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Expression of VEGF-A, VEGF-B genes and Fik-1 and FIt-1 receptors in the kidneys
of Sprague Dowley rats lacking a left artery descending into the coronary

Summary

The paper describes a long-term study on a herd of Sprague Dowley rats (3 months old, male, 150 + 20
weight). The rats were derived from a primary herd characterized by the lack of a left artery descending into
the coronary. Pathological changes in the kidneys of the rats were observed 7 months after the study began.
These changes were probably due to the functioning of the circulatory system as well as angiogenesis.

The aim of the study was to estimate the expression of angiogenesis — regulatory genes VEGF-A, VEGF-B
and their receptors — Flt-1 and FIk-1 in the kidneys of SD rats using the QRT-PCR (Real Time, TagMan)
technique. Following this, the investigated samples of kidneys were divided into twe groups having different
expressions of the analyzed transcripts. Group one had twice as high a percentage of VEGF-B and four times
lower percentage of Flk-1 receptors compared to group two. There were no differences in the percentages of
VEGF-A (43-48%) and FIt-1 (18-21%) between the analyzed groups.
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Angiogeneza jest jednym z podstawowych czynni-
koéw determinujacych wzrost 1 réznicowanie si¢ tka-
nek zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i pato-
lo glcznych Zalezy migdzy innymi od intensywnej pro-
liferacji 1 migracji komorek $rodbtonka, przerwama
c1qg10501 blony podstawnej naczynia ,,matczynego”
oraz zmiany struktury macierzy zewnatrzkomorkowej
(3). Istotny wplyw na wszystkie wymienione procesy
maja cytokiny z rodziny naczyniowo-§rédbtonko-
wego czynnika wzrostu VEGF (vascular endothelial
growth factor) ktére manifestuja swoja obecnos¢ po-
przez wigzanie si¢ z receptorami btonowymi Flk-1 lub
FlIt-1 komorek §rodblonka (4). Receptory Flt-11 Flk-1
ro6znia si¢ mechanizmami transdukcji sygnatu. Po po-
budzeniu receptora Flk-1 zachodzi silna, zalezna od
ligandu autofosforylacja tyrozyny w obrgbie domeny
kinazy tyrozynowej, podczas gdy pobudzenie recep-
tora Flt-1 wykazuje stabg lub trudna do zidentyfiko-
wania odpowiedz. Sugeruje to, ze receptor Flt-1 moze
negatywnie regulowac proces angiogenezy (5). Akty-
wacja receptora Flk-1 zwigksza aktywnos$¢ prolifera-
cyjna komorek $rodblonka, hamujac przy tym proces
apoptozy, zwigksza takze przepuszczalno$¢ naczyn
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krwiono$nych. Wydaje sig, ze receptor ten jest odpo-
wiedzialny za pelne spektrum dziatania angiogenne-
go VEGF (18). Natomiast receptor Flt-1 reguluje syn-
tez¢ metaloproteaz w komdrkach migsni gladkich (21),
migracj¢ monocytow/makrofagow, komorek srodbton-
ka oraz wptywa na reorganizacjg cytoszkieletu przez
aktywacje kinazy p38 MAPK 1 paksyliny (9).

Ekspresja genow VEGF-A, VEGF-B oraz recepto-
row Flk-1 1 Flt-1 podlega $cistej kontroli w komor-
kach $rédbtonka naczyn krwionosnych. W obrgbie
promotora genu Flt-1 oraz VEGF-A stwierdzono
wystepowanie sekwencji zaleznej od hipoksji HRE
(hypoxia response element), ktdrej nie posiadaja pro-
motory gendw Flk-1 1 VEGF-B. Wydaje si¢ zatem, 7e
ekspresja genu VEGF-B i receptora Flk-1 jest nieza-
lezna od hipoksji (5, 13) i moze by¢ zwiazana z wy-
stapieniem tzw. fenotypu angiogennego.

VEGF-A jest ligandem zar6wno dla receptora Flk-1,
jak 1 Flt-1, natomiast VEGF-B wykazuje powinowac-
two jedynie do receptora Flt-1 (17) (ryc. 1). Istnieje
hipoteza dotyczaca relacji miegdzy VEGF-A, VEGF-B
a receptorami Flk-1 1 Flt-1 w procesie angiogenezy
(19). Wedtug tej hipotezy za migracj¢ komorek odpo-
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Ryec. 1. Interakcje migdzy VEGF-B i antyangiogennym receptorem Flt-1 a VEGF-A

i angiogennym receptorem Flk-1 w procesie angiogenezy

wiedzialna jest aktywacja receptora btonowego Flt-1,
natomiast receptor Flk-1 jest odpowiedzialny za ak-
tywnos$¢ proliferacyjng komorek srodbtonka. Zacho-
dzaca angiogeneza jest wigc efektem wspotdziatania
ze soba obu receptorow. Wydzielanie chemoatraktan-
tow oraz czynnikOw wzrostu przez zaaktywowane za
posrednictwem VEGF-B monocyty ( 11,12, 15) moze
odegrac¢ duzo wazniejszg rolg w angiogenezie niz sta-
ba aktywno$¢ mitogenna samego receptora Flt-1.
VEGF-B wiazac si¢ z receptorem Flt-1 na powierzch-
ni komoérek nabtonkowych, blokuje miejsca wigzania
dla VEGF-A, zwigkszajac tym samym wolna pule
VEGF-A w sasiedztwic receptora Flk-1. Aktywacja
receptora Flk-1 prowadzi do indukcji procesu angio-
genezy (1, 2, 19) (ryc. 1).

Celem badan bylo wyznaczenie profilu ekspresji
gendw VEGF-A, VEGF-B, receptora Flk-1 i Flt-1,
w wycinkach pochodzacych z nerek trzymiesigcznych
szczurdéw Sprague Dowley, wywodzacych sig ze stada
podstawowego, charakteryzuj acego SIQ utrwalonym
brakiem lewej zstgpujacej tgtnicy wiencowe;.

Materialy i metody

Przebadano 5 szczuréw (samcow) ze stada Sprague
Dowley (masa 150 = 20 g), obciazonych brakiem lewej
zstepujacej tetnicy wienicowej, wyhodowanych w Central-
nej Zwierzetarni Do$wiadczalnej Slaskiej Akademii
Medycznej w Katowicach. Opisywana wada rozwojowa jest
typem patologii wrodzonej o utrwalonym podiozu gene-
tycznym. Kryterium doboru zwierzat do badan oparto na
ocenie przyzyciowej stanu klinicznego-badanej populacji
oraz potwierdzonym w wielopokoleniowych badaniach
stwierdzeniu, iz u samcow pochodzacych z tego stada
w wieku siedmiu miesigcy rozwijaja si¢ zmiany morfolo-
giczne w obrgbie nerek. Nalezy zaznaczyé, ze wyzej wy-
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mienione stado poddawane jest bada-
niom majacym na celu standaryzacjg ho-
dowlana oraz rejestracje stada. Badane
szczury nie wykazywaly w badaniu kli-
nicznym zadnych zmian $wiadczacych
o toczacym si¢ w obrgbie ich organizmu
procesie patologicznym. Do momentu
rozpoczecia eksperymentu zwierzeta
utrzymywano w warunkach chowu ,,za
bariera”, stosujac normy zoohigienicz-
ne spetniajace wymagania stawiane ho-
dowli zwierzat SPF. Szczury przechodzi-
ty okresowy monitoring stanu zdrowia
ze szczegodlnym uwzglednieniem badan
mikrobiologicznych, parazytologicz-
nych, biochemicznych oraz hematolo-
glcznych Po przeprowadzeniu eutana-
zp szczurow poprzez wykonanie injek-
¢ji z Morbitalu w dawce 2 ml/kg m.c.,
w ramach badania po$miertnego jamy
brzusznej pobierano od zwierzat obie
nerki do dalszych analiz.

Izolacjg catkowitego RNA przepro-
wadzono przy uzyciu zestawu do cks-
trakcji RNA (Total RNA Prep Plus firmy A&A Biotechno-
logy). Jakos$¢ wyizolowanego RNA sprawdzono na 1,5%
zelu agarozowym, natomiast pomiar stczenia RNA wyko-
nano metoda spektrofotometryczng, stosujac kalkulator
DNA/RNA Gene-Quant firmy Pharmacia.

Amplifikacj¢ wybranych fragmentow mRNA, potaczo-
na z wyznaczeniem kinetyki reakcji PCR dla kazdej probki
oraz wyznaczenie iloéci kopii badanych transkryptow wy-
konano technika QRT-PCR z zastosowaniem detektora se-
kwencji ABI PRISM™ 7700 (Real — Time). Zastosowano
nastepujacy profil termiczny reakcji QRT-PCR: odwrotna
transkrypcja w temperaturze 60°C (30 min.), 40 cykli obej-
mujacych termiczna denaturacje w 95°C (30 sek.), hybry-
dyzacje starterow i sondy do cDNA oraz elongacje przy
udziale polimerazy Tth w 55°C (60 sek.). Probowki po 40
cyklach inkubowano w 72°C przez 10 min. Dla badanych
gendw, ktorych sekwencje pochodzity z bazy internetowej
Gene Bank (www.ncbi.nih.gov/) zaprojektowano sondy
1 startery przy uzyciu programu Primer Express 2.0 (22).

Specyficznos¢ zaprojektowanych oligonukleotydow po-
twierdzono technika elektroforezy w 6% zelu poliakryla-
midowym, a otrzymane elektroforegramy analizowano
komputerowo w systemie dokumentacji zelowej Biotec —
Fischer Bas-Sys 1D.

Wyniki i omdwienie

Liczbg kopii mRNA badanych gendéw wyznaczono
na podstawie kinetyki reakcji QRT-PCR z zastosowa-
niem detektora sekwencji ABI PRISM™ 7700 (Tag-
Man). Dla kazdego badanego wycinka nerki wyzna-
czano profil ekspresji gendéw VEGF-A, VEGF-B oraz
receptoréw Flk-1 1 Flt-1. Analizowano zar6wno po-
ziom ekspresji genow, ktorych miara byta liczba kopii
mRNA danego genu w 1 pg catkowitego RNA eks-
traktu, jak i procentowy udziat tego genu w badane;j
puli genow (tab. 1).



Na podstawie procentowego udziatu poszczegdl-
nych genow w kazdej nerce, w oparciu o test niepara-
metryczny y° wyrozniono dwa typy profili ekspresji
(zalozony poziom istotnosci wynosit & = 0,05) (tab. 1).
Nerki trzech szczurdéw (grupa I) cechowata przynalez-
nos¢ typu I, a dwoch (grupa II) do typu I1.

Stosujac test t-Studenta dla prob niezaleznych, przy
zatozeniu, ze poziom istotnosci a = 0,05, porowny-
wano poziom ekspresji badanych genéw miedzy gru-
pami. Test wykazat brak istotnych statystycznie roz-
nic miedzy poziomem ekspresji genow VEGEF-A,
VEGF-B 1 prawdopodobnie receptora Flt-1 migdzy
grupami (odpowiednio p=0,262, p=0,136,p =0,083).
Grupy réznily sie jedynie poziomem ekspresji recep-
tora Flk-1 (p < 10 7). Dla poziomu ekspresji genu
VEGF-B w grupie I'1II nie stwierdzono rozktadu nor-
malnego, dlatego zamiast testu t-Studenta zastosowa-
no test nieparametryczny U Manna-Whitneya.

Badania przeprowadzone na trzymiesigcznych
szczurach szczepu Sprague Dowley z utrwalonym bra-
kiem lewej zstepujacej tetnicy wiencowej wykazaty,
ze w obregbie populacji samcdw szczurdw, u ktorych
nie odnotowano manifestacji klinicznej jakiegokolwiek
procesu patologicznego, zwierzgta rdznig si¢ aktyw-
noscia transkrypcyjna genu Flk-1, podczas gdy aktyw-
nos¢ transkrypcyjna genow VEGF-A, VEGF-B 1 praw-
dopodobnie receptora Flt-1 (tendencja) byta na stalym
poziomie (tab. 1).

Otrzymane wyniki pozwolily na zréznicowanie prze-
badanych nerek na grupy réznigce si¢ procentowym
udziatem analizowanych transkryptow. Typ I charak-
terystyczny byt dla grupy pierwszej, natomiast typ 11—
dla grupy drugleJ (tab ). Nasuwa SIQ pytanie, czy
obserwowane réznice w fenotypie angiogennym moga
mie¢ wplyw na prawidtowq funkcj¢ nerek.

Z danych literaturowych wynika, ze wzrost pozio-
mu ekspresji VEGF w nerkach moze by¢ zwiazany

Tab. 1. Typy profili ekspresji genéw VEGF-A, VEGF-B, receptoréw FIk-1 i Flt-1
oraz aktywnos¢ transkrypeyjna badanych gendéw w poszczegélnych typach (miara
aktywnosci jest ilo§¢ kopii mRNA genu przeliczona na 1pg catkowitego RNA; przy-
nalezno$¢ do danego typu oparta jest na udziale procentowym liczby czgsteczek

mRNA danego genu w calej puli badanych genow)
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z uszkodzeniem tego narzadu lub zachodzacym w nim
procesem regeneracyjnym. Wykazano, ze przerostowi
nerek spowodowanemu dieta wysokobiatkowg moz-
na zapobiec, stosujac przeciwciata anty-VEGF (20).
Populacja badanych zwierzat zywiona jest paszg stan-
daryzowang oraz w petni zbilansowana o nazwie La-
bofeet-B, a co za tym idzie — proces patologiczny nie
moze by¢ wywolany dieta wysokobiatkowa. Uszko-
dzenie nerek moze przebiegaé takze ze zmniejszeniem
ckspresji VEGEF, tak jak to mialo miejsce po czgscio-
wej nefrektomii u szczura, gdzie 1,4 razy zmniejszyta
sie ekspresja VEGF w pordéwnaniu z kontrolg (10).
Zmniejszenie ekspresji VEGF lub jej brak moze to-
warzyszy¢ miazdzycy naczyn nerkowych, ktéra praw-
dopodobnie zwiazana jest z utrata funkcjonalnych po-
docytow (6).

Stanom patologicznym nerek towarzyszy réwniez
zmiana poziomu ekspresji receptoréw Flt-1 1 Flk-1.
W sztucznie wywotanym zapaleniu ktgbuszkow ner-
kowych tzw. rozplemie mezangialnym (anty-Thy neph-
ritis) wzrasta jedynie poziom ekspresji receptora Flk-1
(7). Z innych badan wynika, ze podczas niedokrwie-
nia nerek poziom receptora Flk-1 wzrastat 2-4 krotnie
w poréwnaniu z kontrola, natomiast poziom ekspresji
VEGF-A 1 Fit-1 pozostawal bez zmian (8).

Kiebuszek nerkowy jest wyjatkowa struktura naczyn
wlosowatych. Uszkodzenie srodbtonka jest czesta
przyczyna wielu schorzen nerek. Wiedza o czynnikach,
ktére wplywaja na integralnos¢ $ciany naczyn wioso-
watych klgbuszkow moze odegrac istotng role w zro-

zumieniu mechanizmu powstawania wielu schorzen
nerek (16). Wydaje si¢ zatem, ze VEGF jest niezbed-
ny do prawidtowego rozw0Ju nerki 1 odgrywa istotna
role w regeneracji naczyn wiosowatych w uszkodzo-
nych kiebuszkach nerkowych (14).

Analiza histopatologiczna nerek badanych trzymie-
siecznych szczurow nie wykazala zadnych zmian pa-
tologicznych w obrebie tego narza-
du. Wiadomo jest jednak, ze zmia-
ny na poziomie molekularmym wy-
przedzaja zmiany patologiczne na
poziomie komérkowym. Prowa-
dzone niezaleznie badania dlugo-
terminowe nad przezywalnoscia

| .z . . o
Aktywnos¢ transkrypcyjna analizowanego stada wykazaty, ze
Typ Gen % wartosé warto$¢ sl odchylenie | w obrebie nerek u osobnikow po
minimalna | maksymalna standardowe ukonczeniu siddmego miesiaca
VEGF-B 19 18 450 25200 | 20308 | 2549 zycia obserwuje sig lawinowo roz-
Flk-1 17 15 100 21 500 17 500 2506 wijajace sig procesy patologiczne
I pod postacig zwyrodnienia szklis-
Flt-1 21 16 300 28 700 22 320 5652 tego kicbuszkow nerkowych oraz
. VEGF-A 43 22 550 60 850 44 857 13 901 masywnych procesow o charakte-

' r .

| VEGF-B 30 19 900 31 000 23 150 5260 rze rozplemowym. Wyznaczanie
profilu angiogennego badanej ner-
i Flk-1 4 2400 3300 2867 451 ki, w postaci oceny poziomu eks-
Fit-1 18 12 400 13 900 13 150 1061 presji genow ,VE(E-{% VIEGF -B
VEGF-A 48 31900 40 050 36 130 3575 SR seg Ny L HISET, [o-
_ — zwoli przewidywac procesy angio-
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genezy 1 — by¢ moze — duzo wczesniej okreslic mo-
ment wystapienia nefropatii, a takze wykazac zalez-
nosci miedzy okres§lonym typem angiogennym a cza-
sem wystapienia patologii w obrebie nerki.
Przeprowadzone badania pilotowe populacji stada
z utrwalonym brakiem lewej zstepujacej tetnicy wien-
cowej u osobnikéw w wieku 3 miesigcy sugeruja wy-
konanie molekularnych badan porownawczych w ob-
rebie nerek w kolejnych etapach rozwojowych oma-
wianej populacji (np. 5., 7., 9. miesiac zycia), co po-
zwoliloby na udokumentowanie dynamiki rozwoju pa-
tologii w obrgbie nerek w aspekcie badanych zmian

molekularnych.
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Noworodki rudych lisiat (Vidpes vulpes) otrzymuja od szczepionych matek
przeciwciata przeciw wirusowi wécieklizny. W celu ustalenia sposobu przekazy-
wania tych przeciwciat okreslono ich miano w surowicach 70 samic szczepio-
nych przeciw wiciekliznie oraz u ptodow testem seroneutralizacji 1 szybkim tes-
tem hamowania fluorescencji (RFFIT). Samice otrzymaly szczepionkg per os
podczas akeji zwalczania wécieklizny w Saksonii w lutym-kwietniu 2001 r. Na
tych terenach corocznie przeprowadzano szczepienie liséw na wiosng i w jesieni
poczawszy od 1991 r. U 19 samic stwierdzono obecno$é przeciwciat przeciwko
wirusowi wécieklizny w klasie IgG immunoglobulin w tescie seroneutralizacji
w mianie > 0,5 jm/ml. Srednie miano geometryczne tych przeciwciat wynosito
1.83 jm/m] (0.58-8.95 jm/ml). U zadnego z ptodow nie stwierdzono obecnosci
przeciwciat dla wirusa wscieklizny. Samice lisow przekazujq potomstwu prze-
ciwciata przeciwko wirusowi wicieklizny za posrednictwem siary.

G.

PUSTERLA N., WATSON J. L., AFFOLTER V. K.,
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Badanie 53 koni w wicku od 6 miesigey do 19 lat ($rednia §.4) z czerwienica
krwotoczna wykazato. ze 17 koni byto zakazonych Streptococcus equi. 9 - Cory-
nebacterium pseudotuberculosis, 5 koni bylo szczepionych szezepionka zawie-
rajacg biatko M S. equi. u 5 koni wystepowata infekcja uktadu oddechowego
o nieustalonej etiologii, za$ u 2 koni byly otwarte rany. W 15 przypadkach nic
mozna bylo ustali¢ na podstawie wywiadu przebycia zakazenia wirusowego lub
bakteryjnego. Wsrod objawow klinicznvch dominowal wyraznie zaznaczony
obrzgk tkanki podskornej koficzyn, wybroczyny na blonach $luzowych. depre-
sja, utrata taknienia. goraczka, tachykardia 1 dusznose. lrudnosct w poruszaniu
sie. kolka, krwawienie z nosa 1 spadek masy ciata. Wystgpowata niedokrwistosc.
neutrofilia. hiperproteinemia i hiperfibrynogenemia, hiperglobulinemia, zwigk-
szona aktywnos$¢ aminotransferazy asparaginianowej, kinazy kreatyny, dehydro-
genazy sorbitolu. W terapii zastosowano kortvkosterydy, u 42 koni ponadto nie-
stervdowe leki przeciwzapalne, a u 26 — leki przeciwbaktervine. Przezylo 49
koni, jeden padt, a 3 poddano eutanazji.

G.



