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I. WSTEP

I.1. Srédbtonek naczyniowy

I.1.1. Funkcja $rédbtonka w utrzymaniu homeostazy naczyniowej

Srédbtonek naczyniowy, stanowiacy pojedyncza warstwe komérek, wyscielajaca
kazde naczynie krwionos$ne, odgrywa zasadnicza rol¢ w utrzymaniu homeostazy
naczyniowej. Z jednej strony tworzy barier¢ filtracyjna  naczyn wlosowatych,
odpowiedzialnag za prawidlowe odzywianie i oczyszczanie z produktéw przemiany
materii wszystkich tkanek ustroju. Z drugiej (i to stanowi o jego wyjatkowym znaczeniu
w utrzymaniu homeostazy naczyniowej) wytwarza substancje o charakterze hormonéw
tkankowych (Tab.1), ktére decyduja o $rednicy, przebudowie oraz hemostazie naczyn

krwiono$nych(1,2,3,4).

1 | Czynniki NO, prostacyklina (PGI,) srodbtonkowy czynnik
naczyniorozszerzajace | hiperpolaryzujacy (EDHF), bradykinina,

adrenomodulina, natriuretyczny peptyd C

2 | Czynniki endotelina 1, angiotensyna II, tromboksan A,,
naczyniozwezajace wolne rodniki, prostaglandyna H,

3 | Czynniki NO, prostacyklina (PGI,) , tranformujacy czynnik
przeciwprzerostowe wzrostu B (TGF ), siarczan heparanu

4| Czynniki  sprzyjajace |endotelina 1, angiotensyna II, wolne rodniki,
rozrostowi ptytkopochodny czynnik wzrostu, zasadowy
czynnik wzrostu fibroblastoéw, insulinopodobny

czynnik wzrostu, interleukiny

5 | Czynniki NO, prostacyklina (PGL), aktywator
przeciwzakrzepowe plazminogenu, biatko C, inhibitor czynnika

tkankowego, czynnik von Willebrandta

6 |Czynniki  sprzyjajace |endotelina 1, wolne rodniki, PAI-1, tromboksan

zakrzepom Ay, fibrynogen , czynniki tkankowe




7 | Markery stanu | CAMs (P i1 E selektyny, ICAM, VCAM),

zapalnego chemokiny, czynnik jadrowy k-3

8 | Przepuszczalno$¢ Receptor dla zaawansowanych produktow

koncowych glikozylacji

9| Angiogeneza srodbtonkowy naczyniowy czynnik wzrostu

Tab.1 Substancje uwalniane ze §rédbtonka autokrynnie i parakrynnie (1).

7. wyzej wymienionych substancji na szczegdlna uwage, ze wzgledu na ich
wielotorowe dziatanie protekcyjne w stosunku do patologicznej przebudowy naczyn
krwiono$nych, zastuguja: tlenek azotu, prostacyklina oraz $rédblonkowo-zalezny

czynnik hiperpolaryzujacy.

L.1.1.1. Tlenek azotu (NO)

Odkryty w 1980 roku przez Furchgotta i Zawadzkiego zwiazek rozszerzajacy
naczynia krwionosne (EDRF) (5) zostal w kilka lat pézniej okreslony jako tlenek azotu
(NO) (6). Od tej pory szereg badan potwierdzil wyjatkowa rolg tej czasteczki w fizjologii
i patofizjologii organizméw zywych, zapewniajac jej juz dzisiaj (czyli w okoto 25 lat od
jej odkrycia) naczelne miejsce w biologii naczyn krwionosnych.

Tlenek azotu jest w organizmie produkowany 2z zasadowego aminokwasu
L-argininy przez grupg izoenzyméw zwanych syntazami NO (tzw. NOS). NOS jest
dioksygenaza wymagajaca do prawidlowego funkcjonowania formy dimerycznej
ztozonej z enzymu, substratu l-argininy i kofaktora tetrahydrobiopteryny (7,8).
W sytuacji niespelnienia jednego z tych warunkéw NOS zaczyna funkcjonowac jak
reduktaza, redukujac czasteczke tlenu do anionu ponadtlenkowego (tzw. efekt
rozprzg¢zenia syntazy) (9,10,11,12). Ten ostatni reaguje z wolnorodnikowym tlenkiem
azotu, w wyniku czego powstaje toksyczny ponadtlenoazotyn. Produkty rozpadu
ponadtlenoazotynu maja dziatanie rakotwoércze. On sam za$ uszkadza DNA, utlenia
LDL, prowadzi do powstania izoprostanow, hamuje akonitaz¢ oraz uposledza funkcjg
poly-ADP-rybozo-syntazy, doprowadzajac do dezorganizacji komdrki i w rezultacie jej

Smierci (13,14,15,16).



Wystepuja trzy izoformy NOS: dwie z nich to formy konstytutywne jak
neuronalna NOS (NOSI1, nNOS) i srédblonkowa NOS (NOS3, eNOS). Jedna stanowi
forma indukowalna, tj. indukowalna NOS (NOS2,iNOS) (7,17,18). Enzymy
konstytutywne wymagaja do swej aktywacji jondw wapnia, ktérych stezenie w komorce
narasta na skutek pobudzenia: w przypadku nNOS receptoréow NMDA w ukladzie
nerwowym, a w przypadku eNOS poprzez pobudzenie $rédbtonkowych receptoréw
muskarynowych , purynergicznych, kininowych, trombinowych oraz wptyw sit tarcia
zwiazanych z przeptywem krwi (17,19). Aktywacja indukowalnej formy NOS nie
wymaga obecnosci jonéw wapnia. Dokonuje si¢ pod wptywem czynnikéw prozapalnych
(IFN-gamma, TNF-o0, IL-1, lipopolisacharyd (LPS)) 1 wystgpuje w komorkach
odpowiedzi zapalnej (makrofagi, monocyty, neutrofile). Wszystkie izoformy syntazy NO
mozemy spotka¢ w naczyniach krwionos$nych. O ile obecno$¢ srodbtonkowej NOS jest
powszechna w komoérkach srédbtonka, o tyle wystgpowanie indukowalnej NOS wymaga
obecnosci w naczyniach komoérek zapalnych. Neuronalng NOS odnaleziono na razie
jedynie w kardiomiocytach oraz w miejscach zakonczen nerwowych NANC (nie-
adrenergicznych i nie-acetylocholinergicznych).

Cecha wspdlna wszystkich izoform NOS jest powstanie w trakcie ich aktywacji
tlenku azotu (NO). NO jako mata oboj¢tna czasteczka moze bezpiecznie dyfundowac¢ do
sasiadujacych tkanek, dziatajac nie tylko autokrynnie, ale rowniez parakrynnie. Dlatego
tlenek azotu, fizjologicznie produkowany w komorkach $rédbtonka, moze powodowaé
rozszerzenie naczyh poprzez dyfuzje do sasiadujacych ze srodblonkiem komoérek
mig$nidwki gladkiej. Tlenek azotu (NO) we wszystkich komoérkach dziata poprzez
aktywacje cyklazy guanylowej, w wyniku ktérej dochodzi do powstania cyklicznego
GMP (cGMP) (13). Wzrost komérkowego poziomu cGMP prowadzi bezposrednio do
aktywacji kinazy biatkowej G (PKG). Za posrednictwem cGMP tlenek azotu zwigksza
perfuzj¢ tkankowa oraz zmniejsza opory naczyniowe (poprzez rozkurcz migsniowki
gladkiej) (3,13).

Tlenek azotu wykazuje dziatanie kardioprotekcyjne, przeciwprzerostowe
(zahamowanie produkcji kolagenu) i antyproliferacyjne (hamowanie mitoz). Ponadto
pobudza apoptoz¢ miocytow. Produkowany w srédbtonku i w ptytkach krwi NO hamuje
przyleganie ptytek 1 ich agregacjg.

Podstawowa kwestia dla prawidlowego funkcjonowania $rédbtonka i calych
naczyn krwionosnych wydaje si¢ réwnowaga w powstawaniu tlenku azotu i jego

naturalnego antagonisty tj. anionu ponadtlenkowego (zestaw przemian zachodzacych
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pomigdzy tlenkiem azotu, anionem ponadtlenkowym i nadtlenkiem wodoru przedstawia

rycina 1).

O Fez *OH
Oksvdazy Katalaza

* Fe>

= =0, —- H,O, —-»Hzo+o2

S OD 2GSH = Peroksvdazy
GSSG
H,O
ONOO~

Kathy E. Griendling, PhD;, Garret & FitzGerald, WD Omidative Stress and Cardiowascular Injursy.
Part I: Basic Mechanisms and In Vive IMonitoring of RO2. Circulation, Oct 2003; 108: 1912 - 1916,

Ryc.1. Zakres wzajemnych relacji pomigdzy gléwnymi ,,rywalami” walki o zdrowe naczynie. NO — tlenek
azotu, O,- - anion ponadlenkowy, H,O, — nadtlenek wodoru, ONOO™ - anion podtenoazotynu, SOD -

dysmutaza ponadtlenkowa.

Tlenek azotu jest wychwytywany i1 unieczynniany we krwi przez hemoglobing
oraz osoczowy kompleks haptoglobia-hemoglobina (20). Indukowalna forma NOS jest
hamowana poprzez glukokortykosteroidy. Wszystkie formy NOS sa kompetytywnie
hamowane poprzez analogi L-argininy jak L-N-monometyloarginina (L-NMMA),
L-N-nitroarginina (L-NNA) oraz jej metylowy ester (L-NAME). Zwiazki te poprzez
swoje niespecyficzne dziatanie (oprécz pozadanego zahamowania iNOS powoduja takze
szkodliwe zahamowanie eNOS) nie znalazty jak dotychczas zastosowania w klinice
choréb przebiegajacych z nadmierna aktywacja iNOS (wstrzas septyczny). Spetniaja
jednak istotng rol¢ w laboratoryjnych oraz klinicznych badaniach naukowych. Co
ciekawe istnieja w organizmie zwiazki pokrewne stanowiace endogenne inhibitory NOS.
W moézgu, watrobie, nerkach i $rodbtonku stwierdzono obecnos$¢ L-dimetyloargininy
(L-DMA), ktéra moze wystgpowa¢ w dwodch postaciach: symetrycznej L-SDMA
1 asymetrycznej L-ADMA. Wykazano, ze asymetryczna czasteczka analogu argininy jest
endogennym inhibitorem NOS, ktérego osoczowe stg¢zenie koreluje ujemnie z NO

zaleznym rozkurczem naczyniowym. Istnieje szereg badan dowodzacych zwigkszony
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poziom ADMA we krwi pacjentow z czynnikami ryzyka choroby miazdzycowej

(21,22,23,24).

I.1.1.2. Prostacyklina (PGI,)

Istnieje polski watek w odkrywaniu znaczenia S$roblonkowej regulacji
homeostazy naczyniowej. Dzigki pracy zespotu wybitnych naukowcéw (w tym Ryszarda
Gryglewskiego) odkryto zwiazek majacy podobnie jak tlenek azotu fundamentalne
znaczenie w zachowaniu homeostazy naczyniowej - prostacykling (25). Substancja ta,
bedaca jednym z produktéw kaskady kwasu arachidonowego, powoduje rozszerzenie
naczyn krwiono$nych na skutek wzrostu wewnatrzkomérkowego stgzenia cAMP
(receptor IP). Innymi fizjologicznie istotnymi funkcjami prostacykliny sa jej dziatania:
fibrynolityczne, supresyjne w stosunku do leukocytow oraz cytoprotekcyjne. (26).

Istnieja mozliwos$ci sztucznego zablokowania produkcji prostanoidéw za pomoca
nieodwracalnych blokeréw cyklooksygenazy. Zwiazki te stanowia bodajze najbardziej
licznag  grupg lekéw stosowanych w klinice (niesteroidowe leki przeciwzapalne).
Wyrézniaja si¢ one migdzy soba dlugoscia dziatania, wystgpowaniem dziatan
niepozadanych, skutecznoscia w leczeniu poszczegdlnych schorzen, ale wszystkie
operuja w ten sam sposob: hamujac cyklooksygenaze.

Ostatnie lata przynosza informacje, o istnieniu co najmniej trzech izoform
cyklooksygenazy (27). Analiza ich funkcji oraz wyst¢gpowania dostarczyta istotnych
klinicznie wiadomosci. Okazato sig, ze za fizjologiczna odpowiedZz naczyniowa,
nerkowa czy zotadkowa organizmu odpowiadaja produkty stymulacji konstytutywne;j
cyklooksygenazy 1 (COX-1). Nasilona produkcja prostanoidéw, zachodzaca
w warunkach  stanu zapalnego, a  wywotana stymulacja indukowalnej formy
cyklooksygenazy 2 (COX-2), odpowiada za wigkszo$¢ niekorzystnych, prozapalnych
dziatan tych zwiazkéw - nadmierne rozszerzenie oraz wzrost przepuszczalnosci naczyn,
potggowanie dzialania mediatorow bdlowych 1 prozapalnych. Potrzeba zatem
wybidrczego zahamowania COX2 bez ograniczenia aktywnosci jej konstytutywnego
odpowiednika. Istnieja dzisiaj leki spetniajace takie zatozenie (koksyby). Do niedawna
wydawalo sig, ze otwieraja one perspektywy bezpiecznego kontrolowania przewlekltych

choréb zapalnych. Doswiadczenia z Rofekoksybem (wykazano, ze dlugotrwate
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zazywanie tego preparatu znamiennie zwigksza ryzyko wystgpowania ostrych
incydentéw sercowych) kaza watpi¢ w blizej okreslony przelom w terapii choréb
reumatycznych, jednocze$nie wskazujac na niedoceniona dotychczas role COX-2

w utrzymaniu homeostazy naczyniowej.

I.1.1.3. Srédblonkowo-zalezny czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF)

»Najmlodszy” zwiazek z grupy srodblonkowo-zaleznych czynnikéw
rozszerzajacych naczynia kryje przed nami jeszcze wiele tajemnic. Niejasna jest nawet
jego natura. Wigkszo$¢ dostepnych zrédet wskazuje, ze czynnikiem tym moze byc¢
nadtlenek wodoru. (28,29,30). Inne doniesienia upatruja EDHF w peptydzie
natriuretycznym C (CNP) (31).

1.2. Dysfunkcja $srédbtonka

Dysfunkcja $rédbtonka to ubytek jakiejkolwiek z jego funkcji, z odczynowa
dekompensacja naczynia. Dla celéw praktycznych dysfunkcj¢ srédbtonka definiuje si¢
jako uposledzenie rozkurczow naczyniowych wynikajace z niedoboru tlenku azotu
(1,2). Samo pojecie nie ogranicza si¢ jednak do wystgpowania lub braku tej biologicznie
czynnej czasteczki. Wielu autoréw donosi o pozytywnej ocenie funkcji $rodbtonka za
pomoca innych zwiazkéw (ADMA (21,22,23,24), prostacyklina (32), anion
ponadtlenkowy(33), czynnik von Wilebrandta (34), endotelina-1 (35), selektyny,
adhezyny (36), biatko CRP (36,37,38). Ciagly rozwdj diagnostycznych metod
laboratoryjnych pozwala mie¢ nadziej¢ na szybkie rozszerzenie dostgpnych metod
stwierdzania uposledzonej funkcji srodbtonka (by¢ moze bardziej czutych od niedoboru
tlenku azotu).

W przedstawione] pracy jako wyznacznik funkcji srédbtonka w naczyniach
ludzkich przyjeto poziom rozszerzenia si¢ naczyn w odpowiedzi na wzrastajace dawki
acetylocholiny (acetylocholina dziata poprzez uwalnianie tlenku azotu). W przypadku

naczyn szczurzych dotychczasowe publikacje niejednoznacznie oceniaja mozliwosci
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diagnozowania dysfunkcji srédbtonka za pomoca acetylocholiny (patrz rozdziat L.IV.)
Dlatego, pragnac bardziej jednoznacznie oceni¢ funkcj¢ srédbtonka (jeden z celéow
niniejszej pracy), prébowano opracowa¢ metode wykorzystujaca pomiar aktywnoS$ci

oksydazy NAD(P)H w naczyniach szczurzych.

1.2.1. Znaczenie dysfunkcji srédblonka

Dysfunkcjg srédbtonka zdiagnozowano i opisano w typowych chorobach uktadu
krazenia — w miazdzycy, nadci$nieniu systemowym i ptucnym, niewydolnos$ci krazenia,
ale takze w ARDS, cukrzycy, reumatoidalnym zapaleniu stawOw, rzucawce, zespole
Stein-Leventhala, anemii sierpowatej, neuropatii jaskrowej czy niewydolnosci nerek
(1,39,40,41). Ponadto patologig t¢ podejrzewa si¢ w przypadku wielu innych choréb. Co
wigcej, przynajmniej jesli chodzi o choroby z krggu miazdzycowych, dysfunkcja
srodbtonka wyprzedza, na dtugo przedtem, morfologicznie zmiany naczyniowe (42).
Czestotliwos¢ wystgpowania powaznych incydentéw kardiologicznych (w tym zawat,
PTCA, CABG, udar, rewaskularyzacja naczyn obwodowych) byla istotnie wyzsza
u pacjentéw, u ktérych 10 lat wczesniej wykryto paradoksalna, kurczaca odpowiedz na
dowiencowe podanie acetylocholiny (zabieg polegal na angiograficznym pomiarze tetnic
wiencowych w odpowiedzi na podanie acetylocholiny) (42). Przeprowadzone ostatnio
badania prospektywne wykazaly, ze dysfunkcja Srédbtonka jest silnym, niezaleznym
czynnikiem zwigkszajacym ryzyko wystapienia ostrych incydentéw sercowych (43,44).
Co wiecej, wielokrotnie zaobserwowano zalezno$¢ nasilenia stopnia dysfunkcji
srodbtonka od ilosci czynnikéw ryzyka choroby miazdzycowej (1,42,45,46,47).

Istnieja leki o udowodnionym dzialaniu terapeutycznym, korygujacym
dysfunkcje srodblonka. Naleza do nich: inhibitory konwertazy angiotensyny (ACE-I)
oraz inhibitory reduktazy HMG-CoA (statyny) (48,49,50,51).

Nalezy zauwazyC, ze niektére prace nakazuja bardziej ostrozna oceng
rzeczywistej roli terapii srédbtonka w uzyskiwanych efektach klinicznych. Autorzy ich
przekonuja, ze wyniki dotychczasowych eksperymentéw bywaja sprzeczne. Ponadto
brak lekow o udowodnionym wybiérczym dziataniu majacym odwraca¢ dysfunkcje

srodbtonka. Zatem skutecznos¢ terapii lekami o udowodnionym, dodatkowym dziataniu
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srodbtonkowo-protekcyjnym moze wynika¢ z ich podstawowego, niezaleznego od

srodbtonka, dziatania (52).

1.2.2. Udziat stresu oksydacyjnego w dysfunkcji srddbtonka

1.2.2.1. Pojecie stresu oksydacyjnego

Obecnos¢ zwiazkow o charakterze utleniaczy i przeciwstawnie dziatajacych do
nich substancji determinuje powstanie odpowiedniego potencjatu oksydoredukcyjnego
w tkankach. Stresem oksydacyjnym nazywamy stan zaburzonej rownowagi pomigdzy
substancjami silnie utleniajacymi a ich biologicznymi antagonistami, z wyrazna
przewaga aktywnosci tych pierwszych (53), co powoduje uposledzenie prawidtowego
potencjatu oksydacyjnego.

Stres oksydacyjny wywotuje w komoérkach szereg zaburzen metabolicznych:
obnizenie stgzenia ATP,  peroksydacje lipidow, wzrost przepuszczalnosci bton
(zahamowanie kanalu K+), zmian¢ morfologii bton, zmniejszenie odksztatcalnosci
erytrocytéw, zahamowanie syntezy NAD" i NADP*, uszkodzenie DNA, inaktywacje
enzymOw (np. akonitazy, dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej). Wszystkie one
powoduja trwate uszkodzenia wewnatrzkomoérkowe i w rezultacie $mier¢ komorek.

Istnieja w organizmie mechanizmy zapobiegajace wystgpowaniu stresu
oksydacyjnego. Wywoluja je: substancje, ktére po potaczeniu z aktywnymi wolnymi
rodnikami tlenowymi eliminuja je ze srodowiska (czasami z wytworzeniem bardziej lub
mniej reaktywnych pochodnych) oraz enzymy, ktére takie reakcje katalizuja. Do
pierwszej grupy, czyli do antyoksydantéw naleza glutation, tlenek azotu, kwas
askorbinowy, tokeferol. Do drugiej za§ dysmutaza ponadtlenkowa (katalizujaca reakcje
anionu ponadtlenkowego z woda z wytworzeniem nadtlenku wodoru) oraz szereg
r6znych peroksydaz (53).

Zestaw przemian zachodzacych pomigdzy tlenkiem azotu, anionem ponadtlenkowym

i woda utleniong przedstawia rycina 1.
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1.2.2.2. Zrédta wolnych rodnikéw tlenowych w naczyniach krwiono$nych

Zrédlem wolnych rodnikéw w naczyniach krwionoénych moga byé z jednej
strony tancuch transportu elektronowego w mitochondriach, z drugiej zas enzymy: lipo
1 cyklooksygenaza, cytochrom P450, oksydaza ksantynowa, NADPH oksydazy, syntazy
tlenku azotu, peroksydazy i inne hemoproteiny (54). Jednoelektronowa redukcja tlenu
prowadzi do powstania anionu ponadtlenkowego, ktory jest podstawowym prekursorem

innych wolnych rodnikéw.

Chociaz kazdy z wyzej wspomnianych enzyméw moze produkowaé wolne
rodniki w $cianie naczyniowej, jest ogdllnie przyjete, ze NADPH oksydazy sa
podstawowym zrédiem wolnych rodnikéw. Czg$¢ autorow uwaza za réwnie wazne
w produkcji wolnych rodnikéw: oksydaz¢ ksantynowa i ,,niesprz¢zong” syntaz¢ tlenku

azotu (NOS) (54,55). Ryc.2.

Oksvdaza

B B Oksydazy NAD(PYH
ksantynowa o &&\

] A _——— mitochondrialne
sprzezona ——————= Niesprzezona
syntaza tlenku azotu (NOS)

Ryc. 2. Udziat komérkowych struktur enzymatycznych w naczyniowej produkcji anionu ponadtlenkowego.

1.2.2.3. Naczyniowe oksydazy NAD(P)H.

Poczatkowo struktura i funkcja oksydazy NADPH zostata zbadana i opisana
w neutrofilach. Wykazano tam, ze zbudowana jest ona z dwoch btonowych (p22phox

i gp91phox) oraz kilku cytoplazmatycznych podjednostek (p47phox, p40phox, p67phox,
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matego biatka GTP-przytaczajacego Rac). O aktywacji NADPH oksydazy i nastgpcze]
produkcji anionu ponadtlenkwego decyduje przylaczenie si¢ cytoplazmatycznych

podjednostek do ich odpowiednikéw btonowych.

Wiele z komponentéw neutrofilowej oksydazy w tym p22phox, p47phox,
p40phox, gp91phox i Rac sa obecne w §rédblonku i w komérkach mig$niéwki naczyn
(56,57,58). Ponadto podjednostka p67phox zostala odnaleziona w fibroblastach aorty
(59).

Naczyniowe NADPH oksydazy pomimo podobnej budowy strukturalnej réznia
si¢ od swoich odpowiednikéw neutrofilowych. Neutrofilowa oksydaza uwalnia ogromna
ilo§¢ O,” w postaci jednokrotnego wybuchu tlenowego, podczas gdy naczyniowa forma

stale produkuje niskie st¢zenia anionu ponadtlenkowego.

Aktywnos$¢ oksydaz NADPH moze by¢ modulowana przez naczyniowoaktywne
hormony i niskiej wagi czasteczkowej biatka G (rac-1) (60). Angiotensyna II, TNF alfa,
trombina 1 plytkowy czynnik wzrostu zwigkszaja aktywnos¢ NADPH oksydaz
oraz produkcje O, 1 H,O, w mig$niéwce gladkiej naczyn. Sity fizyczne, wtaczajac w to
rozciaganie, sily tarcia, zaburzenia oscylacji przeptywu zachodzace w rozgal¢zieniach
naczyn, sa rowniez potencjalnym aktywatorem produkcji O," w komoérkach sroédbtonka.
Szczegblnie oktapeptyd angiotensyna II jest waznym stymulantem aktywnosci tej

oksydazy.

Aktywacja NADPH oksydazy przez angiotensyn¢ II (Ang II) zostata po raz pierwszy
zademonstrowana przez Griendling i wsp. (94). Ostatnio, kilka niezaleznych grup
dostarczyto informacji ukazujacych, w jaki sposéb dziata angiotensyna II na oksydaze
NAD(P)H. I tak w komérkach mig$niowki gtadkiej aktywacja receptoréw angiotensyny
typu I prowadzi do fosforylacji p47phox. Fosforylacja ta umozliwia przylaczenie si¢
podjednostek cytoplazmatycznych do podjednostek btonowych i aktywacje oksydazy
NAD(P)H. Dodatkowo, kiedy angiotensyna II jest podawana w czasie kilku dni (lub
nawet kilku godzin), wzmaga ekspresj¢ podjednostek oksydaz NAD(P)H. Przewlekta
infuzja angiotensyny II pobudza ekspresj¢ mRNA dla p22phox w aorcie szczuréw
(62,63,64). W hodowlach komérkowych angiotensyna II reguluje ekspresje¢ podjednostek
NADPH oksydazy: gp9lphox, p22phox, p47phox, p67phox, p40phox (komorki

mig$niéwki gladkiej izolowane z ludzkich tgtnic oporowych). (56)
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Wptyw wielu innych uktadéw biochemicznych na aktywno$¢ oksydazy
NAD(P)H wydaje si¢ wynika¢ z ich oddzialywania na p47phox. Aktywacja fosfolipazy
D (65) lub kinazy C (66) prawdopodobnie wywiera efekt na aktywno$¢ oksydazy
NAD(P)H poprzez fosforylacj¢ p47phox.

[.2.2.4. Rola stresu oksydacyjnego w patofizjologii naczyn, ze szczegllnym

uwzglednieniem zjawiska dysfunkcji srédbtonka

Istnieje szereg mechanizméw, za pomoca ktérych wolne rodniki przyczyniaja si¢
do powstawania patologii uktadu krazenia. Podstawowe znaczenie w tym zakresie ma
fuzja anionu ponadtlenkowego z tlenkiem azotu (powstaje toksyczny ponadtlenoazotyn),
eliminujaca NO z ,,walki o zdrowe naczynie”.

Co wazne, anion ponadtlenkowy posiada zdolno$¢ utleniania, a w rezultacie

unieczynniania tetrahydrobiopteryny. Zwiazek ten jest niezb¢dnym dla prawidtowego
funkcjonowania enzymu kofaktorem syntazy tlenku azotu. W razie jego niedoboru
produkcja tlenku azotu spada, a sama syntaza wytwarza dodatkowo anion
ponadtlenkowy (11,12). Reakcja ta w konsekwencji prowadzi do dalszego
unieczynniania tetrahydrobiopteryny i tym samym do poglebiania si¢ patologii
(mechanizm btgdnego kota).
Mozliwo$¢ biodegradacji czynnego tlenku azotu w obecno$ci nadmiernej produkcji
anionu ponadtlenkowego tlumaczy fakt czgsto wystgpujacej w modelach dysfunkcji
srodbtonka zwigkszonej ekspresji syntazy tlenku azotu (67). Obserwowany wzrost
produkcji NO zazwyczaj nie wystarcza do przelamania bariery, jaka stanowi ogromna
ilos¢, uwalnianego w tych warunkach anionu ponadtlenkowego. Dochodzi zatem do
paradoksalnego, sumarycznego zmniejszenia aktywnej formy tlenku azotu.

Zjawisko spadku biodostepnosci tlenku azotu, wtérne do nadprodukcji anionu
ponadtlenkowego, bylo wielokrotnie opisywane w chorobach miazdzycowych u zwierzat
1 ludzi. Zauwazono, iz eliminacja podstawowego czynnika naturalnej réwnowagi
naczyniowe] (NO) musi w konsekwencji doprowadzi¢ poprzez jej zaburzenie

do supremacji mediatoréw skurczu, przebudowy, zakrzepicy czy zapalenia.
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Wolne rodniki reguluja kilka podstawowych klas genéw, w tym czynnikéw
chemotaktycznych, czastek adhezyjnych, enzyméw antyoksydacyjnych czy czynnikoéw
wazoaktywnych. I tak na przyklad wzmozona produkcja czastek adhezyjnych (VCAM-1,
ICAM-1) oraz czynnikéw chemotaktycznych (MCP-1), zachodzaca poprzez
oxydacyjnie-czute mechanizmy, moze odgrywac istotna rol¢ w naczyniowej patologii
(68). Te molekuty sprzyjaja adhezji i migracji monocytéw do $ciany naczyniowe;j.
W jej wyniku dochodzi do potencjalizacji niekorzystnego dziatania wolnych rodnikéw.
Przeciwnie dzialajace, zalezne od donoréw NO, hamowanie transkrypcyjnej indukcji
molekul adhezyjnych przez cytokiny zapalne, zostaje uposledzone poprzez zmniejszong
biodostgpnos¢ tlenku azotu (69), wywotlana wiasnie przez wolne rodniki.

Peroksydacja lipidéw i nitrowanie biatek indukowane przez ponadtlenoazotyn
naleza do wczesnych proceséw miazdzycowych. Poniewaz makrofagi uwalniaja wolne
rodniki zewnatrzkomérkowo, aktywuja w ten sposob metaloproteinazy (MMPs)
przestrzeni zewnatrzkomérkowej: MMP-2, MMP-9. Raz zaaktywowane MMPs moga
degradowa¢ zewnatrzkomoérkowa, oparta na kolagenie macierz , doprowadzajac do
ostabienia czopu wtéknikowego i rozerwania/peknigcia blaszki miazdzycowej (70).

O Kklinicznej doniostosci stresu oksydacyjnego w mechanizmie dysfunkcji
naczyniowe] moga Swiadczy¢ doswiadczenia, w ktorych oceniano warto$¢
prognostyczna tego zjawiska na wystgpowanie incydentéw sercowo-naczyniowych.
W celu identyfikacji pacjentéw o zwigkszonym poziomie stresu oksydacyjnego mierzono
standardowe odpowiedzi srddbtonkowe przed i po podaniu naturalnych antyoksydantéw
(witaminy C i B-karotenu). Nast¢pnie obserwowano wystgpowanie incydentéw sercowo-
naczyniowych ($mierci, zawaléw migsnia sercowego, udaréw niedokrwiennych) u tych
pacjentow przez okres 4,5 roku. Wykazano, ze dysfunkcja s$rédbtonka zwiazana
ze stresem oksydacyjnym jest niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia incydentow
sercowo-naczyniowych (33).

Ponadto badania genetyczne nad genem kodujacym podjednostke¢ p22phox oksydazy
NAD(P)H (enzymu odpowiedzialnego za nadmierna  produkcj¢  anionu
ponadtlenkowego) wykazaly, ze w obrgbie sekwencji kodujacej centrum aktywne
enzymu (tzw. CYBA) istnieje polimorfizm C242T, ktérego wystgpowanie wiaze si¢ ze
zmniejszong aktywnoscia NAD(P)H oksydazy (71). Stwierdzono, Ze pacjenci z choroba
niedokrwienna serca posiadajacy ten polimorfizm (allel 242T) maja mniej nasilona

dysfunkcje srédblonka w obrebie tgtnic wiencowych (72).
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L.3. Dysfunkcja srédbtonka w nadcis$nieniu t¢tniczym

I.3.1. Pojgcie irodzaje nadcis$nienia tetniczego

Nadci$nienie t¢tnicze u ludzi wyznaczaja zmierzone warto$ci ci$nienia
tetniczego: wyzsze lub rowne 140 mmHg dla ci$nienia skurczowego lub/i wartosci
wyzsze lub rowne 90 mmHg dla cisnienia rozkurczowego (73).

Wyrézniamy dwa podstawowe rodzaje nadcisnienia tgtniczego: nadcisnienie
pierwotne (inaczej zwane samoistnym) i nadci$nienie wtorne. Pierwsze z nich, wedtug
réznej oceny, moze wystgpowac¢ nawet w 95% przypadkéw nadcis$nienia tgtniczego.
Pomimo zastosowania wszystkich dostgpnych metod diagnostycznych jego etiologii nie
udaje si¢ do konca ustali¢. Aktualnie prébuje si¢ je definiowac¢ jako ztozony zespét
chorobowy, w ktérym wskutek interakcji czynnikéw genetycznych i srodowiskowych
zaktécona zostaje fizjologiczna homeostaza ustroju. Klinicznie manifestuje si¢ to
wzrostem ci$nienia krwi 1 najczgsciej zmianami strukturalnymi w ukladzie
sercowo-naczyniowym, zaburzeniami neurohumoralnymi, metabolicznymi oraz
zaburzeniami w obrgbie nerek (74). W chwili, kiedy mozliwym jest jednoznaczne
wyjasnienie przyczyny nadci$nienia t¢tniczego, uzyskuje ono status nadcis$nienia

wtdrnego i zostaje zakwalifikowane do jednej z jego klas (75).

[.3.1.1. Budowa i funkcja naczyn w nadci$nieniu t¢tniczym

7

Sciana naczyniowa (z wyjatkiem naczyn wilosowatych) sktada si¢ z trzech
warstw: wewngtrznej (intima), srodkowej (media) i zewngtrznej (adventitia). Warstwa
wewnetrzna sklada si¢ ze $rédbtonka, odgrywajacego podstawowa rolg¢ w utrzymaniu
homeostazy naczyniowej. Pomigdzy warstwa wewngtrzng a Srodkowa znajduje sig
warstwa wilokien tacznotkankowych, tworzacych blaszke elastyczna wewngtrzng.
Warstwa $rodkowa to przestrzen wypetlniona miocytami, ktérych skurcz bezposrednio
reguluje wielko$¢ $wiatta naczynia. W warstwie tej wystepuja réwniez widkna tkanki

facznej zbudowane z kolagenu czy elastyny. Warstwa zewngtrzna, zwana réwniez
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przydanka, to grupa tacznotkankowych wiokien, spetniajacych rolg podporowa. Przerost
kazdej z tych warstw moze skutkowa¢ zmniejszeniem §wiatta naczynia, a co za tym idzie
zwigkszonym oporem naczyniowym. Predysponowane do takiej reakcji sa warstwy
wewnetrzna 1 Srodkowa. Poniewaz opdr jest odwrotnie proporcjonalny do czwartej
potegi Swiatta naczynia, juz niewielkie zmiany promienia powoduja duze zmiany oporu
naczyniowego (76).

W nadci$nieniu tetniczym podstawowym zaburzeniem, determinujacym podwyzszone
wartosci ci$nienia krwi, wydaje si¢ by¢ zwigkszony op6ér naczyniowy (77). Taka sytuacje
niemal powszechnie obserwujemy w réznych formach nadci$nienia tgtniczego.

I tak zwigkszony opdr naczyniowy jest wypadkowa nie tylko zwigkszonego napigcia
mie$niowki gladkiej, ale jak si¢ okazato, réwniez trwatych zmian anatomicznych,
zwiazanych z przerostem odpowiednich warstw naczyniowych. Panuje poglad, ze
w nadci$nieniu samoistnym wystgpuje przemodelowanie eutroficzne dosrodkowe naczyn
oporowych (zmniejszenie S$rednicy S$wiatta bez przerostu warstwy Srodkowej),
a w nadci$nieniu typu nerkowego przemodelowanie hipertroficzne dosrodkowe
(zmniejszenie $rednicy $wiatta naczynia z przerostem warstwy srodkowej) (74). Takiej
prostej zalezno$ci przemodelowania naczyniowego od etiologii nadci$nienia tgtniczego
wydaja si¢ przeczy¢ niektore badania, wykazujace, ze jest ono (przemodelowanie) raczej
wynikiem panujacych w naczyniach warunkéw hemodynamicznych (76). Wydaje sig,
ze na skutek réznego typu defektéw naczyniowych (spadek NO (78), wzrost ET-1,
TXA-2) w réznych modelach nadci$nienia t¢tniczego dochodzi do trwatego przerostu
mig$niéwki gladkiej, co w nastgpstwie powoduje utrwalenie nadcisnienia (79).

Zaburzenie funkcji naczyn w pierwotnym i wtérnym nadcis$nieniu tgtniczym
zachodzi na etapie §rédbtonka naczyniowego i migsniowki gtadkie;j.

W $rédbtonku giéwna rolg¢ odgrywa niedobdr tlenku azotu (patrz 1.1.1),
nadprodukcja anionu ponadtlenkowego (2.1.1), niedobdr prostacykliny (1.1.2) oraz
zmiany w obrgbie uktadu endoteliny.

Wsréd innych zwiazkoéw, ktére podejrzewa si¢ o wptyw na rozwdéj nadcis$nienia
tetniczego wymienia si¢ produkowane w $rédbtonku: ptytkowy czynnik wzrostowy
(PDGF), insulinopodobny czynnik wzrostowy 1 (IGF-1) oraz zapalna interleuking (74).

W badaniach migsniéwki gladkiej donoszono o zwigkszonej aktywacji kanalow
wapniowych typu L w nadci$nieniu samoistnym oraz nerkopochodnym. Opisywano
rowniez zwigkszenie wrazliwo$ci kanaléw potasowych ATP-zaleznych na hamujace

dziatanie tego zwiazku (silniejsze hamowanie tych kanaléw przez ATP powoduje
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zmniejszenie ich aktywnos$ci, wywolujac tendencje depolaryzujace). U oséb
z samoistnym nadci$nieniem w komodrkach mig$niéwki gladkiej stwierdzono
podwyzszona ekspresje¢ ukladu renina — angiotensyna. Ponadto w nadci$nieniu
naczyniowo-nerkowym stwierdzono znacznie podwyzszona aktywnos$¢ reninowa (80).
Kolejnym zwiazkiem opisywanym, mogacym mie¢ zwiazek z nadciSnieniem
tetniczym jest wazopresyna (81). Zwigkszone stezenie wazopresyny (AVP) odkryto
u pacjentéw z nadci$nieniem samoistnym, nadci$nieniem zaleznym od sodu oraz
nadci$nieniem naczyniowo-nerkowym. W nadci$nieniu samoistnym wykazano réwniez
zwigkszenie liczby receptorow wazopresyny typu V1 w komoérkach migsni gladkich

naczyn oraz zwigkszona wrazliwos¢ na jej dziatanie presyjne.

1.3.2. Modele zwierzgce nadci$nienia

Istnieja trzy podstawowe, a zarazem naturalne modele genetycznego nadci$nienia
tetniczego: szczep SHR 1 jego pochodne (3.2.1), szczep mediolanski oraz szczep Dahla.
Nadcis$nienie u szczur6w szczepu mediolanskiego wykazuje zaleznos¢ od diety
bogatosodowej 1 zalezy od mutacji punktowej genu a-adducyny (kodujacego
podjednostke biatka cytoszkieletu komoérek kanalika nerkowego). Biatko to reguluje
translokacje pompy sodowo-potasowej do btony komérkowej 1 zwigksza jej aktywnos$¢.
Co ciekawe, wykazano zwiazek migdzy genem a-adducyny 1 wystgpowaniem
nadci$nienia samoistnego u ludzi (réwniez sodozaleznego) (74). Model Dahla zawiera
w sobie wilasciwie dwa catkowicie odmienne szczepy (82). W pierwszym z nich tzw.
Dahl-S (sensitive) nadci$nienie rozwija si¢ pod wptywem diety bogatosodowej, podczas
gdy szczury typu Dahl-R (resistant) nie wykazuja takiej reakcji. Krytyczna rolg
w rozwoju nadciSnienia u szczur6w Dahl-S odgrywaja zaburzenia funkcji nerek,
uniemozliwiajace proporcjonalne do spozycia zwigkszenie wydalania sodu. Za to
zaburzenie odpowiadaja nadmierna aktywacja uktadu wspétczulnego (83) oraz
nieprawidlowe dziatanie czynnikéw humoralnych (dopaminy, ANP, spadek NO,
nadmierna sekrecja endogennego inhibitora ATP-azy Na+,K+) (84).

Dzigki metodom inzynierii genetycznej mozliwa jest sztuczna regulacja ekspresji
genow. Dzigki niej mozna wyprodukowac szczep o nadmiernej ekspresji, badz tez

z zupetlnym wyeliminowaniem jakiego$ genu, doprowadzajac do powstania tzw. szczepu
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transgenicznego. Oczywiscie, wysitki badaczy ida w kierunku regulacji genéw, ktore
podejrzewa si¢ o udziat w jakich$ patologiach. Istnieja zwierzg¢ta transgeniczne, ktérych
powstanie potwierdzito role pewnych zwiazkéw w powstawaniu nadci$nienia tgtniczego
(85). Przyktadami moga by¢ myszy wyposazone w dodatkowy ludzki gen
angiotensynogenu, u ktérych dochodzi do rozwoju nadcisnienia (wyniku takiego nie
zaobserwowano u szczuréw — réznice gatunkowe!), a takze myszy heterozygotyczne pod
wzgledem genu dla ANP, u ktérych nadcis$nienie rozwija si¢ w odpowiedzi na diete

bogatosodowa.

1.3.2.1. Szczury z nadci$nieniem samoistnym typu SHR

Na poczatku lat 70 grupa naukowcéw z Uniwersytetu w Kioto za pomoca

wielopokoleniowego wsobnego kojarzenia szczuréw i szczurzyc, wykazujacych wyzsze
niz przeci¢tne wartosci cis$nienia, wyhodowata szczep szczur6w z nadci$nieniem
samoistnym (spontaneously hypertesive rats — SHR). W czasie rejestracji szczepu
(1969r.) cisnienie skurczowe u szczurow SHR wynosito srednio 180 mmHg.
Udowodniono, ze bezposrednio po urodzeniu szczury SHR maja wigksza mase serca
i nerek niz odpowiadajace im szczury kontrolne (tzw. Wistard Kyoto — WKY).
W dalszych badaniach wykazano zmiany czasu trwania cyklu komérkowego u szczuréw
SHR. I tak przejscie komoérek migsni gadkich z fazy GO do fazy S trwa znacznie krocej
niz u szczurow WKY.
Istotnym wnioskiem z obserwacji bylo to, ze powyzej 3 miesiaca zycia szczury SHR
wykazuja podobne powiktania (zawaly, hipertrofia i zwtéknienie mig$nia sercowego,
wylewy domoézgowe, stwardnienie nerek) do tych opisanych u ludzi z nadciSnieniem
(86).

Szereg badan wskazywat na rézne zaburzenia mogace doprowadzi¢ do
podwyzszonego ci$nienia u tych szczuréw. Wykazano wazna, w tym zakresie, role
wzmozone] aktywnosci uktadu renina-angiotensyna i ukladu wazopresynergicznego.
Doniesiono réwniez o zaburzeniach regulacji ci$nienia u szczuréw SHR przez peptydy
natriuretyczne (87), gospodarke tlenku azotu (w tym nadprodukcj¢ anionu
ponadtlenkowego) (88) czy endoteliny (89). W przypadku zaburzen na tle spadku

biodostgpnosci tlenku azotu warto nadmienic, iz o ile wystepuja réznice w pogladach na
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wielkos¢ produkcji NO u szczuréw SHR (jedni uwazaja, ze jest zwigkszona (90), drudzy
zmniejszona (91), wreszcie inni, ze taka sama jak u szczuréw kontrolnych (92)), o tyle
panuje wzgledna zgodno$¢ co do wystepujacej w ich naczyniach nadprodukcji anionu
ponadtlenkowego.

Dodatkowo, istnieja prace wskazujace na czgstsza kosegregacj¢ poszczegdlnych
genéw z wystgpowaniem nadcisnienia u szczuré6w SHR. Miejsce genomu, w ktérym
doszto do zmian iloSciowych zwiazanych z fenotypem podwyzszonego cisnienia
tetniczego, jest w chromosomach 1( — Sa),2 (- Gcea),10 (BP/SP-1), X i Y(Tty). Mimo
wielu badan podstawowych jednoznaczny, a zarazem decydujacy defekt genetyczny
odpowiedzialny za t¢ chorobg nie zostat jeszcze odkryty(93).

Jak dotad nie istnieje zadne przekonywujace wyjasnienie dotyczace rozwoju

nadcis$nienia t¢tniczego u szczurow rasy SHR.

[.3.3. Nadcisnienie tgtnicze u pacjentéw operowanych metoda pomostowania tetnic

wiencowych

Od 40 lat uznana metoda leczenia w chorobie niedokrwiennej serca jest operacja
pomostowania tetnic wiencowych (94). Zabieg ten polega na ominigciu krytycznie
ZW€gzZOonego miejsca tetnicy wiencowej za pomoca wczesniej wyselekcjonowanego
naczynia pacjenta. Naczyniem tym moze by¢ zaréwno zyla (zyla odpiszczelowa), jak
i tetnica (tgtnica piersiowa wewngtrzna, te¢tnica promieniowa). Istnieje szereg prac
wykazujacych wyzszo$¢ przeszczepionych naczyn tgtniczych nad naczyniami zylnymi.
Wskazuje na to chociazby mniejsze wystgpowanie w tej grupie (pomosty tetniczo-
tetnicze) zjawiska restenozy, a co za tym idzie ponownych rewaskularyzacji. Autorzy
kilku prac dowodza, ze odpowiedzialnym za to zjawisko pozostaje lepsze
funkcjonowanie te¢tniczego Srodbtonka (95,96).

W badaniach prospektywnych, przeprowadzanych na pacjentach z klasycznymi
czynnikami ryzyka, dowiedziono wystgpowania ostrych incydentéw wiencowych przede
wszystkim u chorych z uposledzona czynnoscia $rédblonka. Badania USG pacjentéw,
ktére wykazaty zaburzone przeptywy naczyniowe, wtérne do choroby s$rédbtonka
(FMD), udowodnity znamiennie czgstsza potrzebe wykonania operacji pomostowania

tetnic wiencowych (44,97). W toku badan wykazano ponadto powstawanie zmian
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miazdzycowych (zwgzenia naczyn w koronarografii) w rejonach tgtnic wiencowych,
w ktorych wiele lat wcze$niej wystgpowaly nieprawidtowe odpowiedzi srédbtonkowe
(42). W badaniach in vitro, w ktérych oporowe tetniczki wiencowe zostaly uzyskane od
pacjentéw przechodzacych zabieg CABG, udowodniono upo$ledzona odpowiedz
srodblonkowa, zmniejszajaca si¢ po substytucji tetrahydrobiopteryny. W naczyniach
kontrolnych, uzyskanych od chorych przechodzacych zabieg wymiany zastawki
sercowej, wykazano za$ znacznie lepsze odpowiedzi $rédblonkowe (98). Zaréwno
doswiadczenia in vivo, jak i in vitro jednoznacznie wskazuja na wystgpowanie dysfunkcji
srodbtonka u pacjentéw przechodzacych zabieg CABG. Wyniki te nie powinny dziwic,
zwazajac na fakt, ze podstawowym czynnikiem rozwoju miazdzycy, a zatem schorzenia
mogacego w konsekwencji doprowadzi¢ do koniecznosci wykonania CABG jest wlasnie
dysfunkcja $§rédbtonka.

Jedna z podstawowych przyczyn uposledzenia funkcji $rodblonka jest
nadci$nienie tetnicze. Z naszych (99) i innych (100) obserwacji wynika, Zze czgstos¢
wystgpowania nadci$nienia u pacjentéw poddanych operacji pomostowania naczyn
wiencowych dotyczy okoto 70 % chorych. Istnieje wiele dowodéw na to, ze choroba ta
wywoluje spadek biodostgpnosci tlenku azotu, pozbawiajac naczynia jego protekcyjnego
dziatania (rozdziat I.1.1.1). Jest to niezwykle istotne w wypadku pomostéw wiencowych.
Brak zdolnosci autoregulacyjnych pomostu, zaleznych od tlenku azotu, moze ogranicza¢
dostep krwi, gdy zwigksza si¢ na nia zapotrzebowanie. Ponadto moze prowadzi¢ do
zastoju krwi w pomoscie, szczegélnie gdy jego Srednica jest wigksza niz mozliwosci
odbioru krwi przez tozysko wiencowe. Obie sytuacje sa wielce niekorzystne
i przyczyniaja si¢ do progresji choroby miazdzycowej w pomoscie. Dodatkowo
w sytuacji cigzkiego nadcisnienia t¢tniczego dochodzi do przerostu lewej komory serca,
co niezaleznie od spadku wydolnosci srodbtonka pogarsza rokowanie (101). Wykazano,
ze przerost lewej komory serca wyznacza cala sekwencj¢ patologicznych zmian.
Prowadzi do zmniejszenia perfuzji migSnia sercowego, zmniejszenia jego rezerwy
wiencowej, do groznych zaburzen rytmu i przewodzenia, wreszcie do procesOw
strukturalnej przebudowy z nast¢pczym zanikiem drobnych naczyn tetniczych.

W pracach, oceniajacych zaleznos¢ wystgpowania nadciSnienia tgtniczego
1 odlegtych wynik6w pomostowania tgtnic wiencowych, wykazano istotny wzrost
Smiertelnosci w tej grupie chorych (wzgledem chorych bez nadcisnienia).
W opublikowanym niedawno duzym, retrospektywnym badaniu oceniajacym 20-letnie

przezycie po zabiegu CABG wykazano, ze przezycie w grupie z nadcisnieniem wynosito
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27%, gdy w grupie bez nadcisnienia 41%. Swiadczy to dobitnie o gorszym rokowaniu
u pacjentow obciazonych nadcisnieniem tgtniczym(102). W innym, juz polskim, badaniu
potwierdzono powyzsze niekorzystne statystyki. Jednoczes$nie nie zaobserwowano w obu
grupach réznic pomiedzy czestoscia pozostatych komplikacji sercowo-naczyniowych,
w tym epizodéw niestabilnej dlawicy piersiowej, zawalow serca, czgstosci hospitalizacji
czy ponownej rewaskularyzacji (100). W jeszcze innej pracy wykazano znamienng
korelacj¢ pomigdzy nadci$nieniem tgtniczym a wystepujacym po zabiegu udarze
mézgowym. Wiazat si¢ z tym zaréwno przedluzony pobyt w szpitalu, jak i zwigkszona
smiertelnos¢ pooperacyjna(103). W badaniach in vitro fragmentéw t¢tnic piersiowych
wewngtrznych, wykorzystywanych do wykonywania zespolen tgtniczo-tgtniczych,
wykazano uposledzenie $rédblonkowo-zaleznych rozkurczéw naczyniowych. Ponadto
stopien uposledzenia odpowiedzi srédblonkowych wyraznie korelowat z wystgpowaniem
przed operacja nadcisnienia t¢tniczego (104). Moze to posrednio tlumaczy¢ zwigkszona
sSmiertelnos¢ u pacjentow nadcisnieniowych, przechodzacych operacje pomostowania

tetnic wiencowych.

[.4. Dysfunkcja srédbtonka a nadcisnienie tgtnicze

Od wielu lat wiadomo, ze nadcis$nieniu tgtniczemu towarzyszy wzrost oporow
przeptywu w naczyniach obwodowych (77). Poniewaz tlenek azotu odpowiada za
rozszerzanie naczyn, kazda przyczyna zmniejszajaca jego biodostgpnos¢ powinna
(przynajmniej teoretycznie) zwigkszaé obwodowy opor naczyniowy. I rzeczywiscie,
tlenek azotu wydaje si¢ gtéwnym regulatorem tonusu naczyniowego (105). Dodatkowo,
jak wykazato kilka badan, powoduje rozszerzenie naczyn nerkowych, co w rezultacie
doprowadza do zwigkszonej diurezy 1 natriurezy (106). Tym samym spadek
biodostgpnosci tlenku azotu powinien pociaga¢ za soba podwyzszone ci$nienie
przeplywu w naczyniach tetniczych, a zatem doprowadza¢ do nadcis$nienia tetniczego.
W szeregu badan zwiazanych z problematyka nadcis$nienia tgtniczego wielokrotnie
wykazywano dysfunkcj¢ srodblonka, wyrazajaca si¢ spadkiem uwalniania tlenku azotu
w odpowiedzi na rézne zastosowane stymulanty (gléwnie acetylocholina i sily tarcia).
W eksperymentach in vitro na wyizolowanych naczyniach od szczuréw z genetycznie

uwarunkowanym nadci$nieniem (SHR) dowiedziono uposledzona odpowiedz
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naczyniorozkurczowq zalezna od tlenku azotu (90). Kontrowersje moga dotyczy¢ faktu,
iz kilku autor6w nie zaobserwowalo powyzszej reakcji (107,108), czg$¢ z kolei
zanotowala ja, ale tylko u szczuréw starszych (109). Aktualnie trwaja badania nad
odkryciem metody mogacej w sposéb bardziej jednoznaczny wykazaé u tych szczuréw
dysfunkcje srédbtonka.

Interesujacej obserwacji dostarczyly doswiadczenia z wprowadzeniem genu dla
ludzkiej syntazy tlenku azotu (110) do komoérek szczuréw SHR. W wyniku takiej
manipulacji otrzymano spadek ci$nienia te¢tniczego, co posrednio $wiadczy o udziale
spadku biodostgpnosci tlenku azotu w patomechanizmie nadci$nienia u tych zwierzat.
Dodatkowo, u szczuréw SHR za roéznice plciowe (faworyzujace samice) oraz
niekorzystne zmiany naczyniowe zwiazane z wiekiem moze odpowiada¢ spadek
biodostepnosci tlenku azotu, wtérny do nasilonej produkcji anionu ponadtlenkowego
(111,112). Dzieje si¢ tak pomimo zwigkszonej aktywnosci srodbtonkowej syntazy tlenku
azotu u szczur6w nadcisnieniowych wzgledem szczuréw kontrolnych. Jest ona jednak
niewystarczajaca do zniwelowania nadmiaru wolnych rodnikéw i w ten sposob bilans
tlenek azotu / anion ponadtlenkowy przechyla si¢ na korzy$¢ szczuréw normotensyjnych
(111).

W innym badaniu, wykonanym dla oceny ochronnego wptywu pici na
funkcjonowanie naczyn w nadci$nieniu t¢tniczym, meskie szczury SHR poddano terapii
modulatorem receptoréw estrogenowych (Raloxifen). Po uptywie 10 tygodni uzyskano
poprawe Srddblonkowo-zaleznej reakcji rozkurczowej naczyn. Byt to efekt zaleznej od
leku zwigkszonej ekspresji srodbtonkowej syntazy tlenku azotu i zahamowanej produkcji
wolnych rodnikéw (113).

Istnieje jednak praca (114), ktérej autorzy sugeruja, ze za podwyzszone ci$nienie
wsréd szczuréw SHR odpowiada raczej zaburzony uktad sygnalizacyjny (zwiazany
ze §rédblonkowym receptorem [3, adrenergicznym) niz uktad zwiazany z tlenkiem azotu.
Mniej kontrowersji wzbudza zjawisko uposledzonej odpowiedzi rozkurczowej naczyn
u szczuréw z nadcisnieniem uwarunkowanym nadmiarem mineralokortykoidéw (DOCA-
salt) oraz u szczuréw z nadci$nieniem naczyniowo-nerkowym (115,116). W obu
przypadkach wielokrotnie obserwowano zmniejszong biodostgpnos¢ tlenku azotu
(np. w tescie uwalniania przez acetylocholing) i tym wilasnie ttumaczy si¢ wystepujaca
u nich zaburzona odpowiedZz naczyniowa. Donoszono réwniez, ze u tych szczuréw
zaobserwowano zwigkszona produkcje wolnych rodnikéw (gltéwnie anionu

ponadtlenkowego), co mogtoby powodowa¢ powyzszy spadek NO, a juz na pewno go
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pogtebia¢. Dodatkowo, przynajmniej jesli chodzi o szczury z rodziny DOCA-salt,
wykazano, ze istniejaca dysfunkcja $rédblonka moze zaleze¢ od podwyzszonej
aktywnosci naczyniowej oksygenazy hemowej (enzym katabolizuje powstawanie tlenku
wegla, ktéry per se hamuje syntaze tlenku azotu) (107).

Ciekawych obserwacji dostarczyty obserwacje szczurOw z nadci$nieniem
indukowanym wysokosolng dieta (szczury Sprague-Dawley). Pomimo znamiennie
podwyzszonego ci$nienia u szczuréw w ten sposob karmionych (kontrolg stanowitly
szczury karmione dieta niskosolna) nie wykazano pomig¢dzy nimi a grupa kontrolna
istotnych réznic w odpowiedziach rozkurczowych na acetylocholing 1 zewnatrzpochodny
donor tlenku azotu. Zaobserwowano za to réznic¢ we wrazliwo$ci naczyn na kurczace
dziatanie noradrenaliny. Powodowata ona zwigkszony skurcz po stronie naczyn
uzyskanych od zwierzat z solo-wrazliwym nadci$nieniem i tym autorzy pracy prébowali
wyjasni¢  patomechanizm schorzenia (117). Natomiast badacze obserwujacy
solo-wrazliwe i1 solo-oporne szczury Dahla wykazali, ze podwyzszone ci$nienie u tych
pierwszych byto zwiazane z uposledzona odpowiedzia §rédblonkowa na acetylocholing
oraz towarzyszyly mu podwyzszone wskazniki stresu oksydacyjnego (118). Nie istnieje
zatem proste przetozenie pomigdzy rodzajem nadci$nienia tgtniczego a charakterem
wywolujacych go zmian.

Badania na zwierzetach daty wystarczajaco zachgcajace wyniki, aby rozpoczac
badania nad wyjasnieniem patomechnizmu nadci$nienia w organizmie cztowieka.
Istnieje szereg badan klinicznych, potwierdzajacych istotng rolg dysfunkcji srédbtonka
w patologiach naczyniowych zwigzanych z ludzkim nadci$nieniem. W doswiadczeniach
z dotetniczym wlewem inhibitoréw syntazy NO w naczyniach pacjentow
nadci$nieniowych uzyskano zmniejszony skurcz w stosunku do naczyn pacjentow
normotensyjnych. Wskazuje to na spadek biodostepnosci tlenku azotu w naczyniach
chorych na nadci$nienie. Doda¢ nalezy, ze odpowiedz taka uzyskano zaréwno
w naczyniach obwodowych (tgtnica ramienna), jak 1 w krazeniu wiencowym
(119,120,121). Wiele innych prac, réwniez zorientowanych na ocen¢ udziatu tlenku
azotu w patomechanizmie nadcis$nienia te¢tniczego, wykazato zmniejszenie odpowiedzi
naczyniorozkurczajacej tetnic przedramienia u pacjentow nadcisnieniowych
w odpowiedzi na zwigkszone sity tarcia (122,123), acetylocholing (124,125,126),
metacholing (127), bradykining (128) czy substancje P (129). Ponadto w przypadku

badan klinicznych (w przeciwienstwie do niektérych doswiadczen przeprowadzonych
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na zwierzg¢tach) udato si¢ jednoznacznie wykaza¢ zaleznos¢ nadcisnienia indukowanego
wysokosolng dieta z dysfunkcja srédbtonka zalezna od spadku biodostgpnosci NO (117).

Co wazne, spadek rozkurczajacej odpowiedzi na acetylocholing u pacjentéw
nadci$nieniowych zaobserwowano w naczyniach wielu, niezaleznych od siebie
obszaréw. A mianowicie w krazeniu wiencowym (130), w tetnicach skory (131), tkanki
podskoérnej (132), w krazeniu nerkowym (133). Dodatkowo u o0séb z nadci$nieniem
tetniczym stwierdzono zmniejszenie st¢zenia produktéw metabolizmu NO w poréwnaniu
do o0s6b z prawidlowym cisnieniem (134). Nieco kontrowersji dostarczaja
doswiadczenia, w ktérych podanie L-argininy czy inhibitora syntazy tlenku azotu nie
wptywato znaczaco na odpowiedz rozszerzajaca naczyh po acetylocholinie (134,135).

Zaburzona funkcja $rédbtonka wydaje si¢ by¢ schorzeniem uwarunkowanym
genetycznie. Wskazuja na to doswiadczenia, w ktérych mierzono efekt rozszerzajacy
naczyn (na acetylocholing) u os6b normotensyjnych z dodatnim wywiadem rodzinnym
w kierunku nadcisnienia. U takich os6b wykazano znamiennie stabsza odpowiedz od
obserwowanej u oséb z ujemnym wywiadem (136). Dodatkowo, u oséb obciazonych
dodatnim wywiadem w kierunku nadci$nienia zaobserwowano zaburzony transport
argininy (prekursora NO) w naczyniach (137).

Badajac pacjentéw z nieleczonym dotychczas nadcisnieniem, dowiedziono
znamiennie czgstsze wystgpowanie ostrych incydentéw sercowych u chorych, u ktérych
wczesnie] zaobserwowano gorsze odpowiedzi S$rédbtonkowe na wewnatrztetnicze
podanie acetylocholiny (138). Ponadto pewne doswiadczenia wykazuja, ze nasilenie
dysfunkcji nie zalezy bezposrednio od wysokosci ci$nienia tgtniczego, a samo jego
obnizenie nie prowadzi w prosty spos6b do poprawy funkcji §rédbtonka (127,139,140).
Sktania to do stwierdzenia, ze leczenie pacjentow nadci$nieniowych nie moze sig
ogranicza¢ do korekcji patologicznie podwyzszonego ci$nienia, ale powinno zawierac
w sobie réwniez farmakoterapi¢ srédbtonka.

Chociaz wigkszo$¢ publikowanych badah dotyczy nadci$nienia samoistnego
rowniez w nadcis$nieniu wtérnym mamy do czynienia z dysfunkcja srédblonka zalezna
od niedoboru tlenku azotu (132). Istnieje praca, w ktérej autorzy poréwnali zmiany
naczyniowe w pierwotnym i wtérnym nadci$nieniu tgtniczym (76). We wszystkich
przypadkach nadci$nienia t¢tniczego wykazano uposledzona funkcje srédbtonka zalezna
od uwalniania NO. Nie udowodniono jednak zwigzkéw pomigdzy zmianami
strukturalnymi naczyn i etiologia nadci$nienia. Réwniez inna praca, poswigcona

badaniom odpowiedzi naczyniowych w samoistnym 1 wtérnym nadci$nieniu tgtniczym,
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wykazata powszechnie uposledzone srédbtonkowo-zalezne rozszerzanie naczyn (126).
Autorzy tej ostatniej opisali ponadto wplyw prostaglandyno-pochodnych substancji
kurczacych w zaburzonej relaksacji w nadci$nieniu samoistnym.

Mozna przyja¢ wiele innych (poza zmniejszona biodostgpnoscia NO) przyczyn
dysfunkcji srédblonka w nadci$nieniu tgtniczym. Przynajmniej trzy z nich znalazly
szersze zainteresowanie w kregach naukowcow. Sa to : nadmierna produkcja endoteliny,
spadek produkcji prostacykliny oraz wzmozona generacja wolnych rodnikéw.

Za pierwsza teza przemawia fakt znacznie podwyzszonego stezenia endoteliny
w cigzkim nadcisnieniu tgtniczym 1 w przebiegu nadci$nienia zloSliwego (141).
Stwierdzono zwigkszona ekspresj¢ genu kodujacego receptory dla endoteliny typu
1 (ET1) w tetnicach oporowych u pacjentdw z pierwotnym nadci$nieniem tgtniczym.
Opisano réwniez u nich zwigkszona wrazliwo$¢ naczyn na ten zwiazek (79). Ponadto
dowiedziono, ze na skutek zahamowania produkcji tlenku azotu endotelina moze
w warunkach patologicznych posrednio wptywa¢ na zmiany przerostowe naczyn (142).
Szczegdlnie przekonywujace byly doswiadczenia z uzyciem blokera receptoréw dla
endoteliny (bosantan). W ich wyniku uzyskano spadek ci$nienia t¢tniczego u pacjentéw
z lagodnym 1 S$rednim nadcisnieniem (143,144). W doswiadczeniach na szczurach
z mineralokortykoidowym nadci$nieniem (DOCA-salt) wykazano, ze przynajmniej
za cze$¢ niekorzystnych efektéw odpowiada endotelino-zalezna nadmierna produkcja
wolnych rodnikéw (116). Wreszcie zaréwno w obrgbie ras szczuréw (145) jak i ras
ludzkich istnieja spore réznice w zakresie odpowiedzialnosci endoteliny
za wystgpowanie nadcisnienia (146). Dalsze badania wydaja si¢ zatem niezbgdne do
rzetelnej oceny endoteliny w aspekcie zmian naczyniowych w tej jednostce chorobowe;.

Druga teza, chociaz réwnie latwa do racjonalnego wytlumaczenia zmian
w nadci$nieniu tetniczym, nie znalazia jak dotychczas potwierdzenia w badaniach
klinicznych. Wyjatkiem sa chorzy z genotypem SS syntazy prostacykliny, u ktérych
zaobserwowano podwyzszone cisnienie tgtnicze (147). Jednoznaczna ocena udziatu
prostacykliny w patomechanizmie nadci$nienia t¢tniczego nie moze by¢ przeprowadzona
do konca. Utrudnia ja wpltyw zwiazkébw o podobnym pochodzeniu, ale
o przeciwstawnym dziataniu naczyniowym (np. przeciwnie dziatajaca do prostacykliny
naczyniokurczaca PGH»). Nie znamy na razie zwiazkéw o wybidrczym hamowaniu
produkcji prostacykliny. Inhibitory COX z jednej strony zmniejszaja jej produkcje,
z drugiej jednak hamuja powstawanie naczyniokurczacych prostaglandyn. Bez wzgledu

na to, jaki jest udzial prostacykliny w patomechanizmie nadci$nienia tgtniczego, samo
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podanie inhibitoréw COX u pacjentéw z rozwinigta choroba nadci$nieniowa wydaje si¢
niekiedy przywraca¢ prawidlowa funkcj¢ srodbtonka (118,148). Prébuje si¢ to ttumaczy¢
wystgpujaca w  dysfunkcji  $rodbtonka nadmierna aktywnoscia indukowalne;j
cyklooksygenazy 2, odpowiedzialnej za wzrost produkcji naczyniokurczacych
prostaglandyn i1 generacj¢ wolnych rodnikéw.

Trzecia teza (obok teorii z udzialem tlenku azotu) wydaje si¢ najbardziej
prawdopodobna w rozwazaniach nad patogeneza dysfunkcji srédbtonka w nadci$nieniu
tetniczym. Wielu badaczy uwaza wrecz, ze nie sam niedobdr tlenku azotu czy nadmiar
anionu ponadtlenkowego jest decydujacy dla powstania patologii naczyniowych.
Wartos¢ sprawcza maja, ich zdaniem, zaburzone relacje iloSciowe pomigdzy tymi
zwiazkami. Wydaje si¢ to uzasadnione, biorac pod uwage wystepujace zaleznosci (1.1.1)
oraz przeciwstawne dziatania obu zwiazkow. Za niekorzystnym wptywem zwigkszonej
produkcji wolnych rodnikéw na funkcje¢ naczyniowa w tym schorzeniu przemawiaja
z jednej strony powszechne wystgpowanie tego zjawiska w wigkszosci modeli
nadci$nienia (badania na zwierzetach i1 ludziach (54,117,149-159)), jak réwniez
mozliwo$¢ odwrdcenia patologicznej odpowiedzi naczyniowej po zastosowaniu
genetycznych wektoréw o dziataniu antyoksydacyjnym. Przykladem takiej obserwacji
jest doswiadczenie, w ktorym zastosowanie genetyczne] delecji oksydazy NAD(P)H
czesciowo normalizuje ci$nienie szczuréw (159). Normalizacji tej towarzyszyta poprawa
odpowiedzi srédbtonkowych. Podobny wynik dato zastosowanie czasteczek dysmutazy
ponadtlenkowej z mozliwoscia przylaczania si¢ do $rédbtonka (tzw. heparin-binding
SOD) (62,158). Pewne kontrowersje wzbudza natomiast nadcisnienie indukowane
wlewami norepinefryny, w ktérym nie dochodzi do wzrostu anionu ponadtlenkowego,
czy tez wzrost ekspresji oksydazy NAD(P)H (151). Sugeruje to, ze wolne rodniki moga

by¢ w r6zny spos6b zaangazowane w patomechanizm ludzkiego nadci$nienia.

Pomimo mnogos$ci badan nad patomechanizmem nadci$nienia tgtniczego

w ostatnich latach nadal wiele zagadnien pozostaje nie rozstrzygnigtych. Pozostaja
pytania:

a) czy dysfunkcja srédbtonka poprzez zaburzenia réwnowagi naczyniowej doprowadza

do przewagi czynnikow presyjnych i przebudowy naczyniowej skutkujacych

podwyzszonym ci$nieniem tetniczym,
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b) czy tez podwyzszone cis$nienie tgtnicze, powstajace na skutek nieznanych dotad
mechanizméw, zaburzajac réwnowage naczyniowa, powoduje uposledzong
odpowiedz $rédblonkowa, przebudowe naczyniowa, utrwalajaca 1 nasilajaca
progresj¢ zmian naczyniowych.

Kazda z przedstawionych tez znajdzie swoich obroncéw. Pierwsza, bo istnieja sposoby

przywracania prawidlowego ci$nienia za pomoca genetycznej terapii skierowanej na

poprawe wydolnosci $rodbtonka (158). Pewne znaczenie ma tu réwniez fakt
wystgpowania dysfunkcji srédbtonka u miodych, klinicznie zdrowych oséb z wywiadem
rodzinnym dotyczacym nadci$nienia, u ktérych z czasem rozwija si¢ nadci$nienie

(136,137). Druga, poniewaz sztucznie wywotane nadcis$nienie tgtnicze np. dlugotrwatymi

wlewami substancji presyjnych doprowadza w rezultacie do spaczonej odpowiedzi

srodbtonkowej (160). Kazda z tez ma swoje racje i by¢ moze obie istnieja obok siebie w

przyrodzie. Jedno wydaje si¢ niepodwazalne: niezaleznie od roli, jaka w etiopatogenezie

nadci$nienia tgtniczego spetnia dysfunkcja srédbtonka pozostaje ona zasadniczym celem

terapii dla tej jednostki chorobowe;j.
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II. CELE PRACY.

. Opracowanie metody oceny dysfunkcji $rédblonka naczyniowego z uzyciem
NADPH jako aktywatora naczyniowej oksydazy NAD(P)H w izolowanych naczyniach
krwiono$nych szczuréw z samoistnym nadciSnieniem tgtniczym. Poszukiwanie Zrddet

naczyniowej produkcji anionéw ponadtlenkowych w nadci$nieniu tg¢tniczym

- Zdyskontowanie metody do oceny dysfunkcji $rédbtonka ludzkich naczyn
krwionos$nych. Ustalenie korelacji pomiedzy stopniem dysfunkcji $rédblonka

a czynnikami ryzyka miazdzycy
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III. MATERIALY I METODY

III.1. Materiaty

III.1.1. Materialy biologiczne

III.1.1.1. Ludzkie naczynia krwiono$ne

Naczynia krwionos$ne pozyskano od 180 pacjentéw poddanych zabiegowi
pomostowania aortalno - wiencowego w Klinice Chirurgii Serca, Naczyn
1 Transplantologii CM UlJ. Byly to pozostatosci tgtnic piersiowych wewngtrznych oraz

zyt odpiszczelowych nie wykorzystane przez chirurgéw podczas tych operacji.

I1.1.1.1.a Zyty odpiszczelowe (HSV- Human saphenous veins)

Nadmiar zyly (srednio 1-4 cm.) odcinano przed opracowaniem chirurgicznym
i natychmiast przektadano do naczynia ze schlodzonym roztworem Krebsa-Henseleita.
Aby zapobiec wewnatrznaczyniowemu wykrzepianiu krwi, §wiatto zyly przeptukiwano
wyzej wymienionym buforem. Nastgpnie, w mozliwie najszybszy sposéb
transportowano naczynia do laboratorium i tam do przechowywano je w lodzie do
momentu rozpoczecia eksperymentéw. Sredni czas od pobrania naczynia do rozpoczecia

eksperymentéw wynosit 1 godzing.

II1.1.1.1.b Tetnice piersiowe wewnetrzne (IMA- Internal mammary arteries)

W doswiadczeniu wykorzystano dystalny fragment naczynia, odcinany przez
chirurga jako bezuzyteczny. T¢tnice piersiowe wewngtrzne pobierano przed nasaczeniem
ich papaweryna lub innymi $§rodkami rozkurczajacymi. Naczynie pozostawiono w
powigzi, ale podobnie jak w przypadku zyl, przeplukiwano delikatnie Swiatto tgtnicy
buforem Krebsa-Henseleita. W laboratorium nastgpowata dalsza obrdbka naczynia,
polegajaca na odseparowaniu otaczajacych tkanek. W tym celu wykorzystywano

mikronarzedzia, niejednokrotnie uzywajac mikroskopu.
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Do momentu rozpoczecia doswiadczenia tgtnice byty zanurzone w schtodzonym buforze
Krebsa - Henseleita. Sredni czas od pobrania do rozpoczecia eksperymentu réwniez
wynosil 1 godzing.

Zaréwno tetnice, jak i zyly po wstgpnym wyzej opisanym przygotowaniu zostaty pocigte

na 3- mm pierscienie.

II.1.1.2. Aorty szczurze

W badaniach wykorzystano fragmenty aorty piersiowej uzyskanej od 120
szczuréw samcow (250-400 g). Parg stanowily naczynia szczura szczepu SHR ( Supra
Hypertensive Rats) oraz WKY (Wistard-Kyoto Rats). Oba szczepy pochodzity z hodowli
za bariera sanitarno - epidemiologiczna (Centrum Zdrowia Matki Polki, 16dz).
Bezposrednio przed do§wiadczeniami zwierzeta przetrzymywano w zwierzetarni Katedry
Farmakologii Collegium Medium UJ w konwencjonalnych warunkach, z zachowaniem
stalej temperatury otoczenia (22,I1st. C), przy cyklu oswietlenia i ciemnosci 12/12
godzin. Zwierzg¢ta mialy swobodny dostgp do karmy 1 wody.

Szczury znieczulano pentobarbitalem (50 mg/kg.i.p.), a nastgpnie zabijano
uderzeniem w podstawg czaszki. Po nacigciu klatki piersiowej (Srodkowa sternotomia
z szerokim rozwarciem S$cian klatki piersiowej) i doj$ciu do aorty piersiowej odcinano
serce 1 pluca, a nastgpnie wykonywano naci¢cie w nadprzeponowym odcinku aorty
piersiowej, otoczonej migSniami  przykregostupowymi. Po  kaniulacji  aorty
przeptukiwano ja buforem Krebsa-Henseleita schtodzonym do temperatury 4°C. Kolejno
wycieto tetnicg, ktéra przeniesiono na szalki Petriego ze specjalnie przygotowana
silikonowa powierzchnia, umozliwiajaca umocowanie wyizolowanej aorty. Czynnos$ci
wykonywano z ostroznoscia, by nie uszkodzi¢ komorek srédbtonka.

Szalke wypetniona schtodzonym do temperatury 4° C buforem KH umieszczano
w styropianowym pojemniku z lodem. Wszystkie naczynia pod mikroskopem (Nikon,
Japan) doktadnie oczyszczano z migsni 1 tkanki tluszczowej. Nastgpnie cigto je na
pierscienie szerokosci ok. 3 mm.

Ponadto aby uzyskac¢ pierScienie naczyniowe pozbawione komérek srodbtonka,
przez S$wiatto wyizolowanych i oczyszczonych naczyn, przed ich pocigciem na

pierscienie, kilkakrotnie przeciagano stalowy drucik owinigty wata.
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III.1.2. Leki 1 odczynniki

W pracy wykorzystano nastgpujace srodki farmakologiczne: acetylocholina (ach,
Sigma Chemical Company, UK), fosforan dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego
(NADPH, Sigma Chemical Company, UK), di-N-metyloakrydyna (lucygenina, Sigma
Chemical Company, UK), dysmutaza ponadtlenkowa (PEG-SOD, Sigma Chemical
Company, UK), Tiron (Sigma Chemical Company, UK), apocynina (Sigma Chemical
Company, UK), oksypurynol (Sigma Chemical Company, UK), dietylokarbamid (DETC,
Sigma Chemical Company, UK), tetraetyl amonu (TEA, Sigma Chemical Company,
UK), N-acetylocysteina (Sigma Chemical Company, UK), nadtlenek wodoru (Sigma
Chemical Company, UK), chelerytryna (Sigma Chemical Company, UK), katalaza
(Sigma Chemical Company, UK), chlorek potasu (KCl), fenylefryna (Sigma Chemical
Company, UK), dwumetylosulfotlenek (DMSO, Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA), ester metylowy L-N - nitro-L-argininy (L-name, Sigma Chemical Company,
UK), indometacyna (Sigma Chemical Company, UK).

Do badan przeprowadzonych z wykorzystaniem izolowanych naczyn w modelu
fazni wodnej (fazni naczyniowej) zastosowano zmodyfikowany bufor Krebsa-Henseleita
(bufor KH) o sktadzie w mM: NaCl 118,0, CaCl, 2,52, KCl, 4,7,MgSO, 1,64, NaHCO3
24,88, KH,PO,4 1,18, glukoza 10,0 wzbogacony mieszanka powietrza o sktadzie: CO,
5%, O, 21%, N, 74% (lub karbogenem o sktadzie CO;, 5%, O, 95%).

III. 2. Metody

II1.2.1. Badania na izolowanych naczyniach

Krotki opis metody

Badania przeprowadzono na izolowanych pierScieniach naczyniowych,
wycietych z fragmentéw naczyn ludzkich lub aorty szczurzej i umieszczonych w tazni
wodnej typu ,,organ-bath”. Jest to szeroko stosowana technika pomiaréw reaktywnos$ci
naczyniowej. Metoda ta opiera si¢ na pomiarze zmian izometrycznego napigcia

pierscieni naczyniowych, umieszczonych w wypetnionych buforem i utrzymujacych
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stala temperatur¢ tazniach. Laznie te posiadaja parg¢ stalowych drobnych drucikéw, na
ktore nawleka si¢ badany pierScien naczyniowy. Druciki polaczone sa ze specjalnym
czujnikiem mechanicznym, rejestrujacym zmiany napigcia obserwowane pod wplywem
podawania réznych $rodkéw farmakologicznych. Ten sygnal po wzmocnieniu
zapisywany jest na tasmie rejestratora w postaci krzywej, ktérej rami¢ wznoszace
odpowiada skurczowi pier§cienia naczyniowego, natomiast rami¢ opadajace informuje

0 jego rozkurczu.

Protokot do§wiadczen przeprowadzonych na izolowanych naczyniach

Pierscienie z naczyn ludzkich oraz z aort szczurzych po umieszczeniu w tazni
pozostawiono do spontanicznej stabilizacji przez okres do 90 minut. Nastgpnie
stabilizowano je w napigciu izometrycznym przez kolejne 90 minut. Warto$¢ napigcia
wstgpnego, jakiemu poddawano naczynia, odpowiadata rodzajowi naczynia. I tak dla zyt
odpiszczelowych byla to wartos¢ 4g, dla tgtnic piersiowych wewngtrznych oraz aort
szczurzych - 2g. Po ustabilizowaniu si¢ naczyn przykurczano je trzykrotnie przez
wzrastajace stgzenie KCI (60-120 mM). Nastgpnie, po doktadnym wyptukaniu naczynia
przykurczano przy pomocy kumulatywnie wzrastajacych dawek fenylefryny (w st¢zeniu
10-30uM), az do osiagniecia ich maksymalnego przykurczu. Po kolejnym wyptukaniu
pierscienie przykurczano fenylefryna w takim st¢zeniu (1-3 uM), aby uzyska¢ 50-80%
maksymalnego przykurczu uzyskiwanego po podaniu KCI (60-120 mM).

Przykurczone pierscienie naczyniowe poddawano dziataniu NADPH (100 uM),
N-acetylocysteiny (10uM-10mM) czy tez acetylocholiny (10nM-100uM). Po
zastosowaniu kazdej testowanej substancji i uzyskaniu odpowiedzi krazka naczyniowego
trzykrotnie ptukano kazda tazni¢ ogrzanym buforem KH i pozwalano na stabilizacjg
przez kolejne 20 minut.

W przypadku prowadzenia doswiadczen z inhibitorem syntazy tlenku azotu
(L-NAME 300 puM), inhibitorem cyklooksygenazy (indometacyna 10 uM), dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD 500U/ml), tironem (SOD mimetyk 10mM) czy tez katalaza
(1200U/ml) naczynia inkubowano przez minimum 20 minut. W przeprowadzonych
do$wiadczeniach zastosowano maksymalnie skuteczne stgzenia inhibitoréw oraz
dziatajacych enzyméw, wybrane w oparciu o dane opisywane w literaturze.

Réwnolegle wykonywano doswiadczenia na pierScieniach naczyniowych

pozbawionych  srodblonka.  Skutecznos¢ usunigcia  Srédbtonka  potwierdzono
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eksperymentalnie na naczyniach przykurczonych wczesniej fenylefryna, przez podanie

acetylocholiny.

Rejestracja czynnosci izolowanych naczyn

Wykorzystywany w Katedrze Farmakologii model tazni naczyniowej jest ztozony
z 4 metalowych, cylindrycznych naczyn (tazni) o pojemnosci Sml, w ktérych umieszcza
si¢ pierscienie naczyniowe, a faznie wypetnia buforem inkubacyjnym.

Laznie zbudowane sa tak, aby zapewni¢ w czg$ci zewngtrznej, obecno$¢ plaszcza
wodnego, warunkujacego stale ogrzewanie ptynu inkubacyjnego do temperatury 37 °C,
a takze by umozliwi¢ odptyw zuzytego i naptyw §wiezego ptynu inkubacyjnego (zwykle
bufor KH). Pier$cienie naczyniowe sa rozpigte pomigedzy dwoma stalowymi drucikami,
z ktorych jeden jest potaczony z tensometrem. Skurcz lub rozkurcz pierscieni wywotuje
ruchy dzwigni tensometru (Ryc.IIl.1). Tak uzyskany sygnal jest przetwarzany
1 wzmacniany przez uktad mechanicznych przetwornikéw.

W prowadzonych do$wiadczeniach rejestracja wszystkich reakcji naczyniowych
odbywata si¢ przy udziale elektronicznych przekaznikéw (Hugo Sachs, Niemcy).
Nastgpnie dane te wzmocniano oraz przetworzano z analogowych na cyfrowe przy
pomocy uktadu akwizycji danych Biopac MP 100 i programu Acgknowledge TM dla
MacintoshOS. Pomiaréw dokonywano réwnolegle dla czterech pierscieni naczyniowych.

Czas doswiadczen wynosit 8-12 godzin.
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Ryc.IIl.1. Laznia naczyniowa z umieszczonym wewnatrz pierscieniem naczyniowym.

Zasada obliczania wielkosci skurczu lub rozkurczu naczyn

Aktywnos$¢ skurczowa i rozkurczowa pierscieni naczyniowych rejestrowano na
biezaco na ekranie monitora oraz w pamigci komputera. Skurcz obrazowany byt poprzez
rami¢ wstgpujace krzywej, za$ rozkurcz - ramig zstgpujace. Dlugo$¢ odpowiednich
odcinkéw analizowano przy pomocy programu AcgknowledgeTM. I tak np. dla KCI
wywolujacego maksymalny skurcz, dtugo$¢ odcinka wznoszacego krzywej od podstawy
do punktu plateau wyrazano jako r6znice w mN (miliniutonach) i okre§lano jako 100%.
Podobnie rzecz si¢ miata w przypadku skurczu wywotanego przez fenylefryng. Wielkos¢
rozkurczu lub skurczu wywotanego przez NADPH, NAC albo np. przez acetylocholing
okreslano jako procent odpowiedzi skurczowej wywotywanej przez fenylefryne

(Ryc.IIL.2).
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Ryc.IIL.2. Przyktadowy zapis rozkurczéw wywotanych acetylocholing. Naczynia przykurczano wstgpnie
fenylefryna (PE, typowo 3x10°M), a nastgpnie podawano wzrastajace dawki agonistéw (acetylocholiny
lub N-acetylocysteiny). Odpowiedzi naczyn analizowano jako procent(y) wstgpnego skurczu ( wykres
ponizej przyktadowej krzywej).

Kalibracja uktadu pomiarowego

W kazdym tygodniu do$wiadczen dokonywano kalibracji aparatury wzgledem
odwaznika 2g. Zaré6wno w badaniach na naczyniach ludzkich ( charakteryzujacych si¢
duza zmiennoscia), jak i na naczyniach szczurzych (potencjalnie niewielka zmiennos$¢)
uzywano tej samej aparatury i tych samych odczynnikéw. Nie wykazano réznic

w czutosci aparatury lub jakosci odczynnikéw.

II1.2.2. Pomiary produkcji anionu ponadtlenkowego

Krotki opis metody

Pomiaru  produkcji anionu ponadtlenkowego dokonano za pomoca
chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny. Lucygenina (bis-N-methylacridinum) jest
przenikajaca  przez  blony  biologiczne  substancja  chemiluminescencyjna,
wykorzystywana do wykrywania wewnatrz- i zewnatrzkomérkowej produkcji anionu
ponadtlenkowego (161). Metoda ta jest réwniez szeroko stosowana do pomiaru
aktywnos$ci oksydazy NAD(P)H (162), oksydazy ksantynowej (162) jak tez oksydaz
mitochondrialnych  (163). Wykrywanie anionu ponadtlenkowego przez lucygening
umozliwia reakcja tego zwiazku z anionem ponadtlenkowym, w wyniku ktérej

wytwarzany jest foton $wiatta. Ze wzgledu na opisywana przez niektérych (164)
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mozliwo$¢ sztucznego wzmacniania sygnatu chemiluminescencyjnego na drodze tzw.
redoks-cyklowania lucygeniny, powstrzymano si¢ od proby bezwzglednej ilosciowej
oceny produkcji anionu ponadtlenkowego, stosujac jedynie warto$ci poréwnawcze
[RLU-relative light units]. Przy pomocy urzadzenia begdacego w stanie rejestrowac
uwalnianie si¢ fotondéw, a takze ich pomiar (luminometr) udaje si¢ posrednio ustali¢

poziom produkcji anionu ponadtlenkowego.

Protokot doswiadczen

Naczynia krwiono$ne (o rozmiarach odpowiadajacych srednio 1-3 mg suchej
masy) rozcinano podtuznie w celu odstonigcia $rédbtonka. Nastepnie inkubowano je
okoto 30 minut w nadtlenowym buforze Krebs-HEPES, w temperaturze 37°C.
Chemiluminescencj¢ zalezng od lucygeniny mierzono w 2 ml buforu Krebs-HEPES,
zawierajacego 5 uM stgzenie lucygeniny. Pomiaréw dokonywano w 18 ml naczynhkach
scyntylacyjnych (Beckmann). Naczynko z roztworem lucygeniny umieszczano
w luminometrze, gdzie w poczatkowej fazie zachodzila adaptacja do ciemnoSci.
Nastepnie zapisywano chemiluminescencj¢ dla samego naczynka - pomiar tta (Srednio 5
min.).

W drugiej fazie umieszczano rozcigty pierScien naczyniowy w naczynku
i mierzono chemiluminescencj¢ przez kolejne 10-15min. W celu zmierzenia
maksymalnej aktywnosci NAD(P)H oksydazy czy tez innych oksydaz dodawano do
naczynka aktywatoréw lub substratow tych oksydaz (np.NADPH). Pomiar prowadzono
przez nastgpne 20 min. lub do osiagnigcia plateau (Ryc.IIl.3.). Swoistos¢
chemiluminescencji wobec anionu ponadtlenkowego sprawdzano, obserwujac
zahamowanie sygnalu po preinkubacji naczynia z dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD-500U/ml) lub tironem (10mM). Po zakonczeniu pomiaréw pierscien naczyniowy
suszono w 50°C przez 24h, a nastgpnie wazono na wadze miligramowe;.
W doswiadczeniach, majacych na celu okres§lenie zrédel anionu ponadtlenkowego,
naczynia przed pomiarem zostaly poddane inkubacji (30min.) z inhibitorami
potencjalnych oksydaz naczyniowych. Stosowano: inhibitor NAD(P)H oksydazy-
apocyning (300uM-1mM), inhibitor oksydazy ksantynowej-oksypurynol (100uM-1mM),
inhibitor cyklooksygenaz-indometacyn¢ (10uM), inhibitor NOS-L-NAME (100uM-
ImM). Inhibitory te byly obecne zaréwno w czasie inkubacji, jak i przez caty okres

pomiaru (byly dodawane do naczyniek).
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W przeprowadzonych do$wiadczeniach zastosowano maksymalnie skuteczne
stgzenia inhibitoréw oraz dziatajacych enzyméw, wybrane w oparciu o dane opisywane

w literaturze.
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Ryc.IIL.3. Przyktad zapisu chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (SuUM) z naczynia krwiono$nego.
Najpierw zapisano poziom chemiluminescencji tia, nastgpnie chemiluminescencje pochodzaca z naczynia
krwiono$nego, wreszcie chemiluminescencjg¢ po dodaniu substratu (100 uM NADPH w tym przypadku).

Rejestracja pomiaru anionu ponadtlenkowego.

Pomiary wykonywano przy pomocy luminometru Berthold FBI12,
zmodyfikowanego do utrzymania statej temperatury 37°C. Rejestracji 1 oceny poziomu
anionu ponadtlenkowego dokonywano przy pomocy programu FB12. Czas trwania

pojedynczego doswiadczenia wynosit 1-2 godziny.

Zasada obliczania produkcii anionu ponadtlenkowego

Poziom powstajacego anionu ponadtlenkowego byl na biezaco rejestrowany na
ekranie monitora oraz zapisywany w pamig¢ci komputera. Po ustaleniu si¢ plateau
odpowiedzi naczyniowej odczytywano jej wartos¢. Wartos¢ ta, po odjgciu
chemiluminescencji tta i po przeliczeniu na miligram suchej masy naczynia, stanowita
wlasciwy pomiar powstalego anionu ponadtlenkowego. W przypadku zastosowania

preinkubacji naczynia z inhibitorami oksydaz lub innymi enzymami, warto$¢ powstatego
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anionu ponadtlenkowego poréwnywano do wartosci uzyskanej od naczynia nie
poddanego inkubacji i wyrazano ja jako procent tamte;j.
Zaréwno czes¢ badan dotyczaca ludzi, jak i ta dotyczaca szczuréw uzyskaly

zgode Komisji Etycznej Collegium Medicum U]J.

II1.2.3. Analiza statystyczna

Dane z wszystkich przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono w postaci
srednich arytmetycznych + btad standardowy sredniej (M+SEM).

Analiz¢ korelacji prowadzono przy pomocy testow korelacji Persona
i Spearmana. W sytuacji normalnego rozktadu zmiennych stosowano test t-Studenta dla
zmiennych nie zwiazanych lub zwiazanych (odpowiednio dla sSrednich w probach
powiazanych i1 nie). W przypadku rozktadu r6znego od normalnego, dla poréwnania
srednich w prébach powiazanych stosowano test Wicoxona, do poréwnania za$ réznic
pomigdzy prébkami populacji, w ktérych stwierdzono rozktad rézny od normalnego
stosowano test U Mann-Whitney’a. Do por6éwnania Srednich w wigcej niz dwdéch
grupach stosowano analiz¢ wariancji (ANOVA). Réwnos$¢ wariancji oceniano testem
Fishera. W kazdym przypadku za statystycznie znamienne uznano wartosci p<0.05.

Poniewaz celem pracy bylo zbadanie dysfunkcji $§rédbtonka poprzez pomiar
zaburzonej interakcji pomi¢dzy anionem ponadtlenkowym i tlenkiem azotu, za kazdym
razem dodawano inhibitor cyklooksygenaz — indometacyng (10uM). Postgpowanie takie,
w wyniku usunigcia produktéw aktywacji COX (tj. prostacykliny, tromboksanu
i prostaglandyn), umozliwialo doktadniejsza ocen¢ wptywu wzajemnych relacji NO/O,

na biologi¢ naczyn krwiono$nych.
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IV. WYNIKI

IV.1. Okres$lenie zrédet i znaczenia czynno$ciowego anionu ponadtlenkowego w aortach
uzyskanych od szczuréw z genetycznie uwarunkowanym nadcisnieniem tgtniczym

(szczury rasy SHR) 1 od szczuréw normotensyjnych (szczury rasy WKY)

W podrozdziale tym opisano wyniki doswiadczalnej analizy mechanizmow
lezqcych u podstaw dysfunkcji srodbtonka oraz stresu oksydacyjnego w aortach objetych
procesem nadcisnienia tetniczego. Uzyto, wielokrotnie stosowany w celach badawczych,
zwierzecy model genetycznie uwarunkowanego nadcisnienia tetniczego (szczury
SHR/WKY). W modelu tym aorty uzyskane od szczurow rasy SHR sq przyktadem tetnic
nadcisnieniowo zmienionych, a aorty uzyskane od szczurow normotensyjnych (szczury
rasy WKY) przyktadem tetnic nie dotknietych tq patologiq. Wyniki uzyskane
Z doswiadczen na aortach szczuréow rasy WKY mogaq zatem stanowic¢ kontrole dla

analogicznych wynikow uzyskanych od szczurow SHR.

IV.1.1. Charakterystyka szczuréw bioracych udziat w do§wiadczeniach

Wigkszos¢ doswiadczen przeprowadzono na naczyniach uzyskanych od szczuréw 3-4

miesigcznych.
Rasa szczura SHR WKY
Wiek 3-4 miesiace 3-4 miesiace
Cigzar ciata 305-359 ¢ 275-360 g
Cisnienie skurczowe 180-200 mmHg 110-140 mmHg
Liczba zwierzat 40 40
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Czes¢ eksperymentéw wykonano na aortach uzyskanych od zwierzat starszych tj. 6 oraz

12 miesigcznych (sa to eksperymenty specjalnie wyszczegdlnione).

Rasa szczura SHR WKY
Wiek 6 miesigcy 6 miesigcy
Cigzar ciala 370-430 360-420
Cisnienie skurczowe 180-205 110-140
Liczba zwierzat 10 10

Rasa szczura SHR WKY
Wiek 12 miesigcy 12 miesigcy
Cigzar ciata 380-445 ¢ 390-442
Cisnienie skurczowe 180-200 mmHg 115-145
Liczba zwierzat 10 10

IV.1.2. Produkcja anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych

Podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego mierzona za pomoca
chemiluminescencji byta znamiennie wyzsza w aortach szczuréw z genetycznie
uwarunkowanym nadci$nieniem tg¢tniczym — SHR (28,8+3,61) w poréwnaniu do aort
uzyskanych od szczur6w normotensyjnych — WKY (19,2+2,52) (Ryc. IV.1). Tozsamos¢
anionu ponadtlenkowego stwierdzano poprzez hamowanie sygnatéw
chemiluminescencyjnych przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (PEG-SOD; 500U/ml) oraz
Tiron (10 mM).
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Ryec. IV.1. Produkcja anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych. Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji

zaleznej od lucygeniny (5 uM). Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 40 doswiadczen, * p<0,05 SHR vs WKY.

Usunigcie srodblonka w aortach szczuréw rasy SHR skutkowalo zmniejszeniem
produkcji anionu ponadtlenkowego (o ok. 50 %). Sugeruje to, ze u szczuréw
z genetycznie uwarunkowanym nadcis$nieniem produkcja anionu ponadtlenkowego
w znacznym stopniu zalezy od obecnosci srodblonka. W przypadku naczyn uzyskanych

od szczuré6w WKY odpowiedz byta statystycznie nieznamienna (Ryc. IV.2).

35 -
o
[e2]
g 30
o
X
& 25
S =
c D
€2 T
Qo
o]
EZ 15 I
C —
[V
® 104
o
5
° 5
e
o
0,

SHR SHRe- WKY WKY e-

Ryc. IV.2. Zalezno$¢ produkcji anionu ponadtlenkowego od obecnos$ci nienaruszonego sréodblonka. Pomiaréw dokonano przy
pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 puM). Niektére naczynia sztucznie pozbawiono S$rédbtonka (e-). Dane

przedstawiaja srednig + SEM z n= 9 do$wiadczen, * p<0,05 SHR vs SHR e-.
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IV.1.2.1. Zrédta anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych

W celu okre§lenia zrédet anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych
(zar6wno szczuréw rasy SHR, jak i WKY) mierzono produkcj¢ anionu ponadtlenkowego
po preinkubacji naczyn z inhibitorami oksydaz naczyniowych. Jedynie u szczuréw SHR
i tylko po zahamowaniu oksydazy NAD(P)H zaobserwowano istotna r6znic¢ w produkcji

anionu ponadtlenkowego (Ryc. IV.3).

Produkcja anionu ponadtlenkowego (RLU/s/mg
8
—
—

SHR +OXY +APO  +L-NAME WKY +OXY  +APO  +L-NAME

Ryc. IV.3. Zrédta anionu ponadtlenkowego w aortach. Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od
lucygeniny (5 uM). Pierwsze cztery stupki przedstawiaja wyniki uzyskane z aort szczuréw SHR, a cztery nastgpne z aort szczuréw
WKY. Czg$¢ naczyn poddawano wstgpnej preinkubacji z oxypurynolem (inhibitorem oksydazy ksantynowej; 100uM), apocyning
(inhibitorem oksydazy NAD(P)H;100upM) oraz L-NAME (inhibitorem syntaz NO; 300uM). Dane przedstawiaja

srednia + SEM z n=9-10 do$wiadczen.

Dokonano réwniez oceny mozliwosci zahamowania produkcji anionu
ponadtlenkowego przy udziale substancji wchodzacych w bezposrednia reakcje z O,
Wykorzystano w tym celu dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD) oraz antagonist¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (DETC). SOD jest enzymem katalizujacym reakcj¢ syntezy nadtlenku
wodoru. Reakcja ta, zuzytkowujac anion ponadtlenkowy i czasteczk¢ wody, w naturalny
sposOb usuwa O, z ustroju. Produkcja anionu ponadtlenkowego bylta istotnie hamowana
przy uzyciu dysmutazy ponadtlenkowej (o ok. 50%) tylko w przypadku szczuréw SHR.
Znamienny wzrost produkcji O, zachodzil w obecnosci DETC zar6éwno u szczuréw
SHR (wzrost 43%) jak i WKY (52%) (Ryc. IV.4). Moze to $§wiadczy¢ o istotnej roli
wystgpujacej w naczyniach krwionosnych dysmutazy ponadtlenkowej w utrzymaniu

prawidlowego potencjatu oksydoredukcyjnego.
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Ryc IV.4. Zrédta anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej
od lucygeniny (5 pM). Czg$¢ naczyn preinkubowano z inhibitorem dysmutazy ponadtlenkowej (DETC; 100uM), lub z dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD; 100uM) przez 30-45 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 9-10 do§wiadczen, * p<0,05 vs odpowiedz

bez inhibitora.

IV.1.2.2. Produkcja anionu ponadtlenkowego w warunkach stresu oksydacyjnego

Stres oksydacyjny indukowano eksperymentalnie poprzez podanie NAD(P)H
(100 uM) do buforu, w ktorym znajdowaty sie badane naczynia. NAD(P)H jest
substratem i aktywatorem oksydazy NAD(P)H.

Wytworzenie stresu oksydacyjnego spowodowato przyrost produkcji anionu
ponadtlenkowego w stosunku do kontroli. W przypadku SHR byt to 40-krotny wzrost,
a w przypadku WKY ok. 25-krotny (poréwnanie danych Ryc.IV.1 i1 Ryc.IV.5).
Produkcja anionu ponadtlenkowego byla 2,5-krotnie wyzsza w aortach uzyskanych od
szczurow SHR (1182,1+206,1) w poréwnaniu do aort szczuréw WKY (484,4+91,3)
(Ryc.IV.5). Swoisto$¢ wobec anionu ponadtlenkowego stwierdzano poprzez hamowanie
sygnatéw chemiluminescencyjnych przez dysmutazg ponadtlenkowa

(PEG-SOD; 500U/ml) oraz Tiron (10 mM).
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Ryc. IV. 5. Produkcja anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych po aktywacji oksydazy NAD(P)H za pomoca NADPH.
Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM
tego zwiazku. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 40 dos§wiadczen, * * p<0,01 SHR vs WKY.

Usunigcie srodblonka w aortach szczurzych skutkowalo znacznym zahamowaniem
stymulowanej produkcji anionu ponadtlenkowego (spadek O, wynosil odpowiednio:
u SHR 87%, a u WKY 70%). Sugeruje to, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
zaréwno u szczuréw z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem, jak i u szczuréw
normotensyjnych, obserwowany nadmiar produkcji anionu ponadtlenkowego

w duzym stopniu zalezy od obecnosci srodbtonka (Ryc. IV.6).
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Ryc. 1V.6.Zalezno$¢ produkcji anionu ponadtlenkowego indukowanego NAD(P)H od obecnosci s$rodblonka. Pomiaréw
dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Niektére naczynia pozbawiono s$rédbionka (e-).
NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM tego zwiazku. Dane przedstawiaja $redniq + SEM z n= 7 do$wiadczen. * p<0,05 SHR
vs SHRe- oraz WKY vs WKYe-.
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IV.1.2.3. Zrédta anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych, w warunkach stresu

oksydacyjnego

W celu okreslenia Zrédel nadmiaru anionu ponadtlenkowego powstajacego
w warunkach stresu oksydacyjnego, mierzono produkcj¢ anionu ponadtlenkowego po
preinkubacji naczyn z inhibitorami oksydaz naczyniowych.
Poprzez poddanie naczyn preinkubacji z inhibitorem oksydazy NAD(P)H (apocynina)
uzyskano niemal catkowite zahamowanie produkcji anionu ponadtlenkowego
indukowanego NAD(P)H (u SHR spadek siggat 95 %, a u WKY 98%). Wydaje si¢
zatem, ze w warunkach stresu oksydacyjnego nadmierna produkcja anionu
ponadtlenkowego jest w decydujacym stopniu zalezna od aktywnosci oksydazy

NAD(P)H (Ryc.IV.7).
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Ryc. IV.7. Zrédia anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H w aortach szczurzych — wplyw zablokowania NADPH
oksydazy (apocynina). Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM). Czg$¢ naczyn
preinkubowano z apocyning (100uM) przez 30-45 min, NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100puM tego zwigzku. .Dane
przedstawiaja Srednig + SEM z n= 6-7 doswiadczen, * p<0,05 SHR vs SHR+APO oraz WKY vs WKY+APO.

W przypadku zahamowania syntaz tlenku azotu przy pomocy L-NAME uzyskano
znamienne zmniejszenie (0 67%) produkcji anionu ponadtlenkowego, indukowanego
NAD(P)H, ale tylko u SHR. Sugeruje to, ze w przypadku szczuré6w SHR syntaza tlenku
azotu moze by¢ w warunkach stresu oksydacyjnego jednym ze zrédet anionu

ponadtlenkowego (Ryc.IV.8). Interesujace, ze produkcja aniondéw ponadtlenkowych
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przez NOS zachodzi takze na drodze tzw. efektu rozprzgzenia syntazy (patrz wstgp) w

przypadku niedoboru tetrahydrobiopteryny.
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Ryc.IV.8. Zrédia anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, w aortach szczurzych — wplyw zahamowania syntazy
tlenku azotu (L-NAME). Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Niektdre naczynia
preinkubowano z L-NAME (300uM) przez 30-45 min, NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM tego zwiazku. Dane
przedstawiaja Srednig + SEM z n= 9-10 doswiadczen, * p<0,05 SHR vs SHR+L-NAME.

W  nastgpstwie preinkubowania naczyn =z inhibitorem oksydazy ksantynowe]
(oksypurynolem) uzyskano co prawda zmniejszenie produkcji anionu ponadtlenkowego u

SHR, ale nie byla to odpowiedz statystycznie znamienna (Ryc. IV.9).

Produkcja anionu ponadtlenkowegt

SHR +OXY WKY +OXY

Ryc. IV.9. Zrédia anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, w aortach szczurzych — wplyw zahamowania oksydazy
ksantynowej (oxypurinol) . Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM). Niektére
naczynia preinkubowano z oxypurinolem (100puM) przez 30-45 min, NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100puM tego zwiazku.

Dane przedstawiaja $rednia = SEM z n=9-10 do§wiadczen.
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Podobnie jak w doswiadczeniach przeprowadzonych w  warunkach
podstawowych réwniez w warunkach stresu oksydacyjnego wykonano eksperymenty
z dysmutaza ponadtlenkowa i jej inhibitorem (DETC). Dodatkowo przeprowadzono
do$wiadczenia z Tironem (SOD mimetyk), powszechnie stosowanym ,,wymiataczem
wolnych rodnikéw” (Ryc. 1V.10).W przypadku dysmutazy ponadtlenkowej uzyskano
spadek produkcji anionu ponadtlenkowego o 90% u SHR 1 0 56% u szczuréw WKY.
Zastosowanie Tironu spowodowato obnizenie generacji wolnych rodnikéw o 54 %

u szczur6w SHR 1 0 47% u szczuréw WKY.
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Ryc. IV.10.Zrédla anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych — wplyw ,,wymiatacza wolnych rodnikéw” Tironu oraz
dysmutazy ponadtlenkowej na poziom zastymulowanej (przez podanie NADPH) produkcji O2. Pomiaréw dokonano przy
pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM). Niektére naczynia preinkubowano z Tironem (10mM), inne z SOD
(500U/ml) przez 30-45 min. NAD(P)H dodano uzyskujac st¢zenie 100uM tego zwiazku. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 8-9
doswiadczen, * p<0,05 SHR vs SHR +Tiron, SHR vs SHR+SOD, * p<0,05 WKY vs WKY+Tiron, WKY vs WKY+SOD.

Zaobserwowano wzrost produkcji anionu ponadtlenkowego po wczesniejszej inkubacji
naczyn z inhibitorem dysmutazy ponadtlenkowej (DETC) (Ryc. IV.11). W tgtnicach od
szczurow SHR uzyskano 61% wzrost Oy, a w przypadku szczuré6w WKY wzrost ten
siegal az 89%. Moze to, wraz z przedstawionym wczesniej wplywem SOD na
zahamowanie nadprodukcji anionu ponadtlenkowego, §wiadczy¢ o istotnej roli SOD
w utrzymaniu prawidlowego potencjalu oksydoredukcyjnego w  naczyniach

krwiono$nych w warunkach stresu oksydacyjnego.
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Produkcja anionu ponadtlenkowegt

. —

SHR +DETC WKY +DETC

Ryc. IV.11.Zrédla anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych — wplyw podania inhibitora dysmutazy ponadtlenkowej
(DETC) na poziom zastymulowanej (przez podanie NADPH) produkcji O2. Pomiaréw dokonano przy pomocy
chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Niektdre naczynia preinkubowano z DETC (100puM) przez 30-45 min, NAD(P)H
dodano uzyskujac stgzenie 100pM tego zwiazku. Dane przedstawiaja Srednia + SEM z n= 7 dos$wiadczen. * p<0,05 SHR vs
SHR+DETC * * p<0,01 WKY vs WKY+DETC.

IV.1.3. Reakcje naczyniowe w odpowiedzi na stres oksydacyjny badane w aortach

zwierzat z nadci$nieniem tgtniczym

Dokonano oceny wptywu stresu oksydacyjnego, a takze substancji modulujqcych
jego przebieg, na napiecie sciany naczyn krwionosnych. Stres oksydacyjny wywotywano
przy uzyciu NAD(P)H. Wykorzystano zwierzecy model genetycznie uwarunkowanego

nadcisnienia tetniczego (szczury SHR/WKY.)

IV.1.3.1 Ocena reakcji naczyniowych w tetnicach przed podaniemNAD(P)H

W pierwszym etapie starano si¢ przeanalizowa¢ $rédblonkowe odpowiedzi
naczyniowe na wzrastajace dawki acetylocholiny. Jest to najbardziej akceptowana oraz
najczesciej stosowana metoda wykazywania uposledzonej funkcji srédbtonka. Wiadomo,
ze acetylocholina dziatajac na drodze $rédblonkowo-zaleznego uwolnienia tlenku azotu

doprowadza do rozkurczu naczyniowego. Zaréwno w aortach uzyskanych od szczuréw
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hipertensyjnych (SHR), jak 1 w stanowiacych dla nich kontrolg¢ aortach zwierzat
normotensyjnych (WKY) wuzyskano podobne rozkurcze naczyniowe po podaniu
acetylocholiny (Ryc.IV.12). Réwniez maksymalne odpowiedzi na acetylocholing nie
r6znily si¢ istotnie w obrgbie obu grup zwierzat (SHR: 87,9% + 5,6 vs WKY: 93,6% +
5,2). Na tej podstawie nie wykazano wigc dysfunkcji srédbtonka w naczyniach zwierzat

hipertensyjnych.
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Ryc. IV. 12. Odpowiedz aort szczurzych na wzrastajace dawki acetylocholiny. Naczynia z nieuszkodzonym s$rédbtonkiem
kurczone byty fenylefryna (0,5-5 uM) do napigcia submaksymalnego. Wielko$¢ rozkurczu lub skurczu przedstawiona jest jako %

skurczu wywotanego przez fenylefryng. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 14-16 doswiadczen.

Zaobserwowano jednakze réznice w odpowiedzi na L-NAME - inhibitor syntaz tlenku
azotu. Podanie tego zwiazku skutkowalo u szczuréw normotensyjnych 2,5 krotnie
wigkszym skurczem niz w naczyniach od szczuréw z genetycznie uwarunkowanym
nadcisnieniem. By¢ moze $wiadczy to o dysproporcji w podstawowej produkcji tlenku
azotu u obu szczepoéw (naczynia szczuréw WKY produkuja wigcej NO) oraz potwierdza

mozliwos$¢ uposledzenia czynnos$ci srodbtonka naczyn w nadci$nieniu (Ryc.IV.13).
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Ryc. IV. 13. Odpowiedz aort szczurzych na L-NAME. Naczynia kurczone byty fenylefryna (0,5-5 uM) do napigcia
submaksymalnego, nastgpnie poddane zostaty dziataniu L-NAME (300uM) przez 20 minut. Wielko$¢ skurczu przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng. Dane przedstawiaja $rednia = SEM z n= 14-16 doswiadczen, * p<0.05 SHR vs WKY.

W drugim etapie badan starano si¢ oceni¢ wpltyw wybranych zwiazkéw
regulujacych potencjat oksydoredukcyjny tkanek naczyniowych. Jak si¢ wydaje poprzez
zmiany w stezeniu wolnych rodnikéw, w tym gléwnie anionu ponadtlenkowego,
powinny one wplywac¢ na catkowita zawartos¢ tlenku azotu w obrgbie naczyn, a co za
tym idzie na napigcie ich $cian. Uzyto Tiron, dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD) oraz

katalazg (Ryc. IV.14).
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Ryc. IV.14.Zmiany napigcia aort szczurzych w odpowiedzi na podanie: wymiatacza wolnych rodnikéw - Tironu (SmM),
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, 100uM) oraz katalazy ( 1200U/ml. Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w
% odpowiedzi na fenylefryng. Czas oczekiwania na odpowiedZ po podaniu ww. zwiazkéw wynosit 20 min. Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n= 11-12 doswiadczen.

Nie zaobserwowano istotnych réznic w odpowiedziach naczyniowych na zaden z uzytych

ZwWigzkow.
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IV.1.3.2 Ocena reakcji tgtnic na stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny indukowano eksperymentalnie podobnie jak w przypadku
chemiluminescencji, tj. poprzez podanie do buforu ,w ktorym znajdowaty sie badane

naczynia, NAD(P)H w stezeniu do 100 uM.

Wytworzenie warunkéw stresu oksydacyjnego przez podanie NAD(P)H dato znamiennie
r6zna 1 co wazniejsze, jakosciowo odmienna naczynioruchowa odpowiedz aort szczuréw
SHR i WKY (Ryc.IV.15.A,B). Podczas gdy w naczyniach uzyskanych od szczuréw
nadci$nieniowych podanie NAD(P)H powodowato reakcje skurczowa (16,95%%2,23),
to w naczyniach zwierzat kontrolnych obserwowano rozkurcze (15,57%+2,01). Zatem
w warunkach stresu oksydacyjnego naczynia pochodzace od zwierzat z samoistnym
nadci$nieniem tegtniczym zachowuja si¢ zupetnie odmiennie od naczyn pochodzacych od

zwierzat normotensyjnych.

Skurcz / Rozkurcz wzgledem
preskurczu na fenylefryne (%)

SHR WKY

Ryc. IV.15.A.Zmiany napigcia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego.
Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac stezenie
100uM tego zwiazku., czas oczekiwania na odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n=

40 doswiadczen, * * * p<0,001 SHR vs WKY.
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Ryc.IV.15.B. Przykladowe odpowiedzi aort szczurzych na NAD(P)H-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego. Naczynia
przykurczano wstgpnie fenylefryna, NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM tego zwiazku. W przypadku szczuréw SHR
charakterystyczna byla reakcja skurczowa na NADPH (wzrost napigcia naczyniowego), podczas gdy w przypadku szczuréw WKY

obserwowano rozkurcze (spadek napigcia naczyniowego).

W celu wykazania $rédblonkowego charakteru obserwowanych reakcji
naczyniowych aorty uzyskane od szczuréw SHR i szczurow WKY pozbawiane byly
srodbtonka. Wykazano, ze w przypadku NAD(P)H-zaleznych reakcji naczyniowych
(zaré6wno skurczoéw jak i rozkurczow) kluczowa rolg peini obecno$¢ nienaruszonego

srodbtonka (Ryc.IV.16).
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Ryc..IV.16.Zalezno$¢ zmian napiecia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego
od obecnosci nienaruszonego Srédblonka. Skuteczno$¢ zabiegu mechanicznego usunigcia §rédbtonka potwierdzano za pomoca
zmiany odpowiedzi na acetylocholing (z rozkurczowej do skurczowej). Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w
% odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac st¢zenie 100uM tego zwiazku, czas oczekiwania na odpowiedz po

podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 8 doswiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.
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W celu scharakteryzowania zjawiska zréznicowanej odpowiedzi naczyn na
NAD(P)H poddano aorty dziataniu apocyniny — swoistego inhibitora oksydazy
NAD(P)H. (Ryc.IV.17).

50 -
40
30 -
20 -
10 4

0 il
_10 4 |
-30 1
-40 - *

fenylefryne (%)

Skurcz / Rozkurcz wzgledem preskurczu ne

SHR +APO WKY +APO

Ryc..IV.17.Wplyw zahamowania oksydaz NADPH (apocynina, APO) na NADPH-zalezne reakcje naczyniowe. Wielkos¢
skurczu (+) lub rozkurczu (-) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. Zaréwno NADPH, jak i APO dodano uzyskujac
stgzenie 100pM, czas inkubacji z APO jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n= 7-9 do§wiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna..

W wyniku preinkubacji naczyn SHR z apocyning uzyskano po podaniu NAD(P)H
konwersje¢ skurczow naczyniowych w rozkurcze. Wynika z tego, ze skurcz naczyn po
NAD(P)H jest zalezny od aktywnosci oksydazy NAD(P)H. Co ciekawe, réwniez
rozkurcz naczyn od szczur6w normotensyjnych obserwowany po podaniu NAD(P)H jest
zalezny w duzym stopniu od aktywnos$ci oksydazy NAD(P)H, bowiem apocynina
powoduje zmniejszenie rozkurczu o 85%.

Dodatkowo przeprowadzono eksperymenty z dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
i Tironem (Ryc.IV.18). Stwierdzono, ze w przypadku naczyn hipertensyjnych
obserwowany skurcz na NAD(P)H jest takze wynikiem nadprodukcji anionu

ponadtlenkowego.
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Ryc.IV.18.Zmiany napigcia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcje anionu ponadtlenkowego - wplyw
dysmutazy ponadtlenkowej i Tironu. Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng.
NADPH dodano w stgzeniu 100uM, SOD (dysmutaza ponadtlenkowa) 300 U/ml, a Tiron 10mM. Zaréwno czas inkubacji z SOD, z
Tironem jak i czas oczekiwania na odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 7-9

doswiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

W celu scharakteryzowania NAD(P)H-zaleznych rozkurczéw, obserwowanych w
naczyniach normotensyjnych, przeprowadzono doswiadczenia z L-NAME (Ryc.IV.19)
i katalaza (Ryc.IV.20). Pierwsze mialy wykaza¢ udziat tlenku azotu, drugie nadtlenku
wodoru w opisywanym zjawisku (NO i nadtlenek wodoru sa najczg¢stsza, wymieniang w

pismiennictwie przyczyna srddbtonkowych rozkurczéw naczyniowych).
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Ryc.IV.19.Zmiany napiecia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego — wplyw

zahamowania syntaz tlenku azotu. Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng.
NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM., a L-NAME uzyskujac stezenie 300 pM, zaréwno czas inkubacji z L-NAME jak i czas
oczekiwania na odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 15-16 doswiadczen,

** p<0,01 SHR vs odpowiedz kontrolna.
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Skurcz / Rozkurcz wzgledem preskurczu ne
fenylefryne (%)
o

SHR +katalaza WKY +katalaza

Ryc.IV.20.Zmiany napigcia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego — wplyw
katalazy. Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac
stgzenie 100uM, a katalazg uzyskujac stgzenie 1200 U/ml, czas inkubacji z katalaza jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu

NADPH wynosit 20 min Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 12-12 do$wiadczen, * p<0,05 SHR vs odpowiedz kontrolna.

Wydaje sig, ze w rozkurcze aort szczurOw normotensyjnych (WKY)
zaangazowane sa zarOwno tlenek azotu, jak 1 nadtlenek wodoru. Udzial nadtlenku
wodoru zostal potwierdzony przy uzyciu DETC — inhibitora dysmutazy ponadtlenkowe;j.
Po zastosowaniu tego zwiazku zostaty zahamowane rozkurcze na NAD(P)H zwierzat

normotensyjnych (Ryc.IV.21).
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Rys.IV.21.Zmiany napiecia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezng produkcj¢ anionu ponadtlenkowego — wplyw
inhibitora dysmutazy ponadtlenkowej (DETC). Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na
fenylefryng. Zar6wno NADPH jak i DETC dodano uzyskujac stgzenie 100uM, czas inkubacji z DETC jak i czas oczekiwania na
odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min Dane przedstawiaja $rednia = SEM z n= 8-10 do$wiadczen, * p<0,05 SHR vs

odpowiedz kontrolna.
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Ze wzgledu na stwierdzony powyzej udziat nadtlenku wodoru w NAD(P)H-
zaleznych rozkurczach naczyniowych prébowano ustali¢ rolg¢ kanaléw potasowych
w tym zjawisku (jest to jeden z postulowanych mechanizméw dzialania nadtlenku
wodoru) (Ryc.IV.22). Nie udalo si¢ wykaza¢ istotnego zahamowania odpowiedzi
naczyniowych przy uzyciu TEA — swoistego inhibitora kanatéw potasowych (jakkolwiek

pewien trend byt widoczny).
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Ryc.IV.22.Zmiany napigcia aort szczurzych w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcje anionu ponadtlenkowego - wplyw
inhibitora kanaléw potasowych (TEA). Wielkos¢ skurczu lub rozkurczu przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng.
NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM , a TEA (tetraethylamonium) uzyskujac st¢zenie SmM, zaréwno czas inkubacji z TEA

jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 9 do$wiadczen

Jak wykazaly powyzsze eksperymenty w powstawaniu NAD(P)H zaleznych
rozkurcz6w naczyn szczuréw normotensyjnych biora udzial zaréwno nadtlenek wodoru,
jak 1 tlenek azotu. W celu wykazania, czy zwiazki te dzialaja zupeinie od siebie
niezaleznie, czy tez wplywaja wzajemnie na siebie wykonano doswiadczenia z
egzogennym nadtlenkiem wodoru po inkubacji naczyn z L-NAME (Ryc. 1V.23). Wydaje
si¢, ze mechanizmy rozkurczéw wywotanych nadtlenkiem wodoru polegaja,

przynajmniej w czgsci, na uwalnianiu tlenku azotu.
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Ryc.IV. 23.0dpowiedz naczyniowa na wzrastajace dawki nadtlenku wodoru. Naczynia z nietknigtym $rédbtonkiem przykurczone
byly fenylefryna (0,5-5 pM) do napigcia submaksymalnego. Wielkos¢ rozkurczu lub skurczu przedstawiona jest jako % skurczu
wywotanego przez fenylefryng. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 8-10 doswiadczen. * p<0,05; * * p<0,01; * * * p<0,001 SHR
vs l-name, ## p<0,01; ### p<0,001 WKY vs I-name, & p<0,05 SHR vs WKY.

IV.1.4. Wptyw wieku zwierzat na odpowiedzi naczyniowe w modelu samoistnego

nadcis$nienia t¢tniczego

W podrozdziale tym dokonano oceny wplywu wieku na niektore reakcje
naczyniowe. W tym celu wykorzystano zwierzecy model nadcisnienia samoistnego:
szezury SHR/WKY. W odréznieniu od poprzednich podrozdziatow przedstawione tutaj
wyniki dotyczq rowniez szczurow starszych tji. 6 i 12 miesiecznych (w poprzednich

podrozdziatach byty to wytqcznie szczury 3-4 miesieczne).

W  badaniach podstawowej produkcji anionu ponadtlenkowego nie
zaobserwowano znamiennych réznic pomigdzy naczyniami uzyskanymi z ré6znych grup
wiekowych (dane nie przedstawione). Podczas aktywacji oksydazy NAD(P)H uzyskano
znamienny wzrost produkcji O,  dopiero w przypadku zwierzat rocznych. Poziom
produkcji anionu ponadtlenkowego u zwierzat 3 miesiecznych i 6 miesigcznych nie

roznit sig istotnie (Ryc.IV.24)
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Ryec. IV. 24. Produkcja anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych po aktywacji NAD(P)H oksydazy — wplyw starzenia si¢
zwierzat. Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). NADPH dodano w stgzeniu 100pM.
Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 10 (w kazdej grupie), ¥ p<0,01 SHR vs réwiesniczcy WKY; * p<0,05 SHR , WKY 12

miesigczne vs zwierzgta 3-4 miesigczne.

W badaniach odpowiedzi naczyniowych istotng réznicg, w poréwnaniu z
kontrola, w maksymalnych odpowiedziach na acetylocholing wykazano u szczuréw
rocznych (SHR: 76,9% + 2,3 vs WKY: 65,8%. + 2,06 p<0,05). Podobnej reakcji nie
wykazano u szczuréw mtodszych, zaréwno trzy-, jak i szescio-miesi¢cznych. Wydaje si¢
zatem, ze z uzyciem acetylocholiny dopiero u rocznych szczur6w SHR mozliwe jest

zaobserwowanie dysfunkcji srédbtonka naczyniowego.

W reakcjach naczyniowych na NAD(P)H znamienne réznice wykazano dla
starszych grup wiekowych. Osmielam si¢ wigc twierdzi¢, ze w wyniku starzenia sig
zwierzat obserwujemy zwigkszajaca si¢ tendencje do skurczowych odpowiedzi na
NAD(P)H. W ten sposéb w grupie zwierzat rocznych mamy juz wytacznie odpowiedzi

skurczowe, nawet u szczuréw normotensyjnych (Ryc.IV.25).
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Ryc. IV.25.Zmiany napigcia mig§niowego w aortach szczurzych w odpowiedzi na NADPH w zaleznoS$ci od wieku zwierzat.
Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie
100uM, czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 10 (w kazdej
grupie), * p<0,05 SHR vs kontrola WKY w tym samym wieku ; * p<0,05 SHR,WKY vs SHR,WKY poprzedzajacej grupy wiekowej,
M p<0,05 SHR,WKY roczne vs SHR,WKY 3-4 miesigczne.

IV.2. Okre$lenie zrédet i znaczenia produkcji anionu ponadtlenkowego w naczyniach

ludzkich

Dokonano proby analizy mechanizmow lezqcych u podstaw dysfunkcji srodbtonka
i stresu oksydacyjnego w naczyniach pacjentow poddanych zabiegowi pomostowania
aortalno-wiencowego. Szczegolng uwage zwrocono na naczynia pacjentow, u ktorych

wsrod czynnikow ryzyka choroby wiencowej wystepowato nadcisnienie tetnicze.

IV.2.1. Charakterystyka kliniczna pacjentéw bioracych udzial w doswiadczeniach

W badaniach wzigto udziat 160 pacjentéw poddanych zabiegowi pomostowania
aortalno-wiencowego. T¢tnice piersiowe wewngtrzne uzyskano od 105 pacjentéw ( 73
mezezyzn 1 32 kobiet), a zyly odpiszczelowe uzyskano od 136 pacjentéw (95 mezczyzn
i 41 kobiet). W wigkszosci przypadkéw tegtnice i zyly pochodzity od tego samego
pacjenta. Najwazniejsze kliniczne i demograficzne cechy badanej grupy przedstawiono
w Tabeli IV.1. Wsréd czynnikéw klinicznych branych pod uwage w charakterystyce
grupy byty:

- palenie papierosOw - obecnie lub w ciagu ostatnich 6 miesigcy — dane z wywiadu
- hipercholesterolemia — catkowity poziom cholesterolu > 4,8 mM w ciagu
ostatnich 6 miesigcy — pomiar przed zabiegiem oraz dane od lekarza rodzinnego

- cukrzyca — glukoza na czczo > 5,5 mM lub leczenie cukrzycy
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- nadci$nienie tgtnicze — RR > 140/90 mmHg w co najmniej 6 niezaleznych
pomiarach w ciagu ostatnich 6 miesigcy lub leczenie nadcisnienia — dane od
lekarza rodzinnego

- nadwaga — BMI > 25 (kg/m”)- dane przed zabiegiem

W badanej grupie chorych w kazdym przypadku stwierdzano co najmniej

jeden z analizowanych czynnikéw ryzyka miazdzycy.

Tabela IV.1. Charakterystyka kliniczna i demograficzna analizowanej grupy
chorych. Liczby w nawiasach oznaczaja procent z catkowitej grupy
badanych.

N (%)
Liczba badanych 160
Wiek (lat; srednia +SEM) 67+8,2
Pte¢ (M:K) 102:58 (63,8:36,2)
Czynniki ryzyka:
Palenie papierosow 67 (41,8)
Nadci$nienie 119 (74,3)
Cukrzyca 38 (23,7)
Hipercholesterolemia 82 (51,2)
Nadwaga 87 (54,3)
Leki:
B-blokery 72 (45)
Aspiryna 160 (100)
Nitraty 160 (100)
Statyny 160 (100)
Ca++ blokery 53 (33,6)
ACE inhibitory 160 (100)
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IV.2.2. Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich

Podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego mierzona za pomoca
chemiluminescencji nie réznita si¢ istotnie w zytach odpiszczelowych w poréwnaniu
z tetnicami  piersiowymi  wewngtrznymi  (HSV  29,63+1,86; IMA  27,15+3,45)
(Ryc.IV.26). Tozsamo$¢ anionu ponadtlenkowego stwierdzano poprzez hamowanie
sygnatléow chemiluminescencyjnych przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (PEG-SOD;
500U/ml) oraz Tiron (10 mM).

40 -

Produkcja anionu ponadtlenkowego

IMA HSV

Ryc. IV.26. Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich. Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji
zaleznej od lucygeniny (5 uM). Dane przedstawiaja Srednig arytmetyczna + SEM z n= 80 do$wiadczef, IMA: tgtnica piersiowa

wewngtrzna;  HSV: zyla odpiszczelowa .

Usunigcie $rédblonka w naczyniach ludzkich nie powodowato znamiennych
réznic w produkcji anionu ponadtlenkowego (Ryc.IV.27). By¢ moze wynika to stad,
iz produkcja anionu ponadtlenkowego jest skutecznie maskowana jednoczasowa
produkcja tlenku azotu. Usunigcie S$rédblonka powoduje zahamowanie produkcji

zaréwno O, , jak 1 NO.
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Ryc. IV.27. Zalezno$¢ produkcji anionu ponadtlenkowego od obecnosci Srédblonka. Pomiaréw dokonano przy pomocy
chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Czg$¢ naczyn mechanicznie pozbawiono $rédbtonka (e-). Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n=9 doswiadczen. IMA: t¢tnica piersiowa wewngtrzna; HSV: zyla odpiszczelowa .

IV.2.2.1. Zrédta anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich

W celu okreslenia zrédel anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich
mierzono produkcj¢ anionu ponadtlenkowego po preinkubacji naczyn z inhibitorami
gléwnych oksydaz naczyniowych. Aktualnie uwaza si¢ (78), ze podstawowa rolg
W generowaniu naczyniowego anionu ponadtlenkowego odgrywaja trzy oksydazy:
oksydaza NAD(P)H, oksydaza ksantynowa oraz syntaza tlenku azotu. W celu ustalenia
stopnia w jakim ww. oksydazy sa zaangazowane w biologii ludzkich naczyn
krwiono$nych przeanalizowano wplyw zahamowania kazdej z nich oddzielnie.

Po zastosowaniu apocyniny — swoistego inhibitora oksydazy NAD(P)H, uzyskano
znaczny spadek podstawowej produkcji anionu ponadtlenkowego (Ryc.IV.28). Spadek
ten w przypadku tgtnic piersiowych wewngtrznych wynosit 51%, a w przypadku zyt

odpiszczelowych 60%.
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Ryc. 1V.28. Zrédia anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich — wplyw zablokowania NADPH oksydazy apocynina.
Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Czg$¢ naczyn preinkubowano z apocyning

(100puM) przez 30-45 min. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 6-7 doswiadczen, * p<0,05 vs kontrola.

W przypadku zahamowania oksydazy ksantynowej przy uzyciu oxypurinolu
obserwowano  znaczny spadek (58%) podstawowego uwalniania  anionu
ponadtlenkowego, ale tylko w naczyniach tgtniczych (Ryc.IV.29). Kaze to przypuszczac,
ze w ludzkich naczyniach tetniczych oksydaza ksantynowa wspétuczestniczy z oksydaza

NAD(P)H w generacji anionu ponadtlenkowego.
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Ryc. IV.29. Zrédta anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich — wplyw zablokowania oksydazy ksantynowej
oksypurinolem. Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Niektére naczynia
preinkubowano z oksypurinolem (100uM) przez 30-45 min. Dane przedstawiajq $rednia + SEM z n= 6-7 do$wiadczen, * p<0,05 vs

kontrola.
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Wreszcie, po uzyciu inhibitora syntaz tlenku azotu (L-NAME) uzyskano znaczny wzrost
generacji anionu ponadtlenkowego, szczegdlnie zaznaczony w naczyniach tgtniczych
(ponad 3-krotny w IMA) (Ryc.IV.30). Potwierdza to rol¢ syntazy tlenku azotu
w produkcji NO, ktéry wchodzac w reakcje z anionem ponadtlenkowym zmniejsza jego

stgzenie i tym samym niekorzystne dzialanie (patrz wstgp).
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Ryc. IV.30. Zrédta anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich — wplyw zablokowania syntaz tlenku azotu przez
L-NAME. Pomiary wykonano przy uzuciu chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 puM). Czg§¢ naczyn preinkubowano

z L-NAME (300uM) przez 30-45 min. Dane przedstawiajq $rednig + SEM z n= 10-12 do§wiadczen, * p<0,05 vs kontrola

Produkcja anionu ponadtlenkowego byta znamiennie hamowana przy uzyciu
dysmutazy ponadtlenkowej zaréwno w przypadku tetnic piersiowych wewnetrznych
(0 54%), jak 1 zyt odpiszczelowych (o 58%). Zastosowanie inhibitora dysmutazy
ponadtlenkowej (DETC) znacznie wzmagato produkcje anionu ponadtlenkowego
(Ryc.IV.31). Dowodzi to istotnej roli dysmutazy ponadtlenkowej w utrzymaniu

prawidlowego potencjatu oksydoredukcyjnego w naczyniach.
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Ryc IV.31. Zrédia anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich. Do pomiaréw wykorzystano chemiluminescencje zalezna od
lucygeniny (5 puM). Czg$¢ naczyn preinkubowano z inhibitorem dysmutazy ponadtlenkowej (DETC; 100uM), jeszcze inne z
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD; 100uM) przez 30-45 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 9-10 doswiadczen, * p<0,05 vs

kontrola.

IV.2.2.2. Produkcja anionu ponadtlenkowego w warunkach stresu oksydacyjnego

Stres oksydacyjny wywotywano za pomocq stymulacji oksydazy NAD(P)H przez
podanie NADPH.

Zainicjowanie stresu oksydacyjnego powodowalo przyrost produkcji anionu

ponadtlenkowego. W tetnicach piersiowych wewngtrznych byt to 40-krotny wzrost,
a w przypadku zyl odpiszczelowych ok. 110-krotny (poréwnanie danych Ryc.IV.26
i Ryc.IV.32).
Produkcja anionu ponadtlenkowego mierzona po aktywacji oksydazy NAD(P)H byta
okoto 2,8-krotnie wyzsza w zytach odpiszczelowych HSV (3152,1+658) w poréwnaniu
z tgtnicami piersiowymi wewngtrznymi IMA (1116,2+£326) (Ryc.IV.32). Tozsamos¢
anionu ponadtlenkowego potwierdzano poprzez hamowanie sygnatow
chemiluminescencyjnych przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (PEG-SOD; 500U/ml) oraz
Tiron (10 mM).
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Ryec. IV. 32. Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich po aktywacji NAD(P)H oksydazy za pomoca NADPH.
Pomiaréw dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM). NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100pM.
Dane przedstawiaja $rednia = SEM z n= 80 dos§wiadczen, * p<0,01 IMA vs HSV.

Usunigcie srodbtonka w naczyniach ludzkich nie spowodowato znamiennych
ré6znic w produkcji anionu ponadtlenkowego indukowanego przez NAD(P)H

(Ryc.IV.33).
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Ryc. IV.33.Zalezno$¢ produkcji anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, od obecnosci $rédblonka. Pomiaréw
dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 uM). Niektére naczynia sztucznie pozbawiono $rédbtonka (e-).
NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100pM tego zwiazku. Dane przedstawiajq $rednia + SEM z n= 10 doswiadczen. * p<0,05 IMA
vs IMA e- oraz HSV vs HSV e-.

71



IV.2.2.3. Zrédta anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich podczas stresu

oksydacyjnego

W celu okreslenia zrédel nadmiaru anionu ponadtlenkowego powstajacego
w warunkach stresu oksydacyjnego, mierzono produkcje anionu ponadtlenkowego
po preinkubacji naczyn z inhibitorami oksydaz naczyniowych.
Po preinkubacji naczyn z inhibitorem oksydazy NAD(P)H (apocynina) uzyskano znaczne
zahamowanie produkcji anionu ponadtlenkowego indukowanego podaniem NAD(P)H.
W tetnicach spadek ten siggat 81 %, a w zytach 75%. Wydaje si¢ zatem, ze w warunkach
stresu oksydacyjnego nadmierna produkcja anionu ponadtlenkowego jest w decydujacym

stopniu zalezna od aktywnosci oksydazy NAD(P)H (Ryc.IV.34).
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Ryc. IV.34. Zrédta anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, w naczyniach ludzkich — wplyw zablokowania NADPH
oksydazy apocyning. Pomiary wykonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Czg§¢ naczyn
preinkubowano z apocyning (100uM) przez 30-45 min, NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM tego zwiazku. Dane

przedstawiaja Srednia + SEM z n= 6-7 doswiadczen, * p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

Po zahamowaniu syntaz tlenku azotu przy pomocy L-NAME uzyskano
znamienne zmniejszenie produkcji anionu ponadtlenkowego zaréwno w tetnicach
(o 80%), jak i1 w zylach (o 86%). Sugeruje to, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
jednym ze zrédet anionu ponadtlenkowego moze by¢ takze syntaza tlenku azotu

(Ryc.IV.35) (efekt znany jako tzw. rozprzgzenie syntazy NO).
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Ryc.IV.35. Zrédla anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, w naczyniach ludzkich — wplyw zahamowania syntazy
tlenku azotu (L-NAME). Pomiary wukonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Czg$¢ naczyn
preinkubowano z L-NAME (300uM) przez 30-45 min., NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM tego zwiazku..Dane

przedstawiaja srednig + SEM z n= 12-13 dos$wiadczen, * p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

W nastepstwie preinkubowania naczyn z inhibitorem oksydazy ksantynowej -
oksypurynolem - uzyskano znamienne zmniejszenie produkcji anionu ponadtlenkowego
w tetnicach i zytach (Ryc.IV.36). Swiadczy to, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
rowniez uktad oksydazy ksantynowej odgrywa wazng rol¢ w nadprodukcji anionu

ponadtlenkowego.
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Ryc. IV.36. Zrédta anionu ponadtlenkowego, indukowanego NAD(P)H, w naczyniach ludzkich — wplyw zahamowania
oksydazy ksantynowej (oxypurinol) . Pomiary wykonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Czg$¢
naczyn preinkubowano z oxypurinolem (100uM) przez 30-45 min, NAD(P)H dodano uzyskujac st¢zenie 100uM. Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n= 12 do§wiadczen, * p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.
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Po preinkubacji z DETC (inhibitor SOD) i nastgpnie podaniu NAD(P)H
zaobserwowano dodatkowy wzrost wytwarzania anionu ponadtlenkowego. Dysmutaza
ponadtlenkowa per se powodowata spadek indukowanej produkcji O, w zytach o 64%
i tetnicach o 55% (Ryc.IV.37) Moze to §wiadczy¢ o znaczacej roli SOD w utrzymaniu

prawidlowego potencjatu oksydoredukcyjnego w naczyniach ludzkich.
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Ryc. IV.37.Zrédta anionu ponadtlenkowego w aortach szczurzych — wplyw dysmutazy ponadtlenkowej oraz inhibitora
dysmutazy (DETC) na poziom zastymulowanej (przez podanie NADPH) produkcji O2-. Pomiary wykonano przy pomocy
chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 puM). Niektére naczynia preinkubowano z Tironem (10mM), inne z PEG-SOD
(500U/ml) przez 30-45 min. NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100puM tego zwiazku. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 8-9

do$wiadczen, * p<0,05 vs odpowiedZ kontrolna.

IV.2.3 Ocena stopnia dysfunkcji srddbtonka w tetnicach piersiowych wewngtrznych oraz

zytach odpiszczelowych

W celu oceny funkcji srédbtonka stosowano standardowy test odpowiedzi naczyn
na acetylocholing. W wyniku podawania wzrastajacych dawek acetylocholiny
(10°-10” M) uzyskano rozktady krzywych rozkurczu odpowiednio dla zyt i tetnic. Obie
krzywe réznily sie istotnie dla wszystkich wyzszych stezen acetylocholiny (107-107 M)
(Ryc.IV.38).
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Ryc.IV.38.0dpowiedz naczyn ludzkich na wzrastajace dawki acetylocholiny. Wielko$¢ rozkurczu (-) przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng.IMA: tgtnica piersiowa wewngtrzna, HSV: Zyta odpiszczelowa. Dane przedstawiaja $rednia = SEM z n=

60 doswiadczen, * * p<0,01 IMA vs HSV.

Tetnice piersiowe wewngtrzne reaguja wigkszym rozkurczem na acetylocholing
niz zyly odpiszczelowe. Wydaje si¢ to §wiadczy¢ o wigkszej biodostepnosci tlenku azotu
w naczyniach tetniczych w poréwnaniu z naczyniami zylnymi. Réwniez maksymalne

rozkurcze tetnic na acetylocholing sa wigksze od odpowiedzi zyt (Ryc.IV.39).
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Ryc.IV.39.Maksymalne odpowiedzi na acetylocholing w naczyniach ludzkich. Wielko$¢ rozkurczu (-) przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng. IMA: tgtnica piersiowa wewngtrzna, HSV: zyta odpiszczelowa. Dane przedstawiajq $rednia + SEM z n=

60 doswiadczen, * * * p<0,001 IMA vs HSV.
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IV.2.4. Badanie reakcji naczyn ludzkich na doswiadczalny stres oksydacyjny

Jak wykazano juz u zwierzqt, zaktywowanie oksydazy NAD(P)H przy pomocy
NADPH wydaje sie by¢ dobrym sposobem na okreslenie stopnia dysfunkcji srodbtonka.
W tym podrozdziale probowano odpowiedzie¢ na pytanie czy jest to rowniez mozliwe

w naczyniach ludzkich.

Niemal we wszystkich naczyniach indukowanie oksydazy NAD(P)H prowadzito
do skurczéw naczyniowych. Tylko w przypadku o$miu tetnic piersiowych wewngtrznych
oraz trzech zyl odpiszczelowych obserwowano rozkurcze na NADPH (ze wzgledu na
swoja nietypowa odpowiedZz naczynia te beda jednak omawiane oddzielnie — patrz
Ryc.IV.44). Zyly odpowiadaty dwukrotnie silniejszym skurczem niZ tetnice piersiowe
wewngtrzne (Ryc.IV.40).
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Ryc.IV.40.Zmiany napigcia naczyn ludzkich w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego. Wielkos¢
skurczu przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100puM., czas oczekiwania na

odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 70 do$wiadczen, * * * p<0,001 ima vs hsv.

W celu wykazania, ze za obserwowany skurcz naczyniowy odpowiada uwalniany
w nadmiarze anion ponadtlenkowy poddano je wczesniejszej preinkubacji z dysmutaza
ponadtlenkowa lub Tironem. Zastosowanie tych zwiazkéw spowodowato zupeine
zahamowanie indukowanych NAD(P)H skurczow naczyniowych w tetnicach
(zmniejszenie skurczow w zytach) i $§wiadczy, ze za reakcje skurczowa odpowiedzialny

jest najprawdopodobniej anion ponadtlenkowy (Ryc.IV.41).
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Ryc.IV.41.Zmiany napigcia naczyn ludzkich w odpowiedzi na NADPH-zalezng produkcj¢ anionu ponadtlenkowego - wplyw
,wymiatacza wolnych rodnikéw” tironu i dysmutazy ponadtlenkowej. Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest
w % odpowiedzi na fenylefryng. NAD(P)H dodano uzyskujac stgzenie 100uM, Tiron uzyskujac stezenie 10mM, a SOD 300 U/ml.
Zaréwno czas inkubacji z Tironem, SOD jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane

przedstawiaja Srednig + SEM z n= 7-9 doswiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

W celu potwierdzenia w opisywanym zjawisku roli stymulacji oksydazy NAD(P)H
wykonano doswiadczenia z zahamowaniem jej aktywno$ci przy uzyciu swoistego
inhibitora — apocyniny (Ryc.IV.42). Uzyskano catkowite zniesienie indukowanych przez
NAD(P)H skurczéw naczyniowych, co potwierdza, ze oksydaza NAD(P)H

odgrywa gtéwna role w generowaniu tego zjawiska.

Reakcja naczyn (skurcz/rozkurcz)
wywotana przez NADPH
(%)

(&)

IMA  +APO HSV +APO

Ryc.IV.42. Wplyw zahamowania oksydaz NADPH na NADPH-zalezne skurcze naczyniowe Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu
(+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. Zaréwno NADPH jak i Apocyning (APO) dodano w stezeniu 100 uM, czas
inkubacji z APO jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n="7

doswiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna..
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W kolejnym etapie badan prébowano okresli¢ zalezno$¢ zjawiska skurczow
naczyniowych po NADPH od fundamentalnego dla homeostazy naczyniowe;j
wytwarzania tlenku azotu i nadtlenku wodoru. W tym celu wykonano szereg
do$wiadczen z inhibitorem syntaz tlenku azotu (L-NAME) oraz z katalaza. Jak juz
wczesniej wspomniano tylko niektdére naczynia po podaniu NAD(P)H rozkurczaty sig.
Poniewaz naczyn tych byto niewiele, nie zdotaliSmy przeprowadzi¢ szczegétowej analizy
zjawiska. Udalo si¢ jedynie okresli¢, ze indukowane przez NAD(P)H rozkurcze
naczyniowe zaleza od produkcji tlenku azotu. Analiz¢ z hamowaniem syntazy tlenku
azotu przeprowadzono oddzielnie dla naczyn z NAD(P)H zaleznymi skurczami
1 rozkurczami. W pierwszym przypadku w wyniku zahamowania syntazy tlenku azotu
uzyskano zmniejszenie NAD(P)H zaleznych skurczéw tetnic, a zwigkszenie tych

skurczéw w zytach. Nie byly to jednak odpowiedzi istotne statystycznie (Ryc.IV.43).
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Ryc.IV.43.Wplyw zahamowania syntazy tlenku azotu na NADPH-zalezne skurcze naczyniowe (naczynia, u ktérych
obserwowano po podaniu NADPH rozkurcze analizowano osobno). Wielkos¢ skurczu przedstawiona jest w % odpowiedzi na
fenylefryng. NADPH dodano uzyskujac stgzenie 100uM, a L-NAME uzyskujacstgzenie 300uM; zaréwno czas inkubacji z L-
NAME, jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM z n= 8-12

do$wiadczen.

W drugim przypadku tj. w naczyniach rozkurczajacych si¢ na podanie NAD(P)H,

ustalono zalezno$¢ zjawiska od uwalniania tlenku azotu (Ryc.IV.44).
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Reakcja naczyn (skurcz/rozkurcz)
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Ryc.IV.44 Wplyw zahamowania syntazy tlenku azotu na NADPH-zaleine rozkurcze naczyniowe (naczynia, u ktérych
obserwowano po podaniu NADPH skurcz - analizowano osobno). Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng. NADPH dodano uzyskujac stgzenie 100uM, a L-NAME uzyskujac stgzenie300uM, zaréwno czas
inkubacji z L-NAME jak i czas oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednia + SEM

z n=5 do$wiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

W naczyniach, w ktorych obserwowano rozkurcze na NAD(P)H, wykazano takze
znamiennie wigksze maksymalne rozkurcze na acetylocholing (Ryc.IV.45). Jak
wykazano w do$§wiadczeniach na szczurach, odpowiedzi takie sa dowodem prawidlowe]

funkcji Srédbtonka u szczuréw normotensyjnych.
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Ryc.IV.45.Wplyw stopnia dysfunkcji $rédblonka na NADPH-zaleina reakcje ludzkich naczyn tetmiczych. Wielkos¢
maksymalnego rozkurczu (-) na acetylocholing przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. = Poréwnywano naczynia z
obserwowanymi rozkurczami oraz skurczami na 100uM stgzenie NAD(P)H. Istotnos¢ statystyczna obliczano uzywajac testu T-
studenta z prébkami o nieréwnej wariancji. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 8 dla t¢tnic z rozkurczami, n=45 dla t¢tnic ze

skurczami, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.
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Prébujac okreslic wptyw powstawania nadtlenku wodoru na wystgpowanie
NAD(P)H zaleznych skurczow naczyniowych preinkubowano je wczesniej z katalaza
(Ryc.IV.46). W naczyniach t¢tniczych zaobserwowano znamienny wzrost odpowiedzi
skurczowych, co moze $wiadczy¢ o istotnej roli nadtlenku wodoru w utrzymaniu
homeostazy naczyn te¢tniczych w warunkach stresu oksydacyjnego. W zylach taka

odpowiedz jest bardzo stabo zauwazalna (statystycznie nieistotna).
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Ryc.IV.46. Zmiany napiecia naczyn ludzkich w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcje¢ anionu ponadtlenkowego - wplyw
katalazy (w powyzszej analizie nie uwzgl¢dniono naczyn, ktére odpowiadaly na podanie NADPH rozkurczem, n=2). Wielko$¢
skurczu przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NADPH dodano w stgzeniu 100 uM, a katalazg w stgzeniu 1200 U/ml,
zaréwno czas inkubacji z Katalazg jak i czas oczekiwania na odpowiedZ po podaniu NADPH wynosit 20 min Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n= 7-9 do$wiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

W doswiadczeniach z inhibitorem kinazy biatkowej C (chelerytryna) udato sig
wykaza¢ znaczenie tego wuktadu enzymatycznego w generowaniu skurczéw
naczyniowych w stresie oksydacyjnym (kinaza biatkowa C uczestniczy w aktywacji

oksydazy NAD(P)H) (Ryc.IV.47).
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Ryc.IV.47.Zmiany napigcia naczyn ludzkich w odpowiedzi na NADPH-zalezng produkcj¢ anionu ponadtlenkowego - wplyw
inhibitora kinazy bialkowej (chelerytryny) Wielkos¢ skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NADPH

dodano uzyskujac stgzenie 100 uM, a chelerytryng uzyskujac stezenie 3 uM, zaréwno czas inkubacji z chelerytryna ,jak i czas
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oczekiwania na odpowiedz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 7-9 doswiadczen, *p<0,05

vs odpowiedz kontrolna

Dokonano wreszcie proby okreslenia czy NAD(P)H zalezne reakcje naczyniowe
zaleza od obecnosci srodbtonka. Zaréwno skurcze obserwowane w tetnicach piersiowych
wewnetrznych, jak i te w zylach odpiszczelowych, w sposéb istotny zaleza od obecnosci
srodbtonka. Wytworzenie stresu oksydacyjnego w naczyniu pozbawionym $rédbtonka
powoduje zmniejszenie odpowiedzi skurczowej. Wydaje si¢ to by¢ spowodowane
brakiem endogennego tlenku azotu. Zatem w ludzkich naczyniach krwiono$nych skurcz
zwiazany z nadprodukcja anionu ponadtlenkowego wydaje si¢ by¢ $cisle zwiazany z jego

wptywem na biodostgpnos$¢ tlenku azotu (Ryc.IV.48).

§ 20 -
-
Sya
N <
g Z
BIQE 10
5 *
V)g‘ 5 _|_
)
2
g 04
IMA IMA e- HSV HSV e-

Ryc.IV.48.Zalezno$¢ zmian napigcia naczyn ludzkich w odpowiedzi na NADPH-zalezna produkcj¢ anionu ponadtlenkowego
od obecnosci nienaruszonego Sréodblonka. Wielkos¢ skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. NADPH
dodano uzyskujac stgzenie 100 uM, czas oczekiwania na odpowiedZz po podaniu NADPH wynosit 20 min. Dane przedstawiaja

$rednig + SEM z n= 7 do$wiadczen, *p<0,05 vs odpowiedz kontrolna.

IV.3. Ocena odpowiedzi naczyn ludzkich na powszechnie stosowane antyoksydanty —

wplyw stopnia dysfunkcji srédbtonka

W podrozdziale tym dokonano oceny wplywu powszechnie stosowanych
antyoksydantow tj. dysmutazy ponadtlenkowej oraz N-acetylocysteiny na reaktywnosc
naczyniowq. W analizie tej podzielono pacjentow na dwie grupy: chorych ze stabo
zaznaczonq dysfunkcjq srodbtonka (u ktorych wystepowaty rozkurcze na acetylocholine)
oraz chorych z silnie zaznaczonq dysfunkcjq (u nich po acetylocholinie obserwowano

Jjedynie skurcze naczyniowe).
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IV.3.1. Wspoblzaleznos¢ stopnia uszkodzenia S$rédbtonka 1 naczyniowych efektow

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

W doswiadczeniach z dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) dokonano oceny czy
podanie jej wplynie na biodostgpnos$¢ tlenku azotu w naczyniach te¢tniczych (nie
wykonywano eksperymentow na zytach). Zaobserwowano wzrost odpowiedzi na
acetylocholing w naczyniach wczesniej preinkubowanych z dysmutaza ponadtlenkowa
(Ryc.IV.49). Wydaje sig, ze SOD usuwajac z naczynia wolne rodniki zwigksza
biodostgpnos¢ NO.
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Ryc.IV.49. Wplyw dysmutazy ponadtlenkowej na naczyniorozszerzajace wlasciwosci acetylocholiny w tetnicach piersiowych
wewnetrznych (IMA). Wielkos¢ rozkurczu (-) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. . Po pomiarze odpowiedzi na
wzrastajace stgzenia acetylocholiny naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze 100pM stgzeniem SOD i nastgpnie znowu

wykonywano pomiar odpowiedzi na acetylocholing. Dane przedstawiaja $rednia + SEM, n=20, * p< 0,05 ; Ach vs Ach po SOD.

Po podzieleniu pacjentéw na grupy z malg i duza dysfunkcja srédbtonka okazato
si¢g, ze tylko w grupie z nasilona dysfunkcja naczyniowa obserwowano popraweg
odpowiedzi na acetylocholing po wczesniejszej inkubacji z dysmutaza ponadtlenkowa.
Wydaje si¢ to by¢ zwigzane z wigksza produkcja anionu ponadtlenkowego w tych

naczyniach (Ryc.IV.50).
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Ryc.IV. 50. Poréwnanie tetnic piersiowych wewnetrznych (IMA) z mata i duza dysfunkcja srédblonka - wplyw dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) na odpowiedzi po acetylocholinie. Wielkos¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng. Po pomiarze odpowiedzi na wzrastajace stgzenia acetylocholiny naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze
100uM stgzeniem SOD i nastgpnie znowu wykonywano pomiar odpowiedzi na acetylocholing. Dane przedstawiaja $rednig = SEM,

n=7-8, * p< 0,05 ; Ach vs Ach po SOD.

IV.3.2. Wspétzaleznos¢ stopnia uszkodzenia srédbtonka i naczyniowych efektow

N-acetylocysteiny

Poniewaz znany jest wpltyw N-acetylocysteiny na rozkurcze naczyniowe po
podaniu nitratow (patrz dyskusja), zrezygnowano w niniejszej pracy ze zbadania wptywu
tego zwiqzku na rozkurcze po acetylocholinie (acetylocholina dziata poprzez uwalnianie
NO). Postanowiono skupic¢ sie na wyjasnieniu mechanizmow bezposredniego dziatania
NAC na naczynia krwionosne, w tym obszarze badawczym nie istnieje bowiem zbyt wiele

opublikowanych informaciji.
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N-acetylocysteina znana jest ze swojej wlasciwosci ,,wymiatania wolnych
rodnikéw”. Z tego powodu w pierwszych eksperymentach prébowano okresli¢ jej wptyw
na spadek produkcji anionu ponadtlenkowego zaré6wno w zylach, jak i tetnicach
(Ryc.IV.51). Znamienny spadek produkcji O, zaobserwowano dopiero przy najwyzszym
stgzeniu NAC (10mM). Po uwzglednieniu podzialu na chorych z dysfunkcja 1 bez
dysfunkcji $rédbtonka okazato sig, ze spadek produkcji O, zachodzil przy uzyciu
mniejszych stgzen NAC u pacjentow z bardziej funkcjonalnym §rédbtonkiem

(w tetnicach byly to stezenia 100 krotnie nizsze , a w zytach 10 krotnie)(Ryc.IV.52).
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Ryc.IV 51.Wplyw wzrastajacych stezen N-acetylocysteiny (NAC) na poziom produkcji anionu ponadtlenkowegoPomiaréw
dokonano przy pomocy chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny (5 pM). Pierwszy stupek (kontrola) oznacza pomiar
luminescencyjny z samego naczynia, nastgpne stupki oznaczajq pomiar po dodaniu wzrastajacych stgzen NAC. Dane przedstawiajq

$rednig + SEM z n= 20 dos$wiadczen, * p<0,05 basal vs NAC 10mM.
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Ryc.IV.52.Wplyw wzrastajacych stezen N-acetylocysteiny (NAC) na produkcje anionu ponadtlenkowego - analiza wedlug
stopnia dysfunkcji. A1,A2- IMA. B1,B2 — HSV. Al,B1 — naczynia z obserwowanymi rozkurczami na wzrastajace stgzenia
Acetylocholiny. A2,B2 — naczynia, u ktérych po zastosowaniu acetylocholiny obserwowano odpowiedZ skurczowa (dysfunkcja).
Pierwszy stupek (kontrola) oznacza pomiar luminescencyjny z samego naczynia, nast¢gpne stupki oznaczaja pomiar po dodaniu

wzrastajacych st¢zen NAC. Dane przedstawiaja Srednia £ SEM z n= 10 do$wiadczen, * p<0,05 vs odpowiednia kontrola.

Wobec opisanego powyzej wptywu fenotypu $rdédbtonka (z i bez dysfunkcji) na czutos¢
usuwania wolnych rodnikéw przez N-acetylocysteing, probowano ustali¢ czy wynika to
z jej wlasciwosci ,, rodnikowego wymiatania”, czy tez jest wynikiem oddziatywania
NAC na inne S$rédblonkowe mediatory. Poniewaz tlenek azotu jest kluczowym
czynnikiem homeostazy naczyniowej, oceniono wpltyw zahamowania syntazy tlenku
azotu (NOS) na antyoksydacyjne dziatanie NAC (Ryc.IV.53). Zaobserwowano ostabienie
dziatania NAC po zahamowaniu NOS, ale tylko w naczyniach tgtniczych. Po

uwzglednieniu podziatu pacjentow wedtug stopnia uposledzenia funkcji srédblonka
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Produkcja anionu ponadtlenkowego

wykazano, ze to zmniejszenie dziatania NAC zachodzilo giéwnie w  tetnicach z

nieznaczna dysfunkcja srédbtonka (Ryc.IV.54).
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Ryc.IV.53.Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich w odpowiedzi na wzrastajace stezenia NAC - wplyw

L-NAME. Naczynia inkubowano przez 20 min ze 300pM stgzeniem L-NAME. Dane przedstawiaja $rednig + SEM z n= 20

dos$wiadczen, * ~ p<0,05 vs odpowiednia kontrola.
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A2) tetnice dysfunkcyjne B2) zyty dysfunkcyjne
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Ryc.IV.54.Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich w odpowiedzi nawzrastajace stezenia NAC - wptyw L-
NAME. AL,A2 - IMA. B1,B2 -HSV. Al,B1 — naczynia bez dysfunkcji. A2,B2 —naczynia dysfunkcyjne. Naczynia inkubowano 20

min ze 300uM stgzeniem L-NAME. Dane przedstawiaja Srednia + SEM z n= 10 do§wiadczen, * » p<0,05 vs odpowiednia kontrola.

W celu okreslenia roli N-acetylocysteiny w bezposrednim usuwaniu wolnych
rodnikbw poddano naczynia dzialaniu dysmutazy ponadtlenkowej. Oprocz zyt
pochodzacych od pacjentéw z zaawansowana dysfunkcja $srédbtonka, we wszystkich
naczyniach zauwazalne bylo obnizenie skuteczno$ci dzialania NAC po takim

postgpowaniu (Ryc.IV.55, Ryc.IV.56).
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Ryc.IV.55.Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich w odpowiedzi na wzrastajace stezenia NAC - wplyw

SOD. Naczynia inkubowano przez 20 min ze 100uM stgzeniem SOD. Dane przedstawiaja srednia = SEM z n= 20 doswiadczen,

* p<0,05 vs odpowiednia kontrola.
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Ryc.IV.56.Produkcja anionu ponadtlenkowego w naczyniach ludzkich w odpowiedzi nawzrastajace stezenia NAC — wplyw
SOD. Al1,A2 - IMA. B1,B2 -HSV. A1,B1 — naczynia bez dysfunkcji. A2,B2 —naczynia dysfunkcyjne. Naczynia inkubowano przez

20 min ze 100uM stgzeniem SOD. Dane przedstawiaja srednig £ SEM z n= 10 do§wiadczen, * * p<0,05 vs odpowiednia kontrola.

Nastgpnie prébowano oceni¢ wplyw N-acetylocysteiny na zmiany napigcia
naczyniowego. W analizie tej rowniez dokonano podziatu chorych na tych z dysfunkcja
srodbtonka, nie reagujacych rozkurczem na wzrastajace dawki acetylocholiny, jak i tych
bez dysfunkcji, u ktérych obserwowano rozkurcze po acetylocholinie. W s$wietle
wykonanych eksperymentéw wydaje si¢, ze w zakresie nizszych stgzen NAC powoduje

rozkurcze tetnic i zyt tylko w naczyniach bez dysfunkcji (Ryc.IV.57).
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Ryc.IV.57. Poréwnanie naczyn ludzkich z mala i duza dysfunkcja Srédbtonka wzgledem odpowiedzi na wzrastajace dawki

acetylocholiny (A,B) i N-acetylocysteiny (A1,B1). Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na

fenylefryng. Dane przedstawiaja $rednig £ SEM, * p< 0,05 ; * * p<0,01 IMA vs HSV. Ryc. A, Al: Tgtnice piersiowe wewngtrzne

(IMA), Ryc. B,B1: Zyty odpiszczelowe (HSV).

Podobnie jak w przypadku badan nad produkcja anionu ponadtlenkowego,

rowniez w tym przypadku wykonano doswiadczenia majace wykaza¢ w jakim stopniu

obserwowane rozkurcze naczyniowe zaleza od uwalniania tlenku azotu. W sytuacji

zahamowania syntazy tlenku azotu przez L-NAME obserwowano zmniejszenie

rozkurczéw naczyniowych indukowanych przez NAC tylko w naczyniach tgtniczych

(Ryc.IV.58). Po uwzglednieniu podziatu chorych wedlug stopnia dysfunkcji srédbtonka,

stwierdzono zmniejszenie rozkurczéw na NAC w naczyniach bez dysfunkcji 1 to zaréwno

w tetnicach jak i zytach (Ryc.IV.59).
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Ryc.IV.58. Odpowiedz naczyn ludzkich (zylnych i tetniczych) na wzrastajace stezenia N-Acetylocysteiny (NAC) — wplyw
zahamowania syntazy tlenku azotu przy uzyciu L-NAME. Naczynia kurczone byty fenylefryna (0.5-5uM) do napigcia
submaksymalnego. Niektére naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze 300uM stgzeniem L-NAME i dopiero wtedy podawano
wzrastajace dawki NAC. Dane przedstawiaja $rednia + SEM, * p< 0,05 NAC vs NAC po L-NAME. IMA: Tgtnice piersiowe

wewnetrzne; HSV: Zyty odpiszczelowe.
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Ryc.IV.59. Poréwnanie naczyn ludzkich z mala i duza dysfunkcja Srédblonka wzgledem odpowiedzi na wzrastajace dawki N-
acetylocysteiny — wplyw L-NAME. A1,B1 — naczynia bez dysfunkcji A2,B2 — naczynia dystunkcyjne. Wielko$¢ rozkurczu (-) lub
skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. . Niektére naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze 300uM
stgzeniem L-NAME . Dane przedstawiaja srednig + SEM, * p< 0,05 ; NAC vs NAC po L-NAME vs HSV. Ryc. Al, A2: Tgtnice
piersiowe wewngtrzne (IMA), Ryc. B1,B2: Zyty odpiszczelowe (HSV).

Po preinkubacji naczyn z dysmutaza ponadtlenkowa uzyskano caltkowite
zahamowanie rozkurczOw na podanie NAC w tetnicach. W zylach podobne
zahamowanie obserwowano dla nizszych stezen N-acetylocysteiny(Ryc.IV.60). Podobnie
jak w przypadku L-NAME i tu réwniez najwigksze zahamowanie rozkurczéw po NAC

zachodzito w naczyniach bez dysfunkcji (Ryc.IV.61).
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Ryc.IV.60. Odpowiedz naczyn ludzkich (zylnych i tetniczych) na wzrastajace stezenia N-Acetylocysteiny (NAC) — wplyw

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Naczynia kurczone byty fenylefryng (0.5-5uM) do napigcia submaksymalnego. Niektére

naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze 100 uM stgZzeniem SOD i dopiero wtedy podawano wzrastajace dawki NAC. Dane

przedstawiaja $rednia + SEM, * p< 0,05 NAC vs NAC po L-NAME. IMA: Tgtnice piersiowe wewngtrzne;

odpiszczelowe.
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Ryc.IV.61. Porownanie naczyn ludzkich z mala i duza dysfunkcja Srédblonka wzgledem odpowiedzi na wzrastajace dawki N-

acetylocysteiny — wplyw dysmutazy ponadtlenkowej. A1,B1 — naczynia bez dysfunkcji A2,B2 — naczynia dysfunkcyjne.Wielkos¢

rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na fenylefryng. . Niektére naczynia inkubowano przez ok. 20 min ze

100uM stgzeniem SOD. Dane przedstawiaja $rednig + SEM, * p< 0,05 ; NAC vs NAC po SOD vs HSV. Ryc. Al, A2: Tgtnice

piersiowe wewngtrzne (IMA), Ryc. B1,B2: Zyty odpiszczelowe (HSV).

92



rozkurczéow

Srodbtonka

W ostatnim etapie badan préobowano okreslic zaleznos¢

naczyniowych indukowanych przez NAC od stopnia uszkodzenia
(mierzonego odpowiedzia na acetylocholing). Stwierdzono, ze w przypadku naczyn
tetniczych najsilniejsza korelacja wystgpowata w stezeniach NAC od 100uM do 1 mM
(odpowiednio R=0,61 i R=0,54), a przy st¢zeniu wyzszym tj. 10 mM nie wystepowata
(Ryc.IV.62). W przypadku naczyn zylnych réwniez najsilniejsza korelacja byla dla
stezen NAC od 10uM do 1mM, a w zakresie stezen wyzszych (10mM) korelacja ta byta

niewielka i1 przechodzita w ujemna (Ryc.IV.63).
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Ryc. IV.62. Korelacja pomiedzy maksymalnym rozkurczem na acetylocholing a odpowiedzia na wzrastajace dawki
N-acetylocysteiny w tetnicach piersiowych wewnetrznych (IMA). Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w %
odpowiedzi na fenylefryng. A: N-acetylocysteina w stezeniu 10 uM. B: N-acetylocysteina w st¢zeniu 100 pM. C: N-acetylocysteina
w stgzeniu 1 mM. D: N-acetylocysteina w st¢zeniu 10 mM.
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Ryc. IV.63. Korelacja pomiedzy maksymalnym rozkurczem na acetylocholing, a odpowiedzia na wzrastajace dawki N-
acetylocysteiny w zylach odpiszczelowych (HSV). Wielko$¢ rozkurczu (-) lub skurczu (+) przedstawiona jest w % odpowiedzi na
fenylefryng. A: N-acetylocysteina w st¢Zzeniu 10 uM. B: N-acetylocysteina w stgzeniu 100 uM. C: N-acetylocysteina w st¢zeniu 1

mM. D: N-acetylocysteina w st¢zeniu 10 mM.

V1.4. Zwiazki wspétzaleznosci pomiedzy dysfunkcja srédbtonka a stresem oksydacyjnym
i aktywnoscia NAD(P)H oksydazy

Korelacje pomigdzy dysfunkcja srédbtonka a stresem oksydacyjnym badano
w tetnicach i zylach pochodzacych od tego samego pacjenta poprzez odpowiedz na
acetylocholing (ktéra byta wyznacznikiem dysfunkcji $rédblonka), oraz  poprzez
produkcj¢ anionu ponadtlenkowego w odpowiedzi na NAD(P)H (ktéra byta
wyznacznikiem aktywnosci oksydazy NAD(P)H). Wykazano istotna korelacjg
wystgpowania dysfunkcji §rédblonka (Ryc.IV.64), produkcji anionu ponadtlenkowego
(Ryc.IV.66) oraz aktywno$ci oksydazy NAD(P)H (Ryc.IV.65 i 67) w naczyniach
tetniczych (IMA) oraz zylnych (HSV) pochodzacych od tego samego pacjenta.
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Ryc.IV.64. Korelacja pomigdzy maksymalnymi rozkurczami na Ach w tgtnicach (IMA) i zytach (HSV) pochodzacych od tego

samego chorego, n=90.

40 R =0.48, p < 0.0001
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Odpowiedz na NAD(P)H w HSV

Ryc.IV.65. Korelacja pomigdzy odpowiedziami na NAD(P)H (aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H okreslana metoda organ bath) w
tetnicach (IMA) i zytach (HSV) pochodzacych od tego samego chorego, n=90. Stopien aktywnosci oksydazy NAD(P)H okreslany byt

poprzez zmiang tonusu naczyniowego w odpowiedzi na 100uM stgzenie NAD(P)H.

3 70 - R =0.47, p = 0.007
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Ryc.IV.66. Korelacja pomigdzy podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego w tgtnicach (IMA) i zytach (HSV) pochodzacych od

tego samego chorego, n=60.
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Ryc.IV.67. Korelacja pomigdzy aktywnoscia oksydazy NAD(P)H okre$lanej metoda chemiluminescencji, w tgtnicach (IMA) i zytach
(HSV) pochodzacych od tego samego chorego, n=60. Aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H mierzono poprzez detekcj¢ sygnatu po dodaniu
do mierzonej probki NAD(P)H w ilosci dajacej stgzenie 100uM.

Wykazano $cista korelacje pomigdzy stopniem dysfunkcji  $rédbtonka
a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H (Ryc.IV.68 i 69) oraz produkcja anionu
ponadtlenkowego (Ryc.IV.70), zar6wno w naczyniach tgtniczych, jak i zylnych. Podobna
korelacj¢ zaobserwowano pomigdzy aktywnoscia oksydazy NAD(P)H, a stopniem
uwalniania wolnego O, (Ryc.IV.71 i 72). Co ciekawe, istnieje silna korelacja pomigdzy
stopniem dysfunkcji §rédblonka a aktywnos$cia oksydazy NAD(P)H, i to zaréwno gdy
aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H mierzona byta technika organ bath (Ryc.IV.68), jak
rowniez technika chemiluminescencji (Ryc.IV.69). Uderzajace jest, ze lepsze korelacje
zarbwno dla stopnia dysfunkcji $rédblonka, jak i parametréw stresu oksydacyjnego

obserwowali$my w naczyniach tgtniczych.
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Ryc.IV.68. Korelacja pomigdzy stopniem dysfunkcji $rédblonka a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H w naczyniach tgtniczych
(IMA;A) i zylnych (HSV;B). Oba parametry mierzono przy pomocy oceny zmian tonusu naczyniowego na podane substancje (metoda

organ bath), n=90.
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Ryc.IV.69. Korelacja pomigdzy stopniem dysfunkcji $rédblonka a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H w naczyniach tgtniczych
(IMA;A) i zylnych (HSV;B). Oba parametry mierzono przy pomocy réznych metod: dysfunkcj¢ jako stopien zmian tonusu
naczyniowego na Ach (metoda organ bath), a aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H jako detekcj¢ sygnatlu w sytuacji 100uM stgzenia
NAD(P)H (metoda chemiluminescencji) n=60.
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Ryc.IV.70. Korelacja pomigdzy stopniem dysfunkcji $rédbtonka a poziomem podstawowej produkcji anionu ponadtlenkowego w
naczyniach tgtniczych (IMA;A) i zylnych (HSV;B). Oba parametry mierzono przy pomocy réznych metod: dysfunkcjg jako stopieft
zmian tonusu naczyniowego na Ach (metoda organ bath), a aktywnos$¢ produckj¢ anionu ponadtlenkowego jako detekcjg sygnatu

naczynia (metoda chemiluminescencji) n=60.

A) tetnice B) zyty
o R=-0,27, p=0.03 .
o] e R=0.2p<0.05

Podstawowa produkcja anionu
ponadtlenkowego w HSV (RLU/sek/mg sm)
Odpowiedz na NAD(P)H w HSV (%)
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Ryc.IV.71. Korelacja pomigdzy podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H w naczyniach
tetniczych (IMA;A) i zylnych (HSV;B). Oba parametry mierzono przy pomocy réznych metod: odpowiedZz na NAD(P)H (aktywno$¢
oksydazy NAD(P)H) jako stopiefi zmian tonusu naczyniowego na NAD(P)H (metoda organ bath), a aktywno$¢ produckj¢ anionu

ponadtlenkowego jako detekcj¢ sygnatu naczynia (metoda chemiluminescencji) n=60.
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Ryc.IV.72. Korelacja pomigdzy podstawowa produkcja anionu ponadtlenkowego a aktywno$cia oksydazy NAD(P)H w naczyniach
tetniczych (IMA;A) i zylnych (HSV;B). Oba parametry mierzono przy pomocy metody chemiluminescencyjnej, n=60.

VL.5. Czynniki ryzyka miazdzycy, a funkcja $rédbtonka i1 produkcja anionu

ponadtlenkowego

Wykazano, ze stopien dysfunkcji srédbtonka istotnie koreluje z podstawowymi
czynnikami ryzyka miazdzycy tj. hipercholesterolemia, nadwaga, cukrzyca,
nadci$nieniem oraz paleniem papierosow. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze obserwowana

zaleznos¢ w wigkszym stopniu wystepowata dla tgtnic niz zyt (Ryc.IV.73).

A) tetnice B) zyty
" R=0,56 p <0,0005 7 R =0,49 p < 0,0005
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Ryc.IV.73. Korelacja pomigdzy stopniem dysfunkcji $rédbtonka (ocenianej za pomoca odpowiedzi na Ach) a wspétwystgpowaniem
czynnikéw ryzyka miazdzycy u poszczegélnych chorych (wéréd branych pod uwage czynnikéw byty: nadci$nienie,

hipercholesterolemia, cukrzyca, palenie oraz nadwaga). A:naczynia tgtnicze, n=90, B: naczynia zylne, n=110.
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Zastosowanie  wieloczynnikowej  analizy  statystycznej (test  Anova),
umozliwiajacej oszacowanie wptywu poszczegdlnych czynnikow w powstawaniu
zaburzonego fenotypu $rédbtonka, pozwolito potwierdzi¢ rol¢ palenia tytoniu, nadwagi
i hipercholesterolemii. Nie zaobserwowano podobnych zaleznosci dla nadci$nienia

1 cukrzycy(Tab.IV.2a 1 2b).

Tabela IV.2a. Czynniki ryzyka miazdzycy zwiazane z funkcja $rédblonka w ludzkich
tetnicach piersiowych.

Znaczenie poszczegllnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratéow t. Il (ANOVA). Za miar¢ funkcji srédbtonka przyjeto

maksymalny rozkurcz w odpowiedzi na acetylocholing.

Maksymalny rozkurcz na Ach

(Sredni % + SEM)

Czynniki ryzyka (CzR) nzCzR  nbez CzR z CzR bez CzR p
Nadci$nienie 75 16 39,11+3,66 46,11+8,06 0,33
Hipercholesterolemia 49 42 26,75£3,96  55,09+4,54 < 0,0005
Nadwaga 44 47 26,74+6,63 52,08+6,85 < 0,0005
Palenie 39 52 31,67+6,19 4425438  <0,05
Cukrzyca 20 71 32,445,18  41,9+3,91 0,33

Tabela IV.2b. Czynniki ryzyka miazdzycy zwigzane z funkcja srodbtonka w ludzkich
zytach odpiszczelowych .

Znaczenie poszczegllnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratéow t. Il (ANOVA). Za miar¢ funkcji srédbtonka przyjeto

maksymalny rozkurcz w odpowiedzi na acetylocholing.

Maksymalny rozkurcz na Ach

(Sredni % + SEM)

Czynniki ryzyka (CzZR) nzCzR  nbezCzR  zCzR bez CzR p
Nadci$nienie 76 31 20,02+2,15 21,87+4,4 0,52
Hipercholesterolemia 65 42 16,8+2,24 26,3729 < 0,005
Nadwaga 45 62 11,79£1,95 26,92+2,53 < 0,0005
Palenie 38 69 17,38+2,73 22,31+£2,18 < 0,05
Cukrzyca 16 91 16,1£5,52 21,34£191 0,11
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Wykazano rowniez zwiazek aktywnosci oksydazy NAD(P)H, wyrazanej zmiang
odpowiedzi naczyniowej na NAD(P)H, z wystgpowaniem czynnikéw ryzyka miazdzycy.
Zaobserwowano znamienng korelacj¢ pomigdzy nadwaga, hipercholesterolemia,
nadci$nieniem, paleniem i cukrzyca, a stopniem aktywnosci oksydazy NAD(P)H

(Ryc.IV.74). Zaleznos¢ ta byta silniej wyrazona dla naczyn t¢tniczych.

A) tetnice B) zyty

80

R=0.32,p<0.01 R =0,36 p<0,005

30
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-30 20
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Liczba czynnikéw ryzyka miazdzycy Liczba czynnikéw ryzyka miazdzycy

(RLU/sek/mg sm)

4

0 ==

Aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H (RLU/sek/mg sm)

Aktywnos$¢ oksydazy NAD(P)H

Ryc.IV.74. Korelacja pomigdzy stopniem aktywnosci oksydazy NAD(P)H (ocanianej za pomoca odpowiedzi na 100uM stgzenie
NAD(P)H), a wspétwystgpowaniem czynnikow ryzyka miazdzycy u poszczegdlnych chorych (wséréd branych pod uwage czynnikow

byty: nadci$nienie, hipercholesterolemia, cukrzyca, palenie oraz nadwaga). A:naczynia t¢tnicze, n=90, B: naczynia zylne, n=110.

Potwierdzono rol¢ nadwagi oraz hipercholesterolemii w zdolno$ci do aktywacji oksydazy

(Tab.IV.3a 1 3b) w naczyniach tetniczych i zylnych.

Tabela IV.3a. Zwiazek wybranych czynnikow ryzyka miazdzycy z aktywnoS$cia
naczyniowej oksydazy NAD(P)H w ludzkich tetnicach piersiowych.

Znaczenie poszczegdlnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratéw t. III (ANOVA). Za miarg aktywnosci oksydazy NAD(P)H

przyj¢to zmiang tonusu naczyniowego wywotanego podaniem NAD(P)H.

Odpowiedz na NAD(P)H
(Srednia % + SEM)

Czynniki ryzyka (CzR) nzCzR  nbezCzR zCzR bez CzR p
Nadci$nienie 62 16 6,62+1,54 3,91+2,29 0,58
Hipercholesterolemia 39 39 9,17+1,97 2,96%1,6 < 0,05
Nadwaga 39 39 10,02£1,93 2,11£1,55 < 0,005
Palenie 23 55 6,3£3,28  5,97+1,28 0,85
Cukrzyca 15 63 6,15+1,63  6,05+1,58 0,76
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Tabela IV.3b. Zwiazek wybranych czynnikéw ryzyka miazdzycy z aktywnoScia
naczyniowej oksydazy NAD(P)H w ludzkich zytach odpiszczelowych.

Znaczenie poszczegdlnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratéw t. III (ANOVA). Za miarg aktywnosci oksydazy NAD(P)H

przyjeto zmiang tonusu naczyniowego wywotanego podaniem NAD(P)H.

Odpowiedz na NAD(P)H
(Srednia arytmetyczna % = SEM)
Czynniki ryzyka (CzR) nzCzR  nbez CzR z CzR bez CzR p
Nadcis$nienie 67 25 13,42 £1,84 14,28+2,8 0,82
Hipercholesterolemia 56 36 17,32+2,16  7,93+1,63 < 0,005
Nadwaga 42 50 18,2842,25 9,77¢1,94 < 0,005
Palenie 30 67 16,71+£3,29 12,17£1,61 0,35
Cukrzyca 14 78 16,49+3,49 13,14+1,69 0,21

Réwniez aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H mierzona metoda chemiluminescencji

znamiennie korelowata z wystgpowaniem klasycznych czynnikéw ryzyka (Ryc.IV.75).

A) tetnice B) zyty
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Ryc.IV.75. Korelacja pomigdzy stopniem aktywnosci oksydazy NAD(P)H (ocanianej za pomoca chemiluminescencji), a
wspotwystgpowaniem czynnikéw ryzyka miazdzycy u poszczegdlnych chorych (wéréd branych pod uwagg czynnikéw byty:

nadci$nienie, hipercholesterolemia, cukrzyca, palenie oraz nadwaga). A:naczynia tgtnicze, n=90, B: naczynia zylne, n=110.

Potwierdzono rolg palenia i nadwagi w przypadku naczyn tgtniczych, oraz

nadwagi w przypadku zyl, w generowaniu tego zjawiska (Tab.IV.4a i 4b).
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Tabela IV.4a. Zwiazek wybranych czynnikow ryzyka miazdzycy z aktywnoS$cia
naczyniowej oksydazy NAD(P)H w ludzkich tgtnicach piersiowych.

Znaczenie poszczegdlnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratow t. III (ANOVA). Za miar¢ aktywnosci oksydazy NAD(P)H
przyjeto pomiar uwalniania O2- metoda chemiluminescencji w odpowiedzi na 100uM

stezenie NAD(P)H

Odpowiedz na NAD(P)H
(Srednia % + SEM)
Czynniki ryzyka (CzR) nzCzR nbez CzR z CzR bez CzR p
Nadci$nienie 41 9 1362,12+468,5 1091,6+£229,1 0,97
Hipercholesterolemia 27 23 1778+746,2  828,2+172,5 0,15
Nadwaga 32 18 1300,6+£273,6 670,7+£176,6 < 0,05
Palenie 38 12 2616,2+1352,6 893,1x164,1 <0,05
Cukrzyca 39 11 2150,7£1386,7 1003,2+174,8 0,45

Tabela IV.4b. Zwiazek wybranych czynnikéw ryzyka miazdzycy z aktywnoS$cia
naczyniowej oksydazy NAD(P)H w ludzkich zytach odpiszczelowych.

Znaczenie poszczegllnych czynnikéw ryzyka miazdzycy (CzR) wyznaczono przy
pomocy sumy kwadratéw t. III (ANOVA). Za miarg aktywnosci oksydazy NAD(P)H
przyjeto pomiar uwalniania O2- metoda chemiluminescencji w odpowiedzi na 100uM

stezenie NAD(P)H

Odpowiedz na NAD(P)H
(Srednia % + SEM)
Czynniki ryzyka (CzZR) nzCzR  nbez CzR z CzR bez CzR p
Nadcisnienie 45 15 2181,6+£302,6 1811+405,1 0,53
Hipercholesterolemia 34 26 2565+366,8 1828,1+248,3 0,15
Nadwaga 25 35 2700,8+368,4 1888+294,1 < 0,05
Palenie 36 24 2683,7£7467,4 2003,6+264,3 0,15
Cukrzyca 47 13 2129,84530,9 2179,4+295,3 0,76

Nie zaobserwowano statystycznie istotnej korelacji pomigdzy niestymulowana
(podstawowa) produkcja anionu ponadtlenkowego, a wystgpowaniem czynnikéw ryzyka

miazdzycy (danych nie przedstawiono).
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V. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Opracowano metode oceny dysfunkcji $rédbtonka w oparciu o pomiar
stymulowanej podaniem NADPH aktywnosci oksydazy NAD(P)H w izolowanych
naczyniach krwiono$nych szczuréw z samoistnym nadci$nieniem tgtniczym. Wykazano
skuteczno$¢ powyzszej metody w oszacowaniu stopnia dysfunkcji $rédbtonka
w naczyniach ludzkich. Podjg¢to probg oceny wptywu niektérych antyoksydantéw

na korektg zaburzonych odpowiedzi srédbtonkowych naczyn ludzkich.

Badania wykazaty, ze:

1) Produkcja anionu ponadtlenkowego jest podwyzszona u szczuréw z genetycznie
uwarunkowanym nadci$nieniem te¢tniczym. Giéwnym zrédlem nadprodukcji Oy jest
oksydaza NAD(P)H. Usunigcie srédbtonka znaczaco zmniejsza nadprodukcj¢ O;'.

2) Aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H stymulowana podaniem egzogennego NAD(P)H
jest znamiennie wyzsza w przypadku szczuréw z genetycznie uwarunkowanym
nadci$nieniem tgtniczym.

3) W warunkach stresu oksydacyjnego, indukowanego NAD(P)H, gtéwnym Zrédtem
anionu ponadtlenkowego u szczuréw jest oksydaza NAD(P)H. W przypadku szczuréw
nadci$nieniowych pewna role odgrywa dysfunkcyjna syntaza tlenku azotu. Za kazdym
razem zaznaczony jest wptyw obecno$ci $rédbtonka na wielko$¢ produkcji anionu
ponadtlenkowego.

4) Nie zdotano wykaza¢ obecnosci dysfunkcji S$rédbtonka u  szczuréw
nadcisnieniowych za pomoca standardowego testu po podaniu acetylocholiny. Udato si¢
jednak wykaza¢ zmniejszona biodostgpnos¢ tlenku azotu w obrgbie naczyn
hipertensyjnych.

5) Istnieja jakoSciowo rdzne odpowiedzi naczyh szczurzych w odpowiedzi
na egzogenny NAD(P)H. W przypadku naczyn hipertensyjnych obserwowano skurcze,
podczas gdy w naczyniach normotensyjnych obserwowano rozkurcze naczyniowe.
Wykazano, ze te jakosciowo rézne odpowiedzi naczyn szczurzych zaleza od obecnos$ci
srédbtonka.

6) W przypadku NAD(P)H-zaleznych rozkurczéw naczyniowych reakcja ta zalezy
od aktywnos$ci oksydazy NAD(P)H. Kluczowy udziat w powstawaniu powyzszych
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rozkurcz6w ma ponadto uwalnianie w naczyniu wody utlenionej i tlenku azotu. Wydaje
si¢, ze woda utleniona realizuje w powaznym stopniu swoje dziatanie rozkurczowe
poprzez powstanie tlenku azotu.

7) W przypadku NAD(P)H-zaleznych skurczéw naczyniowych reakcje te zaleza od
aktywnosci oksydazy NAD(P)H 1 od produkowanego przez nia anionu
ponadtlenkowego.

8) Wraz ze starzeniem si¢ zwierzat powigksza si¢ naczyniowa produkcja anionu
ponadtlenkowego  (wigksze nasilenie dysfunkcji $rédblonka wystepuje w aortach
szczuréw nadcisnieniowych).

9) W  tetnicach oraz zylach ludzkich obserwowana produkcja anionu
ponadtlenkowego jest zalezna gléwnie od aktywnosci oksydazy NAD(P)H.
Dodatkowym zrédtem O, w naczyniach tetniczych wydaje si¢ by¢ oksydaza
ksantynowa.

10)  Aktywnos$¢ oksydazy NAD(P)H jest wyzsza w zylach odpiszczelowych niz
w tetnicach piersiowych wewngtrznych. Wykazano silniejsze rozkurcze naczyniowe po
acetylocholinie w obrebie tetnic niz zyt uzyskanych od tego samego pacjenta.

11) W sytuacji stymulacji oksydazy NAD(P)H przewaznie wystgpuja skurcze
ludzkich naczyn krwiono$snych. NAD(P)H-zalezne skurcze naczyniowe wynikaty
z aktywnos$ci oksydazy NAD(P)H oraz nastgpczej produkcji anionu ponadtlenkowego.
W tetnicach, w ktérych obserwowano NAD(P)H-zalezne rozkurcze naczyniowe (sytuacja
zblizona do naczyn szczur6w normotensyjnych), wykazano mniejsze nasilenie dysfunkcji
srodbtonka. NAD(P)H-zalezne rozkurcze naczyniowe zalezne byly od biodostgpnosci
tlenku azotu.

12)  Mozliwa jest poprawa zaburzonych odpowiedzi §rédbtonkowych w naczyniach
tetniczych cztowieka ,,in vitro” po zastosowaniu dysmutazy ponadtlenkowej —
naturalnego antyoksydanta. Przy czym poprawa ta jest wyrazniejsza w przypadku naczyn
z bardziej zaawansowang dysfunkcja srédbtonka.

13)  Zastosowanie  N-acetylocysteiny (NAC), spowodowato  wystepowanie
rozkurczéw naczyniowych zaré6wno w naczyniach tetniczych, jak i zylnych. Wykazano
korelacj¢ pomigdzy stopniem dysfunkcji s$rédbtonka w tetnicach 1 zylach oraz
rozkurczami na NAC. Wydaje sig, ze podstawowa rolg¢ w generowaniu tego zjawiska

odgrywa wptyw N-acetylocysteiny na interakcj¢ pomiedzy NO i O;".
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14) W ludzkich naczyniach tgtniczych i zylnych zaréwno dysfunkcja srodbtonka, jak
1 aktywno$¢ oksydazy NAD(P)H wydaje si¢ dobrze korelowa¢ z profilem czynnikéw
ryzyka miazdzycy.

15)  Stopien dysfunkcji $rédbtonka w naczyniach tetniczych dobrze koreluje
z poziomem dysfunkcji sSrédbtonka naczyn zylnych uzyskanych od tego samego chorego.
16) Istnieje istotna zalezno$¢ pomigdzy dysfunkcja s$rdédblonka naczyniowego a
wystgpowaniem u chorych niektérych czynnikow ryzyka miazdzycy, w tym: nadwagi,
palenia papierosow czy hipercholesterolemii. Nie udato si¢ podobnej korelacji wykazac

dla nadci$nienia tetniczego.

105



VI. DYSKUSJA

VI.1. Badania naczyn od szczuréw z samoistnym nadcisnieniem tgtniczym

VI.1.1. Generacja anionéw ponadtlenkowych w warunkach podstawowych

W niniejszej pracy wykazano zwigkszenie produkcji anionéw ponadtlenkowych
w aortach uzyskanych od szczuréw ze spontanicznym nadci$nieniem t¢tniczym (SHR).
Podobne zaleznosci obserwowane byly przez innych badaczy, i to zaréwno
w homogenatach (109), jak i w catych naczyniach (112,165). Poniewaz usunigcie
srodbtonka w aortach szczur6w SHR powodowalo w naszych doswiadczeniach
zmniejszenie produkcji anionu ponadtlenkowego, wydaje si¢ ze u szczuréw
z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem produkcja anionu ponadtlenkowego jest
zalezna od obecnosci $rddbtonka. Istnieja jednak réwniez doniesienia, demonstrujace
wzrost produkcji anionu ponadtlenkowego u szczuréw bez nadcis$nienia, pod warunkiem,
7ze sa one wystarczajaco stare. Dlatego sadzimy, ze do do$wiadczen na $rédbtonku
od szczur6w SHR powinny by¢ uzyte zwierz¢ta zawsze w tym samym wieku,
a w interpretacji wynikéw pochodzacych z doswiadczen na zwierzg¢tach w r6znym wieku
(112) winna by¢ zachowana szczegd6lna ostroznosc .

W celu okreslenia zrédta pochodzenia anionu ponadtlenkowego w aortach
szczurzych mierzyliSmy produkcj¢ anionu ponadtlenkowego po wczesniejszej inkubacji
naczyn z inhibitorami réznych oksydaz naczyniowych. W ten sposéb byliSmy w stanie
wykaza¢ znaczne zahamowanie produkcji anionu ponadtlenkowego w tgtnicach zwierzat
z nadci$nieniem 1 wnosimy stad, ze kluczowa rol¢ w nadprodukcji anionu
ponadtlenkowego w samoistnym nadci$nieniu t¢tniczym odgrywa oksydaza NAD(P)H.
Podobne obserwacje poczynit Hamilton i wsp.(112). Obecnie istnieja tez dane
molekularne, wskazujace, ze w nadci$nieniu t¢tniczym dochodzi w naczyniach
krwiono$nych do podwyzszonej ekspresji podjednostek oksydazy NAD(P)H i tym
samym zwigkszenia jej aktywnosci (109,166). Co ciekawe, podwyzszona jest
w nadci$nieniu réwniez ekspresja i aktywno$¢ srédbtonkowej syntazy tlenku azotu
(166,167). Powstaje zatem w nadci$nieniowych naczyniach do$¢ niezwykta sytuacja
polegajaca na tym, ze za dysfunkcj¢ srodbtonka staje si¢ odpowiedzialna nadprodukcja

anionu ponadtlenkowego, ktéra, pomimo zwigkszonej aktywnosci syntazy NO pozostaje
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niedostatecznie rownowazona zwigkszonym uwalnianiem tlenku azotu. Jak dowodza
badania Morawietza i wsp., nie bez znaczenia dla efektow dziatania NO w naczyniach
nadci$nieniowych moze by¢ takze zmniejszona ekspresja i aktywnos$¢ rozpuszczalnej
cyklazy guanylowej (165).

Produkcja anionu ponadtlenkowego u szczuréw nadci$nieniowych byta w naszych
doswiadczeniach znamiennie hamowana przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa - SOD.
Poniewaz istnieja doniesienia, ze SOD hamuje produkcj¢ anionu ponadtlenkowego (109),
rowniez w przypadku naczyn pochodzacych od szczuréw normotensyjnych, moze
to wskazywac, ze powigkszajaca si¢ w przebiegu nadci$nienia dysfunkcja $srédbtonka,
zalezna od nadprodukcji ponadtlenkéw, niekoniecznie musi mie¢ zwigzek
ze skutecznos$cia endogennego SOD w ograniczaniu produkcji ponadtlenkéw. Czy jednak
tak jest w istocie, trudno mie¢ pewnos¢. Zastanawiajace jest, ze w naczyniach szczuréw
nadcisnieniowych opisywano zaréwno wzrost ekspresji 1 aktywnosci endogennej SOD
(88), jak 1 jej obnizenie (168). W naszych nielicznych doswiadczeniach (dane nie
przedstawione) nie byliSmy w stanie dostrzec réznicy w ekspresji i aktywnos$ci
dysmutazy ponadtlenkowej w naczyniach Szczuréw nadci$nieniowych
1 normotensyjnych. Z drugiej strony, w obecnosci inhibitora dysmutazy ponadtlenkowe]
(DETC) zaobserwowaliSmy znamienny wzrost produkcji O,’, zarbwno w naczyniach

zwierzat nadcisnieniowych, jak i bez nadcisnienia.

VI.1.2. Generacja anionéw ponadtlenkowych w warunkach aktywacji (stres oksydacyjny)

Aktywacja oksydazy NAD(P)H przy uzyciu nadmiaru substratu (NADPH)
prowadzita do wytwarzania w aortach znacznych ilosci anionéw ponadtlenkowych.
U szczuréw nadci$nieniowych byt to 40 krotny wzrost, a u szczuréw normotensyjnych
25 krotny w stosunku do warunkéw podstawowych.

W warunkach podstawowych produkcja anionu ponadtlenkowego przez naczynia
szczuréw nadci$nieniowych byta okoto 2,5 razy wyzsza, niz u zwierzat normotensyjnych.
Obserwacje te wydaja si¢ swiadczy¢ nie tylko o wzmozonej aktywnosci naczyniowej
oksydazy NAD(P)H w nadci$nieniu tgtniczym, ale przede wszystkim o zwigkszonej
podatnosci naczyn w nadci$nieniu na stres oksydacyjny wywotany podaniem NADPH.

Wzrost generacji anionéw ponadtlenkowych w chorobie nadci$nieniowe;j

opisywany byt dla kilku r6znych modeli tej choroby (109,167), w tym takze u szczuréw
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z samoistnym, skrajnie podwyzszonym ci$nieniem tgtniczym (stroke-prone SHR) (112)
oraz u szczuréw z nadcisnieniem tgtniczym indukowanym angiotensyna II (62). W tym
ostatnim przypadku podwyzszona aktywno$¢ naczyniowej oksydazy NAD(P)H
u szczuréw nadcis$nieniowych potwierdzono wykazaniem zwigkszonej ekspresji p22phox
- podstawowej podjednostki oksydazy NAD(P)H. (62).

Usunigcie srodbtonka w aortach szczurzych powodowato znaczne zahamowanie
stymulowanej produkcji anionu ponadtlenkowego, i1 to zaréwno u szczuréw
nadci$nieniowych, jak i normotensyjnych. Potwierdzaja to publikowane juz doniesienia
(208), 1z nadmiar produkcji anionu ponadtlenkowego, obserwowany w warunkach stresu
oksydacyjnego, zalezy od obecnosci srodbtonka.

Przeprowadzona przez nas farmakologiczna analiza zrédet pochodzenia anionu
ponadtlenkowego z wuzyciem inhibitoréw oksydaz naczyniowych potwierdzita,
ze takze w warunkach stresu oksydacyjnego za produkcje O, w najwigkszym stopniu
odpowiada srédbtonkowa oksydaza NAD(P)H (apocynina niemal catkowicie hamuje tg
produkcj¢). Dodatkowym zrédtem, ale tylko w przypadku naczyn uzyskanych
od szczur6w nadci$nieniowych, wydaje si¢ by¢ syntaza tlenku azotu (NOS).
Najprawdopodobniej w nadci$nieniu t¢tniczym z powodu nadmiernej produkcji anionu
ponadtlenkowego dochodzi do tzw. efektu rozprzgzenia NOS, polegajacego
na produkowaniu przez nia wigcej O, niz NO.

Fakt, ze oksydaza NAD(P)H, jest gléwnym enzymem odpowiedzialnym
za generowanie anionu ponadtlenkowego, pozostaje w zgodzie ze wszystkimi
dotychczas publikowanymi wynikami (109,167).

W przypadku jednak syntazy tlenku azotu sytuacja jest bardziej ztozona. Badania
Kerr 1 wsp. wykazaly znaczaca role NO-syntazy tlenku w produkcji O, w naczyniach
nadci$nieniowych, lecz byl to model szczuréw SHR z bardzo wysokim cisnieniem
(stroke-prone SHR) (155). W innych badaniach na szczurach SHR wykazano co prawda
roznicg w produkcji Oy przed i po zahamowaniu NOS, ale nie byta to odpowiedz
statystycznie znamienna (167), prawdopodobnie z powodu niewielkiej liczby
eksperymentow.

W celu potwierdzenia tozsamosci anionu ponadtlenkowego przeprowadziliSmy
do$wiadczenia z dysmutaza ponadtlenkowa i tironem — zwigzkami obnizajacymi st¢zenie
O,. W obu przypadkach obecno$s¢ O, zostala farmakologicznie potwierdzona

zahamowaniem jego wytwarzania.
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W naszych do$§wiadczeniach przesledziliSmy tez wptyw endogennej dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) na przebieg stresu oksydacyjnego. W tym celu wykonano
eksperymenty z uzyciem selektywnego inhibitora dysmutazy ponadtlenkowej - DETC.
Zaréwno w naczyniach od zwierzat normo- jak i hipertensyjnych po DETC uzyskano
istotny wzrost produkcji anionu ponadtlenkowego, co dowodzi, ze endogenny SOD
zdolny jest do regulacji homeostazy oksydoredukcyjnej zaré6wno w naczyniach

zdrowych, jak i dysfunkcyjnych.

VI.1.3. Reakcje naczynioruchowe in vitro w samoistnym nadci$nieniu tgtniczym

Zastosowano standardowa metode wykorzystywana do oznaczania stopnia
dysfunkcji $rédbtonka w izolowanych naczyniach krwiono$nych, polegajaca na ocenie
wielkosci  srodbtonkowo-zaleznych rozkurcz6w naczyn na wzrastajace dawki
acetylocholiny.

Na poczatku do doswiadczen uzyliSmy aorty od czteromiesigcznych zwierzat
z nadci$nieniem. Nie stwierdziliSmy jednak znamiennych réznic w odpowiedzi
na acetylocholing pomigdzy aortami kontrolnymi 1 pochodzacymi od zwierzat
z nadci$nieniem. Mogloby to swiadczy¢, ze samoistne nadci$nienie tgtnicze u szczuréw
wcale nie wywoluje dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego, objawiajacej si¢
zmniejszeniem rozkurczowych odpowiedzi na acetylocholing. Tak jednak nie jest. Brak
dysfunkcji srodbtonka, stwierdzony w aortach zwierzat z nadci$nieniem, byl po prostu,
jak uwazamy, wynikiem uzycia przez nas zwierzat zbyt mlodych (4-miesigcznych).
Wielu badaczy wyraza przekonanie, ze mniejsze rozkurcze naczyn na acetylocholing
(dysfunkcja $rédblonka) u szczur6w nadci$nieniowych zdarzaja si¢ dopiero
po przekroczeniu wieku szesciu miesigcy (109,169). Istotnie, na podstawie naszych
badan przychylamy si¢ do opinii, w tym takze Chamiot-Clerc (170), ze o stopniu
dysfunkcji $rédblonka w nadcis$nieniu te¢tniczym u szczurOw SHR decyduje wiek
zwierzat i potwierdzamy, ze przy uzyciu acetylocholiny bezpos$rednio nie mozna
zaobserwowac¢ uposledzonej funkcji §rédblonka w nadcisnieniu u mtodych szczuréw.
Natomiast wykazaliSmy uposledzenie odpowiedzi s$rédbtonkowych ~w naczyniach
szczuré6w nadcisnieniowych w wieku starszym, a co nawet bardziej interesujace,
zdotaliSmy spostrzec dysfunkcje takze u mlodych SHR, ale w sposéb posredni.
ZastosowaliSmy mianowicie inhibitor syntazy tlenku azotu (L-NAME) zaréwno

u 4-miesigcznych zwierzat kontrolnych, jak 1 u odpowiadajacych im wiekowo SHR.
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Zaobserwowalismy, ze aorty od zwierzat bez nadcisnienia odpowiadaly na L-NAME
(zahamowanie NO-syntazy) znamiennie wigkszym skurczem, niz te z nadciSnieniem.
Wyjasniam, iz skurczowa odpowiedz aorty na L-NAME uwaza si¢ za wynik
wyeliminowania ze $rodbtonka naczyniorozszerzajacego tlenku azotu i naruszenia
rOwnowagi w utrzymaniu napigcia migsni gladkich pomigdzy srédblonkowymi
czynnikami naczyniorozszerzajacymi 1 naczniokurczacymi na korzys¢ tych ostatnich.
W ten sposéb, jak sadzimy, obserwowany przez nas wigkszy niz w nadci$nieniu skurcz
aorty na L-NAME u zwierzat kontrolnych moze $wiadczy¢ prawdopodobnie
o generowaniu wigkszej ilosci tlenku azotu w naczyniach zwierzat nie majacych
nadcis$nienia. Podobne do$wiadczenia opisywane juz byly przez innych badaczy
(112,171,172).

W  kolejnym etapie badan podjeliSmy prébe oceny dzialania zwiazkow,
zmieniajacych potencjat oksydoredukcyjny komorki, tzn. SODu, katalazy 1 tironu.
ZatozyliSmy, ze zmiany w stgzeniu wolnych rodnikow w naczyniach (w tym gtéwnie
anionu ponadtlenkowego), wywotane podaniem powyzszych zwiazkéw, powinny
wptywac¢ na napigcie migsni gladkich $ciany naczyniowej, miedzy innymi poprzez
zmiang dostgpnosci tlenku azotu (tlenek azotu jest unieczynniany przez anion
ponadtlenkowy) w zalezno$ci od stopnia dysfunkcji $rédblonka (nadciS$nienie
vs kontrola). Nie udato si¢ jednak zaobserwowa¢ znamiennie réznych reakcji, ani na
dysmutazg¢ ponadtlenkowa, ani na tiron i katalazg. Natomiast zaobserwowaliSmy
przeciwstawne odpowiedzi na podanie NADPH w naczyniach pochodzacych od zwierzat
nadcisnieniowych 1 kontrolnych. Podczas gdy w naczyniach uzyskanych od szczuréw
nadci$nieniowych (SHR) podanie NAD(P)H powodowato reakcj¢ skurczowa,
w naczyniach od zwierzat normotensyjnych (WKY) obserwowano rozkurcze. Jest
to pierwsza opisana obserwacja takiego zjawiska. Dotychczas, opublikowano na
przykitad, ze wygenerowanie anionu ponadtlenkowego przez enzymatyczny uktad
generujacy ksantyna/oksydaza ksantynowa wywotuje skurcz aorty szczurzej, przy czym
skurcz aorty SHR byl znamiennie wigkszy, niz aorty kontrolnej WKY (173). W tych
do$wiadczeniach podanie zaréwno dysmutazy ponadtlenkowej, jak i ,,wymiatacza
wolnych rodnik6w” hamowato skurczowe odpowiedzi.

Inni badacze w doswiadczeniach przeprowadzonych na szczurach wykazali
co prawda wystgpowanie rozkurczow naczyniowych na NADP)H (174), ale
obserwowano je zaréwno u szczuréw SHR, jak i WKY, a ponadto dotyczyly naczyn

moézgowych, a nie aorty. Autorzy préobowali wytlumaczy¢ rozkurcze naczyniowe
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przetwarzaniem anionu ponadtlenkowego w nadtlenek wodoru — substancji znanej
ze swoich wlasciwosci naczyniorozszerzajacych (175,176).

Doswiadczenia przeprowadzone przeze mnie w niniejszej pracy wskazuja,
ze odpowiedzi naczyniowe na NAD(P)H, przynajmniej czg$ciowo, moga byc¢
wypadkowa dziatania dwdch sit: skurczu migsni gladkich indukowanego przez aniony
ponadtlenkowe oraz rozkurczu wywotanego jednoczesnym powstawaniem nadtlenku
wodoru. Z drugiej strony, kluczowym elementem decydujacym, jak si¢ wydaje,
o stgzeniu anionu ponadtlenkowego jest dostepnos¢ tlenku azotu, uzalezniona z kolei
od stopnia dysfunkcji naczyniowego S$rédblonka. Jak wykazaly doswiadczenia
chemiluminescencyjne, aorty szczuré6w nadciSnieniowych generuja znacznie wigcej
O, niz naczynia szczuréw kontrolnych. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze w momencie
osiagnig¢cia wysokiego stezenia anionu ponadtlenkowego, ta jego czg$¢, ktéra nie moze
przereagowac z dysmutaza ponadtlenkowa, reaguje z tlenkiem azotu, wywotujac skurcz
naczynia. Dla ostatecznego wyniku odpowiedzi naczyniowej wazna jest rowniez
wielokrotnie wigksza szybko$¢ reakcji anionu ponadtlenkowego z tlenkiem azotu niz
szybkos¢ reakcji z SOD (54), gdyz doprowadza ona do nierdwnowagi pomigdzy
czynnikami naczyniorozszerzajacymi i1 naczyniokurczacymi. Dodatkowo, w przypadku
nadmiaru O, moze dochodzi¢ do wspomnianego juz zjawiska ,,rozprzg¢zenia” syntazy
tlenku azotu, ktéra zamiast produkowa¢ NO, zaczyna generowac¢ anion ponadtlenkowy
(12,54,177). Przypuszczamy wrecz, ze w sytuacji niewielkiej generacji anionéw
ponadtlenkowych, ta ich czgs¢, ktoéra ulega przemianie do nadtlenku wodoru, moze
rekompensowac, a nawet przewyzsza¢ ubytek tlenku azotu. Niestety, nie udato si¢ nam
ani za pomoca podania mniejszej ilosci NAD(P)H, ani tez przy uzyciu uktadu
ksantyna/oksydaza ksantynowa wygenerowa¢ w aortach szczuré6w SHR takiego stgzenia
O, ktére bedac bliskie stezeniu uzyskiwanemu po podaniu NAD(P)H na aorty szczuréw
kontrolnych, doprowadziloby réwniez do wywotania ich rozkurczu. Posrednich
dowodéw, potwierdzajacych nasze powyzsze spekulacje, dostarczyliSmy jednak
w doswiadczeniach z hamowaniem oksydazy NAD(P)H apocynina. Po apocyninie
skurcze aorty szczuréw SHR na podanie NAD(P)H zamienity si¢ w rozkurcze. Dowiodto
to, ze po zahamowaniu oksydazy dochodzi w naczyniach do zmiany réwnowagi
na korzy$¢ czynnikéw naczyniorozszerzajacych. Podobne zmiany odpowiedzi
obserwowano po zastosowaniu innych antyoksydantéw tj. dysmutazy ponadtlenkowe;j

i tironu. Wydaje si¢, ze za kazdym razem, kiedy usuwaliSmy aniony ponadtlenkowe
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w naczyniach zwierzat nadcisnieniowych, przyblizaliSmy je jakby do warunkéw
kontrolnych.

W przypadku tgtnic WKY zastosowanie dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) nie
tylko nie hamowato rozkurczowych odpowiedzi na NAD(P)H, ale wr¢cz je potggowato.
Co ciekawe, apocynina drastycznie zmniejszata rozkurcz aorty na NAD(P)H. Nie
powinno to dziwi¢, jesli przyjac, ze o odpowiedzi rozkurczowej decyduje w duzej mierze
powstawanie nadtlenku wodoru z anionu ponadtlenkowego, a apocynina, hamujac
powstawanie anionu ponadtlenkowego, zatrzymuje réwniez wytwarzanie nadtlenku
wodoru. Z drugiej strony SOD, kt6ry katalizuje reakcj¢ przeksztatcenia O,  w nadtlenek
wodoru, nie powinien nie tylko nie hamowa¢, ale wrgcz potggowac, rozkurcze
na NAD(P)H, co, jak wykazaliSmy, rzeczywiscie czyni.

Powyzszy mechanizm potwierdza réwniez doswiadczenie, w  ktérym
zahamowanie dysmutazy ponadtlenkowej przy uzyciu DETC skutkowato catkowitym
zahamowaniem rozkurczowych odpowiedzi naczyniowych.

O ile zahamowanie NAD(P)H-zaleznych rozkurczéw naczyn szczurow WKY
przez katalazg da si¢ tatwo wytlumaczy¢ zahamowaniem natywnego SOD, o tyle
analogiczne zahamowanie rozkurczow przez inhibitor NOS (L-NAME) nastrgcza
powazniejszych probleméw interpretacyjnych. Poniewaz zaréwno katalaza, jak
i L-NAME niemal calkowicie hamuja rozkurcze naczyniowe, uprawnionym staje si¢
podejrzenie, iz  nadtlenek wodoru i NO dziataja réwnocze$nie. Doswiadczenia,
w ktorych preinkubacja naczyn z L-NAME zmniejsza rozkurcze na zewnatrzpochodny
nadtlenek wodoru, pozwala przypuszczaé, ze powstajaca w naczyniach znaczna czg$¢
H,0, doprowadza do aktywacji syntazy tlenku azotu i nastgpowego wzrostu
biodostepnosci NO. Podobne obserwacje opisywane juz byly w pisSmiennictwie. (178).
I wreszcie, w naczyniach z usunigtym S$rodbtonkiem naczyniowym zaobserwowano
zahamowanie odpowiedzi skurczowej u SHR 1 rozkurczowej u WKY, co potwierdza

kluczowa rolg srodbtonka w generowaniu anionu ponadtlenkowego.

VI.1.4. Wptyw wieku zwierzat na odpowiedzi naczyniowe w modelu samoistnego

nadci$nienia t¢tniczego

Nie zaobserwowano istotnych r6znic w poziomie podstawowej produkcji anionu
ponadtlenkowego w  naczyniach uzyskanych z réznych grup wiekowych.

W doswiadczeniach, w ktérych aktywowano naczyniowa oksydaz¢ NAD(P)H,
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znamienny wzrost (wzgledem szczuréw mlodszych) produkcji O, uzyskano dopiero
u zwierzat rocznych. Podobng obserwacj¢ opisano w badaniach Hamilton 1 wsp. (112).
Autorzy ci  wykazali, ze za mechanizm zjawiska odpowiada wzrost ekspresji
podjednostki p22phox NAD(P)H oksydazy.

Co ciekawe, NAD(P)H-zalezne rozkurcze naczyniowe, uzyskiwane w naszych
do$wiadczeniach z mtodymi szczurami WKY, nie wystgpowaty juz u rocznych szczuréw.
W ten sposéb, lacznie ze wzmiankowana obserwacja o wzrastajacej ilosci O
w naczyniach od rocznych szczuréw, proponowana przez nas hipoteza o decydujacej roli
ilosci anionu ponadtlenkowego w NAD(P)H-zaleznej reakcji naczyniowej, wydaje si¢

by¢ dodatkowo uzasadniona.

VI1.2. Badania naczyn ludzkich

VI1.2.1. Produkcja podstawowa anionéw ponadtlenkowych

W naszych do$wiadczeniach spontaniczna produkcja anionu ponadtlenkowego,
mierzona za pomoca chemiluminescencji nie rdznila si¢ istotnie w zylach
odpiszczelowych, w poréwnaniu z tgtnicami piersiowymi wewngtrznymi. Niewiele jest
danych analizujacych produkcje wolnych rodnikéw w ludzkich naczyniach
krwiono$nych. Te, ktére sa, przedstawiaja wyniki niejednoznacznie. Niektorzy, jak Berry
1 wsp. stwierdzili wigksza produkcje O, w tetnicach piersiowych, niz w zylach
odpiszczelowych (179). Jednak stosowanie przez tych autor6w wysokich stgzen
lucygeniny mogto prowadzi¢ do sztucznego zawyzenia wartosci produkcji O, (180).
W naszej pracy probowalisSmy wyeliminowac to zjawisko, uzywajac mniejszych stezen
lucygeniny. W innych pracach (181) wykazano brak réznic w spontanicznym
generowaniu anionu ponadtlenkowego w naczyniach zylnych 1 tgtniczych, przy czym
zwracano uwage, iz ta rownowaga produkcji O,” moze by¢ pozorna, bowiem wynika
z faktu dynamicznej interakcji miedzy NO i O,’, ktéra maskuje wtasciwa oceng zjawiska.
To, ze taka interakcja jest mozliwa, oraz moze wptywac¢ na poziom mierzalnego anionu
ponadtlenkowego, wykazaty doSwiadczenia w modelach zwierzgcych. Dowiedziono
w nich np. przy pomocy metody ERP, ze usunigcie srodbtonka lub zahamowanie NOS
zwigksza uwalnianie O, (182).

Zaskakujace sa dane wykazujace podwyzszona aktywno$¢ 1 ekspresje

podjednostek oksydazy NAD(P)H wilasnie w naczyniach zylnych (183). T¢ pozorna
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sprzeczno$¢ mozna wytlumaczy¢ biorac pod uwage, ze sa co najmniej dwie mozliwe
drogi powstawania anionu ponadtlenkowego w IMA u cztowieka. W przypadku t¢tnic
piersiowych wewngtrznych dodatkowym zrédlem O,’, poza oksydaza NAD(P)H, jest
oksydaza ksantynowa. (183,184).

Wyniki naszych do$wiadczen z inhibitorem syntazy tlenku azotu wydaja si¢

potwierdza¢ obserwacje dokonane wczesniej przez Guzika i wsp (283). Po preinkubacji
z L-NAME, uzyskiwano znacznie wigkszy wzrost uwalniania O, w tetnicach, niz zytach,
co mogloby §wiadczy¢ o wigkszej produkcji NO w naczyniach tetniczych.
Poprzez zastosowanie dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz jej wybidrczego inhibitora
(DETC) potwierdziliSmy z jednej strony udziat anionu ponadtlenkowego w powstawaniu
dysfunkcji srédbtonka, z drugiej zas wykazaliSmy znamienny wptyw natywnego SOD
na rownowage oksydoredukcyjna w naczyniach krwiono$nych.

Usunigcie srodbtonka w naczyniach ludzkich nie powodowalo istotnych réznic
w produkcji anionu ponadtlenkowego. By¢ moze wynika to z faktu, ze wraz
ze $rodbtonkiem podczas takiego zabiegu jednoczes$nie zostaja usunigte Srédbtonkowe
enzymy odpowiedzialne zaréwno za powstawanie O, (oksydaza NAD(P)H, oksydaza
ksantynowa), jak i1 enzymy odpowiedzialne za usuwanie O," w naczyniach (syntaza NO,
SOD). Jak wiadomo, powyzsze enzymy sa obecne w Srédbtonku, przy czym aktywnos¢
poszczegdlnych z nich moze si¢ r6zni¢ w naczyniach uzyskanych od r6znych pacjentow
oraz moze korelowa¢ u tych pacjentéw ze stopniem dysfunkcji $rédblonka (236).
Dotychczas publikowane badania sa nie zawsze w peini zbiezne z przedstawianymi
w rozprawie. Na przyktad te, opublikowane przez Berry i wsp. wykazywaly, ze obecnos¢

srédbtonka miata wptyw jedynie na produkcj¢ O,” w naczyniach zylnych (179).

V1.2.2. Produkcja ponadtlenkéw w warunkach aktywacji ( stresu oksydacyjny)

Wywotanie stresu oksydacyjnego poprzez podanie NAD(P)H powodowato
ogromny przyrost produkcji anionu ponadtlenkowego, w poréwnaniu z Kkontrola.
W  przypadku tetnic piersiowych wewnetrznych byt to ok. 40-krotny wzrost,
a w przypadku zyt odpiszczelowych ok. 110-krotny. Aktywowana poprzez podanie
NAD(P)H produkcja anionu ponadtlenkowego byta prawie 3-krotnie wyzsza w zytach
odpiszczelowych niz w tetnicach piersiowych wewnegtrznych. Sa to dane zgodne
z publikowanymi w literaturze i wydaja si¢ wynika¢ ze zwigkszonej ekspresji

1 aktywnosci oksydazy NAD(P)H w naczyniach zylnych (183). Analizg¢ pochodzenia
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powstajacego anionu ponadtlenkowego przy pomocy inhibitoréw oksydaz prowadzono
w odniesieniu do oksydazy NAD(P)H, oksydazy ksantynowej oraz syntazy NO.
Wszystkie wydaja si¢ by¢ odpowiedzialne za powstawanie tak duzych ilosci O, . Nalezy
jednak wzia¢ pod uwage, ze dotychczas nie ma dostgpnych inhibitoréw oksydazy
NAD(P)H, ktére catkowicie hamowatyby jej funkcje (najskuteczniejsza jest apocynina)
(186), oraz, ze zastosowane przez nas dawki (100uM) moga nie by¢ optymalnymi
do hamowania funkcji tego enzymu. Podobnej wielkosci dawki stosowane juz byly
w innych badaniach (187), a w naszej pracy zastosowaliSmy je, aby uniknaé btedéw
wynikajacych z dziatania naczyniorozszerzajacego, wystepujacego w wyzszych dawkach
apocyniny niezaleznie od hamowania oksydazy.

Poniewaz usunigcie $rodbtonka w naczyniach ludzkich nie powodowato
znamiennych r6znic w NAD(P)H-zaleznej produkcji anionu ponadtlenkowego, oksydaza
NAD(P)H wydaje si¢ pelni¢ gléwna role w generacji O, w warunkach stresu
oksydacyjnego. Z drugiej jednak strony, hamowanie produkcji O, przez inhibitory
syntazy tlenku azotu wskazuje, iz generacja ponadtlenkéw zalezy tez od NOS. Pozostaje

to w zgodzie z wynikami prezentowanymi dotychczas w piSmiennictwie (185).

VI1.2.3. Badanie odpowiedzi naczynioruchowych naczyn ludzkich

W standardowym tescie odpowiedzi naczyn na acetylocholing wykazano
znamiennie wigksze odpowiedzi rozkurczowe tgtnic w stosunku do zyt. Sa to obserwacje
potwierdzone w pisSmiennictwie 1 powszechnie ttumaczone zwigkszona ekspresja eNOS
w naczyniach tetniczych. Zjawisko znacznego zréznicowania stopnia NO-zaleznych
odpowiedzi $rédbtonkowych na acetylocholing w naczyniach ludzkich byto juz
wielokrotnie opisywane i wydaje si¢ odpowiada¢ stopniu zaawansowania dysfunkcji
srodbtonka (188). Podstawa do takiego wniosku sa wyniki badan na zwierzgtach,
w ktérych wykazano, ze stopien uposledzenia odpowiedzi na acetylocholing moze byc¢
wyznacznikiem stopnia dysfunkcji srédbtonka (189).

W tej czesci rozprawy, ktéra dotyczyla badan na zwierzegtach, udowodniliSmy,
ze aktywacja oksydazy NAD(P)H moze by¢ alternatywnym sposobem oceny funkcji
srodbtonka w zmienionych patologicznie naczyniach. U ludzi niemal we wszystkich
naczyniach aktywowanie oksydazy NAD(P)H (przy uzyciu NADPH) prowadzito
do skurczéw naczyniowych. Tylko w przypadku o$miu tetnic piersiowych wewngtrznych

oraz trzech zyl odpiszczelowych obserwowano NAD(P)H-zalezne rozkurcze. Zyty
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odpiszczelowe odpowiadaty dwukrotnie silniejszym skurczem niz t¢tnice piersiowe
wewnetrzne. Udowodniono, ze stymulacja oksydazy NAD(P)H przy pomocy
zewnatrzkomoérkowego NADPH powoduje nadprodukcj¢ anionu ponadtlenkowego
(doswiadczenia z SOD i tironem), skutkujaca spadkiem biodostgpnosci NO.

Wigkszos¢ badaczy dostrzega przyczyng naczyniokurczacego dziatania Oy
wiasnie w zaburzeniu interakcji NO z O, (112,185). Istnieja jednak prace wskazujace
na mozliwe, bezposrednie dziatanie kurczace anionu ponadtlenkowego na migsnidwke
gltadka $ciany naczyniowej (190). Jak wykazaliSmy w naszych do$wiadczeniach
nie mozna wykluczy¢, ze czg$¢ odpowiedzi naczynioskurczowych po aktywacji oksydaz
NAD(P)H zachodzi réwniez w taki sposéb.

W badaniach roli oksydazy NAD(P)H w powstawaniu skurczow po podaniu
NAD(P)H, wykonano do§wiadczenia z zahamowaniem jej aktywnos$ci przy uzyciu
swoistego inhibitora — apocyniny. @ W wyniku takiego postgpowania uzyskano
odwrécenie NAD(P)H-zaleznych skurczéw naczyn na rozkurcze, co potwierdza
proponowany przez nas kluczowy udzial oksydazy NAD(P)H w mechanizmie tej
odpowiedzi. Autorom innej pracy udato si¢ ustali¢ NO-zalezny mechanizm rozkurczéw
naczyniowych wystgpujacych po zahamowaniu oksydazy NAD(P)H przy pomocy
apocyniny (187).

Aby zweryfikowa¢ hipotez¢ o podstawowym znaczeniu zaburzonej interakcji
miedzy NO i O, w regulacji NAD(P)H-zaleznych skurczéw naczyniowych, wykonano
szereg doswiadczen z inhibitorem NOS. Jedynie w tgtnicach piersiowych wewngtrznych
po zahamowaniu NOS zaobserwowano zmniejszenie odpowiedzi skurczowej po podaniu
NAD(P)H. Moze to potwierdza¢ udzial interakcji NO i O, w wywotywaniu skurczu
przez NAD(P)H. W zytach odpiszczelowych nie udato si¢ zaobserwowa¢ podobnego
efektu.

Ze wzgledu na wielokrotnie wcze$niej obserwowana w badaniach na zwierzgtach
mozliwos¢ wplywania na zmiany napigcia naczyniowego przez powstajacy nadtlenek
wodoru, wykonano do$wiadczenia z katalaza — enzymem rozkladajacym nadtlenek
wodoru. Uzycie katalazy doprowadzito nas do spostrzezenia, ze w tgtnicach piersiowych
wewngtrznych, ale z jakiego$ powodu nie w zylach odpiszczelowych, nadtlenek wodoru
odgrywa¢ moze wazna rol¢ w ograniczaniu skurczu naczyniowego, wywolanego
podaniem NAD(P)H.

Wsréd naczyn ludzkich znaleziono takie naczynia, w ktérych, podobnie jak

w naczyniach mtodych szczuré6w WKY, po podaniu NAD(P)H wystgpowaty rozkurcze
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naczyn. Niestety, naczyn tych byto zbyt mato (n=8) 1 uniemozliwilo to dokonanie pelnej
analizy zjawiska. Poprzez doswiadczenia z zahamowaniem NOS udalo si¢ jedynie
ustali¢, ze w te¢tnicach piersiowych wewngtrznych obserwowane rozkurcze zaleza
od tlenku azotu. Jest to obserwacja dotychczas nigdzie nie publikowana. Co wigcej,
wystgpowanie NAD(P)H-zaleznych rozkurczoéw naczyniowych obserwowano jedynie
w tetnicach z dobrze zachowang funkcja srédblonka. NO-zalezne odpowiedzi uzyskane
z tych naczyn byly znamiennie wyzsze w pordwnaniu do odpowiedzi uzyskanych
z pozostatych naczyn. Istnieje oczywiscie mozliwos¢, ze podobnie, jak w przypadku
naczyn szczurzych, w rozkurczach tych, obok NO, moze uczestniczy¢ takze nadtlenek
wodoru.

W doswiadczeniach z inhibitorem kinazy bialkkowej C - chelerytryna
zaobserwowano zahamowanie NAD(P)H-zaleznych reakcji naczyniowych. Potwierdza
to, ze kinaza biatkowa C odgrywa wazna rol¢ w aktywacji oksydazy NAD(P)H. Jest to
obserwacja zgodna z danymi w literaturze 1 tym bardziej godna uwagi, ze uzytecznos¢
terapeutyczna tego inhibitora kinazy biatkowej C jest obecnie w fazie badan klinicznych
(191). Poniewaz za$ ostatnio czgsto podkresla si¢ role oksydazy NAD(P)H
w powstawaniu niekorzystnych zjawisk zachodzacych w pomostach naczyniowych
(192,193), warto podkresli¢ takze wagg tej farmakologicznej manipulacji w ewentualnym
zapobieganiu najczestszym komplikacjom  klinicznym pomostowania aortalno-
wiencowego. W przypadku zyl jest to restenoza, a w przypadku tgtnic nadmierna

sktonnos$¢ do skurczu (194).

VI1.3. Przeciwutleniacze w badaniach naczyn in vitro

Do najczesciej stosowanych antyoksydantéw zalicza si¢: SOD i jego pochodne,
witaminy C 1 E, tiron oraz N-acetylocysteing. Sposrdd nich SOD oraz N-acetylocysteina
zajmuja miejsce szczegdlne. Pierwsza ze wzgledu na liczne dowody jej korzystnego
wpltywu na $rédblonek naczyniowy. Druga, bo chociaz jest stosowana klinicznie
w wysokich dawkach w sytuacjach nie zwiazanych z chorobami naczyn (jak np.: zatrucie
paracetamolem, w chorobach obturacyjnych drég oddechowych - jako lek mukolityczny),
nie znalazta jak dotad zastosowania w chorobach krazenia. Tiron jest ostatnio
krytykowany jako niezbyt wybidrczy ,,zmiatacz wolnych rodnikéw” (186). Za§ wokot
korzystnej, antyoksydacyjnej roli witamin C i E narosto juz tyle kontrowersji (wyniki

kilku duzych préb klinicznych kwestionuja pozytywna rolg tych witamin w zapobieganiu
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choréb sercowo-naczyniowych (195)), ze ich nalezyta oceng nalezy uzna¢ za jeszcze
nie zakonczona. Z tych powodéw przebadano wplyw na naczynia ludzkie jedynie

dysmutazy ponadtlenkowej i N-acetylocysteiny.

Zaréwno w badaniach z SOD, jak i z NAC naczynia podzielono na te z bardziej
oraz z nieznacznie nasilona dysfunkcja $rédblonka. Kryterium podziatu byt rodzaj
odpowiedzi na wzrastajace dawki acetylocholiny: w naczyniach z nasilona dysfunkcja
obserwowano po acetylocholinie skurcze, u pozostalych zanotowano rozkurcze.
Uczyniono tak na podstawie danych wykazujacych, ze naczynia silnie dysfunkcyjne

odpowiadaja skurczem na acetylocholing (196).

Dodac¢ nalezy, ze réwniez wsrdd naczyn, ktére rozkurczaja si¢ na acetylocholing,
takze moze by¢ obecna dysfunkcja $rédblonka. Stopien tej dysfunkcji, jak przekonuje
wiele z publikowanych danych, odzwierciedlony jest wielkoscia rozkurczowej
odpowiedzi na acetylocholing (283). Dlatego nazywanie naczynh odpowiadajacych
rozkurczem na acetylocholing naczyniami bez dysfunkcji, co czynimy takze w tej pracy,
jest tylko uproszczeniem, utatwiajacym chocby opis rycin, ale nie zawsze jest w petni

prawdziwe.

W  doswiadczeniach z SOD zaobserwowano zwigkszenie odpowiedzi
rozkurczowych na acetylocholing w naczyniach tgtniczych wczesniej preinkubowanych
z dysmutaza ponadtlenkowa. Wydaje si¢, ze SOD, usuwajac wolne rodniki, zwigksza
biodostepnos¢ NO w naczyniach krwionosnych (197). Z lektury niewielu publikowanych
do tej pory badan in vitro nie sposob jednoznacznie rozstrzygnac, czy zastosowanie
dysmutazy ponadtlenkowej moze przywraca¢ prawidlowe odpowiedzi naczyniowe.
Istnieja dowody na to, ze podanie SOD moze korzystnie wptywa¢ na normalizowanie
zaburzonych odpowiedzi $rodbtonkowych. Sa to jednak gléwnie dane pochodzace
z doswiadczen na zwierzgtach (198,199,200). Badania dos$wiadczalne na naczyniach
ludzkich byty jak dotad nieliczne (188,201). Opublikowane przez nas wczesniej dane
sugeruja, ze jest mozliwa poprawa czynnosci srodbtonka po wczesniejszym inkubowaniu
naczyn w roztworze SOD, ale obserwowana jest ona gtdwnie w naczyniach z zaburzona
funkcja $rédbtonka (183). Niektérym autorom po podaniu SOD nie udato si¢ jednak
zaobserwowa¢ poprawy funkcji $rédblonkowych w naczyniach tegtniczych (188).
Badacze ci jednakze nie oceniali funkcji srodbtonka u chorych w zaleznosci od stopnia
zaawansowania upos$ledzenia odpowiedzi rozkurczowych na acetylocholing i to byc¢

moze zadecydowato o wynikach.
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W naszych badaniach po rozdzieleniu naczyn na grupy z matlg i duza dysfunkcja
srodbtonka okazato sig¢, ze tylko w grupie z nasilona dysfunkcja naczyniowa,
po wczesniejszej inkubacji z dysmutaza ponadtlenkowa, dochodzi do poprawy
odpowiedzi na acetylocholing. Prawdopodobnie jest to zwiazane z wigksza produkcja
anionu ponadtlenkowego w naczyniach (54,183). SOD w tym przypadku, w wigkszym

stopniu mogtby korzystnie wptywac na zmiany w biodostgpnosci tlenku azotu.

N-acetylocysteina jest uzyteczna eksperymentalnie ze wzgledu na swoje dziatanie

,wymiatajace wolne rodniki” (53). W pierwszych naszych eksperymentach prébowano
okresli¢ jej wptyw na spadek produkcji anionu ponadtlenkowego zaréwno w zytach, jak
1 tgtnicach. Znamienny spadek produkcji O,  zaobserwowano dopiero przy najwyzszym
stezeniu NAC (10mM). Po uwzglednieniu podzialu naczyn na te z i bez dysfunkcji
srodbtonka okazato sig, ze spadek produkcji O, zachodzil po uzyciu mniejszych stgzen
NAC u pacjentéw z lepsza funkcja srodbtonka (w tetnicach byly to stgzenia 100 krotnie,
a w zytach 10 krotnie nizsze). NAC, dziatajac w naczyniach z niewielka dysfunkcja
srodbtonka, a zatem z ograniczona produkcja anionu ponadtlenkowego, moze latwiej
(tj. w mniejszych stgzeniach) przejawia¢ swoje dzialanie.
Kiedy naczynia poddano preinkubacji z dysmutaza ponadtlenkowa, to za wyjatkiem zyt
pochodzacych od pacjentéw z zaawansowana dysfunkcja srédbtonka, we wszystkich
naczyniach zauwazalne byto obnizenie skutecznosci NAC. Wydaje si¢ prawdopodobne,
ze za obserwowanym spadkiem detekcji O, po podaniu NAC, stoi zdolno$¢ usuwania
wolnego anionu ponadtlenkowego przez ten ,,zmiatacz”.

Poniewaz tlenek azotu jest kluczowym mediatorem w homeostazie $rédbtonka,
oceniono wplyw zahamowania syntazy tlenku azotu (NOS) na antyoksydacyjne dziatanie
NAC. Zaobserwowano zmniejszenie dziatania NAC po zahamowaniu NOS, ale tylko
w naczyniach t¢tniczych. Jak juz wcze$niej wspominano, tegtnice charakteryzuja sig
wigksza produkcja NO w stosunku do zyt (201,202). Po uwzglednieniu podzialu naczyn
wedtug stopnia uposledzenia funkcji srédblonka wykazano, ze zmniejszenie aktywnosci
NAC zachodzito gtéwnie w tetnicach z nieznacznie zaznaczona dysfunkcja srédbtonka.
Biorac dodatkowo pod uwage interakcje pomig¢dzy produkowanymi NO i O,’, wydaje si¢
logiczne, ze zahamowanie powstawania NO spowoduje wzgledna nadprodukcje anionu
ponadtlenkowego, szczegdlnie w naczyniach produkujacych duze ilosci NO (naczynia

bezdysfunkcyjne), a to zmniejszy dziatanie NAC.
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W  nastgpnym etapie badan prébowaliSmy oceni¢ wplyw podania
N-acetylocysteiny na zmiany napigcia Sciany naczyniowej. UdowodniliSmy,
ze w zakresie nizszych stezen, NAC powoduje rozkurcze t¢tnic i zyt tylko w naczyniach
bezdysfunkcyjnych. Istnieje szereg prac wskazujacych, ze NAC potencjalizuje dziatanie
nitratéw (203,204,205). Ttumaczy si¢ to zwigkszona w obecnosci NAC biodostgpnoscia
grup sulfhydrolowych, co z kolei zwigksza efekt pobudzenia cyklazy guanylowej (203).
By¢ moze w sytuacji duzej produkcji natywnego NO (naczynia bez dysfunkcji),
dostarczenie grup sulthydrylowych przez NAC skutkuje wigkszym dziataniem
naczyniorozszerzajacym tlenku azotu.

Dozylne podanie NAC u ludzi nie powoduje obnizenia ci$nienia tgtniczego (204).
By¢ moze wynikato to z podawania NAC pacjentom z niestabilng dtawica piersiowa
(naczynia z duzym nasileniem dysfunkcji §rédbtonka). W §wietle moich badan, u takich
0osOb NAC nie powinna powodowac zmian ciSnienia tgtniczego. W eksperymentach
z inhibitorem syntazy tlenku azotu zaobserwowano zmniejszenie NAC-zaleznych
rozkurczéw naczyniowych jedynie w naczyniach tetniczych. Po uwzglednieniu podziatu
chorych wedlug stopnia dysfunkcji  $rédbtonka, stwierdzono ograniczenie
NAC-zaleznych rozkurczOw naczyniowych w naczyniach bezdysfunkcyjnych
1 to zaréwno w tetnicach, jak 1 w zytach. Moze to przemawiac za hipoteza, w mysl ktore;j
NAC moégtby wzmagac¢ dziatanie rozkurczajace natywnego NO, bowiem dzialanie NAC
obserwujemy jedynie w naczyniach z duza produkcja wewnatrznaczyniowego tlenku
azotu.

Po preinkubacji naczyn z dysmutaza ponadtlenkowa uzyskano catkowite
zahamowanie NAC-zaleznych rozkurczow w tetnicach. W zytach zahamowanie
rozkurczéw wystgpowato przy nizszych stezeniach N-acetylocysteiny. Podobnie jak
w przypadku L-NAME i tu réwniez najwigksze zahamowanie rozkurczéw po NAC
wystgpowato w przypadku naczyn bezdysfunkcyjnych. Po raz kolejny potwierdza
to znaczenie interakcji O,/NO dla zachowania prawidlowego napigcia naczyniowego,
a w szczegbélnosci w naczyniach z odpowiednio duza (prawidlowa) produkcja tlenku
azotu.

Probowano okresli¢ takze dawkozalezno§¢ NAC w wywolywaniu rozkurczow
naczyniowych przy réznym stopniu dysfunkcji srédbtonka. Stwierdzono, ze w przypadku
naczyn tetniczych korelacja wystgpowata w zakresie stgzen: 100uM - 1 mM.
W badaniach naczyn zylnych korelacja towarzyszyta réwniez stezeniom nizszym

(10uM-1mM).
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Istnieje szereg danych zar6wno eksperymentalnych, jak 1 klinicznych
obrazujacych korzystny wplyw NAC na szereg zaburzen naczyniowych. Jednoczesne
podanie NAC 1 azotanéw u pacjentow z niestabilna dlawica piersiowa, powoduje
znamiennie zmniejszenie ryzyka zawatlu mig$nia sercowego (204). By¢ moze zachodzi to
dzigki stabilizowaniu przez NAC blaszek miazdzycowych, w wyniku zahamowania
ekspresji makrofagowych metaloproteinaz (206,207). Takie wspdlne podawanie obu
terapeutykéw wydaje si¢ mie¢ jeszcze inne korzystne dzialanie, spowalnia mianowicie
powstawanie tolerancji na donory NO u pacjentéw stosujacych je przewlekle (208).
U pacjentéw z ostrym incydentem wiencowym podawanie NAC ze streptokinaza
przyspieszato z kolei reperfuzj¢ niedokrwionego migsnia sercowego, a takze dziatato
protekcyjnie na czynno$¢ wyrzutowa lewej komory (209). Dodatkowo wykazano,
ze niekorzystne skutki dzialania TNF-o@ na migsien sercowy sa skutecznie hamowane
przez podanie N-acetylocysteiny (207,210). Korzystny efekt zastosowania NAC
opisywano w chorobach na tle miazdzycowym, w tym w nadcis$nieniu tgtniczym (207),

w cukrzycy (211,212) 1 hipercholesterolemii (206).

VI1.4. Wspdtzaleznosci pomigdzy aktywnoscia oksydazy NAD(P)H a produkcja
ponadtlenkéw i dysfunkcja srédbtonka

W tej rozprawie wykazaliSmy istotng korelacj¢ wystgpowania dysfunkcji
srodbtonka, produkcji anionu ponadtlenkowego oraz aktywno$ci oksydazy NAD(P)H
w naczyniach tetniczych (IMA) i zylnych (HSV) pochodzacych od tego samego pacjenta.
Podobne zalezno$ci w odniesieniu do funkcji sroédblonka byty juz wielokrotnie
opisywane (183,213,214). Nieco kontrowersji przyniosty obserwacje chorych
z niewydolno$cia krazenia (215). U takich chorych nie stwierdzono korelacji pomigdzy
dysfunkcja srédbtonka w tozysku naczyn t¢tniczych i zylnych, ale w tym przypadku
metody oceny funkcji srodbtonka réznity si¢ migdzy soba w naczyniach tgtniczych
1 zylnych. W przypadku tgtnic byta to metoda oceny zmian naczyniowych wywotanych
sitami tarcia (shear stress) przepltywajacej krwi, natomiast w przypadku zyl byta
to pletyzmografia. W niniejszej pracy wigkszo$¢ eksperymentéw zostala wykonywana
metoda in vitro, a zatem nie uwzgl¢dniata wptywu uktadu autonomicznego i czynnikéw
neurohumoralnych na funkcj¢ s$rédbtonka. Wplyw tych czynnikéw w modulowaniu
funkcji naczyniowych rézni si¢ istotnie w tozysku tgtniczym i zylnym, co dodatkowo

komplikuje oceng tego zjawiska.
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Jak dotad tylko w jednej pracy (183), analizujacej wspoizaleznos¢ aktywnosci
oksydazy NAD(P)H w naczyniach tetniczych i zylnych, uzyskano wyniki podobne
do prezentowanych w tej rozprawie. Co ciekawe, istnieja dane wskazujace na istotne
r6znice w molekularnej budowie oksydazy NAD(P)H w naczyniach tetniczych i zylnych
(216,217), ale pomimo tego podstawowe mechanizmy regulacyjne w funkcjonowaniu
tego enzymu wydaja si¢ by¢ w obu typach naczyn podobne.

W niektérych badaniach, na przyktad Huraux i wsp., nie wykazano korelacji
pomigdzy stopniem dysfunkcji $rédblonka naczyn tetniczych (wyrazanej za pomoca
maksymalnych odpowiedzi na acetylocholing), a produkcja anionu ponadtlenkowego
(188). Warto jednak podkresli¢ stosunkowo mata grupe badanych w ten sposéb
pacjentéw (n=30), a ponadto oba poréwnywane parametry mierzone byly odmiennymi
metodami. Z kolei w pracy Guzika i wsp.(181) wykazano co prawda znamienna korelacj¢
pomig¢dzy stopniem dysfunkcji $rédbtonka, a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H
1 produkcja anionu ponadtlenkowego, ale przedmiotem tego badania byly jedynie
naczynia zylne.

Jest nie bez znaczenia, ze w niniejszej rozprawie dla oznaczenia korelacji
pomigdzy stopniem dysfunkcji srédbtonka, a aktywnoscia oksydazy NAD(P)H uzywano
zawsze tego samego systemu pomiarowego, tzn. pomiaru zmiany napigcia naczyniowego
w odpowiedzi na acetylocholing — dla oceny dysfunkcji $rédbtonka, a dla aktywnosci
oksydazy NAD(P)H - w odpowiedzi na egzogenny NAD(P)H. Nie ma dotychczas
publikacji, w ktérej zastosowano by podobny spos6b badania korelacji.

Dysfunkcj¢ $rédbtonka z poziomem produkcji anionu ponadtlenkowego
i aktywno$cia oksydazy NAD(P)H wiaze wielokrotnie juz opisywany mechanizm,
polegajacy na reakcji anionu ponadtlenkowego z tlenkiem azotu (54,181,186). W wyniku
tej reakcji dochodzi do spadku biodostgpnosci tlenku azotu, a substancje mogace
zmniejsza¢ poziom NO predysponuja naczynie do wystapienia nadprodukcji O
1 wystapienia dysfunkcji srodblonka. Tak wigc podstawowym czynnikiem obnizajacym
poziom uwalnianego tlenku azotu jest reagujacy z nim anion ponadtlenkowy (218).
Poniewaz oksydaza NAD(P)H jest podstawowym Zrédlem naczyniowego O, (217, 219)
logiczne wydaje si¢ wystgpowanie zaleznosci pomigdzy stopniem dysfunkcji srodbtonka,
a poziomem aktywnosci tego enzymu.

Potencjalnym mechanizmem uposledzenia srédblonka przez nadprodukcj¢ anionu
ponadtlenkowego jest utlenianie przez O, wielu uktadéw enzymatycznych (220) , w tym

roOwniez syntazy tlenku azotu (221). Z drugiej strony, takze sam tlenek azotu moze
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hamowa¢ aktywnos¢ i/lub ekspresj¢ oksydazy NAD(P)H (222,223). W ten spos6b mato
prawdopodobne wydaje sig, aby spadek biodostgpnosci NO i wzrost aktywnosSci
oksydazy NAD(P)H byty zjawiskami od siebie niezaleznymi.

VL5. Czynniki ryzyka miazdzycy a funkcja srédbtonka i produkcja ponadtlenkéw

W tej pracy wykazaliSmy, ze stopien obserwowanej dysfunkcji $rédbtonka
u poszczegélnych chorych istotnie koreluje ze wszystkimi wspotwystepujacymi
podstawowymi czynnikami ryzyka miazdzycy tj. hypercholesterolemia, nadwaga,
cukrzyca, nadciSnieniem oraz paleniem papierosow. Wspotwystgpowanie powyzszych
czynnikéw ryzyka istotnie pogarszato odpowiedzi §rédblonkowe zar6wno w naczyniach
tetniczych (IMA), jak i zylnych (HSV), przy czym w wigkszym stopniu w IMA.

Jednakze, kiedy analizg¢ korelacji odpowiedzi srédbtonkowych z kazdym
z czynnikéw ryzyka przeprowadzano oddzielnie, nie udato si¢ uzyskaé korelacji
zaleznosci w przypadku nadcis$nienia tgtniczego oraz cukrzycy - czynnikéw ryzyka,
ktérych niewatpliwy zwiazek z miazdzyca wykazaty cho¢by badania Framingham. Nie
jest to jasne, ale trzeba wzia¢ pod uwagg, ze w wielu dotychczas publikowanych pracach,
pomimo wykazania wpltywu poszczegdlnych czynnikéw ryzyka na powstawanie
dysfunkcji $rédbtonka, to nie zawsze byly to te same czynniki. I tak, dla naczyn
tetniczych sa to: hipercholesterolemia oraz nadcisnienie (224), hipercholesterolemia oraz
palenie (225), czy tez samo zaburzenie gospodarki ttuszczowej (226). W przypadku zyt
sytuacja wydaje si¢ by¢ réwnie skomplikowana. Bierze si¢ tu pod uwage zaburzenie
gospodarki tluszczowej, cukrzyce, palenie papieroséow (227,228). Tak wigc po
zestawieniu danych uzyskanych z analizy tych prac, wynik nie jest bardzo jednoznaczny.
Jesli juz mozna si¢ pokusi¢ o jakie§ uogdlnienie, to najczesciej podkreslany jest wptyw
wlasnie zaburzen gospodarki lipidowej i palenia papierosOw na stopien uszkodzenia
srodbtonka. Co istotne, podobnie jak w tej rozprawie, w wigkszosci przypadkéw udato
si¢ zaobserwowa¢ korelacj¢ stopnia dysfunkcji $rédbtonka z  mnogoscia
wspotwystepujacych czynnikdw ryzyka. Jedynym zatem pewnym wnioskiem jest ten,
ze w powstawaniu zaburzen funkcji srédblonka nie odgrywa roli jaki§ poszczegdlny
czynnik ryzyka, ale suma ich dziatania, najprawdopodobniej jeszcze z nie do konca
oszacowanym wptywem podloza genetycznego.

Oczywiscie, ze tak niejednoznaczna ocena wptywu poszczegélnych czynnikéw

ryzyka miazdzycy na dysfunkcje srodblonka moze wynika¢ roéwnie dobrze
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z metodologicznych biedéw. W przypadku nadcisnienia czy cukrzycy, wlacza si¢
w roznych badaniach niejednokrotnie do jednej grupy, pacjentow z dobrze i Zle
kontrolowanym schorzeniem. Réwniez spozycie lekdw, potencjalnie $rédblonkowo-
protekcyjnych (np. statyny, IKA), moze powodowac istotne réznice w wynikach.
W naszej pracy zastosowanie takich lekéw siggato 100%, a w przypadku badan
wczesniejszych wynosito ono znacznie mniej (np. Guzik 1 wsp. (183): statyny 81%, IKA
46%; Berry 1 wsp. (179): statyny 52%, IKA 22% ). W przypadku palenia papieroséw
oparcie si¢ wytacznie na danych z wywiadu cze¢sto nie pozwala na doktadna oceng tego
czynnika ze wzgledu na brak chgci wspolpracy chorego. Wreszcie zaréwno liczba
pacjentow poddanych analizie, czas ich obserwacji, jak 1 sposoby detekcji dysfunkcji
srodbtonka (metody in vitro i in vivo - kazda obarczona wlasnym btedem) réznity si¢
istotnie w poszczegdlnych badaniach. Pozwala to poréwna¢ wyniki poszczegdlnych
badan tylko ze znacznym przyblizeniem.

W prezentowanej rozprawie analizowano rowniez zwiazek pomigdzy aktywnoscia
oksydazy NAD(P)H, wyrazanej zmiang napigcia naczyn migsni gtadkich w odpowiedzi
na NAD(P)H, a wystgpowaniem czynnikéw ryzyka miazdzycy. I takze tutaj wykazano
znamienng korelacj¢ pomigdzy czynnikami ryzyka, tj. nadwaga, hipercholesterolemia,
nadci$nieniem, paleniem tytoniu i cukrzycg, a stopniem aktywnosci oksydazy NAD(P)H.
W poréwnaniu z naczyniami zylnymi, w naczyniach tgtniczych ta korelacja byta rowniez
znamiennie wyzsza. Korelacja aktywno$ci oksydazy NAD(P)H z wystgpowaniem
czynnikow ryzyka miazdzycy nie zdziwila nas, poniewaz, jak wykazaliSmy, aktywnos¢
NAD(P)H oksydazy koreluje z kolei ze stopniem dysfunkcji srédbtonka. Przy analizie
szczegbtowej pojedynczych czynnikéw ryzyka zdotaliSmy ustali¢ jedynie zwiazek
pomigdzy aktywnoscia oksydazy NAD(P)H, a nadwaga oraz hipercholesterolemia. Znane
sa jednak doniesienia o istnieniu podobnej zaleznosci dla nadci$nienia (229) i cukrzycy
(230,231).

Potwierdzeniem znamiennej zalezno$ci pomigdzy aktywnos$cia oksydazy
NAD(P)H, a iloscia wspotwystepujacych czynnikéw ryzyka miazdzycy, sa nasze
chemiluminescencyjne pomiary uwalniania anionu ponadtlenkowego. W tych
do$wiadczeniach  wykazaliSmy istotna korelacj¢ pomigdzy uwalnianym O,

(aktywowanym przez egzogenny NAD(P)H), a wspétwystgpowaniem czynnikéw ryzyka.
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VI1.6. Nadcis$nienie t¢tnicze a stopien dysfunkcji srédbtonka — poréwnanie wynikéw

w naczyniach szczurzych i ludzkich

Zaréwno w przypadku naczynh szczurzych, jak i ludzkich nie udalo si¢ nam
wykaza¢ statystycznie znamiennych zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem nadcisnienia
tetniczego, a stopniem dysfunkcji srodblonka, ktory oceniany byl przy uzyciu testu na
acetylocholing. Bardzo trudno jednak odnosi¢ si¢ nam do tych wynikéw z pelnym
zaufaniem. Po pierwsze, w naszych badaniach ludzkie naczynia pochodzity od pacjentéw
po zabiegu, a wigc przewaznie cierpiacych na schorzenia obciazajace Srodbtonek.
Po drugie, w piSmiennictwie istnieja takze znaczne rozbieznosci w wynikach prac
analizujacych stopien uszkodzenia S$rodbtonka u szczuréw nadci$nieniowych SHR,
a tylko cze$¢ badaczy ludzkich naczyn krwiono$nych nie wykazata ré6znic w odpowiedzi
na acetylocholing u pacjentéw 2z nadciSnieniem 1 bez tego schorzenia (232).
Przyttaczajaca wigkszos¢ danych, wskazujacych na wystgpowanie dysfunkcji srédbtonka
w ludzkim nadci$nieniu tg¢tniczym, pochodzi jednak z badan ,.in vivo”, z uzyciem metody
FMD i pletyzmografii (126,148), a trzeba przyznaé, ze bezinwazyjne metody oceny
funkcji srédbtonka bez trudno$ci stwarzaja mozliwo$¢ analizy funkcji $rédbtonka
w nadcis$nieniu w poréwnaniu z ludZmi zdrowymi. W badaniach ,,in vivo” mozliwy jest
tez dobor pacjentéw, umozliwiajacy ilosciowo jednakowe préby grup z nadci$nieniem
i bez nadci$nienia. To wszystko nie jest mozliwe, gdy naczynia pobierane sa do badan
podczas zabiegu pomostowania i stad wiele naszych watpliwosci.

Nasze badania nie wykazaly roéwniez znamiennej zaleznosci pomigdzy
wystgpowaniem NAD(P)H-zaleznych rozkurczow naczyniowych 1 nadci$nieniem
tetniczym. StwierdziliSmy jednak, ze odpowiedzi na NAD(P)H, typowe dla naczyn
szczuréw zdrowych (kontrola WKY), wystepuja w ludzkich naczyniach o niewielkiej
dysfunkcji srédblonka. W ten, by¢ moze nieco zawity sposéb, mozna doj$¢ do wniosku,
ze to, co dla $rédblonka naczyn szczuréw zdrowych (WKY) oznacza brak nadci$nienia,
dla naczyn ludzkich moze oznacza¢ funkcjonalny s$rédbtonek. Spekulujac dalej,
wywolanie eksperymentalnego stresu oksydacyjnego w zdrowym $rédbtonku
doprowadza do ciagu przemian, w wyniku ktérych powstaje rozszerzajacy naczynia
nadtlenek wodoru i tlenek azotu. W dysfunkcyjnym s$rédbtonku warunki stresu
oksydacyjnego moga powodowac¢ powstawanie nadmiernych ilo$ci naczyniokurczacego
anionu ponadtlenkowego 1 wynikajace z tego niekorzystne konsekwencje.

Potwierdzeniem roli srédblonka w zmniejszaniu konsekwencji stresu oksydacyjnego jest
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zaobserwowana przez nas w naczyniach ludzkich silna korelacja pomigdzy stopniem
dysfunkcji Srédbtonka, a odpowiedzia kurczaca i produkcja anionu ponadtlenkowego

po podaniu NAD(P)H.

Na zakonczenie chcialbym da¢ wyraz kilku moim przemysleniom zwigzanym
z uzyciem w badaniach naczyn od pacjentéw z nadci$nieniem i pochodzacych
od zwierzat z samoistnym nadci$nieniem tgtniczym.

Po pierwsze, kontrola dla pacjentéw nadcisnieniowych powinni by¢ chorzy
rézniacy si¢ od nich brakiem wylacznie tylko tego jednego schorzenia. Jednakze takie
zadanie jest catkowicie niewykonalne i jedynym wyjsciem z tej sytuacji musi byc¢
poréwnywanie chorych z nadci$nieniem z pacjentami normotensyjnymi, odpowiednio
dobranymi pod wzgledem wieku, pici czy tez pozostalych czynnikéw ryzyka rozwoju
patologii naczyniowych. Ile jest tych czynnikbw nie wiadomo, nie méwiac juz
o ogromnych réznicach genetycznych, ktérych znaczenia mozemy na razie jedynie si¢
domysla¢. Co wigcej, z kazda chwila przybywa doniesien o odkrywaniu nowych,
niezaleznych, czynnik6bw mogacych powodowaé wystagpienie lub poglebienie
nadci$nienia. Nalezy pamigta¢, ze kazdy z naszych dawcéw naczyn przeszedl cigzka
operacj¢ serca, spowodowana miazdzyca naczyn wiencowych. Stad efekt nadci$nienia
naktada si¢ na wptyw innych czynnikéw. Razem wspétdecyduja one o funkcji naczyn,
zatem nie do konca mozliwa jest przejrzysta ocena wynikow.

W modelu szczurzym wiele z tych zastrzezen traci swe znaczenie. Wiemy,
ze szczury sg jednakowej pici i wieku. Co wazniejsze, poza niewatpliwa miedzygrupowa
zmienno$cia materialu genetycznego (réznice genetyczne pomigdzy szczurami WKY
i SHR) istnieje tylko stosunkowo niewielka zmienno$¢ mig¢dzyosobnicza w obrebie
kazdej z grup, co wynika ze wsobnego sposobu hodowli tych zwierzat. Wreszcie
wszystkie maja takie same warunki bytowe, jak na przyktad dostgpno$¢ pokarmu, czy
jednakowe S$rodowisko. W rezultacie model szczurzego nadci$nienia tgtniczego
znakomicie nadaje si¢ do oceny wplywu samego nadci$nienia na biologi¢ naczyn,
kontrole sa wiarygodne, bardzo dobra jest powtarzalno$¢ wynikow.

Inna wazna sprawa jest dobdr naczyn do oceny funkcji srodbtonka. Ze wzgledow
praktycznych, w przypadku szczuréw bylty to tgtnice gtéwne, a w przypadku ludzi,
tetnice piersiowe wewngtrzne i zyly odpiszczelowe. Dotychczas u ludzi w celu badania

funkcji naczyniowych metodami ,,in vitro” stosowane byty, oprécz wymienionych, takze
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tetnice wiencowe uzyskane od chorych przechodzacych zabieg przeszczepu serca (233)
oraz niewielkie tgtnice obwodowe skory (232). Poniewaz mozliwos$¢ uzyskania naczyn
wiencowych jest bardzo mata, nie gwarantuje to przeprowadzenia odpowiedniej ilosci
do$wiadczen. Uznano wigc, ze najlepiej odpowiadajacymi celom tej pracy beda IMA
1 HSV. Wiadomo co prawda, Ze sa to naczynia dotknigte procesem miazdzycowym tylko
w niewielkim stopniu, stad z reszta gtdwnie ich uzyteczno$¢ w pomostowaniu naczyn
wiencowych, ale jak wykazano w wielu juz pracach, bardzo dobrze nadaja si¢ tez
do ogdlnoustrojowej oceny stopnia rozwoju miazdzycy. Nie bez znaczenia byto dla nas
1 to, ze ich funkcje postanowiono poréwnywac ze szczurzymi tetnicami gtéwnymi, ktére
jako naczynia przewodzace takze tylko w niewielkim stopniu objete sa zmianami
miazdzycowymi.

Trzecia, niezwykle istotna sprawa jest, ze w przypadku doswiadczen
z naczyniami ludzkimi, na funkcje srédbtonka moga wptywaé leki zazywane przez
pacjentow. Dla kilku z tych lekéw istnieja dowody na ich niewatpliwe dziatanie
protekcyjne dla srédbtonka naczyniowego. Na przyktad do takich lekéw zaliczane sa
statyny i inhibitory konwertazy angiotensyny, a w naszych badaniach byly one stosowane
przed 1 po zabiegu u wszystkich pacjentow. Nie sposéb zatem u nich oddzieli¢ naturalnej
funkcji srédbtonka, od funkcji skorygowanej przez zazywanie lekéw. Co wigcej, nie byta
dla nas dostgpna informacja przez jak dlugi okres pacjenci zazywali leki, a wigc w jakim
stopniu prawidlowa funkcja srédbtonka mogta zosta¢ juz przywrécona w trakcie terapii .

Wreszcie pragng zwrdci¢ uwage, ze wnioski z badania naczyn ,,in vitro” winny
by¢ wuogodlniane bardzo ostroznie, zwazywszy, ze takie naczynia sa chociazby
odnerwione, a takze, ze w wigkszym lub mniejszym stopniu, zawsze sa nieco uszkodzone
podczas preparowania.

Ostatecznie o$mielam si¢ jednak wyrazi¢ poglad, ze pomimo szeregu
niedoskonatosci, podjecie przeze mnie proby oceny wplywu nadci$nienia tgtniczego
na funkcje naczyn przy uzyciu identycznych technik badawczych, jednoczesnie u ludzi

i u zwierzat, pozwolito mi dostrzec zupelnie nowe obszary poznania.
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VII. WNIOSKI

1) Pomiar odpowiedzi naczynioruchowej oraz produkcji anionéw ponadtlenkowych
w izolowanych naczyniach krwiono$snych podczas farmakologicznej stymulacji oksydazy
NAD(P)H jest dobrym doswiadczalnym sposobem wykrywania dysfunkcji srédbtonka

naczyniowego w samoistnym nadcis$nieniu t¢tniczym

2) Dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego towarzyszy zmniejszona aktywno$¢
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu i jednocze$nie wzmozona produkcja aniondw
ponadtlenkowych, ktérych gléwnym zrédlem jest naczyniowa oksydaza NAD(P)H.
Obserwacje te dotycza dysfunkcyjnych naczyn krwiono$nych pochodzacych zaréwno od

szczurOw z samoistnym nadcisnieniem tgtniczym, jak 1 od ludzi

3) W ludzkich naczyniach krwionosnych dysfunkcja srédbtonka koreluje z iloscia
wspotistniejacych u chorych czynnikéw ryzyka miazdzycy. Skuteczna okazala sig
do$wiadczalna proba przywrécenia prawidlowej funkcji srédbtonka w tetnicach ludzkich,
polegajaca na ograniczeniu efektywnosci oksydazy NAD(P)H przez dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD)
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VIII. STRESZCZENIE

Zaburzenia wydzielniczej funkcji srédbtonka naczyniowego i stres oksydacyjny
wydaja si¢ by¢ odpowiedzialne za wystgpowanie wielu schorzen uktadu krazenia, w tym
naczyniowych incydentéw zakrzepowych. W niniejszej rozprawie podjgto probeg
opracowania nowej metody oceny stopnia dysfunkcji $rédblonka naczyniowego
w warunkach do$wiadczalnego stresu oksydacyjnego, wywotlanego farmakologiczna
aktywacja naczyniowej oksydazy NAD(P)H.

Pierwsza czg$¢ badan przeprowadzono na izolowanych aortach  szczuréw
kontrolnych (WKY, n = 60) 1 szczuréw z samoistnym nadci$nieniem tgtniczym (SHR,
n = 60). Nastgpnie, metod¢ zdyskontowano, oceniajac dysfunkcje naczyn ludzkich,
uzyskanych od pacjentéw po chirurgicznym zabiegu pomostowania tgtnic wiencowych.
Badaniami objgto t¢tnice piersiowe wewngtrzne 1 zyly odpiszczelowe, uzyskane od 160
chorych, o réznej ilosci czynnikow ryzyka miazdzycy 1 réznym stopniu mozliwej
dysfunkcji srédbtonka naczyn.

Stopien dysfunkcji §rédbtonka oceniano poprzez poréwnanie naczynioruchowych
odpowiedzi naczyn na NADPH 1 acetylocholing, technika tazni narzadowej (organ bath).
Dla tych samych naczyn dokonywano pomiaru produkcji anionéw ponadtlenkowych
metoda chemiluminescencji zaleznej od lucygeniny.

Wykazano, ze u szczur6w z genetycznie uwarunkowanym samoistnym
nadci$nieniem tgtniczym produkcja anionéw ponadtlenkowych jest okoto 2,5-krotnie
wigksza niz w kontroli, a gtdéwnym zZrédtem produkcji O, jest oksydaza NAD(P)H.

Po raz pierwszy zaobserwowano catkowicie przeciwstawne odpowiedzi naczyn
z dysfunkcja $rédbtonka i naczyn kontrolnych na aktywacj¢ $rédblonkowej oksydazy
NAD(P)H. Izolowane aorty od szczuréw nadci$nieniowyvch byty kurczone przez
NADPH, natomiast u szczuréw z prawidlowym ciSnieniem tgtniczym egzogenne
NADPH wywotywato rozkurcz. WykazaliSmy, ze za skurcze naczyn szczuréw
nadci$nieniowych po NADPH odpowiedzialna jest zaktywowana oksydaza NAD(P)H
i produkowany przez nia anion ponadtlenkowy, natomiast w rozkurczach na NADPH
(u szczuréw z prawidlowym cisnieniem krwi) przewagg osiaga tlenek azotu oraz,
co ciekawe, nadtlenek wodoru. Interesujace jest tez, ze rozkurcz aorty szczura wywotany

per se w niewielkich stgzeniach nadtlenku wodoru (10™ — 10~ M) jest zalezny od tlenku
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azotu. Jesli przyja¢ powszechnie akceptowany poglad, ze obserwowana odpowiedz
naczyniowa na stres oksydacyjny jest wypadkowa dziatania srédbtonkowych czynnikéw
naczyniorozszerzajacych, przede wszystkim NO, i wazokonstrykcyjnych, np. anionéw
ponadtlenkowych, to indukcja skurczu aorty przez NADPH w prosty sposéb potwierdza
istnienie znacznej dysfunkcji srodblonka naczyniowego, polegajacej na istotnym
ograniczeniu  wydolnosci  srédbtonkowych  czynnikéw  naczyniorozszerzajacych,
a zwigkszeniu naczyniokurczacych. W naszej opinii opracowana metoda jest przydatna
do doswiadczalnego wykrywania dysfunkcji srédbtonka naczyniowego.

W  drugiej czgsci badan, ktére przeprowadzono na naczyniach ludzkich
potwierdzono, ze podobnie jak u zwierzat, produkcja anionéw ponadtlenkowych jest
wynikiem gtéwnie aktywacji oksydazy NAD(P)H, ale w odréznieniu od szczuréw,
w produkcji ponadtlenkéw w naczyniach ludzkich wykazano znaczacy udzial takze
oksydazy ksantynowe;j.

Ponadto, w naczyniach ludzkich stwierdzono znamienna korelacj¢ pomigdzy
dysfunkcja $rédbtonka, a produkcja anionéw ponadtlenkowych (dla tetnic R=0.67,
p<0.001; dla zyt R=0.54, p<0.001) przez oksydaze¢ NAD(P)H, a takze, ze tlenek azotu
posredniczy w rozkurczu naczyn wywotanym NADPH.

Wykazano istotne réznice pomigdzy ludzkimi naczyniami tgtniczymi i zylnymi
w NO-zaleznej naczynioruchowej odpowiedzi na acetylocholing. W odpowiedzi
na acetylocholing rozkurcze naczyn tgtniczych byly wigksze niz naczyn zylnych, przy
jednocze$nie zmniejszonej generacji anionéw ponadtlenkowych.

W ludzkich naczyniach krwionos$nych stopien dysfunkcji srédbtonka istotnie
koreluje z iloscia czynnikéw ryzyka miazdzycy (dla tetnic R=0.56, p<0.0005; dla zyt
R=0.49, p<0.0005) i jest podobny w tetnicach i zytach (R=0.74, p<0.0001). Z niejasnych
jednak przyczyn w naczyniach ludzkich, zaréwno zylnych jak 1 tgtniczych,
nie znaleziono statystycznie znamiennej korelacji pomigdzy dysfunkcja s$rddblonka,
a obecnoscia jako czynnika ryzyka nadcis$nienia tetniczego.

Skuteczna okazata si¢ do$wiadczalna préba przywrdcenia prawidlowej funkcji
srodbtonka w izolowanych tetnicach ludzkich, polegajaca na ograniczeniu efektywnosci
oksydazy NAD(P)H przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa (SOD).

Mamy nadziejg, ze opracowana metoda oraz nasze obserwacje przyczynia si¢ do
poznania mechanizméw patogenezy dysfunkcji srodbtonka naczyniowego w chorobach

krazenia.
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IX. SUMMARY

Disturbances of the secretory function of the vascular endothelium and oxidative stress
seem to be responsible for occurrence of many diseases of the circulatory system, in this
vascular thrombotic incidents. In the hereby elaboration an effort was undertaken to work
out a new evaluation method of a degree of the endothelial dysfunction in conditions of
the experimental oxidative stress caused by the pharmacological activation of vascular
oxidase NAD(P)H.

The first part of research was carried out on isolated aortas of control rats (WKY, n = 60)
and rats with idiopathic hypertension (SHR, n = 60). Then this method was discounted
evaluating the dysfunction of human vessels, obtained from patients after the surgical
procedure of coronary arteries bridging. Research included the internal thoracic arteries
and saphenous veins, obtained from 160 patients, with various number of atheromatosis
risk factors and various degree of the possible endothelial dysfunction.

The dysfunction degree of the endothelium was evaluated by comparison of vasomotor
answers of vessels to NADPH and acetylocholine by a technique of the organ bath. There
was performed for the same vessels measurement of superoxide anions production by the
chemiluminescence method depending on lucygenine.

It was proved that at rats with genetically conditioned idiopathic hypertension production
of superoxide anions is about 2.5 times higher than during control, and the main source of
O, “production is oxidase NAD(P)H.

For the first time there were observed totally contrary answers of vessels with the
endothelial dysfunction and control vessels during activation of the endothelium oxidase
NAD(P)H. Isolated aortas from rats with hypertension were contracted by NADPH,
whereas at rats with correct blood pressure the exogenous NADPH caused decontraction.
We proved that activated oxidase NAD(P)H and superoxide anion produced by it, is
responsible for vessels contractions of the rats with hypertension after NADPH, whereas
in decontractions after NADPH (at rats with correct blood pressure) nitric oxide
dominates and, what is interesting hydrogen peroxide. It is also interesting that
decontraction of a rat's aorta caused per se in little concentration of hydrogen peroxide
(107 - 10 M) depends on nitric oxide. If one assumes a commonly accepted opinion that

the observed vessels answer to oxidative stress is a resultant of the activity of endothelial
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vasodilating factors, first of all NO and vasoconstrictive, e.g. superoxide anions, then
induction of aorta's contraction by NADPH in a simple way certifies existence of an
essential endothelial dysfunction consisting in significant efficiency limitation of
endothelial vasodilating factors and enlargement of vasocontracting ones. In our opinion
the elaborated method is useful for experimental detection of the vascular endothelial
dysfunction.

In the second part of research, which were performed on human vessels, it was certified
that similarly as in animals production of superoxide anions is mainly the result of
oxidase NAD(P)H, but differently than at rats, in superoxides production in the human
vessels a significant participation of xanthine oxidase was also proved.

Moreover, in human vessels a significant correlation was found between the endothelial
dysfunction and production of superoxide anions (for arteries R= 0.67, p<0.001; for veins
R=0.54, p<0.001) by oxidase NAD(P)H and also that nitric oxide mediates in
decontraction of vessels caused by NADPH.

Essential differences were proved between the human arteries and veins in the NO-
dependent vasomotor answer on acetylocholine. In answer to acetylocholine
decontractions of arteries were larger that of veins at simultaneous decreased production
of the superoxide anions.

In the human arteries the endothelial dysfunction degree really correlates with a number
of atheromatosis risk factors (for arteries R=0.56, p<0.0005; for veins R=0.49, p<0.0005)
and is similar in arteries and veins (R=0.74, p<0.0001). However, because of obscure
reasons there was not found any statistically essential correlation between the endothelial
dysfunction and existence of hypertension as a risk factor both in human arteries and
veins.

An effective proved to be an experimental effort to return a correct function of the
endothelium in the isolated human arteries, consisting in limitation of oxidase
effectiveness NAD(P)H by superoxide dismutase (SOD).

We hope that the elaborated method and our findings will be helpful to learn
pathogenesis mechanisms of the vascular endothelial dysfunction in the circulation

diseases.

132



X. SPIS SKROTOW

Ach — acetylocholina

ADMA - asymetryczna dimetyl-arginina

ANOVA - analiza wariancji

ANP - przedsionkowy peptyd natriuretyczny

APO — apocynina

AGII - angiotensyna II

ATII — receptor dla angiotensyny II

ATP — adenozynotréjfosforan

BH, — tetrahydrobiopteryna

B-FGF — czynnik wzrostu fibroblastéw beta

CABG - pomostowanie aortalno-wiencowe

cAMP - cykliczny adenozynomonofosforan

cGMP - cykliczny guanozyno-5’-monofosforan

Chele — chelerytryna — inhibitor PKC

COX - cyklooksygenaza

Cu/Zn SOD - dysmutaza ponadtlenkowa z Cu/Zn w centrum aktywnym
CzR — czynniki ryzyka miazdzycy

DETC - dietylokarbamid

DOCA-salt - szczury z nadci$nieniem uwarunkowanym nadmiarem
mineralokortykoidéw

e- - naczynia ze sztucznie usuni¢tym $srédbtonkiem
EDHF - $r6dbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy
EDRF - §rédbtonkowy czynnik naczyniorozkurczajacy
eNOS - srédbtonkowa syntaza NO

ERP - spinowy rezonans paramagnetyczny

ET - endotelina

FMD - badanie rozkurczéw t. ramiennej wywotanych przeptywem krwi
GM-CSF — makrofagowo-granulocytowy czynnik wzrostu
H,0, — woda utleniona

HMG-CoA - hydroksymetyloglutarylo koenzym A
HSV - ludzka zyta odpiszczelowa dtuga

IMA - ludzka t¢tnica piersiowa wewngtrzna

ICAM - czasteczka adhezyjna migdzykomoérkowa

IFN v - interferon y

IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostowy 1

IKA — inhibitory konwertazy angiotensyny

IL - interleukina

iNOS - indukowalna syntaza NO

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci

L-NAME - ester metylowy L-NG-nitroargininy
Lucygenina — bis-N-metyloakrydyna

M:K - liczba mgzczyzn do liczby kobiet

MAPK - kinaza bialkowa aktywowana mitogenami
MCP-1 - biatko chemotaktyczne monocytow

MMP - mieloperoksydazy

NAC — N-acetylocysteina
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NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
NF«p — czynnik transkrypcyjny k3

nNOS — neuronalna syntaza NO

NO - tlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu

NOS I - vide nNOS

NOS II - vide iNOS

NOS III - vide eNOS

NOX - oksydaza niefagocytarna

O, - anion ponadtlenkowy

ONOQO' - nadtlenoazotyn

Oxy — oxypurynol

PAF - czynnik aktywujacy plytki

PAI-1 — inhibitor aktywatora ptytkowego 1

PDGF —ptytkowy czynnik wzrostu

PE — fenylefryna

PEG-SOD - dysmutaza ponadtlenkowa sprz¢zona z glikolem polietylenowym
PGH,; — prostaglandyna H,

PGI, — prostacyklina

PKC - kinaza biatkowa C

PTCA — przezskoérna angioplastyka naczyn wienhcowych
R — wspétczynnik korelacji

RLU - jednostki swietlne chemiluminescencji

ROS - wolne rodniki tlenowe

RR - cis$nienie tetnicze

SD — odchylenie standardowe

SEM - btad standardowy $rednie;j

SHR - szczury z samoistnym nadci$nieniem tgtniczym
sm — sucha masa

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TEA — tetraetyl amonu

TGFp - transformujacy czynnik wzrostowy beta

Tiron — kwas 4,5-dihydro-1,3-benzeno disulfonowy
TNFo — czynnik martwicy nowotworow alfa

t-PA — tkankowy aktywator plazminogenu

TXA, — tromboksan A,

VCAM-1 — naczyniowa czasteczka adhezyjna 1

VEGF - naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu
WKY - szczury Wistard-Kyoto — szczury normotensyjne, stanowiace kontrolg dla SHR
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