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1.WSTEP

Cigzka posocznica jest druga, co do czestoSci przyczyna zgonu pacjentOw na
oddziatach intensywnej terapii po incydentach sercowo-naczyniowych. Smiertelno$é
wsrod pacjentow, u ktorych rozwinal si¢ zespot wielonarzadowej niewydolnosci waha
si¢ od 30% do 70%. Kluczowe elementy ewolucji posocznicy obejmuja uwalnianie
prozapalnych cytokin, rozlany uraz wewnatrznaczyniowy 1 prokoagulacyjna odpowiedz
gospodarza z nastgpujaca po niej dysfunkcja narzadow.

W latach osiemdziesiatych 1 wczesnych dziewigédziesiatych rosnace
zrozumienie mechanizméw lezacych u podloza rozwoju posocznicy doprowadzito do
testowania réznych lekow, ktérych celem bylo blokowanie poszczegdlnych etapow w
jej patogenezie. Niestety wyniki okoto osiemdziesigciu badan klinicznych
potencjalnych lekéw, kilka najbardziej obiecujacych dotarto nawet do fazy trzeciej, nie
przyniosty spodziewanych rezultatow [45].

Jedna z porazek byla proba zmniejszenia tworzenia  czynnika
naczyniorozszerzajacego, jakim jest tlenek azotu (NO), poprzez selektywne blokowanie
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS). Przestanka do tego typu interwencji byto
stwierdzenie zwigkszonej ekspresji iNOS, a co za tym idzie tworzenia NO, w wyniku
kontaktu organizmu z endotoksyna bakteryjna [13]. Wigkszos$¢ ze szkodliwych efektow
uwalniania prozapalnych cytokin we wstrzasie septycznym zostalo przypisanych
ogromnym iloSciom uwalnianego tlenku azotu, a precyzujac nadtlenkowi azotu
(nadtlenoazotyn) bedacego produktem reakcji tlenku azotu (NO) i anionorodnika
ponadtlenkowego (O,"). Niekorzystne dziatanie nadmiernych ilosci NO uwidacznia si¢
gléwnie podczas procesow patologicznych, ktorym towarzyszy rdwniez zwigkszone
generowanie reaktywnych form tlenu (RFT; reactive oxygen species = ROS).

Kryteriom tym odpowiada wstrzas septyczny, wigc pojawila si¢ koncepcja interwencji



W proces patologiczny poprzez zmniejszenie dostepnosci i/lub dziatania reaktywnych
form tlenu [27].

Konsekwencja nabycia przez mikroorganizmy, droga ewolucji, zdolnosci do
oddychania tlenowego i co jest z tym nierozerwalnie zwiazane tworzenia reaktywnych
form tlenu stala si¢ konieczno$¢ wyksztatcenia odpowiednich enzymow
antyutleniajacych w celu zrownowazenia toksycznych efektéw wywieranych przez
powstajace metabolity tlenowe. Niskie poziomy RFT sa niezbedne dla prawidlowego
przebiegu  sygnalizacji = migdzykomoérkowej oraz  zapewniaja  prawidlowe
funkcjonowanie komorek. W warunkach fizjologicznych zachowana zostaje
rownowaga pomigdzy poziomem RFT produkowanych podczas normalnego
metabolizmu komoérkowego a poziomem endogennych antyoksydantow, ktérych
zadaniem jest ochrona tkanek przed urazem oksydacyjnym. Zaklécenie tej rownowagi
zardwno przez zwigkszona produkcje RFT (np. we wstrzasie septycznym) jak réwniez
zmniejszony poziom antyoksydantow, powoduje wywotanie zjawiska okreslanego
mianem stresu oksydacyjnego. Z kolei stres oksydacyjny, odgrywa znaczaca rolg w
patogenezie szeregu powaznych schorzen obejmujacych migdzy innymi: choroby
uktadu sercowo-naczyniowego (miazdzyca, nadci$nienie, posocznica, cukrzyca,
reperfuzja po niedokrwieniu), zaburzenia neurologiczne (funkcje poznawcze,
niedokrwienie mozgu, uraz, rodzinna amyloidowa polineuropatia typu I), zapalne

choroby stawdw, choroby pluc i przyspieszone starzenie [9, 38].



1.1 Charakterystyka wolnych rodnikéw

Atom lub czasteczka majace jeden lub wigcej niesparowanych elektrondw na
zewngetrznej powtoce jest nazywany wolnym rodnikiem. Okreslenie ,,wolny” oznacza,
ze atom lub czasteczka sa zdolne do samodzielnego istnienia [wg wspodtczesnego
mianownictwa wolne rodniki = reaktywne formy tlenu — reactive oxygen species —
ROS; czasami uzywany bywa takze termin ,,reaktywne formy azotu” — reactive nitrogen
species — RNS- w odniesieniu tylko do tlenku azotu i nadtlenoazotynu] [47].

Wolne rodniki sa bardzo reaktywnymi chemicznie czasteczkami dzigki
obecnos$ci niesparowanych elektronow. Nie wszystkie jednak wolne rodniki wykazuja
jednakowy stopien reaktywnos$ci, np. tlen nie jest zbyt reaktywny, chociaz ma dwa
niesparowane elektrony. Przyczyna stosunkowo niskiej reaktywnosci tlenu jest kierunek
spinu obu niesparowanych elektronéw. Elektrony o tym samym kierunku spinu nie
moga zajmowac tego samego orbitalu. W zwiazku z tym czasteczka tlenu nie moze
przyja¢ pary elektronéw na jeden orbital, poniewaz zgodnie z zasadami mechaniki
kwantowej nie moze on zawiera¢ dwoch elektronéw o tym samym kierunku spinu. Z
zastrzezenia tego wynika, ze tlen moze przylaczy¢ tylko pojedynczy elektron i dlatego
do redukcji molekularnego tlenu niezbgdne sa liczne rekcje, podczas ktorych powstaja

wysoce reaktywne produkty posrednie [32].



1.1.1 Szlak metaboliczny tlenu

Tlen jest metabolizowany na koncu tancucha reakcji elektrondow i protondéw. Do
catkowitego zredukowania tlenu czasteczkowego do wody niezbedne sa cztery
elektrony 1 cztery protony (Ryc.1.1). W pierwszej reakcji do tlenu przytaczany jest
elektron 1 powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (Oy 7). Zwraca uwageg kropka przy
symbolu nadtlenka, ktéra oznacza nie sparowany elektron i1 jest umownym symbolem
wolnego rodnika. W wyniku dodania jednego elektronu, do anionorodnika
ponadtlenkowego, reakcja katalizowana przez dysmutazg ponadtlenkowa (SOD),
powstaje nadtlenek wodoru, silny utleniacz. Nadtlenek wodoru jest bardzo mobilny,
fatwo przechodzi przez btony komorkowe. Jest silng toksyna komorkowa, znane jest
jego dzialanie uszkadzajace komorki srodblonka. Nie jest wolnym rodnikiem, lecz
moze tworzy¢ wolne rodniki (rodniki wodorotlenowe) i1 dziata¢ toksycznie. Nadtlenek
wodoru jest substratem dla czterech typow reakcji: 1/ w obecnosci Zelaza stuzacego
jako katalizator a zarazem donor elektronu wulega dysocjacji do rodnika
wodorotlenowego 1 jonu wodorotlenowego (reakcja Fentona). Rodnik wodorotlenowy
jest niezwykle aktywny. Jest jedna z najbardziej reaktywnych czasteczek chemicznych i
czgsto reaguje z innymi czastkami chemicznymi znajdujacymi si¢ nawet w odleglosci
pigciokrotnie wigkszej od rozmiaru czasteczki. Jest zdolny do utlenienia kazdej
czasteczki organizmu. Wysoki stopien reaktywnosci ogranicza ruchliwo$¢ tego rodnika.
Koncowa reakcja w metabolizmie tlenu jest dodanie elektronu do rodnika
wodorotlenowego 1 powstanie dwoch czasteczek wody. 2/ 1 3/ W reakcjach
katalizowanych przez katalazg 1 peroksydazg glutationu nadtlenek wodoru
przeksztatcany jest bezposrednio do wody z pominigciem rodnika wodorotlenowego.

4/ Metabolizm tlenu w neutrofilach ma dodatkowy szlak, w ktérym peroksydaza

leukocytarna w wyniku chlorowania nadtlenku wodoru tworzy kwas podchlorawy. Po



aktywacji  neutrofili  przechodzenie tlenu w nadtlenek wodoru wzrasta
dwudziestokrotnie. Nazywane jest to ,,wybuchem oddechowym”. Przy wzroscie
metabolizmu 40% nadtlenku wodoru przeksztalcane jest w podchloryn a reszta w
rodniki wodorotlenowe. Podchloryn jest aktywnym sktadnikiem powszechnie
stosowanych wybielaczy. Jest silnym $rodkiem bakteriobdjczym w ciagu milisekund

zabijajacym bakterie [32].
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Ryc.1.1 Szlak metaboliczny tlenu [32].



1.1.2 RFT w naczyniach; zrédta i dziatanie

Komorki naczyn narazone sa na dziatanie utleniaczy zaréwno w sposob
parakrynny jak i autokrynny. Granulocyty obojgtnochtonne i monocyty uwalniaja
nadtlenek wodoru w takich warunkach jak np. reperfuzja po okresie niedokrwienia czy
zapalenie. Dodatkowo tak komorki $rédbtonka jak i migéni gltadkich naczyn uwalniaja
szereg utleniaczy mogacych dziala¢ bezposrednio i1 posrednio na sygnalizacjg
komoérkowa. Komorkowe Zrédta reaktywnych form tlenu przedstawione sa na Ryc. 1.2

[4, 31].
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Ryc.1.2 Zrodta reaktywnych form tlenu w komérkach naczyn [31].



a) Tlenek azotu (NO)

Tlenek azotu syntezowany jest i w komoérkach §rodblonka 1 w komoérkach migéni
gtadkich naczyn. L-arginina podlega pigciostopniowemu utlenieniu przez syntaze tlenku
azotu (NOS) w L-cytruling 1 NO. Kofaktorami reakcji sa: NADPH,
tetrahydrobiopteryna  (BH4), dinukleotyd flawinowo-adeninowy (FAD) i
mononukleotyd flawinowy (FMN). Wprawdzie w naczyniach krwiono$nych obecne sa
wszystkie trzy izoformy NOS (eNOS-$rodblonkowa; iNOS-indukaowalna i nNOS-
neuronalna) to obecnie najwigksze znaczenie w biologii naczyn przypisuje si¢ eNOS i
iNOS. Przeptyw substratow przez eNOS powoduje tworzenie NO w stezeniach
nanomolarnych 1 jest generalnie powiazane z cytoprotekcyjnym dziataniem NO i
utrzymywaniem homeostazy naczyniowej. Przeptyw substratoéw przez iNOS powoduje
tworzenie NO w stezeniach mikromolarnych i jest powiazane z cytotoksycznym
dziataniem NO i wywolywaniem patologii naczyniowych.

Dziatanie NO w naczyniach:

1/ regulacja napigcia naczyniowego; niskie stgzenia NO produkowane przez komorki
srddbtonka rozkurczaja komorki migsni gtadkich prowadzac do rozszerzenia naczyn. To
podstawowe uwalnianie NO jest kluczowe dla utrzymania podstawowego napigcia
naczyniowego. Wysokie stezenia NO, wystepujace we wstrzasie septycznym, prowadza
do nadmiernego rozszerzenia naczyn i podcisnienia. NO syntezowany w cytozolu
komoérek srodbtonka dyfunduje do przylegajacych komoérek migéni gladkich naczyn
(VSMC) gdzie wiaze si¢ z zawierajacym hem enzymem, rozpuszczalna cyklaza
guanylanowa (sGC). Aktywacja sGC zwigksza ilos¢ komorkowego cGMP, co aktywuje
zalezna od ¢cGMP kinaz¢ biatkowa (PKG) prowadzac ostatecznie do zmniejszenia

stezenia wewnatrzkomorkowego wapnia i rozkurczu mig$nia.



2/ hamowanie przylegania i agregacji ptytek; wysokie poziomy NO syntezowane przez
iINOS in vivo potrafia zapobiec przyleganiu plytek podobnie jak rozkurcz migsni
gtadkich dziatanie to odbywa si¢ za posrednictwem cGMP.

3/ modulowanie proliferacji VSMC; NO hamuje proliferacji¢ VSMC w sposob zalezny
od dawki. W warunkach podstawowych komorki migsni gladkich nie dziela sig, a ich
proliferacja wiaze si¢ z progresywnym zwezaniem $wiatla tetnic obserwowanego w
miazdzycy. Po urazie naczyniowym VSMC potrafia zwigkszy¢ ekspresje¢ iNOS, co
ogranicza pourazowa ich proliferacje.

4/modulowanie apoptozy i proliferacji komodrek $rodblonka; apoptoza komorek
srédblonka jest fizjologicznym procesem usuwajacym uszkodzone komorki ze $ciany
naczynia. Nadmierna apoptoza wiazana jest ze zmianami miazdzycowymi. Wprawdzie
niskie ste¢zenia NO chronig $rodbtonek przed bodzcami indukujacymi apoptoze np.
TNFa, lecz wysokie st¢zenia stanowia juz czynnik apoptoz¢ wyzwalajacy.

5/ modulowanie wewnatrzkomérkowego stanu redoks; tlenek azotu bedac wolnym
rodnikiem ma zdolno$¢ modulowania stanu redoks w komorkach naczyn. Niskie
stezenia NO redukuja obecno$¢ wewnatrzkomorkowych RFT a wysokie stezenia,
poprzez tworzenie nadtlenoazotynu, moga nasila¢ uraz oksydacyjny.

6/ hamowanie przylegania leukocytow; NO zmienia zdolno$¢ leukocytow do
przylegania do $ciany naczyn. Przyleganie leukocytéw jest kluczowe w skutecznej
odpowiedzi zapalnej, ale wiazane jest takze z patogeneza miazdzycy.

7/ hamowanie oddychania komorkowego; NO moduluje funkcje zawierajacych hem
enzymow mitochondrialnych. W stgzeniach fizjologicznych NO w sposdb odwracalny
hamuje aktywnos$¢ oksydazy cytochromu ¢ wspétzawodniczac z tlenem o wiazanie z
hemem. Tlenek azotu obecny w wysokich stezeniach moze poprzez tworzenie

nadtlenoazotynu nieodwracalnie zahamowa¢ oddychanie komorkowe [35, 65].
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b) Anionorodnik ponadtlenkowy (O,")

Nadprodukcja anionorodnika ponadtlenkowego w komorkach naczyn zaburza
sygnalizacj¢ zalezna od NO 1 wprowadza zmiany w kilku wewnatrzkomdrkowych
szlakach sygnalizacyjnych. Anionorodnik ponadtlenkowy obecny w naczyniach
pochodzi z wielu Zrédel. Jednym z nich jest ksantyna utleniana przez oksydazg
ksantynowa. Czynnikiem ograniczajacym jest dostgpno$¢ substratu-kasantyny. Innym
zrodtem jest specyficzna NADP(H) oksydaza bgdaca gtownym Zrédtem pochodzacych
z mig$ni gladkich RFT. Agonisci tacy jak angiotensyna II czy TNFa wykazuja zdolno$¢
zwigkszania zaleznej od zwiazanej z btona komérkowa NADPH-oksydazy syntezy
anionorodnika ponadtlenkowego w komodrkach migséni gtadkich naczyn. Anionorodnik
ponadtlenkowy powstajacy w erytrocycie jest produktem autooksydacji hemoglobiny
do methemoglobiny, natomiast powstajacy w innych tkankach jest produktem reakcji
katalizowanej przez enzymy takie jak reduktaza cytochromu P 450. Kolejne badania

dostarczaja dowodow na to, ze takze takie enzymy jak syntaza tlenku azotu i

cyklooksygenaza (NOS i COX) w pewnych warunkach stanowia zrédto 0, [22, 31,

39].

¢) Nadtlenoazotyn (ONOO)

Nadtlenoazotyn jest silnym utleniaczem powstajacym w wyniku reakcji dwoch
relatywnie stabych wolnych rodnikéw, tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego.
Stata reakcji wynosi 6,7x10°mol/L™'x s i przewyzsza stala reakcji katalizowanej przez
dysmutaze ponadtlenkowa - 2x10°mol/L™'x s™'. W normalnych warunkach, czynnikiem
modulujacym réwnowage pomig¢dzy powstajacymi tlenkiem azotu i anionorodnikiem

ponadtlenkowym jest st¢zenie zewnatrz- 1 wewnatrzkomdrkowych izoform SOD,
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przeksztalcajacych anionorodnik ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru. Nadtlenoazotyn,
w wyniku zuzywania pelniacego wazne funkcje biologiczne tlenku azotu, dziata
posrednio. Bezposrednie efekty dziatania nadtlenoazotynu obejmuja utlenianie lipidow

oraz zalezne od obecnosci grup tiolowych tworzenie donorow tlenku azotu [49, 64].

1.1.3 Rola RFT w sygnalizacji wapniowej

Reaktywne formy tlenu wptywaja na wewnatrzkomérkowy metabolizm wapnia,
ale ostateczny efekt zalezny jest od wielu czynnikdw. Dzialanie wolnych rodnikéw na
szlaki sygnalizacyjne wapnia zalezy od rodzaju komorki-czy jest to komorka
srédblonka czy migsni gladkich naczyn. Istotny jest takze rodzaj badanego wolnego
rodnika, jego stgzenie 1 szeroko rozumiane warunki dokonywanego pomiaru (rodzaj
naczynia, zwierzgcia eksperymentalnego lub parametrow hodowli komdrkowe;).

Majac na uwadze powyzsze zastrzezenia mozna jednakze dostrzec pewne
prawidtowos$ci. Najogolniej rzecz ujmujac w komodrkach $rédbtonka anionorodnik
nadtlenkowy nasila a nadtlenek wodoru ostabia zmiany st¢zenia wapnia indukowane
dzialaniem agonisty. W komoérkach migéni gladkich naczyn RFT najprawdopodobnie;j

inaktywuja SERCA (smooth muscle sarco(endo)plasmic reticulum Ca’ -transporting

ATPase) [31].
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1.2 Antyutleniacze
Antyutleniaczem jest zwiazek chemiczny mogacy zmniejszy¢ lub opo6znié
utlenianie substratow. Najogolniej rzecz ujmujac antyutleniacze mozna podzieli¢ na

enzymatyczne i nieenzymatyczne.

1.2.1 Antyutleniacze enzymatyczne

Enzymami zaangazowanymi w ochrong¢ antyoksydacyjna sa dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), katalaza i peroksydaza glutationu.

SOD katalizuje przemiang dwoch anionorodnikéw ponadtlenkowych w tlen
czasteczkowy 1 wodg, czyli usuwa uszkadzajace RFT ze $srodowiska komorkowego.
SOD istnieje w trzech izoformach (kazda kodowana przez odmienny gen)
zlokalizowanych w kompartmentach komorkowych. Dysmutaza ponadtlenkowa
miedziano-cynkowa (CuZnSOD; SODI1) zlokalizowana jest gldéwnie w cytozolu oraz w
jadrze komorkowym i uwaza sig, ze ulega ekspresji we wszystkich komoérkach ssakow.
Wystepowanie dysmutazy manganowej (MnSOD; SOD2) ograniczone jest do matriks
mitochondrialnego, gdzie rozktada powstajace tam RFT. Trzecia izoforma dysmutazy,
zewnatrzkomorkowa (ecSOD; SOD3), wydzielana jest poza komoérke. Stanowi gldwna
dysmutaz¢ chtonki, osocza i ptynu stawowego. ecSOD wiazana jest na powierzchni
komorek przez siarczan heparanu. Potaczona jest podobnie jak SOD1 z jonem miedzi i
cynku.

W naczyniach krwiono$nych przewazajaca izoforma SOD jest CuZnSOD
(biorac pod uwage procent catkowitej aktywnosci SOD). Przykladowo w normalnej
mysiej aorcie aktywnos¢ CuZnSOD stanowi 53%-80%, MnSOD 2%-7% catkowitej

aktywnos$ci SOD a ecSOD odpowiada za resztg. Podobne zaleznosci wystepuja w
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tetnicach ludzkich. Sugeruje sig, ze uwalnianie tlenku azotu ze $rédbtonka zalezy od
CuZnSOD a ecSOD jest wymagana do ochrony tlenku azotu w czasie przenikania przez
sciang naczyn. Duze stezenie ecSOD wystepuje w przestrzeni pomig¢dzy srodbtonkiem a
mig$niami gtadkimi naczyn krwiono$nych. Droge t¢ musi pokona¢ tlenek azotu, aby
wywota¢ rozkurcz. Obnizanie stezenia anionorodnika ponadtlenkowego zapobiega
tworzeniu si¢ nadtlenoazotynu azotu zwigkszajac dostepnos¢ tlenku azotu.

Utrata przez ecSOD w wyniku proteolizy domeny wiazacej siarczan heparanu
zmniejsza tkankowy czas poéltrwania z 85 do 7 godzin doprowadzajac do nasilenia
urazu wywolanego dziataniem RFT. Szereg czynnikow kontrolujacych napigcie naczyn
posiada takze zdolno$¢ regulacji ekspresji ecSOD. Histamina, wazopresyna,
oksytocyna, endotelina 1, angiotensyna II i serotonina zwigkszaja ekspresj¢ w sposob
zalezny od biatlek G. Heparyna i siarczan heparanu zwigkszaja ekspresje ecSOD
prawdopodobnie poprzez wplyw na kinazg biatkkowa C (PKC) [5, 7, 9, 37].

Katalaza jest enzymem zawierajacym zelazo hemowe. Redukuje ona nadtlenek
wodoru do wody. Jest obecna w wigkszosci komodrek, w najmniejszych ilo$ciach
wystepuje w komorkach serca i neuronach. Zahamowanie aktywno$ci katalazy nie
zwigksza toksycznos$ci nadtlenku wodoru dla komorek §rodbtonka, dlatego jej rola jako
antyutleniacza jest niejasna.

Peroksydaza glutationowa redukuje nadtlenek wodoru do wody w wyniku
usunigcia elektronéw z glutationu w formie zredukowanej i przylaczenie ich do
nadtlenku wodoru. Powrdt glutationu do formy zredukowanej odbywa si¢ dzigki
dziataniu reduktazy, ktora przenosi wodor z NADPH. Petna reakcje¢ mozna zapisac:

reakcja peroksydazy: H,0, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

reakcja reduktazy: ~ NADPH + H' + GSSG — 2GSH + NADP"
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GSSG 1 GSH sa odpowiednio utlenionym i zredukowanym glutationem. Aktywnos¢

peroksydazy glutationu u ludzi zalezy od pierwiastka sladowego-selenu [32].

1.2.2 Antyutleniacze nieenzymatyczne (wymiatacze)
a) fizjologiczne:

Zwiazki niebgdace enzymami a wykazujace zdolno$¢ ochrony antyoksydacyjnej,
to jest zmniejszania ilosci wolnych rodnikéw, bywaja nazywane wymiataczami
(scavengers). Najbardziej oczywiste, fizjologiczne, wydaje si¢ dziatanie endogennego
glutationu oraz egzogennych witamin E 1 C. Wprawdzie witaminy te sa niezbgdne dla
prawidtowego przebiegu procesOw metabolicznych, to w obecnej dobie powszechnego
dodawania ich do produktow spozywczych, dodatkowe spozywanie witamin w postaci
tabletek nie niesie istotnych korzysci zdrowotnych. W pewnych okre§lonych sytuacjach
klinicznych moze by¢ nawet szkodliwe [32].

Witamina E (alfa-tokoferol) jest witamina rozpuszczalna w lipidach, ktéra
przede wszystkim dziata jako antyoksydant chroniacy przed uszkodzeniem
oksydacyjnym lipidy btonowe. Jest jedynym antyoksydantem zdolnym zatrzymac
rozprzestrzeniajaca si¢ peroksydacj¢ lipidow. Mechanizm tego procesu przedstawiono
na Ryc.1.3 Witamina E wystgpuje w lipofilnym wngtrzu blon komoérkowych, gdzie
znajduja sig¢ takze wielonienasycone kwasy tluszczowe. Gdy rozprzestrzeniajaca si¢ fala
peroksydacji lipidow dociera do witaminy E, jest ona utleniana do wolnego rodnika,
chronigc tym samym kolejne wielonienasycone kwasy tluszczowe przed utlenieniem.
Rodnik witaminy E jest mato reaktywny i1 w ten spos6b hamuje rozprzestrzenianie si¢
peroksydacji. Taki sposob dziatania nadaje witaminie E funkcj¢ antyoksydanta
przerywajacego reakcje lancuchowa. Rodnik witaminy E jest przeksztalcany z

powrotem w witaming E w reakcji, w ktorej elektron dostarcza witamina C.
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rodnik
PUFA lipidowy

zatrzymanie
rodnik nadtlenek

nadtlenkowy COO »HCOOH lipidu
witamina E witamina E °

witamina C witamina C

Ryc.1.3 Zatrzymanie peroksydacji lipidow bton komérkowych przez witaming E

— przerwanie reakcji tancuchowej [32].

Witamina C (kwas askorbinowy) jest reduktorem dostarczajacym elektrony
wolnym rodnikom w celu uzupelnienia ich orbitali elektronowych. Jest ona
rozpuszczalna w wodzie 1 wystepuje gtdéwnie w przestrzeni pozakomorkowej. Duze
ilosci witaminy C wystepuja w plucach, gdzie prawdopodobnie odgrywaja role
ochronna, inaktywujac zanieczyszczenia dochodzace do drég oddechowych.

Glutation jest jednym z gltownych antyutleniaczy w organizmie ludzkim.
Zawierajacy siarke trojpeptyd glutationu (glicyna-cysteina-glutamina) dziala jak
czynnik redukujacy dzigki obecnosci w czasteczce grup sulthydrylowych cysteiny.
Glownym dziataniem antyoksydacyjnym glutationu jest bezposrednia redukcja

nadtlenku wodoru do wody z pominigciem tworzenia si¢ rodnikéw hydroksylowych.



Glutation jest antyutleniaczem wewnatrzkomérkowym. Nie przechodzi przez btony
komorkowe bezposrednio, lecz rozpada si¢ na poszczegdlne aminokwasy, ktore
nastgpnie tacza si¢ po drugiej stronie blony. Jest on syntezowany w komorce i tylko
niewielkie ilo$ci wydostaja si¢ poza komorke. Egzogenny glutation ma niewielki wplyw
na st¢zenie wewnatrzkomorkowe, co sprawia, ze nie znajduje on zastosowania w terapii

[32].

b) roslinne

Istnieje szereg produktow spozywcezych, ktorych korzystny wplyw na zdrowie
nie wynika bezposrednio z zawartosci witamin, ale z obecnosci w nich substancji
chemicznych zdolnych do wymiatania wolnych rodnikéw. Oprécz najbardziej
oczywistego czerwonego wina i soku z czarnej porzeczki intensywnym badaniom
podlegaja substancje czynne zawarte m.in. w zielonej herbacie[2, 67, 71], soji [70] i

imbirze [17].

¢) inne leki
Istnieje poglad, ze skuteczno$¢ wielu lekow majacych zastosowanie w leczeniu
choréb uktadu sercowo-naczyniowego wynika nie tylko z ich mechanizmu dziatania,
ale takze z dodatkowej funkcji zmniejszania stresu oksydacyjnego. Wymieniane sa
m.in. inhibitory konwertazy angiotensyny, antagonisty recaptora AT1, niektore beta-
adrenolityki (karwedilol) [11, 60], antagoni$ci kanalu wapniowego [72] a takze
furosemid [26].
N-acetylocysteina jest powszechnie uzywanym mukolitykiem. Jest to

zawierajacy grupy sylfhydrylowe analog glutationu zdolny do przenikania przez btony
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komorkowe. N-acetylocysteina ma udowodnione dzialanie jako egzogenny analog
glutationu [32, 63].

Istnieje szereg substancji chemicznych, wykazujacych zdolno$¢ wymiatania
wolnych rodnikow a nieznajdujacych zastosowania jako leki, ktére wykorzystywane sa

w badaniach jako ,,narzedzia farmakologiczne”.
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1.3 Rola reaktywnych form tlenu we wstrzasie septycznym

1.3.1 Zakazenie, zapalenie i niewydolnos¢ wielonarzadowa a wstrzas.

Wstrzas jest terminem, ktérym okresla si¢ postepujaca niewydolno$¢ krazenia,
ktére nie jest w stanie dostarczy¢ niezbednej ilo$ci krwi i tlenu do najwazniejszych
narzadow organizmu. W praktyce klinicznej, kluczowym objawem wstrzasu jest
powazny spadek ci$nienia tgtniczego, ktoremu czgsto towarzyszy dysfunkcja lub
niewydolno$¢ szeregu waznych narzadow wlacznie z plucami, nerkami, watroba i
mozgiem. Najczgstsza przyczyna wstrzasu jest przedostanie si¢ bakterii do krwi
(bakteriemia) prowadzaca w wyniku wywolania ukladowej infekcji do wstrzasu
septycznego. Wstrzas moze by¢ takze wywolany nadmierng utrata krwi (krwotoczny),
urazem (bolowy), niewydolnoscia serca (kardiogenny), zaburzeniem w unerwieniu
naczyn krwiono$nych (neurogenny) i cigzka reakcja alergiczna (anafilaktyczny).

Wstrzas septyczny, niezaleznie od swojej etiologii, definiowany jest jako cigzka
posocznica (uktadowa odpowiedz na infekcjg) z obnizonym ci$nieniem pomimo
adekwatnej terapii ptynowej i1 zastosowania §rodkéw naczyniokurczacych prowadzaca
do niedotlenienia tkanek [59].

Wstrzas septyczny jest ostatnim ogniwem w patogenetycznym tancuchu zdarzen
zapoczatkowanym przez uraz, ktorym moze by¢ zarowno inwazja drobnoustrojow jak i
oparzenie czy uraz fizyczny, wyzwalajacy odpowiedz zapalna organizmu. Reakcja
zapalna jest forma ochrony organizmu przed szkodliwymi skutkami urazu, ale sama
moze takze doprowadzi¢ do uszkodzenia tkanek, gdy produkcja czynnikow
uszkadzajacych (np. enzymy proteolityczne, rodniki tlenowe) przewazy nad

normalnymi mechanizmami obronnymi gospodarza. Klinicznym objawem rozlegtego
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uszkodzenia zapalnego jest zespot dysfunkcji wielonarzadowej, ktoéry moze
doprowadzi¢ do zespotu niewydolnosci wielonarzadowej (multiple organ dysfunction
syndrom — MODS).

Zaleznosci pomiedzy zakazeniem, zapaleniem i uszkodzeniem narzadow staty
si¢ podstawa nowego nazewnictwa, zaproponowanego wspodlnie przez American
College of Chest Physician i Socjety of Critical Care Medicine. Ogo6lnoustrojowa
reakcja zapalna (np. goraczka i leukocytoza) zostata nazwana zespofem uogolnionej
reakcji zapalnej (systemic inflammatory response syndrome — SIRS). Jesli podstawowa
przyczyna SIRS jest zakazenie, stan taki nazywany jest posocznicq (sepsis). Jesli za$
posocznicy towarzysza zaburzenia czynnosci jednego lub wigcej waznych narzadéw,
mowi sig o ciezkiej posocznicy (severe sepsis). Cigzka posocznica, w ktorej dochodzi do
spadku ci$nienia krwi niepoddajacym si¢ przetaczaniu ptyndéw krwiozastgpczych, to
wstrzqs septyczny (septic shock). Nazewnictwo to mozna przedstawi¢ nastepujaco:

Goraczka + leukocytoza = SIRS

SIRS + zakazenie = posocznica

Posocznica + dysfunkcja wielonarzadowa = cigzka posocznica
Cigzka posocznica + oporny na przetaczanie ptynow spadek

ci$nienia = wstrzas septyczny

Najczesciej wyizolowywanymi szczepami sa Gram-ujemne patogenny jelitowe
(np. Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa, i Escherichia coli), gronkowce
(Staphylococcus  epidermidis 1 Staphylococcus —aureus) oraz Enterococcus.
Drobnoustroje te rowniez najczesciej wystepuja w przypadkach cigzkiej posocznicy i
wstrzasu septycznego. Chociaz posocznica wywotywana przez bakterie Gram-ujemne
jest uwazana za najczestsza przyczyng niewydolnosci wielonarzadowej spowodowane;j

zakazeniem, to zakazenie wywolane przez kazdy drobnoustr6j moze by¢ przyczyna tego
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zespotu. Rodzaje drobnoustrojow powodujacych rozsiane zakazenia na oddziale

intensywnej terapii przedstawiono w Tabeli 1.1.

Tabela 1.1 Szpitalna posocznica u chorych w stanie cigzkim [33].

Drobnoustréj Wyizolowane Najczgstsze zrodto
szczepy (%)

Gram-ujemne patogeny jelitowe 38 Zapalenie pluc
Gronkowce koagulazo-ujemne 18 Cewniki naczyniowe
Gronkowiec zlocisty 11 Zapalenie pluc
Enterokoki 10 Zapalenie pluc
Paciorkowce 7 Nieznane
Beztlenowce 5 Zapalenie pluc
Candida 5 Cewniki naczyniowe
Inne 6 Roézne

1.3.2 LPS - receptor lipopolisacharydowy — sygnalizacja (TLR4)

Posocznica jest bezsprzecznie efektem ztozonych interakcji pomigdzy bakteria a
organizmem gospodarza, ale u wigkszosci pacjentow tylko niewielka ilo§¢ bakterii, jesli
w ogole, jest wykrywalna we krwi lub w tkankach. To spostrzezenie zaowocowato
teorig, ze zmiany kliniczne w posocznicy wywotywane sg raczej przez toksyny niz w
wyniku bezposredniej interakcji nienaruszonej bakterii z komodrka eukariotyczna.
Nawet, jezeli infekcja ograniczona jest do jednej lokalizacji (zrodto infekcji)
patogenetyczne bakterie doprowadzaja do rozwoju zespolu niewydolnosci
wielonarzadowej w wyniku uwalniania toksyn do tozyska naczyniowego. W badaniach
in vitro wykazano, Ze liczne toksyny bakteryjne wywotuja spektrum reakcji
komoérkowych wysoce istotnych w patogenezie posocznicy. Tak, wigc zdolnos¢ bakterii
do wywotania infekcji doprowadzajacej w rezultacie do wstrzasu septycznego wynika

w znacznej mierze ze zdolno$ci do wytwarzania (uwalniania) toksyn.
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Kazda z toksyn bakteryjnych moze by¢ zaklasyfikowana do jednej z dwodch
kategorii. Pierwsza kategoria obejmuje endotoksyny i1 ich G(+) ,.ekwiwalenty”
stanowiace strukturalny sktadnik $ciany bakteryjnej. Najistotniejszym przedstawicielem
tej grupy jest lipopolisacharyd (LPS) $ciany bakterii G(-) a kwasy lipoteichowe 1
peptydoglikan stanowia jego odpowiedniki u bakterii G(+). Toksyny te zyskaty miano
»endotoksyn”, poniewaz nie sa aktywnie wydzielane do otaczajacego srodowiska tylko
uwalniane w wyniku rozpadu komorki bakteryjnej. Egzotoksyny reprezentuja druga
kategori¢ toksyn bakteryjnych. Termin ,egzotoksyna” podkresla fakt aktywnego
wydzielania do otoczenia [14].

Lipopolisacharydy sa glownym integralnym skladnikiem zewngtrznej btony
bakterii Gram-ujemnych. Stanowia ostatnia barier¢ odgradzajaca komoérke bakteryjna
od otaczajacego srodowiska. Pod wzgledem budowy chemicznej zawieraja: 1/ tancuch-
O charakteryzujacy si¢ duza zmienno$cia pomigdzy réznymi szczepami bakterii; 2/
mniej zmienny rdzen oligosacharydowy; 3/ lipid A o najmniejszej strukturalnej
zmiennoSci.

Endotoksyna, aby skutecznie modyfikowa¢ funkcje wyzszego organizmu, musi
by¢ uwolniona z powierzchni komorki bakteryjnej (Ryc.1.4). Dziatanie to nie polega na
bezposrednim zabijaniu komoérek gospodarza, ale na ich pobudzaniu do wydzielania
szeregu mediatorow, ktore to mediatory dziataja miejscowo, ogdlnie lub na oba sposoby
[14]. Najczgsciej aktywowanymi przez LPS komorkami sa makrofagi, zaréwno te
krazace we krwi jak i rezydujace w tkankach oraz komorki $rodbtonka. Zadaniem
makrofagéw, komorek ukladu immunologicznego, jest fagocytoza i zniszczenie
jakiejkolwiek obcej substancji mogacej by¢ zagrozeniem dla gospodarza.

Aktywowane makrofagi uwalniaja: cytokiny (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 itp.),

pochodne kwasu arachidonowego (prostaglandyny) i wolne rodniki (reaktywne formy
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tlenu). Szerokie spektrum aktywnos$ci cytokin obejmuje m.in. promowanie infiltracji
tkankowej przez neutrofile i ich aktywacj¢. Wszystko to ma na celu wzmocnienie
odpowiedzi immunologicznej 1 eliminacje patogenu. Nadmierna uogélniona reakcja
zapalna doprowadza do wstrzasu septycznego konczacego si¢ niejednokrotnie $miercia

wraz z catlkowitym zatamaniem si¢ funkcji jednego lub kilku uktadow [2, 14, 42].

Zrédto infekcji

Bakterie G(-)

v

Endotoksemia, Sepsa

v

Endotoksyna (LPS)

'

Makrofagi, Leukocyty

REAKTYWNE FORMY TLENU/AZOTU INNE CZYNNIKI
Anionorodnik ponadtlenkowy (O2") Czynnik martwicy guza (TNF)
Nadtlenek wodoru (H20>) Interleukiny (IL)

Rodnik hydroksylowy (OH’) Prostaglandyny (PG)

Tlenek azotu (NO) Czynnik aktywujacy ptytki (PAF)

Nadtlenozaotyn (ONOO) Tromboksan Az (TXA)
Leukotrieny

l

WSTRZAS

Zespot wielonarzadowej niewydolnosci

N

Powrét do zdrowia Smieré

Ryc.1.4 Patogenetyczna sekwencja zdarzen we wstrzasie septycznym [2].
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Prawdopodobnie pierwsza substancja zaangazowana w rozpoznawanie LPS jest
biatko wiazace LPS (LPS-binding protein - LBP). LBP jest biatkiem ostrej fazy
produkowanym w watrobie, ktore krazac we krwi rozpoznaje 1 taczy si¢ z czegscia LPS
okreslang jako lipid A. Wydaje sig, ze rola LBP jest ulatwienie przylaczenia LPS do
kompleksu receptorowego. W pierwszym etapie LBP taczy si¢ z LPS, nast¢gpnie LBP-
LPS taczy si¢ z CD14, ktore posredniczy w przekazaniu LPS na kompleks receptorowy

sktadajacy si¢ z receptora TLR4 (Toll-like receptor-4) i MD-2 (Ryc.1.5) [42].
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Ryc.1.5 Uproszczony model sygnalizacji zaleznej od LPS —

»10ll-like” receptor-TLR4 [14, 42].
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1.3.3 Reakcje srédbtonka na toksyny bakteryjne w posocznicy

Komoérki $rodblonka stanowia atrakcyjny cel ataku dla patogenow a w

szczegoOlnosci uszkodzen wywotanych dziataniem toksyn bakteryjnych. Dzieje si¢ tak,

poniewaz s$rodbtonek pelni szereg funkcji, ktore sa kluczowe dla utrzymania

wewnatrzustrojowej homeostazy. W odpowiedzi na roznorakie bodzce fizyczne i

chemiczne syntezuje 1 uwalnia duza liczbe substancji (Tabela 1.2). Pozwala to

srodbtonkowi uczestniczy¢ w regulacji napigcia i przepuszczalnosci naczyn, rOwnowagi

pomiedzy procesami koagulacji a fibrynolizy oraz aktywie uczestniczy¢ w procesie

zapalnym [8]. Aktywacja tych funkcji stanowi cz¢$¢ mechanizmdéw obronnych

gospodarza skierowanych przeciw infekcji bakteryjnej 1 jako taka jest korzystna.

Jakkolwiek w posocznicy 1 wstrzasie septycznym $rodblonek ulega nadmiernej

aktywacji przyczyniajac si¢ do uszkodzenia tkanek.

Tabela 1.2 Substancje uwalniane przez srodbtonek [8].

Rozkurczajace naczynia
e Tlenek azotu
Bradykinina
Prostacyklina
EDHEF (endothelium-derived hyperpolarizing factor)
Serotonina’, histamina, substancja P

Utatwiajace wzrost komorek migsni gltadkich
e Platelet-derived growth factor
e Basic fibroblast growth factor
o Insulin-like growth favtor-1
e Endotelina, angiotensyna II

Adhesion molecules
e  Endothelial leukocyte adhesion molecule
o Intracellular adhesion molecule
o Vascular cell adhesion molecule

Kurczace naczynia

Angiotensyna II

Endotelina

Tromboksan A,, serotonina’, kwas
arachidonowy, prostaglandyna H,,
trombina, nikotyna

Hamujace wzrost komoérek migsni gladkich

Tlenek  zaotu,
bradykinina
Siarczan heparanu
Transforming growth factor

prostacyklina,

Trombolityczne

Tkankowy
plazminogenu (tPA)
Inhibitor aktywatora plazminogenu
(PAI)-1

Trombomodulina

aktywator

*Serotonina, w warunkach podstawowych, rozkurcza naczynia krwionosne, ale jednoczesnie wywotuje
paradoksalnie skurcz, gdy srodblonek uszkodzony jest w wyniku nadcis$nienia, hipocholesterolemii lub
innych czynnikéw ryzyka chordb uktadu sercowo-naczyniowego.
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Jedna z funkcji $§rédbtonka, ktora podlega modyfikacji w warunkach wstrzasu
septycznego jest zdolno$¢ do kontroli napig¢cia naczyniowego, a co za tym idzie
przeptywu tkankowego. Komorki $rodbtonka koordynuja dziatanie licznych,
niejednokrotnie dzialajacych antagonistycznie, modulatorow napigcia naczyniowego
(Tabela 1.2). Zachwianie tej delikatnej rownowagi pomig¢dzy czynnikami kurczacymi a
rozkurczajacymi wynikajacych z obecnosci endotoksyny prowadzi do powaznych
zaburzen mikro- 1 makrokrazenia.

Bariera  $rodbtonkowa reguluje  transport skladnikow komoérkowych,
makromolekut i pltynu z przedziatu naczyniowego do otaczajacych tkanek. Zwigkszona
przepuszczalno$¢ jest rezultatem skurczu komorek srodbtonka na skutek reorganizacji
cytoszkieletu. Zalamanie bariery naczyniowej prowadzace m.in. do obrzgku tkanek jest
klasyczna cecha posocznicy i wstrzasu septycznego, ktore bywa wywoltywane zarowno
bezposrednim atakiem toksyna na $rodblonek jak i1 za posrednictwem szeregu

mediatoréw (np. cytokiny, PAF, leukotrieny) [14].
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1.3.4 Mechanizmy doprowadzajace do hyporeaktywnosci naczyn

W ostatnich latach udowodniono, Ze tendencja do rozwoju cigzkiej posocznicy i
wstrzasu septycznego nie zalezy od rodzaju drobnoustroju, lecz jest uwarunkowana
reakcja gospodarza na zakazenie. Znaczy to, ze im bardziej nasilona jest reakcja zapalna
na zakazenie, tym wigksze jest ryzyko rozwoju niewydolnos$ci wielonarzadowej [33].

W poczatkowym okresie cigzkiej posocznicy i wstrzasu septycznego czgsto
wystepuje hipowolemia spowodowana zaréwno rozszerzeniem tgtnic i1 zyl jak i
przesigkaniem pltyndw do przestrzeni zewnatrznaczyniowej. Intensywna terapia
ptynowa prowadzi do tachykardii, obnizenia ukladowego oporu naczyniowego,
normalnego lub podwyzszonego rzutu serca i podwyzszonego st¢zenia tlenu w tetnicy
plucnej — krazenie hiperdynamiczne — u ponad 90% pacjentow. Taki zespdt zaburzen
hemodynamicznych zostat sklasyfikowany jako wstrzas dystrybucyjny [43].

Wstrzas septyczny jest najczestsza, ale nie jedyna, przyczyna wstrzasu
przebiegajacego z rozszerzeniem naczynh krwiono$nych (Tabela 1.3). Do innych,
rzadszych przyczyn zalicza si¢ zatrucia zwiazkami azotu, tlenkiem wegla, metformina,
cyjankami a takze niektore choroby mitochondrialne. Znaczace obnizenie ci$nienia
charakteryzuje takze pozna (nieodwracalng) faze wstrzasu kardiogennego i
krwotocznego.

W  badaniach poswigconych wrazliwosci a-adrenoceptoréw po kontakcie
izolowanych naczyn z LPS (symulacja wstrzasu septycznego) stwierdzono zaburzenie
przekazywania sygnalu pomigdzy o-adrenoceptorem a kanalem wapniowym.
Szczegdlnie dotyczyto to wezesnej fazy wstrzasu (2 godziny inkubacji z LPS), w ktorej

nie obserwuje sig jeszcze zmian poziomu biatek G [15, 16].
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Utrzymanie prawidlowego cisnienia tetniczego krwi wymaga sprawnego
wspotdziatania szeregu uktadéw hormonalnych i struktur. W szczegdlnosci migsnidwki
gtadkiej naczyn, ukladu renina-angiotensyna 1 katecholamin. We wszystkich
przebadanych formach wstrzasu z rozszerzeniem naczyn stwierdzono aktywacj¢ uktadu
renina-angiotensyna oraz podwyzszenie osoczowego poziomu katecholamin. Tak, wigc
rozszerzenie naczyn i obnizenie ci$nienia musza wynika¢ z uposledzenia kurczliwosci
migsniowki gladkiej naczyn, ktora z kolei wywotana jest aktywacja indukowalnej
syntazy tlenku azotu (iNOS), aktywacja kanalow potasowych ATP-zaleznych oraz

niedoborem wazopresyny (Ryc.1.6) [28].

Tabela 1.3 Przyczyny wstrzasu wazodylatacyjnego [28]

Posocznica
Nieadekwatne utlenowanie tkanek
Zatrucie zwiagzkami azotu
Zatrucie tlenkiem wegla
Przedhuzone i cigzkie podcisnienie
Wstrzas krwotoczny
Wstrzas kardiogenny
Krazenie zewnatrzustrojowe
Wstrzas z przypuszczalnym rozszerzeniem naczyn
Zatrucie metforming
Niektore choroby mitochondrialne

Zatrucie cyjankami
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Ryc.1.6 Mechanizmy prowadzace do rozwoju wstrzasu wazodylatacyjnego [28].
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a) Zwigkszona synteza tlenku azotu.

Zwigkszona synteza tlenku azotu prowadzaca do rozszerzenia naczyn jest
rezultatem aktywacji indukowalnej synatzy tlenku azotu (iNOS). Czynnikiem
aktywujacym iNOS jest gtownie lipopolisacharyd (LPS) bedacy integralnym
sktadnikiem zewnetrznej btony bakterii G(-). Poniewaz LPS odpowiedzialny jest za
objawy infekcji wywolanych przez te bakterie nazywany bywa rowniez endotoksyna —
oba terminy uzywane sa wymiennie. Uwaza si¢, ze odpowiednikiem LPS u bakterii
G(+) jest peptydoglikan i kwasy lipoteichowe. NO wydostajac si¢ ze §rodbtonka do
$wiatla naczynia dziata hamujaco na leukocyty i agregacje plytek, natomiast dyfuzja
NO w kierunku od $wiatta moduluje napigcie naczyn w wyniku stymulacji
rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej w komorkach migsni gtadkich naczyn. Wzrost
stezenia cGMP aktywuje biatka docelowe np. kinez¢ biatkowa G wywotujac rozkurcz
naczyn [ 14, 28].

b) Aktywacja kanatéw K'/atp w migs$niowce gtadkiej naczyn.

Prawidlowy skurcz naczyn wymaga, aby takie neuronalne lub hormonalne
ligandy jak angiotensyna II i norepinefryna doprowadzily po zwiazaniu si¢ ze swoimi
wlasciwymi receptorami, poprzez uktad drugorzgdowych przekaznikéw, do wzrostu
stezenia wapnia w cytozolu. Wzrost ten moze wynika¢ zaréwno z uwalniania wapnia z
magazynow wewnatrzkomorkowych jak 1 wnikania wapnia z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej przez zalezne od napigcia kanaly wapniowe.

Uzupehieniem dobrze znanych mechanizméw regulujacych napigcie naczyn sa
wyniki niedawnych badan wskazujacych na potencjat blonowy komoérek migsniowki
gladkiej naczyn. Zmiany potencjatu btonowego odgrywaja kluczowa role w tym
procesie. Depolaryzacja, poprzez wzrost st¢zenia wapnia wewnatrzkomoérkowego,

indukuje skurcz; hiperpolaryzacja w wyniku obnizenia st¢zenia wapnia indukuje
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rozkurcz. Hiperpolaryzacja btony komoérkowej zapobiega wnikaniu wapnia do komorki
przeciwdziatajac skurczowi nawet podczas obecnosci ligandow wyzwalajacych skurcz.
Otwarcie kanalow potasowych umozliwia wyplyw potasu 1 zapobiega wnikaniu
wapnia do komoérki prowadzac do hiperpolaryzacji. W warunkach zwigkszonego
metabolizmu tkankowego lub niedotlenienia tkankowego aktywacja kanatow K'/otp W
tetniczkach przyczynia si¢ do obnizenia ci$nienia charakterystycznego dla wstrzasu
przebiegajacego z rozszerzeniem naczyn np. wstrzas septyczny [19, 29, 66].

¢) Niedobor wazopresyny

We wstepnej fazie wstrzasu krwotocznego lub septycznego, wazopresyna (wraz
z innymi czynnikami naczyniokurczacymi) przyczynia si¢ do utrzymania ci$nienia
tetniczego. Wazopresyna uwalniana jest z przysadki w odpowiedzi na obnizenie
ci$nienia osiagajac w osoczu wysokie stezenia. Wraz z pogarszaniem si¢ wstrzasu
dochodzi do obnizenia st¢zenia wazopresyny w 0soczu, czemu towarzyszy wyczerpanie
si¢ zapasow w przysadce aczkolwiek doktadny mechanizm wymaga jeszcze

wyjasnienia [28, 29, 36].
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2.Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo porownanie wplywu zmiataczy wolnych rodnikéw
na skurcz naczyn wywolany réznymi agonistami w warunkach podstawowych (bez
zastosowania uktadu generujacego wolne rodniki), oraz w warunkach stresu
oksydacyjnego wywotanego obecnoscia LPS. Reaktywne formy tlenu (np. tlenek azotu,
anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenoazotyn) odgrywaja rol¢ w patogenezie wielu
schorzen, lecz szczegdlnie podkresla si¢ ich wptyw na rozwdj chorob uktadu sercowo-
naczyniowego 1 w reakcji zapalnej. Hyporeaktywnos$¢ naczyn we wstrzasie septycznym
spetnia oba kryteria. Dostgpne w piSmiennictwie wyniki dziatania reaktywnych form
tlenu, oraz rezultaty ich zmiatania sa niejednoznaczne. Zmiatanie anionorodnika
ponadtlenkowego moze zwigksza¢ biodostgpnos¢ tlenku azotu, lecz wielokrotnie
podkresla sig, ze osiagane efekty zaleza m.in. od gatunku zwierzecia, rodzaju naczynia,
zastosowanego agonisty, stezenia wolnego rodnika i1 innych czynnikow. Badanie, jaki
wplyw ma wybdr zmiatacza i agonisty na skurcz naczyn pozwoli lepiej zrozumie¢ rolg

wolnych rodnikéw we wstrzasie septycznym.
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3. Material i metoda
Procedura eksperymentalna uzyskata zgode Lokalnej Komisji Etycznej ds.

Doswiadczen na Zwierzgtach przy Akademii Medycznej w Gdansku.

Opis procedury

Doroste kroliki rasy mieszanej o masie ciata 2,0-2,5 kg byly usypiane poprzez
przedawkowanie $rodka usypiajacego (Vetbutal, pentobarbital, 100mg/kg, i.v.)
podawanego do zyly brzeznej usznej. Pobierano odcinek piersiowy aorty, oczyszczano
z otaczajacej tkanki tacznej a nastgpnie dzielono na cztery pierscienie szerokosci okoto
4 mm. PierScienie byly umieszczane w SmL naczyniach do narzadéw izolowanych
wypelionych plynem Krebsa-Henseleita zawierajacym milimolowe st¢zenia
nastepujacych soli rozpuszczonych w podwojnie destylowanej wodzie: 118 NaCl; 4.7
KCI; 1.9 CaCl, x 2H,0; 0.6 MgSO4 x 7 H,O; 1.2 KH,PO4; 25 NaHCO;3; 6 glukoza; 2
kwas pirogronowy. Podczas calego eksperymentu utrzymywano temperaturg roztworu
na poziomie 37°C oraz napowietrzanie mieszaning gazéw,(95% O, + 5% CO,) co
umozliwialo otrzymanie fizjologicznego pH 7,4. Sile skurczu aorty mierzono przy
pomocy przetwornika izometrycznego potaczonego z czterokanatowym rejestratorem
liniowym 1 6514-II (Linseis, GmBH, Selb, Germany).

Trzy z pierScieni poddawane byly inkubacji z reagentami. Czwarty pierscien
zawsze otrzymywal tylko odpowiednie ilosci rozpuszczalnika (wody), aby
wyeliminowa¢ zmiany kurczliwosci zalezne od czasu. Skurcz maksymalny tego
pierscienia w odpowiedzi na agonistg uznano za 100% i stuzyl za kontrolg. Pierwszym
etapem byla konstrukcja krzywych stezenie-efekt dla agonistow. Kolejne stgzenie
podawano dopiero w momencie, gdy poprzednie osiagneto swoj efekt maksymalny.

Kazdy pier§cien aorty krolika mial kontakt tylko z jednym wymiataczem, jednym
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agonista 1 ewentualnie z LPS, aby wyeliminowa¢ ryzyko zafalszowywania wynikow
przez desensytyzacje.

W drugiej serii do§wiadczen inkubacja z odpowiednim wymiataczem wolnych
rodnikéw trwata 0,5 godziny. W trzeciej serii eksperymentow przedtuzono ja o 4
godziny kontaktu pierscieni z lipopolisacharydem. Po zakonczonej inkubacji
zawieszano pier§cienie aorty pionowo przy uzyciu haczykow ze stali nierdzewne;,
ustawiano obciazenie wstgpne na poziomie 3g a nastgpnie poddawano preparat 1
godzinnej stabilizacji — ciagly przeptyw zapewniala pompa perystaltyczna ppl-0.5
Zalimp (,,Zalimp” Warszawa, Poland). W rezultacie przeprowadzonych do$wiadczen
otrzymano trzy rodzaje krzywych zalezno$ci stezenie-efekt:

1/dla agonisty (kontrola)

2/dla agonisty w obecnosci wymiataczy wolnych rodnikow

3/dla agonisty w obecno$ci wymiataczy wolnych rodnikéw i lipopolisacharydu
Wzory strukturalne wybranych zwiazkéw przedstawia Ryc.3.1.

e Zastosowano nastgpujace odczynniki:
A/ agonisty
-fenylefryna (10° — 3x10™* M)

Phenylephrini hydrochloridum; (PE) CoH;3NO; x HCI;
Chlorowodorek (R)-(-)-1-(3-Hydroksyfenylo)-2-metyloaminoetanolu; Mw 203,7

-norepinefryna (10 — 3x107*M)

Norepinephrini bitartas; (NE) CgH;1NO; x C4H¢Og;
Wodorowinian ([-]-Norepinefryny); Mw 319,3

-angiotensyna II (10™ — 3x10°M)

Angiotensin II human; (Ang II) CsoH71N ;302 x XH,0
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe; Mw 1046
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B/ wymiatacze wolnych rodnikow
- tiron (10° M, 10 *M, 10 °M)

Sol disodowa kwasu 4,5 dihydroksy-1,3-benzenodisulfonowego; TIRON;
C(,H4SzOgNaz; Mw 314,2

- tempol (10 “M)
4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno 1-oksyl; TEMPOL

C9H1 gNOz; Mw 1 72,2

-dysmutaza ponadtlenkowa [SOD](100U/mL)

Dysmutaza ponadtlenkowa; (SOD)
Mw ~32000; 2000-10000 U/mg;
1 U odpowiada ilosci enzymu wystarczajacej do zahamowania samoutlenianiu

pirogalolu w 50% przy pH 8,2 i w 25°C

-3-metylo-1,2-cyklopentanodion [MCP] (10 “M)

3-metylo-1,2-cyklopentanodion; (MCP) CcHzO»;

Mw 112,1; Rozpuszczalno$s¢ w wodzie <0,2%

C/ lipopolisacharyd [LPS](10 pg/mL)

Sole niezbedne do sporzadzenia roztworu Krebsa-Henseleit’a zakupiono w
P.P.H. Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice, Poland). Fenylefryna, norepinefryna,
angiotensyna II, Tiron, dysmutaza ponadtlenkowa i LPS pochodza z Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO). MCP i Tempol zakupiono od Fluka Chemie AG CH-9471 Buchs.
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Statystyka

Maksymalna odpowiedz na agoniste pierscienia inkubowanego bez wymiatacza
uznano za 100% 1 stuzyta jako kontrola. Kazda eksperymentalna grupa sktadata si¢ z
szesciu do pigtnastu pierscieni pobranych z réznych krélikow. Rezultaty wyrazono jako
sredniats.e.m.. Statystyczna istotno$¢ okreslono za pomoca standardowych procedur

ANOVA i ustalono na poziomie p<0,05.

H, NH,
HO ITI—CH3 COOH
H H——OH
HCI HO——H
OH
OH COOH
FENYLEFRYNA NOREPINEFRYNA
O
@]
CH,
MCP
SO;Na H
H,C CH,
HO SO;Na H3C ITI CH3
OH O
TIRON TEMPOL

Ryc.3.1 Wzory strukturalne agonistow 1 wymiataczy RFT uzytych w niniejszej pracy.
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4.Wyniki

Modulacja kurczliwosci miesniowki wymiataczami

Pierwszym etapem pracy bylo sprawdzenie czy zwiazki o charakterze
wymiataczy wolnych rodnikow maja zdolno§¢ modulacji skurczy mig$nidwki gladkiej
naczyn. Odpowiedz na tak postawione pytanie jest twierdzaca aczkolwiek obserwowane
zmiany dotyczyly tylko Emax bez wptywu na ECsy (Tabele 4.1, 4.2, 4.3). Efekt
polegajacy na zmniejszeniu, zwigkszeniu lub bez wplywu na odpowiedz skurczowa
pierscienia zalezat zaré6wno od zastosowanego agonisty, wymiatacza, a nawet - w
przypadku Tironu - od zastosowanego st¢zenia.

W przypadku skurczy pierscieni aorty krolika indukowanych fenylefryna Tiron,
SOD 1 MCP zmniejszyly maksymalna odpowiedz (Tiron+PE 79+3,33%; SOD+PE
9542,56%; MCP+PE 91+2,94%) a Tempol nasilit ja (Tempol+PE 117+7,78%) (Tabela
4.1). Jesli czynnikiem indukujacym skurcz byla norepinefryna to Tempol 1 SOD
nasilaty efekt maksymalny (Tempol+NE 115+7,64%; SOD+NE 11145,27%), MCP
zmniejszat (MCP+NE 9243,19%) a efekt Tironu zalezal od zastosowanego stgzenia
(Tiron[10°+NE 12846,09%; Tiron[10*]+NE 104+4,69%; Tiron[107] 92+2,39%).
Najwyzsze zastosowane stezenie [107] nasilito, rednie byto bez wptywu, a najmniejsze
[10°] zmniejszylo efekt maksymalny (Tabela 4.2). Podczas wywolywania skurczy
angiotensyna Il zanotowano brak wplywu modulujacego MCP i SOD (MCP+Angll
10544,99%; SOD+Angll 103+5,17%) oraz nasilenie efektu maksymalnego przez Tiron
1 Tempol (Tiron+Angll 125+6,32%; Tempol+Angll 11115,65%) (Tabela4.3).

Hyporeaktywno$¢ indukowana przez LPS

Drugim etapem pracy bylo ustalenie procedury pozwalajacej osiagnac

hyporeaktywno$¢ naczynh w odpowiedzi na kontakt z endotoksyna bakteryjna. Cztero
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godzinna inkubacja z LPS wywolata okoto dwudziesto procentowe zmniejszenie
reaktywnosci. Uznajac maksymalny skurcz pierscienia kontrolnego po 4 godz. za 100%
uzyskano nastepujace wyniki prezentowane jako Emax w procentach +SEM (PE
78+1,82%; NE 82+3,31%; Angll 81+1,8%). Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych
agonistow nie roznily si¢ migdzy soba w sposob statystycznie znamienny (Tabele 4.4,
4.5,4.6).

Wymiatacze a indukowana przez LPS hyporeaktywnos$é

Celem trzeciego etapu pracy byto ustalenie czy wymiatacze wolnych rodnikéw
zapobiegna hyporeaktywnosci bedacej konsekwencja kontaktu naczyn z endotoksyna
bakteryjna. Tempol, SOD i MCP skutecznie zapobiegly hyporeaktywnosci przy
skurczach wywotywanych kazdym z agonistow (Tabele 4.4, 4.5, 4.6). Wyjatkiem
okazat si¢ Tiron, ktory zapobiegl wprawdzie zmniejszonej reaktywnosci migsniowki
przy skurczach wywolywanych fenylefryna i angiotensyna II natomiast byl zupeknie
nieskuteczny w przypadku skurczy wywolywanych norepinefryna (Tiron+LPS+NE
77£5,25%). W porownaniu do wynikow uzyskanych dla pierscieni poddanych tylko
kontaktowi z endotoksyna a obkurczanych norepinefryna uzyskano dalsze zmniejszenie
reaktywnosci, aczkolwiek nie byto juz ono statystycznie istotne (LPS+NE 8243,31%)).
Drugim, wyr6zniajacym si¢ w odniesieniu do norepinefryny zmiataczem okazat sig
MCP. O ile sam MCP zmniejszal kurczliwo$§¢ (MCP+NE 92+3,19%) o tyle
zastosowanie MCP przed inkubacja z LPS doprowadzito nie tylko do zapobiezenia
hyporeaktywnos$ci, ale wrgcz nasilito skurcz naczyn (MCP+LPS+NE 119+3,58%)
(Tabela 4.5).

Przebieg krzywych zaleznosci stezenie-efekt w warunkach kontrolnych oraz w
obecno$ci wymiataczy wolnych rodnikéw oraz LPS przedstawiono na rycinach 4.1-

4.12.
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Tabela 4.1 Wpltyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na skurcz aorty wywotany
fenylefryna. Wyniki sa warto$ciami srednimi +SEM dla N doswiadczen w
poszczegolnych grupach(* p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECs=SEM
PE | 15 1000 5,43x107 -6,2620,15
Tiron [10°]+PE | 8 79'+3,33 2,48 x10° -5,60+0,13
Tiron [10*+PE | 9 75°+4,51 3,39 x10° -5,47+0,13
Tempol[10*]+PE | 8 117°+7,78 3,88 x10” -6,41£0,09
MCP[10“+PE | 8 91°+2,94 1,04 x10° -5,98+0,13
SOD[100U/mI]+PE | 9 95'+2,56 8,37 x10” -6,08+0,13

Tabela 4.2 Wplyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na skurcz aorty wywotany
norepinefryna. Wyniki sa wartosciami $rednimi £SEM dla N doswiadczen
w poszczeg6lnych grupach (* p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECs+SEM
NE | 15 1000 1,56 x10” -6,91+0,14
Tiron[10°]+NE | 6 92°+2,39 7,28 x107 -6,1420,09
Tiron[10*+NE | 9 104+4,69 3,86 x10” -6,4140,09
Tiron[10°+NB | 9 1287+6,09 4,47 x10™ -7,3540,16
Tempol[10*]+NE | 6 115'47,64 1,09 x107 -6,96+0,16
MCP[10“+NE | 8 92°+3,19 5,33 x107 -6,27+0,09
SOD[100U/mI]+NE | 8 11174527 1,5x107 -6,8240,11

Tabela 4.3 Wplyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na skurcz aorty wywotany
angiotensyna II. Wyniki sq warto$ciami $rednimi =SEM dla N doswiadczen
w poszczegdlnych grupach (* p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECs+SEM
Angll | 12 10040 2,33x10” -8,6320,15
Tiron[10°]+Angll | 9 125°46,32 7,07 x107"° -9,15+0,19
Tempol[10™*]+Angll | 9 111°45,65 9,66 x107"° -9,02+0,26
MCP[10*]+Angll | 9 105+4,99 8,79 x10"° -9,06+0,27
SOD[100U/mI]+Angll | 9 103+5,17 2,38 x107 -8,62+0,14
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Tabela 4.4 Wplyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na indukowana przez LPS
hyporeaktywno$¢ izolowanej aorty. Agonista wywolujacy skurcz-
fenylefryna. Wyniki sa warto$ciami srednimi +SEM dla N doswiadczen w
poszczegolnych grupach (*p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECs+SEM
PE | 15 100+0 5,43x107 -6,26+0,15
(kontrola) LPS+PE | 6 78+1,82 1,89x10° -5,7240,17
Tiron[10°]+LPS+PE | 8 113"+4,49 4,56x10” -6,34+0,12
Tempol[10*]+LPS+PE | 9 104'+3,46 3,38x107 -6,4740,15
MCP[10*]+LPS+PE | 6 100°+2,85 5x107 -6,30+0,16
SOD[100U/mI]+LPS+PE | 6 91°+4,56 6,85x107 -6,16+0,18

Tabela 4.5 Wptyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na indukowana przez LPS
hyporeaktywnos¢ izolowanej aorty. Agonista wywolujacy skurcz-
norepinefryna. Wyniki sa wartosciami $rednimi £SEM dla N doswiadczen
w poszczeg6lnych grupach (*p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECsitSEM
NE| 15 10040 1,56 x107 -6,8120,14
(kontrola) LPS+NE 6 8243,31 6,49 x107 -6,1940,15
Tiron[10°]+LPS+NE 7 774525 2,37 x10° -5,63+0,15
Tempol[10°]+LPS+NE | 7 114°+5,66 1,42 x107 -6,85+0,09
MCP[10“+LPS+NE | 8 119°+3,58 6,75 x10° -7,1740,16
SOD[100U/mI]+LPS+NE | 6 106°+2,07 2,09 x10” -6,68+0,15

Tabela 4.6 Wptyw wymiataczy reaktywnych form tlenu na indukowana przez LPS
hyporeaktywno$¢ izolowanej aorty. Agonista wywolujacy skurcz-
angiotensyna II. Wyniki sa warto$ciami $rednimi £SEM dla N doswiadczen
w poszczegblnych grupach (*p<0,05)

N Emax[%]+SEM ECso[M/L] LogECs=SEM
Angll | 12 10040 1,33x10% -7,8740,16
(kontrola)  LPS+Angll | 6 81+1,8 6,26 x10™ -7,21£0,12
Tiron[10°]+LPS+Angll | 8 109°+6,13 1,56 x10™® -7,81£0,14
Tempol[10*]+LPS+Angll | 6 96'+1,59 1,29 x10* -7,89+0,18
MCP[10*+LPS+Angll | 8 98'+5,08 1,47 x10°® -7,83+0,08
SOD[100U/mI]+LPS+Angll | 6 110'+2,84 9,36 x10” -8,0340,17

42



140 4 —6—PE

Tiron+PE
120 4 == LPS+PE
=—@—Tiron+LPS+PE

*
(w stosunku do LPS+PE)

100 -
80 4

60 4

% kontroli

40 4

20 4

Fenylefryna [Log M]

Ryc.4.1 Krzywe zaleznosci st¢zenie-efekt dla fenylefryny (PE)(kontrola) oraz dla
fenylefryny po wczesniejszej inkubacji z Tironem, z LPS, z Tironem i z LPS.
Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; *p<0,05 w stosunku do
warto$ci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.2 Krzywe zaleznosci st¢zenie-efekt dla fenylefryny (PE)(kontrola) oraz dla
fenylefryny po wczesniejszej inkubacji z Tempolem, z LPS, z Tempolem i z
LPS. Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (srednia£S.E.M.) *p<0,05
w stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.3 Krzywe zaleznosci stezenie-efekt dla fenylefryny (PE)(kontrola) oraz dla
fenylefryny po wczesniejszej inkubacji z SOD, z LPS, z SOD i1 z LPS. Wyniki
przedstawione sa jako procent skurczu; (SredniatS.E.M.) *p<0,05 w stosunku
do wartosci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.4 Krzywe zalezno$ci st¢zenie-efekt dla fenylefryny (PE)(kontrola) oraz dla
fenylefryny po wcze$niejszej inkubacji z MCP, z LPS, z MCP i z LPS. Wyniki

przedstawione sa jako procent skurczu; (SredniatS.E.M.) *p<0,05 w stosunku
do warto$ci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.5 Krzywe zaleznosci stezenie-efekt dla norepinefryny (NE)(kontrola) oraz dla
norepinefryny po wczesniejszej inkubacji z Tironem, z LPS, z Tironem i z LPS.
Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (Srednia+S.E.M.) *p<0,05 w
stosunku do warto$ci kontrolnych. N=6-15.

140 «

= NE
Tempol+NE
120 4 po _—
LPS+NE * t "
=@ Tempol+LPS+NE (w stosunku do
1001 LPS+NE)

80 «

% kontroli

60 «

40 <

20 4

-9 -8 -7 -6 -5 -4
Norepinefryna [Log M]

Ryc.4.6 Krzywe zaleznosci stezenie-efekt dla norepinefryny (NE)(kontrola) oraz dla
norepinefryny po wczesniejszej inkubacji z Tempolem, z LPS, z Tempolem i z
LPS. Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (sredniatS.E.M.) *p<0,05
w stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.7 Krzywe zaleznosci stezenie-efekt dla norepinefryny (NE)(kontrola) oraz dla
norepinefryny po wczesniejszej inkubacji z SOD, z LPS, z SOD i z LPS.
Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (§redniatS.E.M.) *p<0,05 w
stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.8 Krzywe zalezno$ci stezenie-efekt dla norepinefryny (NE)(kontrola) oraz dla

norepinefryny po wczesniejszej inkubacji z MCP, z LPS, z MCP i z LPS.
Wyniki przedstawione s jako procent skurczu; (§redniatS.E.M.)*p<0,05 w
stosunku do warto$ci kontrolnych. N=6-15.
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Ryc.4.9 Krzywe zalezno$ci stgzenie-efekt dla angiotensyny II (Angll)(kontrola) oraz
dla angiotensyny II po wcze$niejszej inkubacji z Tironem, z LPS, z Tironem i z

LPS. Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (Srednia+S.E.M.) *p<0,05
w stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-12.
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Ryc.4.10 Krzywe zalezno$ci stezenie-efekt dla angiotensyny II (Angll)(kontrola) oraz
dla fenylefryny po wczesniejszej inkubacji z Tempolem, z LPS, z Tempolem i
z LPS. Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu;
($redniatS.E.M.)*p<0,05 w stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-12.
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Ryc.4.11 Krzywe zalezno$ci st¢zenie-efekt dla angiotensyny II (Angll)(kontrola) oraz
dla angiotensyny po wczesniejszej inkubacji z SOD, z LPS, z SOD i z LPS.

Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (§redniatS.E.M.) *p<0,05 w
stosunku do wartosci kontrolnych. N=6-12.
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Ryc.4.12 Krzywe zaleznosci stezenie-efekt dla angiotensyny II (Angll)(kontrola) oraz
dla angiotensyny II po wczesniejszej inkubacji z MCP, z LPS, z MCP 1 z LPS.

Wyniki przedstawione sa jako procent skurczu; (SredniatS.E.M.) *p<0,05 w
stosunku do wartos$ci kontrolnych. N=6-12.

48



5.Dyskusja

Reaktywne formy tlenu laczone sa z patogeneza wielu schorzen, ale ich
doktadne miejsce 1 rola (wtérny przekaznik?) pozostaja wciaz niedostatecznie
wyjasnione. Szczegélnie intrygujaca jest ich funkcja we wstrzasie septycznym. W
zwiazku z tym zasadniczym celem niniejszej pracy bylo okreslenie zwiazku RFT z
wynikajaca z obecnosci LPS hyporeaktywno$cia naczyn. Szczegélnie waznym
pytaniem bylo czy wymiatanie RFT tej hyporeaktywnosci przeciwdziata?

Wstrzas septyczny definiowany jest jako cigzka posocznica z opornym na
przetaczanie plyndw spadkiem ci$nienia. Czynnikiem odpowiedzialnym za
hyporeaktywno$¢ migéniowki naczyn na dzialanie czynnikow presyjnych jest gtdéwnie
endotoksyna bakteryjna — lipopolisacharyd. Wskazuja na to badania przeprowadzone na
zwierzgtach in vivo — podanie dozylne LPS wywotuje zmiany hemodynamiczne
charakterystyczne dla wstrzasu septycznego, in vitro — na naczyniach izolowanych [1]
oraz ex vivo — na naczyniach pobranych od zwierzat poddanych dziataniu endotoksyny
[57]. Podobne wyniki uzyskiwano podajac endotoksyng zdrowym ochotnikom [44].
Powyzsze obserwacje stanowity podstawg wyboru LPS jako czynnika indukujacego
hyporeaktywno$¢ naczyn charakterystyczna dla wstrzasu septycznego.

Izolowana aorta krdlika jest preparatem farmakologicznym, ktéry pomimo tego,
ze pierwszy raz zostal opisany juz w 1953 r. nadal stanowi jedno z czgsciej
stosowanych naczyn krwiono$nych dla oceny takich czynnikow naczyniokurczacych
jak: katecholaminy, angiotensyny i inne. Pobudzenie znajdujacych si¢ tu migdzy innymi
receptoroéw alfa-adrenergicznych i AT-1 powoduje skurcz migéni gtadkich [10, 47].

Reaktywne formy tlenu w ciagu ostatniej dekady sa licznych prac, aczkolwiek
zwracaja uwage¢ rozbiezno$ci w wynikach otrzymywanych przez réznych badaczy.

Przyktadem moze by¢ chociazby wptyw SOD na krzywa zaleznosci stezenie-efekt dla
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norepinefryny. Wedtug jednych autorow SOD w stezeniu 200 U/ml nie modyfikuje
skurczy tetnicy krezkowej szczura wywotanych przez norepinefryng [18]. Inna grupa
uzyskata przesunigcie krzywej zaleznos$ci stezenia-efekt dla norepinefryny w prawo,
gdy naczyniem badanym byta aorta szczura a SOD zastosowano w st¢zeniach 10 — 100
U/ml [54]. Wyniki uzyskane dla SOD w niniejszej pracy zaleza od zastosowanego
agonisty. W  przypadku norepinefryny zaobserwowano zwigkszenie efektu
maksymalnego. Wielokrotnie podkresla si¢ wplyw warunkow eksperymentu
(procedura, dobor agonisty i wymiatacza) na uzyskiwane wyniki.

Wybdr PE, NE i Angll na agonistow wywotujacych skurcz podyktowany byt
nastepujacymi przestankami: 1/ Fenylefryna jest jednym z najczeéciej stosowanych
,harzedzi farmakologicznych” ze wzgledu na jej wybiorcze powinowactwo do
receptora alfal-adrenergicznego. 2/ Norepinefryna jest zaréwno endogennym
przekaznikiem odpowiedzialnym za utrzymanie podstawowego napigcia naczyn jak i
lekiem stosowanym w celu podniesienia obnizonego cis$nienia tetniczego (np. w
przebiegu wstrzasu). Wedlug ostatnich doniesien jedna z RFT — nadtlenoazotyn — ma
zdolno$¢ inaktywacji norepinefryny, co stanowi¢ moze kolejne zrodlo obserwowanych
rozbieznosci [52, 58]. 3/ Trzecim agonista zastosowanym w badaniach byla
angiotensyna II, pierwotnie opisana jako zwiazek silnie kurczacy naczynia a obecnie
uwazana za wielofunkcyjny hormon. Oddziatuje ona na wiele komorkowych procesow
waznych dla regulacji funkcji naczyn obejmujacych wzrost komorek, apoptoze,
migracje, zapalenie i zwldknienie. Narastajacy materiat dowodowy wskazuje, ze
plejotropowe efekty naczyniowe Angll indukuje poprzez zalezne od NAD(P)H

generowanie RFT [61].
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Jedna z pierwszych kwestii do decyzji w toku ustalania procedury byt wybor
czasu inkubacji z LPS oraz zastosowanego st¢zenia. W badaniach na zdrowych
ochotnikach poddanych dziataniu endotoksyny zaobserwowano, ze maksymalne zmiany
hemodynamiczne obejmujace zmniejszona reakcje cisnienia tetniczego 1 akcje¢ serca na
dziatanie fenylefryny wystepuje po 4 h [44]. W modelach zwierzecych in vitro
stosowano inkubacj¢ od 1h nawet do 46h [1, 15, 16, 40, 57, 66]. Majac na uwadze
mechanizm dziatania LPS (pobudzenie receptorow RLT4 i zmiana ekspresji gendéw)
wydaje si¢ zrozumiala rola czasu. Istotne statystycznie obnizenie reaktywno$ci naczyn
byto obserwowane po minimum 3h kontaktu naczyn z endotoksyna. Dtuzsze, 4-6-18-
20-46h, inkubacje skutkowaly dalszym poglebieniem hyporeaktywnosci przy
zachowanej wrazliwosci preparatow kontrolnych [40, 57, 66].

Bakteryjny lipopolisacharyd stosowany byl w szerokim zakresie stezen od
0,1pg/ml [57] poprzez 1, 10 az do 100upg/ml [40,66]. Spodziewane rezultaty, pod
postacia hyporeaktywnos$ci preparatéw, uzyskiwano przy kazdym z zastosowanych
stezen. Dodatkowe zastosowanie surowicy, zrodto LBP (biatko wiazace LPS
utatwiajace pobudzenie receptora TLR4), do fizjologicznego roztworu soli
zawierajacego endotoksyng ulatwia uzyskanie hiporeaktywnosci, ale nie jest niezbgdne
[40, 42, 57].

Kolejna wymagajaca decyzji kwestia byto usunigcie lub zachowanie $rodbtonka.
Wyniki prac nad rola $rédblonka w hyporeaktywnosci naczyn wskazuja, ze: 1) w
warunkach kontrolnych $rodbtonka vs jego brak powoduje przesunigcie krzywej
zalezno$ci stezenie-efekt dla agonisty w prawo bez zmian efektu maksymalnego; 2) po
inkubacji z LPS stopien hyporeaktywnosci byt podobny niezaleznie od tego czy
srédblonek byt zachowany czy usunigty [1, 40]; 3) usunigcie $rodbtonka powoduje, ze

pewna grupa wymiataczy wolnych rodnikow nie wywiera znaczacego wplywu na
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skurcze wywotywane norepinefryna [54]. Reaktywne formy tlenu powstajace w aorcie
krélika uwalniane sa wprawdzie przez wszystkie trzy warstwy — $rodblonek,
mig$niowke 1 przydanke, ale gtéwne zrodto stanowi NAD(P)H-pochodny anionorodnik
ponadtlenkowy z mig$niowki 1 przydanki. Mechaniczne usuwanie $rdédbtonka nie
wplywa znaczaco na poziom anionorodnika ponadtlenkowego [41].

Majac na uwadze powyzej przytoczone fakty zastosowano w niniejszej pracy, w
modelu in vitro, 4. godzinna inkubacje z endotoksyna w st¢zeniu 10 pg/ml przy
zachowanym $rodbtonku.

Wybdr zastosowanych w niniejszej pracy wymiataczy podyktowany byt
nastepujacymi ich wlasciwosciami:

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) uwazana jest obecnie za gltéwny enzym
odpowiedzialny za rozktad anionorodnika ponadtlenkowego powstajacego u zdrowych
osobnikdw w wyniku normalnych proceséw metabolicznych [37]. Stosowane st¢zenia
wahaty si¢ od 10 az do 1000 U/mL, przy czym najczgsciej stosowanym st¢zeniem byto
100-150-200 U/mL [18, 21, 54, 62].

Tempol 1 Tiron sa najcze$ciej stosowanymi eksperymentalnie niebiatkowymi
zwiazkami chemicznymi nasladujacymi dziatanie SOD. Sa przechodzacymi przez btony
biologiczne zmiataczami anionorodnika ponadtlenkowego. Tempol ingeruje nie tylko w
efekty dzialania, ale takze w tworzenie takich zwiazkow jak anionorodnik nadtlenkowy,
rodnik hydroksylowy i1 nadtlenoazotyn. Dowody z badan przedklinicznych dowodza, ze
Tempol moze by¢ uzyteczny w terapii wstrzasu, zapalenia i urazu towarzyszacego
reperfuzji po okresie niedokrwienia [37]. Zastosowane st¢zenie i czas inkubacji jest
wynikiem wczes$niejszych badan sprawdzajacych efektywno$¢ Tempolu w zakresie

stezefi od 10 do 10 M wskazujacych na optymalne stezenie 10™* M przez 30min [51].
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Tiron charakteryzuje si¢ podobna do Tempolu aktywnos$cia w zmiataniu
wolnych rodnikow. Niedawne doniesienia podkreslajace zdolno$¢ Tironu do wiazania
Ca’ w stezeniach rownych, a nawet mniejszych, od tych stosowanych do zmiatania
anionorodnika ponadtlenkowego sugeruja ostrozno$¢ w interpretowaniu wynikow
uzyskiwanych dla Tironu. Przemawiaja takze przeciwko ekstrapolowaniu wynikoéw
uzyskiwanych dla Tironu na inne zwiazki o charakterze wymiataczy [12]. Stosowane w
pi$miennictwie stezenia Tironu wahaty sie od 10” do 102> M [7, 20, 62, 68].

MCP (3-metylo-1,2-cyklopentanedion) jest zwiazkiem otrzymywanym z
ekstraktu z kawy, ktory selektywnie rozktada nadtlenoazotyn i efektywnie chroni enzym
komoérkowy, reduktazg GSH, przed uszkadzajacym dzialaniem tego silnego nie-
rodnikowego utleniacza. MCP znosi inaktywacje reduktazy GSH przez nadtlenoazotyn
poprzez hamowanie tworzenia nitrotyrozyny. MCP byl najefektywniejszy w stezeniu
10* M [23].

Podstawowym pytaniem nasuwajacym si¢ po stwierdzeniu hyporeaktywnosci
migsniowki gladkiej naczyn na dziatanie srodkéw wazokonstrykeyjnych jest, dlaczego
tak si¢ dzieje? Odpowiedz niestety nie jest ani prosta ani jednoznaczna. Pierwsze proby
wyjasnienia zmniejszonej wrazliwo$ci naczyn wskazywaly na zwigkszona syntezg
tlenku azotu. Przykladem potwierdzajacym stuszno$¢ tej koncepcji jest migdzy innymi
badanie przeprowadzone na pacjentach z objawami wstrzasu septycznego polegajace na
oznaczaniu azotanow, azotyndw i endotoksyny rownolegle z kontrola parametrow
hemodynamicznych. Stwierdzono podwyzszenie osoczowych poziomoéw azotandw i
azotyndéw korelujace z podwyzszeniem poziomu endotoksyny [13]. Jedynym znanym
zrédlem azotanéw i1 azotyndw produkowanych w tkankach ssakow jest szlak

metaboliczny przeksztatcajacy L-agrining do tlenku azotu [35].

53



Kolejnym podejsciem byto oznaczanie metodami immunologicznymi ekspresji
indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS). W jednej z prac oznaczano ekspresje iNOS
w matych tetnicach sieciowych pobieranych w czasie laparoskopii od pacjentow we
wstrzasie septycznym. Zwigkszona ekspresja iNOS odpowiadata zwigkszonej produkcji
NO. Zastosowanie inhibitora iNOS, estru metylowego N -nitro-L-argininy (L-NAME),
nasilito skurcz naczyn indukowany norepinefryna [56].

Nastepne badania zaczely wskazywac na role wolnych rodnikéw w utrzymaniu
prawidlowego napigcia naczyn oraz na interakcje pomiedzy srodblonkowym tlenkiem
azotu a RFT generowanymi w czasie skurczy pierScieni aorty szczura [54]. W tym tez
czasie pojawily si¢ prace koncentrujace si¢ na chemicznym aspekcie reakcji, ktorym
podlegaja reaktywne formy tlenu a w szczego6lnosci anionorodnik ponadtlenkowy, NO i
nadtlenoazotyn. Reakcja tlenku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym, ograniczana
tylko szybkoscia dyfuzji (6,7 x 10° m/s), prowadzi do powstania nadtlenoazotynu —
zwiazku o silnych wtasno$ciach utleniajacych [24, 53].

Jednym z pierwszych zwiastunow zmiany koncepcji hyporeaktywnosci bylo
badanie przeprowadzone na zdrowych ochotnikach podczas eksperymentalnie
wywotanej endotoksemii. Pomimo stwierdzenia charakterystcznych dla endotoksemii
zmian hemodynamicznych i zmniejszonej reaktywnosci na presyjne dziatanie NE i PE
nie wykazano zwigkszenia ilosci tak mRNA jak i samego biatka iNOS. Jedna z
rozwazanych przez autoré6w hipotez thumaczacych zmniejszona reaktywnos¢ naczyn we
wstrzasie byl rozktad katecholamin przez wolne rodniki [44]. Wsrod innych sugestii
znalazta si¢ ingerencja LPS w aktywno$¢ kanatow jonowych oraz internalizacja
naczyniowych alfa-adrenoreceptoréw [44] oraz koncepcja zaburzonego przekaznictwa

pomigdzy alfa-adrenoceptorem a kanalem wapniowym [15, 16].
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Przyczynkiem do przeprowadzenia nastepujacej pracy byto odkrycie, ze
nadtlenoazotyn reaguje z norepinefryna przeksztatcajac ja w utlenione pochodne.
Badaniu podlegata aktywno$¢ wazokonstrykcyjna, poddanej dziataniu nadtlenoazotynu,
norepinefryny in vitro oraz in vivo. Aplikacja preinkubowanej z nadtlenoazotynem
norepinefryny w celu wywotania skurczy izolowanych pier§cieni aorty szczura
przyniosta zmniejszenie reakcji naczynia w sposob zalezny od zastosowanego stgzenia
nadtlenoazotynu. Pomiary ci$nienia tetniczego u poddanych znieczuleniu szczurdw,
ktorym wstrzyknigto dozylnie preinkubowana z nadtlenoazotynem norepinefryng nie
wykazaty znaczacych zmian. Autorzy wysungli wniosek, ze utlenienie i dezaktywacja
norepinefryny przez nadtlenoazotyn moze byé, przynajmniej czgSciowo,
odpowiedzialne za hyporeaktywno$¢ naczyn we wstrzasie septycznym [58].

Uzupetniajacych dowoddéw dostarczyta praca badajaca wpltyw donoréow tlenku
azotu i donoréw nadtlenoazotynu na dziatanie kurczace i st¢zenie norepinefryny.
Autorzy dowiedli, ze tylko nadtlenoazotyn a nie tlenek azotu odpowiada za rozktad
norepinefryny [52].

Pierwszym etapem ustalania zwiazku reaktywnych form tlenu z
hyporeaktyano$cia izolowanej aorty w obecnosci LPS bylo doprowadzenie do
procedury pozwalajacej ta hyporeaktywnos$¢ zaobserwowac. Zastosowana procedura
pozwolita uzyskaé okoto 20% zmniejszenie reaktywnos$ci aorty na dziatanie wszystkich
trzech uzytych agonistow PE, NE i Angll. Najlepiej udokumentowana przyczyna
powyzszego zjawiska jest zwigkszona synteza tlenku azotu (EDRF) bedaca rezultatem
zwigkszonej ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS) (Ryc.1.6). Dowodza
tego zarowno badania polegajace na oznaczaniu iloéci biatka iNOS jak i na blokowaniu

syntezy NO poprzez zastosowanie antagonistow np. L-NAME [54].
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Model eksperymentu in vitro jest proba nasladowania warunkéw panujacych w
naczyniach podczas wstrzasu septycznego. Stres oksydacyjny, stan charakterystyczny
miedzy innymi dla wstrzasu septycznego, polega rowniez na zwigkszonej syntezie
pozostatych reaktywnych form tlenu jak anionorodnik ponadtlenkowy czy
nadtlenoazotyn. Nadtlenoazotyn jest produktem reakcji laczenia tlenku azotu z
anionorodnikiem ponadtlenkowym w stosunku 1:1.

Zmniejszenie dostepnosci NO, jednego z dwoch substratéw reakcji prowadzacej
do powstania nadtlenoazotynu, zapobiega hyporeaktywnos$ci naczyn bedacej reakcja na
kontakt z LPS. Podobny efekt mialo wymiatanie drugiego z substratéw, anionorodnika
ponadtlenkowego, oraz produktu reakcji — nadtlenoazotynu. SOD i Tempol
(wymiatacze  anionorodnika  ponadtlenkowego), oraz  MCP  (wymiatacz
nadtlenoazotynu) zapobiegly hyporeaktywnos$ci naczyn przy skurczach wywotywanych
PE, NE i Angll. Tiron (wymiatacz anionorodnika ponadtlenkowego) zapobiegt
hyporeaktywno$ci przy skurczach wywotywanych PE 1 Angll, natomiast przy
skurczach wywotywanych NE okazat si¢ catkowicie nieskuteczny. Doszto nawet do
pogtebienia hyporeaktywnosci w porownaniu do wptywu samego LPS, ale zmiany te
nie byly istotne statystycznie (Tabela 4.5). Brak zdolnosci Tironu do odwracania
hyporeaktywnos$ci pierscieni przy skurczach wywotywanych przez norepinefryng
mozna przypisa¢ jego innym wlasciwosciom, a w szczegdlnosci chelatowaniu wapnia
[12].

Zaobserwowane  zapobieganie  hyporeaktywno$ci  poprzez ~ wymiatanie
anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenoazotynu $wiadczy o tym, ze zmniejszona
reaktywno$¢ nie wynika z prostej przewagi (zwigkszonej dostgpnosci) tlenku azotu ile

ze zmniejszenia stgzenia substratu do syntezy nadtlenoazotynu. Gtownym czynnikiem
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uposledzajacym kurczliwos$¢ jest, wigc nie tlenek azotu, ale powstajacy z niego
nadtlenoazotyn.

Wyniki uzyskane w eksperymentach badajacych modulujacy wplyw wymiataczy
na skurcz migsnidowki gladkiej naczyn charakteryzuja si¢ znacznie wigksza
zmiennos$cia. Brak LPS, jak rowniez jakiegokolwiek innego czynnika mogacego
stanowi¢ przyczyng stresu oksydacyjnego sprawia, ze obserwowane zmiany moga by¢
wynikiem aktualnego stanu redoks tkanek. Najlepsza ilustracja tego stwierdzenia sa
wyniki uzyskane dla dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Inkubacja pier§cieni aorty
krolika z SOD doprowadzita do zmniejszenia reaktywnosci przy skurczach
wywolywanych fenylefryna (Tabela 4.1). Wymiatanie anionorodnika ponadtlenkowego
moze powodowaé przewage tlenku azotu a wigc zmniejszenie efektu maksymalnego.
Potwierdzeniem tej hipotezy w pismiennictwie sa rezultaty badan nad pierscieniami
aorty szczura. SOD spowodowat przesunigcie w prawo krzywej stezenie-efekt dla
norepinefryny [54] i 5-hydroksytryptaminy [55]. Niestety, wyniki uzyskane w niniejszej
pracy dla pozostatych agonistow nie przystaja do tej teorii. SOD, w sposob
statystycznie znamienny, nasilit skurcz wywotany norepinefryna (Tabela 4.2). Do
wyjasnienia tego zjawiska przydatne moze by¢ spostrzezenie, ze produktem dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego przez SOD jest nadtlenek wodoru [18] a nadtlenek
wodoru w matym stezeniu moze kurczy¢ aort¢ [69]. SOD nie wptynat modulujaco na
skurcze wywotywane Angiotensyna II. Badania nad modyfikowanymi genetycznie
myszami z zablokowanym genem dla ecSOD wskazuja, ze endogenny ecSOD jest
glownym czynnikiem antagonizujacym naczyniowy anionorodnik ponadtlenkowy.
ecSOD wspoéldziata w regulacji cisnienia krwi oraz funkcji naczyn w modelu
nadci$nienia zaleznego od angiotensyny II. ,,Chroni” NO w drodze od komorek

srédbtonka do komoérek migéniowki gladkiej naczyn. ecSOD wystgpuje w takim
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nadmiarze, ze nawet w sytuacjach stresu oksydacyjnego nie wystgpuje niedobor
aktywnosci tego enzymu [20].

Tempol, niebiatkowy, przechodzacy przez btony biologiczne mimetyk SOD,
wzmocnit efekt maksymalny przy skurczach wywolywanych kazdym z trzech
agonistow. Jest to najprawdopodobniej efektem dziatania produktu dysmutacji —
nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodoru wywotuje skurcze izolowanych pierscieni aorty
szczura w sposob zalezny od zastosowanego stezenia, ktorym mozna zapobiec poprzez
zastosowanie katalazy [69].

Sposob modulowania skurczy pier§cieni aorty krolika w niniejszej pracy roéznit
si¢ w zaleznosci od zastosowanego stezenia Tironu i agonisty. Tiron w stezeniu 10 i
10° M zmniejszyt efekt maksymalny przy skurczach wywolywanych fenylefryna
(Tabela 4.1). Wytlumaczeniem moze by¢ badz przewaga NO (roztozony anionorodnik
ponadtlenkowy), badz wiazanie wapnia. Przy skurczach wywotywanych norepinefryna
Tiron w stezeniu (10° M) zmniejszyl efekt maksymalny. Efektem zastosowania
wyzszych stezen bylo nasilenie Emax. Przy stezeniu Tironu 10* M, nie doszto do
istotnego statystycznie, w poréwnaniu do wartosci kontrolnych, modulowania efektu
maksymalnego. Najwyzsze stezenie (10° M) przyniosto, podobnie jak w przypadku
Tempolu, nasilenie efektu maksymalnego (Tabela 4.2). Obserwowane rozbieznosci sa
wypadkowa kilku procesow. Przy niskich stgzeniach Tironu przewazaja procesy
wiazania wapnia 1 zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego z pozostawieniem
wzglednego nadmiaru NO. Zwigkszenie stezenia Tironu do 10° M spowodowalo, Ze
przewazal efekt dziatania produktu dysmutacji - nadtlenku wodoru, albo nasilona
kurczliwo$¢ byla rezultatem braku rozkladania norepinefryny przez nadtlenoazotyn.
Brak zmiany efektu maksymalnego przy stezeniu posrednim (10° M) wynikat

prawdopodobnie z rownowazenia si¢ obu procesow. Przy skurczach wywolywanych
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angiotensyna I Tiron (10° M) doprowadzit do nasilenia efektu maksymalnego
podobnie jak w przypadku norepinefryny.

MCP bylo zwiazkiem, ktory w najmniejszym stopniu modulowat skurcze
pierscieni aorty. Brak modulacji efektu maksymalnego przy skurczach indukowanych
angiotensyna Il odpowiadalo zmniejszenie efektu maksymalnego przy skurczach
indukowanych fenylefryna i norepinefryna.

Dodatkowym czynnikiem, ktory nalezy bra¢ pod uwage podczas analizowania
wynikow uzyskiwanych przy skurczach indukowanych angiotensyna II jest fakt, ze
angiotensyna II nasila zaleznag od NAD(P)H syntez¢ anionorodnika ponadtlenkowego,
czyli substratu do tworzenia nadtlenoazotynu [35, 61].

Jezeli, co wykazano w niniejszej pracy, wymiatacze wolnych rodnikow
zapobiegty indukowanej przez LPS hyporeaktywnos$ci to nasuwa si¢ pytanie, w jaki
sposob RFT oddzialuja na homeostaze naczyniowa? Najbardziej oczywistym
mechanizmem wywolywania dysfunkcji $rodblonka jest unieczynnianie tlenku azotu
przez anionorodnik ponadtlenkowy. Nadtlenoazotyn w poréwnaniu do tlenku azotu jest
znacznie stabszym aktywatorem cyklazy guanylanowej. W rezultacie obserwowane jest
uposledzenie mediowanej przez NO relaksacji. Drugim mechanizmem toksyczno$ci
nadtlenoazotynu jest zmiana aktywnosci innych ukladéw enzymatycznych jak np.;
nitracja grup tyrozynowych w syntazie prostacykliny prowadzaca do inaktywacji tego
enzymu. Kolejne szkodliwe dziatanie nadtlenoazotynu zwiazane jest z jego silnymi
wiasciwosciami utleniajacymi [50]. Nadtlenoazotyn utlenia tetrahydrobiopteryng, jest to
kofaktor eNOS do syntezy NO. Skutkuje to rozprz¢zeniem eNOS (uncoupling), w
ktorym eNOS przelacza si¢ z enzymu tworzacego NO na enzym tworzacy anionorodnik

ponadtlenkowy [25, 46].
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Rodnik hydroksylowy, bedacy zwiazkiem o duzej toksyczno$ci, lecz
ograniczonej mobilno$ci, dziala gldéwnie w miejscu swojego powstawania. Substratem
do jego tworzenia jest nadtlenek wodoru. Reakcja przebiega w obecnosci katalizujacych
jonéw metalu (zelazo — reakcja Fentona). Sugeruje si¢, ze rodnik hydroksylowy moze
zarowno kurczy¢ jak i rozkurczaé izolowane tetnice a zalezy to od rodzaju naczynia i
od gatunku zwierzecia. Zastosowanie ukladu generujacego rodnik hydroksylowy
(nadtlenek wodoru + Fe®" =reakcja Fentona) na izolowane pierécienie aorty szczura
udowodnito, ze rodnik hydroksylowy sam, przy braku innych czynnikéw kurczacych,
kurczy te pier§cienie w sposob niezalezny od $rédblonka oraz w sposob zalezny od
stezenia [30].

Podobnie niejednoznaczne wyniki mozna napotkaé w pracach badajacych
wptyw nadtlenku wodoru na kurczliwos¢ izolowanych tetnic. Czgsto podkreslany jest
wplyw rodzaju naczynia i1 gatunku zwierzgcia. W aorcie, nadtlenek wodoru w
stezeniach niskich powoduje skurcz w sposéb niezalezny od $rédblonka, natomiast w
stezeniach wyzszych powoduje rozkurcz w sposéb zalezny od $rodbtonka. Endogenny,
pochodzacy z NAD(P)H oksydazy nadtlenek wodoru posredniczy w zwigkszonej
syntezie tlenku azotu w komoérkach srodbtonka [3, 18, 30, 31].

Czy wymiatanie anionorodnika ponadtlenkowego przez SOD 1 zwiazki
nasladujace dziatanie SOD (produktem reakcji jest nadtlenek wodoru) moze nasila¢
toksyczno$¢ wolnych rodnikow w wyniku kumulacji powstajacego nadtlenku wodoru
oraz nastgpnego w szlaku metabolicznym tlenu rodnika hydroksylowego? Nie wydaje
si¢ to prawdopodobne.

Nadtlenek wodoru sam z siebie nie jest wolnym rodnikiem, ale stabo aktywnym
utleniaczem. Toksyczny jest powstajacy, w wyniku rekcji Fentona z Fe(Il) jako

kofaktorem, rodnik hydroksylowy. Zelazo magazynowane jest jako Fe(IIl), wiec aby

60



reakcja Fentona mogla mie¢ miejsce musi zosta¢ zredukowane do ,,wolnego”,
rozpuszczalnego  Fe(Il). Najbardziej prawdopodobne jest, ze reagentem
odpowiedzialnym za ,uzdatnianie” zelaza, stwarzajacym warunki umozliwiajace
przebieg reakcji Fentona, jest reaktywny anionorodnik ponadtlenkowy a nie nadtlenek
wodoru.

Anionorodnik ponadtlenkowy jest wolnym rodnikiem majacym zdolnosé¢
inicjowania reakcji lancuchowej. Celem, substratem, reakcji utleniania sa takie
biologiczne molekuty jak DNA, RNA, katecholaminy itp. Na kazdym etapie,
teoretycznie nieprzerywalnego, tancucha reakcji produktem jest, co najmniej jedna
czasteczka nadtlenku wodoru. Dla poréwnania SOD z dwdch czasteczek anionorodnika
ponadtlenkowego 1 dwdch protonéw tworzy jedna czasteczke nadtlenku wodoru i jedna
czasteczke tlenu. Tak, wigc dysmutacja anionorodnika ponadtlenkowego zmniejsza
catkowity tadunek nadtlenku wodoru a nie zwigksza go.

Wreszcie nie ma przekonujacych dowodow, ze reakcja Fentona rzeczywiscie
zachodzi in vivo gdyz nie zidentyfikowano odpowiednich kompleksow zelaza [24, 37].

Na zakonczenie wypada rozwazy¢ perspektywy zastosowania terapeutycznego
SOD i zwiazkoéw nasladujacych jego dziatanie. Podjete byty juz do tej pory liczne préby
zastosowania klinicznego SOD. W badaniach tych zastosowano dysmutaze
ponadtlenkowa miedziowo-cynkowa pochodzenia bydlecego. Uzyskano obiecujace
rezultaty w schorzeniach przewlektych zwiazanych z zapaleniem (reumatoidalne
zapalenie stawOw 1 osteoarthritis ) oraz w znoszeniu dziatan ubocznych towarzyszacych
radio- 1 chemioterapii. Glownym problemem, przyczyna ubocznych dziatan
immunologicznych, byto nie-ludzkie pochodzenie preparatu, co doprowadzilo do

zarzucenia badan.
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Odpowiedzia na ten problem (ograniczenie) moze by¢ synteza zwiazkdéw nie-
biatkowych o matej masie czasteczkowej, nasladujacych dziatanie SOD. I rzeczywiscie,
dostepnych jest obecnie kilka klas zwiazkow rozniacych si¢ migdzy soba budowa
chemiczng 1 selektywnoscia. Jeden z nowszych zwiazkow noszacy symbol M 40403
(pochodna Mn (II) pentaazamakrocykliczna ) z sukcesem ukonczyt badanie kliniczne I
fazy badajace bezpieczenstwo na zdrowych ochotnikach [37].

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy maja przede wszystkim charakter
poznawczy. Rzucaja one nowe §wiatlo na role reaktywnych form tlenu we wstrzasie
septycznym. Potwierdzaja zdolno§¢ wymiataczy wolnych rodnikéw do zapobiegania
hyporeaktywno$ci naczyn bedacej rezultatem kontaktu z LPS oraz sugeruja, ze
mimetyki SOD moglyby by¢ potencjalnie zastosowane w terapii nie tylko chorob
przewlektych jak np.reumatoidalne zapalenie stawow, ale takze stanéw ostrych, jakim

jest wstrzas septyczny.
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6.Wnioski
1. Wymiatacze reaktywnych form tlenu moduluja skurcz pier§cieni aorty w

sposoOb zalezny od zastosowanego wymiatacza oraz agonisty.

2. Podobny stopien hyporeaktywnos$ci naczyn po ich inkubacji z LPS

niezaleznie od zastosowanego agonisty.

3. Wymiatacze anionorodnika ponadtlenkowego SOD i Tempol oraz
wymiatacz nadtlenoazotynu MCP zapobiegaja wywotywanej przez LPS
hyporeaktywno$ci pierScieni aorty przy wywotywaniu skurczy

norepinefryna, fenylefryna i angiotensyna II.

4. Tiron, niebiatkowy mimetyk SOD, nie zapobiega wywolanej przez LPS

hyporeaktywnosci pierscieni przy skurczach wywotywanych norepinefryna.
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7. Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie wplywu wymiataczy wolnych
rodnikow na skurcz naczyn w warunkach podstawowych oraz z warunkach stresu
oksydacyjnego wywolanego obecnoscia LPS. Stres oksydacyjny rozumiany jako
nadmierna, przekraczajaca mozliwosci kompensacyjne organizmu, produkcja
reaktywnych form tlenu, obecny jest we wstrzasie septycznym. Jedna z gtdéwnych cech
charakteryzujacych wstrzas septyczny jest takze hyporeaktywnos$¢ naczyn. Badanie,
jaki wptyw ma wybor wymiatacza reaktywnych form tlenu i agonisty na skurcz naczyn
pozwolitoby lepiej zrozumie¢ rolg wolnych rodnikow we wstrzasie septycznym

Doswiadczenia wykonano na pierScieniach odcinka piersiowego izolowanej
aorty krolika. Pierscienie byly umieszczane w naczyniach do narzadéw izolowanych
wypelionych ptynem Krebsa-Henseleita. Trzy z pier§cieni poddawane byly inkubacji z
reagentami a czwarty zawsze otrzymywat tylko odpowiednie ilo$ci rozpuszczalnika,
aby wyeliminowa¢ zmiany kurczliwosci zalezne od czasu. Skurcz maksymalny tego
pierScienia w odpowiedzi na agonist¢ uznano za 100% i stuzyl za kontrolg. Do
wywolywania skurczy naczyn zastosowano NE, PE i Angll. W celu wymiatania
wolnych rodnikéw zastosowano cztery zwiazki: SOD, Tiron i Tempol (niebiatkowymi
mimetykami SOD) do zmniejszenia stgzenia anionorodnika ponadtlenkowego oraz
MCP wykazujace powinowactwo do nadtlenoazotynu.

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze wymiatacze reaktywnych
form tlenu moduluja skurcz pierscieni aorty w sposob zalezny od zastosowanego
wymiatacza oraz agonisty. Czterogodzinna inkubacja z LPS wywotala okoto
dwudziesto procentowe zmniejszenie reaktywnosci w skurczach wywotywanych
kazdym z agonistow. Podczas gdy SOD, Tempol oraz MCP zapobiegaly wywotywane;j

przez LPS hyporeaktywnos$ci przy skurczach indukowanych NE, PE i Angll, to Tiron
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okazal si¢ nieskuteczny w zapobieganiu hyporeaktywnosci, gdy czynnikiem
indukujacym skurcz byta NE.

Podsumowujac wyniki niniejszej pracy mozna stwierdzi¢, ze niebiatkowe
zwiazki nasladujace dziatanie SOD moglyby stanowi¢ jedna z opcji terapeutycznych w
leczeniu schorzen, ktorym towarzyszy nadmierna produkcja wolnych rodnikéw i

hyporeaktywno$¢ naczyn na dziatanie katecholamin np. wstrzasu septycznego.
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8.Summary

The aim of his paper was to compare the influence of free radical scavengers on
vascular smooth muscle contractions in non stimulated conditions and during the
oxidative stress evoked by the presence of LPS. Oxidative stress, defined as exceeding
host’s compensatory mechanisms production of reactive oxygen species (ROS),
accompanies septic shock and so vascular hyporeactivity does.  Addressing the
problem of the importance the choice of ROS scavenger and agonist have on vascular
contraction would help to understand better the role of free radicals in septic shock.

Experiments were conducted on rabbit aortic rings. The rings were placed in
organ chambers for isolated organs filled with physiologic Krebs-Henseleit solution.
Three of the rings were subdued to incubation with reagents and the last one received
only equivalent amounts of solvent to eliminate time-dependant changes in contractility.
The maximal response of this ring was considered to be 100% and served as a control.
NE, PE and Angll were used to evoke contractions. Four agents were applied for
scavenging free radicals: SOD, Tiron and Tempol (non peptide SOD mimetics) for
reducing superoxide’s concentration and peroxynitrite scavenging MCP.

Obtained results are the basis for the following conclusions. ROS scavengers
modulate aortic rings’ contractions in a way dependant on applied scavenger and
agonist. Four hour incubation with LPS resulted in an approximately twenty percent
reduction in maximal effect for each of the agonists. SOD, Tempol and MCP prevented
LPS-induced hyporeactivity for contractions evoked by NE, PE and Angll. Tiron
proved to be ineffective in preventing vascular hyporeactivity if NE was the contracting
agent.

Summarizing the results of this work, it can be stated, that non peptide SOD

mimetics could become one of the therapeutical options for managing conditions
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accompanied with free radical excess production and vascular hyporeactivity, like septic

shock.
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9. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
AA — arachidonic acid - kwas arachidonowy
Angll — angiotensin Il — angiotensyna 11
ATP — adenosine triphosphate - adenozynotrifosforan
¢GMP — guanosine 3’-5 cyclic-monophosphate - cykliczny guanozyno-3’,5’-
monofosforan
COX - cyclooxygenase - cyklooksygenaza
ecSOD - extracellular SOD — zewnatrzkomérkowa dysmutaza ponadtlenkowa
EDREF —endothelium-derived relaxing factor
eNOS — endothelial nitric oxide synthase — $srdédblonkowa syntaza tlenku azotu
GSH - glutathione — glutation
H,0, — hydrogen peroxide - nadtlenek wodoru
iNOS — inducible nitric oxide synthase — indukowalna syntaza tlenku azotu
IRAK - interleukin-1 receptor-assosiated kinase — kinaza zwiazana z receptorem dla
interleukiny-1
Karp— ATP-sensitive potassium channel - kanal potasowy zalezny od ATP
LBP — LPS-binding protein — biatko wiazace LPS
L-NAME — L-nitro-arginine methyl ester — ester metylowy L-nitroargininy
LPS — lipopolisaccharide - lipopolisacharyd
MAPK — mitogen-activated protein kinase — kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
MCP - 3-metylo-1,2-cyklopentanedion
mRNA - matrycowy kwas rybonukleinowy
NE — norepinephrine — norepinefryna
NFxB — nuclear factor-xB — czynnik jadrowy-kB

nNOS — neuronal nitric oxide synthase — neuronalna syntaza tlenku azotu
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NO - nitric oxide — tlenek azotu
O, - superoxide — anionorodnik ponadtlenkowy

ONOQO' - peroxynitrite — nadtlenoazotyn

PE — phenylephrine - fenylefryna

PGI; — prostacyclin - prostacyklina

RFT - reaktywne formy tlenu

ROS — reactive oxygen species

sGC — soluble guanylate cyclase - rozpuszczalna cyklaza guanylanowa
SOD - superoxide dismutase — dysmutaza ponadtlenkowa

TLR4 — Toll-like receptor 4

TNFa - tumour necrosis factor — czynnik nekrotyzujacy guza

TRAF6 — tumour necrosis factor receptor-associated factor — czynnik zwiazany z
receptorem dla czynnika nekrotyzujacego guza

TXA, - thromboxan - tromboksan

VSMC — vascular smooth muscle cells —komorki migéni gladkich naczyn

XO — xanthine oxidase - oksydaza ksantynowa
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