaé, ze wyniki przeprowadzonych
w ramach niniejszej pracy badan przyczyniaja si¢ istotnie do glebszego wyjasnienia
prawdopodobnego patomechanizmu tych groznych zaburzen.

Warto takze zwroci¢ uwage na zaobserwowany u pacjentdow chorujacych
na cukrzycg¢ zwiazek pomigdzy wzrostem stezenia niektorych czynnikow
proangiogennych w surowicy a zwigkszeniem stezenia peptydu C. Najbardziej
oczywiste wnioski wyptywajace z tych badan wskazuja na fakt, iz charakterystyczna,
zwlaszcza dla poczatkowej fazy cukrzycy typu 2, hipersekrecja komorek 3 stanowiaca
przynajmniej w czg¢sci odbicie nasilenia insulinoopornosci obwodowej stanowi posredni
stymulator angiogenezy. Niewykluczone rowniez, iz hiperinsulinemia, na ktorg
wskazuja wysokie stezenia peptydu C w surowicy, jako hormonu dziatajacego na szlaku
sygnalnym aktywowanym przez kinaze MAPK, stanowi per se czynnik stymulujacy
ekspresje genow dla regulatoréw angiogenezy. Potwierdzenia takiej interpretacji
powyzszych wynikéw dostarczyt II etap badan wilasnych. Wykazano bowiem,
ze wysokie stgzenia insuliny w $rodowisku sa znakomitym stymulatorem sekrecji
VEGF przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej u 0séb bez zaburzen gospodarki
weglowodanowej, a efekt oddzialywania insuliny w tej materii znacznie przewyzsza
efekt dzialania wysokich stezen glukozy.

Jednoczesnie jednak nalezy spojrze¢ na peptyd C, traktowany zasadniczo jako
marker sekrecji insuliny przez komorki B, jako na biologicznie czynna substancjg.
Badania ostatnich kilku lat wykazaty, ze peptyd C odgrywa istotna rolg¢ w progresji

zmian miazdzycowych zachodzacych w naczyniach krwiono$nych u o0sob cierpiacych
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na cukrzyce typu 2. Peptyd C nasila migracje monocytow i limfocytow, wykazuje
aktywno$¢ mitogenna w stosunku do tych komoérek, podobna do aktywnosci MCP-1,
przyspiesza roéznicowanie monocytoéw/makrofagow w komorki piankowate, a takze
stymuluje proliferacje komorek migéni gladkich naczyn [191, 226-229]. Proaterogenna
aktywno$¢ peptydu C prowadzaca do progresji miazdzycy i niekorzystny wplyw
angiogenezy na przebieg tego procesu dos¢ dobrze wyjasniaja dodatnia korelacje
pomiedzy stezeniem peptydu C i czynnikow proangiogennych u osob chorych na

cukrzyce typu 2.

Wptyw statyn na sekrecjg i st¢zenia czynnikow antyangiogennych takich jak
11-10 i 11-12, zwlaszcza u oséb chorujacych na cukrzycg typu 2, rowniez nie zostat
jak dotad wyjasniony, a liczba badan poswigconych temu zagadnieniu jest jeszcze
mniejsza niz w przypadku czynnikéw proangiogennych [7, 230].

Wiadomo, ze obie cytokiny I1-10 i 1l-12 odgrywaja istotna rolg¢ ograniczajaca
nasilenie angiogenezy [83,95,100]. Do tej pory nie przeprowadzono jednak
znaczacych badan oceniajacych zmiany stezen tych czynnikow pod wplywem
stosowania statyn w niskich dawkach u chorych na cukrzyce typu 2 lub w warunkach
nasladujacych zmiany patofizjologiczne zwiazane z przebiegiem tej choroby.
Poréwnujac w ramach badan wlasnych st¢zenia badanych cytokin antyangiogennych
wykazano, ze wspolistnienie cukrzycy jest zwiazane z wyzszymi poziomami [1-12
oraz z obnizeniem st¢zenia IlI-10 w poréwnaniu z osobami bez zaburzen
metabolicznych.  Obserwacje te stanowia tylko potwierdzenie  wcze$niej
opublikowanych wynikoéw innych badan [231].

Nalezy ponadto wspomnie¢ stymulujacy wptyw wysokich stezen glukozy
w podlozu hodowlanym na sekrecj¢ 1l-12 przez komorki jednojadrzaste krwi
obwodowej w grupie chorych na cukrzyceg typu 2. Wyniki te wydaja si¢ potwierdzac
wczesniejszy stan wiedzy na ten temat. Wiadomo bowiem powszechnie, ze zar6wno
patomechanizm cukrzycy typu 2, jak i miazdzycy zwiazany jest z wystgpowaniem
procesu zapalnego w obrgbie naczyn krwiono$nych. Majac na uwadze prozapalne

wilasciwosci 11-12 [103, 232] wyniki badan wtasnych wydaja si¢ w petni wiarygodne.
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Leki z grupy statyn wykazuja dziatanie hamujace wytwarzania niektérych
cytokin, migdzy innymi II-12, zwigzane prawdopodobnie z hamowaniem sekrecji
izoprenoidow [2]. Wiadomo réwniez, ze stosowanie statyn ostabia odpowiedz
limfocytow Thl, powodujac jednoczesnie przesunig¢cie odpowiedzi komorkowej
w kierunku Th2, czemu towarzyszy migdzy innymi wzrost sekrecji 11-10, uznawanej
za cytoking o dziataniu przeciwmiazdzycowym [233]. Niektorzy badacze uwazaja,
iz leczenie atorwastatyng wplywa na zwigkszenie st¢zenia I1-10 w surowicy Krwi,
cho¢ podkres$laja jednoczesnie, ze skutek ten jest zalezny od dawki leku [234].

Wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy badan pozostaja czgsciowo
W zgodzie z wynikami innych autoréw. Wykazano bowiem, ze u chorych na cukrzyceg
typu 2 leczonych statynami stezenie 1l-12 w surowicy bylo wyraznie nizsze
w porownaniu z chorymi nieprzyjmujacymi lekow z tej grupy oraz stwierdzono,
ze wydzielanie 11-12 przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej jest ograniczone
u 0sob przyjmujacych statyny. Jednak rozczarowanie budzi brak wyraznego wplywu
statyn na sekrecje I1-10 i na jej stezenie w surowicy u osob chorujacych na cukrzyce
typu 2. Biorac pod uwage dobrze poznany wczesniej przeciwzapalny efekt dziatania
[I-10 [87,88], mozna przypuszczaé, ze niskie dawki statyn nie wywieraja
za posrednictwem I1-10 ani dziatania przeciwzapalnego, ani antyangiogennego.

W przypadku stezen I1-12 w surowicy stwierdzono, ze sa one w duzej mierze
uwarunkowane takze nasileniem insulioopornosci obwodowej, wowczas, gdy ta ostatnia
wyrazona jest za pomoca stgzen rezystyny w surowicy. Jednoczes$nie analiza
kowariancji pozwolila stwierdzi¢, ze réznice migdzy chorymi na cukrzycg a osobami
bez zaburzen gospodarki weglowodanowej w zakresie st¢zen I1-10 uwarunkowane sa
nasileniem insulinooporno$ci wyrazonej st¢zeniem adiponektyny. Zatem takze
w przypadku antyangiogennych regulatoréw angiogenezy nasilenie insulinoopornosci
odgrywa znaczaca role dla ksztattowania si¢ ich st¢zen w surowicy.

Brak roznic w zakresie wydzielania 11-10 przez komorki jednojadrzaste
krwi obwodowej pomigdzy chorymi na cukrzyce typu 2 leczonymi i nieleczonymi
statynami oraz zmniejszenie sekrecji 1I-12 u pacjentow chorujacych na cukrzyce

przyjmujacych statyny, pozwala twierdzi¢, iz ewentualna aktywno$¢ antyangiogenna
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statyn jest tylko w niewielkim stopniu zwiazana z nasileniem sekrecji inhibitorow

angiogenezy przez t¢ populacje komorek.

Do tej pory nie ustalono jednoznacznie, jakie jest praktyczne znaczenie wplywu
statyn na proces angiogenezy. Potencjalne antyangiogenne dziatanie statyn moze by¢
niezwykle korzystne, zwlaszcza dla pacjentow chorujacych na cukrzyce typu 2.
Neowaskularyzacja w obrgbie blaszki miazdzycowej moze bowiem prowadzié
do konwersji zaawansowanego, lecz stabilnego dotad ogniska miazdzycowego
w ognisko niestabilne i w konsekwencji do pekania blaszki miazdzycowej [235-237].
Tak wigc ograniczenie angiogenezy w obrgbie §ciany zmienionego miazdzyCOwo
naczynia krwiono$nego powinno wigzaé¢ si¢ ze zmniejszeniem ryzyka powaznych
powiktan cukrzycy o charakterze epizodow sercowo-naczyniowych [24, 238].
Jak jednak wczesniej wspomniano, niektorzy badacze sugeruja, ze dziatanie takie
dotyczy wylacznie wysokich dawek statyn [7, 8, 239]. W praktyce Klinicznej takie
dawki stosowane sa do$¢ rzadko, gldéwnie z obawy przed powaznymi dzialaniami
niepozadanymi tych lekow, szczegélnie ze strony ukladu mig$niowego i watroby,
a takze ze wzgledow socjalno-ekonomicznych. Wobec tego ujawnione w badaniach
wlasnych prawdopodobne antyangiogenne dziatanie niskich dawek statyn stanowic
moze informacj¢ utatwiajaca prowadzenie skutecznej terapii.

Z drugiej strony potencjalne proangiogenne dziatanie statyn, polegajace
na stymulowaniu wzrostu istniejacych naczyn krwionosnych, a wigc na tworzeniu
tzw. krazenia obocznego, moze stanowi¢ istotny mechanizm  obronny
przed niedokrwieniem i niedotlenieniem tkanek [106]. Wyniki niektorych
przeprowadzonych dotychczas badan [7, 8] wskazuja, ze dzialanie takie dotyczy jedynie
niskich dawek statyn, stosowanych powszechnie w praktyce klinicznej.

Warto zauwazy¢, ze wyniki niektérych badan epidemiologicznych wskazaty
na korzystny wplyw statyn stosowanych w niskich dawkach na ryzyko zaburzen
sercowo-naczyniowych [152, 167, 240]. Nie stwierdzono jednak, czy efekt ten moze
mie¢ zwiazek z ich aktywno$cia antyangiogenna. Jednakze uwzgle¢dniajac potencjalna,

niekorzystna dla rozwoju tych zaburzen, rol¢ angiogenezy zachodzacej w obrgbie $cian
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naczyn krwionos$nych zmienionych miazdzycowo [196], nalezaloby oczekiwaé raczej
antyangiogennego, niz proangiogennego dziatania tych lekow.

Pojawia si¢ jednak pytanie, czy prawdopodobne, z uwagi migdzy innymi
na wyniki badan wlasnych, antyangiogenne dziatanie niskich dawek statyn moze si¢
odnosi¢ tylko do pewnej czgSci ukltadu krwiono$nego, przyczyniajac si¢
do zahamowania angiogenezy w obrebie blaszki miazdzycowej, a nie ograniczajac
jednoczesnie tworzenia krazenia obocznego? Odpowiedz na tak sformulowane pytanie
nie moze by¢ jednoznaczna. Wyjasnienie tego zagadnienia moze stanowi¢ obserwacja
wskazujaca na zréznicowanie wrazliwosci poszczegélnych tkanek na dzialanie
regulatorow angiogenezy w obecnosci i pod wptywem statyn [241]. Wprawdzie badania
wlasne obejmowaly oceng bezposredniego wptywu statyn w stosunku do tylko jednej
1 niezbyt homogennej populacji komoérkowej, ktéra stanowia mononukleary krwi
obwodowej, ale porownanie wynikow badan uzyskanych invitro i invivo wskazuje
jednoznacznie, ze catkowity wplyw statyn na modulacj¢ angiogenezy za posrednictwem
zmian stgzenia jej regulatorow, nie jest uwarunkowany wylacznie zmianami sekrecji
tych czynnikow przez komorki jednojadrzaste pod wpltywem statyn. Podczas, gdy
w surowicy chorych cukrzyce typu 2 leczonych statynami obserwowano obnizenie
stezen wigkszosci badanych czynnikow proangiogennych do poziomu obserwowanego
u 0sOb bez zaburzen gospodarki weglowodanowej, to sekrecja tychze czynnikow przez
komorki jednojadrzaste u osob z cukrzyca leczonych statynami ulegta wprawdzie
zmniejszeniu w stosunku do chorych nieleczonych statynami, ale nie osiagneta wartoSci
charakterystycznych dla osob zdrowych. Przy okazji nalezy raz jeszcze podkresli¢
znaczenie modyfikacji ostatecznego efektu dziatania statyn przez czynniki zwiazane
z przebiegiem cukrzycy. Odwolujac si¢ po raz kolejny do badan sekrecji czynnikow
pro- 1 antyangiogennych przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej stwierdzi¢
mozna, ze dla sekrecji wigkszo$ci tych czynnikow w obecnos$ci statyn znaczenie ma
wspotwystepowanie cukrzycy, natomiast wspotistnienie wylacznie dyslipidemii
nie zmienia ostatecznego efektu dziatania tych lekow.

Nalezatoby rowniez rozwazy¢, czy postulowane antyangiogenne dziatanie statyn
stosowanych w niskich dawkach nie wywiera niekorzystnego wptywu na uktad krazenia

badanych osob chorych na cukrzycg prowadzac do zahamowania wytwarzania krazenia
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obocznego w niedokrwionych tkankach, a zatem do zahamowania arteriogenezy.
Biorac pod uwagg znaczacy wplyw hipoksji jako induktora arteriogenezy [205], mozna
przypuszczaé, ze wspomniany wyzej efekt nie powinien pojawiac si¢ w badanej grupie.
Wsrod poddanych badaniu chorych na cukrzyce typu 2 nie wystgpowata bowiem
klinicznie istotna hipoksja, a ci sposrod nich, ktorzy cierpieli na chorobg niedokrwienng
serca byli to chorzy z jej stabilnym przebiegiem.

Dlatego tez nalezy przypuszczaé, ze w badanej grupie dzialanie statyn
obnizajace stezenie kilku proangiogennych regulatorow angiogenezy oraz jednego
Zz czynnikdw antyangiogennych wywiera raczej korzystny wplyw na progresje
miazdzycy u tych chorych.

Podsumowujac mozna zaryzykowaé twierdzenie, ze wyniki przeprowadzonych
badan moga by¢ punktem wyjscia dla kolejnych analiz, ktérych celem byloby
wskazanie nowego miejsca statyn w prewencji i leczeniu powiktan cukrzycowych

o0 charakterze makroangiopatii.
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V1. Wnioski

1. Stosowanie statyn w niskich dawkach u chorych na cukrzyce typu 2
jest zwiazane ze zmianag profilu regulatoréw angiogenezy w surowicy,
polegajaca przede wszystkim na zmniejszeniu ekspresji niektorych czynnikow
proangiogennych (VEGF, bFGF, MCP-1, angiogeniny) oraz jednego z czynnikow
antyangiogennych (11-12).

2. Leczenie statynami w niskich dawkach chorych na cukrzyce typu 2
pozwala na uzyskanie ekspresji wielu regulatorow angiogenezy (VEGF, bFGF,
MCP-1, angiogeniny, 11-12) w surowicy na poziomie obserwowanym u osob
bez cukrzycy i jest to czgsciowo zwiazane z zmniejszeniem Sekrecji
tych czynnikow przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;.

3. Zaburzenie wyrdwnania metabolicznego, wzrost insulinoopornosci obwodowej
I hipersekrecja komorek  w réznym stopniu moga nasila¢ ekspresje
zaro6wno badanych czynnikow proangiogennych, jak i antyangiogennych
w surowicy chorych na cukrzyceg typu 2.

4. U chorych na cukrzycg typu 2, niezaleznie od stosowania statyn, wytwarzanie
niektorych czynnikow proangiogennych (VEGF, MCP-1) i antyangiogennych
(II-12) przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej jest wzmozone
w porownaniu z osobami bez zaburzen gospodarki wegglowodanowe;.

5. Stosowanie statyn u chorych na cukrzyceg typu 2 prowadzi do zmniejszenia
sekrecji niektorych czynnikow proangiogennych (VEGF, bFGF, MCP-1)

i antyangiogennych (l1-12) przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
hodowane w warunkach podstawowych, jak 1 w srodowisku zawierajacym
wysokie stgzenia glukozy.

6. Wysokie stezenie insuliny w srodowisku stanowi bodziec pobudzajacy
wytwarzanie wytacznie VEGF przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej

u 0s6b bez zaburzen gospodarki wegglowodanowe;.
Whiosek koncowy:

Niskie dawki statyn stosowane w terapii chorych na cukrzycg¢ typu2 moga
wywiera¢ pewien wplyw antyangiogenny, ktory wzmagany jest poprzez prawidlowa
kontrole cukrzycy, zmniejszenie insulinoopornosci obwodowej oraz ograniczenie

nadmiernej sekrecji komorek  wysp trzustki.
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VI1I. Streszczenie

Ryzyko rozwoju epizodéw sercowo-naczyniowych wsérod chorych na cukrzyce
typu 2 jest szczegdlnie wysokie. Gloéwna przyczyng zwigkszonej chorobowosci
I $miertelnosci tych pacjentow stanowi choroba niedokrwienna serca. U podloza
tej choroby lezy proces miazdzycowy, w ktérego patogenezie istotna, lecz nie do konca
wyjasniona role odgrywa angiogeneza. Mozliwo$¢ modulacji procesu angiogenezy
za pomoca farmakoterapii wydaje si¢ by¢ zagadnieniem godnym szczegdlnej uwagi.
Inhibitory reduktazy HMG-CoA, czyli statyny, sa grupa lekow o doskonale
udokumentowanym dziataniu przeciwhiperlipidemicznym 1 licznych dziataniach
pozalipidowych, majacych istotne znaczenie dla przebiegu miazdzycy. Rola statyn
W procesie angiogenezy, zwlaszcza zachodzacej w warunkach specyficznych zaburzen
metabolicznych towarzyszacych cukrzycy, nie zostala jak dotad dostatecznie
wyjasniona. Szczeg6lnie niejasny pozostaje wptyw niskich dawek statyn, powszechnie
stosowanych w praktyce klinicznej, na ksztalttowanie si¢ stgzen regulatorow
angiogenezy i zwiazany z tym sposob modulacji angiogenezy.

Podstawowym celem pracy byla proba wyjasnienia zwiazku pomigdzy
stosowaniem statyn w niskich dawkach a profilem regulatorow angiogenezy u chorych
na cukrzycg typu 2.

Przeprowadzone badania mialy na celu oceng i poréwnanie st¢zen wybranych
czynnikéw proangiogennych (angiogeniny, bFGF, MCP-1, VEGF) i antyangiogennych
(11-10, 1I-12) w surowicy pomigdzy grupami chorych na cukrzyce typu 2 leczonych
simwastatyna lub atorwastatyna w niskich dawkach, chorych na cukrzycg typu 2
nieleczonych statynami oraz osob bez cukrzycy nieotrzymujacych statyn.

Istotnym celem zaplanowanych badan bylo takze okreSlenie wptywu
czynnikOw  antropometryczno-epidemiologicznych oraz czynnikow zwigzanych
z przebiegiem Kklinicznym i leczeniem cukrzycy typu2 (hiperinsulinemii,
insulinooporno$ci obwodowej, wyréwnania metabolicznego) dla ksztaltowania si¢
profilu wybranych regulatorow angiogenezy.

Przeprowadzone badania mialy takze na celu zbadanie wptywu stosowania
statyn w niskich dawkach na sekrecj¢ wybranych regulatoréw angiogenezy przez

komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;.
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W | etapie pracy badaniu poddano tacznie 131 osdéb, w tym 53 chorych
na cukrzycg typu 2 leczonych co najmniej od 3 miesigcy statynami w niskich dawkach
(atorwastatyna 20 mg/dobe lub simwastatyna 1040 mg/dobg), 53 chorych na cukrzyce
typu 2 nieotrzymujacych statyn oraz 25 o0sob bez zaburzen w zakresie gospodarki
weglowodanowej nieotrzymujacych statyn.

W |l etapie badan wziglo udzial ogdétem 12 os6b w tym: 4 osoby chore
na cukrzyce typu2 leczone statynami i 4 osoby chore na cukrzyce typu 2
nieotrzymujace statyn oraz 4 osoby bez cukrzycy z zaburzeniami gospodarki lipidowej
leczone statynami i 4 osoby bez cukrzycy i dyslipidemii nieprzyjmujace zadnych lekow.

U wszystkich badanych pacjentéw oznaczono: metodami standardowymi —
glikemig na czczo w osoczu krwi zylnej, stgzenie HbAjc we krwi pelnej, st¢zenie
cholesterolu catkowitego, frakcji HDL 1 LDL oraz TG w surowicy krwi, metoda
enzymatyczng — stgzenie 1,5-AG w o0soczu, metodami immunoenzymatycznymi —
stezenie adiponektyny, rezystyny w surowicy oraz peptydu C w surowicy na czczo.

U chorych wiaczonych do badan na ich I etapie zbadano stgZenia czynnikow
proangiogennych: angiogeniny, bFGF, MCP-1, VEGF i czynnikéw antyangiogennych:
11-10, 1I-12 w surowicy — metoda cytofluorymetrii przeplywowej z zastosowaniem
komercyjnych testow macierzy kulkowych.

W etapie Il wykonano izolacj¢ i 72-godzinng hodowlg komorek jednojadrzastych
krwi obwodowej oraz przeprowadzono stymulacj¢ ich czynno$ci wydzielniczej
za pomoca wysokich stezen glukozy i/lub insuliny w warunkach in vitro. Nastgpnie
zbadano metoda cytofluorymetrii przeptywowej stezenia niektérych czynnikow
proangiogennych (MCP-1, bFGF, VEGF) oraz antyangiogennych (11-10, 1l1-12)
w nadsaczu pochodzacym z hodowli tych komorek.

Porownujac stgzenia badanych czynnikdw proangiogennych pomigdzy
wszystkimi badanymi grupami wykazano, ze st¢zenia VEGF 1 bFGF w surowicy krwi
byly nizsze w grupie chorych na cukrzycg typu?2 leczonych statynami
W porOwnaniu z osobami cierpiacymi na cukrzycg nieleczonymi statynami,
1 przyjmowaly warto$ci podobne do zaobserwowanych ws$rod osob bez zaburzen
gospodarki weglowodanowej. Stezenie angiogeniny w surowicy krwi bylo zblizone

u chorych na cukrzycg leczonych statynami oraz u oso6b bez cukrzycy. Natomiast
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w grupie chorych na cukrzycg nieleczonych statynami st¢zenie to bylo istotnie wyzsze
wylacznie w pordwnaniu do oso6b bez cukrzycy. Stezenie MCP-1 byto istotnie nizsze
u chorych na cukrzyc¢ leczonych statynami w poréwnaniu z chorymi na cukrzyce
nieleczonymi statynami, jednoczesnie w obu tych grupach stezenie tego czynnika bylo
wyzsze niz u o0sob bez cukrzycy. Natomiast nie wykazano roznic uwarunkowanych
stosowaniem statyn w zakresie stgzen I1-10 i 11-12 w surowicy pomigdzy grupami chorych
na cukrzyce.

Poréwnanie obejmujace wylacznie pacjentow chorych na cukrzyce typu 2
z zastosowaniem testu Manna-Whitheya, a nade wszystko zastosowanie analizy
kowariancji wykazalo, ze stgzenia wszystkich badanych czynnikoéw proangiogennych
w surowicy krwi byly znamiennie nizsze u chorych na cukrzycg typu 2 przyjmujacych
statyny w porOwnaniu z chorymi nieotrzymujacymi tych lekow.

Wykazano ponadto, ze czynnikami wplywajacymi na migdzygrupowe roznice
stezenia VEGF w stopniu wigkszym niz stosowanie statyn byly stezenia peptydu C,
czyli wykladnika czynnosci wewnatrzwydzielniczej komoérek [ wysp trzustki
oraz rezystyny, charakteryzujacej insuliooporno$¢ obwodowa. Zauwazono,
iz na roznice stgzen bFGF pomigdzy badanymi grupami dominujacy wplyw
ma wprawdzie stosowanie statyn, ale do zmian stgzenia tego czynnika w surowicy
przyczynia¢ si¢ moga takze roznice w zakresie obwodu talii, wskaznika WHR
oraz stezenia TG w surowicy. W odniesieniu do rdznic st¢zenia angiogeniny pomigdzy
badanymi grupami stwierdzono, ze znacznie nawet bardziej istotne niz stosowanie
statyn wydaje si¢ oddziatywanie wspotistniejacych stgzen 1,5-AG w o0soczu oraz
peptydu C w surowicy na czczo. Analiza kowariancji uwypuklita znaczenie st¢zenia
peptydu C w surowicy dla ksztaltowania si¢ roéznic pozioméw MCP-1 pomigdzy
badanymi grupami. Dodatkowo czynnikami modyfikujacymi st¢zenia MCP-1
w surowicy oddziatujacymi z nieco mniejsza sila niz stosowanie statyn, byty wskaznik
BMI i obwdd talii oraz stezenie HbAic 1 1,5-AG. Wykazano tez, ze rdznice
migdzygrupowe w zakresie stgzen I1-10 w surowicy uwarunkowane byly stgzeniem
HDL i adiponektyny w surowicy, a w zakresie 1l-12 — stgzeniem 1,5-AG w 0soczu

oraz stgzenie rezystyny w surowicy.
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Obliczenie wspotczynnikéw korelacji rang Spearmana pozwolilo ustalic,
jakie zalezno$ci istnieja pomigdzy ocenianymi parametrami zwigzanymi z przebiegiem
cukrzycy a stezeniem regulatorOw angiogenezy w surowicy. Analiza obejmujaca grupe
chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami wykazata dodatnie korelacje pomigedzy
czasem trwania klinicznie jawnej cukrzycy a stgzeniem VEGF i stgzeniem angiogeniny
w surowicy krwi oraz pomigdzy wskaznikiem BMI a stezeniem angiogeniny.
Zaobserwowano takze ujemna korelacj¢ pomigdzy stezeniem 1,5-AG a st¢zeniem
bFGF. Stezenie angiogeniny bylo skorelowane dodatnio z poziomem HbA;cC i glikemii
na czczo oraz ujemnie ze stezeniem 1,5-AG. Stwierdzono réwniez wyst¢powanie
dodatniej korelacji pomiedzy stezeniem VEGF a stezeniem cholesterolu LDL.
Ste¢zenia VEGF oraz MCP-1 byly skorelowane ujemnie ze st¢zeniem adiponektyny.
Jednoczesnie stezenia VEGF i 11-12 korelowaty dodatnio ze stgzeniem rezystyny.
Wykazano takze pozytywna zalezno$¢ pomigdzy stezeniem peptydu C w surowicy
na czczo a st¢zeniem czynnikow proangiogennych: VEGF i MCP-1.

W Il etapie badan stwierdzono najwigksze nasilenie sekrecji VEGF, bFGF 1 MCP-1,
a takze Il-12 przez komorki jednojadrzaste wyizolowane z krwi obwodowej pochodzace
od chorych na cukrzyceg typu 2 nieleczonych statynami, zarowno w przypadku hodowli
prowadzonej w warunkach podstawowych, jak 1 w obecnosci wysokich st¢zen glukozy
w podtozu. Natomiast sekrecja I1-10 byta wyzsza u pacjentow bez cukrzycy i dyslipidemii
nieotrzymujacych statyn w odniesieniu do wszystkich pozostatych grup charakteryzujacych
si¢ porownywalnym natezeniem sekrecji IL-10.

Stwierdzono, ze obecno$¢ wysokich st¢zen glukozy w podlozu stymuluje sekrecje
VEGF, bFGF, MCP-1 i IlI-12 przede wszystkim przez komorki jednojadrzaste
pochodzace od chorych na cukrzycg typu 2, natomiast wysokie stgzenia insuliny
w podtozu nasilaja wylacznie sekrecj¢ VEGF przez komorki jednojadrzaste krwi

obwodowej pochodzace od 0s6b bez zaburzen metabolicznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastgpujace wnioski:
1. Stosowanie statyn w niskich dawkach u chorych na cukrzyce typu 2
jest zwiazane ze zmiang profilu regulatorow angiogenezy W SUrowicy,

polegajaca przede wszystkim na zmniejszeniu ekspresji niektorych czynnikow
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proangiogennych (VEGF, bFGF, MCP-1, angiogeniny) oraz jednego z czynnikow
antyangiogennych (11-12).

2. Leczenie statynami w niskich dawkach chorych na cukrzyce typu 2
pozwala na uzyskanie ekspresji wielu regulatoréw angiogenezy (VEGF, bFGF,
MCP-1, angiogeniny, I1l-12) w surowicy na poziomie obserwowanym u 0s6b
bez cukrzycy i jest to czgsciowo zwigzane z zmniejszeniem sekrecji tych
czynnikow przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej.

3. Zaburzenie wyréwnania metabolicznego, wzrost insulinoopornosci obwodowe;j
1 hipersekrecja komorek B w ré6znym stopniu moga nasila¢ ekspresje
zar6wno badanych czynnikow proangiogennych, jak i antyangiogennych
w surowicy chorych na cukrzyceg typu 2.

4. U chorych na cukrzycg typu 2, niezaleznie od stosowania statyn,
wytwarzanie niektorych czynnikéw proangiogennych (VEGF, MCP-1)
I antyangiogennych (ll-12) przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
jest wzmozone w porownaniu z 0sobami bez zaburzen gospodarki
weglowodanowe;.

5. Stosowanie statyn u chorych na cukrzyce typu 2 prowadzi do zmniejszenia
sekrecji niektorych czynnikow proangiogennych (VEGF, bFGF, MCP-1)
i antyangiogennych (ll-12) przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej
hodowane w warunkach podstawowych, jak i w srodowisku zawierajacym
wysokie stgzenia glukozy.

6. Wysokie stezenie insuliny w srodowisku stanowi bodziec pobudzajacy
wytwarzanie wytacznie VEGF przez jednojadrzaste komorki krwi obwodowej

u 0s0b bez zaburzen gospodarki weglowodanoweyj.

Whiosek koncowy:

Niskie dawki statyn stosowane w terapii chorych na cukrzycg typu 2 moga
wywiera¢ pewien wplyw antyangiogenny, ktory wzmagany jest poprzez prawidlowa
kontrolg cukrzycy, zmniejszenie insulinoopornosci obwodowej oraz ograniczenie

nadmiernej sekrecji komorek B wysp trzustki.
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VIII. Summary

Modulation of angiogenesis in type 2 diabetic patients treated with statins.

Cardiovascular risk is particularly high among patients with type 2 diabetes
mellitus. The major cause of increased mortality and morbidity among these patients
iIs coronary artery disease closely related to atherosclerosis. Dysregulation
of angiogenesis plays an important, but still unclear, role in atherosclerosis development
and progression. The pharmacotherapeutic ability to influence and modify angiogenesis
seems to be especially interesting. Statins — hydroxymethylglutaryl-CoA reductase
inhibitors exert well-documented lipid-lowering-dependent and lipid-non-dependent
effects, which are both important for the progress of atherosclerosis. The meaning
of statins in the process of angiogenesis, particularly in relation to diabetes-induced
metabolic factors, is not ultimately elucidated. The effect of statins in low doses,
which are commonly accepted and used in clinical practice, modifying angiogenesis
regulators concentration in serum remains still unclear.

The main goal of this study was to elucidate the relationship between low doses
of statins and angiogenesis regulators profile in type 2 diabetic patients.

The present examination was designed to estimate the serum concentrations
of the pro-angiogenic (angiogenin, MCP-1, bFGF, VEGF) and anti-angiogenic factors
(1I-10, 1-12) in patients with type 2 diabetes treated with statins (atorvastatin
or simvastatin) in low doses and to compare this group to type statin-free 2 diabetic
patients and to statin-free non-diabetic group.

The important aim of this study was to evaluate the potential influence of
anthropometric and epidemiologic factors as well as those related to the course
and treatment of diabetes (insulin resistance, pancreatic B cells function and metabolic
compensation) on the serum profile of angiogenesis regulators.

The aim of this work was also to examine the effect of low doses of statins
on the secretion of angiogenesis mediators by peripheral blood mononuclear cells.

At the stage | of the study the total of 131 patients were examined, including:
53 type 2 diabetic patients treated at least 3 months with low doses of statins
(atorvastatin or simvastatin), 53 statin-free patients with type 2 diabetes and 25 statin-
free non-diabetic patients.
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At the stage Il, the subject of studies were 12 patients, comprising:
4 type 2 diabetic patients treated with statins, 4 statin-free patients with type 2 diabetes,
4 non-diabetic patients with hyperlipidemia treated with statins, and drug-free 4 persons
without metabolic deteriorations.

In every patient measurements were made of: fasting plasma glucose level,
glycated hemoglobin A;c concentration in blood, lipid profile — using routine laboratory
methods, 1,5-AG plasma level — by enzymatic method, fasting serum C-peptide level,
adiponectin and resistin serum concentrations — by immunoenzymatic methods.

At stage | of the experiment measurements of pro-angiogenic (angiogenin, MCP-1,
bFGF, VEGF) and anti-angiogenic (11-10, 11-12) factors concentrations in serum were
taken simultaneously using flow cytometry based on the BD™ Cytometric Bead Array.

At stage Il of the study the isolation and 72-hour culture of peripheral blood
mononuclear cells with or without glucose or insulin in culture medium were also
carried out. The concentration of pro- (MCP-1, bFGF, VEGF) and anti-angiogenic
(11-10, 11-12) factors in the culture supernatants were detected using flow cytometry.

Comparing the concentrations of examined pro-angiogenic factors among all
of the examined groups, it was found that VEGF and bFGF levels in the serum of
patients with type 2 diabetes treated with statins were significantly lower comparing to
statin-free diabetic patients and their levels were similar to observed among patients
without carbohydrate deteriorations. Angiogenin concentration in serum was similar in
diabetic patients treated with statins and in non-diabetic patients. However in statin-free
diabetic patients angiogenin concentration was higher when compared to non-diabetic
patients. The MCP-1 serum level was significantly lower in statin-treated type 2
diabetic subjects in comparison to statin-free diabetic patients and in both these groups
this factor serum concentration was higher than in non-diabetic patients. There were no
differences in 11-10 and 11-12 levels in serum between statin-treated and statin-free
diabetic patients.

Comparing exclusively patients with type 2 diabetes (Mann-Whitney test)
and using above all analysis of covariance it was shown that the serum concentrations
of all examined proangiogenic factors were significantly lower in patients treated with

statins comparing to statin-free subjects.
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Moreover, it was shown that statin-dependent differences in VEGF serum levels
among examined groups were even more modified by C peptide serum level — marker
of B-cells dysfunction and by resistin concentration — indicator of insulin resistance.

The differences in bFGF concentration were first of all modified by statins use,
but also by waist circumference, WHR and TG serum level. Although treatment with
statins determined the differences in angiogenin concentration among groups,
more significant modifiers were 1,5-AG concentration in plasma and C peptide serum
level. Analysis of covariance highlighted meaning of the C peptide serum concentration
for the differences in MCP-1 level among examined groups. Additional factors
that modified those differences, having less important influence than statin use,
were BMI, waist circumference, as well as HbA;c and 1,5-AG concentrations.
It was also demonstrated that differences in serum II-10 concentration among examined
groups were determined by HDL and adiponectin concentrations, while differences in
[1-12 — by 1,5-AG and resistin levels.

Correlations between examined parameters were verified by Spearman rank test.
In statin—treated type 2 diabetic subjects significant positive correlation was found
between diabetes duration and VEGF as well as angiogenin concentration.
Angiogenin concentration was also correlated positively with BMI. Negative correlation
was observed between 1,5-AG and bFGF concentrations. Concentration of angiogenin
correlated positively with HbA;c and fasting glucose and negatively with 1,5-AG
concentration. There was also positive correlation between VEGF concentration
and LDL. Both, VEGF and MCP-1 were correlated negatively with adiponectin
concentration. Simultaneously VEGF as well as 11-12 correlated positively with resistin
serum level. Positive correlations were found between C-peptide and angiogenic
factors — VEGF and MCP-1.

Considering in vitro study results, it was observed the highest level secretion of
VEGF, bFGF, MCP-1 and 1l-12 by peripheral blood mononuclear cells in statin-free
type 2 diabetic patients comparing to other groups, both at basic conditions and at the
presence of high glucose concentration in culture medium. The secretion of 11-10 was
higher in statin-free patients without carbohydrate and lipid deteriorations when

compared to other groups.
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It was found that high glucose concentration in culture medium stimulated VEGF,

bFGF, MCP-1 and 1l-12 secretion by peripheral blood mononuclear cells mostly those

isolated from diabetic patients. However, high concentrations of insulin increased

exclusively VEGF secretion by peripheral blood mononuclear cells in the group of

patients without metabolic disorders.

Conclusions:

1.

The management of type 2 diabetic patients with statins in low doses is associated
with changes in angiogenesis regulators serum profile consisting in reduce
expression of some proangiogenic factors (VEGF, bFGF, MCP-1, angiogenin)

and one of antiangiogenic factor (11-12).

. The treatment of patients with type 2 diabetes with statins in low doses allows to

achieve many angiogenesis regulators (VEGF, bFGF, MCP-1, angiogenin, 11-12)
expression in the serum similar to observed in non-diabetic patients and this effect
iIs in a part only the result of peripheral blood mononuclear cells reduced secretion.

. Metabolic decompensation, increased insulin resistance and hypersecretion

of B cells could with various intensity increase pro- and antiangiogenic factors
expression in serum of type 2 diabetic patients.

In patients with type 2 diabetes, both statin-treated and statin-free, the secretion
of some proangiogenic (VEGF, MCP-1) and antiangiogenic factors (11-12)

by peripheral blood mononuclear cells is increased comparing to individuals
without carbohydrate deteriorations.

. Treatment with statins of patients with type 2 diabetes could reduce the secretion

of some proangiogenic (VEGF, bFGF, MCP-1) and antiangiogenic factors (11-12)
by peripheral blood mononuclear cells cultured at basic conditions as well as

in medium mimicking hyperglycemia.

. The high concentration of insulin in the culture medium environment stimulates

only VEGF secretion by peripheral blood mononuclear cells in patients without

carbohydrate deteriorations.

The final conclusion:

Low doses of statins used in the therapy of patients with type 2 diabetes could

exert to some extend antiangiogenic effect which is intensified by the adequate diabetes

control, reduced insulin resistance and correction of f cells hypersecretion.
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Wykaz skrotow

1,5-AG  —1,5-anhydro-D-glucitol (1,5-anhydro-D-glucitol)

ABTS — kwas 2,2’-azino-bis-(3-etylobenztiazolino-6-sulfonowy)
(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) acid)

aFGF — kwasny czynnik wzrostu fibroblastow (acid Fibroblast Growth Factor)

ANG — angiogenina (Angiogenin)

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (basic Fibroblast Growth Factor)

BMI — wskaznik masy ciata (Body Mass Index)

ct2 — cukrzyca typu 2

FGFR — receptor dla czynnika wzrostu fibroblastow (Fibroblast Growth Factor
Receptor)

HbAlc  —hemoglobina glikowana A;c (Glycated Hemoglobin A;c)

HDL — lipoproteina o wysokiej gestosci (High Density Lipoprotein)

HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A (3-hydroxy-3-methylglutaryl
Coenzyme A)

HRP — peroksydaza chrzanowa (Horse Radish Peroxidase)

| — interleukina (Interleukin)
MCP-1  — bialko chemotaktyczne monocytéw (Monocyte Chemotactic Protein-1)
PBMCs  — komorki jednojadrzaste krwi obwodowe;j (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

PHA — fitohemaglutynina (Phytohemagglutinin)
PROD — oksydaza piranozowa (Pyranose Oxidase)
RPMI — podtoze do hodowli komorek w warunkach in vitro (Roswell Park

Memorial Institute medium)
sdLDL - mata ggsta lipoproteina o matej gestosci (Small dense Low Density

Lipoprotein)

TG — triglicerydy (Trigliceride)

VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (Vascular Endothelial Growth
Factor)

VEGFR  —recepror dla czynnika wzrostu srodbtonka naczyn (Vascular endotelial

growth factor receptor)
WHR — stosunek obwodu talii do bioder (Waist to Hip Ratio)
168



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Wykaz tabel

Tab. 1. Porownanie parametrow epidemiologiczno-antropometrycznych
W badanyCh grupach..........cccoeiiiiiiiiiiee e 88
Tab. 2. Porownanie wyktadnikow wyrownania metabolicznego w zakresie
gospodarki weglowodanowej w badanych grupach..........cccccovviiiiiiiiinnns 88
Tab. 3. Porownanie parametroOw wyréwnania metabolicznego w zakresie
gospodarki lipidowej w badanych grupach............cccceoeeeieiiieniicnininns 89
Tab. 4. Poréwnanie parametrow charakteryzujacych czynnos$¢ wydzielnicza
komorek B wysp trzustki 1 insulinooporno$¢ obwodowa w badanych
0] (0] =T o USSP 89
Tab. 5. Poréwnanie parametréw epidemiologiczno-antropometrycznych
u chorych na cukrzyce typu 2.......ooveiviiiiiieiieeeeeee e 90
Tab. 6. Porownanie wyktadnikoéw wyrownania metabolicznego w zakresie
gospodarki weglowodanowej u chorych na cukrzycg typu 2.........cccvenee 90
Tab. 7. Porownanie parametrow wyréwnania metabolicznego w zakresie
gospodarki lipidowej u chorych na cukrzyce typu 2......cccccvveeevvereeseennnnnns 91
Tab. 8. Porownanie parametrow charakteryzujacych czynnos¢ wydzielnicza
komorek B wysp trzustki 1 insulinooporno$¢ obwodowa
u chorych na cukrzycg typu 2.......ccceeiiiiiiiiiiiii e 91
Tab. 9. Poréwnanie st¢zenia badanych czynnikow proangiogennych
W poszczegOlnych grupach ..o 93
Tab. 10. Poréwnanie stezenia badanych czynnikow proangiogennych
U chorych na CUKIZYCE .....ocvviiiiiiiii 93
Tab. 11. Poréwnanie stgzenia badanych czynnikéw antyangiogennych
W poszcezegOInych grupach ..o 96
Tab. 12. Poréwnanie stezenia badanych czynnikéw antyangiogennych
U CNOIYCH N CUKIZYCE ..o 98
Tab. 13. Wyniki analizy kowariancji obejmujacej wszystkie badane grupy,
w ktorej czynniki proangiogenne stanowia zmienne zalezne...................... 103
Tab. 14. Wyniki analizy kowariancji obejmujacej wszystkie badane grupy,

w ktorej czynniki antyangiogenne stanowia zmienne zalezne .................... 104



Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Tab. 15. Przeglad wartosci wspotczynnikow korelacji w grupie chorych

Na Ct2 1eCzoNyCh SEAtYNAMI.......cveiiiiiiieiie e 117
Tab. 16. Przeglad warto$ci wspotczynnikoéw korelacji w grupie chorych

na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami ...........ccccevvveeiiiiieiiiiiniiieniiienns 125
Tab. 17. Przeglad wartosci wspotczynnikow korelacji pomigdzy czynnikami pro-

1 antyangiogennymi w grupie chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych

]t 1Y - 00 SO SUR 128

170



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Ryc.
Ryc.

Ryec.

Ryc.
Ryec.
Ryc.

Ryc.
Ryc.
Ryc.

Wykaz rycin

1. Kaskada angIOgENEZY .......ccverueiieiiiriiiiisieeiieiet ettt 13
2. Odmienny przebieg angiogenezy w warunkach fizjologicznych

I W przebiegu CUKIZYCY tYPU 2.......ccovveieiieie e 38
3. Modyfikacja procesu angiogenezy pod wptywem bodzcow

towarzyszacych przebiegowi CUKIZYCY tyPU 2 ...ccvvrveiieiiiieiicieieenieeeee 39
4, BUAOWA STALYN ...c.vieieciieciec ittt sre e 44
5. Wplyw statyn na szlak syntezy cholesterolu.............cccooevviviiiniiiieinenns 51
6. Uproszczony schemat oznaczania adiponektyny metoda

immunoenzymatyczng ELISA ........cccooiiiiiiiiiii e 71
7. Uproszczony schemat oznaczania czynnikoéw pro- i antyangiogennych.... 77
8. Uproszczony schemat izolacji i hodowli monoCytOw.........cccovervrenesiennns 82

9. Poroéwnanie stgzenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami 94

Ryc. 10. Poréwnanie st¢zenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami 94

Ryc. 11. Poréwnanie st¢zenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi

0] (0] 7= .1 PSSR 95

Ryc. 12. Poréwnanie st¢zenia MCP-1 w surowicy krwi pomig¢dzy badanymi grupami 95

Ryc.
Ryc.

13. Poréwnanie st¢zenia I1-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami 97

14. Poroéwnanie st¢zenia I1-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami 97

Ryc. 15. Poréwnanie stgzenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1) ........cccccoevveiiiieieeceenen, 105

Ryc. 16. Poréwnanie stgzenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2) .........cccccoveiiiiiiiiiinnnns 105

Ryc. 17. Poréwnanie stgzenia VEGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

Ryc.

Ryc.

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3).........cccccevvevviieieeceee, 106

18. Poréwnanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1) .......c.ccocvvviinincieninnnnns 106

19. Poréwnanie stg¢zenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2).........cccccvvvvivieiieiiecinen, 107

Ryc. 20. Poréwnanie stgzenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3) .......c.ccoovvviiiiiiininnnns 107



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Ryc. 21. Poréwnanie st¢zenia bFGF w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami

Ryec.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

22

23

24

25

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4) ........cccoovieviiiniieneennn 108
. Porownanie st¢zenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi
grupami z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1)..........c.cccceuvneee. 108
. Por6wnanie stezenia angiogeniny w surowicy krwi pomigdzy badanymi
grupami z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2)..........cc.ccceeueneee. 109
. Poréwnanie stgzenia MCP-1 w surowicy krwi pomig¢dzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1) ........ccccccevveiviiniveneennn, 109
. Poréwnanie st¢zenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2) .........cccccoveiiiviiininnnnns 110
Porownanie stezenia MCP-1 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3).........ccccoevvevviieiveneen, 110
Poréwnanie stgzenia I1-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1) .......c.ccoovvviiiiniiininnnnns 111
Poréwnanie st¢zenia I1-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2).........ccccccevvevviieiveieenen, 111
Poréwnanie stgzenia I1-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3) .......c.ccocvvviiiiiiiiiinins 112
Porownanie stgzenia I1-10 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4) .........ccccceevveviiieieeceeenn, 112
Poréwnanie st¢zenia I1-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 1) .......c.ccoovvviiiiniieninnnins 113
Porownanie stgzenia I1-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 2) .........ccccoeevveveiieiveneeen, 113
Poréwnanie st¢zenia I1-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 3) .......c.ccocvvviiiiiiiiiinins 114
Poréwnanie stgzenia I1-12 w surowicy krwi pomigdzy badanymi grupami
z zastosowaniem analizy kowariancji (model 4) .........cccccvvvivieiieiineinen, 114
Zwiazek pomigdzy czasem trwania cukrzycy a stgzeniem VEGF

u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami ...........ccoccevvverveineseenne. 118

172



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

36. Zwiazek pomigdzy czasem trwania cukrzycy a st¢zeniem angiogeniny

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ..........cccceeererirenennnnn 118
37. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem 1,5-AG a stezeniem bFGF

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami .........cccoceevvveeiiiennnnen, 119
38. Zwiazek pomigdzy stgzeniem HbA1C a stgzeniem angiogeniny

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ..........cccceeevercrcniennnnn 119
39. Zwiazek pomigdzy stezeniem LDL a st¢zenim VEGF

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami .........ccccccvevvveeiivennnnen. 120
40. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem adiponektyny a st¢zeniem VEGF

u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami ..........ccccoveevvieeniieninne 120
41. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem adiponektyny a stgzeniem MCP-1

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ..........c.ccccoeeriieiiininnnne 121
42. Zwiazek pomiedzy stezeniem rezystyny a st¢zeniem VEGF

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami .........c.cccoeeevvieeiiennnnne 121
43. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem rezystyny a st¢zeniem [1-12

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ...........ccccocevieeiiennnnne 122
44, Zwiazek pomigdzy st¢zenim peptydu C a st¢zeniem VEGF

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ..........c.ccceevveeeiineennen. 122
45. Zwiazek pomigdzy st¢zenim peptydu C a st¢zeniem MCP-1

u chorych na cukrzycg typu 2 leczonych statynami ...........ccoceevvvrereinenns 123
46. Zwiazek pomiedzy st¢zeniem HbAc a stezeniem angiogeniny

u chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami ..........cc.ccceevrveennnen. 126
47. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem 1,5-AG a stgzeniem angiogeniny

u chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami ...........cccccoceevevniennns 126
48. Zwiazek pomiedzy st¢zeniem HDL a st¢zeniem angiogeniny

u chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami ..........ccccceeviveennnen. 127
49. Zwiazek pomigdzy st¢zeniem adiponektyny a st¢zeniem I1-12

u chorych na cukrzycg typu 2 nieleczonych statynami ...........cccccevevervennnne 127
50. Wzajemne zwiazki pomigdzy wybranymi czynnikami proangiogennymi

w surowicy krwi u chorych na cukrzyce typu 2 nieleczonych statynami ... 129

173



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

51. Poréwnanie stezenia VEGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na standardowym podiozu

pomiedzy WSZyStKimi Erupami.........ccceevvuveiriieesiiiieniiee e 132
52. Poréwnanie st¢zenia bFGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na standardowym podtozu

pomigdzy WSZystkimi rupami.........coceerieiiiieiiiiineseee e 132
53. Poréwnanie st¢zenia MCP-1 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na standardowym podtozu

pomigdzy WSZyStkimi grupami.........cccceereeiirierieiisieseee e 133
54. Porownanie stgzenia Il-10 w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na standardowym podtozu

pomigdzy WSZYStKIMI GIUPAMI .....eeiuereieeiiiieiiie e et 133
55. Poréwnanie stezenia I1-12 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na standardowym podtozu

pomigdzy WSZYStKIMI GIUPAMI .....cevuvrevieiiiiesiie et e et 134
56. Porownanie stgzenia VEGF w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy

pomigdzy WSZYStKIMI GrUPAMI ......ccvverieeiriesiei e 136
57. Poréwnanie ste¢zenia bFGF w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na podiozu z dodatkiem glukozy

pomigdzy WSZYStKIMI GIUPAMI ......ccvverieeiiieiieeeiee e 136
58. Poréwnanie stgzenia MCP-1 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy

pomigdzy WSzystkimi grupami........cccceviririiiiiiniiiiei e 137
59. Poréwnanie stgzenia I1-10 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy

pomigdzy WSzystkimi grupami.........ccceevieiiiiiiiiiiiiiieee e 137
60. Porownanie stgzenia I1-12 w nadsaczu z hodowli komérek jednojadrzastych

krwi obwodowej hodowanych na podtozu z dodatkiem glukozy

pomigdzy WSZYStKIMI GIUPAMI .....cevuvveieeiieeiee e 138

174



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

Ryc

Ryec.

Ryec.

Ryc.

Ryc.

.61.

62.

63.

64.

65.

Stezenie VEGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej w zaleznosci od obecnosci glukozy w podtozu

W poszczeglOInych grupach ..o 139
Stezenie bFGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej w zalezno$ci od obecnosci glukozy w podtozu

w grupie chorych na ct2 przyjmujacych statyny ........cccceevvveiiniiiieenennnenn 139
Stezenie MCP-1 w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej w zaleznos$ci od obecnosci glukozy w podtozu

w grupie chorych na cukrzyce przyjmujacych statyny...........cccoeevviviinnns 140
Stezenie 11-12 w nadsaczu z hodowli komoérek jednojadrzastych

krwi obwodowej w zaleznosci od obecnosci glukozy w podtozu

w grupie chorych na cukrzyceg nieprzyjmujacych statyn.........cccccevvernenne 140
Stezenie VEGF w nadsaczu z hodowli komorek jednojadrzastych

krwi obwodowej w zalezno$ci od obecnosci insuliny w podtozu

W grupie pacjentow bez cukrzycy nieprzyjmujacych statyn ...........cc.cceeenee. 141

175



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[1]
[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

PiSmiennictwo
Sieradzki J.: Cukrzyca. Wydawnictwo Via Medica, Gdansk 2006.
Banach M., Filipiak K., Opolski G.: Aktualny stan wiedzy na temat statyn.
Wydawnictwo Medyczne Termedia, Poznan 2008.
Wioch-Kope¢ D., Bata M., Jaeschke R.: Skutecznos¢ leczenia statynami
u chorych na cukrzyce — meta analiza. Medycyna Praktyczna 2008;5:82-87.
Ruszkowska B., Koprowska E., Ro$¢ D., Pater A., Odrowaz-Sypniewska G.: The role
of VEGF in type 2 diabetes. Medical and Biological Sciences 2010;24(1):13-17.
Waltenberger J.: VEGF resistance as molecular basis to explain the angiogenesis
paradox in diabetes mellitus. Biochem Soc Trans. 2009;37:1167-1170.
Hu Z., Zhang F., Yang Z., Yang N., Zhang D., Zhang J., Cao K.: Combination of
simvastatin administration and EPC transplantation enhances angiogenesis and
protects against apoptosis for hindlimb ischemia. J Biomed Sci. 2008;15:509-517.
Urbich C., Dernbach E., Zeiher A.M., Dimmeler S.: Double-edged role of statins
in angiogenesis signalling. Circ Res. 2002;90:737-744.
Weis M., Heeschen C., Glassford A.J., Cooke J.P.: Statins have biphasic effects
on angiogenesis. Circulation 2002;105:739-745.
Yamashita T., Abe K.: Mechanisms of endogenous endothelial repair in stroke.
Curr Pharm Des. 2012; [Epub ahead of print].
Schachter M.: Chemical, pharmacokinetic and pharmacodynamic properties
of statins: an update. Fundam Clin Pharmacol. 2005;19(1):117-125.
Golomb B.A., Evans M.A.: Statin Adverse Effects: A review of the Literature
and Evidence for a Mitochondrial Mechanism. Am J Cardiovasc Drugs.
2008;8(6):373-418.
Wisniewski T., Makarewicz R., Zidtkowska E., Rystok D., Zekannowska E.:
Angiogeneza nowotworowa — mechanizmy, czynniki regulujqce, leki.
Onkologia Info. 2009;V1(5):172-178.
Mizia-Malarz A., Sobol G., Wo$ H.: Angiogeneza w przewlektych schorzeniach
zapalnych i nowotworowych. Pol. Merk. Lek. 2008;XXIV(141):185-189.

176


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schachter%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=schachter%20chemical%20pharmacokinetic%20statins

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]
[20]

[21]

[22]

[23]

[24]
[25]

[26]

[27]

[28]

Distler J.W., Hirth A., Kurowska-Stolarska M., Gay R.E., Gay S., Distler O.:
Angiogenic and angiostatic factors in the molecular control of angiogenesis.
Q J Nucl Med. 2003;47:149-161.
Risau W., Flamme I.: Vasculogenesis. Ann Rev Cell Dev Biol. 1995;11:73-91.
Skora J., Biegus J., Pupka A., Bar¢ P., Sikora J., Szyber P.: Molekularne
podstawy angiogenezy. Postepy Hig Med. Dosw. 2006;60:410-415.
Namiecinska M., Marciniak K., Nowak J.Z.: VEGF jako czynnik angiogenny,
neurotroficzny I neuroprotekcyjny. Postepy Hig Med. Dosw. 2005;59:573-583.
Zielonka T.M.: Angiogeneza — Czes¢ 1. Mechanizm powstawania nowych
naczyn krwionosnych. Alergia Astma Immunologia 2003;8(4):169-174.
Klagsbrun M., Moses M.A.: Molecular angiogenesis. Chem Biol. 1999;6(8):217-224.
Ferrara N.: Role of vascular endothelial growth factor in regulation of
physiological angiogenesis. Am J Physiol Cell Physiol. 2001;280:C1358-1366.
Hiraoka N., Allen E., Apel I., Gyetko M.R., Weiss S.J.: Matrix metallo-
proteinase regulate neovascularization by acting as pericellular fibrynolysis.
Cell 1998;95:365-377.
Howe A., Alpin A.E., Alaharie S.K., Juliano R.L.: Integrin signaling and cell
growth control. Curr Opin Cell Biol. 1998; 10:220-231.
Siebert J., Reiwer-Gostomska M.: Rola czynnikow wzrostu w powstawaniu
powikian cukrzycy. Kardiol Pol. 2009;67:62-64.
Simons M.: Angiogenesis: Where do we stand now? Circulation. 2005;111:1556-1566.
Zielonka T.M.: Angiogeneza. Czes¢ I1. Czynniki modulujqce proces powstawa-
nia naczyn krwionosnych. Alergia Astma Immunologia 2004;9(1):25-31.
Gruchlik A., Chodurek E., Domal-Kwiatkowska D., Dzierzewicz Z.: VEGF-A
celem antyangiogennej terapii przeciwnowotworowej. Postepy biologii komorki
2007;34(3):557-580.
Ferrara N.: Vascular endothelial growth factor. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2009;29:789-791.
Murohara T., Horowitz J.R., Silver M., Tsurumi Y., Chen D., Sullivan A., Isner J.M.:
Vascular Endothelial Growth Factor/Vascular Permeability Factor Enhances Vascu-
lar Permeability Via Nitric Oxide and Prostacyclin. Circulation 1998;97:99-107.

177



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

Mizia-Malarz A., Sobol G., Wo$ H.: Czynniki proangiogenne: naczyniowo-
srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF) i zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) — charakterystyka i funkcje. Przeglad lekarski 2008;65(7-8):353-357.
Leung D.W., Cachianes G., Kuang W.J., Kim S.H., Goeddel D.V., Ferrara N.:
Vascular endothelial growth factor is a secreted angiogenic mitogen. Science 1989;
246:1306-1309.

Keck P.J., Hauser S.D., Krivi G., Sanzo K., Warren T., Feder J., Connolly D.T.:
Vascular permeability factor, an endothelial cell mitogen related to PDGF.
Science 1989;246:1309-1312.

Ferrara N.: Role of vascular endothelial growth factor in physiologic and pathologic
angiogenesis: therapeutic implications. Semin Oncol. 2002;29(6, 16):10-14.
Wierzbowska A., Wrzesien-Kru$ A., Robak T.: Angiogeneza i jej znaczenie

w biologii ostrej biataczki szpikowej. Acta Haemat. Pol. 2002;33:5-17.

Neufeld G., Cohen T., Gengrinovitvh S., Poltorak Z.: Vascular endothelial
growth factor (VEGF) and its receptors. FASEB J. 1999;13:9-22.

Keyt B.A., Berleau L.T., Nguyen H.V., Chen H., Heinsohn H., Vandlen R., Ferrara
N.: The carboxyl-terminal domain (111-165) of vascular endothelial growth factor
is critical for its mitogenic potency. J Biol Chem. 1996;29,271(13):7788-7795.
Werther K., Christensen 1.J., NielsenH.J.: Determination of vascular endothelial
growth factor (VEGF) in circulating blood: significance of VEGF in various
leukocytes and platlets. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 2002;62(5):343-350.
Kimura H., Esumi H.: Reciprocal regulation between nitric oxide and vascular
endothelial growth factor in angiogenesis. Acta Biochim. Pol. 2003;50:49-59.
Zagorska A., Dulak J.: HIF-1: the knowns and unknowns of hypoxic sensing.
Acta Biochim Pol. 2004;51:563-585.

Wilczynski M.: Czynniki angiogenne w patogenezie neowaskularyzacji w
retinopatii cukrzycowej. Diabetologia Polska 2005;12(2):286-297.

Ferrara N., Gerber H.P., LeCouter J.: The biology of VEGF and its receptors.
Nat Med. 2003;9(6):669-679.

Jussila L., Alitalo K.: Vascular growth factors and lymphangiogenesis.

Physiol Rev. 2002;82:673-700.

178


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Keyt%20BA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berleau%20LT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nguyen%20HV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heinsohn%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vandlen%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferrara%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferrara%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ferrara%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8631822

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

Zelzer E., Mamluk R., Ferrara N., Johnson R.S., Schipani E., Olsen B.R.:
VEGFA is necessary for chondrocyte survival during bone development.
Development 2003;131:2161-2171.

Bates D.O., Curry F.E.: Vascular endothelial growth factor increases microvascular
permeability via a Ca(2")-dependent pathway. Am J Physiol. 1997;273(2):H687-694.
Hippenstiel S., Kriill M., Ikemann A., Risau W., Clauss M., Suttorp N.:

VEGF induces hyperpermeability by a direct action on endothelial cells.

Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 1998;274:1.678-L684.

Esser S., Lampugnani G., Corada M., Dejana E., Risau W.: Vascular endothelial
growth factor induces VE-cadherin tyrosine phosphorylation in endothelial
cells. Journal of Cell Science 1998;111:1853-1865.

Salven P, Orpana A, Joensuu H.: Leukocytes and platelets of patients with cancer
contain high levels of vascular endothelial growth factor. Clin Cancer Res. 1999;
5(3):487-491.

Sondell M., Lundborg G., Kanje M.: Vascular endothelial growth factor has neuro-
trophic activity and stimulates axonal outgrowth, enhacing cell survival and Schwann
cell proliferation in the peripheral nervous system. J. Neurosci. 1999;19:5731-5740.
Brockington A., Lewis C., Wharton S., Shaw P.J.: Vascular endothelial growth
factor and the nervous system. Neuropathol. Appl.Neurobiol. 2004:30:427-446.
Storkebaum E., Carmelit P.: VEGF: a critical player in neurodegeneration.

J Clin Invest. 2004;113:14-18.

Gora-Kupilas K., Josko J.: The neuroprotective function of vascular endothelial
growth factor (VEGF). Folia Neuropathol. 2005;43(1):31-39.

Rusnati M., Presta M.: Fibroblast growth factors/fibroblast growth factor
receptors as targets for the development of anti-angiogenesis strategies.

Curr Pharm Des. 2007;13(20):2025-2044.

Presta M., Dell’Era P., Mitola S., Moroni E., Ronca R., Rusnati M.: Fibroblast
growth factor/fibroblast growth factor receptor system in angiogenesis.
Cytokine and Growth Factor Reviews 2005;16:159-178.

Powers C.J., McLeskey S.W., Wellstein A.: Fibroblast growth factors, their
receptors and signaling. Endocr Relat Cancer. 2000;7:165-197.

179


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bates%20DO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Curry%20FE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9277485

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[54]

[59]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

Chen G.J., Forough R.: Fibroblast growth factors, fibroblast growth factor recep-
tors, diseases, and drugs. Recent Pat Cardiovasc Drug Discov. 2006;1(2):211-224.
Sahni A., Khorana A.A., Baggs R.B., Peng H., Francis C.W.: FGF-2 binding to
fibrin(ogen) is required for augmented angiogenesis. Blood 2006;1,107(1):126-131.
Margosio B., Rusnati M., Bonezzi K., Cordes B.A., Annis D.S., Giavazzi R.,
Presta M., Ribatti D., Mosher D.F., Taraboletti G.: Fibroblast growth factor-2
binding to the thrombospondin-1 type Il repeats, a novel antiangiogenic
domain. Int J Biochem Cell Biol. 2008;40(4):700-709.

Nishiyama K., Ogawa H., Yasue H., Soejima H., Misumi K., Tkazoe K.,
Yoshimura M., Kugiyama K., Tsuji I., Kumeda K.: Stimultaneous elevation

of the levels of circulating monocyte chemoattrectant protein-1 and tissue factor
in acute coronary syndrome. Jpn Circ J. 1998;62:710-712.

Salcedo R., Ponce M.L., Young H.A., Wasserman K., Ward J.M., Kleinman
H.K., Oppenheim J.J., Murphy W.J.: Human endothelial cells express CCR2
and respond to MCP-1: direct role of MCP-1 in angiogenesis and tumor
progression. Blood 2000;96(1):34-40.

Galvez B.G., Genis L., Matias-Roman S., Oblander A., Tryggvason K.,

Apte S.S., Arroyo A.G.: Membrane type 1-matrix metalloproteinase is regulated
by chemiokines Monocyte-Chemoattractant Protein-1/CCL2 and Interleukin-
8/CXCLS8 in endothelial cells during angiogenesis. The Journal of Biological
Chemistry 2005;280 (2):1929-1298.

Egashira K.: Molecular mechanisms mediating inflammation | vascular disease:
Special reference to monocyte chemoattractant protein-1. Hypertension 2003;
41:834-841.

Niu J., Kolattukudy P.E.: Role of MCP-1 in cardiovascular disease: molecular
mechanisms and clinical implications. Clin Sci. 2009;117:105-109.

Hong K.H., Ryu J., Han K.H.: Monocyte chemoattractant protein 1-induced
angiogenesis is mediated by vascular endothelial growth factor-A. Blood 2005;
105(4):1405-1407.

180



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

Niu J., Azfer A., Zhelyabovska O., Fatma S., Kolattukudy P.E.: Monocyte
Chemotactic Protein (MCP)-1 promotes angiogenesis via a novel transcription
factor, MCP-1-induced protein (MCPIP). J Biol Chem. 2008;283(21):14542-14551.
MaJ., Wang Q., Fei T., Han J.J., Chen Y.: MCP-1 mediates TGF-f-induced angioge-
nesis by stimulating vascular smooth muscle cell migration. Blood 2007;109:987-994.
Tello-Montoliu A., Patel J.V., Lip G.Y.H.: Angiogenin: review of the patophysio-
logy and potential clinical applications. J Thromb Haemost. 2006;4:1864-1874.
Riordan J.F., Vallee B.L.: Human angiogenin, an organogenic protein.

Br J Cancer 1988;57:587-590.

Siebert J., Reiwer-Gostomska M.: Angiogenina — nowy kierunek badan

w chorobie niedokrwiennej serca? Kardiol Pol. 2006;64:899-900.

Gao X., Xu Z.: Mechanisms of action of angiogenin. Acta Biochim Biophys Sin.
2008;40,7:619-624.

Szczeséniak P., Michalak L., Durasik A., Orszulak-Michalak D.: Angiogenina i nowe
markery wielonaczyniowej choroby wiencowej. Biofarmacja 2009;65,2:83-87.
Pavlov N., Badet J.: Angiogenin: involvement in angiogenesis and tumor
growth. Bull Cancer 2001,88(8):725-732.

Patel J.V., Sosin M., Gunarathne A., Hussain I., Davis R.C., Hughes E.A., Lip G.Y..:
Elevated angiogenin levels in chronic heart failure. Ann Med. 2008;40(6):474-479.
Siebert J., Reiwer-Gostomska M., Babinska Z., Mysliwska J., Mysliwski A.,
Skopinska-Rozewska E., Sommer E., Skopinski P.: Low serum angiogenin concen-
trations in patients with type 2 diabetes. Diabetes Care 2007;30,12:3086-3087.
Siebert J., Reiwer-Gostomska M., Mysliwska J., Marek N., Raczynska K.,
Glasner L.: Glycemic control influences serum angiogenin concentrations

in patients with type 2 diabetes. Diabetes Care 2010;33,8:1829-1830.

Chiarelli F., Pomilio M., Mohn A., Tumini S., Verrotti A. Mezzetti A., Cipollone F.,
Wasniewska M, Morgese G, Spagnoli A.: Serum angiogenin concentrations in young
patients with diabetes mellitus. Eur J Clin Invest. 2002;32:110-114.

Kishimoto K., Liu S., Tsuju T., Olson K.A., Hu G.: Endogenous angiogenin

in endothelial cells is a general requirement for cell proliferation and
angiogenesis. Oncogene 2005;24:445-456.

181



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Hu G., Chang S., Riordan J., Vallee B.L.: An angiogenin-binding protein

from endothelial cells. Proc Nat. Acad Sc. USA. 1991;88:2227-2231.

Hu G., Strydom D.J., Fett JW., Riordan J.F., Vallee B.L.: Actin is a binding
protein for angiogenin. Proc Nat. Acad Sci USA 1993;90:1217-1221.

Sonci F.: Angiogenin supports endothelial and fibroblast cell adhesion.

Proc Natl Acad Sci USA 1992;89:2232-2236.

Moroianu J., Riordan J.F.: Nuclear translocation of angiogenin in proliferating
endothelial cells is essential to its angiogenic activity. Proc Natl Acad Sci USA
1994;91:1677-1681.

Xu Z.P., Tsuji T., Riordan J.F., Hu G.F.: The nuclear function of angiogenin in
endothelial cells is related to rRNA production. Biochem Biophys Res Commun.
2002;7,294(2):287-292.

Trouillon R., Kang D.K., Chang S.I., O’Hare D.: Angiogenin induces nitric
oxide release independently from its RNase activity. Chem Commun (Camb).
2011;28,47(12):3421-3423.

Steidinger T.U., Standaert D.G., Yacoubian T.A.: A neuroprotective role for angio-
genin in models of Parkinson s disease. J Neurochem. 2011;116(3):334-341.
Silvestre J.S., Mallat Z., Duriez M., Tamarat R., Bureau M.F., Scherman D.,
Duverger N., Branellec D., Tedgui A., Levy B.l.: Antiangiogenic Effect of
Interleukin-10 in Ischemia-Induced Angogenesis in Mice Hindlimb. Circ Res.
2000;87:448-452.

Choi K.M., Ryu O.H., Lee KW.,, KimH.Y., Seo J.A., Kim S.G., Kim N.H., Choi
D.S., Baik S.H.: Serum adiponectin, interleukin-10 levels and inflamma-tory markers
in the metabolic syndrome. Diabetes Res Clin Pract. 2007;75(2):235-40.

Mazighi M., Pelle A., Gonzalez W., Mtairag El M., Philippe M., Hénin D.,
Michel J-B., Feldman L.J.: IL-10 inhibits vascular smooth muscle cell activation
in vitro and in vivo. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004;287:H866-H871.
Holven K.B., Halvorsen B., Bjerkeli V., Damas J.K., Retterstel K., Morkrid L.,
Ose L., Aukrust P., Nenseter M.S.: Impaired inhibitory effect of interleukin-10
on the balance between matrix metalloproteinase-9 and its inhibitor in mono-

nuclear cells from hyperhomocysteinemic subjects. Stroke. 2006;37:1731-1736.
182


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choi%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ryu%20OH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20KW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20HY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Seo%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20SG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20NH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choi%20DS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choi%20DS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Choi%20DS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baik%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16872712

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

Moore K.W., de Waal Malefyt R., Coffman R.L., O'Garra A.: Interleukin-10

and the interleukin-10 receptor. Annu Rev Immunol. 2001;19:683-765.

Huang S., Xie K., Bucana C.D., Ullrich S.E., Bar-Eli M.: Interleukin 10

supresses tumor growth and metastasis of human melanoma cells: potential

inhibition of angiogenesis. Clin Cancer Res. 1996;2:1969-1979.

Mocellin S., Panelli M.C., Wang E., Nagorsen D., Marincola F.M.: The dual

role of IL-10. Trends Immunol. 2003;24(1):36-43.

Gunnett C.A., Heistad D.D., Faraci F.M.: Interleukin-10 protects nitric oxide—depen-

dent relaxation during diabetes. Role of superoxide. Diabetes. 2002;51:1931-1937.

Dickerson E.B., Akhtar N., Steinberg H., Wang Z.Y., Lindstrom M.J.,

Padilla M.L., Auerbach R., Helfand S.C.: Enhancement of the antiangiogenic

activity of interleukin-12 by peptide targeted delivery of the cytokine to anf3

integrin. Mol Cancer Res. 2004;2(12):663-673.

Alber G., Al-Robaiy S., Kleinschek M., Knauer J., Krumbholz P., Richter J.,

Schoeneberger S., Schuetze N., Schulz S., Toepfer K., Voigtlaender R.,

Lehmann J., Mueller U.: Induction of immunity and inflammation by interleukin-

12 family members. Ernst Schering Res Found Workshop. 2006;(56):107-127.

Zorena K., Mysliwska J., Mysliwiec M., Balcerska A., Lipowski P., Raczynska K.:

Interleukina 12 jako mediator antyangiogenny u dzieci z cukrzycq typu 1.

Endokrynologia, Diabetologia i Choroby Przemiany Materii Wieku Rozwojowego.

2007;13(1):27-31.

Airoldi L., Carlo E.D., Cocco C., Taverniti G., D’Antuono T., Ognio E.,

Watanabe M., Ribatti D., Pistoia V.: Endogenous IL-12 triggers an anti-

angiogenic program in melanoma cells. PNAS. 2007;104(10):3996-4001.

Engel M.A., Neurath M.F.: Anticancer properties of the IL-12 family--focus

on colorectal cancer. Curr Med Chem. 2010;17(29):3303-3308.

Gee K., Guzzo C., Che Mat N.F., Ma W., Kumar A.: The IL-12 family of cytokines

in infection, inflammation and autoimmune disorders. Inflamm Allergy Drug

Targets. 2009;8(1):40-52.

Duda D.G., Sunamura M., Lozonschi L., Kodama T., Egawa S., Matsumoto G.,

Shimamura H., Shibuya K., Takeda K., Matsuno S.: Direct in vitro evidence
183


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moore%20KW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Waal%20Malefyt%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coffman%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Garra%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11244051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mocellin%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Panelli%20MC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nagorsen%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Marincola%20FM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12495723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alber%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Al-Robaiy%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kleinschek%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Knauer%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Krumbholz%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Richter%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schoeneberger%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schuetze%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schulz%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Toepfer%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voigtlaender%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lehmann%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mueller%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16329649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Engel%20MA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neurath%20MF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20712574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gee%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Guzzo%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Che%20Mat%20NF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ma%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kumar%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19275692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19275692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19275692

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

and in vivo analysis of the antiangiogenic effects of interleukin-12. Cancer Res.
2000;60:1111-1116.

Mitola S., Strasly M., Prato M., Ghia P., Bussolino F.: IL-12 regulates an
endothelial cell-lymphocyte network: Effect on metalloproteinase-9 production.
J Immunol. 2003;171:3725-3733.

Goodridge H.S., Harnett W., Liew F.Y., Harnett M.M.: Differential regulation
of interleukin-12 p40 and p35 induction via Erk mitogen-activated protein
kinase-dependent and -independent mechanisms and the implications for
bioactive IL-12 and IL-23 responses. Immunology 2003;109(3):415-425.
Albini A., Brigati C., Ventura A., Lorusso G., Pinter M., Morini M., Mancino A.,
Sica A., Noonan D.M.: Angiostatin anti-angiogenesis requires IL-12: the innate
immune system as a key target. J Transl Med. 2009;7:5-12.

Skovbjerg S., Martner A., Hynsjo L., Hesle C., Olsen 1., Dewhirst F.E., Tham W.,
Wold A.E.: Gram-positive and gram-negative bacteria induce different patterns
of cytokine production in human mononuclear cells irrespective of taxonomic
relatedness. J Interferon Cytokine Res. 2010;30(1):23-32.

Kang B.Y., Kim E., Kim T.S.: Regulatory mechanisms and their therapeutic implica-
tions of interleukin-12 production in immune cells. Cell Signal. 2005;17(6):665-673.
Jawien J.: New insights into immunological aspects of atherosclerosis. Polskie
Archiwum Medycyny Wewngtrznej 2008;118(3):127-130.

Voest E.E., Kenyon B.M., O'Reilly M.S., Truitt G., D'Amato R.J., Folkman J.:
Inhibition of angiogenesis in vivo by interleukin 12. J Natl Cancer Inst. 1995;
87(8):581-586.

Wu W.K., Llewellyn O.P., Bates D.O., Nicholson L.B., Dick A.D.: IL-10
regulation of macrophage VEGF production is dependent on macrophage
polarisation and hypoxia. Immunobiology 2010;215(9-10):796-803.

Simons M.: Angiogenesis, arteriogenesis, and diabetes: paradigm reassessed?
J Am Coll Cardiol. 2005;46(5):835-837.

Benjamin L.E.: Glucose, VEGF-A, ang diabetic complications. Am J Pathol.
2001;158(4):1181-1184.

184


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Voest%20EE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kenyon%20BM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22O'Reilly%20MS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Truitt%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22D'Amato%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Folkman%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Voest%20e%20inhibition%20of%20angiogenesis%20in%20vivo%20bay%20interleukin%2012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20WK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Llewellyn%20OP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bates%20DO%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nicholson%20LB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dick%20AD%22%5BAuthor%5D

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

Abaci A., Oguzhan A., Kahraman S., Eryol N.K., Unal S., Aring H., Ergin A.:
Effect of diabetes mellitus on formation of coronary collateral vessels.
Circulation 1999;99:2239-2242.

Sluimer J.C., Daemen M.J.: Novel concepts in atherogenesis: angiogenesis
and hypoxia in atherosclerosis. J Pathol. 2009;218:7-29.

Tchaikovski V, Olieslagers S, Bohmer FD, Waltenberger J.: Diabetes mellitus
activates signal transduction pathways resulting in vascular endothelial growth
factor resistance of human monocytes. Circulation 2009;14;120(2):150-159.
Holmquist G.N.: Statins: Indications and Uses, Safety and Modes of Action.
Nova Science Publishers, Inc., New York 2009.

www.mz.gov.pl: Urzedowy Wykaz Produktow Leczniczych Dopuszczonych

do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej. Cz¢$¢ 1A. 31 marca 2011.
Masana L.: Pitavastatin — from clinical trials to clinical practice. Atheroscler.
2010;11(3):15-22.

Cattaneo D., Baldelli S., Merlini S., Zenoni S., Perico N., Remuzzi G.:
Therapeutic use of HMG-CoA reductase inhibitors: current practice and future
perspectives. Expert Opinion on Therapeutic Patents 2004;14(11):1553-1566.
Sobotta L., Kachlicki P., Marczak L., Kryjewski M., Mielcrek J.: Photochemical
activity of glenvastatin, a HMG-CoA reductase inhibitor. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 2011;224:1-7.

Wajima T., Makita S., Oshima K.: Direct vascular effects of HR780, a novel
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitor. Clin Exp
Pharmacol Physiol. 2003;30(12):958-62.

Neuvonen P.J., Backman J.T., Niemi M.: Pharmacokinetic comparison

of the potential over-the-counter statins simvastatin, lovastatin, fluvastatin
and pravastatin. Clin Pharmacokinet. 2008;47(7):463-474.

Endo A.: The discovery and development of HMG-CoA reductase inhibitors.

J Lipid Res. 1992;33(11):1569-82.

Steinberg D.: An interpretive history of the cholesterol controversy, part V:
The discovery of the statins and the end of the controversy. J Lipid Res. 2006;
47:1339-1351.

185


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tchaikovski%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Olieslagers%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%B6hmer%20FD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Waltenberger%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Masana%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21193154

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

Endo A.: A historical perspective on the discovery of statins. Proc. Jpn. Acad.
2010;B86:484-493.

Brown M.S., Faust J.R., Goldstein J.L., Kaneko I., Endo A.: Induction of
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase activity in human fibroblasts
incubated with compactin (ML-236B), a competitive inhibitor of the reductase.

J Biol Chem. 1978;253(4):1121-1128.

Yamamoto A., Sudo H., Endo A.: Therapeutic effects of ML-236B in primary
hypercholesterolemia. Atherosclerosis 1980;35(3):259-266.

Alberts A.W., Chen J., Kuron G., Hunt V., Huff J., Hoffman C., Rothrock J.,
Lopez M., Joshua H., Harris E., Patchett A., Monaghan R., Currie S., Stapley E.,
Albers-Schonberg G., Hensens O., Hirshfield J., Hoogsteen K., Liesch J.,
Springer J.: Mevinolin: a highly potent competitive inhibitor of hydroxymethy-
Iglutaryl-coenzyme A reductase and a cholesterol-lowering agent. Proc Natl
Acad Sci USA 1980;77(7):3957-3961.

Bizukoj¢ M., Ledakowicz S.: Biosynteza lowastatyny przez Aspergillus terreu.
Biotechnologia-monografie 2005;2(2):55-67.

Liao J.K., Laufs U.: Pleiotropic effects of statins. Annu Rev Pharmacol Toxicol.
2005;45:89-118.

Brunton L.L., Lazo J.S., Parker K.L.:Farmakologia Goodmana & Gilmana.
Wydawnictwo CZELEJ, Lublin 2007.

Bolego C., Poli A, Cignarella A., Catapano A.L., Paoletti R.: Novel statins:
pharmacological and clinical results. Cardiovasc Drugs Ther. 2002;16(3):251-257.
Istvan E.: Statin inhibition of HMG-CoA reductase: a 3-dimensional view.
Atheroscler Suppl. 2003;4(1):3-8.

Garcia M.J., Reinoso R.F., Sanchez N.A., Prous J.R.: Clinical pharmacokinetics
of statins. Methods Find Exp Clin Pharmacol. 2003;25(6):457-481.

Lennernds H., Fager G.: Pharmacodynamics and pharmacokinetics of the HMG-
CoA reductase inhibitors. Similarities and differences. Clin Pharmacokinet.
1997;32(5):403-425.

186


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Yamamoto%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sudo%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Endo%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7362699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bolego%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poli%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cignarella%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Catapano%20AL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Paoletti%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12374904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Istvan%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=istvan%20statin%20inhibition%20of%20HMG-CoA%20reductase%20a%203-dimensional%20view
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garc%C3%ADa%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reinoso%20RF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22S%C3%A1nchez%20Navarro%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Prous%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12949632

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

Hamelin B.A., Turgeon J.: Hydrophilicity/lipophilicity: relevance for the
pharmacology and clinical effects of HMG-CoA reductase inhibitors.

Trends Pharmacol Sci. 1998;19(1):26-37.

Corsini A., Bellosta S., Baetta R., Fumagalli R., Paoletti R., Bernini F.:

New insights into the pharmacodynamic and pharmacokinetic properties of
statins. Pharmacol Ther. 1999;84(3):413-428.

Langford N.J., Kendall M.J.: Rhabdomyolysis with HMG CoA reductase
inhibitors: a class effect? J Clin Pharm Ther. 2001;26(6):391-395.

Williams D., Feely J.: Pharmacokinetic-pharmacodynamic drug interactions
with HMG-CoA reductase inhibitors. Clin Pharmacokinet. 2002;41(5):343-370.
Bellosta S., Paoletti R., Corsini A.: Safety of statins: focus on clinical pharmaco-
kinetics and drug interactions. Circulation 2004;15;109(23 Suppl 1):11150-57.
Law M., Rudnicka A.R.: Statin safety: a systematic review. Am J Cardiol. 2006;
97(8A):52C-60C.

Bottorff MB.: Statin safety and drug interactions: clinical implications.

Am J Cardiol. 2006;97(8A):27C-31C.

Rosenson R.S.: Current overview of statin-induced myopathy. Am J Med. 2004;
116(6):408-416.

Vaughan C.J., Gotto A.M.: Update on statins: 2003. Circulation. 2004;
17;110(7):886-892.

Thompson P.D., Clarkson P., Karas R.H.: Statin-associated myophaty. JAMA.
2003;289:1681-1690.

Aquila-Salinas R., Barrett H., Schonfeld G.: Metabolic modes of action of statins
in hyperlipoproteinemias. Atherosclerosis 1998;141:203-207.

Galus R., Zandecki L., Jozwiak J., Wiodarski K.: Pozalipidowe dziatanie statyn.
Pol Mark Lek. 2008;XX1V,144:545-548.

Wang Ch-Y., Liu P-Y., Liao J.K.: Pleiotropic effects of statin therapy:
molecular mechanisms and clinical results. Trends Mol Med. 2008;14(1):37-44.
Bogdanski P., Pupek-Musialik D.: Statyny — standard terapii XXI wieku. Jak
wybra¢ optymalnq dawke. Forum Zaburzen Metabolicznych 2010;1(3):131-140.

187


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Turgeon%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamelin%20hydrophilicity
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Law%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rudnicka%20AR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Law%20rudnicka%20statins%20safety
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bottorff%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16581325
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rosenson%20RS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=rosenson%20current%20overview%20of%20statin

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

Heart Protection Study (HPS) Collaborative Group: MRC/BHF Heart Protection
Study of cholesterol lowering with simvastatin in 20536 high-risk individuals:

a randomized placebo-controlled trial. Lancet 2002;360:7-22.

Ray K.K., Cannon C.P.: The potential revelance of the multiple lipid-
independent (pleiotropic) effects of statis in the management of acute coronary
syndromes. JACC. 2005;46(8):1425-1433.

Wolfrum S., Jensen K.S., Liao J.K.: Endothelium-Dependent Effects of Statins.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003;23:729-736.

Davignon J.: The cardioprotective effects of statins. Curr Atheroscl Rep. 2004;
6:27-35.

Tousoulis D., Charakida M., Stefanadi E., Siasos G., Latsios G., Stefanadis C.: Statins
in heart failure. Byond the lipid lowering effect. Int J Cardiol. 2007;115,2:144-150.
Corsini A., Pazzucconi F., Arnaboldi L., Pfister P., Fumagalli R., Paoletti R., Sirtori
C.R.: Direct effects of statins on the vascular wall. J Cardiovasc Pharmacol. 1998;
31:773-778.

Ferrara D.E., Pierangeli S.S.: Diverse effects of statins on endothelial cells.
Thromb Haemost. 2005;93:186-188.

Scandinavian Simvastatin Survival Study Group. Randomised trial of cholesterol
lowering in 4444 patients with coronary heart disease: the Scandinavian
Simvastatin Survival Study (4S). Lancet 1994;344(19):1383-1389.

LaRosa J.C.: New and emerging data from clinical trials of statins.

Curr Atheroscl Rep. 2004;6:12-19.

Crouse J.R., Byington R.P., Furberg C.D.: HMG-CoA reductase inhibitor
therapy and stroke risk reduction: an analysis of clinical trials data.
Atherosclerosis 1998;138(1):11-24.

Athyros V.G., Papageorgiou A.A., Mercouris B.R., et al.: Treatment with atorvastatin
to the national cholesterol educational program goal versus usual care in secondary
coronary heart disease prevention. The GREek Atorvastatin and Coronary-heart-
disease-Evaluation (GREACE) Study. Curr Med Res Opin. 2002;18:220-228.

Mills E.J., Rachlis B., Wu P., Devereaux P.J., Arora P., Perri D.: Primary

prevention of cardiovascular mortality and events with statins treatment:

188


http://www.atherosclerosis-journal.com/article/S0021-9150(98)00014-8/abstract
http://www.atherosclerosis-journal.com/article/S0021-9150(98)00014-8/abstract
http://www.atherosclerosis-journal.com/article/S0021-9150(98)00014-8/abstract

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

a network metaanalysis involving more than 65 000 patients. Journal of the
American College of Cardiology. 2008;52:1769-1781.

Brugts J.J., Yetgin T., Hoeks S.E., Gotto A.M., Shepherd J., Westendorp R.G.,
de Craen A.J., Knopp R.H., Nakamura H., Ridker P., van Domburg R.,

Deckers J.W.: The Benefits of statins in people without established
cardiovascular disease but with cardiovascular risk factors: meta-analysis

of randomized controlled trials. BMJ. 2009;338: b2376.

West of Scotland coronary prevention study: implications for clinical practice.
European Heart Journal 1996;17:163-164.

Schwartz G.G., Oliver M.F., Ezekowitz M.D., et al.: Rationale and design of the
Myocardial Ischemia Reduction with Aggressive Cholesterol Lowering
(MIRACL) study that evaluates atorvastatin in unstable angina pectoris and in
non-Q-wave acute myocardial infarction. Am J Cardiol, 1998;81:578-581.
Shepherd J., Blauw G.J., Murphy M.B., et al., on behalf of the PROSPER Study
Group: Pravastatin in elderly individuals at risk of vascular disease
(PROSPER): a randomized controlled trial. Lancet 2002;360:1623-1630.

Sever P.S., Dahlof B., Pouler N.R., et al., for the ASCOT investigators:
Prevention of coronary and stroke events with atorvastatin in hypertensive
patients who have average or lower-thanaverage cholesterol concentration, in
the Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes Trial-Lipid Lowering Arm (ASCOT-
LLA): a multicentre randomized controlled trial. Lancet 2003;361:1149-1158.
Serruys P.W., de Feyter P., Macaya C., et al., for the Lescol Intervention
Prevention Study (LIPS) Investigators: Fluvastatin for prevention of cardiac
events following successful first percutaneous coronary intervention. A
randomized controlled trial. JAMA 2002;287:3215-3222.

Laws P.E., Spark J.I., Cowled P.A., Fitridge R.A.: The role of statins in vascular
disease. Eur J Vasc Endovasc Surg. 2004;27:6-16.

Libby P., Aikawa M.: Mechanisms of plaque stabilization with statins.

Am J Cardiol. 2003;91(4A):4B-8B.

Holdaas H., Fellstrom B., Jardine A.G., et al., on behalf of the Assessment

of LEscol in Renal Transplantation (ALERT) Study Investigators: Effect of
189



Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

[173]

fluvastatin on cardiac outcomes in renal transplant recipients:a multicentre,
randomized, placebo-controlled trial. Lancet 2003;61:2024-2031.
PTD: Zalecenia kliniczne dotyczqce postepowania u chorych na cukrzyce, 201 1.
Stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego. Diabetologia Praktyczna
2011;12(A):A1-A46.
Colhoun H.M., Betteridge D.J., Durrington P.N., Hitman G.A., Neil H.A,,
Livingstone S.J., Thomason M.J., Mackness M.l., Charlton-Menys V., Fuller J.H.;
CARDS investigators.: Primary prevention of cardiovascular disease with atorva-
statin in type 2 diabetes in the Collaborative Atorvastatin Diabetes Care (CARDS):
multicentre randomized placebo-controlled trial. Lancet 2004;364:685-696.
Shepherd J., Kalstelein J.J.P., Bittner V., Deewania P., Breazna A., Dobson S.,
Wilson D.J., Zuckerman A., Wegner N.K.: Intensive Lipid lowering With Atorva-
statin in Patients With Coronary Heart Disease and Chronic Kidney Disease. The
TNT (Treating to New Targets) Study. J Am Coll Cardiol. 2008;51(15):1448-1454.
ALLHAT Officers and Coordinators for the ALLHAT Collaborative Research
Group: Major outcomes in moderately hypercholesterolemic, hypertensive
patients randomized to pravastatin vs usual care: The Antihypertensive and
Lipid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack Trial (ALLHAT-LLT). JAMA
2002; 18;288(23):2998-3007.
Kearney PM, Blackwell L, Collins R, Keech A, Simes J, Baigent C, Cholesterol
Treatment Trialists' (CTT) Collaborators: Efficacy of cholesterol-lowering
therapy in 18,686 people with diabetes in 14 randomised trials of statins:
a meta-analysis. Lancet 2008;371(9607):117-25.
PTD: Zalecenia kliniczne dotyczqce postepowania u chorych na cukrzyce, 2009.
Stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego. Diabetologia
Doswiadczalna i kliniczna 2009;9(A):A1-A42.
PTD: Zalecenia kliniczne dotyczqce postepowania u chorych na cukrzyce, 2010.
Stanowisko Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego. Diabetologia Praktyczna
2011;11(A):A1-A47.
Yamanouchi T., Minoda S., Yabuuchi M.: Plasma 1,5-anhydro-D-glucitol as a New
clinical marker of glycemic control In NIDDM patients. Diabetes. 1989;38:723-729.
190


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Colhoun%20HM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Betteridge%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Durrington%20PN%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hitman%20GA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Neil%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Livingstone%20SJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thomason%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mackness%20MI%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Charlton-Menys%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fuller%20JH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22CARDS%20investigators%22%5BCorporate%20Author%5D
http://www.thelancet.com/

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

[182]

[183]

[184]

Dworacka M., Winiarska H., Kuczynski S. i wsp. Zastosowanie metody enzyma-
tycznej dla oznaczania stezenia 1,5-anhydro-D-glucitolu w osoczu. Diagn Lab.
1997;33:269-276

Buse J.B., Freeman J.L.R., Edelman S.V., Jovanovic L., McGill J.B.:

Serum 1,5-anhydroglucitol (GlycoMarkTM): a short-term glycemic marker.
Diabetes Technol. Ther. 2003;5:355-363.

Sun J., Dou J.T., Wang X.L., Yang G.Q., Lii Z.H., Zheng H., Ma F.L., Lu J.M.,
Mu Y.M.: Correlation between 1,5-anhydroglucitol and glycemic excursions

in type 2 diabetic patients. Chin Med J. 2011;124(22):3641-5.

Kim M.J., Jung H.S., Hwang-Bo Y., Cho S.\W., Jang H.C., Kim S.Y., Park K.S.:
Evaluation of 1,5-anhydroglucitol as a marker for glycemic variability in patients
with type 2 diabetes mellitus. Acta Diabetol. 2011;18 [Epub ahead of print].
Dworacka M., Winiarska H., Szymanska M., Kuczynski S., Szczawinska K.,
Wierusz-Wysocka B.: 1,5-Anhydro-D-glucitol: a novel marker of glucose
excrusions. Int J Clin Pract. 2002;Suppl.129:40-44.

Dworacka M., Winiarska H.: The application of plasma 1,5-anhydro-D-glucitol
(1,5-AG) for monitoring type 2 diabetic patients. Dis Markers. 2005;21:127-132.
Dworacka M.: Nowy cel terapeutyczny — popositkowa hiperglikemia.
Diabetologia Doswiadczalna i Kliniczna 2004;4,6:407-412.

Yamanouchi T., Tachibana Y., Akanuma H., Minoda H., Shinohara T.,
Moromizato H., Miyashita H., Akaoka I.:Origin and disposal of 1,5-anhydro-
glucitol, a major polyol In the human body. Am J Physiol. 1992;263:E268-E273.
Umeda F., Yamauchi T., Ishii H., Nakashima N., Hisatomi A., Nawata H.:
Serum 1,5-Anhydro-D-Glucitol and Glycemic Control in Patients with Non-
Insulin-Dependent Diabetes Mellitus. Yohoku J Exp Med. 1991;163:93-100.
Dworacka M.: Udziaf ostrej (popositkowej) hiperglikemii w rozwoju i przebiegu
choroby niedokrwiennej serca u chorych na cukrzyce typu 2. Kardiodiabetologia,
Terapia 2007;3:1-11.

Fu Y., Luo N., Klein R., Garvey W.T.: Adiponectin promotes adipocyte differen-
tiation , insulin sensitivity, and lipid accumulation. J Lipid Res. 2005;46:1369-1379.

191


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jung%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hwang-Bo%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cho%20SW%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jang%20HC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20SY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Park%20KS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21688018

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]
[195]

Simonska E., Gumprecht J., Skubala A., Zychma M., Zywiec J., Grzeszczak W.:
Adiponektyna — znaczenie w patogenezie cukrzycy typu 2. Diabetologia
Doswiadczalna i kliniczna 2004; 4,4:249-254,

Borowska M.: Wybrane nieklasyczne czynniki proaterogenne u chorych na cukrzyce
typu 2 w aspekcie stosowanej farmakoterapii. Rozprawa doktorska, UMP 2012.
Banerjee R., Rangwala S.M., Shapiro J.S., Rich A.S., Rhoades B., Qi Y., Wang J.,
Rajala M.W., Pocai A., Scherer P.E., Steppan C.M., Ahima R.S., Obici S., Rossetti
L., Lazar M.A.: Regulation of Fasted Blood Glucose by Resistin. Science. 2004;
303:1195-1198.

Kougias P., Chai H., Lin P.H., Lumsden A.B., Yao Q., Chen C.: Adipocyte-
derived cytokine resistin causes endothelial dysfunction of porcine coronary
arteries. J Vasc Surg. 2005;41(4):691-698.

Mu H., Ohashi R., Yan S., Chai H., Yang H., Lin P., Yao Q., Chen C.:
Adipokine resistin promotes in vitro angiogenesis of human endothelial cells.
Cardiovasc Res. 2006;70(1):146-57.

Jamaluddin M.S., Weakley S.M., Yao Q., Chen C.: Resistin: functional roles
and therapeutic consideration for cardiovascular disease. Br J Pharmacol.
2012;165:622-632.

Usarek M, Bryta J.: Plejotropowe dziatanie pro insulinowego peptydu C.
Postepy Hig Med. Dosw. 2012;66:135-145.

Maier R., Weger M, Haller-Schober E-M., El-Shabrawi Y., Wedrich A., Theisel A.,
Barth A., Hass A.: Multiplex bead analysis of vitreous and serum concentrations
of inflammatory and proangiognic factores in diabetic patients. Mol Vis. 2008;
14:637-643.

Morgan E., Varro R., Sepulveda H., Ember J.A., Apgar J., Wilson J., Lowe L.,
Chen R., Shivraj L., Agadir A., Campos R., Ernst D., Gaur A.: Cytometric bead
array: a multiplexed assay platform with applications in various areas of
biology. Clin Immunol. 2004;110(3):252-66.

http://www.bdsciences.com

Chen C-H, Walterscheid J.P.: Plaque Angiogenesis Versus Compensatory
Arteriogenesis in Atherosclerosis. Circ. Res. 2006;99;787-789.

192


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ember%20JA%22%5BAuthor%5D

Anna Wesolowska Poznan, 2012
Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[196] Moreno P.R., Purushothaman M., Purushothaman K.R.: Plaque neovascularization:
defense mechanisms, betrayal, or war in progress. Ann N Y Acad Sci. 2012;
1254:7-17.

[197] Michel J.-B., Virmani R., Arbustini E., Pasterkamp G.: Intraplaque haemorrhages
as the trigger of plaque vulnerability. European Heart Journal 2011;32:1977-1985.

[198] Hayden M.R., Tyagi S.C.: Vasa vasorum in plaque angiogenesis, metabolic
syndrome, type 2 diabetes mellitus, and atheroscleropathy: a malignant
transformation. Cardiovasc Diabetol. 2004;3:1-16

[199] Jaumdally R.J., Goon P.K., Varma C., Blann A.D., Lip G.Y.: Effects of atorvastatin
on circulating CD34+/CD133+/ CD45- progenitor cells and indices of angioge-
nesis (vascular endothelial growth factor and the angio-poietins 1 and 2) in athero-
sclerotic vascular disease and diabetes mellitus. J Intern Med. 2010;267(4):385-93.

[200] Nishimoto-Hazuku A., Hirase T., Ide N., Ikeda Y., Node K.: Simvastatin stimulates
vascular endothelial growth factor production by hypoxia-inducible factor-1«
upregulation in endothelial cells. J Cardiovasc Pharmacol, 2008;51:267—73.

[201] Skaletz-Rorowski A., Walsh K.: Statin therapy and angiogenesis. Curr Opin
Lipidol. 2003;14(6):599-603.

[202] Takemoto M., Liao J.K.: Pleiotropic Effects of 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coen-
zyme A Reductase Inhibitors. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001;21:1712-17109.

[203] Zzhi Z., Haibing C., Hong W., Bilian K., Bingging Z., Qian L., Peiyu L., Li S.,
Qing G., Xun X.: Improvement of retinal vascular injury indiabetic rats by statins
is associated with the inhibition of mitochondrial reactive oxygen species pathway
mediated by peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a.
Diabetes. 2010;59:2315-2325.

[204] Park H.J., Kong D., lruela-Arispe L., Begley U., Tang D., Galper J.B.: 3-hydroxy-
3-methylglutaryl coenzyme A reductase, inhibitors interfere with angiogenesis by
inhibiting the geranylgeranylation of RhoA. Circ Res. 2002;91:143-150.

[205] EI-Azab M.F., Hazem R.M., Moustafa Y.M.: Role of simvastatin and/or anti-
oxidant vitamins in therapeutic angiogenesis in experimental diabetic hindlimb
ischemia: effects on capillary density, angiogenesis markers, and oxidative
stress. Eur J Pharmacol. 2012;13 [Epub ahead of print].

193


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jaumdally%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19754853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goon%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19754853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varma%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19754853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blann%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19754853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lip%20GY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19754853
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19754853

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

[212]

[213]

[214]

Nandy D,. Mukhopadhyay D., Basu A.: Both vascular endothelial growth factor
and soluble FIt-1 are increased in type 2 diabetes but not in impaired fasting
glucose. J Investig Med. 2010;58(6):804-6.
Zimering M.B., Anderson R.J., Ge L., Moritz T.E.; Investigators for the VADT.:
Increased plasma basic fibroblast growth factor is associated with coronary
heart disease in adult type 2 diabetes mellitus. Metabolism. 2011;60(2):284-91.
Mahdy R.A., Nada W.M., Hadhoud K.M., El-Tarhony S.A.: The role of vascular
endothelial growth factor in the progression of diabetic vascular complications.
Eye (Lond). 2010;24(10):1576-84.
Wong B.W., Wong D., Luo H., McManus B.M.: Vascular endothelial growth
factor-D is overexpressed in human cardiac allograft vasculopathy and diabetic
atherosclerosis and induces endothelial permeability to low-density lipoprotein
in vitro. J Heart Lung Transplant. 2011;30:955-962.
Hamed E.A., Zakary M.M., Abdelal R.M., Abdel-Moneim E.M.: Vasculopathy
in type 2 diabetes mellitus: role of specific angiogenic modulators. J Physiol
Biochem. 2011;67(3):339-349.
Panutsopulos D., Zafiropoulos A., Krambovitis E., Kochiadakis G.E.,
Igoumenidis N.E., Spandidos D.A.: Peripheral monocytes from diabetic patients
with coronary artery disease display increased bFGF and VEGF mRNA
expression. Journal of Translational Medicine, 2003; 1:6.
Blaha V., Andrys C., Smahelova A., Knizek J., Hyspler R., Solichova D., Blaha
M., Zadak Z.: Effect of atorvastatin on soluble CD14, CD40 Ligand, sE- and
sP-selectins and MCP-1 in patients with type 2 diabetes mellitus: relationship
to cholesterol turnover. Pharmacol Res. 2006;54(6):421-8.
Aukrust P, Berge RK, Ueland T, Aaser E, Damas JK, Wikeby L, Brunsvig A,
Miiller F, Forfang K, Froland SS, Gullestad L.: Interaction between chemokines
and oxidative stress: possible pathogenic role in acute coronary syndromes.
J Am Coll Cardiol. 2001;37(2):485-91.
Tello-Montoliu A., Marin F., Patel J., Roldan V., Mainar L., Vincente V.,
Sogorb F., Lip G.Y.H.: Plasma angiogenin levels in acute coronary syndroms:
implications for prognosis. European Heart Journal, 2007; 28:3006-3011.

194


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nandy%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mukhopadhyay%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Basu%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20571438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zimering%20MB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Anderson%20RJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ge%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moritz%20TE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Investigators%20for%20the%20VADT%22%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20206949
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mahdy%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nada%20WM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hadhoud%20KM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22El-Tarhony%20SA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20508651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bl%C3%A1ha%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andr%C3%BDs%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Smahelov%C3%A1%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kn%C3%ADzek%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hyspler%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Solichov%C3%A1%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bl%C3%A1ha%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bl%C3%A1ha%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bl%C3%A1ha%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zad%C3%A1k%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17011788

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

[222]

Montecucco F., Burger F., Pelli G., Poku NK., Berlier C.,Steffens S., Mach F.: Statins
inhibit C-reactive protein-induced chemokine secretion, ICAM-1 up-regul-ation and
chemotaxis in adherent human monocytes. Rheumatology. 2009;48:233-242.
Blanco-Colio L.M., Martin-Ventura J.L., de Teresa E., Farsang C., Gaw A., Gensini
G., Leiter L.A., Langer A., Martineau P., Egido J.; ACTFAST investigators:
Elevated ICAM-1 and MCP-1 plasma levels in subjects at high cardiovascular risk
are diminished by atorvastatin treatment. Atorvastatin on Inflammatory Markers
study: a substudy of Achieve Cholesterol Targets Fast with Atorvastatin Stratified
Titration. Am Heart J. 2007;153(5):881-8.
Medina R.J., O'Neill C.L., Devine A.B., Gardiner T.A., Stitt A.W.:
The pleiotropic effects of simvastatin on retinal microvascular endothelium has
important implications for ischaemic retinopathies. PLoS One. 2008;9;3(7):e2584.
Zheng Z., Chen H., Wang H., Ke B., Zheng B., Li Q., Li P., Su L., Gu Q., Xu X.:
Improvement of retinal vascular injury in diabetic rats by statins is associated
with the inhibition of mitochondrial reactive oxygen species pathway mediated
by peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator lalpha.
Diabetes. 2010;59(9):2315-25.
Lee S.G.,KimJ.L.,, Lee HK, Ryu GW., Hur D.Y., Yun L.H., Yang JW., Kim HW.:
Simvastatin suppresses expression of angiogenic factors in the retinas of rats
with streptozotocin-induced diabetes. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2011,
249(3):389-97.
Koutouzis M., Nomikos A., Nikolidakis S., Tzavara V., Andrikopoulos V.,
Nikolaou N., Barbatis C., Kyriakides Z.S.: Statin treated patients have reduced
intraplaque angiogenesis in carotid endarterectomy specimens. Atherosclerosis.
2007;192(2):457-63.
Cubbon R.M., Ali N., Sengupta A., Kearney M.T.: Insulin- and growth factor-
resistance impairs vascular regeneration in diabetes mellitus. Curr Vasc
Pharmacol. 2012;10:271-284.
Ho C.,Hsu Y.C., Tseng C.C., Wang F.S., Lin C.L., Wang J.Y.: Simvastatin
alleviates diabetes-induced VEGF-mediated nephropathy via the modulation
of Ras signaling pathway. Ren Fail. 2008;30(5):557-565.

195


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Blanco-Colio%20LM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mart%C3%ADn-Ventura%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Teresa%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Farsang%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gaw%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gensini%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gensini%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gensini%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leiter%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Langer%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martineau%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Egido%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22ACTFAST%20investigators%22%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17452168
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medina%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18612412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O'Neill%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18612412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devine%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18612412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gardiner%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18612412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stitt%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18612412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=medina%20rj%202008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ke%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zheng%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20566666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ryu%20GW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hur%20DY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yun%20IH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20821229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koutouzis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nomikos%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nikolidakis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tzavara%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andrikopoulos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nikolaou%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barbatis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kyriakides%20ZS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17335827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17335827

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[223]

[224]

[225]

[226]

[227]

[228]

[229]

[230]

[231]

[232]

Facchiano F., D’ Arcangelo D., Russo K., Fognalio V., Mennella C., Ragone R.,
Zambruno G., Carbone V., Ribatti D., Peschel C., Capogrosi M.C., Facchiano A.:
Glycated fibroblast growth factor-2 is quickly produced in vitro upon low-
millimolar glucose treatment and detected in vivo in diabetic mice. Mol
Endocrinol. 2006;20(11):2806-2818.

European guidelines on cardiovascular disease prevention in clinical practice:
executive summary. Fourth Joint Task Force of the European Society of
Cardiology and Other Societies on Cardiovascular Disease Prevention in
Clinical Practice. Eur Heart J. 2007;28: 2375-2414.

Node K., Inoue T.: Postprandial hyperglycemia as an etiological factor in
vascular failure. Cardiovasc Diabetol. 2009;29;8:23.

Walcher D., Marx N.: C-peptide in the Vessel Wall. Rev Diabet Stud. 2009;
6:180-186.

Marx N., Walcher D.: C-peptide and atherogenesis: C-peptide as a mediator of
lesion development in patients with type 2 diabetes mellitus? Experimental
Diabetes Research 2008; Article ID 385108.

Kim S.-T., Kim B.-J., Lim D.-M., Song I.-G., Jung J.-H., Lee K.-W., Park K.-Y.,
Cho Y.-Z., Lee D.-H., Koh G.-P.: Basal C-peptide levels as a surrogate marker
of subclinical atherosclerosis in type 2 diabetic patients. Diabetes Metab J.
2011;35:41-49

Vasic D., Walcher D.: Proinflammatory effects of C-peptide in different tissues.
International Journal of Inflammation. 2012;Article ID 932725

Doyle B., Caplice N.: Plaque neovascularisation and antiangiogenic therapy for
atherosclerosis. Journal of American College of Cardiology 2007;49:2073-2080.
Wegner M., Dworacka M., Winiarska H.: Interleukina 12-kolejne ogniwo
taczqce cukrzyce typu 2 z miazdzycq. Diabetologia Praktyczna 2007;8:425-430.
Kriegel M.A., Tretter T., Blank N., Schiller M., Galber C., Winkler S., Kalden J.R.,
Lorenz H.M.: Interleukin-4 supports interleukin-12-induced proliferation and
interferon-y secretion in human activated lymphoblasts and T helper type 1 cells.
Immunology. 2006;119:43-53.

196


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Node%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Inoue%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19402896

Anna Wesolowska Poznan, 2012

Modulacja angiogenezy u chorych na cukrzyce typu 2 leczonych statynami

[233]

[234]

[235]

[236]

[237]

[238]

[239]

[240]

[241]

Ktucinski P., Gayane M.: Rola odpowiedzi immunologicznej Thl | Th2 w
rozwoju miazdzycy. Polski Przeglad Kardiologiczny 2006;8:119-123.
Hernandez C., Francisco G., Ciudin A., Chacon P., Montoro B., Llaverias G.,
Blanco-Vaca F., Sim6 R.L.: Effect of atorvastatin on lipoprotein (a) and inter-
leukin-10: a randomized placebo-controlled trial. Diabetes Metab. 2011;124-30.
Bellosta S, Ferri N, Bernini F, Paoletti R, Corsini A.: Non-lipid-related effects
of statins. Ann Med. 2000;32:164-76.

Groszek E., Grundy S.M.: The possible role of the arterial microcirculation

in the pathogenesis of atherosclerosis. J Chronic Dis. 1980;33:679-84.

Park H.J., Zhang Y., Georgescu S.P., Johnson K.L., Kong D., Galper J.B.:
Human umbilical vein endothelial cells and human dermal microvascular
endothelial cells offer new insights into the relationship between lipid metabo-
lism and angiogenesis. Stem Cell Rev. 2006;2(2):93-102.

Isner J.M., Asahara T.: Angiogenesis and vasculogenesis as therapeutic
strategies for postnatal neovasculrarization. J Clin Invest. 1999;103:1231-36.
Jaumdally R.J., Lip G.Y., Varma C., Blann A.D.: Impact of high-dose
atorvastatin on endothelial, platelet, and angiogenic indices: effect of ethnicity,
cardiovascular disease, and diabetes. Angiology. 2011;62(7):571-578.

de Lemos JA, Blazing MA, Wiviott SD, et al, for the A to Z Investigators. Early
intensive vs a delayed conservative simvastatin strategy in patients with acute
coronary syndromes. Phase Z of the A to Z trial. JAMA 2004;292:1307-1316.
Frick M., Dulak J., Cisowski J., Jozkowicz A., Zwick R., Alber H., Dichtl W.,
Schwarzacher S.P., Pachinger O., Weidinger F.: Statins differentially regulate
vascular endothelial growth factor synthesis in endothelial and vascular smooth
muscle cells. Atherosclerosis. 2003;170(2):229-36.

197


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frick%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14612202

