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Expression of UEGF-A, VEGF-B genes and Flk-l and F!t-l leceptols in the kidneys
of Splague Dowley lats lacking a left ailery descending into the Golonary

Summary

The paper describes a long-term study on a herd of Sprague Dowley rats (3 months old, ma|e, l50 + 20
weight). The rats were derived from a primary herd characterized by the lack of a left artery descending into
the coronary. Patho|ogical changes in the kidneys of the rats were obseryed 7 months after the study began.
These changes were probably due to the functioning of the circulatory system as wel| as angiogenesis.

The aim of the study was to estimate the expression of angiogenesis - regulatory genes VEGF-A, VEGF-B
and their receptors - Flt-l and Flk-l in the kidneys of SD rats using the QRT-PCR (Real Time, TaqMan)
technique. Following this, the investigated samples of kidneys were divided into two groups having different
expressions of the analyzed transcripts. Group one had twice as high a percentage of YEGF-B and four times
lower percentage of Flk-l receptors compared to group two. There wer€ no differences in the percentages of
VEGF-A (43-48%) and FIt-l (l8-2l%) between the analyzed groups.
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Angiogeneza jest jednym z podstawowych czynni-
ków determinujących wzrost i róznicowanie się tka-
nek zarówno w watunkach fizjologicznych, jak i pato-
logicznych . ZaIeĄ między innymi od intensywnej pro-
liferacji i migracji komórek śródbłonka, przerwania
ciągłośc i błony podstawnej naczynia,,matczynego"
orazzmianystrukturymacierzyzewnątrzkomórkowej
(3). Istotny wpływ na wszystkie wymienione procesy
mają cytokiny z rodziny naczyniowo-śródbłonko-
wego czynnika wzrostu VEGF (vascular endothelial
growth factor), które manifestują swoją obecność po-
przezwiązante się z receptorami błonowymi Flk-1 lub
Flt-1 komórek środbłonka (4). Receptory Flt-1 i Flk-1
różntąsię mechanizmami transdukcji sygnału. Po po-
budzeniu receptora Flk-1 zachodzi silna, zalężna od
ligandu autofosforyIacja tyrozyny w obrębie domeny
kinazy tyrozynowej, podczas gdy pobudzenie recep-
tora Flt-l wykazuje słabą lub trudną do zidentyfiko-
wania odpowiedź. Sugeruje to, ze receDtorFlt-l może
negatywnie regulować proces angiogenezy (5). Akty-
wacja receptora Flk-1 zwiększa aktywnośc prolifera-
cyj ną komórek śródbłonką hamuj ąc przy tym proces
apoptozy, zwtększa także przepuszcza|ność naczyń

krwionośnych. Wydaje się, ze receptor ten jest odpo-
wiedzialny za peŁne spektrum działania angiogenne-
go VEGF (18), Natomiast receptor Flt-1 reguluje syn-
tezę metaloproteaz w komórkach mięśni gładkich (21),
migrację monocytów/makrofagów, komorek środbłon-
ka oraz wpĘwa na reorganizację cytoszkieletaprzez
aktywację kinazy p38 MAPK i paksyliny (9).

Ekspresja genów VEGF-A, VEGF-B oraz recepto-
rów Flk-1 i Flt-1 podlega ścisłej kontroli w komór-
kach śródbłonka naczyil krwionośnych. W obrębie
promotora genu Flt- l oraz VEGF-A stwierdzono
występowanie sekwencji zależnej od hipoksji HRE
(hypoxia response element), której nie posiadająpro-
motory genów Flk-l i VEGF-B. Wydaje sięzatem,że
ekspresja genu VEGF-B i receptora Flk-1 jest nieza-
lezna od hipoksji (5, 13) i może byó zwtązana z wy-
stąpieniem tzw. fenotypu angiogennego.

VEGF-A jest ligandem zarówno dla receptora Flk-l,
jak i Flt-l, natomiast VEGF-B wykazuje powinowac-
two jedynie do receptora Flt-1 (17) (ryc. 1). Istnieje
htp oteza doty cząca re l acj i mi ędzy VEGF -A, VEGF -B
a receptorami Flk-l i Flt-l w procesie anglogenęzy
(l9). Wedfug tej hipotezy zamigracjękomorek odpo-



i angiogenn.vm receptorem Flk-1 w procesie angiogenezy

wiedzialna jest aktywacja receptora błonowego Flt-1,
natomiast receptor Flk-1 jest odpowiedzialny za ak-
tywno ś ć pro li feracyj ną komórek śro dbłonka. Zacho -
dząca angiogeneza jest więc efektem współdziałania
ze sobą obu receptorow. Wydzielanie chemoatraktan-
tów oraz czynników wzrostu przęz zaaktywowanę za
pośrednictwem VEGF-B monocyty (Il, 12,15) moze
odegrac dużo ważniejszą rolę w angiogenęzię ntż sła-
ba aktywność mitogenna samego receptora Flt-1.
VEGF-B wiąząc się z receptorem Flt- 1 na powierzch-
ni komórek nabłonkowych, blokuje miejsca wiązania
dla VEGF-A, zwiększając tym samym wolną pulę
VEGF-A w sąsiedztwie receptora Flk-1. Aktywacja
receptora Flk-1 prowadzi do indukcji procesu angio-
genęzy (I,2,19) (ryc. 1).

Celem badań było wyznaczenie profilu ekspresji
genów VEGF-A, VEGF-B, receptora Flk-1 i Flt-l,
w wycinkach p o cho dzących z ner ek tr zymi e sięczn ych
szczurów Sprague Dowley, wyrvodzących się ze stada
podstawowego, charakteryzuj ącego się utrwalonym
brakiem lewej zstępującej tętnicy wieńcowej.

mienione stado poddawane jest bada-
niom majapym na celu standaryzację ho-
dowlaną oraz rejestrację stada, Badane
szczury nie wykazywały w badaniu kli-
nicznym zadnych ztnian świadczapych
o tocza§ym się w obrębie ich organizmu
procesie patologicznym. Do momentu
rozpoczęcia eksperytnentu zwierzęta
utrzymywano w warunkach chowu ,,za
barierą", stosując normy zoohigienicz-
ne spełniające wymagania stawiane ho-
dowli zwierząt SPF. Szcnlry przechodzi-
ły okresowy monitoring stanu zdrowia
ze szczegolnym uwzgl ędn i en iem badań
mikrobio1o gi cznych, par azytol ogicz-
nych, biochemicznych oraz hematolo-
gicznych. Po przeprowadzeniu eutana-
zli szczurów poprzez wykonanie injek-
cji z Morbitalu w dawce 2 ml/kg n.c.,
w ramach badania pośmiertnego jarrry
brzusznej pobierano od zwierzal obie
nerki do da|szych ana7iz.

Izolację całkowitego RNA przepro-
wadzono przy użyciu zestawu do e]<s-

trakcji RNA (Total RNA Prep Plus firmy A&A Biotechno-
logy). Jakość wyizolowanego RNA sprawdzono na 1,5oń

żelu agarozowym, natomiast ponriar stęzenia RNA wyko-
nano metodą spektrofotometryczną, stosując kalkulator
DNA/RNA Gen e-Quant fi rny Pharmacia.

Amplifi kacj ę wybrany ch fragmentów mRNA, połączo-
nązwyznaczeniem kinetyki reakcji PCR dla kazdej próbki
orazwyznaczenie ilości kopii badanych transkryptów wy-
konano techniką QRT-PCR z zastosowaniem detektora se-
kwencji ABI PRISMTM 7700 (Real Time). Zastosowano
następuj apy profi 1 termiczny reakcji QRT-PCR: odwrotna
transkrypcja w temperafurze 60'C (30 min.), 40 cykli obej-
mrrjących termiczną denatulację w 95'C (30 sek.), hybry-
dyzację starterów i sondy do cDNA oraz elongację przy
udziale polimerazy Tth w 55'C (60 sek.). Probówki po 40
cyklach inkrrbowano w J2"C przez 70 min, Dla badanych
genoq których sekwencje pochodziły zbazy internetowej
Gene Bank (www.ncbi.nih.gov/) zaprojektowano sondy
i startery przy użyciu programu Primer Express 2.0 (22).

Specyfi czność zaproj ektowanych o1i gonukleotydów po-
twierdzono techniką elektroforezy w 6oń zelu poliakryla-
midowym, a otrzymane elektroforegramy analizowano
komputerowo w systemie dokumentacji zelowej Biotec -
Fischer Bas-Sys lD.Matetiały i metody

Przebadano 5 szczurów (samców) ze stada Sprague Wyniki i omówienie
Dowley (masa l50 + 20 g), obciążonych brakiem lewej
zstępującej tętnicy wieńcońej, wy}rodowanv.tr * Ć"rrt.ul'- Liczbę koPii mRNA badanYch genów wYznaczono
nej--Zwieizęiu.,.i Doświadózainej Sląskiej Akadernii na podstawie kinetyki reakcji QRT-PCR z zastosowa-
MÓdycznej w Katowicach. opisywana *udu.oi*oiowa iest niem detektora sekwencji ABI PRISMTM 7700 (Taq-

typem patologii wrodzonej o utr-walonym podloŹu gene- Man). Dla_kaŻdego.badanego ryI9]nka lerki wyzna-
tyiznym. Klyierium doboru zwierząt do badati opa.to ,ru CZanO Profil eksPresji genów VEGF-A, VEGF-B oraz
ocenie przyżyciowej stanu klinicznego,badanej populacji recePtOrOw Flk-1 i Flt-1. Analizowano zarówno po-
oraz potwierdzonym w wielopokoleniowych badaniach ziomekspresjigenów,którychmiarąbyłaliczbakopii
stwierdzeniu, iz u samców pochodzących z tego stada mRNA danego genu w 1 pg całkowitego RNA eks-
w wieku siedmiu miesięcy rozwijają się zmiany morfolo- traktu, jak i procentowy udziaŁ tego genu w badanej
giczne w obrębie nerek. Nalezy zaznaczyc. że wyżej wy- puli genów (tab. 1).

Ryc. 1.Interakcje między VEGF-B i anĘangiogcnnvm receptorcm Flt-l a VEGF'-A
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Na podstawie procentowego udziału poszczegól-
nych genów w kazdej neTce, w oparciu o test niepara-
metryczny y1 wyrożniono dwa typy profili ekspresji
(założony poziom istotności wynosiła:0,05) (tab. 1).
Nerki trzech szczurów (grupa I) cechowałaprzyna7eż-
ność typu I, a dwoch (grupa II) do typu II.

Stosując test t-Studenta dla prób niezależnych,przy
założeniu. że poziom istotności cl : 0,05, porówny-
wano poziom ekspresji badanych genow między gru-
pami. Test wykazał brak istotnych statystycznię róż-
nic między poziomem ekspresji genów VEGF-A,
VEGF-B i prawdopodobnie receptora Flt- 1 między
grupami (odpowiednio p : 0,262, p : 0,136, p : 0,083).
Grupy rożniĘ się jedynie poziomem ekspresji recep-
tora Flk-l (p . tO ]). Dla poziomu ekspresji genu
VEGF-B rv grupie I i II nie stwierdzono rozkładu nor-
malnego, dlatego zamiast testu t-Studenta zastosowa-
no test nieparametryczny U Manna-Whitneya.

Badania przeprowadzone na trzymiesięcznych
szczut ach szc zepu S prague D owley z utrwalonym bra-
kiem lervej zstępującej tętnicy wieńcowej wykazaĘ,
ze w obrębie populacji samców szczlJróu,, u których
nie odnotorł,ano manifestacj i klinicznej j akiegokolwiek
procesu patologicznego, zwierzęta rożnią się aktyw-
no śc ią transkrypcyj ną genu Flk- 1, podczas gdy akĘw-
ność transkrypcyjna genow VEGF-A, VEGF-B i praw-
dopodobnie receptora Flt-1 (tendencja) była na staĘm
poziomie (tab. 1).

Otrzymane wyniki pozwo liĘ n a zr óżnic owanie prze -
badanych nerek na grupy rożntące się procentowym
udztałem analizowanych transkryptow. Typ I charak-
terystyczny był dla grupy pierwszej. natomiast typ II
dla _enrpy drugiej (tab. l). Nasuwa się pytanie, czy
obsenł,owane róznice w fenotypie angiogennym mogą
miec wpływ na prawidłową funkcję nerek.

Z danych literafurowych wynika, ze wzrost pozio-
mu ekspresji VEGF w nerkach może być zwwany
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zuszkodzeniem tego narządu lub zachodzącym wnim
procesem re generacyj nym. Wyka zano, że przerostowi
nerek spowodowanemu dietą wysokobiałkową moz-
na zapobiec, stosując przeciwciała anty-VEGF (20).
Populacja badanych zwierząt zywiona jest paszą stan-
daryzowanąoraz w pełni zbilansowaną o nazwie La-
bofeet-B, a co za tym idzie proces patologiczny nie
moze być wlvołany dietą wysokobiałkową. Uszko-
dzenię nerek możeprzebiegać także ze zmniejszeniem
ekspresji VEGF, tak jak to miało miejsce po częścio-
wej nefrektomii u szczlfra, gdzie I,4 razy zmniejszyła
się ekspresja VEGF w porównaniu z kontrolą (10).
Zmniejszenie ekspresji VEGF lub jej brak moze to-
w arzy szy c miażdży cy naczyńnerkowych, która praw-
dopodobnie zwtązana jest z utratąfunkcjonalnych po-
docytow (6).

Stanom p ato 1o gicznym nerek tow arzy szy rowni e z
zm7ana poziomu ekspresji receptorów Flt-l i Flk-1.
W sztucznie wywołanym zapaleniu kłębuszków ner-
kowych tnv. rozplemie mezangialnym (anty-Thy neph-
ritis) wzrasta jedynie poziom ekspresji receptora Flk-i
(1). Z innych badań wynika, że podczas niedokrwie-
nia nerek poziom receptora F lk- l wzra stał ż-4 krotnie
w porownaniu z kontrolą natomiast poziom ekspresji
VEGF-A i Flt-1 pozostawał bez zmian (8).

Kłębus zek nerkowy j e st wyj ątkową strukturą n aczy h
włosowatych. Uszkodzenie środbłonka jest częstą
przyczynąwielu schorzeń nerek. Wiedza o czynnikach,
ktore wpĘwająna integralność ściany naczyń włoso-
watych kłębuszkow moze odegrać istotną rolę w zro-
zumieniu mechanizmu powstawania wielu schorzeń
nerek (16). Wydaje się zatem, ze VEGF jest niezbęd-
ny do prawidłowego rozwoju nerki i odgrywa istotną
rolę w regeneracji naczyń włosowatych w uszkodzo-
nych kłębuszkach nerkowych (l4).

Analiza h i s top ato 1 o glc zna n erek b adan yc h trzymi e -

sięcznych szczurów nie wykazała żadnych zmianpa-
tologicznych w obrębie tego narzą-
du. Wiadomo j est jednak, że zmia-
ny na poziomie molekulamym wy-
pr ze dzaj ą zmlany p ato l o g ic zne na
poziomie komórkowym. Prowa-
dzonę nięzależnię badania długo-
terminowe nad przeżywalnością
analizowane go stada wykazaĘ, że
w obrębie nerek u osobników po
ukończeniu siódmego miesiąca
życia obserwuje się lawinowo roz-
wijające się procesy patologiczne
pod postacią zwyrodnienia szklis-
tego kłębuszków nerkowych oraz
mas}nvnych procesów o charakte-
rze r ozplemowym. Wy znaczanie
profilu angiogennego badanej ner-
ki, w postaci oceny poziomu eks-
presji genów VEGF-A, VEGF-B
oraz receptorów Flk-1 i Flt-1, po-
zwoli przewidyłvać procesy angio-

Tab. l. Trpr profili ekspresji genórł,\'EGF-A, \'EGF-B, receptorólr Flk-l i Flt-l
oraz aktl,rvność transkrvpcl,jna badanl,ch genórl l,r,poszczególnvch Ą,pach (miarą
aktyrvności jest ilość kopii mRNA genu przeliczona na 1pg całkowitego R\A; prz1-
należność do danego tvpu oparta jest na udziale procentolr_vm liczbv cząsteczek
mRNA danego genu \l,całej puli badanl,ch genów)

Typ Gen Yo

Aktyw ność lranskrypcyjna

wartość wailość l odchvlenie
minimalna maksymalna sreonla 

IstanOirOowe

I

ll

VEG F-B

F lk-1

Flt-1

VEG F-A

VEG F-B

Flk-1

Flt-,|

vEG F-A

19

17

21

43

30

4

18

48

18 450

15 100

16 300

2? 550

19 900

2400

12 400

31 900

25 200

21 500

28 700

60 850

31 000

3300

13 900

40 050

20 308

17 500

22 320

44 857

23 150

2867

13150

36 130

2549

2596

5652

13 901

5260

451

1 061

3575
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genęzy i - być moze - dlżo wczęśniej określic mo-
ment wystąpienia nefropatii, a także wykazac za|ęż-
ności między określonym typem angiogennym a cza-
sem wystąpienia patologii w obrębie nerki.

Przeprowadzone badania pilotowe populacji stada
z utrwalonym brakiem lewej zstępującej tętnicy wień-
cowej u osobników w wieku 3 miesięcy sugerują wy-
konanie molekularnych badań porównawczych w ob-
rębie nerek w kolejnych etapach rozwojowych oma-
wianej populacji (np. 5., 7., 9. miesiąc życia), co po-
zwoliłoby na udokumentowanie dynamiki rozwoju pa-
tologii w obrębie nerek w aspekcie badanych zmian
molekularnych.
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vos A., SCHAARSCHMIDT v., MULUNEH A.,
MULLER T.: Pochodzenie przeciwciał przeciwko
wirusowi wścieklizn y przekazywanych p rzez li§ice
potomstwu. (Origin of maternally transferred anti-
bodies against rabies in foxes). Vet. Rec. 153, 16-18,
2003 (l)

Noworodki rudl,clr lisiąt (I'ulpe: tulpes') otrzl,mują od szczepionvch lnatek
przecirł,ciała przccirł, ri,irusowi wścieklizny W celu ustaIetria sposobu przekazy-
rvania tvch przeciu,ciał okleś]ono jch nliano w sltrorvicach 70 sarnic szczepio-
nl,ch przeciw u,ściekliźnie oraz u płodóu,tesLem serone],ltralizacji i szybkim tes-

tetll hallotrania fluorescencji (RFFIT). Samice otrzy,lllały szczepionkępar o,r

podczas akcji zrralczania rłścieklizn_v ri Saksonii rr ltltvtrr-krrietniu 200l r. Na
tvch terenaclr corocznie przeprclwadzano szczepienie liscilł na s iosnę i u jcsieni
począwszy od ] 99 I l U l 9 sallic strł,icrdzono obecność przcciu,ciał przecirł,ko
u,irusowi wścieklizny w k]asie IgG immunoglobulin w teście seroneutralizacji
tł, lnianie > 0,5 jrniml Srednic tlliano geon,]e|ryczne t},ch przeci\Ą,ciał rł,ynosiło
1.83 jm/ml (0.58-8.95 jm mJ) U żadnego z płodórr nie stwierdzono obecności
przeciuciał dla rvirusa u,ścieklizny. Sarnice lisó*, przekazują potomst\Ą,u prze-

cirł ciała przeciu.ko ll,irusorł,i wścieklizrry za pośrednictwem siarv

G.

PUSTERLA N., WATSON J. L., AFFOLTERV. K.,
MAGDESIAN K. G., WILsoN w. D., CARL-
SON G. P.: Czerwienica krwotoczna u 53 koni.
(Purpura haemorrhagica in 53 horses). Vet. Rec.
153, 118-121,2003 (4)

Badanie 53 koni rr rricku od ó nriesięcv do l9 lat (średnia 8.4) z czenrienicą
krrłotocznąrvl,kazało.żel7koni b;"łozakaźon),,cbSłzploctt(,(lLsequi^9 C'clt\,-

nebacteritnll pseutlontherctłloll.s, 5 koni było szczepionych szczepiotrką zarvie-
rającą białko M S equi. u 5 koni rvystęporvała inlekcla ukłaclu oddechorłegcl
o niertstalotrcj ctiologii. zaś u 2 koni były otu,afte ranv W l5 przypadkach nic
można by,ło ustalic na podstarr ie r,v_"-rł,iadtr przebycia zakazcnia rr irusorrego lub

bakteryjnego Wśród objarvórr klinicznvch dominorvał rrrt,ltznię zażnaczoll\
obrzęk tkanki podskórnej kończyn. uybroczynl,na błonach śluzorłvch. depre-

sja. utrata łaknicnia. gorączka. tachykardia i dusznośc. trudności w poruszarrirL

się. kolka, krwawienie z nosa i spadek lnasy ciała \\'_vstępo,n,ała niedokl,rvistość.
nelttrofilia. hipcrproteinemia i hiperl'ibrynogerrcrnia. hipelglobulilcmia. zrł,ięk-
szona aktyrł,nośc atrrinotransferazy asparaginianoue.1. kinazy krcatvny. delrydro-

,ucnazy sorbitoJu \\'terapii zastoso\\,ano kon_",kosreryd_v, lr 42 koni ponadto nie-
ster-vdorr.e ]eki przecilzapalrre. a u 26 leki przeciu,bakteryjnc Przeż_vło,{9

koni. jeden padł. a 3 poddllno eutanazji.

G.


