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1. Wstep
1.1 Kanaly potasowe ATP zalezne w miesniu sercowym i
miesniach gtadkich naczyn: budowa i funkcja

1.1.1. Wprowadzenie

Kanaty K* ATP- zalezne (Katp ) sa obecne w wielu tkankach i
narzadach min: w komoérkach beta trzustki, miesniu sercowym, miesniach
gtadkich naczyn, miesniach szkieletowych, osrodkowym uktadzie nerwowym
i nerkach [76, 101]. Kanat potasowy Karp skiada sie z podjednostki Kir6.x
(Kir6.1, Kir6.2), formujacej Swiatto kanatu w btonie komérkowej dla pradu
potasowego i podjednostki regulatorowej SURx (SUR1, SUR2A, SUR2B),
stanowigcej tzw. receptor dla pochodnych sulfonylomocznika. Podjednostki
Kir6.x i SURx tworzg heterooktameryczny kompleks. Kombinacje potaczen
roznych podjednostek Kir6.x i SURx w stosunku 4:4, oraz jego
rozmieszczenie w réznych tkankach organizmu warunkujg odmienne
wiasciwosci elektrofizjologiczne i farmakologiczne kanatu potasowego ATP-
zaleznego [57, 76, 77] (tabela 1).

Kanat dla pradu potasowego ATP-zaleznego po raz pierwszy odkryto
w 1983 roku w komérkach miesnia sercowego a sklonowano w 1995 roku
[39, 63]. Kanaly K*arp odgrywaja wazng role w odpowiedzi komérki na stres
metaboliczny taki jak hiperglikemia, hipoglikemia, niedotlenienie i
niedokrwienie, oraz petnig role ochronng w trakcie niedotlenienia i
niedokrwienia w uktadzie sercowo- naczyniowym [76, 77, 101].

Kanaly potasowe ATP- zalezne zostaly réwniez odkryte w
wewnetrznej btonie mitochondriéw i nazwane mitochondrialnymi kanatami
potasowymi ATP-zaleznymi (mito- K*atp) . Zostaty odkryte w 1991 roku w
trakcie  elektrofizjologicznych ~ eksperymentow  wykonywanych  na
mitochondriach  hepatocytow szczuréw [41]. Budowa molekularna
mitochondrialnego kanatu potasowego nie zostata do tej pory wyjasniona [75,
80, 102]. Witasciwosci mito-Katp sg podobne do kanatu Karp z btony



plazmatycznej. Kanat mitochondrialny jest hamowany przez pochodne
sulfonomocznika — glibenklamid, adenozynotréjfosforan (ATP), oraz swoiscie
przez kwas hydroksydekanowy (5-HD) [41]. Wykazano takze, ze diazoksyd
stosunkowo selektywnie i skutecznie aktywuje mitoKarp. Funkcja kanatu

mito-Karp nie jest w petni poznana.

Tabela 1. Typy kanatow K *arp

TYPY KANALOW K *arp

SURXx / Kir6x LOKALIZACJA KANALU K*atp
Kir6.2/ SUR2A Kardiomiocyt

Kir6.1/ SUR2B Miesnie gtadkie naczyn

Kir6.2/ SUR2B Miesnie gtadkie

Kir6.2/ SUR1 Komérka beta trzustki

1.1.2. Struktura molekularna kanatow K* ATP- zaleznych w

miesniu sercowym i w miesniach gtadkich naczyn

Kanat K" ATP- zalezny sktada sie z dwdéch podjednostek: (1)
formujacej Swiatto kanatu dla pradu kate Kir6.x (Kir6.1, Kir6.2) oraz (2)
regulatorowej SURx (SUR1, SUR2A, SUR2B) bedacej tzw. receptorem dla
pochodnych sulfonylomocznika, stosowanych w terapii cukrzycy typu Il (rys.
1). Podjednostka Kir6.x posiada dwie domeny, kiére w przypadku Kir6.1 i
Kir6.2 w 71% zawierajg identyczny sktad aminokwasowy [18, 39, 76, 77].
Podjednostka SUR nalezy do grupy biatek zawierajacych domene wigzacq
adenozynotréjfosforan [18, 39, 77]. Sktada sie ona z trzech domen TMDO,
TMD1 i TMD2 [18, 39]. Podjednostka SUR posiada dwie domeny wigzace
nukleotydy NBF1 i NBF2 zlokalizowane od strony cytoplazmatycznej,
pomiedzy TMD1 i TMD2 oraz koncem COO™ [18, 39]. Podjednostki Kir6.x i
SURx taczg sie w stosunku stechiometrycznym 4:4, tworzac
heterooktameryczny kompleks [18, 39, 52, 76, 77].

Kanat Katp w bionie komoérki miesnia sercowego sktada sie z
podjednostek Kir6.2 i SUR2A. Badania na transgenicznych myszach
pozbawionych genu kodujacego podjednostke Kir6.2 (Kir6.2 =~ / ),



potwierdzajg strukture molekularng btonowego kanatu K*arp kardiomiocyta
[79]. W miesniach gtadkich naczyn kanat Katp skiada sie z podjednostek
Kire.1 i SUR2B [18, 100]. Podjednostka Kir6.1 znajduje sie
najprawdopodobniej w $cistym kontakcie z cyklazg adenylanowg w
pétkolistym zagtebieniu btony cytoplazmatycznej — caveoli [72].

SUR
Kir6.x
SUR wirs.x @B Kir.x
Kir6.x om
SUR
(a)
SUR
TMDO TMD1 TMD2 Kir6.x
NH:*
Outside
Inside coo"
NHs*
CoOo"
(b) NBF-1 NBF-2

Rys. 1 Molekularna struktura kanatu K'atp wg. S.Seino i wsp.[76]

Heterooktameryczny kompleks sktadajacy sie z dwdch podjednostek:

a) Formujgcej swiatto kanatu Kir6.x i podjednostki regulatorowej
SUR (SURT lub SUR2), potaczone w  stosunku
stechiometrycznym 4:4

b) Podjednostka SUR skfada sie z trzech przezbtonowych domen
TMDO, TMD1 i TMD2, kazda sktada sie kolejno z pieciu,
szesciu, szesciu scalajgcych btone cytoplazmatyczna regiondw.
Podjednostka Kir6.x zawiera dwie przezbtonowe domeny.



1.1.3. Regulacja kanatow K* ATP- zaleznych w mie$niu sercowym
i w miesniach gtadkich naczyn za posrednictwem nukleotydéw
Kanat Karp stanowi  swoisty sensor  cytoplazmatycznego
adenozynotojfosforanu (ATP). Wysokie stezenie cytoplazmatycznego ATP
powoduje zablokowanie kanatu i depolaryzacje btony cytoplazmatycznej
komorki. Niskie stezenie ATP powoduje aktywacje kanatu Katp i
hiperpolaryzacje btony. Wigzanie ATP z podjednostkg Kir6.2 prowadzi do
zamkniecia kanatu. Zaréwno konce NH3" jak i COO™ podjednostki Kir6.2 biorg
udziat w wigzaniu ATP [83]. W kanale K" atp kardiomiocyta znajdujg sie
cztery miejsca wigzace ATP, jedna podjednostka Kir6.2 wigze jedng
czasteczke ATP. Stwierdzono, ze zwigzanie ATP tylko przez jedng
podjednostke Kir6.2 wywotuje zamkniecie kanatu [54]. Kir6.1 jest znacznie
mniej wrazliwa na hamujace dziatanie ATP (Ki~ 1 mmol/l) w poréwnaniu do
Kir6.2 (Ki~ 100 umol/l). Zatem kanaty K* arp kardiomiocytéw sa szybciej
blokowane przez ATP w poréwnaniu do kanatow miesni gtadkich naczyn.
Domena NBF-2 (Rys. 1) wykazuje aktywno$¢ ATP-azy natomiast
NBF-1 takiej aktywnos$ci nie posiada albo posiada w bardzo matym stopniu.
Kiedy stosunek ATP/ADP maleje, NBF-1 wigze ATP a NBF-2 wigze MgADP
co powoduje zmniejszenie powinowactwa podjednostki Kir6.x do ATP i
otwarcie kanatu [18]. Odwrotnie, kiedy stosunek ATP/ADP rosnie,
zmniejszone stezenie MgADP powoduje uwolnienie MgADP z NBF-2 co
prowadzi do odtgczenia ATP z NBF-1 i potaczenia sie ATP z Kir6.x a w
konsekwencji do zamkniecia kanatu [18, 92]. Do aktywacji kanatu
potasowego ATP-zaleznego w miesniach gtadkich naczyh wymagana jest
obecnos¢ wewnatrz komoérki  nukleotydéw  dwufosforanowych jak i

zmniejszenie stezenia wewnatrzkomoérkowego ATP [18, 45, 93].

1.1.4. Regulacja kanatow K* ATP- zaleznych w miesniu sercowym
i w miesniach gltadkich naczyn za posrednictwem pochodnych

sulfonylomocznika

Pochodne sulfonylomocznika sg szeroko stosowane w leczeniu
cukrzycy typu Il. Zamykajg one kanaty K* arp w btonie komérkowej komorki
beta trzustki prowadzac do jej depolaryzacji i pobudzenia wydzielania



insuliny [68]. Sposrdéd okoto 12000 pochodnych sulfonylomocznika o
dziataniu hipoglikemizujagcym, w leczeniu cukrzycy praktyczne znaczenie

znalazto zaledwie kilkanascie z nich, o wzorze
R'SO?-NH-CO-NH-R?

Budowa rodnikéw R' i R® decyduje o stopniu i czasie dziatania
hipoglikemizujacego. Pochodne sulfonylomocznika | generacji (tolbutamid)
majgq proste rodniki R' (zbudowane =z pierscienia fenylowego) i R?
(zbudowane z pierscienia alifatycznego). W preparatach o rozbudowanych
rodnikach tahcuch alifatyczny zamieniono grupg cykloheksylowg i dodano np.
pierscien naftylowy lub difenylowy potaczony z glicyng. Dziatajg one silniej
hipoglikemizujaco i zaliczane sg do pochodnych Il generacji (glibenklamid,
glipizyd, gliklazyd, glikwidon). Wprowadzony w ostatnich latach glimepiryd
nalezy do Ill generacji i ma 1000 X wieksze powinowactwo do podjednostki
SUR1 kanatu Kate komorki B trzustki w poréwnaniu z tolbutamidem i
gliklazydem [68]. Kanaty Katp komoérek B wysp trzustkowych skfadajg sie z
Kire.2 i SUR1. Rézne typy kanatow Katp majg odmienng selektywnos¢ w
stosunku do poszczegblnych pochodnych sulfonylomocznika. Brak
selektywnosci i rézny stopien odwracalnosci wigzania z podjednostkg SUR1
kanatdw Karp komérek B wysp trzustkowych poszczegdlnych pochodnych
sulfonylomocznika moze mie¢ implikacje terapeutyczne, szczegdlnie u
chorych na cukrzyce ze wspdtistniejgca chorobg niedokrwienng serca.
Region wigzacy pochodne sulfonylomocznika zostat zlokalizowany w obrebie
domeny przezbtonowej TMD2, doktadnie w regionie miedzy TM15 a TM16
podjednostki SUR [4, 5]. Podjednostka SUR2A kanatu Katp kardiomiocyta
zawiera jedynie miejsce wigzace reszty benzamidowe a podjednostka
SUR2B kanatu Katp miesni gtadkich naczyh zarébwno miejsca wigzace reszty
benzamidowe i sulfonylomocznikowe. Glibenklamid, ktéry posiada reszte
benzamidowa i sulfonylomocznikowg wigze sie z SUR2A i SUR2B.
Glibenklamid w wielu badaniach na zwierzetach zapobiega zjawisku
hartowania miesnia sercowego (ang. ischemic preconditioning 1PC), czyli
zmniejszeniu uszkodzenia miesnia sercowego zwigzanego z niedokrwieniem

i reperfuzjg [38]. Dozylne podanie glibenklamidu pacjentom w trakcie



koronaroplastyki réwniez uposledzato hartowanie miesnia sercowego, czego
nie  obserwowano w trakcie podania  najnowszej pochodnej
sulfonylomocznika glimepirydu [38]. Dodac¢ jednak nalezy, ze zamkniecie
kanatéw potasowych w kardiomiocytach przez pochodne sulfonylomocznika i
utrudnienie wyptywu jonéw potasowych moze mie¢ dziatanie korzystne i
przyczynia¢ sie do zmniejszenia ryzyka zaburzen rytmu serca powstatych w
wyniku jego niedokrwienia [38]. Jednak ich stosowanie moze wywotaé
niebezpieczny skurcz miesni gtadkich naczyn wiencowych w trakcie hipoksiji
jak i w warunkach fizjologicznych, dlatego powinny by¢ bardzo ostroznie
stosowane u chorych na cukrzyce i jednoczesnie chorobe niedokrwienng
miesnia sercowego[30, 68]. Ponadto podawanie glibenklamidu moze
spowodowaé¢ niewystepowanie uniesienia odcinka ST w EKG w trakcie
niedokrwienia miesnia sercowego i przez to trudnosci w diagnostyce
pacjentéw cierpigcych jednoczesnie na cukrzyce typu 2 i chorobe wiencowg
[13, 68].

1.1.5. Aktywatory kanatow K* ATP- zaleznych w miesniu

sercowym i w miesniach gtadkich naczyn wigzace sie z

podjednostka SUR

Aktywatory kanatow K* ATP- zaleznych stanowig zr6znicowang pod
wzgledem strukturalnym grupe zwigzkéw, do ktorej nalezg min.: diazoksyd,
pinacidil, rilmakalim kromakalim, aprikalim, bimakalim, nikorandil, minoksidil.
Wykazano, ze podjednostki SUR charakteryzujg sie réznym powinowactwem
do aktywatorow kanatow K “arp. Kanat Kir6.2/ SUR2A jest otwierany przez
pinacidil, kromakalim i aprikalim, jest natomiast mato wrazliwy na dziatanie
diazoksydu [24, 40, 79, 101]. Wrazliwo$¢ kanatu Kir6.2/SUR2A na diazoksyd
wzrasta w obecnosci MgADP [24]. Kanat Kir6.1/ SUR2B jest aktywowany
zaréwno przez pinacidil, kromakalim, nikorandil, minoksidil jak i diazoksyd,
powodujac relaksacje miesni gtadkich naczyn [14, 23, 24, 62, 79, 101].
Nikorandil aktywuje kanat potasowy ATP zalezny tylko wtedy gdy
przytagczony do kanatu jest dinukleotyd czemu sprzyja obnizone pH w
komoérce [43]. Nikorandil poza zdolnoscig otwierania kanatu K¥arp, jest
donorem tlenku azotu i stosowany jest w chorobie niedokrwiennej miesnia

sercowego [33, 101]. Pinacidil nie wymaga specjalnych warunkéw do



aktywacji kanatu. Pobudza on hydrolize ATP przez NBF-2 i stabilizuje
wigzanie MgADP z NBF-2 otwierajagc w ten sposéb kanat [76]. Zatem
aktywatory kanatdw K “arp dziatajg za posrednictwem interakcji z
nukleotydami. Pinacidil wigze sie z podjednostkg SUR2A w regionie domeny
TMD2 pomiedzy TM13 a TM14 i pomiedzy TM16 a TM17 [23]. Doktadna
lokalizacja miejsca wigzania diazoksydu z podjednostkg SUR nie jest znana.
Diazoksyd uznawany jest za relatywnie swoisty aktywator mitochondrialnych
kanatow potasowych ATP-zaleznych (mito-K*atp) [97]. Wykazuje on okoto
1000 — 2000 razy wieksze powinowactwo do mito-K'atp kanatébw w
poréwnaniu do btonowych kanatéw potasowych [66]. Rilmakalim aktywuje
kanaty K*arp poprzez kompetencyjne wspodtzawodnictwo o miejsce wigzace
ATP, a zatem dziata on tylko w obecnosci ATP w komérce [63].

Adenosine A 1(&A 3)
Acetylcholine K ATP K aTP R-Adrenoreceptor

Bradykinin Openers Blockers P 2 purinergic
{ o |o gt
RO 0 QO0

@ =)

= =) chMP
ATP |
Mg-ATP

Rys. 2 Schematyczne przedstawienie mechanizméw kontroli
btonowych kanatow K*atp wg.Grover G i wsp. [33]
PKA — kinaza biatkowa A, PKC — kinaza biatkowa C, G; — biatko Gi, Gs —
biatko Gs

1.1.6. Regulacja aktywnosci kanatéow K* ATP- zaleznych w
miesniu sercowym i w miesniach gtadkich naczyn przez inne czynniki

Aktywno$¢ kanatdbw K Farp jest regulowana przez liczne
wewnatrzkomérkowe sygnaty. Jednym z nich jest kinaza proteinowa A
(PKA). Podjednostka Kir6.2 ulega fosforylacji bezposrednio przez kinaze
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proteinowg A, badz za posrednictwem receptorowego biatka Gs. Fosforylacja
Kir6.2 prowadzi do aktywacji katu K *arp. Rbwniez podjednostka SUR1 ulega
fosforylaciji, ktéra prowadzi min. do zwiekszenia liczby aktywnych kanatéw na
powierzchni komorki.

Fosfolipidy btonowe takie jak difosforan fosfatydyloinozytolu (PIP»)
dramatycznie zmniejszajg wrazliwo$¢ kanatu K “atp na adenozynotrifosforan
(ATP) oraz hamuje blokujgce dziatanie tolbutamidu na kanat.
Najprawdopodobniej PIP, wywiera dziatanie poprzez interakcje =z
podjednostka Kir6.2.

Fizjologicznymi modulatorami kanatéw K *arp w miesniu sercowym sg
dtugo tancuchowe kwasy ttuszczowe. W trakcie niedotlenienia rosnie ich
stezenie i wigzg sie one z podjednostkg Kir prowadzac do zmniejsza
wrazliwosci kanatu na ATP i pochodne sulfonylomocznika. Podjednostka
SUR prawdopodobnie rowniez bierze w tym mechanizmie udziat.

Ponadto, wolne rodniki, pH, tlenek azotu, r6zne nukleotydy, biatko G,
adenozyna, acetylocholina, kinaza biatkowa C (PKC) modulujg aktywnos¢
kanatéw K*ate [20, 33].

1.1.7. Funkcja kanatéw K* ATP- zaleznych w miesniu sercowym

Btonowe kanaty potasowe ATP- zalezne (sarc- K'atp ) kardiomiocytéw
ulegaja aktywacji w trakcie niedokrwienia. Otwarcie kanatu prowadzi do
wzrostu wyptywu z komorki jondw K* i skrécenia czasu trwania potencjatu
czynnosciowego (APD-action potential duration). Skrocenie APD powoduje
zmniejszenie naptywu do komérki jonéw Ca®*,co najprawdopodobniej chroni
komorke przed uszkodzeniem w wyniku niedokrwienia.

Btonowe kanaty K* ATP- zalezne kardiomiocytéw biorg udziat w
procesie hartowania miesnia sercowego (ang. ischemic preconditioning IPC).
Poprzez zjawisko hartowania rozumiemy zmniejszenie uszkodzenia miesnia
zwigzanego z niedokrwieniem i reperfuzjg w nastepstwie krétkich incydentéw
niedokrwienia i reperfuzji poprzedzajgcych wtasciwy incydent niedokrwienia.
Zasadnicza role w mechanizmie IPC odgrywajq kanaty potasowe znajdujace
sie w blonie komoérkowej (sarc- K'atp ) kardiomiocytow. Ich otwarcie
powoduje skrocenie czasu trwania potencjatu czynnosciowego i zmniejsza

naptyw toksycznych jonéw wapnia do kardiomiocytéw. Aktywatory kanatéw
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K*atp; kromakalim, bimakalim, pinacidil powodowaty w trakcie
eksperymentéw efekty analogiczne do hartowania, a ich kardioprotekcyjne
dziatanie byto hamowane przez glibenklamid oraz swoisty bloker btonowych
kanatow potasowych HMR1098 [58, 66, 79, 80]. Jednak nie zawsze
kardioprotekcyjne dziatanie kanatéw sarc-K*atp bylo zwigzane ze skréceniem
APD [66, 102]. Dlatego coraz czesciej istotng role w hartowaniu miesnia
sercowego zaczeto przypisywa¢ mitochondrialnym kanatom potasowym
ATP- zaleznym (mito- -K'atp). Otwarcie mito -K'arp zmniejsza
wewnatrzmitochondrialne stezenie Ca2+. Otwarcie kanatéw mito-K * ATP
pozwala na wyptyw jonéw H* i naptyw jonéw K" do mitochondrium,
prowadzac do alkalizacji i wzrostu produkcji wolnych rodnikéw (ROS) [25,
64]. ROS prowadzg do aktywaciji kinazy biatkowej C, ktéra przekazuje sygnat
prowadzacy do koncowego efektu — kardioprotekcji [86]. Wzrost produkciji
ROS za posrednictwem diazoksydu prowadzi roéwniez do intropowo
dodatniego efektu [86]. Diazoksyd, swoisty aktywator mito-K*'atp zmniejsza
stezenie wewnatrz mitochondrialnego Ca2+ w wyniku zmniejszenia
wychwytu z cytozolu oraz zwiekszenia uwalniania jonéw wapnia z
mitochondriéw do cytozolu [37, 65, 66, 102]. Swoisty bloker mito- K 'atp —
kwas 5-hydroksydekanowy hamuje te dziatania [37, 65, 66, 73, 91, 102].
Aktualnie uwaza sie, ze najprawdopodobniej zarobwno mitochondrialne jak i
btonowe kanaty potasowe petnia wazng funkcje w hartowaniu miesnia
sercowego i mechanizmach kardioprotekcyjnych w trakcie niedokrwienia.
Kanaty potasowe ATP zalezne petnig kluczowg role w adaptacji do
stresu, do sytuacji zwigzanych ze zwiekszonym uwalnianiem katecholamin.
Diazoksyd ostabia wzrost akcji serca w trakcie stymulacji wspotczulnego
uktadu nerwowego [59]. Zaobserwowano, ze myszy Kir6.2 '~ ging w wyniku
zaburzen rytmu w czasie intensywnej stymulacji uktadu wspdtczulnego [68,
103]. Przedituzajace sie otwarcie kanatu K'arp w kardiomiocycie powoduje
gromadzenie sie K" w przestrzeni pozakomoérkowej w obszarze
niedokrwienia, depolaryzacje komorki i pobudza wptyw do komorki
toksycznego Ca?* co moze prowadzi¢ do powstania zaburzen rytmu [68, 77,
85]. Jednoznacznie nie wykazano proarytmicznego i antyarytmicznego
dziatania aktywatorow i blokerow kanatdw K*atp. W trakcie wieloletniego
stosowania nikorandilu u chorych z chorobg niedokrwienng miesnia
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sercowego nie obserwowano powaznych zaburzen rytmu [102], natomiast
pinacidil powoduje zwiekszone wystepowanie komorowych zaburzen rytmu w
doswiadczeniach na modelach zwierzecych in vitro [31]. Glibenklamid i
selektywny bloker sarc- K'atp HMR-1098 zmniejszajg ryzyko komorowych
zaburzen rytmu w trakcie niedokrwienia i reperfuzji a tolbutamid zwieksza
ryzyko niebezpiecznych arytmii [3, 12, 38, 66, 68, 182]. Obecnie efekt
proarytmiczny przypisuje sie aktywacji kanatéw sarc-K *arp a antyarytmiczny
aktywacji kanatéw mito- K "atp[21, 31].
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Rys. 3 Schematyczne przedstawienie proceséw zachodzacych w
komérce w wyniku aktywacji mitochondrialnych kanatow K'atp  wg.
Oldenburg O i wsp. [64]

PI3-kinase — kinaza trzyfosfatydyloinozytolu, Rspiratory chain — tancuch
oddechowy, ROS — wolne rodniki, PLC — fosfolipaza C, PLD — fosfolipaza D,
PKC — kinaza biatkowa C

1.1.8. Funkcja kanatow K* ATP- zaleznych w miesniach gtadkich
naczyn

Kanaty K* ATP- zalezne w mies$niach gtadkich naczyn biorg udziat w
regulacji napiecia naczyn zaréwno w spoczynku jak i w trakcie niedokrwienia



[18, 57, 59, 76, 101]. Otwarcie kanatéw potasowych Kir6.1 /SUR2B w trakcie
niedokrwienia w miesniach gtadkich naczyn wiehcowych jest odpowiedzialne
za rozszerzenie tych naczyn [76]. Kanaly potasowe w naczyniach
wiencowych sa aktywne takze w spoczynku i regulujg napiecie naczyn
wiencowych w normoks;ji [14]. Wiekszo$¢ aktywatorow kanatéw potasowych
minoxidil, diazoksyd, nikorandil wywotuje relaksacje miesni gtadkich naczyn i
sg one stosowane w terapii nadcisnienia tetniczego i choroby wiencowej [14,
18]. Wyniki badan na genetycznie modyfikowanych myszach Kir6.1 /" oraz
SUR2 =~/ ~ ' pozbawionych kanatéw potasowych ATP-zaleznych miesni
gtadkich naczyn, potwierdzity ich udziat w rozszerzeniu naczyn [15, 56].

Transgeniczne myszy Kir6.1 =/

" ging przed okresem dojrzewania w
mechanizmie nagtej $mierci sercowej [57, 77]. Obserwuje sie u takich
osobnikéw spontaniczne uniesienia odcinka ST z nastepujacymi blokami
przedsionkowo- komorowymi réznego stopnia [57, 77]. Przyczyng nagtej
$mierci sercowej myszy Kir6.1 ~/ "~ sa zaburzenia rytmu spowodowane
niedokrwieniem w  nastepstwie skurczu naczyn wiencowych
[57].Transgeniczne myszy pozbawione genu kodujgcego podjednostke
Kir6.1(Kir6.1 =/~ ) lub SUR2 (SUR2 "/~ ) stanowia do$wiadczalny model
dtawicy Prinzmetala [15, 77]. Transegeniczne myszy SUR2 ~ / ~
manifestowaty zaréwno epizody obkurczenia naczyn wiehAcowych jak i
nadcisdnienie tetnicze [15, 72]. Podanie ludziom, w spoczynku, bezposrednio
do naczyn wiencowych glibenklamidu powoduje wzrost napiecia naczynh
wiencowych i zmniejszenie przeptywu wiencowego [30]. Obserwacje na
powyzszych modelach doswiadczalnych jednoznacznie potwierdzajg udziat
kanatéw Kir6.1 /SUR2B K" ATP- zaleznych w regulacji napiecia naczyn
wiencowych w spoczynku jak i w trakcie niedotlenienia.

Kanaty potasowe ATP-zalezne w miesniach gtadkich naczyn sa
aktywowane w trakcie kwasicy i wstrzgsu septycznego i odpowiedzialne sg
za rozszerzenie naczyn w tych stanach patologicznych [14].

Kanaty K *"atp w miesniach gtadkich naczyn biorg udziat w
mechanizmie dziatania niektérych endogennych wazodylatatoréw i
wazokonstryktorow. Aktywacja kanatow K “atp w miesniach gtadkich naczyn
posredniczy w rozkurczu miesni gtadkich w wyniku dziatania wazoaktywnego

peptydu jelitowego (VIP), srédbtonkowego czynnika hyperpolaryzujacego

14



(EDHF), tlenku azotu, prostacykliny (PGI2) i adenozyny [14, 18].
Prawdopodobnie blokowanie naczyniowych kanatow potasowych ATP-
zaleznych bierze udziat w wazokonstruktywnym dziataniu angiotensyny I,
endoteliny-1, serotoniny (5-HT), histaminy i wazopresyny [14, 18].

Hormon wzrostu zwieksza ekspresje mRNA zarowno podjednostki
Kire.1 jak i SUR2B, wptywajac tym samym na ilo$¢ kanatéw potasowych ATP
zaleznych w miesniach gtadkich naczyn i obnizajac w ten sposéb cisnienie
tetnicze [87]. Potwierdza to znang hipoteze, ze niedob6r hormonu wzrostu
jest zwigzany z nadreaktywnoscig naczyn i przysSpieszonym rozwojem zmian
miazdzycowych.

Kanaty K *arp w miesniach gtadkich naczyn wykazujg ochronne
dziatanie na $rodbtonek w trakcie niedokrwienia. Aktualnie uwaza sie, ze
zarébwno btonowe jak i mitochondrialne kanaty potasowe biorg udziat w
ochronie funkcji $rédbtonka naczyn w trakcie niedotlenienia. Diazoksyd
zmniejsza produkcje uszkadzajacych $rédbtonek nadtlenkéw w trakcie
niedokrwienia oraz dziata wazodylatacyjnie [7, 55].

1.2Rd6znice w funkcjonowaniu ukitadu krazenia w zaleznosci od
ptci

Serca kobiet i mezczyzn nie rbéznig sie pod wzgledem wielkosci,
natomiast masa serc mezczyzn jest o okoto 15-30% wieksza od serc kobiet
[50]. Zarobwno meskie i zehskie serca od poczatku majg takg samag ilosé
kardiomiocytow o identycznej wielkosci [50]. Komorki miesnia sercowego
mezczyzn sg bardziej wrazliwe i ulegajg szybciej przerostowi w trakcie
uptywu lat w poréwnaniu z kardiomiocytami kobiet, o czym $wiadczy wieksza
zapadalnos¢ na choroby uktadu sercowo - naczyniowego u mezczyzn oraz,
ze rokowanie w niewydolnosci miesnia sercowego jest lepsze u kobiet w
poréwnaniu z mezczyznami [98]. Badania autopsyjne zaréwno zdrowego jak
i niewydolnego miesnia sercowego wykazaly, ze u kobiet apoptoza
kardiomiocytow jest mniej nasilona w poréwnaniu z mezczyznami, CO moze
ttumaczy¢ tagodniejszy przebieg choroby w tej grupie [98]. Wiadomo, ze
estrogen hamuje apoptoze kardiomiocytéw, co potwierdza lepsze rokowanie

u kobiet ale i znamienny wzrost wystepowania niewydolnosci miesnia
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sercowego W miare starzenia sie kobiet, kiedy dramatycznie obniza sie
poziom hormonu we krwi [42, 91, 98, 101].

Badania kliniczne dowodza, ze zdrowe kobiety w wieku
przedmenopauzalnym majg szybszg podstawowa akcje serca w poréwnaniu
ze zdrowymi, mtodymi mezczyznami [2, 10]. Podobne wyniki uzyskano na
modelach zwierzecych, gtéwnie szczurach [53]. Pordéwnujgc rytm serca
kobiet i mezczyzn w czasie blokady uktadu autonomicznego, stwierdza sie
szybszg akcje serca u kobiet [6]. Napiecie uktadu autonomicznego nie
wptywa zatem na rdéznice podstawowej akcji serca w zaleznosci od pici.
Akcja serca kobiet jest zr6znicowana w zaleznosci od fazy cyklu
menstruacyjnego, w ktorej wykonywany jest jej pomiar. W momencie kiedy
podwyzszony jest poziom endogennego estrogenu akcja serca jest szybsza
w poréwnaniu do okresu w ktérym poziom estrogenu maleje [6].

Ro6znice w czestosci wystepowania choréb uktadu krgzenia wsrdd
kobiet i mezczyzn zaobserwowano juz pét wieku temu. Ryzyko chordb
naczyniowo -sercowych u mezczyzn roénie stopniowo wraz ze wzrostem
wieku w przeciwienstwie do kobiet, u ktérych ryzyko gwattownie wzrasta po
menopauzie. Smiertelno$é z powodu choréb uktadu krazenia jest wieksza
wsréd mezczyzn w poréwnaniu do kobiet w wieku od 45- 64 lat [50]. Po 65
roku zycia wskaznik $miertelnosci kobiet i mezczyzn wyréwnuje sie [50].
Przyczyna tego zjawiska do konca nie jest znana. Tradycyjnie estrogenowi
przypisuje sie kardioprotekcyjng role u kobiet w wieku reprodukcyjnym.
Niewiele jest badan poréwnujacych wptyw estrogenu na miesnidwke gtadkg
naczynh kobiet i mezczyzn. Dotychczasowe wyniki pozwalajg wnioskowacé, ze
mtodzi mezczyzni wykazujg sie mniejszg reaktywnoscig naczyn na takie
czynniki jak estrogen, czy tez czynniki fizyczne jak zimno i ciepto w
poréwnaniu z mtodymi kobietami [11]. Z duzym prawdopodobienstwem
mozemy stwierdzi¢, ze reaktywno$¢ naczyn u miodych kobiet rézni sie od
reaktywnosci naczyn kobiet po menopauzie. Ostatnio coraz czesciej
spotykamy sie z dowodami potwierdzajgcymi réznice w wrazliwosci miesnia
sercowego na stres metaboliczny i r6znice w aktywnosci endogennych
mechanizméw kardioprotekcyjnych w zaleznosci od pfci. Jednym 2z
endogennych mechanizméw odgrywajacych wazng role kardioprotekcyjng
jest aktywacja kanatéw K* ATP zaleznych w mies$niu sercowym. Ich otwarcie
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chroni komorki miesnia sercowego w trakcie niedotlenienia. W wielu
badaniach stwierdzono, ze leki otwierajace te kanaty zmniejszajg obszar
zawatu oraz wykazujg dziatanie analogiczne do hartowania miesnia
sercowego. Jovanovi¢ jako pierwszy dowiédt, ze w btonie komérkowej
kardiomiocytéw samic jest wieksza gestos¢ kanatéw K™ ATP w poréwnaniu z
samcami swinek morskich [70]. Zwigzane jest to z wiekszg ekspresjg mMRNA
biatka podjednostki regulatorowej SUR2A kanatu u samic [70]. Podjednostka
SUR2A decyduje o ilosci aktywnych kanatéw K* ATP zaleznych w miesniu
sercowym [70]. Rowniez badania tego autora dowodza, ze estrogen
powoduje wzrost ekspresji mRNA biatka podjednostki SUR2A w
kardiomiocytach samic swinek morskich [69]. Zatem estrogen zwieksza
liczbe aktywnych kanatéw K" ATP zaleznych w mies$niu sercowym [69].
Obserwacje te moga tlumaczy¢ wystepowanie u kobiet w wieku
reprodukcyjnym mniejszego ryzyka choréb uktadu krgzenia w poréwnaniu do
mtodych mezczyzn. Badania wykonane wsréd ludzi jak i na zwierzetach
dowodzg, ze miesien sercowy starych osobnikéw jest mniej odporny na
niedokrwienie w poréwnaniu do miodych osobnikow [42, 74]. Wieksza
wrazliwos¢ miesnia sercowego na niedokrwienie, mniejsza zdolnos¢
hartowania zwigzana jest z wieloma zmianami strukturalnymi i
funkcjonalnymi zachodzgcymi w kardiomiocytach w miare starzenia sie. U
samic swinek morskich stwierdzano zmniejszenie liczby podjednostek
SUR2A i Kir6.2 kanatéw K* ATP zaleznych w mig$niu sercowym z uptywem
wieku [44, 71]. U samcéw uptyw czasu nie ma wptywu na poziom
podjednostek kanatow K* ATP-zaleznych [44, 71]. W badaniach
molekularnych stwierdzono, ze u samic w miare starzenia sie ulega
zmniejszeniu ekspresja mRNA jedynie podjednostki SUR2A [71]. Zatem jest
to kolejny dowdd, ze podjednostka SUR2A determinuje ilos¢ funkcjonalnych
kanatéw K" ATP zaleznych w mig$niu sercowym. Powyzsze stwierdzenia
dowodza, ze starzenie sie zwigzane jest ze zmniejszeniem liczby kanatow K*
ATP zaleznych w miesniu sercowym samic. Gestos¢ kanatdéw jest Scisle
zwigzana z malejgcym w miare starzenia sie poziomem estrogenu u samic.
Zatem w ten sposéb mozna by wyttumaczy¢é dramatyczny wzrost ryzyka
chordb naczyniowo-sercowych u kobiet po menopauzie.
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Kobiety charakteryzujg sie diuzszym odstepem QT i wsrod kobiet
wiecej wystepuje przypadkéw wrodzonego zespotu dtugiego QT (LQTS) w
poréwnaniu do mezczyzn [27, 98]. Pte¢ zenska jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka wystepowania nagtej smierci sercowej w przypadku wystepowania
wrodzonego zespotu ditugiego QT [67]. Kobiety wykazujg rowniez znamiennie
wieksze wydituzenie odstepu QT w trakcie zwolnienia rytmu serca oraz
diuzszym skorygowanym odstepem QT (QTc) [1, 2]. W badaniach
wykonanych na zwierzetach wykazano, ze rdznice diugosci odstepu QT
zwigzane ze zwolnieniem akcji serca moga by¢ wynikiem odmiennej gestosci
szybkiej sktadowej repolaryzujgcego pradu potasowego k- w zaleznosci od
pfci [1, 52].

Kobiety charakteryzujg sie wiekszym ryzykiem wystapienia torsades
de pointes (TdP) w trakcie terapii lekami wydtuzajagcymi odstep QT w
poréwnaniu do mezczyzn [2, 60]. Wyniki badan na myszach, krélikach i
psach wykazujg takze znamiennie dtuzszy czas trwania potencjatu
czynnosciowego w warunkach spoczynkowych i dtuzszy odstep QT u samic
w poréwnaniu z samcami [1, 27, 88, 94, 99]. Sugeruje sie, ze moze to
wynika¢ z réznicy w ekspresji repolaryzujacych pradow K* (k. ks) W
zaleznosci od ptci i ich modulacji za posrednictwem hormondw piciowych.
Potwierdzono mniejsza gestos¢ pradu / «; w kardiomiocytach krolikbw samic
w porownaniu do samcéw [2, 27]. Stwierdzono réwniez mniejszg gestosé
ultraszybkiej sktadowej pradu potasowego [ gy oraz obnizong ekspresije
MmRNA biatek kanatu tego pradu w kardiomiocytach samic mysich w
poréwnaniu do samcow [88]. Zenski hormon piciowy, estradiol zmniejsza
poziom mRNA dla biatek kanatdw praddw Ik i ks [2, 26] a meski hormon
ptciowy; dihydrotestosteron zwieksza odpowiednio ich gestos¢ [2, 67].
Odstep QT u chtopcéw i dziewczat przed okresem dojrzewania nie rozni sie
dlugoscig [2, 6]. U mezczyzn po okresie dojrzewania odstep QT ma
tendencje do skracania sie, co zwigzane jest ze wzrostem poziomu
krgzacych androgenéw [2, 98]. Boggodia zaobserwowat, ze u mezczyzn po
kastracji odstep QT zblizat sie dtugoscig do odstepu QT zdrowych dorostych
kobiet, natomiast podanie testosteronu badanym mezczyznom ponownie
skracato odstep QT do wartosci wyjsciowych przed kastracjg [8]. Wykazano
rowniez, ze podawanie dihydrotestosteronu kastrowanym krélikom ptci
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meskiej zwieksza gestos¢ pradow Ik i ks [2]. Zalezne od pici réznice w
funkcjonowaniu kanatéw jonowych odgrywajg znaczacq role w wrazliwosci
miesnia sercowego na niedotlenienie i efekty arytmogenne. W opisanych
zjawiskach wiodacg role odgrywa estrogen. Estrogen zmniejsza gestosé
kanatow  potasowych Kr i Ks odpowiedzialnych za repolaryzacie w
kardiomiocytach. W ten sposéb ttumaczy¢ mozna wiekszg wrazliwosc
miesnia sercowego na niedotlenienie kobiet po menopauzie i wieksze ryzyko
wystgpienia TdP w trakcie terapii lekami wydtuzajacymi odstep QT.

Estrogen takze zwieksza ekspresje podjednostki SUR2A, prowadzac
do wzrostu gestosci kanatéw K* ATP zaleznych w mie$niu sercowym samic.
Jednak, doktadny wptyw estrogenu na funkcje kanatéw K* ATP zaleznych nie

jest wystarczajgco poznany i wymaga dalszych badan.
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2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto poréwnanie efektéw aktywacji kanatéw
potasowych ATP-zaleznych w miesniu sercowym i miesniach gtadkich aorty

u samic i samcow swinki morskiej i proba wyjasnienia stwierdzonych roznic.

Praca sktada sie z nastepujacych czesci:

1. Badanie wptywu aktywacji farmakologicznej kanatéw K*atp na
site skurczu miesnia sercowego i czestos¢ pracy serca w

zaleznosci od ptci, w obecnosci estrogenu i tamoksifenu.

2. Okreslenie stezenia niektérych parametréw biochemicznych
bioracych udziat w regulacji pracy kanatow K arp
(dehydrogenazy = mleczanowej, sercowej dehydrogenazy

mleczanowej).
3. Badanie wptywu aktywacji farmakologicznej kanatéw K*atp na

kurczliwo$¢ miesni gtadkich aorty w zaleznosci od pici, w

obecnosci estrogenu i tamoksifenu.
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3. Materiat i metody
3.1 Materiat
a) Zwierzeta doswiadczalne

Doswiadczenie przeprowadzono na swinkach morskich obojga
ptci o masie ciata 400-500g. Zwierzeta trzymano w kontrolowanych
warunkach otoczenia; temperatura 22 - 24 ° C, wilgotno$é¢ wzgledna 50
%, 12- godzinny cykl oswietleniowy. Karmione byty standardowg pasza
laboratoryjnga. Przed przystgpieniem do eksperymentu zwierzeta
przechodzity okres 7 — dniowej adaptacji do warunkéw otoczenia.

b) Protokét doswiadczenia

Eksperymenty wykonywano w dwoch etapach.

W pierwszym etapie zwierzeta podzielono na dwie grupy:
samce i samice. W wymienionych grupach obserwowano wptyw
badanych zwigzkdéw na site skurczu i akcje serca izolowanych
przedsionkéw oraz rozkurcz aorty piersiowej. Wszystkie
doswiadczenia przeprowadzone zostaty jesienig i

wiosna. Wiosna, kiedy swinki morskie wykazujg zwiekszong aktywnos¢
prokreacyjng, w grupie samic rozpoznawano faze cyklu
menstruacyjnego na podstawie obserwacji zewnetrznych narzadéw
ptciowych i zachowania zwierzat. Objawami ruji byty zaczerwienienie i
obrzek sromu, otwarcie przedsionka pochwy i nadmierna pobudliwos$é
zwierzecia [78, 95]. Do eksperymentu w grupie samic wybierano
zwierzeta w trakcie ruji, ktorej towarzyszy zwiekszone wydzielanie
estrogenu.

W drugim etapie samice podzielono na grupe kontrolng i grupe,
ktéra otrzymywata przez 14 dni, podskérnie, tamoksifen w dawce
dobowej 0,133 mg/ 100 g masy ciata. Samce podzielono na 3 grupy:
kontrolng, oraz dwie grupy, ktére otrzymywaty przez 14 dni, podskornie
17-B- estradiol w dawce dobowej 0,132 mg/ 100 g masy ciata lub w
dawce dobowej 0,066 mg / 100 g masy ciata. Zwierzeta w grupach
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kontrolnych otrzymywaty podskérnie, w tym samym czasie, i w tej samej
objetosci i dawce (0,05 ml / 100 g masy ciata) rozpuszczalnik (etanol)
stosowany do rozpuszczenia podawanych zwigzkéw. Wiosng w grupie
kontrolnej samic, analogicznie jak w pierwszym etapie badania,
rozpoznawano cykl menstruacyjny i do eksperymentu wybierano
zwierzeta w trakcie ruji. W opisanych grupach obserwowano wptyw
badanych zwigzkéw na akcje serca i rozkurcz aorty piersiowej oraz
wykonano pomiar dehydrogenazy mleczanowej i jej izoenzymu;

sercowej dehydrogenazy mleczanowej w surowicy krwi.

3.2 Metody

3.2.1. Pomiary czestosci pracy serca

Pomiary akcji serca wykonywano na izolowanym spontanicznie
bijgcym prawym uszku serca. Zwierzeta usypiano podajac
dootrzewnowo pentobarbital (30 mg/ kg masy ciata) lub tiopental (50
mg/ kg masy ciata). Nastepnie natychmiast otwierano klatke piersiowg
na wysokosci wyrostka mieczykowatego i pobierano bijagce serce. Serce
umieszczano W naczyniu zawierajgcym zmodyfikowany ptyn Krebsa-
Henseleita o nastepujacym sktadzie (mM): NaCl 115, KCI 5.7, CaCl,
1.8, MgSO4 x 7H,0O 1.2, NaHCO3 25, KH,PO4 1.2, glukoza 10, kwas
pirogronowy 2. Roztwdr wysycano mieszaning gazowg zawierajaca
95% 02 i 5% CO, Z kolei jak najszybciej wypreparowywano stale i
spontanicznie bijgce prawe uszko i zawieszano je w naczynku
inkubacyjnym o objetosci 50 ml, zawierajacym ten sam roztwér Krebsa-
Henselaita. Przez caly czas trwania doswiadczenia ptyn znajdujacy sie
w naczynku inkubacyjnym nasycano karbogenem, a temperature jego
utrzymywano na stalym poziomie 37° C, za pomoca termostatu.
Szybkos¢ przeptywu ptynu wynosita 5 ml/ min. Akcja serca mierzona
byta za pomoca izometrycznego przetwornika (F-30, HSE, March-
Hugstetten, Niemcy), do ktérego byt podtgczony jeden koniec preparatu
a zapisywana byta przez rejestrator liniowy (TZ 4200, LPP). Kazde
doswiadczenie rozpoczynano po wstepnej inkubacji preparatu trwajgce;j
okoto 60 min. Jesli kontrolna akcja serca wynosita okoto 180 = 20
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uderzeh na minute, byta stabilna i miarowa rozpoczynano podawanie do
naczynka inkubacyjnego, we wzrastajgcych stezeniach badane zwigzki.
Po 4 minutach od podania okre$lonego stezenia zwigzku, kazdorazowo
zapisywano akcje serca i site skurczu na rejestratorze.

W przypadku stosowania glibenklamidu i kwasu 5-
hydroksydekanowego stosowano godzinng reperfuzje w trakcie, ktorej
czestotliwosé i sita skurczu przedsionka wracata do wartosci wyjsciowe;j.
Nastepnie rozpuszczone w odpowiednim stezeniu, bezposrednio w
zmodyfikowanym ptynie Krebsa- Henselaita zwigzki podawano w
przeptywie z szybkoscig 5 ml / min do naczynka inkubacyjnego. Po 30
min. zamykano przeptyw i do wysyconego glibenklamidem lub 5-
hydroksydekanote preparatu podawano we wzrastajacych stezeniach
aktywatory kanatéw K* atp, mierzac kazdorazowo akcje serca i site

skurczu.

3.2.2. Pomiary kurczliwosci serca
Pomiary sity skurczu miesnia sercowego zostaty wykonane na
wyzej opisanym, spontanicznie bijgcym prawym uszku serca.
Spontanicznie bijgce prawe uszko nie jest idealnym modelem do
pomiaréw sity skurczu miesnia sercowego, ze wzgledu na Scisty
zwigzek akcji serca na site skurczu oraz na nieregularne utozenie
wigzek miesniowych w preparacie. Mimo to zdecydowano sie na
wykonanie za posrednictwem izometrycznego przetwornika, pomiaréw
amplitud skurczu w trakcie rejestracji liczby uderzeh serca
spontanicznie bijgcego prawego uszka w celu dodatkowego
sprawdzenia wptywu aktywatoréw kanatéw K* atp na prace serca. Site
skurczu wyrazono w milimetrach amplitudy skurczu, po odpowiedniej

kalibracji, gdzie 1 mm odpowiadat 0,05 mN (1 mN = 100 mg).

3.23 Pomiary kurczliwosci naczyn tetniczych
Pomiary kurczliwosci naczyn wykonywane byly na izolowane;
aorcie piersiowej. Zwierzeta usypiano podajac dootrzewnowo tiopental.
Nastepnie otwierano klatke piersiowa, odsuwano bijgce serce i

pobierano aorte piersiowg. Aorte umieszczano W naczyniu

23



zawierajgcym zmodyfikowany ptyn Krebsa-Henseleita o nastepujacym
sktadzie (mM): NaCl 118.0, KCI 4.7, CaCl, 2.5, MgSO4 x 7H.O 1.2,
NaHCO; 25.0, glukoza 11. Roztwér wysycano mieszaning gazowg
zawierajgcg 95% O i 5% CO.. Aorta nastepnie byta oczyszczana z
tluszczu i tkanki tacznej a nastepnie cieta na 3-4 mm pierscionki.
Preparaty zawieszano w naczynkach inkubacyjnych o objetosci 5 ml,
zawierajacych ptyn Krebsa-Henselaita, o statej temperaturze 37° C,
nasycanym karbogenem. Pierscionek rozwieszony byt pomiedzy dwa
metalowe haczyki; jednym przytwierdzonym do dna naczynka
inkubacyjnego a drugim potaczonym z przetwornikiem izometrycznym.
Skurcz preparatu mierzony byt za pomoca izometrycznego przetwornika
(F-30, HSE, March-Hugstetten, Niemcy), a zapisywany przez
rejestrator. Kazdy pierscionek przed doswiadczeniem rozciggany byt do
napiecia spoczynkowego réwnego 1g a nastepnie inkubowany przez
okoto 60 min przed rozpoczeciem doswiadczenia. Aby wykonaé
pomiary rozkurczu aorty, pierscionki obkurczano fenylefryng w stezeniu
30 uM a nastepnie w fazie stabilizacji skurczu, dodawano do naczynka

inkubacyjnego wzrastajace stezenia badanych zwigzkow.

3.23 Pomiary enzymatyczne

Pomiary stezenia dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz jej
izoenzymu;  sercowej dehydrogenazy  mleczanowej  (H-LDH)
wykonywano w surowicy krwi. Krew pobierano zaraz po otwarciu klatki
piersiowej, bezposrednio z Dbijagcego serca. Nastepnie krew
odwirowywano uzyskujac surowice, ktérg zamrazano w temp -4,0°C.
Stezenie LDH i H-LDH mierzone byto za pomocg automatycznego
spektrofotometru (Hitach 911, Boehringer Mannheim, Niemcy) o

dtugosci fali 340 nm, uzywajac buforu fosforanowego w pH 7.5.

3.3 Badane zwiazki

Pinacidil — ( Pinacidil, Sigma)

Diazoksyd — (Diazoxide, Sigma)

Rilmakalim —(dar od dr.Englerta, z Aventis Pharma, Frankfurt, Niemcy)
Tamoksifen — (Tamoxifen, RBI)
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» Estrogen — (17beta-estradiol, RBI)
» Glibenklamid — (Glibenclamid, dar firmy Polfa, Stargard)
» Kwas 5- hydroksydekanowy - (5 hydroxydecanote, Sigma)

Do rozpuszczenia pinacidilu, diazoksydu i rilmakalimu
stosowano rozpuszczalnik organiczny DMSO (dimetylosulfotlenek).
Stezenie DMSO w naczynku inkubacyjnym nie przekraczato 0,2% i nie
wptywato na prace prawego przedsionka i aorty. Tamoksifen i estrogen
zostaty rozpuszczone w etanolu. Objetos¢ etanolu w jednorazowej
dawce dobowej podawanej zwierzetom wynosito 0,05 ml/ 100g masy
ciata.

Odczynniki do sporzadzania zmodyfikowanego ptynu Krebsa —
Henseleita zakupiono w P.P.H. Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice,
Polska).

3.4 Analiza statystyczna

Dane zebrane w badaniu zapisano w arkuszu kalkulacyjnym
Statistica 7,1 (StatSoft USA). Za pomocg tego programu dokonano
réwniez obliczeh statystycznych. Do opisu statystycznego zebranego
materiatu uzyto w przypadku cech ilosciowych podstawowych miar
potozenia i rozproszenia. Oceniano rozktad zmiennych ciggtych pod
katem jego zgodnosci z rozkladem normalnym stosujac test
Komtogorowa-Smirnowa. Do analizy statystycznej uzyskanych wynikow
stosowano Test ANOVA (analiza wariancji) uzupetniany testem post-
hoc (test Newmana-Keulsa). Wartosci ECsg opracowano na podstawie
programu komputerowego: Pharmacological Calculation System-
Pharm/ PCS wersja 4.0. Porownanie srednich warto$ci cech iloSciowych
powigzanych w grupach przed i po terapii hormonalnej przeprowadzono
za pomocg testu T Studenta. W przypadku braku normalnos$ci rozktadu
stosowano test U Manna-Whitneya. Za statystycznie istotne przyjeto

wartosci przy p<0,05.

Na prowadzone badania uzyskano zgode Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach przy AMG Nr 5/ 05
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4. Wyniki

4.1 Wptyw aktywacji farmakologicznej kanatow K*atp na site

skurczu miesnia sercowego i akcje serca w zaleznosci od ptci

Efekt diazoksydu na automatyzm spontanicznie bijaceqo prawego uszka

serca samic i samcéw swinek morskich

Wzrastajace stezenia diazoksydu wywotywaty zmniejszenie akcji serca

zaréwno w grupie samic jak i samcow (rys.4). Poczgwszy od stezenia 30
UM i wyzszych, efekt diazoksydu zaréwno w grupie samic jak i samcow,
wykazywat statystyczng znamienno$¢ w pordéwnaniu do wartosci
wyjsciowych. Nie zaobserwowano w badanych grupach Zzadnych
statystycznych réznic w chronotropowym ujemnym dziataniu diazoksydu

wiosng i jesienia.
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Rys.4 Chronotropowy ujemny efekt diazoksydu na prawy przedsionek samic i
samcow swinek morskich. O samice A samce
Wartosci przedstawione sg jako srednie £+ SEM z 6-11 eksperymentéw

* *%

p<0,05 p< 0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci

wyjsciowych w grupie samcow.
*p<0,05 " p<0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych

w grupie samic. (ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)

Efekt pinacidilu na automatyzm spontanicznie bijacego prawego uszka serca

samic i samcoéw swinek morskich

Pinacidil, w sposob zalezny od stezenia wywotywat zwolnienie akcji
serca w grupie samcow zarOwno wiosng jak i jesienig (rys.5). Znamienny
statystycznie efekt chronotropowy ujemny w poréwnaniu do wartosci
wyjsciowych wystepowat poczawszy od stezenia pinacidilu 10 pM i
wyzszych. Efekt pinacidilu wiosng i jesienia byt poréwnywalny i nie
zaobserwowano zadnych statystycznie znamiennych réznic w sile i
efektywnosci dziatania pinacidilu w trakcie obu pér roku (tabela 5). Pinacidil
jednak wykazywat statystycznie mniejszg efektywnos$¢ (Emax = - 63 £ 5) w
poréwnaniu do diazoksydu (Emax = - 91 £ 6) w grupie samcéw (p < 0,01, n=
6-11) (tabela 5).
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Rys.5 Chronotropowo ujemny efekt pinacidilu na prawy przedsionek serca w

grupie samcéw wiosng i jesienia. O samce wiosna, m samce jesien

Wartosci przedstawione sg jako srednie £+ SEM z 7-11 eksperymentéw

* *%

p<0,05 p< 0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci

wyjsciowych ( ANOVA jednoczynnikowa, test Newman- Keuls)

28



W grupie samic jesienia, rowniez zaobserwowano zalezne od stezenia
statystycznie znamienne zmniejszenie akcji serca w poréwnaniu do wartosci
wyjsciowej (ryc.6). Jesienig podobnie jak w grupie samcéw tak i u samic
pinacidil (Emax = - 77 £ 9) wykazat statystycznie znamiennie mniejszg
efektywnos¢ w poréwnaniu do diazoksydu (Emax = - 90 £ 6), p< 0,05, n=6 —
11 (tabela 5). Przeciwnie, wiosng nie zaobserwowano chronotropowego
ujemnego dziatania pinacidilu w grupie samic (ryc.6). Stwierdzono nawet
niewielkg tendencje do wzrostu akcji serca u samic pod wptywem pinacidilu
w stezeniach od 1 uM do 30 pM w pordédwnaniu do wartosci wyjsciowe;j
(ryc.6).

240 7 WIOSNA

4 /,,,L— l 1
o L LT

liczba uderzen/min

180 —

-log.conc.(M) pinacidil

29



200 T

® rY JESIEN
4 i [ _I_.‘\"\-,_\'H
s
175 \I
c e
_g ] .
e _l_\'L\
@ - 3
",
= 150 Qf
o ",
= ¥
80
N [ B i
L 125 Pt
] 1
| I | T | T I T ] T 1 T | 1
-6.5 -6 -5.5 -5 -4.5 -4 -3.5

-log.conc.(M) pinacidil
Rys. 6 Chronotropowo ujemny efekt pinacidilu na prawy przedsionek serca
W grupie samic wiosng i jesieniag. o samice wiosna, e samice jesien

Wartosci przedstawione sa jako srednie + SEM z 6-9 eksperymentéw

p<0,05 p< 0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci

wyjsciowych ( ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)

Efekt diazoksydu na site skurczu spontanicznie bijacego prawego uszka

serca samic i samcéw swinek morskich

Diazoksyd w stezeniu 300 puM wywotywat statystycznie znamienne
zwiekszenie amplitudy sity skurczu w poréwnaniu do wartosci wyjsciowej w
grupie samcoéw (ryc.7). W grupie samic rowniez obserwowano tendencje do
wzrostu sity skurczu pod wptywem diazoksydu w stezeniu 300 yuM w

poréwnaniu do wartosci wyjsciowej (ryc.7).
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Rys. 7 Inotropowo dodatni efekt diazoksydu na prawy przedsionek serca w

grupie samic i samcow swinek morskich. m samce | samice

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

p<0,05 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci wyjsciowych

(test T Studenta)
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Efekt pinacidilu na site skurczu spontanicznie bijacego prawego uszka

serca samic i samcéw swinek morskich

Przeciwnie do diazoksydu, nie zaobserwowano wptywu pinacidilu na
site skurczu miesnia sercowego zaréwno u samic jak i u samcéw. W grupie
samic, kontrolna sita skurczu wynosita 17.2 £ 1.7 mm a w obecnosci
pinacidilu w stezeniu 300 uM wynosita 17.3 £ 1.6 mm (n = 10, NS). W grupie
samcow, wartos¢ kontrolnej amplitudy sity skurczu miesnia sercowego
wynosita 11.6 + 1.2 a pod wptywem pinacidilu w stezeniu 300 uM wzrosta
zaledwie do 11.7 £ 1.2 mm (n = 11, NS).

4.2 Wptyw blokady farmakologicznej kanatow K*arp na site skurczu

miesdnia sercowego i akcje serca w zaleznosci od ptci.

Wptyw qglibenklamidu i kwasu 5 — hydroksydekanowego (5-HD) na

efekty wywolane przez pinacidil i diazoksyd na spontanicznie bijacym

prawym uszku serca swinek morskich

Glibenklamid w sposob zalezny od stezenia zahamowat
chronotropowo ujemne dziatanie zaréwno pinacidilu jak i diazoksydu w
grupie samic i samcow. W stezeniu 10 uM glibenklamid catkowicie zapobiegt
efektom pinacidilu i diazoksydu. Przeciwnie, 5 — HD w stezeniach 100 uM i
300 uM (n = 5 ) nie wykazywat zadnego wptywu na chronotropowe ujemne
dziatanie diazoksydu w badanych grupach.

Natomiast inotropowo dodatni efekt diazoksydu byt hamowany

zaréwno przez glibenklamid (n = 7) jak i 5 — HD (n = 4) w grupie samcow.
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4.3. Wptyw aktywacji farmakologicznej kanatéw K*atp na akcje serca

w obecnosci estrogenu i tamoksifenu

Efekt pinacidilu na automatyzm spontanicznie bijacego prawego

uszka serca samcéw swinek morskich otrzymujacych estrogen w

poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Pinicidil, w sposéb zalezny od stezenia wywotat zwolnienie akcji serca
w grupie kontrolnej samcéw (ryc.8). Maksymalny efekt ( - 40 £ 5 uderzen min
=1 n= 7) pinacidil wywotat w stezeniu 300 uM (ryc.8). Kontrolna akcja serca,
zarejestrowana przed podaniem pinacidilu wynosita 186 + 3, n= 7. W grupie
otrzymujacej 17-Pestradiol zaobserwowano tendencje do niewielkiego
wzrostu podstawowej akcji serca, ktéra wynosita 188 + 4 uderzen min =, n=
7 (réznica nieznamienna statystycznie w poréwnaniu do podstawowej akciji
serca w grupie kontrolnej). 17-Bestradiol podawany samcom, w dawce
dobowej 0,132 mg/ 100 g masy ciata praktycznie catkowicie zablokowat
chronotropowo ujemne dziatanie pinacidilu (ryc.8 ). W grupie tej maksymalny

efekt pinacidilu wynosit - 13 + 10 uderzen min ~ '

i nie roznit sie on
znamiennie statystycznie od podstawowej akcji serca, zanotowanej przed
podaniem pinacidilu (n=7). Pinacidil w grupie kontrolnej wykazywat
statystycznie znamiennie wieksza site dziatania (pD. (-log ECsp) = 4,5 £ 0,2)
w poréwnaniu do grupy samcow otrzymujacych estrogen (pD: (-log ECsp ) =

4,7 £0,3) (p<0.05, n= 6) (tabela 4).

33



200+

:%
H 180 - ]
E - "-:-.\—\-\\ -
160 \__\\ \_-Hﬁlﬂ-‘l-
‘_\‘-\\-__
\\“\i
g
140 ,

| B I L | T T

g J | L T T ]
-45 -43 -4 -3.8 -3.7 -3.6 -3.5 -34

-log.conc.(M) pinacidil

Rys. 8 Wptyw 17 beta-estradiolu na chronotropowo ujemny efekt pinacidilu
na prawy przedsionek serca w grupie samcow swinek morskich o kontrola e
grupa otrzymujaca 17 beta-estradiol w dawce 0,066 mg/100 g masy ciata =
grupa otrzymujaca 17 beta-estradiol w dawce 0,132 mg/100 g masy ciata

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 7 eksperymentéw

*

p<0,05 Wyniki znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolnej # p< 0,05

Ro6znica miedzy maksymalnym efektem pinacidilu w grupie kontrolnej i w
grupie otrzymujacej 17 beta-estradiol
( ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)

Efekt pinacidilu na automatyzm spontanicznie bijacego prawego uszka

serca samic swinek morskich otrzymujacych tamoksifen w poréwnaniu do

grupy kontrolnej.

Nie zaobserwowano praktycznie chronotropowo ujemnego dziatania
pinacidilu w grupie kontrolnej samic (rys.9). W grupie samic otrzymujgcych

przez dwa tygodnie tamoksifen w dawce 0,133 mg / 100 g masy ciata
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zaobserwowano zwiekszenie wrazliwosci miesnia sercowego samic na
pinacidil (rys.9). Akcja serca w tej grupie zmniejszyta sie pod wptywem
pinacidilu 0 45 + 6 uderzen min ~ ' a sita dziatania pinacidilu (pDz (-log ECso)
= 4,3 + 0,16) nie réznita sie znamiennie statystycznie w poréwnaniu do sity z
jakg dziatat w grupie kontrolnej samcéw (tabela 4). Nie stwierdzono takze
znamiennej statystycznie r6znicy pomiedzy podstawowg akcjg serca samic i
samcow. Podanie tamoksifenu samicom nie wyptywato na kontrolng akcje

serca (rys.9).
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Rys. 9 Wpltyw tamoksifenu na chronotropowo ujemny efekt pinacidilu na
prawy przedsionek serca w grupie samic swinek morskich o kontrola e grupa
otrzymujaca tamoksifen w dawce 0,133 mg/100 g masy ciata

Wartosci przedstawione sg jako srednie + SEM z 7 eksperymentow

* *%

p<0,05 p<0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolne;

# p< 0,05 Rdznica miedzy efektami jednakowych stezen pinacidilu w grupie
kontrolnej i w grupie otrzymujacej tamoksifen

(ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)
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Efekt rilmakalimu na automatyzm spontanicznie bijgcego prawego

uszka serca samic $winek morskich, w qgrupie ktérych nie uzyskano

chronotropowo ujemneqgo efektu pinacidilu.

Rilmakalim, w sposo6b zalezny od stezenia statystycznie znamiennie w
poréwnaniu do wartosci wyjsciowej zmniejsza akcje serca w grupie samic

swinek morskich, w ktérej wczesniej nie uzyskano efektu pinacidilu (rys.10).
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Rys. 10. Chronotropowo ujemny efekt rilmakalimu na prawy przedsionek
serca w grupie samic $winek morskich, w ktorej nie uzyskano chronotropowo
ujemnego efektu pinacidilu. o samice niewrazliwe na pinacidil

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 7 eksperymentéw

p<0,05 p< 0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci

wyjsciowych ( ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)
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4.4 Stezenia dehydrogenazy mleczanowej LDH i jej izoenzymu; sercowej
dehydrogenazy mleczanowej H-LDH w zaleznosci od ptci i obecnosci
estrogenu i tamoksifenu

W grupie kontrolnej samcédw stwierdzono wieksze stezenie zaréwno
LDH (419 + 44 U/L) jak i H-LDH (58 + 8 U/L) w poréwnaniu do grupy
kontrolnej samic (LDH= 222 + 32 U/L, H-LDH= 29,6 + 4 U/L) (p< 0,05, n= 6)
(ryc.11, ryc.12). 17-Bestradiol w dawce 0,132 mg/ 100 g masy ciata samcow,
statystycznie znamiennie obnizat stezenie LDH i H-LDH do wartosci kolejno
278 £ 19 U/L i 34 £ 8 U/L w poréwnaniu do grupy kontrolnej samcéw
(p<0,05, n= 6). Przeciwnie tamoksifen w grupie samic zwiekszat stezenie
zarowno LDH do wartosci 334 + 60 U/L, jak i H-LDH do wartosci 46 + 9 U/L
w poréwnaniu do grupy kontrolnej samic (p< 0,05, n=6). Stezenia LDH i H-
LDH w grupie samic otrzymujacej tamoksifen osiggnety bardzo zblizong

wartos¢ do stezen w grupie kontrolnej samcéw.
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Rys. 11 Stezenie LDH w surowicy samic i samcéw swinek morskich. o grupy

kontrolne, = grupa samcéw otrzymujgca 17 beta-estradiol w dawce 0,132

mg/100 g masy ciata, grupa samcow otrzymujgca 17 beta-estradiol w
dawce 0,066 mg/100 g masy ciata i grupa samic otrzymujgca tamoksifen w
dawce 0,133 mg/100 g masy ciata o grupy kontrolne

Wartosci przedstawione sa jako srednie + SEM z 6 eksperymentow

* p<0,05 wyniki znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolnej

# p<0,05 wyniki znamienne w grupie samic w poréwnaniu do samcow

(ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)
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Rys. 12 Stezenie H-LDH w surowicy samic i samcéw swinek morskich. o
grupy kontrolne, = grupa samcéw otrzymujgca 17 beta-estradiol w dawce
0,132 mg/100 g masy ciata i mgrupa samic otrzymujgca tamoksifen w dawce
0,133 mg/100 g masy ciata.

Wartosci przedstawione sg jako srednie + SEM z 6 eksperymentow

* p<0,05 wyniki znamienne w poréwnaniu do grupy kontrolnej

# p<0,05 wyniki znamienne w grupie samic w poréwnaniu do samcow

(ANOVA jednoczynnikowa, test Newman-Keuls)

4.5. Wplyw aktywacji farmakologicznej kanatdw K'atp na
kurczliwo$¢ miesni gtadkich aorty w zaleznosci od ptci.

Efekt dziatania pinacidilu na obkurczong aorte piersiowa samic i

samcow swinek morskich
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Rysunki 13 i 14 przedstawiajg krzywe zalezno$ci stezenie — efekt dla
pinacidilu w grupach samic i samcéw wiosng i jesienig. Jesienig pinacidil w
sposo6b zalezny od dawki, rozkurczat miesnie gtadkie aorty zarbwno w grupie
samic jak i samcow i nie stwierdzono w dziataniu pinacidilu statystycznie
znamiennych réznic w badanych grupach (rys.13). Wiosnhg pinacidil prawie
nie wywotywat efektu rozkurczowego na aorte w grupie samic w
przeciwienstwie do grupy samcow, w ktorej w sposéb wprost proporcjonalny
do stezenia rozkurczat aorte (rys.14). Rdznice w efekcie dziatania pinacidilu
w badanych grupach wiosng wykazywaty znamiennos¢ statystyczng (p<0,01,
p< 0,001 n= 5-11) (rys.14). Sita dziatania pinacidilu w grupie samic wiosng
pD2 (-log ECsp ) = 3,68 + 0,2 byla statystycznie znamiennie mniejsza w
poréwnaniu do sity dziatania pD; (-log ECsp ) = 4,84 * 0,85 w grupie samic
jesienig (p< 0,01, n=5) (tabela 3).
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Rys. 13 Efekt dziatania pinacidilu na obkurczong aorte samic i samcéw
Swinek morskich jesienia. o samice, A samce

Wartosci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 5-11 eksperymentdw
Wyniki nieznamienne statystycznie w grupie samic w poréwnaniu do samcéw
(ANOVA)
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Rys. 14 Efekt dziatania pinacidilu na obkurczong aorte samic i
samcéw swinek morskich wiosna. o samice, A samce

Wartosci przedstawione sg jako srednie £+ SEM z 5-11 eksperymentéw

p<0,01 p< 0,001 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci w grupie

samcow (ANOVA jednoczynnikowa)

Efekt dzialania diazoksydu na obkurczong aorte piersiowa samic i

samcow swinek morskich

Diazoksyd w sposob zalezny od dawki, rozkurczat miesnie gtadkie
aorty w grupie samcéw zardbwno wiosng jak i jesienig i nie stwierdzono w
dziataniu diazoksydu statystycznie znamiennych r6znic w badanych grupach
(ryc.15). W grupie samic natomiast diazoksyd w stezeniu 1uM i 30 mM

znamiennie statystycznie silniej rozkurczat aorte wiosng w poréwnaniu do
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jesieni (p< 0,005, n= 7-13). Nie stwierdzono znamiennej réznicy w efekcie
dziatania diazoksydu w grupie samic wiosng i jesienig w pordéwnaniu do

samcow.
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Rys. 15 Efekt dziatania diazoksydu na obkurczong aorte samcéw i samic
swinek morskich wiosng esamice A samce

Wartosci przedstawione sg jako srednie £ SEM z 7-9 eksperymentow

Wyniki nieznamienne statystycznie w grupie samic w poréwnaniu do samcéw
(test U Manna-Whitneya)
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Rys. 16 Efekt dziatania diazoksydu na obkurczong aorte samcéw i samic
Swinek morskich jesienig e samice A samce

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 12-13 eksperymentow
Wyniki nieznamienne statystycznie w grupie samic w porownaniu do samcow
(test U Manna-Whitney)

4.6. Wplyw aktywacji farmakologicznej kanatdw K'atp na
kurczliwos¢ miesni gtadkich aorty w obecnosci estrogenu i

tamoksifenu

17-Bestradiol podawany samcom, w dawce dobowej 0,132 mg/ 100 g
masy ciata silnie hamowat rozkurczajgce dziatanie pinacidilu na aorte w
porbwnaniu do grupy kontrolnej samcéw (rys.17 ). Maksymalny
rozkurczajacy efekt pinacidilu w obecnosci estrogenu wynosit E max= 44% +
34 i byt statystycznie znamiennie mniejszy w poréwnaniu do maksymalnego
efektu w grupie kontrolnej wynoszacego E max = 88% £ 5 . Pinacidil w grupie
kontrolnej wykazywat statystycznie znamiennie wiekszg site dziatania (pDa (-
log ECso ) = 4,62 £ 0,1) w porownaniu do grupy samcow otrzymujacych
estrogen (pD2 (-log ECso ) = 2,27 + 0,57) (p<0.05, n= 6) (tabela 2) .
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Rys. 17 Efekt dziatania pinacidilu na obkurczong aorte w grupie samcéw
swinek morskich otrzymujacych estradiol i w grupie kontrolnej. A samce
kontrola, A samce otrzymujgce estradiol

Wartos$ci przedstawione sg jako $rednie £ SEM z 5-6 eksperymentow

* k%

p< 0,001 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci w grupie

kontrolnej samcow (Test T Studenta)

Tamoksifen podawany samicom, w dawce 0,133 mg/ 100 g masy ciata
statystycznie znamiennie wzmacniat rozkurczajace dziatanie pinacidilu na
aorte w porownaniu do grupy kontrolnej samic (rys.18). Maksymalny
rozkurczajacy efekt pinacidilu w obecnosci tamoksifenu wynosit 93% * 11 i
byt statystycznie znamiennie wiekszy w poréwnaniu do efektu uzyskanego w
grupie kontrolnej wynoszacego 42% + 23. Efekt maksymalny pinacidilu w
grupie samic otrzymujacych tamoksifen byt bardzo zblizony do efektu
maksymalnego jaki pinacidil uzyskat w grupie kontrolnej samcéw. Pinacidil w
grupie samic otrzymujacych tamoksifen wykazywat tendencje do wiekszej
sity dziatania (pD2 (-log ECsp) = 3,86 = 0,3) w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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(pD2 (-log ECsp ) =3,68 + 0,2 ) (wyniki nie réznig sie statystycznie znamiennie,
n=5) (tabela 2) . Doswiadczenia wykonywane byty wiosng. Wérdéd samic z

grupy kontrolnej byty wybierane do eksperymentu zwierzeta w trakcie ruji.
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Ryc. 18 Efekt dziatania pinacidilu na obkurczong aorte w grupie samic
Swinek morskich otrzymujacych tamoksifen i w grupie kontrolnej.
e samice kontrola, o samice otrzymujgce tamoksifen

Wartosci przedstawione sa jako srednie + SEM z 5-6 eksperymentéw

p<0,05 p< 0,01 Wyniki znamienne w poréwnaniu do wartosci w grupie

kontrolnej (test T Studenta)

45



Tabela. 2 Sita rozkurczajgcego dziatania pinacidilu na aorte samcéw i samic

Swinek morskich otrzymujgcych estrogen lub tamoksifen i grup kontrolnych.

Wartosci przedstawione sg jako srednie + SEM z 5-6 eksperymentéw.

Test réznic pomiedzy Srednimi;

#

samcow kontrola

p< 0,05 — wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do efektu w grupie

SAMICE ¢

SAMCE &

pD2 (-log 1Cso)

pD2 (-log 1Cso)

PINACIDIL
KONTROLA

3,68 £0,2

4,62 + 0,1

PINACIDIL &
ESTROGEN

227+0,57"

PINACIDIL &
TAMOKSIFEN

3,86 +0,3
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Tabela 3 Sita rozkurczajacego dziatania pinacidilu i diazoksydu na aorte

samic i samcow swinek morskich wiosng i jesienia.

Wartosci przedstawione sg jako srednie + SEM z 5 -13 eksperymentow.

Test réznic miedzy dwiema $rednimi;

*%

p<0,01 wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do efektu w grupie

samic jesienig

##5<0,001 wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do grupy samic

jesienig
SAMICE @ SAMCE &
ng (-Iog |C50) ng (-Iog |Cso)
DIAZOKSYD 4,75 + 0,15 43+0,23
WIOSNA
DIAZOKSYD 3,5+0,37 3,86 + 0,28
JESIEN
PINACIDIL 368+02 4,62 0,1
WIOSNA
PINACIDIL 4,84 +0,85 4,83 +0,83
JESIEN
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Tabela 4 Sita chronotropowo ujemnego dziatania pinacidilu na prawy

przedsionek samic i samcoéw otrzymujgcych estrogen lub tamoksifen i grup

kontrolnych $winek morskich.

Wartosci przedstawione sg jako srednie £+ SEM z 6 — 7 eksperymentow.

#

p < 0,05 wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do efektu w grupie

samcow otrzymuijacych estrogen

SAMICE ¢

SAMCE &

pD2 (-log 1Csp)

pD> (-log 1Csp)

PINACIDIL
KONTROLA

BRAK EFEKTU

45+0,2 #

PINACIDIL &
ESTROGEN

4,7+0,3

PINACIDIL &
TAMOKSIFEN

4,3 +0,56
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Tabela 5 Sita i skutecznos¢ chronotropowo ujemnego dziatania pinacidilu i

diazoksydu na prawy przedsionek samic i samcéw swinek morskich.

Wartosci przedstawione sa jako $rednie + SEM z 6 — 11 eksperymentdw.

) p < 0,01 wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do efektu

diazoksydu w grupie samcéw

#

diazoksydu w grupie samic

p < 0,05 wynik znamienny statystycznie w poréwnaniu do efektu

SAMICE ¢

SAMCE &

pD2 (-log 1Cso)

Emax ]
(liczba skurczéw min ™)

pD2 (-log 1Cso)

Emax 1
(liczba skurczéw min ™)

DIAZOKSYD 4,34 + 0,05 -90+6 4,42 +0,1 -91+6
PINACIDIL BRAK EFEKTU 4,53 +0,12 o
WIOSNA -63+5
PINACIDIL S—.

JESIEN 4,79 +0,15 T = 4,75 +0,2 -59+8
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5. Dyskusja

Od lat obserwowane sag rbéznice w epidemiologii choréb uktadu
sercowo- naczyniowego wsrdd kobiet i mezczyzn. Poznanie przyczyny tego
zjawiska wzbudza zainteresowanie zaréwno Klinicystéw jak i przedstawicieli
nauk podstawowych. Ostatnio coraz czesciej spotykamy sie z dowodami
potwierdzajacymi réznice w fizjologii serca, wrazliwosci miesnia sercowego
na stres metaboliczny oraz rdznice w aktywnosci endogennych
mechanizméw kardioprotekcyjnych w zaleznosci od pici. Wiadomo, ze
kobiety w wieku przedmenopauzalnym majg szybszg podstawowg akcje
serca, wsréd nich wystepuje wiecej przypadkéw wrodzonego zespotu
diugiego QT (LQTS), jak i wieksze ryzyko wystapienia torsades de pointes
(TdP) w trakcie terapii lekami wydtuzajgcymi odstep QT w pordédwnaniu z
mezczyznami [2, 10, 27, 60, 98]. Przyczyny tych zjawisk dopatruje sie w
wptywie estrogenu na funkcjonowanie uktadu krazenia zarowno w warunkach
fizjologicznych jak i stresu metabolicznego. 173-estradiol zmniejsza liczbe
incydentéw migotania komér w trakcie zawatu miesnia sercowego oraz
znamiennie skraca czas trwania arytmii i obszar zawatu miesnia sercowego
w trakcie reperfuzji [9, 47, 49, 90]. Efekt antyarytmiczny estrogenu jak i
zmniejszenie obszaru martwicy zachodzi w wyniku aktywacji odpowiednio
btonowych i mitochondrialnych kanatéw K* ATP zaleznych w miesniu
sercowym. Otwarcie kanatéw K" ATP zaleznych w mies$niu sercowym jest
jednym z endogennych mechanizméw odgrywajacych wazng role
kardioprotekcyjna. Ich aktywacja chroni komorki miesnia sercowego w trakcie
niedotlenienia. Do tej pory jest bardzo mato danych i nie ma wystarczajacych
informacji na temat réznic w funkcjonowaniu kanatéw K* ATP w zaleznosci
od pfci.

W przedstawionej pracy wykazano réznice w efektach inotropowo ujemnym i
rozkurczajacym aktywatorow kanatow potasowych ATP- zaleznych w
miesniu sercowym i miesniach gtadkich aorty w zaleznosci od ptci. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczehn stwierdzono, ze aktywatorzy kanatow

potasowych ATP- zaleznych pinacidil, diazoksyd i rilmakalim majg rozny
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wpltyw na automatyzm i site skurczu serca swinek morskich. Wiosna, kiedy
wystepuje intensywnie okres reprodukcyjny u swinek morskich pinacidil tracit
zdolnos¢ aktywaciji kanatow K* ATP zaleznych w grupie samic. Wyttumaczy¢
tq obserwacje mozna wptywem zenskich hormonéw piciowych. Pinacidil
wigze sie z podjednostkg SUR2A kanatow potasowych ATP- zaleznych w
regionie domeny TMD2 pomiedzy TM13 a TM14 i pomiedzy TM16 a TM17
[23, 71]. Jovanovi¢ i wsp. Stwierdzili, ze 17beta-estradiol powoduje wzrost
ekspresji MRNA podjednostki SUR2A w kardiomiocytach $winek morskich
[69]. Zatem brak efektu dziatania pinacidilu w grupie samic $winek morskich
wioshg moze by¢ zwigzany z wystepowaniem w tym okresie podwyzszonego
stezenia estrogenu i w zwigzku z tym wzrostem ilosci podjednostki SUR2A.
Mogto dojs¢ do nadmiaru liczby podjednostek SUR2A w poréwnaniu do
Kir6.2. Pinacidil zostat zwigzany z podjednostkami SUR2A, kitdre nie byty
potaczone z podjednostkami Kir6.2 w funkcjonalny kanat potasowy i w ten
spos6b aktywator zostat unieczyniony. Obserwowana, po wstepnym
chronotropowo dodatnim efekcie, tendencja do zmniejszenia akcji serca pod
wptywem wyzszych stezen pinacidilu w grupie samic wiosng potwierdza
powyzszg hipoteze (ryc.6). Ponadto, nasze wyniki wskazujg, ze
chronotropowo ujemny efekt diazoksydu zaréwno w grupie samic jak i
samcoéw byt wywotany za posrednictwem aktywacji btonowych kanatéw
K'atp, poniewaz na efekt ten nie wptywat selektywny inhibitor
mitochondrialnych  kanatébw K'atp  (5-HD) w  przeciwienstwie do
glibenklamidu. Hipoteze te potwierdzajg wyniki Suzuki i wsp., ktérzy wykazali
kardioprotekcyjne dziatanie diazoksydu za posrednictwem aktywacji
btonowych kanatéw K*arp a nie mitochondrialnych [81]. Wiadomo rowniez, ze
wrazliwos¢ btonowego kanatu potasowego ATP zaleznego kardiomiocyta na
diazoksyd rosnie wraz ze wzrostem stezenia w srodowisku MgADP [24, 34].
Doktadna lokalizacja miejsca wigzania diazoksydu z podjednostkg SUR nie
jest znana. Wydaje sie na podstawie wyzej przedstawionych wynikéw, ze
diazoksyd i pinacidil majg rézne miejsca wigzania, poniewaz tylko pinacidil
nie wywotat chronotropowo ujemnego dziatania w grupie samic wiosna, kiedy
to jest wyzsze stezenie estrogenu i wieksza liczba podjednostek SUR2A.
Warto dodag, ze pinacidil w doswiadczeniach na krélikach in vitro, w niskich

stezeniach (1,25 pM) powodowat zwiekszone wystepowanie komorowych
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zaburzen rytmu w trakcie hipoksiji i reperfuzji [31]. Jest to zgodne z wynikami
niniejszej pracy, w ktorej pinacidil w stezeniach od 1 do 10uM wywotywat
przy$pieszenie akcji serca u samic swinek morskich wiosng i wykazywat
statystycznie mniejszg efektywnos¢ w poréwnaniu do diazoksydu w grupie
samcow (tabela 5). Obecnie efekt proarytmiczny przypisuje sie aktywac;ji
kanatéw sarc-K "atp i sugeruje sie zachowanie duzej ostroznosci w trakcie
niespecyficznej aktywacji kanatow K *arp w przebiegu hipoksji i reperfuzji
[31].

Na uwage zastuguje zaobserwowany efekt inotropowo dodatni
diazoksydu w prawym przedsionku serca swinki morskiej. Wiadomo, ze u
Swinek morskich wystepuje wprost proporcjonalna zaleznos¢ miedzy akcjg
serca a sitg skurczu [36]. Zatem chronotropowo ujemny efekt powinien byé
zwigzany ze zmniejszeniem sity skurczu. Jednak w przedstawionej pracy
obserwowano inotropowo dodatni efekt diazoksydu. Dziatanie to byto
hamowane zarébwno przez glibenklamid jak i selektywny bloker
mitochondrialnych kanatow K *atp co sugeruje, ze w tym mechanizmie
posredniczy otwarcie kanatéw mito- K “arp. Diazoksyd otwierajac mito- K “arp
kanat, zwieksza stezenie jonow Ca2+ wewnairz kardiomiocyta w wyniku
zmniejszenia wychwytu z cytozolu oraz zwiekszenia uwalniania jonéw
wapnia z mitochondriow do cytoplazmy [37, 65, 66, 102]. Zwiekszenie
wewnatrzkomérkowego stezenia jondéw wapniowych powoduje wzrost sity
skurczu. Zastanawiajaca jest obserwacja, ze diazoksyd wywotat efekt
inotropowo dodatni tylko w grupie samcéw. Wyttumaczeniem moze by¢
wieksza $rednica por dla wyptywajacych jonéw Ca2+ w btonie mitochondriéw
w grupie samcéw w poroéwnaniu z samicami. Diazoksyd w ré6znych modelach
doswiadczalnych wykazuje zaréwno inotropowo dodatnie jak i ujemne
dziatanie w wyniku aktywacji mito- K'arp [22, 86]. Deja i wsp. wykazali, ze
diazoksyd wywotuje intropowo ujemny efekt na beleczke przedsionka serca
ludzkiego [22]. Dziatanie to obserwowano przy stosunkowo wysokich
stezeniach diazoksydu, ECsy wynosito 110 uM [22]. Najprawdopodobniej
przyczyny w réznym dziataniu diazoksydu mozna dopatrywaé sie w
odmiennosciach gatunkowych badanych grup. W kolejnej pracy
zaobserwowano, ze diazoksyd zwiekszyt site skurczu serca w wyniku

wzrostu produkcji wolnych rodnikéw [86]. Otwarcie mito- K *atp pozwala na
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wyptyw jonéw H* i naptyw jonéw K* do mitochondrium, prowadzac do
alkalizacji i wzrostu produkcji wolnych rodnikéw (ROS) [25, 64]. ROS
prowadzg do aktywacji kinazy biatkowej C, ktéra przekazuje sygnat
prowadzacy do kohcowego efektu — kardioprotekcji [64]. Zatem wzrost
produkcji ROS moze bra¢ udziat w mechanizmie zwiekszenia sity skurczu
przez diazoksyd. Hipoteze te potwierdza obserwowany brak znamiennego
wptywu pinacidilu na site skurczu zaréwno u samic jak i samcéw. Do tej pory
nie opisano wptywu pinacidilu na produkcje ROS. Pinacidil dziatat w wyniku
aktywacji btonowych kanatow K “arp, ktérych otwarcie prowadzi do
zmniejszenia stezenia jonéw Ca2+ w kardiomiocycie, co sprzyja
zmniejszeniu sity skurczu. W doswiadczeniach na izolowanych sercach
mysich pinacidil powodowat efekt inotropowy ujemny, ktéry byt odwracany
przez glibenklamid [79]. Obserwacja ta jest zgodna z hipotezg zmniejszenia
stezenia jon6bw wapnia w cytoplazmie kardiomiocytéw w wyniku otwarcia
sarc-K *arp. Wyniki uzyskane na modelu mysim powinno sie bardzo ostroznie
odnosi¢ do wynikéw uzyskanych w badaniach na wiekszych ssakach ze
wzgledu na duza réznice w podstawowe] akcji serca, ktdéra u myszy jest 10
razy szybsza w poréwnaniu do ludzi.

Podobne réznice jak wyzej opisane stwierdzono réwniez w efektach
aktywatoréow kanatow potasowych ATP- zaleznych na miesniach gtadkich
naczyn tetniczych. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono,
ze pinacidil w odrdznieniu od diazoksydu wywierat rozny wptyw na miesnie
gtadkie aorty $winek morskich w zaleznosci od ptci. Pinacidil wywotuje
relaksacje aorty za posrednictwem aktywacji kanatow K *atp wystepujacych w
miedniach gtadkich naczyn [62, 79, 101]. W skilad tego kanatu wchodzg
podjednostki Kir6.1 i SUR2B [100, 101]. Pinacidil podawany dozylnie
genetycznie zmodyfikowanym myszom Kir6.1* / * obniza $rednie ci$nienie
tetnicze w przeciwienstwie do myszy Kir6.1 /", u ktérych takiego efektu nie
zaobserwowano [77]. Znamiennie ostabione dziatanie pinacidilu w grupie
samic wiosng, zarbwno na akcje serca jak i rozkurcz aorty nasuwa i w tym
przypadku podobne wyttumaczenie polegajace na wptywie estrogenu na
mechanizm dziatania pinacidilu. Wiosna, kiedy wystepuje okres
reprodukcyjny swinek morskich, we krwi samic wzrasta poziom 17-beta-

estradiolu. Jednak, do tej pory nie ma badan stwierdzajgcych wptyw tego
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hormonu na ekspresje biatek podjednostek kanatéw K*arp wystepujacych w
miesniach gtadkich naczyn. Badania molekularne okre$lajace wptyw
estrogenu na ekspresje kanatbw K “atp W miesniach gtadkich naczyn
mogtyby wyjasni¢ powyzszg hipoteze. Wydaje sie mozliwe, ze wyzszy
endogenny poziom estrogenu w okresie reprodukcyjnym u samic swinek
morskich zmniejsza reaktywno$¢ naczyn poprzez wptyw na s$rédbtonek.
Uzyskane wyniki moga sugerowaé, ze 17B-estradiol uposledza funkcje
srodbtonka, kitéry w doswiadczeniach nie byt usuwany i w ten sposoéb
uposledzat rozkurcz naczynia. Sprzeczne z powyzszg hipotezg sg badania
Bowyer'a, w ktérych nie wykazano wptywu zmian stezenia endogennego
estrogenu na reaktywnos¢ naczyn u kobiet w wieku reprodukcyjnym [11].
Roéwniez nie potwierdzajg tej hipotezy szeroko rozpowszechnione opinie o
antyoksydacyjnej, ochronnej roli estrogenu na $rodbtonek, wzroscie
uwalniania NO ze s$rédbtonka oraz wzroscie ekspresji i aktywnosci
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu eNOS przez estrogen [28, 47, 96].
Jednak inna praca donosi, ze 17B-estradiol zwiekszat remodeling miesnia
sercowego i Smiertelno$¢ w wyniku nagtej smierci sercowej [29]. Ryzyko
nagtej Smierci sercowej rosnie wraz z wzrostem przebudowy miesnia
sercowego. Spekulowa¢ mozna, ze estrogen spowodowat zmniejszenie
podatnosci naczyh wiehcowych, niedokrwienie i zaburzenia rytmu
prowadzace do nagtej Smierci sercowej. Sprzeczne obserwacje dotyczace
wptywu estrogenu na naczynia sktaniajg do stwierdzenia, ze wyniki uzyskane
w tej pracy sg efektem dziatania nie poznanych do tej pory mechanizméw,
ktére wymagajg dalszych badan.

Potwierdzenie wptywu estrogenu na funkcje kanatow K*atp w miesniu
sercowym i miesniach gtadkich naczyh dokonano badajgc efekty estrogenu u
samcéw oraz zablokowania receptorow estrogenowych u samic za pomocag
tamoksifenu.

Nalezy doda¢, ze podobne wyniki uzyskat Tsang w badaniach na
szczurach, w ktorych 17B-estradiol w stezeniach bliskim fizjologicznym
hamowat rozkurcz aorty wywotany pinacidilem i kromakalimem [89]. 17[3-
estradiol moduluje zatem nie tylko zdolno$¢ pinacidilu ale i innych
aktywatorow (PCOs) do otwarcia kanatéw K'arp w naczyniach. lIstniejg

sprzeczne doniesienia z wczesniej opisanymi, w ktérych 17B-estradiol w
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fizjologicznych stezeniach nasilat rozkurcz naczyn wiencowych u $win
powodowany przez kromakalim i pinacidil [84]. Réznica moze wynika¢ z
roznej wrazliwosci na hormon w zaleznosci od gatunku zwierzecia i skfania
do bardzo ostroznej interpretacji wynikéw. Obserwacje te sg zgodne i
potwierdzajg szeroko opisane relaksacyjne dziatanie 17p-estradiolu na
naczynia poprzez bezposrednig aktywacje kanatéw K'atp w migsniach
gtadkich naczyh oraz zmniejszenie wydzielania endoteliny-1 [35, 48].
Estrogen podnosi poziom adenozyny, bradykinin, tlenku azotu zwigzkéw
bioracych aktywny udziat w otwieraniu kanatéw K" ATP zaleznych oraz
zwieksza wrazliwos¢ komorki na opioidy i w ten sposéb posredniczy w
aktywacji kanatéw potasowych ATP zaleznych [35]. Zapobieganie skurczowi
naczynia wiencowego zwigzany ze zmniejszeniem uwalniania endoteliny -1
zachodzi z pominieciem receptora estrogenowego [48]. Dlatego wydaje sie
by¢ oczywiste, ze estrogen zarbwno u kobiet jak i u mezczyzn efektywnie
hamuje skurcz naczyn wiencowych w trakcie koronaroplastyki [48]. W naszej
pracy 17p-estradiol podawany samcom oraz endogenny podwyzszony
poziom tego hormonu wiosng u samic zmniejszat rozkurcz naczynia pod
wptywem pinacidilu. Efekt wywierany przez endogenny estrogen u samic
hamowany byt przez bloker receptoréw estrogenowych; tamoksifen. Wydaje
sie, ze mechanizm dziatania 17B-estradiolu na rozkurcz naczynia pod
wptywem pinacidilu zachodzi za posrednictwem receptora estrogenowego
jak i bezposrednio przez wptywu na kanat potasowy ATP- zalezny w
miesniach gtadkich aorty.

W kolejnej pracy, tym razem wykonanej na psach, ktére otrzymywaty
17beta-estradiol przez dwa tygodnie tetnice wiencowe znamiennie lepiej
rozkurczaly sie po epizodzie niedokrwienia, pod wptywem acetylocholiny
(Ach) w poréwnaniu do grupy kontrolnej [47]. Nalezy zwréci¢ uwage, ze
estrogen wykazat sie w powyzszej pracy dziataniem ochronnym na naczynia
w trakcie niedokrwienia. Estrogen charakteryzuje sie wtasciwosciami
antyoksydacyjnymi prowadzacymi do zmiatania wolnych rodnikow oraz
zapobiegania utleniania LDL co w konsekwencji daje poprawe funkcji
srodbtonka w trakcie niedokrwienia i wiasciwosci wazodylatacyjnych
naczynia [57]. W naszych doswiadczeniach badano wptyw estrogenu na
reaktywnos¢ naczyn pod wptywem pinacidilu w warunkach fizjologicznych.
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Stwierdzono, ze estrogen zmniejsza zdolnos¢ pinacidilu do relaksacji miesni
gtadkich aorty $winek morskich. Dziatanie to jest odwracane przez
tamoksifen. Na podstawie uzyskanych przez nas wynikbw mozemy
przypuszczaé, ze 17B-estradiol reguluje tgczenie sie pinacidilu z miejscem
wigzacym na podjednostce SUR2B kanatu K'atp w miesniach gtadkich aorty,
lub wywiera nieznane dziatanie zalezne od receptora estrogenowego, czy
wptywa na do tej pory nieznhane nam mechanizmy pochodzenia
srodbtonkowego prowadzace do zmniejszenia rozkurczu naczynia pod
wptywem pinacidilu. Wydaje sie, ze enzym dehydrogenaza mleczanowa
(LDH) moze w tej interakcji estrogenu z kanatami K*atp W sercu i naczyniach
odgrywac istotna role. Mianowicie, Crawford i wsp. wykazali, ze miesniowa
dehydrogenaza mleczanowa (M- LDH) stanowi integralng cze$¢ kanatu K*atp
kardiomiocyta [20]. Zwigzana jest ona zaréwno z podjednostkg biatkowg
Kir6.2 jak i SUR2A . M- LDH ma zdolnos¢ regulowania aktywnosci kanatu
Kir6.2 / SUR2A [20]. Enzym zwieksza aktywnos$¢ kanatow K'atp w trakcie
niedokrwienia i chroni komérki miesnia sercowego przed uszkodzeniem [20].
Na podstawie naszych badan stwierdzono, ze 173-estradiol podawany
samcom zmniejszat a tamoksifen w grupie samic zwiekszat zaréwno stezenie
dehydrogenazy mleczanowej jak i H-LDH (ryc.11, ryc.12). Hamowanie
produkcji LDH pod wptywem estradiolu zostato juz wczesnigj
zaobserwowane [16, 46]. Wykazano, ze estrogen zapobiega uszkodzeniu
kardiomiocytow w trakcie nadmiernej aktywacji uktadu adrenergicznego w
przebiegu niedokrwienia, co manifestuje sie znamiennym zmniejszeniem
poziomu LDH w surowicy krwi [46]. Na podstawie przeprowadzonych badan,
stwierdzono takze znamiennie mniejsze stezenie zaréwno LDH jak i H-LDH
w grupie kontrolnej samic w poréwnaniu z grupg kontrolng samcéw. Pomiary
w grupie kontrolnej samic dokonywane bylty w trakcie ruji, w ktérym
odnotowuje sie wyzszy poziomu endogennego estrogenu. Zatem wydaje sie,
ze endogenny poziom estrogenu moduluje stezenie LDH u osobnikéw pici
zenskiej. W naszych badaniach takze podawanie estradiolu samcom
obnizato poziom LDH. Zatem 173-estradiol moduluje poziom dehydrogenazy
mleczanowej niezaleznie od pfci i dziatanie to wydaje sie odbywacé za
posrednictwem receptora estrogenowego. Nizszemu poziomowi H-LDH w

grupie samic jednoczesnie towarzyszyt brak chronotropowo ujemnego
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dziatania pinacidilu. Obserwowana korelacja miedzy brakiem chronotropowo
ujemnego efektu pinacidilu a niskim poziomem H-LDH sugeruje wptyw tego
enzymu na podjednostke SUR2A warunkujaca prawidtowa reakcje badanego
aktywatora z kanatem K¥arp. . Uzyskane wyniki wymagajg dalszych
wnikliwych eksperymentéw oceniajacych wzajemny wptyw zaréwno
pinacidilu, 17B-estradiolu jak i enzymu H-LDH.

Reasumujac, wydaje sie, ze jednym 2z najbardziej zasadniczych
mechanizméw réznigcych funkcje uktadu krazenia i wptywajacych na
zapadalnos¢ na choroby u samic i samcow (jak i u kobiet i mezczyzn) to
funkcja kanatéw K* ATP- zaleznych w sercu i w mie$niach gtadkich naczyn.
Pomimo coraz wiekszych zasob6w wiedzy o regulacji pracy i roli tych
kanatow, dalsze badania w tej dziedzinie sg konieczne. Na podstawie
naszych obserwacji mozemy stwierdzi¢, ze 17p-estradiol zmniejsza poziom
LDH i H- LDH oraz aktywnos$¢ pinacidilu wzgledem kanatéw K*arp w miesniu
sercowym i w miesniach gtadkich naczyh swinek morskich, co moze
przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia ztozonych mechanizmow interakcji
estrogenu z kanatami jonowymi i w przysziosci moze doprowadzi¢ do

bardziej skutecznego leczenia chordb uktadu krgzenia u kobiet.
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6. WNIOSKI

1. Aktywacja farmakologiczna kanatow K'atp wywiera rézny wptyw na
prace serca u samic i samcow. Diazoksyd zmniejsza czestosS¢ pracy
serca samic i samcow i zwieksza site skurczu u samcow. Pinacidil
zmniejsza czesto$¢ pracy serca u samic tylko jesienig. Nie wptywa
istotnie na czestosS¢ pracy serca samic wiosng, kiedy jest wysokie
stezenie endogennego estrogenu. Pinacidil u samcéw nie wptywat
istotnie na site skurczu.
17B-estradiol catkowicie hamuje chronotropowo ujemny efekt
pinacicidilu u samcéw. Tamoksyfen przywraca wrazliwo$¢ miesnia

sercowego samic na pinacidil.

2. Stezenia dehydrogenazy mleczanowej i sercowej dehydrogenazy
mleczanowej sg wyzsze u samcodw w pordéwnaniu do samic.

17B-estradiol podawany samcom obniza stezenie LDH i H-LDH.

3. Aktywacja farmakologiczna kanatéw K*arp wywiera rézny wptyw na
kurczliwo$¢ miesni gtadkich aorty u samic i samcéw. Diazoksyd
rozkurcza miesnie gtadkie aorty u samic i samcéw. Pinacidil rozkurcza
miesnie gtadkie aorty u samic tylko jesienia. Nie wptywa istotnie na
rozkurcz aorty samic wiosna, kiedy jest wysokie stezenie endogennego
estrogenu. Pinacidil u samcdw rozkurcza aorte zarobwno wiosng jak i
jesienia.
17B-estradiol hamuje rozkurczajgce dziatanie pinacidilu u samcow.

Tamoksyfen zwieksza rozkurcz aorty pod wptywem pinacidilu u samic.
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7. STRESZCZENIE

Roznice w czestosci wystepowania choréb uktadu krgzenia wsrod
kobiet i mezczyzn zaobserwowano juz pét wieku temu. Ryzyko chordb
naczyniowo sercowych u mezczyzn rosnie stopniowo wraz ze starzeniem sie
organizmu, w przeciwienstwie do kobiet, u ktdérych ryzyko gwattownie
wzrasta po menopauzie.

Ostatnio coraz czesciej spotykamy sie z dowodami potwierdzajgcymi
roznice w wrazliwosci miesnia sercowego na stres metaboliczny i réznice w
aktywnosci endogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych w zaleznosci
od ptci. Jednym z endogennych mechanizméw odgrywajacych wazng role
kardioprotekcyjng jest aktywacja kanatéw K¥arp zaleznych w miesniu
sercowym. Ich otwarcie chroni komérki miesnia sercowego w trakcie
niedotlenienia. Estrogen zwieksza liczbe aktywnych kanatéw K*atp zaleznych
w miesniu sercowym samic swinek morskich.

Wiadomo ze, gesto$¢ kanatdw K*atp zaleznych w miesniu sercowym
samic jest Scisle zwigzana z malejagcym w miare starzenia sie poziomem
estrogenu. Wydaje sie, ze jednym z najbardziej zasadniczych mechanizméw
roznigcych funkcje uktadu krazenia i wptywajacych na zapadalnos¢ na
choroby uktadu krazenia u samic i samcéw (jak i u kobiet i mezczyzn) to
funkcja kanatéw K*atp zaleznych w sercu i w miesniach gtadkich naczyn.
Dlatego celem pracy bylo poréwnanie efektéw aktywacji kanatow K'atp
zaleznych w miesniu sercowym i miesniach gtadkich aorty u samic i samcéw
swinki morskiej oraz w obecnosci 173-estradiolu i tamoksyfenu. Okreslono
takze stezenia dehydrogenazy mleczanowej i sercowej dehydrogenazy
mleczanowej u samic i samcdédw Swinek morskich i zbadano wptyw 17[3-
estradiolu i tamoksyfenu na poziom wymienionych enzymow.

Doswiadczenia przeprowadzono na $winkach morskich obojga pfci.
Samice podzielono na grupe kontrolng i grupe, ktdéra otrzymywata
podskérnie, tamoksifen. Samce podzielono na grupe kontrolng i grupe
otrzymujgca podskérnie 17-B- estradiol. W wymienionych grupach
obserwowano wptyw aktywatoréw kanatdw K'arp zaleznych ( pinacidilu,
diazoksydu, rilmakalimu) na site skurczu i akcje serca oraz rozkurcz miesni

gtadkich aorty piersiowej. Pomiary sity skurczu i akcji serca wykonywano na
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izolowanym spontanicznie bijgcym prawym uszku serca. Pomiary
kurczliwo$ci naczyn wykonywane byly na izolowanej aorcie piersiowej.
Wykonano pomiary stezenia dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz
sercowej dehydrogenazy mleczanowej (H-LDH) w surowicy krwi. Stezenie
LDH i H-LDH mierzone byto za pomoca automatycznego spektrofotometru.

Na podstawie wykonanych eksperymentéw stwierdzono, ze aktywacja
farmakologiczna kanatow K'arp wywiera rézny wptyw na prace serca i
rozkurcz miesni gtadkich aorty u samic i samcow. Diazoksyd rozkurcza
miesnie gtadkie aorty, zmniejsza czesto$¢ pracy serca u samic i samcow i
zwieksza site skurczu u samcéw. Pinacidil rozkurcza aorte i zmniejsza
czestos¢ pracy serca u samic tylko jesienig. Nie wptywa istotnie na rozkurcz
aorty i czestos¢ pracy serca samic wiosng, kiedy jest wysokie stezenie
endogennego  estrogenu.  17B-estradiol hamuje  rozkurczajgcy i
chronotropowo ujemny efekt pinacicidilu u samcéw. Tamoksyfen przywraca
wrazliwos¢ miesnia sercowego samic na pinacidil. U samcow stwierdzono
wyzsze stezenie dehydrogenazy mleczanowej i sercowej dehydrogenazy
mleczanowej w poréwnaniu do samic. 17B-estradiol u samcdédw znamiennie
obniza stezenie LDH i H-LDH. Wyniki badan sugerujg zaleznos¢ miedzy 173-
estradiolem, LDH i aktywacjg kanatow K*atp przez pinacidil.

17B-estradiol zmniejsza poziom LDH i H-LDH oraz aktywnos$é
pinacidilu wzgledem kanatéw K*atp w miesniu sercowym i miesniach gtadkich
naczyn swinek morskich. Wyjasnienie wszystkich mechanizméw wptywu
estrogenu na funkcje i prace tych kanatéw, z pewnoscig przyczyni sie do
bardziej skutecznej i zaleznej od ptci terapii choréb uktadu krazenia.
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8. SUMMARY

Gender—specific differences in incidence of cardiovascular diseases
were first recognized for more than half a century ago. The risk of heart
disease in male increases constantly with age, premenopausal women have
a significantly lower risk that rapidly increases after menopause. Recently
some evidence has been provided that there are gender-based differences in
cardiac response to a metabolic stress and in efficiency of endogenous
cardioprotective mechanisms.

The activation of K'arp sensitive channels in cardiac myocytes is one of
the most important cardioprotective mechanisms in heart. The opening of
K*atp sensitive channels protects the heart against injury during ischaemia.
Estradiol increases the level of active K'atp sensitive channels in cardiac
cells. It is known that ageing is associated with decrease in numbers of K'arp
sensitive channels in female hearts and with age-dependent decrease in
concentration of circulating estrogens. It seems that gender- specific
differences in function of K'atp sensitive channels in cardiac myocytes and
vascular smooth muscles play one of the most important role in prevalence
and incidence of cardiovascular diseases. That is why the aim of this study
was to compare the effects of the openinig of K'atp sensitive channels in
cardiac myocytes and vascular smooth muscles in male and female guinea
pigs and in presence of 17B- estradiol and tamoxifen. Additionally, we
measured concentration of total lactate dehydrogenase (LDH) and heart form
of lactate dehydrogenase (H-LDH) in males and females and we investigated
the influance of 17B- estradiol and tamoxifen on the level of LDH and H-LDH.
Experiments were performed on guinea pigs of both genders. Females were
divided into control group and experimental group pretreated by tamokxifen.
Males were divide into control group and experimental group pretreated by
17B- estradiol. We observed the effects of activators (pinacidil, diazoxid,
rilmakalim) of K'arp sensitive channels in cardiac myocytes and vascular
smooth muscles in control and experimental groups. We used spontaneously
beating right atria to measure heart rate and force of contraction.
Vasorelaxant effects were examined on the isolated thoracic aorta. Total and
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heart form of lactate dehydrogenase were measured in serum by automatic
spectrophotometer analyzer.

In the study we showed that there are gender- specific differences in
effects of activation of K'atp sensitive channels in cardiac myocytes and
vascular smooth muscles. Diazoxid induced similar negative chronotropic
and vasorelaxant effects in females and males and additionally, positive
inotropic effect was noted only in males. On the other hand, pinacidil induced
significant decrease in heart rate and vasorelaxation in females only in the
fall season. Attenuation of heart rate and vasorelaxation in a presence of
pinacidil did not appeared in female guinea pigs in spring when there is high
level of endogenous estrogens. 173- estradiol prevented pinacidil-induced
slowing of heart rate and vasorelaxation of aorta in males. On the other hand
tamoxifen rendered females’ right atria to decrease rate of heart beating and
vascular smooth muscle to relaxation in the presence of pinacidil. LDH and
H-LDH concentration were significantly higher in the control male group than
in the control female group. 17B- estradiol significantly decreased LDH and
H-LDH in males. Our data obtained correlation between 17p- estradiol,
concentration of LDH and H-LDH and activation of K*atp sensitive channels
in cardiac myocytes and vascular smooth muscles in the presence of
pinacidil.

17B- estradiol increases the level of LDH and H-LDH and prevents
pinacidil-induced openinig of K*atp sensitive channels in cardiac myocytes
and vascular smooth muscles. Obviously, further experiments are required to
elucidate precise mechanism of interaction between pinacidil, estrogen, LDH
and H-LDH.
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