Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu

Mgr farm. Agnieszka Stelmaszyk

WPLYW DAPAGLIFLOZYNY
NA WYBRANE ASPEKTY PATOMECHANIZMU
PRZEWLEKLYCH POWIKLAN CUKRZYCY

Rozprawa na stopien doktora nauk farmaceutycznych

Promotor:
dr hab. n. med. Marzena Dworacka
prof. UM

Promotor pomocniczy:
dr n. farm. Anna Wesotowska

Katedra i Zaktad Farmakologii

Poznan 2018



SELOWA KLUCZOWE

Cukrzyca, powiklania cukrzycy, eksperymentalne modele zwierzece, dapagliflozyna

Diabetes Mellitus, Diabetic Complications, Experimental Animal Models, Dapagliflozin



PODZIEKOWANIA

Serdeczne podzickowania
sktadam calej Rodzinie,
a zwlaszcza Bartoszowi,

za wyrozumialo$¢ i wsparcie



PODZIEKOWANIA

Pani Profesor Marzenie Dworackiej
dziekuje
za opieke merytoryczng,

wskazowki i sugestie

Dr n. farm. Annie Wesotowskiej
dziekuje
za cierpliwos¢ i che¢ pomocy

w kazdych okolicznosciach

Dziekuje takze wszystkim pracownikom
Katedry i Zaktadu Farmakologii,

a w szczego6lnosci Panu Andrzejowi Kobzdzie
i Pani Magister Joannie Domagale

za pomoc w trakcie badan do$wiadczalnych

Sktadam podzigkowania

Panu Profesorowi Pawtowi Jagodzinskiemu

i Panu Magistrowi Bartoszowi Fryczowi

za umozliwienie i pomoc w przeprowadzeniu

badan metodami biologii molekularnej



SPIS TRESCI

I CZESC LEOTELYCZIA ...ttt 1
L L WSEEP et 1
[.2. EPIdeMIONOgIa CUKIZYCY .....ouviiiiiiiieee ettt 2
I.3. Najczestsze przewlekle powiktania cukrzyCy typu 2 ......ccoevviviiiiiiiiiieeniecee e 2
1.4. Patogeneza miazdzycy ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu cukrzycy typu 2....... 4
1.5. DAPAGHTIOZYNG ... e 8

1.5.1. Charakterystyka farmakologiCzna ...........ccccooiiiiiiiiiiiiiei e 8
1.5.2. Kotransporter sodowo-glukozowy 2 jako punkt uchwytu dla dapagliflozyny....... 9
[.5.3 Wplyw dapagliflozyny na przebieg cukrzycy 1 jej powiklan ........cccccccceeiiinnnnn. 11
1.6. Zjawisko insulinooporno$ci OBWOAOWE] .........uvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 13
1.7. Wyktadniki weczesnej aterogenezy 1 rozwoju makroangiopatii ..........ccvvvveveeeeersinvnnnne 14
[.7.1. Czynniki angiogenezy jako element patogenezy miazdzZycCy ...........ccoccvvvrernnnnnn. 14

1.7.2. Niektore wskazniki wzrostowe jako wyktadniki zmian w ukladzie sercowo-

41074V 1[0 1113 o OSSR 19

1.7.3. Wybrane regulatory epigenetyczne zwigzane z rozwojem miazdzycy

I INSUlINOOPOTNOSCT ODWOAOWE] ...vveevvieeiiiieeiiie e sttt e ste e e et e e rae e 21

1.7.4. Odsetek krazacych komorek srodbtonka i krazacych progenitorowych komoérek

srodbtonka jako wyktadnik stanu srddbtonka naczyniowego .........ccccevveeviiiiiiiiiinnnenn. 24

O O TPV P PP PPRPPRUPPOTS 26
IIL. CzgSCE dOSWIAACZAINA .. .evviiiiiiiiiiiiiiiee e e e aae s 27
IIL.1. Przebieg doswiadczen na zwierz€tach ...........cooioviviiiiiiiiiiiie e 27
II.1.1. Zwierzgta dOSWIAACZAINE .....vvvviiiiiiiiiiiiiiiii e 27
[11.1.2. Indukcja modelu CUKIZYCY tYPU 2 .....oeeiiieeiiiee e 27
I1.1.3. Eksperyment SIOWNY ..........cccoiiiiiiiiiiiiiice e 28

L 2. Metodyka Dadan .........c.eeiiiiiiiieee ettt 30
[11.2.1. Oznaczanie gliKEMII ........cccoueiiiie e 30

II1.2.2. Oznaczanie stezenia hemoglobiny glikowanej HbA1c w krwi pelnej ............... 30



I11.2.3. Oznaczanie stezenia iNSUliNY W SUTOWICY .....ovevivvviiiirieiiiieiniie e 30

I11.2.4. Oznaczanie stezenia peptydu C W SUTOWICY ...ecovvveiirieiiiieeniieeniieeesieee e 33
II1.2.5. Oznaczanie stezenia VEGF W SUTOWICY .......c.oveviiiiiiiiiiiiiiiiiiccc e 34
I11.2.6. Oznaczanie stezenia TGF-B1 W SUTOWICY ......ccovvviiiiiiiiiieiiiie e 35

II1.2.7. Oznaczanie wzglednej ekspresji mRNA dla VEGF, VEGF-R1 i VEGF-R2
0raZ TGF-B1 W tKANKACN ........eiiiiiiiie s 37

I11.2.8. Oznaczanie ekspres;ji biatek sirtuiny 1 i kotransportera sodowo-glukozowego
W EKANKACKI ... s 39

II1.2.9. Ocena dystrybucji krazacych komorek srodbtonka i1 krazacych komorek

progenitorowych Srodblonka ... 40

T3, MAterIaly ...t 41
[11.3.1. Odczynniki zastosowane w doswiadczeniu glOwWnym ..........ccceevvveeniieeniineenne. 41
TT1.3.2. PASZE ... 42

[I1.4. Statystyczna 0Cena WYNIKOW .........ccuiiiiiiiiiiieiiiiiee e 43
TV VWYKot e et e e e e e et e e et e e e te e e e nnteeeanteeennnaeennraeeas 44
IV.1. Charakterystyka ogolna badanych grup.........cccccoiviiiiiiiiiiiiiiiiii e 44

IV.2. Stezenie VEGF w surowicy oraz ekspresja mRNA dla czynnikéw angiogennych
zwigzanych z VEGF w poszczegolnych grupach ..o 47

IV.3. Stezenic TGF-Bl w surowicy oraz ekspresja mRNA dla TGF-p1 w tkankach
W pOSZCZEZOINYCH GIUPACK ...vvvviiiiiiiiiiiiiiie e 54

IV.4. Ekspresja sirtuiny 1 w tkankach w poszczegdlnych grupach .......ccccccoeviiiiiiiiiinnnnnn. 57

IV.5. Dystrybucja krazacych komorek srodbtonka i krazacych progenitorowych komorek
srodblonka we krwi w poszczegolnych grupach..........ccoooviviiiiiiiii 59

IV.6. Zwiazek pomigdzy wyrdéwnaniem metabolicznym cukrzycy, czynno$cia komorek 3

wysp trzustki i nasileniem insulinopornosci obwodowej a ekspresja badanych czynnikow

zwigzanych z patogeneza przewleklych powiklan cukrzycy.........cccocoviiiiiiiiiiis 65
IV.7. Ekspresja kotransportera SGLT2 w r6znych tkankach .............ccooooiiiniiiis 66
V. Dyskusja 1 0OmMOWIENIE WYNTKOW ......coiuuiiiiiiiiiiiieiiiiii e 69
VI WNIOSKI . 80

Nl SIS ZCZBNIE ..ot e ettt e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e aaaaans 81



VL SUMIMEIY <ttt sbee e 84

71 0] [0 o= 1 - PRSPPI 86
WYKAZ SKIOTOW ...t 98
WVYKAZ TYCIN ...ttt ekttt ettt ekttt e st e et nns 99
WYKAZ TADEH ... 100

ZAYGCZITKI ..ot 101



|. CZESC TEORETYCZNA

Przedmiotem niniejszej rozprawy jest wptyw dapagliflozyny — leku przeciwhiperglikemicz-
nego stosunkowo niedawno zarejestrowanego do terapii cukrzycy typu 2 — na wybrane czynniki
sprzyjajace rozwojowi przewlektych powiklan cukrzycy, szczegdlnie powiktan o charakterze atero-
genezy i angiopatii. Badanie patomechanizmu tych zmian pozwoli na pehiejsze poznanie bioche-
micznego podioza dziatania dapagliflozyny na ukltad sercowo-naczyniowy na wczesnych etapach

rozwoju miazdzycy.

l.1. WSTEP

Cukrzyca to powszechne schorzenie, zwigzane z wicloma odleglymi powiktaniami, obejmuja-
cymi nawet trwale kalectwo. Odnotowuje si¢ rosngcg liczbe zachorowan na cukrzyce typu 2, a moz-
liwos$ci terapeutyczne sg nadal ograniczone. Cukrzyca typu 2 jest zatem problemem spotecznym,
a ztozone podloze choroby sprawia, ze preferowane sg leki o dziataniu plejotropowym. Pozadane jest

nie tylko wyroéwnanie glikemii u pacjentoéw, ale i efekty chronigce przed rozwojem powiktan.

Zmiany o charakterze mikroangiopatii moga prowadzi¢ do utraty wzroku, niewydolno$ci ne-
rek, neuropatii i kardiomiopatii cukrzycowej [1]. Jednakze najwazniejszymi z przewlektych powi-
ktan, bedacych przyczyng zgonow pacjentéw z cukrzyca typu 2, sa powikiania ze strony uktadu ser-
cowo-naczyniowego o charakterze makroangiopatii. Mogg si¢ one manifestowaé jako choroba nie-
dokrwienna serca, zawat serca, miazdzyca naczyn obwodowych, a takze choroby naczyniowe moézgu
[2].

Rekomendacja dotyczaca stosowania nowych lekow do leczenia cukrzycy typu 2 powinna
opiera¢ si¢ nie tylko na wynikach badan przedklinicznych, oceniajacych mechanizmy i skutecznosé¢
dziatania leku, ale takze na rezultatach badan klinicznych, ktorych celem jest m. in. ocena wptywu
leku na przezywalno$¢ leczonych chorych. Dapagliflozyna jest lekiem stosunkowo nowym, ktorego
wplyw na przewlekle powiktania cukrzycy typu 2 jest jeszcze nie w petni poznany. Trwajg badania
kliniczno-epidemiologiczne nad wplywem dapagliflozyny na punkty koncowe takie jak: zgon z przy-
czyn sercowo-naczyniowych, zawat mie$nia sercowego, udar niedokrwienny, hospitalizacja z po-

wodu niewydolnosci serca, wystgpienie niewydolnosci nerek badz zgon z jej powodu [3].



|.2. EPIDEMIOLOGIA CUKRZYCY

Nie ulega watpliwosci, ze cukrzyca to rosnacy problem spoteczny, a wzrost liczby zachorowan
pozostaje — jak dotychczas — poza kontrolg [4,5]. Cukrzyca typu 2 jest chorobg przewlekla, wynisz-
czajaca, prowadzaca do groznych komplikacji i kosztowng w leczeniu. Jest postrzegana jako pierw-
sza niezakazna choroba o charakterze epidemii [4]. Jest tez jedng z dziesigciu chorob, bedacych naj-
czestszymi przyczynami niepelnosprawnosci [4] i jedna z czterech chordb niezakaznych odpowie-
dzialnych za ponad poloweg zgondéw na $wiecie [5]. Cukrzyce typu 2 zdiagnozowano u niemal 400
milionéw pacjentow na catym §wiecie, a do roku 2035 liczba ta moze wzrosng¢ do prawie 600 mi-
lionow [4].

Zachorowalno$¢ na cukrzyce 0sob dorostych w Polsce wynosi 8% [6]. Oszacowano, ze w roku

2013 liczba Polakéw chorych na cukrzyce wynosita 2,7 miliona, a co czwarta z tych osob nie bylta

$wiadoma choroby [7]. Okoto 90% 0s6b z cukrzyca stanowig chorzy na cukrzycg typu 2 [6].
Umieralno$¢ na cukrzyce w Polsce wynosita:

e w roku 2000: 1,4;
e wroku 2010: 1,7;
e wroku 2015: 2,1 os6b na 10 tysiecy ludnosci [8].

Ze wzgledu na czeste wspotwystepowanie zaburzen gospodarki weglowodanowej z otyloscia,
schorzeniami uktadu sercowo-naczyniowego i niewydolno$cig nerek [9], poszukuje si¢ lekow maja-
cych wplyw nie tylko na korekte hiperglikemii, ale takze wykazujacych dziatania plejotropowe, ktére
moglyby zahamowac¢ lub spowolni¢ rozwoj powiktan cukrzycy typu 2. Aktualne wyzwania dla far-
makoterapii to zmniejszenie ilo$ci zawatow, udarow, epizoddéw hipoglikemii. Odpowiedzig na te wy-
zwania mogg by¢ nowe leki przeciwhiperglikemiczne, migdzy innymi inhibitory kotransportera so-

dowo-glukozowego 2 (sodium-glucose cotransporter 2 — SGLT2), do ktorych nalezy dapagliflozyna.

1.3. NAJCZESTSZE PRZEWLEKLE POWIKLANIA CUKRZYCY TYPU 2

Najistotniejsze przewlekle powiktania cukrzycy typu 2 dotycza uktadu sercowo-naczynio-
wego. W zapobieganiu tym powiktaniom w przebiegu cukrzycy typu 2 istotna jest $cista kontrola
glikemii. Niekorzystna jest zarowno hipoglikemia, jak rowniez nawet krotkotrwate epizody hipergli-
kemii.

W warunkach hipoglikemii zwigksza si¢ uwalnianie cytokin prozapalnych, aktywacja ptytek

krwi i neutrofili, a takze uwalnianie katecholamin. W odniesieniu do ukfadu sercowo-naczyniowego,



zmiany te mogg stanowi¢ czynnik spustowy zaburzen rytmu serca i by¢ powodem zwigkszonego

zapotrzebowania mig¢$nia sercowego na tlen [10].

Natomiast hiperglikemia, nawet krotkotrwata, wigze si¢ ze zwigkszonag glukotoksycznoscia,
czyli stymulacja komorek B wysp trzustki [2]. Nastepcza hiperinsulinemia pozwala przynajmniej cza-
sowo przezwycigzy¢ insulinooporno$¢ obwodowa, ale u 0sob otytych z cukrzyca, insulina moze by¢

jednym z czynnikoéw nasilajacych dysfunkcje srodblonka naczyn [11].

U pacjentow otylych, w odpowiedzi na insuling przewaza szlak kinazy MAP (mitogen-activa-
ted protein kinase — MAPK), powodujacy zwigkszenie produkcji entoteliny 1, co prowadzi do skur-
czu naczyn, zwigkszenia stresu oksydacyjnego i wzmozonej proliferacji komorek $rodbtonka [12].
Ponadto, hiperinsulinemia moze by¢ przyczyna nasilonej resorbcji zwrotnej sodu w nerkach. Reten-
cja sodu i wody zwigksza ci$nienie te¢tnicze krwi i moze prowadzi¢ do dalszego uszkodzenia naczyn
krwionosnych [1]. W zwigzku z tym mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze stan hiperinsulinemii jest

zwigzany ze zwickszonym ryzykiem schorzen uktadu sercowo-naczyniowego [11,12].

W zakresie funkcjonowania uktadu sercowo-naczyniowego, negatywny wptyw hiperglikemii
przejawia si¢ jako trwale zmiany zachodzace w naczyniach. Zaleznie od $rednicy naczyn krwiono-
$nych, powiktania cukrzycy typu 2 klasyfikuje si¢ jako zmiany o charakterze mikro- lub makroan-
giopatii [2]. Retinopatia, nefropatia, neuropatia oraz kardiomiopatia cukrzycowa sg przede wszystkim
wynikiem zmian o charakterze mikroangiopatii, czyli zmian zachodzacych w naczyniach o $rednicy
nieprzekraczajacej 100 um [1,2]. Makroangiopatie dotycza naczyn o Srednicy co najmniej 100 pm.
Zmiany miazdzycowe, wystepujace u chorych na cukrzyce typu 2, wystepujace w naczyniach o wigk-
szej srednicy sa pod wzgledem histopatologicznym tozsame z makroangiopatig. Klinicznymi przeja-
wami makroangiopatii sa: choroba niedokrwienna serca, choroby naczyniowe mozgu, choroby tetnic

obwodowych, a takze nadcisnienie t¢tnicze [2,13].

Schorzenia rozwijajace si¢ na podiozu makroangiopatii stanowig najczestszy rodzaj powiktan
u chorych na cukrzyce typu 2, jak rowniez sg najczestsza przyczyng zgonow [13]. Sposrod uprzednio
wspomnianych, sama choroba wiencowa jest przyczyng zgondéw nawet 50% o0sob z cukrzyca. Cho-
roba niedokrwienna serca jest zwigzana z wywolanym miazdzycg zwezeniem naczyn wiencowych
i jej istot¢ stanowig zaburzenia ukrwienia mig¢$nia sercowego. Progresja choroby niedokrwiennej
serca moze by¢ zwigzana z rozwojem niewydolnosci serca, zaburzen rytmu serca lub ostrych zespo-
tow wiencowych [2]. Choroba niedokrwienna serca wystgpuje w postaci jawnej klinicznie u okoto
polowy pacjentow z cukrzyca typu 2 [13]. Do czgstego wspotwystepowania cukrzycy, miazdzycy
i choroby naczyn wiencowych przyczynia si¢ nasilona insulinooporno$¢ obwodowa, czesto wspot-
wystepujaca z hiperinsulinemig. Insulinoopornos¢ jest czestym sktadnikiem zespotu metabolicznego,

w ktorym obserwuje si¢ takze otylos$¢, dyslipidemie, nadcisnienie i nadkrzepliwos¢. Wszystkie te
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czynniki wptywaja na zwigkszenie ryzyka sercowo-naczyniowego, ale zmniejszona insulinowrazli-
wo$¢ jest istotnym, niezaleznym predyktorem wystapienia choroby naczyn wiencowych [14].
Ze wzgledu wspolne podioze cukrzycy i choroby wiencowej, jakim jest insulinooporno$¢ obwodowa,
przyjmuje sig, ze choroby te w rOwnym stopniu wptywaja na zwigkszanie ryzyka wystapienia scho-

rzen uktadu sercowo-naczyniowego i traktuje je jako wzajemny ekwiwalent [15].

Makroangiopatia naczyn konczyn dolnych jest trzecim co do cze¢stosci (po nadcisnieniu tetni-
czym i chorobie wiencowej) typem powiklania, wystepujacym u chorych na cukrzyce typu 2. Ma-
kroangiopatia naczyn konczyn dolnych przejawia si¢ chromaniem przestankowym, a w skrajnych
przypadkach ostrym niedokrwieniem konczyny i amputacja. Czestos¢ wystgpowania choroby tetnic
obwodowych u 0s6b z cukrzycg, oceniana na podstawie zaniku tetna na t¢tnicach grzbietowych stopy,

wynosi okoto 15% [2,13].

Choroba naczyn mozgowych, ktéra moze prowadzi¢ do udaru (najczgsciej niedokrwienneg0)
stanowi takze bardzo powazny problem w przebiegu cukrzycy typu 2. Czesto$¢ wystepowania uda-
row wsrdd pacjentow z cukrzycag ocenia si¢ na od 2% do ponad 8%, zaleznie od czasu trwania cu-

krzycy [2,13]. Udary sg przyczyng zgonu co siddmego pacjenta chorego na cukrzyce [13].

|.4. PATOGENEZA MIAZDZYCY ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM

WPLYWU CUKRZYCY TYPU 2

Miazdzyca moze by¢ traktowana jako przewlekla choroba zapalna tetnic, w przebiegu ktore;j
w $cianie naczyn powstajg nacieki zapalne, dochodzi do akumulacji lipidow i miejscowego zwlok-
nienia. Procesy miazdzycowe mogg zosta¢ zapoczatkowane m.in. przez utlenione czgsteczki chole-

sterolu frakcji LDL, ale takze przez stres oksydacyjny i zaawansowane produkty glikacji biatek [16].

Najwczesniejszym z szeregu zjawisk, prowadzacych do dysfunkcji srodblonka jest adhezja
jednojadrzastych leukocytow do $rodblonka, w ktorym zachodzi wzmozona ekspresja naczyniowej
czasteczki przylegania komoérkowego typu 1 (vascular cell adhesion molecule 1 — VCAML). Leuko-
cyty wnikaja do §ciany naczynia pod wpltywem chemokin produkowanych przez komorki srodblonka
1 mig$ni gladkich. W $cianie naczynia, pod wptywem czynnika stymulujacego kolonie monocytow,
jednojadrzaste leukocyty cechuja si¢ wydtuzonym przezywaniem, podlegaja podziatlom, przeksztal-
caja si¢ w makrofagi, a nastepnie, na skutek fagocytozy LDL, w komoérki piankowate [16].

Obecnos¢ komorek piankowatych decyduje o zaklasyfikowaniu wczesnej zmiany miazdzyco-
wej do typu | wg wytycznych Amerykanskiego Towarzystwa Kardiologicznego (American Heart
Association — AHA). Kolejny, II etap formacji zmiany miazdzycowej charakteryzuje si¢ akumulacja
lipidéw w komorkach migéni gladkich — tego typu zmiany okreslane sa jako nacieczenia thuszczowe
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(ang. fatty streaks). Ostatecznie dochodzi do nagromadzenia lipidow takze w macierzy pozakomor-

kowej, a zmiany o takim charakterze zalicza si¢ do III typu wg AHA [17].

Typ IV charakteryzuje si¢ obecnoscia lipidowego rdzenia, wyraznie odgraniczonego od sasia-
dujacych tkanek (rycina 1). Zmian¢ miazdzycowa typu IV klasyfikuje si¢ jako zaawansowang. Zwy-
kle blaszki sg na tyle duze, ze staja si¢ widoczne golym okiem w przekroju poprzecznym. Na tym
etapie, w zmianie obecne sg makrofagi, limfocyty i mastocyty. Rdzen lipidowy jest otoczony przez
naczynia kapilarne, a od strony $wiatla tetnicy pokrywa go warstwa mig$ni gtadkich i macierz pro-
teoglikanowa. Zapoczatkowanie widknienia czapeczki pokrywajacej lipidowy rdzen przyczynia si¢
do wyro6znienia kolejnego — V — typu blaszek miazdzycowych. Komplikacje polegajace na uszkodze-
niu widknistej pokrywy blaszki, krwotoku, badz lokalnym wykrzepianiu charakteryzuja zmiany o VI

stopniu zaawansowania wg AHA (rycina 2) [17].

Rycina 1. Mikrofotografia przekroju blaszki miazdzycowej typu IV, zlokalizowanej w tgtnicy wiencowej
[17]

A — tunica adventitia — przydanka

M — tunica media — blona $rodkowa

core — rdzen lipidowy z widocznymi krysztatami cholesterolu

fc — foam cells — komorki piankowate

pgc — proteoglycan layer — warstwa proteoglikanowa

ciemno wybarwione punkty wskazane strzatkami — makrofagi

e — endothelium — $rodbtonek



Rycina 2. Mikrofotografia przekroju zmiany miazdzycowej typu VI, zlokalizowanej w tetnicy wiencowe;j
[17]

A — tunica adventitia — przydanka

M — tunica media — blona $rodkowa

core — rdzen lipidowy

ciemno wybarwione punkty wskazane strzatkami — ztogi wapniowe

Tmb — thrombus — skrzeplina

W powstawaniu zmian miazdzycowych biorg udzial: komoérki §rédbtonka, migsnie gladkie
Sciany naczyn krwiono$nych oraz sktadniki krwi — phytki i czynniki krzepniecia. Wszystkie te ele-
menty w przebiegu cukrzycy typu 2 podlegaja niekorzystnym zmianom, sprzyjajacym powstawaniu

i progresji blaszek miazdzycowych [18].

U pacjentéw z cukrzyca typu 2, relaksacja miesnidwki naczyn pod wpltywem tlenku azotu jest
zaburzona. Hiperglikemia i wzrost stezenia wolnych kwasow thuszczowych blokuja wytwarzanie
tlenku azotu w $rodblonku, a jednoczesnie sprzyjaja wytwarzaniu wolnych rodnikow tlenowych,
ktore nasilajg blokad¢ enzymu — syntazy tlenku azotu — m.in. poprzez utlenianie jego kofaktora.
Wolne rodniki reaguja takze z samym tlenkiem azotu, przeksztalcajac go do nadtlenoazotynu, ktory

zmniejsza synteze prostacyklin o dziataniu wazodylatacyjnym i przeciwzakrzepowym [18].

W cukrzycy zwigksza si¢ ponadto ekspresja czynnikoéw o dziataniu promujacym skurcz naczyn
— najwazniejszym z nich jest endotelina 1, ktora wptywa takze na wzrost retencji sodu i wody,
co powoduje wzrost ci$nienia tetniczego 1 moze prowadzi¢ do dalszego uszkodzenia §ciany naczyn

[11,18].

Dysfunkcja $rodblonka, niedobor tlenku azotu, stres mechaniczny i oksydacyjny oraz dyslipi-
demia zwigkszaja aktywacje¢ czynnika jadrowego kappa beta (nuclear factor kappa beta — NF«p),
ten za$ powoduje wzrost przylegania leukocytow do $rddbtonka i ich chemoatrakcje — czyli ulatwia

zapoczatkowanie procesu miazdzycowego. W zaawansowanych zmianach natomiast, wspoétistniejace



zaburzenia gospodarki weglowodanowej sprzyjaja pekaniu pokrywy blaszek przez zwickszenie

aktywnosci metaloproteinaz macierzy, rozkladajacych kolagen [18].

Czynnik jadrowy NF«f oddziatuje takze na komorki mig$ni gltadkich naczyn krwiono$nych,
powodujac wzmozong produkcje wolnych rodnikoéw. Ponadto, wykazano, ze komorki migéni glad-
kich pochodzace od pacjentdw z cukrzyca typu 2 wykazuja nasilong migracje w stosunku do komorek
pobranych od 0s6b bez zaburzen gospodarki weglowodanowej. Migracja komorek migéni gtadkich
do pokrywy blaszki miazdzycowej jest wyznacznikiem zaawansowania zmian zaliczanych do typu
IV. Niestety, hiperglikemia sprzyja takze apoptozie mig¢$ni gladkich, znajdujacych si¢ w poblizu
$wiatla tetnicy, co powoduje destabilizacje blaszki i jej pekanie [17,18]. Migs$nie gladkie w zmianie
miazdzycowej sg odpowiedzialne zardwno za synteze macierzy zewnatrzkomérkowej, czyli wzrost
rozmiarow blaszki, jak iza produkcje degradujacych macierz metaloproteinaz, co destabilizuje wiok-

nista pokrywe zmiany miazdzycowej [16].

Wreszcie, w cukrzycy obserwuje si¢ zwigkszong krzepliwos$¢. Mozliwym wyttumaczeniem
jest aktywacja kinazy bialkowej C, zaburzenie syntezy tlenku azotu i nasilona produkcja wolnych
rodnikow w ptytkach krwi w warunkach hiperglikemii. Ponadto, ptytki krwi pochodzgce od 0sob
z cukrzyca wykazujg zwiekszong ekspresje glikoprotein, umozliwiajacych adhezje ptytek do fibryny
i czynnika von Willebrandta, a takze zaburzong homeostaze¢ wapnia — nieorganicznego czynnika
krzepniecia. Nadmierna krzepliwo$¢ moze prowadzi¢ do powstania skomplikowanych zmian typu
VI [17,18]. Warto rowniez nadmieni¢, ze W blaszkach miazdzycowych stwierdzono takze obecno$é
biatek produkowanych przez ptytki krwi. Ptytki wchodza w interakcje ze $ciang naczynia, pozostajac
W jej bezposredniej bliskos$ci (toczac si¢ po niej) przy udziale selektyny P, produkowanej przez $rod-
blonek. Wydzielajac serotonine i czynniki wzrostowe, ptytki powoduja wzmozong proliferacje mie-

$ni gtadkich w zmianach miazdzycowych [16].

Konsekwencja miazdzycy i1 nadkrzepliwos$ci jest aterotromboza, prowadzaca do ostrego ze-
spotu wiencowego, tj. niestabilnej choroby wiencowej badz zawalu migsnia sercowego [16].
Ze wzgledu na okoto 50% $miertelno$¢ pacjentéw z cukrzyca typu 2 z powodu choroby wienicowej

i jej nastepstw [2], nalezy jeszcze raz podkresli¢ rolg profilaktyki miazdzycy u pacjentow z cukrzyca.



|.5. DAPAGLIFLOZYNA

1.5.1. CHARAKTERYSTYKA FARMAKOLOGICZNA

Dapagliflozyna — zgodnie z nazewnictwem zalecanym przez IUPAC: (2S,3R,4R,5S,6R)-2-[4-
chloro-3-[(4-etoksyfenylo)metylo]fenylo]-6-(hydroksymetylo)oksano-3,4,5-triol — jest C-glikozy-
dem. Struktura dapagliflozyny jest oparta na budowie zwiazku wystepujacego naturalnie — flory-
dzyny, znanej od dawna ze swojej zdolnosci do wywotywania glikozurii, a przez to obnizania glike-

mii w zwierzgcych modelach cukrzycy [19].

Wiasciwosci florydzyny wynikajg z nieselektywnego hamowania kotransporterow sodowo-
glukozowych 112 (SGLT11SGLT?2) [19]. Dapagliflozyna natomiast jest silnym, selektywnym inhi-
bitorem SGLT2 — pierwszym zwigzkiem sposrod wielu pochodnych florydzyny, ktory zostat zatwier-
dzony do leczenia cukrzycy typu 2 u ludzi. Jej czgsteczka stala si¢ podstawg do modyfikacji i stwo-
rzenia nowych lekow przeciwcukrzycowych: kanagliflozyny, empagliflozyny, ipragliflozyny oraz

tofogliflozyny. Tym samym, dapagliflozyna stala si¢ pierwszym lekiem w swojej klasie [19].
Budowe czasteczki dapagliflozyny przedstawiono na rycinie 3.

OEt

Rycina 3. Wzor strukturalny dapagliflozyny [20]

Wskazania do stosowania dapagliflozyny, ujete w charakterystyce produktu leczniczego, obej-
mujg terapie cukrzycy typu 2 u osob dorostych, u ktérych kontrola glikemii nie jest zadowalajaca
pomimo wdrozenia diety, ¢wiczen fizycznych badz leczenia farmakologicznego. Dapagliflozyna
moze by¢ stosowana w monoterapii u pacjentow, ktorzy nie toleruja metforminy, badZz w leczeniu
skojarzonym [21]. Niezaleznie od charakterystyki produktu leczniczego, biezace wytyczne Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego umiejscawiaja dapagliflozyne wsrod lekow pierwszego wyboru dla

niektorych pacjentow z cukrzyca typu 2 [22].



Dapagliflozyne stosuje si¢ doustnie, raz na dobe, w trakcie positku lub pomiedzy positkami,
w poczatkowej dawce 10 mg [21]. W badaniach klinicznych oceniano wptyw dawki 2,5 — 10 mg [23—
29], a w badaniach eksperymentalnych — 1 mg/kg m.c. zwierzat [30,31].

Lek jest szybko wchtaniany, maksymalne stezenie we krwi obserwuje si¢ w ciggu 2 godzin po
podaniu na czczo. Biodostgpnos¢ wynosi okoto 80%. Dapagliflozyna w okoto 90% wigze si¢ z bial-
kami osocza. Objetos¢ dystrybucji wynosi okoto 120 1, okres poéttrwania w osoczu okoto 13 godzin

[21].

Badania dotyczace rozmieszczenia dapagliflozyny w tkankach wykazaty, ze okoto 37% dawki
przenika do ludzkich krwinek czerwonych w czasie dwugodzinnej inkubacji ex vivo. W badaniach
in vivo na szczurach, stwierdzono najwyzsze wzgledne stezenia dapagliflozyny w jelicie i korze ner-
kowej (w odniesieniu do osocza) [32]. Kilkakrotnie wyzsze st¢zenie niz w osoczu odnotowano takze
w watrobie [33]. Dapagliflozyna w niewielkim stopniu przekraczata barier¢ krew-modzg, a najnizsze

stezenie osiggata w soczewce oka i kosciach [32].

Dapagliflozyna podlega intensywnemu metabolizmowi, gléwnie w watrobie i nerkach,
z udziatem urydyno-5'-difosfoglukuronylotransferazy 1A9. Produktem koncowym jest nieaktywny
metabolit: 3-O-glukuronid dapagliflozyny. Niewielki odsetek podanej dawki leku jest wydalany

z katem i z moczem w postaci niezmienionej [21].

Oceniajgc wlasciwosci farmakokinetyczne dapagliflozyny podkresli¢ nalezy jej znaczng bio-
dostgpnosé, a takze brak wptywu na jej metabolizm czynnikow modyfikujacych aktywnos$¢ CYP450.
Oznacza to znaczne ograniczenie ryzyka interakcji pomiedzy dapagliflozyng a innymi lekami, stoso-

wanymi przez chorych na cukrzyce typu 2.

1.5.2. KOTRANSPORTER SODOWO-GLUKOZOWY 2 JAKO PUNKT UCHWYTU
DLA DAPAGLIFLOZYNY

Wiasciwosci SGLT2 i SGLT1

SGLT?2 jest zlokalizowany w kanaliku proksymalnym nerki, a jego rola jest zwrotna resorbcja
glukozy i kationéw sodowych z moczu. Calkowitag mas¢ glukozy, jaka nerki filtruja w ciggu dnia,
ocenia si¢ na okoto 180 g, z czego ponad 90% podlega aktywnej resorbcji zwrotnej z udziatem
SGLT2 [34,35]. Pozostate 10% jest wychwytywane w dalszej cze$ci kanalika proksymalnego
nefronu przez kotransportery SGLT1 [36].

Kotransportery SGLT1 i SGLT2 naleza do rodziny ludzkich biatek transportowych typu SLC
(solute carrier). Sa kodowane odpowiednio przez gen SLC5A1 i SLC5A2. Wszystkie geny kodujace



SGLT(1-6) zawierajg po 15 egzonow, kodujacych biatka o masie 60-80 kDa, sktadajace si¢ z 580-

718 aminokwasow [37].

Wszystkie bialka transportowe zaliczajace si¢ do SGLT cechujg si¢ obecno$cia CO najmniej
13 helis transblonowych i zdolnoscig transportowania réznych czasteczek organicznych wraz
z jonami nieorganicznymi przez blon¢ komérkowa. W przypadku SGLT1 i SGLT2, domen transblo-
nowych jest po 14, przypuszczalnie majg one strukture a-helisy. Struktura SGLT1 prawdopodobnie
jest stabilizowana przez mostki disiarczkowe faczace reszty cysteinowe znajdujace si¢ na zewnatrz
komorki. Budowa SGLT1 i SGLT2 jest bardzo zblizona [38].

Ludzki SGLT2 jest biatkiem transblonowym, sktadajagcym si¢ z 672 aminokwaséw, ktorego
N-koniec i C-koniec sg zlokalizowane poza komorka [39]. Poczatkowo zostal mylnie zaklasyfiko-
wany jako kotransporter aminokwasowy, jednakze wykazuje znacznie wigksze powinowactwo do

glukozy, niz do aminokwasow [38,39].

SGLT?2 jest kotransporterem, ktory jednorazowo jest zdolny do przeniesienia jednej czasteczki
glukozy i jednego kationu sodowego przez btong komérkowa, w odroznieniu od SGLT1, ktory jest
transporterem przenoszacym dwa kationy sodowe na kazdg czasteczke glukozy. W warunkach fizjo-
logicznych, powinowactwo obydwu podtypéw SGLT do glukozy jest zblizone. Predkos¢ wychwytu
glukozy przez SGLT2 zalezy od obecnosci jondw sodowych, ale takze napigcia po obu stronach blony

komorkowej [34].

Przenoszenie kationéw sodu zgodnie z gradientem ich st¢zen z przestrzeni zewnatrzkomorko-
wej do cytoplazmy dostarcza energii wystarczajacej do przeniesienia w tym samym kierunku cza-
steczki glukozy. Jednakze utrzymanie stalego gradientu stezen wymaga dziatalno$ci Na*/K™-ATP-
azy, ktora transportuje kationy sodu i potasu wbrew gradientowi stezen, zuzywajac ATP — a zatem,
funkcjonowanie kotransporterow SGLT takze jest posrednio zalezne od ATP. Dla zachowania
homeostazy wewnatrz komorki niezbedne jest rOwniez przeniesienie do jej wnetrza jednego anionu
organicznego przypadajacego na jeden kation sodowy. Wraz z rozpuszczalnymi substancjami,

do wnetrza komoérki przenika takze woda [39].

SGLT1 zlokalizowany jest gldwnie w rabku szczoteczkowym nablonka jelitowego, gdzie
odpowiada za wchtanianie glukozy z pokarmu; oraz w kanalikach nerkowych, gdzie odpowiada
za resorbcje glukozy niewychwyconej przez SGLT2. SGLT1 wykryto takze w §liniankach przyusz-

nych i podzuchwowych oraz w sercu [39].

Ekspresj¢ mRNA dla SGLT2 stwierdzono w gruczotach mlekowych, watrobie, ptucach, jeli-
cie, migs$niach szkieletowych i §ledzionie, ale najintensywniej zachodzi ona w blizszej czgsci kanalika

proksymalnego nerki [39].
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W warunkach fizjologicznych, stezenie glukozy w moczu pierwotnym zalezy bezposrednio od
stezenia glukozy w osoczu, zatem wysokie wartosci glikemii moga spowodowac przekroczenie zdol-
nosci kotransporterow do resorbeji zwrotnej glukozy (tzw. prog nerkowy). Klinicznie obserwuje si¢
wowczas glukozurig. U pacjentéw z cukrzyca typu 2 obserwuje si¢ podwyzszenie progu nerkowego

w stosunku do 0s6b bez zaburzen gospodarki weglowodanowe;j [35].

Zjawisko podwyzszenia progu nerkowego dla glukozy prawdopodobnie wynika ze zwigkszo-
nej ekspresji SGLT2 u pacjentow z cukrzycg typu 2 [35]. W zwierzecym modelu cukrzycy wykazano
takze zwickszenie ekspresji SGLT1 [36]. Nasilona ekspresja obu podtypow kotransportera sodowo-
glukozowego przyczynia si¢ do bardziej efektywnej resorbcji glukozy z moczu i w efekcie nasilenia
hiperglikemii w cukrzycy typu 2 [35,36].

Bezposrednie skutki hamowania SGLT2

Zahamowanie czynnosci kotransportera SGLT2 skutkuje utratg glukozy z moczem, przy war-
tosciach glikemii nie przekraczajacych progu nerkowego. Rownoczesnie dochodzi do utraty jondw
sodowych z moczem w stosunku molowym 1:1 w odniesieniu do wydalanych czgsteczek glukozy.
Glukozuria prowadzi do utraty czgsci kalorii pochodzacych z pozywienia, co sprzyja zmniejszeniu
masy ciafa pacjentow otrzymujacych inhibitory SGLT2. Natomiast utrata jondw sodowych 1 wzmo-
zona diureza sg istotne dla redukcji ci$nienia tetniczego, jak rowniez mogg mie¢ wpltyw na wystgpie-
nie dzialan niepozgdanych SGLT2 pod postacig hipotens;ji i hiponatremii [40,41].

Zahamowanie SGLT2 powoduje stalg obecnos¢ glukozy w moczu, co zwigksza czestos¢ in-

fekcji uktadu moczowego. Wzmozona diureza prowadzi takze do poliurii (wielomoczu) i pollakisurii

(czestomoczu) [40].

Wskutek zablokowania kotransporterow SGLT2, dominujacg role w resorbcji zwrotnej glu-
kozy przejmuja kotransportery SGLT1. Jednakze ich maksymalna wydajno$¢ pozwala na resorbcje
co najwyzej 70% filtrowanej glukozy. Wykazano, ze niektore z inhibitorow SGLT2 (empagliflozyna)
zmniejszaja takze ekspresj¢ SGLT1, co stanowi dodatkowy mechanizm, redukujacy efektywnos¢

resorbcji glukozy z moczu [36].

1.5.3 WPLYW DAPAGLIFLOZYNY NA PRZEBIEG CUKRZYCY I JEJ POWIKLAN

Korzystny wptyw dapagliflozyny w cukrzycy typu 2 przejawia si¢ w roznoraki sposob:

e stosowanie dapagliflozyny redukuje glikemi¢ na czczo oraz po positku lub po obcigzeniu

glukoza, nie zwigkszajac czestosci wystepowania hipoglikemii [23-27,42];
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e utrata glukozy z moczem powoduje redukcje stezenia hemoglobiny glikowanej HbA1¢
po 6 miesigcach o okoto 0,5% umozliwiajac osiggniecie celow terapeutycznych u tych
pacjentoéw, u ktorych kontrola glikemii byta niewystarczajgca pomimo stosowania innych
lekow przeciwcukrzycowych [40];

e utrata kalorii z moczem moze wptyna¢ na redukcje masy ciata w grupie pacjentow
stosujacych dapagliflozyng wzglgdem grupy otrzymujacej placebo [40];

e stosowanie dapagliflozyny zwicksza insulinowrazliwos$¢ tkanek [26];

e inhibitory SGLT2 jako klasa lekéw moga zmniejszaé ryzyko sercowo-naczyniowe
poprzez obnizenie ci$nienia tetniczego 1 zmniejszenie sztywnosci tetnic [43];

e dapagliflozyna zmniejsza nasilenie mikroalbuminurii, bedacej czynnikiem ryzyka
powiktan zaréwno ze strony uktadu sercowo-naczyniowego, jak i nefropatii, a efekt ten
jest istotny nawet po uwzglednieniu zmian st¢zenia HbAsc, ci$nienia tetniczego krwi,
masy ciala i oszacowanej szybkosci filtracji kigbuszkowej [28];

e flozyny, czyli inhibitory SGLT2, jako klasa lekow zmniejszaja stezenie triglicerydow
W osoczu, a zwiekszajg stezenie HDL. Niestety, jednocze$nie obserwuje si¢ takze
zwiekszenie stezenia LDL, jednakze stosunek kardioprotekcyjnego HDL do aterogennego

LDL pozostaje niezmieniony [29,43].

Na podstawie wynikow przeprowadzonych do tej pory badan klinicznych, mozna stwierdzi¢,
ze dapagliflozyna dzieki swojemu unikalnemu mechanizmowi dziatania przyczynia si¢ do zmniej-
szenia ryzyka sercowo-naczyniowego wsrod pacjentow z cukrzycg typu 2. Bezpieczenstwo i skutecz-
nos$¢ stosowania dapagliflozyny wykazano u pacjentow z nadci$nieniem, chorobg wiehcows, po uda-
rze, badz ze schorzeniami tetnic obwodowych [25]. W chwili obecnej nadal oczekujemy na koncowe
wyniki badan nad wptywem dapagliflozyny na przezywalno$¢ pacjentow z niewydolnoscia serca [43]
I na wystgpowanie zgonéw z przyczyn sercowo-naczyniowych [3]. Na podstawie wynikow juz
zakonczonych badan klinicznych, dotyczacych empagliflozyny (EMPA-REG OUTCOME) [44],
kanagliflozyny (CANVAS) [45], oraz kanagliflozyny, dapagliflozyny i empagliflozyny (CVD-
REAL) [46] mozna sadzi¢, ze korzystne dla ukfadu sercowo-naczyniowego efekty obejmujg wszyst-
kie leki z tej klasy. Mechanizm ochronnego dziatania inhibitorow SGLT2 przypuszczalnie jest wie-
lokierunkowy i moze by¢ zwigzany zarowno z obnizeniem cis$nienia t¢tniczego i objetosci krwi
krazacej, jak rowniez z efektami dotyczacymi metabolizmu, otylo$ci i zaopatrzenia organizmu
w energi¢. Potencjalng rol¢ moze odgrywac takze dziatanie przeciwzapalne, zwigkszenie produkcji

tlenku azotu, oraz zwigkszenie wydzielania glukagonu [47].

W przypadku samej dapagliflozyny, na szczeg6lng uwage zastuguje zdolnos¢ tej substancji

do zmniejszenia dobowej zmiennosci glikemii, tj. réznicy miedzy najnizsza glikemig w ciagu dnia
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(zwykle rano, na czczo) a najwyzszg glikemia (zwykle popositkowa). Duza zmienno$¢ glikemii wigze
si¢ m.in. z nasileniem dysfunkcji §rodblonka naczyniowego [10] i neuropatig autonomiczng uktadu
sercowo-naczyniowego [48], co moze prowadzi¢ do nietolerancji wysitku fizycznego, bezobjawo-
wego niedokrwienia i zawatu migs$nia sercowego [49]. Duze wahania dobowej glikemii zwickszaja
czesto$¢ zdarzen sercowo-naczyniowych u pacjentow z ostrym udarem niedokrwiennym [50], a takze
zwickszajg Smiertelno$¢ pacjentow w dluzszym okresie obserwacji klinicznej [51]. W zwigzku
z powyzszym, wyrownanie profilu dobowej glikemii u pacjentow otrzymujacych dapagliflozyne
moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia bezpieczenstwa sercowo-naczyniowego, a eliminacja epizo-

dow hiperglikemii popositkowej moze korzystnie modulowac proces aterogenezy.

Jednakze dziatanie ochronne dapagliflozyny w zakresie zahamowania progresji aterogenezy
najprawdopodobniej nie ogranicza si¢ wylacznie do efektu zwigzanego z dobrg kontrolg glikemii.
W zwierzecym modelu cukrzycy typu 2 wykazano wplyw dapagliflozyny na redukcje nasilenia
zmian miazdzycowych w §cianie aorty, przypuszczalnie poprzez zmniejszenie powstawania reaktyw-
nych form tlenu, inhibicj¢ inflammasomu NLRP3 (nod-like receptor family pyrin domain containing
3) inastgpcza inhibicjg kaspazy 1 oraz zmniejszenie ekspresji IL-1p i IL-18. Stwierdzono takze,
ze W grupach zwierzat z indukowang cukrzycg typu 2 oraz bez cukrzycy, otrzymujacych dapagliflo-
zyne, infiltracja makrofagdw do S$ciany aorty jest mniejsza, a stabilno$¢ blaszek wigksza, niz

w odpowiednich grupach kontrolnych bez dapagliflozyny [30].

1.6. ZIAWISKO INSULINOOPORNOSCI OBWODOWEJ

Insulinooporno$¢ obwodowa to zmniejszona wrazliwos¢ tkanki thuszczowej 1 miesni szkiele-
towych na dziatanie insuliny. Na wczesnym etapie rozwoju cukrzycy typu 2, insulinooporno$é
obwodowa jest kompensowana zwigkszeniem produkcjg insuliny w trzustce. Zatem oznaczajac
stezenie insuliny w surowicy na czczo, mozna posrednio oceni¢ nasilenie insulinoopornosci. Istnieje
wiele matematycznych modeli stuzagcych do oceny nasilenia insulinoopornosci obwodowej, opiera-

jacych sie na stezeniu insuliny [52].

Najczesciej insulinooporno$¢ obwodowa ocenia si¢ na podstawie wskaznika HOMAR

(homeostatic model assessment-insulin resistance), zaproponowanego przez Matthewsa i wsp. [53].

Wskaznik ten wylicza si¢ z nastepujacego wzoru:

S , mU
stezenie insuliny na czczo [T]
HOMAIR =

22,5¢ —In(stezenie glukozy na czczo [mrlnol])
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Metoda HOMAr daje wyniki porownywalne z wartosciami uzyskanymi metoda euglikemicz-
nej klamry metabolicznej, ktora jest postrzegana jako ,,ztoty standard” w ocenie nasilenia insulino-
opornosci. Najwicksze zalety wskaznika HOMA|r t0 powtarzalno$¢ wynikéw i mata inwazyjno$¢

metody [53].

1.7. WYKELADNIKI WCZESNEJ ATEROGENEZY | ROZWOJU MAKROANGIOPATII

Jak wczesniej wspomniano, miazdzyca, czyli zaawansowana makroangiopatia jest uwazana
za proces zapalny o niewielkim nasileniu [16], ale w jego przebiegu istotng role odgrywaja rowniez
czynniki modulujace angiogeneze i inne czynniki wzrostowe. Istotnymi czynnikami w procesie
powstawania i wzrostu blaszek miazdzycowych sg chemokiny — czynnik wzrostu srodbtonka naczy-
niowego (vascular endothelial growth factor — VEGF) i transformujacy czynnik wzrostu 3 (transfor-
ming growth factor § — TGF-B) [54].

Znaczacy wplyw dla progresji miazdzycy moze mie¢ takze sirtuina 1 — regulator informacji
epigenetycznej. Obnizona w przebiegu cukrzycy typu 2 ekspresja sirtuiny 1 moze powodowac m.in.
nasilenie wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego, zmniejszenie syntezy tlenku azotu, przy-
spieszenie rozwoju zmian miazdzycowych przez zwigkszong przemiang makrofagow w komorki
piankowate 1 destabilizacj¢ plytek przez przyspieszenie apoptozy komorek migsni gltadkich naczyn

krwionos$nych [55].
1.7.1. CZYNNIKI ANGIOGENEZY JAKO ELEMENT PATOGENEZY MIAZDZYCY

VEGF jest czynnikiem wzrostowym wplywajacym giownie na $rodblonek naczyniowy.
Ma znaczenie dla waskulogenezy, czyli powstawania nowej sieci naczyn, a takze dla angiogenezy,
czyli rozgaleziania naczyn juz istniejagcych. Odgrywa istotng rol¢ zarowno w procesach fizjologicz-

nych (np. embriogenezie, gojeniu ran), jak i w zjawiskach patologicznych (m.in. retinopatii) [56].

W dorostym organizmie, VEGF podlega ekspresji w tkankach mezenchymalnych, nablonko-
wych badZ nowotworowych potozonych w bezposredniej bliskosci drobnych naczyn krwionos$nych,
ale nie w samym $rodblonku, za wyjatkiem lokalizacji sasiadujacych z naczyniami okienkowatymi
lub zatokowymi [57]. Ekspresja VEGF jest regulowana przez onkogeny i cytokiny, m. in. takze przez
TGF-p [56].

W ludzkiej aorcie pozbawionej blaszek miazdzycowych VEGF-A jest obecny w komorkach
migséni gtadkich w tunica media i tunica adventitia, ale nie w komorkach srodblonka. Sugeruje to,
Ze procesy angiogenezy sg ograniczone do sieci naczyn odzywiajacych migsniowke aorty, czyli vasa

vasorum. Fizjologicznie, VEGF nie wptywa na $rodblonek aorty — zatem nie zachodzi stymulowana
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proliferacja komorek badz zmniejszenie przepuszczalnosci naczynia. Natomiast w aortach z obec-
nymi zaawansowanymi zmianami miazdzycowymi wykazano obecno$¢ biatka VEGF-A zaréwno
w komorkach §rodblonkowych aorty, jak i w komorkach piankowatych i komérkach migsni gtadkich
pokrywy blaszki. Swiadczy to o roli VEGF-A w progresji zmian miazdzycowych [54].

Potwierdzono, ze podanie egzogennego VEGF powoduje zwigkszenie infiltracji sroédblonka
przez makrofagi, co przeklada si¢ na wzrost catkowitych rozmiaréw ptytki miazdzycowej. Oddziaty-
wanie VEGF na komorki srodblonka uwrazliwia je takze na oddziatywanie czynnika martwicy no-
wotworu alfa (tumor necrosis factor alpha — TNFa). Skutkuje to zwickszong produkcja czynnika
tkankowego w ptytkach miazdzycowych, a w przypadku peknigcia ptytki, prowadzi do zakrzepicy.
U pacjentow z miazdzyca, wysokie stezenie VEGF jest czynnikiem predykcyjnym wystapienia za-

watu migénia sercowego [58].
Do rodziny biatek VEGF u ssakow naleza:

e lozyskowy czynnik wzrostu (placental growth factor — PIGF131 i PIGF1s2).

o VEGF-A121, VEGF-Aus, VEGF-Au4s, VEGF-Ass2, VEGF-Ates, VEGF-Augs,
VEGF1g9 i VEGF-Az06. Najwczesniej odkryte biatko z rodziny VEGF.
W literaturze skroty VEGF 1 VEGF-A wystepuja zamiennie.
Najbardziej aktywna biologicznie jest izoforma VEGF-Axes.

e VEGF-Bis7 i VEGF-B1gs. Podlega ekspresji gldwnie w mig$niach: sercowym,
szkieletowych i1 gltadkich duzych naczyn krwiono$nych.

e VEGF-C. Niezbe¢dny na etapie embrionalnym do tworzenia naczyn limfatycznych,
wspoldziata z VEGF-A w tworzeniu naczyn krwiono$nych.

e VEGF-D. Czynnik o dziataniu mitogennym na komorki srodbtonka zblizonym
do VEGF-C.

Wyzej wymienione formy VEGF mogg tworzy¢ miedzy sobg wigzania disiarczkowe, tworzac

dimery o zr6znicowanej aktywnosci [56].
Zidentyfikowano 3 rodzaje receptorow dla VEGF-A:

e receptor 1 dla VEGF; in. kinaza tyrozynowa 1 zwigzana z fms
(VEGF receptor 1 -VEGF-R1; fms-related tyrosine kinase 1 — Flt1) [56].
e receptor 2 dla VEGF; in. receptor z domeng kinazows; in. ptodowa kinaza watrobowa 1
(VEGF receptor 2 — VEGF-R2; kinase insert domain receptor — KDR;
foetal liver kinase 1 — FIk1) [56].
e receptor 3 dla VEGF; in. kinaza tyrozynowa 4
(VEGF receptor 3 -VEGF-R3; fms-related tyrosine kinase 4 — Fit4) [59].
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VEGF-R1 ma duze powinowactwo do VEGF-A, VEGF-B i1 PIGF. Odgrywa rolg w tworzeniu
prawidtowych morfologicznie naczyn krwiono$nych w zyciu ptodowym [56]. U dorostych osobni-
kow, VEGF-R1 podlega ekspresji na blonach komérkowych makrofagéw, m.in. monocytéw i odpo-
wiada za ich chemotaksje [54]. Pobudzenie VEGF-R1 zwigksza przezycie komorek w warunkach
stresu komorkowego, co moze by¢ zjawiskiem negatywnym np. w przypadku nowotworzenia, ale
pozytywnym w innych sytuacjach, np. w zapobieganiu obliteracji naczyn krwiono$nych w warun-

kach niedotlenienia [60].

VEGF-R2 ma nizsze powinowactwo do VEGF-A, niz VEGF-R1, ale moze wigza¢ si¢ takze
z VEGF-C i VEGF-D. Jest odpowiedzialny za waskulogeneze i angiogeneze w zyciu plodowym [56].
U dorostych osobnikow, VEGF-R2 jest konstytutywnie ufosforylowany, tj. aktywny, w watrobie,
plucach, tkance thuszczowej oraz nerkach 1 odpowiada za stabilizacje istniejgcej sieci duzych naczyn
krwiono$nych [57]. Ze wzgledu na swojg znaczng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej, aktywowany
VEGF-R2 moze oddzialywa¢ z innymi biatlkami wewnatrzkomérkowymi, m. in. integrynami.
W ten sposob, pobudzenie VEGF-R2 prowadzi bezposrednio i posrednio do dziatania mitogennego

na komorki srodbtonka oraz do angiogenezy [56].

Istniejg takze rozpuszczalne (Soluble) formy receptorow: sVEGF-R1 i SVEGF-R2. Sa one

negatywnymi regulatorami angiogenezy [56].

W cukrzycy typu 2 stwierdzono istnienie paradoksalnej angiogenezy. Stezenie VEGF u 0sob
Z cukrzycg typu 2 jest wyzsze, niz u 0sob bez zaburzen gospodarki weglowodanowej, ale w cukrzycy
typu 2 angiogeneza moze by¢ zarowno wzmozona (np. w przebiegu retinopatii), jak 1 obnizona
(np. w cukrzycy typu 2 obserwuje si¢ pogorszenie gojenia ran). Zjawisko to mozna wytlumaczy¢
swego rodzaju “opornoscig na VEGF”, ktora poglgbia dysfunkcje srodbtonka naczyniowego, wzma-
gajac ryzyko nasilenia hiperglikemii, insulinoopornosci, hipercholesterolemii, nadci$nienia, pojawie-
nia si¢ powiklan w postaci przewlektej niewydolnosci serca, choroby wiencowej i niewydolnosci

nerek [61].

Inna hipoteza skupia si¢ na zaburzonym stosunku ilosci VEGF-R1 do VEGF-R2. VEGF-R1
ma stabsza aktywno$¢ angiogenng niz VEGF-R2, a w dodatku czgsto wystepuje w postaci rozpusz-
czalnego SVEGF-R1. VEGF-R1 i SVEGF-R1 wiazac si¢ z VEGF, zmniejszaja ilo$¢ liganda dostepna
dla VEGF-R2, powodujac ostabienie angiogenezy. Oceng wptywu VEGF na $rodbtonek dodatkowo
komplikuje zdolnos¢ receptorow VEGFR do tworzenia heterodimeréw VEGF-R1/VEGF-R2 [62].

16



W zwigzku z powyzszym, role VEGF w patogenezie przewlektych powiktan cukrzycy nalezy

analizowac, biorac pod uwage:

e rodzaj tkanki; czy angiogeneza jest w tej tkance zjawiskiem korzystnym; czy mozliwa
jest sytuacja, w ktérej nadmierny rozwdj sieci nowych naczyn pogorszy funkcjonowanie
sieci juz istniejace;j;

e stezenie VEGF w surowicy;

e ckspresje biatek VEGF-R1 i VEGF-R2 oraz ich wzajemng proporcjg;

e stezenia obu podtypéw sVEGF-R w surowicy.

Ekspresja VEGF w mig$niu sercowym ma znaczenie dla utrzymania prawidtowego ukrwienia
serca w warunkach zwiekszonego obcigzenia praca, np. w przebiegu nadcis$nienia, ktore czesto towa-
rzyszy cukrzycy typu 2. W modelu zwierzecym stwierdzono zmniejszong ekspresj¢ VEGF-Auss
I VEGF-A1gs, atakze mRNA dla receptorow VEGF-R1 i 2 w mig$niu komory serca szczurOw
z wyindukowang cukrzycg typu 2 w stosunku do szczurow bez zaburzen gospodarki weglowodano-
wej [63].

Odnotowano takze zmniejszenie ekspresji mRNA dla VEGF i VEGF-R2 w grupie zwierzat
otylych bez cukrzycy typu 2 w stosunku do grupy kontrolnej, przy czym st¢zenie VEGF-R1 pozostato
bez zmian. Zwierz¢ta otyle z cukrzycg typu 2 cechowalo obnizenie ekspresji mRNA dla
VEGF iobydwu jego receptorow [63]. Podobng zalezno$¢ stwierdzono u ludzi: ekspresja VEGF
i VEGF-R2 okazala si¢ nizsza w tkankach pozyskanych od 0sob z cukrzycg w stosunku do ekspres;ji

w tkankach pozyskanych od pacjentéw bez zaburzen gospodarki weglowodanowej [63].

Oznacza to, iz cukrzyca typu 2, ale takze otylo$¢, zaburzajg proces angiogenezy przebiegajacej
w migsniu sercowym, zwigkszajac jego podatnos$¢ na niedotlenienie. Ekspresja mRNA dla VEGF
I jego receptorow zostaje przywrocona u zwierzat doswiadczalnych po zastosowaniu egzogennej in-

suliny. Sugeruje to, ze ekspresja VEGF w miokardium jest zalezna od insuliny [63].

Wzmozona ekspresja VEGF-R1 w migéniu sercowym powoduje zwigzanie VEGF-A i czyni
go niedostepnym dla VEGF-R2, a zatem moze jedynie poglebi¢c hamowanie angiogenezy [62].
Mimo to, pobudzenie VEGF-R1 moze mie¢ takze pozytywny efekt — na skutek zwigzania
z VEGF-B, co powoduje posrednie pobudzenie VEGF-R2. U szczuréw pozbawionych VEGF-B
obserwowano zwigkszone rozmiary blizny pozawatowej w stosunku do zwierzat o dzikim genotypie.
VEGF-B zapobiega tez apoptozie kardiomiocytow, poprawia kurczliwo$¢ migsnia sercowego, powo-

duje powickszenie kapilar wiencowych i zwigkszenie rezerwy wiencowej [64].

W aorcie, oddziatywanie VEGF przez receptor VEGF-R2 nasila angiogeneze, ktora w zmie-

nionym miazdzycowo naczyniu jest zjawiskiem niekorzystnym — prowadzi do neowaskularyzacji
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plytki przez vasa vasorum, powoduje zwigkszong przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych, sktfonnosé
do lokalnego obrzgku i krwotoku. W ten sposob, pobudzenie VEGF-R2 zmniejsza stabilnos$¢ blaszek
miazdzycowych i czyni je podatnymi na p¢kniecie [58]. Podsumowujac, zwigkszone st¢zenie VEGF-
A i nastgpcze pobudzenie VEGF-R2 sprzyja rozwojowi miazdzycy w aorcie pacjentoOw z cukrzyca
typu 2 poprzez proliferacje komorek s$rodblonkowych, zwigkszenie przepuszczalnosci naczynia
iinfiltracje komorek zapalnych [54,58]. Z kolei wzmozona ekspresja VEGF-R1 w aorcie moze pehnic¢
role ochronna, poprzez zwigkszenie wigzania VEGF-A z VEGF-R1, w zwigzku z czym bedzie on
niedostepny dla VEGF-R2 [62].

W watrobie, konstytutywna aktywacja proangiogennego receptora VEGF-R2 jest niezbedna
dla utrzymania istniejacej sieci duzych naczyn krwionosnych [57]. VEGF podlega ekspresji nie tylko
W migs$niowce, ale takze w srodblonku naczyn zatokowych w watrobie [57]. Angiogeneza w watrobie
przebiega z r6znym nasileniem, zaleznie od dodatkowych czynnikow. Czynnikiem takim jest np.
postepujaca akumulacja lipidow w przebiegu stluszczenia watroby. Stluszczenie indukuje rozwoj
stanu zapalnego i wzrost produkcji cytokin, jak rowniez powoduje fizyczne zwigkszenie objetosci
hepatocytow. Takie warunki stwarzajag konieczno$¢ powstania nowej sieci naczyn krwiono$nych
i dlatego wzrost ekspresji VEGF w watrobie moze by¢ zwigzany z jej stluszczeniem [65]. Jednakze

wyniki badan wyja$niajacych to zagadnienie nie sg spdjne.

Coulon i wsp. [65] wykazali wzrost ekspresji mMRNA dla VEGF w watrobie i wzrost st¢zenia
VEGF w 0soczu w grupach pacjentow ze stluszczeniem watroby w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Natomiast inni autorzy [66] zaobserwowali obnizone st¢zenic VEGF w osoczu w grupie o0sob

zZ nicalkoholowym stluszczeniem watroby w porownaniu do grupy kontrolnej.

Wu i wsp. [67] w badaniu na myszach, u ktérych wyindukowano wzrost insulinoopornosci
przez wdrozenie diety wysokothuszczowej zaobserwowali, ze neutralizacja VEGF-A z uzyciem spe-
cyficznego przeciwciata skutkuje przywroceniem insulinowrazliwos$ci w watrobie i tkance thuszczo-
wej. Wyniki tego badania sugeruja zatem negatywny wptyw nadmiernej ekspresji VEGF na funkcjo-
nowanie watroby w przebiegu cukrzycy typu 2, wspolistniejacej z insulinoopornoscia.

VEGEF jest jednym z gtéwnych czynnikow wzrostowych odpowiedzialnych za neowaskulary-
zacje m.in. mig$ni szkieletowych [68]. Wiadomo takze, ze obnizona aktywno$¢ VEGF-A

w mie$niach szkieletowych jest zwiazana z regresja sieci naczyn kapilarnych i koreluje z insulinoo-

pornoscia, obserwowang w przebiegu cukrzycy typu 2 i w otylosci [69].
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1.7.2. NIEKTORE WSKAZNIKI WZROSTOWE JAKO WYKLADNIKI ZMIAN

W UKLADZIE SERCOWO-NACZYNIOWYM

TGF-B jest cytoking o wielokierunkowym dziataniu: reguluje procesy zwigzane z podziatami
komorkowymi, wzrostem, réznicowaniem i taksjami komorek potomnych; jest immunomodulato-
rem; wzmaga proces wioknienia tkanek. TGF-B jest zaangazowany takze w procesy naprawcze

i remodeling tkanki [70,71].

W organizmach ssakow zidentyfikowano 3 izoformy TGF-B, oznaczone cyframi 1, 2 i 3.
TGF-B1 jest najbardziej rozpowszechniony i wystepuje we wszystkich tkankach organizmu, podczas

gdy TGF-PB2 i3 s obecne tylko w niektorych tkankach [71].
Istniejg dwa rodzaje receptoréw dla TGF-f1:

e receptor | dla TGF-B (TGF- receptor | — TPRI), dzielagcy si¢ na dwa podtypy:
o activin receptor-like kinase-1 (ALK1), podlegajacy ekspresji
tylko w komorkach srodbtonka;
o activin receptor-like kinase-5 (ALK5), obecny w pozostatych typach komorek;
e receptor Il dla TGF-B (TGF-p receptor 1l — TBRII) — receptor konstytutywny, aktywny
we wszystkich komorkach; pobudzenie TBRII powoduje takze transfosforylacje
i pobudzenie TRRI [71].

TGF-B1 stymuluje produkcje i uwalnianie szeregu czynnikow wplywajacych na naczynia
krwionosne: endoteliny 1, tlenku azotu, peptydu natriuretycznego, prostaglandyny E2, VEGF,
zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow, czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego i IL-6 [70].
Jednakze wptyw TGF-B1 na tworzenie sieci nowych naczyn krwiono$nych nie zostat dostatecznie
wyjasniony, poniewaz badania in vivo Sugerujg jego role pro- lub antyangiogenng, zaleznie
od warunkoéw badania [71].

TGF-B reguluje funkcje limfocytow B, hamujac ich proliferacj¢ 1 produkcje immunoglobulin.
Oddziatuje takze na makrofagi, hamujac ich dojrzewanie, zmniejszajac produkcje cytokin, chemokin
i wolnych rodnikow tlenowych przez ta populacje komorek. TGF-B hamuje takze cytotoksycznos¢
komoérek NK (natural killer). W ten sposob przejawia si¢ ogdlnoustrojowe przeciwzapalne dziatanie
TGF-B1. Jednakze gdy dziatanie TGF-B1 jest miejscowo ograniczone, a wzrost ekspresji zapoczat-
kowany na skutek uszkodzenia tkanki, cytokina ta moze mie¢ wpltyw prozapalny, zwigkszajac

chemotaksje granulocytow i wydzielanie przez nie TNF oraz IL-1i IL-6 [70,71].

TGF-B pobudza proces widknienia tkanki. Stymuluje roznicowanie fibroblastow i1 zwigksza

synteze¢ macierzy zewnatrzkomorkowej, a takze zmniejsza jej rozktad poprzez hamowanie metalo-
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proteinaz. Nadmierna aktywno$¢ TGF-B w sercu jest w tym ujgciu niekorzystna, poniewaz wiaze si¢
ze zwloknieniem tkanki i utratg jej funkcji. Ekspresja TGF-f jest pobudzana m.in. przez angiotensyne
I1, co sugeruje, ze u pacjentow z nadcis$nieniem st¢zenie TGF- bedzie wyzsze, a proces widknienia

— bardziej nasilony, niz u pacjentéw z normalnym ci$nieniem tg¢tniczym [71].

Rola TGF-p w rozwoju makroangiopatii dotyczacych $ciany aorty, jest bardziej zlozona.
Panutsopulos i wsp. [54] oceniajac ekspresje biatka TGF-B1, stwierdzili, ze ekspresja ta jest zmniej-
szona w zmianach miazdzycowych o I-1l stopniu zaawansowania wg AHA. Natomiast w zmianach
o I11-V1 stopniu zaawansowania ekspresja TGF-f wzrasta do poziomu wyzszego niz w aortach bez

zmian miazdzycowych.

Obnizenie ekspresji TGF-B1 na wczesnych etapach rozwoju blaszek miazdzycowych §wiadczy
0 braku ochronnego, przeciwzapalnego i przeciwproliferacyjnego dziatania TGF-f1; w tym kontek-
$cie, obnizenie ekspresji jest zjawiskiem niepozadanym. Natomiast wzrost ekspresji w zmianach
bardziej zaawansowanych moze by¢ interpretowany na dwa sposoby: jako zjawisko niekorzystne,
prowadzace do nagromadzenia macierzy zewnatrzkomérkowej i wzrostu plytki, albo czynnik

korzystny, zwigkszajacy stabilno$¢ blaszek poprzez nasilenie zwtoknienia ich pokrywy [54,70].

W watrobie TGF-f1 hamuje wzrost i powoduje apoptoze hepatocytow. W warunkach fizjolo-
gicznych, apoptoza pod wptywem TGF-B1 jest niezb¢dna dla zachowania stalej masy tego organu.
Natomiast patologiczne, wysokie st¢zenia TGF-f1 powodujg nasilone widknienie oraz spowalniajg
regeneracje watroby po urazie [70]. Zwigkszenie ekspresji TGF-B1 obserwuje si¢ w zwierzecym mo-
delu cukrzycy typu 2 z otyloscig. Zaburzenia metaboliczne oraz wprowadzenie diety wysokotlusz-
czowej sprzyja rozwojowi niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia watroby, a insulinooporno$é
nasila widknienie poprzez zwickszenie ekspresji mRNA dla TGF-B1 w watrobie [72]. Co wigcej,
Yadav i wsp. [73] w badaniu na myszach wykazali, ze ogdlnoustrojowa neutralizacja TGF-f1 przez
zastosowanie specyficznego przeciwciata przeciwdziata rozwojowi otylosci, cukrzycy i sthuszczenia

watroby.

W migsniach szkieletowych, negatywny wplyw nasilonej ekspresji TGF-B1 jest wyrazony
poprzez zwigkszenie stezen markeréw zapalenia. Aktywacja szlakoéw molekularnych TGF-B1 powo-
duje supresje koaktywatora la dla receptora y aktywowanego przez proliferatory peroksysoméow,
mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A i enzymow mitochondrialnych, a takze kinazy a2
aktywowanej adenozyno-5'-monofosforanem (5'adenosine monophosphate activated protein kinase
— AMPK). Skutkuje to zaburzeniem procesu oksydacji mitochondrialnej i uniemozliwia poprawe
insulinowrazliwos$ci miesni szkieletowych, jaka powinna zachodzi¢ pod wptywem wysitku fizycz-

nego [74].
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1.7.3. WYBRANE REGULATORY EPIGENETYCZNE ZWIAZANE Z ROZWOJEM MIAZDZYCY

| INSULINOOPORNOSCI OBWODOWEJ]

U ssakow rodzina regulatoréw informacji epigenetycznej (silent information regulator 2 —
Sir2) obejmuje 7 deacetylaz zaleznych od dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (nicotinamide
adenine dinucleotide — NAD"). Najlepiej poznanym enzymem z rodziny Sir2 jest sirtuina 1, obecna
m.in. w watrobie, mig$niach szkieletowych, trzustce, tkance thuszczowej i mézgu, gdzie odpowiada

za regulacje przemian glukozy i lipidow w celu pozyskania energii [75,76].

Aktywnos¢ deacetylaz powoduje uwolnienie reszt alkilowych zwigzanych z lizyng w biatkach,
m.in. biatkach histonow, co uniemozliwia transkrypcje DNA. Sirtuina 1 ma takze zdolno$¢ deacety-
lacji czynnikow transkrypcyjnych i biatek enzymatycznych obecnych w jadrze komoérkowym i cyto-

plazmie, powodujac ich aktywacje badz dezaktywacje [76,77].

Zmniejszong ekspresje sirtuiny 1 obserwuje si¢ w przypadku otylosci, diety bogatej w thuszcz
lub fruktoze. Zmniejszenie ekspresji w komorkach srodblonka naczyniowego postepuje wraz z wie-
kiem 1 wigze si¢ ze zmniejszong odpowiedzig angiogenng na VEGF. Prawidlowa ekspresja jest przy-
wracana przez restrykcje kaloryczng, wzbogacenie diety w antyoksydanty i prekursory NAD™

lub podanie metforminy [75,78].

Wiele badan eksperymentalnych wskazuje na ochronng funkcje¢ sirtuiny 1 w chorobach
metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2 oraz w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu sercowo-
naczyniowego. Catkowita delecja genu dla sirtuiny 1 (knock-out) powoduje obumarcie mysich
zarodkow [78].

W sercu, niedobor sirtuiny 1 powoduje dysfunkcje rozkurczowa, ktora poglebia si¢ z wiekiem,
oraz zmniejszenie angiogenezy, co moze nasila¢ niedokrwienie mig¢$nia sercowego i objawy
choroby wiencowej [78]. Natomiast w skrawkach §cian naczyn pobranych z réznych lokalizacji
anatomicznych stwierdzono zmniejszenie ekspresji sirtuiny 1 w ptytkach miazdzycowych, a szcze-
gblnie w warstwie mig$ni gladkich pokrywajacych zaawansowang zmiane miazdzycowsq. Niskiej

ekspresji sirtuiny 1 towarzyszylo nasilenie wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego [55].

W $cianie naczyn krwiono$nych, sirtuina 1 zwigksza synteze tlenku azotu o dzialaniu wazo-
dylatacyjnym. Wplywajac na kaskade NFkf, sirtuina 1 wywiera dzialanie przeciwzapalne przez
zmniejszenie produkcji prozapalnych cytokin. Zwigkszenie ekspresji sirtuiny 1 wywiera dziatanie
ochronne, opdzniajac rozwdj zmian miazdzycowych, hamujac proliferacje komorek migsni gtadkich
na wczesnych etapach rozwoju ptytki miazdzycowej, hamujac przemiang makrofagow w komorki

piankowate i promujac zwrotny transport cholesterolu do watroby. Sirtuina 1 spowalnia takze zwap-
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nienie komoérek mig$ni gltadkich naczyn krwionosnych, a w zaawansowanych zmianach miazdzyco-
wych zapobiega apoptozie komodrek migsni gladkich, przez co przyczynia si¢ do zwigkszenia stabil-

nosci ptytki [55].

Oproécz tego, sirtuina 1 moze mie¢ znaczenie dla regulacji ci$nienia tetniczego krwi, prawdo-
podobnie poprzez zmniejszenie ekspresjireceptora AT1 dla angiotensyny II, wazodylatacyjny wplyw
tlenku azotu i zmniejszenie zaleznej od aldosteronu reabsorbcji sodu w nablonku nerkowym poprzez
zmniejszenie ekspresji biatka kanatdow sodowych [76]. Ponadto, poprzez hipermetylacj¢ histonu
H3K79, sirtuina zmniejsza synteze¢ biatka dla nablonkowych kanaléw sodowych, regulowanych
przez aldosteron i odpowiedzialnych za resorbcj¢ zwrotng sodu w moczu. W rezultacie, aktywacja
sirtuiny 1 zmniejsza aktywacj¢ ukladu renina-angiotensyna-aldosteron i obniza ci$nienie tgtnicze

[76].

W populacji chinskiej wykazano wystgpowanie 3 mutacji genu kodujacego sirtuing 1, r6znig-
cych sie jednym nukleotydem. U pacjentéw z wariantem genowym rs2273773/CT+CC stwierdzono
znaczgco nizsze wartosci ci$nienia tetniczego skurczowego i rozkurczowego w catodobowych po-

miarach ambulatoryjnych [76].

U myszy, brak ekspresji sirtuiny 1 w komoérkach s$rodblonka na podlozu genetycznym
(knock-out) powoduje, ze naczynia sg mniej odporne na stres zwigzany z nadci$nieniem, a sie¢ naczyn
kapilarnych jest przerzedzona, prawdopodobnie w zwigzku ze zmniejszeniem ekspresji receptoréw
VEGF-R2. W grupie knock-out wigkszy procent komoérek srodblonka wykazuje cechy starzenia lub
apoptozy niz w grupie o dzikim genotypie [55]. U myszy pozbawionych sirtuiny 1 stwierdzono takze

dysfunkcje rozkurczows serca [78].

Zmniejszona aktywnos¢ sirtuiny w mi¢$niach gtadkich naczyn krwiono$nych powoduje uszko-

dzenie DNA i upos$ledzenie procesow naprawczych, przez co sprzyja apoptozie [55].

Nadekspresja sirtuiny 1 w makrofagach zmniejsza ekspresj¢ i powoduje deacetylacje NF«f3,
a takze zmniejsza ekspresje receptora zmiatajagcego Lox-1, rozpoznajacego utlenione czasteczki
LDL. Sirtuina 1 zmniejsza ekspresje NFkf rowniez w $rodblonku. Sirtuina nasila tez aktywnos$¢
receptora watrobowego X (liver X receptor — LXR), ktory promuje resorbeje cholesterolu z nacieczen
thuszczowych z powrotem do krwioobiegu. W ten sposéb sirtuina 1 opdznia rozwdj procesOw miaz-
dzycowych [55,76].

W watrobie, sirtuina 1 hamuje glikogenoliz¢ 1 lipolizg, zmniejsza produkcj¢ LDL, a nasila
B-oksydacje kwasow tluszczowych. Sirtuina 1 reguluje takze biosynteze cholesterolu poprzez deace-

tylacje biatek jadrowych LXR-a i LXR-, ktore aktywujac transporter ABCA1 powoduja zwigksze-
nie produkcji lipoprotein frakcji HDL [75,76,78].
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Metformina oraz resweratrol zwigkszaja aktywno$¢ sirtuiny 1 w  hepatocytach,
przez co zmniejsza si¢ ekspresja wybranych genoéw dla enzyméw zaangazowanych w glukoneoge-
nez¢ (FOXO 1, FOX0O3a i FOXO04) i poprawia si¢ insulinowrazliwo$¢ watroby. Jednakze wyniki
badan dotyczacych wptywu sirtuiny 1 na glukoneogeneze czesto sg niespojne, co thumaczy sig¢ istnie-

niem sprzg¢zenia zwrotnego migdzy kluczowymi regulatorami glukoneogenezy [75,76].

Niedobér sirtuiny 1 powigzano z insulinooporno$cig watrobowa i niealkoholowym sttuszcze-
niem watroby, a takze insulinoopornoscia obwodowa migéni szkieletowych i tkanki tluszczowe]

[75,78,79].

Sirtuina 1 to biatko o roznorodnych funkcjach, zdolne do deacetylacji nie tylko histonow, ale
takze czynnikow transkrypcyjnych 1 koregulatoréw transkrypcji. W zwigzku z tym, moze zarowno
zwigkszac, jak 1 zmniejsza¢ ekspresje genow docelowych. Sirtuina 1 moze nie tylko modyfikowaé
przebieg cukrzycy ad hoc, ale ma takze znaczenie dla zjawiska tzw. pamieci metabolicznej, czyli
sytuacji, w ktorej nawet epizodyczna hiperglikemia, po ktorej nastepuje dlugotrwaty okres prawidto-
wej kompensacji cukrzycy, skutkuje progresja powiktan dotyczacych serca, nerwow obwodowych

I naczyn krwiono$nych [80-82].

Procesy modyfikowane przez aktywnos¢ sirtuiny 1 obejmuja odpowiedz na stres komorkowy
i stan zapalny, metabolizm i homeostaze¢ energetyczng komorki, a takze procesy starzenia, rozumiane
jako zdolno$¢ komorki do podziatow badz jej skierowanie na droge apoptozy. W konsekwencji, szlaki
regulowane przez sirtuing 1 mogg wzajemnie oddzialywac ze szlakami regulowanymi przez leki sto-

sowane w terapii cukrzycy typu 2 [80,83].

Zheng i wsp. [80] wykazali, ze metformina, doustny lek przeciwhiperglikemiczny, aktywujac
AMPK, zmniejsza stan zapalny i apoptoze¢ w obrgbie naczyn kapilarnych siatkowki poprzez szlak
LKB1/AMPK/ROS/PARP in vivo. Potwierdzili takze, ze¢ w warunkach hiperglikemii, metformina
bezposrednio zwicksza ekspresje badz aktywnos$¢ sirtuiny 1, przeciwdziatajagc negatywnym skutkom
pamieci metaboliczne;j.

Zhao i wsp. [83] zbadali wptyw fenofibratu, leku przeciw hiperlipidemii bedacego agonistg
receptora o, aktywowaneg0 przez proliferatory peroksysomow (peroxisome proliferator-activated

receptor o. — PPARa). Stwierdzili, ze fenofibrat dziata podobnie do metforminy, zmniejszajac stan

zapalny 1 apoptozg, ale jego mechanizm dziatania dotyczy szlaku PPARo/SIRT1/NF«B.
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1.7.4. ODSETEK KRAZACYCH KOMOREK SRODBLONKA
| KRAZACYCH PROGENITOROWYCH KOMOREK SRODBLONKA

JAKO WYKELADNIK STANU SRODBLONKA NACZYNIOWEGO

Uszkodzenie $rodblonka naczyn krwiono$nych ma istotny udzial w rozwoju miazdzycy,
zakrzepicy i nadcis$nienia [84]. W cukrzycy typu 2 dysfunkcja $rédblonka poglebia si¢ na skutek
ekspozycji na hiperglikemi¢ i zwigzana z nig nadmierng produkcje wolnych rodnikéw oraz niespe-
cyficzng glikacj¢ biatek. Komorki §rodbtonka w warunkach hiperglikemii sg bardzo podatne na
nagromadzenie uszkodzen DNA oraz nasilong apoptoz¢ indukowang przez dysregulacje szlakow
NF«B/c-Jun/kaspazy i kinazy 3-fosfatydyloinozytolu. Znaczenie dla pogorszenia funkcjonowania

srodbtonka w przebiegu cukrzycy ma takze nasilona synteza prozapalnych cytokin [85].

O stopniu uszkodzenia §rodbtonka naczyn mozna wnioskowac¢ posrednio na podstawie liczby
krazacych ztuszczonych komorek srodbtonka (circulating endothelial cells — cEC). U 0s6b zdrowych
sg niewykrywalne lub wykrywa si¢ je w niewielkiej liczbie; ich odsetek ro$nie natomiast w przebiegu
infekcji, podczas wstrzgsu, w chorobach immunologicznych, ale przede wszystkim w schorzeniach
ukladu sercowo-naczyniowego — przy czym stany ostre zwykle cechuje wigksza liczba cEC
w stosunku do standw przewlektych. Wzrost liczby cEC obserwuje si¢ takze w cukrzycy, co $wiadczy

0 toksycznym wptywie hiperglikemii na srodbtonek naczyniowy [86].

Wyktadnikiem regeneracji $rodblonka sg krazace komorki progenitorowe $rodblonka
(circulating endothelial progenitor cells — cEPC). Jest to populacja komérek pochodzaca ze szpiku
kostnego, ktora ulega mobilizacji do krwi obwodowej w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek. Popula-
cja ta uczestniczy roOwniez w utrzymaniu homeostazy naczyniowej [87]. Komorki cEPC biorg udziat
zarOwno w powstawaniu nowych naczyn, jak tez w naprawie juz istniejacych, ale uszkodzonych
struktur. Sg zdolne do inkorporacji w miejscu uszkodzenia, gdzie wydzielajg czynniki wzrostowe,
pobudzajac sgsiednie komorki [85]. Wykazano, Ze uczestniczgc w procesie angiogenezy i procesach
naprawczych $rodblonka naczyn, cEPC stymuluja wytwarzanie nowych naczyn z juz istniejacych,

a takze wptywaja bezposrednio na proces dojrzewania komorek srodbtonka [87].

Obserwuje si¢ zmniejszenie liczby CEPC wraz z wiekiem, a takze w przebiegu cukrzycy,
otytosci, hiperlipidemii, nadci$nienia, niewydolno$ci nerek i chordb zapalnych. Spadek ilosci i funk-
cji cCEPC prowadzi do przyspieszonego rozwoju chorob uktadu sercowo-naczyniowego [88]. Liczba
cEPC zwiegksza si¢ natomiast pod wptywem aktywnosci fizycznej, moze by¢ tez korzystnie modyfi-

kowana przez leki (m.in. insuling, glitazony, statyny, sartany, erytropoetyne) [84,85].
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Wykazano, ze liczebno$¢ cEPC moze by¢ modyfikowana w przebiegu cukrzycy zard6wno na
etapie réznicowania si¢ EPC w szpiku kostnym, mobilizacji ze szpiku do krwi obwodowe;j, dystry-
bucji we krwi obwodowej i czasu ich przezycia na obwodzie, jak tez penetracji do Sciany naczyniowej
[89]. Nie ulega watpliwosci, ze podstawowym czynnikiem indukujgcym te zmiany jest hiperglikemia
[90].

Uszkodzenie $rédbtonka pod wptywem stresu oksydacyjnego i sit §cinajacych stanowi wcze-
sny etap dysfunkcji naczyn i rozwoju miazdzycy. cEC sg dojrzatymi komorkami §rédblonka pocho-
dzacymi z uszkodzonej blony wewng¢trznej naczyn. Liczebno$¢ EC we krwi obwodowej wzrasta na-

wet kilkunastokrotnie w warunkach prowadzacych do uszkodzenia $ciany naczyn [87].

Dlatego tez, ocena liczebnosci cEPC i1 cEC moze stanowi¢ wskaznik stopnia dysfunkcji $rod-
btonka naczyn w przebiegu cukrzycy, a takze moze by¢ uzyteczna dla monitorowania ewentualnego

korzystnego wptywu na $rodbtonek.
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I1. CEL

Jednym z najistotniejszych problemow wspolczesnej farmakoterapii cukrzycy jest zagadnienie
posredniego 1 bezposredniego oddzialywania lekéw stosowanych w leczeniu tego schorzenia na
rozw6j przewlektych powiktan cukrzycy, zwlaszcza powstajacych na podlozu makroangiopatii,

stanowigcych jakze czesta przyczyne zgondéw wsrdd chorych na cukrzyce.

Dapagliflozyna jest lekiem przeciwcukrzycowym stosunkowo niedawno wprowadzonym do
lecznictwa. Jej wptyw, zarbwno bezposredni na rozwoéj przewlektych powiktan cukrzycy, jak i na
progresje insulinopornosci obwodowej czy tez dysfunkcji komoérek B wysp trzustki nie zostat jeszcze
jednoznacznie wyjasniony. Dane epidemiologiczne 1 wyniki badan klinicznych sugeruja, ze stosowa-

nie tego leku moze korzystnie oddziatywac zmieniajac istotnie przebieg choroby.

Z tego powodu glownym celem badan, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej dysertacji
byta ocena bezposredniego i posredniego potencjalnego dziatania dapagliflozyny na wczesne fazy
rozwoju powiktan w ukladzie sercowo-naczyniowym, na podstawie rezultatow eksperymentu na

zwierzgtach laboratoryjnych.

Dla przeprowadzenia analizy wybrano zaréwno czynniki charakteryzujace wczesne etapy
zmian zachodzgcych w $cianach naczyn tetniczych oraz w mig$niu sercowym pod wplywem cu-
krzycy typu 2, a takze czynniki zwigzane z ryzykiem rozwoju insulinoporno$ci obwodowej — watro-

bowej i w mig$niach szkieletowych. Oceniono:

e ckspresje czynnikow zwigzanych ze srodblonkowym czynnikiem wzrostu naczyn
(VEGF): jego stezenie w surowicy oraz ekspresjc MRNA dla VEGF w poszczegdlnych
tkankach, a takze ekspresj¢ mRNA dla podtypow 1 12 receptora dla VEGF,

e dystrybucje progenitorowych komorek $rodblonka oraz komorek srodblonka we krwi;

e ekspresje czynnikow zwigzanych z transformujgcym czynnikiem wzrostu p (TGF- B1):
jego stezenie w surowicy oraz ekspresjc mRNA dla TGF- 1 w poszczegdlnych
tkankach;

e ckspresje sirtuiny 1 w poszczegdlnych tkankach.

Uzupetniajagcym celem badan byta proba wskazania mechanizmu dziatania dapagliflozyny
W migs$niu sercowym, w $cianie aorty, w watrobie oraz w migs$niach szkieletowych, a dla jego reali-

zacji przeprowadzono analize dystrybucji kontransportera sodowo-glukozowego 2 w tych tkankach.
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[11. CZESC DOSWIADCZALNA

I11.1. PRZEBIEG DOSWIADCZEN NA ZWIERZETACH

111.1.1. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

Doswiadczenie prowadzono na 39 szczurach, samcach rasy Wistar. Zastosowano odwrocony

cykl dobowy. Zwierzeta po okresie aklimatyzacji przydzielono losowo do jednej z trzech grup:
D — 12 zwierzat, u ktorych wyindukowano cukrzyce typu 2 i podawano dapagliflozyng;
C — 12 zwierzat, u ktorych wyindukowano cukrzyce typu 2 i podawano placebo;
K — 15 zwierzat stanowigcych grupe kontrolng bez cukrzycy, ktorym podawano placebo.

Eksperyment przeprowadzono w Katedrze i Zaktadzie Farmakologii Uniwersytetu Medycz-
nego w Poznaniu. Badania na zwierz¢tach wykonano zgodnie z Ustawg z dnia 15 stycznia 2015 r.
0 ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych (Dz.U. 2015 poz.
266) na podstawie zezwolenia udzielonego uchwalg nr 43/2015 oraz 1/2016 Lokalnej Komisji Etycz-

nej w Poznaniu.
111.1.2. INDUKCJA MODELU CUKRZYCY TYPU 2

Badanie przeprowadzono na modelu zwierzecym, w ktorym zaburzenia metaboliczne odpo-
wiadajace cukrzycy typu 2 u ludzi uzyskano poprzez chemiczne uszkodzenie trzustki — celem wywo-
tania defektu sekrecji insuliny, w pofgczeniu z podawaniem wysokotluszczowej paszy — w celu wy-
wolania insulinooopornosci obwodowej. Trzustke uszkodzono poprzez wstrzykniecie dootrzewnowe
streptozotocyny rozpuszczonej w buforze cytrynianowym. Zastosowano dawke 30 mg/kg m.c..

Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymaty analogiczng obj¢tos$¢ buforu cytrynianowego [91-93].

Przez kolejnych 7 dni zwierzgta otrzymywaty karme standardowg ad libitum, a od 8. dnia
u zwierzat z grup badanych rozpoczeto stosowanie diety wysokothuszczowej ad libitum z uzyciem
paszy doswiadczalnej Labofeed B 61% tluszczu. Diete wysokotluszczowa stosowano przez 4 tygo-

dnie w grupach C i D, podczas gdy zwierzgta z grupy K otrzymywaty karme standardows.

Nastepnie przeprowadzono test dozotadkowego obcigzenia glukozg w dawce 1 g/kg m.c..
Zmierzono glikemie na czczo oraz po uplywie 1 godziny od podania glukozy (jako odpowiednik
glikemii popositkowej). Przyjeto, ze wartosci glikemii > 126 mg/dl na czczo i/lub > 140 mg/dl

po obciazeniu glukoza byty podstawa do rozpoznania cukrzycy typu 2 u zwierzat.
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111.1.3. EKSPERYMENT GLOWNY

Eksperyment gtéwny trwat 8 tygodni. W tym czasie wszystkie zwierzeta otrzymywaty karme
standardowa ad libitum. Zwierzetom z grupy D codziennie w godzinach porannych podawano
dozotadkowo dapagliflozyne w dawce 1 mg/kg m.c. w postaci zawiesiny 0 st¢zeniu 1 mg/3 ml
w 1% Kleiku z metylocelulozy. Zwierzgtom z grupy C (z indukowang cukrzyca) i K (bez cukrzycy)

podawano placebo — metyloceluloze.

Na dzien przed rozpoczg¢ciem podawania dozotadkowo zawiesiny leku badz placebo, a takze
na dzien przed zakonczeniem eksperymentu, przeprowadzono test dozotadkowego obcigzenia glu-
koza. W dniu zakonczenia eksperymentu zmierzono glikemig na czczo. Nastepnie zastosowano znie-
czulenie ogdlne poprzez podanie dootrzewnowe soli sodowej pentobarbitalu w dawce 50 mg/kg m.c.

1 uSmiercono zwierzeta przez dekapitacje.

Krew z tetnic szyjnych pobrano na skrzep w celu pozyskania surowicy, a takze na EDTA

W celu pozyskania krwi petne;.

Surowic¢ przechowywano w temperaturze -70°C do dalszych badan, natomiast z krwi pelnej

0znaczono in extenso hemoglobine glikowang.

Niezwlocznie po dekapitacji pobrano wybrane tkanki do dalszych analiz. Tkanki przeznaczone
do badan metodami biologii molekularnej mrozono w ciektym azocie i przechowywano w tempera-
turze -70°C. Cze$¢ pobranego materialu konserwowano w formalinie buforowanej dla badan histo-

patologicznych i immunohistochemicznych.
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INDUKCJA CUKRZYCY
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I1l. 2. METODYKA BADAN

111.2.1. OZNACZANIE GLIKEMII

Pomiar glikemii u szczuréw prowadzono z uzyciem glukometru Diagnostic Gold (Diagnosis)
i odpowiednich paskow testowych. Krew wlosniczkowg do pomiaru pozyskiwano przez nacigcie

koniuszka ogona szczurzego.

Zasada metody: biosensoryczna, zwigzana z aktywnos$cig oksydazy glukozowej. W kontakcie
z kropla krwi nastgpuje zaciggniecie niewielkiej ilosci krwi wlosniczkowej (0,9 pl) przez kapilare
paska testowego do komory reakcyjnej. Gdy komora jest pelna, glukoza w probce krwi laczy sie
Z odczynnikiem obecnym na pasku testowym. Wywotuje to powstanie pradu elektrycznego o nate-
zeniu zaleznym od stgzenia glukozy we krwi. Glukometr wyswietla wynik (stezenie glukozy wyra-

zone w mg/dl) w ciggu 5 sekund.
111.2.2. OZNACZANIE STEZENIA HEMOGLOBINY GLIKOWANEJ HBA1c W KRWI PELNEJ

Stezenie HbA1c w krwi pelnej 0znaczono w zewnetrznym laboratorium metoda immunoturbi-

dymetryczng (COBAS Integra 400/700/800) standaryzowang zgodnie z IFCC [94].

Zasada metody: reakcja antygen-przeciwciato, zachodzgca w warunkach nadmiaru przeciw-
ciat. Powstaly kompleks powoduje zmetnienie roztworu 1 rozproszenie wigzki $wiatta przechodza-
cego przez badany roztwor proporcjonalnie do stezenia antygenu (HbAic). Odczytu dokonuje si¢
w oparciu o krzywg wzorcowg. Oznaczenie przeprowadzono w laboratorium analitycznym MEDIC-
LAB s.c., Szamotuly.

111.2.3. OZNACZANIE STEZENIA INSULINY W SUROWICY

W celu oznaczenia stezenia insuliny w surowicy zastosowano komercyjny test immunoenzy-
matyczny Insulin rat ELISA (Demeditec Diagnostics), ktory pozwala oznaczy¢ ilosciowo dwie,
roznigce si¢ 7 aminokwasami, formy insuliny, jakie produkowane sg w trzustce szczurow i uwalniane

do surowicy (formy I i Il).

Ogoblna zasada metody immunoenzymatycznej opiera sig na reakcji przeciwciata immobilizo-
wanego na powierzchni ptytki z tworzywa sztucznego (zwykle wykorzystuje si¢ 96-dotkowe plytki
mikrotitracyjne), ze specyficznym antygenem znajdujacym si¢ w surowicy lub innym ptynie. Po
inkubacji, na powierzchni plytki znajduje si¢ immobilizowany kompleks przeciwciato-antygen, na-
tomiast inne bialka obecne w surowicy mozna usuna¢ przez aspiracj¢ i ptukanie. Nastgpnie na plytke

nanosi si¢ przeciwcialo wtérne, znakowane enzymem — na tym etapie powstaje kompleks typu
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sandwich. Ostatnim etapem oznaczenia jest dodanie substratu dla enzymu zwigzanego z przeciwcia-
fem wtornym. Absorbancjg roztworu barwnego produktu reakcji 0znacza si¢ metoda spektrofotome-
tryczng. Stgzenie badanego czynnika w surowicy wylicza si¢, korzystajac z krzywej wzorcowej

sporzadzonej na podstawie pomiaréw absorbancji dla roztworéw kontrolnych o znanych st¢zeniach.
Zasada metody

Metoda immunoenzymatyczna oznaczania st¢zenia insuliny opiera si¢ na utworzeniu zlozo-

nych kompleksow zawierajacych:

e specyficzne monoklonalne przeciwciata pierwotne znakowane biotyng (immobilizowane
na wewngtrznej powierzchni dotkodw/studzienek ptytki powleczonej streptawidyng),
skierowane przeciwko insulinie szczurzej;

e insuling (znajdujacg si¢ w surowicy);

e przeciwciata wtorne, znakowane peroksydazg chrzanowg (horseradish peroxidase —
HRP).

Nastepnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji, ktorej wartosci sg
proporcjonalne do st¢zenia insuliny w badanych probkach. Reakcje schematycznie przedsta-

wiono na rycinie 5.
Przebieg oznaczenia
1. Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwciato pierwotne — insulina.

Do kolejnych dotkow plytki powlekanych streptawidyng, naniesiono po 20 pl roztworéw wzor-
cowych (o stezeniach insuliny: 0,0; 0,15; 0,40; 1,00; 2,00; 5,00; 10,00 ng/ml) oraz badanych
surowic.

Nastepnie, do kazdej studzienki dodano po 100 ul antyserum, zawierajacego przeciwciala skie-
rowane przeciw insulinie szczurzej znakowane biotyng. Na skutek reakcji biotyny ze strepta-

widyng dochodzi do unieruchomienia przeciwciat na powierzchni ptytki. Domeny zmienne

przeciwciala reaguja z komponenta antygenowg insuliny szczurzej I 1 11.

Plytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 20°C na wytrzasarce poziomej, wytrzgsa-
jac z predkoscig 300 ruchéw/min. Po tym czasie dotki ptukano czterokrotnie objetoscig 300 pl

buforu.
2. Przylaczenie przeciwciata wtornego znakowanego HRP.

Do kazdego dotka ptytki dodano 125 pl koniugatu zawierajacego przeciwciata wtdrne skiero-

wane przeciwko szczurzej insulinie, znakowane HRP.
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Plytke inkubowano przez 1 godzine w temperaturze 20°C na wytrzasarce poziomej, wytrzasa-
jac z predkoscia 300 ruchéw/min. Po tym czasie dotki ptukano czterokrotnie objetoscia 300 pul

buforu.
3. Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatyczne;.

Do kazdego dotka dodano 200 pl roztworu tetrametylobenzydyny (TMB), bedacej substratem
dla HRP. Ptytki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 20°C, bez dostepu $wiatla. Po tym
czasie, dodano 50 pl 1 M roztworu H2SO4 W celu zatrzymania reakcji.

Pomiar absorbancji
Pomiaru dokonano za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic przy A =405 1450 nm.
Stezenia insuliny odczytano na podstawie krzywej wzorcowe;.

Charakterystyka testu

e Czulosc¢ (sensitivity): 0,1 ng/ml
e  Wspoblczynnik zmiennosci w obrgbie 0znaczenia (intra-assay): 1,89 — 5,86 %

o  Wspobiczynnik zmiennosci dla réznych oznaczen (inter-assay): 4,35 — 9,29 %

1 2

Y oY
YoreX —§¥YY e i

\( przeciwcialo I-rzedowe sprze¢zone z biotyng
czgsteczka insuliny pochodzaca z badanej surowicy

3 4 1 przeciwcialo II-rzedowe sprzezone z HRP

1 )l Ik )1 1 1 1 1 f przemiana TMB do finalnego barwnego produktu
YYYY YYYY

Rycina 5. Uproszczony schemat oznaczania stezenia insuliny metodag immunoenzymatyczng ELISA
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111.2.4. OZNACZANIE STEZENIA PEPTYDU C W SUROWICY

Podobnie jak w przypadku insuliny, w surowicy szczurzej mozna zidentyfikowa¢ dwie formy

peptydu C (I i II), réznigce si¢ od siebie dwoma aminokwasami.

W celu oznaczenia stgzenia peptydu C w surowicy zastosowano komercyjne testy immunoen-
zymatyczne C-peptide rat ELISA (Demeditec Diagnostics). Do przeprowadzenia oznaczenia wyko-

rzystywano 96-dotkowe ptytki mikrotitracyjne.
Zasada metody
Metoda opiera si¢ na utworzeniu przez substraty ztozonych kompleksow zawierajgcych:

e specyficzne monoklonalne przeciwciala pierwotne (oplaszczajace dotki plytki,
skierowane przeciwko szczurzemu peptydowi C w obydwu formach);
e peptyd C (znajdujacy si¢ w surowicy);

e przeciwciata wtorne, znakowane HRP.

Nastepnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji, ktorej wartosci sg

proporcjonalne do stezen peptydu C w badanych probkach.
Przebieg oznaczenia
1. Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwciato pierwotne — peptyd C.

Do kolejnych dotkéw mikroptytki, optaszczonych przeciwcialami monoklonalnymi skierowa-
nymi przeciwko szczurzemu peptydowi C I i II, nanoszono po 10 pl roztworéw wzorcowych
(o stezeniach: 0; 108; 334; 1260; 2460; 3930 pmol/l) lub badanych surowic. Wzorce i probki
rozcienczono juz w studzienkach ptytki, dodajac do kazdej studzienki po 50 pul buforu do ana-
lizy.

Nastepnie ptytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 20°C, wytrzasajac na wytrza-

sarce poziomej z predkoscig 700 ruchow/min. Po tym czasie ptytke ptukano szeSciokrotnie

700 pl buforu.
2. Przylaczenie przeciwciata wtérnego znakowanego HRP.

Do kazdego dotka dodano 100 ul koniugatu mysiego przeciwciata monoklonalnego skierowa-

nego przeciwko szczurzemu peptydowi C sprzgzonego z HRP.

Plytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 20°C, wytrzasajac z predkoscia 700
ruchow/min. Po tym czasie ptytke ptukano szesciokrotnie 700 pul buforu.
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3. Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatycznej.

Do kazdej studzienki dodano 200 pl roztworu TMB. Inkubowano przez 15 minut w temperatu-

rze 20°C, bez dostepu swiatla.

Dodano 50 ul 0,5 M roztworu H2SO4 w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej prowadzacej

do powstania barwnego produktu.
Pomiar absorbancji
Pomiaru dokonano za pomocg czytnika Sunrise Tecan Basic przy A = 450 nm.
Stezenia peptydu C odczytywano na podstawie krzywej wzorcowe;.
Charakterystyka testu

e Czulosc¢ (sensitivity): 0,064 ng/ml
e  Wspoblczynnik zmiennos$ci w obrebie oznaczenia (intra-assay): 2,0 — 4,2 %

e  Wspodlczynnik zmiennosci dla réznych oznaczen (inter-assay): 2,2 — 7,2 %
111.2.5. OZNACZANIE STEZENIA VEGF W SUROWICY

W celu oznaczenia stezenia VEGF krazacego w surowicy zastosowano komercyjne testy im-
munoenzymatyczne Rat VEGF Quantikine ELISA (R&D Systems). Do przeprowadzenia o0znaczenia

wykorzystywano 96-dotkowe ptytki mikrotitracyjne.
Zasada metody

Metoda opiera si¢ na utworzeniu przez substraty ztozonych kompleksow zawierajacych:

e specyficzne monoklonalne przeciwciata pierwotne (oplaszczajace dolki ptytki,
skierowane przeciwko szczurzemu VEGF);
e VEGF (znajdujacy si¢ w surowicy);

e przeciwciala wtérne, znakowane HRP.

Nastepnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji, ktorej wartosci sg

proporcjonalne do stgzen VEGF w badanych probkach.
Przebieg oznaczenia
1. Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwciato pierwotne — VEGF.

Do kolejnych dotkow mikroptytki, optaszczonych przeciwciatami monoklonalnymi skierowa-

nymi przeciwko szczurzemu VEGF, nanoszono po 50 pl roztworu biatek przeznaczonego do
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rozcienczenia, a nastgpnie po 50 ul roztworow wzorcowych (o stezeniach: 0,0; 31,25; 62,50;

125,00; 250,00; 500,00; 1000,00; 2000,00 pg/ml), kontrolnych lub badanych surowic.

Nastepnie ptytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 20°C, wytrzasajac na wytrza-
sarce poziomej z predkoscia 500 ruchéw/min. Po tym czasie ptytke plukano pigciokrotnie 400
ul buforu.

2. Przylaczenie przeciwciata wtornego znakowanego HRP.

Do kazdego dotka dodano 100 ul koniugatu przeciwciala poliklonalnego skierowanego prze-

ciwko szczurzemu VEGF sprzezonego z HRP.

Ptytke inkubowano przez 1 godzing w temperaturze 20°C, wytrzasajac z predkoscig 500
ruchow/min. Po tym czasie ptytke ptukano pigciokrotnie 400 ul buforu.

3. Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatyczne;j.

Do kazdej studzienki dodano 100 ul roztworu TMB, zmieszanej z roztworem nadtlenku wodoru

na 15 minut przed dodaniem.
Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 20°C, bez dostgpu $wiatta.

Dodano 100 pl roztworu rozcienczonego HCl w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej

prowadzacej do powstania barwnego produktu.
Pomiar absorbancji
Pomiaru dokonano za pomoca czytnika Sunrise Tecan Basic przy A =450 nm.
Stezenia VEGF odczytywano na podstawie krzywej wzorcowe;.
Charakterystyka testu

e Czulosc¢ (sensitivity): 3,9 — 25,0 pg/ml ($rednio 8,4 pg/ml)
e  Wspodlczynnik zmiennos$ci w obrebie oznaczenia (intra-assay): 2,2 — 5,6 %

e  Wspodiczynnik zmiennosci dla réznych oznaczen (inter-assay): 4,6 — 10,0 %
111.2.6. OZNACZANIE STEZENIA TGF-f1 W SUROWICY

TGF-B1 moze by¢ obecny w surowicy zardOwno W postaci wolnej, jak rowniez zwigzanej w po-
staci biatkowego kompleksu z propeptydem LAP (latency-associated protein) badz kompleksu TGF-
B1-LAP-LTBP (latent TGF-1 binding protein) [70].

W toku oznaczenia uzyskano wynik bedacy sumg stezen wolnego TGF-B1 i jego formy latent-
nej. W celu oznaczenia stezenia TGF-1 w surowicy zastosowano komercyjny test immunoenzyma-
tyczny Mouse/Rat/Porcine/Canine TGF-B1 Quantikine ELISA (R&D Systems).
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Zasada metody
Metoda opiera si¢ na utworzeniu przez substraty ztozonych kompleksow zawierajacych:

e specyficzne monoklonalne przeciwciata pierwotne (optaszczajace dolki ptytki,
skierowane przeciwko szczurzemu TGF-B1);
e TGF-B1 (znajdujacy sie w surowicy);

e przeciwciata wtdrne, znakowane HRP.

Nastepnie wykonywany jest pomiar absorbancji barwnego produktu reakcji, ktorej wartosci sa

proporcjonalne do stezen TGF-B1 w badanych prébkach.
Przebieg oznaczenia
1. Aktywacja i rozcienczanie surowic.

Aby uwolni¢ TGF-B1 z formy latentnej, ktoéra nie wykazuje immunoreaktywnos$ci, surowice
nalezy zakwasi¢. W tym celu, do 40 ul surowicy nalezy doda¢ 10 ul 1 N roztworu HCI 1 inku-
bowac przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu, surowice nalezy do-
prowadzi¢ do pH 7,2 — 7,6 uzywajac rozcienczonego roztworu NaOH. Do wyr6wnania pH su-

rowic zuzyto po 80 ul dostepnego roztworu NaOH.

Z tak przygotowanych, aktywowanych probek o objetosci 130 ul kazda, pobierano po 20 pl
i faczono z 580 ul buforu, wchodzacego w sktad zestawu. Uzyskano w ten sposob po 600 ul
aktywowanych 1 rozcienczonych surowic, dla ktérych wspdiczynnik rozcienczenia wynosi

94,25.
2. Utworzenie kompleksu: swoiste przeciwciato pierwotne — TGF-B1.

Do kolejnych dotkéw mikroptytki, optaszczonych przeciwcialami monoklonalnymi skierowa-
nymi przeciwko TGF-B1, nanoszono po 50 ul roztworéw wzorcowych (o stezeniach: 0,0;
0,0313; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 ng/ml), kontrolnych lub aktywowanych i rozcieficzo-
nych surowic. Nastegpnie plytke inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 20°C. Po tym
czasie plytke ptukano czterokrotnie 400 ul buforu.

3. Przylaczenie przeciwciata wtérnego znakowanego HRP.

Do kazdego dolka dodano 100 pl koniugatu przeciwciata poliklonalnego skierowanego
przeciwko szczurzemu TGF-B1 sprzezonego z HRP. Plytk¢ inkubowano przez 2 godziny
w temperaturze 20°C. Po tym czasie plytke ptukano czterokrotnie 400 ul buforu.
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4. Utworzenie barwnego produktu reakcji enzymatycznej.

Do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu TMB. Roztwdr sporzadzono na 30 minut przed
zuzyciem. Plytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze 20°C, bez dostepu $wiatla.
Po tym czasie dodano 100 pl roztworu rozcienczonego HCl w celu zatrzymania reakcji enzy-

matycznej prowadzacej do powstania barwnego produktu.
Pomiar absorbancji
Pomiaru dokonano za pomocg czytnika Sunrise Tecan Basic przy A = 450 nm.
Stezenia TGF-B1 odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej.
Charakterystyka testu
o Czulosc¢ (sensitivity): 1,7 — 15,4 pg/ml (Srednio 4,6 pg/ml)

e  Wspodlczynnik zmienno$ci w obrebie oznaczenia: 1,9 — 2,9 %

e  Wspodlczynnik zmiennosci dla r6znych oznaczen: 6,4 — 9,1 %

111.2.7. OZNACZANIE WZGLEDNEJ EKSPRESJI MRNA DLA VEGF, VEGF-R1 1 VEGF-R2

ORAZ TGF-B1 w TKANKACH

Do oznaczenia ekspresji mRNA wykorzystano skrawki tkankowe zamrozone bezposrednio
w ciektym azocie. Skrawki mikronizowano r¢cznie w ciektym azocie. Niewielkg ilo$¢ zhomogenizo-
wanej tkanki zawieszono w Renozolu (Genoplast Biochemicals) i przechowywano w temperaturze
-70°C do czasu izolacji mRNA.

7 homogenatami tkankowymi postepowano w sposob wskazany przez Chomczynskiego
i Sacchi [29].

[lo$¢ wyizolowanego RNA oceniono z wykorzystaniem spektrofotometru Nano Drop One

(Thermo Scientific). Integralno$¢ RNA oceniono za pomoca elektroforezy na zelu.

Reakcje odwrotnej transkrypcji do cDNA przeprowadzono wg metodyki producenta (Invitro-
gen Thermo Fisher Scientific). Reakcje tancuchowa polimerazy DNA z detekcja fluorescencji w cza-
sie rzeczywistym (real-time quantitative polimerase chain reaction — RT-qPCR) prowadzono na
urzadzeniu Light Cycler 480 11 Real-Time PCR (Roche Diagnostics) z uzyciem SYBR Green I jako

barwnika fluorescencyjnego.

Poziom cDNA receptorow VEGF-R1 i VEGF-R2 okreslono, uzywajac metody wzglgdne;j
kwantyfikacji z wykorzystaniem kalibratora. Kalibrator uzyskano mieszajac cDNA ze wszystkich

prob. Do reakcji amplifikacji uzywano 1 pl roztworu badanego cDNA oraz 9 pl gotowej mieszaniny
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reakcyjnej LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix (Roche Diagnostics) i pary starterow.

Sekwencje par starterow przedstawiono ponizej.

Liczbe transkryptow VEGF oraz jego receptorow VEGF-R1 i VEGF-R2 wystandaryzowano

wzgledem $redniej geometrycznej liczby transkryptéw dla trzech genéw referencyjnych:

e [B-aktyna (ACTP);

e fosforybozylotransferaza hipoksantynowa 1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 —
HPRT1);

e podjednostka A dehydrogenazy bursztynianowej (succinate dehydrogenase complex,
subunit A — SDHA).

Rozcienczenia kalibratora postuzyty do wyznaczenia krzywej wzorcowej 1 oszacowania wy-

dajnosci reakcji dla poszczegolnych genow.

Oznaczenia przeprowadzono w Katedrze i Zaktadzie Biochemii i Biologii Molekularnej Uni-

wersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Sekwencje par starteréw dla poszczegdlnych genéw poddanych analizie metodg RT-gPCR.

Gen Sekwencje par starteréw 5' - 3'
VEGE CTCCACCATGCCAAGTGGTC
AATAGCTGCGCTGGTAGACG
VEGE-R1 GCAGAGCCAGGAACATATAC
GAGGTTTTGAAGCAGGAGTG
VEGE-R2 CGCGTTTTCAGAGTTGGTGG
TGAGGTAGGCAGGGAGAGTC
TGF-B1 AGAAGTCACCCGCGTGCTAAT
CACTGCTTCCCGAATGTCTGA
ACTB CACCACACTTTCTACAATGAG
CAGAGGCATACAGGGACAAC
HPRT1 CGTCGTGATTAGTGATGATG
GCAAGTCTTTCAGTCCTGTC
SDHA CTAACTACAAGGGACAGGTG
AGGCGTACAGACCAGGCACA
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111.2.8. OZNACZANIE EKSPRESJI BIALEK SIRTUINY 1 | KOTRANSPORTERA SODOWO-

GLUKOZOWEGO W TKANKACH

Wybrane tkanki homogenizowano w ciektym azocie, a nastgpnie zawieszono niewielka ilo$¢
w buforze RIPA (Sigma Life Science). Zawiesing inkubowano w lodzie przez 1 godzing, nast¢pnie
wirowano. Supernatant, zawierajacy lizat tkankowy, przeniesiono do nowej probowki i przechowy-

wano w temperaturze -70°C do czasu dalszej analizy.

Rozdziat biatek prowadzono metodg elektroforezy na 10% zelu poliakrylamidowym (Bio-Rad
Laboratories). Nastepnie biatka transferowano na membrang z nitrocelulozy (Bio-Rad). Zastosowano
metode elektrotransferu poétsuchego z wykorzystaniem urzadzenia Pierce G2 Fast Blotter Thermo
Scientific. Nastepnie membrang barwiono w temperaturze pokojowej, z wykorzystaniem buforu

Ponceau S (Sigma Aldrich).

W kolejnym etapie membrang zabezpieczono przed niespecyficznym wigzaniem przeciwcial,
zanurzajac ja W buforze blokujacym TBST-B, zawierajagcym odtluszczone mleko w proszku (SM
Gostyn).

Tak przygotowang membrang inkubowano ze specyficznym przeciwciatlem — dla identyfikacji
sirtuiny 1 z Anti-Sirtl (Merck Millipore), adla SGLT2 — z SGLT2 (ABCAM).

Charakterystyke przeciwciat i zastosowane rozcienczenie zestawiono w tabelach 1 i 2.

Membrane inkubowano kolejno z przeciwciatami I- i 1l- rzgdowymi dla detekcji sirtuiny
i SGLT2, a nastepnie z przeciwciatem dla B-aktyny (Santa Cruz Biotechnology), za kazdym razem

phuczac ja 3-krotnie przed natozeniem kolejnego odczynnika.

Po ostatnim ptukaniu, membrane osuszono, umieszczono na sztywnej folii, podano 1 ml
substratu dla HRP i przykryto druga warstwa cienkiej przejrzystej folii. Znakowanie przeciwciat HRP
umozliwia detekcje produktow reakcji barwnej. W celu detekcji chemoluminescencji wykorzystano
aparat UVP (Ultraviolet Products Limited). Odczyt prowadzono w czasie 20 minut, wykonujac seri¢
10 zdje¢ — co 2 minuty kazde. Do analizy gestosci optycznej zdje¢ wykorzystano oprogramowanie

Image J.

Oznaczenia przeprowadzono w Katedrze i Zaktadzie Biochemii 1 Biologii Molekularne;j

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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Tabela 1. Charakterystyka przeciwciat uzytych do detekcji biatek metoda Western blot

Przeciwcialo Pochodzenie
Anti-Sirtl . o )
krolicze przeciwciato poliklonalne IgG
I-rzgdowe
IGG, DNK X RB, HRP-500UL osle przeciwcialto poliklonalne IgG
I1-rzedowe skoniugowane z HRP
SGLT2 . o )
krolicze przeciwciato poliklonalne IgG
I-rzedowe
Goat Anti-Rabbit 1gG H&L (HRP) kozie przeciwcialo poliklonalne IgG
I1-rzedowe skoniugowane z HRP
mysie przeciwciatlo monoklonalne 1gGix
B-Actin Antibody (C4) HRP .
skoniugowane z HRP

Tabela 2. Rozcienczenia przeciwcial uzytych do detekcji biatek metodg Western blot

Bialko badane Rozcienczenie przeciwciala Objetos¢ buforu TBST-M
Sirtuina 1 1:1200 10 mi
SGLT2 1:857 10 ml
ACTB 1:3000 10 ml

111.2.9. OCENA DYSTRYBUCJI KRAZACYCH KOMOREK SRODBLONKA | KRAZACYCH

KOMOREK PROGENITOROWYCH SRODBLONKA

Odsetek cEC oraz cEPC zmierzono metodg cytometrii przeptywowej. Komorki identyfiko-
wano dzigki obecnosci charakterystycznych markeré6w powierzchniowych: cEC — jako komorki

CD45CD31"CD34CD133"; natomiast cEPC jako komorki CD45°CD34*CD133"CD309" [87,95].

Komorki pobrane od kazdego ze zwierzat zawieszano w roztworze soli zrOwnowazonym

roztworem Hanka (HBSS, Invitrogen), zawierajacym takze odpowiednie przeciwciata:

e poliklonalne krdlicze przeciwciato przeciwko CD34 (Bioss Antibodies)
sprzgzone Z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC);

e poliklonalne krolicze przeciwciato przeciwko CD31/PECAM (Bioss Antibodies)
sprzezone z fikoerytryna (PE);
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e monoklonalne przeciwciato przeciwko CD133 (Prominin-1) (Bioss Antibodies)
znakowane allofikocyjaning (APC);
e monoklonalne mysie przeciwciato przeciwko VEGF-R2/KDR (Novus Biologicals)

sprzezone z kompleksem perydynina-chlorofil- biatko.

Komorki inkubowano w roztworze przeciwcial przez godzine, nast¢pnie przemyto dwukrotnie

roztworem chlorku sodu buforowanym fosforanami i utrwalono 2% roztworem formaldehydu.

Odsetek komorek cEC i cEPC oceniano z uzyciem aparatu do cytometrii przeptywowej FACS
Canto (Beckton Dickinson), po uzyskaniu 200 tysiecy cykli poddajac wstgpne wyniki analizie z uzy-
ciem oprogramowania Diva (Beckton Dickinson). Caty proces powtorzono z uzyciem kontrolnych

przeciwcial (Santa Cruz).

Oznaczenie przeprowadzono w Katedrze Immunologii Klinicznej 1 Zaktad Immunologii Uni-

wersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

111.3. MATERIALY

111.3.1. ODCZYNNIKI ZASTOSOWANE W DOSWIADCZENIU GLOWNYM
Streptozotocyna (streptozocyna, N-[metylonitrozokarbamoilo]-a-D-glukozamina).
Producent: Sigma-Aldrich, Niemcy.
Kwas cytrynowy. Producent: Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska.
Cytrynian sodu. Producent: Polskie Odczynniki Chemiczne, Polska.
Woda do wstrzykiwan. Producent: Baxter, Polska.
Glukoza. Producent: Prolab, Polska.

Dapagliflozyna. Tabletki powlekane Forxiga 10 mg.
Producent: Bristol-Myers Squibb/AstraZeneca, Wielka Brytania.

Metyloceluloza. Producent: Sigma-Aldrich, Japonia.

Sél sodowa pentobarbitalu. Roztwor do wstrzykiwan Euthasol Vet, 400 mg/ml.

Producent: Fatro, Polska.

Formalina buforowana obojetna 10%. Producent: Aqua-Med, Polska.
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111.3.2. PASZE

Sklad pasz przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Porownanie warto$ci odzywczych w 1 kg paszy standardowej i do§wiadczalne;.

WartoSci Zawartos¢ w 1 kg paszy Zawartos¢ w 1 kg paszy
odzywcze Labofeed B standard Labofeed B 61% tluszczu
Zawartos¢ energii
11,5 MJ 26,4 MJ
metabolicznej
Weglowodanow — 67 % Nie podano
Energia . ]
Biatek — 25% Nie podano
pochodzaca z: , .
Thuszczow — 8 % Nie podano
Biatko surowe 175,09 165,0 g
Thuszcz surowy 3500 627,09
W16kno surowe 70,09 15,4 g
Skrobia 330,09 12,8 ¢g
Popiot 32,09 32,79

Lizyna — 9,0 g; metionina + cysteina | Lizyna— 12,5 g; metionina + cyste-
— 6,3 g; tryptofan — 2,0 g; treonina — | ina — 6,13 g; tryptofan — 2,07 g; treo-

6,0 g; izoleucyna — 6,0 g; leucyna — nina — 7,54 g; izoleucyna — 3,68 g;
Sktad
: 12,0 g; walina — 8,0 g; histydyna — | leucyna — 13,4 g; walina — 8,29 g; hi-
aminokwasowy: . -
4,0 g; arginina — 10,0 g; fenyloala- stydyna — 5,10 g; arginina — 9,33 g;

nina + tyrozyna — 12,5 g; fenyloalanina + tyrozyna — 6,74 g;
betaina— 17,0 g betaina — nie podano
Kwas linolowy nie podano 50,8 mg

Pasza Labofeed B (LSM) — pasza bytowa (standardowa), granulowana, przeznaczona dla dorostych
szczurow laboratoryjnych, zgodna z zaleceniami National Research Council w zakresie Nutrient
Requirements of Laboratory Animals.

Pasza Labofeed B 61% tluszczu — pasza doswiadczalna, w postaci potstatej, o zwigkszonej zawar-
tosci thuszczu 1 kaloryczno$ci.
Producent: Wytwornia Pasz 1 Koncentratow ,,Morawski”, Polska.
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I11.4. STATYSTYCZNA OCENA WYNIKOW

Obliczenia statystyczne przeprowadzono z zastosowaniem programu STATISTICA (wersja
12) na licencji Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Wartosci zmiennych podane w rozdziale V. wyrazono jako $rednie arytmetyczne + odchylenie

standardowe z podaniem mediany.
Normalnosc¢ rozktadu badano testem Shapiro-Wilka.

Dane, ktére spetnialy zalozenia normalnosci rozktadu i jednorodno$ci wariancji w obrebie grup
poréwnywano wykorzystujac testy parametryczne (ANOVA), natomiast pozostale dane porowny-

wano wykorzystujac testy nieparametryczne (ANOVA Kruskala-Wallisa).

Poréwnanie dwu grup zmiennych przeprowadzono odpowiednio testem t-Studenta lub testem

Manna-Whitneya.

Przeprowadzono takze analize¢ kowariancji (ANCOVA) w celu potwierdzenia/wykluczenia, ze

podawany lek wywiera niezalezny wptyw na obserwowane réznice migdzy badanymi grupami.

Oceniono takze korelacje pomigdzy wybranymi parametrami wyréwnania metabolicznego
cukrzycy, parametrami odzwierciedlajagcymi czynno$¢ komoérek B wysp trzustki i wskaznikiem insu-
linoopornosci obwodowej, a ekspresjg wybranych czynnikow zwigzanych z patomechanizmem prze-

wlektych powiktan cukrzycy typu 2 wykorzystujac nieparametryczny test Spearmana.

Za znamienne statystycznie przyjeto wartosci dla p < 0,05. Przedziat ufnosci dla pozyskanych

wynikéw wynosi zatem 95%.
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V. WYNIKI

1V.1. CHARAKTERYSTYKA OGOLNA BADANYCH GRUP

Masy ciata zwierzat, zarbwno masa ciata mierzona przed rozpoczeciem eksperymentu oraz
mierzona po zakonczeniu podawania karmy wysokothuszczowej, nie r6znity si¢ istotnie pomigdzy

grupami (tabela 4).

Wartosci glikemii na czczo oraz glikemii mierzonej po uptywie 1 godziny od obcigzenia glu-
koza (odpowiednik glikemii popositkowej) spetniaty zatozone w metodyce pracy kryteria, a miano-
wicie: wyniki testu dozotadkowego obcigzenia glukozg wykonanego przed rozpoczeciem ekspery-
mentu wskazywaly na brak zaburzen w zakresie gospodarki weglowodanowej we wszystkich bada-
nych grupach; natomiast wyniki testu przeprowadzonego po zakonczeniu wstepnej fazy
eksperymentu (indukcja cukrzycy w dwu grupach) ujawnity $rednig glikemie na czczo > 126 mg/dl
i/lub glikemi¢ mierzong po uptywie 1 godziny od obciazenia glukoza > 140 mg/dl w grupach D i C
(tabela 5).

Stezenie HbAic w grupie zwierzat otrzymujacych dapagliflozyng bylo zblizone do stezenia
u zwierzat w grupie kontrolnej, natomiast u zwierzat z cukrzycg otrzymujacych placebo stezenie
HbA1¢ bylo znamiennie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Glikemia na czczo oceniana na zakonczenie
eksperymentu byta wyzsza w grupie C w poréwnaniu do grupy otrzymujacej dapagliflozyne i w po-
réwnaniu do grupy K. Natomiast glikemia mierzona po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukozg na
zakonczenie eksperymentu byla zblizona w grupach D i K, a w grupie C istotnie wyzsza w porowna-

niu do grupy kontrolnej (tabela 4).

Nie stwierdzono r6éznic w zakresie st¢zenia peptydu C w surowicy pomigdzy grupami bada-
nych zwierzat, natomiast wskaznik HOMA|r przyjmowat najwyzsze wartosci w grupie C i1 rdznity
si¢ one znamiennie od wskaznikow wyliczonych dla grup D i K. Wskaznik HOMAJr byt zblizony
w tych grupach (tabela 4).
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Tabela 4. Charakterystyka ogolna badanych grup

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana srednia = SD srednia = SD srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
Masa ciata przed rozpoczeciem
226,67 28,07 | 238,33+ 13,37 | 238,67 +22,64
podawania karmy wysokothiszczowej (230,00) (235,00) (250,00)
w grupach D i C [g]
Masa ciata po zakonczeniu
560,00 = 66,06 | 568,33 +44,48 | 564,67 + 36,23
podawania karmy wysokottuszczowe;j (580,00) (555,00) (570,00)
w grupach D i C [g]
4,02 + 0,47 4,83 + 1,534 3,80 £ 0,20
Stezenie HbA1c [%
ezenie HbAue [%] (3,90) (4,35) (3,80)
Glikemia na czczo oceniana 100,58 + 30,39 | 165,75+ 15,12% | 77,00 +19,24
na zakonczenie eksperymentu [mg/dI] (106,50) (163,00) (67,50)
Glikemia mierzona 1
po uptywie 125,17 +23,77 | 18525+87,187 | 113,79+ 13,06
1 godziny od obcigzenia gluk:
godziny 0 obelpzema gitkoza (119,50) (160,00) (112,50)
na zakonczenie eksperymentu [mg/dl]
Stezenie peptydu C 1,25+ 0,49 1,36 £ 0,52 1,72+ 0,70
w surowicy [ng/ml] (1,29) (1,28) (1,62)
1,98 + 1,04 3,11 +0,75% 1,27 +£ 0,33
Wskaznik HOMA|r
(1,85) (2,97) (1,25)

Grupa D - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

% _ réznica znamienna wzgledem grupy K (p < 0,05)
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Tabela 5. Wyniki testu dozoladkowego obciazenia glukozg w badanych grupach

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana Srednia = SD srednia = SD srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
Przed rozpoczeciem eksperymentu
116,58 £ 16,51 117,25+ 7,10 114,87 + 8,57
Glikemia na czczo [mg/dl]
(114,50) (118,50) (117,00)

Glikemia mierzona po uptywie

1 godziny od obcigzenia glukoza

105,42 + 10,56

121,17 £ 16,74

106,60 + 12,59

[mg/dI]

(101,00) (123,50) (107,00)
[mg/dl]
Po indukcji cukrzycy typu 2 w grupach D i C
157,67 £55,71 | 185,83 £95,24 96,47 £ 9,58
Glikemia na czczo [mg/dl]
(143,00) (159,50) (97,00)
Glikemia mierzona po uptywie
253,08+119,03 | 286,08 +98,13 | 114,80 + 22,06
1 godziny od obcigzenia gluk:
godziny od obcigzenia glukoza (212,50) (279,50) (113,00)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
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1V.2. STEZENIE VEGF W SUROWICY ORAZ EKSPRESJA MRNA DLA CZYNNIKOW

ANGIOGENNYCH ZWIAZANYCH Z VEGF W POSZCZEGOLNYCH GRUPACH

Stezenie VEGF w surowicy nie roéznilo si¢ pomigdzy poszczegdlnymi grupami (tabela 6a).

Ekspresja mRNA dla VEGF w mig$niu sercowym w grupie otrzymujacej dapagliflozyn¢ byta
podobna do obserwowanej w grupie bez cukrzycy. Jednoczesnie ekspresja mRNA dla VEGF w mio-
kardium u zwierzat z cukrzyca otrzymujacych placebo byta znamiennie nizsza w poréwnaniu za-

réwno do grupy D, jak i do K (tabela 6b, rycina 6).
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- : - | Zakres nicodstajacych
Grupa D Grupa C Grupa K o Dane surowe

Rycina 6. Porownanie wzglednej ekspresji mMRNA dla VEGF w miokardium w badanych grupach
Grupa D - zwierzeta z wyindukowanag cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowanag cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
Stosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

Stosujac test ANCOVA, w ktorym zmienng zalezng byla ekspresja VEGF w migéniu serco-
wym, a zmiennymi niezaleznymi byly HbAi., HOMAr i st¢zenie peptydu C w surowicy, wykazano,
ze jedynym czynnikiem determinujagcym obserwowane réznice w ekspresji mRNA dla VEGF w tej

tkance byty substancje, ktora otrzymywaly zwierzgta z poszczegdlnych grup (tabela 10a).
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Nie wystepowaly roznice pomiedzy grupami w zakresie ekspresji mMRNA dla receptora 1 dla
VEGF w mig$niu sercowym. Natomiast ekspresja mRNA dla receptora 2 dla VEGF w tej samej
tkance byla znacznie wyzsza w grupie otrzymujacej dapagliflozyne, zar6wno w odniesieniu do grupy

z cukrzyca otrzymujacej placebo, jak tez w poréwnaniu do grupy bez cukrzycy (tabela 6b, rycina 7).

6

17 :

o o

\ ]
g
o
i -
@ % — Mediana
] 25%-75%
| Zakres nicodstajacych

Grupa D Grupa C Grupa K o Dane surowe

Ekspresja mRNA dla VEGF-R2
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Rycina 7. Poréwnanie wzglednej ekspresji mMRNA dla VEGF-R2 w miokardium w badanych grupach
Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

Test ANCOVA z zastosowaniem modelu, w ktérym zmiennymi niezaleznymi byty HbA1c,
HOMAr 1 stgzenie peptydu C lub modelu uwzgledniajacego glikemie na czczo, glikemi¢ oceniang
po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza, HOMAR i stezenie peptydu C jako zmienne niezalezne,
potwierdzil, ze czynnikiem decydujacym o wystapieniu obserwowanych réznic w zakresie ekspresji
MRNA dla VEGF-R2 w miokardium byta przede wszystkim podawana substancja, jak tez stezenie
peptydu C w surowicy (tabela 10b).
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W grupie otrzymujacej dapagliflozyne zanotowano wyzsza ekspresj¢ mRNA dla VEGF oraz
dla VEGF-R2 w $cianie aorty w porownaniu do grupy bez cukrzycy, natomiast ekspresja mRNA dla
VEGF-R1 w tej strukturze w grupie D byta nizsza niz w grupie K. Jednoczes$nie ekspresja wszystkich
wspomnianych wyzej czynnikdw w $cianie aorty w grupie zwierzat otrzymujacych dapagliflozyne
ksztaltowala si¢ podobnie jak w grupie zwierzat z cukrzycg otrzymujacych placebo (tabela 6c).

Ekspresja mRNA dla VEGF oraz ekspresja mMRNA dla VEGF-R2 w watrobie byty porowny-
walne we wszystkich badanych grupach. Natomiast ekspresja mRNA dla VEGF-R1 w watrobie
w grupie otrzymujacej dapagliflozyng byta znaczaco wyzsza w poréwnaniu do grupy C, jak i do K
(tabela 6d, rycina 8).
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Rycina 8. Porownanie wzglednej ekspresji mMRNA dla VEGF-R1 w migzszu watroby w badanych grupach
Grupa D - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowana cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test Scheffégo (ANOVA)

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

Testy ANCOV A uwzgledniajace jako zmienne niezalezne HbAic, HOMAR i stezenie peptydu
C lub glikemi¢ na czczo, glikemi¢ oceniang po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza, HOMA r
1 stezenie peptydu C potwierdzily, ze stosowanie dapagliflozyny w grupie D bylo jedynym czynni-
kiem determinujacym ekspresje MRNA dla VEGF-R1 w watrobie (tabela 10c).
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W miesniach szkieletowych zaobserwowano obnizong ekspresje mRNA dla VEGF w grupie
zwierzat z cukrzyca otrzymujacych placebo. Grupy D i K nie roznity si¢ pod tym wzgledem miedzy
sobg (tabela 6e, rycina 9).
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Rycina 9. Poréwnanie wzglednej ekspresji mRNA dla VEGF w mie$niu szkieletowym w badanych grupach
Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test Scheffégo (ANOVA)

% _ réznica znamienna wzgledem grupy K (p < 0,05)

Analiza kowariancji nie potwierdzita jednak znaczenia podawanej substancji dla istnienia r6z-

nic pomiedzy grupami.

Ekspresja mRNA dla receptorow 1 i 2 dla VEGF w mig$niach szkieletowych nie roznita si¢

znamiennie pomig¢dzy grupami (tabela 6e).
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Tabela 6a-e. Stgzenie VEGF w surowicy oraz ekspresja czynnikéw angiogennych zwigzanych

z VEGF w wybranych tkankach w poszczegdlnych grupach

Tabela 6a. Stezenie VEGF w surowicy

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana Srednia + SD Srednia + SD Srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
42,78 £5,16 44,04 + 4,73 46,41 + 5,09
Stezenie VEGF w surowicy [pg/ml] (42,22) (43,63) (46.29)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
Stosowano test ANOVA

Tabela 6b. Wzgledna ekspresja mMRNA dla VEGF, dla VEGF-R1 i dla VEGF-R2 w miokardium

Grupa D GrupaC Grupa K
Grupa badana Srednia = SD Srednia = SD Srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
2,04 + 1,07 1,00 £0,47% 1,80 + 0,85
mRNA dla VEGF
(1,84) (1,08) (1,63)
2,57 + 2,54 2,33+ 2,77 1,44 + 1,43
mRNA dla VEGF-R1
(1,44) (1,08) (0,94)
2,06 +1,17% 0,78 + 0,36 0,96 + 0,49
mRNA dla VEGF-R2
(1,70) (0,80) (0,78)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)
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Tabela 6¢. Wzgledna ekspresja mRNA dla VEGF, dla VEGF-R1 i dla VEGF-R2 w $cianie aorty

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana srednia = SD srednia = SD srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
0,89 + 0,864 1,57 + 1,454 0,13 + 0,07
mRNA dla VEGF
(0,45) (1,25) (0,13)
0,58 + 0,434 0,06 + 0,074 2,11+ 0,34
MRNA dla VEGF-R1
(0,55) (0,04) (2,00)
3,33+1,18% 4,00 + 1,984 1,40+0,78
MRNA dla VEGF-R2
(3,16) (4,44) (1,35)
Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne
Grupa C — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo
Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa
Z _ réznica znamienna wzgledem grupy K (p < 0,05)
Tabela 6d. Wzgledna ckspresja  mRNA dla VEGF, dla VEGF-R1 i dla VEGF-R2
W migzszu watroby
Grupa D GrupaC Grupa K
Grupa badana srednia = SD srednia = SD srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
1,97 £ 0,65 2,24 £ 0,65 1,88 + 0,55
mRNA dla VEGF
(1,89) (2,06) (1,90)
1,39 + 0,55% 0,68 + 0,27 0,69 +£0,36
MRNA dla VEGF-R1
(1,33) (0,61) (0,74)
2,21 +£0,81 2,10 £ 0,67 2,42 +£1,06
MRNA dla VEGF-R2
(2,11) (1,94) (2,03)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace dapagliflozyne
Grupa C — zwierzg¢ta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace placebo
Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)
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Tabela 6e. Wzgledna ckspresja  mRNA dla VEGF, dla VEGF-R1 i dla VEGF-R2
w mig$niu szkieletowym
Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana Srednia + SD srednia = SD srednia £ SD
(mediana) (mediana) (mediana)
1,14 + 0,47 0,61 + 0,30% 1,37 +£0,93
mRNA dla VEGF
(1,04) (0,69) (0,99)
1,66 + 1,27 1,05+ 0,76 1,03+0,79
mMRNA dla VEGF-R1
(1,19) (0,85) (0,55)
0,44 + 0,32 0,46 + 0,39 0,48 £0,22
MRNA dla VEGF-R2
(0,35) (0,31) (0,46)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

Z _ réznica znamienna wzgledem grupy K (p < 0,05)
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IV.3. STEZENIE TGF-B1 W SUROWICY ORAZ EKSPRESJA MRNA DLA TGF-f1

W TKANKACH W POSZCZEGOLNYCH GRUPACH

Stezenie TGF-B1 we Krwi nie r6éznito si¢ pomiedzy poszczegdlnymi grupami (tabela 7).

Ekspresja mRNA dla TGF-B1 w mig$niu sercowym oraz w watrobie byla zblizona w grupach
D i K i znamiennie nizsza w obu tych grupach niz w grupie C (tabela 7, rycina 10 i 11).

6
X
—_ 51
=4
=
&
=
[+
= 4r Z
ot
s 2 3 .
=S
2 g
7B
T Pt
o] 2r
g B
E’. i
[=11]
3]
2 4t
— Mediana
7] 25%-75%
0 | Zakres nicodstajacych

Grupa D Grupa C Grupa K o Dane surowe

Rycina 10. Porownanie wzglednej ekspresji mMRNA dla TGF-1 w miokardium w badanych grupach
Grupa D - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowana cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test Scheffégo (ANOVA)

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)
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Rycina 11. Poréwnanie wzglednej ekspresji mMRNA dla TGF-B1 w migzszu watroby w badanych grupach
Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ rdznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

Test ANCOVA z zastosowaniem modelu, w ktérym zmiennymi niezaleznymi byty HbA1c,
HOMAR i stezenie peptydu C potwierdzil znaczenie stosowania dapagliflozyny dla wystgpienia
wspomnianych roznic w zakresie ekspresji MRNA dla TGF-B1 w watrobie (tabela 10e). W odniesie-
niu do roéznic ekspresji TGF-B1 zaobserwowanych w migéniu sercowym, wyniki testu
ANCOVA takze pozwolity wskaza¢ podawang substancje¢, jako czynnik determinujgcy réznice po-
miedzy grupami. Jednakze na pojawienie si¢ tych réznic miaty tez wptyw wartosci HbA1c 1 st¢zenie

peptydu C w surowicy (tabela 10d).

Nie stwierdzono r6znic w odniesieniu do ekspresji mMRNA dla TGF-1 w $cianie aorty oraz

w mig¢sniach szkieletowych (tabela 7).
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Tabela 7. Stezenie TGF-B1 w surowicy oraz ekspresja mRNA dla TGF-B1 w wybranych tkankach

W poszczegbdlnych grupach

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana srednia = SD Srednia £ SD $rednia £ SD
(mediana) (mediana) (mediana)
76,40 + 25,62 70,75 + 22,89 91,96 + 33,43
Stezenie TGF-B1 w surowicy [ng/ml] (79.82) (70.56) (89.13)
Wzgledna ekspresja mRNA 1,42 +0,28 2,84 +1,48% 1,34+ 0,42
dla TGF-B1 w miokardium (1,41) (2,19) (1,33)
Wzgledna ekspresja mRNA 0,93 £0,33 0,90 + 0,33 1,01 +£0,41
dla TGF-B1 w $cianie aorty (0,89) (0,90) (1,02)
Wzgledna ekspresja mRNA 0,19+ 0,15 0,52 + 0,22% 0,17+ 0,09
dla TGF-B1 w miazszu watroby (0,10) (0,46) (0,17)
Wzgledna ekspresja mRNA 0,84 £ 0,23 0,78 + 0,44 0,79 + 0,30
dla TGF-B1 w mieéniu szkieletowym (0,80) (0,58) (0,74)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ rdznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)
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IV.4. EKSPRESJA SIRTUINY 1 W TKANKACH W POSZCZEGOLNYCH GRUPACH

Ekspresja sirtuiny 1 oceniana w mies$niu sercowym, W aorcie oraz w mie¢$niach szkieleto-
wych nie wykazywata roznic pomigdzy badanymi grupami. W watrobie ekspresja sirtuiny 1 w grupie
otrzymujacej dapagliflozyng byta pordéwnywalna z grupg bez cukrzycy, a w grupie z cukrzycg otrzy-

mujacej placebo byta ona znamiennie nizsza (tabela 8, rycina 12).

7

?Y

Ekspresja sirtuiny 1 w migzszu watroby

1 — Mediana

F
51 m— [
o
j E
| u]
25%-75%

- - - [ Zakres nieodstajacych
Grupa D Grupa C Grupa K o Dane surowe

Rycina 12. Poréwnanie wzglednej ekspresji sirtuiny 1 w migzszu watroby w badanych grupach
Grupa D - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowana cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo
Stosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa

Y — roznica znamienna wzgledem grupy C (p < 0,05)

Stosujac analiz¢ kowariancji uwzgledniajaca model, w ktorym zmiennymi niezaleznymi byly
HbA1., HOMAR i stgzenie peptydu C udowodniono, ze podawanie dapagliflozyny mialo najistot-
niejszy 1 niezalezny od pozostalych czynnikéw wplyw na pojawienie si¢ roznic w ekspresji sirtuiny

1 w watrobie (tabela 10f).
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Tabela 8. Ekspresja sirtuiny 1 w poszczego6lnych grupach

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana Srednia = SD Srednia = SD Srednia = SD

(mediana) (mediana) (mediana)
Wzgledna ekspresja biatka 0,43 £0,25 0,38 £0,26 0,36 £ 0,29
sirtuiny 1 w miokardium (0,43) (0,37) (0,32)
Wzgledna ekspresja biatka 0,05 + 0,04 0,24 + 0,27 0,06 + 0,03
sirtuiny 1 w aorcie (0,04) (0,09) (0,07)
Wzgledna ekspresja biatka 2,70 £ 0,86" 1,40 + 0,71 2,61 £ 1,41
sirtuiny 1 w migzszu watroby (2,85) (1,29) (2,12)
Wzgledna ekspresja biatka 0,10+0,12 0,13+0,16 0,06 + 0,03
sirtuiny 1 w migéniu szkieletowym (0,04) (0,06) (0,07)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzyca otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

Y _ roznica znamienna wzgledem grupy C (p < 0,05)
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IV.5. DYSTRYBUCJA KRAZACYCH KOMOREK SRODBLONKA | KRAZACYCH
PROGENITOROWYCH KOMOREK SRODBLONKA WE KRWI W POSZCZEGOLNYCH

GRUPACH

Odsetek cEPC we krwi w grupie D byl znamiennie wyzszy w poroéwnaniu do grupy C, jak
réwniez w porownaniu do grupy K. Liczebno§¢ CEC we krwi w grupie otrzymujacej dapagliflozyne
byla nizsza niz w grupie z cukrzycg otrzymujacej placebo i porownywalna z obserwowang w grupie

bez cukrzycy (tabela 9, rycina 13).
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Rycina 13. Poroéwnanie odsetka krazacych komorek srodbtonka i progenitorowych komorek $rodbtonka
pomiedzy grupami

Grupa D - zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzgta z wyindukowana cukrzyca otrzymujace placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujace placebo

Stosowano test ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ roznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)
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Tabela 9. Wybrane markery stanu srédbtonka w poszczegodlnych grupach

Grupa D Grupa C Grupa K
Grupa badana Srednia = SD Srednia = SD Srednia = SD
(mediana) (mediana) (mediana)
Odsetek progenitorowych 2,17 £1,51% 0,46 + 0,49 0,81 +0,92
komorek $rodblonka we krwi [%)] (1,57) (0,18) (0,60)
Odsetek komorek $rodblonka 0,88 +0,72 2,27 +1,18% 0,81 +£0,35
we krwi [%0] (0,58) (2,08) (0,91)

Grupa D — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujace dapagliflozyne

Grupa C — zwierzeta z wyindukowang cukrzycg otrzymujgce placebo

Grupa K — zwierzeta bez zaburzen gospodarki weglowodanowej otrzymujgce placebo

Stosowano odpowiednio testy ANOVA lub ANOVA Kruskala-Wallisa

X _ rdznica znamienna wzgledem pozostatych grup (p < 0,05)

W odniesieniu do odsetka cEPC analiza kowariancji wykazata, ze tylko stosowanie okreslonej
substancji, a nie czynniki takie jak glikemia na czczo, glikemia oceniania po uptywie 1 godziny od
obcigzenia glukoza, HbAi,, HOMAIR czy tez stezenie peptydu C, mialo wptyw na obserwowane

zmiany dystrybucji tych komorek we krwi (tabela 10g). Natomiast roznice odsetkowe cEC pomiedzy

poszczegdlnymi grupami nie zostaly potwierdzone testem ANCOVA.
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Tabela 10a-g. Wyniki analizy kowariancji, w ktorej zmiennymi zaleznymi byty badane wyktadniki

wczesnej aterogenezy i makroangiopatii, a zmienne niezalezne stanowity: 1) HbAic HOMAR, ste-

zenie peptydu C; lub 2) glikemia oceniana na czczo i po uplywie 1 godziny od obcigzenia glukoza,

HOMAR, stezenie peptydu C

Tabela 10a. Zmienna zalezna: ekspresja mRNA dla VEGF w miokardium
Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA1c 1,50 0,23 Glikemia Oh 0,19 0,66
HOMAR 0,20 0,66 Glikemia 1h 0,07 0,80
Stezenie peptydu C 0,81 0,38 HOMAR 0,02 0,89
Podawana substancja | 3,55 0,04 * Stezenie peptydu C 0,80 0,38
Podawana substancja | 2,31 0,12

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)

Tabela 10b. Zmienna zalezna: ekspresja mRNA dla VEGF-R2 w miokardium
Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA1c 2,97 0,09 Glikemia Oh 3,83 0,06
HOMAR 2,63 0,11 Glikemia 1h 0,09 0,77
Stezenie peptydu C 4,20 0,05~* HOMAR 0,13 0,72
Podawana substancja | 8,98 0,001 * St¢zenie peptydu C 2,56 0,12
Podawana substancja | 7,40 0,002 *

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obciazenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 10c.

Zmienna zalezna: ekspresja mRNA dla VEGF-R1 w watrobie

Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA:. 0,72 0,40 Glikemia Oh 1,32 0,26
HOMAR 0,59 0,45 Glikemia 1h 0,86 0,36
Stezenie peptydu C 0,03 0,87 HOMAR 0,37 0,54
Podawana substancja | 10,58 0,0003 * | Stezenie peptydu C 0,13 0,72
Podawana substancja | 9,31 0,001 *

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)

Tabela 10d. Zmienna zalezna: ekspresja mRNA dla TGF-f1 w miokardium
Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbAc 11,83 0,002 * Glikemia Oh 0,10 0,76
HOMAR 1,83 0,19 Glikemia 1h 0,82 0,37
Stezenie peptydu C 8,60 0,01~* HOMAR 0,18 0,67
Podawana substancja | 11,54 0,0002 * | Stezenie peptydu C 6,48 0,02 *
Podawana substancja | 4,07 0,03 *

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obciazenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 10e.

Zmienna zalezna: ekspresja mRNA dla TGF-B1 w migzszu watroby

Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA:. 3,07 0,09 Glikemia Oh 0,62 0,44
HOMAR 0,63 0,43 Glikemia 1h 6,31 0,02 *
Stezenie peptydu C 1,42 0,24 HOMAR 0,00 0,96
Podawana substancja | 9,44 0,001 * St¢zenie peptydu C 1,21 0,28
Podawana substancja | 1,39 0,27

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)

Tabela 10f. Zmienna zalezna: ekspresja biatka sirtuiny 1 w migzszu watroby
Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA:. 0,05 0,83 Glikemia Oh 4,39 0,05 *
HOMAR 0,15 0,70 Glikemia 1h 0,26 0,62
Stezenie peptydu C 0,07 0,80 HOMAR 1,19 0,28
Podawana substancja | 3,46 0,05 * St¢zenie peptydu C 0,46 0,50
Podawana substancja | 0,32 0,73

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obciazenia glukoza

* Wartos¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)
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Tabela 10g.

Zmienna zalezna: odsetek CEPC

Zmienne niezalezne F p Zmienne niezalezne F p
HbA:. 0,28 0,60 Glikemia Oh 0,00 0,99
HOMAR 0,02 0,88 Glikemia 1h 0,34 0,57
Stezenie peptydu C 0,01 0,93 HOMAR 0,00 0,95
Podawana substancja | 6,91 0,003 * St¢zenie peptydu C 0,01 0,93
Podawana substancja | 3,67 0,04 *

Glikemia Oh — glikemia oceniana na czczo

Glikemia 1h — glikemia oceniana po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukoza

* Warto$¢ znamienna statystycznie (p < 0,05)
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1V.6. ZWIAZEK POMIEDZY WYROWNANIEM METABOLICZNYM CUKRZYCY,
CZYNNOSCIA KOMOREK B WYSP TRZUSTKI | NASILENIEM INSULINOPORNOSCI
OBWODOWEJ A EKSPRESJA BADANYCH CZYNNIKOW ZWIAZANYCH Z PATOGENEZA

PRZEWLEKEYCH POWIKEAN CUKRZYCY

Zbadano czy istnieja jakiekolwiek korelacje pomi¢dzy wyktadnikami wyr6wnania cukrzycy
| parametrami charakteryzujacymi jej przebieg a czynnikami zwigzanymi z VEGF, TGF-f1,

sirtuing 1, cEPC, cEC.

Wykazano ujemng korelacje pomiedzy glikemig na czczo a ekspresja mRNA dla VEGF
w miokardium [r =(-0,45)] oraz ujemng korelacj¢ pomig¢dzy stezeniem peptydu C w surowicy
a ekspresja MRNA dla VEGF-R1 w miokardium [r =(-0,44)].

Ponadto stwierdzono, ze istnieje dodatnia korelacja pomiedzy glikemig na czczo a ekspresja
mRNA dla TGF-B1 w miokardium (r=0,42); pomi¢dzy glikemig na czczo (r=0,69), glikemig ozna-
czang po uplywie 1 godziny od obcigzenia glukoza (r=0,56), HbA1c (r=0,49) i wskaznikiem HOMAr
(r=0,43), a ekspresjag TGF-p1 w watrobie.

Zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem HbAIlc a ekspresjg sirtuiny 1
w $cianie aorty (r=0,42) i ujemng korelacje pomiedzy glikemig na czczo a ekspresja biatka sirtuiny 1
w migzszu watroby (r=(-0,51)).

Stwierdzono rowniez, ze wyzsze wartosci wskaznika HOMA\r (r=0,52) oraz glikemii ozna-

czanej po uplywie 1 godziny od obcigzenia glukoza (r=0,49) wspotistniejg ze wzrostem odsetka cEC.
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1V.7. EKSPRESJA KOTRANSPORTERA SGLT2 W ROZNYCH TKANKACH

Biorac pod uwage wszystkie zwierzgta lacznie zaobserwowano roznice w zakresie dystrybucji
kotransportera SGLT2 pomigdzy tkankami. Ekspresja SGLT2 w miokardium i w watrobie byta zna-
miennie wyzsza w porownaniu do ekspresji SGLT2 w aorcie, jak tez w mig$niu szkieletowym (rycina

14).
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Rycina 14. Poréwnanie wzglednej ekspresji SGLT2 pomiedzy roéznymi tkankami dla wszystkich grup
traktowanych tacznie
A Roznica znamienna statystycznie wobec ekspresji obserwowanej w $cianie aorty

i w mig$niach szkieletowych dla p < 0,05 (ANOVA Kruskala-Wallisa)

W wyniku poréwnania ekspresji SGLT2 u zwierzat z cukrzyca (traktowanych jako jedna
wspolna grupa) z grupg zwierzat bez cukrzycy stwierdzono, ze wspoélistnienie cukrzycy nie wptywa
istotnie na ekspresj¢ SGLT2 we wszystkich badanych tkankach z wyjatkiem mig$ni szkieletowych.
Wykazano, ze ekspresja SGLT2 w tej tkance jest znacznie mniejsza u zwierzat z cukrzyca (rycina

15).
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Rycina 15. Ekspresja SGLT2 w mie$niu szkieletowym w badanych grupach zwierzat z wyindukowang
cukrzycg typu 2 (traktowanych tacznie) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j

B Roznica znamienna statystycznie (test U Manna-Whitneya)
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Rycina 16. Graficzne streszczenie wynikéw (schematy tkanek [96])

68



V. DYSKUSJA 1 OMOWIENIE WYNIKOW

Farmakoterapia cukrzycy stanowi jedng z podstawowych metod leczenia tego schorzenia.
W s$wietle wspotczesnej wiedzy istotne jest, aby leki stosowane w leczeniu cukrzycy, poza zapew-
nianiem wyrdéwnania metabolicznego, zmniejszenia nasilenia insulinooporno$ci obwodowej i dys-
funkcji komorek  wysp trzustki, jednoczes$nie zmniejszaty ryzyko rozwoju przewlektych powiktan
cukrzycy i ograniczaty progresj¢ schorzenia. Inhibitory SGLT2, do ktorych nalezy dapagliflozyna,
znane sg jako dobrze tolerowane leki, stosunkowo niedawno wprowadzone do powszechnego stoso-
wania, ktore pozwalaja osiaggnaé pozadang kontrole cukrzycy niezaleznie od stopnia zaburzenia czyn-
nosci komorek B [23-27,40,42,43]. Progresja cukrzycy typu 2 zwigzana w duzej mierze ze wzrostem
insulinoopornosci obwodowej i rozwojem miazdzycy, stanowi gidéwng przyczyng zgonow i zwigk-
szonej chorobowosci wsrod pacjentow [4,5,8]. Wykazano dotychczas, ze inhibitory SGLT2 moga
stanowi¢ pomocne narze¢dzie w dazeniu do ograniczenia progresji cukrzycy i jej powiktan. Na pod-
stawie badan epidemiologicznych i klinicznych stwierdzono m.in., ze inhibitory SGLT2 obnizaja
ci$nienie tetnicze, zmniejszajg mase ciala, otylo§¢ brzuszng, hiperinsulinemie, albuminurie 1 stres
oksydacyjny [26,28,30,40,43,47]. Aby potwierdzi¢ uzytecznos¢ dapagliflozyny pod wzglgdem jej
korzystnego oddziatywania na przebieg cukrzycy typu 2 niezbedne sg jednoznaczne wyniki badan
kliniczno-epidemiologicznych, obecnie w toku [3]. Konieczne jest takze, a moze przede wszystkim,
uzyskanie wynikow badan podstawowych wyjasniajacych na jakiej drodze leki z tej grupy moga wy-
wiera¢ wplyw na przebieg powiktan cukrzycy i ich rozwdj. Patomechanizm przewlektych powikian
cukrzycy jest bowiem bardzo zlozony, szczegdlnie w zakresie powiktan w obrebie uktadu sercowo-
naczyniowego rozwijajagcych si¢ na podlozu makroangiopatii — odpowiednika zaawansowanej

1 postepujacej miazdzycy.

W niniejszej dysertacji oceniono niektore z czynnikoOw zwigzanych z przebiegiem cukrzycy,
jak tez czynniki zwigzane z mechanizmem rozwoju powiklan sercowo-naczyniowych z zastosowa-
niem zwierzgcego modelu cukrzycy typu 2 oraz zbadano, czy stosowanie dapagliflozyny w jakikol-

wiek sposob modyfikuje ekspresje tych czynnikow.
Stezenie VEGF w surowicy i ekspresja czynnikow zwiazanych z VEGF

Badania na zwierzetach oraz z udziatem ludzi wykazaty, ze cukrzyca typu 2 zaburza proces
angiogenezy w sercu, czynigc migsien sercowy podatnym na niedotlenienie i stwarzajac warunki dla
rozwoju choroby niedokrwiennej serca. Zwracano uwagg przede wszystkim na zmniejszenie ekspre-

sji MRNA dla VEGF i VEGF-R2 w mig$niu sercowym szczuréw, u ktorych wywotano eksperymen-
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talny model cukrzycy [63,97]. Mniejsza ekspresja VEGF i jego receptora VEGF-R2 w mig¢$niu ser-
cowym moze stanowi¢ bezposrednig przyczyng¢ uposledzenia wytwarzania krazenia obocznego

w warunkach niedotlenienia i prowadzi¢ do progresji choroby niedokrwiennej serca [97].

Jako zjawisko niekorzystne w tym aspekcie nalezy postrzega¢ wzrost ekspresji VEGF-R1
w miokardium. Nieprawidtowy stosunek ekspresji VEGF-R1 do VEGF-R2 moze by¢ przyczyng tzw.
opornosci tkanki na VEGF [61]. VEGF-R1, receptor o silniejszym niz VEGF-R2 powinowactwie do
VEGF moze znaczaco zwigza¢ ligand dla VEGF-R2, zwlaszcza jezeli ekspresja VEGF-R1 w migs$niu
sercowym si¢ zwigksza, podczas gdy ekspresja VEGF-R2 ulega zmniejszeniu. Wykazano bowiem,
Ze istnieje sprzezenie zwrotne pomiedzy ekspresja VEGF-R1 i VEGF-R2 w tkankach, szczegodlnie
w warunkach niedotlenienia [98]. Nalezy przy tym podkresli¢, ze stymulacja VEGF-R1 nie prowadzi

do nasilenia angiogenezy, a raczej do jej ograniczenia [59,99].

Na podstawie wynikow badan wiasnych stwierdzono, ze u zwierzat z cukrzycg typu 2 ekspresja
MRNA dla VEGF w mig$niu sercowym jest obnizona W stosunku do grupy kontrolnej, a podanie
dapagliflozyny normalizuje ekspresje mRNA dla VEGF do poziomu obserwowanego w grupie kon-
trolnej. To oddziatywanie dapagliflozyny jest niezalezne od jej wptywu na wyréwnanie metaboliczne

cukrzycy, insulinooporno$¢ obwodowa i funkcjonowanie komoérek  wysp trzustki.

Co ciekawe, zaobserwowano tez, ze ekspresj¢c mRNA dla VEGF-R2 zwigksza si¢ pod wply-
wem dapagliflozyny i jest wyzsza nie tylko w poréwnaniu do zwierzat z cukrzyca otrzymujacych
placebo, ale rowniez u zwierzat, u ktorych nie wyindukowano cukrzycy. Stosowanie dapagliflozyny
bylo niewatpliwie czynnikiem determinujagcym zmiany ekspresji mRNA dla VEGF-R2 w miokar-
dium, niemniej pewne znaczenie nalezy roOwniez przypisa¢ wpltywowi czynno$ci komorek B wysp
trzustki, ocenianej na podstawie stezenia peptydu C. Warto podkresli¢, ze stezenie peptydu C u zwie-
rzat z wszystkich badanych grup wskazywato na zachowang podstawowg czynno$¢ komorek B wysp
trzustki i w zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze nie wystgpowat znaczacy deficyt dzialania insu-
liny w tkankach obwodowych. Biorac pod uwage fakt, ze insulina w odpowiednim, prawidlowym
stezeniu jest stymulatorem procesu angiogenezy w sercu [63,100] nie mozna wykluczyé zwigzku
pomigdzy jej wydzielaniem i st¢Zzeniem na obwodzie a wykazanym przez nas wplywem st¢zenia

peptydu C na ekspresje mMRNA dla VEGF-R2 w migéniu sercowym.

Badania begdace czg$cig niniejszej dysertacji stanowig jedno z nielicznych Zrédel informacji
na temat zwigzku migdzy stosowaniem dapagliflozyny, a ekspresja mRNA dla VEGF 1 VEGF-R1
i R2 w miegs$niu sercowym. Wyniki, uzyskane wczesniej przez innych autoréw, dotycza gldownie
ekspresji mRNA dla VEGF 1 jego receptorow w sercu w przebiegu cukrzycy i nie sa spdjne.
Sasso i wsp. [101] wykazali wzrost ekspresji mRNA dla VEGF w miokardium zwierzat, u ktorych

wywolano cukrzyce typu 2. Jednakze, autorzy ci nie zaobserwowali roznicy w ekspresji MRNA dla
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receptorow R1 1 R2. Tymczasem Chou i wsp. [63] wykazali zmniejszenie ekspresji mRNA zaréwno
dla VEGF jak i jego receptoréw R1 1 R2 w sercu zwierzat z cukrzyca lub z insulinoopornoscia. Z kolei
Ashoff i wsp. [102] badali zjawisko przerzedzenia sieci naczyn kapilarnych w miokardium szczuréw,
u ktorych wywotano cukrzyce, a nastgpnie poprawe w zakresie unaczynienia mig¢snia sercowego po
podaniu pioglitazonu. Podobnie, Shida i wsp. [103] zaobserwowali, ze w przebiegu cukrzycy zmniej-
sza si¢ ekspresja mRNA dla VEGF i nastepuje przerzedzenie sieci naczyn kapilarnych w miokardium

szczurzym, natomiast parametry te sg korzystnie modyfikowane przez podanie fluwastatyny.

Wyniki uzyskanych badan stanowig by¢ moze czg¢sciowe wyjasnienie obserwacji wynikaja-
cych z duzych badan klinicznych i wskazujacych na korzystne dziatania inhibitorow SGLT2 w zao-

strzeniach choroby niedokrwiennej serca [104].

Dla oceny progresji przewlektych powiktan cukrzycy prowadzacych do uszkodzenia uktadu
sercowo-naczyniowego, a przede wszystkim do rozwoju choroby niedokrwiennej serca, istotna moze
by¢ ocena ekspresji czynnikow zwigzanych z VEGF nie tylko w mig§niu sercowym, ale roéwniez

W $cianie naczyn tetniczych.

VEGF obecny w $cianie naczyn tetniczych z zaawanSowanymi zmianami miazdzycowymi jest
zwykle zwigzany ze wzrostem ryzyka progresji zmian miazdzycowych [54]. Lokalna stymulacja
angiogenezy odpowiada bowiem za wzrost blaszki miazdzycowej, a przede wszystkim zwigksza jej
podatnos¢ na pekanie, co jest bezposrednig przyczyng zaostrzenia przebiegu choroby niedokrwienne;j
serca pod postacig ostrych zespotow wiencowych [58,105]. Uwaza si¢, ze niestabilno$¢ blaszki miaz-
dzycowej wynika w duzej mierze z oddzialywania VEGF na jego receptor R1 [106]. Wrastanie
naczyn w obreb blaszki miazdzycowej jest nie tylko przyczyna jej pekania i w konsekwencji
zaostrzenia choroby niedokrwiennej serca [107], ale takze nowo powstale naczynia stanowig magi-
strale transportujgcg komorki zapalne do ogniska miazdzycowego [108]. Jin i wsp. [109] wykazali
takze, ze ekspresja VEGF-R1 wzrasta po mechanicznym uszkodzeniu naczynia krwiono$nego i przy-
czynia si¢ do remodelingu w obrebie aorty, a Desouza i wsp. [110] zaobserwowali zwigkszong eks-
presi¢ VEGF 1 zwigzane z nia zgrubienie §cian naczyn krwionosnych u zwierzat otytych lub
z cukrzyca w nastgpstwie mechanicznego uszkodzenia tetnicy szyjnej. W Swietle tych wynikow po-

zadane byloby zmniejszenie ekspresji mMRNA dla VEGF i jego receptorow w $cianie aorty.

Niestety, wyniki badan wlasnych jasno pokazaty, ze stosowanie dapagliflozyny pozostaje bez
wplywu na ekspresje zardwno mRNA dla VEGF i VEGF-R2 jak i dla VEGF-R1 w $cianie aorty

u zwierzat z cukrzyca.

Niemniej, obserwacje dotyczace wplywu innych lekow stosowanych do$¢ powszechnie
w leczeniu powiklan cukrzycy, jak na przyktad kwasu alfa-liponowego zalecanego w leczeniu neu-

ropatii cukrzycowej, lecz wykazujacego tez pewne dziatanie proangiogenne u ludzi [111], nie sg zbyt
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optymistyczne. Badania przeprowadzone na zwierz¢tach w podobnych warunkach wykazaty niepo-
kojace zwigkszenie ekspresji VEGF-R1 i VEGF-R2 w $cianie aorty pod wpltywem kwasu alfa-lipo-
nowego [112]. Pewien wplyw, nieckoniecznie pozadany, na ekspresj¢c mRNA dla VEGF w $cianie
aorty moze mie¢ natomiast insulina, nawet po stosunkowo niedlugim okresie stosowania. Kobayashi
i wsp. [113] wykazali, ze juz po tygodniu stosowania, insulina przywraca ekspresj¢ mRNA dla VEGF
w aorcie, obnizong w zwierzgcym modelu cukrzycy. Interesujace, ze autorzy tej pracy thumacza
wzrost ekspresji mMRNA dla VEGF jako zjawisko pozytywne, zapobiegajace miazdzycy zarostowe;j

tetnic.

Insulinooporno$¢ obwodowa jako zjawisko zwigzane z przebiegiem cukrzycy w duzej mierze
wplywa na progresj¢ przewlektych powiktan cukrzycy — zwlaszcza tych o charakterze sercowo-
naczyniowym. Nasilenie insulinoopornosci obwodowej stanowigce integralny element przebiegu
cukrzycy typu 2 jest jednym z czynnikow spustowych dla rozwoju powiktan sercowo-naczyniowych
[14,15].

Wiele uwagi poswieca si¢ w ostatnich latach roli insulinoopornosci watrobowej w przebiegu
cukrzycy typu 2 i w rozwoju przewlektych powiktan. Zwigzana z insulinooporno$cia watrobowa dys-
funkcja tego narzadu obejmuje m.in. zaburzenia procesu glukoneogenezy oraz przemiany lipidow.
Uwaza si¢, ze zaburzenia te mogg mie¢ wplyw na post¢pujgce uszkodzenie migzszu watroby — jej
stluszczenie i/lub zwidknienie [114]. Nie ulega watpliwosci, ze stluszczenie watroby, tak powszechne
u otylych pacjentow chorych na cukrzyce typu 2, jest bezposrednig przyczyng insulinoopornosci
watrobowej i wszystkich jej konsekwencji [115]. Warto podkresli¢, ze wsrdd licznych czynnikow
prowadzacych do rozwoju tego zjawiska wymienia si¢ czynniki zwigzane z VEGF. Wczesniej prze-
prowadzone badania wykazaly, ze stluszczenie watroby wspotistnieje ze zmianami ekspresji VEGF,
VEGF-R1 i VEGF-R2 w tym narzadzie. Nie ma jednak zgodnosci, co do kierunku tych zmian [65].

W badaniach wlasnych wykazano, ze stosowanie dapagliflozyny nie wplywa na zmiany
ekspresji mMRNA dla VEGF i dla VEGF-R2 w migzszu watroby. Co wigcej, nie wykazano ro6znic
w tym zakresie pomigdzy zwierzgtami z cukrzyca otrzymujacymi placebo, a grupa zwierzat bez
cukrzycy. Wyniki te sg nieco zaskakujace, dlatego ze obserwacje innych autoréw dotyczace sthusz-
czenia watroby, a takze niealkoholowej sthuszczeniowej choroby watroby, ujawnily zwickszenie
stezen VEGF i jego receptora R2 i zwigzang z tym nasilong neowaskularyzacje [65]. Sugerowano,
ze zwigzany ze stluszczeniem stan zapalny w obrebie narzadu, zwigkszona produkcja cytokin,
jak rowniez fizyczne zwigkszenie objetosci hepatocytow obladowanych lipidami, stwarza koniecz-
no$¢ powstania nowej sieci naczyn krwionos$nych, a to zwigzane jest ze zwickszong ekspresja VEGF

I jego receptora R2 [65].
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W badaniach wlasnych wprawdzie nie zaobserwowano wptywu dapagliflozyny na ekspresje VEGF
I jego receptora R2, natomiast wykazano zwickszenie ekspresji mRNA dla VEGF-R1 w migzszu
watroby. Pobudzenie VEGF-R1 w migzszu watroby mozna postrzegac jako pozadane w przebiegu
cukrzycy, poniewaz jest to dzialanie promujace procesy naprawcze w watrobie. Wykazano bowiem,
ze sygnalizacja zachodzaca przy udziale VEGF-R1 jest niezb¢dna do przywrdcenia prawidlowego
funkcjonowania hepatocytow po ich uszkodzeniu zarowno przez czynnik chemiczny, jak i przez nie-
dotlenienie/reperfuzje [116]. Wyniki zaprezentowane w niniejszej dysertacji dotyczace zmian
ekspresji VEGF-R1 w watrobie pod wptywem podawania dapagliflozyny stanowig jedne z pierw-
szych obserwacji w tym zakresie.

Zmniejszenie angiogenezy zwigzane] z VEGF w migsniach szkieletowych prowadzi do
przerzedzenia sieci naczyn krwionosnych i rozwoju insulinoopornosci migsni szkieletowych [69].
W badaniach wiasnych zaobserwowano obnizenie ekspresji MRNA dla VEGF w migsniach szkiele-
towych w grupie zwierzat z cukrzyca otrzymujacych placebo w stosunku do grupy kontrolnej, pod-
czas gdy grupa otrzymujaca dapagliflozyne i grupa kontrolna nie réznity si¢ pod tym wzgledem.
Posrednio $wiadczy¢ to moze 0 zwigkszeniu insulinowrazliwo$ci miesni szKieletowych pod wply-
wem dapagliflozyny na drodze zwickszenia ekspresji mRNA dla VEGF, a zatem o korzystnym wpty-

wie dapagliflozyny takze w tym zakresie.

Nieco zaskakujacy byt tez fakt, ze w badaniach wiasnych stezenie VEGF w surowicy nie r6z-
nito pomiedzy poszczegdInymi grupami. Wezesniej opublikowane obserwacije innych autorow wska-
zujg raczej na zwigkszenie stezenia VEGF w surowicy w schorzeniach metabolicznych zwigzanych
z insulinoopornoscia, hiperglikemia, hipercholesterolemig lub nadcisnieniem [117]. Jednakze nie
mozna poming¢ doniesien o przeciwstawnych obserwacjach, zblizonych do prezentowanych
w ramach badan wiasnych — np. Gui i wsp. [118] nie stwierdzili istnienia roznicy w stezeniu VEGF

W grupie pacjentéw z cukrzycg typu 2 w pordwnaniu do pacjentow zdrowych.
Stezenie TGF-B1 w surowicy i jego ekspresja w tkankach

Wzmozenie ekspresji TGF-B1 w miokardium jest uwazane za czynnik inicjujacy proces wiok-
nienia, a w konsekwencji — utrate funkcji skurczowej migsnia sercowego [71]. Z drugiej strony jed-
nak, TGF-B1 jest poczytywany jako czynnik o dziataniu przeciwzapalnym i z tego punktu widzenia
wzrost ekspresji TGF-f1 w miokardium wydaje si¢ by¢ pozadany [70,71].

W badaniach wtasnych wprawdzie nie stwierdzono réznic w zakresie stezen TGF-B1 we krwi
pomigdzy badanymi grupami, ale zaobserwowano, ze stosowanie dapagliflozyny zmniejsza zwigzang
z cukrzycg nadmierng ekspresje¢ TGF-B1 w migsniu sercowym do poziomu obserwowanego u zwie-
rzat bez cukrzycy. Obserwowane roznice w zakresie ekspresji TGF-f1 w miokardium uwarunkowane
byty bezposrednio stosowaniem dapagliflozyny, Wydaje sie, ze dziatanie dapagliflozyny, obnizajace
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ekspresje MRNA dla TGF-B1 w mig$niu sercowym moze by¢ w jakis sposob zwigzane z jej dziata-
niem hipotensyjnym. Wiadomo bowiem, ze ekspresja TGF-p jest pobudzana m.in. przez angioten-
syne I1I. Uwaza si¢, ze nasilony proces widknienia migs$nia Sercowego obserwowany w przebiegu
nadcis$nienia tetniczego jest powigzany wilasnie ze zwigkszeniem ekspresji TGF-f3 w tej tkance za
posrednictwem angiotensyny II. Co wigcej, normalizacja ci$nienia tetniczego pozostaje w zwiagzku z
obnizeniem ekspresji TGF-B1 w sercu [71]. Dlatego tez tagodne hipotensyjne dziatanie dapagliflo-
zyny moze stanowi¢ posrednio o zmniejszeniu ekspresji TGF-B1 w miokardium w grupie otrzymu-
jacej dapagliflozyne w stosunku do grupy zwierzat z cukrzyca otrzymujgcych placebo. Wyniki badan
wlasnych w zakresie ekspresji TGF-B1 w migsniu sercowym sg zbiezne z uzyskanymi przez Jesmin
i wsp. [119]. Autorzy ci wykazali zwigkszenie ekspresji TGF-f1 w mig$niu sercowym w zwierzecym
modelu cukrzycy typu 2, oraz potwierdzili, ze niekorzystnym zmianom ekspresji mozna zapobiegad
farmakologicznie — w tym przypadku, zastosowanym lekiem byta benodypina, bloker kanatu wap-
niowego. Podobnie, Liu i wsp. [120] stwierdzili wzrost ekspresji mMRNA dla TGF-f1 w mig$niu ser-
cowym w przebiegu cukrzycy i ztagodzenie niekorzystnego profilu ekspresji w sercu przez inny lek

przeciwcukrzycowy — pioglitazon.

W przebiegu makroangiopatii obserwuje si¢ poczatkowe obnizenie ekspresji TGF-p1 w obre-
bie zmian miazdzycowych, a nastepnie wzrost do znacznie wyzszych poziomow [54]. Wzrost steze-
nia TGF-B1 w $cianie naczyn tetniczych w pozniejszych etapach rozwoju miazdzyCy mozna rozpa-
trywa¢ dwojako. Jako czynnik zwigzany z progresja zmian miazdzycowych, Z uwagi na jego przeja-
wiajace si¢ lokalnie w miejscu powstalego uszkodzenia tkanki dzialanie prozapalne, zwigzane
z pobudzaniem wydzielania przez granulocyty TNF oraz IL-1 i IL-6 [70,71]; ale takze jako czynnik
zwigkszajacy stabilnos¢ blaszek, gdyz wytwarzanie 1 wldknienie czapeczki widknistej uwarunko-
wane ekspresjag TGF-B1 w $cianie naczynia jest czynnikiem niezb¢dnym dla zachowania stabilnos$ci

blaszki miazdzycowej [54,70].

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej dysertacji dotyczyly zwierzat z cukrzyca typu 2
w jej bardzo wczesnej fazie i bez klinicznie jawnych powiktan w obrebie uktadu sercowo-naczynio-
wego i by¢ moze dlatego nie zaobserwowano zadnych istotnych réznic w zakresie ekspresji TGF-f1

W $cianie aorty pomi¢dzy badanymi grupami.

Proces zwitoknienia zalezny od ekspresji TGF-B1 dotyczy¢ moze rowniez watroby i jest zwigzany
z utrudnieniem regeneracji jej migzszu, a w rezultacie z rozwojem insulinoopornosci obwodowej
[70,72]. TGF-B1 ogranicza takze wzrost hepatocytow i indukuje ich apoptoze [70]. Stosowanie
dapagliflozyny, jak wykazano w badaniach wlasnych, prowadzi do zmniejszenia ekspresji mMRNA

dla TGF-B1 w watrobie, podczas gdy cukrzyca jest zwigzana z istotnym zwigkszeniem ekspresji
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mRNA dla TGF w obrebie tego narzadu. Zmiany ekspresji TGF-B1 w migzszu watroby sa W znacz-
nym stopniu niezalezne od wyrdwnania metabolicznego, nasilenia insulinoopornosci, jak tez dys-
funkcji komoérek B wysp trzustki, a uwarunkowane sa gtownie stosowaniem dapagliflozyny. To dzia-
tanie farmakologiczne dapagliflozyny moze by¢ przyczynag jej korzystnych wplywow na zmniejsze-
nie nasilenia glukoneogenezy w watrobie a co za tym idzie — zmniejszenia insulinooopornosci
watrobowej [121]. W konsekwencji zas, moze przyczynia¢ si¢ do ograniczenia progresji cukrzycy

I rozwoju powiktan sercowo-naczyniowych.

Wyniki badan wilasnych sa spdjne z uzyskanymi wczesniej przez Tang i wsp. [122] oraz
Nishimura i wsp. [123]. Obydwie wspomniane grupy badaczy wykazaty, ze dapagliflozyna oraz ipra-
gliflozyna zmniejszajg zwldknienie watroby m.in. poprzez wplyw na ekspresje TGF-B1. Obserwacje
te pozwalaja sadzi¢, ze korzystny, zmniejszajacy ryzyko zwloknienia watroby wplyw jest wspolny

dla catej klasy inhibitorow SGLT2, a nie jest ograniczony do pojedynczej substancji.

Podobnie jak w watrobie, zwigkszenie ekspresji dla TGF-B1 w migéniach szkieletowych jest
zwigzane z nasileniem insulinoopornosci obwodowej [74], a zatem pozadane byloby obnizenie
ekspresji i dziatania tego czynnika w mies$niach szkieletowych w przebiegu cukrzycy. Niestety,
w badaniach wiasnych nie zaobserwowano zadnego istotnego wptywu dapagliflozyny na nasilenie

insulinoopornosci obwodowej wyrazonej przez ekspresj¢ TGF-B1 w migéniach szkieletowych.
Ekspresja sirtuiny 1 w tkankach

W s$wietle dotychczasowych danych, sirtuina 1 moze wywiera¢ ochronny wplyw na migsien
sercowy. Korzystne dla uktadu sercowo-naczyniowego sg zalezne od sirtuiny 1: zwigkszenie syntezy
tlenku azotu, efekt przeciwzapalny oraz antyoksydacyjny [55]. Istotny jest takze wptyw sirtuiny 1
niwelujacy pamigé metaboliczng, tj. niekorzystny wplyw zaburzen metabolicznych wystepujacych
u chorego w odleglej przesztosci na ryzyko rozwoju i nasilenie przewlektych powiktan, zwlaszcza
o0 charakterze makroangiopatii [80-82]. Udowodniono takze, ze niedobdr sirtuiny 1 w mig$niu ser-
cowym powoduje dysfunkcje rozkurczowa serca oraz zaburzenia angiogenezy [78]. Z drugiej strony,
niekorzystna jest takze nadmierna ekspresja sirtuiny, ze wzgledu na mozliwos$¢ rozwoju dysfunkcji
mitochondrialnej w miokardium i w konsekwencji, wzrost ryzyka wystgpienia zastoinowej niewy-

dolnosci serca [124].

Natomiast w $cianie naczyn krwiono$nych, sirtuina 1 wplywajac na kaskade¢ NF«kp, wywiera
dziatanie przeciwzapalne przez zmniejszenie produkcji prozapalnych cytokin. Zwigkszenie ekspresji
sirtuiny 1 zwicksza syntezg tlenku azotu o dziataniu wazodylatacyjnym, hamuje proliferacj¢ komorek
miegs$ni gladkich na wezesnych etapach rozwoju plytki miazdzycowej, hamuje przemiang makrofa-

gow w komorki piankowate i promuje zwrotny transport cholesterolu do watroby. Sirtuina 1 spowal-
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nia takze zwapnienie komodrek migéni gladkich naczyn krwiono$nych, a w zaawansowanych zmia-
nach miazdzycowych zapobiega apoptozie komorek migsni gtadkich, przez co przyczynia si¢ do
zwigkszenia stabilnos$ci plytki. Wszystkie te dziatania sg korzystne i §wiadcza o ochronnym wplywie
sirtuiny 1 w $cianach naczyn krwiono$nych [55]. Ponadto, sirtuina 1 wywiera efekt hipotensyjny.
a takze hamuje niekorzystny remodeling $ciany naczyn krwiono$nych indukowany przez angioten-
syne Il i zwigzany z nadmierng ekspresja TGF-f1 [125]. W mig$niach szkieletowych niedobor sir-

tuiny 1 wigze si¢ z nasilong insulinoopornos$cig obwodowa [75,78].

W pismiennictwie dostepne sg dos¢ liczne dane o korzystnym oddzialywaniu roznych lekow
na ekspresj¢ sirtuiny 1 w warunkach cukrzycy. Zhang i wsp. [126] wykazali zmniejszenie ekspresji
mRNA dla sirtuiny 1 w sercu zwierzat z cukrzycg typu 1 1 wplyw farmakologicznej interwencji
na poziom ekspresji sirtuiny w tym narzadzie. Zastosowany w do$wiadczeniu fenofibrat wykazat
zdolno$¢ zwigkszenia ekspresji sirtuiny 1 w sercu zarowno zwierzat z cukrzycg, jak 1 zdrowych.
Analogicznie, Yar i wsp. [127] zaobserwowali zmniejszenie ekspresji mRNA dla sirtuiny 1 w sercu
w zwierzecym modelu cukrzycy, a takze nasilanie ekspresji pod wpltywem podawanej substancji —
resweratrolu. Kawai 1 wsp. [128] natomiast wykazali wzrost ekspresji mRNA dla sirtuiny 1 w tetni-
cach szyjnych szczuréw z zespotem metabolicznym, u ktérych stosowano amlodyping i/lub atorwa-
statyne, w stosunku do ekspresji zaobserwowanej w grupie otrzymujacej placebo. W badaniach
wlasnych nie udato si¢ potwierdzi¢ korzystnego oddziatywania dapagliflozyny na ekspresje sirtuiny 1

W mig$niu sercowym, $cianie aorty oraz w mi¢$niach szkieletowych.

Zaobserwowano natomiast, ze ekspozycja na dapagliflozyng u zwierzat z cukrzycg powoduje
zwigkszenie ekspresji sirtuiny 1 w watrobie. Niedobor sirtuiny 1 w watrobie wigze si¢ z insulinoo-
pornoscig watrobowg i sthuszczeniem tego narzadu [76,79]. Wzrost aktywnosci sirtuiny 1 w hepato-
cytach zmniejsza glukoneogeneze, hamuje glikogenolize i lipolize, zmniejsza produkcje LDL, a nasi-
la B-oksydacj¢ kwasow tluszczowych [76,77,79]. Wpltywa zatem korzystnie na procesy zwigzane
Z ograniczeniem oporno$ci na insuling w watrobie. Przeglad piSmiennictwa pozwolil poczynié
Spostrzezenie, ze nie prowadzono dotychczas badan wptywu dapagliflozyny lub innych inhibitoréw
SGLT2 na ekspresje sirtuiny 1 w watrobie. Wiadomo natomiast, ze wzrost ekspresji sirtuiny 1 moze
by¢ spowodowany stosowaniem innych lekéw przeciwcukrzycowych, jak np. metforminy [132,133],

rozyglitazonu [134], lub eksenatyny [135].

Dystrybucja krazacych komorek srodblonka i krazacych progenitorowych komorek

srédblonka we krwi

Funkcjonowanie $rodblonka naczyn krwiono$nych czesto jest zaburzone w przebiegu cu-

krzycy typu 2, na skutek jednoczesnego narazenia na hiperglikemig, nieenzymatycznag glikacj¢ biatek
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I zwigkszone wytwarzanie wolnych rodnikéw oraz prozapalnych cytokin prowadzace do nagroma-

dzenia uszkodzen DNA, a w konsekwencji, do apoptozy [85].

Liczba krazacych ztuszczonych komoérek srodblonka obrazuje nasilenie dysfunkcji uktadu ser-
cowo-naczyniowego i $wiadczy m.in. o toksycznym wplywie hiperglikemii na $rodblonek naczy-
niowy [86]. Natomiast krgzace komorki progenitorowe $rodblonka sg wyktadnikiem regeneracji
srodblonka naczyn krwionosnych [84,85,87,88]. Zatem, zwickszenie odsetka cEPC i zmniejszenie
odsetka cEC byloby jak najbardziej pozadane w przebiegu cukrzycy dla zapobiegania zaburzeniu
funkcjonowania srédblonka naczyniowego, a w konsekwencji dla pohamowania progresji wczesnych
faz rozwoju miazdzycy. Wyniki badan wtasnych potwierdzity wczeéniej obserwowane zwigkszenie
odsetka cEC w przebiegu cukrzycy, a jednoczesnie wykazaty ochronny wptyw dapagliflozyny na
stan srodblonka. Co wigcej, wptyw dapagliflozyny na odsetek CEPC sprowadza si¢ nie tylko do nor-
malizacji ich liczby; ale powoduje wzrost odsetka kragzacych komorek progenitorowych do wartosci
przewyzszajacych te obserwowane w grupie kontrolnej. Oznacza to, ze dapagliflozyna nie tylko ni-
weluje negatywny wptyw cukrzycy na §rddbtonek, ale takze znacznie nasila procesy regeneracyjne,
co w dhuzszej perspektywie moze si¢ przyczyni¢ do korzystnego, plejotropowego przeciwmiazdzy-
cowego dzialania dapagliflozyny. W tym konteks$cie, uzasadnione wydaje si¢ takze przypomnienie
znaczenia zjawiska pamigci metabolicznej dla rozwoju makroangiopatii. Nasilenie regeneracji $§rod-
blonka przez dapagliflozyne moze si¢ przyczynia¢ do zniwelowania negatywnego znaczenia pamigci

metabolicznej dla stanu srodbtonka.

Inni autorzy takze poczynili doniesienia dotyczace wptywu inhibitorow SGLT2 na populacje
krazacych komorek srodbtonka i nie sg one spojne z obserwacjami poczynionymi w badaniach wia-
snych. Bonora i wsp. [126], oceniajac wptyw dapagliflozyny, empagliflozyny badz placebo na cEPC
stwierdzili zwigkszenie odsetka krazacych komorek progenitorowych srodblonka u ludzi, ale jedynie
po okoto 1,5-rocznym czasie obserwacji, a w dodatku autorzy ci sugeruja, ze wzrost odsetka cEPC

byl spowodowany jedynie redukcja stezenia HbA1c zalezng od stosowania inhibitorow SGLT2.

Zwiazek pomiedzy wyréwnaniem metabolicznym cukrzycy, czynno$cig komérek f§ wysp
trzustki i nasileniem insulinopornos$ci obwodowej, a ekspresjg czynnikéw zwiazanych

Z patogeneza przewleklych powiklan cukrzycy

Czgstos¢ wystepowania przewlektych powiktan cukrzycy typu 2 jest silnie powigzana z wy-
ktadnikami wyrownania metabolicznego cukrzycy, jak np. odsetkiem HbA1c [127], zmienno$cia do-
bowej glikemii, spowodowang rdznica miedzy glikemig na czczo i popositkowa [128], a takze insu-
linoopornoscig tkanek obwodowych [129]. Progresja cukrzycy typu 2 jest spowodowana takze stop-
niowym poglebieniem dysfunkcji komérek B wysp trzustki, ktorej przejawem jest utrata funkcji

wydzielniczej ocenianej na podstawie stezenia peptydu C, a sam niedobdr peptydu C takze moze
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bezposrednio przyczynia¢ si¢ do zaburzen metabolicznych i wystepowania powiktan cukrzycy [130].
W nawigzaniu do tych obserwacji nie dziwi wykazany w ramach badan wtasnych zwigzek pomigdzy
wzrostem glikemii na czczo a ostabieniem angiogenezy oraz pomigdzy wzrostem glikemii na czczo
a nasileniem procesOw widknienia w mig$niu sercowym. Badania korelacji pomi¢dzy wyktadnikami
kontroli cukrzycy i insulinoopornosci obwodowej wykazaty takze, iz proces widknienia watroby za-
lezny od TGF-B1 jest w duzej mierze zwigzany z pogorszeniem si¢ wyrownania metabolicznego i na-
sileniem insulinopornosci. Natomiast dysfunkcja srodbtonka, ktorej wyrazem jest wzrost liczebnos$ci
cEC pozostaje w zwigzku z nasileniem opornosci na insuling w mi¢sniach szkieletowych i poposit-

kowym (poobcigzeniowymi) zwyzkami glikemii.

Biorgc pod uwage powyzsze wyniki, jak tez rezultaty analizy kowariancji przeprowadzone;]
jako uzupehienie statystycznej oceny porownania ekspresji badanych czynnikow pomiedzy grupami,
mozna przypuszczac, ze korzystne dzialanie dapagliflozyny ma charakter zarbwno bezposredni, jak
1 posredni. Glikemia na czczo oraz wskaznik HOMAr byly bowiem nizsze w grupie otrzymujacej
dapagliflozyne niz w grupie z cukrzycg otrzymujacej placebo, a st¢zenie HbA1c i glikemia mierzona
po uptywie 1 godziny od obcigzenia glukozg byly w grupie z dapagliflozyng zblizone do obserwo-
wanych w grupie zwierzat bez cukrzycy. Jednocze$nie zastosowanie testow ANCOV A w przypadku
wiekszosci badanych czynnikéw zwigzanych z patomechanizmem przewlektych powiktan cukrzycy
ujawnito oddziatywanie na ekspresje tych czynnikdw w sposob niezalezny od wyrdwnania cukrzycy,

nasilenia opornosci na insuling czy tez zaburzenia czynno$ci komorek B wysp trzustki.
Ekspresja SGLT2 jako proba wyjasnienia niezaleznego mechanizmu dzialania dapagliflozyny

Badanie mechanizmu dziatania dapagliflozyny w obrgbie wybranych tkanek w zakresie mo-
dyfikacji ekspresji czynnikow zwigzanych z VEGF 1 TGF-B1 nie bylo gldéwnym celem niniejszej
dysertacji. Niemniej, z uwagi na dobrze znany mechanizm dziatania dapagliflozyny w kanalikach
nerkowych, sprawdzono prawdopodobienstwo oddziatywania na podobnej drodze takze i w innych
narzadach. Oceniono ekspresje SGLT2 w mig$niu sercowym, $cianie aorty, miesniach szkieletowych
1 w watrobie 1 zaobserwowano zwickszong ekspresje kotransportera SGLT2 w mig¢éniu sercowym
oraz w migzszu watroby, czyli w tkankach, w ktérych oddziatywanie dapagliflozyny na badane czyn-
niki bylo najbardziej widoczne. Ta obserwacja nasuwa przypuszczenie, ze dziatanie dapagliflozyny
modyfikujace ekspresje mRNA dla VEGF i jego receptorow, dla TGF-B1 iekspresje sirtuiny 1 w mig-
$niu sercowym i w migzszu watroby moze by¢ po czesci zwigzane z blokowaniem SGLT2 w tych
tkankach. Inni badacze nie wykazali podobnych roznic w zakresie dystrybucji SGLT2 w tkankach,
a niektorzy [131] nie obserwowali ekspresji SGLT2 w tkankach pozanerkowych.

Zapewne w zwigzku z wyzej cytowanymi, nielicznymi wynikami badan, nie analizowano roéw-

niez dotad, czy ekspresja kotransporterow SGLT2 w tkankach i narzadach poza nerkami moze by¢
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zwigzana z warunkami charakterystycznymi dla przebiegu cukrzycy typu 2. Wyniki badan wiasnych
wykluczyly istotny wptyw cukrzycy na ekspresje SGLT2 w poszczegélnych tkankach, z wyjatkiem
miesni szkieletowych, w ktorych ekspresja SGLT2 w obu grupach z cukrzyca byta nizsza niz u zwie-
rzat bez cukrzycy. Niewykluczone zatem, ze byla to jedna z przyczyn, dla ktérych dapagliflozyna nie
wywierala znaczacego wpltywu na te tkanke.
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V1. WNIOSKI

1. Dapagliflozyna moze wywiera¢ korzystny, proangiogenny wplyw w obrebie mig$nia
sercowego u zwierzat z cukrzyca.

2. Dapagliflozyna normalizuje ekspresje mRNA dla TGF-B1 w mig¢éniu sercowym,
potencjalnie zapobiegajac jego zwidknieniu.

3. Dapagliflozyna koryguje wywolane cukrzycg zaburzenia funkcji §rodblonka oceniane
na podstawie liczebnos$ci krazacych progenitorowych komorek srédblonka i krazacych
komorek §rodblonka.

4. W watrobie, dapagliflozyna zwigkszajac ekspresje mRNA dla VEGF-R1
moze przyczyniac si¢ do zwigkszenia zdolnosci regeneracji hepatocytow.

5. Poprzez modyfikacje ekspresji mRNA dla TGF-B1 oraz ekspresji sirtuiny 1 w watrobie
dapagliflozyna moze ogranicza¢ wywotane cukrzyca procesy sttuszczenia 1 widknienia
watroby.

6. Dapagliflozyna nie wywiera znaczacego wptywu na podstawowa czynno$¢ komorek 3
wysp trzustki, aczkolwiek prawidlowe funkcjonowanie komoérek f moze mie¢ znaczenie
dla niektorych efektow dziatania dapagliflozyny w tkankach.

7. Prawdopodobny mechanizm dziatania dapagliflozyny w obrebie mig¢snia sercowego
I watroby jest zwigzany z inhibicjg SGLT2 w tych tkankach.

8. Nie zaobserwowano znamiennego wptywu dapagliflozyny na czynniki zwigzane
Z patomechanizmem przewlektych powiktan cukrzycy w obregbie $ciany naczyn
tetniczych 1 mig$ni szkieletowych.

Whniosek koncowy — dapagliflozyna jako lek stosowany w leczeniu cukrzycy przedstawia istotny

potencjat w zakresie ograniczenia rozwoju progresji i powiktan cukrzycy.
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VIIl. STRESZCZENIE

Jednym z najistotniejszych probleméw wspotczesnej farmakoterapii cukrzycy jest zagadnienie
posredniego i bezposredniego oddziatywania lekow stosowanych w leczeniu tego schorzenia na roz-
woj przewlektych powiklan cukrzycy, zwlaszcza powstajacych na podtozu makroangiopatii, stano-
wiacych jakze czgsta przyczyne zgondow wsrod chorych na cukrzyce. Dapagliflozyna jest lekiem
przeciwcukrzycowym stosunkowo niedawno wprowadzonym do lecznictwa. Jej wpltyw, zaro6wno
bezposredni na rozwoj przewleklych powiktan cukrzycy, jak i na progresje insulinopornosci obwo-
dowej czy tez dysfunkcji komorek B wysp trzustki nie zostat jeszcze jednoznacznie wyjasniony. Dane
epidemiologiczne 1 wyniki badan klinicznych sugeruja, ze stosowanie tego leku moze korzystnie

oddziatywa¢ zmieniajac istotnie przebieg choroby.

Z tego powodu glownym celem badan, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej dysertacji
byta ocena bezposredniego i posredniego potencjalnego dziatania dapagliflozyny na wczesne fazy
rozwoju powiklan w uktadzie sercowo-naczyniowym, na podstawie rezultatow eksperymentu na
zwierzgtach laboratoryjnych. Dla przeprowadzenia analizy wybrano zar6wno czynniki charakteryzu-
jace wcezesne etapy zmian zachodzacych w $cianach naczyn tetniczych oraz w mig$niu sercowym
pod wplywem cukrzycy typu 2, a takze czynniki zwigzane z ryzykiem rozwoju insulinoopornosci
obwodowej — watrobowej i w migs$niach szkieletowych. Oceniano: 1) ekspresj¢ czynnikow zwigza-
nych ze srédblonkowym czynnikiem wzrostu naczyn (VEGF) — jego stezenie w surowicy oraz eks-
presj¢e mRNA dla VEGF w poszczegdlnych tkankach, a takze ekspresje mRNA dla podtypow 112
receptora dla srodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn; 2) dystrybucje progenitorowych komorek
srodblonka (c-EPC) oraz komorek srodblonka (c-EC) we krwi; 3) ekspresje czynnikow zwigzanych
z transformujacym czynnikiem wzrostu 3 (TGF-B) — jego st¢zenie w surowicy oraz ekspresj¢ mRNA
dla TGF-B1 w poszczegdlnych tkankach; 4) ekspresje sirtuiny 1 w poszczegolnych tkankach.
Uzupetniajacym celem badan byta proba wskazania mechanizmu dziatania dapagliflozyny w mig¢$niu
sercowym, w $cianie aorty, w watrobie oraz w mig¢$niach szkieletowych, a dla jego realizacji prze-

prowadzono analize dystrybucji kontransportera sodowo-glukozowego 2 w tych tkankach.

Doswiadczenie przeprowadzono na 39 szczurach rasy Wistar, przydzielonych losowo do jed-
nej z trzech grup: D —zwierzat, u ktorych wyindukowano cukrzyce typu 2 i podawano dapagliflozyng;
C — zwierzat, u ktorych wyindukowano cukrzyce typu 2 i podawano placebo; K —zwierzat stanowia-
cych grupe kontrolng bez cukrzycy, ktorym podawano placebo. Eksperyment gtowny trwat 8 tygodni.
W tym czasie zwierzgtom z grupy D podawano dozoladkowo dapagliflozyng¢ (1 mg/kg m.c.), a pozo-
stalym zwierzetom rownowazng objetos¢ placebo. W dniu zakonczenia eksperymentu pobrano krew

i tkanki: migsien sercowy, $cian¢ aorty, migzsz watroby, migsien szkieletowy. Pomiaru glikemii u
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szczuré6w dokonano z uzyciem glukometru. Stezenie HbA1c 0znaczono metoda immunoturbidyme-
tryczng, Stgzenie insuliny, peptydu C, VEGF, TGF-B1 w surowicy oznaczono metoda immunoenzy-
matyczng. Wzgledng ekspresje mRNA dla VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2 oraz dla TGF-f1 w tkankach
oznaczono stosujac reakcje tancuchowa polimerazy DNA z detekcja fluorescencji w czasie rzeczy-
wistym. Oznaczanie ekspresji bialek sirtuiny 1 i kotransportera sodowo-glukozowego 2 (SGLT2)
w tkankach przeprowadzono metodg Western blot. Oznaczenia odsetka krazacych komorek $rod-
btonka i krazacych komorek progenitorowych $rédbtonka dokonano metoda cytometrii przeptywo-
wej .

Ekspresja mRNA dla VEGF w mig$niu sercowym w grupie otrzymujacej dapagliflozyne¢ byta
podobna do obserwowanej w grupie bez cukrzycy, a u zwierzat z cukrzycg otrzymujacych placebo
byla znamiennie nizsza w poréwnaniu do pozostatych grup. Ekspresja mRNA dla VEGFR-2 w tej
samej tkance byta znacznie wyzsza w grupie otrzymujacej dapagliflozyne w porownaniu do pozosta-
tych grup. W watrobie, ekspresja mRNA dla VEGF-R1 w grupie otrzymujacej dapagliflozyne byta
znaczgco wyzsza w porownaniu do grupy C, jak i do K. Ekspresja mRNA dla TGF-f1 w mig¢$niu
sercowym oraz w watrobie byla zblizona w grupach D 1 K i znamiennie nizsza w obu tych grupach
niz w grupie C. W watrobie ekspresja sirtuiny 1 w grupie otrzymujacej dapagliflozyne byta porow-
nywalna z grupa bez cukrzycy, a w grupie z cukrzycg otrzymujgcej placebo byta ona znamiennie
nizsza. Odsetek cEPC w grupie D byt znamiennie wyzszy w porownaniu do grupy C, jak réwniez
w porownaniu do grupy K. Liczebnos¢ cEC w grupie otrzymujacej dapagliflozyne byta nizsza niz
W grupie z cukrzycg otrzymujgcej placebo i poréwnywalna z obserwowang w grupie bez cukrzycy.
Ekspresja SGLT2 w miokardium i w watrobie byta znamiennie wyzsza w porownaniu do ekspresji

SGLT2 w aorcie, jak tez w mig$niu szkieletowym.

Whioski: 1) dapagliflozyna moze wywiera¢ korzystny, proangiogenny wptyw w obrebie mig-
$nia sercowego u zwierzat z cukrzyca; 2) dapagliflozyna normalizuje ekspresj¢ mRNA dla TGF-B1
w mig¢$niu sercowym, potencjalnie zapobiegajac jego zwidknieniu; 3) dapagliflozyna koryguje wy-
wotane cukrzycg zaburzenia funkcji sSrodblonka oceniane na podstawie liczebnosci krazacych proge-
nitorowych komorek §rodblonka 1 krazacych komoérek $rédbtonka; 4) w watrobie, dapagliflozyna
zwigkszajac ekspresje mRNA dla VEGF-R1 moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia zdolnos$ci regene-
racji hepatocytow; 5) poprzez modyfikacje ekspresji mRNA dla TGF-B1 oraz ekspresji sirtuiny 1
w watrobie dapagliflozyna moze ogranicza¢ wywolane cukrzyca procesy sthuszczenia i widknienia
watroby; 6) dapagliflozyna nie wywiera znaczacego wpltywu na podstawowa czynno$¢ komorek 3
wysp trzustki, aczkolwiek prawidlowe funkcjonowanie komorek B moze mie¢ znaczenie dla niekto-
rych efektéw dziatania dapagliflozyny w tkankach; 7) prawdopodobny mechanizm dziatania dapa-
gliflozyny w obrebie mig$nia sercowego i watroby jest zwigzany z inhibicja SGLT2 w tych tkankach;
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8) nie zaobserwowano znamiennego wptywu dapagliflozyny na czynniki zwigzane z patomechani-

zmem przewleklych powiktan cukrzycy w obrgbie $ciany naczyn t¢tniczych i migéni szkieletowych.
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VIIl. SUMMARY

The impact of dapagliflozin on the selected aspects of chronic diabetic complications

One of the most important problems of the current pharmacotherapy of diabetes are direct and
indirect effects of antidiabetic agents on chronic diabetic complications, especially those caused by
macroangiopathy, which are also a very common cause of death among patients with diabetes.
Dapagliflozin is a relatively recently marketed antidiabetic drug. Its impact, both — the direct on
the development of long-term diabetic complications, as well as on the peripheral insulin resistance
progression and pancreatic B-cells dysfunction has not yet been clearly explained. Epidemiological
data and the results of clinical trials suggest that this drug may have a beneficial effect, significantly
affecting the course of the disease.

For this reason the main aim of this study was the evaluation of direct and indirect potential
effects of dapagliflozin on early phases of cardiovascular system complications development, based
on the results of laboratory animal experiment. To perform the analysis, factors which characterize
the early stages of diabetes type 2 in the arterial wall, as well as in the myocardium, were selected.
Moreover some factors associated with the risk of peripheral insulin resistance development in
the liver and skeletal muscles were chosen. Under evaluation were: 1) the expression of factors asso-
ciated with vascular endothelial growth factor (VEGF) — its serum concentration, mMRNA expression
for VEGF in individual tissues and mRNA expression for subtypes 1 and 2 of the VEGF receptor; 2)
the distribution of endothelial progenitor cells (cEPC) and circulating endothelial cells (cEC);
3) the expression of factors associated with transforming growth factor p (TGF-B) — its serum level
and mRNA expression for TGF-f in individual tissues; 4) the expression of sirtuin 1 in individual
cells. A complementary aim of the study was to identify the dapagliflozin mechanism of action in the
myocardium, the aortic wall, the liver, skeletal muscles. It was performed by the analysis of glucose

cotransporter 2 (SGLT2) distribution in these tissues.

The experiment was carried out on 39 male Wistar rats, randomly assigned to one of three
groups: D — dapagliflozin-treated animals with type 2 diabetes mellitus model, C — placebo-treated
animals with type 2 diabetes mellitus model; K — placebo-treated control group of animals without
diabetes. The main experiment lasted for 8 weeks. During this time, animals from group D were
administered intragastrically with dapagliflozin (1 mg / kg bw) and the remaining animals with equiv-
alent volume of placebo. At the end of the experiment, general anesthesia was used and the animals
were euthanized by decapitation. Blood and selected tissues: heart muscle, aortal wall, liver and skel-

etal muscle were collected and stored for further analyses.
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Glycemia in rats was measured using the glucometer. HbAlc was determined by immunotur-
bidimetry. Insulin, C-peptide, VEGF, TGF-p serum levels were determined by immunoenzymatic
method. The relative mRNA expression for VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2 and TGF-f1 in tissues was
determined using a real time DNA polymerase chain reaction. The expression of sirtuin 1 and SGLT2
in tissues were performed by Western blot. The percentage of cEC and cEPC was measured by flow

cytometry.

VEGF mRNA expression in cardiac muscle in the dapagliflozin-treated group was similar to
that observed in the non-diabetic group and was significantly lower in placebo-treated animals with
diabetes in comparison to other groups. The mMRNA expression for VEGF-R2 in the same tissue was
significantly higher in the dapagliflozin-treated group in comparison to other groups. In the liver,
the expression of MRNA for VEGF-R1 in the dapagliflozin-treated group was significantly higher in
comparison to C and K groups. The expression of mMRNA for TGF-B1 in the myocardium and in the
liver was similar in groups D and K and significantly lower in both groups than in group C. In the
liver, the expression of sirtuin 1 in the dapagliflozin-treated group was comparable to the non-diabetic
group and it was significantly lower in the placebo-treated group with diabetes. The concentration of
cEPC in group D was significantly higher in comparison to group C, as well as in comparison to
group K. The cEC count in the dapagliflozin-treated group was lower than in the placebo-treated
group with diabetes and comparable to the non-diabetic group. SGLT2 expression in the myocardium
and in the liver was significantly higher in comparison to the SGLT2 expression in the aorta as well

as skeletal muscles.

Conclusions: 1) dapagliflozin may have a beneficial, proangiogenic effect on the heart muscle
in animals with diabetes; 2) dapagliflozin normalizes the expression of mRNA for TGF-B1 in
the myocardium, potentially preventing its fibrosis; 3) dapagliflozin improves endothelial dysfunc-
tion in the course of diabetes evaluated on the circulating endothelial progenitor cells count and
circulating endothelial cells count; 4) in the liver, dapagliflozin-related increased expression mRNA
for VEGF-R1 may contribute to the increased hepatocyte regeneration capacity; 5) dapagliflozin may
limit diabetes-induced liver steatosis and fibrosis modifying the expression of mRNA for TGF-f1
and the expression of sirtuin 1 in the liver; 6) dapagliflozin does not influence on the basic pancreatic
B-cells function, however the proper function of B-cells may be significant for some effects of dapagli-
flozin in tissues; 7) the possible mechanism of action of dapagliflozin in the myocardium and in the
liver is associated with SGLT2 blockade in these tissues; 8) there was no significant effect of dapagli-
flozin on the factors related to the pathomechanism of long-term diabetic complications in the arterial

walls and skeletal muscles.
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WYKAZ SKROTOW

ACTp — B-aktyna
AHA — Amerykanskie Towarzystwo Kardiologiczne (ang. American Heart Association)

AMPK — kinaza aktywowana adenozyno-5-monofosforanem (ang. 5'adenosine monophosphate
activated protein kinase)

CEC — krazace komorki srodbtonka (ang. circulating endothelial cells)

CEPC — krazace komorki progenitorowe srodblonka ang. circulating endothelial progenitor cells)
HbA1c — hemoglobina glikowana

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

LXR — receptor watrobowy X (ang. liver X receptor)

NFkp — czynnik jadrowy kappa beta (ang. nuclear factor kappa beta)

PPARa — receptor o aktywowany przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-
activated receptor o)

RT-gPCR - reakcja tancuchowa polimerazy DNA z detekcja fluorescencji w czasie rzeczywistym

(ang. real-time quantitative polymerase chain reaction)

SDHA - podjednostka A dehydrogenazy bursztynianowej (ang. succinate dehydrogenase complex,
subunit A)

SGLT1 - kontransporter sodowo-glukozowy 1 (ang. sodium-glucose cotransporter 1)

SGLT2 — kontransporter sodowo-glukozowy 2 (ang. sodium-glucose cotransporter 2)

Sir2 — rodzina regulatoréw informacji epigenetycznej (ang. silent information regulator 2)
SLC — rodzina biatek transportowych (ang. solute carrier)

TGF-B — transformujacy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor f)

TMB - tetrametylobenzydyna

TNFa — czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)

VEGF — czynnik wzrostu srodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)
VEGF-R1 - receptor 1 dla VEGF (ang. VEGF receptor 1)

VEGF-R2 — receptor 2 dla VEGF (ang. VEGF receptor 2)
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Zalacznik 1. Zgody Komisji Bioetycznej.

UCHWALA NR 43/2015
z dnia 12.6.2015r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. 0 do$éwiadczeniach na zwierzetach (Dz. U. Nr
33, poz. 289) i § 14 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowe;]
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen
na zwierzgtach (Dz. U.'Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku, pt.: WPLYW DAPAGLIFLOZYNY NA
WYSTEPOWANIE WCZESNYCH OBJAWOW MIAZDZYCY INDUKOWANYCH DOBOWYMI WAHANIAMI
GLIKEMII” z dnia 15.05.2015, ztozonego przez Pania dr hab. n. med. Marzeng Dworacka z Katedry i
Zaktadu Farmakologii UM w Poznaniu, lokalna komisja etyczna: -

WYRAZA ZGODE
na przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktérym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalita, ze:
1. Whniosek nalezy zaliczyé do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach
2. Najwyzszy stopien inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza wartosci 3
3. Doswiadczenia bedg przeprowadzone na zwierzetach: Szczury szczepu Wistar — 42 osobnikow

4. Doswiadczenia bedg przeprowadzone przez:

Dr hab. med. Marzena Dworacka, Katedra i Zaktad Farmakologii UM Poznan
Dr hab. n. med. Hanna Winiarska, Katedra i Zaktad Farmakologii UM Poznan
Dr n. farm. Anna Wesotowska, Katedra i Zaktad Farmakologii UM Poznan

Dr n. farm. Magdalena Borowska, Katedra i Zakiad Farmakologii UM Poznan
Mgr farm Agnieszka Stelmaszyk, Katedra i Zaktad Farmakologii UM Poznan

5. Doswiadczenia bgdg przeprowadzane na tkankach i narzadach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:
§3

Integralng czes¢ niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

[ Piecze¢ lokalnej komisji etycznej) Podpisy cztonkéw lokalnej komisji etycznej bioracych udziat w gtosowani

1. dr Dorota Bukowska, Przewodniczacy LKE

2. dr Magdalena Janyszek, Wiceprzewodniczacy LKE
3. prof. dr hab. Anna Jabtecka

4. prof. dr hab. Piotr Krutki

5. dr hab. Katarzyna Szkudeiska

6. dr hab. Mirostaw Jurczyszyn

7. dr Justyna Mikuta — Pietrasik

8. dr Hanna Piotrowska

9

. mgr inz. Zbigniew Szrajber

Otrzymuja:
1. Whnioskodawca,
2. ala

Pouczenie

Strona niezadowolona z niniejszej uchwaly moze wnies¢ odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w terminie 30 dni od dnia
otrzymania uchwaty.

Odwotanie skiada sig za posrednictwem lokalnej komisji etycznej, ktéra wydata uchwate, zgodnie z § 20 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29
lipca 2005r. w sprawie Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach oraz lokainych komisji etycznych do spraw doswiadczen na zwierzetach
(Dz. U. Nr 153 poz. 1275).
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Uzasadnienie uchwaly 43/2015
z dnia 12.6.2015 roku
Lokalna Komisja Etyczna ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

Cukrzyca wraz z chorobg niedokrwienng serca zajmuje jedno z kluczowych
miejsc wsréd zagrozen zdrowotnych wspdtczesnych spoteczenistw. Biorgc pod uwage
dynamicznie zwiekszajgca sie zapadalnosé na cukrzyce typu 2 i chorobe niedokrwienng
serca i zwigzany z tym wzrost kosztéw, nie tylko ekonomicznych, ale takze spotecznych,
nie sposdb nie spostrzec palace; potrzeby zapobiegania temu zjawisku. Zwazywszy, ze
patomechanizm zaréwno cukrzycy typu 2 jak i choroby niedokrwiennej serca jest $cisle
zwigzany z rozwojem miazdzycy, Zapobieganie temu procesowi na wczesnych etapach
jego rozwoju stanowi niezaprzeczalng konieczno$¢. Wyniki badan stanowic¢ mogq
uzasadnienie dla koniecznosci modyfikacji wskazan do stosowania dapagliflozyny u
chorych na cukrzyce typu 2 — beda wskazywa¢ na potrzebe ograniczenia stosowania

lub tez potwierdza bezpieczenstwo terapii dapaglifiozyng dla przebiegu cukrzycy.

Najwyzszy stopien inwazyjnosci procedury wynosi: 3.
Doswiadczenie bedzie wykonywane na: Szczury szczepu Wistar — 42 osobnikéw

Czas trwania projektu: 12 m-cy.

Uprzejmie informuje, ze na posiedzeniu Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na
Zwierzgtach w dniu 12 czerwca 2015 . Komisja jednomyslnie uznala za dopuszczalny wniosek
pt.:

»WPLYW DAPAGLIFLOZYNY NA WYSTEPOWANIE WCZESNYCH
OBJAWOW MIAZDZYCY INDUKOWANYCH DOBOWYMI WAHANIAMI
GLIKEMII”.

@N(_Q/thw/
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UCHWALA NR 1/2016
z dnia 15.01.2016

Lokalnej Komisji Etycznej do spraw do$wiadczen na zwierzetach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 48 pkt. 1 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266) po
rozpatrzeniu wniosku pt.. WPEYW WYBRANYCH SRODKOW FARMAKOLOGICZNYCH
O DZIALANIU PRZECIWHIPERGLIKEMICZNYM NA ROZWOJ PRZEWLEKLYCH
POWIKLAN O CHARAKTERZE MAKROANGIOPATII z dnia 17.12.2015, ztozonego przez
Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu adres ul. Fredry 10, 61-701 Poznan,
zaplanowanego przez Pania Dr hab. Marzena Dworacka lokalna komisja etyczna:

WYRAZA ZGODE

Na przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2

W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna
ustalita, ze:

1.
p
3.

© ® N o o

Whiosek nalezy przypisa¢ do kategorii: Badania naukowe na zwierzetach
Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowany

Doswiadczenia bedq przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw:
szczur szczepu Wistar — 80 osobnikéw w wieku 6-7 tygodni

Doswiadczenia bedg przeprowadzane przez: dr hab. Dworacka Marzene,
dr hab. Winiarska Hanne, dr Wesotowska Anne, dr Borowska Magdalene, mgr Stelmaszyk
Agnieszke

Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie od 1.02.2016 do 31.12.2017
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w o$rodku': nie dotyczy

Dos$wiadczenie bedzie przeprowadzone poza o$rodkiem w : nie dotyczy

Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez , w sposoéb: nie dotyczy

Doswiadczenie nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej w terminie:

Podac jesli jest to inny o$rodek niz uzytkownik
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§3
Uzasadnienie:

Celem doswiadczenia jest wykazanie wplywu wybranych $rodkow farmakologicznych
0 dziataniu przecihiperglikemicznym (dapagliflozyny, metforminy oraz wyciagu z P. caerulea)
narozw6j powiklan cukrzycy o charakterze makroangiopatii, m.in. miazdzycy naczyn
krwionosnych.Wigkszos¢ dotychczas prowadzonych badan dotyczacych przebiegu miazdzycy
prowadzono u szczuréw zardéwno z uwagi na znaczace podobienstwo tego procesu u tych zwierzat i
u ludzi oraz z uwagi na dostgpno$¢ narzedzi badawczych (przeciwciala monoklonalne do badan
cytofluorymetrycznych, immunohistochemicznych).

§4

Integralng cze$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

(Piecze¢ lokalnej komisji etycznej) Podpis Przewodniczacego komisji

fosdoo

Otrzymuje Uzytkownik
Pouczenie:
Od decyzji komisji mozna wnie$¢ odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej w terminie 14 od dnia otrzymania uchwaty.
Uzytkownik kopie przekazuje:
e Osoba planujgca do$wiadczenie

e Zespot ds. dobrostanu
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Zalacznik 2. Oswiadczenie autora: praca zostala przygotowana i napisana samodzielnie.

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej pt.: ,,Wplyw dapagliflozyny na

wybrane aspekty patomechanizmu przewlektych powiktan cukrzycy”.

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udzialu oséb trze-
cich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatdéw zrodlowych, sta-
nowi ona prace oryginalng nie narusza praw autorskich oraz dobr osobistych 0sob trzecich 1jest wolna

od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam rowniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i1 informacji, ktore zostaty
uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem zadnej urzgdowe;

procedury zwigzanej z uzyskaniem tytutu doktora nauk farmaceutycznych.

21 wrze$nia 2018 r.

Imig¢ i nazwisko, podpis
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Zalacznik 3. Oswiadczenie autora: drukowana wersja pracy jest identyczna z wersjq

elektroniczna.

Niniejszym oswiadczam, ze drukowana wersja pracy doktorskiej pt.: ,,Wptyw dapagliflozyny
na wybrane aspekty patomechanizmu przewlektych powiktan cukrzycy” jest identyczna z wersja

elektroniczna.

21 wrze$nia 2018 r.

Imig i nazwisko, podpis
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