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STRESZCZENIE 

Tryptofan należy do aminokwasów egzogennych niezbędnych do syntezy 

białek. W organizmie człowieka ulega trzem przemianom: dekarboksylacji z 

utworzeniem tryptaminy, hydroksylacji z przekształceniem w 5-hydroksytryptofan i 

utworzenia serotoniny (5-HT) oraz rozerwaniu pierścienia indolowego, w wyniku czego 

powstają kynureniny. Z puli tryptofanu aż 94% jest metabolizowane na drodze szlaku 

kynureninowego (KP). Przemiana ta prowadzi do powstania wielu biologicznie 

aktywnych związków, które mogą wykazywać względem siebie działanie 

antagonistyczne. Przez wiele lat KP był postrzegany jako źródło substancji 

wysokoenergetycznych. Dopiero kiedy odkryto, że podanie niektórych kynurenin do 

mózgu szczurów powodowało drgawki i zmiany w ich zachowaniu, wzrosło 

zainteresowanie znaczeniem kynurenin w różnych procesach chorobowych. W 

badaniach in vivo udowodniono, że zarówno tryptofan jak i pierwszy metabolit 

tryptofanu L-kynurenina podane obwodowo, obniżają ciśnienie tętnicze krwi u 

szczurów oraz działają depresyjnie na mięsień sercowy i mięśnie gładkie. W badaniach 

prowadzonych na izolowanych pierścieniach tętnicy wieńcowej świń, L-kynurenina, w 

stężeniach znacznie przekraczających fizjologiczne, powodowała relaksację 

obkurczonych roztworem fenylefryny naczyń aorty.  

Celem niniejszej pracy było określenie bezpośredniego wpływu poszczególnych 

elementów KP na reaktywność izolowanych naczyń tętniczych szczura w badaniach in 

vitro. Określono także stopień aktywności naczyniowej analizowanych związków w 

odniesieniu do fenylefryny, 5-HT, jak również roztworu KCl. Dodatkowo podjęto próbę 

określenia stabilności analizowanych fragmentów izolowanych naczyń tętniczych 

podczas długotrwałej inkubacji. 

W tym celu podjęto badanie izometrycznej odpowiedzi skurczowej izolowanych 

fragmentów tętnic, pochodzących z czterech różnych naczyń tętniczych szczura (aorta 

część zstępująca, aorta część wstępująca, tętnica płucna oraz odcinki II rzędu tętnicy 

krezkowej górnej) przy pomocy inkubacji tkankowych. Pobrane odcinki naczyń zostały 

starannie oczyszczone z tkanki łącznej, a następnie przewieszone przez światło 

naczynia na haczykach ze stali nierdzewnej w 5 ml komorach inkubacyjnych do badań 
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izolowanych naczyń (Mayflower Tissue Bath of Hugo Sachs Elektronik, Germany) w 

warunkach izometrycznych (F30, TAM-A typ 705/1, Hugo Sachs Elektronik, 

Germany). Przed przystąpieniem do właściwej analizy, wyznaczono optymalne napięcie 

spoczynkowe. Po ustabilizowaniu naczyń podawano do komór inkubacyjnych 

wzrastające, kumulacyjne dawki analizowanych związków, a następnie analizowano 

reakcje naczyń na zastosowane stężenia (PowerLab, ADInstruments, Australia). W 

czasie trwania doświadczenia medium napowietrzano karbogenem. Wykonano także 

barwienia hematoksylina–eozyna, w celu określenia ewentualnego nieswoistego – 

toksycznego działania analizowanych związków na pierścienie naczyń w czasie 

długotrwałej inkubacji.  

Na podstawie wykonanych badań stwierdzono, że wybrane metabolity szlaku 

kynureninowego wywierają wpływ rozkurczający na mięśnie gładkie naczyń. Kwas 

pikolinowy rozkurcza mięśnie gładkie naczyń, poddane wcześniejszemu działaniu 5-

HT, a siła działania rozkurczowego zależy od pochodzenia danego odcinka naczynia. 

Ponadto, kwas pikolinowy w stosunkowo wysokich stężeniach wywołuje rozkurcz 

naczyń, poddanych wcześniejszemu działaniu fenylefryny oraz KCl. L-kynurenina 

rozkurcza mięśnie gładkie naczyń, poddane wyłącznie działaniu fenylefryny i KCl. Nie 

wpływa istotnie na naczynia poddane działaniu 5-HT. Z kolei kwas 3-

hydroksyantranilowy i kwas ksanturenowy, w sposób zależny od dawki, rozkurczają 

mięśnie gładkie naczyń poddane wcześniejszemu działaniu 5-HT. Tryptofan, kwas 

kynureninowy, 3-hydroksy-L-kynurenina, kwas antranilowy, kwas chinolinowy oraz 

kwas nikotynowy, w zastosowanym zakresie stężeń, nie wpływają istotnie na izolowane 

naczynia tętnicze szczura. Usunięcie śródbłonka nie ma wpływu na działanie kynurenin, 

co wskazuje, że mechanizm działania rozkurczowego na naczynia, związany jest 

bezpośrednio z wpływem na komórki mięśni gładkich naczyń. Wyniki badań sugerują 

udział receptora alfa-1 adrenergicznego, receptora 5-HT2a oraz wpływ kanałów Ca
2+

 

sterowanych potencjałem w opisanym działaniu rozkurczowym na naczynia.  

Otrzymane wyniki wskazują na wyższą wrażliwość naczyń oporowych, 

odpowiedzialnych za spadek ciśnienia np. w czasie trwania wstrząsu septycznego, w 

porównaniu do naczyń przewodzących. Ponadto na podstawie wykonanych 

eksperymentów stwierdzono, że izolowane naczynia zachowują swoją funkcjonalność 

przez 6 godzin trwania doświadczenia, co umożliwia przeprowadzenie badania w czasie 

długotrwałej inkubacji. 
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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. In 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, KCl, 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 KCl. L-kynurenine caused a vasorelaxation of the vascular 

smooth muscles treated only with phenylephrine and KCl. 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-HT2A 

receptor and the effect of voltage gated Ca
2+

 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. 
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WYKAZ NAJCZĘŚCIEJ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

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-mózg - (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); 

IC50 – połowa maksymalnego stężenia hamującego - (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); 
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OUN – ośrodkowy układ nerwowy;  

PA – kwas pikolinowy - (ang. picolinic acid); 

PI(4,5)P2 – fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan - (ang. phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate); 

PKA – Kinaza białkowa A - (ang. Protein kinase A); 

PKC – Kinaza białkowa 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 II rzędu tętnicy krezkowej - (ang. second-order mesenteric arteries); 

TP – tętnica płucna - (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). 
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1.WSTĘP 

1.1.Wprowadzenie 

  W organizmie człowieka z puli tryptofanu (Trp), zaledwie 4% służy do 

biosyntezy białek, natomiast pozostała część jest metabolizowana na drodze trzech 

przemian: 

a) na drodze szlaku kynureninowego (KP). W ten sposób metabolizowane jest 

aż 94% Trp [17, 32]. Podczas tej przemiany powstają liczne, aktywne biochemicznie 

substancje endogenne, będące w większości również aminokwasami, noszącymi 

wspólną nazwę „kynurenin”, od pierwszego metabolitu tryptofanu – L-kynureniny (L-

kyn). Badania prowadzone na pochodnych L-kyn wskazują udział tych związków w 

regulacji napięcia ściany naczyń krwionośnych, a co za tym idzie wpływ na regulację 

ciśnienia tętniczego i ukrwienie tkanek [78, 79]. Metabolizm L-kyn, poprzez liczne 

produkty pośrednie, prowadzi do otrzymania aktywnej formy niacyny, będącej 

składnikiem dwóch ważnych koenzymów: dinukleotydu nikotynamidoadeninowego 

(NAD
+
) oraz fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NADP

+
), 

działających jako przenośniki elektronów [69]. Koenzymy te są odpowiedzialne za 

utrzymywanie prawidłowych funkcji fizjologicznych, prawidłowe funkcjonowanie 

mózgu i obwodowego układu nerwowego, udział w syntezie hormonów płciowych, 

kortyzolu, tyroksyny i insuliny [108]. 

 b) hydroksylacji do 5-hydroksytryptofanu, a następnie w obecności aktywnej 

formy witaminy B6 ulega przemianie do serotoniny (5-HT) oraz melatoniny, substancji 

odgrywających fundamentalną rolę w regulowaniu funkcji naczyń krwionośnych [114] 

oraz ośrodkowego układu nerwowego (OUN) [120].  

5-HT jest neuroprzekaźnikiem odpowiedzialnym za prawidłowe zachowanie seksualne 

[147] oraz impulsywne (agresja, nastrój) [26], a także sen i czuwanie. Ostatnie badania 

wykazały, że działa poprzez receptory 5-HT1B i 5-HT2A zlokalizowane w błonie 

komórkowej mięśni gładkich naczyń, silnie kurcząco w warunkach in vivo na naczynia 

tętnicze człowieka [41, 70], szczura [73] i królika [110, 184]. Dodatkowym działaniem 

5-HT jest rozszerzenie naczyń, poprzez uwalnianie tlenku azotu (NO) z komórek 

śródbłonka [41] (tabela 1). Przemiany Trp w 5-HT zachodzą głównie w ścianie tętnic 

[110]. Czynniki takie jak stres, insulinooporność, niedobór magnezu oraz witaminy B6, 

jak również podeszły wiek, mają znamienny wpływ na szybkość syntezy 5-HT, 

spowalniając tym samym ten proces [61].  
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  Z kolei melatonina, wydzielana podczas snu jest odpowiedzialna za zachowanie 

prawidłowego rytmu okołodobowego oraz za prawidłowe funkcjonowanie układu 

odpornościowego. Do innych właściwości melatoniny możemy zaliczyć jej działanie 

obkurczające naczynia [114], antyoksydacyjne [148], przeciwzapalne [36, 100] oraz 

antyapoptotyczne [54, 159].  

c) dekarboksylacji do tryptaminy. Związki zawierające w swojej strukturze 

układ tryptaminy znalazły zastosowanie w medycynie. Przykładowo sumatryptan jako 

agonista receptorów typu 5-HT1D i 5-HT1B powodujący skurcz naczyń mózgowych, 

znalazł zastosowanie w leczeniu migreny [81]. Johimbina jest związkiem 

wielopierścieniowym, otrzymywanym z kory drzewa z gatunku johimba lekarska 

(Pausinystalia johimbe) [2]. Jako antagonista presynaptycznych receptorów alfa 2 

adrenergicznych powoduje rozkurcz i rozszerzenie naczyń krwionośnych. W medycynie 

analizowano johimbinę pod kątem stosowania w leczeniu zaburzeń erekcji [136, 143, 

158]. Pochodne tryptaminy to również substancje o działaniu psychoaktywnym (LSD, 

psylocybina, dimetyltryptamina) [180]. 
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1.2. Szlak kynureninowy 

Ta droga metabolizmu tryptofanu została nazwana w 1947 roku szlakiem 

kynureninowym (ryc. 1). W wyniku przemiany Trp na drodze KP, dochodzi do 

powstania wielu aktywnych metabolitów, które mogą wykazywać względem siebie 

działanie antagonistyczne. Proces przemiany Trp rozpoczyna się od oksydacyjnego 

rozerwania pierścienia indolowego przez jeden z dwóch enzymów katalizujących tę 

reakcję: konstytutywnej dioksygenazy 2,3-tryptofanowej (TDO) oraz indukowanej 

dioksygenazy 2,3-indoloaminy (IDO). W procesie tym powstaje nietrwała N-formyl-L-

kynurenina (związek zaangażowany w biologiczną odpowiedź organizmu na działanie 

promieniowania słonecznego). Stwierdzono, że zmiany w ekspresji i aktywności IDO są 

powiązane z patogenezą wielu chorób, w tym chorobami nowotworami, stwardnieniem 

zanikowym bocznym i stwardnieniem rozsianym [91, 132, 160]. W czasie trwania stanu 

zapalnego, jak również przy zatrzymaniu akcji serca dochodzi do nasilonego 

metabolizmu Trp przez IDO, co prowadzi do zmniejszenia stężenia tego związku oraz 

do kumulacji jego toksycznych metabolitów w obrębie naczyń krwionośnych oraz 

OUN, co z kolei prowadzi do silnego rozkurczu naczyń i gwałtownego spadku ciśnienia 

krwi [57, 135, 142, 183]. 

Kolejno, w zależności od stopnia wyspecjalizowania komórki, metabolizm L-kyn może 

przebiegać trzema różnymi drogami, co prowadzi do powstania: kwasu 

kynureninowego (KYNA) gł. w astrocytach, 3-hydroksykynureniny (3-OH-KYN) oraz 

kwasu antranilowego (AA). KYNA jest dobrze znanym antagonistą receptora 

nikotynowego oraz NMDA, jak również może stanowić czynnik o właściwościach 

przeciwutleniających pochodzenia wewnętrznego [89]. Zarówno 3-OH-KYN, jak też 

AA mogą dalej przekształcać się w kwas 3-hydroksyantranilowy (3-OH-AA), natomiast 

poza KP 3-OH-KYN przy udziale aminotransferazy kynurenionowej (KAT) ulega 

przemianie w kwas ksanturenowy (XA). Zarówno 3-OH-KYN oraz 3-OH-AA to 

związki o udowodnionym, silnym działaniu toksycznym [141]. Pod wpływem 

oksygenazy kwasu 3-hydroksyantranilowego (3-HAO) z 3-OH-AA powstaje 

semialdehyd 2-amino-3-karboksymukonowy, który następnie 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-HAO, Dioksygenaza kwasu 

3-hydroksyantranilowego; QPRT, Fosforybozylo transferaza chinolinowa; KAT, 

Aminotransferaza kynureninowa; TPH, Hydroksylaza tryptofanowa. 
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W przypadku wysycenia dekarboksylazy semialdehydu amino-β-karboksymukonowego 

substratem, dochodzi do nieenzymatycznej przemiany semialdehydu do kolejnego silnie 

toksycznego związku – kwasu chinolinowego (QUIN) [29, 76, 89].  

 

Czynniki modulujące przemiany tryptofanu 

 

Przemiany na drodze KP podlegają kontroli wielu czynników, w tym między 

innymi witamin i minerałów, które to mogą modulować aktywność enzymatyczną. 

Ponadto metabolizm Trp ulega zaburzeniu w czasie rozwoju stanu zapalnego, w 

chorobach zakaźnych i zwyrodnieniowych, co może prowadzić do dysfunkcji 

śródbłonka, rozwoju zmian miażdżycowych, sepsy oraz niewydolności wielu narządów 

[119]. Sepsa prowadzi do wzrostu stężenia L-kyn, jak również czynników 

prozapalnych, co prowadzi do silnego rozszerzenia naczyń krwionośnych, z 

drastycznym spadkiem ciśnienia tętniczego krwi [84]. Z kolei w przypadku zatrzymania 

krążenia, opisano wzrost stężenia dwóch metabolitów Trp tj. kwasu 3-OH-KYN oraz 

KYNA [135]. 

Wpływ witamin i minerałów na przemiany enzymatyczne zachodzące na drodze 

szlaku kynureninowego 

  Metabolizm Trp na drodze KP wymaga obecności enzymów, które występują 

głównie w mózgu (m.in. w prążkowiu i jądrze ogoniastym), gdzie wyspecjalizowane 

komórki (głównie astrocyty) odpowiadają za poszczególne etapy przemian Trp [169]. Z 

kolei na obwodzie najwyższe stężenie tych enzymów odnotowano w wątrobie i nerkach 

[15]. Podczas procesu starzenia organizmu (badania prowadzone na szczurach) 

odnotowano istotne wahania aktywności enzymów zaangażowanych w szlak przemian 

Trp. Zmiany te mogą mieć znaczący wpływ na główne procesy biologiczne zachodzące 

w organizmie, w tym na funkcję limfocytów, syntezę NAD(P)(H), transmisję 

synaptyczną NMDA, co może w konsekwencji przyczyniać się do pojawienia się zmian 

degeneracyjnych w podeszłym wieku. 

Oksygenazy 

  Pierwszy, a zarazem ograniczający etap przemian KP, polega na oksydacyjnym 

rozszczepianiu podwójnego wiązania 2,3-pierścienia indolowego Trp, w wyniku czego 

tworzy się nietrwały produkt przejściowy - N-formyl-L-kynurenina (NFKYN), który 
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następnie ulega przekształceniu w L-kyn (ryc. 2, ryc. 3). Reakcja ta jest katalizowana 

przez enzymy dioksygenazy zawierające w swojej strukturze cząsteczkę hemu [3]. Do 

tej grupy zaliczamy TDO, podlegającą ekspresji konstytutywnej oraz prozapalną, 

stymulowaną przez cytokiny IDO1. 
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Ryc. 2. Przemiana tryptofanu z rozerwaniem pierścienia indolowego poprzez nietrwały 

związek N-formyl-L-kynureninę (NFKYN) 

 

 

W wyniku przemian utleniania Trp do L-kyn, powstają również nadtlenki, które 

zapoczątkowują powstawanie bardzo reaktywnych i potencjalnie szkodliwych rodników 

tlenowych i hydroksylowych [12, 32]. 

 

Dioksygenaza tryptofanowa (TDO) 

 Po raz pierwszy enzym ten opisano w 1930 roku. Występuje głównie w wątrobie 

ssaków i czynniki, takie jak głód, melatonina, L-tryptofan i kwas nikotynowy mogą 

indukować ten enzym [131, 138, 182]. TDO substratowo jest specyficzny dla L-Trp 

oraz jego nielicznych pochodnych, w których strukturze podstawniki mogą występować 

w pozycjach 5 i 6 związku [38, 150]. 

 Aktywność TDO może być hamowana poprzez powstające 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 pobudzają aktywność TDO i w ten sposób mogą modulować KP 

[106]. Poziom Trp i aktywność TDO we wszystkich tkankach maleje wraz z procesem 

starzenia się organizmu, na co wskazują Braidy i wsp. w badaniach prowadzonych na 

samicach szczura [15]. 
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 Dioksygenaza indoloaminy typu I (IDO1) 

 IDO, podobnie jak inne hemoproteiny, wiąże jedną cząsteczkę O2 do dezoksy-

białka, które to białko bierze udział w reakcjach utleniania Trp. W wątrobie i jelitach 

enzym ten jest jedną z kluczowych oksygenaz. Występowanie IDO wykazano również 

w narządach innych niż wątroba, przede wszystkim w mózgu, płucach, nerkach, 

śledzionie, przewodzie pokarmowym, łożysku oraz naczyniach krwionośnych [181, 

182]. W śródbłonku naczyń enzym ten bierze udział w przemianie Trp do L-kyn, 

wyłącznie w obecności sprawnego śródbłonka, co konsekwentnie prowadzi do silnego 

spadku ciśnienia tętniczego krwi [84]. 

Co więcej, wykazano, że enzym ten posiada szerszy zakres działania niż TDO, 

obejmując swoim działaniem zarówno wbudowywanie tlenu do wszystkich substratów 

specyficznych zarówno dla TDO, jak również do D-tryptofanu, tryptaminy, 5-HT, 

epinefryny i wielu innych pochodnych zawierających strukturę Trp [164]. 

Głównym czynnikiem regulującym aktywność IDO w tkankach, jest stężenie samego 

substratu [77, 162]. Wzrost stężenia substratu powoduje zwiększenie aktywności tego 

enzymu i odwrotnie, spadek stężenia działa hamująco [107].  

 Czynniki takie jak interferon-γ (IFN-γ), interleukina-1 oraz lipopolisacharyd 

(LPS) indukują IDO [60, 153, 174]. Natomiast 1-metylo-D-tryptofan hamuje aktywność 

enzymu [68]. IDO odgrywa kluczową rolę w modulacji odpowiedzi immunologicznej w 

przebiegu zakażeń, podczas rozwoju chorób nowotworowych i transplantacji, co 

stanowi kluczowy cel prowadzonych badań w ostatnich latach [149, 164]. Do 

patogenów wrażliwych na spadek zależnego od IDO stężenia Trp należą 

wewnątrzkomórkowe pasożyty (Toxoplasma gondii, Plazmodium), wirusy (wirus 

opryszczki), bakterie wewnątrzkomórkowe (Chlamydie i Riketsje) oraz bakterie 

zewnątrzkomórkowe (paciorkowce, gronkowce i enterokoki) [94]. Mechanizm 

prowadzący do obniżenia stężenia Trp kontroluje zdolność tych patogenów do 

namnażania w warunkach in vivo.  

Za szczególny marker aktywności IDO uważa się stosunek L-kyn do L-trp w osoczu. 

Zależność ta jest ściśle powiązana z neopteryną produkowaną z trójfosforanu 

guanozyny i pochodzącą z makrofagów, która obok TNF-α oraz wolnych rodników 

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

syntazy tlenku azotu (iNOS) [175].  

 

 

 Dioksygenaza indoloaminy typu II (IDO2) 

 Ostatnie badania przeprowadzone u ssaków ujawniły obecność trzeciej 

dioksygenazy, nazwanej dioksygenazą indoloaminy typu 2 (IDO2), której to przypisuje 

się większą rolę w regulowaniu procesów odpornościowych w porównaniu do IDO1. 

Miejsce aktywne IDO2, podobnie jak IDO1 i TDO, zawiera grupę hemową zdolną do 

wiązania Trp [102]. Zanim dojdzie do aktywacji enzymu (IDO2) i utlenienia Trp, grupa 

prostetyczna hemu Fe
3+

 musi zostać zredukowana do formy Fe
2+ 

[77]. Odkrycie 

trzeciego enzymu przyciąga duże zainteresowanie badaczy ze względu na powiązanie 

dysfunkcji układu TDO/IDO z patogenezą chorób nowotworowych oraz malarią [53, 

117, 128]. 

 

Formamidaza kynureninowa (KFaza) 

 Jak dotąd niewiele wiadomo na temat roli jaką pełni NFKYN [34]. 
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Ryc. 3. Przemiana N-formyl-L-kynureniny w L-kyn i mrówczan 

 

 

 Substancje takie jak kwas askorbinowy, arginina, L-Trp stymulują formamidazę 

[144]. Natomiast AA, 3-OH-KYN oraz Mn
2+

 działają hamująco [101, 131]. 
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3-monooksygenaza kynureninowa (KMO) 

  Enzym KMO zlokalizowany jest w mózgu, wątrobie, nerkach, śledzionie, a 

także w łożysku. KMO katalizuje hydroksylację L-kyn w pozycji 3 pierścienia 

fenolowego z wytworzeniem 3-OH-L-KYN, endogennego generatora stresu 

oksydacyjnego, który powoduje apoptotozę komórek nerwowych z selektywnością, co 

do specyficznych ich typów (ryc. 4). 
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Ryc. 4. Przemiana L-kyn do 3-OH-L-KYN 

 

Aktywność KMO jest zależna w dużej mierze od właściwego stężenia dinukleotydu 

flawinoadeninowego (FAD) - pochodnej ryboflawiny (witamina B2) oraz 

adenozynomonofosforanu (AMP). Monomeryczne białko enzymu jest niekowalencyjnie 

i bardzo ściśle związane z FAD, tworząc kompleks, który posiada zdolność do powolnej 

chemicznej dysocjacji [5]. Inne czynniki regulujące wzrost aktywności KMO to 

NADPH, NADH oraz związki prozapalne. Również niedobór witaminy B6 wywołany, 

np. ciążą, zwiększa aktywność KMO [30].  

Wysoki poziom KMO stwierdza się w wątrobie i nerkach oraz w makrofagach i 

mikrogleju, natomiast niskie odnotowuje się we wszystkich obszarach mózgu. Wilson i 

wsp. wskazują, że enzym ten jest zakotwiczony w zewnętrznej błonie mitochondrialnej 

wszystkich typów komórek somatycznych [179].  

Ostatnie badania potwierdzają również udział KMO w patogenezie choroby 

Huntingtona [42, 167] oraz w sepsie pourazowej [84], co czyni ten enzym ważnym 

celem terapeutycznym, mogącym pomóc w opracowywaniu wielu nowych leków [106, 

140]. 3-OH-L-KYN, będąca produktem reakcji katalizowanej przez KMO, jest 

toksyczna dla komórek, gdyż sprzyja wytwarzaniu w łańcuchu oddechowym 

reaktywnych form tlenu [31].  

 Nadmiar witaminy B6, w diecie ciężarnych myszy hamuje aktywność KMO 

zarówno w wątrobie, jak i w łożysku, na co wskazują w swoich badaniach Rios-Avila i 

wsp., Ciorba oraz van de Kamp i Smolen [27, 134, 171]. Wśród innych związków 
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hamujących aktywność enzymu należy wymienić: AA, XA, Cl
− 

[16]. 

 

 

Kynureninaza (KYNU) 
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Ryc. 5. Hydroliza L-kyn i 3-OH-KYN do AA i 3-OH-AA  

  

  

 KYNU jest enzymem zależnym od pirydoksyny (witaminy B6). Zarówno L-kyn 

jak i 3-OH-L-KYN mogą ulegać odpowiednio utlenieniu do AA lub 3-OH-AA [126] 

(ryc. 5). 

Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazują na udział minerałów w kontroli 

aktywności KYNU. Mn
2+

 aktywuje KYNU, podczas gdy Zn
2+

, Co
2+

 i Cu
2+

 działają 

hamująco na enzym. Spośród wymienionych minerałów najsilniejszym inhibitorem 

aktywności enzymatycznej KYNU jest Cu
2+

, a najsłabszym Zn
2+

 (Cu
2+

> CO
2+

> Zn
2+

) 

[35]. Mechanizm, odpowiedzialny za hamowanie aktywności KYNU, polega na 

blokowaniu tego enzymu poprzez inaktywację grup sulfhydrylowych.  
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Aminotransferazy kynureninowe (KATs) 

  KATs to grupa enzymów zaangażowanych w nieodwracalną transaminację L-

kyn w ludzkiej tkance mózgowej. Enzymy te zlokalizowane są głównie w astrocytach, 

natomiast na obwodzie stwierdzono ich duże stężenie w nerkach i wątrobie. 

 Dotychczas zostały zidentyfikowane cztery izoformy tego enzymu (KAT-I, KAT-

II, KAT-III oraz KAT-IV), z czego przede wszystkim KAT-II jest odpowiedzialny za 

syntezę KYNA w tkance mózgowej [13]. Ponadto grupa enzymów KAT zaangażowana 

jest w biosyntezę kwasu glutaminowego i asparaginowego, które działają jako 

neurotransmitery receptora NMDA ssaków (ryc. 6). KAT odpowiada również za 

transaminowanie 3-OH-L-KYN do XA. Jednak jak dotąd funkcja ta jest rzadko 

opisywana w literaturze [51].  

Aktywność izoformy I KAT jest silnie hamowana przez glutaminian, podczas gdy typ II 

KAT jest niewrażliwy na działanie glutaminianu. KAT-II uważany jest za enzym 

zaangażowany w większość przemian KYNA w mózgu.  
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Ryc. 6. Przeniesienie grupy aminowej z L-kyn i 3-OH-L-KYN. Produktami reakcji są 

odpowiednio KYNA i XA. 
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 KAT, podobnie jak KYNU, jest enzymem zależnym od obecności witaminy B6 i 

analogicznie jak KYNU wykorzystuje te same substraty [10, 157]. Stopień zależności 

pomiędzy aktywnością KAT, a koncentracją witaminy B6, jest dość zmienny. Jedni 

autorzy donoszą, że zarówno w stanach niedoboru witaminy B6 oraz w ciąży, dominują 

metabolity i produkty pośrednie działania KAT, wskazujące na zablokowanie szlaku na 

poziomie KYNU. Chociaż oba enzymy wymagają do swojej aktywacji obecności 

witaminy B6, to KYNU jest enzymem bardziej wrażliwym na szybsze wyczerpywanie 

witaminy B6 niż KAT. Zauważono również, że stan ciąży wywiera dodatkowo 

zwiększony hamujący wpływ na aktywność KYNU, niż niedobór samej witaminy B6, 

zarówno u ludzi, jak i gryzoni [34]. Należy dodać, że deficyt pirydoksyny w diecie 

ciężarnej kobiety potęguje wpływ tego stanu na aktywność KYNU.  

Co więcej, wykazano, że w przypadku niedoboru witaminy B6 w diecie, aktywność 

KYNU w nerkach ulega wyraźnemu obniżeniu, podczas gdy aktywność KAT zwiększa 

się. Z kolei umiarkowany niedobór tej witaminy w organizmie powoduje wzrost 

stężenia 3-OH-L-KYN z jednoczesnym obniżeniem zawartości KYNA i AA w osoczu u 

człowieka. Tymczasem Thackray i wsp. odnotowali wzrost stężenia KYNA w osoczu 

szczura przy umiarkowanym deficycie witaminy B6 [157]. Znaczne niedobory witaminy 

B6 prowadzą do równoczesnego wzrostu koncentracji KYNA i XA zarówno we krwi 

obwodowej, jak i w moczu, co wskazuje na blok na poziomie KYNU [80, 173]. 

Zwiększone stężenie 3-OH-L-KYN stanowi ważny wskaźnik zaburzeń przemian 

witaminy B6 [170]. Gdy pojawia się niedobór witaminy B6, organizm wydziela więcej 

XA i 3-OH-L-KYN, natomiast mniej produktów metabolizmu niacyny. Wobec 

powyższego, wskaźnik substrat–produkt (3-OH-L-KYN do 3-OH-AA) zaproponowano 

jako dość czuły i specyficzny wskaźnik niedoboru witaminy B6. Co więcej, wykazano, 

że aktywność enzymatyczna KYNU jest znacząco hamowana w obecności produktu 

reakcji katalizowanej przez KYNU – L-alaniny. Tymczasem dodanie witaminy B6 do 

medium zawierającego inaktywowany przy użyciu L-alaniny enzym KYNU, przywraca 

aktywność biologiczną KYNU (badania in vitro) [105]. 

Z kolei, w ludzkim organizmie, Trp i fenyloalanina mogą obniżać aktywność 

enzymatyczną KAT-I [52]. Podobne działanie posiadają estrogeny [24]. Kocki i wsp. 

wskazują na hamujący wpływ L-cysteiny na funkcję izoformy II KAT obecnej w mózgu 

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

  3-HAO przekształca 3-OH-AA w nietrwały semialdehyd 2-amino-3-karboksy-6-

mukonowy (ryc. 7). Do aktywacji tego enzymu niezbędna jest obecność jonów żelaza 

Fe
2+ 

[82]. 3-HAO występuje w błonie mitochondrialnej neuronów oraz w synapsach 

pobudzających. Enzym ten zlokalizowany jest głównie w mózgu, ale wykazano również 

jego obecność w komórkach prozapalnych [89] oraz w tkankach wątroby [137], gdzie 

pewne cytokiny (np. LPS) stymulują wytwarzanie QUIN.  
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Ryc. 7. Przemiana 3-OH-AA z udziałem 3-HAO do semialdehydu, a następnie 

nieenzymatyczna przemiana do QUIN. 

 

 

Dodanie jonów Fe
2+

 do homogenatów komórek prążkowia stymuluje sześciokrotnie 

aktywność 3-HAO, zarówno u zwierząt laboratoryjnych (szczur, mysz), jak i u ludzi 

[151]. Z kolei, pobudzający wpływ jonów Fe
2+ 

na aktywność tego enzymu może być 

zniesiony poprzez zastosowanie dodatku do medium ferrytyny (białka kompleksującego 

jony żelaza). Jony Fe
2+

 uwalniane podczas uszkodzeń neuronalnych, zwiększają 

wytwarzanie QUIN, powodując tym samym jeszcze większe uszkodzenia w obrębie 

komórek. Natomiast jony Zn
2+

 działają hamująco na enzym [19]. 

U osób z cukrzycą insulinozależną system immunologiczny, jak również neuronalny, 

podlega wpływom zwiększonej ilość L-kyn i QUIN, na co wskazują w badaniach 

Sasaki i wsp. [64]. Natomiast w badaniach tych nie dochodziło do zwiększenia stężenia 

2-PA i nikotynamidu, wobec tego nie wywierały one takiego wpływu 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 i CO2. Związki takie jak KYNA, 2-PA, QUIN 

powodują wzrost aktywności enzymu, natomiast jony Zn
2+

, Fe
2+

 działają hamująco na 

enzym [129]. 

 

 

Fosforybozylotransferaza chinolinowa (QPRTaza) 

  Rolą enzymu QPRT jest katabolizm QUIN i 5-fosforybozylo-1-porofosforanu 

(PRPP) do NAD
+
 i dwutlenku węgla (ryc. 8).  

 

N
+
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O

OH

OH
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P
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2
++ PRPP

 

 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) naprawiającej DNA bądź programującej 

śmierć komórki. Jony magnezowe są niezbędnym elementem aktywującym enzym 

QPRT [83, 145]. Ponadto istnieją dowody potwierdzające, iż w celu dalszej katalizy, w 

miejscu aktywnym enzymu, muszą być obecne związki o strukturze cysteiny [37, 116]. 

Natomiast niedobór kofaktorów może być pośrednią przyczyną gromadzenia się 

toksycznego QUIN w tkankach. Generowanie wolnych rodników oraz stres 

oksydacyjny są odpowiedzialne za toksyczność indukowaną przez QUIN. Co więcej, 

QUIN często odgrywa ważna rolę w patogenezie różnych chorób neurologicznych u 

ludzi, jak również charakteryzuje się dużą ekscytoksycznością w warunkach in vivo. 
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Patologiczne wysokie stężenie QUIN stwierdzono w chorobach neurodegeneracyjnych, 

takich jak choroba Alzheimera i Huntingtona [49, 167]. Jony Cu
2+

 Fe
2+

, Fe
3+

, Zn
2+

 

wpływają hamująco na aktywność enzymu [66]. Ponadto, tworzenie związków 

kompleksowych pomiędzy Fe
2+

 i QUIN może powodować oksydacyjne uszkodzenie 

komórek, poprzez peroksydację lipidów i hamować samoutlenianie kompleksów z 

żelazem, na co wskazują Stípek i wsp. [190]. Ponadto Lugo-Huitrón i wsp. opisali, iż 

kompleks ten może być odpowiedzialny za rozrywanie, w warunkach in vitro, 

łańcuchów DNA [89]. Sahm i wsp. wskazują QPRT jako potencjalny cel terapeutyczny 

w leczeniu złośliwych glejaków [137]. Grimaldi i wsp. opisują, iż niedobór magnezu 

(aktywatora białek QPRT) może być odpowiedzialny za objawy zespołu Tourette'a i 

kilku innych współistniejących stanów chorobowych [46]. Wykazano również, że 

białko QPRT może hamować nadprodukcję aktywnej kaspazy typu 3, enzymu 

kontrolującego apoptozę komórek [65]. 

Aktywność QPRTazy zarówno w mózgu jak i w wątrobie zwierząt maleje wraz z 

wiekiem zwierzęcia, natomiast w nerkach aktywność enzymu wzrasta, na co wskazują 

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

 

Cytokiny prozapalne a regulacja ciśnienia tętniczego  

  Cytokiny to cząstki białkowe o małej masie (ok. 15-30 kDa) wpływające na 

wzrost, proliferację i pobudzenie komórek biorących udział w odpowiedzi 

odpornościowej oraz odpowiedzi komórek hemopoetycznych. Cytokiny mogą 

wybiorczo pobudzać odpowiedź komórkową lub humoralną, co w połączeniu z ich dużą 

ilością i wielokierunkowym działaniem powoduje, że powstaje niezwykle skuteczny, 

ale także bardzo skomplikowany i czuły system powiązań pomiędzy komórkami układu 

odpornościowego [124].  

 

Do tej heterogennej grupy mediatorów zapalenia należą: 

1. Czynnik martwicy nowotworów TNF- α, 

2. Interleukiny: Il-1β, Il-6, Il-10 oraz Il-8, 

3. Neopteryna, 

4. Czynniki pobudzające kolonie makrofagów (M-CSF) i granulocytów (GM-CSF). 
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Ryc. 9. Mediatory stanu zapalnego stymulujące ekspresję enzymów szlaku 

kynureninowego [20]. 

 

  Metabolizm kynurenin jest regulowany przez liczne wymienione mediatory 

stanu zapalnego, które wywierają wpływ na ekspresję enzymów zaangażowanych w 

omawiany szlak przemian tryptofanu [20] (ryc. 9). Podczas trwania stanu zapalnego 

zmienia się dostępność substratów i w konsekwencji produktów, co spowodowane jest 

przejściem szlaku w stronę wzrostu aktywności enzymów głównie IDO i KMO. 

Powstają wówczas związki silnie neurotoksyczne (3-OH-L-KYN, 3-OH-AA oraz 

QUIN) oraz aktywna naczyniowo L-kyn. Proces ten z kolei sprzyja rozwojowi 

zależnych od układu odpornościowego procesów patologicznych. 

 Cytokiny prozapalne (m.in. IFN-γ i LPS) zwiększają aktywność IDO, tym samym 

przesuwają Trp ze szlaku produkcji 5-HT, zmniejszając stężenie zarówno 5-HT jak i 

samego Trp, a zwiększają stężenie m.in. L-kyn, co prowadzi do silnego rozkurczu 

naczyń krwionośnych [96, 178]. Podczas indukcji ogólnoustrojowego stanu zapalnego 

wzrasta aktywność IDO w komórkach śródbłonka naczyń krwionośnych, co prowadzi 

do spadku ciśnienia krwi [175]. Liczne procesy chorobowe, którym towarzyszy stan 

zapalny, mogą tworzyć warunki, w których wzrasta stężenie L-kyn, co z kolei prowadzi 

do spadku ciśnienia tętniczego i niewydolności wielonarządowej[119]. 
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1.3. Budowa i funkcja naczyń tętniczych 

 

Aorta odgrywa ważną rolę w przejęciu krwi z lewej komory serca, amortyzując 

jej przepływ i przekazując krew do tkanek i narządów organizmu przy minimalnych 

stratach energii. Dzieli się na część wstępującą, łuk aorty oraz część zstępującą (ryc. 

10). Aorta razem z tętnicami płucnymi zaliczana jest do tętnic typu sprężystego. Na 

przekroju poprzecznym zbudowana jest z (od światła naczynia): 

· warstwy wewnętrznej (intima) zbudowanej ze śródbłonka i niewielkiej ilości 

tkanki łącznej wiotkiej,  

· warstwy środkowej (media) najgrubszej warstwy zbudowanej głównie z 

koncentrycznych, naprzemiennie ułożonych blaszek sprężystych i włókien 

kolagenowych oraz cienkich warstw komórek mięśni gładkich, 

· warstwy zewnętrznej (adventitia) zbudowanej głównie z włókien kolagenowych, 

przytwierdzających naczynie do otaczającej tkanki.  

 

 

 

Ryc. 10. Ilustracja przedstawiająca poszczególne odcinki aorty. Zaczynając od lewej: R, 

korzeń; P, odcinek bliższy wstępujący; D, odcinek dalszy wstępujący; A, łuk aorty; U, 

odcinek górny zstępujący. 
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Ilość i wielkość komórek mięśniowych oraz blaszek sprężystych maleje wraz ze 

wzrostem odległości od serca. Aorta wstępująca jest szersza w porównaniu do aorty 

zstępującej oraz dalszych jej odcinków [111].  

Z kolei tętnica krezkowa górna wraz z odcinkami II rzędu, ze względu na swoją 

strukturę, histologicznie jest tętnicą typu mięśniowego. Ten rodzaj naczynia 

charakteryzuje się znaczną kurczliwością. W porównaniu do tętnicy typu sprężystego, 

warstwa środkowa tętnicy krezkowej zbudowana jest z ciasno ułożonych komórek 

mięśni gładkich (około 40 warstw), którym towarzyszy niewielka ilość błon i włókien 

sprężystych oraz drobnych włókien kolagenowych. 

Śródbłonek jest ważnym elementem naczyń krwionośnych. W komórkach 

śródbłonka syntetyzowane są oraz wydzielane liczne substancje biologicznie czynne, 

które uczestniczą w regulacji napięcia ściany naczyń. Do czynników wpływających na 

relaksację naczyń należą: tlenek azotu, prostacyklina, śródbłonkowo-pochodny czynnik 

hiperpolaryzujący, bradykinina, adrenomedullina, natriuretyczny peptyd C. Z kolei do 

związków obkurczających naczynia produkowanych lokalnie należą: endotelina 1, 

angiotensyna II, tromboksan A2, prostaglandyna H2 oraz rodniki tlenowe. Uszkodzenie 

śródbłonka indukuje uwalnianie wielu substancji, powodujących zaburzenia w regulacji 

napięcia naczyń krwionośnych oraz zmiany w układzie krzepnięcia. W komórkach 

śródbłonka oraz w błonie komórkowej mięśni gładkich naczyń zlokalizowane są liczne 

receptory, które w wyniku aktywacji wywierają wpływ na pracę naczyń. W błonie 

komórkowej zidentyfikowano receptor endotelinowy typu A, 5-HT2A oraz 5-HT7, 

natomiast w komórkach endotelium występują receptory endotelinowy typu B, 5-HT2B, 

5-HT1B oraz 5-HT4 (tabela 1). 
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1.4. Przekazywanie sygnałów w komórce mięśni gładkich naczyń 

1.4.1. Budowa i funkcja błony komórkowej 

Błona komórkowa to bardzo aktywna metabolicznie struktura, w obrębie której 

zachodzi wiele znamiennych procesów warunkujących m.in. wzrost, czy różnicowanie 

komórek. Stanowi również barierę chroniącą przed czynnikami zewnętrznymi. 

Nazywana jest często płynną mozaiką białkowo-lipidową ze względu na swoją 

strukturę. W wewnętrznej warstwie błony plazmatycznej dochodzi do hydrolizy 

fosfatydyloinozytoli, co stanowi jeden z istotniejszych systemów przekazywania 

sygnałów w komórce. Enzymem regulującym ten proces jest rozpuszczalne białko 

cytozolowe zależne od jonów Ca
2+

 – fosfolipaza C (PLC) [156]. 

1.4.2. Molekularny mechanizm działania receptora α-1 adrenergicznego  

W swoich badaniach, Lapin i Umanskaia wskazują na kynureniny i udział 

receptora adrenergicznego w kontroli napięcia ściany naczyń [79]. Skurcz mięśniówki 

gładkiej naczyń krwionośnych jest wyzwalany m.in. w wyniku aktywacji receptorów 

alfa adrenergicznych typu pierwszego, znajdujących się na powierzchni błony 

komórkowej mięśni gładkich naczyń. Receptor alfa 1 adrenergiczny aktywuje PLC β za 

pośrednictwem białka Gq/11. Na powierzchni błony komórkowej PLC β katalizuje 

reakcję hydrolizy fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu – PI(4,5)P2, co prowadzi do 

powstania dwóch wtórnych przekaźników sygnału. Są to trifosforan-1,4,5-inozytolu 

(IP3) oraz diacyloglicerol (DAG). IP3 powoduje uwolnienie jonów Ca
2+

 z przestrzeni 

wewnątrzkomórkowych [Ca
2+

]wew, a także wpływa na regulację procesów 

komórkowych, w tym odpowiada za aktywację błonowych kanałów jonowych, zarówno 

sodowych jak i potasowych [172]. DAG aktywuje kinazę białkową C (PKC), regulującą 

procesy odczulania receptorów, transport cząsteczek, bądź jonów przez membrany oraz 

uwalniania neuroprzekaźników. W dalszym etapie dochodzi do aktywacji przez IP3 

receptorów dla IP3 obecnych w retikulum endoplazmatycznym (RE), w wyniku czego 

dochodzi do wzrostu [Ca
2+

]wew w procesie napływu jonów wapnia do cytoplazmy z RE. 

Napływające jony wapnia mogą dalej aktywować receptory ryanodynowe obecne w RE. 

Jednocześnie obserwuje się aktywację przez DAG i [Ca
2+

]wew – PKC. W efekcie, 

dochodzi do dalszego dynamicznego wzrostu [Ca
2+

]wew, wynikającego z otwarcia 

kanałów wapniowych i napływu wapnia do cytoplazmy z przestrzeni 

zewnątrzkomórkowej. Wzrost [Ca
2+

]wew w komórce mięśniowej wpływa na interakcje 

aktyna – miozyna, co inicjuje skurcz włókienek mięśniowych.  
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1.4.3. Molekularny mechanizm działania receptorów naczyniowych 5-HT  

Receptory 5-HT zlokalizowane są głównie w błonie komórkowej neuronów oraz 

w naczyniach krwionośnych (7 rodzin, z czego zidentyfikowano 14 podtypów 

receptorów) (tabela 1). Złożone działanie 5-HT w naczyniach krwionośnych, jest 

zależne od interakcji z wieloma receptorami serotoninowymi znajdującymi się w 

mięśniach gładkich naczyń oraz w śródbłonku, a także od lokalizacji anatomicznej 

naczyń, stanu zdrowia organizmu, co łącznie może prowadzić do otrzymania 

przeciwstawnych efektów działania [90]. Z wyjątkiem jonotropowego receptora 5-HT3, 

pozostałe receptory 5-HT związane są z różnymi białkami typu G [93].  

Autorzy, opublikowanych dotychczas badań, wskazują na możliwy udział wybranych 

kynurenin w regulacji napięcia ściany naczyń krwionośnych poprzez receptor 5-HT [78, 

79, 168] 

Receptor 5-HT2A to podstawowy receptor zaangażowany w skurcz naczyń 

krwionośnych, poprzez aktywację kanałów wapniowych typu L, poprzez PLC oraz 

kinazy tyrozynowe [155]. W wyniku aktywacji receptorów związanych z kinazą 

tyrozynową, dochodzi do aktywacji PLC typu γ, hydrolizy PI(4,5)P2, w wyniku czego 

powstaje DAG i IP3. IP3 łączy się ze specyficznym receptorem w błonie RE i otwiera 

znajdujące się w nim kanały, przez które do cytoplazmy uwalniane zostają jony Ca
2+

. Z 

kolei DAG aktywuje PKC. 

Z kolei pobudzenie receptora 5-HT1B działającego poprzez białko Gi/Go hamuje 

cyklazę adenylanową, zmniejszając stężenie cAMP i aktywność kinazy białkowej A 

(PKA) [90]. 

Natomiast receptory 5-HT7 oraz 5-HT4 działają poprzez białko Gs, które 

stymuluje cyklazę adenylanową i powoduje zwiększenie stężenia cAMP powstającego z 

ATP. cAMP wiąże się z podjednostką enzymu, a następnie aktywuje PKA, która z kolei 

fosforyluje szereg białek docelowych.  

PKA fosforyluje regulatorowe białka genów w jądrze, które następnie stymulują 

procesy transkrypcji. 
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1.4.4. Wpływ KCl na napięciowo zależne kanały Ca2+ (Cav1.2) obecne w błonie 

komórkowej mięśni gładkich naczyń 

W komórkach mięśni gładkich naczyń istnieją również dwa typy kanałów Ca
2+

: 

zależne od potencjału kanały Ca
2+

 oraz sterowane receptorem kanały Ca
2+ 

(tabela 2). 

Stężenie [Ca
2+

]wew jest 103-104 razy mniejsze niż stężenie wolnego wapnia w RE [98]. 

KCl od dawna jest stosowany jako dogodny czynnik pozwalający ominąć udział 

receptorów sprzężonych z białkiem G w aktywacji mięśni gładkich naczyń. Skurcz 

wywołany przez KCl jest efektem depolaryzacji błony komórkowej, co prowadzi do 

zwiększonego napływu jonów Ca
2+

 przez kanały typu L do wnętrza komórki [130]. 

Otwarcie tego typu kanałów następuje w skutek zmiany potencjału błonowego w 

stosunku do potencjału spoczynkowego komórki (-70 mV). W komórkach mięśni 

gładkich aktywacja kanałów Ca
2+

 inicjuje bezpośrednio skurcz poprzez napływ jonów 

Ca
2+

 do wnętrza cytoplazmy z zewnątrz oraz pośrednio przez uwalnianie wapnia z RE. 

Wnikające jony Ca
2+

 aktywują i otwierają kanały rianodynowe zlokalizowane w błonie 

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

 

1.4.5. Kanały potasowe w komórkach śródbłonka oraz mięśni gładkich 

naczyń 

Kanały potasowe są kolejnym czynnikiem biorącym udział w regulacji napięcia 

ściany naczyń. Działanie tych kanałów może być regulowane przez stężenie samego 

[Ca
2+

]wew. Otwarcie kanałów potasowych powoduje wypływ K
+
 z wnętrza komórki na 

zewnątrz błony komórkowej, czego następstwem jest hiperpolaryzacja i zamknięcie 

zależnych od potencjału błonowych kanałów wapniowych. W efekcie dochodzi do 

rozkurczu naczyń krwionośnych.  

Z kolei zamknięcie kanałów potasowych w komórkach mięśni gładkich naczyń, 

prowadzi do spadku wartości potencjału błonowego, zwiększonego napływu jonów 

wapnia przez bramkowane potencjałem kanały wapniowe i skurczu naczyń [152]. 

Szczegółowy opis kanałów potasowych przedstawia tabela 3. 
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2. CEL PRACY 

 

 Celem niniejszej pracy było określenie wpływu poszczególnych elementów 

metabolizmu tryptofanu na drodze szlaku kynureninowego na reaktywność naczyń 

tętniczych szczura w badaniach in vitro. W tym celu podjęto badanie izometrycznej 

odpowiedzi skurczowej izolowanych pierścieni (i) aorty szczura część zstępująca, (ii) 

aorty część wstępująca, (iii) tętnicy płucnej szczura oraz (iv) odcinków II rzędu tętnicy 

krezkowej górnej przy pomocy inkubacji tkankowych. 

 

Zasadnicze cele zrealizowane w cyklu badań prowadzonych w rozprawie doktorskiej: 

1. Badanie bezpośredniego oddziaływania elementów szlaku kynureninowego na 

naczynia tętnicze szczura. 

2. Wpływ elementów szlaku kynureninowego na naczynia poddane 

wcześniejszemu działaniu fenylefryny, 5-HT oraz KCl (ocena siły skurczu bądź 

rozkurczu naczyń). 

3. Określenie aktywności naczyniowej na poziomie receptorowym (pIC50). 
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3. MATERIAŁ I METODY  

3.1. Materiał 

 

a) Zgoda właściwej komisji bioetycznej 

Wszelkie czynności związane z wykonywaniem doświadczeń na zwierzętach 

zostały przeprowadzone w sposób respektujący normy prawne obowiązujące na terenie 

Rzeczypospolitej Polski (art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005 r. o 

doświadczeniach na zwierzętach (Dz. U. Nr 33, poz. 289) i § 14 ust. 3 rozporządzenia 

Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. za zgodą Lokalnej Komisji 

Etycznej (Nr 06/2014/N i 31/2014/N). Zgoda została wydana do zezwolenia Nr 24/In-

D/WNMed/UWM/2013 ważnego do dnia 31/12/2018 roku. 

 

b) Zwierzęta doświadczalne 

Szczury rasy Wistar (waga 200-250 g) w liczbie 50 sztuk, przebywały przez co 

najmniej 14 dni (minimum aklimatyzacyjne) w warunkach zapewniającym im 

dobrostan (naturalny cykl dnia i nocy – okres światła 07:00-19:00 h), z 

nieograniczonym dostępem do wody i karmy (standardowa karma dla gryzoni Agropol, 

Motycz, Polska) i stałej temperaturze (23 ± 2 °C). 
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3.2. Metody 

3.2.1. Pomiar kurczliwości naczyń tętniczych 

a) Przygotowanie naczyń 

Szczury płci męskiej w 10 tygodniu życia (n = 50) zakwalifikowane do 

doświadczenia, przebywały na terenie jednostki doświadczalnej katedry Patofizjologii, 

Weterynarii Sądowej i Administracji, Wydziału Medycyny Weterynaryjnej oraz 

Zwierzętarni Instytutu Rozrodu Zwierząt i Badań Żywności PAN w Olsztynie, gdzie 

wypreparowano potrzebne naczynia bezpośrednio przed analizą. 

AORTA 

Fragmenty aorty (część wstępująca oraz zstępująca) zostały natychmiast 

ostrożnie wyizolowane, oczyszczone z tkanki łącznej, a następnie przygotowano 

pierścienie o długości 5 – 6 mm i o szerokości naczynia 2,26 ± 0,017 mm. Tak 

otrzymane fragmenty naczyń, umieszczano na specjalnych haczykach ze stali 

nierdzewnej, przewieszone przez światło naczynia w komorach inkubacyjnych, 

zawierających bufor Krebsa-Henseleita (tabela 4). Jeden haczyk był przytwierdzony do 

ściany komory, natomiast drugi był podłączony do przetwornika (F30, TAM-A typ 

705/1, HugoSachs Elektronik, Germany) w celu pomiaru kurczliwości (ryc. 11). Z 

każdego szczura wypreparowano po cztery pierścienie aorty. Całkowita ilość 

przebadanych pierścieni aorty wynosiła 400. Aktywność miogenną izolowanych 

fragmentów aorty rejestrowano w 4 komorach inkubacyjnych (objętość 5 ml) do badań 

izolowanych naczyń w warunkach skurczu izometrycznego (Mayflower Tissue Bath, 

Hugo Sachs Elektronik, Germany; ryc. 12), z zastosowaniem oprogramowania (HSE 

ACAD-W, Germany). 

TĘTNICA PŁUCNA 

 Zastosowano tę samą procedurę, co w przypadku pierścieni aorty. Tętnica 

płucna lewa i prawa zostały ostrożnie wyizolowane, a następnie przygotowano odcinki 

o szerokości 1,8 ± 0,02 mm i długości 3 mm. Napięcie spoczynkowe dopasowano 

odpowiednio do średnicy naczynia. 

ODCINKI II RZĘDU TĘTNICY KREZKOWEJ GÓRNEJ 

Fragmenty naczyń po wyizolowaniu zostały umieszczone w buforze Krebsa-

Henseleita o składzie podanym powyżej z tym, że stężenie glukozy zmniejszono do 5,5 

mM [104, 165]. Przy pomocy mikroskopu oczyszczone pierścienie zostały 
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przewieszone przez światło naczynia. Napięcie spoczynkowe również dostosowano do 

średnicy naczynia. 

 

   

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

Germany) o objętości 5 ml do badania izolowanych naczyń. 

 

  

Ryc. 12. Zestaw do badań izolowanych naczyń z mikroskopem użyty w pracy 

badawczej. 
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b) Protokół doświadczenia 

Analizowane fragmenty naczyń, przed przystąpieniem do doświadczenia, były 

poddawane każdorazowo stabilizacji przez 60 minut w buforze Krebsa-Henseleita. 

Proces ten eliminuje naprężenia towarzyszące spontanicznej pracy izolowanych naczyń. 

Eksperyment wykonano w dwóch etapach. 

Wybór odpowiednich stężeń substancji referencyjnych  

W pierwszym etapie wyznaczono optymalne napięcie spoczynkowe pierścieni 

naczyń, pobranych od zwierząt doświadczalnych. Naprężenie spoczynkowe jest 

odpowiednio dopasowane w zależności od wewnętrznej średnicy naczynia 

krwionośnego, co zapewnia, że reakcje na agonistów i/lub antagonistów będą 

najbardziej wyraźne. W tym celu zastosowano różne stężenia roztworów 

referencyjnych. Fenylefryna (0,1 nM–100 µM), KCl (5–75 mM), 5-HT (0,1 nM–100 

µM) ketanseryna oraz acetylocholina (1 nM–100 µM). Otrzymane wyniki pozwoliły 

oszacować stężenia roztworów referencyjnych, przy których skurcz naczyń będzie 

najbardziej wyraźny, zaś w przypadku ketanseryny oraz acetylocholiny relaksacja 

naczyń będzie całkowita. 

Wyznaczenie efektu submaksymalnego dla fenylefryny, serotoniny oraz chlorku 

potasu 

Pierścienie naczyń najpierw poddano działaniu roztworu fenylefryny w dawce 

1µM (aorta i tętnica płucna) oraz 10 µM (odcinki II rzędu tętnicy krezkowej górnej) 

osiągając efekt submaksymalny. Kiedy osiągnięto stan równowagi, tkanki przemywano 

w buforze Krebsa-Henseleita, w celu otrzymania odpowiedzi na to samo stężenie 

fenylefryny z zachowaniem powtarzalności pomiarów. W ten sposób wykonano 7 

pomiarów w 8 godzinnym przedziale czasowym. Taką samą procedurę przeprowadzono 

w przypadku 60 mM roztworu KCl oraz 10 µM roztworu 5-HT. 
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Dawki kumulacyjne acetylocholiny i ketanseryny  

Pierścienie naczyń poddane wcześniej działaniu fenylefryny, następnie 

wystawiano na działanie wzrastających dawek acetylocholiny w stężeniach od 1 nM do 

100 µM, a następnie analizowano reakcje naczyń. Pozwoliło to na wyznaczenie 

krzywych zależności dawka-odpowiedź dla wzrastających stężeń acetylocholiny i 

wybór odpowiednego stężenia acetylocholiny.  

Taką samą procedurę zastosowano w przypadku ketanseryny na działanie 5-HT. 

Wyznaczenie odpowiedniego napięcia spoczynkowego 

W celu ustalenia, czy efekt działania fenylefryny w prowadzonych badaniach in 

vivo wiąże się z zastosowanym napięciem spoczynkowym, porównano efekt działania 

różnych stężeń fenylefryny na przebieg napięcia, w zależności od ustawionego 

obciążenia wyjściowego izolowanych fragmentów aorty (zakres 1,0–3,5 cN). Ponieważ 

w stanie stacjonarnym odpowiedź naczyń była zmienna w zależności od wybranych 

fragmentów, dokonano wyboru obciążenia, przy którym naczynia utworzyły stabilne 

plateau. Przy zastosowanym napięciu spoczynkowym i odpowiednim stężeniu 

fenylefryny, reakcja naczyń utrzymywała się na stałym poziomie przez ponad 30 minut, 

co pozwoliło na przeprowadzenie doświadczenia. 

W drugim etapie badano aktywność miogenną naczyń wobec wzrastających 

stężeń analizowanych związków. 

Przebieg pomiarów  

Każdorazowo przed doświadczeniem naczynia poddawano 60 minutowej 

stabilizacji, w 5 ml komorach tkankowych, w zmodyfikowanym buforze Krebsa-

Henseleita, w celu pokonania stresu mechanicznego i osiągnięcia, ustalonego wcześniej 

napięcia spoczynkowego [59]. Roztwór przez cały czas trwania doświadczenia był 

napowietrzany mieszaniną karbogenu o składzie 95% O2 i 5% CO2 oraz utrzymywany 

w temperaturze 37 °C, co zapewniało pH na poziomie około 7,4 [59]. Bufor Krebsa-

Henseleita był zmieniany średnio co 15 minut i zastępowany świeżym roztworem, w 

celu wyeliminowania powstających ewentualnie metabolitów, które mogłyby wpływać 

na pracę analizowanego naczynia.  
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i. analizowane pierścienie poddawano działaniu wzrastającym stężeniom 

badanych substancji (tabela 6) przez 5 minut poszczególne stężenie. Następnie 

analizowano odpowiedź naczyń na podanie fenylefryny, 5-HT oraz KCl.  

ii. stabilizacja naczynia oraz podanie fenylefryny, 5-HT lub KCl. Kolejno 

podawano wzrastające dawki badanych związków. Tylko wówczas, gdy 

osiągnięto efekt plateau po wcześniejszej dawce (około 4 minuty), podawano 

kolejne wyższe stężenie. Następnie ustalano reakcje na acetylocholinę. 

Pozwoliło to na dobór odpowiedniego stężenia, które następnie analizowano 

indywidualnie. 

Reakcja na analizowane związki jest wyrażona jako (i) procent wywołanego 

skurczu – w stosunku do substancji referencyjnej, (ii) jako siła skurczu (cN) oraz (iii) 

jako parametr pIC50 (–logIC50) w celu określenia aktywności inhibitorów. Obliczenia 

przeprowadzono w programie MS Office, GraphPad Prism 6 oraz bezpośrednio w 

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

Śródbłonek  

Szczególna ostrożność została zachowana, aby nie uszkodzić śródbłonka przy 

preparowaniu i zawieszaniu naczyń w komorach. W doświadczeniach z fenylefryną 

oraz KCl śródbłonek był usuwany mechanicznie przez delikatne pocieranie powierzchni 

błony wewnętrznej naczynia przewodem pokrytym bawełną. Obecność sprawnego 

śródbłonka oceniano we wszystkich preparatach, określając zdolność acetylocholiny (10 

µM) do obniżenia napięcia, przy wcześniejszym zadziałaniu na naczynia roztworem 

fenylefryny (1 µM bądź 10 µM). Jeżeli rozkurcz naczyń po podaniu acetylocholiny był 

na poziomie powyżej 90%, uznano takie naczynie jako nienaruszone, a śródbłonek za 

zachowany. Śródbłonek uznano za usunięty, gdy odpowiedź naczyń po podaniu 

acetylocholiny była zredukowana poniżej 10% poziomu wyjściowego. Obecność 

sprawnego śródbłonka potwierdziły także badania histologiczne. 
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3.2.2. Barwienia histologiczne fragmentów naczyń 

 

Barwienia wykonano w celu określenia ewentualnego działania nieswoistego – 

toksycznego analizowanych związków na fragmenty naczyń. Pierścienie naczyń po 

usunięciu z łaźni tkankowych, utrwalano w 10% roztworze buforowanej formaliny, a 

następnie zatopiono je w parafinie. Tak zestalone tkanki pocięto na skrawki o grubości 

5 µm za pomocą mikrotomu. W ten sposób otrzymano od 4 do 8 skrawków z każdej 

próbki. Skrawki wybarwiono za pomocą barwników hematoksylina i eozyna (H&E) i 

przeprowadzono analizę histologiczną. Pierścienie pobrane od szczurów natychmiast po 

eutanazji służyły jako kontrola. Zdjęcia preparatów histologicznych wykonano za 

pomocą mikroskopu optycznego Olympus BX41, podłączonego do komputera, 

zaopatrzonego z wysokiej rozdzielczości ekran, na którym analizowano i przetwarzano 

zdjęcia. Analiza histomorfometryczna została wykonana przy użyciu programu do 

obróbki zdjęć Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics). 
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3.3. Badane związki 

a) Odczynniki  

Do wszystkich doświadczeń i oznaczeń użyto substancji i odczynników ze źródeł, 

które zapewniały najwyższy stopień czystości. Były 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 

§ Składniki buforu Krebsa-Henseleita – (Poch, Gliwice, Poland) 

§ HCl, NaOH, DMSO, etanol – (Chempur, Piekary Śląskie, Poland) 

 

b) Dobór stężeń 

Zakres użytych w doświadczeniu stężeń został dobrany zgodnie z danymi 

dostępnymi w literaturze. 

c) Przygotowanie rozcieńczeń 

Wszystkie stężone roztwory wykonano w wodzie oczyszczonej i 

przechowywano przez maksymalnie 2 dni. Fenylefryna oraz AA zostały rozpuszczone 

w 0,1 N HCl [20], a pH doprowadzano do wartości 7,35, stosując 0,05 N NaOH. L-kyn, 

KYNA, QUIN oraz XA zostały rozpuszczone w 0,5% DMSO, natomiast 2-PA w 0,25% 

etanolu (v/v). Pozostałe związki 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 światłem.  

Bezpośrednio przed doświadczeniem dokonywano odpowiednich rozcieńczeń w 

buforze Krebsa-Henseleita.  

W doświadczeniach, w których skurcz naczyń był wywoływany przy użyciu 

KCl (60 mM), NaCl z buforu Krebsa-Henseleita był zastąpiony przez izomolowe 

(izoosmotyczne) stężenie KCl [47, 86] (tabela 6). 
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3.4. Analiza statystyczna  

 

Wyniki wyrażono w postaci średnich arytmetycznych i średnich standardowych 

błędów pomiarów (± SEM), z co najmniej 6 niezależnych powtórzeń. Analiza 

statystyczna danych była dokonana za pomocą programu GraphPad Prism wersja 6,0 

(Graph Pad Software Inc.). Do analizy statystycznej uzyskanych wyników stosowano 

test ANOVA (analiza wariancji), uzupełniony testem post-hoc (test Newmana i Keulsa). 

Jeżeli dane nie spełniały założeń dla zastosowania testu t-Studenta, zastosowano test U 

Manna-Whitneya. Parametr pIC50 opracowano na podstawie programu Pharmacological 

Calculation System Pharm/PCS v 4.0.  

We wszystkich porównaniach różnice przy p < 0,05 uznano za statystycznie istotne. 
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 4. WYNIKI 

4.1. Dobór odpowiednich stężeń substancji referencyjnych oraz 

dobór właściwego obciążenia spoczynkowego  

 

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

Stężenia użytych w doświadczeniach rozpuszczalników – zarówno DMSO i 

etanol (odpowiednio poniżej 0,5% oraz 0,25% v/v) nie wywierały własnego działania 

na naczynia (ryc. 13). W zastosowanych stężeniach, nie stwierdzono w działaniu 

DMSO czy etanolu statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach (A, aorta; 

TP, tętnica płucna; TK, odcinki II rzędu tętnicy krezkowej górnej; n = 6). 

 

 

Ryc. 13. Efekt działania DMSO i etanolu na naczynia tętnicze szczura. 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie bez 

DMSO i etanolu (test t-Studenta) 

 

Dodanie buforu Krebsa-Henseleita do łaźni tkankowych nie powodowało zmian 

w napięciu wyjściowym naczyń czy w skurczu tonicznym, wywołanym roztworem 

fenylefryny czy 5-HT, zarówno przy zachowanym śródbłonku (ś+) jak i usuniętym (ś-).  
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Fenylefryna 

 

Podanie roztworu fenylefryny do komór inkubacyjnych w grupie kontrolnej w 

zakresie stężeń od 0,1 nM do 100 µM, spowodowało obkurczenie izolowanych 

segmentów pierścieni naczyń w zależności od użytego stężenia, zarówno przy 

zachowanym jak i pozbawionym śródbłonka naczyniu (ryc. 14). W przypadku gdy 

mechanicznie usunięto warstwę śródbłonka, siła skurczu naczyń wzrosła w sposób 

statystycznie znamienny (ryc. 15). Analizując otrzymane wyniki, wybrano stężenie 

fenylefryny o wartości 1 µM. Przy tak dobranym stężeniu pierścienie aorty oraz tętnicy 

płucnej utworzyły stabilne plateau, które utrzymywało się przez ponad 30 minut, co 

pozwoliło na przeprowadzenie doświadczenia (pEC50 = 7,01 ± 0,07). Natomiast 

pierścienie II rzędu tętnicy krezkowej górnej utworzyły stabilne plateau, poddane 

działaniu fenylefryny o wartości 10 µM (pEC50 = 5,89 ± 0,18) (ryc. 14). 

 

 

Ryc. 14. Efekt działania wzrastających stężeń fenylefryny na naczynia tętnicze szczura 

w obecności sprawnego śródbłonka. 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów.  

*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do grupy pierścieni aorty i 

tętnicy płucnej (test t-Studenta) 
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Ryc. 15. Efekt działania fenylefryny na naczynia tętnicze szczura; (+) śródbłonek 

zachowany, (–) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w grupie w zależności od obecności 

śródbłonka (test t-Studenta) 

 

 

Fenylefryna (1 µM) wywołała skurcz fragmentów naczyń szczura w sposób 

zależny od odcinka. W pierwszej grupie (aorta część zstępująca, tętnica płucna, tętnica 

krezkowa) naczynia utrzymywały swoją stabilność już od samego początku 

prowadzenia doświadczenia. Skurcz wywołany roztworem fenylefryny utrzymywał się 

na poziomie 1,7 ± 0,04 cN przez 6 godzin trwania eksperymentu. W 6 godzinie doszło 

do osłabienia reakcji naczyń na roztwór fenylefryny (1,25 ± 0,02 cN) w porównaniu do 

wartości początkowych (p ˂ 0,01, n = 6) (ryc. 16A). 

Stabilność naczynia (aorta część wstępująca) została osiągnięta w 3 godzinie 

trwania doświadczenia i utrzymywała się na stałym poziomie (1,45 ± 0,03 cN) przez 

kolejne cztery godziny (ryc. 16B). Po tym czasie doszło do spadku siły skurczu 

wywołanego roztworem fenylefryny (p ˂ 0,01, n = 6). 
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Ryc. 16. Efekt działania fenylefryny na aortę zstępującą, tętnicę płucną, tętnicę 

krezkową (A) oraz na aortę wstępującą szczura (B). 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

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

t-Studenta) 
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KCl 

 

Podanie KCl do komór inkubacyjnych w grupie kontrolnej, w zakresie stężeń od 

5 mM do 75 mM, spowodowało obkurczenie izolowanych segmentów pierścieni 

naczyń, w zależności od użytego stężenia, zarówno przy zachowanym jak i 

pozbawionym śródbłonka naczyniu. Analizując otrzymane wyniki, dla wszystkich 

naczyń wybrano stężenie KCl o wartości 60 mM (ryc. 17). Obecność sprawnego 

śródbłonka potęgowała siłę skurczu wywołaną roztworem KCl we wszystkich badanych 

grupach (p < 0,01) (ryc. 18). W stężeniu powyżej 55 mM, nie zaobserwowano 

statystycznie znamiennych różnic w reaktywności poszczególnych naczyń aorty, tętnicy 

płucnej oraz tętnicy krezkowej na działanie KCl (tabela 7). 

 

 

Ryc. 17. Efekt działania KCl (5-75 mM) na naczynia tętnicze szczura w obecności 

sprawnego śródbłonka, TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa; A, aorta 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

zawierającej pierścienie aorty i tętnicy płucnej (test t-Studenta) 
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Ryc. 18. Efekt działania KCl (60 mM) na naczynia tętnicze szczura; (+) śródbłonek 

zachowany, (–) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

kontrolnej (test t-Studenta) 
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5-HT 

  

Analizując otrzymane wyniki wybrano stężenie 5-HT o wartości 10 µM. Przy 

tak dobranym stężeniu pierścienie aorty, tętnicy płucnej oraz II rzędu tętnicy krezkowej 

utworzyły stabilne plateau, które utrzymywało się przez ponad 30 minut, co pozwoliło 

na przeprowadzenie doświadczenia (ryc. 19). Wrażliwość pierścieni odcinków II rzędu 

tętnicy krezkowej na działanie 5-HT była 10 razy wyższa (EC50 = 0,49 ± 0,03 µM) w 

porównaniu do pierścieni aorty (EC50 = 4,79 ± 0,04 µM) i tętnicy płucnej (EC50 = 5,28 

± 0,02 µM) (tabela 7). 

 

 

 

Ryc. 19. Efekt działania 5-HT (10 µM) na naczynia tętnicze szczura w obecności 

sprawnego śródbłonka 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

zawierającej pierścienie aorty i tętnicy płucnej (test t-Studenta) 
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Napięcie spoczynkowe  

W przypadku pierścieni aorty, napięcie spoczynkowe wykazywało najlepszą 

funkcjonalność przy wartości 2 cN. W przypadku tętnicy płucnej napięcie ustalono na 

poziomie 1 cN, a dla tętnicy krezkowej wynosiło 3 mN. 

 

Acetylocholina  

Acetylocholina w stężeniu 10 µM wywołała całkowitą relaksację analizowanych 

pierścieni aorty jak również tętnicy płucnej oraz krezkowej. Rozkurcz przy tej dawce 

osiągnął wartość powyżej 90% siły skurczu. 

 

Ketanseryna 

Selektywny antagonista receptora 5-HT2A ketanseryna, w stężeniu 0,1 µM 

hamowała całkowicie odpowiedź skurczową wywołaną 5-HT. 
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4.2. Wpływ badanych związków na napięcie spoczynkowe 

izolowanych naczyń tętniczych  

Przeprowadzono serię badań w celu wyboru spośród analizowanych związków 

substancji o aktywnym działaniu na naczynia tętnicze szczura. Podczas analizowania 

otrzymanych wyników nie stwierdzono pojawienia się zmian w napięciu ściany naczyń. 

Efekt działania Trp oraz pozostałych związków na naczynia był porównywalny i nie 

zaobserwowano statystycznie znamiennych różnic w sile i efektywności działania, 

zarówno przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku (ryc. 20).  

 

 

 

Ryc. 20. Efekt działania Trp, L-kyn, KYNA, 3-OH-L-KYN, 3-OH-AA, AA, XA, 

QUIN, 2-PA, NA oraz fenylefryny, KCl (60 mM) i 5-HT (10 µM) na naczynia tętnicze 

szczura.  

(+) śródbłonek zachowany, (–) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,001 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

kontrolnej (test t-Studenta) 
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Zaobserwowano natomiast, że podanie fenylefryny do komór inkubacyjnych w 

obecności analizowanych związków, wywołało jedynie w przypadku L-kyn 

statystycznie znamienny spadek w sile skurczu, w porównaniu do działania samej 

fenylefryny p ˂ 0,005, n = 6 (ryc. 21). Efekt działania był zależny od stężenia i 

uwidaczniał się powyżej 100 µM. Przy stężeniu 300 µM skurcz naczyń wynosił 

zaledwie 72% wartości początkowej. Po przepłukaniu naczynia i ponownym podaniu 

samej fenylefryny w tym samym stężeniu, otrzymano skurcz o sile na poziomie 

wartości wyjściowej (102 ± 5%). Takie same wyniki otrzymano w przypadku badanych 

pierścieni naczyń aorty, tętnicy płucnej oraz odcinków II rzędu tętnicy krezkowej. 

 

 

Ryc. 21. Efekt podania fenylefryny, L-kyn (300 µM) oraz jednoczesnego podania L-kyn 

i fenylefryny na naczynia tętnicze szczura, w czasie trwania doświadczenia. Każde 

podanie poprzedzone jest płukaniem i stabilizacją naczynia. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,005 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

kontrolnej (test t-Studenta) 
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4.3. Wpływ badanych związków na reaktywność naczyń tętniczych w 

obecności fenylefryny, serotoniny oraz KCl 

Efekt działania tryptofanu na obkurczone naczynia tętnicze szczura 

Tryptofan, w zastosowanym zakresie stężeń (10 nM–100 µM), nie wpływał na 

aktywność obkurczonych pierścieni naczyń tętniczych szczura. Nie stwierdzono też 

statystycznie znamiennych różnic w grupach, w których śródbłonek był zachowany (ś+) 

oraz został usunięty (ś-) (ryc. 22, ryc. 23, ryc. 24). 

 

 

 

Ryc. 22. Efekt działania tryptofanu na obkurczone naczynia tętnicze szczura 

(fenylefryna). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Ryc. 23. Efekt działania tryptofanu na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-

HT). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya) 

 

Ryc. 24. Efekt działania tryptofanu na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM 

KCl). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta.  

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 
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Efekt działania L-kynureniny na obkurczone naczynia tętnicze szczura 

 Ryc. 25 i ryc. 26 przedstawiają krzywe zależności dawka – odpowiedź dla 

wzrastających stężeń L-kynureniny (0,1–300 µM) w badanej grupie. L-kyn rozkurczała 

w sposób zależny od dawki, obkurczone wcześniej fenylefryną (1 µM) naczynia aorty, 

zarówno w grupie zawierającej izolowane fragmenty, pochodzące z części zstępującej 

(ryc. 25) jak i z części wstępującej (ryc. 26). L-kyn, w stężeniach powyżej 150 µM, 

silniej rozkurczała izolowane fragmenty aorty część zstępująca (ś+) pIC50 = 3,91 ± 0,04, 

(ś-) pIC50 = 3,85 ± 0,06 w porównaniu do części wstępującej aorty (ś+) pIC50 = 3,89 ± 

0,01 oraz (ś-) pIC50 = 3,79 ± 0,02 (p ˂ 0,05, n = 6). Nie stwierdzono w działaniu L-kyn 

statystycznie znamiennych różnic w sile działania między fragmentami aorty, w których 

usunięto śródbłonek. L-kyn poniżej 1 µM nie wywierała działania na naczynia.  

 

 

 

 

Ryc. 25. Efekt działania L-kyn na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna). 

TK, tętnica krezkowa II rzędu; Az, aorta część zstępująca.  

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6 eksperymentów 

*p ˂ 0,001 Wyniki statystycznie znamienne w porównaniu do grupy pierścieni aorty 

(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa) 
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W przypadku izolowanych pierścieni tętnicy płucnej, uzyskano wyniki o 

wartościach zbliżonych (ś+) pIC50 = 3,97 ± 0,02 oraz (ś-) pIC50 = 3,95 ± 0,02 (n = 6) do 

wartości uzyskanych w grupie pierścieni aorty wstępującej. 

Natomiast w grupie fragmentów naczyń pochodzących z odcinków II rzędu tętnicy 

krezkowej, zauważono statystycznie wyższą siłę działania (ś+) pIC50 = 5,06 ± 0,06 oraz 

(ś-) pIC50 = 4,88 ± 0,06 w porównaniu do pozostałych analizowanych pierścieni naczyń 

(p < 0,001, n = 6) (ryc. 25). 

 

 

 

Ryc. 26. Efekt działania L-kyn na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna). 

TP, tętnica płucna; Aw, aorta część wstępująca. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

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

Newmana i Keulsa) 

 

 

 

W kolejnym eksperymencie, L-kyn, w zastosowanym zakresie stężeń (10 nM–

100 µM), nie wpływała na aktywność obkurczonych przez 5-HT pierścieni naczyń 

tętniczych szczura. Nie stwierdzono też statystycznie znamiennych różnic w badanych 

grupach (tętnica płucna, tętnica krezkowa II rzędu, aorta) (n = 6) (ryc. 27). 
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Ryc. 27. Efekt działania L-kyn na obkurczone naczynia tętnicze szczura (5-HT).  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya) 

 

 

 

W kolejnej badanej grupie, L-kyn, w sposób zależny od dawki, wywoływała 

rozkurcz naczyń tętniczych szczura poddanych wcześniejszemu działaniu 60 mM KCl 

(ryc. 28). Relaksacja najsilniej uwidaczniała się w przypadku izolowanych pierścieni 

tętnicy krezkowej (ś+) pIC50 = 4,90 ± 0,05 oraz (ś-) 4,72 ± 0,05. L-kyn, w grupie 

fragmentów pochodzących z części zstępującej aorty (ś+) pIC50 = 3,80 ± 0,03 i (ś-) 

pIC50 = 3,67 ± 0,02 oraz wstępującej (ś+) pIC50 = 3,68 ± 0,01 i (ś-) pIC50 = 3,62 ± 0,03, 

wykazuje statystycznie słabszą siłę działania, w porównaniu do grupy zawierającej 

izolowane pierścienie tętnicy krezkowej (p ˂ 0,001, n = 6). Efekt działania L-kyn na 

izolowane odcinki tętnicy płucnej jest najsłabszy (ś+) pIC50 = 3,71 ± 0,06 i (ś-) 3,64 ± 

0,03 i statystycznie nie różni się od wyników otrzymanych w grupie pierścieni aorty (n 

= 6). 
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Ryc. 28. Efekt działania L-kyn na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl).  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; Az, aorta część zstępująca; Aw, aorta 

część wstępująca. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 

*p < 0,001 Wyniki statystycznie znamienne w porównaniu do grupy pierścieni aorty 

oraz tętnicy płucnej (jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana-Keulsa) 
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Efekt działania kwasu kynureninowego na obkurczone naczynia tętnicze 

szczura  

Kwas kynureninowy, w zastosowanym zakresie stężeń od 10 nM do 100 µM, 

nie wpływał na reaktywność naczyń tętniczych szczura obkurczonych roztworem 

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

stwierdzono też statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach (śródbłonek 

zachowany i śródbłonek usunięty). 

 

  

 

Ryc. 29. Efekt działania KYNA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Ryc. 30. Efekt działania KYNA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-

HT). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya) 

 

 

 

Ryc. 31. Efekt działania KYNA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl).  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Efekt działania 3-hydroksy-L-kynureniny na obkurczone naczynia tętnicze 

szczura  

3-OH-L-KYN, w zastosowanym przedziale stężeń od 1 nM do 10 µM, nie 

wywierał wpływu na naczynia tętnicze szczura poddane wcześniejszemu działaniu 

fenylefryny (ryc. 32). Nie stwierdzono też statystycznie znamiennych różnic w 

badanych grupach, przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku. 

 

 

 Ryc. 32. Efekt działania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tętnicze szczura 

(fenylefryna). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 

 

 

W kolejnym eksperymencie badano wpływ 3-OH-L-KYN na naczynia tętnicze szczura 

poddane działaniu 5-HT oraz KCl. Nie stwierdzono wpływu badanego związku na 

reaktywność analizowanych naczyń tętniczych. Otrzymane wyniki przedstawia ryc. 33 

oraz ryc. 34 
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Ryc. 33. Efekt działania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tętnicze szczura (5-

HT). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya) 

 

 

 

Ryc. 34. Efekt działania 3-OH-L-KYN na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 

mM KCl). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Efekt działania kwasu 3-hydroksyantranilowego na obkurczone naczynia 

tętnicze szczura  

Kwas 3-hydroksyantranilowy, w stężeniach poniżej 10 µM, nie wpływał na 

aktywność obkurczonych roztworem fenylefryny fragmentów izolowanych naczyń 

tętniczych. Nie stwierdzono też statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach 

(tętnica płucna, tętnica krezkowa II rzędu, aorta), przy zachowanym jak i usuniętym 

śródbłonku (ryc. 35). 

 

 

Ryc. 35. Efekt działania 3-OH-AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura 

(fenylefryna). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

 (+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 

 

Zauważono natomiast, że reaktywność naczyń malała po użyciu 3-OH-AA w 

stężeniu 10 µM i wyższym, osiągając siłę skurczu zaledwie 50% po ponownym podaniu 

fenylefryny, w porównaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05, n = 6). W stężeniu powyżej 

100 µM naczynia tętnicze szczura wymagały wymiany na nowe, w celu osiągnięcia 

wyjściowej reaktywności (ryc. 36).  
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Ryc. 36. Efekt działania fenylefryny oraz 3-OH-AA (10 µM) na naczynia tętnicze 

szczura w kolejnych minutach trwania doświadczenia.  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie poddanej 

działaniu fenylefryny na początku eksperymentu (jednoczynnikowa ANOVA, test 

Newmana i Keulsa) 

 

 

W kolejnym eksperymencie badano wpływ 3-OH-AA na naczynia tętnicze 

szczura poddane działaniu 5-HT. Krzywe zależności dawka – odpowiedź dla 

wzrastających stężeń 3-OH-AA przedstawia ryc. 37. 3-OH-AA, w sposób zależny od 

stężenia (0,1 nM–10 µM), wpływał na reaktywność izolowanych naczyń. 3-OH-AA, w 

stężeniach powyżej 10 nM, silniej rozkurczał izolowane fragmenty tętnicy krezkowej 

(ś+) pIC50 = 6,17 ± 0,01, w porównaniu do aorty (ś+) pIC50 = 5,26 ± 0,03 i tętnicy 

płucnej (ś+) pIC50 = 4,94 ± 0,06 (p ˂ 0,01, n = 6). 
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Ryc. 37. Efekt działania 3-OH-AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-

HT). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta.  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

*p˂0,05 **p < 0,01Wyniki statystycznie znamienne w porównaniu do grupy kontrolnej 

(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa) 

 

Ryc. 38. Efekt działania 3-OH-AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM 

KCl). TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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W kolejnym eksperymencie, 3-OH-AA, w zastosowanym zakresie stężeń od 1 nM do 

10 µM, nie wpływał na aktywność fragmentów naczyń tętniczych poddanych 

wcześniejszemu działaniu KCl (60 mM). Nie stwierdzono też statystycznie 

znamiennych różnic w badanych grupach (tętnica płucna, tętnica krezkowa II rzędu, 

aorta), przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku (ryc. 38). 
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Efekt działania kwasu antranilowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura  

Kwas antranilowy, w stężeniach poniżej 10 µM, nie wpływał na obkurczone 

naczynia tętnicze szczura (ryc. 39, ryc. 40, ryc. 41). Nie stwierdzono też statystycznie 

znamiennych różnic w badanych grupach, przy zachowanym jak i usuniętym 

śródbłonku.  

Natomiast w stężeniach powyżej 1 µM dochodziło do znaczącego wzrostu amplitudy 

drgań naczyń, osiągającej wartość szczytową przy stężeniu 100 µM. Po przemyciu 

naczynia w buforze Krebsa-Henseleita linia podstawowa wracała do wartości 

początkowej. Pozostałe analizowane związki nie powodowały opisanego działania. 

 

 

Ryc. 39. Efekt działania AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna).  

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Ryc. 40. Efekt działania AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (5-HT). TP, 

tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya) 

 

 

Ryc. 41. Efekt działania AA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl).  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Efekt działania kwasu ksanturenowego na obkurczone naczynia tętnicze 

szczura  

Kwas ksanturenowy, w zastosowanym zakresie stężeń (1 nM–10 µM), nie 

wpływał na reaktywność obkurczonych roztworem fenylefryny naczyń krwionośnych 

szczura. Nie stwierdzono też statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach 

naczyń przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku (ryc. 42). 

 

Ryc. 42. Efekt działania XA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna).  

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 

 

 

Natomiast w kolejnym eksperymencie, XA, w stężeniach powyżej 100 nM w 

sposób zależny od dawki, rozkurczał naczynia tętnicze szczura poddane 

wcześniejszemu działaniu 5-HT (10 µM). Relaksacja naczyń najsilniej uwidaczniała się 

w przypadku izolowanych pierścieni tętnicy krezkowej pIC50 = 6,31 ± 0,09 (ryc. 43). W 

grupie izolowanych fragmentów naczyń pochodzących z części wstępującej aorty pIC50 

= 5,48 ± 0,09 oraz zstępującej aorty pIC50 = 5,41 ± 0,06, XA wykazywał statystycznie 

słabszą siłę działania, w porównaniu do grupy zawierającej izolowane pierścienie 

tętnicy krezkowej (p ˂ 0,01, n = 6). Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych 
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różnic między częścią wstępującą jak i zstępującą aorty. Efekt działania XA na 

izolowane odcinki tętnicy płucnej (pIC50 = 5,57 ± 0,19) statystycznie nie różnił się od 

wartości otrzymanych w grupie pierścieni aorty (n = 6). 

 

 

Ryc. 43. Efekt działania XA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-HT). 

TP, tętnica płucna; A, aorta; TK, tętnica krezkowa II rzędu.  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,01 Wyniki statystycznie znamienne w porównaniu do grupy kontrolnej 

(jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa) 

 

 

 

Kolejnym badanym parametrem, był wpływ XA na reaktywność fragmentów 

naczyń tętniczych obkurczonych roztworem KCl (60 mM). Nie stwierdzono, w 

zastosowanym zakresie stężeń (1 nM–10 µM), statystycznie znamiennych różnic w 

działaniu XA w badanych grupach (tętnica płucna, tętnica krezkowa II rzędu, aorta), 

przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku (ryc. 44). 
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Ryc. 44. Efekt działania XA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Efekt działania kwasu chinolinowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura  

Kwas chinolinowy, w zastosowanym zakresie stężeń (10 nM–100 µM), nie 

wpływał na aktywność obkurczonych naczyń tętniczych szczura. Nie stwierdzono też 

statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach (tętnica płucna, tętnica 

krezkowa II rzędu oraz aorta), przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku. 

Otrzymane wyniki przedstawiono na ryc. 45, ryc. 46, ryc. 47. 

 

 

 

Ryc. 45. Efekt działania QUIN na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna).  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Ryc. 46. Efekt działania QUIN na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-HT). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

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

Whitneya) 

 

 

Ryc. 47. Efekt działania QUIN na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Efekt działania kwasu pikolinowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura  

 Kwas pikolinowy, w sposób zależny od dawki, wpływał na izolowane odcinki 

naczyń tętniczych szczura, niezależnie od obecności sprawnego śródbłonka. 2-PA, w 

stężeniu powyżej 100 µM, znamiennie statystycznie silniej rozkurczał naczynia tętnicze 

szczura poddane wcześniejszemu działaniu fenylefryny, w porównaniu do grupy 

kontrolnej (p < 0,05, n = 8) (ryc. 48). Natomiast nie stwierdzono w działaniu 2-PA 

statystycznie znamiennych różnic w działaniu na poszczególne odcinki tętnic (tętnica 

płucna, tętnica krezkowa II rzędu oraz aorta). 

 

 

 

 

Ryc. 48. Efekt działania 2-PA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (fenylefryna). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

(+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 8 eksperymentów 

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

kontrolnej (test t-Studenta) 
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W kolejnym doświadczeniu, badano wpływ 2-PA na naczynia tętnicze poddane 

wcześniejszemu działaniu 5-HT. Ryc. 49 przedstawia krzywe zależności dawka–

odpowiedź dla wzrastających stężeń badanego związku. 2-PA, w sposób zależny od 

stężenia (10 nM–100 µM), wpływał na reaktywność izolowanych naczyń tętniczych 

szczura. 2-PA, w stężeniach 100 nM i powyżej, silniej rozkurczał izolowane fragmenty 

pochodzące z odcinków II rzędu tętnicy krezkowej (ś+) pIC50 = 5,13 ± 0,08, w 

porównaniu do izolowanej aorty wstępującej (ś+) pIC50 = 3,85 ± 0,09, jak i zstępującej 

(ś+) pIC50 = 3,79 ± 0,01 oraz tętnicy płucnej (ś+) pIC50 = 3,86 ± 0, 13 (p ˂ 0,01, n = 6). 

 

 

Ryc. 49. Efekt działania 2-PA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (10 µM 5-HT). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6 eksperymentów 

*p < 0,01 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie naczyń 

aorty i tętnicy płucnej (jednoczynnikowa ANOVA, test Newmana i Keulsa) 

 

Następnie analizowano wpływ 2-PA na naczynia tętnicze szczura obkurczone 

roztworem KCl (60 mM). Zaobserwowano, że 2-PA w stężeniu powyżej 100 µM, 

znamiennie statystycznie silniej rozkurczał analizowane pierścienie naczyń, w 

porównaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05, n = 8). Natomiast nie stwierdzono w 

działaniu 2-PA statystycznie znamiennych różnic w badanych grupach (tętnica płucna, 

tętnica krezkowa II rzędu oraz aorta) (ryc. 50). Mechaniczne usunięcie śródbłonka nie 

wywierało wpływu na opisany efekt (tabela 7). 
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Ryc. 50. Efekt działania 2-PA na obkurczone naczynia tętnicze szczura (60 mM KCl). 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 8 eksperymentów 

*p < 0,05 Wynik statystycznie znamienny w porównaniu do wartości w grupie 

kontrolnej (test t-Studenta) 
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Efekt działania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura  

Kwas nikotynowy, w zakresie stężeń od 10 nM do 100 µM, nie wpływał na 

aktywność naczyń tętniczych szczura obkurczonych wcześniej roztworem fenylefryny, 

5-HT czy KCl (ryc. 51, ryc. 52, ryc. 53). Nie stwierdzono też statystycznie 

znamiennych różnic w badanych grupach (tętnica płucna, tętnica krezkowa II rzędu, 

aorta), przy zachowanym jak i usuniętym śródbłonku.  

 

 

 Ryc. 51. Efekt działania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tętnicze 

szczura. TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. (+) śródbłonek 

zachowany, (-) śródbłonek usunięty 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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Ryc. 52. Efekt działania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura.  

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie w porównaniu do grupy 

kontrolnej (test U Manna-Whitneya)

 

Ryc. 53. Efekt działania kwasu nikotynowego na obkurczone naczynia tętnicze szczura. 

TP, tętnica płucna; TK, tętnica krezkowa II rzędu; A, aorta. 

 (+) śródbłonek zachowany, (-) śródbłonek usunięty  

Wartości przedstawione są jako średnie ± SEM z 6-8 eksperymentów 

Wyniki statystycznie nieznamienne w badanej grupie z zachowanym śródbłonkiem w 

porównaniu do grupy, w której usunięto śródbłonek (test U Manna-Whitneya) 
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4.4. Ocena preparatów histologicznych  

Badania morfologiczne 

 

 

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

wstępującej (x20) w czasie „0", w 3, 6 i 8 godzinie inkubacji (odcinki podłużne). 

Komórki śródbłonka (IC), warstwa wewnętrzna – tunica intima (Ti), elastyczne lamele 

(E), jądra komórek mięśni gładkich (s), warstwa środkowa – tunica media (TM) i 

przydanka – adventitia (TA). 

 

Nie zaobserwowano zmian morfologicznych w strukturze naczyń tętniczych w 

trakcie trwania 6 godzinnego eksperymentu. W tym czasie warstwa wewnętrzna wciąż 

składała się z ciągłych warstw komórek śródbłonka. Warstwa środkowa posiadała 

liczne normalnie wyglądające warstwy laminy, o kształcie falistym i ułożeniu 

koncentrycznym. Między lamelami w szczelinach widoczne są niezmienione komórki 

mięśni gładkich. Nie stwierdzono też znamiennych zmian w grubości tej warstwy. 

Przydanka została rozpoznana przez normalnie wyglądające elementy tkanki włóknistej. 
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Zaczynając od siódmej godzinny inkubacji, tylko kilka pierścieni aorty ujawniło pewne 

zmiany morfologiczne w swojej strukturze. Obserwowane zmiany były ograniczone do 

warstwy środkowej, gdzie doszło do nieznacznej degeneracji w jej obrębie. Struktura 

uległa rozluźnieniu, pojawiły się koncentryczne przestrzenie, gdzie mogło dojść do 

martwicy komórek mięśni gładkich (ryc. 54).  

Nie stwierdzono różnic w preparatach histologicznych pomiędzy odcinkami 

aorty zstępującej a wstępującej, a także między odcinkami tętnicy płucnej i tętnicy 

krezkowej w trakcie 6 godzinnej inkubacji.  
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5. DYSKUSJA 

    

Komórki śródbłonka naczyniowego syntetyzują związki o działaniu 

rozszerzającym naczynia, takie jak: NO, prostacykliny, nadtlenek wodoru, tlenek węgla 

oraz kwas epoksyeikozatrienowy. Z kolei do substancji o działaniu kurczącym 

naczynia, powstających również w komórkach śródbłonka zaliczamy tromboksan A2, 

prostaglandynę H2 oraz endotelinę typu 1. Związki te działają miejscowo i odgrywają 

istotną rolę w utrzymaniu prawidłowego napięcia naczyń i kontroli ciśnienia tętniczego.  

Najnowsze badania wskazują, iż podanie tryptofanu w obecności sprawnego 

śródbłonka w warunkach in vivo, prowadzi do rozszerzenia naczyń krwionośnych za 

pośrednictwem aktywacji szlaków cyklazy adenylanowej i wzrostu cAMP oraz 

rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej [50, 161, 175]. Kolejne badania potwierdzają, że 

opisane rozszerzenie naczyń, spowodowane jest przemianom tryptofanu do L-

kynureniny zachodzącym przy udziale IDO w komórkach śródbłonka naczyń. Wyniki 

badań przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej wskazują, że L-kynurenina 

bezpośrednio rozszerza izolowane naczynia krwionośne poddane wcześniejszemu 

działaniu fenylefryny, jak również działaniu KCl, co potwierdza, że może być kolejnym 

związkiem aktywnym naczyniowo produkowanym przez komórki śródbłonka [175].  

L-kynurenina, podana w dawkach kumulacyjnych do komór inkubacyjnych, 

wywołała w sposób znamienny relaksację obkurczonych roztworem fenylefryny naczyń 

tętniczych szczura, w przeciwieństwie do tych fragmentów naczyń, których nie 

poddawano wcześniejszemu działaniu fenylefryny. Stężenie L-kynureniny, przy którym 

doszło do rozszerzenia naczyń, było około 100 razy wyższe (aorta i tętnica płucna) oraz 

10 razy wyższe (tętnica krezkowa II rzędu) w porównaniu do fizjologicznego (tabela 6), 

natomiast korespondowało ze stężeniem, osiągniętym in vivo w naczyniach mózgowych 

zakażonych myszy czy ex vivo w tętnicach wieńcowych poddanych wcześniejszemu 

działaniu IFN-γ u świni [175]. Stężenie, które wywołało działanie relaksacyjne na 

naczynia, było znacznie wyższe od opisanego przez Lapin i Umanskaia [79], natomiast 

korespondowało z opisanym w badaniach prowadzonych przez Wang i wsp. [175]. 

Obecność śródbłonka nie wpływała w sposób znamienny na stopień obniżenia napięcia 

naczyń, co wskazuje na bezpośredni wpływ L-kynureniny na komórki mięśni gładkich 

naczyń i związany z tym opisany w niniejszej pracy efekt rozkurczowy.  
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L-kynurenina wywołała również relaksację naczyń, poddanych wcześniejszemu 

działaniu KCl. Działanie relaksacyjne L-kynureniny na naczynia obserwowano przy 

stosunkowo wysokich stężeniach. IC50 wynosiło 12 μM w przypadku odcinków II rzędu 

tętnicy krezkowej i statystycznie różniło się od wyników otrzymanych w grupie 

pierścieni aorty wstępującej (208 µM), aorty zstępującej (158 µM) czy tętnicy płucnej 

(195 µM). Otrzymane wyniki wskazują na wyższą wrażliwość naczyń oporowych, 

odpowiedzialnych za spadek ciśnienia, np. w czasie trwania wstrząsu septycznego, w 

porównaniu do naczyń przewodzących [23, 177]. Obserwacje te są zgodne z badaniami 

prowadzonymi przez Wang i wsp., w których L-kynurenina w stężeniach powyżej 300 

µM wywołała relaksację obkurczonych tętnic wieńcowych świń [175]. Efekt działania 

był porównywalny do opisanego w przypadku roztworu fenylefryny, co pozwala 

stwierdzić, że L-kynurenina może powodować relaksację naczyń poprzez blokowanie 

napięciowo zależnych kanałów Ca
2+

 (Cav1.2) typu L, występujących w mięśniach 

gładkich naczyń [130]. 

Jedna z obserwacji, której nie można łatwo wytłumaczyć stwierdzeniem, że L-

kynurenina rozszerza naczynia krwionośne poprzez hamowanie kanałów Ca
2+

 typu L 

obecnych w komórkach mięśni gładkich naczyń, jest różnica w czułości pomiędzy 

naczyniami oporowymi a przewodzącymi [67, 177]. Rozbieżności te mogą wynikać z 

odrębnej budowy anatomicznej warstwy mięśniowej naczyń, pomiędzy tętnicami 

sprężystymi (aorta, tętnica płucna) a mięśniowymi (tętnica krezkowa II rzędu), gdzie w 

przypadku tętnicy krezkowej warstwa mięśniowa jest w wyższym stopniu rozwinięta 

[1]. Możliwe jest także, że kanały Ca
2+

 typu L obecne w małych naczyniach 

krwionośnych (oporowych) różnią się od kanałów obecnych w naczyniach 

przewodzących (aorta) pod względem struktury jak i gęstości [22, 67]. Dalsze badania 

nad receptorami mogłyby wyjaśnić ten fenomen.  

Jednak bardziej prawdopodobne wydaje się, że opisane różnice wywodzą się ze 

sposobu dostarczania związku chemicznego do receptora lub jego biodegradacji w 

różnych typach naczyń [67]. Działanie hamujące L-kynureniny było znacznie niższe i 

utrzymywało się na stałym poziomie, zarówno w przypadku pierścieni naczyń aorty jak 

i tętnicy płucnej, z zachowanym śródbłonkiem jak i usuniętym (IC50 = 158-208 µM). Z 

kolei wpływ L-kynureniny na tętnicę krezkową był szybki i przemijający (IC50 = 12 

µM), co może sugerować że związek ten ulega szybszemu rozkładowi po wejściu do 

komórek mięśni gładkich naczyń typu przewodzącego, w porównaniu do małych 

naczyń oporowych.  
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Dalsze badania są konieczne w celu porównania i oceny relaksacji naczyń 

krwionośnych typu oporowego, w stosunku do naczyń przewodzących w odpowiedzi na 

działanie L-kynureniny. 

 Kwas pikolinowy wywiera wyraźny wpływ hamujący na naczynia tętnicze 

obkurczone roztworem serotoniny i tylko w niewielkim stopniu antagonizuje działanie 

fenylefryny, jak również KCl oraz wywołane ich działaniem zwężenie tętnic. Jest to 

częściowo zgodne z wynikami badań otrzymanymi przez Lapin i Umanskaia, w których 

to wykazano, że kwas pikolinowy zarówno znacznie potęgował wpływ serotoniny na 

mięśnie gładkie naczyń, jak również wykazywał działanie antagonistyczne [79]. 

Opisane w przedstawionej rozprawie doktorskiej działanie kwasu pikolinowego, nie 

zależało od czynników pochodzenia śródbłonkowego. Mechaniczne usunięcie 

śródbłonka nie miało wpływu na relaksację pierścieni naczyń obkurczonych fenylefryną 

czy KCl, przez co wnioskujemy, że kwas pikolinowy może również wywierać 

bezpośredni wpływ na komórki mięśni gładkich naczyń. W prowadzonych badaniach 

potwierdzono za pomocą ketanseryny (0,1 µM), że receptory 5-HT2A są funkcjonalne w 

analizowanych naczyniach tętniczych szczura [33]. Ketanseryna, podana do komór 

inkubacyjnych, całkowicie zniosła działanie wywołane przez serotoninę. Opisane 

obserwacje są zgodne z badaniami prowadzonymi przez Sung i wsp.[155]. 

Wcześniejsze badania dowodzą, że w wyniku aktywacji receptorów 5-HT2A oraz 

receptorów adrenergicznych dochodzi do wzrostu stężenia [Ca
2+

]wew w komórkach 

mięśni gładkich naczyń w wyniku otwarcia kanałów Cav
2+

 [28, 74, 79, 155, 173]. 

Doświadczenie z KCl potwierdza powyższą hipotezę. Opisane wyniki wskazują, że 

kwas pikolinowy może hamować napływ jonów Ca
2+

 do wnętrza komórki, poprzez 

hamowanie zależnych od napięcia kanałów Ca
2+

 w komórkach mięśni gładkich naczyń 

krwionośnych, a tym samym zmniejsza napięcie wywołane czynnikiem powodującym 

stres, czemu towarzyszy rozszerzenie naczyń. Kwas pikolinowy silniej rozkurczał 

izolowane fragmenty naczyń poddane działaniu serotoniny z odcinków II rzędu tętnicy 

krezkowej (IC50 = 7,41 µM) w porównaniu do izolowanej aorty (IC50 = 151 µM) i 

tętnicy płucnej (IC50 = 138 µM). Należy podkreślić, że opisane stężenia kwasu 

pikolinowego, wywołujące rozkurcz mięśni gładkich naczyń, praktycznie nigdy nie 

występują w organizmie człowieka (tabela 6).  

W przypadku naczyń poddanych wcześniejszemu działaniu KCl i fenylefryny, 

relaksacja mięśni gładkich, wywołana przez kwas pikolinowy, uwidaczniała się w 
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stężeniu powyżej 100 µM. Nie zaobserwowano statystycznie znamiennych różnic 

między poszczególnymi fragmentami naczyń w badanej grupie.  

Opisane różnice między reaktywnością poszczególnych odcinków naczyń, poddanych 

działaniu serotoniny, mogą wynikać ze zdolności kwasu pikolinowego do hamowania 

mobilizacji jonów [Ca
2+

]wew z poszczególnych fragmentów naczyń. Na podstawie wyżej 

przedstawionych wyników wydaje się, że kwas pikolinowy może być nie tylko 

selektywnym inhibitorem receptora 5-HT2A, ale może również działać poprzez receptor 

alfa 1 adrenergiczny. 

Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że kwas ksanturenowy 

oraz kwas 3-hydroksyantranilowy działają w sposób selektywny rozkurczająco na 

naczynia tętnicze, poddane wyłącznie wcześniejszemu działaniu serotoniny. Działanie 

hamujące kwasu ksanturenowego było znacznie niższe, zarówno w przypadku 

pierścieni naczyń aorty (IC50 = 3,9 µM) jak i tętnicy płucnej (IC50 = 2,7 µM), natomiast 

wpływ na tętnicę krezkową był znacząco szybszy, a stężenie efektywne 

korespondowało ze stężeniem fizjologicznym (IC50 = 0,5 µM). Podobne różnice, jak 

opisane powyżej, stwierdzono również w efektach działania kwasu 3-

hydroksyantranilowego. Wpływ na odcinki II rzędu tętnicy krezkowej był znacząco 

szybszy (IC50 = 0,7 µM) w porównaniu do dziania na aortę (IC50 = 5,6 µM) i tętnicę 

płucną (IC50 = 11,5 µM). Reasumując, skurcz naczyń tętniczych szczura, wywołany 

serotoniną, odbywa się za pośrednictwem aktywacji receptora 5-HT2A, a opisane 

działanie relaksacyjne badanych związków polega na blokowaniu tego receptora. 

Wykazano, że ketanseryna – antagonista receptorów 5HT2 całkowicie znosi działanie 

serotoniny, zarówno w obecności jak też i bez wyżej wymienionych związków. 

Otrzymane wyniki pozwalają wnioskować, iż kwas 3-hydroksyantranilowy oraz kwas 

ksanturenowy mogą wywierać swoje działanie poprzez kanały Ca
2+

 typu L, poprzez 

szlak kinazy tyrozynowej Src lub co jest bardziej prawdopodobne, wywołana relaksacja 

naczyń może odbywać się za pośrednictwem aktywacji kanałów Kv, występujących w 

mięśniach gładkich naczyń [7, 155].  

Przeprowadzone badania potwierdzają brak wpływu tryptofanu, kwasu 

kynureninowego, 3-hydroksy-L-kynureniny, kwasu chinolinowego oraz niacyny na 

izolowane naczynia krwionośne, zarówno przy zachowanym jak i usuniętym 

śródbłonku, co jest zgodne z wynikami otrzymanymi przez Wang i wsp. [175]. 

Natomiast Toda w swoich badaniach, wskazuje na analogię w działaniu 5-

hydroksykynurenaminy oraz serotoniny na izolowane naczynia tętnicze królika [168]. 
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Porównując wyniki obydwu badań, możemy stwierdzić, iż nieznaczna modyfikacja 

struktury 3-hydroksy-L-kynureniny, może w tym przypadku przyczynić się do 

aktywacji receptora 5-HT. 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że aktywacja farmakologiczna 

receptorów adrenergicznych oraz serotoninergicznych wywiera różny wpływ na 

kurczliwość mięśni gładkich naczyń tętniczych [1, 67]. Wrażliwość pierścieni odcinków 

II rzędu tętnicy krezkowej górnej na działanie serotoniny jest 10 razy wyższa w 

porównaniu do pierścieni aorty i tętnicy płucnej, co jest to zgodne z wynikami 

otrzymanymi przez Adegunloye i Sofola [1]. 

Działanie fenylefryny na naczynia było także zróżnicowane. Fenylefryna silniej 

obkurcza mięśnie gładkie naczyń aorty i tętnicy płucnej, w porównaniu do odcinków II 

rzędu tętnicy krezkowej. Nie zaobserwowano różnic we wrażliwości poszczególnych 

analizowanych naczyń na działanie KCl. W przypadku izolowanych odcinków aorty 

(część zstępująca), tętnicy płucnej oraz odcinków tętnicy krezkowej, doświadczenie 

można rozpocząć po ustabilizowaniu naczynia już po 60 minutach. Natomiast w 

przypadku izolowanych pierścieni aorty wstępującej potrzebna jest dłuższa stabilizacja. 

Wcześniejsze rozpoczęcie doświadczenia może dawać, w tym przypadku zafałszowane 

wyniki. Naczynia zachowywały funkcjonalność przez 6 godzin, co umożliwiło 

przeprowadzenie badań w czasie długotrwałej inkubacji. Przypuszczalnie, w 6 godzinie 

trwania doświadczenia, słabsza odpowiedź naczyń na działanie fenylefryny może być 

spowodowana działaniem NO, jak również wynikać z uszkodzenia komórek mięśni 

gładkich.  

Otrzymane wyniki wskazują, że wybrane metabolity tryptofanu przyczyniają się 

do obniżenia napięcia mięśni gładkich naczyń krwionośnych, co jest zależne zarówno 

od rodzaju użytego agonisty receptora naczyniowego jak i pochodzenia naczynia. 

Uzyskane wyniki wymagają dalszych wnikliwych badań, oceniających wpływ 

aktywnych naczyniowo metabolitów tryptofanu na naczynia tętnicze o różnej średnicy i 

pochodzeniu.  

Kontrola napięcia naczyń krwionośnych jest kluczem do zachowania właściwej 

homeostazy naczyniowej. W niniejszej pracy pokazano, że metabolizm tryptofanu 

poprzez szlak kynureninowy oraz udział IDO1, indukowanej w komórkach śródbłonka 

tętnic może przyczyniać się do relaksacji naczyń krwionośnych i kontroli ciśnienia 

tętniczego krwi. Wzmożona aktywacja szlaku kynureninowego została opisana w wielu 

badaniach [15, 17, 32, 57, 62, 68, 103, 121, 135, 141, 175, 183]. Bakteriemia oraz sepsa 
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stanowią poważny problemem zdrowotny, mogący prowadzić do licznych zgonów 

[119]. Związany z tym wzrost cytokin prozapalnych i cytotoksycznych, w tym IFN-γ, 

prowadzi do niekontrolowanej produkcji cząsteczek efektorowych, takich jak reaktywne 

formy tlenu i azotu, które mogą przyczynić się do rozwoju stanów patologicznych 

[133]. Tlenek azotu jest jedną z takich cząsteczek efektorowych. Synteza dużych ilości 

NO, poprzez iNOS, jest zaangażowana w spadek ciśnienia, który towarzyszy 

posocznicy [44]. Powyższy stan patologiczny kontrastuje z prawidłową homeostazą 

naczyń, w której to małe ilości NO są wytwarzane przez śródbłonek [63]. IFN jak 

również LPS uczestniczą w indukcji iNOS w komórkach naczyń, co generuje 

nadmierne wytwarzanie NO i powoduje gwałtowne rozszerzenia naczyń z silnym 

niedociśnieniem [75]. Leczenie inhibitorami syntazy NO poprawia parametry 

hemodynamiczne, w badaniach prowadzonych na zwierzęcym modelu endotoksemii 

[99]. Myszy, pozbawione iNOS, są w znacznym stopniu, jednak nie całkowicie, 

chronione przed indukowanym przez LPS spadkiem ciśnienia [95]. Zwiększone 

wytwarzanie NO również wykazano w przypadku posocznicy u ludzi [112]. W tym 

przypadku, zahamowanie enzymu syntazy NO może również zapobiegać rozwojowi 

wstrząsu septycznego i czasowo poprawiać parametry hemodynamiczne, w tym wzrost 

średniego ciśnienia tętniczego [8]. Niestety, hamowanie syntazy NO nie poprawia 28 

dniowej przeżywalności i nie przynosi długofalowych korzyści zdrowotnych [71]. Co 

więcej, w randomizowanych badaniach nad bezpieczeństwem zdrowotnym terapii 

inhibitorami syntazy NO, zauważono wzrost śmiertelności w grupie pacjentów we 

wstrząsie septycznym [85]. Terapia, ukierunkowana na cele inne niż iNOS, również nie 

doprowadziła do poprawy wyników leczenia [133]. Powyższe wnioski, wraz z 

badaniami prowadzonymi w przedstawionej rozprawie doktorskiej wskazują, że 

dodatkowe czynniki mogą być zaangażowane w regulację napięcia naczyniowego, np. 

podczas trwania ostrego stanu zapalnego. W tym względzie należy zauważyć, że 

metabolizm argininy do NO jest funkcjonalnie powiązany z opisaną w przedstawionej 

pracy przemianą tryptofanu wzdłuż szlaku kynureninowego, inicjowaną przez IDO1. 

Oba szlaki przemian, argininy oraz tryptofanu są zaangażowane w działanie 

przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, w neuropatologii oraz w regulacji 

immunologicznej organizmu [166]. Podobnie do iNOS, IDO1 nie ulega w normalnych 

warunkach ekspresji w komórkach i wymaga indukcji przez czynniki prozapalne, takie 

jak IFN lub TNF [60, 178]. Pomimo znacznego podobieństwa enzymów iNOS i IDO1, 

bezpośrednia rola regulacyjna metabolitów szlaku kynureninowego w odniesieniu do 
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naczyń nie jest znana. Znaczenie, podczas trwania ogólnoustrojowego stanu zapalnego, 

mają komórki śródbłonka naczyń, które są głównym miejscem aktywacji IDO1 w 

warunkach in vivo [9]. Dlatego też, w niektórych doświadczeniach prowadzonych w 

rozprawie doktorskiej, komórki śródbłonka usuwano mechanicznie. Ponadto, 

aktywność IDO1 w warunkach in vitro jest indukowana w różnym stopniu, w różnych 

komórkach [118, 139]. Z tego powodu, w przedstawionej pracy badano potencjalny 

wpływ metabolitów tryptofanu, na różne typy naczyń krwionośnych (przewodzące oraz 

oporowe), w warunkach podwyższonego napięcia ściany naczyń. Podsumowując, 

otrzymane wyniki dają nowy wgląd w kontrolę regulacji ciśnienia tętniczego. 

Przedstawiona praca wskazuje na potencjalnie nową strategię terapeutyczną w regulacji 

napięcia naczyniowego przy nadciśnieniu, poprzez ingerencję w aktywność tkankowej 

IDO1, bądź stężenie zarówno tryptofanu jak i niektórych kynurenin. Wydaje się, że 

metabolizm tryptofanu poprzez szlak kynureninowy może mieć kluczowe znaczenie w 

ogólnoustrojowym zapaleniu, szczególnie w warunkach, w których aktywność 

biologiczna NO jest upośledzona. Jest wielce prawdopodobne, iż inhibitory IDO1 oraz 

analogi kynurenin mogą w przyszłości stanowić potencjalnie nowy cel badań. 

Pomimo coraz większych zasobów wiedzy o regulacji pracy naczyń, dalsze 

badania w tej dziedzinie są konieczne. Wyjaśnienie wszystkich mechanizmów wpływu 

elementów szlaku kynureninowego na funkcję i pracę naczyń, z pewnością, przyczyni 

się do lepszego poznania roli, jaką pełni szlak kynureninowy poza OUN, zwłaszcza w 

terapii chorób układu naczyniowego. 
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6. WNIOSKI 

 

1. Metabolity tryptofanu szlaku kynureninowego w zastosowanym przedziale 

stężeń, nie wywierają istotnego wpływu na napięcie spoczynkowe mięśni 

gładkich naczyń przy zachowanym śródbłonku, jak również w przypadku kiedy 

śródbłonek usunięto mechanicznie. 

 

2. L-kynurenina rozkurcza mięśnie gładkie naczyń, poddane działaniu wyłącznie 

roztworu fenylefryny oraz KCl. Efekt ten uwidacznia się silniej w przypadku 

odcinków II rzędu tętnicy krezkowej górnej. L-kynurenina nie wpływa istotnie 

na rozkurcz naczyń poddanych działaniu serotoniny.  

 

3. Kwas pikolinowy rozkurcza mięśnie gładkie naczyń poddane wcześniejszemu 

działaniu serotoniny. Efekt ten uwidacznia się silniej w przypadku odcinków II 

rzędu tętnicy krezkowej górnej. Ponadto, kwas pikolinowy wyłącznie w 

wysokich stężeniach powoduje rozszerzenie naczyń poddanych działaniu 

fenylefryny oraz KCl, niezależnie od obecności sprawnego śródbłonka. 

 

4. Kwas ksanturenowy oraz kwas 3-hydroksyantranilowy rozkurczają izolowane 

naczynia tętnicze szczura poddane działaniu wyłącznie serotoniny. Opisane 

działanie kwasu ksanturenowego koresponduje ze stężeniem fizjologicznym. 

Efekt działania uwidacznia się silniej w przypadku odcinków II rzędu tętnicy 

krezkowej górnej. Pozostałe związki nie są aktywne naczyniowo. 

 

5. Zaobserwowano znaczące różnice w zachowaniu poszczególnych pierścieni 

naczyń na działanie substancji referencyjnych, jak i analizowanych związków. 

Pierścienie aorty oraz tętnicy płucnej są bardziej wrażliwe na działanie 

fenylefryny w porównaniu do odcinków II rzędu tętnicy krezkowej górnej. Z 

kolei wrażliwość odcinków II rzędu tętnicy krezkowej górnej na działanie 

serotoniny jest 10 razy wyższa, w porównaniu do aorty i tętnicy płucnej. Nie 

zaobserwowano różnic we wrażliwości analizowanych naczyń tętniczych z 

poszczególnych grup na działanie K
+
. Odcinki II rzędu tętnicy krezkowej są 

bardziej wrażliwe na działanie analizowanych kynurenin. 
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6. Aktywacja farmakologiczna receptorów alfa 1 adrenergicznych wywiera różny 

wpływ na kurczliwość mięśni gładkich naczyń tętniczych. W przypadku aorty 

(część zstępująca), tętnicy płucnej oraz odcinków tętnicy krezkowej 

doświadczenie można rozpocząć po ustabilizowaniu naczynia po 60 minutach. 

Natomiast w przypadku aorty wstępującej potrzebna jest dłuższa stabilizacja. 

Wcześniejsze rozpoczęcie doświadczenia może dawać, w tym przypadku, 

zafałszowane wyniki.  

Naczynia zachowują funkcjonalność w obu przypadkach przez 6 godzin, co 

umożliwia przeprowadzenie badania w czasie długotrwałej inkubacji. 
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Tabela 4. Skład modyfikowanego buforu Krebsa-Henseleita (stężenie w mM). 

NaCl 118,4 

KCl 4,7 

NaHCO3 25,0 

MgSO4 1,2 

KH2PO4 1,2 

CaCl2 2,5 

Glukoza 11,1 

CaNa2EDTA 0,026 

 

 

Tabela 5. Skład 60 mM roztworu KCl (stężenie w mM). 

NaCl 63,1 

KCl 60,0 

NaHCO3 25,0 

MgSO4 1,2 

KH2PO4 1,2 

CaCl2 2,5 

Glukoza 11,1 

CaNa2EDTA 0,026 
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