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Objas$nienia stosowanych skrétéw i symboli

3C NMR - spektroskopia rezonansu jadrowego wegla-13

'H NMR - spektroskopia protonowego rezonansu jadrowego

CaR - receptor wapniowy

CDX - cyklodekstryna

DCC- dicykloheksylokarbodiimid

DEAD - azodikarboksylan dietylowy

DIBAL-H - wodorek diizobutyloglinu

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

FEPi - ang. Fractional Excretion of Phosphate; frakcyjne
wydalanie fosforandédw z moczem

MAP - ang. Mean Arterial Blood Pressure; $rednie cisdnienie
tetnicze krwi

NPS R-568 - N-(3-[2-chlorofenylo]propylo)—-(R)-oa-metylo-3-
metoksybenzylamina

PhsP - trifenylofosfina

PHF - ang. Parathyroid Hypertensive Factor; przytarczyczny
czynnik hipertensyijny

PMSF - fluorek fenylometylosulfonowy

PNN - przewlekla niewydolno$é¢ nerek

PTH - parathormon

PTSA - kwas p-toluenosulfonowy

SHR - ang. Spontaneously Hypertensive Rats; szczury z
wrodzonym nadcisénieniem tetniczym

THF - tetrahydrofuran

TPTX - tyreoparatyreoidektomia; usuniecie tarczycy z
przytarczycami

WKY - ang. Wistar—-Kyoto Rats; linia szczurdw o prawidilowym

cidnieniu tetniczym, z ktdrej wyhodowano szczury SHR



1. WSTEP

Nadcisnienie tetnicze jest jedna z najczestszych chordb
uktadu krazenia spotykanych u ludzi. W ponad 90% przypadkdw
nie znamy przyczyny rozwoju tej patologii' i dla tego
nazywamy Jja pierwotnym nadcisénieniem tetniczym. Jakkolwiek
zadna z aktualnie istniejacych teorii nie zyskaita
powszechne’] akceptacjiz, patogeneze tego stanu wiaze sie z
zaburzeniami regulacji cisnienia tetniczego krwi.
Szczegdlna uwage zwraca sie obecnie na choroby towarzyszace
nadcisnieniu, ktdérych patomechanizm powstawania, sam z
siebie, nie tilumaczy wspdiwystepowania podwyzszonego
cisdnienia krwi.

Wéréd wielu takich chordb, wazne miejsce zajmuje
pierwotna nadczynnoéé przytarczyc®. Pierwotna nadczynnosé
przytarczyc to stan, w ktdrym komdérki gruczoidw
przytarczycznych produkuja i1 wydzielaja nadmierne ilosci
parathormonu (PTH) w stosunku do potrzeb organizmu pacjenta
dotknietego ta choroba. Ponadto zaobserwowano, Ze usuniecie
przytarczyc, pacjentom z pierwotna nadczynnos$cia tego
gruczotu i nadcisnieniem tetniczym, wediug rdéznych
publikacji powoduje w 31% do 70% przypadkdw normalizacije

ciénienia tetniczego krwi®®.

Obserwacja ta podkresla
wspdtzaleznosé miedzy nadciénieniem tetniczym a
nadczynnos$ciag przytarczyc. Jak do tej pory nie znaleziono

zadawalajacego wyjasnienia tej zaleznosci.

1.1. Przytarczyczny czynnik hipertensyjny

Jedna z hipotez titumaczacych powiazanie nadciénienia
tetniczego i czynnos$ci przytarczyc zakitada istnienie
dodatkowego czynnika wydzielanego przez przytarczyce,
nazwanego przytarczycznym czynnikiem hipertensyjnym (ang.
Parathyroid Hypertensive Factor - PHF)°®. Hipoteza o
istnieniu takiego czynnika powstala w pracowni P.K.T.

Panga. Po pierwsze wykazano, ze usuwanie przytarczyc



szczurom z wrodzonym nadciénieniem szczepu SHR (ang.
Spontaneous Hypertensive Rats) powoduje u tych zwierzat
znaczne obnizZzenie cisnienia Jjuz po 120 minutach od
zabiegua7. Stwierdzono rdéwniez, ze przetoczenie osocza
pochodzacego od szczurdw SHR, odpowiadajacym im genetycznie
szczurom WKY (ang. Wistar—-Kyoto Rats) powoduje u tych
ostatnich wzrost ciénienia tetniczego krwi®. Dla
wykluczenia przypadkowego efektu zwigzanego z dziataniem
znanych niskoczasteczkowych endogennych czynnikoéw
presyjnych (czynnik ouabaino - podobny, adrenalina i in.),
osocze zwierzat przed przetoczeniem poddano dializie tak by
przetoczenie obejmowatlo tylko okres$long frakcije biatek
osocza, o masie okolo 3kD’. Ponadto wykazano, ze
przetoczenie tak przygotowanego osocza od szczurdéw SHR,
ktdérym uprzednio usunieto przytarczyce, nie powoduje zmian
cisnienia tetniczego u szczurdw normotensyjnychg. Tak wiec
usuniecie szczurom hipertensyjnym przytarczyc powoduje
zanik witasciwosci presyjnych ich osocza.

Posrednimi testami biologicznymi wykazano réwniez
wystepowanie PHF u ludzi z nadcis$nieniem tetniczym. Badania
te wykazaty, zZze pacjenci z nadciénieniem, u ktdrych
stwierdzano PHF, byli podatni na hipotensyjne leczenie
verapamilem - blokerem kanatdéw wapniowych w odrdznieniu od
pacjentédw z nadciénieniem lecz PHF-ujemnych, u ktdrych
stwierdzano brak wrazliwoéci na Verapamilm.

Wzrost cisnienia tetniczego krwi wigze sie ze wzrostem
aktywnosci Ca®’ w cytozolu komérek mies$ni gtadkich, co
prowadzi do ich skurczu'’. Tym tlumaczy sie skutecznos$é
lekéw blokujgacych kanaly wapniowe miedzy innymi w blonie
komdérek mieéni gtadkich tetnic, a tym samym obnizZzajacych
cidnienie tetnicze krwi.

Presyjne dziatanie PHF jest najprawdopodobniej zwigzane ze
wzrostem aktywnosci Ca’’ wewnatrzkomérkowego komdrek miesni

gtadkich tetnic, wykazano bowiem, Ze osocze szczurdw SHR,



zawierajace aktywnos$é PHF, powodulje zwiekszone pobieranie
Ca’" przez izolowane preparaty tetnic®.

Dotychczasowe prdby uzyskania ,czystego” PHF nie daily
zadowalajacego rezultatu. Wytworzono natomiast przeciwciala
przeciwko PHF'?, ktére powoduja zmniejszenie

hipertensyjnego dziatania pPHF'’.

1.2. Receptor wapniowy

Prawidiowe stezenie wapnia ma kluczowe znaczenie dla
funkcjonowania wieku komdérek. Jony wapniowe biora udzial w
generowaniu i przewodzeniu impulsdéw elektrycznych,
podziatach komérkowych, sekrecji hormondw oraz kurczliwosci
miedni. W warunkach fizjologicznych steZenie wapnia
catkowitego w osoczu krwi wynosi 2,25 - 2,75 mmol/1l, =z
czego 45-50% stanowi wapn zjonizowany a wahania Jjego
stezenia nie przekraczaja 0,05 - 0,1 mmol/1'. W zwiagzku z
tym stezZzenie wapnia zjonizowanego w osoczu krwi zwierzat
podlega bardzo precyzyjnej kontroli. Jednym z elementdw te]
kontroli jest wydzielanie PTH przez przytarczyce. W
odpowiedzi na rosnace stezenie wapnia w osoczu komdrki
przytarczyc zmniejszaja sekrecje PTH, co powoduje
ograniczenie uwalniania wapnia z kosci, reabsorbciji tego
jonu przez nerke 1 zmniejszenie syntezy witaminy D3, co z
kolei powoduje zmniejszenie wchlaniania wapnia w przewodzie
pokarmowymw. Spadek stezenia wapnia zjonizowanego w 0soCzu
powoduje natomiast sekwencje zdarzen przeciwstawnych tj.
wzrost sekrecji PTH, wzrost uwalniania wapnia z kosci,
zwiekszenie reabsorpcji wapnia z moczu. Mechanizm
rswWwyczuwania” stezenia wapnia przez komdérki przytarczyc byl
niejasny. Przypuszczano, Zze zmiana stezenia [Ca®*]
zewnatrzkomédrkowego powoduje na zasadzie rdéwnowagili stezen
zmiane stezenia [Ca’"] wewnatrzkomérkowego co w zaleznosci
od kierunku zmian, miatoby pobudza¢ lub hamowaé¢ sekrecije

PTH®.
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Ten schemat wspditzaleznoéci do$é dobrze opisywal zmiany
sekrecji PTH zachodzace fizjologicznie, Jjak i te
obserwowane w czestych patologiach przytarczyc, na przykitad
w pierwotnej nadczynnoéci przytarczyc. Nie nadawal sie
natomiast do wyjasénienia zmian opisywanych w rodzinnej
hiperkalcemii =z hipokalcuria”. Patologia ta wydaje sie by¢
poczatkowo, bardzo podobna do pierwotnej nadczynnos$ci
przytarczyc. Jednak rodzinnej hiperkalcemii z hipokalcuria
nie towarzyszy podwyzszone stezenie PTH i co
najistotniejsze, nie wystepuje w tym zespole zwiekszone
wydalanie wapnia z moczem, tak typowe dla pierwotnej
nadczynnoséci przytarczycm. Stwierdzono zatem, ze w
zaburzeniu tym wystepuje stan obnizonego progu wrazliwosci
komérek przytarczyc na [Ca’"], w ktérym przy wyzZszym niz
zazwyczaj [Ca®*] wystepuje normalna sekrecja PTH.
Dodatkowym przykiadem, potwierdzajacym istnienie standw
zmienionej wrazliwos$ci komdérek na stezenie wapnia w osoczu
jest rodzinna hipokalcemia z hiperklacuria. W chorobie tej,
w odrdznieniu od pierwotnej niedoczynnos$ci przytarczyc,
utrzymuje sie wzmozone wydalanie wapnia z moczem, pomimo
niskich stezen tego Jjonu w osoczu. W tym wypadku mozna
powiedzieé¢, zZze komdérki przytarczyc maja podwyzszony prég
wrazliwo$ci na [Ca®’] i ,wyczuwaja” obnizony poziom wapnia
jako normalny?’. Obserwacje te stworzyty podstawy koncepcii
istnienia receptora na powierzchni komdrek przytarczyc,
wrazliwego na zmiany [Ca®’] zewnatrzkomdérkowego. I tak,
dos$wiadczenia przeprowadzone na izolowanych komdrkach
przytarczyc zmierzaty do okreslenia wewngtrzkomdrkowych
mechanizmédw pobudzanych przez zmiane stezZenia wapnia w
Srodowisku zewnetrznym komdérek przytarczyc. Wykazaly one,
ze wzrost stezenia Ca’’ w $rodowisku zewnetrznym prowadzi
do mobilizacji wapnia z zasobdw wewnatrzkomdrkowych a takze

zwiekszonego pobierania przez komérki Ca®’ ze $rodowiska®’
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Ostatecznym potwierdzeniem istnienia receptora
wapniowego (CaR) byty doswiadczenia z zastosowaniem technik
biologii molekularnej??*. W duzym uproszczeniu dos$wiadczenia
te przeprowadzono nastepujaco. Do komdrki Jjajowe] Xenopus
laevis wprowadzono mRNA uzyskane z komdrek przytarczyc
wotowych. Nastepnie, po podaniu agonistdédw tego receptora,
poérednio oceniono Jjego ekspresje mierzac zmiany
polaryzacji oocyta spowodowane zmianami stezZenia wapnia
wewnatrzkomérkowego. Stosowanie fragmentdw tego RNA
pozwolito zidentyfikowa¢ frakcje mRNA kodujaca czasteczke
receptora. Wprowadzenie tej frakcji do komdérki oocyta
powodowalo pojawienie sie na Jjej powierzchni receptora.
Poznanie mRNA umozliwilo wyznaczenie sekwencji aminokwasoéw
CaR. Biatko receptora sktada sie z trzech gitdédwnych domen
strukturalnych: zewnatrzkomérkowe]j, aminoterminalne]j -
wiazacej wapn i inne ligandy, liczacej 613 aminokwasdw;
btonowe]j, zbudowanej z 250 aminokwasdédw, podzielonej na 7
segmentdéw, co jest charakterystyczne dla biatek z rodziny
G; oraz karboksyterminalnej domeny wewngtrzkomdrkowej
liczace]j 222 aminokwasyﬂ.

Nawet niewielkie zmiany [Ca2+] w osoczu wpiywaja na
zmiane pobudzenia receptora wapniowego na powierzchni
komdérek przytarczyc. Wzrost stezenia wapnia aktywujac
receptor wapniowy prowadzi do wzrostu stezZenia wapnia
wewnatrzkomérkowego w komdrkach przytarczyc. To z kolei
powoduje zahamowanie sekrecji PTH. Taka sekwencja zdarzen
zostatla potwierdzona doswiadczalnie na izolowanych

23,24:25  Natomiast

komérkach przytarczyc (,ex vivo”)
obnizZzenie [Caﬁj W osoczu, a co za tym idzie zmniejszenie
pobudzenia CaR, prowadzi do zmniejszenia stezenia wapnia
wewnatrzkomérkowego, co powoduje zwieksza sekrecje PTH.
Wzrost stezenia PTH powoduje normalizacije [Caﬁlw osoczu?®.

Dalsze badania doprowadzity do wykrycia innych niz

komérki przytarczyc lokalizacji receptora wapniowego.
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Stwierdzono wystepowanie CaR w réznych narzadach nie zawsze
powigzanych bezpoérednio z gospodarka wapniowo-fosforanowa.
I tak ekspresja mRNA receptora wapniowego zachodzi w
komérkach cewek nerkowych szczegdlnie wstepujacej czesdci
petli Henle’go i1 cewki dystalnej (komdérki odpowiedzialne za

)27

zalezna od PTH reabsorpcije wapnia)“’, osteoblastach?®?,

osteoklastach??, przewodzie pokarmowym”, o$rodkowym

31,32 4 tarczycy.

uktadzie nerwowym

Odkrycie receptora wapniowego ma olbrzymie znaczenie
nie tylko dla zrozumienia mechanizmdéw kontroli sekrecji
PTH, ale rdéwniez stworzyto zupeinie nowe mozliwos$ci dla

préb leczenia zaburzen gospodarki wapniowejﬁ.

1.3. Kalcymimetyki
Kolejnym etapem badan bylo poszukiwanie innych anizeli

2+
Ca

substancji, bedacych antagonistami badZ agonistami
opisanego receptora. Potrzeba stworzenia lekdéw obnizajacych
sekrecje PTH z przytarczyc istniata od dawna i byta
zwiazana nie tyle z pierwotna nadczynnos$cia badz dosé
rzadkimi przypadkami nowotwordw tego narzadu, co ze stanami
wtédrnej nadczynnoé$ci przytarczyc zwiazanymi z
niewydolnoscia nerek’?. Postepujaca niewydolno$é nerek
prowadzi do wzrostu stezenia fosforandéw we krwi (wskutek
nieskutecznej ich eliminacji), co z kolei powoduje wzrost
sekrecji PTH z przytarczyc. Zmniejsza sie wytwarzanie
witaminy Ds. Proces ten, poprzez spadek wchitaniania wapnia
w Jjelicie prowadzi do hipokalcemii, ktdéra jest dodatkowym
impulsem pobudzajgcym uwalnianie PTH z przytarczyc%.
Ostatecznie hipokalcemia i1 hiperfosfatemia, towarzyszace
przewleklej niewydolnos$ci nerek nasilaja kalcyfikacije
tkanek miekkich 1 $cian naczyh krwionos$nych oraz moga
wspétdziataé w rozwoju chorédb ukladu krazenia’’.

Juz wstepne badania nad CaR, prowadzone na izolowanych
komérkach przytarczyc wykazaty, ze wapn nie jest jedynym

kationem pobudzajacym ten receptor. Okazalo sie, zZze takie
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wtasciwoséci posiadaija jony takie jak Mg?', La’", cd’" oraz
zwiazki o charakterze polikationdéw - poliaminy takie jak
spermina, spermidyna, aminoglikozydy takie jak
streptomycyna, bekanamycyna, gentamycyna, peptydy takie jak
polilizyna, poliarginina%. Praktycznie nie nadaja sie one
do leczenia standéw chorobowych przebiegajacych z
podwyzszonym stezeniem PTH, poniewaz ich okres$lone ,in
vitro”, skuteczne do pobudzenia CaR stezenia, wymagatyby

zastosowania dawek potencjalnie toksycznych ,in vivo” ¥,

Ta
grupe zwiazkdw, konkurujacych z wapniem o miejsce wiazace
receptora, nazwano kalcymimetykami typu I. Dalsze badania
doprowadzity do odkrycia grupy zwigazkdéw nie pobudzajacych
wprost receptora wapniowego, ale zmieniajacych jego proég
pobudliwosci na zmiany [Caﬁl. Zwigzki te powoduja
nasilenie impulsu hamujacego sekrecje PTH przy danym
stezeniu wapnia’’. Odmiennie od kalcymimetykéw typu I wiaza
sie one z domeng bitonowa CaR i dziataja jako tzw.
modyfikatory allosteryczne. Zwiazki te zostaly nazwane
kalcymimetykami typu I11°7. Sa to jednowartosciowe kationy
organiczne. Najlepiej poznanymi kalcymimetykami typu II sg
fenyloalkilaminy, takie jak: NPS R-467, NPS S-467, NPS R-
568%° nalezace do pierwszej generacji kalcymimetykdw typu
IT oraz nowszy, zaliczany do drugiej generacji - AMG 07334,
Pierwowzorem dla kalcymimetykdédw NPS byta toksyna pajaka
Diguetia Canities’®.

Zastosowanie kalcymimetykdéw dziatajacych bezpos$rednio
na mechanizm regulacji wydzielania PTH, umozliwito
przeprowadzenie tzw. ,farmakologicznej paratyreoidektomii”
prowadzace] najpierw do spadku wydzielania PTH a nastepnie

do obnizenia stezenia wapnia zjonizowanego w OsoCzu.

1.4. Regulacja sekrecji PHF?

Odkrycie receptora wapniowego?’ oraz kalcymimetykéww,
zwiazkdéw ktdre poprzez aktywacje receptora wapniowego

komdérek przytarczyc obnizaja sekrecje PTH, stworzyito



14

mozliwos$ci przeprowadzenia ,farmakologiczne]

° oraz u ludzi®’.

paratyreoidektomii” u szczurdw’

Wydato sie zatem bardzo prawdopodobne, zZze receptor
wapniowy moze rdéwniez posredniczy¢é w mechanizmie sekreciji
czynnika hipertensyjnego (PHF) przez komdérki przytarczyc,
co nie zostato do te]j pory wykazane. Mozliwe Jjest wobec
tego, ze podanie zwierzetom kalcymimetyka moze doprowadzic
do zahamowania sekrecji PHF, co powinno objawiac¢ sie
spadkiem ciénienia krwi u szczurdw, szczegdlnie zas$ u
szczurdédw hipertensyjnych SHR, u ktdérych wykazano obecnos$é
PHF®. W zgodzie z taka hipoteza pozostaja nasze
wczesSniejsze doswiadczenia, w ktérych podano normotensyjnym
szczurom kalcymimetyk typu I, gentamycyne39

Doswiadczenia te wykazaty, ze podanie gentamycyny
wywotuje skutki ,farmakologicznej paratyreoidektomii”, tzn.
obniza stezenie ca?" w osoczu krwi (Rys. 1) oraz wydalanie
fosforandéw z moczem u szczurdw (Rys. 2). Jednoczesnie
stwierdzono, ze podanie gentamycyny istotnie obniza
cisénienie tetnicze krwi u tych szczurdéw (Rys. 3). Natomiast
usuniecie przytarczyc przez wykonanie zabiegu
paratyreoidektomii zapobiega wystapieniu tego efektu.
Najczeécie]j stosowanym w pracach eksperymentalnych
kalcymimetykiem Jjest NPS R-568, kalcymimetyk typu II,
nalezacy do fenyloalkoloamin. Podany doustnie skutecznie
obniza sekrecje PTH oraz stezenie Cca’t zardéwno u zwierzat
doéwiadczalnych39 jak i1 u pacjentdw z pierwotng

nadczynnoscia przytarczyc?l.
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Rysunek 1 Zmniejszenie stezenia [Ca?'] w osoczu po podaniu dozylnym
gentamycyny w czasie 0 szczurom Wistar. Symbole zacienione
odpowiadaja wartos$ciom uzyskanym u szczurdw traktowanych gentamycyna;
niezacienione odpowiadaja warto$ciom uzyskanym w grupie kontrolnei;
(*) odpowiada statystycznie znamiennym rdznicom pomiedzy grupami,
wykazanym w teé$cie t-Studenta. Zaadaptowano z Boblewski K. i in. Ann.
Acad. Med. Gedan., 2003,33 suppl. 1,97-104.
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Rysunek 2 Zmniejszenie frakcyjnego wydalania fosforandéw (FEPi%) po
podaniu dozylnym gentamycyny w czasie 0 szczurom Wistar. Symbole
zacienione odpowiadaja wartos$ciom uzyskanym u szczurdw traktowanych
gentamycyna; niezacienione odpowiadaja wartosciom uzyskanym u
szczurdw w grupie kontrolnej; (*) odpowiada statystycznie znamiennym
réznicom pomiedzy grupami, wykazanym w tes$cie t-Studenta. Zaadaptowano
z Boblewski K. i in. Ann. Acad. Med. Gedan., 2003,33 suppl. 1,97-104
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Rysunek 3 Obnizenie $redniego cis$nienia tetniczego (MAP) wyrazone w
postaci AMAP, to jest rdéznicy miedzy wartos$cia w danym czasie
eksperymentu a wartoécig w czasie 0 po podaniu dozylnym gentamycyny w
czasie 0 szczurom Wistar. Symbole zacienione odpowiadaja wartosSciom
uzyskanym u szczurdw traktowanych gentamycyna; niezacienione
odpowiadaja wartosciom uzyskanym u szczurdw w grupie kontrolnej; (*)
odpowiada statystycznie znamiennym rdéznicom pomiedzy grupami wykazanym
w tes$cie t-Studenta. Zaadaptowano z Boblewski K. i in. Ann. Acad. Med.
Gedan., 2003,33 suppl. 1,97-104

Dotychczas nie ukazaty sie prace, w ktérych badano
wplyw kalcymimetykdéw na cisnienie tetnicze krwi u zwierzat
hipertensyjnych lub u pacjentdédw z pierwotna nadczynnosciag
przytarczyc i1 nadcisnieniem, a wiec w stanach. ktdrym

towarzyszy wzmozona sekrecja PHF.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wpiywu
kalcymimetyka NPS R-568 oraz zabiegu
tyreoparatyreoidektomii (TPTX) na cis$nienie tetnicze krwi
szczurdw hipertensyjnych (SHR) w pordwnaniu do ich

normotensyjnej kontroli, szczurdw Wistar Kyoto (WKY).
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3. METODY I MATERIA%L

3.1. Zwierzeta doswiadczalne i przebieg doswiadczenia

Doé$wiadczenia przeprowadzono na samcach szczurdw linii
SHR 1 oraz normotensyjnych WKY. Waga szczurdw wynosilta
200-280 graméw. Zwierzeta byly karmione standardowag paszg
LABOFEET (zezwolenie nr 38/2003, PIW Naklo n/Notecia).
Szczury przebywaly w klimatyzowanym pomieszczeniu o state]
temp. 21°C, bez dostepu $wiatta dziennego. Automatyczne
o$wietlenie pomieszczenia zapewnialo 12 godzin $wiatia
sztucznego i 12 godzin ciemno$ci. Zwierzeta miaty ciggty
dostep do jedzenia i wody. Zgode na przeprowadzenie
dos$wiadczen uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Do$wiadczen na Zwierzetach Akademii Medycznej w Gdansku
(opinia nr 10 z dn. 11 lutego 2002).

Zwierzeta wprowadzano w znieczulenie ogdlne
Thiopentalem (BIOCHEMIE, Austria) podawanym dootrzewnowo w
dawce 40 mg/kg m.c.

Po znieczuleniu przymocowywano szczura do stolika
preparacyjnego firmy JWE Electronic, utrzymujacego staila
temperature 37°C. Nastepnie przeprowadzano tracheostomie,
umieszczajac w tchawicy szczelnie dopasowana rurke
polietylenowa umozliwiajaca zwierzeciu swobodne oddychanie.
Do zyly szyjne]j zewnetrznej wprowadzano dren polietylenowy,
przez ktéry podawano piyn infuzyjny JjednoczesSnie z dwdch
strzykawek przy uzyciu pompy infuzyjne]j firmy Sage, typu
Orion M 361. Szybkos$¢ infuziji wynosiita 80ml/min z obu
strzykawek (40ml/min z jednej strzykawki).

Do tetnicy szyjnej wprowadzano dren polietylenowy do
pobierania krwi i pomiaru $redniego cisnienia tetniczego
krwi (ang. Mean Arterial Pressure - MAP). Dren taczono z
przetwornikiem cis$nienia, urzadzenia do zbierania danych
biologicznych, MP100 firmy BIOPAC (BIOPAC Systems Inc.,

Goleta USA). Z ciecia nadlonowego odstaniano pecherz
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moczowy, do ktdérego po nacieciu szczytu wprowadzano dren
polietylenowy i podwigzywano pecherz na drenie. Zabieg ten
umozliwial swobodne pobieranie moczu.

Jako pierwszy w infuziji byt podawany piyn o sktadzie:
4% roztwdr albuminy (Sigma-Aldrich, Niemcy) w 0, 9%
roztworze NaCl (Fresenius Kabi, Polska) w objetosci 3 ml z
jedne] strzykawki; z drugiej taka sama objetosé¢ 0, 9%
roztworu NaCl. Nalezy zaznaczy¢, ze ilekro¢ stosowano w
niniejszych dos$wiadczeniach 0,9% roztwdér NaCl, to zawsze
byl to roztwdr z dodatkiem heparyny, w ilosci 1 IU/ml. Po
zakonczeniu infuzji roztworu albuminy zmieniano sktad pitynu
infuzyjnego: obie strzykawki wypeiniano 0,9% roztworem NaCl
w objetosci okoto 3 ml w kazdej. Po ustaleniu sie diurezy

podawano inuline ’H Inulin, Amersham Biosciences, Wielka
Brytania) w jednorazowej, dozylnej dawce 7 UCi/szczura

rozpuszczonej w 300 pl soli fizjologicznej. Po podaniu
inuliny zmieniano rdéwniez skitad pityndéw podawanych w
infuzji: w pierwszej strzykawce pozostawair 0,9% roztwdr
NaCl, w drugiej - roztwdr znakowanej inuliny (*HE Inulin) w
0,9% NaCl podawany w dawce 0,028 UCi/min. Konhcowe objetosci
piynu infuzyjnego wynosity okoto 9 ml w kazdej ze
strzykawek.

Po 20 minutach od podania jednorazowej dawki °H inuliny
prowadzono pierwsza, trwajaca 10 minut, zbidrke moczu. W

potowie tego czasu pobierano z tetnicy okolo 250ml krwi do

probdéwki typu Eppendorf oraz do kapilary o objetosci 150 ul
(Instrumentation Laboratory Company, Lexington, MA, USA),
upuszczajac uprzednio 2-3 krople w celu pozbycia sie pitynu
infuzyjnego z drenu. Probdéwki z pobrana krwia wirowano w
wirdwce Centrifuge 5417C (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Niemcy) przez 10 min (10 000 obrotdw/min). Po
wirowaniu oddzielano surowice do badan. W ten sposdb
uzyskane osocze przeznaczono do oznaczenia stezZenia

fosforandéw oraz pomiaru ilosci cpm (counts per minutes) ’H.
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We krwi pobranej do kapilar oznaczano wapnia zjonizowanego
{Ca%J oraz stezenie sodu [Na‘}. W prdébkach pobranego moczu
oznaczano stezenie fosforandéw oraz mierzono ilos$é¢ cpm.
Bezposrednio po zakonczeniu pierwszej zbidrki moczu
podawano w pojedynczej iniekcji dozylne]j substancje badana
(NPS R-568) 1lub kontrolna (cyklodekstryne). Moment
zakonczenia pierwsze]j zbidrki moczu i1 podania substanciji

badanej przyjmowano za ,czas 0”.

3.1.1. Grupa 1: SHR/NPS (n=6)

W czasie 0 szczurom podawano dozylnie NPS R-568 (NPS),
w dawce 1lmg/kg c.c rozpuszczony w roztworze 15%

cyklodekstryny (Sigma), objeto$é podanego roztworu wynosita

300 pl. Dziesieciominutowe zbidrki moczu rozpoczynano 10
minut przed oraz w 25, 55, 85 1 115 minucie po podaniu
substanciji badanej. W potowie kazdej zbidrki moczu

pobierano krew.

3.1.2. Grupa 2: SHR/kontrola (n=5)

W czasie 0 szczurom podawano dozylnie wylacznie 15%
roztwdr cyklodekstryny (Sigma). Objetos¢ roztworu byta taka
sama, Jjak w przypadku grupy 1. Zbidérki moczu i pobrania

krwi przeprowadzano w tym samym czasie co w grupie 1.

3.1.3. Grupa 3: SHR-TPTX/NPS (n=5) i Grupa 4: SHR-
TPTX/kontrola (n=4)

Przed wykonaniem tracheostomii, kazdego szczura
poddawano tyreoparatyreoidektomii (TPTX). Zabieg polegal na
usunieciu tarczycy z przytarczycami metodg
elektrokoagulacji. Wykonywano go po odsitonieciu tchawicy, a
przed wykonaniem tracheotomii. Zwierzetom w grupie 3

podawano NPS, w sposdb opisany dla grupy 1, natomiast

szczurom w grupie 4 - 15% roztwdr cyklodekstryny (jak w
przypadku zwierzat z grupy 2). Zbidérki moczu i pobrania

krwi przeprowadzano w tym samym czasie co w grupie 1.
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3.1.4. Grupa 5: WKY/NPS (n=4) i Grupa 6: WKY/kontrola
(n=4)
Doéwiadczenia na szczurach normotensyjnych szczepu WKY
wykonano w ten sam sposdéb jak opisano dla szczurdw szczepu

SHR. Grupa 5 odpowiada 1, natomiast 6 - 2.

3.1.5. Grupa 7: WKY-TPTX/NPS (n=5) i Grupa 8: WKY-
TPTX/kontrola (n=4)

Doswiadczenia na szczurach normotensyjnych szczepu WKY
wykonano w ten sam sposdb jak opisano dla szczurdw szczepu
SHR. Grupa 7 odpowiada 3, natomiast 8 - 4.

W celu oceny wptywu NPS na stezenie parathormonu (PTH),
dodatkowo przeprowadzono do$wiadczenia na dwdédch grupach

szczurdw SHR.

3.1.6. Grupa 9: SHR/NPS (n=6)

Protokdtr doéwiadczenia podobny do zastosowanego w
grupie 1, rdézniacy sie tym, Ze zwierzeta nie otrzymywatly °H
inuliny oraz prdébki krwi pobierano na 10 minut przed
podaniem substancji badanej, a nastepnie 15, 30 i 60
minucie po podaniu NPS, w ilos$ci 1,5 ml. Krew pobierano do

wychtodzonych w lodzie probdéwek Ependorfa, zawierajacych 10

Ul 10% roztworu wersenianu sodu (SIGMA) oraz 2,8 pnl 200 mM

roztworu PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy, SIGMA).
Nastepnie prébki wirowano w temperaturze 4 °C, a oddzielone

osocze zamrazano w temperaturze -70 °C do czasu wykonania
oznaczenia PTH. W celu przeciwdziatania skutkom utraty
duzej ilos$ci krwi, spowodowane] pobieraniem krwi,
natychmiast po oddzieleniu osocza komdérki piukano
dwukrotnie w 0,9% NaCl, po czym zawieszano w soli
fizjologicznej i1 podawano dozylnie szczurowi jako

koncentrat erytrocytdw.
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3.1.7. Grupa 10: SHR/kontrola (n=4)

Postepowanie w tej grupie bylo analogiczne do opisanego
dla szczurdw z grupy 9, z tym, ze zwierzeta otrzymywaty

dozylnie, Jjednorazowo 15% roztwdr cyklodekstryny.

3.2. Pomiary i obliczenia

Catkowita radioaktywnos$é prdbek krwi i moczu mierzono
za pomoca licznika scyntylacyjnego Wallac 1409. Stezenie
fosforandédw w osoczu krwi oraz w moczu mierzono zmodyfi-
kowana metoda wediug Fiske i SubbaRow??. Stezenie sodu [Na']
oraz stezenie wapnia zjonizowanego [Caﬁj mierzono za
pomoca analizatora AVL 988-4. Stezenie PTH okre$lano za
pomoca testu radioimmunologicznego do oznaczania stezenia
rPTH (Pennisula Laboratories, Inc.).

Wartosci przedstawiono Jjako $rednie z poszczegdlnych
eksperymentdéw + btad standardowy $redniej (SE). Ocene
istotnosci statystycznej dokonano testem t-Studenta
poréwnujac wartoéci po podaniu substancji badane] =z
wartosciami uzyskanymi przed podaniem NPS w obrebie te]
samej grupy, badZ pordédwnujac wartosci uzyskane w grupie
traktowanej substancija badana w pordédwnaniu do grupy

kontrolnej. Za graniczny poziom istotnos$ci przyjeto p<0,05.

3.2.1. Srednie cisnienie tetnicze.

Wartosci chwilowe cisnienia tetniczego krwi mierzono i
zapisywano z czestotliwoscia 100 Hz na twardym dysku
komputera, z zastosowaniem urzadzenia do zapisu danych
biologicznych firmy BIOPAC Systems Inc. (Goleta, USA), model
MP 100. Wartos$ci zapisane przetworzono usuwajac artefakty i
obliczajac $rednie cis$nienie tetnicze dla kazdej minuty
eksperymentu, za pomoca programu ACQKnowledge (BIOPAC
Systems, Inc., Goleta, USA). Tak uzyskane wartosci
wygladzono i przedstawiono na wykresach w postaci

wielomiandéw 16-tego stopnia, stosujac program Matlab
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Code (MathWorks, Inc., Natick, USA). Uzyskane w ten sposdb
wartosci oznaczono Jjako MAP (ang. Mean Arterial Pressure).
Ze wzgledu na rdéznice w cidnieniu tetniczym
obserwowanym pomiedzy szczurami przed podaniem substancji
badanej, dodatkowo wyznaczono AMAP. Warto$é AMAP,
przyporzagdkowang kazdej minucie eksperymentu, obliczono dla
kazdego eksperymentu osobno odejmujac od wartos$ci Sredniej
MAP dla danej minuty wartos$¢ Srednig MAP dla minuty O.
Postepowanie takie pozwoliio na bezpos$rednie pordwnania
badanego efektu pomiedzy grupami dos$wiadczalnymi, pomimo
réznych wartoé$ci wyjsciowych cidnienia.
Obliczone warto$ci AMAP poddano analizie statystyczne]
w nastepujacy sposdb:
® Wartosci AMAP poddano analizie ANOVA dla powtarzalnych
pomiardéw za pomoca programu Statistica 6,0 (StatSoft
Inc., Tulusa, USA).
® W przypadku uzyskania rdéznic statystycznie znamiennych
przeprowadzano dodatkowo pordédwnania post-hoc w postaci
testdw Bonferroniego i Duncana.

Wartos¢ p<0,05 uznano za statystycznie znamiennsa.

3.3. Synteza kalcymimetyka NPS R-568
Tytutowy zwigzek zostal otrzymany w Katedrze 1

Zaktadzie Chemii Organiczne] Akademii Medycznej w Gdansku.
Synteze przeprowadzono w siedmiu etapach metodg opisana
uprzednio przez Yamazaki®®. W stereoselektywnej syntezie
wykorzystano jako pomocnik dostepny komercyjnie (R)-1-
fenylo-1,2-etanodiol (1 Rys. 4), ktdéry poddano reakcji
Mitsunobu z N-hydroksyftalimidem. Hydrazynoliza otrzymanego
alkoksyftalimidu, a nastepnie kondensacja powstale]
hydroksyloaminy 2 (Rys. 4) z 3-metoksybenzaldehydem
prowadzita do eteru oksymu 3 (Rys. 4). Przytaczenie
metylolitu do zwiazku 3 przebiegalo z wysokg

diastereoselektywnoscia. Po rozdziale chromatograficznym
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(chromatografia kolumnowa) diastereoizomerycznych
produktdéw, uzyskano czysty 1R diastereoizomer
hydroksyloaminy 4 (Rys. 4). W kolejnym etapie
przeprowadzono redukcje wiazania N-O za pomoca cynku w
kwasie octowym, na tazni ultradzwiekowei**, po czym
otrzymang (R)-1-(3-metoksyfenylo)etyloamine 6 (Rys. 4)
sprzegnieto z kwasem (2-chlorofenylo)propionowym w
obecnos$ci DCC-DMAP uzyskujac amid 7 (Rys. 4). Ten ostatni
zwiazek przeksztaicono w pozadana amine (NPS R-568) poprzez
redukcje za pomoca DIBAL-H. Do badan farmakologicznych
uzywano chlorowodorku aminy, otrzymanego w typowy sposdb.
Dane spektralne NPS R-568 (1H i 3¢ NMR) oraz temperatura
topnienia byly w peilni zgodne =z literaturowymi%, a
okre$lona na podstawie dokladnej analizy widma 1H NMR oraz
wynikéw analizy elementarnej czystos$é¢ zwiazku wynosita
>98,5%.

Czystos$é¢ enancjomeryczna uzyskanej aminy sprawdzono
metoda 1H NMR z wykorzystaniem kwasu (S)-0-
acetylomigdatowego jako chiralnego czynnika solwatujacego.
W widmach 1H NMR tworzgcych sie diastereoizomerycznych soli
obserwowuje sie istotne rdznice przesunieé¢ chemicznych dla
protondéw grupy metylowe] zwiazane] bezposrednio z
asymetrycznym atomem wegla. W widmie protonowym otrzymanej
aminy w roztworze deutero-chloroformu, w temperaturze
pokojowej, w obecnosci rdéznych ilosci kwasu (S)-0-
acetylomigdatowego wystepowal tylko jeden sygnal protondw
grupy metylowej (CH3-C), podczas gdy w zarejestrowanym w
analogicznych warunkach widmie mieszaniny racemicznej aminy
obecne bytly dwa wyrazZnie rozrdznialne sygnaty te]j grupy, co
wskazuje, ze nadmiar enancjomeryczny (ee) w przypadku

zsyntetyzowanej aminy wynosit >95%.
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Rysunek 4 Synteza NPS R-568.

Warunki reakcji: (i) N-hydroksyftalimid, DEAD, Ph3P, THF, 50°C, 3 dni
(ii) N,H,xH,0, EtOH, 80°C do temp. pok., 30 min. (iii) 3-
metoksybenzaldehyd, PTSA, toluen, 70°C, 30 min. (iv) Meli w eterze
toluen, -15°C do 0°C, 25 min. (v) Zn, AcOH-H,0O, 55°C,

etylowym,

ultradzwieki, 10 godz. (vi) DCC, DMAP, CH,Cl,, temp. pok., 5 godz.
(wii) DIBAL-H, CH,C1,, temp. pok., 7 godz. Skroéty: DCC -
dicykloheksylokarbodiimid; DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna; DIBAL-H -
wodorek diizobutyloglinu; 'H NMR - spektroskopia protonowego rezonansu
jadrowego; '°C NMR - spektroskopia rezonansu jadrowego wegla-13; DEAD -
azodikarboksylan dietylowy; PhsP - trifenylofosfina; THF -

tetrahydrofuran; PTSA - kwas p-toluenosulfonowy.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1. Wpiyw NPS R-568 na stezenie wapnia zjonizowanego w
osoczu i frakcyjne wydalanie fosforandw z moczem u
szczurdw

Podanie NPS R-568 powodowalo przejsciowe obnizenie
stezenia wapnia zjonizowanego w osoczu krwi, zardédwno u
szczurdw SHR jak 1 WKY (Tab. 1). Najnizsze stezenie
notowano w 60 minucie po podaniu NPS, to jest 0,97 £0,03
mmol/1l u SHR a 0,89+0,02 mmol/1 u WKY. Od 60 minuty po
podaniu NPS stezenie wapnia powracato do wartoséci
wyjsciowych, nie osigagajac ich jednak w czasie objetym
doswiadczeniem u obu szczepdw szczurdw (Tab. 1). W grupach
kontrolnych stezZzenie wapnia zjonizowanego nie ulegaio
zmianie, jakkolwiek w grupie kontrolnej SHR byio nieco
wyzsze w pordwnaniu do grupy kontrolnej WKY (Tab. 1).

Podanie NPS obnizato istotnie wydalanie fosforandw z
moczem, przedstawione w postaci frakcyjnego wydalania
fosforandéw (FE Pi). Dziatanie to zaznaczylo sie najsilnie]
w 60 minucie po podaniu NPS u szczurdw SHR i1 WKY. FE Pi% w
60 minucie po podaniu NPS wynosito 7,1#1,4% u szczurdw SHR
a u WKY 3,0+0,2% (Tab. 1). Natomiast w grupach kontrolnych,
zardédwno u WKY jak i SHR nie tylko nie zaobserwowano spadku
FE Pi%, ale wystepowal trwaty wzrost frakcyjnego wydalania
fosforanéw z moczem. FE Pi u szczurdédw SHR bylo wyZsze w
pordéwnaniu do wartosci uzyskanych u WKY, zardwno w grupie
badanej jak 1 kontrolnej.

Nie wykazano istotnych rdézZznic w filtracji kiebkowe]
pomiedzy grupami eksperymentalnymi. Obserwowano jednak,
nieznaczny wzrost tej filtracji u zwierzat traktowanych

NPS.
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Tabela 1

Wpiyw NPS R-568 na stezenie Ca2+ w osoczu (A) i frakcyjne
wydalanie fosforandéw z moczem (B) oraz wartosci filtracji
ktebkowej (C) u szczurdédw SHR i WKY.

2+

a Ca®" [mmol/1]
SHR WKY
Czas CDX (n=5) NPS (n= 6) CDX (n= 5) NPS (n= 4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 1,24 0,03 1,18 0,01 1,15 0,05 1,15 0,05
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 1,229 0,03 1,04 *# 0,02 1,12 0,10 0,96 * 0,03
60 1,26 0,02 0,97 *# 0,03 1,15 0,05 0,89 *# 0,02
90 1,28 S 0,02 1,01 *# 0,03 1,16 0,05 0,95 *# 0,04
B FEPi (%)
SHR WKY
Czas CDX (n= 5) NPS (n= 6) CDX (n= 5) NPS (n= 5)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 17,50 3,40 14,00 1,18 10,50 2,70 7,03 0,90
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 26,00 $ 4,20 10,80 # S 2,40 13,20 2,20 4,00 * # 0,40
60 27,40 $ 3,60 7,10 *#$ 1,40 18,30 * 1,80 3,00 * # 0,20
90 27,20 $ 3,30 14,309 2,10 17,50 2,40 11,70 * 1,20
c GFR [ml/min]
SHR WKY
Czas CDX (n= 5) NPS (n= 6) CDX (n=5) NPS (n= 5)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 2,06 0,20 2,77 0,16 2,98 & 0,25 3,00 0,25
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 2,38 0,09 2,15 * 0,16 3,02 & 0,23 3,05 0,18
60 2,20 0,09 2,01 * 0,18 2,44 0,32 2,37 0,15
90 2,13 0,21 2,06 * 0,19 2,61 0,25 2,20 * 0,03

Dane przedstawiono Jjako wartoéci $rednie + SE. Zaznaczono
znamienne rdéznice, obliczone testem t-Studenta; * p<0,05
wzgledem -5 minuty doéwiadczenia; # p<0,05 wzgledem
kontroli; $ p<0,05 wzgledem WKY; & p<0,05 wzgledem
kontroli SHR.

Wyniki uzyskane w grupach poddanych TPTX przedstawiono
w Tabeli 2. Usuniecie przytarczyc powodowalo istotny spadek
stezenia wapnia zjonizowanego w osoczu krwi o okoto 15% w
pordéwnaniu do zwierzat nie poddanych zabiegowi (Tab. 2) i
praktycznie catkowicie hamowato wydalanie fosforandéw z
moczem. Obserwowane u zwierzat po TPTX obnizenie stezenia
wapnia zjonizowanego jak 1 zmniejszenie wydalania

fosforandéw z moczem utrzymywato sie do konca eksperymentu.
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U zwierzat poddanych TPTX podanie NPS nie miato wpiywu
ani na stezenie wapnia zjonizowanego ani na frakcyjne
wydalanie fosforandédw z moczem (brak istotnych rdéznic
pomiedzy grupami traktowanymi NPS a traktowanych samg
cyklodekstryna). Filtracja kilebkowa ulegaia niewielkim
zmianom u zwierzat traktowanych NPS po TPTX. Jednak tylko
obnizenie filtracji kiebkowej u WKY traktowanych NPS
osiagneto prdég znamiennosé$ci statystycznej (Tab. 2).

Tabela 2

Wpiyw NPS R-568 na stezenie Ca2+ w osoczu (A) i frakcyjne
wydalanie fosforandédw z moczem (B) oraz wartosci filtracji
kiebkowej (C) u szczurdw SHR i WKY poddanych
tyteoparatyreoidektomii.

2+

A Ca®" [mmol/1]
SHR WKY
Czas CDX (n=5) NPS (n= 6) CDX (n= 5) NPS (n= 4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 1,08 0,04 1,01 0,03 1,03 0,05 1,04 0,04
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 1,03 0,08 1,03 0,02 0,99 0,04 1,05 0,01
60 1,05 0,04 1,02 0,03 1,01 0,04 1,09 0,03
90 1,02 0,05 1,04 0,04 0,99 0,06 1,11 0,04
B FEPi (%)
SHR WKY
Czas CDX (n= 5) NPS (n= 6) CDX (n= 5) NPS (n= 5)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 2,79 # 0,87 1,94 # 0,28 0,16 0,03 0,20 0,20
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 2,29 0,13 2,31 # 0,34 0,20 0,04 0,24 0,02
60 2,02 # 0,29 2,21 # 0,30 0,14 0,02 0,16 0,01
90 2,55 * 0,47 2,54 # 0,56 0,14 0,01 0,16 0,01
o] GFR [ml/min]
SHR WKY
Czas CDX (n= 5) NPS (n= 6) CDX (n=5) NPS (n= 5)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 2,49 0,10 3,08 0,09 2,82 0,14 2,97 0,15
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 1,83 0,28 3,06 0,43 2,47 0,44 2,76 0,38
60 2,11 0,18 2,61 0,31 2,22 0,45 2,30 * 0,16
90 2,36 0,59 2,70 0, 40 2,36 0,50 1,97 * 0,17

Dane przedstawiono Jjako wartos$ci $rednie + SE. Zaznaczono
znamienne rdéznice, obliczone testem t-Studenta; * p< 0,05
wzgledem wynikdéw z 5 min. doswiadczenia; # p< 0,05 wzgledem
WKY .
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4.2. Wpiyw podania NPS R-568 na stezenie parathormonu u
szczuréw SHR

StezZzenie PTH zmniejszalo sie u szczurdw SHR po podaniu
NPS z 96 +9pg/ml do 65+7 pg/ml (p<0,02), 67+3 pg/ml
(p<0,01) i 7248 pg/ml odpowiednio w 15, 30 i 60 minucie po
podaniu NPS (Rys. 5). W grupie kontrolnej SHR, nie
stwierdzono istotnych zmian stezZenia PTH w czasie trwania
dos$wiadczenia. W prébce krwi pobranej w czasie 0 stezZzenie
PTH wynosito 744 pg/ml, w pordwnaniu do 70x6; 79+£5 i 88+12
pg/ml odpowiednio w prébkach pobranych w 15, 30 i 60

minucie dos$wiadczenia.

p<0,05 NNPS
p<0, 05 0 CDX
100 +
80 1
d
S 60
&
m
2]
& 40
20 4
0

czas [min]

Rysunek 5 Wpiyw NPS R-568 na stezenie parathormonu u szczurdw SHR. Dane
przedstawiono w postaci $rednich # bitad standardowy (SE). Pordwnan
dokonano za pomocg testu t-Studenta.



30

4.3. Inne oznaczenia

Nie zaobserwowano istotnych rdéznic w stezeniach sodu
pomiedzy wszystkimi grupami (Tab. 3A i B). Jakkolwiek nie
stwierdzono wpitywu podania NPS badz cyklodekstryny na
wielkoé¢ diurezy w zadne] grupie zwierzat, to obserwowano
jej zmniejszanie sie w czasie (Tab. 3C i D). Ponadto
stwierdzono nizsza wartos¢ diurezy w pierwszej zbidrce
moczu w dwdch grupach szczurdw po TPTX. Szczury SHR poddane
TPTX 1 traktowane cyklodekstryng oraz szczury WKY
traktowane NPS mialy w te]j zbidrce znamiennie nizsza
diureze niz odpowiadajgce im zwierzeta niepoddane TPTX

(Tab. 3C 1 D).
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Tabela 3

Wpiyw NPS R-568 na stezenie sodu (mmol/1l) 1 diureze

(ml/min) u szczurdw SHR i WKY niepoddanych (A i C) i

poddanych TPTX (B i D).

A Na+ mmol/1l
SHR WKY
CZAS CDX (n=5) NPS (n=6) CDX (n=5) NPS (n=4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 143 1 142 1 142 2 144 1
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 142 1 140 1 143 1 144 1
60 141 1 139 1 145 1 145 1
90 141 1 139 1 144 1 143 2
B Na+ mmol/1l
SHR/TPTX WKY/TPTX
CZAS CDX (n=4) NPS (n=5) CDX (N=4) NPS (n=4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 143 1 141 1 139 3 137 4
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 141 1 141 1 140 2 140 1
60 142 1 142 1 144 1 143 1
90 141 1 143 1 144 2 145 1
c V ml/min
SHR WKY
C7ZAS CDX (n=5) NPS (n=6) CDX (N=5) NPS (n=4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 0,13 # 0,01 0,12 0,02 0,11 0,02 0,12 0,01
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 0,1 *# 0,01 0,07 * 0,01 0,09 * 0,02 0,09 *# 0,01
60 0,06 * 0,01 0,05 % 0,01 0,06 * 0,02 0,05 * 0,01
90 0,04 * 0,01 0,03 "% 0,01 0,03 * 0,01 0,05 * 0,01
D V ml/min
SHR/TPTX WKY/TPTX
C7ZAS CDX (n=4) NPS (n=5) CDX (N=4) NPS (n=4)
[min] SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
-5 0,08 0,01 0,09 0,01 0,07 0,01 0,1 0,02
0 NPS R-568 1 mg/kg c.c. lub kontrola
30 0,04 * 0,01 0,07 0,01 0,04 0,01 0,05 0,01
60 0,04 * 0,01 0,04 * 0,01 0,03 * 0,01 0,03 * 0,01
90 0,05 * 0,01 0,03 * 0,01 0,03 * 0,01 0,02 * 0,01
V = diureza; TPTX = tyreoparatyreoidektomia. Dane

przedstawiono jako wartosci Srednie + SE. Zaznaczono

znamienne rdéznice obliczone testem t-Studenta. * p<0,05
wzgledem -5 minuty doswiadczenia; # p<0,05 wzgledem grup

poddanych TPTX.



32

4.4. Zmiany Sredniego cisSnienia tetniczego po podaniu
NPS R-568
Dzialanie NPS na $rednie cidénienie tetnicze (MAP)

szczurdédw z wysokim cisnieniem tetniczym SHR przedstawiono
na Rysunku 6 i w Tabeli 4. W tej grupie szczurdw rdznica
przebiegu zmiennoéci MAP w czasie, pomiedzy zwierzetami
traktowanymi NPS a kontrolnymi, zaczyna sie zaznaczad Jjuz
po 20 minucie od podania kalcymimetyka. Wpiyw NPS u
szczurédw SHR najsilniej zaznacza sie w 50 minucie
doswiadczenia (Tab. 4, Rys. 6 i1 Rys 8). W ciagu tego czasu
podanie NPS szczurom SHR spowodowailo obnizenie MAP o 17
mmHg, podczas gdy w grupie kontrolnej szczurdw
hipertensyjnych MAP zmniejszyito sie jedynie o 3 mmHg (Tab.
4) . Obserwacje ta potwierdza wykres AMAP, przedstawionej
jako rdéznica pomiedzy wartoécig MAP w danej chwili
doéwiadczenia a wartoscia MAP w czasie 0 (podanie NPS lub
cyklodekstryny) (Rys. 6B). W grupie mormotensyjnych
szczurdédw WKY nie stwierdzono zadnych, statystycznie
znamiennych zmian MAP, ani réznic pomiedzy grupami badanymi
a kontrolnymi szczurdw nie poddanych TPTX (Rys. 7A i B,
Tab. 4)

Przeprowadzenie zabiegu TPTX powodowalo obnizZenie MAP w
czasie doséwiadczenia we wszystkich grupach szczurdéw SHR i
WKY, zardwno traktowanych NPS jak i kontrolnych (spadek o 9
mmHg u szczurdw SHR po TPTX traktowanych NPS i o 10 mmHg u
szczurdédw SHR po TPTX traktowanych cyklodekstryna; u
szczurdw WKY po TPTX traktowanych NPS i cyklodekstryna - 11
mmHg; Tab. 4). Podanie NPS nie powodowato nasilenia
obserwowanego po TPTX obnizenia MAP (Rys. 6 i 7, Tab. 4). W
grupach SHR i WKY poddanych TPTX i traktowanych NPS
zaobserwowano wyzsze wartoéci MAP niz u szczurdw

kontrolnych po TPTX (Rys. 6 1 7, Tab. 4).
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Wptyw NPS R-568 na Srednie cidnienie tetnicze (MAP)
szczurdédw SHR i WKY, poddanych i niepoddanych TPTX.

Czas MAP [mmHg]
[min] CDX NPS TPTX/NPS TPTX/CDX
SHR n= 5 n=6 n= 5 n= 4
SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
0 159 4,26 158 3,45 163 4,38 153 7,7
50 156 5,43 141 * # 3,37 154 * & 2,11 143 * # 6,36
WKY n= 5 n=5 n= 4 n= 4
SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE SREDNIA SE
0 132 7,46 133 1,99 143 2,87 134 5,06
50 130 9,77 127 3,09 132 * 4,85 123 * 5,33
Dane przedstawiono Jjako wartos$ci $rednie + SE. Zaznaczono
znamienne rdéznice, obliczone testem t-Studenta; * p<0,05
wzgledem czasu 0; # p<0,05 wzgledem kontroli; & p<0,05

wzgledem kontroli TPTX.
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Rysunek 6 Wpiyw podania NPS R-568 (NPS) lub cyklodekstryny (kontrola)
na MAP (A) 1 AMAP (obliczona jako rdéznica pomiedzy danag wartoscig
chwilowa a wartos$cia MAP w czasie zero) (B) szczurdw SHR; poddanych i
niepoddanych tyreoparatyreoidektomii (TPTX). Pordwnania dokonano za
pomoca ANOVA dla powtarzanych pomiardéw, testd4w Bonferoniego i Duncana.
Znamienne rdéznice wykazano dla: kontroli wzgledem NPS(***); kontroli
wzgledem kontroli po TPTX (**); kontroli wzgledem TPTX-NPS (*).

4
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Rysunek 7 Wpiyw podania NPS R-568 (NPS) lub cyklodekstryny (kontrola)
na MAP (A) 1 AMAP (obliczona jako rdéznica pomiedzy dana wartosdciag
chwilowg a warto$cia MAP w czasie zero) (B) szczurdw WKY; poddanych i
niepoddanych tyreoparatyreoidektomii (TPTX). Pordwnania dokonano za
pomoca ANOVA dla powtarzanych pomiardéw, testd4w Bonferoniego i Duncana.
Znamienne rdéznice wykazano dla: kontroli wzgledem kontroli po TPTX
(*); kontroli wzgledem TPTX-NPS (**).
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5. DYSKUSJA

W tej pracy wykazano, ze kalcymimetyk NPS R-568 obniza
cisnienie tetnicze krwi u szczurdw z wrodzonym
nadcisnieniem tetniczym (Rys. 6 i 7, Tab. 4).

Do badan zastosowano kalcymimetyk NPS R-568,
zsyntetyzowany w Katedrze 1 Zakladzie Chemii Organiczne]
Akademii Medycznej w Gdansku. Wybrano enancjomer R poniewaz
jest on 10 krotnie silniejszy od S enancjomeraw. Podanie
doustne kalcymimetykdédw NPS R lub S 568 skutkuje obnizZzeniem
stezenia PTH w osoczu, zaleznym od czasu trwania ekspozycji
oraz zaleznym od dawki“®. Formy NPS R wywolujg poilowe
maksymalnego wzrostu wapnia wewngtrzkomdérkowego przy
stezeniach kilku nmol/l, natomiast NPS S przy stezeniach
dziesieciokrotnie wyzszych. Nawet takie stezenia NPS S nie
maja wplywu na dziatanie innych receptordw nalezacych do
rodziny biatek G, na przyklad receptordw
metabotropowych”.

Wiasciwosci kalcymimetyczne zwiazku potwierdzono
poérednio poprzez zbadanie zmian stezZzenia wapnia i
frakcyjnego wydalania fosforandéw oraz bezposrednio, mierzac
zmiany stezenia PTH w osoczu. ObnizZenie stezZenia PTH w
osoczu prowadzi do zwiekszenia reabsorpcji fosforandw w
nerce, a zatem czynnik hamujacy sekrecje PTH prowadzi do
obnizenia wydalania fosforandéw z moczem. Statystycznie
istotne obnizenie stezenia wapnia zjonizowanego w 0OsocCzuU
krwi oraz frakcyjnego wydalania fosforandédw obserwowano we
wszystkich grupach traktowanych NPS (Tab. 1). Obserwowane
nieco wyzsze stezenie Ca?" w osoczu i FEPi szczuréw SHR w
grupie kontrolnej w pordéwnaniu ze szczurami WKY réwniez z
grupy kontrolnej, wynikato prawdopodobnie z opisywanej u
SHR wieksze]j aktywnosSci przytarczyc i wystepujacych u tych

47,48

zwierzat wyzszych stezen PTH Stwierdzono réwniez

statystycznie istotne zmniejszenie stezenia PTH po podaniu
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NPS u szczurdw hipertensyjnych (Rys. 6). Tak wiec
dos$wiadczenia te potwierdzity, ze zsyntetyzowany NPS R-568
posiada wtaséciwoéci charakterystyczne dla kalcymimetykdw.

Dziatanie NPS (farmakologiczna paratyreoidektomie),
pordéwnano z chirurgicznym usunieciem przytarczyc, czyli
stanem po ,fizycznym” usunieciu Zrdédia PTH. Usuniecie
przytarczyc powodowalo trwalte, statystycznie znamienne
obnizenie stezZenia wapnia oraz praktycznie wylaczaito
wydalanie fosforandéw z moczem. Efekt ten byl wyraznie
widoczny zardédwno u SHR jak i WKY poddanych
tyreoparatyreoidektomii (Tab. 2), w pordwnaniu do zwierzat
kontrolnych niepoddanych tyreoparatyreoidektomii (Tab. 1).
Podawanie NPS nie miato dodatkowego wpiywu na przebieg
zmian stezenia wapnia zJjonizowanego i zanik wydalania
fosforanéw z moczem u zwierzat poddanych usunieciu tarczycy
z przytarczycami (Tab. 2). Podsumowujac, w oparciu o
pordwnanie wynikdw uzyskanych u zwierzat poddanych
tyreoparatyreoidektomii i u zwierzat traktowanych
zsyntetyzowanym kalcymimetykiem, mozna powiedzieé, ze
podanie dozylne NPS R-568 w dawce 1 mg/kg c.c. speinia
kryteria farmakologicznej paratyreoidektomii.

Jest prawdopodobne, ze procesy prowadzace do
zablokowania wydzielania PTH z przytarczyc, takie jak na
przyktad pobudzenie receptora wapniowego na powierzchni
komérek przytarczyc, moga rdéwniez prowadzié¢ do zablokowania
wydzielania przytarczycznego czynnika hipertensyjnego
(PHF) . W takim przypadku, podanie kalcymimetyka, a wiec
pobudzenie receptora wapniowego, oprdécz skutkdéw typowych
dla obnizonej sekrecji PTH (spadku stezenia wapnia
zjonizowanego w osoczu, obnizenia stezenia parathormonu we
krwi oraz zaniku wydalania fosforandw z moczem) mogioby
wywotywaé rdéwniez zmniejszenie Sredniego cisdnienia
tetniczego. Dane uzyskane w opisanych w niniejszej pracy

dos$wiadczeniach potwierdzaja taka mozliwos$é. Podanie NPS w
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dawce Jjednorazowe] wywoiywato u szczurdw SHR znamienne
obnizenie MAP oraz AMAP wzgledem warto$ci przed podaniem
jak i1 wzgledem wartos$ci zmierzonych u zwierzat kontrolnych

(Rys. 6, Tab. 4).

10 1 SHR WKY
j=)}
o
£
& TPTX TPTX TPTX TPTX
= C NPS NPS C C NPS NPS C
) 0 |
Q
-
2 1
Qo
3
5 L
£ 104
€ 1
3 i_ 1
e
<

1

-20 p<0.01

p<0.002 p<0.04 p<0.04

. p<0.01

Rysunek 8 Wpiyw hipotensyjny kalcymimetyka NPS R-568 (NPS) na
cidénienie tetnicze krwi wyrazony jako rdéznica pomiedzy Srednim
cidénieniem tetniczym krwi (MAP) w czasie 0 i MAP w 50 minucie
doéwiadczenia u szczurdw hipertensyjnych (SHR) i normotensyjnych (WKY)
poddanych i niepoddanych TPTX. Dane sg przedstawione w postaci

wartoéci $rednich * SE. Pordwnan dokonano za pomoca testu t-Studenta.

Natomiast podanie kalcymimetyka NPS szczurom
normotensyjnym WKY nie powodowalo znamiennych zmian
wartosci MAP oraz AMAP w pordwnaniu do zwierzat kontrolnych
(Rys. 7).

Najsilniejsze dziatanie hipotensyjne NPS u szczurdéw SHR
zaobserwowano w 50 minucie doswiadczenia. Z tego powodu
wyniki uzyskane z tego okresu wybrano do dodatkowych
pordéwnan przedstawionych na Rysynku 8 i wyrazonych Jjako
AMAP. Zindeksowanie pomiardéw wzgledem wartosci uzyskanych
tuz przed podaniem substancji badanej miato na celu
usuniecie réznic w wyjsciowych pomiarach MAP, a
wynikajacych z réznic osobniczych pomiedzy szczurami.

Hipotensyjne dziatanie NPS byio znacznie silniejsze u SHR
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(p<0,002) niz u WKY (p nieznamienne), przy pordwnaniu do
odpowiadajacych im grup kontrolnych (Rys. 8). Przyjmujac,
ze PHF pochodzi z przytarczyc, zabieg usuniecia przytarczyc
powinien powodowa¢ obnizenie ciénienia tetniczego krwi,
szczegdlnie u szczurdw SHR. W niniejszych doswiadczeniach
tyreoparatyreoidektomia powodowatla istotne obnizenie MAP, w
podobnym zakresie u szczurdw SHR i WKY. Zestawienie zmian
AMAP po usunieciu przytarczyc u SHR i WKY nie wykazala
statystycznie istotnych rdéznic (Rys. 8). Ponadto podanie
NPS zwierzetom po tyreoparatyreoidektomii nie nasilato
hipotensyjnego efektu samego zabiegu (Rys. 6B, 7B i 8),
jakkolwiek w ,czasie 0” cidnienie zaobserwowane u szczurdw
po TPTX 1 traktowanych NPS byio wyZsze niz u szczurdw
poddanych samej tyreoparatyreoidektomii (Rys. 6 1 7). W
dalszym ciagu eksperymentu nie obserwowano juz zadnych
réznic pomiedzy grupami zwierzat poddanych
tyreoparatyreoidektomii (Rys. 6 1 7). Obecno$é¢ przytarczyc
okazala sie warunkiem koniecznym wystgapienia hipotensyjnego
dziatania NPS. Niniejsze dos$wiadczenia pokazuja, ze
hipotensyjne dziatanie NPS u zwierzat hipertensyjnych z
zachowanymi przytarczycami Jjest o 60% wieksze niz obnizenie
MAP obserwowane u SHR po tyreoparatyreoidektomii (Rys. 8).
Na podstawie przedstawionych wynikdéw mozna stwierdzié, ze
dziatlanie hipotensyjne NPS ujawnia sie u zwierzat
hipertensyjnych z zachowanymi przytarczycami.

Zmiany wydzielania PTH po podaniu NPS R-568 i zmiany
cisnienia tetniczego krwi wystepuja w innym czasie. Moze to
budzi¢ watpliwosci w zwiazku z proponowana tu hipotezg
wigzaca funkcije wydzielniczg przytarczyc i1 regulacije
cis$nienia tetniczego krwi. Wydaje sie, Ze hipotensyijne
dziatanie NPS, co potwierdzono w niniejszych
doswiadczeniach, prawdopodobnie nie zalezy bezpoérednio od
zmniejszonego wydzielania PTH, poniewaz wykazano, ze

jednorazowe podanie z zewnatrz PTH powoduje rozkurcz naczyn
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i obnizenie cidénienia tetniczego krwi??,?%. Stad samo

obnizenie sekrecji PTH powinno mie¢ wrecz przeciwny skutek
do obserwowanego tj. spowodowaé¢ wzrost cidnienia
tetniczego. Mozliwe jest rdéwniez, ze sekrecja czynnika
hipertensyjnego jest przesunieta w czasie w stosunku do
sekrecji PTH, na co wskazywatyby wyniki niniejszych
doswiadczen.

Receptor wapniowy jest obecny na powierzchni wielu
komdérek, w rdéznych narzadach, miedzy innymi w komdrkach
nefronu® i moze wpiywaé na regulacje rdéwnowagi wodno-—
sodowejw. Z tego powodu mozna wysunaé¢ przypuszczenie, iz
wpiyw kalcymimetykdw na wydalanie jondw sodowych badZ wody
moze manifestowaé¢ sie zmianami ciénienia tetniczego krwi. W
doswiadczeniach przedstawionych w niniejszedj pracy wpiyw
taki wydaje sie maito prawdopodobny poniewaz zmiany diurezy
w grupach zwierzat po podaniu NPS jak i w grupach
kontrolnych, byly niemal identyczne u SHR i u WKY,
niezalezZznie od przeprowadzenia TPTX. Ponadto, nie
stwierdzono istotnych zmian stezenia sodu w osoczu, we
wszystkich grupach doéwiadczalnych podczas trwania
eksperymentu. (Tab. 4).

Kalcymimetyki stworzyly nowe mozliwos$ci leczenia standw
nadczynnos$ci przytarczyc. Zwitaszcza spore nadzieje
wzbudzito zastosowanie kalcymimetykdédw we wtdrnej
nadczynnoé$ci przytarczyc towarzyszace] przewlekle]
niewydolnos$ci nerek (PNN). Od pewnego czasu uwaza sie PTH
za Jjedna z gidédwnych toksyn mocznicowych, ktdérej dziatanie
jest daleko rozleglejsze anizeli wynikatoby to z zaburzen
gospodarki wapniowo—fosforanowejm. Obecnie uwaza sie, ze
PTH odpowiada za wystepujaca w przebiegu mocznicy
dysfunkcje mieéni, kardiomiopatie, =zaburzenia
funkcjonowania limfocytdéw T oraz zmiany w wydzielaniu
insuliny przez trzustke®. W badaniach na zwierzecym modelu

PNN - szczurach poddanych czes$ciowej nefrektomii- wykazano,
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ze zmniejszenie stezenia PTH, za pomocg NPS R-568,
powodowatlo nie tylko poprawe w zakresie gospodarki
wapniowej, ale takze ogdlne spowolnienie progresji
niewydolnos$ci nerek, wyrazone wolniejszym narastaniem
stezenia kreatyniny, zmniejszenie utraty albuminy z moczem.
Ponadto zaobserwowano korzystny wpiyw tego czynnika na
postep zmian zachodzacych w uktadzie krazenia, wyrazajacy
sie opdzZnieniem rozwoju zmian wstecznych w naczyniach
krwionoénych 1 w sercu, oraz mniejszymi wartos$ciami
skurczowego cisnienia tetniczego%. U szczurdw z mocznicag
podanie kalcymimetyka powodowato 50% wyrdwnanie stezenia
PTH w osoczu 1 zmniejszenie proliferacji komdrek
przytarczyc oraz przyrost masy kosci beleczkowaneij®‘.
Kalcymimetyki zapobiegaly rdéwniez kamicy nerkowej,
wywotanej furosemidem, u miodych szczurdw ’. Pierwszy opis
zastosowania NPS R-568 u ludzi nie byl wprawdzie zwiazany z
PNN, ale dotyczyit raka przytarczyc, ktdry z powodu
kilkakrotnej wznowy miejscowe]j nie nadawatl sie do leczenia
chirurgicznego i byl oporny na stosowane w te]j sytuacii
metody lecznicze polegajace na podawaniu dozylnym
furosemidu, plyndéw, pamidronianu oraz kalcytoniny”’.
Znaczna poprawa stanu ogdlnego pacjenta w tym przypadku
zachecita badaczy do dalszych badan nad zastosowaniem NPS
R-568. Jednak jego zastosowanie w badaniu klinicznym u
ludzi przewlekle dializowanych postawito pod znakiem
zapytania zastosowanie tego leku w praktyce klinicznej, ze
wzgledu na bardzo zmienng farmakokinetyke“. Niemnie’
jednak badania te potwierdziiy korzystne dziatanie
zmniejszenia sekrecji PTH przez kalcymimetyki46 i staty sie
impulsem do dalszych poszukiwan. W wyniku tych poszukiwan
wprowadzono do badan substancje oznaczona jako AMG 037°%.
Korzystne wyniki badan farmakokinetyki tego zwiazku
spowodowatly przeprowadzenie dalszych badan z rdéznymi

58,59

dawkami tego zwigzku i ostatecznie zaowocowatly Jjego
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wprowadzeniem do praktyki klinicznej pod nazwa
Cinacalcet®. Kalcymimetyki zyskaty opinie bardzo
korzystnych $rodkdéw do leczenia nadczynnos$ci przytarczyc,
tworzacych alternatywe dla uwazanych do tej pory za
najskuteczniejsze metod chirurgicznych, nawet w tak
nPrzynaleznych do chirurgii” sytuacjach klinicznych, jak
przypadki raka przytarczycﬂ.

Opisane obserwacje odnoszg sie do korzystnego wpilywu
kalcymimetykdéw na wydzielanie PTH w rdznych postaciach
nadczynnoé$ci przytarczyc. Natomiast istnieje niewiele prac
laczacych dziatanie kalcymimetykdéw lub inne sposoby
pobudzania (badZz hamowania) receptora wapniowego ze
zmianami cisnienia tetniczego. Do te]j pory oceniano zmiany
cisnienia tetniczego po podaniu kalcymimetykdédw Jedynie jako
element zmian w przebiegu przewlekilej niewydolnosci nerek,
bez préb analizy mechanizmu, ktéry prowadzi do takich
zmian®’. W niedawno opublikowanej pracy Sutherland i

Benishin'®

zasugerowali, Ze receptor wapniowy Jjest
zaangazowany w sekrecje PHF, wykazujac zwiekszenie
wydzielania PHF w hodowli komérek przytarczyc szczurdédw SHR
w $rodowisku ubogo wapniowym. Obserwacje te pozostaja w
zgodzie z wynikami uzyskanymi w niniejsze]j pracy.
Podsumowujac, w badaniu niniejszym wykazano, ze
kalcymimetyk NPS R-568 moze obniza¢ ciénienie tetnicze krwi
u szczurdw SHR, nie u WKY, tylko w obecno$ci przytarczyc.
Sprawdzenie hipotezy, ze obserwowane dziatanie NPS R-568 u

szczurdédw SHR jest efektem obnizonej sekrecji czynnika

hipertensyjnego przytarczyc wymaga dalszych dod$wiadczen.
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WNIOSKI

NPS R-568 podawany dozylnie w dawce 1 mg/kg c.c. obniza

Sdrednie cidnienie tetnicze u szczurdw SHR.

. Usuniecie przytarczyc u szczurdw SHR prowadzi do

obnizZzenia $redniego cis$nienia tetniczego krwi.

. Usuniecie przytarczyc zapobiega wystapieniu

hipotensyjnego dziatania NPS R-568 u szczurdw SHR.

. NPS R-568 podawany dozylnie w dawce 1 mg/kg c.c. nie

wpiywa w sposdb znamienny na Srednie cidnienie tetnicze

u szczurdw WKY.

. Usuniecie przytarczyc u szczurdw WKY prowadzi do

obnizZzenia $redniego cis$nienia tetniczego krwi.

. Podanie NPS R-568 szczurom WKY z usunietymi

przytarczycami nie powoduje dodatkowego obnizenia

Sredniego cisnienia tetniczego krwi.
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7. STRESCZENIE

Nadcisnienie tetnicze jest jedna z najczestszych chordb
uktadu krazenia we wspdiczesnym Swiecie. Zbadano do te]
pory wiele mechanizmdéw kontroli cisnienia tetniczego krwi,
ktdérych zaburzenia mogtyby powodowaé¢ nadcisnienie. Jednym z
przyktaddéw jest wykrycie PHF u szczurdw SHR i u ludzi z
pierwotng nadczynnos$cia przytarczyc. Stwierdzono
mianowicie, ze usuniecie przytarczyc szczurom z wrodzonym
nadcisnieniem powoduje u nich normalizacje cisnienia
tetniczego w ciggu kilku godzin od zabiegu. Ponadto,
przetoczenie frakcjonowanego osocza szczurdw SHR ich
odpowiednikom z normalnym ciénieniem, szczurom WKY powoduje
u tych ostatnich wzrost cis$nienia tetniczego krwi. Podobnie
u pacjentdédw z nadcisnieniem tetniczym, ktdérym usunieto
przytarczyce z powodu pierwotnej nadczynnos$ci tego narzadu,
zaobserwowano obnizenie ciénienia tetniczego krwi. Na te]
podstawie przyjeto, ze przytarczyce sa zrdditem czynnika
powodujacego wzrost ciénienia, nazwanego PHF.

Sekrecja PTH z przytarczyc podlega kontroli receptora
wapniowego reagujacego na zmiany stezenia wapnia
zewnatrzkomdérkowego. Odkrycie kalcymimetykdw stworzyio nowe
mozliwo$ci regulacji wydzielania PTH.

Zatozeniem niniejsze]j pracy bylo wykazanie czy
wydzielanie PHF podlega tym samym mechanizmom kontroli co
sekrecja PTH. W takim przypadku podanie kalcymimetykodw
powinno skutkowa¢ obnizeniem cidnienia tetniczego krwi.

Doé$wiadczenia polegaty na podawaniu NPS R-568 w dawce 1
mg/kg c.c. szczurom SHR i WKY, z zachowanymi lub usunietymi
przytarczycami. WtasciwosSci kalcymimetyczne
zsyntetyzowanego NPS R-568 potwierdzono oznaczajac stezenie
PTH, wapnia zjonizowanego w osoczu 1 frakcyjne wydalanie

fosforandéw z moczem.



45

Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaty, ze kalcymimetyk
NPS R-568 obniza $rednie ciénienie tetnicze u szczurdw SHR,
nie u WKY, tylko przy zachowanych przytarczycach. MoZna
przypuszczac, ze obserwowane obnizenie MAP Jjest nastepstwem
zmniejszenia wydzielania PHF, wywolanego podaniem NPS,

jednakze potwierdzenie te]j hipotezy wymaga dalszych

doswiadczen.
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