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Streszczenie

Abstract

Wstep: Tetniaki oraz miazdzycowe niedokrwienie kohnczyn dolnych z powodu zmian zlokalizowanych
w odcinku aortalno-biodrowym stanowia dwie najczestsze przyczyny wykonywania procedur naczynio-
wych w obrebie jamy brzusznej. Nadal nie do konca poznano czynniki genetyczne zwiazane z indywidual-
nym ryzykiem powstania tych schorzen. Celem niniejszej pracy byfa préba poréwnania tetniaka aorty brzusznej
i niedrozno$ci aortalno-biodrowej poprzez analize profili ekspresji genéw metoda macierzy cDNA Atlas.
Materiat i metody: Materiat biologiczny stanowity probki éciany aorty brzusznej pobrane od 12 chorych
z tetniakiem aorty brzusznej, od 8 pacjentéw z niedrozno$cia aortalno-biodrowg oraz od 5 dawcéw narza-
dow. Catkowity RNA izolowano z tkanki aorty i poddawano odwrotnej transkrypcji, a nastepnie hybrydy-
zowano do macierzy cDNA Atlas.

Wyniki: Wyodrebniono grupe 36 genow (20 z zestawu Atlas Cardiovascular Array oraz 16 z zestawu Atlas
Stress Array) ulegajgcych znamiennej statystycznie zréznicowanej ekspresji na poziomie mRNA w bada-
nych schorzeniach.

Whioski: Otrzymane w niniejszych badaniach profile ekspresji gendw w tetniaku aorty brzusznej i nie-
droznosci aortalno-biodrowej wskazujg na szczegdlne znaczenie genéw warunkujacych stan zapalny
i przebudowe macierzy zewnatrzkomérkowej w obu schorzeniach.

Stowa kluczowe: tetniak aorty brzusznej, niedrozno$¢ aortalno-biodrowa, profile ekspresji genéw, macierze cDNA Atlas

Background: Abdominal aortic aneurysms and aortoiliac occlusive disease are the most frequent reasons
for vascular surgery procedures within the abdominal cavity. Genetic factors responsible for individual
risk of the development of these diseases are little known. The purpose of the present study was to
attempt to compare abdominal aortic aneurysm and aortoiliac occlusive disease using the analysis of
gene expression profiles with Atlas cDNA arrays.

Material and methods: Specimens of abdominal aorta from 12 patients with AAA, 8 with AIOD and
5 organ donors were used. Total RNA was isolated from aorta tissue and subjected to reverse transcription,
then hybridized to Atlas cDNA arrays.

Results: We identified 36 genes (20 from the Atlas Cardiovascular Array and 16 from the Atlas Stress
Array) which were significantly differentially expressed in AAA and AIOD.

Conclusions: The results of gene expression profiling in AAA and AIOD indicate the essential role of the
genes responsible for inflammation process and extracellular matrix remodelling in both diseases.
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Wstep

Tetniaki aorty brzusznej (AAA, abdominal aortic aneu-
rysm) oraz miazdzycowe niedokrwienie kofhczyn dolnych
z powodu zmian zlokalizowanych w odcinku aortalno-
biodrowym (AIOD, aortoiliac occlusive disease — nie-
droznos¢ aortalno-biodrowa) stanowig dwie najczestsze
przyczyny wykonywania procedur naczyniowych w ob-
rebie jamy brzusznej. Na podstawie dotychczasowych
badan okreslono czesto$¢ wystepowania powyzszych
choréb na 4-9% w przypadku tetniakow wystepujgcych
w populacji os6b w wieku powyzej 75 lat [1, 2] oraz na
5% w przypadku zmian miazdzycowych wsrod pacjen-
tow powyzej 50. roku zycia [3].

W obrazie histologicznym AAA charakteryzujg sig
oznakami przewlektego zapalenia, destrukcyjng przebu-
dowa macierzy zewnatrzkomorkowej, zmniejszeniem licz-
by komdérek miesni gtadkich przy redukcji grubosci war-
stwy srodkowej $ciany naczynia oraz neowaskularyzacja
[4, 5]. Podczas gdy w tetniaku nieprawidtowosci $ciany
dotyczg metabolizmu biatek warstwy zewnetrznej i $rod-
kowej, to w miazdzycy proces ten obejmuje gtownie
warstwe wewnetrzng i Srodkowa Sciany aorty [2, 6].

Tradycyjnie tetniaki traktowano jako przejaw konco-
wego etapu zaawansowanej miazdzycy [7], jednak rze-
czywiste procesy, ktdre sg przyczyng powstania AAA,
i ich potencjalny zwigzek z miazdzyca pozostajg nadal
niejasne. Przyjmuje sie dwie odmienne hipotezy:

— miazdzyca jest zjawiskiem biernym towarzyszacym
czesto tetniakowi;
— miazdzyca aktywnie uczestniczy w powstaniu i roz-

woju tetniaka [2, 8].

W badaniach przeprowadzonych na modelach zwie-
rzecych wykazano, ze mozna doprowadzi¢ do miazdzycy
bez wywotywania tetniaka oraz doprowadzi¢ do tetniaka
aorty brzusznej (za pomoca indukcji chlorkiem wapnia lub
iniekcji elastazy) bez wywotywania miazdzycy [9].

W multidyscyplinarnym projekcie badan nad patoge-
nezg tetniakdw aorty brzusznej zaproponowano naste-
pujace mechanizmy jako najbardziej istotne w powsta-
waniu zmian: proteolityczng degradacje tkanki tgcznej
$ciany aorty, stan zapalny i odpowiedZ immunologiczna,
stres biomechaniczny oraz czynniki genetyczne [5]. Row-
niez miazdzyce uwaza sie za chorobe wieloczynnikowa.
Cho¢ od kilkunastu lat prowadzi sie intensywne badania,
nadal w petni nie poznano czynnikdw genetycznych zwia-
zanych zindywidualnym ryzykiem powstania AAA i AIOD.

Chociaz w rozwoju obu choréb uczestniczg podobne
czynniki ryzyka (palenie tytoniu, hipercholesterolemia
i nadcisnienie tetnicze), to réwnoczesnie populacje nimi
dotkniete réznig sie miedzy soba [2]. Odmiennosci do-
tycza miedzy innymi wieku wystapienia choroby (pacjenci
z AAA sa o ok. 10 lat starsze od pacjentéw z AIOD) oraz
obecnosci schorzen towarzyszacych (u duzej czesci cho-
rych z AAA wystepuje réwniez rozedma ptuc i nadcisnie-
nie, zas u osob z AIOD — cukrzyca). Ponadto, podczas
gdy niedroznos$¢ aortalno-biodrowa stwierdza sie u obu
ptci w podobnych proporcjach, to tetniaka aorty brzusz-

Introduction

Abdominal aortic aneurysms and aortoiliac occlusive
disease are the most frequent reasons for vascular sur-
gery procedures within the abdominal cavity. AAA oc-
curs in as much as 4 to 9% of the population aged above
75 years [1, 2] and peripheral occlusive disease occurs
in as much as 5% of people aged more than 50 years [3].

Histologically, AAAs are characterized by symptoms
of chronic inflammation, destructing remodelling of the
extracellular matrix, loss of smooth muscle cells with thin-
ning of the medial wall and neovascularization [4, 5].
Whereas in AAA, abnormalities concern metabolism of
the proteins of the external and medial wall of aorta, in
atherosclerosis it concerns the process mainly affecting
the intima [2, 6].

Traditionally aneurysms were considered as the end-
-stage of advanced atherosclerosis [7]. However, the ac-
tual processes responsible for AAA development and
their potential association with atherosclerosis remain
unknown. There are two different hypotheses:

— atherosclerosis is a passive condition frequently as-
sociated with aneurysm;
— atherosclerosis is an active component in the process

of aneurismal degeneration [for review see: 2, 8].

In animal model studies it was shown, that athero-
sclerosis may be induced without developing aneurysm
and the aneurysm may be generated by induction with
a calcium chloride or elastase injection, without associa-
ting atherosclerosis [9].

In a multidisciplinary project concerning studies on
the pathogenesis of AAA, the following mechanisms
were proposed as the most essential for aortic dilata-
tion development: proteolytic degradation of aortic wall
connective tissue, inflammation and immune response,
biomechanical stress as well as genetic factors [5]. Athe-
rosclerosis is also considered as a multifactorial dis-
ease. In spite of intensive studies having been carried
out for more than 10 years, the genetic factors promot-
ing individual risk of AAA or AIOD development are little
known.

Although similar risk factors (smoking, hypercholes-
terolemia, and hypertension) contribute to the develop-
ment of both diseases, populations of affected patients
show many differences [2]. For example, patients with
AAA are approximately 10 years older than those with
AIOD; patients with AAA have a particularly high preva-
lence of pulmonary emphysema and hypertension
whereas patients with AIOD are frequently diabetics.
Moreover, whereas the incidence of AIOD is approxi-
mately equal between both genders, the abdominal aor-
tic aneurysms occur in a male:female ratio of 5:1.

The purpose of the present study was to attempt to
compare AAA and AIOD using the analysis of gene ex-
pression profiles with Atlas cDNA arrays (Clontech) in
aorta tissue samples in patients with AAA or AIOD and
control samples from organ donors without visible ath-
erosclerotic lesions.
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nej obserwuje si¢ okofo 5-krotnie czesciej u mezczyzn
niz u kobiet.

Celem niniejszej pracy byta proba poréwnania AAA
i AIOD poprzez analize profili ekspresji gendw metoda
macierzy cDNA na filtrach nylonowych Atlas (CLONTECH)
w prébkach tkanki aorty u pacjentéw z obu grup cho-
rych oraz w kontrolnych prébkach tkanki aorty brzusznej
pobranej od dawcéw narzadéw, bez widocznych zmian
miazdzycowych.

Materiatl i metody

W celu poréwnania profili ekspresji genéw w przy-
padku tetniaka aorty brzusznej i niedrozno$ci aortalno-
biodrowej zastosowano komercyjne filtry nylonowe Atlas
zawierajgce cDNA dla 588 genéw w zestawie Atlas Car-
diovascular oraz 234 geny w zestawie Atlas Stress.

Pacjenci

Pacjentow objetych badaniem operowano w trybie
planowym w Klinice Chirurgii Ogélnej i Naczyn Uniwer-
sytetu Medycznego w Poznaniu. Wszystkich chorych
poddano podstawowym badaniom klinicznym oraz obra-
zowym (DSA [subtrakcyjna angiografia cyfrowa] w przy-
padku AIOD; angio-KT w przypadku AAA). W celu ujed-
nolicenia grup badawczych z badan wytaczono pacjen-
tow z objawami choréb reumatycznych, zapalnych i no-
wotworowych oraz osoby z tetniakami zapalnymi lub in-
nymi tetniakami zlokalizowanymi poza aortg brzuszna.

Materiat biologiczny stanowity prébki $ciany aorty
brzusznej o petnym przekroju, pobrane srédoperacyjnie
od 12 chorych z AAA ($rednia wieku 68,0 + 8,2 roku; sred-
nia $rednica tetniaka 61,5 = 11,2 mm), od 8 pacjentéw
z AIOD ($rednia wieku 59,4 + 8,2 roku) oraz od 5 dawcow
narzagdow bez widocznych zmian miazdzycowych. Préb-
ki zamrazano w ciektym azocie bezposrednio po pobra-
niu, a nastepnie przechowywano w temperaturze —-80°C
do czasu analizy.

Ekstrakcja RNA i hybrydyzacja do macierzy <DNA
Fragmenty tkanki aorty rozcierano na proszek w cie-
ktym azocie. Catkowity RNA z tkanek izolowano przy uzy-
ciu odczynnika Trizol™ (Invitrogen), a nastgpnie oczysz-
czano z zanieczyszczeh DNA poprzez trawienie deoksy-
rybonuklezaza | na kolumnach zestawu RNeasy Mini Kit
firmy Qiagen. Wydajnos$¢ ekstrakcji oceniano spektrofo-
tometrycznie na spektrofotometrze Nanodrop, a jakos$¢
preparatu RNA sprawdzano elektroforetycznie. Do syn-
tezy cDNA stosowano 2 ug catkowitego RNA, ktéry pod-
dawano odwrotnej transkrypcji w obecnosci radioaktyw-
nego prekursora («*’P-dATP) oraz starterow z zestawow
analitycznych Atlas cDNA Expression Arrays (CLON-
-TECH-BD-Bioscience). Probki RNA od chorych z AAA
i AIOD oraz od dawcow stanowity matryce do syntezy
cDNA ze znacznikiem radioaktywnym w odrebnych re-
akcjach. Hybrydyzacje otrzymanych sond cDNA prowa-
dzono wedtug protokotu producenta przeznaczonego do
filtrow nylonowych (odrebnych dla proby badanej i refe-
rencyjnej) zawierajacych sekwencje odpowiadajgce od-

Material and methods

Commercial nylon filters containing cDNA of 588
genes in the Atlas Cardiovascular Array set and 234 genes
in the Atlas Stress Array set were used for comparison
of gene expression profiles in AAA and AlOD.

Patients

The patients included in the study were subjected to
elective surgery in the Department of General and Vas-
cular Surgery of Poznan University of Medical Sciences.
All patients were subjected to basic clinical and imaging
examinations (angioCT for AAA patients and DSA for
AIOD patients). In order to unify the studied groups, pa-
tients suffering with symptoms of rheumatoid, inflam-
matory and neoplastic diseases were excluded. Patients
with an aneurysm beyond the abdominal aorta and those
with an inflammatory aneurysm were also excluded. Full-
-thickness aorta specimens were obtained from: 12 pa-
tients with AAA (mean age 68.0 = 8.2; mean aneurysm
size 61.5 = 11.2 mm), 8 patients with AIOD (mean age
59.4 + 8.2) and 5 control samples from organ donors
without visible atherosclerotic changes. Tissue speci-
mens were snap-frozen in liquid nitrogen upon harvest-
ing and then stored for analysis in —-80°C.

RNA extraction and hybridization to <cDNA arrays

The aorta tissue specimens were pulverized in liquid
nitrogen. The isolation of the total RNA was carried out
with Trizol™ (Invitrogen), and then the RNA was purified
from contaminations with DNA by digestion with DNasel
on the RNeasy Mini Kit from Qiagen. Extraction efficiency
was assessed on a Nanodrop spectrophotometer and
the quality of the preparation was tested by electrophore-
sis. For cDNA synthesis 2ug of total RNA were subjected
to reverse transcription in the presence of a radioactive
precursor (alpha*P-dATP) and primers from the analytic
kits Atlas cDNA Expression Arrays (CLONTECH-BD-Bio-
science). RNA samples from patients with AAA, AIOD
and organ donors were templates for cDNA synthesis in
separate reactions. Hybridization of the obtained cDNA
probes (separate for the tested and reference sample)
was carried out on the nylon filters containing cDNA
sequences for 588 genes (Atlas Cardiovascular Array) or
234 genes (Atlas Stress Array) according to the producer
procedure. A radioactivity measurement was carried out
by a Typhoon phosphoimager.

Analysis of cDNA arrays results

The expression levels of the analyzed genes were
normalized and estimated by comparison to the expres-
sion of several constitutive genes, present on the arrays
using software dedicated to Atlas arrays, Atlas Image
(CLONTECH). The ratio of the expression level of every
gene represented by cDNA localized on the array was
estimated by comparison of the signal intensity from the
control array with the tested array (AAA sample or AIOD
sample). At least a double change (2:1) in the expres-
sion level was considered as significant. For statistical
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powiednio genom: Atlas Cardiovascular Array (588 ge-
now) lub Atlas Stress Array (234 geny). Odczyt radioak-
tywnos$ci przeprowadzano na skanerze fluorescencji
i radioaktywnosci Typhoon.

Analiza wynikéw macierzy cDNA

Poziom ekspresji analizowanych genéw normalizo-
wano i oceniano poprzez poréwnanie z ekspresja kilku
genow konstytutywnych, ktérych cDNA znajduja sie na
filtrach, za pomoca specjalistycznego oprogramowania
przeznaczonego do analizy macierzy Atlas — Atlas Ima-
ge (CLONTECH). Stosunek poziomu ekspresji dla kazde-
go genu reprezentowanego przez cDNA znajdujgcego sie
na macierzy okreslano poprzez poréwnanie intensywno-
$ci sygnatu na macierzy z grupy kontrolnej z sygnatem
na macierzy z grupy badanej (tetniak lub niedroznosé
aortalno-biodrowa). Poréwnywano tez ze sobg obie gru-
py badane (AAA z AIOD i odwrotnie). Za istotne uznawa-
no co najmniej 2-krotne (2:1) zmiany ekspresji genu.
Wyniki opracowano statystycznie za pomoca testow t.
Wartos¢ p < 0,05 uznawano za wynik istotny statystycznie.

Wyniki

W grupie gendéw z zestawu Atlas Cardiovascular Ar-
ray najwyzszg ekspresje we wszystkich badanych gru-
pach obserwowano w przypadku genéw: TIMP-1 (tissue
inhibitor of metalloproteinase 1), COL1A1 (collagen, type |,
alpha-1); PGS2 (bone proteoglycan I, decorin) oraz
konstytutywnego GAPDH (/iver glyceraldehyde 3-pho-
sphate dehydrogenase). Ponadto w grupie kontrolnej
bardzo duza ekspresjg charakteryzowat sie réwniez gen
FLNA (filamin A alpha). W przypadku gendw z zestawu
Atlas Stress Array najwiekszg ekspresje stwierdzono
w przypadku genéw: HSP27 (27-kDa, heat shock prote-
in); GLMN (FAP48, 48-kDa FKBP-associated protein) oraz
genow konstytutywnych GAPDH i RPL13A (ribosomal
protein L13A).

Na podstawie analizy za pomocg programu Atlas
Image oraz analizy statystycznej wyodrebniono grupe
20 genow z zestawu Atlas Cardiovascular Array oraz
16 genow z zestawu Atlas Stress Array, ktére ulegaty zna-
miennej statystycznie zréznicowanej ekspresji w AAA lub
AIOD w poréwnaniu z grupg kontrolng lub pomigdzy
sobg. Wykaz genow, ktére ulegaly zroznicowanej eks-
presji w AAA lub AIOD w poréwnaniu z grupg kontrolng
(lub wzajemnie do siebie) zamieszczono w tabeli | (geny
z zestawu Atlas Cardiovascular Array) oraz w tabeli Il
(geny z zestawu Atlas Stress Array). W tabelach | i Il przed-
stawiono kierunek, zakres oraz warto$¢ p (prawdopodo-
bienstwo testowe) obserwowanych zmian ekspresji, zas
w tabelach Ill i IV — znamienne statystycznie zmiany eks-
presji gendw w odniesieniu do ich funkcji.

Sposrod gendw z zestawu Atlas Cardiovascular Ar-
ray 8 ulegato podwyzszonej ekspresji w tetniaku w po-
réwnaniu z grupa kontrolng: POR, APOD, GNS, SER-
PINH1, COL1A1, FGB, APOE, MMP-9. W przypadku
miazdzycy 5 genow ulegato zwiekszonej ekspresji w po-
réwnaniu z grupg kontrolnag: TIMP1 oraz, tak jak w przy-

analysis t-tests were used. A P-value of p<0.05 was con-
sidered as significant.

Results

In the Atlas Cardiovascular set of genes, the highest
expression in all studied groups was observed for the
following genes: TIMP-1 (tissue inhibitor of metallo-
proteinases 1), COL1A1 (collagen, type |, alpha-1); PGS2
(bone proteoglycan I, decorin) and constitutive GAPDH
(liver glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
Moreover, in the control there was also high expression
of FLNA (filamin A alpha). In the Atlas Stress Array set,
the highest expression was found for: HSP27 (27-kDa,
heat shock protein); GLMN (FAP48, 48-kDa FKBP-asso-
ciated protein) and constitutive genes GAPDH and
RPL13A (ribosomal protein L13A).

Based on the analysis by Atlas Image software and
a statistical analysis, we distinguished 20 genes from the
Atlas Cardiovascular set and 16 genes from the Atlas
Stress set which were significantly differentially ex-
pressed in AAA or AIOD when compared to the control
or to each other. The lists of genes that were differen-
tially expressed in AAA or AIOD in comparison to the
control (or to each other) are presented in Table | (Atlas
Cardiovascular genes) and Table Il (Atlas Stress genes).
In Tables | and Il the direction, range and p value of the
observed changes of expression are presented. In Tables
Ill and IV the statistically significant changes of gene ex-
pression levels are presented in relation to gene functions.

Among the Atlas Cardiovascular set, 8 genes were
up-regulated in AAA in comparison with the control: POR;
APOD; GNS; SERPINH1; COL1A1; FGB; APOE; MMP-9.
In AIOD 5 genes were up-regulated in comparison with
the control: TIMP1 and (as in AAA) COL1A1; FGB; APOE
and MMP-9. In AAA 4 genes were down-regulated in
comparison with the control: ANXA2; LDLR; PLN; SOD3.
In AIOD 4 genes were down-regulated: PLN and SOD3
(asin AAA) and also CCL2 and FLNA. In AAA in compari-
son with AlOD, 2 genes were up-regulated: ICAM-1 and
MMP-9. However, a higher expression in AIOD than in
AAA was observed for 6 genes: PLN; SELL; NPRS3;
ENTPD1; FABP4; FGB. The differentiating genes include
genes that encode the extracellular matrix proteins
(COL1A1), matrix metalloproteinases (MMP-9), metallo-
proteinases inhibitors (TIMP-1), carrier proteins (APOD,
APOQE), cell receptor proteins (LDLR, NPR3), cell adhe-
sion proteins (ICAM-1, SELL).

Among the Atlas Stress set 3 genes were up-regu-
lated in AAA in comparison with the control: HSP90AB1;
SOD2; HSP90AA1. In AIOD 3 genes were up-regulated
in comparison with the control: FKBP5; NEDD8 and (as
in AAA) HSP90AB1. In AAA 6 genes were down-regu-
lated in comparison with the control: HSPA2; CRYAB;
DNAJB4; RFC1; SOD3; CYB5R3. In AIOD also 6 genes
were down-regulated: MAPKK1; GSR; UBE2A; GSTO1
and also in RFC1 and CYB5R3 (as in AAA). The differen-
tiating genes between AAA and AIOD included: stress
response genes (e.g., SOD2, HSP90AA1, HSPA2,
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Tabela l. Geny o znamiennie zmienionej ekspresji w tetniaku aorty brzusznej (AAA) lub w miazdzycowej niedroznosci aortalno-
-biodrowej (AIOD) z zestawu Atlas Cardiovascular Array (20 z 588 gendéw)

Table I. Significantly differentiating genes in AAA or AIOD from Atlas Cardiovascular Array (20 of 588 genes)
Symbol genu Nazwa genu Gene Bank Kierunek zmian* Zakres zmian Testt
Gene symhol Gene name Access Nr Direction™ Range p value
POR P450 (cytochrome) oxidoreductase $90469 AAA >k =5 0,007
APOD Apolipoprotein D J02611 AAA >k =5 0,015
GNS Glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase 212173 AAA > k =10 0,021
SERPINH1 Serpin peptidase inhibitor, clade H (47-kDa heat shock X61598+ D83174 AAA >k =5 0,005
protein 47); collagen-binding protein 1

COL1A1 Collagen, type |, alpha-1 K01228 AAA > k =10 0,021
AlOD > k =5 0,001

APQOE Apolipoprotein E M12529 AAA > k =5 0,007
AlOD > k =5 0,039
TIMP-1 TIMP metallopeptidase inhibitor, X03124 AIOD > k > 2 < 0,001

tissue inhibitor of metaloproteinase 1

MMP-9 Matrix metalloproteinase-9 J05070 AAA >k > 12 0,004
AlOD > k >8 0,004

AAA > AlOD >2 0,004

FGB Fibrynogen beta chain J00129 AAA > k > 2 0,003
AlOD > k =5 0,034

AIOD > AAA >2 0,048

ANXA2 Annexin A2 D00017 k> AAA >2 0,023
LDLR Low density lipoprotein receptor, LDL receptor M28219 k > AAA =5 0,002
SOD3 Superoxide dismutase 3, extracellular J02947 k > AAA =5 0,011
k > AIOD =5 0,015

CCL2 CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, monocyte chemoattractant protein-1 M24545 k > AIOD =10 0,043
FLNA Filamin A, alpha (actin-binding protein 280) X53416 k > AlOD >2 0,025
PLN Phospholamban, cardiac phospholamban M63603 k > AAA =10 0,019
k > AlOD =10 0,049

AIOD > AAA >2 0,005
ICAM 1 Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), J03132 AAA > AIOD >2 < 0,001

human rhinovirus receptor
SELL Selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) M25280 AlOD > AAA =5 0,017
NPR3 Natriuretic peptide receptor C/guanylate X52282 AIOD > AAA =5 0,032
cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor C)

ENTPD1 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 S73813 AIOD > AAA >2 0,032
FABP4 Fatty acid binding protein 4, adipocyte J02874 AlOD > AAA >2 0,020

* Opis genéw/description of the genes:
k > AAA — geny ulegajace obnizonej ekspresji w AAA w poréwnaniu z kontrola/down-regulating genes in AAA in comparison with control

k > AIOD — geny ulegajace obnizonej ekspresji w AIOD w pordwnaniu z kontrola/down-regulating genes in AIOD in comparison with control
AAA > k — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AAA w poréwnaniu z kontrola/up-regulating genes in AAA in comparison with control
AIOD > k — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AIOD w poréwnaniu z kontrola/up-regulating genes in AIOD in comparison with control
AAA > AIOD — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AAA w pordwnaniu z AIOD/up-regulating genes in AAA in comparison with AIOD
AIOD > AAA — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AIOD w poréwnaniu z AAA/up-regulating genes in AIOD in comparison with AAA

padku tetniaka, COL1A1, FGB, APOE i MMP-9. W przy-
padku tetniaka 4 geny z zestawu Atlas Cardiovascular
Array ulegaty obnizonej ekspresji w poréwnaniu z grupa

DNAJB4, HSP90AB1) and genes responsible for DNA

synthesis, recombination and repair (e.g., RFC1, GSTO1,

UBE2A).
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Tabela Il. Geny o znamiennie zmienionej ekspresji w AAA lub w AIOD z zestawu Atlas Stress Array (16 z 288 gendw)
Table Il. Significantly differentiating genes in AAA or AIOD from Atlas Stress Array (16 of 288 genes)

Symbol genu Nazwa genu Gene Bank Kierunek zmian* Zakres zmian Testt
Gene symhol Gene Name Access Nr Direction™ Range p value
HSPI0AB1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1 M16660 AAA > k >2 0,039
AIOD > k =5 0,040

AlOD > AAA >2 0,006

S0D2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial X07834; X59445 AAA > k >2 0,008
AAA > AIOD >2 0,009

HSP90AA1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 X07270 AAA >k > 2 0,033
AAA > AlOD >2 < 0,001

FKBP5 FK506-binding protein 5 U42031 AIOD > k > 2 0,039
AlOD > AAA >2 0,001

NEDD8 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8 D23662 AIOD > k > 2 0,015
AlOD > AAA >2 <0,001

MAPKK1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1, MAP kinase kinase 1 105624 k > AlOD > 2 0,022
GSR Glutathione reductase X16722 k > AlOD >2 0,032
GSTO1 Glutathione-S-transferase U90313 k > AlOD >2 0,039
AAA > AlOD >2 < 0,001

UBE2A Ubiquitin-conjugating enzyme E2A, RAD6 homolog M74524 k > AIOD > 2 0,014
AAA > AIOD >2 0,018

HSPA2 Heat shock 70kDa protein 2 126336 k > AAA >2 0,028
AlOD > AAA >2 < 0,001

CRYAB Crystalline, alpha B S45630 k > AAA =10 0,034
DNAJB4 DNAJ (HSP40) homolog subfamily B, member 4 U40992 k > AAA >2 0,005
AlOD > AAA >2 < 0,001
RFC1 Replication factor C large subunit 114922 k > AAA =10 < 0,001
k > AlOD >2 < 0,001
AAA > AIOD >2 < 0,001

S0D3 Superoxide dismutase 3, extracellular J02947 k > AAA >2 0,011
AlOD > AAA >2 0,013

CYB5R3 Cytochrome B5 reductase 3 Y09501 k > AAA >2 0,030
k > AlOD >2 0,045
HMBS Hydroxymethylbilane synthase X04808 AAA > AIOD > 2 < 0,001

* Opis gendwy/description of the genes:

k > AAA — geny ulegajace obnizonej ekspresji w AAA w poréwnaniu z kontrola/down-regulating genes in AAA in comparison with control

k > AIOD — geny ulegajace obnizonej ekspresji w AIOD w poréwnaniu z kontrola/down-regulating genes in AIOD in comparison with control
AAA > k — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AAA w poréwnaniu z kontrola/up-regulating genes in AAA in comparison with control
AIOD > k — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AIOD w poréwnaniu z kontrola/up-regulating genes in AIOD in comparison with control
AAA > AIOD — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AAA w poréwnaniu z AIOD/up-regulating genes in AAA in comparison with AIOD
AIOD > AAA — geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w AIOD w poréwnaniu z AAA/up-regulating genes in AIOD in comparison with AAA

kontrolng: ANXA2, LDLR, PLN, SOD3. Réwniez w przy-
padku miazdzycy 4 geny ulegaty obnizonej ekspresiji:
PLN, SOD3, tak jak w tetniaku, oraz CCL2 i FLNA. W AAA, In our studies we identified the group of 36 genes (20
154 | wporéwnaniu z AIOD, 2 geny z zestawu Atlas Cardiova- of the Atlas Cardiovascular set and 16 genes of the Atlas

Discussion
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Tabela lll. Znamienne statystycznie zmiany profili ekspresji genéw z zestawu Atlas Cardiovascular Array w odniesieniu do ich

funkg;ji
Table lll. Significant changes of gene expression profiles in relation to gene function (Atlas Cardiovascular Array)
Symbol genu Nazwa genu Gene Bank Funkcja
Gene symbol Gene Name Access Nr Function
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w tetniaku aorty brzusznej w poréwnaniu z kontrola (AAA > k)
Genes up-regulated in AAA in comparison with control (AAA > control)
POR P450 (cytochrome) oxidoreductase S90469 Stress response proteins; xenobiotic metabolism
APOD Apolipoprotein D J02611 Extracellular transport carrier proteins; extracellular transport
GNS Glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase 212173 Metabolism; complex carbohydrate metabolism
SERPINH1 Serpin peptidase inhibitor, clade H (47-kDa heat X61598+ Extracellular matrix proteins, post-translational modification-protein folding;
shock protein 47); collagen-binding protein 1 D83174 chaperones- heat shock proteins; protein turnover; inhibitors of proteases
COL1A1 Collagen, type I, alpha-1 K01228 Extracellular matrix proteins
FGB Fibrynogen beta chain J00129 Protein turnover
APOE Apolipoprotein E M12529 Extracellular transport carrier proteins; extracellular transport
MMP-9 Matrix metalloproteinase 9 J05070 Metalloproteinases; other immune system proteins
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z kontrolg (AIOD > k)
Genes up-regulated in AIOD in comparison with control (AIOD > control)
TIMP-1 TIMP metallopeptidase inhibitor, X03124 Extracellular matrix proteins;
tissue inhibitor of metaloproteinase 1 protein turnover; inhibitors of proteases
COLTA1 Collagen, type I, alpha-1 K01228 Extracellular matrix proteins
FGB Fibrynogen beta chain J00129 Protein turnover
APQOE Apolipoprotein E M12529 Extracellular transport carrier proteins
MMP-9 Matrix metalloproteinase 9 J05070 Metalloproteinases; other immune system proteins
Geny ulegajace obnizonej ekspresji w tetniaku aorty br j W pord iu z kontrolg (k > AAA)
Genes down-regulated in AAA in ison with control (control > AAA)
ANXA2 Annexin A2 D00017 Cytoskeleton motility proteins; trafficking targeting proteins; exocytosis
LDLR Low density lipaprotein receptor, LDL receptor M28219 Cell receptors (by activities); cell receptors (by ligands);
trafficking-targetting proteins
PLN Phospholamban, cardiac phospholamban M63603 Intracellular transducers-effectors-modulators
S0D3 superoxide dismutase 3, extracellular J02947 Metabolism; stress response proteins; xenobiotic metabolism
Geny ulegajace obnizonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z kontrolg (k > AIOD)
Genes down-regulated in AIOD in comparison with control (control > AlIOD)
CCL2 CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2, M24545 Cell signaling; extracellular communication;
monocyte chemoattractant protein-1 growth factars, cytokines, chemokines
FLNA Filamin A, alpha (endothelial actin-binding protein) X53416 Cytoskeleton — motility proteins
PLN Phospholamban , cardiac phospholamban M63603 Intracellular transducers-effectors-modulators
S0D3 Superoxide dismutase 3, extracellular J02947 Metabolism; stress response prateins; xenobiotic metabolism
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w tetniaku aorty br: j w pord iu z zesp Leriche'a (AAA > AIOD)
Genes up-regulated in AAA in parison with AIOD (AAA > AIOD)
ICAM 1 Intercellular adhesion molecule 1 (CD54), J03132 Cell adhesion receptors — proteins, matrix adhesion receptors
human rhinovirus receptor
MMP-9 Matrix metalloproteinase 9 J05070 Metalloproteinases; other immune system proteins
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z tetniakiem aorty brzusznej (AIOD > AAA)
Genes up-regulated in AIOD in parison with AAA (AIOD > AAA)
PLN Phospholamban , cardiac phospholamban M63603 Intracellular transducers-effectors-modulators
SELL Selectin L, lymphocyte adhesion molecule 1 M25280 Cell adhesion receptors-proteins;
cell-cell adhesion receptors; cell surface antigens
GCC Natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C, X52282 Cell receptors by ligands; Hormone receptors
atrionatriuretic peptide receptor C
ENTPD1 Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1 S73813 Cell surface antigens
FABP4 Fatty acid binding protein 4, adipocyte J02874 Trafficking-targeting proteins
FGB Fibrynogen beta chain J00129 Protein turnover
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Tabela IV. Znamienne statystycznie zmiany profili ekspresji genéw z zestawu Atlas Stress Array w odniesieniu do ich funkgcji

Table IV. Significant changes of gene expression profiles in relation to gene function (Atlas Stress Array)

Symbol genu Nazwa genu Gene Bank Funkcja
Gene symhol Gene Name Access Nr Function
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w tetniaku aorty brzusznej w poréwnaniu z kontrola (AAA > k)
Genes up-regulated in AAA in ison with control (AAA > control)
HSP90AB1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), M16660 Post-translational modification-protein folding;
class B member 1 stress response proteins
S0D2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial X07834; Stress response proteins
X59445
HSPI0AA1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), X07270 Stress response proteins
class A member 1
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z kontrolg (AIOD > k)
Genes up-regulated in AIOD in ison with control (AIOD > control)
HSP90AB1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), M16660 Post-translational modification-protein folding;
class B member 1 stress response proteins
FKBP5 FK506-binding protein 5 U42031 Post-translational modification-protein folding
NEDD8 Neural precursor cell expressed, D23662 Protein turnover
developmentally down-regulated 8
Geny ulegajace obnizonej ekspresji w tetniaku aorty brzusznej w poréwnaniu z kontrolg (k > AAA)
Genes down-regulated in AAA in comparison with control (control > AAA)
HSPA2 Heat shock 70kDa protein 2 126336 Stress response proteins
CRYAB Crystallin, alpha B S45630 Post-translational modification-protein folding;
stress response proteins
DNAJB4 DNAJ (HSP40) homolog subfamily B, member 4 U40992 Stress response proteins
RFC1 Replication factor C large subunit 114922 DNA synthesis, recombination and repair
S0D3 Superoxide dismutase 3, extracellular J02947 Metabolism; stress response proteins
CYB5R3 Cytochrome B5 reductase 3 Y09501 Metabolism; stress response proteins
Geny ulegajace obnizonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z kontrola (k > AIOD)
Genes down-regulated in AIOD in parison with control (control > AIOD)
MAPKK1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1 105624 Cell cycle; Intracellular transducers-effectors-modulators
(MAP kinase kinase 1)
GSR Glutathione reductase X15722 Apoptosis associated proteins; stress response proteins
UBE2A Ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog) M74524 DNA synthesis, recombination and repair;
Intracellular transducers-effectors-modulators; protein turnover
RFC1 Replication factor C large subunit 114922 DNA synthesis, recombination and repair
CYB5R3 Cytochrome B5 reductase 3 Y09501 Metabolism; stress response proteins
GSTO1 Glutathione-S-transferase U90313 DNA synthesis, recombination and repair;
metabolism, stress response proteins
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w tetniaku aorty brzusznej w poréwnaniu z zespotem Leriche'a (AAA > AIOD)
Genes up-regulated in AAA in comparison with AIOD (AAA > AIOD)
S0D2 Superoxide dismutase 2, mitochondrial X07834; X59445 Stress response proteins
HSPI0AA1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), X07270 Stress response proteins
class A member 1
GSTO1 Glutathione-S-transferase U90313 DNA synthesis, recombination and repair;
metabolism; stress response proteins
UBE2A Ubiquitin-conjugating enzyme E2A (RAD6 homolog) M74524 DNA synthesis, recombination and repair;
Intracellular transducers-effectors-modulators
RFC1 Replication factor C large subunit 114922 DNA synthesis, recombination and repair
HMBS Hydroxymethylbilane synthase X04808 Metabolism
Geny ulegajace podwyzszonej ekspresji w zespole Leriche’a w poréwnaniu z tetniakiem aorty brzusznej (AIOD > AAA)
Genes up-regulated in AIOD in comparison with AAA (AI0OD > AAA,
HSP90AB1 Heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), M16660 Post-translational modification-protein folding;
class B member 1 stress response proteins
FKBPS FK506-binding protein 5 U42031 Post-translational modification protein folding
NEDD8 Neural precursor cell expressed, D23662 Protein turnover
developmentally down-regulated 8
HSPA2 Heat shock 70kDa protein 2 126336 Stress response proteins
DNAJB4 DNAJ (HSP40) homolog subfamily B, member 4 U40992 Stress response proteins
S0D3 Superoxide dismutase 3, extracellular J02947 Metabolism; stress response proteins
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scular Array ulegaty zwigkszonej ekspresji — ICAM-1 oraz
MMP-9. Natomiast wigksza ekspresje w miazdzycy niz
w tetniaku wykazywato 6 genow: PLN, SELL, NPR3,
ENTPD1, FABP4 i FGB. Rdznicujgce geny obejmuja geny
kodujace, miedzy innymi biatka macierzy zewnatrzkomor-
kowej (COL1A1), metaloproteinazy (MMP9) i inhibitory
metaloproteinaz (TIMP1), biatka transportowe (APOD,
APOE), receptory komorkowe (LDLR, NPR3) oraz biatka
adhezji komorkowej (ICAM-1, SELL).

Sposréd gendw z zestawu Atlas Stress Array pod-
wyzszonej ekspresji ulegaty 3 geny w AAA (HSP90ABT1,
SOD2, HSP90AA1) oraz 3 geny w AIOD (FKBP5, NEDD8
oraz, podobnie jak w AAA, HSP90AB1) w poréwnaniu
z grupg kontrolna. Z zestawu Atlas Stress Array obnizonej
ekspres;ji w tetniaku ulegato 6 genéw (HSPA2, CRYAB,
DNAJB4, RFC1, SOD3, CYB5R3), zas w miazdzycy takze
6 genow (MAPKK1, GSR, UBE2A, GSTO1 oraz, podob-
nie jak w AAA, RFC1 i CYB5R3) w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Geny réznicujgce pomiedzy AAA i AIOD obej-
mowaty miedzy innymi geny odpowiedzi na stres (np.
SOD2, HSP90AA1, HSPA2, DNAJB4, HSP90AB1) oraz
geny odpowiedzialne za synteze, rekombinacje i napra-
we DNA (np. RFC1, GSTO1, UBE2A).

Dyskusja

W niniejszych badaniach wyodrebniono grupe
36 genow (20 z zestawu Atlas Cardiovascular Array i 16
z zestawu Atlas Stress Array) ulegajacych znamienne;j sta-
tystycznie zroznicowanej ekspresji na poziomie mRNA
w badanych schorzeniach poréwnywanych wzajemnie
do siebie i/lub wzgledem grupy kontrolne;j.

Macierze cDNA Atlas juz wykorzystywano w ostat-
nich latach w badaniach profili ekspresji gendéw w tetnia-
ku aorty brzusznej [10-12]. Autorzy porownywali ekspre-
sje gendéw w AAA z prawidtowa aortg [10-12], z aorta,
ktora ulegta miazdzycy [11], oraz z tetniakiem aorty pier-
siowej [12]. W badaniach tych zastosowano jednak inne
niz wybrane przez autoréw niniejszej pracy zestawy ge-
now: 1176 gendéw z Atlas Array Human 1.2 | [10]; 265
genow z Human Cell Interaction Array [11]; 1185 genow
z Atlas Array Human 1.2 | [12]. Geny zawarte w wybra-
nych przez autoréw zestawach Atlas Cardiovascular Ar-
ray oraz Atlas Stress Array odpowiadajg szerokiemu spek-
trum procesow biologicznych dotyczacych naczyn krwio-
nosnych: metabolizmowi biatek macierzy zewnatrzko-
morkowej, transdukcji sygnalnej, reakcji zapalnej i odpo-
wiedzi immunologicznej, cyklowi komoérkowemu, apop-
tozie, syntezie i naprawie DNA oraz odpowiedzi na stres.

Przebudowa macierzy zewnatrzkomorkowej zachodzi
zaréwno w przypadku tetniaka, jak i miazdzycy. W niniej-
szych badaniach do gendéw o najwiekszej ekspresji we
wszystkich badanych grupach nalezaty geny kodujgce
biatka macierzy: kolagen typu |, « (COL1A1) oraz prote-
oglikan dekorin. Genem réznicujacym byt kolagen. Istot-
ny wzrost jego ekspresji w poréwnaniu z prawidfowa
aortg zaobserwowano zarowno dla AAA (> 10), jak i dla
AIOD (> 5). Dane te sg sprzeczne z redukcjg ekspres;ji
kolagenu VI odnotowang przez Armstronga i wsp. [11].

Stress set) which were differentially expressed on the
mRNA level in studied diseases compared to each other
and/or with the control.

The application of Atlas cDNA arrays for gene expres-
sion profiling in AAA has been carried out recently [10-12].
The gene expression in AAA was compared to a control
aorta [10-12], to an atherosclerotic aorta [11] and to
a thoracic aortic aneurysm [12]. However, a different set
of genes were applied: 1176 genes of the Atlas Array
Human 1.2 1[10]; 265 genes of the Human Cell Interaction
Array [11]; 1185 genes of the Atlas Array Human 1.2 1[12].
The Atlas Cardiovascular Array and Atlas Stress Array
sets, selected by us, cover a wide spectrum of biological
processes concerning the blood vessels: metabolism of
extracellular matrix proteins, signal transduction, inflam-
mation and immune response, cell cycle, DNA synthesis
and repair, and stress response.

Extracellular matrix remodelling occurs both in AAA
and in AIOD. In our studies the highest expression in all
groups was observed for genes encoding extracellular
matrix proteins: collagen type |, alpha (COL1A1) and
proteoglican decorin. The differentiating gene was col-
lagen; the essential increase of its expression in compari-
son with normal aorta was observed both in AAA (> 10)
and in AIOD (> 5). These results are contrary to the de-
crease in collagen VI expression observed by Armstrong
et al. [11]. However, the collagen concentration in AAA
was found to be elevated in several studies [13] and an
increase of the alpha 1-procollagen mRNA in AAA tissue
extracts was found by McGee et a/. [14]. This finding was
explained by an increase in collagen synthesis and its
deposition in the aorta wall. It was believed that the in-
crease in collagen synthesis could be a compensatory
response to stretching of the wall or could be the dilu-
tion effect caused by selective elastin degradation in
media of the aneurysmal aorta [13]. This phenomenon
occurs probably at the beginning of aneurysmal degen-
eration.

Although the development of abdominal aorta aneu-
rysm and aorto-iliac occlusive disease is a multidirec-
tional process including many, apparently independent,
pathologies, the overlap of these diseases during many
stages of their development could be observed. One of
the symptoms of this phenomenon is the inflammation
process. It was confirmed that the occurrence of the athe-
rosclerotic lesions was more frequent in patients with
cardiovascular and neurological diseases when it was
associated with chronic paradentitis, sinusitis and inflam-
mation of the gonads [15]. Also in the case of AAA many
authors believe that inflammation reaction affects all
AAAs in a different degree [2, 5, 16, 17] what may be
caused by autoimmune response or infection, e.g. by
Chlamydia pneumoniae [18]. The mechanism of the leu-
kocyte afflux and migration is unclear although it is known
that the degradation products of elastin are a strong
chemotactic factor for macrophages. The gene expres-
sion profiles in our studies indicate an important role of
genes that stimulate an inflammation response and ath-
erosclerosis development (e.g., ICAM-1, APOE, APOD,
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Jednak kilku autoréw zaobserwowato wzrost stezenia
kolagenu w tetniaku aorty [13]. Zwigkszenie poziomu
mRNA dla prokolagenu «,; stwierdzono w ekstraktach
tkankowych z tetniaka [14], co ttumaczono zwiekszeniem
jego syntezy i odktadania sie w $cianie. Prawdopodob-
nie wzrost syntezy mogtby stanowi¢ reakcje rekompen-
sujacg zwiekszenie rozciagniecia $ciany lub efekt rozcien-
czenia spowodowany selektywng degradacja elastyny
w btonie srodkowej $ciany aorty w tetniaku [13]. Zjawi-
sko to wystepuje prawdopodobnie w poczatkowych eta-
pach pojawiania sie zmiany.

Chociaz powstawanie AAA oraz AlOD jest procesem
wielokierunkowym, z udziatem szeregu pozornie od sie-
bie niezaleznych procesoéw patologicznych, to w wielu
okresach rozwoju tych schorzeh mozna dostrzec ich wza-
jemne zazebianie. Jednym z jego przejawoéw jest wyste-
powanie reakcji zapalnej. Wielokrotnie potwierdzono, ze
wystepowanie zmian miazdzycowych u chorych kardio-
logicznych i neurologicznych jest czestsze przy wspdtist-
nieniu przewlektych proceséw zapalnych zatok, przyze-
bia oraz narzadéw rodnych [15]. Wielu autoréw przyzna-
je, ze we wszystkich tetniakach aorty wystepuje odczyn
zapalny o roznym nasileniu [2, 5, 16, 17]. Jego przyczyng
moze by¢ reakcja autoimmunologiczna lub czynnik infek-
cyjny, na przyktad w postaci Chlamydia pneumoniae [18].
Mechanizm wywotujgcy naptyw i migracje leukocytow
jest nieznany, chociaz wiadomo, ze produkty degradacji
elastyny sa silnym czynnikiem chemotaktycznym dla ma-
krofagow. Otrzymane w niniejszych badaniach profile
ekspresji genéw w AAA i AIOD wskazujg na istotne zna-
czenie gendw pobudzajgcych stan zapalny oraz procesy
rozwoju miazdzycy (np. ICAM-1, APOD, APOE, SELL)
i degeneracji macierzy zewnatrzkomérkowej (MMP-9,
TIMP-1). Wzrost ekspresji genu APOD jest szczegdlnie
wazny, poniewaz niedawno stwierdzono, ze biatko apo-
lipoproteiny D jest nie tylko akumulowane w blaszkach
miazdzycowych, ale takze indukowane w procesie zapal-
nym, stresie oksydacyjnym i apoptozie [19]. Natomiast
zwigkszenie ekspresji MMP-9 posrednio $wiadczy o wzro-
$cie liczby makrofagéw naciekajgcych sciane aorty, be-
dacych — obok komérek migsni gtadkich — gtéwnymi
producentami tego enzymu [2, 20]. Warto réwniez zwré-
ci¢ uwage na geny stresu (szczegélnie HSP90OAB1, HSPA2
oraz CRYAB i RFC1), ktére moga przyczynia¢ sie do ochro-
ny komorki (kodujac biatka o charakterze chaperonowym)
lub wspomagacé proces zapalny [21].

W procesie zapalnym towarzyszacym powstawaniu
AAA i AIOD bardzo wazng role odgrywajg metaloprote-
inazy macierzy zewnatrzkomaorkowej, ktérych znaczenie
w patogenezie tetniaka uwazane jest za kluczowe,
z uwzglednieniem szczegolnej roli MMP-9 z jej aktywno-
$cig elastolityczng. Podwyzszone stezenia MMP-9 zaob-
serwowano w tetniakach, zaréwno na poziomie mRNA
[22, 23], jak i biatka [24, 25]. W niniejszych badaniach
stwierdzono ponad 10-krotny wzrost mRNA dla MMP-9
w AAA i ponad 5-krotny wzrost w AIOD w porédwnaniu
z grupg kontrolng. Wyniki te sa podobne do rezultatéw
otrzymanych przez innych badaczy, ktérzy zastosowali
macierze Atlas [10, 11] oraz metode Northerna [23]. Warto

SELL) and the degeneration of the extracellular matrix
(MMP-9 and TIMP-1). The increase in the APOD gene is
especially important since it has been reported recently that
the apolipoprotein D protein is accumulated not only in athe-
rosclerotic plaques but is induced also in inflammation,
oxidative stress and apoptosis [19]. The elevation of MMP-9
gene expression indirectly suggests an increase in the
macrophage number infiltrating the aorta that are the
main producers of this enzyme apart from smooth muscle
cells [2, 20]. It is also worth mentioning stress genes (es-
pecially HSP90AB1, HSPA2, CRYAB and RFC1), that may
contribute to cell protection by encoding chaperone pro-
teins or that enhance the inflammation response [21].

Extracellular matrix metalloproteinases have a very
important function in an inflammatory process associ-
ated with the development of AAA or AIOD. They are
considered to have a key role in the pathogenesis of AAA,
especially MMP-9 with elastolytic activity. Elevated le-
vels of MMP-9 in AAAs were observed both at mRNA
level [22, 23] and at protein level [24, 25]. We observed
over a 10-fold increase in MMP-9 mRNA in AAA and over
a b-fold increase in AIOD in comparison to the control.
These results are similar to those obtained with Atlas
arrays [10, 11] and with the Northern method [23]. It is
worth noting that the level of MMP-9 mRNA transcript in
our studies was 2-fold higher in AAA than in AIOD, which
may confirm the importance of this metalloproteinase in
pathogenesis of AAA. Absi et al. [12] detected over an
80-fold increase of MMP-9 mRNA in AAA in comparison
with the control. In animal model studies it was shown
that the presence of an active MMP-9 gene is necessary
for the development of induced AAA [9]. Apart from an
increase in MMP-9 mRNA in our studies, also MMP-3
and MMP-10 tended toward an increase in AAA in com-
parison with the control.

In all the studied groups we observed a high expres-
sion of TIMP-1 which is similar to reports by other au-
thors [22, 23]. A high expression of this gene may testify
that it is very important for the homeostasis of aorta tis-
sue. We observed over a 2-fold increase in TIMP-1 in
AIOD in comparison with the control while there were
no significant differences in its expression in AAA. A sig-
nificant increase in TIMP-1 transcripts number in AAA
(1.7-fold) was observed in studies using RT-PCR [22],
while in cDNA Atlas studies TIMP-1 only tended toward
increase [11]. In our studies, TIMP-3 also tended toward
increase in AAA in comparison with the control.

Among the genes characteristic for inflammation,
over a 2-fold increase of ICAM-1 in AAA in comparison
with AIOD was detected. The elevation of ICAM-1 mRNA
levels both in AAA and atherosclerosis has also been
reported by other authors [10,11]. The important role of
ICAM-1 in the development of both aneurysm and ath-
erosclerosis was remarked upon by Davis Il et al. [26]
and in model studies it was shown that ICAM-1 is critical
for atherosclerosis development by mediating leukocyte
adhesion and infiltration to the vessel wall [27]. Polymor-
phism ICAM-1 C/T is associated with coronary arterial
disease and myocardial infarction [28].
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podkresli¢, ze obserwowany przez autoréw niniejszej
pracy poziom transkryptu MMP-9 byt 2-krotnie wyzszy
w przypadku tetniaka niz miazdzycy, co moze potwier-
dzaé znaczenie tej metaloproteinazy w patogenezie AAA.
Absiiwsp. [12] odnotowali nawet ponad 80-krotny wzrost
mRNA dla MMP-9 w przypadku tetniaka w poréwnaniu
z grupg kontrolng. W badaniach przeprowadzonych na
modelach zwierzecych wykazano, ze obecnosé aktyw-
nego genu MMP-9 jest niezbedna do wywotania induko-
wanego AAA [9]. Oprdcz zwigkszenia ekspresji MMP-9
obserwowano réwniez tendencje do wzrostu ekspresji
metaloproteinaz MMP-3 i MMP-10 w tetniaku aorty
w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Autorzy niniejszej pracy, podobnie jak inni badacze
[22, 23], we wszystkich badanych grupach zaobserwo-
wali duzg ekspresje tkankowego inhibitora metaloprote-
inaz-1 (TIMP-1), co moze $wiadczy¢ o jego znaczeniu
w homeostazie tkanki aorty. Ponad 2-krotne zwiekszenie
ekspresji TIMP-1 stwierdzono w przypadku AIOD w po-
réwnaniu z grupa kontrolng, natomiast w przypadku AAA
nie zanotowano istotnych réznic. Znamienny wzrost
transkryptéw inhibitorow metaloproteinaz w tetniaku,
w tym TIMP-1 (1,7-krotny), odnotowano w badaniach me-
todg RT-PCR [22], podczas gdy Armstrong i wsp. [11],
stosujac macierze cDNA Atlas, zaobserwowali jedynie
tendencje do zwiekszenia ekspresji TIMP-1 w tetniaku.
W niniejszych badaniach odnotowano ponadto tenden-
cje do wzrostu ekspresji TIMP-3.

Wsrdéd gendw charakterystycznych dla reakcji za-
palnej stwierdzono ponad 2-krotne zwigkszenie ekspre-
sji ICAM-1 w AAA w poréwnaniu z AIOD. Wzrost eks-
presji mMRNA dla ICAM-1 zaréwno w przypadku tetnia-
ka, jak i miazdzycy zanotowali rowniez inni badacze
[10, 11]. Znaczacg role biatka ICAM-1 w rozwoju obu
analizowanych patologii odnotowali Davis i wsp. [26],
a w badaniach modelowych wykazano, ze ICAM-1 ma
podstawowe znaczenie w rozwoju miazdzycy poprzez
posredniczenie w adhezji leukocytéow oraz naciekaniu
ich do $ciany naczynia [27]. Polimorfizm ICAM-1 C/T
wykazuje asocjacje z choroba tetnic wiencowych i za-
watem serca [28].

Do tej grupy genéw mozna zaliczy¢ rowniez gen tan-
cucha fibrynogenu g (FGB, fibrynogen gene chain), ko-
dujacy biatko ostrej fazy, ktére moze byé uznawane za
nieswoisty marker reakcji zapalnej. Wzrost ekspres;ji
mRNA dla FGB zaobserwowano zaréwno w przypadku
AAA (ponad 2-krotny), jak i AIOD (ponad 5-krotny).

Podwyzszeniu ekspresji ulegaty tez geny istotne
w miazdzycy — APOE (apolipoprotein E) oraz w stanie
zapalnym i miazdzycy — APOD (apolipoprotein D).
W przypadku AAA zaobserwowano ponad 5-krotny
wzrost APOD. W AAA oraz AIOD zanotowano réwniez
wzrost ekspresji APOE w tym samym zakresie. Ponad
13-krotne zwigkszenie ekspresji APOE w AAA stwierdzili
takze Tung i wsp. [10]. Jedynym z genow tgczonych
z procesami zapalnymi, ktéry ulegat obnizeniu w miazdzy-
cy w poroéwnaniu z grupg kontrolng (ponad 10-krotnie),
byt gen CCL2. Chemokina CCL2 petni istotna role w regu-
lacji naciekania monocytéw podczas reakcji zapalnej [29],

The gene of the fibrinogen beta chain (FGB) may be
also included in the same group of genes. FGB encodes
the acute phase protein, which may be considered as
non-specific marker of inflammatory response. We ob-
served an increase in FGB mRNA both in AAA (over
2-fold) as in AIOD (over b-fold).

An increase in the expression of the genes important
for atherosclerosis, APOE (apolipoprotein E), and athero-
sclerosis and inflammation, APOD (apolipoprotein D),
was observed: a 5-fold increase of APOD in aneurysm
and also a 5-fold increase of APOE both in AAA and AIOD.
The increase of APOE expression in AAA (over 13-fold)
was reported also by Tung et a/. [10]. The only gene as-
sociated with inflammatory processes whose expression
had decreased (over 10-fold) was gene CCL2. Chemokine
CCL2 has an essential role in regulating monocyte infil-
tration during inflammation [29]. Therefore, this result is
difficult to explain.

A significant decrease (over 10-fold) in the expres-
sion of PLN (cardiac phospholamban) was observed in
both AAA and AIOD. PLN is a gene encoding protein that
functions as calcium ion pump. Abnormal function of this
protein was observed in cardiomyopathies. In AAA we
also observed a decrease of ANXA 2 expression, the gene
of the protein that binds calcium ions. A significant in-
crease in expression in AAA in comparison with the con-
trol was observed for POR (P450 oxidoreductase) (over
5-fold) and GNS (glucosamine-N-acetyl-6-sulfatase) (over
10-fold). POR belongs to the family of stress response
genes and takes part in the metabolism of xenobiotics;
enzymes coded by POR have an important role in differ-
ent diseases of the heart and hypertension [30]. GNS
participates in the complex metabolism of proteoglycans,
components of extracellular matrix.

Among genes differentiating between AAA and AIOD
we observed an increase in the expression in AlIOD in
comparison to AAA of the following genes: SELL and
NPR-3 (over 5-fold); PLN, FGB, ENTPD1 and FABP4 (over
2-fold). In contrast, in AAA in comparison with AIOD, we
observed over a 2-fold increase in the expression of
ICAM-1 and MMP-9.

The most significant feature among Atlas Stress Ar-
rays were the changes in gene expression of genes
CRYAB and RFC1 (over a 10-fold decrease) in AAA in
comparison with the control. RFC1 gene was also down-
regulated (2-fold) in AIOD. RFC1 is involved in DNA syn-
thesis regulation. This decrease in the RFC1 level sug-
gests a significant inhibition of DNA synthesis in AAA.
CRYAB encodes a small heat shock protein crystalline,
that is th main soluble protein component of the eye lens
in vertebrates, and whose expression is also observed
in the heart and the vascular endothelium [31-33]. Alpha B
crystalline has a function of chaperone protein in the heart
and cardiomyocytes [34], although its role in the vascu-
lar endothelium remains to be solved [33].

A 2-fold decrease in expression was observed for the
anti-oxidant genes: GSR and GSTO1 in AIOD; SOD3 in
AAA and CYB5R3 in both AAA and AIOD. A decrease in
the expression of anti-oxidant genes was observed in
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dlatego wynik otrzymany przez autoréw niniejszej pracy
jest trudny do interpretac;ji.

Woyrazne obnizenie ekspresji (> 10) w przypadku obu
badanych schorzen zaobserwowano dla genu PLN (cardiac
phospholamban), kodujgcego biatko o funkcji pompy Ca®*.
Jego nieprawidtowe funkcjonowanie stwierdzono w kar-
diomiopatiach. Obnizenie ekspresji w AAA stwierdzono
w przypadku genu ANXA 2, genu biatka wigzacego jony
wapniowe. Znaczace podwyzszenie ekspresji w AAA w po-
réwnaniu z grupa kontrolng zaobserwowano réwniez
w przypadku POR (P450 oxidoreductase) — ponad 5-krot-
ne oraz GNS (g/lucosamine-N-acetyl-6-sulfatase) — ponad
10-krotne. Gen POR nalezy do genéw odpowiedzi na stres
i uczestniczy w metabolizmie ksenobiotykéw. Enzymy ko-
dowane przez POR odgrywaijg istotna role w réznych cho-
robach serca i nadcisnieniu [30]. Natomiast GNS uczestni-
czy w ztozonym metabolizmie proteoglikanéw bedacych
sktadnikami macierzy zewnatrzkomarkowe;.

Zaobserwowano wzrost ekspresji w AIOD w poréw-
naniu z AAA nastepujacych genow réznicujgcych mie-
dzy tetniakiem a miazdzycg: ponad 5-krotny dla recepto-
ra adhezji komoérkowej SELL i receptora hormonu natriu-
retowego NPR-3 oraz ponad 2-krotny dla PLN, FGB, an-
tygenu powierzchniowego ENTPD1 oraz dla FABP4.
W przypadku ICAM-1i MMP-9 zanotowano ponad 2-krot-
ne zwiekszenie ekspresji w AAA w poréwnaniu z AlOD.

Sposrod gendw z zestawu Atlas Stres Array najbar-
dziej znaczace byty zmiany ekspresji genéw CRYAB oraz
RFC1 — ponad 10-krotne obnizenie w AAA w poréwna-
niu z grupg kontrolng. W przypadku RFC1 spadek wyste-
powat tez w miazdzycy (> 2). Gen RFC1 uczestniczy
w regulacji syntezy DNA, obnizenie jego poziomu wska-
zuje na znaczne zahamowanie syntezy DNA w tetniaku.
Gen CRYAB koduje mate biatko szoku termicznego « B
krystaline, ktére jest gtdwnym rozpuszczalnym sktadni-
kiem biatkowym soczewek oka u kregowcow, choé jego
ekspresje obserwuje sie takze w sercu oraz komaérkach
srodbtonka naczyn [31-33]. Alfa B krystalina petfni role
biatka opiekunczego (chaperonowego) w sercu i kardio-
miocytach [34], natomiast jego znaczenie w $rodbtonku
naczyn wymaga przeprowadzenia dalszych badan [33].

Dwukrotny spadek ekspresji obserwowano w przypad-
ku genéw antyoksydacyjnych — GSR i GSTO1 w AIOD,
SOD3 w tetniaku oraz CYB5R3 jednoczes$nie w obu scho-
rzeniach. Obnizenie ekspresji genow antyoksydacyjnych
(SOD3, CYBR5, GSTO1) stwierdzono wczesniej w bada-
niach modelowych u szczura w tetniaku wywotanym ela-
staza bez obecnosci miazdzycy. Na podstawie tych wyni-
kow, przy jednoczesnym wzroscie ekspresji genéw zwia-
zanych ze stresem oksydacyjnym, stwierdzono, ze petni
on zasadniczg role w patogenezie tetniaka [35].

W przypadku 6 genow stresu (HSP90A1B1, FKBP5,
NEDDS8, HSPA2, DNAJB4 i SOD3) zanotowano 2-krotnie
wieksza ekspresje w AIOD w poréwnaniu z tetniakiem.
Analogicznie 6 genow stresu (SOD2, HSP90AA1, GSTO1,
UBE2A, RCF1 i HMBS) cechowato sig 2-krotnie wyzsza
ekspresja w AAA niz w AIOD.

Obserwowane zmiany ekspresji réznych genow stre-
su sg niezwykle istotne ze wzgledu na ich ztozong role.

rat model studies in AAA induced by elastase without
associating atherosclerosis. Since the authors also ob-
served the up-regulation of genes involved in oxidative
stress, they concluded that oxidative stress is essential
for the pathogenesis of AAA [35].

Among the Atlas Stress set, 6 genes was up-regu-
lated (over 2-fold) in AIOD in comparison with AAA:
HSP90A1B1, FKBP5, NEDD8, HSPA2, DNAJB4 and SOD3.
Similarly, 6 genes were up-regulated (over 2-fold) in AAA
in comparison with AIOD: SOD2, HSP90AA1, GSTO1,
UBE2A, RCF1 and HMBS.

The observed gene expression regulation of stress
genes is extremely important because of their complex
function. The Hsp70 and Hsp90 family gene products act
as chaperone proteins in physiological adaptation, includ-
ing the processes of vascular wall injury; oxidative stress,
ischemia and aging [32, 36]. All these processes may
occur in the pathogenesis of both AAA and AIOD. The
role of heat shock gene families is believed to be associ-
ated with the protection of cells from apoptosis [21].
There are also many premises indicating the involvement
of heat shock proteins in the triggering of immune re-
sponse and inflammation leading to atherosclerosis [21].

Conclusions

In summary, our comparison of gene expression pro-
files in AAA and AIOD allowed us to conclude that the
genes responsible for inflammation and remodelling of
the extracellular matrix are essentially important in both
of these diseases. The application of cDNA Atlas Arrays
provided us with a complex image of the expression of
many genes and made it possible to select the genes
that were differentially expressed with statistical signifi-
cance. Though it is difficult to asses their clinical impor-
tance, the results generated with this method may show
new perspectives in studies and help in the understand-
ing of the complex processes involved in the pathogen-
esis of AAA and AIOD.

Produkty rodzin genéw Hsp70 i Hsp90 odgrywaja role
biatek opiekunczych (chaperonowych) w fizjologicznej
adaptacji, miedzy innymi w takich procesach, jak uszko-
dzenie $ciany naczynia, stres oksydacyjny, poczatki nie-
dotlenienia i starzenie [32, 36]. Wszystkie te zjawiska
moga wystgpi¢ w patogenezie obu schorzen. Rola ge-
now stresu z rodzin gendw szoku termicznego wiaze sie
rowniez z ochrong komérek przed apoptoza [21]. Istnieje
tez wiele przestanek wskazujacych na udziat biatek szo-
ku termicznego w wywotaniu odpowiedzi immunologicz-
nej i reakcji zapalnej prowadzacej do miazdzycy [21].

Whioski

Podsumowujgc, poréwnanie przez autoréw profili
ekspresji genow w AAA i w miazdzycowej AIOD pozwo-
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lito

na wskazanie genéw warunkujgcych stan zapalny

i przebudowe macierzy zewnatrzkomorkowej jako szcze-
golnie istotnych w obu schorzeniach. Zastosowana tech-
nika macierzy cDNA Atlas, nawet w ograniczeniu do kil-
kuset gendw, dostarcza ztozonego obrazu ekspresji wielu
z nich i umozliwia wyselekcjonowanie tych ulegajacych
statystycznie znamiennej regulacji. Chociaz trudno jesz-
cze oceni¢ ich znaczenie kliniczne, to wyniki otrzymane tg
metoda moga wyznaczy¢ nowe kierunki badan i pomoc
w wyjasnieniu zréznicowanych proceséw w patogenezie
tetniaka aorty brzusznej i niedroznosci aortalno-biodrowe;j.
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