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Model of experimental atherosclerosis of iliac arteries in rabbits

Summary

The aim of the study was to elaborate an effective method of triggering iliac artery atherosclerosis in
rabbits. The authors applied a diet rich in fat, not based on cholesterol.

Investigations were performed on 18 White New Zealand breed rabbits. After 3 weeks of adjustment,
morphological and biochemical blood analysis was carried out: ALT activity, AST activity, urea, creatynine,
cholesterol and its fraction (LDL, HDL), triglycerides (TGL), bilirubin and protein. Next, a diet rich in fat
with 7% arachnid oil was administered to the rabbits. After 8 weeks the blond test was carried out again
and indicated a significant increase in cholesterol concentration and LDL, following which the procedure of
injuring the iliac artery was performed. Control blood analysis and iliac arteriography were performed after
12 weeks. A significant continuous increase in cholesterol concentration and LDL in the biochemical blood
analysis was observed. Angiography indicated the narrowing of both iliac arteries in 12 rabbits (66.6%) and
the narrowing of one artery in 6 rabbits (33.3%).

Injuring the endothelium of the iliac arteries by means of a balloon used for angioplasty in hypercholestero-
lemia leads to narrowing the vessel lumen. This method of experimental atherosclerosis in vessels is a good one

for further research into this pathology.
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Miazdzyca jest przewleklym ogniskowym procesem
zapalnym obejmujacym gitownie duze 1 $rednie t¢tnice.
Stanowi podstawowa przyczyne chordb serca i zawatow.
Juz w 1856 r. Virchow opisal zmiany miazdzycowe i wy-
sunat hipoteze, ze jest to aktywny proces zapalny (11).
Na poczatku XIX wieku udowodniono rol¢ cholesterolu
W patogenezie miazdzycy, zas w 1999 r. opublikowano
teori¢ gloszaca, ze miazdzyca jest przewlektym procesem
zapalnym w odpowiedzi na uszkodzenie $ciany tgtnicy
(14). Uwaza sig, ze jest ona wywotywana przez wspotist-
nienie co najmniej kilku czynnikow, zarowno genetycz-
nych, jak i sSrodowiskowych oraz przez dtugowiecznos¢
(1). Rozwo6j zmian miazdzycowych obejmuje ciag wza-
jemnie powiazanych zjawisk. Poczatkowo dochodzi do
uszkodzenia §rodbtonka o charakterze czynnosciowym lub
morfologicznym przez: turbulentny przeptyw krwi w na-
czyniach w wyniku nadci$nienia tetniczego, toksyczne
sktadniki dymu tytoniowego, stres oksydacyjny, zmody-
fikowane czasteczki LDL, przeciwciata skierowane prze-
ciw komorkom s$rodblonka, zakazenia (gtdownie wirusy
1 Chlamydia sp.) oraz przez produkty glikacji powstajace
w cukrzycy (1). Naruszenie bariery $rédblonka skutkuje
jego uszkodzeniem, a nastgpnie jego dysfunkcja, w prze-

biegu ktoérej dochodzi do zmniejszenia dostgpnosci tlen-
ku azotu (NO) i skurczu naczynia, agregacji ptytek, proli-
feracji migsni gladkich §ciany naczyniowej oraz adhezji
jednojadrzastych leukocytow. Kolejnym etapem rozwoju
miazdzycy jest przyleganie monocytow i limfocytow do
srodbtonka naczyn wskutek zwigkszonej ekspres;ji adhe-
zyn, gléwnie VCAM-1 i selektyny P i L. Nastgpnie mo-
nocyty i limfocyty przechodza przez srodblonek pod wpty-
wem dziatania cytokin. Kolejnym etapem jest przemiana
monocytow w makrofagi i dalej powstawanie z nich ko-
morek piankowatych. Réwnoczesnie dochodzi do roz-
rostu komoérek migsni gltadkich w blonie wewngtrznej
naczynia pod wptywem plytkowopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF), endoteliny 1, trombiny i angiotensyny
II oraz zwigkszonej produkcji macierzy pozakomorkowej
przez komorki migséni gladkich $ciany naczyniowej. Na-
stepnie dochodzi do przeksztatcania makrofagéw w ko-
morki piankowate, ktore po rozpadzie tworza ,,rdzen thusz-
czowy”, zawierajacy gromadzacy si¢ pozakomorkowo
cholesterol z jego estrami i komorki piankowate. W obre-
bie zmian miazdzycowych, pod wplywem czynnikow sty-
mulujacych angiogenezg (naczyniowy czynnik wzrostu
srodbtonka, zasadowe czynniki wzrostu fibroblastow i on-
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kostatyne M) tworza si¢ nowe naczynia. W wyniku ich
uszkodzenia dochodzi do wylewow krwi w obrebie blaszki
miazdzycowej, co przyczynia si¢ do jej wzrostu. Kolej-
nym etapem jest wapnienie w blaszce miazdzycowe;.
Zachodzi ono pod wptywem cytokin i wapnia oraz przy
udziale produkcji biatek sprzyjajacych mineralizacji.
W wyniku tych procesow $ciana tetnic jest twarda i kru-
cha.

Miazdzyca tetnic wiencowych jest powodem okoto
50% zgonow z przyczyn sercowo-naczyniowych (7), dla-
tego tez badania nad jej rozwojem, skutkami i metodami
leczenia juz rozwinigte] miazdzycy na modelu zwierzg-
cym pozwola w przyszto$ci na wzrost skutecznosci jej
zapobiegania, dalsze spowolnienie rozwoju i poprawie-
nie opieki nad chorymi z miazdzyca.

Celem badan byto opracowanie skutecznej metody
wywotania zwezenia tetnic biodrowych u krolikow z za-
stosowaniem diety bogatotluszczowej nie opartej na cho-
lesterolu oraz mechanicznego uszkodzenia naczyn tgtni-
czych.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowito 18 krolikow rasy biatej no-
wozelandzkiej, pochodzacych z hodowli krolikow w Matujo-
wicach. Po 3 tygodniach aklimatyzacji przeprowadzono bada-
nia hematologiczne i biochemiczne: aktywno$¢ aminotransfe-
razy alaninowej (ALT), aktywno$¢ aminotransferazy asparagi-
nianowej (AST), stezenie mocznika, kreatyniny, cholesterolu
ijego frakcji (LDL, HDL) oraz trdjglicerydow (TGL), biliru-
biny oraz ilo$¢ biatka catkowitego. Nastepnie rozpoczgto
u zwierzat podawanie diety wysokotluszczowej z 7% dodat-
kiem oleju arachidowego. Olej arachidowy ma w swoim skta-
dzie: 13-45% kwasu linolowego, 36-72% kwasu olejowego,
6-16% kwasu palmitynowego, 1-7% kwasu stearynowego,
1-3% kwasu arachinowego, 2-5% kwasu behenowego, 1-3%
kwasu lignocerynowego. Granulowana dieta krolikéw sktada-
fa si¢ z: owsa, pszenicy, suszu z lucerny i traw, $ruty sojowej
i mieszanki mineralno-witaminowej (tab. 1). Zwierzeta byly
zywione ad libitum. Po 8 tygodniach przeprowadzono ponow-
nie badanie krwi i wykonano zabieg uszkodzenia tgtnic biod-
rowych. Zabieg przeprowadzono w znieczuleniu ogélnym in-
fuzyjnym: ksylazyna 2 mg/kg m.c. + ketamina 10 mg/kg m.c.
Wenflon zaktadano do zyly brzeznej ucha. Okolicg szyjna do-
brzuszna golono, a pole operacyjne dezynfekowano roztwo-
rem jodyny. Skorg nacinano, rozdzielano tkank¢ podskorna
i mig$nie celem uwidocznienia tgtnicy szyjnej. Zmodyfikowa-
na metoda Selingera (10) zaktadano do naczynia koszulke na-
czyniowg Srednicy 4 Fr., przez ktora podawano rentgenodiag-
nostyczny $rodek kontrastowy Urografin 76% celem uwidocz-
nienia przebiegu tetnic (ryc. 1). Nastgpnie, pod kontrola pro-
mieni RTG, przez koszulke¢ naczyniowa wprowadzano, po pro-
wadniku, balon do angioplastyki Elekt 2,5 x 20, kolejno do
obu tetnic biodrowych (ryc. 2). Po umieszczeniu go w $wietle
naczynia na wysokos$ci stawow biodrowych, balon wypetnia-
no ptynem fizjologicznym z kontrastem za pomoca strzykawki
automatycznej do poziomu ci$nienia wewnatrz balonu 10 atm
ijego srednicy 8 mm. Balon napetniano trzykrotnie i utrzymy-
wano go w tym stanie przez 30 s, celem uszkodzenia $rodbton-
ka naczyn tetniczych. Po usunigciu balonu i koszulki naczy-
niowej tetnice szyjna zamykano szwem naczyniowym. Tkan-
ke podskdrna zszywano szwem ciagtym nié¢mi rozpuszczalny-
mi, za$ skore — szwem pojedynczym ni¢mi nierozpuszczalny-
mi Amifil 3.0. Rang zabezpieczano preparatem zawierajacym
zmikronizowane aluminium. Przez kolejne 12 tygodni kroliki
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Tab. 1. Skladniki diety bogatottuszczowej stosowanej u krolikéw

Zawarto$¢
Sktadnik
gramy na 100 g paszy %
Biatko ogdlne 16 g 16%
Thuszcz surowy 7,29 1,2%
Popidt surowy 6,79 6,5%
Lizyna 08¢g 0,8%
Wtékno surowe 119 11%

No 75_2
P No07131746

Study: P No07131746

Series: 1

Sequence: 5

Dr Bialy Frame: 17
PSK1 Wroclaw

Jul 13,2006

5:56 PM

Ryc. 1. Obraz RTG tetnic biodrowych krolika po podaniu kon-

trastu
e @

No 75_3

_ Study: PNo 07132012
PNo 07132012
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Sequence: 5
Dr Bialy Frame: 4
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Jul 13,2006
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Ryc. 2. Uszkadzanie Srédblonka tetnic biodrowych balonem.
Widoczny balon do angioplastyki wypelniony kontrastem na
wysokosci stawu biodrowego
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Ryc. 3. Stezenie cholesterolu w surowicy krwi krolikow

przed rozpocz¢ciem podawania diety (1), po 8 tygodniach (2)
i po 20 tygodniach (3) stosowania diety bogatotluszczowej.
W Kkolejnych badaniach réznice istotne statystycznie p < 0,01

byty nadal zywione dieta wysokottuszczowa. Po tym okresie
wykonano ponownie badania hematologiczne i biochemiczne
oraz angiografi¢ naczyn tgtniczych.

Analizg statystyczna uzyskanych wynikéw badan morfolo-
gicznych i biochemicznych krwi przeprowadzono przy pomo-
cy nieparametrycznego testu dla danych powiazanych — wielo-
czynnikowej analizy ANOVA rang Friedmana. Poziom istot-
nosci przyjeto dla p < 0,05.

Na badania uzyskano zgode Lokalnej

Ryec. 4. Stezenie frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi kré-
likow przed rozpocze¢ciem podawania diety (LDL 1), po
8 tygodniach (LDL 2) i po 20 tygodniach (LDL 3) stosowania
diety bogatotluszczowej. W kolejnych badaniach réznice istot-
ne statystycznie p < 0,01

robie i wzrost LDL w surowicy krwi (8), co obrazuja uzys-
kane wyniki. Frakcja HDL nie roznita si¢ istotnie staty-
stycznie przez caly okres do§wiadczenia. Stwierdzono tez
istotny statystycznie wzrost aktywnosci aminotransfera-
zy alaninowej w ostatnim badaniu, jednak jej aktywno$¢
nie przekroczyla wartosci referencyjnych (15) (tab. 2).
Wzrost aktywnosci aminotransferazy alaninowej jest

Komisji Etyki ds. Badan na Zwierzetach Tab. 2. Wyniki badai hematologicznych biochemicznych krwi (x + SD)

nr 59/01 z dn. 12.12.2001 roku.

Badanie 1 Badanie 2 Badanie 3
A e . Parametr przed wprowadzeniem | po 8 tyg. stosowania | po 20 tyg. stosowania
anlkl | omowienie diety wysokottuszczowej diety diety
Zapotrzebowanie, a tym samym za- | Erytrocyty (1012/1) 551,24 5,8 + 1,56 4,98 x 2,21
wartos¢ tluszezu surowego w mieszan- |y oo (1091) 10,45 £ 3,2 8,98 + 5,20 12,67 £ 6,23
ce pelnoporcjowej dla krolikéw wyno-
3% (5). Stosowanie diety wysokottusz-  |Limfoeyty (%) 18,97 £ 5,67 14,45 + 7,87 19,99 + 4,98
A . ; el
czowej z 7% dodatkiem oleju arachido- -, oo 3,42 + 1,43 2,52 + 1,96 3,02£1,79
wego u krolikoéw spowodowato istotny
statystycznie wzrost stezenia choleste- |Hb (mmol/) 8,99 £ 3,34 9,79 £ 4,54 7,89 £ 6,49
rolu i frakcji LDL w surowicy juz po |t (i) 43,4+ 6,21 40,98 + 8,34 45,67 + 3,96
8 tygodniach jej podawania (ryc. 3). Po |, o un) 14,00 = 4,72 23,00 = 15,9 2542 + 2,1
tym okresie dokonano uszkodzenia
S’r(’)db1onka tqtnlc biodrowych Ce]em AST (U/l) 32,00 + 14,13* 35,00 + 18,32 47,14 g3 5,3*
odtworzenia warunkow powstawania | Mocznik (mg%) 39,14 £ 10,38 44,57 + 4,27 44,85 + 7,88
miazdzycy. Jednym z czynnikow powo- e man) 106,00 = 14,07 111,86 = 14,18 139,85 = 23,34
dujacych arterosklerozg jest hipercho-
1esterolemia, uzyskana w tym przypad_ Cholesterol (mg%) 43,41 £ 11,01* 109,14 + 14,18* 185,14 = 50,01*
ku dieta z 7% dodatkiem oleju arachi- | ypL (mg%) 27,57 = 6,78 27,85 £ 12,65 48,14 = 14,65
g;)wego. W badaniu krwi przeprowa- | o oo 9,71 + 5,70* 68,28 + 19,88* 128,29 + 47,09
onym po kolejnych 12 tygodniach sto-
sowania dlety stwierdzono dalszy TGL (mg%) 48,28 + 17,85 66,71 = 27,65 61,85 = 7,75
WZzrost Stfzéenla lfrh?lﬁsterolu i frakc}l Bilirubina (ymol/) 1,04 £ 0,15 1,38 + 0,42 1,05 £ 0,27
LDL .3). 0likéw naturalng re-
. (ryc . ) U krolikow -tu- are Biatko catkowite (g/1) 42,28 + 7,15 42,42 = 3,64 47,00 = 4,72
akcja na hipercholesterolemig jest spa-

dek funkcji receptoréw dla LDL w wat-

Objasnienie: * —p < 0,05
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Ryc. 5. Obraz RTG zwezZonej tetnicy biodrowej po wcezesniej-
szym uszkodzeniu $r6dblonka naczynia

zwiazany ze zwigkszonymi przemianami ttuszczy dostar-
czanych wraz z dieta. Pozostale parametry biochemiczne
1 hematologiczne przez caly okres do§wiadczenia nie uleg-
ty istotnej statystycznie zmianie 1 nie przekroczyly war-
tosci referencyjnych (tab. 2) (15). W wigkszo$ci modeli
arteriosklerozy wykorzystuje si¢ dodatek cholesterolu
w diecie (1,2, 6, 16). W naturze jednak krolik nie pobiera
paszy zawierajacej tlhuszcze zwierzece-cholesterol, stad
tez podjgto probe opracowania skutecznej diety aterogen-
nej bez dodatku cholesterolu. Mononienasycone kwasy
tluszczowe (MUFA) podnosza stezenie LDL, dziatajac
tym samym aterogennie. Kwasy thuszczowe wieloniena-
sycone (PUFA) omega 3 obnizaja st¢zenie frakcji LDL,
a podnosza stgzenie frakcji HDL, dzialajac tym samym
ochronnie (9). Stwierdzono, ze zar6wno MUFA, jak
1 PUFA moga zwigksza¢ utlenianie cholesterolu, co pro-
wadzi dalej do jego estryfikacji i odktadania si¢ w naczy-
niach (10). Olej arachidowy zawiera 36-72% kwasu olei-
nowego, ktéry jest kwasem mononienasyconym. Kwasy
thuszczowe nasycone: palmitynowy stanowi 6-16%, a stea-
rynowy 1-7% sktadu oleju arachidowego. Jedynie 13%
stanowi kwas linolowy, ktory jest kwasem nienasyconym,
zawierajacym dwa podwdjne wigzania, jednak nalezacym
do frakcji omega 6, ktora dziata rowniez atrerogennie (12).
Niewielki procent stanowig inne kwasy thuszczowe, gow-
nie nasycone. Tak mata zawarto$¢ PUFA, znaczna MUFA
inasyconych kwasow ttuszczowych w zastosowanej die-
cie wysokottuszczowej z 7% dodatkiem oleju arachido-
wego doprowadzita w czasie 8 tygodni do hipercholeste-
rolemii u krolikow. Wysokie stezenie cholesterolu i frak-
¢ji LDL oraz jego utlenienie przyczynia si¢ w znacznym
stopniu do rozwoju procesu miazdzycowego (4, 7, 8). Po
mechanicznym uszkodzeniu $rodblonka tgtnic blodrowych
w stanie hipercholesterolemii wywotano zmiany miazdzy-
cowe w tych naczyniach. Potwierdzone one zostaty w an-
giografii tetnic biodrowych wykonanej po 12 tygodniach
od uszkodzenia $rodbtonka tetnic. W badaniu tym stwier-
dzono zwezenia obu tetnic biodrowych u 12 krolikow
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(66,6%), u 6 krolikow (33,3%) doszto do zwezenia jed-
nej tetnicy (ryc. 5). Uszkodzenie srodblonka tetnic jest
pierwszym i niezbgdnym warunkiem do naturalnego roz-
woju miazdzycy u cztowieka. Uszkodzenie to uruchamia
kaskadg zmian i powoduje rozwoj procesu zapalnego,
ktorego zaistnienie jest konieczne do rozwoju zmian ar-
teriosklerotycznych (4, 7). Warunki te zostaty odtworzo-
ne poprzez mechaniczne uszkodzenie t¢tnic biodrowych.
Wiadomo, Ze podanie kwasu acetylosalicylowego u kro-
likow z hipercholesterolemia redukuje rozwdj zmian
miazdzycowych poprzez hamowanie procesu zapalnego,
nie wplywajac na stezenie cholesterolu we krwi (3, 8).

Podsumowanie

Zastosowanie u krolikoéw diety bogatottuszczowej
z dodatkiem 7% oleju arachidowego powoduje juz po
8 tygodniach hipercholesterolemig. Uszkodzeniu §rod-
btonka tetnic biodrowych przy pomocy balonu do angio-
plastyki w stanie hipercholesterolemii prowadzi do po-
wstania zwezenia $wiatla naczynia. Opracowany Sposob
doswiadczalnego wywotywania zmian, zblizonych do
procesu miazdzycowego w naczynlach stanowi dobry
model do dalszych badan nad ta choroba.
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