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STRESZCZENIE

Tryptofan nalezy do aminokwasow egzogennych niezbednych do syntezy
biatek. W organizmie czlowieka ulega trzem przemianom: dekarboksylacji z
utworzeniem tryptaminy, hydroksylacji z przeksztalceniem w 5-hydroksytryptofan i
utworzenia serotoniny (5-HT) oraz rozerwaniu pierscienia indolowego, w wyniku czego
powstaja kynureniny. Z puli tryptofanu az 94% jest metabolizowane na drodze szlaku
kynureninowego (KP). Przemiana ta prowadzi do powstania wielu biologicznie
aktywnych zwiazkow, ktore moga wykazywaé¢ wzgledem siebie dziatanie
antagonistyczne. Przez wiele lat KP byl postrzegany jako zrodlto substancji
wysokoenergetycznych. Dopiero kiedy odkryto, ze podanie niektérych kynurenin do
mozgu szczurOw powodowalo drgawki 1 zmiany w ich zachowaniu, wzrosto
zainteresowanie znaczeniem Kkynurenin w roéznych procesach chorobowych. W
badaniach in vivo udowodniono, Zze zaro6wno tryptofan jak i pierwszy metabolit
tryptofanu L-kynurenina podane obwodowo, obnizaja ci$nienie tetnicze krwi u
szczuréw oraz dziataja depresyjnie na migsien sercowy i mig¢snie gtadkie. W badaniach
prowadzonych na izolowanych pierscieniach tgtnicy wiencowej swin, L-kynurenina, w
stezeniach  znacznie przekraczajacych fizjologiczne, powodowata relaksacje

obkurczonych roztworem fenylefryny naczyn aorty.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie bezposredniego wptywu poszczegolnych
elementéw KP na reaktywno$¢ izolowanych naczyn tetniczych szczura w badaniach in
vitro. Okre$lono takze stopien aktywnosci naczyniowej analizowanych zwigzkow w
odniesieniu do fenylefryny, 5-HT, jak rowniez roztworu KCI. Dodatkowo podjeto probe
okreslenia stabilno$ci analizowanych fragmentow izolowanych naczyn tetniczych

podczas dlugotrwatej inkubacji.

W tym celu podjeto badanie izometrycznej odpowiedzi skurczowej izolowanych
fragmentow tetnic, pochodzacych z czterech réznych naczyn tetniczych szczura (aorta
cze$¢ zstepujaca, aorta czeS¢ wstepujaca, tetnica ptucna oraz odcinki II rzedu tetnicy
krezkowej gornej) przy pomocy inkubacji tkankowych. Pobrane odcinki naczyn zostaly
starannie oczyszczone z tkanki lacznej, a nastepnie przewieszone przez $wiatto

naczynia na haczykach ze stali nierdzewnej w 5 ml komorach inkubacyjnych do badan



izolowanych naczyn (Mayflower Tissue Bath of Hugo Sachs Elektronik, Germany) w
warunkach izometrycznych (F30, TAM-A typ 705/1, Hugo Sachs Elektronik,
Germany). Przed przystapieniem do wtasciwej analizy, wyznaczono optymalne napigcie
spoczynkowe. Po ustabilizowaniu naczyn podawano do komor inkubacyjnych
wzrastajace, kumulacyjne dawki analizowanych zwigzkoéw, a nastepnie analizowano
reakcje naczyn na zastosowane stgezenia (PowerLab, ADInstruments, Australia). W
czasie trwania do$wiadczenia medium napowietrzano karbogenem. Wykonano takze
barwienia hematoksylina—eozyna, w celu okreslenia ewentualnego nieswoistego —
toksycznego dzialania analizowanych zwigzkow na pierScienie naczyn w czasie

dtugotrwatej inkubac;ji.

Na podstawie wykonanych badan stwierdzono, ze wybrane metabolity szlaku
kynureninowego wywieraja wptyw rozkurczajacy na migénie gladkie naczyn. Kwas
pikolinowy rozkurcza migsnie gltadkie naczyf, poddane wcze$niejszemu dzialaniu 5-
HT, a sita dziatania rozkurczowego zalezy od pochodzenia danego odcinka naczynia.
Ponadto, kwas pikolinowy w stosunkowo wysokich stezeniach wywotuje rozkurcz
naczyn, poddanych wczesniejszemu dziataniu fenylefryny oraz KCIl. L-kynurenina
rozkurcza mig$nie gltadkie naczyn, poddane wytacznie dziataniu fenylefryny i KCI. Nie
wplywa istotnie na naczynia poddane dziataniu 5-HT. Z kolei kwas 3-
hydroksyantranilowy i kwas ksanturenowy, w sposéb zalezny od dawki, rozkurczaja
miegs$nie gltadkie naczyn poddane wcze$niejszemu dziataniu 5-HT. Tryptofan, kwas
kynureninowy, 3-hydroksy-L-kynurenina, kwas antranilowy, kwas chinolinowy oraz
kwas nikotynowy, w zastosowanym zakresie stezen, nie wptywaja istotnie na izolowane
naczynia tetnicze szczura. Usunigcie §rodblonka nie ma wptywu na dziatanie kynurenin,
co wskazuje, ze mechanizm dzialania rozkurczowego na naczynia, zwigzany jest
bezposrednio z wptywem na komoérki migéni gladkich naczyn. Wyniki badan sugeruja
udziat receptora alfa-1 adrenergicznego, receptora 5-HT», oraz wplyw kanatow Ca*"

sterowanych potencjalem w opisanym dziataniu rozkurczowym na naczynia.

Otrzymane wyniki wskazuja na wyzsza wrazliwo$¢ naczyn oporowych,
odpowiedzialnych za spadek ci$nienia np. w czasie trwania wstrzasu septycznego, w
porownaniu do naczyn przewodzacych. Ponadto na podstawie wykonanych
eksperymentow stwierdzono, ze izolowane naczynia zachowuja swoja funkcjonalnosé
przez 6 godzin trwania do$§wiadczenia, co umozliwia przeprowadzenie badania w czasie

dtugotrwatej inkubac;ji.



SUMMARY

Tryptophan is an essential amino acid which is necessary for protein synthesis
and thus must be obtained in the form of food. In the human body, it undergoes three
physiological changes: decarboxylation to form tryptamine, hydroxylation, with the
conversion to 5-hydroxytryptophan and serotonin (5-HT), and the last process, but not
the least, results in the formation of kynurenines via the disruption of the indole ring.
From the general pool of tryptophan, up to 94% is metabolized along the kynurenine
pathway (KP). This transformation leads to the formation of many biologically active
compounds which exhibit antagonist activity with respect to each other. For many
years, KP was seen as a source of high-energy substances. Only when it was discovered
that the administration of certain types of kynurenine into the rat brain caused severe
seizures and changes in animal behavior, the interest in the importance of kynurenines
in a variety of diseases flourished. /n vivo studies demonstrated that both tryptophan and
the first tryptophan metabolite, L-kynurenine, when administered peripherally, lowered
blood pressure and depressed the contractility of heart muscle and smooth muscles in
rats. Studies with isolated porcine coronary artery rings revealed that L-kynurenine at a
concentration well exceeding physiological norms, caused relaxation of the

phenylephrine pre-constricted aortic rings.

The aim of this study was to determine the direct impact of the KP elements on
the reactivity of the isolated rat arteries during in vitro studies. Moreover, the degree of
vascular activity of the analyzed compounds was compared to phenylephrine, KCI, as
well as 5-HT activity. In addition, an attempt was made to determine the stability of the

isolated rings of the arteries during prolonged incubation.

For this purpose, the isometric contractile response of isolated arterial segments
from four different rat vessels [descending aorta, ascending aorta, pulmonary artery, and
small (second-order) branches of the superior mesenteric artery] was performed by
incubating the arterial segments in tissue chambers. Isolated blood vessels were
carefully cleaned of fat and connective tissue, and mounted on stainless steel hooks in 5
ml incubation chambers to analyze the tension of the isolated blood vessels (Bath Tissue
Mayflower Hugo Sachs Elektronik, Germany) under isometric conditions (F30, TAM-A
Type 705/1, Hugo Sachs Elektronik, Germany). Before the proper analysis was run, the
optimal resting tension was determined. After stabilization of the blood vessels,

increasing concentrations of the studied compounds were added in cumulative
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concentrations into the incubation chambers, and the vascular response to the applied
doses was analyzed (PowerLab, ADInstruments, Australia). During the entire
experiment, the medium was aerated with carbogen. Hematoxylin-eosin staining was
also performed, in order to determine any non-specific, potentially toxic effect of the

studied compounds on the artery rings during long-term incubation.

On the basis of the research performed, it was found that the selected
metabolites of tryptophan metabolism along the KP have a relaxant effect on the
vascular smooth muscles. Picolinic acid had a relaxant effect on the vascular smooth
muscles subjected to a 5-HT pretreatment, and the activity and the potency depended on
the origin of the particular section of the blood vessel being used. Furthermore, picolinic
acid in relatively high concentrations caused vasodilation of pre-constricted artery rings
with phenylephrine and KCIl. L-kynurenine caused a vasorelaxation of the vascular
smooth muscles treated only with phenylephrine and KCI. L-kynurenine did not affect
the blood vessels treated with a 5-HT solution. In turn, the 3-hydroxyanthranilic acid
and xanthurenic acid, in a dose dependent manner, caused relaxation of the smooth
muscles in arteries subjected to a previous treatment with 5-HT. Tryptophan, kynurenic
acid, 3-hydroxy-L-kynurenine, anthranilic acid, quinolinic acid and nicotinic acid, in the
range of concentrations used, did not significantly influence the isolated rat arteries. The
removal of the endothelium did not affect the obtained results, which indicates that the
mechanism of action is directly related with the effect on vascular smooth muscle cells.
The obtained results suggest the engagement of alpha 1 adrenergic receptor, 5-HT,4
receptor and the effect of voltage gated Ca>" channels in control of the vasodilatation of

isolated blood vessels.

The obtained results show a higher sensitivity of the resistance vessels (the
second-order branches of the superior mesenteric artery) responsible for the drop in
pressure as is found in septic shock, when compared to conduit arteries (the aorta and
pulmonary artery). In addition, it was found that the isolated vessels retain their
functionality for up to 6 hours during the experiment, which allows an analysis to be

performed during long-term incubation.



WYKAZ NAJCZESCIE] STOSOWANYCH SKROTOW
3-HAO - dioksygenaza kwasu 3-hydroksyantranilowego - (ang. 3-hydroxy-anthranilic

acid dioxygenase);

3-OH-AA — kwas 3-hydroksyantranilowy - (ang. 3-hydroxyantranilic acid),
3-OH-L-KYN — 3-hydroksykynurenina - (ang. 3-hydroxy-L-kynurenine),

5-HT - serotonina - (ang. 5-hydroxytryptamine);

A —aorta - (ang. aorta);

AA — kwas antranilowy - (ang. anthranilic acid);

BBB — bariera krew-mozg - (ang. blood-brain barier),

cAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan - (ang. cyclic adenosine
monophosphate);

DAG - diacyloglicerol - (ang. diacyl-glycerol),

ENS — jelitowy system nerwowy - (ang. enteric nervous system);

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy - (ang. flavin adenine dinucleotide);

Glu - kwas L-glutaminowy - (ang. glutamic acid);

ICs5y — potowa maksymalnego st¢zenia hamujacego - (ang. half maximal inhibitory
concentration);

IDO - 2,3-dioksygenaza indoloaminy - (ang. Indoleamine-2,3-dioxygenase),

IFN — interferon - (ang. interferon);

iNOS — Indukowalna syntaza tlenku azotu - (ang. Inducible nitric oxide synthases);
IP3 — trifosforan-1,4,5-inozytolu - (ang. inositol trisphosphate);

KAT- Aminotransferaza kynureninowa - (ang. Kynurenine aminotransferase),
KMO - 3-monooksygenaza kynureninowa - (ang. Kynurenine 3-monooxygenase);
KP — szlak kynureninowy - (ang. kynurenine pathway),

KYNA — kwas kynureninowy - (ang. kynurenic acid);

KYNU - Kynureninaza - (ang. Kynureninase or L-kynurenine hydrolase);

L-kyn — L-kynurenina - (ang. L-kynurenine);

LPS - lipopolisacharyd - (ang. lipopolysaccharide);

NAD" — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy - (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide),

NFKYN — N-formylo-L-kynurenina - (ang. N-formyl-L-kynurenine);

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy - (ang. N-methyl-D-aspartate);

NO - tlenek azotu — (ang. nitric oxide);



OUN - osrodkowy uktad nerwowy;

PA — kwas pikolinowy - (ang. picolinic acid),

PI(4,5)P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan - (ang. phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate);

PKA - Kinaza biatkowa A - (ang. Protein kinase A),

PKC - Kinaza biatkowa C - (ang. Protein kinase C),;

PLP — fosforan pirydoksalu - (ang. pyridoxal 5'-phosphate);

PLC — Fosfolipaza C - (ang. phospholipase C);

QPRT - Fosforybozylo transferaza chinolinowa - (ang. Quinolinate phosphoribosyl
transferase);

QUIN - kwas chinolinowy - (ang. quinolinic acid);

RE - retikulum endoplazmatyczne - (ang. endoplasmic reticulum);

ROS - reaktywne formy tlenu - (ang. reactive oxygen species);

TK — odcinki Il rzedu tetnicy krezkowej - (ang. second-order mesenteric arteries);

TP — tetnica ptucna - (ang. pulmonary artery);

TPH — Hydroksylaza tryptofanowa - (ang. Tryptophan hydroxylase);

TRP — L-tryptofan - (ang. L-tryptophan);

TDO - 2,3-dioksygenaza tryptofanowa - (ang. Tryptophan 2,3-dioxygenase);

XA — kwas ksanturenowy - (ang. xanthurenic acid).



1.WSTEP

1.1.Wprowadzenie

W organizmie czltowieka z puli tryptofanu (Trp), zaledwie 4% stuzy do
biosyntezy biatek, natomiast pozostata czgs$¢ jest metabolizowana na drodze trzech
przemian:

a) na drodze szlaku kynureninowego (KP). W ten sposdb metabolizowane jest
az 94% Trp [17, 32]. Podczas tej przemiany powstaja liczne, aktywne biochemicznie
substancje endogenne, bedace w wickszosci rowniez aminokwasami, noszacymi
wspolng nazwe ,.kynurenin”, od pierwszego metabolitu tryptofanu — L-kynureniny (L-
kyn). Badania prowadzone na pochodnych L-kyn wskazujg udziat tych zwigzkow w
regulacji napiecia $ciany naczyn krwionos$nych, a co za tym idzie wplyw na regulacje
ci$nienia tetniczego i ukrwienie tkanek [78, 79]. Metabolizm L-kyn, poprzez liczne
produkty posrednie, prowadzi do otrzymania aktywnej formy niacyny, be¢dacej
sktadnikiem dwoch waznych koenzymow: dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD") oraz fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADP"),
dziatajacych jako przenosniki elektronow [69]. Koenzymy te sa odpowiedzialne za
utrzymywanie prawidlowych funkcji fizjologicznych, prawidlowe funkcjonowanie
mozgu 1 obwodowego ukltadu nerwowego, udziat w syntezie hormonow pitciowych,
kortyzolu, tyroksyny 1 insuliny [108].

b) hydroksylacji do 5-hydroksytryptofanu, a nastgpnie w obecno$ci aktywnej
formy witaminy Bg ulega przemianie do serotoniny (5-HT) oraz melatoniny, substancji
odgrywajacych fundamentalng role w regulowaniu funkcji naczyn krwionosnych [114]
oraz osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) [120].
5-HT jest neuroprzekaznikiem odpowiedzialnym za prawidtowe zachowanie seksualne
[147] oraz impulsywne (agresja, nastroj) [26], a takze sen i czuwanie. Ostatnie badania
wykazaty, ze dziata poprzez receptory 5-HT;g i 5-HT,s zlokalizowane w blonie
komorkowej migsni gtadkich naczyn, silnie kurczaco w warunkach in vivo na naczynia
tetnicze cztowieka [41, 70], szczura [73] 1 krélika [110, 184]. Dodatkowym dziataniem
5-HT jest rozszerzenie naczyn, poprzez uwalnianie tlenku azotu (NO) z komorek
$roédbtonka [41] (tabela 1). Przemiany Trp w 5-HT zachodza gtéwnie w $cianie tetnic
[110]. Czynniki takie jak stres, insulinooporno$¢, niedobor magnezu oraz witaminy B,
jak rowniez podeszty wiek, maja znamienny wplyw na szybko$¢ syntezy S5-HT,

spowalniajac tym samym ten proces [61].
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Z kolei melatonina, wydzielana podczas snu jest odpowiedzialna za zachowanie
prawidtowego rytmu okotodobowego oraz za prawidlowe funkcjonowanie uktadu
odporno$ciowego. Do innych witasciwosci melatoniny mozemy zaliczy¢ jej dziatanie
obkurczajace naczynia [114], antyoksydacyjne [148], przeciwzapalne [36, 100] oraz
antyapoptotyczne [54, 159].

c) dekarboksylacji do tryptaminy. Zwigzki zawierajace w swojej strukturze
uktad tryptaminy znalazty zastosowanie w medycynie. Przyktadowo sumatryptan jako
agonista receptoréw typu 5-HTip i 5-HT;g powodujacy skurcz naczyn moézgowych,
znalazt zastosowanie w leczeniu migreny [81]. Johimbina jest zwigzkiem
wielopierscieniowym, otrzymywanym z kory drzewa z gatunku johimba lekarska
(Pausinystalia johimbe) [2]. Jako antagonista presynaptycznych receptoréw alfa 2
adrenergicznych powoduje rozkurcz i rozszerzenie naczyn krwiono$nych. W medycynie
analizowano johimbing pod katem stosowania w leczeniu zaburzen erekcji [136, 143,
158]. Pochodne tryptaminy to rowniez substancje o dziataniu psychoaktywnym (LSD,
psylocybina, dimetyltryptamina) [180].
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1.2. Szlak kynureninowy

Ta droga metabolizmu tryptofanu zostalta nazwana w 1947 roku szlakiem
kynureninowym (ryc. 1). W wyniku przemiany Trp na drodze KP, dochodzi do
powstania wielu aktywnych metabolitow, ktore moga wykazywaé wzgledem siebie
dziatanie antagonistyczne. Proces przemiany Trp rozpoczyna si¢ od oksydacyjnego
rozerwania pierscienia indolowego przez jeden z dwoch enzymoéw katalizujgcych te
reakcj¢: konstytutywnej dioksygenazy 2,3-tryptofanowej (TDO) oraz indukowanej
dioksygenazy 2,3-indoloaminy (IDO). W procesie tym powstaje nietrwata N-formyl-L-
kynurenina (zwigzek zaangazowany w biologiczng odpowiedz organizmu na dziatanie
promieniowania stonecznego). Stwierdzono, ze zmiany w ekspresji 1 aktywnosci IDO sg
powiazane z patogeneza wielu chordb, w tym chorobami nowotworami, stwardnieniem
zanikowym bocznym i stwardnieniem rozsianym [91, 132, 160]. W czasie trwania stanu
zapalnego, jak rowniez przy zatrzymaniu akcji serca dochodzi do nasilonego
metabolizmu Trp przez IDO, co prowadzi do zmniejszenia stezenia tego zwigzku oraz
do kumulacji jego toksycznych metabolitow w obrgbie naczyn krwionos$nych oraz
OUN, co z kolei prowadzi do silnego rozkurczu naczyn i gwattownego spadku ci$nienia
krwi [57, 135, 142, 183].
Kolejno, w zaleznosci od stopnia wyspecjalizowania komoérki, metabolizm L-kyn moze
przebiega¢ trzema roéznymi drogami, co prowadzi do powstania: kwasu
kynureninowego (KYNA) gl. w astrocytach, 3-hydroksykynureniny (3-OH-KYN) oraz
kwasu antranilowego (AA). KYNA jest dobrze znanym antagonista receptora
nikotynowego oraz NMDA, jak réwniez moze stanowi¢ czynnik o witasciwosciach
przeciwutleniajacych pochodzenia wewngtrznego [89]. Zaréwno 3-OH-KYN, jak tez
AA moga dalej przeksztatca¢ si¢ w kwas 3-hydroksyantranilowy (3-OH-AA), natomiast
poza KP 3-OH-KYN przy udziale aminotransferazy kynurenionowej (KAT) ulega
przemianie w kwas ksanturenowy (XA). Zarowno 3-OH-KYN oraz 3-OH-AA to
zwigzki o udowodnionym, silnym dzialaniu toksycznym [141]. Pod wplywem
oksygenazy kwasu 3-hydroksyantranilowego (3-HAO) z 3-OH-AA powstaje
semialdehyd 2-amino-3-karboksymukonowy, ktéry nastepnie przechodzi proces
dekarboksylacji w semialdehyd 2-aminomukonowy, oraz nieenzymatycznej konwersji
do kwasu 2-pikolinowego (PA) [64]. Kwas 2-pikolinowy jest izomerem kwasu

nikotynowego (syn. kwas 3-pikolinowy, witamina B3).
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Ryc. 1. Metabolizm tryptofanu na drodze szlaku kynureninowego i serotoninowego.
IDO, 2,3-dioksygenaza indoloaminy; TDO, 2,3-dioksygenaza tryptofanowa; KMO, 3-
monooksygenaza kynureninowa; KYNU, Kynureninaza; 3-HAQO, Dioksygenaza kwasu
3-hydroksyantranilowego; QPRT, Fosforybozylo transferaza chinolinowa; KAT,

Aminotransferaza kynureninowa; TPH, Hydroksylaza tryptofanowa.
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W przypadku wysycenia dekarboksylazy semialdehydu amino-p-karboksymukonowego
substratem, dochodzi do nieenzymatycznej przemiany semialdehydu do kolejnego silnie

toksycznego zwiagzku — kwasu chinolinowego (QUIN) [29, 76, 89].

Czynniki modulujqce przemiany tryptofanu

Przemiany na drodze KP podlegaja kontroli wielu czynnikdw, w tym miedzy
innymi witamin 1 mineraléw, ktore to moga modulowa¢ aktywno$¢ enzymatyczng.
Ponadto metabolizm Trp ulega zaburzeniu w czasie rozwoju stanu zapalnego, w
chorobach zakaznych 1 zwyrodnieniowych, co moze prowadzi¢ do dysfunkcji
srddbtonka, rozwoju zmian miazdzycowych, sepsy oraz niewydolno$ci wielu narzadow
[119]. Sepsa prowadzi do wzrostu stezenia L-kyn, jak réwniez czynnikow
prozapalnych, co prowadzi do silnego rozszerzenia naczyn krwiono$nych, z
drastycznym spadkiem ci$nienia tetniczego krwi [84]. Z kolei w przypadku zatrzymania
krazenia, opisano wzrost st¢zenia dwoch metabolitow Trp tj. kwasu 3-OH-KYN oraz

KYNA [135].

Wplyw witamin i mineratow na przemiany enzymatyczne zachodzqgce na drodze
szlaku kynureninowego

Metabolizm Trp na drodze KP wymaga obecno$ci enzymoéw, ktore wystepuja
glownie w moézgu (m.in. w prazkowiu i jadrze ogoniastym), gdzie wyspecjalizowane
komorki (gtownie astrocyty) odpowiadajg za poszczegolne etapy przemian Trp [169]. Z
kolei na obwodzie najwyzsze stezenie tych enzymow odnotowano w watrobie i nerkach
[15]. Podczas procesu starzenia organizmu (badania prowadzone na szczurach)
odnotowano istotne wahania aktywnos$ci enzymoéw zaangazowanych w szlak przemian
Trp. Zmiany te moga mie¢ znaczacy wplyw na gtdwne procesy biologiczne zachodzace
w organizmie, w tym na funkcj¢ limfocytow, synteze NAD(P)(H), transmisje¢
synaptyczng NMDA, co moze w konsekwencji przyczynia¢ si¢ do pojawienia si¢ zmian

degeneracyjnych w podesztym wieku.

Oksygenazy
Pierwszy, a zarazem ograniczajacy etap przemian KP, polega na oksydacyjnym
rozszczepianiu podwojnego wigzania 2,3-pierscienia indolowego Trp, w wyniku czego

tworzy si¢ nietrwaly produkt przejsciowy - N-formyl-L-kynurenina (NFKYN), ktory
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nastepnie ulega przeksztalceniu w L-kyn (ryc. 2, ryc. 3). Reakcja ta jest katalizowana
przez enzymy dioksygenazy zawierajagce w swojej strukturze czasteczke hemu [3]. Do
tej grupy zaliczamy TDO, podlegajaca ekspresji konstytutywnej oraz prozapalna,
stymulowang przez cytokiny IDOI.

NH,
NH
= I i
0 0
\\ HO 2 H
—_— >
H | O
H
TRP NFKYN

Ryc. 2. Przemiana tryptofanu z rozerwaniem pierScienia indolowego poprzez nietrwaty

zwigzek N-formyl-L-kynurening (NFKYN)

W wyniku przemian utleniania Trp do L-kyn, powstaja rowniez nadtlenki, ktore
zapoczatkowuja powstawanie bardzo reaktywnych i potencjalnie szkodliwych rodnikow

tlenowych i hydroksylowych [12, 32].

Dioksygenaza tryptofanowa (TDO)

Po raz pierwszy enzym ten opisano w 1930 roku. Wystepuje gldéwnie w watrobie
ssakow 1 czynniki, takie jak gldd, melatonina, L-tryptofan i kwas nikotynowy moga
indukowa¢ ten enzym [131, 138, 182]. TDO substratowo jest specyficzny dla L-Trp
oraz jego nielicznych pochodnych, w ktorych strukturze podstawniki moga wystepowac
w pozycjach 51 6 zwigzku [38, 150].

Aktywnos¢ TDO moze by¢ hamowana poprzez powstajace na drodze przemian KP
produkty, tj. L-kyn, 3-OH-L-KYN, KYNA, XA, NADH [131]. Natomiast substancje
egzogenne m.in. glikokortykosteroidy, glukagon, morfina, teofilina oraz pochodne
kwasu salicylowego pobudzaja aktywno$¢ TDO i w ten sposob moga modulowa¢ KP
[106]. Poziom Trp i aktywno$¢ TDO we wszystkich tkankach maleje wraz z procesem
starzenia si¢ organizmu, na co wskazuja Braidy i wsp. w badaniach prowadzonych na

samicach szczura [15].
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Dioksygenaza indoloaminy typu I (IDOI)

IDO, podobnie jak inne hemoproteiny, wigze jedng czasteczke O, do dezoksy-
biatka, ktore to biatko bierze udziat w reakcjach utleniania Trp. W watrobie 1 jelitach
enzym ten jest jedng z kluczowych oksygenaz. Wystepowanie IDO wykazano rowniez
w narzadach innych niz watroba, przede wszystkim w modzgu, plucach, nerkach,
sledzionie, przewodzie pokarmowym, tozysku oraz naczyniach krwionosnych [181,
182]. W $rédbtonku naczyn enzym ten bierze udzial w przemianie Trp do L-kyn,
wytacznie w obecnosci sprawnego $rodblonka, co konsekwentnie prowadzi do silnego
spadku ci$nienia tetniczego krwi [84].

Co wiecej, wykazano, ze enzym ten posiada szerszy zakres dziatania niz TDO,
obejmujac swoim dzialaniem zar6wno wbudowywanie tlenu do wszystkich substratow
specyficznych zaréwno dla TDO, jak rowniez do D-tryptofanu, tryptaminy, 5-HT,
epinefryny i wielu innych pochodnych zawierajacych strukturg Trp [164].

Gléwnym czynnikiem regulujacym aktywnos$¢ IDO w tkankach, jest st¢zenie samego
substratu [77, 162]. Wzrost stezenia substratu powoduje zwigkszenie aktywnosci tego
enzymu i odwrotnie, spadek st¢zenia dziata hamujaco [107].

Czynniki takie jak interferon-y (IFN-y), interleukina-1 oraz lipopolisacharyd
(LPS) indukuja IDO [60, 153, 174]. Natomiast 1-metylo-D-tryptofan hamuje aktywnos$¢
enzymu [68]. IDO odgrywa kluczowg role w modulacji odpowiedzi immunologicznej w
przebiegu zakazen, podczas rozwoju chorob nowotworowych i transplantacji, co
stanowi kluczowy cel prowadzonych badan w ostatnich latach [149, 164]. Do
patogenéw wrazliwych na spadek =zaleznego od IDO stezenia Trp naleza
wewnatrzkomorkowe pasozyty (ZToxoplasma gondii, Plazmodium), wirusy (wirus
opryszczki), bakterie wewnatrzkomorkowe (Chlamydie 1 Riketsje) oraz bakterie
zewnatrzkomorkowe (paciorkowce, gronkowce 1 enterokoki) [94]. Mechanizm
prowadzacy do obnizenia stg¢zenia Trp kontroluje zdolno$¢ tych patogendéw do
namnazania w warunkach in vivo.

Za szczegolny marker aktywnosci IDO uwaza si¢ stosunek L-kyn do L-trp w osoczu.
Zalezno$¢ ta jest SciSle powigzana z neopteryng produkowang z trdjfosforanu
guanozyny 1 pochodzaca z makrofagéw, ktéora obok TNF-a oraz wolnych rodnikow

ponadtlenkowych, jest znamiennym markerem stanu zapalnego [154, 169].
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Najnowsze badania wykazuja na podobienstwo w budowie IDO oraz indukowanej

syntazy tlenku azotu (iNOS) [175].

Dioksygenaza indoloaminy typu Il (IDO2)

Ostatnie badania przeprowadzone u ssakow ujawnily obecno$¢ trzeciej
dioksygenazy, nazwanej dioksygenazg indoloaminy typu 2 (IDO2), ktérej to przypisuje
si¢ wieksza rolg w regulowaniu procesoOw odpornosciowych w poréwnaniu do IDOI.
Miejsce aktywne IDO2, podobnie jak IDO1 i TDO, zawiera grupe hemowa zdolng do
wigzania Trp [102]. Zanim dojdzie do aktywacji enzymu (IDO2) i utlenienia Trp, grupa
prostetyczna hemu Fe’™ musi zosta¢ zredukowana do formy Fe®™ [77]. Odkrycie
trzeciego enzymu przycigga duze zainteresowanie badaczy ze wzgledu na powigzanie
dysfunkcji uktadu TDO/IDO z patogeneza choréb nowotworowych oraz malarig [53,
117, 128].

Formamidaza kynureninowa (KFaza)

Jak dotad niewiele wiadomo na temat roli jaka pelni NFKYN [34].

NH
? O NH,
H,O =
Ny HO S + </
OH o
N NH,
H

NFKYN L-KYN mrowczan

Ryec. 3. Przemiana N-formyl-L-kynureniny w L-kyn i mréwczan

Substancje takie jak kwas askorbinowy, arginina, L-Trp stymulujg formamidaze

[144]. Natomiast AA, 3-OH-KYN oraz Mn** dziataja hamujaco [101, 131].
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3-monooksygenaza kynureninowa (KMO)

Enzym KMO zlokalizowany jest w mozgu, watrobie, nerkach, §ledzionie, a
takze w tozysku. KMO katalizuje hydroksylacje L-kyn w pozycji 3 pierScienia
fenolowego z wytworzeniem 3-OH-L-KYN, endogennego generatora stresu
oksydacyjnego, ktory powoduje apoptotoze komodrek nerwowych z selektywnoscig, co

do specyficznych ich typoéw (ryc. 4).

(|3| NH, (|3| NH,
0
0 NADPH, O, bz
OH - OH
NH, NH,
OH
L-KYN 3-OH-L-KYN

Ryc. 4. Przemiana L-kyn do 3-OH-L-KYN

Aktywnos$¢ KMO jest zalezna w duzej mierze od wilasciwego stezenia dinukleotydu
flawinoadeninowego (FAD) - pochodnej ryboflawiny (witamina B,) oraz
adenozynomonofosforanu (AMP). Monomeryczne biatko enzymu jest niekowalencyjnie
1 bardzo $cisle zwigzane z FAD, tworzac kompleks, ktory posiada zdolno$¢ do powolne;j
chemicznej dysocjacji [5]. Inne czynniki regulujace wzrost aktywnosci KMO to
NADPH, NADH oraz zwiazki prozapalne. Rowniez niedobor witaminy Bs wywotany,
np. cigza, zwicksza aktywnos¢ KMO [30].
Wysoki poziom KMO stwierdza si¢ w watrobie 1 nerkach oraz w makrofagach i
mikrogleju, natomiast niskie odnotowuje si¢ we wszystkich obszarach mézgu. Wilson i
wsp. wskazuja, ze enzym ten jest zakotwiczony w zewngtrznej btonie mitochondrialne;j
wszystkich typéw komoérek somatycznych [179].
Ostatnie badania potwierdzaja roéwniez udziat KMO w patogenezie choroby
Huntingtona [42, 167] oraz w sepsie pourazowe] [84], co czyni ten enzym waznym
celem terapeutycznym, mogacym pomdc w opracowywaniu wielu nowych lekow [106,
140]. 3-OH-L-KYN, bedaca produktem reakcji katalizowanej przez KMO, jest
toksyczna dla komorek, gdyz sprzyja wytwarzaniu w tancuchu oddechowym
reaktywnych form tlenu [31].

Nadmiar witaminy Bes, w diecie cigzarnych myszy hamuje aktywno$§¢ KMO
zardbwno w watrobie, jak 1 w tozysku, na co wskazuja w swoich badaniach Rios-Avila i

wsp., Ciorba oraz van de Kamp i Smolen [27, 134, 171]. W$rdd innych zwiazkow
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hamujacych aktywno$¢ enzymu nalezy wymieni¢: AA, XA, CI [16].

Kynureninaza (KYNU)

" I
(0]
= H,0 OH '
> 4+ L-alanma
OH
NH, CH,
L-kyn AA
@) NH, @)
| o I
~  HO OH
= 4+ L-alanina
OH
NH, NH,
OH OH
3-OH-KYN 3-OH-AA

Ryc. 5. Hydroliza L-kyn i 3-OH-KYN do AA i 3-OH-AA

KYNU jest enzymem zaleznym od pirydoksyny (witaminy Bg). Zar6wno L-kyn
jak 1 3-OH-L-KYN moga ulega¢ odpowiednio utlenieniu do AA lub 3-OH-AA [126]
(ryc. 5).
Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazuja na udzial mineratow w kontroli
aktywnoéci KYNU. Mn*" aktywuje KYNU, podczas gdy Zn*", Co*" i Cu*" dzialaja
hamujaco na enzym. Sposréd wymienionych mineraldéw najsilniejszym inhibitorem
aktywnos$ci enzymatycznej KYNU jest Cu®’, a najstabszym Zn*" (Cu®"> CO*"> Zn*")
[35]. Mechanizm, odpowiedzialny za hamowanie aktywno$ci KYNU, polega na
blokowaniu tego enzymu poprzez inaktywacje grup sulthydrylowych.
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Aminotransferazy kynureninowe (KATs)

KATs to grupa enzyméw zaangazowanych w nieodwracalng transaminacje L-
kyn w ludzkiej tkance moézgowej. Enzymy te zlokalizowane sg gléwnie w astrocytach,
natomiast na obwodzie stwierdzono ich duze stezenie w nerkach i1 watrobie.

Dotychczas zostaly zidentyfikowane cztery izoformy tego enzymu (KAT-I, KAT-
II, KAT-III oraz KAT-IV), z czego przede wszystkim KAT-II jest odpowiedzialny za
syntez¢ KYNA w tkance mozgowej [13]. Ponadto grupa enzyméw KAT zaangazowana
jest w biosynteze kwasu glutaminowego 1 asparaginowego, ktore dzialajg jako
neurotransmitery receptora NMDA ssakow (ryc. 6). KAT odpowiada réwniez za
transaminowanie 3-OH-L-KYN do XA. Jednak jak dotad funkcja ta jest rzadko
opisywana w literaturze [51].
Aktywnos$¢ izoformy I KAT jest silnie hamowana przez glutaminian, podczas gdy typ 11
KAT jest niewrazliwy na dziatanie glutaminianu. KAT-II uwazany jest za enzym

zaangazowany w wigkszo$¢ przemian KYNA w mozgu.

|C|) NH, OH
~ o + kwas N + kwas
a-ketoglutarowy =~ — 0 glutaminowy
OH N
NH,
OH
L-kyn KYNA
o
4 |
OH g °
NH, T g
OH OH | OH
3-OH-L-KYN XA

Ryc. 6. Przeniesienie grupy aminowej z L-kyn i 3-OH-L-KYN. Produktami reakcji sa
odpowiednio KYNA i XA.
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KAT, podobnie jak KYNU, jest enzymem zaleznym od obecnos$ci witaminy Bg 1
analogicznie jak KYNU wykorzystuje te same substraty [10, 157]. Stopien zaleznoS$ci
pomiedzy aktywno$cia KAT, a koncentracja witaminy Bg, jest do§¢ zmienny. Jedni
autorzy donoszg, ze zarowno w stanach niedoboru witaminy B¢ oraz w cigzy, dominujg
metabolity 1 produkty posrednie dzialania KAT, wskazujace na zablokowanie szlaku na
poziomie KYNU. Chociaz oba enzymy wymagaja do swojej aktywacji obecnos$ci
witaminy Bg, to KYNU jest enzymem bardziej wrazliwym na szybsze wyczerpywanie
witaminy Bg niz KAT. Zauwazono réwniez, ze stan cigzy wywiera dodatkowo
zwickszony hamujacy wplyw na aktywnos¢ KYNU, niz niedobor samej witaminy Bg,
zardwno u ludzi, jak i gryzoni [34]. Nalezy doda¢, ze deficyt pirydoksyny w diecie
ci¢zarnej kobiety poteguje wptyw tego stanu na aktywnos$¢ KYNU.

Co wiecej, wykazano, ze w przypadku niedoboru witaminy B¢ w diecie, aktywnos¢
KYNU w nerkach ulega wyraznemu obnizeniu, podczas gdy aktywnos$¢ KAT zwigksza
sie. Z kolei umiarkowany niedobor tej witaminy w organizmie powoduje wzrost
stezenia 3-OH-L-KYN z jednoczesnym obnizeniem zawartosci KYNA i AA w osoczu u
cztowieka. Tymczasem Thackray 1 wsp. odnotowali wzrost stezenia KYNA w osoczu
szczura przy umiarkowanym deficycie witaminy B¢ [157]. Znaczne niedobory witaminy
Bs prowadza do rdwnoczesnego wzrostu koncentracji KYNA 1 XA zaréwno we krwi
obwodowej, jak i w moczu, co wskazuje na blok na poziomie KYNU [80, 173].
Zwigkszone stezenie 3-OH-L-KYN stanowi wazny wskaznik zaburzen przemian
witaminy Bg [170]. Gdy pojawia si¢ niedobor witaminy Bg, organizm wydziela wigcej
XA 1 3-OH-L-KYN, natomiast mniej produktéw metabolizmu niacyny. Wobec
powyzszego, wskaznik substrat—produkt (3-OH-L-KYN do 3-OH-AA) zaproponowano
jako dos¢ czuty i1 specyficzny wskaznik niedoboru witaminy Bs. Co wigcej, wykazano,
ze aktywno$¢ enzymatyczna KYNU jest znaczaco hamowana w obecno$ci produktu
reakcji katalizowanej przez KYNU — L-alaniny. Tymczasem dodanie witaminy B¢ do
medium zawierajgcego inaktywowany przy uzyciu L-alaniny enzym KYNU, przywraca
aktywnos$¢ biologiczng KYNU (badania in vitro) [105].

Z kolei, w ludzkim organizmie, Trp i1 fenyloalanina mogg obniza¢ aktywnosc
enzymatyczng KAT-I [52]. Podobne dziatanie posiadaja estrogeny [24]. Kocki 1 wsp.
wskazuja na hamujacy wptyw L-cysteiny na funkcje izoformy I KAT obecnej w mozgu

szczura [72].
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Dioksygenaza kwasu 3-hydroksyantranilowego (3-HAO)

3-HAO przeksztatca 3-OH-AA w nietrwaty semialdehyd 2-amino-3-karboksy-6-
mukonowy (ryc. 7). Do aktywacji tego enzymu niezbgdna jest obecno$¢ jonow zelaza
Fe’" [82]. 3-HAO wystepuje w blonie mitochondrialnej neuronéw oraz w synapsach
pobudzajacych. Enzym ten zlokalizowany jest gtbwnie w mozgu, ale wykazano réwniez
jego obecno$¢ w komorkach prozapalnych [89] oraz w tkankach watroby [137], gdzie
pewne cytokiny (np. LPS) stymulujg wytwarzanie QUIN.

O

| |

oH  OnFe o2 OH X OH
— | — |

HO — OH

NH, I NH, N |

OH
3-OH-AA semialdehyd QUIN

2-amino-3-karboksy-6-mukonowy

Ryc. 7. Przemiana 3-OH-AA z udzialem 3-HAO do semialdehydu, a nastgpnie

nieenzymatyczna przemiana do QUIN.

Dodanie jonow Fe®" do homogenatéow komoérek prazkowia stymuluje szesciokrotnie
aktywno$¢ 3-HAO, zaro6wno u zwierzat laboratoryjnych (szczur, mysz), jak i u ludzi
[151]. Z kolei, pobudzajacy wptyw jonéw Fe’" na aktywno$¢ tego enzymu moze by¢é
zniesiony poprzez zastosowanie dodatku do medium ferrytyny (biatka kompleksujacego
jony zelaza). Jony Fe®" uwalniane podczas uszkodzen neuronalnych, zwickszaja
wytwarzanie QUIN, powodujac tym samym jeszcze wicksze uszkodzenia w obrebie
komoérek. Natomiast jony Zn>* dziataja hamujaco na enzym [19].

U o0s6b z cukrzycg insulinozalezng system immunologiczny, jak roOwniez neuronalny,
podlega wptywom zwigkszonej ilos¢ L-kyn 1 QUIN, na co wskazuja w badaniach
Sasaki 1 wsp. [64]. Natomiast w badaniach tych nie dochodzito do zwigkszenia stezenia
2-PA i nikotynamidu, wobec tego nie wywieraly one takiego wplywu na omawiane

systemy.
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Decarboksylaza semialdehydu 2-amino-3-karboksy-6-mukonowego

Prowadzi do przemiany semialdehydu 2-amino-3-karboksy-6-mukonowego w
semialdehyd 2-amino-6-mukonowy 1 CO,. Zwiazki takie jak KYNA, 2-PA, QUIN
powoduja wzrost aktywnosci enzymu, natomiast jony Zn>", Fe*™ dziataja hamujaco na

enzym [129].

Fosforybozylotransferaza chinolinowa (QPRTaza)
Rolg enzymu QPRT jest katabolizm QUIN 1 5-fosforybozylo-1-porofosforanu
(PRPP) do NAD" i dwutlenku wegla (ryc. 8).

| i
N OH HO—P—O
| * prPP L
(@)
N/ 4
OH OH OH
QUIN NAD"

Ryc. 8. Przemiana QUIN do mononukleotydu kwasu nikotynowego

NAD" jest znamiennym kofaktorem wielu reakcji enzymatycznych m.in. polimerazy
PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase) naprawiajacej DNA badz programujacej
$mier¢ komorki. Jony magnezowe sa niezbednym elementem aktywujacym enzym
QPRT [83, 145]. Ponadto istnieja dowody potwierdzajace, iz w celu dalszej katalizy, w
miejscu aktywnym enzymu, muszg by¢ obecne zwiazki o strukturze cysteiny [37, 116].
Natomiast niedobdr kofaktoréw moze by¢ posrednig przyczyna gromadzenia si¢
toksycznego QUIN w tkankach. Generowanie wolnych rodnikow oraz stres
oksydacyjny sa odpowiedzialne za toksyczno$¢ indukowana przez QUIN. Co wigcej,
QUIN czgsto odgrywa wazna role w patogenezie roznych choréb neurologicznych u

ludzi, jak rowniez charakteryzuje si¢ duza ekscytoksyczno$ciag w warunkach in vivo.
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Patologiczne wysokie stezenie QUIN stwierdzono w chorobach neurodegeneracyjnych,
takich jak choroba Alzheimera i Huntingtona [49, 167]. Jony Cu®" Fe*', Fe’*, Zn*
wplywaja hamujaco na aktywno$¢ enzymu [66]. Ponadto, tworzenie zwigzkow
kompleksowych pomiedzy Fe** i QUIN moze powodowaé oksydacyjne uszkodzenie
komorek, poprzez peroksydacje lipidow 1 hamowa¢ samoutlenianie kompleksow z
zelazem, na co wskazujg Stipek 1 wsp. [190]. Ponadto Lugo-Huitrén 1 wsp. opisali, iz
kompleks ten moze by¢ odpowiedzialny za rozrywanie, w warunkach in vitro,
tahcuchéw DNA [89]. Sahm 1 wsp. wskazujag QPRT jako potencjalny cel terapeutyczny
w leczeniu ztosliwych glejakéw [137]. Grimaldi 1 wsp. opisuja, iz niedobor magnezu
(aktywatora biatek QPRT) moze by¢ odpowiedzialny za objawy zespotu Tourette'a i
kilku innych wspotistniejacych stanow chorobowych [46]. Wykazano réwniez, Ze
biatko QPRT moze hamowa¢ nadprodukcje aktywnej kaspazy typu 3, enzymu
kontrolujgcego apoptoze komorek [65].

Aktywno$¢ QPRTazy zarowno w mozgu jak 1 w watrobie zwierzat maleje wraz z
wiekiem zwierzgcia, natomiast w nerkach aktywno$¢ enzymu wzrasta, na co wskazuja

Braidy i wsp. w swoich badaniach prowadzonych na szczurach [15].

Cytokiny prozapalne a regulacja cisnienia tetniczego

Cytokiny to czastki biatkowe o matej masie (ok. 15-30 kDa) wplywajace na
wzrost, proliferacje 1 pobudzenie komodrek bioragcych udzial w odpowiedzi
odpornosciowej oraz odpowiedzi komoérek hemopoetycznych. Cytokiny moga
wybiorczo pobudza¢ odpowiedz komorkowa lub humoralng, co w potaczeniu z ich duzg
iloscig 1 wielokierunkowym dziataniem powoduje, ze powstaje niezwykle skuteczny,
ale takze bardzo skomplikowany i czuty system powigzan pomi¢dzy komoérkami uktadu

odpornosciowego [124].

Do tej heterogennej grupy mediatoréw zapalenia naleza:

1. Czynnik martwicy nowotworow TNF- a,

2. Interleukiny: I1-1p, 11-6, 11-10 oraz I1-8,

3. Neopteryna,

4. Czynniki pobudzajace kolonie makrofagéw (M-CSF) i granulocytow (GM-CSF).
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TNF-g, IL-1B, IL-6
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IL-1p

LPS, IL-1f

w H_:-E..'I_ 5_'. r - LPS

Ryc. 9. Mediatory stanu zapalnego stymulujace ekspresje enzymow szlaku

kynureninowego [20].

Metabolizm kynurenin jest regulowany przez liczne wymienione mediatory
stanu zapalnego, ktore wywieraja wptyw na ekspresje enzymOw zaangazowanych w
omawiany szlak przemian tryptofanu [20] (ryc. 9). Podczas trwania stanu zapalnego
zmienia si¢ dostepnos¢ substratow i w konsekwencji produktéw, co spowodowane jest
przejsciem szlaku w strong wzrostu aktywno$ci enzyméw gtéwnie IDO 1 KMO.
Powstaja wowczas zwiazki silnie neurotoksyczne (3-OH-L-KYN, 3-OH-AA oraz
QUIN) oraz aktywna naczyniowo L-kyn. Proces ten z kolei sprzyja rozwojowi

zaleznych od uktadu odpornosciowego proceséw patologicznych.

Cytokiny prozapalne (m.in. IFN-y i LPS) zwigkszajg aktywno$¢ IDO, tym samym
przesuwaja Trp ze szlaku produkcji 5-HT, zmniejszajac stezenie zarowno 5-HT jak i
samego Trp, a zwigkszaja stezenie m.in. L-kyn, co prowadzi do silnego rozkurczu
naczyn krwionosnych [96, 178]. Podczas indukcji ogdlnoustrojowego stanu zapalnego
wzrasta aktywno$¢ IDO w komorkach $rodblonka naczyn krwiono$nych, co prowadzi
do spadku cis$nienia krwi [175]. Liczne procesy chorobowe, ktorym towarzyszy stan
zapalny, moga tworzy¢ warunki, w ktérych wzrasta stezenie L-kyn, co z kolei prowadzi

do spadku ci$nienia tetniczego i niewydolnosci wielonarzadowej[119].
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1.3. Budowa i funkcja naczyn tetniczych

Aorta odgrywa wazng role w przejeciu krwi z lewej komory serca, amortyzujac
jej przeptyw i przekazujac krew do tkanek i narzadéw organizmu przy minimalnych
stratach energii. Dzieli si¢ na cze$¢ wstepujaca, tuk aorty oraz cze$¢ zstepujaca (ryc.
10). Aorta razem z tetnicami plucnymi zaliczana jest do tetnic typu sprezystego. Na

przekroju poprzecznym zbudowana jest z (od $wiatta naczynia):

e warstwy wewnetrznej (intima) zbudowanej ze $rddbtonka i niewielkiej ilo$ci
tkanki tacznej wiotkiej,

o warstwy $rodkowej (media) najgrubszej warstwy zbudowanej gltownie z
koncentrycznych, naprzemiennie utozonych blaszek sprezystych i1 wiokien
kolagenowych oraz cienkich warstw komorek migsni gtadkich,

e warstwy zewnetrznej (adventitia) zbudowanej gtownie z wtokien kolagenowych,

przytwierdzajacych naczynie do otaczajacej tkanki.

Ryc. 10. Tlustracja przedstawiajaca poszczeg6lne odcinki aorty. Zaczynajac od lewej: R,
korzen; P, odcinek blizszy wstepujacy; D, odcinek dalszy wstepujacy; A, tuk aorty; U,
odcinek gorny zstepujacy.
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[los¢ 1 wielko$¢ komorek migsniowych oraz blaszek sprezystych maleje wraz ze
wzrostem odlegtosci od serca. Aorta wstepujgca jest szersza w pordwnaniu do aorty

zstepujacej oraz dalszych jej odcinkéw [111].

Z kolei tetnica krezkowa gorna wraz z odcinkami II rzgdu, ze wzgledu na swoja
strukturg, histologicznie jest tetnica typu migSniowego. Ten rodzaj naczynia
charakteryzuje si¢ znaczng kurczliwoscig. W poroéwnaniu do tetnicy typu sprezystego,
warstwa $rodkowa tetnicy krezkowej zbudowana jest z ciasno utozonych komorek
mie¢éni gladkich (okoto 40 warstw), ktorym towarzyszy niewielka ilo$¢ bton 1 widkien

sprezystych oraz drobnych widkien kolagenowych.

Srédblonek jest waznym elementem naczyn krwionosnych. W komoérkach
srédbtonka syntetyzowane sg oraz wydzielane liczne substancje biologicznie czynne,
ktore uczestnicza w regulacji napigcia $ciany naczyn. Do czynnikéw wptywajacych na
relaksacje naczyn nalezg: tlenek azotu, prostacyklina, srodbtonkowo-pochodny czynnik
hiperpolaryzujacy, bradykinina, adrenomedullina, natriuretyczny peptyd C. Z kolei do
zwigzkow obkurczajacych naczynia produkowanych lokalnie naleza: endotelina 1,
angiotensyna II, tromboksan A,, prostaglandyna H, oraz rodniki tlenowe. Uszkodzenie
srodbtonka indukuje uwalnianie wielu substancji, powodujacych zaburzenia w regulacji
napigcia naczyn krwiono$nych oraz zmiany w uktadzie krzepnigcia. W komodrkach
sroédbtonka oraz w blonie komoérkowej migséni gltadkich naczyn zlokalizowane sg liczne
receptory, ktore w wyniku aktywacji wywieraja wptyw na prace naczyn. W blonie
komorkowej zidentyfikowano receptor endotelinowy typu A, 5-HT,n oraz 5-HT5,
natomiast w komoérkach endotelium wystepuja receptory endotelinowy typu B, 5-HT;p,

5-HT,p oraz 5-HT, (tabela 1).
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1.4. Przekazywanie sygnalow w komorce miesni gtadkich naczyn

1.4.1. Budowa i funkcja btony komoérkowej

Btona komoérkowa to bardzo aktywna metabolicznie struktura, w obrebie ktorej
zachodzi wiele znamiennych procesOw warunkujacych m.in. wzrost, czy réznicowanie
komorek. Stanowi rdéwniez barier¢ chronigcg przed czynnikami zewnegtrznymi.
Nazywana jest czesto pltynng mozaikg biatkowo-lipidowa ze wzgledu na swoja
strukturg. W wewnetrznej warstwie blony plazmatycznej dochodzi do hydrolizy
fosfatydyloinozytoli, co stanowi jeden z istotniejszych systeméw przekazywania
sygnatow w komorce. Enzymem regulujacym ten proces jest rozpuszczalne biatko

cytozolowe zalezne od jonéw Ca®" — fosfolipaza C (PLC) [156].

1.4.2. Molekularny mechanizm dziatania receptora a-1 adrenergicznego

W swoich badaniach, Lapin i Umanskaia wskazuja na kynureniny i udziat
receptora adrenergicznego w kontroli napi¢cia $ciany naczyn [79]. Skurcz migsniowki
gtadkiej naczyn krwiono$nych jest wyzwalany m.in. w wyniku aktywacji receptorow
alfa adrenergicznych typu pierwszego, znajdujacych si¢ na powierzchni btony
komorkowej migséni gtadkich naczyn. Receptor alfa 1 adrenergiczny aktywuje PLC B za
posrednictwem biatka Gg/11. Na powierzchni btony komoérkowej PLC B katalizuje
reakcje hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu — PI(4,5)P2, co prowadzi do
powstania dwoch wtornych przekaznikéw sygnatu. Sg to trifosforan-1,4,5-inozytolu
(IP3) oraz diacyloglicerol (DAG). IP3 powoduje uwolnienie jonow Ca®’ z przestrzeni
wewnatrzkomoérkowych  [Ca* Jwews a takze wplywa na regulacje procesow
komorkowych, w tym odpowiada za aktywacje blonowych kanaléw jonowych, zar6wno
sodowych jak i potasowych [172]. DAG aktywuje kinaze¢ biatkowa C (PKC), regulujaca
procesy odczulania receptoréw, transport czasteczek, badz jonéw przez membrany oraz
uwalniania neuroprzekaznikow. W dalszym etapie dochodzi do aktywacji przez 1P3
receptoréw dla IP3 obecnych w retikulum endoplazmatycznym (RE), w wyniku czego
dochodzi do wzrostu [Ca®"]yew W procesie naptywu jondw wapnia do cytoplazmy z RE.
Naptywajace jony wapnia moga dalej aktywowac receptory ryanodynowe obecne w RE.
Jednoczesnie obserwuje sie aktywacje przez DAG i [Ca’ Twew — PKC. W efekcie,
dochodzi do dalszego dynamicznego wzrostu [Ca® Twew, wynikajacego z otwarcia
kanatéw  wapniowych 1 naptywu wapnia do cytoplazmy =z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Wzrost [Ca* Jyew W komoérce micsniowej wplywa na interakcje

aktyna — miozyna, co inicjuje skurcz widkienek migsniowych.
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1.4.3. Molekularny mechanizm dziatania receptoréw naczyniowych 5-HT

Receptory 5-HT zlokalizowane sa glownie w btonie komoérkowej neurondéw oraz
w naczyniach krwiono$nych (7 rodzin, z czego zidentyfikowano 14 podtypow
receptorow) (tabela 1). Ztozone dziatanie 5-HT w naczyniach krwiono$nych, jest
zalezne od interakcji z wieloma receptorami serotoninowymi znajdujagcymi si¢ w
mig$niach gladkich naczyn oraz w $rodbtonku, a takze od lokalizacji anatomicznej
naczyn, stanu zdrowia organizmu, co tacznie moze prowadzi¢ do otrzymania
przeciwstawnych efektow dziatania [90]. Z wyjatkiem jonotropowego receptora 5-HTj;,
pozostate receptory 5-HT zwigzane sg z r6znymi biatkami typu G [93].

Autorzy, opublikowanych dotychczas badan, wskazuja na mozliwy udzial wybranych
kynurenin w regulacji napigcia $ciany naczyn krwiono$nych poprzez receptor 5-HT [78,
79, 168]

Receptor 5-HT,5 to podstawowy receptor zaangazowany w skurcz naczyn
krwionosnych, poprzez aktywacje kanatow wapniowych typu L, poprzez PLC oraz
kinazy tyrozynowe [155]. W wyniku aktywacji receptorow zwigzanych z kinaza
tyrozynowg, dochodzi do aktywacji PLC typu vy, hydrolizy P1(4,5)P2, w wyniku czego
powstaje DAG 1 IP3. IP3 Iaczy si¢ ze specyficznym receptorem w btonie RE 1 otwiera
znajdujace si¢ w nim kanaty, przez ktére do cytoplazmy uwalniane zostaja jony Ca*". Z
kolei DAG aktywuje PKC.

Z kolei pobudzenie receptora 5-HT g dziatajacego poprzez biatko Gi/Go hamuje
cyklaze adenylanowa, zmniejszajac stezenie CAMP 1 aktywno$¢ kinazy biatkowej A
(PKA) [90].

Natomiast receptory 5-HT; oraz 5-HT, dzialaja poprzez biatko Gs, ktoére
stymuluje cyklazg adenylanowg 1 powoduje zwiekszenie stezenia cCAMP powstajacego z
ATP. cAMP wiaze si¢ z podjednostka enzymu, a nastepnie aktywuje PKA, ktora z kolei
fosforyluje szereg biatek docelowych.

PKA fosforyluje regulatorowe biatka gendéw w jadrze, ktore nastgpnie stymulujg

procesy transkrypcji.
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1.4.4. Wpltyw KCI na napieciowo zalezne kanaty Ca2+ (Cay1.2) obecne w btonie

komdrkowej mie$ni gtadkich naczyn

W komorkach mieéni gladkich naczyn istnieja rowniez dwa typy kanatow Ca®":
zalezne od potencjatu kanaty Ca®" oraz sterowane receptorem kanaty Ca®" (tabela 2).
Stezenie [Ca® Twew jest 103-104 razy mniejsze niz stgzenie wolnego wapnia w RE [98].
KCl od dawna jest stosowany jako dogodny czynnik pozwalajacy oming¢ udziat
receptorow sprz¢zonych z biatkiem G w aktywacji migsni gladkich naczyn. Skurcz
wywolany przez KCI jest efektem depolaryzacji blony komodrkowej, co prowadzi do
zwigkszonego naptywu jonéw Ca’" przez kanaly typu L do wnetrza komoérki [130].
Otwarcie tego typu kanatow nastepuje w skutek zmiany potencjatu btonowego w
stosunku do potencjalu spoczynkowego komoérki (-70 mV). W komoérkach mieéni
gladkich aktywacja kanatéw Ca”" inicjuje bezposrednio skurcz poprzez naptyw jonow
Ca”" do wnetrza cytoplazmy z zewnatrz oraz posrednio przez uwalnianie wapnia z RE.
Whikajace jony Ca*" aktywuja i otwieraja kanaty rianodynowe zlokalizowane w blonie

RE - jest to tzw. proces uwalniania wapnia poprzez jony wapnia [ 14, 22, 163].

1.4.5. Kanaly potasowe w komoérkach srédbtonka oraz miesni gladkich
naczyn
Kanaty potasowe sg kolejnym czynnikiem biorgcym udzial w regulacji napigcia

$ciany naczyn. Dziatanie tych kanaldow moze by¢ regulowane przez stezenie samego
[Ca®*]wew. Otwarcie kanalow potasowych powoduje wyptyw K z wnetrza komorki na
zewnatrz btony komodrkowej, czego nastepstwem jest hiperpolaryzacja i zamknigcie
zaleznych od potencjalu btonowych kanaléow wapniowych. W efekcie dochodzi do
rozkurczu naczyn krwionos$nych.

Z kolei zamknigcie kanaldow potasowych w komorkach migéni gladkich naczyn,
prowadzi do spadku warto$ci potencjatu blonowego, zwigkszonego naplywu jonow
wapnia przez bramkowane potencjatem kanaly wapniowe i1 skurczu naczyn [152].

Szczegdtowy opis kanatéw potasowych przedstawia tabela 3.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo okres$lenie wpltywu poszczegdlnych elementow
metabolizmu tryptofanu na drodze szlaku kynureninowego na reaktywno$¢ naczyn
tetniczych szczura w badaniach in vitro. W tym celu podjeto badanie izometrycznej
odpowiedzi skurczowej izolowanych pierscieni (i) aorty szczura czeS¢ zstepujaca, (ii)
aorty czes¢ wstepujaca, (iii) tetnicy plucnej szczura oraz (iv) odcinkéow Il rzedu tetnicy

krezkowej gornej przy pomocy inkubacji tkankowych.

Zasadnicze cele zrealizowane w cyklu badan prowadzonych w rozprawie doktorskie;j:

1. Badanie bezposredniego oddzialywania elementéw szlaku kynureninowego na
naczynia tetnicze szczura.

2. Wplyw elementow szlaku kynureninowego na naczynia poddane
wczesniejszemu dziataniu fenylefryny, 5-HT oraz KCl (ocena sity skurczu badz
rozkurczu naczyn).

3. Okreslenie aktywnosci naczyniowej na poziomie receptorowym (pICsp).
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Materiatl

a) Zgoda wilasciwej komisji bioetycznej

Wszelkie czynno$ci zwigzane z wykonywaniem doswiadczen na zwierzgtach
zostaly przeprowadzone w sposob respektujacy normy prawne obowigzujgce na terenie
Rzeczypospolitej Polski (art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005 r. o
doswiadczeniach na zwierzetach (Dz. U. Nr 33, poz. 289) 1 § 14 ust. 3 rozporzadzenia
Ministra Nauki 1 Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. za zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej (Nr 06/2014/N 1 31/2014/N). Zgoda zostata wydana do zezwolenia Nr 24/In-
D/WNMed/UWM/2013 waznego do dnia 31/12/2018 roku.

b) Zwierzeta doswiadczalne

Szczury rasy Wistar (waga 200-250 g) w liczbie 50 sztuk, przebywaty przez co
najmniej 14 dni (minimum aklimatyzacyjne) w warunkach zapewniajacym im
dobrostan (naturalny cykl dnia 1 nocy — okres $wiatta 07:00-19:00 h), z
nieograniczonym dostgpem do wody i karmy (standardowa karma dla gryzoni Agropol,

Motycz, Polska) i statej temperaturze (23 + 2 °C).
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3.2. Metody

3.2.1. Pomiar kurczliwo$ci naczyn tetniczych

a) Przygotowanie naczyn

Szczury pitci meskiej w 10 tygodniu zycia (n = 50) zakwalifikowane do
doswiadczenia, przebywaly na terenie jednostki doswiadczalnej katedry Patofizjologii,
Weterynarii Sadowej 1 Administracji, Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej oraz
Zwierzetarni Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie, gdzie

wypreparowano potrzebne naczynia bezposrednio przed analiza.

AORTA

Fragmenty aorty (czg$S¢ wstepujaca oraz zstgpujaca) zostaly natychmiast
ostroznie wyizolowane, oczyszczone z tkanki tacznej, a nastepnie przygotowano
pierScienie o dlugosci 5 — 6 mm 1 o szeroko$ci naczynia 2,26 + 0,017 mm. Tak
otrzymane fragmenty naczyn, umieszczano na specjalnych haczykach ze stali
nierdzewnej, przewieszone przez S$wiatlo naczynia w komorach inkubacyjnych,
zawierajacych bufor Krebsa-Henseleita (tabela 4). Jeden haczyk byt przytwierdzony do
$ciany komory, natomiast drugi byt podtaczony do przetwornika (F30, TAM-A typ
705/1, HugoSachs Elektronik, Germany) w celu pomiaru kurczliwosci (ryc. 11). Z
kazdego szczura wypreparowano po cztery pierscienie aorty. Catkowita ilos¢
przebadanych pierScieni aorty wynosita 400. Aktywno$§¢ miogenng izolowanych
fragmentoéw aorty rejestrowano w 4 komorach inkubacyjnych (objetos¢ 5 ml) do badan
izolowanych naczyn w warunkach skurczu izometrycznego (Mayflower Tissue Bath,
Hugo Sachs Elektronik, Germany; ryc. 12), z zastosowaniem oprogramowania (HSE

ACAD-W, Germany).

TETNICA PLUCNA

Zastosowano te¢ samag procedure, co w przypadku pierscieni aorty. Tetnica
ptucna lewa 1 prawa zostaty ostroznie wyizolowane, a nastgpnie przygotowano odcinki
o szerokosci 1,8 £ 0,02 mm i dlugosci 3 mm. Napigcie spoczynkowe dopasowano

odpowiednio do $rednicy naczynia.

ODCINKI Il RZEDU TETNICY KREZKOWE] G(jRNE]
Fragmenty naczynh po wyizolowaniu zostaly umieszczone w buforze Krebsa-
Henseleita o sktadzie podanym powyzej z tym, ze stezenie glukozy zmniejszono do 5,5

mM [104, 165]. Przy pomocy mikroskopu oczyszczone pierscienie zostaty
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przewieszone przez $§wiatto naczynia. Napiecie spoczynkowe rowniez dostosowano do

$rednicy naczynia.

Ryc. 11. Komora inkubacyjna (Mayflower Tissue Bath of Hugo Sachs Elektronik,

Germany) o objetosci 5 ml do badania izolowanych naczyn.

Ryc. 12. Zestaw do badan izolowanych naczyn z mikroskopem uzyty w pracy

badawcze;j.
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b) Protokét doswiadczenia

Analizowane fragmenty naczyn, przed przystapieniem do do$wiadczenia, byly
poddawane kazdorazowo stabilizacji przez 60 minut w buforze Krebsa-Henseleita.
Proces ten eliminuje napr¢zenia towarzyszace spontanicznej pracy izolowanych naczyn.

Eksperyment wykonano w dwoch etapach.

Wvybor odpowiednich stezen substancji referencyjnych

W pierwszym etapie wyznaczono optymalne napigcie spoczynkowe pierscieni
naczyn, pobranych od zwierzat do$wiadczalnych. Naprezenie spoczynkowe jest
odpowiednio dopasowane w zaleznoSci od wewngetrzne] $rednicy naczynia
krwionos$nego, co zapewnia, ze reakcje na agonistow i/lub antagonistow beda
najbardziej wyrazne. W tym celu zastosowano rozne stezenia roztworow
referencyjnych. Fenylefryna (0,1 nM-100 uM), KCI1 (5-75 mM), 5-HT (0,1 nM-100
uM) ketanseryna oraz acetylocholina (1 nM—-100 uM). Otrzymane wyniki pozwolity
oszacowacC stezenia roztworow referencyjnych, przy ktorych skurcz naczyn bedzie
najbardziej wyrazny, za§ w przypadku ketanseryny oraz acetylocholiny relaksacja

naczyn bedzie calkowita.

Wyznaczenie efektu submaksymalnego dla fenylefryny, serotoniny oraz chlorku

potasu

Pier$cienie naczyn najpierw poddano dzialaniu roztworu fenylefryny w dawce
1uM (aorta i tetnica plucna) oraz 10 uM (odcinki II rzedu tetnicy krezkowej gornej)
osiggajac efekt submaksymalny. Kiedy osiggni¢to stan rGwnowagi, tkanki przemywano
w buforze Krebsa-Henseleita, w celu otrzymania odpowiedzi na to samo stezenie
fenylefryny z zachowaniem powtarzalno$ci pomiarow. W ten sposdéb wykonano 7
pomiaréw w 8 godzinnym przedziale czasowym. Taka samg procedurg przeprowadzono

w przypadku 60 mM roztworu KCI oraz 10 uM roztworu 5-HT.
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Dawki kumulacyjne acetvlocholiny i ketanseryny

Pierscienie naczyn poddane wczesniej dzialaniu fenylefryny, nast¢pnie
wystawiano na dzialanie wzrastajacych dawek acetylocholiny w stezeniach od 1 nM do
100 uM, a nastgpnie analizowano reakcje naczyn. Pozwolito to na wyznaczenie
krzywych zalezno$ci dawka-odpowiedz dla wzrastajacych stezen acetylocholiny i
wybor odpowiednego stezenia acetylocholiny.

Takg samg procedurg zastosowano w przypadku ketanseryny na dziatanie 5-HT.

Wyznaczenie odpowiedniego napiecia spoczynkowego

W celu ustalenia, czy efekt dziatania fenylefryny w prowadzonych badaniach in
vivo wigze si¢ z zastosowanym napigciem spoczynkowym, poréwnano efekt dziatania
roznych stgzen fenylefryny na przebieg napigcia, w zaleznos$ci od ustawionego
obcigzenia wyj$ciowego izolowanych fragmentéw aorty (zakres 1,0-3,5 cN). Poniewaz
w stanie stacjonarnym odpowiedz naczyn byla zmienna w zaleznos$ci od wybranych
fragmentow, dokonano wyboru obcigzenia, przy ktorym naczynia utworzyty stabilne
plateau. Przy zastosowanym napigciu spoczynkowym 1 odpowiednim stezeniu
fenylefryny, reakcja naczyn utrzymywata si¢ na stalym poziomie przez ponad 30 minut,

co pozwolito na przeprowadzenie do§wiadczenia.

W drugim etapie badano aktywno$¢ miogenng naczyn wobec wzrastajacych

stezen analizowanych zwigzkow.

Przebieg pomiarow

Kazdorazowo przed doswiadczeniem naczynia poddawano 60 minutowe;]
stabilizacji, w 5 ml komorach tkankowych, w zmodyfikowanym buforze Krebsa-
Henseleita, w celu pokonania stresu mechanicznego i osiggnigcia, ustalonego wczesniej
napigcia spoczynkowego [59]. Roztwor przez caly czas trwania do$wiadczenia byt
napowietrzany mieszaning karbogenu o sktadzie 95% O, 1 5% CO, oraz utrzymywany
w temperaturze 37 °C, co zapewniato pH na poziomie okoto 7,4 [59]. Bufor Krebsa-
Henseleita byl zmieniany $rednio co 15 minut i zastgpowany Swiezym roztworem, w
celu wyeliminowania powstajacych ewentualnie metabolitow, ktore mogtyby wptywaé

na prac¢ analizowanego naczynia.
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1. analizowane pierScienie poddawano dzialaniu wzrastajagcym stezeniom
badanych substancji (tabela 6) przez 5 minut poszczegdlne stezenie. Nastepnie
analizowano odpowiedz naczyn na podanie fenylefryny, 5-HT oraz KCI.

il.  stabilizacja naczynia oraz podanie fenylefryny, 5-HT Ilub KCI. Kolejno
podawano wzrastajace dawki badanych zwigzkow. Tylko woéwcezas, gdy
osiggnicto efekt plateau po wczesniejszej dawce (okoto 4 minuty), podawano
kolejne wyzsze stezenie. Nastepnie ustalano reakcje na acetylocholing.
Pozwolito to na dobdér odpowiedniego stezenia, ktore nastepnie analizowano

indywidualnie.

Reakcja na analizowane zwigzki jest wyrazona jako (i) procent wywotanego
skurczu — w stosunku do substancji referencyjnej, (ii) jako sita skurczu (cN) oraz (iii)
jako parametr pICsy (—loglCsp) w celu okreslenia aktywnosci inhibitorow. Obliczenia
przeprowadzono w programie MS Office, GraphPad Prism 6 oraz bezposrednio w

programie HSE-ACAD. Obserwowane zmiany zapisywano w cyklach 10 minutowych.

Srodblonek

Szczegbdlna ostroznos¢ zostata zachowana, aby nie uszkodzi¢ srodblonka przy
preparowaniu i zawieszaniu naczyn w komorach. W doswiadczeniach z fenylefryng
oraz KCI §rodbtonek byl usuwany mechanicznie przez delikatne pocieranie powierzchni
bltony wewnetrznej naczynia przewodem pokrytym bawetng. Obecnos$¢ sprawnego
srodbtonka oceniano we wszystkich preparatach, okreslajgc zdolnos¢ acetylocholiny (10
uM) do obnizenia napigcia, przy wczesniejszym zadzialaniu na naczynia roztworem
fenylefryny (1 uM badz 10 uM). Jezeli rozkurcz naczyn po podaniu acetylocholiny byt
na poziomie powyzej 90%, uznano takie naczynie jako nienaruszone, a $§rodbtonek za
zachowany. Srodblonek uznano za usuniety, gdy odpowiedZ naczyn po podaniu
acetylocholiny byla zredukowana ponizej 10% poziomu wyjsciowego. Obecnos¢

sprawnego $rdédblonka potwierdzilty takze badania histologiczne.
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3.2.2. Barwienia histologiczne fragmentow naczyn

Barwienia wykonano w celu okreslenia ewentualnego dzialania nieswoistego —
toksycznego analizowanych zwigzkow na fragmenty naczyn. PierScienie naczyn po
usunigciu z fazni tkankowych, utrwalano w 10% roztworze buforowanej formaliny, a
nastgpnie zatopiono je w parafinie. Tak zestalone tkanki pocigto na skrawki o grubosci
5 pm za pomocg mikrotomu. W ten sposob otrzymano od 4 do 8 skrawkow z kazdej
probki. Skrawki wybarwiono za pomoca barwnikéw hematoksylina i eozyna (H&E) i
przeprowadzono analiz¢ histologiczng. Pier§cienie pobrane od szczuréw natychmiast po
eutanazji stuzyly jako kontrola. Zdjecia preparatow histologicznych wykonano za
pomoca mikroskopu optycznego Olympus BX41, podiaczonego do komputera,
zaopatrzonego z wysokiej rozdzielczosci ekran, na ktérym analizowano i przetwarzano
zdjecia. Analiza histomorfometryczna zostalta wykonana przy uzyciu programu do

obrobki zdje¢ Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics).
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3.3. Badane zwiazki
a) Odczynniki

Do wszystkich doswiadczen 1 oznaczen uzyto substancji 1 odczynnikow ze zrodet,
ktére zapewnialy najwyzszy stopien czystosci. Byty to:

= L-tryptofan — (Sigma-Aldrich Chemie, Fluka, USA)

» L-kynurenina — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Switzerland)

= Kwas kynureninowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, UK)

* 3-hydroksykynurenina — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Izrael)

= Kwas 3-hydroksyantranilowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, USA)

= Kwas antranilowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, India)

= Kwas ksanturenowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Germany)

= Kwas chinolinowy — kwas pirydyno -2,3-dikarboksylowy (Merc, Germany)

= Kwas pikolinowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, UK)

= Kwas nikotynowy — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Switzerland)

= Acetylocholina — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Switzerland)

= Chlorowodorek fenylefryny — (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, UK)

* Chlorowodorek serotoniny — (Sigma-Aldrich, USA)

= Ketanseryna, winian — (Sigma-Aldrich, China)

=  Woda oczyszczona — Milipore

= Sktadniki buforu Krebsa-Henseleita — (Poch, Gliwice, Poland)

= HCI, NaOH, DMSO, etanol — (Chempur, Piekary Slaskie, Poland)

b) Dobor stezen

Zakres uzytych w doswiadczeniu stezen zostal dobrany zgodnie z danymi

dostgpnymi w literaturze.
c¢) Przygotowanie rozcienczen

Wszystkie stezone roztwory wykonano w wodzie oczyszczone] i
przechowywano przez maksymalnie 2 dni. Fenylefryna oraz AA zostaty rozpuszczone
w 0,1 N HCI [20], a pH doprowadzano do wartosci 7,35, stosujac 0,05 N NaOH. L-kyn,
KYNA, QUIN oraz XA zostaly rozpuszczone w 0,5% DMSO, natomiast 2-PA w 0,25%

etanolu (v/v). Pozostate zwigzki rozpuszczono w wodzie oczyszczonej. Wszystkie tak
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przygotowane roztwory przechowywano w temperaturze minus 20 °C, przez
maksymalnie 7 dni oraz chroniono przed $wiattem.
Bezposrednio przed doswiadczeniem dokonywano odpowiednich rozcienczen w

buforze Krebsa-Henseleita.

W doswiadczeniach, w ktorych skurcz naczyn byt wywolywany przy uzyciu
KCl (60 mM), NaCl z buforu Krebsa-Henseleita byl zastgpiony przez izomolowe
(izoosmotyczne) stezenie KCI [47, 86] (tabela 6).
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3.4. Analiza statystyczna

Wyniki wyrazono w postaci $rednich arytmetycznych 1 §rednich standardowych
btedow pomiardw (+ SEM), z co najmniej 6 niezaleznych powtdrzen. Analiza
statystyczna danych byla dokonana za pomoca programu GraphPad Prism wersja 6,0
(Graph Pad Software Inc.). Do analizy statystycznej uzyskanych wynikéw stosowano
test ANOVA (analiza wariancji), uzupeliony testem post-hoc (test Newmana i Keulsa).
Jezeli dane nie spelniaty zatozen dla zastosowania testu t-Studenta, zastosowano test U
Manna-Whitneya. Parametr pICsy opracowano na podstawie programu Pharmacological
Calculation System Pharm/PCS v 4.0.

We wszystkich poréwnaniach réznice przy p < 0,05 uznano za statystycznie istotne.
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4. WYNIKI

4.1. Dobor odpowiednich stezen substancji referencyjnych oraz

dobor wlasciwego obcigzenia spoczynkowego

0,5% DMSO oraz 0,25% v/v etanol

Stezenia uzytych w do$wiadczeniach rozpuszczalnikéw — zaréwno DMSO i
etanol (odpowiednio ponizej 0,5% oraz 0,25% v/v) nie wywieraly wlasnego dziatania
na naczynia (ryc. 13). W zastosowanych stezeniach, nie stwierdzono w dziataniu
DMSO czy etanolu statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach (A, aorta;

TP, tetnica ptucna; TK, odcinki II rzedu tetnicy krezkowej gornej; n = 6).

100
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0 DMSO 0,0625 0,125 0,25 0,5 1,0 2,0
i etanol stezenie DMSO (%)

sita skurczu (%)
*

Ryc. 13. Efekt dziatania DMSO i etanolu na naczynia tetnicze szczura.
Wartosci przedstawione sg jako = SEM z 6 eksperymentow
*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do warto$ci w grupie bez

DMSO i etanolu (test t-Studenta)
Dodanie buforu Krebsa-Henseleita do tazni tkankowych nie powodowato zmian

W napigciu wyjsciowym naczyn czy w skurczu tonicznym, wywolanym roztworem

fenylefryny czy 5-HT, zar6wno przy zachowanym $§rodbtonku ($+) jak i usunigtym ($-).
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Fenylefryna

Podanie roztworu fenylefryny do komor inkubacyjnych w grupie kontrolnej w
zakresie st¢zen od 0,1 nM do 100 uM, spowodowato obkurczenie izolowanych
segmentOw pierScieni naczyn w zalezno$ci od uzytego stezenia, zarOwno przy
zachowanym jak i pozbawionym $rédbtonka naczyniu (ryc. 14). W przypadku gdy
mechanicznie usunigto warstwe S$rodblonka, sita skurczu naczyn wzroslta w sposob
statystycznie znamienny (ryc. 15). Analizujac otrzymane wyniki, wybrano stezenie
fenylefryny o wartosci 1 uM. Przy tak dobranym st¢zeniu pier§cienie aorty oraz tetnicy
phlucnej utworzyly stabilne plateau, ktoére utrzymywato si¢ przez ponad 30 minut, co
pozwolito na przeprowadzenie doswiadczenia (pECsy = 7,01 + 0,07). Natomiast
pierscienie II rzedu tetnicy krezkowej gornej utworzyly stabilne plateau, poddane

dziataniu fenylefryny o wartosci 10 uM (pECso = 5,89 + 0,18) (ryc. 14).

3,5 e e e e e e o
3 | —O—aortaodcinek gorny zstepujacy, .
tetnica ptucna
55 | TDaortaodcinek dalszy wstepujacy OO ___
5 A—=tetnica krezkowa

efekt (cN)
=

[N
1

*
0,5 f-mmmmmmmmmmm e e

fenylefryna (log M)

Ryc. 14. Efekt dzialania wzrastajacych stezen fenylefryny na naczynia tetnicze szczura
w obecnosci sprawnego $rodbtonka.

Wartosci przedstawione sg jako = SEM z 6 eksperymentow.

*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do grupy pierscieni aorty i

tetnicy ptucnej (test t-Studenta)
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aorta (1 uM) tetnica ptucna (1 uM) tetnica krezkowa (10
uM)

Ryc. 15. Efekt dziatania fenylefryny na naczynia tetnicze szczura; (+) Srédbtonek
zachowany, (—) $srodbtonek usuniety

Wartosci przedstawione sg jako += SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w grupie w zaleznosci od obecnosci

srodbtonka (test t-Studenta)

Fenylefryna (1 uM) wywotata skurcz fragmentow naczyn szczura w sposob
zalezny od odcinka. W pierwszej grupie (aorta czes$¢ zstgpujaca, tetnica ptucna, tetnica
krezkowa) naczynia utrzymywaly swoja stabilnos¢ juz od samego poczatku
prowadzenia do§wiadczenia. Skurcz wywotany roztworem fenylefryny utrzymywat sie
na poziomie 1,7 £ 0,04 cN przez 6 godzin trwania eksperymentu. W 6 godzinie doszto
do ostabienia reakcji naczyn na roztwor fenylefryny (1,25 + 0,02 cN) w poréwnaniu do
wartosci poczatkowych (p < 0,01, n = 6) (ryc. 16A).

Stabilnos¢ naczynia (aorta czgs¢ wstepujaca) zostata osiggnieta w 3 godzinie
trwania doswiadczenia i utrzymywata si¢ na statym poziomie (1,45 £+ 0,03 cN) przez
kolejne cztery godziny (ryc. 16B). Po tym czasie doszio do spadku sity skurczu
wywolanego roztworem fenylefryny (p < 0,01, n = 6).
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Ryc. 16. Efekt dziatania fenylefryny na aorte zstepujaca, te¢tnice plucng, tetnice
krezkowa (A) oraz na aortg wstgpujaca szczura (B).

Wartos$ci przedstawione sg jako = SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w pordwnaniu do grupy w 3-6 godzinie (test

t-Studenta)
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KCl

Podanie KCI do komor inkubacyjnych w grupie kontrolnej, w zakresie stezen od
5 mM do 75 mM, spowodowalo obkurczenie izolowanych segmentow pierscieni
naczyn, w zaleznosci od uzytego st¢zenia, zarowno przy zachowanym jak i
pozbawionym S$rodbtonka naczyniu. Analizujac otrzymane wyniki, dla wszystkich
naczyn wybrano stg¢zenie KCl o wartosci 60 mM (ryc. 17). Obecno$¢ sprawnego
srddbtonka potggowala sile skurczu wywolang roztworem KCl1 we wszystkich badanych
grupach (p < 0,01) (ryc. 18). W stezeniu powyzej 55 mM, nie zaobserwowano
statystycznie znamiennych rdznic w reaktywnosci poszczegolnych naczyn aorty, tetnicy

ptucnej oraz tetnicy krezkowej na dziatanie KCI (tabela 7).
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Ryc. 17. Efekt dziatania KCI (5-75 mM) na naczynia tetnicze szczura w obecno$ci
sprawnego $rodblonka, TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa; A, aorta

Wartosci przedstawione sg jako £ SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do warto$ci w grupie

zawierajacej pierscienie aorty i tetnicy plucnej (test t-Studenta)
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Ryc. 18. Efekt dziatania KCl (60 mM) na naczynia te¢tnicze szczura; (+) $rodblonek

zachowany, (—) $rodbtonek usuniety

Wartos$ci przedstawione sg jako + SEM z 6 eksperymentéw

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w pordéwnaniu do wartosci w grupie

kontrolnej (test t-Studenta)
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5-HT

Analizujac otrzymane wyniki wybrano stezenie 5-HT o wartosci 10 pM. Przy
tak dobranym stgzeniu pierScienie aorty, tetnicy plucnej oraz II rzgdu tetnicy krezkowe;j
utworzyly stabilne plateau, ktére utrzymywato si¢ przez ponad 30 minut, co pozwolito
na przeprowadzenie doswiadczenia (ryc. 19). Wrazliwos¢ pierscieni odcinkoéw I rzedu
tetnicy krezkowej na dziatanie 5-HT byta 10 razy wyzsza (ECsp = 0,49 = 0,03 uM) w
porownaniu do pierscieni aorty (ECso = 4,79 = 0,04 uM) 1 tetnicy ptucnej (ECsp = 5,28
+ 0,02 uM) (tabela 7).
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Ryc. 19. Efekt dziatania 5-HT (10 uM) na naczynia tgtnicze szczura w obecnosci

sprawnego $srédblonka
Wartos$ci przedstawione sg jako = SEM z 6 eksperymentow
*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do warto$ci w grupie

zawierajgcej pierscienie aorty i tgtnicy plucnej (test t-Studenta)

48



Napiecie spoczynkowe
W przypadku pierscieni aorty, napiecie spoczynkowe wykazywato najlepsza
funkcjonalnos$¢ przy wartosci 2 cN. W przypadku tetnicy ptucnej napigcie ustalono na

poziomie 1 cN, a dla tetnicy krezkowej wynosito 3 mN.

Acetylocholina
Acetylocholina w stezeniu 10 uM wywolala catkowitg relaksacj¢ analizowanych

pierscieni aorty jak réwniez t¢tnicy ptucnej oraz krezkowej. Rozkurcz przy tej dawce

osiggnat wartos$¢ powyzej 90% sity skurczu.

Ketanseryna
Selektywny antagonista receptora 5-HT,5 ketanseryna, w stezeniu 0,1 puM

hamowata catkowicie odpowiedz skurczowa wywotang 5-HT.
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4.2. Wptyw badanych zwigzkow na napiecie spoczynkowe

izolowanych naczyn tetniczych

Przeprowadzono seri¢ badan w celu wyboru spos$rod analizowanych zwigzkow
substancji o aktywnym dziataniu na naczynia tetnicze szczura. Podczas analizowania
otrzymanych wynikdéw nie stwierdzono pojawienia si¢ zmian w napi¢ciu $ciany naczyn.
Efekt dziatania Trp oraz pozostalych zwigzkow na naczynia byt porownywalny 1 nie
zaobserwowano statystycznie znamiennych roznic w sile 1 efektywnos$ci dzialania,

zarowno przy zachowanym jak i usuni¢tym srodbtonku (ryc. 20).
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Ryc. 20. Efekt dziatania Trp, L-kyn, KYNA, 3-OH-L-KYN, 3-OH-AA, AA, XA,
QUIN, 2-PA, NA oraz fenylefryny, KCI (60 mM) i 5-HT (10 uM) na naczynia tetnicze
szczura.

(+) srédbtonek zachowany, (—) §rédblonek usunigty

Wartosci przedstawione sg jako £ SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do wartoSci w grupie

kontrolnej (test t-Studenta)
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Zaobserwowano natomiast, ze podanie fenylefryny do komor inkubacyjnych w
obecnosci analizowanych zwigzkow, wywolalo jedynie w przypadku L-kyn
statystycznie znamienny spadek w sile skurczu, w poréwnaniu do dziatania samej
fenylefryny p < 0,005, n = 6 (ryc. 21). Efekt dziatania byt zalezny od stezenia i
uwidaczniat si¢ powyzej 100 pM. Przy stezeniu 300 uM skurcz naczyn wynosit
zaledwie 72% wartosci poczatkowej. Po przeptukaniu naczynia i ponownym podaniu
samej fenylefryny w tym samym stezeniu, otrzymano skurcz o sile na poziomie
warto$ci wyjsciowej (102 + 5%). Takie same wyniki otrzymano w przypadku badanych

pierscieni naczyn aorty, tetnicy ptucnej oraz odcinkéw 11 rzedu tetnicy krezkowej.
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Ryc. 21. Efekt podania fenylefryny, L-kyn (300 uM) oraz jednoczesnego podania L-kyn
i fenylefryny na naczynia tetnicze szczura, w czasie trwania do§wiadczenia. Kazde
podanie poprzedzone jest ptukaniem i stabilizacjg naczynia.

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,005 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do wartoSci w grupie

kontrolnej (test t-Studenta)
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4.3. Wptyw badanych zwigzkéw na reaktywnos¢ naczyn tetniczych w
obecnosci fenylefryny, serotoniny oraz KCI

Efekt dziatania tryptofanu na obkurczone naczynia tetnicze szczura

Tryptofan, w zastosowanym zakresie stezen (10 nM—100 uM), nie wpltywal na
aktywnos$¢ obkurczonych pierscieni naczyn tetniczych szczura. Nie stwierdzono tez
statystycznie znamiennych roznic w grupach, w ktorych srodbtonek byt zachowany (§+)

oraz zostat usunigty ($-) (ryc. 22, ryc. 23, ryc. 24).
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Ryc. 22. Efekt dzialania tryptofanu na obkurczone naczynia tetnicze szczura
(fenylefryna). TP, te¢tnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzgdu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 23. Efekt dzialania tryptofanu na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (10 uM 5-
HT). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 24. Efekt dziatania tryptofanu na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60 mM
KCl). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
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Efekt dziatania L-kynureniny na obkurczone naczynia tetnicze szczura

Ryc. 25 1 ryc. 26 przedstawiaja krzywe zaleznosci dawka — odpowiedz dla
wzrastajacych stezen L-kynureniny (0,1-300 uM) w badanej grupie. L-kyn rozkurczata
w sposob zalezny od dawki, obkurczone wczesniej fenylefryng (1 M) naczynia aorty,
zarbwno w grupie zawierajacej izolowane fragmenty, pochodzace z czesci zstgpujacej
(ryc. 25) jak 1 z czeSci wstepujacej (ryc. 26). L-kyn, w stezeniach powyzej 150 uM,
silniej rozkurczata izolowane fragmenty aorty cz¢$¢ zstepujaca ($+) pICso= 3,91 + 0,04,
(8-) pICsp = 3,85 + 0,06 w poréwnaniu do cze¢sci wstgpujacej aorty ($+) pICso = 3,89 +
0,01 oraz ($-) pICso = 3,79 = 0,02 (p < 0,05, n = 6). Nie stwierdzono w dziataniu L-kyn
statystycznie znamiennych roznic w sile dziatania miedzy fragmentami aorty, w ktorych

usunigto srédbtonek. L-kyn ponizej 1 uM nie wywierala dziatania na naczynia.
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Ryc. 25. Efekt dzialania L-kyn na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (fenylefryna).
TK, tetnica krezkowa Il rzedu; Az, aorta czg$¢ zstepujaca.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,001 Wyniki statystycznie znamienne w poroOwnaniu do grupy pierscieni aorty

(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa)
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W przypadku izolowanych pier§cieni tetnicy plucnej, uzyskano wyniki o
warto$ciach zblizonych (§+) pICso = 3,97 £ 0,02 oraz ($-) pICso = 3,95 £ 0,02 (n = 6) do
warto$ci uzyskanych w grupie pier$cieni aorty wstepujace;.

Natomiast w grupie fragmentdw naczyn pochodzacych z odcinkow II rzedu tetnicy
krezkowej, zauwazono statystycznie wyzszg sit¢ dziatania ($+) pICso = 5,06 + 0,06 oraz
(8-) pICsp = 4,88 £ 0,06 w porownaniu do pozostatych analizowanych pier§cieni naczyn

(p <0,001, n = 6) (ryc. 25).
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Ryec. 26. Efekt dziatania L-kyn na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (fenylefryna).
TP, tetnica ptucna; Aw, aorta cze¢$¢ wstepujaca.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srodblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

*p < 0,05 Wyniki statystycznie znamienne w grupie (jednoczynnikowa ANOVA, test

Newmana i Keulsa)

W kolejnym eksperymencie, L-kyn, w zastosowanym zakresie stezen (10 nM—
100 uM), nie wptywata na aktywnos$¢ obkurczonych przez 5-HT pierscieni naczyn
tetniczych szczura. Nie stwierdzono tez statystycznie znamiennych réznic w badanych

grupach (tetnica ptucna, tetnica krezkowa Il rzedu, aorta) (n = 6) (ryc. 27).
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Ryc. 27. Efekt dziatania L-kyn na obkurczone naczynia tetnicze szczura (5-HT).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa Il rzgdu; A, aorta.

Warto$ci przedstawione sg jako srednie = SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)

W kolejnej badanej grupie, L-kyn, w sposéb zalezny od dawki, wywotywata
rozkurcz naczyn tetniczych szczura poddanych wezesniejszemu dziataniu 60 mM KCl
(ryc. 28). Relaksacja najsilniej uwidaczniata si¢ w przypadku izolowanych pierscieni
tetnicy krezkowej (§+) pICso = 4,90 £ 0,05 oraz ($-) 4,72 + 0,05. L-kyn, w grupie
fragmentéw pochodzacych z czgdci zstegpujacej aorty ($+) pICso = 3,80 £ 0,03 1 ($-)
pICso = 3,67 £+ 0,02 oraz wstepujacej ($+) pICso = 3,68 £ 0,01 1 (§-) pICsp = 3,62 £ 0,03,
wykazuje statystycznie stabszg sile dzialania, w poréwnaniu do grupy zawierajacej
izolowane pierscienie tetnicy krezkowej (p < 0,001, n = 6). Efekt dziatania L-kyn na
izolowane odcinki tetnicy ptucnej jest najstabszy (§+) pICso = 3,71 £ 0,06 1 ($-) 3,64 £
0,03 i statystycznie nie r6zni si¢ od wynikdéw otrzymanych w grupie pierscieni aorty (n

— 6).
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Ryec. 28. Efekt dziatania L-kyn na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (60 mM KCl).
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzgdu; Az, aorta cz¢$¢ zstepujaca; Aw, aorta
cze$¢ wstepujaca.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srodblonek usunigty

Warto$ci przedstawione sg jako $rednie = SEM z 6 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w
poréwnaniu do grupy, w ktorej usunigto Srodblonek (test U Manna-Whitneya)

*p < 0,001 Wyniki statystycznie znamienne w poroéwnaniu do grupy pierscieni aorty

oraz tetnicy ptucnej (jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa)
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Efekt dziatania kwasu kynureninowego na obkurczone naczynia tetnicze

SZCZura

Kwas kynureninowy, w zastosowanym zakresie st¢zen od 10 nM do 100 puM,

nie wplywal na reaktywno$¢ naczyn tetniczych szczura obkurczonych roztworem

fenylefryny, 5-HT oraz KCl, co przedstawiono na ryc. 29, ryc. 30, ryc. 31. Nie

stwierdzono tez statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach (Srodbtonek

zachowany i §rédblonek usunigty).
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Ryec. 29. Efekt dziatania KYNA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (fenylefryna).

TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Ryec. 30. Efekt dziatania KYNA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (10 uM 5-
HT). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 31. Efekt dzialania KYNA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (60 mM KCl).
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

poréwnaniu do grupy, w ktorej usunigto Srodblonek (test U Manna-Whitneya)
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Efekt dziatania 3-hydroksy-L-kynureniny na obkurczone naczynia tetnicze

SZCZura

3-OH-L-KYN, w zastosowanym przedziale stezeh od 1 nM do 10 pM, nie
wywieral wptywu na naczynia tetnicze szczura poddane wczedniejszemu dziataniu
fenylefryny (ryc. 32). Nie stwierdzono tez statystycznie znamiennych rdéznic w

badanych grupach, przy zachowanym jak 1 usunietym srodbtonku.
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Ryc. 32. Efekt dziatania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tetnicze szczura
(fenylefryna). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.

(+) srédbtonek zachowany, (-) §rédblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie + SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)

W kolejnym eksperymencie badano wptyw 3-OH-L-KYN na naczynia t¢tnicze szczura
poddane dziataniu 5-HT oraz KCIl. Nie stwierdzono wplywu badanego zwigzku na
reaktywnos$¢ analizowanych naczyn tetniczych. Otrzymane wyniki przedstawia ryc. 33

oraz ryc. 34
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Ryc. 33. Efekt dziatania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tg¢tnicze szczura (5-
HT). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.
Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 34. Efekt dziatania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60
mM KCl). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) $rédblonek usunigty

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Efekt dziatania kwasu 3-hydroksyantranilowego na obkurczone naczynia

tetnicze szczura

Kwas 3-hydroksyantranilowy, w st¢zeniach ponizej 10 uM, nie wptywat na
aktywno$¢ obkurczonych roztworem fenylefryny fragmentéw izolowanych naczyn
tetniczych. Nie stwierdzono tez statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach
(tetnica ptucna, tetnica krezkowa Il rzedu, aorta), przy zachowanym jak i1 usunigtym

srodbtonku (ryc. 35).
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Ryc. 35. Efekt dziatania 3-OH-AA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura
(fenylefryna). TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.

(+) srédbtonek zachowany, (-) srédbtonek usuniety

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie + SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rédblonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)

Zauwazono natomiast, ze reaktywno$¢ naczyn malata po uzyciu 3-OH-AA w
stezeniu 10 uM 1 wyzszym, osiagajac site skurczu zaledwie 50% po ponownym podaniu
fenylefryny, w porownaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05, n = 6). W stezeniu powyzej
100 uM naczynia tetnicze szczura wymagaly wymiany na nowe, w celu osiggnigcia

wyjsciowej reaktywnosci (ryc. 36).
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Ryec. 36. Efekt dziatania fenylefryny oraz 3-OH-AA (10 uM) na naczynia t¢tnicze
szczura w kolejnych minutach trwania do§wiadczenia.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w porownaniu do warto$ci w grupie poddane;j
dziataniu fenylefryny na poczatku eksperymentu (jednoczynnikowa ANOVA, test

Newmana i Keulsa)

W kolejnym eksperymencie badano wptyw 3-OH-AA na naczynia tetnicze
szczura poddane dzialaniu 5-HT. Krzywe zaleznosci dawka — odpowiedz dla
wzrastajacych stezen 3-OH-AA przedstawia ryc. 37. 3-OH-AA, w sposéb zalezny od
stezenia (0,1 nM—10 uM), wptywat na reaktywnos¢ izolowanych naczyn. 3-OH-AA, w
stezeniach powyzej 10 nM, silniej rozkurczat izolowane fragmenty tetnicy krezkowej
(§+) pICsp = 6,17 £ 0,01, w poréwnaniu do aorty (s+) pICso = 5,26 = 0,03 i tetnicy
ptucnej (§+) pICsp = 4,94 + 0,06 (p < 0,01, n = 6).
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Ryec. 37. Efekt dziatania 3-OH-AA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (10 uM 5-
HT). TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa Il rzgdu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

*p<0,05 **p < 0,01 Wyniki statystycznie znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana 1 Keulsa)
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Ryc. 38. Efekt dziatania 3-OH-AA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60 mM
KCI). TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa II rzgdu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) $rédblonek usunigty
Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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W kolejnym eksperymencie, 3-OH-AA, w zastosowanym zakresie stezen od 1 nM do
10 uM, nie wplywal na aktywnos$¢ fragmentéw naczyn tetniczych poddanych
wczesniejszemu  dziataniu KCl (60 mM). Nie stwierdzono tez statystycznie
znamiennych réznic w badanych grupach (tetnica ptucna, tetnica krezkowa II rzegdu,

aorta), przy zachowanym jak 1 usunietym srodbtonku (ryc. 38).
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Efekt dziatania kwasu antranilowego na obkurczone naczynia tetnicze szczura
Kwas antranilowy, w stgezeniach ponizej 10 pM, nie wptywal na obkurczone
naczynia tetnicze szczura (ryc. 39, ryc. 40, ryc. 41). Nie stwierdzono tez statystycznie
znamiennych r6znic w badanych grupach, przy zachowanym jak 1 usuni¢tym

srodbtonku.

Natomiast w stezeniach powyzej 1 uM dochodzito do znaczacego wzrostu amplitudy
drgan naczyn, osiggajacej warto$¢ szczytowa przy stezeniu 100 uM. Po przemyciu
naczynia w buforze Krebsa-Henseleita linia podstawowa wracata do wartosci

poczatkowej. Pozostale analizowane zwigzki nie powodowaty opisanego dziatania.
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Ryc. 39. Efekt dzialania AA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (fenylefryna).
(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 40. Efekt dziatania AA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (5-HT). TP,
tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 41. Efekt dziatania AA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60 mM KCl).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.
(+) srodbtonek zachowany, (-) $rédblonek usunigty
Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Efekt dziatania kwasu ksanturenowego na obkurczone naczynia tetnicze

szczura

Kwas ksanturenowy, w zastosowanym zakresie stezen (1 nM-10 pM), nie
wplywal na reaktywno$¢ obkurczonych roztworem fenylefryny naczyn krwiono$nych
szczura. Nie stwierdzono tez statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach

naczyn przy zachowanym jak i usunigtym srodbtonku (ryc. 42).
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Ryc. 42. Efekt dzialania XA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (fenylefryna).
(+) $rédbtonek zachowany, (-) §rédblonek usunigty

Warto$ci przedstawione sg jako srednie = SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

poréwnaniu do grupy, w ktorej usunigto srodblonek (test U Manna-Whitneya)

Natomiast w kolejnym eksperymencie, XA, w stezeniach powyzej 100 nM w
sposob zalezny od dawki, rozkurczat naczynia tetnicze szczura poddane
wczesniejszemu dzialaniu 5-HT (10 pM). Relaksacja naczyn najsilniej uwidaczniata si¢
w przypadku izolowanych pier$cieni t¢tnicy krezkowej pICso = 6,31 £ 0,09 (ryc. 43). W
grupie izolowanych fragmentéw naczyn pochodzacych z czesci wstepujacej aorty pICsg
= 5,48 £ 0,09 oraz zstepujacej aorty pICsp = 5,41 + 0,06, XA wykazywat statystycznie
stabsza sile¢ dzialania, w poréwnaniu do grupy zawierajacej izolowane pier§cienie

tetnicy krezkowej (p < 0,01, n = 6). Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych
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roznic miedzy czescig wstepujaca jak 1 zstepujaca aorty. Efekt dziatania XA na
izolowane odcinki tetnicy ptucnej (pICso = 5,57 £ 0,19) statystycznie nie r6znit si¢ od

wartos$ci otrzymanych w grupie pier§cieni aorty (n = 6).

rozkurcz (%)

100 ; ; ; . ; .
stezenie (log M)

Ryc. 43. Efekt dziatania XA na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (10 uM 5-HT).

TP, tetnica ptucna; A, aorta; TK, tetnica krezkowa II rzedu.
Wartosci przedstawione sg jako $rednie + SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,01 Wyniki statystycznie znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolne;j

(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa)

Kolejnym badanym parametrem, byl wptyw XA na reaktywno$¢ fragmentow
naczyn tetniczych obkurczonych roztworem KCI (60 mM). Nie stwierdzono, w
zastosowanym zakresie stgzen (1 nM-10 puM), statystycznie znamiennych réznic w

dziataniu XA w badanych grupach (t¢tnica plucna, t¢tnica krezkowa II rzedu, aorta),

przy zachowanym jak i usunietym $rodbtonku (ryc. 44).
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Ryc. 44. Efekt dziatania XA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60 mM KCI).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa Il rzgdu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Warto$ci przedstawione sg jako $rednie = SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

poréwnaniu do grupy, w ktorej usunigto sSrodblonek (test U Manna-Whitneya)
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Efekt dziatania kwasu chinolinowego na obkurczone naczynia tetnicze szczura

Kwas chinolinowy, w zastosowanym zakresie stezen (10 nM—100 uM), nie
wpltywal na aktywnos$¢ obkurczonych naczyn tetniczych szczura. Nie stwierdzono tez
statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach (tg¢tnica plucna, tetnica
krezkowa II rzedu oraz aorta), przy zachowanym jak i usuni¢tym $rodbtonku.
Otrzymane wyniki przedstawiono na ryc. 45, ryc. 46, ryc. 47.
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Ryc. 45. Efekt dziatania QUIN na obkurczone naczynia tetnicze szczura (fenylefryna).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.

(+) srédbtonek zachowany, (-) §rédblonek usunigty

Warto$ci przedstawione sg jako srednie = SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto §rodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Ryec. 46. Efekt dziatania QUIN na obkurczone naczynia tetnicze szczura (10 uM 5-HT).
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.
Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolnej (test U Manna-

Whitneya)
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Ryc. 47. Efekt dzialania QUIN na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura (60 mM KCl).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.
Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Efekt dziatania kwasu pikolinowego na obkurczone naczynia tetnicze szczura

Kwas pikolinowy, w sposob zalezny od dawki, wptywat na izolowane odcinki
naczyn tetniczych szczura, niezaleznie od obecnos$ci sprawnego $rodbtonka. 2-PA, w
stezeniu powyzej 100 uM, znamiennie statystycznie silniej rozkurczal naczynia tetnicze
szczura poddane wczesniejszemu dziataniu fenylefryny, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p < 0,05, n = 8) (ryc. 48). Natomiast nie stwierdzono w dziataniu 2-PA
statystycznie znamiennych réznic w dziataniu na poszczegolne odcinki tetnic (tetnica

ptucna, tetnica krezkowa Il rzedu oraz aorta).
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Ryc. 48. Efekt dziatania 2-PA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (fenylefryna).
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta.

(+) srodbtonek zachowany, (-) srédblonek usunigty

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 8 eksperymentow

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do wartoSci w grupie

kontrolnej (test t-Studenta)
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W kolejnym doswiadczeniu, badano wptyw 2-PA na naczynia tetnicze poddane
wcezesniejszemu dziataniu 5-HT. Ryc. 49 przedstawia krzywe zaleznosci dawka—
odpowiedZz dla wzrastajacych stezen badanego zwiazku. 2-PA, w sposob zalezny od
stezenia (10 nM—100 uM), wplywal na reaktywno$¢ izolowanych naczyf tetniczych
szczura. 2-PA, w stezeniach 100 nM 1 powyzej, silniej rozkurczal izolowane fragmenty
pochodzace z odcinkéw II rzedu tetnicy krezkowej (§+) pICso = 5,13 £ 0,08, w
poréwnaniu do izolowanej aorty wstepujacej ($+) pICso = 3,85 + 0,09, jak 1 zstepujacej
(§1) pICso = 3,79 £ 0,01 oraz tetnicy ptucnej (§+) pICso = 3,86 =0, 13 (p < 0,01, n =6).

rozkurcz (%)

100 T T T T T T T T T 1
stezenie (log M)

Ryc. 49. Efekt dziatania 2-PA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (10 pM 5-HT).
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

Warto$ci przedstawione sg jako $rednie = SEM z 6 eksperymentow

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w poréwnaniu do warto$ci w grupie naczyn

aorty i tetnicy ptucnej (jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa)

Nastepnie analizowano wptyw 2-PA na naczynia tetnicze szczura obkurczone
roztworem KCI (60 mM). Zaobserwowano, ze 2-PA w stezeniu powyzej 100 pM,
znamiennie statystycznie silniej rozkurczat analizowane pierScienie naczyn, w
porownaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05, n = 8). Natomiast nie stwierdzono w
dziataniu 2-PA statystycznie znamiennych réznic w badanych grupach (tgtnica ptucna,
tetnica krezkowa II rzedu oraz aorta) (ryc. 50). Mechaniczne usunigcie srodbtonka nie

wywierato wptywu na opisany efekt (tabela 7).
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Ryc. 50. Efekt dziatania 2-PA na obkurczone naczynia tetnicze szczura (60 mM KCI).
TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa I rzgdu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sa jako $rednie £ SEM z 8 eksperymentow

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w pordéwnaniu do wartosci w grupie

kontrolnej (test t-Studenta)
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Efekt dziatania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tetnicze szczura
Kwas nikotynowy, w zakresie stezen od 10 nM do 100 pM, nie wptywat na
aktywnos$¢ naczyn tetniczych szczura obkurczonych wezesniej roztworem fenylefryny,
5-HT czy KCl (ryc. 51, ryc. 52, ryc. 53). Nie stwierdzono tez statystycznie
znamiennych réznic w badanych grupach (t¢tnica ptucna, tetnica krezkowa II rzedu,

aorta), przy zachowanym jak 1 usuni¢tym srodbtonku.
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Ryc. 51. Efekt dzialania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tetnicze
szczura. TP, tetnica plucna; TK, tetnica krezkowa II rzedu; A, aorta. (+) srédbtonek
zachowany, (-) §rodbtonek usuniety

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie + SEM z 6-8 eksperymentow

Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

porownaniu do grupy, w ktorej usunigto srodbtonek (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 52. Efekt dziatania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia t¢tnicze szczura.
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)
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Ryc. 53. Efekt dzialania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tetnicze szczura.
TP, tetnica ptucna; TK, tetnica krezkowa Il rzedu; A, aorta.
(+) srodbtonek zachowany, (-) srodblonek usunigty
Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 6-8 eksperymentow
Wiyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym $rodbtonkiem w

poréwnaniu do grupy, w ktorej usunigto Srodblonek (test U Manna-Whitneya)
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4.4. Ocena preparatow histologicznych

Badania morfologiczne

Ryc. 54. Skrawki histologiczne barwione H&E reprezentujace fragmenty aorty

wstepujacej (x20) w czasie ,,0", w 3, 6 1 8 godzinie inkubacji (odcinki podtuzne).
Komorki $rédblonka (IC), warstwa wewngetrzna — tunica intima (Ti), elastyczne lamele
(E), jadra komorek miesni gladkich (s), warstwa $rodkowa — tunica media (TM) i
przydanka — adventitia (TA).

Nie zaobserwowano zmian morfologicznych w strukturze naczyn tetniczych w
trakcie trwania 6 godzinnego eksperymentu. W tym czasie warstwa wewngtrzna wcigz
sktadata si¢ z ciaglych warstw komoérek $rodblonka. Warstwa $rodkowa posiadata
liczne normalnie wygladajace warstwy laminy, o ksztalcie falistym i1 ulozeniu
koncentrycznym. Miedzy lamelami w szczelinach widoczne sa niezmienione komorki
miegsni gladkich. Nie stwierdzono tez znamiennych zmian w grubos$ci tej warstwy.

Przydanka zostata rozpoznana przez normalnie wygladajace elementy tkanki wtoknistej.
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Zaczynajac od siodmej godzinny inkubacji, tylko kilka pierScieni aorty ujawnito pewne
zmiany morfologiczne w swojej strukturze. Obserwowane zmiany byly ograniczone do
warstwy $Srodkowej, gdzie doszto do nieznacznej degeneracji w jej obrebie. Struktura
ulegta rozluznieniu, pojawily si¢ koncentryczne przestrzenie, gdzie mogto dojs¢ do
martwicy komorek migsni gtadkich (ryc. 54).

Nie stwierdzono roéznic w preparatach histologicznych pomigdzy odcinkami
aorty zstepujacej a wstepujacej, a takze migdzy odcinkami tetnicy plucnej i tetnicy

krezkowej w trakcie 6 godzinnej inkubacji.
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5. DYSKUSJA

Komoérki  $rodbtonka naczyniowego syntetyzuja zwiazki o dziataniu
rozszerzajacym naczynia, takie jak: NO, prostacykliny, nadtlenek wodoru, tlenek wegla
oraz kwas epoksyeikozatrienowy. Z kolei do substancji o dziataniu kurczacym
naczynia, powstajacych réwniez w komorkach $rodbtonka zaliczamy tromboksan A,
prostaglandyne H, oraz endoteling typu 1. Zwiazki te dziataja miejscowo 1 odgrywaja
istotng rolg¢ w utrzymaniu prawidlowego napiecia naczyn i kontroli ci$nienia tetniczego.

Najnowsze badania wskazuja, iz podanie tryptofanu w obecnosci sprawnego
srédbtonka w warunkach in vivo, prowadzi do rozszerzenia naczyn krwiono$nych za
posrednictwem aktywacji szlakow cyklazy adenylanowej i wzrostu cAMP oraz
rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej [50, 161, 175]. Kolejne badania potwierdzaja, ze
opisane rozszerzenie naczyn, spowodowane jest przemianom tryptofanu do L-
kynureniny zachodzacym przy udziale IDO w komorkach srodbtonka naczyn. Wyniki
badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wskazuja, ze L-kynurenina
bezposrednio rozszerza izolowane naczynia krwiono$ne poddane wcze$niejszemu
dziataniu fenylefryny, jak réwniez dziataniu KCl, co potwierdza, ze moze by¢ kolejnym
zwigzkiem aktywnym naczyniowo produkowanym przez komorki srodbtonka [175].

L-kynurenina, podana w dawkach kumulacyjnych do komor inkubacyjnych,
wywotata w sposdb znamienny relaksacje obkurczonych roztworem fenylefryny naczyn
tetniczych szczura, w przeciwienstwie do tych fragmentow naczyn, ktérych nie
poddawano wczesniejszemu dzialaniu fenylefryny. Stezenie L-kynureniny, przy ktérym
doszto do rozszerzenia naczyn, byto okoto 100 razy wyzsze (aorta i tgtnica plucna) oraz
10 razy wyzsze (t¢tnica krezkowa II rzgdu) w porownaniu do fizjologicznego (tabela 6),
natomiast korespondowato ze st¢zeniem, osiggnietym in vivo w naczyniach mozgowych
zakazonych myszy czy ex vivo w tetnicach wiencowych poddanych wczesniejszemu
dziataniu IFN-y u $wini [175]. Stezenie, ktére wywotato dziatanie relaksacyjne na
naczynia, bylo znacznie wyzsze od opisanego przez Lapin i Umanskaia [79], natomiast
korespondowato z opisanym w badaniach prowadzonych przez Wang i wsp. [175].
Obecnos¢ srodbtonka nie wptywata w sposob znamienny na stopien obnizenia napigcia
naczyn, co wskazuje na bezposredni wplyw L-kynureniny na komorki migsni gladkich

naczyn i zwigzany z tym opisany w niniejszej pracy efekt rozkurczowy.
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L-kynurenina wywotata rowniez relaksacje¢ naczyn, poddanych wczesniejszemu
dziataniu KCI. Dzialanie relaksacyjne L-kynureniny na naczynia obserwowano przy
stosunkowo wysokich stezeniach. ICsy wynosito 12 uM w przypadku odcinkow II rzedu
tetnicy krezkowej 1 statystycznie roznilo si¢ od wynikow otrzymanych w grupie
pierscieni aorty wstepujacej (208 uM), aorty zstepujacej (158 uM) czy tetnicy ptucnej
(195 uM). Otrzymane wyniki wskazuja na wyzszg wrazliwo$¢ naczyn oporowych,
odpowiedzialnych za spadek ci$nienia, np. w czasie trwania wstrzasu septycznego, w
porownaniu do naczyn przewodzacych [23, 177]. Obserwacje te sa zgodne z badaniami
prowadzonymi przez Wang i wsp., w ktorych L-kynurenina w stezeniach powyzej 300
uM wywotata relaksacje obkurczonych tetnic wiencowych swin [175]. Efekt dziatania
byl poréwnywalny do opisanego w przypadku roztworu fenylefryny, co pozwala
stwierdzi¢, ze L-kynurenina moze powodowac relaksacj¢ naczyn poprzez blokowanie
napieciowo zaleznych kanalow Ca’" (Ca,1.2) typu L, wystepujacych w mieéniach
gtadkich naczyn [130].

Jedna z obserwacji, ktérej nie mozna tatwo wytlumaczy¢ stwierdzeniem, ze L-
kynurenina rozszerza naczynia krwionone poprzez hamowanie kanatow Ca®" typu L
obecnych w komoérkach miegsni gladkich naczyn, jest réznica w czulo$ci pomigdzy
naczyniami oporowymi a przewodzacymi [67, 177]. Rozbieznos$ci te moga wynikaé z
odrebnej budowy anatomicznej warstwy mig$niowe] naczyn, pomig¢dzy tetnicami
sprezystymi (aorta, tgtnica ptucna) a migsniowymi (t¢tnica krezkowa II rzedu), gdzie w
przypadku tetnicy krezkowej warstwa migsniowa jest w wyzszym stopniu rozwinigta
[1]. Mozliwe jest takze, ze kanaly Ca’" typu L obecne w matych naczyniach
krwiono$nych (oporowych) roznig si¢ od kanalow obecnych w naczyniach
przewodzacych (aorta) pod wzgledem struktury jak i gestosci [22, 67]. Dalsze badania
nad receptorami moglyby wyjasni¢ ten fenomen.

Jednak bardziej prawdopodobne wydaje sie, ze opisane rdéznice wywodza si¢ ze
sposobu dostarczania zwigzku chemicznego do receptora lub jego biodegradacji w
réznych typach naczyn [67]. Dziatanie hamujace L-kynureniny byto znacznie nizsze i
utrzymywato si¢ na stalym poziomie, zar6wno w przypadku pier$cieni naczyn aorty jak
1 tetnicy ptucnej, z zachowanym §rodbtonkiem jak i1 usunigtym (ICso = 158-208 uM). Z
kolei wptyw L-kynureniny na tetnice krezkowa byl szybki i przemijajacy (ICsp = 12
uM), co moze sugerowac ze zwiazek ten ulega szybszemu rozkladowi po wejsciu do
komorek migsni gladkich naczyh typu przewodzacego, w poréwnaniu do matych

naczyn oporowych.
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Dalsze badania s3 konieczne w celu poréwnania 1 oceny relaksacji naczyn
krwionos$nych typu oporowego, w stosunku do naczyn przewodzacych w odpowiedzi na
dziatanie L-kynureniny.

Kwas pikolinowy wywiera wyrazny wplyw hamujacy na naczynia tgtnicze
obkurczone roztworem serotoniny 1 tylko w niewielkim stopniu antagonizuje dziatanie
fenylefryny, jak réwniez KCl oraz wywolane ich dzialaniem zwg¢zenie tgtnic. Jest to
czg$ciowo zgodne z wynikami badan otrzymanymi przez Lapin i Umanskaia, w ktorych
to wykazano, ze kwas pikolinowy zaréwno znacznie potggowal wplyw serotoniny na
migsnie gladkie naczyn, jak réwniez wykazywat dziatanie antagonistyczne [79].
Opisane w przedstawionej rozprawie doktorskiej dziatanie kwasu pikolinowego, nie
zalezalo od czynnikdéw pochodzenia $rédbtonkowego. Mechaniczne usunigcie
sroédbtonka nie miato wplywu na relaksacje pier§cieni naczyn obkurczonych fenylefryna
czy KCI, przez co wnioskujemy, ze kwas pikolinowy moze réwniez wywierac
bezposredni wplyw na komoérki miesni gladkich naczyn. W prowadzonych badaniach
potwierdzono za pomocg ketanseryny (0,1 uM), ze receptory 5-HT,4 sa funkcjonalne w
analizowanych naczyniach tetniczych szczura [33]. Ketanseryna, podana do komor
inkubacyjnych, catkowicie zniosta dziatanie wywotane przez serotoning. Opisane
obserwacje s3 zgodne z badaniami prowadzonymi przez Sung i wsp.[155].
Weczeéniejsze badania dowodza, ze w wyniku aktywacji receptoréw 5-HT,s oraz
receptorow adrenergicznych dochodzi do wzrostu stezenia [Ca’ Jwew W komorkach
migsni gladkich naczyn w wyniku otwarcia kanatow Ca,”" [28, 74, 79, 155, 173].
Dos$wiadczenie z KCl potwierdza powyzsza hipotez¢. Opisane wyniki wskazuja, ze
kwas pikolinowy moze hamowaé naplyw jonéw Ca’" do wnetrza komérki, poprzez
hamowanie zaleznych od napigcia kanalow Ca>" w komoérkach miesni gtadkich naczyn
krwiono$nych, a tym samym zmniejsza napi¢cie wywolane czynnikiem powodujacym
stres, czemu towarzyszy rozszerzenie naczyn. Kwas pikolinowy silniej rozkurczat
izolowane fragmenty naczyn poddane dziataniu serotoniny z odcinkéw II rzedu tetnicy
krezkowej (ICso = 7,41 uM) w poréwnaniu do izolowanej aorty (ICsp = 151 pM) i
tetnicy plucnej (ICsp = 138 pM). Nalezy podkresli¢, ze opisane stgzenia kwasu
pikolinowego, wywotujace rozkurcz miegsni gltadkich naczyn, praktycznie nigdy nie
wystepuja w organizmie czlowieka (tabela 6).

W przypadku naczyn poddanych wczesniejszemu dzialaniu KCI 1 fenylefryny,

relaksacja mie$ni gladkich, wywolana przez kwas pikolinowy, uwidaczniala si¢ w
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stezeniu powyze] 100 pM. Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych rdznic
mi¢dzy poszczegdlnymi fragmentami naczyn w badanej grupie.

Opisane roznice mi¢dzy reaktywno$cia poszczegdlnych odcinkéw naczyh, poddanych
dziataniu serotoniny, mogg wynika¢ ze zdolno$ci kwasu pikolinowego do hamowania
mobilizacji jonow [Ca® Jyew z poszczegdlnych fragmentéw naczyn. Na podstawie wyzej
przedstawionych wynikow wydaje si¢, ze kwas pikolinowy moze by¢ nie tylko
selektywnym inhibitorem receptora 5-HT,4, ale moze rowniez dziata¢ poprzez receptor
alfa 1 adrenergiczny.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze kwas ksanturenowy
oraz kwas 3-hydroksyantranilowy dzialaja w sposob selektywny rozkurczajaco na
naczynia tetnicze, poddane wylacznie wezesniejszemu dziataniu serotoniny. Dzialanie
hamujace kwasu ksanturenowego bylo znacznie nizsze, zaro6wno w przypadku
pierscieni naczyn aorty (ICso = 3,9 uM) jak 1 tetnicy ptucnej (ICsp = 2,7 uM), natomiast
wplyw na tetnice krezkowa byt znaczaco szybszy, a stgzenie efektywne
korespondowato ze stgezeniem fizjologicznym (ICsy = 0,5 uM). Podobne réznice, jak
opisane powyzej, stwierdzono rowniez w efektach dziatania kwasu @3-
hydroksyantranilowego. Wptyw na odcinki II rzedu tetnicy krezkowej byl znaczaco
szybszy (ICsp = 0,7 uM) w porownaniu do dziania na aorte (ICsp = 5,6 uM) i tetnice
phucng (ICso = 11,5 uM). Reasumujac, skurcz naczyn tetniczych szczura, wywotany
serotoning, odbywa si¢ za posrednictwem aktywacji receptora 5-HT,a, a opisane
dziatanie relaksacyjne badanych zwigzkéw polega na blokowaniu tego receptora.
Wykazano, ze ketanseryna — antagonista receptorow SHT, calkowicie znosi dzialanie
serotoniny, zar6wno w obecno$ci jak tez i bez wyzej] wymienionych zwigzkow.
Otrzymane wyniki pozwalajag wnioskowac, iz kwas 3-hydroksyantranilowy oraz kwas
ksanturenowy moga wywiera¢ swoje dzialanie poprzez kanaty Ca®" typu L, poprzez
szlak kinazy tyrozynowej Src lub co jest bardziej prawdopodobne, wywotana relaksacja
naczyn moze odbywac¢ si¢ za posrednictwem aktywacji kanatow K, wystepujacych w
miegs$niach gladkich naczyn [7, 155].

Przeprowadzone badania potwierdzaja brak wpltywu tryptofanu, kwasu
kynureninowego, 3-hydroksy-L-kynureniny, kwasu chinolinowego oraz niacyny na
izolowane naczynia krwiono$ne, zarowno przy zachowanym jak 1 usunigtym
srodblonku, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi przez Wang i wsp. [175].
Natomiast Toda w swoich badaniach, wskazuje na analogic w dziataniu 5-

hydroksykynurenaminy oraz serotoniny na izolowane naczynia tetnicze krolika [168].
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Porownujac wyniki obydwu badan, mozemy stwierdzi¢, iz nieznaczna modyfikacja
struktury 3-hydroksy-L-kynureniny, moze w tym przypadku przyczyni¢ si¢ do
aktywacji receptora 5-HT.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze aktywacja farmakologiczna

receptorow adrenergicznych oraz serotoninergicznych wywiera rézny wplyw na
kurczliwos¢ migéni gladkich naczyn tetniczych [1, 67]. Wrazliwos$¢ pier§cieni odcinkow
I rzedu tetnicy krezkowej goérnej na dziatanie serotoniny jest 10 razy wyzsza w
poréwnaniu do pierScieni aorty i tetnicy plucnej, co jest to zgodne z wynikami
otrzymanymi przez Adegunloye i Sofola [1].
Dziatanie fenylefryny na naczynia bylo takze zrdznicowane. Fenylefryna silniej
obkurcza mieénie gltadkie naczyn aorty i tetnicy ptucnej, w porownaniu do odcinkow 11
rzgdu tetnicy krezkowej. Nie zaobserwowano réznic we wrazliwosci poszczegdlnych
analizowanych naczyn na dziatanie KCl. W przypadku izolowanych odcinkow aorty
(czes¢ zstepujaca), tetnicy plucnej oraz odcinkow tetnicy krezkowej, doswiadczenie
mozna rozpocza¢ po ustabilizowaniu naczynia juz po 60 minutach. Natomiast w
przypadku izolowanych pier§cieni aorty wstgpujacej potrzebna jest dluzsza stabilizacja.
Wczesniejsze rozpoczecie doswiadczenia moze dawaé, w tym przypadku zafatlszowane
wyniki. Naczynia zachowywaly funkcjonalno$¢ przez 6 godzin, co umozliwito
przeprowadzenie badan w czasie dlugotrwatej inkubacji. Przypuszczalnie, w 6 godzinie
trwania doswiadczenia, stabsza odpowiedz naczyn na dzialanie fenylefryny moze by¢
spowodowana dziataniem NO, jak rowniez wynika¢ z uszkodzenia komodrek migsni
gtadkich.

Otrzymane wyniki wskazujg, ze wybrane metabolity tryptofanu przyczyniajg si¢
do obnizenia napiecia migsni gladkich naczyn krwiono$nych, co jest zalezne zaréwno
od rodzaju uzytego agonisty receptora naczyniowego jak i pochodzenia naczynia.
Uzyskane wyniki wymagaja dalszych wnikliwych badan, oceniajacych wpltyw
aktywnych naczyniowo metabolitow tryptofanu na naczynia t¢tnicze o rdznej Srednicy i
pochodzeniu.

Kontrola napigcia naczyn krwiono$nych jest kluczem do zachowania wtasciwe;j
homeostazy naczyniowej. W niniejszej pracy pokazano, ze metabolizm tryptofanu
poprzez szlak kynureninowy oraz udziat IDO1, indukowanej w komdrkach srodbtonka
tetnic moze przyczynia¢ si¢ do relaksacji naczyn krwionosnych i kontroli ci$nienia
tetniczego krwi. Wzmozona aktywacja szlaku kynureninowego zostala opisana w wielu

badaniach [15, 17, 32, 57, 62, 68, 103, 121, 135, 141, 175, 183]. Bakteriemia oraz sepsa
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stanowig powazny problemem zdrowotny, mogacy prowadzi¢ do licznych zgonow
[119]. Zwigzany z tym wzrost cytokin prozapalnych i cytotoksycznych, w tym IFN-y,
prowadzi do niekontrolowanej produkcji czasteczek efektorowych, takich jak reaktywne
formy tlenu i1 azotu, ktére moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju standw patologicznych
[133]. Tlenek azotu jest jedng z takich czgsteczek efektorowych. Synteza duzych ilosci
NO, poprzez iNOS, jest zaangazowana w spadek cisnienia, ktory towarzyszy
posocznicy [44]. Powyzszy stan patologiczny kontrastuje z prawidlowa homeostaza
naczyn, w ktorej to mate ilosci NO sg wytwarzane przez $rodbtonek [63]. IFN jak
rowniez LPS uczestnicza w indukcji iNOS w komoérkach naczyn, co generuje
nadmierne wytwarzanie NO 1 powoduje gwattowne rozszerzenia naczyn z silnym
niedoci$nieniem [75]. Leczenie inhibitorami syntazy NO poprawia parametry
hemodynamiczne, w badaniach prowadzonych na zwierzecym modelu endotoksemii
[99]. Myszy, pozbawione iNOS, sg3 w znacznym stopniu, jednak nie catkowicie,
chronione przed indukowanym przez LPS spadkiem ci$nienia [95]. Zwigkszone
wytwarzanie NO réwniez wykazano w przypadku posocznicy u ludzi [112]. W tym
przypadku, zahamowanie enzymu syntazy NO moze réwniez zapobiega¢ rozwojowi
wstrzasu septycznego i czasowo poprawia¢ parametry hemodynamiczne, w tym wzrost
sredniego cis$nienia te¢tniczego [8]. Niestety, hamowanie syntazy NO nie poprawia 28
dniowej przezywalnosci i nie przynosi dtugofalowych korzysci zdrowotnych [71]. Co
wiecej, w randomizowanych badaniach nad bezpieczenstwem zdrowotnym terapii
inhibitorami syntazy NO, zauwazono wzrost §miertelnoSci w grupie pacjentow we
wstrzasie septycznym [85]. Terapia, ukierunkowana na cele inne niz iNOS, rowniez nie
doprowadzita do poprawy wynikow leczenia [133]. Powyzsze wnioski, wraz z
badaniami prowadzonymi w przedstawionej rozprawie doktorskiej wskazuja, ze
dodatkowe czynniki moga by¢ zaangazowane w regulacje¢ napigcia naczyniowego, np.
podczas trwania ostrego stanu zapalnego. W tym wzgledzie nalezy zauwazy¢, ze
metabolizm argininy do NO jest funkcjonalnie powigzany z opisang w przedstawione;j
pracy przemiang tryptofanu wzdhiz szlaku kynureninowego, inicjowang przez IDO].
Oba szlaki przemian, argininy oraz tryptofanu s3g zaangazowane w dziatanie
przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, Ww neuropatologii oraz w regulacji
immunologicznej organizmu [166]. Podobnie do iNOS, IDO1 nie ulega w normalnych
warunkach ekspresji w komorkach i wymaga indukcji przez czynniki prozapalne, takie
jak IFN lub TNF [60, 178]. Pomimo znacznego podobienstwa enzymow iNOS i IDO1,

bezposrednia rola regulacyjna metabolitéw szlaku kynureninowego w odniesieniu do
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naczyn nie jest znana. Znaczenie, podczas trwania ogélnoustrojowego stanu zapalnego,
majg komorki §rdédblonka naczyn, ktore sg gldwnym miejscem aktywacji IDO1 w
warunkach in vivo [9]. Dlatego tez, w niektorych do§wiadczeniach prowadzonych w
rozprawie doktorskiej, komorki $rodbtonka usuwano mechanicznie. Ponadto,
aktywnos¢ IDO1 w warunkach in vitro jest indukowana w r6znym stopniu, w rdéznych
komoérkach [118, 139]. Z tego powodu, w przedstawionej pracy badano potencjalny
wplyw metabolitow tryptofanu, na rdézne typy naczyn krwionos$nych (przewodzace oraz
oporowe), w warunkach podwyzszonego napigcia $ciany naczyn. Podsumowujac,
otrzymane wyniki daja nowy wglad w kontrole regulacji ci$nienia tetniczego.
Przedstawiona praca wskazuje na potencjalnie nowg strategi¢ terapeutyczng w regulacji
napigcia naczyniowego przy nadci$nieniu, poprzez ingerencj¢ w aktywno$¢ tkankowej
IDO1, badzZ st¢zenie zaréwno tryptofanu jak i niektorych kynurenin. Wydaje sig, ze
metabolizm tryptofanu poprzez szlak kynureninowy moze mie¢ kluczowe znaczenie w
ogolnoustrojowym zapaleniu, szczegdlnie w warunkach, w ktérych aktywnosc
biologiczna NO jest uposledzona. Jest wielce prawdopodobne, iz inhibitory IDO1 oraz
analogi kynurenin mogg w przyszto$ci stanowi¢ potencjalnie nowy cel badan.

Pomimo coraz wigkszych zasobow wiedzy o regulacji pracy naczyn, dalsze
badania w tej dziedzinie sg konieczne. Wyjasnienie wszystkich mechanizméow wptywu
elementow szlaku kynureninowego na funkcj¢ i pracg naczyn, z pewnoscia, przyczyni
si¢ do lepszego poznania roli, jakg pelni szlak kynureninowy poza OUN, zwlaszcza w

terapii chorob uktadu naczyniowego.
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6. WNIOSKI

1. Metabolity tryptofanu szlaku kynureninowego w zastosowanym przedziale
stezen, nie wywieraja istotnego wplywu na napigcie spoczynkowe migsni
gladkich naczyn przy zachowanym srodblonku, jak réwniez w przypadku kiedy

srodblonek usunigto mechanicznie.

2. L-kynurenina rozkurcza mig¢s$nie gtadkie naczyn, poddane dziataniu wytacznie
roztworu fenylefryny oraz KCIl. Efekt ten uwidacznia si¢ silniej w przypadku
odcinkéw II rzedu tetnicy krezkowej gornej. L-kynurenina nie wptywa istotnie

na rozkurcz naczyn poddanych dziataniu serotoniny.

3. Kwas pikolinowy rozkurcza mig$nie gtadkie naczyn poddane wczesniejszemu
dziataniu serotoniny. Efekt ten uwidacznia si¢ silniej w przypadku odcinkéw 11
rzegdu tetnicy krezkowej gornej. Ponadto, kwas pikolinowy wytacznie w
wysokich stezeniach powoduje rozszerzenie naczyn poddanych dziataniu

fenylefryny oraz KCl, niezaleznie od obecnosci sprawnego srodblonka.

4. Kwas ksanturenowy oraz kwas 3-hydroksyantranilowy rozkurczaja izolowane
naczynia tg¢tnicze szczura poddane dziataniu wylgcznie serotoniny. Opisane
dziatanie kwasu ksanturenowego koresponduje ze stezeniem fizjologicznym.
Efekt dziatania uwidacznia si¢ silniej w przypadku odcinkéw II rzedu tetnicy

krezkowej gornej. Pozostate zwiazki nie sg aktywne naczyniowo.

5. Zaobserwowano znaczace rdznice w zachowaniu poszczegdlnych pierscieni
naczyn na dziatanie substancji referencyjnych, jak i1 analizowanych zwigzkow.
PierScienie aorty oraz tetnicy plucnej s3 bardziej wrazliwe na dziatanie
fenylefryny w poréwnaniu do odcinkdow II rzedu tetnicy krezkowej gornej. Z
kolei wrazliwo$¢ odcinkéw II rzedu tetnicy krezkowej goérnej na dziatanie
serotoniny jest 10 razy wyzsza, w poréwnaniu do aorty 1 tetnicy plucnej. Nie
zaobserwowano roznic we wrazliwosci analizowanych naczyn tetniczych z
poszczegdlnych grup na dziatanie K'. Odcinki II rzedu tetnicy krezkowej sa

bardziej wrazliwe na dziatanie analizowanych kynurenin.
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6. Aktywacja farmakologiczna receptoréw alfa 1 adrenergicznych wywiera rozny
wpltyw na kurczliwo$¢ miegéni gladkich naczyn tetniczych. W przypadku aorty
(czg$¢ zstgpujaca), tetnicy plucnej oraz odcinkow tetnicy krezkowej
doswiadczenie mozna rozpocza¢ po ustabilizowaniu naczynia po 60 minutach.
Natomiast w przypadku aorty wstgpujacej potrzebna jest dluzsza stabilizacja.
Weczesniejsze rozpoczecie doswiadczenia moze dawa¢, w tym przypadku,
zafalszowane wyniki.

Naczynia zachowuja funkcjonalno§¢ w obu przypadkach przez 6 godzin, co

umozliwia przeprowadzenie badania w czasie dlugotrwalej inkubacji.
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Tabela 4. Sktad modyfikowanego buforu Krebsa-Henseleita (stezenie w mM).

NaCl 118,4
KCI 4,7
NaHCO; 25,0
MgSO4 1,2
KH,PO4 1,2
CaCl, 2,5
Glukoza 11,1

CaNa,EDTA 0,026

Tabela 5. Sktad 60 mM roztworu KCl (stezenie w mM).

NaCl 63,1
KCl1 60,0
NaHCO:s 25,0
MgSOg4 1,2
KH,POg4 1,2
CaCl, 2,5
Glukoza 11,1
CaNa,EDTA 0,026
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