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Wykaz wazniejszych skrotow:
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1. WSTEP

1.1. Te¢tnicze nadcisnienie plucne (PAH)

Nadci$nienie plucne (ang. pulmonary hypertension, PH), to stan patofizjologiczny
oraz hemodynamiczny wplywajacy na prace migsnia sercowego 1 krazenia plucnego.
Jednoczesnie to zréznicowana jednostka chorobowa, ktdéra moze obejmowal stany
kliniczne i/lub moze stanowi¢ powiktania dotyczace chordb sercowo-naczyniowych
1 chorob zwigzanych z uktadem oddechowym [98].

Zgodnie z  aktualnymi  wytycznymi  Europejskiego  Towarzystwa
Kardiologicznego (ESC) oraz Europejskiego Towarzystwa Oddechowego (ERS)
w odniesieniu do diagnostyki i leczenia, nadci$nienie ptucne (PH) definiuje sie¢, jako
stopniowy, postepujacy wzrost sredniego cisnienia w tetnicy ptucnej (PAPm)>25 mmHg
w spoczynku lub > 30 mmHg w czasie wysitku [94] oznaczony metoda cewnikowania
tetnicy ptucnej. Opublikowane normy wskazuja, iz prawidlowy PAPm wynosi 14+3
mmHg w spoczynku oraz 20 mmHg, jako goérna granica normy [94, 158].

Z powodu szerokiego spektrum niejednorodnosci schorzenia na podstawie
parametrow klinicznych, hemodynamicznych, patofizjologicznych, histologicznych oraz
procedur terapeutycznych opracowano system klasyfikacji stanow chorobowych
nadci$nienia plucnego [279]. Od 2015 roku obowigzuje kompleksowa kliniczna
klasyfikacja nadci$nienia plucnego, ktora jest uaktualniong wersjg utworzong podczas
sympozjum z Dana Point w Kalifornii z 2008 roku [281, 338]. Przedstawia pig¢ gtownych
grup klinicznych z uwzglgdnieniem podgrupy zwiazanej z wystepowaniem przetrwalego
PH u noworodkéw [94, 280]. Grupa 1, obejmuje rézne pierwotne stany chorobowe
okreslane mianem tetniczego nadcis$nienia ptucnego (PAH). Pozostate grupy zaliczamy
do tak zwanego wtérnego nadcisnienia plucnego, jako odpowiedz na: choroby zwigzane
z niedroznos$cig zyt wewnatrz ptuc (zylne nadcisnienie ptucne) lub niewydolnoscig lewe;j
komory serca wspoélzaleznej z migdzy innymi dysfunkcja zastawki mitralnej (Grupa 2;
najczescie] wystepujaca okolto 78% przypadkoéw z catego PH) [316]; w nastgpstwie
chordb ptuc 1/ lub hipoksemii (Grupa 3); w konsekwencji mechanizméw zwigzanych
z przewlekta zakrzepowo-zatorowa niedrozno$ciag proksymalnych tetnic ptucnych (Grupa
4) oraz w przebiegu chorob o niewyjasnionym i/lub wieloczynnikowym
patomechanizmie (np. sarkoidoza, nowotwory) powodujagcym zmiany w $cianie naczyn

plucnych (Grupa 5) [94, 121, 256]. Ponadto wystepuja dodatkowe systemy



klasyfikacyjne wykorzystywane przy diagnostyce nadcisnienia ptucnego. Wyrdézniamy
miedzy innymi: ocen¢ cech histopatologicznych w obrazie mikroskopowym naczyn
ptucnych [114, 207, 235, 236], ocen¢ PH z patofizjologicznego punktu widzenia [238,
308] oraz podzial nadcisnienia ptucnego wedlug ci$nienia zaklinowania w tetnicy plucnej
[97, 103, 316].

Potencjalnie z powodu wieloczynnikowego charakteru schorzenia najbardziej
nietypowa grupa wsrod PH jest stan kliniczny okreslany, jako tetnicze nadci$nienie
ptucne (ang. pulmonary arterial hypertension, PAH). To grupa rzadkich patologii (4,2%
wszystkich przypadkow z PH) [95] z przedwlosniczkowym PH, ktorg definiuje si¢
wartoscig PAPm >25 mmHg oraz podwyzszonym naczyniowym oporem ptucny (PVP >3
jednostek Wooda) jednoczesnie przy prawidlowym ci$nieniu na koncu krazenia plucnego
tzw. ci$nienie zaklinowania w tetnicy ptucnej (PAWP) <15 mmHg [193].

Opierajac si¢ na wspolnych parametrach patofizjologicznych, histologicznych
1 terapeutycznych [292] w PAH wyrdznia si¢ postacie: idiopatyczne (IPAH) nazywane
samoistnym lub pierwotnym nadci$nieniem plucnym (ang. primary pulmonary
hypertension, PPH), ktory stanowi okoto od 40 do 46% wszystkich przypadkow z PAH
w tym od 10 do 25% przypadkéw zwigzanych z dziedziczeniem genu BMPR2 [ 98, 179,
281]; ,,dziedziczone” PAH (ang. heritable pulmonary arterial hypertension, HPAH);
nadci$nienie tetnicze ptucne w wyniku ekspozycji na leki (okoto 10% przypadkow) takie
jak: leki hamujace taknienie oraz stosowane w leczeniu otytosci (aminoreks,
fenfluramina, deksfenfluramina), dasatinib, kokaina, chemioterapeutyki, ziele dziurawca,
pergol, fenylopropanolamina, selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny,
amfetamina, metamfetamina, L-tryptofan oraz toksyny np. toksyczny olej rzepakowy
[274] lub PAH w nastgpstwie napromieniowania; zwigzane z przebiegiem wybranych
chorob - nabyte, miedzy innymi choroby tkanki tacznej (od 15 do 25% w tym od 7 do
12% zwigzane z twardzing uktadowaq) [212] lub zakazenia wirusem HIV (od 0,46 do 4%)
[19, 286]; podgrupe 1’ tetniczego nadcisnienia plucnego w przebiegu choroby zarostowe;j
zyt ptucnych i/lub hemangiomatozy naczyn wtosowatych ptuc (od 0,1 do 0,4%); oraz
podgrupe 17, jako przetrwate nadci$nienie plucne u noworodkow (<0,01%)
[94, 130, 191].

W ciagu ostatnich trzydziestu lat epidemiologia t¢tniczego nadcisnienia ptucnego
czesto ewoluowata i1 gtownie opierata si¢ na rejestrach Narodowego Instytutu Zdrowia
(ang. National Institutes of Health, NIH) z 1981 roku. Obecnie istnieje szes¢ gldownych

miedzynarodowych o$rodkow rejestrujgcych wystepowanie PAH, miedzy innymi



amerykanski rejestr REVEAL (ang. U.S. The Registry to Evaluate Early and Long-Term
PAH Disease Management) [192]. Czgsto$¢ wystepowania tetniczego nadcis$nienia
ptucnego to 6,6 do 52 osob/milion danej populacji. Jednak jak wykazat Strange 1 wsp.
wystepowanie PAH wykazuje zdecydowanie wyzsze warto$ci i moze wynosi¢ nawet 151
przypadkow/mln  [294]. Zachorowalnos¢ PAH wedlug roéznych rejestrow
epidemiologicznych to §rednio od 1,1 do 10 przypadkéw/mlin/rok [87, 130, 175, 229].
W Polsce pacjentow z PAH rejestruje si¢ na podstawie ankiet z 23 krajowych o$rodkow
referencyjnych dla dorostych i 9 o$rodkow pediatrycznych. Obecnie w Polsce liczba
pacjentow z PAH wynosi dla dorostych 753 oraz dla dzieci 113 przypadkéw. Natomiast
czesto$¢ wystepowania oraz zapadalnos$¢ stwierdzono odpowiednio: u 24,1 0s6b/ milion
oraz u 4,6 przypadkow/mln/rok. Smiertelno$¢ wsrod pacjentow wynosi 6,3% /rok [161].

Wyzej wymienione rozpigtosci migdzy wystepowaniem PAH w skali globalne;j
moga wigzac si¢ mi¢dzy innymi z trudno$cig diagnozowania symptomow w poczatkowej
fazie choroby (I lub II klasa wg WHO-FC). Rozpoznanie cze¢sto stawia si¢ po 2,5 roku
do okoto 3 lat od wystgpienia pierwszych objawow, kiedy chory czesto jest juz w 111
lub IV klasie czynnosciowej wg WHO (70-80% przypadkow), gdy rokowania sg juz zte
[14, 138]. Podczas badan klinicznych przeprowadzonych przez D’Alonzo 1 wsp.
wykazano, ze Sredni czas przezycia chorego od chwili rozpoznania, ale bez odpowiedniej
terapii celowanej wynosi 2,8 roku [60, 294]. Na podstawie rejestrow NIH dowiedziono,
ze wsrod chorych od momentu zdiagnozowania PAH 1 podjecia leczenia
konwencjonalnego ( doustne antykoagulanty, digoksyna, leki moczopedne, tlen) $redni
czas przezycia w 1, 3, 5 oraz 7 roku wynosi 68,2%, 46,9%, 35,6% oraz 32,0%
odpowiednio [ 138, 253]. Dzi¢ki wiaczeniu swoistej 1 wlasciwej farmakoterapii przezycie
w 1, 3, 5 oraz 7 roku dla chorych z PAH ulega poprawie i wynosi odpowiednio 90,5%,
74,5%, 65,5% oraz 58,9% [28, 101, 145].

Rozpoznanie PAH jest procesem skomplikowanym 1 wieloetapowym. Wymaga
zastosowania roznych metod oraz algorytmow diagnostycznych w celu zaklasyfikowania
do danej grupy klinicznej oraz oceny zaburzen na poziomie hemodynamicznym
1 czynno$ciowym. Waznym elementem oceny PAH s3 symptomy podmiotowe, ktore
charakteryzuja si¢ niespecyficznym, indywidualnym i niejednakowym nasileniem
objawow takich jak: postepujaca duszno$¢ 1 zmniejszona codzienna aktywno$¢ fizyczna,
powtarzajace si¢ ozigbienie konczyn, sinica warg, uszu, nosa, palcow u ragk i nog.
W momencie zaostrzenia choroby moze pojawic si¢ tachykardia, objawy astmy, zawroty

glowy, omdlenia [167]. Dodatkowo przy uwzglednieniu mi¢dzy innymi czynnikow



ryzyka i predyspozycji rodzinnych istotne sa objawy choroby (obrzek obwodowy brzucha
oraz konczyn dolnych), ktére potwierdzaja niewydolnosci prawej komory serca. Dlatego
w celu oceny klinicznej zaawansowania choroby, obserwacji, wyborze leczenia oraz
przezywalnosci pacjenta, Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne ( ang. New York
Heart Association, NYHA) utworzylo klasyfikacj¢ funkcjonalng zmodyfikowang przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) (WHO-FC;
Klasy od 7 do 1V) [20, 21, 29, 54, 92, 196, 189, 220, 257]. Opiera si¢ ona na stopniu
progresji choroby w zakresie natezenia aktywnos$ci fizycznej mogacej powodowac
wystapienie objawdéw klinicznych, takich jak: zwiekszona dusznos¢, nadmierne
zmegczenie, bol w klatce piersiowe] lub odczucie zblizajacego si¢ omdlenia [190].
Klasyfikacja WHO-FC moze by¢ rozszerzona o metode sprawdzajagca wydolno$¢
wysitkowa, ktora ocenia si¢ za pomoca testu 6-minutowego marszu (ang. 6-minute
walking test, 6MWT) uzupekliony dodatkowo sercowo-plucnym testem wysitkowym
(ang. cardiopulmonary exercise testing, CPET). Postepowanie diagnostyczne PAH ma
réwniez na celu wykluczenie pozostatych grup klinicznych nadci$nienia plucnego.
Przykladem metody diagnostycznej wykluczajacej z wyboru jest scyntygrafia
wentylacyjno-perfuzyjna ptuc, w ktorej wynik wykazujacy istotne nieprawidtowosci
w skanie perfuzji ptuc sugeruje przewlekte zakrzepowo-zatorowe PH (Grupa 4)
[313, 342].

Poczatkowym, nieinwazyjnym 1 powtarzalnym badaniem w PAH jest
elektrokardiogram (EKG) oraz radiogram klatki piersiowej (RTG). Oba badania moga
sugerowac przerost prawej komory 1 powigkszenie prawego przedsionka. Dodatkowo
EKG obrazuje nadkomorowe zaburzenia rytmu serca np. trzepotanie przedsionkéw. RTG
opisuje rozszerzenie pnia i gtbwnych naczyn ptucnych, co moze pomdc ustali¢ obecnos¢
1 przyczyne PAH oraz zasugerowac nadci$nienie ptucne zwigzane z innym zaburzeniem
np. w przebiegu choréb ptuc [190]. Jednak obie procedury obarczone s3 zbyt matg
czulodcig 1 specyficzno$cig i nie nadajg si¢ do badan typowo przesiewowych [317].
Podstawowym, nieinwazyjnym badaniem diagnostycznym w PAH jest echokardiografia,
ktéra umozliwia ocen¢ morfologiczng, czynnosciowa oraz hemodynamiczng prawego
serca miedzy innymi poprzez szacowanie cisnienia skurczowego prawej komory i tetnic
ptucnych za pomocg gradientu niedomykalno$ci zastawki trojdzielnej i ci$nienia
w prawym przedsionku [35, 124]. W diagnostyce PAH ,,ztotym standardem” stanowi
w dalszym ciggu inwazyjne cewnikowanie prawej komory serca (ang. right heart

catheterization, RHC) 1 bezposredni pomiar cisnienia w te¢tnicy ptucnej. To niezbedne



badanie potwierdza obecno$ci tetniczego nadci$nienia plucnego przy jednoczesnym
zroznicowaniu PH zwigzanego z chorobg lewej czesci serca (badanie cis$nienia
zaklinowania i ci$nienia w lewym przedsionku). RHC obejmuje szereg pomiarow miedzy
innymi ci$nienie w prawym przedsionku, komorze serca, w tetnicy ptucnej i ci$nienie
zaklinowania w tetnicy plucnej, pomiar rzutu serca, plucnego oporu naczyniowego oraz
pomiar nasycenia tlenem. Jednoczesnie w takcie badania RHC u chorych z podejrzeniem
idiopatycznego PAH (IPAH) konieczne jest wykonanie testu oceniajacego
rozszerzalno$¢ naczyn plucnych ( wyjatek stanowig pacjenci IPAH z niestabilno$cia
hemodynamiczng oraz z ostrg niewydolnosciag RV). Zmniejszenie Sredniego ci$nienia
w tetnicy plucnej (PAPm), o co najmniej 10 mmHg 1 ponizej 40 mmHg catkowitego
PAPm bez zmniejszenia pojemnos$ci minutowej serca uznaje si¢ za pozytywny wynik
testu. W probie najczesciej wykonuje si¢ inhalacje tlenkiem azotu [208] lub iloprostu
[137] oraz wlewy dozylne z epoprostenolu [283] lub adenozyny [133, 272]. Nastgpnie
ponownie powtarza si¢ pomiar hemodynamiczny. Chorzy, ktorzy pozytywnie
odpowiedzg na test wykazuja zazwyczaj lepsze rokowania 1 moga odnies¢ korzystny
efekt na leczenie doustnymi inhibitorami kanalow wapniowych [282]. Pozostate badania
diagnostyczne takie jak tomografia komputerowa, rezonans magnetyczny lub badania
czynnosciowe uktadu oddechowego z gazometrig krwi t¢tniczej stanowig uzupehnienie
dla wyzej wymienionych metod i s3 pomocne w okresleniu oraz monitoringu PAH.

Dodatkowo pomimo braku swoistej specyficznosci dla tetniczego nadci$nienia

plucnego do rozpoznania oraz oceny stopnia nasilenia choroby lub odpowiedzi
na leczenie stuzy metoda oznaczania markerow biochemicznych. Plazmatyczne
biomarkery zaklasyfikowane sg miedzy innymi w oparciu o:

a) dysfunkcje komoérek Srodblonka (uszkodzenie 1 przebudowa naczyn)
lub aktywacje neurohormonalng: asymetryczna dimetyloarginina (ADMA),
czynnik von Willebranda, czynnik roéznicowania wzrostu 15 (GDF15),
angiopoetyna, endotelina 1, adrenomedelina, kopiptyna;

b) stan zapalny lub stres oksydacyjny: interleukiny prozapalne, szczegolnie IL-6,
IL-12p70, biatko C-reaktywne, chemokiny, MCP1 oraz ligand chemokiny 10
(CXCL10), czynnik martwicy nowotworéw (TNF-B), VEGF, PDGF, TGF-B1,
metabolity lipidowej peroksydacji (izoprostanyF2), osteopontyna;

c) uszkodzenie i niewydolno$¢ prawej komory serca: troponiny T, przedsionkowy
peptyd natriuretyczny (VIP), peptyd natriuretyczny (BNP/NTproBNP),

homocysteina;



d) wtoérng niewydolno$¢ wielonarzadowsa: bilirubina, kreatynina lub klirens
kreatyniny, kwas moczowy;
e) epigenetyke: regulacja transkrypcji, ekspresja genu (microRNAs [miRNAs],
onkoproteina Pim1) [7, 232, 247].
Ponadto wyniki badan wykazaty, iz obnizenie stezenia sodu w osoczu w trakcie PAH
(136 mEq/L) sugeruje aktywacje¢ neurohormonalng w odpowiedzi na zaawansowang
niewydolno$¢ prawej komory [86]. Jednak najwigksza warto$§¢ diagnostyczng oraz
prognostyczng w t¢tniczym nadci$nieniu ptucnym przedstawia marker BNP/NT-proBNP,
ktory odzwierciedla uszkodzenie migsnia sercowego. Na podstawie stezenia BNP na
poziomie 180 ng/ml oraz NT-proBNP na poziomie 1400 ng/ml rozgranicza si¢ przypadki
o dobrym i ztym rokowaniu. Obnizenie tego parametru odpowiednio o 54% oraz 44%
uzasadnia witasciwe podejscie w leczeniu PAH [83, 214]. Dodatkowo, w aspekcie
znaczenia klinicznego oba parametry mogg wykazywac zaleznosci wzgledem wieku oraz
ptci [250, 330]. Istniejg sugestie wprowadzenia do leczenia PAH peptydu BNP, jako
czynnika o  wlasciwosciach  antyproliferacyjnych 1  przeciwwldknieniowych

zapobiegajacy przebudowie naczyn ptucnych [45].
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1.2. Mechanizmy patofizjologiczne, leczenie oraz charakterystyka prawej komory

serca w tetniczym nadcisnieniu plucnym

1.2.1. Mechanizmy patofizjologiczne

Tetnicze nadci$nienie plucne to schorzenie, ktore charakteryzuje si¢ wzajemng
zaleznoscig dwoch struktur: komoérek srédbtonka (ang. endothelial cells; ECs) 1 komorek
migéni gladkich tetnic ptucnych (ang. smooth muscle cells of pulmonary arteries,
PASMCs). Zaangazowane sg one w procesy patologiczne wspdlne dla kazdej podgrupy
PAH. Nieprawidtowosci takie jak: nadmierny skurcz, przebudowa oraz proliferacja
wystepuja we wszystkich warstwach §ciany tetnicy ptucnej (intima, media, adventitia).
Typowe zmiany obejmuja witoknienie btony wewngtrznej oraz $rodkowej naczyn
z rownoczesng obecnoscig miofibroblastoéw oraz macierzy mi¢dzykomorkowych migdzy
srodbtonkiem a wewnetrzng btong elastyczng. Dodatkowo zauwazalne jest pogrubienie
warstwy zewnetrznej z naciekami zapalnymi okolonaczyniowymi oraz wystgpowanie
ztozonych zmian tetniakowatych, splotowatych (ang. plexiform lesion) oraz nietypowych
zmian zakrzepowych. Nadmierne rozrastanie doprowadza do zwg¢zenia t¢tnic (zwykle
o $rednicy mniejszej niz 500um) i/lub do niedroznosci matych najczesciej dystalnych
tetniczek ptucnych (zakres od 50 do 200um) [201, 244, 262, 271]. Dalsza progresja
choroby w naczyniach ptucnych powoduje stopniowy wzrost oporu ptucnego (PVR) oraz
wzrost obcigzenia nastgpczego, co wplywa na prace migsnia sercowego przyczyniajac sie
do niekorzystnej przebudowy prawej komory serca (prowadzi to do martwicy
kardiomiocytow), ktora objawia si¢ rozstrzenig, pogrubieniem $cian, a w nastepstwie
zmniejszeniem frakcji wyrzutowej komory [326, 327, 258]. Skutkuje to ostrg lub
przewlekta niewydolno$cig prawokomorowa, a w konsekwencji §miercig pacjenta [30,
108, 125]. Proces przebudowy oraz proliferacji naczyn w PAH jest zlozony,
wieloczynnikowy 1 jest wyrazem szeregu szlakow patologicznych na poziomie
komoérkowym, molekularnym oraz genetycznym i nie jest do konca poznany [129].
Stad proba wyjasnienia rozwoju schorzenia, ktdra opiera si¢ mi¢dzy innymi na tzw. teorii
,multiple-hits” lub ,,duble-hits”[233]. Przy odpowiedniej predyspozycji genetycznej lub
nabytej mutacji (np. mutacja genu BMPR-2) w potaczeniu z narazeniem §rodowiskowym
(np. HIV, zaburzenia taknienia, toksyny) albo wspétistniejaca jednostkg chorobowa (np.
wskutek nadcisnienia wrotnego) wystepowanie dwéch lub wiecej czynnikow moze

sugerowa¢ klasyczny PAH o wspolnym patologicznym szlaku koncowym. Teoria ta jest
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podobna miedzy innymi do hipotezy nowotworzenia komoérek [324, 264] lub teorii
rozwoju miazdzycy [113, 128]. Wykazano, ze zamiany strukturalne tetnic ptucnych
w PAH s3 powigzane z hamowaniem, brakiem lub tzw. opornoscia na sygnaty apoptozy
(ang. apoptosis-resistance) w PASMCs oraz ECs, co prowadzi do wzrostu
proliferujacych, dysfunkcyjnych 1 fenotypowo zmienionych komorek. Dlatego
mozliwos¢ kontrolowania apoptozy moze stanowi¢ nowy kierunek leczenia w PAH [57,
197]. Wiadomo obecnie, iz wyzej wymienione zmiany wynikajg gtownie z dysfunkcji
srdédbtonka oraz z nasilonego skurczu migsnidwki gtadkiej naczyn ptucnych [40].

Jednym z podstawowych mechanizméw odpowiedzialnych za patogenez¢ PAH
sg zaburzenia wydzielnicze komoérek $rédbtonka naczyn plucnych. Jak wykazano brak
fizjologicznej, wzajemnej rownowagi w strukturze ECs charakteryzuje si¢ nadmiernym
uwalnianiem mediatoré6w wazokonstrykcyjnych, proliferujacych i prozakrzepowych
takich jak: endotelina (ET-1) 1 tromboksan A (TXA») [51] z rownoczesnym obnizeniem
wytwarzania substancji o charakterze przeciwzakrzepowym, naczyniorozkurczowym
1 antyproliferacyjnym np. tlenek azotu (NO) oraz prostacykliny I (PGI2) [40].

Doswiadczenia potwierdzaja, iz zmniejszona biodostepnos¢ tlenku azotu w PAH
jest wynikiem miedzy innymi zwigkszonego stezenia endogennych inhibitorow syntazy
NO (eNOS) asymetrycznej 1 symetrycznej dimetyloargininy (ADMA 1 SDMA) [267,
240] oraz nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu (nadtlenki) [36]. Jednocze$nie
zaburzenie migracji tlenku azotu do komorek migsni gladkich naczyn obniza poziom
cyklicznego 3’5’ guanozynomonofosforanu (cGMP; wtorny przekaznik NO), ktoéry
fizjologicznie posiada wtasciwosci rozkurczajace 1 antyproliferacyjne PASMCs [47].
Ponadto znaczna fizjologiczna ekspresja fosfodiesterazy typu 5 (PDES) w naczyniach
ptucnych dodatkowo inaktywuje cGMP w komodrkach migéni gtadkich naczyn ptucnych
oraz w prawej komorze serca u pacjentéw z PAH [216].

Dysfunkcja $rodbtonka oraz nadmierna agregacja ptytek krwi (w wyniku
wyraznego wzrostu TXA2) w PAH powoduje zmniejszenie uwalniania prostacykliny
PGIl> i jej syntazy [203]. Dziatanie prostacyklin w nadcis$nieniu ptucnym polega
na parakrynnym oddziatywaniu na komoérki migsni gladkich naczyn poprzez zwigkszenie
stezenia cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) z jednoczesnym hamowaniem
szlakéw kinaz biatkowych (MAPK 1 MLCK) indukujac zahamowanie agregacji ptytek
krwi oraz relaksacje 1 dziatanie antyproliferacyjne PASMCs [52]. Na modelu mysim
zaobserwowano, iz niedobor prostacyklin powoduje rozwinigcie powaznego nadci$nienia

phucnego indukowanego niedotlenieniem [122].
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Dalsze badania wykazaty, iz czynnik indukowany hipoksja (HIF-1a) [17]
zwigksza synteze 1 uwalnianie angiopoetyny-1 [64], ktéra posrednio stymuluje komorki
srédbtonka naczyn ptucnych do nadmiernej produkcji i wydzielania mi¢dzy innymi
serotoniny (5-HT, S5-hydroksytryptamina) prowadzac do patologicznego rozrostu
PASMCs [358]. Mediatory podwyzszajace poziom serotoniny w osoczu takie jak:
mikrozatory w krazeniu ptucnym (np. w nastepstwie hipoksji) lub niektore leki (np.
fenfluramina, benfluoreks), przyczyniaja si¢ do uwalniania z rdéwnoczesnym
hamowaniem wychwytu zwrotnego serotoniny przez ptytki krwi, co doprowadza do
zwigkszonego ryzyka wystapienia PAH [165]. Na modelach zwierzgcych podawanie 5-
HT nasilito nie tylko skurcz, ale rowniez przebudoweg warstwy mig$niowe] naczyn
ptucnych [182]. Dodatkowo zaobserwowano zwigkszong ekspresje transportera dla
serotoniny (SERT, 5-HTT) lub jego receptorow (np. 5-HTis-R, 5-HT2-R) [194], jako
dodatkowy szlak mitogennego dziatania na miocyty powodujac utrwalenie nadcisnienia
w tetnicy plucnej [61].

Nasilony skurcz mig$niowki gladkiej naczyn plucnych jest nastgpnym
potencjalnym czynnikiem zaangazowanym w patogenez¢ PAH. Zaburzenie to wynika
miedzy innymi z nadekspresji receptorow membranowych na mi¢$nidwce gladkiej np.:
receptory dla endoteliny (ET-R), serotoniny (5-HTR) lub leukotrienéw powodujac
zwezenie naczyn phlucnych przyczyniajac si¢ w dalszej kaskadzie sygnalizacyjnej do
dziatania proliferacyjnego i antyapoptycznego [63, 74]. Nieprawidlowosci zachodza
rowniez w dziataniu kanatow potasowych oraz wapniowych powigzanych ze zmianami
napig¢cia naczyniowego, rozregulowaniem homeostazy komorkowej oraz nadmierng
indukcja proliferacji PASMCs [186]. Doswiadczenia potwierdzaja, iz przewlekle
niedotlenienie wywotane nadci$nieniem pluicnym moze hamowaé ekspresje i/lub
aktywno$¢ a takze zmniejszy¢ 1ilosci funkcjonalnych kanatéw potasowych
bramkowanych napigciem ( Kv1.5 u ludzi oraz Kv1.5 1 Kv2.1 u szczuréw) [354].
Prowadzi to do depolaryzacji btony z rownoczesnym wzrostem stezenia wolnego wapnia
w cytozolu ([Ca?]cyt), ktory jako drugi kluczowy przekaznik, w PAH blokuje ekspresje
genow proapoptycznych [163] oraz stymuluje czynniki transkrypeyjne (np. c-jun, c-fos)
zwigkszajac proliferacj¢ komérek PASMCs [351]. Cytolozowa homeostaza wapnia
regulowana jest rowniez przez Ca2+-ATP-aze2a (SERCA2a) znajdujaca si¢ w blonie
siateczki $rodplazmatycznej (SR), ktorego ekspresja w wyniku PAH ulega obnizeniu
indukujac naptyw wewnatrzkomérkowego wapnia do cytozolu stymulujac dodatkowo

nasilony skurcz miesnidowki gtadkiej naczyn [109]. Dodatkowo, badania na zwierzetach
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wykazaty zaangazowanie kanaléw potasowych KCNQ (Kv7) szczegolnie KCNQ4
w regulacji potencjatu spoczynkowego miesniowki gladkiej naczyn w tetniczym
nadcis$nieniu plucnym [107]. Podanie selektywnych aktywatorow kanatow KCNQ takich
jak retigabina 1 flupirtyna moze by¢ potencjalnym nowym celem terapeutycznym
w PAH [143].

Ponadto w mechanizmie PAH moze uczestniczy¢ wiele czynnikéw
zaangazowanych w remodeling naczyn ptucnych, ktére opisano ponizej.

Pomimo braku klinicznych lub histopatologicznych dowodéw choroby
zakrzepowo-zatorowej pluc w patogenezie PAH [91, 236] wykazano, ze cz¢sciowa
dysfunkcja $rédbtonka i1 nieprawidtowosci w kaskadzie krzepnigcia oraz zaburzona
funkcja plytek krwi moze przyczyni¢ si¢ do rozpoczgcia lub poglebienia
charakterystycznego zjawiska zakrzepicy in situ t¢tnic plucnych zmieniajac przebieg
1 rokowanie w PAH [164]. Jednak w wigkszosci przypadkow nie jest do konca
wyjasnione, jaka jest rola ww. zaburzen na bezposrednig patogeneze choroby [ 139, 328].
Zmiany w hemostazie oraz wykrzepianie wewnatrznaczyniowe sg stalym procesem
u pacjentow z przedklinicznym PAH sugerujac fenotyp nadkrzepliwosci [306]. Wydaje
si¢, ze zwigkszona aktywnos$¢ trombiny w osoczu odgrywa kluczowa role¢ w PAH [306,
337]. Podwyzszone stezenie fibrynopeptydow A 1 B §wiadczy o procesie koagulacji
wewnatrznaczyniowej [75]. Ponadto, wzrasta poziom D-dimerdw, a ich st¢zenie dobrze
koreluje z stopniem nasilenia choroby [276]. Udowodniono, iz wzrost poziomu czynnika
von Willebranda oraz inhibitora aktywatora plazminogenu (PAI-1) w osoczu
odzwierciedla nie tylko stopien uszkodzenia, ale takze dysfunkcyjng aktywnosc
prozakrzepowg i fibrynolityczng $rédbtonka naczyn plucnych [127, 147]. Jednocze$nie
w przebiegu PAH wykazano obnizenie poziomu PAI-1 w PASMc, co skutkuje
zwigkszong proliferacjg komoérek migsni gtadkich i prowadzi do zaniku naczyn ptucnych
[157]. Ponadto u pacjentdow w przebiegu ciezkiego PAH zauwazono wzrost ekspresji
naczyniowego czynnika tkankowego (TF) na blonie $rodbtonka, ktéory moze
posredniczy¢ nie tylko w destabilizacji procesu angiogenezy poprzez odkladanie
wloknika 1 nadmierng aktywacje trombiny [336], ale réwniez w proliferacji i migracji
komorek migsni gladkich naczyn ptucnych w PAH. Wykazano roéwniez zwigkszong
aktywno$¢ mikroczasteczek komorek TF, jako mediatoréw inicjujacych uszkodzenie
srodblonka  [16].  Jednocze$nie, obnizenie = powinowactwa  rozpuszczalnej
trombomoduliny do receptora trombiny, zaburzenia aktywacja biatka C [164, 263, 333],

hamowanie tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA) [147] oraz zaburzona
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rownowaga produkcji i uwalniania przez ESc przeciwzakrzepowego tlenku azotu i PGI»
[310, 321, 356] poteguja stan nadkrzepliwosci oraz utrwalenia nadci$nienia ptucnego
u pacjentow z PAH w poroéwnaniu z kontrola. Ponadto w cigzkim PAH zaobserwowano
istotne zmiany strukturalne i funkcjonale naczyn plucnych pod wptywem interakcji
z pltytkami krwi [115, 148]. Aktywacja ptytek krwi sprzyja uwalnianiu mediatorow
nie tylko o charakterze prozakrzepowym, ale takze prozapalnym 1 wazokonstrykcyjnym
mi¢dzy innymi CD40L [349], trombokasanu A», serotoniny, PDGF, VEGF oraz TGF-3
[275, 355].

Wydaje si¢, ze kolejnym wspolnym czynnikiem w nadci$nieniu plucnym jest
przewlekte zapalenie. W badaniach histologicznych ptuc w zmianach splotowatych
naczyn zaobserwowano obecno$¢ okotonaczyniowych naciekdw zapalnych, gléwnie
z limfocytow T oraz B, ale takze z licznych makrofagéw, monocytow, komorek
dendrytycznych 1 komorek tucznych [68, 311, 312]. Obserwacje wykazaty istotng
korelacje wynikajaca migdzy stopniem zapalenia a intensywnos$cig choroby [289]. Stan
zapalny u pacjentéw z idiopatycznym PAH (IPAH) charakteryzuje si¢ migdzy innymi
obecnoscia krazacych autoprzeciwciat w szczegoélnosci skierowanych przeciwko
komorkom srodbtonka (AECA) oraz przeciwko fibroblastom (ang. anti-fibroblast
antibodies) btony zewnetrznej naczyn [149, 302]. Dodatkowo liczne badania
udowodnity, iz ci¢zkie PAH zwigzane jest z chorobami o podtozu
autoimmunologicznym. Na przyktad toczniem rumieniowatym uktadowym lub mieszang
chorobg tkanki tacznej. Natomiast leczenie immunosupresyjne i/lub za pomoca
kortykosterydow wykazato poprawe stanu pacjentow z PAH [136, 266], co podkresla
zjawisko wystepowania charakterystycznego dla tej grupy procesu zapalnego. Ponadto
kliniczne obserwacje chorych w okresie zaawansowanej niewydolnosci RV udowodnity
3-krotnie czestsze wystepowanie autoimmunologicznych choréb tarczycy w omawianej
grupie pacjentow w porownaniu z kontrolg [331]. Sugerowano, iz szereg czynnikow
zakaznych w tym wirusy (HIV, HHVS) [53, 206] 1 pasozyty (schistosomatoza) [70]
a takze sarkoidoza [18] lub zaburzenia obejmujace rézne stany zapalne naczyn plucnych
odgrywajg istotng rolg¢ w procesie patogenezy nadcisnienia phlucnego. Ponadto
analizowano pomiar napr¢zenia $cinajgcego naczyn (ang. wall shear stress; WSS)
z wykorzystaniem metody obliczeniowej dynamiki ptynéw (CFD). Badania potwierdzity
uszkodzenie srédblonka w nadcisnieniu ptucnym [85, 301] w wyniku zmniejszania WSS.
Moze on indukowa¢ nasilong ekspresje czynnikow biochemicznych miedzy innymi

biatek adhezyjnych (VCAM-1 oraz ICAM-1) [146] przyczyniajac si¢ do przyciggania
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mediatorow odczynu zapalnego (np. makrofagow, limfocytow) oraz ptytek krwi do
komorek srodbtonka [270]. Powoduje to stopniowe uwalnianie cytokin, chemokin
1 czynnikdw wzrostu, ktére moga poglebi¢ progresj¢ PAH. Udowodniono, ze w grupie
krazacych cytokin prozapalnych wystepuje zwigkszony poziom przede wszystkim IL-1(3
oraz IL-6 [269], czynnika martwicy nowotworu (TNF-a), P-selektyny [76, 106], ktére
moga korelowa¢ z pogarszajagcym si¢ stanem klinicznym pacjentow z PAH.
Rownocze$nie wzmozone uwalnianie chemokin prozapalnych i utworzenie gradientu
chemotaktycznego wytwarza zdolno$¢ do réznego dziatania leukocyty poprzez migdzy
innymi wzrost aktywacji 1 przylepiania. Dlatego u pacjentoéw z PAH mechanizm dziatania
chemokin opiera si¢ gtownie na rekrutacji komoérek zapalnych do ptuc [69].
Zaobserwowano nadekspresj¢ migdzy innymi fraktaliny (FKN, CX3CL1) oraz jej
receptora (CX3CR1) [231], chemokiny ligandu 5 (RANTES, CCLS), ktora regulowana
jest w wyniku aktywacji, chemotaksji 1 adhezji limfocytow T [69] oraz chemokiny liganu
2 (biatko MCP-1,CCL2), ktore reaguje z receptorami aktywowanymi na $rodbtonku
naczyn ptucnych u pacjentow z PAH [265]. Wydaje si¢, Ze istotng role¢ w prozapalnej
patogenezie PAH odgrywa rowniez czynnik jadrowy uaktywnionych komorek T (ang.
nuclear factor of activated T-cells;, NFAT). Zwigksza on transkrypcje licznych
mediatoréw zapalnych (np. interleukiny, TNF-a) oraz aktywuje limfocyty T i B [34]. Przy
dysfunkcji komoérkowej obejmujacej szczegdlnie PASMCs oraz ECs oprocz uwalniania
mediatoréw naczynioruchowych i zwigkszenia czynnikdw wzrostowych zaobserwowano
rowniez nadmierny naptyw wewnatrzkomorkowego wapnia, ale takze aktywacje
czynnikéw transkrypcyjnych np. NFAT [43]. W zwigzku z tym sugerowano unikalny
fenotyp patogenezy PAH zwigzany ze zwigkszong ekspresja bialek Bcl-2 (ang. B-cell
lymphoma-2) oraz z hyperpolaryzacja mitochondrium [34, 242]. Dodatkowo na
podstawie wynikéw badan na myszach zaobserwowano, iz przewlekle niedotlenie w
PAH oznacza wzrost aktywnosci szlaku sygnatlowego RhoA/ROCK i zwigzang z tym
nierownowaga miedzy dysmutaza nadtlenkowg (SOD) a wodorem, ktéra moze
posredniczy¢ w pobudzaniu NFAT przyczyniajac si¢ do wzmozonej reaktywnos$ci naczyn
ptucnych [248]. Podawanie in vitro posrednich (cyklosporyna) lub bezposrednich
(VIVIT) inhibitoréw NFAT przywracato prawidlowa ekspresje (up-regulation) kanatow
Kv1.5 oraz normalizowato mitochondrialny potencjat btonowy. W konsekwencji
doprowadzato do zmniejszenia rozrostu z réwnoczesnym zwigkszeniem apoptozy

komorek PASMCs i §rodbtonka naczyn ptucnych [34].
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Ponadto przy charakterystycznym fenotypie antyapoptycznym 1 wysoce
proliferacyjnym u pacjentow z PAH wykazano istotng rol¢ receptorowych czynnikow
wzrostowych. Przede wszystkim czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF-A
1 B) [49, 105] oraz pozostatych takich jak: podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow
(b-FGF), czynnik wzrostu $rdédbtonka naczyniowego (VEGF) 1 jego receptoréw
(VEGFR-1 oraz 2) oraz naskorkowy czynnik wzrostu (EGF). Wptyw EGF na komorki
migéni gladkich naczyn zalezny jest od skladnika matrycy zewnatrzkomoérkowej
- tenascyny C [142], ktora wystepuje razem z EGF w zmianach splotowatych ptuc
sugerujac bezposredni udzial w progresji choroby [76, 140]. Na podstawie doniesien
zaobserwowano rowniez, iz w uszkodzeniach splotowatych wystepuje nasilona ekspresja
czynnika VEGF oraz jego receptorow, jako istotny element proangiogenny w patogenezie
PAH [309]. Pomimo wielu badan jego rola w regulacji angiogenezy pozostaje nadal
niewyjasniona [325]. Czynniki wzrostu dziataja przez transblonowe receptory
o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej posredniczac w roznych procesach fizjologicznych
od proliferacji i apoptozy do udzialu w migracji i réznicowaniu komoérek [105, 171].
Obserwacje potwierdzity, ze w PAH dochodzi do =zmian na poziomie
wewnatrzkomorkowych  sygnalow mitogennych oraz zaburzen ekspresji i/lub
funkcjonowaniu ww. czynnikow [59, 105, 325]. Dzialajg one na zasadzie wlasciwosci
chemotaktycznych przede wszystkim dla komoérek migéni gladkich ptuc, ale takze dla
komorek $srdédblonka i fibroblastow [112]. W rezultacie dochodzi do wzmozonego stanu
zapalnego [291], nadmiernej proliferacji 1 migracji komoérkowej oraz do wzmozonej
opornosci na apoptoze [76].

Fizjologicznie EDF, VEGF, TNF-a oraz IL-1 pobudzaja wtéorne wydzielanie
enzymow metaloproteinazy macierzy (MMP), ktére naleza do grupy endopeptydaz
(proteazy 1 elastazy). Posiadaja one zdolno$¢ degradacji elementow macierzy
pozakomorkowej (ang. extracellular matrix; ECM) np. kolagenu ulatwiajgc migracje
komorek 1 wydzielanie czynnikow wzrostu regulujac rézne procesy komoérkowe [9].
Udowodniono, iz w cigzkim PAH miedzy $rodblonkiem a wewnetrzng blaszka sprezysta
wytwarza si¢ tzw. neointima [65] warstwa ztozona z miofibroblastow i macierzy
zewnatrzkomorkowej. Jest to efekt nadmiernej aktywacji i wzmozonego odktadania ECM
w S$cianie naczyn plucnych [168]. Zaobserwowano, ze wzmozona ekspresja
metaloproteinaz MMP-2 oraz MMP-9 doprowadza do degradacji elastyny (wzrost
aktywnos$ci elastazy serynowej) [57] w tetnicach phlucnych, przez co dodatkowo

wzmacnia sygnal do aktywacji transkrypcji tenascyny C [141]. Przyczynia si¢ to do
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procesu migracji PMSCs [246]. W wyniku aktywnosci MMP oraz elastaz wystgpuje
rowniez zwigkszenie syntezy i1 odkladania kolagenu tworzac dodatkowo nietypowe
zmiany splotowate (plexiform lesion) w naczyniach plucnych [46, 261].

Z czynnikami wzrostu szczeg6lnie PGDF zwigzana jest posrednio rola jadrowych
receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome
proliferator-activated receptors; PPARY). Fizjologiczna PPARY reguluje adipogeneze
1 metabolizm glukozy oraz moze przyczynic¢ si¢ do wzrostu poziomu biatek (angiopoetyn)
sugerujac zaangazowanie w angiogenez¢ [350]. PPARYy ulega ekspresji nie tylko w tkance
tluszczowej, ale takze w monocytach, makrofagach, komdrkach §rédblonka 1 migsni
gtadkich naczyn plucnych [72]. Jak wykazano redukcja ekspresji PPARy w naczyniach
ptucnych w wyniku hipoksji stymuluje nieprawidtowa sygnalizacje komorkowa, ktory
wspiera zaburzenia na poziomie PASMCs oraz ECs. Aktywuje on wzrost migdzy innymi
ET-1, PGDF jak réwniez bierze udzial w procesach zapalnych ( wzrost interleukin,
fraktaliny, MCP-1) [245] oraz angiogenezie, co moze doprowadzi¢ do rozwoju t¢tniczego
nadci$nienia ptucnego [299].

Ostatnio zasugerowano réwniez inne istotne szlaki uczestniczace w patogenezie

PAH, ktore opisano ponize;j.

a) Receptor biatka morfogenetycznego kosci typu 2 (BMPR2)

Badania wykazaty, iz mutacja linii zarodkowej w genie kodujgcym dla receptora BMPR2
jest gtowna przyczyng genetyczng, ktora predysponuje do PAH [242]. Biatko BMP
nalezy do nadrodziny transformujacego czynnika wzrostu B (ang. transforming growth
factor p; TGF-B) i w obrgbie naczyn krwionos$nych reguluje proliferacje (hamuje),
réznicowanie, apoptoze oraz syntez¢ kolagenu. Wiele badan wykazalo, iz ekspresja
receptorow dla BMP (BMPR2) w PAH jest znacznie obnizona u pacjentéw z mutacjg
w tym genie i prowadzi do deregulacji na wielu poziomach wewnatrzkomodrkowe;j
kaskady sygnalizacyjnej w komorkach $rdédbtonka i mig§nidowce naczyn ptucnych [335].
Stwierdzono, ze w grupie chorych z rodzinng postacia PAH mutacja wystepuje,
u co najmniej 70% badanych oraz do 25% w pozornie sporadycznym PAH (IPAH) [62,
303]. Potencjalnie mechanizm remodelingu naczyn phlucnych mutacji BMPR2 jest
wynikiem zmniejszenia aktywacji cytoplazmatycznego czynnika transkrypcyjnego Smad
oraz konstytutywna aktywacja p38 kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem
(p38Mapk) (brak zahamowania proliferacji komorek migsni gtadkich) [110]. Powyzsze
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obserwacje nie tlumacza jednak zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem mutacji
a rozwojem PAH [243]. Coraz wigcej dowodow sugeruje, iz kinazy proproliferacyjne
MAPK w tym p38, pERK oraz kinazy JNK sg aktywowane rowniez przez receptory TGF-
B [242]. Jedna z hipotez proponuje, iz inne mutacje w obrebie szlaku sygnalizacyjnego
BMPR2/TGF-B (np.: aktywacja mutacji receptorow TGF-B: ALK-1, endogliny) lub
czynniki S$rodowiskowe (r6zne choroby towarzyszace lub przyjmowane leki np.
fenfluramina, substytucja estrogenow, narkotyki) moga bra¢ udziat w patogenezie PAH.
Dlatego, pomimo teorii zwigzanej z zaburzeniami i mutacja BMPR2, ktéra odgrywaja
istotng role na ECs oraz PASMCs przy nadmiernej proliferacji i nieodpowiedniej
regulacji napigcia naczyniowego analiza alternatywnych wspdlnych szlakow
sygnatlowych moze stanowi¢ kluczowe znaczenie w patogenezie oraz terapii PAH.

Wymaga to dalszego bardziej kompleksowego podejscia do problemu [243].

b) Sygnalizacja Oct-4 oraz Notch-3

Niedawno opublikowane dane sugeruja istotng role szlaku sygnalizacyjnego Notch-3
oraz oktameru wigzacego czynnik transkrypcyjny 4 (Oct-4, POUS1) w PAH. Bialka te sg
niezbednymi mediatorami  zapewniajgcymi utrzymywanie zdolnosci komorek
macierzystych do samoodnawiania w procesach hamujacych ich réznicowanie. Wydaje
si¢, iz w wyniku hipoksji zwieksza si¢ poziom ekspresji Oct-4, ale rOwniez wigzacego si¢
z nim czynnika HIF-2a przyczyniajac si¢ do wzrostu, proliferacji i réznicowania
PASMCs w poréwnaniu do komoérek normoksyjnych [84]. Receptory biatkowe Notch,
to pojedyncze przezbtonowe biatka, ktore odgrywaja istotna role w regulowaniu
procesow rozwojowych naczyn takich jak: angiogeneza, waskulogeneza, przebudowana
1 stabilizacja naczyn oraz roéznicowanie komorek migsni gtadkich naczyn i nabywanie
przez migsniowke charakterystycznych dla niej wlasciwosci. Na podstawie biopsji pluc
pacjentow transplantacyjnych z PAH oraz badan na monokrotalinowym modelu
zwierzecym (model PAH u zwierzat) udowodniono, iz wysoki poziom, nadekspresja
1 aktywacja szlaku sygnalizacyjnego Notch-3 oraz jego dalszych efektorow (HESS) w
tetniczkach plucnych decyduje nie tylko o ciezkosci choroby i nadmiernej proliferacji
migsniowki gladkiej naczyn, ale réwniez posredniczy w rozwoju niedotlenienia
1 dzialaniu antyapoptycznym na PASMCs w PAH [173]. Powyzsze dane sugeruja, iz ww.
szlaki uczestnicza w progresji i rozwoju patologicznej przebudowy tetnic plucnych

u pacjentow z PAH i stanowig potencjalny nowy, istotny cel terapeutyczny.
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¢) Metabolizm mitochondrialny

Zaproponowano, ze zaburzenia homeostazy komodrkowego szlaku mitochondrialnego
mogg by¢ kolejnym istotnym czynnikiem biorgcym udzial w patogenezie PAH (tzw.
teoria metaboliczna) [228]. Na uwage zastluguje w szczeg6lnosci przesunigcie
metabolizmu glukozy z oddychania tlenowego (zahamowanie dehydrogenazy
progronianowej) do procesu glikolizy tlenowej nawet w obecno$ci tlenu (fenotyp
Warburga), co sugeruje podobienstwo do patomechanizmu opisanego w komodrkach
nowotworowych (tzw. efekt Warburga) [129]. Dodatkowo istnieje nierownowaga
pomiedzy procesami glikolizy a fosforylacja oksydacyjng w warunkach przewlektego
niedotlenienia (w wyniku aktywacji czynnika HIF-1a) [71, 172]. Zaobserwowano liczne
nieprawidlowosci sygnatowe wplywajace na zahamowanie czynno$ci mitochondrium
w PAH miedzy innymi poprzez oporno$¢ na apoptoze, wplyw czynnikoéw
transkrypcyjnych, zaburzenia dziatania kanaléow Kv [225, 228]. Zastosowanie
dichlorooctanu (DCA), nie tylko przywraca metabolizm oksydacyjny poprzez inhibicje
kinazy dehydrogenazy pirogronianowej (PDK; ang. pyruvate dehydrogenase kinase), ale
rowniez zwigksza naczyniowy wspotczynnik apoptozy w stosunku do proliferacji zalezny
od mitochondrium oraz reguluje ekspresje kanatow Kv1.5 w komoérkach migsni gladkich

naczyn ptucnych i ECs [71].

1.2.2. Leczenie

Celem terapii w tetniczym nadci$nieniu plucnym to poprawa jako$ci zycia oraz
zmniejszenie ryzyka przedwczesnego zgonu. Oznacza to przywrocenie i/lub zachowanie
czynnosci chorego na poziomie II klasie funkcjonalnej wg WHO. Dodatkowo poprawna
terapia to rowniez normalizacja hemodynamiczna i funkcjonalna prawej komory przy
indeksie sercowym >2,5 do 3,0 L/min/m? i ci$nieniu w prawym przedsionku <8 mmHg
przy jednoczesnej poprawie testu 6MWD >380 do 440m uwzgledniajac saturacje
tlenowej mieszanej krwi zylnej >65% oraz wiek, ple¢ 1 wage pacjenta [194, 220].
Aktualne postgpowanie terapeutyczne jest ztozong procedura obejmujacg indywidulane
podejscie do kazdego przypadku. Uwarunkowane jest wstepng oceng zaawansowania
choroby, monitorowaniem reakcji pacjenta na leczenie oraz ewentualng modyfikacja

terapii. Strategia leczenia PAH opiera si¢ na trzech gléwnych etapach:
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a) Zalecenia ogolne

Dotycza modyfikacji stylu zycia chorych z PAH takie jak: umiarkowana aktywno$¢
fizyczna, rehabilitacja, dieta, nadzorowana cigza, antykoncepcja i HTZ, pomoc
psychologiczna, obowigzkowe szczepienia, skierowanie do osrodkow referencyjnych
[94, 193]. Ponadto wykonuje si¢ wspominany wczesniej test reaktywnosci naczyn, ktory
kwalifikuje chorego do wilaczenia przewleklej terapii za pomoca brokerow kanatow
wapniowych (CCB).

Uzupetianiem leczenia konwencjonalnego sa doustne leki przeciwzakrzepowe
stosowane we wszystkich postaciach PAH, takie jak: antagonisty witaminy K (warfaryna,
acenokumarol) lub rywaroksaban [41, 239, 307]; leki moczopgdne (objawowo przy
niewydolno$ci RV; diuretyki petlowe, tiazydy i/lub spironolakton); digoksyna
(pierwotnie, objawowo przy niewielkiej hipoksemii lub w przebiegu przerywanego lub
przewlektego migotania przedsionkéw; powoduje nieznaczny wzrost objetosci
minutowej oraz zmniejszenie ilo$ci krazacej noradrenaliny) [255]; tlenoterapia (wyjatek

stanowi zespot Eisenmengera) oraz suplementacja zelazem [218, 320].

b) Zalecana farmakoterapia

Terapia farmakologiczna obejmuje tzw. swoista farmakoterapi¢ i jest podstawg leczenia
tetniczego nadci$nienia plucnego. Opiera si¢ na mechanizmach, ktére biorg udziat
W postepujacym procesie patofizjologii $rodblonka 1 migsniowki gladkiej naczyn
phlucnych. Farmakoterapia tak dobrana doprowadza do obnizenia oporu plucnego oraz
ci$nienia w tetnicach plucnych. W konsekwencji w sposéb posredni poprawia funkcje
prawej komory serca. W terapii PAH rutynowo stosuje si¢ cztery podstawowe grupy
lekéw. Pierwsza z nich to antagonisty kanatu wapniowego (ang. calcium channel
blockers; CCB), ktérych odpowiednio wysokie dawki w znacznym stopniu zmniejszaja
naczyniowy opor phucny, ci$nienie ptucne i systemowe. Do najczesciej stosowanych
dhugodziatajacych brokeréw kanatu wapniowego w PAH naleza: nifedypina, diltiazem
oraz amlodypina. Jednak pomimo wysokiej skuteczno$ci CCB wykazano, iz tylko
niewiele ponad 20% pacjentéw z IPAH spetnia kryteria pozytywnej odpowiedzi na ostry
test wazodylatacyjny. Warto dodaé, ze tylko <7% chorych z IPAH moze dlugotrwale
korzystac¢ z terapii CCB [282]. Pozostate grupy lekow sg ukierunkowanie specyficznie na

szlaki zaangazowane w patogenez¢ PAH 1 wptywaja nie tylko na poprawe jakosci zycia,
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ale rowniez na polepszenie wynikow klinicznych [129]. Naleza do nich: analogi
prostacyklin okreslane jako prostanoidy (epoprostenol, iloprost, treprostinil,beraprost)
oraz antagonisty receptoréw A i B dla endoteliny (ERA) ( bosentan, ambrisentan,
macitentan, sitaksentan). Ostatnig grupe lekow stanowig inhibitory fosfodiesterazy typu
5 (PDE-5) takie jak: sildenafil, tadalafil oraz nowy zwiagzek — riociguat [93, 129].

Bardzo czgsto wyniki monoterapii u pacjentow w zaawansowanej chorobie PAH
(NYHA FC III/IV) sa niezadowalajace, poniewaz w patogenez¢ PAH zaangazowane sg
liczne drogi uczestniczace w progresji choroby. Dlatego tez zaproponowano schematy
terapii skojarzonej z wykorzystaniem lekow swoistych. Pierwszy tzw. ,, add on therapy”
polega na sekwencyjnym leczeniu skojarzonym, w ktoérym proces terapeutyczny
rozpoczyna si¢ od podania jednego leku z ewentualnym dodaniem kolejnego, jesli reakcja
na leczenie jest niedostateczna [129]. Druga strategia tzw. ,,upfront combination
therapy” jest bardziej agresywna, stosowana zwlaszcza u pacjentow z wysokim ryzykiem
gdzie leczenie od razu rozpoczyna si¢ od terapii skojarzonej ( jednoczesne podanie dwoch
lub trzech klas lekow) [100, 285]. Skutecznos¢ i bezpieczenstwo kazdej z tych kombinacji
moze zmienia¢ si¢ oraz uzaleznione jest od stanu pacjenta, ktory wymaga stalego
monitoringu.

Obecnie w wyniku intensywnych badan nad patomechanizmem PAH opracowano
nowe metody terapii ukierunkowanej na potencjalne inne szlaki patologiczne. Sg to:
agonisty dla receptoréw prostacykliny (IP) - selexipag i jego aktywny metabolit [284],
inhibitory kinazy tyrozynowej ( imatinib), wazoaktywny peptyd jelitowy (VIP),
inhibitory kinazy Rho (fasudyl) [347], podaz komorek progenitorowych srodbtonka
(EPC), podawanie statyn, zahamowanie aktywacji neurohormonalnej. Zwigzki te
zaproponowane przez badaczy sg alternatywg leczenia PAH jednak wymagaja
dodatkowych badan klinicznych [195].

¢) Interwencja chirurgiczna

Trzeci etap leczenia pacjentéw z PAH uwarunkowany jest wstepna ocena sposobu
leczenia podstawowego. Przy nieskutecznej farmakoterapii zaleca si¢ mozliwos¢ leczenia
chirurgicznego to znaczy: transplantacja ptuc albo balonowa septostomia przedsionkowa,
jako zabieg paliatywny lub pomostowy do przeszczepu narzadu i majacy na celu

odcigzenie prawej komory serca [94].
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1.2.3. Prawa komora serca w PAH

Pomimo, iz definicja tetniczego nadcis$nienia ptucnego wyraza si¢ na podstawie
podwyzszonego cisnienia w te¢tnicy plucnej oraz dodatkowo zwigkszonego
naczyniowego oporu plucnego to warto zauwazy¢, ze stopien uszkodzenia tetnic
phlucnych oraz wyzej wymienione warto$ci posiadajg niewielkie znaczenie prognostyczne
obrazu klinicznego choroby. Przeciwnie, integralno$¢ prawej komory serca (ang. right
ventricular; RV) jest decydujacym czynnikiem o charakterze funkcjonalnym oraz
mowigcym o stopniu zaangazowania choroby i rezultacie leczenia.

Natomiast ci$nienie w prawym przedsionku (RAP) oraz pojemnos¢ minutowa
serca (CO) nalezg do najwazniejszych wskaznikow rokujacych przezywalno$¢ pacjentow
z PAH [50]. Prawa komora w warunkach prawidtowych ma ksztatt potksiezyca a jej
wolna $ciana jest wklgsta w poréwnaniu do wypuklej przegrody miedzykomorowej
1 posiada strukture cienszg niz gruboscienna lewa komora serca (LV) [237]. Dzigki temu
RV jest podatna na wzrost napr¢zenia $ciany, co umozliwia szybka adaptacje
do zmieniajacych sie warunkéw napiecia wstgpnego zas w krazeniu ptucnym utrzymuje
niskie ci$nienie [48].

Obecnie wiadomo, iz stan tetniczego nadci$nienia ptucnego mozemy podzieli¢
na posta¢ kliniczng ostrg oraz przewlekla. Nagle (ostre) zwigkszenie obcigzenia
nastepczego (np. masywny zator ptucny lub koncowa faza niewydolnosci RV) indukuje
ostrg dylatacj¢ a w konsekwencji gwattowne uszkodzenie RV [273]. Jednak wyniki badan
na modelu zwierzecym wykazaty, iz podanie noradrenaliny poprawito wydajnos¢ RV
poprzez zwigkszenie perfuzji wiencowej oraz bezposredni wzrost kurczliwosci migsnia
sercowego i odwrocenie wstrzasu kardiogennego [204]. Natomiast w drugim przypadku
stopniowy wzrost obcigzenia nastepczego w wyniku przewleklego tetniczego
nadcis$nienia plucnego (zwiekszone zapotrzebowanie na tlen oraz utrudniona perfuzja)
pozwala prawej komorze serca w zalezno$ci od przypadku na dwie reakcje:

a) adaptacyjng tzw. kompensacyjng - koncentryczny przerost z minimalng
rozstrzenig lub widknieniem z zachowaniem funkcji RV;
b) nieprzystosowawcza tzw. dekompensacyjna - zwloknienie, dylatacja

1 niewydolno$¢ RV) [254, 258] do zaistnialych warunkéw poprzez przerost

migénia sercowego z jednoczesng dysfunkcja skurczowa komory.

Nastepnie zgodnie z prawem Franka-Starlinga w celu utrzymania pojemnosci minutowej

wzrasta obcigzenie wstepne 1 objetos¢ péznorozkurczowa RV. Szlakiem koncowym tych
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nieprawidlowosci jest wzrost ci$nienia napetnienia, rozwoj dysfunkcji rozkurczowej RV
z rownoczesnym obnizeniem pojemnosci minutowej serca przyczyniajac sie¢ do
niewydolnos$ci prawokomorowej [213]. Ponadto wykazano zmniejszenie przeplywu
wiencowego RV sugerujac niedokrwienie tej czg$ci serca prowadzac do niewydolno$ci
RV [322] oraz stanu hibernacji. Dodatkowo nadmierny przerost RV u pacjentow z
przewlektym PAH sptaszcza przegrode migdzykomorowa przyczyniajac si¢ rownolegle
do zaburzen LV takich jak: dysfunkcja rozkurczowa, zmniejszenie frakcji wyrzutowe;j
w trakcie skurczu oraz miejscowe zaburzenia kurczliwosci [50]. Wazng role odgrywa
zewnatrzpochodna kompresja lewej tetnicy wiencowej (LMCA) stanowigc wazny
element powiekszenia pnia t¢tnicy plucnej u pacjentow z PAH [4]. Jak zaobserwowano
funkcje hemodynamicze prawej komory serca mozna scharakteryzowa¢ za pomoca
trzech zmiennych: wspomnianego wczesniej $redniego ci$nienia w tetnicy plucnej
(mPAP) i $redniego ci$nienia w prawym przedsionku (mRAP) oraz wskaznika sercowego
(ang. cardic index; CI), (w PAH obnizony <2,5L/min/m? norma: 3,2L/min/m?
w spoczynku). Te trzy zmienne korelujg z przezyciem i potencjalnie moga uzupetniac¢
planowanie oraz kontynuacj¢ leczenia [60]. Objawy kliniczne niewydolnosci RV np.
omdlenia lub stany przedomdleniowe, obrzek, wzdecie brzucha, powickszenie zyt
szyjnych czy duszno$¢ wysitkowa oraz diagnostyka RV opierajg si¢ na wczesniej
wymienionych objawach i metodach diagnostycznych wykorzystywanych w PAH.
Natomiast na uwage zastuguja niedocenione prawdopodobnie ze wzgledu na koszt
techniki obrazowania jagdrowego takie jak: SPECT (tomografia emisyjna pojedynczych
fotonéw), PET (pozytonowa tomografia komputerowa) oraz MIBG (123L-
metajodobenzyloguanidyny). W zalezno$ci od uzytego radioizotopu umozliwiaja oceng
stopnia niedokrwienia (pomiar perfuzji), ocen¢ zaburzen metabolizmu serca (glikoliza
tlenowa) [11] i1 pluc, zaburzen angiogenezy (zahamowanie) oraz zmian w aktywacji
wspotczulnego uktadu nerwowego (aktywno$¢ adrenergiczna) dla RV 1 mig$nia
sercowego [223, 258].

Zalecenia terapeutyczne w PAH skupiajg si¢ przede wszystkim na usunieciu
dysfunkcji w naczyniach ptucnych, a nie na bezposredniej niewydolno$ci i przeroscie
RV. Brakuje dowodow na skutecznos¢ ww. leczenia, ktore przede wszystkim opiera si¢
na poprawie przeprowadzanego testu 6 minutowego marszu. Jak zaobserwowano
pomimo pozytywnego spadku naczyniowego oporu ptucnego (PVR) w odpowiedzi na
standardowa terapi¢ naczyniorozkurczowa moze nastgpi¢ pogorszenie funkcji

1 kurczliwosci RV [319]. Obecnie $miertelno$¢ wsrod pacjentdw z niewydolnoscig RV
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w PAH wynosi ponad 40% przypadkow szpitalnych [44]. Pomimo zaistnialej sytuacji
aktualnie nie ma zadnych oficjalnych wytycznych dotyczacych terapii niewydolnosci RV
w PAH [260]. Dodatkowo niewiele wiadomo o konkretnych mechanizmach
wynikajacych z przerostu (RVH) i1 dysfunkcji RV w PAH. Nowe kierunki terapii moga
umozliwi¢ przedtuzenie prawidlowej funkcji serca oraz poprawe jakosci zycia pacjentow

z PAH [10].
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1.3. Charakterystyka wybranych zwiazkow

1.3.1. L-arginina

L-arginina  (ang. L-arginine; synonimy: L-Arg, kwas 2-amino-5-
guanidynowalerianowy), aminokwas endogenny lub tzw. wzglednie egzogenny,
prekursor tlenku azotu (ang. nitric oxide; NO) o wzorze sumarycznym CgH14N4O> zostat
po raz pierwszy wyizolowany przez Schultza i Steigera w 1886 roku z kietkéw tubinu
(Lupinus L.). Forma D-stereoizomeru argininy nie wykazuje aktywnos$ci biologiczne;.
Dziesi¢¢ lat pozniej Hedin zidentyfikowat L-argining, jako sktadnik biatek zwierzecych,
natomiast Sorenson w 1910 roku okreslit strukture chemiczng zwiazku [177, 345].
W 1930 roku opisano syntez¢ argininy u ssakow. Pomimo, iz w 1904 roku
zidentyfikowano w komorkach watroby wysoka aktywnos$¢ arginazy (hydrolizuje
argining do ornityny i mocznika) to dopiero odkrycie przez Krebsa i Henseleita w 1932
roku zwrécito uwage, iz L-arginina wptywa na prawidtowe funkcjonowanie watroby,
gdzie odgrywa istotng rol¢ w metabolicznym cyklu mocznikowym (cykl ornitynowy),
ktory jest odpowiedzialny za usuwanie z organizmu toksycznego amoniaku [159].
Stwierdzono réwniez, ze arginina jest niezbednym substratem w syntezy kreatyny, ktora
jest prekursorem kreatyniny znanej, jako wyktadnik funkcji nerek [346]. Ponadto
w badaniach dos$wiadczalnych oraz klinicznych zaobserwowano, iz L-arginina jest
niezbegdnym aminokwasem do prawidlowego rozwoju mtodych osobnikéw
w przeciwienstwie do dorostego, zdrowego organizmu, ktéry jest w stanie syntetyzowac
ja samodzielnie. Obecnie jednak uwaza si¢, ze L-arginina jest istotnym zwigzkiem
nieodzownym dla prawidlowego funkcjonowania organizmu, niezaleznie od wieku
i powinna by¢ dostarczana w codziennej diecie, szczego6lnie w przypadku takim jak: stres,
zakazenia, urazy (w tym operacje chirurgiczne), schorzenia genetyczne oraz przy
niewydolnosci nerek [344]. W latach osiemdziesigtych XX wieku w badaniach
na dorostych szczurach zaobserwowano, ze jelito cienkie jest gldwnym zrodlem krazacej
cytruliny niezbednej do syntezy endogennej argininy [339]. W tym samym czasie
zidentyfikowano, iz arginina jest prekursorem biologicznie aktywnego tlenku azotu (NO)
dziatajgcego rozkurczowo na migsniowke naczyn krwionosnych, poczatkowo nazwanego
srodblonkowym czynnikiem rozszerzajacym naczynia (ang. endothelial derived relaxing
factor; EDRF) [178]. To odkrycie zainicjowato nowy etap wyjasniajacy wilasciwosci

1 mozliwe zastosowanie kliniczne dla NO oraz L-argininy, jako jedynego substratu dla
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syntezy tlenku azotu u cztowieka [345]. Argining do organizmu dostarcza si¢ gtownie
z pokarmem, ale jej Zrodlem jest rowniez wewnatrzkomorkowa degradacja bialek oraz
jej synteza w organizmie. Prawidtowe catkowite stezenie argininy w osoczu wynosi okoto
95-250pumol/L i zalezy od wieku i stanu odzywienia [345]. Arginina wystepuje
praktyczne we wszystkich biatkach zywnos$ci pochodzenia zar6wno roslinnego (rosliny
stragczkowe, orzechy, nasiona sezamu, stonecznika) jak i zwierzgcego (np. nabiat, migso
wotowe, wieprzowe, drob, ryby, skorupiaki). Dzienne zapotrzebowanie na ten
aminokwas wynosi okoto 0,4-6g. Za$ spozycie argininy przez dorostego cztowieka to
prawie 5,4g/dobg, co jest rownoznaczne z dziennym prawidlowym popytem organizmu
na ten zwigzek [344]. Arginina moze by¢ bezposrednim produktem wielu reakcji
enzymatycznych zachodzacych gtownie w watrobie oraz nerkach a takze w komorkach
sroédbtonka naczyh krwiono$nych. Sa to przede wszystkim reakcje zwigzane z degradacja
L-cytruliny [345]. Arginina w komoérkach w zalezno$ci od narzadu lub tkanki ulega
z 16zng intensywnoscig licznym kontrolowanym przemianom metabolicznym. Ponadto
charakteryzuje si¢ wysoka kompartmentacja, co oznacza, iz katabolizm tego aminokwasu
obejmuje wiele szlakéw komoérkowych wystepujacych nawet w obrebie tej samej
komorki [345]. Do gltownych enzymdéw metabolizujacych L-argining naleza: syntazy
tlenku azotu (NOS), arginazy 1 i 2 oraz dekarboksylaza ornitynowa (ODC) [202].
W watrobie zachodzi reakcja degradacji argininy w cyklu mocznikowym do ornityny
1 mocznika z udzialem enzymu arginazy. Ornityna za$ jest prekursorem dla proliny
1 poliaminy, ktore albo pobudzajg proliferacje komorek btony §luzowej (utatwienie
gojenia ran; dziatanie korzystne) albo sprzyjaja rozrostowi miocytow i przebudowie
$ciany naczyn (rozwdj miazdzycy; dziatanie niekorzystne) [210]. W mdzgu, watrobie,
nerkach, nadnerczach oraz jelicie cienkim za pomoca enzymu dekarboksylazy
argininowej (ADC) arginina jest przeksztalcana do agmatyny i CO,. Istnieje wiele
niepotwierdzonych badan dotyczacych biologicznych funkcji agmatyny, jako
ewentualnego endogennego regulatora syntezy NO oraz inhibitora izoform NOS [104].
Przemiana argininy wystepuje rowniez w nerkach i trzustce gdzie, jako substrat
syntetyzowana jest przez enzymy guanidynooctanu do jednego z wazniejszych
metabolitow argininy — kreatyny [346]. Natomiast komorki $rodblonka naczyn
krwiono$nych (glownie) wykorzystuja argining do utworzenia tlenku azotu,
spetniajacego istotng role w wielu procesach fizjologicznych takich jak: obnizenie
napigcia naczyn krwiono$nych, hamowanie proliferacji miocytow i przebudowy Sciany

naczyn, hamowanie agregacji ptytek krwi, rola neuroprzekaznika w mozgu oraz
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w obwodowym uktadzie autonomicznym [227]. Wraz z powstaniem NO wytwarza si¢
rowniez L-cytrulina. Enzymem, ktory metabolizuje ww. reakcj¢ sg syntazy tlenku azotu
(NOS 1-3). Istnieja trzy odrebne izoformy syntazy tlenku azotu. Konstytutywne syntazy
tlenku azotu takie jak: NOS-1(nNOS, neuronalna) oraz NOS-3 (eNOS, $rodbtonkowa)
wystepuja tylko w niektorych komoérkach organizmu np.: neurony, plytki, komorki
srodblonka, miocyty. Aktywowane sa przez kompleks Ca?‘/kalmodulina powodujac
mi¢dzy innymi: rozkurcz migéni gladkich lub kardioprotekcje, [288]. Natomiast
indukowalna syntaza NOS-2 (iNOS) jest niezalezna od naptywu jonéw Ca?* i jest obecna
w wigkszosci komorek. Indukcja tej syntazy nastepuje w wyniku stanu zapalnego lub
w przypadku stresu oksydacyjnego powodujac naptyw duzej ilosci tlenku azotu. Pod
wplywem tlenu oraz wolnych rodnikéw tlenowych wytwarza si¢ wybitnie cytotoksyczny
peroksyazotan, ktory aktywuje poli(ADP-rybozg) przyczyniajac si¢ do fragmentacji
DNA oraz do apoptozy komorek [227]. Jak wykazano tlenek azotu w warunkach
fizjologicznych dziata na migs$nie gladkie naczyn krwionos$nych poprzez aktywacje
fosfatazg zalezng od cGMP. W nastepstwie powoduje relaksacje migsniowki gtadkiej
z jednoczesnym rozszerzeniem naczyn krwionosnych. cGMP szybko ulega rozktadowi
pod wpltywem swoistego enzymu 5-fosfodiesterazy (5-PDE), za$ blokery tego enzymu
zwiekszajg efekt pobudzenia zakonczen nitrergicznych potggujac rozszerzanie naczyn

[176].

1.3.2. Nikotynamid

Nikotynamid (ang. nicotinamide; synonimy: amid kwasu nikotynowego,
niacynamid), to fatwo rozpuszczalny w wodzie i alkoholu aktywny zwigzek z grupy
witamin B. Wspdlnie z kwasem nikotynowym czesto definiowany, jako: niacyna,
witamina B3 lub PP. Jest podstawowym prekursorem do syntezy dinukleotydow:
nikotynoamidoadeninowego (NAD") oraz fosforanu nikotynoamidoadeninowego
(NADP"). Przyczynia sie do regulacji poziomu ww. koenzymoéw w komorce, ktore biorg
udzial w ponad dwustu roéznych reakcjach biochemicznych glownie w reakcjach
utleniajgco-redukujacych takich jak: wytwarzanie energii w skutek degradacji
(katabolizm) weglowodandw, biatek, tluszezy 1 alkoholu oraz w reakcjach biosyntezy
(anaboliczne) np. synteza makroczasteczek tacznie z kwasami thuszczowymi
i cholesterolem [12, 32]. Nikotynamid po raz pierwszy zostal wyizolowany przez

Elvehjema 1 wsp. z komorek watroby psa [77]. Wykazano, ze zwigzek wraz z kwasem
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nikotynowym moze zapobiega¢ objawom pelagry (np. ,.czarny jezyk”, ang. black
tongue). Termin pelagra ( z wloskiego pelle-skora, agra-szorstkie; ang. rough skin) po
raz pierwszy zostal uzyty w 1771 roku przez wiloskiego lekarza Frapolliniego, pomimo,
ze jednostka chorobowa zostata opisania duzo wczes$niej, bo juz 1762 roku przez
hiszpanskiego lekarza Gaspera Casala. Jest to przewlekly wyniszczajacy zespot
chorobowy zwigzany z ci¢zkim niedoborem nikotynamidu. Obecnie pelagra wystepuje
sporadycznie i dotyczy krajow slabo rozwinigtych, przypadkow skrajnej anoreksji lub
alkoholizmu, diety bogatej w nieprzetworzone lub calkowicie zmielone ziarna kukurydzy
[116]. Wtorny niedobor nikotynamidu moze wystapi¢ w wyniku choréb o podtozu
nowotworowym, genetycznym (syndrom Hartnups’a) lub przy interakcjach lekowych
[329]. Kliniczne symptomy pelagry to charakterystyczne 4”D’s”tzn.: zapalenie skory
(dermatitis), zaburzenia ze strony ukladu pokarmowego (biegunka; diarrhea), objawy
neurologiczne (otepienie; dementia), a w bardzo zaawansowanych przypadkach $mier¢
(death). Suplementacja nikotynamidem powoduje remisje objawdw choroby. Optymalne
dzienne zalecane spozycie niacyny dla osoby dorostej to od 14 do 20mg/dobe.
Nikotynamid i kwas nikotynowy dostarczane sa do organizmu gléwnie z pokarmem.
Zrédtem nikotynamidu sa przede wszystkim produkty pochodzenia zwierzecego
(wysokobiatkowe chude migso, watroba, serce, drob, nerki, produkty mleczne) natomiast
kwas nikotynowy dominuje w produktach roslinnych (petne ziarna, rosliny straczkowe,
migdaty, grzyby, zielone warzywa lisciaste) [298]. Dodatkowo kwas nikotynowy moze
by¢ syntetyzowany endogennie w watrobie z tryptofanu (Trp) za posrednictwem szlaku
kinureninowym (nawet 95% tego aminokwasu ulega przemianie za posrednictwem tej
drogi), ktérego punktem koncowym jest powstanie nikotynamidu [298]. Jednak
wydajnos¢ tej reakcji jest stosunkowo nieefektywna, poniewaz oszacowano, iz z 60mg
spozytego tryptofanu powstaje $rednio 1mg kwasu nikotynowego. Dodatkowo ww.
konwersja uzalezniona jest miedzy innymi od wptywu: hormonow, diety, odpowiedniego
stezenia witamin B» (ryboflawina), Bs (pirydoksyna), zelaza oraz od zachowania
rownowagi poziomu leucyny (nadmiar tego aminokwasu wigze si¢ ze spowolnieniem
ww. procesu) [99]. Jednoczesnie wykazano, iz egzogenne podanie nawet w zwigkszone;j
dawce nikotynamidu (per os) 1 pomimo wzrostu wydalania jego metabolitow nie
wplyneto na synteze tego zwigzku de novo [88, 89]. Kwas nikotynowy i nikotynamid
posiadaja zblizong strukture chemicznag jednak jak zaobserwowano roznice w ich
dziataniu farmakologicznym wydaja si¢ by¢ znaczace. Kwas nikotynowy w sposob

posredni uczestniczy takze w biosyntezie NAD" jednak tylko on posiada wiasciwosci
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obnizajace osoczowy poziom triglicerydow oraz lipoprotein o niskiej gestosci (LDL),
VLDL 1 Lp(a) z réwnoczesnym podwyzszeniem zawartoSci HDL. Badania
eksperymentalne sugeruja rowniez, iz kwas nikotynowy w adipocytach jest agonista dla
biatka G (G;) sprz¢zonego z receptorem GPR109A hamujac lipolizg trojglicerydow oraz
obnizajac stezenie wolnych kwasow tluszczowych w osoczu [52, 66]. Natomiast
nikotynamid nie obniza poziomu cholesterolu we krwi, ale réwniez nie powoduje
charakterystycznych objawow w tym zaczerwienienia twarzy 1 gornej partii tulowia (ang.
flushing), jakie wystepuja w czasie trwania terapii kwasem nikotynowym. Wydaje sig, ze
nikotynamid jest nie tylko substratem dla NAD", ale moze by¢ rowniez kluczowym
1 bezposrednim produktem degradacji tego koenzymu [24]. Dotychczasowe badania
wskazaly, iz w szlaku NAD"- nikotynamid zaangazowane sg, co najmniej cztery klasy
enzyméw metabolizujagcych takich jak: mono-ADP-rybozylotransferaza (ARTC),
polimeraza poli(ADP-rybozy) (PARP lub ARTD), cyklaza ADP-rybozy oraz sirtuiny.
Opisywane reakcje katalizowane przez te enzymy mogg uczestniczy¢ w wielu
niezbednych procesach fizjologicznych migdzy innymi: sygnalizacji komoérkowe;,
transkrypcji, regulacji apoptozy, naprawy DNA, rdznicowania komorek, utrzymywania
stabilno$ci genomu lub ograniczenie procesu starzenia komodrek [123, 132].
Whnioskowano, iz w stanach patologicznych modulowanie aktywno$ci ww. enzymow
mogloby przyczyni¢ si¢ do wielu zaburzen. Po podaniu zewngtrznym nadmiar
nikotynamidu jest metabolizowany w watrobie gtéwnie w wyniku reakcji metylacji przy
udziale N-metylotransferazy (NNMT) z wytworzeniem N-metylonikotynamidu (NMN;
MetNA, NMN"), a nastepnie w wyniku utlenienia NMN (oksydaza aldehydowa) do N1-
metylo-2-pirydono-5-karboksyamid (2-PYR, Met2PY, 2PY) oraz do NI-metylo-4-
pirydonu-5-karboksyamid (2-PYR, Met4PY, 4PY). Drugim metabolitem nikotynamidu
utlenianym przez cytochrom P450 jest N-tlenek nikotynamidu oraz 6-
hydroksynikotynamid [249]. Sa to koncowe produkty degradacji nikotynamidu, ktore
wydalane s3 z moczem. Zaobserwowano, iz metylacja nikotynamidu moze by¢ procesem
ochronnym, poniewaz nadczynno$¢ tego szlaku z rownoczesnym wydzielaniem
metabolitow z moczem w wyniku np. marskosci watroby zapobiega przed toksycznym
wpltywem wewnatrzkomoérkowej akumulacji nikotynamidu wynikajacej ze stanu
katabolicznego watroby [241]. Jak wynika z przeprowadzonych badan w organizmie

ssakow nie wystepuje szlak syntezy nikotynamidu do kwasu nikotynowego [111].
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2. CEL PRACY

Glownym celem przedstawionej pracy byto:

1. Oceni¢ wptyw diety w monoterapii lub w terapii skojarzonej z zastosowaniem
suplementow L-argininy oraz nikotynamidu na parametry hemodynamiczne mig¢snia
sercowego w trakcie rozwoju tetniczego nadcisnienia ptucnego u samcoé6w i samic

SzcCzura.

2. Poréwna¢ jak tetnicze nadci$nienie plucne wptywa na kurczliwo$¢ migsnia
brodawkowatego serca podczas pobudzenia uktadu adrenergicznego u szczuréw

w zalezno$ci od pici oraz suplementacji L-argining i nikotynamidem.
3. Przeprowadzi¢ analize obrazu histologicznego i morfometrycznego w grupach

kontrolnych oraz w grupach suplementowanych L-argining i nikotynamidem

w tetniczym nadcis$nieniu ptucnym indukowanym monokrotaling.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material

3.1.1. Zwierzeta doswiadczalne

Badania wykonano za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzgtach nr 3 z siedziba przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr opinii
14/2013). Gtowna procedurg eksperymentalng przeprowadzono na 96 szczurach typu
Wistar, obu plci o poczatkowe] masie ciata 198+3g. Zwierzeta przebywaty
w kontrolowanych, statych warunkach bytowych: temperatura 23+2 °C, wilgotnos¢
wzgledna 53+2%, z zachowaniem 12 godzinnego cyklu o$wietleniowego, po 2 zwierzeta
w klatce, osobno samce, osobno samice. W czasie tygodniowe]j adaptacji zwierzgta
otrzymywaty standardowg pasz¢ 1 wode ad [libitum. Nastepnie szczury podzielono na 8

grup 1 w sposéb randomizowany przyporzagdkowano do odpowiednich diet (Tabela 1).

Tabela 1. Podzial szczuréw na grupy

Lp.
P NAZWA STOSOWANE DIETY SYMBOL GRUPY
GRUPY 3 ®
SAMIEC | SAMICA
1. | Kontrola e Pasza kontrolna AIN93G (p.o.) MC FC
e Woda (p.o.) (n=06) (n=06)
2. |L-ARG e Pasza kontrola AIN93G (p.0.) MArg FArg
e [-arginina (2,5% w wodzie; p.o.) (n=06) (n=6)
3. |NCA e Nikotynamid (500mg/kg paszy; p.o.) MNca FNca
e Woda (p.0.) (n=06) (n=6)
4. | L-ARG + ¢ Nikotynamid (500mg/kg paszy; p.o.) MArg+ | FArg+
NCA e L-arginina (2,5% w wodzie; p.o.) Nca Nca
(n=06) (n=06)
S. | PAH e Pasza kontrolna AIN93G (p.o.) MPAH FPAH
e Woda (p.o.) (n=06) (n=6)
6. | PAH+ e Pasza kontrola AIN93G (p.o.) MPAH + | FPAH +
L-ARG e L-arginina (2,5% w wodzie; p.o.) Arg Arg
(n=06) (n=06)
7. |PAH+ e Nikotynamid (500mg/kg paszy; p.o.) MPAH + | FPAH +
NCA e Woda (p.o.) Nca Nca
(n=6) (n=06)
8. |PAH+ e Nikotynamid (500mg/kg paszy; p.o.) MPAH + | FPAH +
L-ARG + | e L-arginina (2,5% w wodzie; p.o.) Arg + Arg +
NCA Nca Nca
(n=6) (n=06)
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3.1.2. Diety

Jako diet¢ standardowg zastosowano pasz¢ AIN 93G dla gryzoni, przygotowana
przez firme ssniff®Spezialdiiten GmbH, Soest, Niemcy, wedlug standardow
Amerykanskiego Instytutu Zywienia (AIN). Dieta pokrywala dzienne zapotrzebowanie
zwierzat na wszystkie sktadniki odzywcze, zawierala zalecany poziom nikotynamidu dla
szczuréw w ilosci 29 mg/kg oraz 0,63% L-argininy w paszy [219, 251].

W celu uzyskania diety bogatej w nikotynamid, pasz¢ kontrolng AIN 93G
uzupetlniono dodatkowo 17-krotnie wyzsza dawka nikotynamidu od zalecanej.
Wzbogacona dieta zawierata 500mg nikotynamidu/kg paszy [199]. Wyze] wymieniong
diete przygotowano w firmie ssniff®Spezialdidten GmbH, Soest, Germany. Dieta bogata
w L-argining, zawierala 2,5% roztwor L-argininy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
w wodzie do picia 1 wynosita 4-krotno$¢ zalecanej dawki dla szczura [211].
Suplementacja bogata w nikotynamid oraz L-arginin¢ zostata ustalona w oparciu o dane
literaturowe [2, 13, 81, 129, 135, 297] i nie przekraczata poziomu toksycznos$ci zwigzkow
dla zwierzat [38, 219, 343].

Szczury w trakcie procedury eksperymentalnej posiadaty wolny dostep do paszy
1 wody. Stopien spozycia pokarmu mierzono co drugi dzien, wazac butelke z wodg lub
ilo§¢ zjedzonej paszy. Srednie spozycie dzienne L-argininy lub nikotynamidu
oszacowano dzielagc zmierzong zmiane wody lub paszy obecnej w butelce lub w karmniku
przez ilo$¢ dni od ostatniego pomiaru oraz przez ilo$¢ zwierzat w klatce. Zuzycie
L-argininy (g kg''dzien ') = dzienne zuzycie wody x stezenie L-argininy w wodzie/mase

ciata szczura [82]. Adekwatne wyliczenie zastosowano w przypadku nikotynamidu.

3.1.3. Indukcja tetniczego nadciSnienia plucnego

W celu wywotania tetniczego nadcisnienia plucnego (PAH) podano w
jednorazowym wstrzyknieciu podskornym (s.c.) roztwér monokrotaliny (MCT; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) w dawce 60 mg/kg m.c. Monokrotaling rozpuszczono w
IN HCI, doprowadzono do pH 7,4 za pomocg 1N NaOH. Mieszaning MCT sporzadzono
w oparciu o dane literaturowe [170, 217, 348].
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3.1.4. Protokol doswiadczenia

W pierwszym etapie eksperymentu, w dniu 0, grupom obu pici: PAH, PAH+L-
ARG, PAH+NCA oraz PAH+L-ARG+NCA, podano pojedyncza dawke monokrotaliny
(60mg/kg m.c. s.c.). Pozostate grupy otrzymaty jednorazowo réwng objetos¢ 0,9%
roztworu chlorku sodu (Iml/kg m.c. s.c.) [154]. Do dnia 7, zwierzeta karmiono
standardowg pasza i woda. W drugim etapie doswiadczenia (dzien 7), szczurom wiaczono
diety przyporzadkowane dla poszczegdlnych grup (Tabela 1). Procedura przebiegata do
23 dnia od aplikacji MCT. Metodyka eksperymentalna zostala przedstawiona

na Schemacie 1.

Schemat 1. Procedura doswiadczalna

DIETA - START KONIEC
APLIKACJA | o® > ¢

0, 9% NACL | Pasza AIN 93G+ Woda |

1 2.5%L-ARG w wodzie + NCA 500 mg/kg w paszy AIN 93G

MCT
(60MG/KG)

| Pasza AIN 93G+ Woda |

2,5% L-ARG w wodzie + Pasza AIN 93G
CA 500mg/ke w paszy AIN 93G + Woda

4 2,5%L-ARG w wodzie + NCA 500 mg/kg w paszy AIN 93G

A J

1
0 7 Dzien 23

34



3.2. Metody

3.2.1. Pomiar kurczliwosci mi¢snia brodawkowatego

Uktad aparatury eksperymentalnej przedstawiono na Schemacie 2. Zastosowana
metoda jest modyfikacja metody opracowanej przez Reitera [151, 152]. Zwierzeta
doswiadczalne usypiano przez przedawkowanie pentobarbitalu (60mg/kg m.c. ip.).
Nastgpnie otwierano klatke¢ piersiowa na wysokosci wyrostka mieczykowatego
1 pobierano kurczace si¢ serce. Serce umieszczano w naczyniu do preparowania
wypetionym zmodyfikowanym plynem Krebsa-Henseleita (KHs) zawierajagcym
milimolowe stezenia soli rozcienczonych w wodzie destylowanej, o nastepujacym
sktadzie: NaCl 120.4; KCl 4.9; MgCl, x 6H,0 0.6; CaCl, 2.5; NaH,PO4 x H2O 1.0;
NaHCOs3 15.3; glukoza 11.5; pirogronian sodu 2.0. Ptyn KHs napowietrzano mieszaning
gazowg zawierajaca 95% Oz 1 5% COz. Roztwor schtadzano do temperatury 12°C+£2, co
pozwolito na bezpieczne zahamowanie skurczu serca oraz usuni¢cia skrzeplin krwi [341].
Nastepnie, jak najszybciej wyizolowywano migsien brodawkowaty z prawej komory
serca o dlugosci powyzej 3 mm 1 $rednicy ponizej 1 mm. Wypreparowany migsien
brodawkowaty umieszczano w naczyniu inkubacyjnym o pojemnosci 2 ml ( Steiert Organ
Bath, typ 813, DC Temperature Controller, typ 319, Hugo Sachs Elektronik, Niemcy),
ktory perfundowano ptynem KHs. Przez caty okres eksperymentu utrzymywano staly
przeplyw 8 ml/min, za pomoca pompy perystaltycznej ( typ 371, Unipan, Polska), stalg
temperatur¢ roztworu na poziomie 37°C+0,5 roztwor nasycano karbogenem, dzigki
czemu otrzymywano pH plynu zblizonym do fizjologicznego (pH 7,4). W celu uzyskania
maksymalnej sily skurczu, migsien brodawkowaty wstepnie obcigzano (4mN=+0,12;
ImN=0,1g). Migsien brodawkowaty znajdowat si¢ w kontakcie z dwiema srebrnymi
elektrodami, dzieki ktorym pobudzano migsien pragdem prostokatnym o czestotliwosci 1
Hz, czasie trwania impulsu 3ms, dtugosci cyklu podstawowego 2000ms, amplitudzie
20% powyzej napigcia progowego (0,6 V+0,3) generowanej przez stymulator z jednostkg
izolujaca (ST-02, Experimentia, Wegry). Za pomocg przemiennika izometrycznego (F-
30, HSE, Niemcy) i1 dyferencjatora z mostkiem pomiarowym typu 336 (HSE, Niemcy)
potaczonym z dwukanatowym rejestratorem liniowym (Model 202, Cole-Parmer, Stany
Zjednoczone), mierzono nastepujace parametry:

- site skurczu (Fc),

- szybkos¢ skurczu (+dF/dt),
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- szybkos¢ rozkurczu (-dF/dt).
Do kazdego eksperymentu przystgpowano po wstepnej stabilizacji mig$nia

brodawkowatego trwajacej 60 minut.

Schemat 2. Uklad aparatury

Miesien

brodawkowaty
Pompa
g S
H Rejestrator
‘[_\—/ H dwukanalowy
1)

I

Przetwornik
Jednostka izometrycmy
izolujgca /Wamacniacz

I
|
ITITIt

Stymulator

| Termostat

3.2.2. Badanie wplywu aminy sympatomimetycznej na kurczliwo$¢ migsnia

brodawkowatego.

Po 60 minutowej stabilizacji mig$nia brodawkowatego za pomoca noradrenaliny
badano wptyw pobudzenia receptorow o oraz B adrenergicznych na sit¢ skurczu oraz
szybko$¢ skurczu 1 rozkurczu migsnia u szczurdw obu pici, ktore otrzymywaty
suplementy diety w trakcie rozwoju tetniczego nadcisnienia plucnego. Noradrenaline
rozpuszczano w wodzie destylowanej, a nastgpnie podawano w stezeniach od 0,1 do
100uM. Okres inkubacji mig$nia brodawkowatego w poszczegdlnych stezeniach
noradrenaliny wynosit 5 minut, dzigki temu osiggano maksymalne dziatanie leku. Po tym
czasie oceniano ww. parametry. Za kontrol¢ w kazdym przypadku przyjmowano
zmodyfikowany ptyn KHs, a st¢zenie dla noradrenaliny nie przekraczato 0,1% calej

objetosci roztworu 1 nie wptywato na pomiar poszczegdlnych parametrow.
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3.2.3. Procedura histopatologiczna i pomiar morfometryczny tetnic plucnych

W celu obiektywizacji zmian naczyniowych bedacych skutkiem tetniczego
nadci$nienia plucnego, jak rowniez skutecznos$ci zastosowania obu diet, przeprowadzono
oceng¢ histopatologiczng wraz z pomiarem morfometrycznym tetnic ptucnych. Z grupy
kontrolnej oraz z grup badawczych wyodrebniono od 3 do 6 zwierzat wg Tabeli 2.
W czasie procedury histologicznej zrezygnowano z 21 przypadkoéw, poniewaz
stwierdzono nieprawidlowosci zwigzane z blednym pobraniem materiatu biologicznego.
Analiza materiatu obejmowata calo$¢ tkanki plucnej, a nie tylko wybranych miejsc

1 opierala si¢ na ocenie jako$ciowej oraz na pomiarze ilo§ciowym danych preparatow.

Tabela 2. Ilos¢ przypadkow wybranych do badan histopatologicznych

i morfometrycznych

ILOSC PRZYPADKOW SYMBOL
NAZWA GRUPY W GRUPIE DO

Jd SAMIEC | 2SAMICA | DOKUMENTACJI

FOTOGRAFICZNEJ

Kontrola 4 4 A
PAH 3 4 B
L-ARG 5 5 C
PAH+L-ARG 4 5 D
NCA 5 5 E
PAH+NCA 6 4 F
L-ARG+NCA 4 6 G
PAH+L-ARG+NCA 6 5 H

Od kazdego zwierzecia pobierano ptluca, ktore po wyjeciu z klatki piersiowej
zabezpieczano za pomocg utrwalenia w czystym roztworze wodnym 8% zbuforowanej
formaliny przez minimum 7 dni. Ptuca obcigzano za pomoca skrawkoéw ligniny, dzigki
czemu tkanka nie unosita si¢ swobodnie na powierzchni utrwalacza i nie ulegta procesom
gnilnym. Po tym czasie, narzad ptukano w wodzie biezacej, odsaczano i przeprowadzano

w procesorze tkankowym (Citadel 2000, Shandon, Thermo Electron Corporation, Wielka
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Brytania) przez szeregi alkoholu etylowego, acetonu, ksylenu oraz parafing
o temperaturze topnienie 57°C#1. Nastepnie zatapiano w bloczki parafinowe.
Mikrotomem saneczkowym (Slide 2003, pfm medical ag, Niemcy) krojono po sze$é
skrawkow o gruboscei 1,5um z kazdego wyznaczonego przypadku i nanoszono na szkietka
podstawowe. Nastepnie, skrawki odparafinowano, poddano procedurze uwodnienia
1 przystegpowano do procedury rutynowego barwienia hematoksyling Mayera, pdzniej
eozyng (H+E). Po przeprowadzeniu barwienia, szkietka z materialem odwadniano za
pomoca malejacego szeregu alkoholi, fenolu, ksylenu i1 zamykano szkietkiem
przykrywkowym. Preparaty histologiczne oceniano pod mikroskopem $wietlnym (Carl
Zeiss, typ JenaMed, Niemcy), posiadajacy okular 10x i obiektywy 10x, 20x oraz 40x,
ktére powigkszaty odpowiednio 100x, 200x i1 400x. Ogdlna interpretacja morfologiczna
sktadata si¢ z minimum 15 pdl widzenia przekroju poprzecznego kazdego z szesciu
skrawkoéw w danym przypadku 1 obejmowata cechy strukturalne, a takze dodatkowe
zmiany histologiczne pomocne w diagnostyce. Analiza morfometryczna preparatow
histologicznych zostala przeprowadzona w powigkszeniu 400x z wykorzystaniem
zestawu zwierajagcego mikroskop S$wietlny, kamere cyfrowa (Olympus, typ DP2I,
Japonia) oraz komputer posiadajacy oprogramowanie (cell®Sens Standard 1.7, Olympus,
Japonia) stuzagcym do cyfrowego pomiaru obrazu histologicznego. Losowo dokonywano
wyboru dwodch rodzajow tetnic ptucnych tj.: dystalnych tetniczek znajdujacych sig
w otoczeniu pecherzykéw phucnych (Srednica naczyn od 30 do 100pum) oraz tetnic
wystepujacych przy oskrzelikach ($rednica naczyn od 100 do 200um). Nastgpnie
przeprowadzano pomiary na grubo$¢ sciany danej tetniczki w nizej wymieniony sposob:
od wewnetrznego $wiatla naczynia do $ciany zewnetrznej naczynia, w dwdch miejscach:
najgrubszym i najcienszym. W sumie analiza morfometryczna obejmowata seri¢ 20
pomiaréw w kazdym wyznaczonym przypadku. Na koncu catego postepowania

histopatomorfometrycznego sporzadzano dokumentacje fotograficzng.

3.2.4. Pomiar masy ciala i masy serca

Wszystkie zwierzeta kontrolne oraz doswiadczalne byly wazone na poczatku
eksperymentu (Dzien 0), po czternastym dniu od aplikacji 0,9% NaCl i monokrotaliny
(Dzien 14) oraz w dniu zakonczenia do§wiadczenia (Dzien 23). Zmiana wagi ciata byla
kontrolowana i zapisywana. Zebrane wyniki stabelaryzowano i obliczono $rednig masg¢

ciata zwierzat z kazdego obserwowanego okresu.
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W celu oceny stopnia przerostu prawej komory serca w kazdym przypadku, po
wyizolowaniu mig¢snia brodawkowatego, serce dzielono na dwie czegsci: wolng $ciane
prawej komory serca (RV) oraz wolng $cian¢ lewej komory (LV) wraz z przegrodg serca
(S), kazda czgs¢ osobno wazono. Nastgpnie okreslano wskaznik progresji prawej komory
serca: RV/(LV+S), ktory jest niezalezny od masy ciata [23, 79, 90]. Oceniano zaleznos¢
cigzaru poszczegdlnych komédr do koncowej masy ciata (FBW), jako wyznacznika
przerostu kazdej z komor serca: dla prawej komory (RV/FBW), dla lewej komory
z przedsionkiem (LV+S/FBW). Dodatkowo dokonywano pomiaru catkowitej wagi serca
do koncowej masy ciata (HW/FBW).

3.2.5. Pomiar st¢zenia nikotynamidu w osoczu

W celu okreslenia skutecznosci podazy diet, oznaczono poziom nikotynamidu
1 jego metabolitow (Met-2PY, Met-4PY, 4-PYP, Met-NA) w osoczu. Pomiary
dokonywano przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja masowa
(LC/MS). Poziom nikotynamidu zbadano u szczuréw obu plci po 23 dniach trwania
eksperymentu w nastepujacych grupach: kontrolnej, karmionych nikotynamidem bez i w
indukowanym tg¢tniczym nadci$nieniu ptucnym. Probki krwi pobierano z tetnicy udowe;j
uspionych pentobarbitalem zwierzat do probowki zawierajacej cytrynian (v/v 9:1).
Nastepnie probéwki wirowano (3000g) przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.
Otrzymane osocze przechowywano w temperaturze -80°C do momentu oznaczen.
Procedurg oznaczen zrealizowano wedtug wczesniej opracowanej metody [287].

Poziom L-argininy w osoczu nie oznaczono, poniewaz suplementacja tego
zwigzku byla zgodna z poprzednio opisywanymi procedurami przedstawionymi

w literaturze [184, 252].
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3.3. Substancje farmakologiczne wykorzystane w doswiadczeniach

e [-arginina, monokrotalina, noradrenalina zostaty zakupione w firmie Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, Stany Zjednoczone;

e Plyn Krebsa-Henselaita zostat sporzadzony przy uzyciu zwigzkow zakupionych
w firmie POCH, Gliwice, Polska;

e Morbital zakupiono w firmie Biowet, Putawy, Polska;

e 0,9% roztwor soli fizjologicznej zostat zakupiona w firmie Polpharma S.A.,
Starogard Gdanski;

e Nikotynamid, ktéry dodano do paszy AIN 93N, zostat zakupiony od firmy
ssniff®Spezialdiiten GmbH, Soest, Niemcy;

e Pasza AIN 93N zostata zakupiona od firmy ssniff®Spezialdiiten GmbH, Soest,
Niemcy;

e Woda destylowana wykorzystywana do sporzadzania roztwordw, zostata
otrzymana przez filtracj¢ przy uzyciu filtrow Milli-RO w aparacie Millipore

zakupionego w firmie Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy.

3.4. Analiza statystyczna

Site skurczu (Fc) przedstawiono w mN (1g=1mN), a szybkos$¢ skurczu (+dF/dt)
oraz rozkurczu (-dF/dt) w mN/s. Poziom nikotynamidu w osoczu wyrazono w pmol/L.
Pomiar morfometryczny wyrazono w pm.

Kazdy wynik eksperymentu sformutowano, jako $rednia arytmetyczna + $redni
btad standardowy (SEM). Krzywe stezenie-odpowiedz analizowano za pomoca
standardowego oprogramowania komputerowego Pharm/PCS wersja 4.0. Roéznica
migdzy $rednimi wartosciami dla danych zgrupowanych okre§lano za pomocg testu
t-Studenta. Do analizy statystycznej zastosowano metode analizy wariancji (test
ANOVA) uzupetniony testem post-hoc z wielokrotnym poréwnaniem (test Newman-
Keuls).

Za istotne statystycznie przyjmowano wartosci przy P<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena stanu przyjmowania diety

W trakcie 23 dni trwania eksperymentu wszystkie zwierz¢ta miaty swobodny

dostep do paszy 1 wody.

4.1.1. Dzienne Srednie spozycie paszy i wody po zastosowaniu L-argininy
i nikotynamidu u samcow i samic szczura bez lub z indukowanym

tetniczym nadciSnieniem plucnym.

U samcoéw zaobserwowano, ze S$rednie spozycie paszy w grupie kontrolnej
(20,0+0,72g) oraz w grupie przyjmujacej L-argining (20,18+0,64g) bylo istotne
statystycznie wyzsze w poréwnaniu do grup: NCA (16,91+0,8g), PAH (17,54+0,39g)
oraz PAH+L-ARG (16,63+0,66g). Natomiast tagczne podawanie obu diet w tetniczym
nadci$nieniu ptucnym (PAH+L-ARG+NCA: 19,36+0,38g) spowodowato istotny
statystycznie wzrost Sredniego spozycia paszy w poréwnaniu z grupami NCA (P<0,05)

oraz PAH+L-ARG (P<0,05) (Wykres 1 w Zataczniku).

U samic nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w $rednim spozyciu paszy
1 wody miedzy grupami. Warto jednak zauwazy¢, ze poziom spozywanej paszy u samic
traktowanych monokrotaling wykazywal tendencje spadkowa (PAH: 13,45+0,37;
PAH+L-ARG: 13,814+0,37; PAH+NCA: 13,86+0,95; PAH+L-ARG+NCA: 13,63+0,452)
w poroéwnaniu do grup bez nadci$nienia ptucnego (Kontrola: 16,6+0,93; L-ARG:
14,54+0,43; NCA: 15,59+1,25; L-ARG+NCA: 13,45+0,43g) (Wykres 1 w Zataczniku).
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4.1.2. Dzienne Srednie spozycie L-argininy i nikotynamidu u samcow i samic szczura

bez lub z indukowanym tetniczym nadciSnieniem plucnym

W tabeli 3 przedstawiono $rednie dzienne spozycie L-argininy (g) i nikotynamidu
(mg) w pozywieniu/kg m.c./dzieh w grupach zwierzat obu plci suplementowanych dieta

bogata w badane zwiazki.

W grupach zwierzat obu plci otrzymujacych L-argining oraz suplementowanych
L-argining w tetniczym nadci$nieniem plucnym nie zaobserwowano istotnej

statystycznie roznicy w $redniej dziennej ilosci spozywanej diety.

Srednie dzienne spozycie nikotynamidu u samcéw PAH+NCA oraz PAH+L-
ARG+NCA statystycznie istotnie wzrosto odpowiednio o 26,83% oraz 28,25%
w poréwnaniu do grupy NCA oraz odpowiednio o 14,85% 1 16,14% w poréwnaniu do
grupy L-ARG+NCA. Dodatkowo zaobserwowano, ze spozycie nikotynamidu w grupie
L-ARG+NCA bylo takze istotne statystycznie wyzsze (P<0,05) w poréwnaniu z grupa

samcOow NCA.

Przeciwnie, u samic pomimo tendencji spadkowych w dziennym spozyciu
nikotynamidu w grupach z tetniczym nadci$nieniem plucnym nie zaobserwowano
statystycznie istotnych réznic w poréwnaniu z grupami NCA oraz L-ARG+NCA
(Tabela 3).
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Tabela 3. Dzienne $rednie spozycie L-argininy (L-ARG) i nikotynamidu (NCA) w
grupach samcow (3 i samic () szczura suplementowanych L-argining i nikotynamidem
bez lub z indukowanym te¢tniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH); ANOVA + test

Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia = SEM.

() Samiec — *** - P<0,001 lub * - P<0,05 vs. NCA; ## - P<0,01 vs. L-ARG+NCA;
(?) Samica — NS.

NAZWA GRUPY JSAMIEC PSAMICA
Spozycie L-argininy | g/kg/dzien]
L-ARG 1,905+0,038 1,87+0,053
L-ARG+NCA 1,908+0,043 1,82+0,068
PAH+L-ARG 1,810,156 1,72+0,147
PAH+L-ARG+NCA | 1,9840,11 1,77+0,116

Spozycie nikotynamidu [ mg/kg/dzien|

NCA 24,63+0,94 31,72+£2,19

L-ARG+NCA 27,20+0,54* 30,52+1,6

PAH+NCA 31,24+0,77%** 27,71+1,89
iiid

PAH+L-ARG+NCA | 31,59+0,83%** 28,0+0,59
iiid
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4.2. Ocena stezenia nikotynamidu w osoczu u samcow i samic szczura
po zastosowaniu diety bogatej w nikotynamid bez lub z indukowanym

tetniczym nadcisnieniu plucnym.

Analiza stezenia nikotynamidu (Wykres 2) w osoczu samcOw 1 samic szczura
w grupach z lub bez tetniczego nadcisnienia plucnego wykazata, iz pomimo tendencji
wzrostu stezenia NCA w grupach suplementowanych doustnie nikotynamidem w dawce
500mg/kg paszy (grupa NCA oraz grupa PAH+NCA) nie stwierdzono rdznic w poziomie

nikotynamidu migdzy badanymi grupami.

Tabela 4 (w Zalaczniku) przedstawia st¢zenia metabolitow nikotynamidu
W osoczu szczura obu pici bez lub z t¢tniczym nadci$nieniem ptucnym po suplementacji
NCA. W grupach samcow i1 samic otrzymujacych nikotynamid (NCA oraz PAH+NCA)
zaobserwowano istotnie statystyczny wzrost poziomu (P<0,05-0,001) badanych
metabolitow nikotynamidu (Met-NA, Met2PY oraz Met4PY) w poréwnaniu do wynikow
uzyskanych w grupie kontrolnej oraz w grupie z PAH. Natomiast poziom parametru
4PYR w osoczu nie roznit si¢ istotnie statystycznie w zadnej z badanych grup obu pitci

(P=NS).
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Wykres 2. Stezenie nikotynamidu w osoczu u samcOéw 1 samic szczura bez lub
z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH) po zastosowaniu diety bogate]
nikotynamid (NCA); ANOVA + test Neuman-Keules; warto$ci statystycznie nieistotne

(NS) przedstawiono, jako §rednia = SEM.

7 -

B (J) Samiec
6 1| E(9) Samica
51INS

S} w N

Poziom nikotynamidu [pmol/L]

[w]

Kontrola NCA PAH PAH+NCA
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4.3. Ocena masy ciala oraz masy serca

4.3.1. Przyrost masy ciala (BW) po stosowaniu L-argininy i nikotynamidu
u samcéw () i samic (Q) szczura bez lub z indukowanym

tetniczym nadcisnieniem plucnym

Poczatkowa $rednia masa ciata wszystkich zwierzat (Dzien 0) utrzymywatla si¢
w zblizonym zakresie 1 wynosita: dla samcow 200+2g dla samic 196+2g. W ciggu 23 dni
eksperymentu wszystkie szczury obu pici przybieraly stopniowo na wadze, ale
w pordéwnaniu z grupg kontrolng oraz z grupami otrzymujacymi same suplementy diety,
masa ciata zwierzat potraktowanych monokrotaling byta hamowana od 14 do 23 dnia

badania.

U samcow przewlekle podawanie L-argininy, nikotynamidu oraz taczne
podawanie L-argininy z nikotynamidem nie wptyne¢to na przyrost masy ciata zwierzat
w czasie 23 dni trwania eksperymentu.

Natomiast t¢tnicze nadci$nienie plucne (grupa MPAH) spowodowato
statystycznie istotne zmniejszenie przyrostu masy ciala juz w 14 dniu eksperymentu
odpowiednio o 9,93%, 10,4%, 9,03% oraz 8% (P<0,001 lub P<0,01) w poréwnaniu do
grup MC, MArg, MNca oraz MArg+Nca. Istotne statystycznie obnizenie masy ciala
w grupie z PAH utrzymywata si¢ do 23 dnia eksperymentu 1 wynosito odpowiednio 17%,
18,8%, 18,34% oraz 17,7% (P<0,001) w poréwnaniu do grup MC, MArg, MNca
1 MArg+Nca.

Natomiast podawanie L-argininy, nikotynamidu oraz skojarzonych diet w
tetniczym nadcisnieniu ptucnym spowodowato istotne statystycznie podwyzszenie wagi
ciala juz w 14 dniu badania (r6znica mie¢dzy poréwnanymi grupami wynosita
odpowiednio 5,12%, 4,6% oraz 2,85%) w poréwnaniu do grupy z MPAH (P<0,05-0,001).
Podobnie w dniu 23 stwierdzono znamienny statystycznie wzrost BW (P<0,001)
w grupach MPAH+Arg, MPAH+Nca oraz MPAH+Arg+Nca odpowiednio o 16,23%,
9,6% oraz 11% w poroéwnaniu do grupy MPAH.

Pomimo skuteczno$ci zastosowania diet z dodatkiem L-argininy, nikotynamidu
oraz polaczenia diet w tetniczym nadci$nieniu plucnym, odnotowano istotny
statystycznie spadek masy ciata samcoéw (P<0,05-0,001) od 14 dnia ($rednie zmniejszenie

przyrostu masy ciata o od 3% do 6%) do 23 dnia ($rednio o od 9% do 11%) eksperymentu
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w poréwnaniu do grupy kontrolnej i grup otrzymujacych suplementy diety bez PAH

(Wykres 3 w Zalaczniku).

U samic zaobserwowano, iz w 14 dniu doswiadczenia zastosowane diety
z dodatkiem L-argininy 1 nikotynamidu u wszystkich badanych grupach spowodowato
istotny statystycznie spadek przyrostu masy ciala odpowiednio dla: FArg: 6%; FNca:
4,6%; FArg+Nca: 3,3%; FPAH: 9,3%; FPAH+Arg: 4,8%; FPAH+Nca: 6,4% oraz
FPAH+Arg+Nca: 8,19% w pordwnaniu do grupy kontrolnej (P<0,05-0,001).

Podobnie, w 23 dniu eksperymentu stwierdzono znamienny statystycznie spadek
masy ciata samic dla grup odpowiednio dla: FArg: 6,17%; FNca: 9%; FArg+Nca: 5,86%;
FPAH: 10,11%; FPAH+Arg: 7,09%; FPAH+Nca: 8,45% oraz FPAH+Arg+Nca: 10,12%
w porownaniu do zwierzat z grupy kontrolnej (P<0,001).

Dodatkowo, masa ciata zwierzat w grupach FPAH oraz FPAH+Arg+Nca
statystycznie istotnie zmalata (P<0,05-0,001) w poroéwnaniu do grup FNca oraz

FArg+Nca (Wykres 4 w Zataczniku).
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4.3.2. Parametry przerostu prawej komory serca po stosowaniu
L-argininy i nikotynamidu u samcow i samic szczura bez i z indukowanym

tetniczym nadcisnieniem plucnym

MASA PRAWEJ KOMORY SERCA (RV)

U zwierzat obu pflci, pojedyncza aplikacja monokrotaliny spowodowata,
statystycznie istotny wzrost (P<0,001) koncowej masy RV w poréwnaniu do pozostatych
grup eksperymentalnych. Zastosowane diety statystycznie znamiennie obnizyly mase
prawej komory serca u samcow (P<0,001) 1 samic (P<0,001) szczura w pordwnaniu z

grupg PAH.

U samcéw L-arginina w tetniczym nadci$nieniu plucnym zaobserwowano
nieznacznie, ale statystycznie istotne obnizenie (P<0,01) masy RV w pordéwnaniu
do grupy PAH. Wykazano rowniez istotny przerost masy prawej komory serca w grupie
PAH+L-ARG w odniesieniu do grup: Kontrola (P<0,001); L-ARG+NCA (P<0,01),
L-ARG, NCA, PAH+NCA oraz PAH+L-ARG+NCA (P<0,05).

U samic zaobserwowano istotny statystycznie przerost (P<0,05) prawej komory
serca w grupie PAH+NCA w poréwnaniu do grupy kontrolnej, L-ARG oraz PAH+L-
ARG+NCA (Wykres 5).

PRZEROST PRAWEJ KOMORY SERCA WYRAZONY, JAKO STOSUNEK MASY
PRAWEJ KOMORY SERCA DO LEWEJ KOMORY Z PRZEGRODA SERCA (RV/LV+S)

Wskaznik przerostu prawej komory serca, jako parametr RV/LV+S tzw. indeks

Flutona, stanowi wyznacznik, ktory jest niezalezny od koncowej masy ciata.

U samcoOw podawanie diety z dodatkiem L-argininy i/lub nikotynamidu
w tetniczym nadci$nieniu plucnym znamiennie statystycznie obnizylo wskaznik
RV/LV+S w poréwnaniu do grupy PAH (0,46+0,016g). Wskaznik RV/LV+S wynosit
odpowiednio dla grup: PAH+L-ARG: 0,33+0,026g; PAH+NCA: 0,25+0,01g; PAH+L-
ARG+NCA: 0,29+0,006g.
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W grupach samcéw otrzymujacych diety eksperymentalne bez PAH parametr
RV/LV+S wynosit odpowiednio: L-ARG: 0,29+0,026g; NCA: 0,25+0,006g oraz
L-ARG+NCA: 0,26+0,04g i1 nie roznit si¢ statystycznie znamiennie w poréwnaniu do
kontroli (0,24+0,008g) (Wykres 6).

W grupie samic wskaznik RV/LV+S w tetniczym nadci$nieniem plucnym
(0,63+0,03g) istotnie statystycznie wzrdst w porownaniu do grup: PAH+L-ARG:
0,31+0,05g; PAH+NCA: 0,3+0,018g oraz PAH+L-ARG+NCA: 0,24+0,008¢.

U samic za norm¢ przyjmuje si¢ warto$¢ grupy kontrolnej, ktéra wynosita
0,23+0,006g. Nie odnotowano statystycznie istotnych zmian dla kazdej z grup u samic
otrzymujacych diety z dodatkiem L-argininy i/lub nikotynamidu bez t¢tniczego

nadcis$nienia ptucnego (Wykres 6).

STOSUNEK MASY PRAWEJ KOMORY SERCA DO KONCOWEJ MASY CIALA
(RV/FBW)

Parametr RV/FBW statystycznie istotnie wzrost w grupach z PAH u samcow
(P<0,001) 1 samic (P<0,001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz grup otrzymujacych
diety eksperymentalne.

Natomiast podawanie diety z dodatkiem L-argininy i/lub nikotynamidu
w tetniczym nadci$nieniu ptucnym spowodowato statystycznie istotne obnizenie
(P<0,001) wskaznika RV/FBW u zwierzat obu plci w poréwnaniu z grupa PAH
(Wykres 7).

U samcoéw wyjatek stanowita grupa PAH+L-ARG, gdzie odnotowano
nieznaczny, ale statystycznie znamienny wzrost (P<0,05) wskaznika RV/FBW

w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.

U samic zaobserwowano, ze podanie nikotynamidu w tetniczym nadcisnieniu
plucnym spowodowato statystycznie istotne podwyzszenie (P<0,05) wartosci wskaznika
RV/FBW w poréownaniu do grupy kontrolnej oraz grup: L-ARG, L-ARG+NCA
i PAH+L-ARG+NCA (Wykres 7).
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STOSUNEK MASY LEWEJ KOMORY SERCA WRAZ Z PRZEGRODA
DO KONCOWEJ MASY CIALA (LV+S/FBW)

U samcow wskaznik LV+S/FBW byl nieznacznie, ale istotnie statystycznie
podwyzszony (P<0,05) w grupie PAH+NCA w poréwnaniu do grup: Kontroli, NCA oraz
PAH. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w grupie PAH+L-ARG+NCA (P<0,05)
w poréwnaniu do grup: Kontrola, L-ARG+NCA oraz PAH (Wykres 8 w Zalaczniku).

Paradoksalnie u samic w grupie z tetniczym nadci$nieniem plucnym odnotowano
statystycznie istotnie wyraznie obnizenie (P<0,05-0,001) warto$ci wskaznika
LV+S/FBW w porownaniu do wszystkich pozostatych grup eksperymentalnych.

Dodatkowo u samic w grupie PAH+NCA zaobserwowano istotnie statystyczny
wzrost (P<0,05-0,001) wskaznika LV+S/FBW w poréwnaniu do pozostatych grup
doswiadczalnych ( Wykres 8 w Zataczniku).

STOSUNEK MASY SERCA DO KONCOWEJ MASY CIALA (HW/FBW)

W grupie samcow z tetniczym nadci$nieniem plucnym wskaznik HW/FBW
wykazywat statystycznie znamienny wzrost wartosci (P<0,05-0,001) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej oraz grup otrzymujacych same suplementy diety.

Przewlekie podawanie diety z dodatkiem L-argininy i/lub nikotynamidu
w tetniczym nadcis$nieniu ptlucnym spowodowato statycznie istotny spadek wartosci
wskaznika HW/FBW w porownaniu do grupy PAH (wyjatek stanowi grupa PAH+L-
ARG P<0,05) (Tabela 5 w Zataczniku).

U samic zaobserwowano, ze przewlekte podawanie nikotynamidu w tetniczym
nadci$nieniu plucnym spowodowato znamienne statystycznie podwyzszenie (P<0,01)
wskaznika HW/FBW w porownaniu do pozostatych grup eksperymentalnych. Wyjatek
stanowig grupy: PAH oraz PAH+NCA (P=NS) (Tabela 5 w Zataczniku).

Dodatkowe wskazniki zebrane w Tabeli 5 (w Zalaczniku), ktoérych nie opisano

stuzyty, jako wartos$ci potrzebne na rzecz obliczen w prezentowanej pracy.
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Wykres 5. Masa prawej komory serca (RV) po stosowaniu L-argininy (L-ARG) i/lub
nikotynamidu (NCA) u samcow (&) i samic (Q) szczura bez lub z indukowanym
tetniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; wartosci

przedstawione, jako $rednia + SEM.

(3) Samiec: *** - P<0,001 vs Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
lub ## - P<0,01 vs. PAH; aoo — P<0,001 lub aa — P<0,01 lub o — P<0,05 vs. PAH+L-
ARG;

(9) Samica: *** - P< 0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; B — P<0,05 vs. PAH+NCA.
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Wykres 6. Stosunek prawej komory serca (RV) do lewej komory serca z przegroda serca
(LV+S) po stosowaniu L-argininy ( L-ARG) i nikotynamidu (NCA) u samcow ()
i samic (9) szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym; ANOVA

+ test Newman-Keuls; warto$ci przedstawione, jako $rednia + SEM.

(3) Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH
(%) Samica: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH.
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Wykres 7. Stosunek masy prawej komory serca (RV) do koncowej masy ciata (FBW)
po zastosowaniu L-argininy ( L-ARG) i nikotynamidu (NCA) u samcow () i samic (9)
szczura bez lub z t¢tniczym nadci$nieniem plucnym (PAH); ANOVA + test Newman-

Keuls; warto$ci przedstawione, jako $rednia = SEM.

(&) Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; a — P<0,05 vs. PAH+L-ARG

(%) Samica: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; B — P<0,05 vs. PAH+NCA.
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4.4. Ocena wyjsciowych parametrow kurczliwosci miesnia brodawkowatego serca

4.4.1. Sila skurczu (Fc) mi¢snia brodawkowatego serca po zastosowaniu
L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u samcéw (2) i samic (9)

szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem plucnym (PAH)

U samcow pomimo tendencji zmniejszania poczatkowej sity skurczu w grupie
z tetniczym nadci$nieniem ptucnym (MPAH: 0,95+0,08) nie stwierdzono statystycznie
znamiennych réznic w poréwnaniu do grupy kontrolnej (MC: 1,4+0,29) (Wykres 9 A).

Zastosowane diety bogatej w L-argining i/lub nikotynamid u samcow z tetniczym
nadci$nieniem  plucnym (MPAH+Arg: 1,13+0,17; MPAH+Nca: 0,86+0,08
i MPAH+Arg+Nca: 0,85+£0,04mN; n=6) spowodowatly, iz poczatkowa sita skurczu
wykazywata tendencje porownywalng do grup otrzymujacych suplementy diety bez
tetniczego nadcisnienia plucnego (MArg: 1,27+0,25; MNca: 0,81+0,06 1 MArg+Nca:
0,82+0,04mN; n=6). Wartosci te nie byty statystycznie znamienne (P=NS).

Dodatkowo zastosowane suplementy diety w grupach bez oraz z PAH obnizyty
wyj$ciowg site skurczu migsnia sercowego w porownaniu do grupy kontrolnej jednak

ta roznica nie byla statystycznie znamienna (Wykres 9 A).

Natomiast u samic (Wykres 9 B) z te¢tniczym nadci$nieniem plucnym (FPAH:
1,44+0,16 mN) spoczynkowa sita skurczu znamiennie statystycznie ulegta podwyzszeniu
(P<0,01 Tub P<0,001) w poréwnaniu do pozostatych grup badanych (FC: 0,96+0,17;
FArg: 0,91£0,07; FNca: 0,63+0,05; FArg+tNca: 0,64+0,04; FPAH+Arg: 0,78+0,15;
FPAH+Nca: 0,68+0,02 oraz FPAH+Arg+Nca: 0,76+0,1 1mN; n=6).

Przewlekle podawanie diet bogatych w L-arginine i/lub nikotynamid w tetniczym
nadci$nieniu  ptucnym spowodowato istotne statystycznie obnizenie (P<0,001)
poczatkowej sity skurczu w poréwnaniu do grupy z FPAH.

Zastosowanie diet bogatych w L-argining i/lub nikotynamid wykazywato
tendencje zmniejszenia parametréw wyjsciowych sity skurczu mig$nia brodawkowatego
w grupach bez tetniczego nadci$nienia ptucnego w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Jednak te wartos$ci nie byly statystycznie istotne.

Nie stwierdzono znamiennych réznic w dziataniu L-argininy i nikotynamidu
miegdzy grupami: FArg, FNca, FArg+Nca a FPAH+Arg, FPAH+Nca, FPAH+Arg+Nca
(Wykres 9 B).
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Wykres 9. Wyjsciowa sila skurczu ( Fc) migénia brodawkowatego serca po stosowaniu
L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u (&) samcow (A) oraz () samic (B)
szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem ptucnym (PAH); ANOVA +
test Newman-Keuls; warto$ci statystycznie istotnie przedstawiono, jako srednia + SEM.
() Samiec — NS;

() Samica - *** - P<0,001 vs. FNca lub FArg+Nca; aa - P<0,01 vs. FC lub FArg; ###
- P<0,001 vs. FPAH.
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4.4.2. Szybkos¢ skurczu (+dF/dt) i rozkurczu (-dF/dt) miesnia brodawkowatego
po zastosowaniu L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA)
u samcow () i samic (Q) szczura bez lub z indukowanym

tetniczym nadcisnieniem plucnym (PAH)

W grupie samcoéw (Wykres 10) z rozwinigtym tetniczym nadci$nieniem ptucnym
stwierdzono istotny statystycznie spadek parametrow wyjsciowych szybkosci skurczu
(MPAH: 2,53+0,31mN/s) oraz rozkurczu (MPAH: 1,2+0,17mN/s) w poroéwnaniu do
grupy kontrolnej oraz grup otrzymujacych diety bogate w L-argining i/lub nikotynamid.
Odpowiednio, szybkos¢ skurczu dla grup: MC: 3,41+£0,33; MArg: 4,32+0,18; MNca:
3,744+0,37; MArg+Nca: 4,06+0,13mN/s (P<0,05-0,001) oraz szybkos$¢ rozkurczu dla
grup: MC: 1,96+0,33; MArg: 2,05+0,08; MNca: 1,83+0,1; MArg+Nca: 2,134+0,05mN/s
(P<0,01 - 0,001).

Przewlekte podawanie L-argininy w tetniczym nadci$nieniu ptucnym istotne
odwracato efekt PAH przez wzrost spoczynkowej szybkosci skurczu (MPAH+Arg:
4,23+0,31mN/s; P<0,001) oraz rozkurczu (MPAH+Arg: 2,13+0,13mN/s; P<0,001).

U samcow otrzymujacych nikotynamid w tetniczym nadcis$nieniu ptucnym
odnotowano znamienne statystyczne wyrazne zwigkszenie poczatkowej szybkosci
skurczu (MPAH+Nca: 4,76+0,17mN/s; P<0,001) oraz rozkurczu (MPAH+Nca:
2,23+0,09mN/s) w porownaniu do grupy z PAH.

Laczne podawanie L-argininy i nikotynamidu w tetniczym nadcisnieniu ptucnym
spowodowato znamienny statystycznie wzrost poczatkowe] predkosci skurczu
(MPAH+Arg+Nca: 4,08£0,1mN/s; P<0,01) oraz rozkurczu (MPAH+Arg+Nca:
1,85+0,04mN/s; P<0,01) w poréwnaniu do grupy z samym t¢tniczym nadci$nieniem
ptucnym.

Praktycznie nie zaobserwowano réznicy migdzy grupami otrzymujacymi samag
L-argining i nikotynamid, a grupami z t¢tniczym nadcis$nieniem plucnym traktowanymi
ww. dietami. Wyjatkiem stanowi grupa samcéw MPAH+Nca, gdzie odnotowano
znamienne statystycznie niewielki wzrost szybkosci skurczu (P<0,05) mig$nia sercowego

w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Wykres 10).
W grupie samic tetnicze nadcisnienie plucne (Wykres 11), réwniez spowodowato

istotne statystycznie obnizenie warto$ci wyjsciowych szybkosci skurczu (FPAH:

1,86+0,22mN/s) oraz szybkosci rozkurczu (FPAH: 0,89+0,097mN/s) w porownaniu do
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grupy kontrolnej oraz grup otrzymujacych diety bogate w L-argining i/lub nikotynamid.
Odpowiednio, szybkos$¢ skurczu dla grup: FC: 3,09+0,35; FArg: 2,74+0,39; FNca:
3,06+0,08; FArg+Nca: 2,85+0,12mN/s (P<0,05) oraz szybko$¢ rozkurczu: FC:
1,63+0,11; FArg: 1,4940,19; FNca: 1,73+0,087; FArg+Nca: 1,53+0,038mN/s (P<0,01-
0,001).

Podobnie jak w grupie samcow, podanie L-argininy u samic w PAH spowodowato
statystycznie znamienny wzrost spoczynkowej szybkosci skurczu (FPAH+Arg:
3,37+0,38mN/s; P<0,01) oraz rozkurczu (FPAH+Arg: 1,43+0,17 mN/s; P<0,01)
w porownaniu do grupy samic z samym nadci$nieniem ptucnym.

U samic otrzymujacych nikotynamid w tgtniczym nadci$nieniu ptucnym, rowniez
zaobserwowano istotnie statystycznie znaczacy wzrost poczatkowej wartosci szybkos$ci
skurczu (3,76+0,089mN/s; P<0,001) oraz szybkosci rozkurczu (1,8+0,15mN/s; P<0,001)
w poroéwnaniu do grupy z PAH.

Laczne podawanie suplementow diety L-argininy 1 nikotynamidu
w indukowanym tg¢tniczym nadci$nieniem plucnym spowodowalo statystycznie
znamienny wyrazny wzrost poczatkowych warto$ci +dF/dt (3,9+0,25mN/s; P<0,001)
oraz -dF/dt (2,13+0,08 mN/s; P<0,001) w poréwnaniu do grupy z samym PAH.
Dodatkowo u samic otrzymujacych potaczong diete z L-argining i nikotynamidem w
tetniczym nadci$nieniu ptucnym odnotowano statystycznie zamienny wzrost wyjsciowe;j
szybkos$ci skurczu w poréwnaniu do grup: FC: P<0,05; FArg: P<0,01; oraz FArg+Nca:
P<0,05. Rowniez zaobserwowano istotny statystycznie wzrost spoczynkowej szybkosci
rozkurczu w grupie FPAH+Arg+Nca w poréwnaniu do grupy FPAH+Arg (P<0,01).

Warto$¢ spoczynkowa szybkosci skurczu(+dF/dt) nie roznita si¢ znaczaco migdzy
grupami samic otrzymujacych same suplementy w poréwnaniu do grup z PAH

w skojarzeniu z dietami (Wykres 11).
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Wykres 10. Parametry wyjsciowe szybkosci skurczu (+dF/dt) i rozkurczu (-dF/dt)
migs$nia brodawkowatego serca po stosowaniu L-argininy (L-ARG) 1/lub nikotynamidu
(NCA) u samcow (') szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym
(PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci statystycznie istotnie przedstawiono,
jako $rednia = SEM.

(+) dF/dt - *** - P<0,001 vs. MArg lub MArg+Nca; aa - P< 0,01 vs. MNca; B - P<0,05
vs. MC; ### - P<0,001 lub ## - P<0,01 vs. MPAH;

(-) dF/dt - *** - P<0,001 vs. MArg lub MArg+Nca; aa - P<0,01 vs. MC lub MNca; ###
- P<0,001 lub ## - P<0,01 vs. MPAH.
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Wykres 11. Parametry wyjsciowe szybkosci skurczu (+dF/dt) i rozkurczu (-dF/dt)
migs$nia brodawkowatego serca po stosowaniu L-argininy (L-ARG) 1/lub nikotynamidu
(NCA) u samic (Q) szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym
(PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci statystycznie istotnie przedstawiono,

jako $rednia = SEM.

(+) dF/dt - * - P<0,05 vs. FC, FArg, FNca lub FArg+Nca; ### - P<0,001 lub ## - P<0,01

vs. FPAH;

(-) dF/dt - *** - P<0,001 vs. FNca; mm — P<0,01 lub m — P<0,05 vs. FC; aa — P<0,01 vs.
FArg; BB — P<0,01 lub B — P<0,05 vs. FArg+Nca; ### - P<0,001 lub ## - P<0,01 vs.
FPAH; €€ - P<0,01 vs. FPAH+Arg.
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4.5. Ocena wplywu noradrenaliny na parametry kurczliwosci mig¢Snia sercowego

4.5.1. Wplyw noradrenaliny na zmiang sily skurczu (AFc¢) mi¢snia brodawkowatego
serca po zastosowaniu L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA)
u samcow () i samic (?) szczura bez lub z indukowanym

tetniczym nadciSnieniem plucnym (PAH)

Stymulacja adrenergiczna o silnym dziataniu inotropowo dodatnim pozwala

uzyskac szybki wzrost sity skurczu miesnia sercowego (Wykresy 12 - 14).

SZCZURY OTRZYMUJACE DIETE Z DODATKIEM L-ARGININY

U samcow wzrastajace stezenia noradrenaliny wywotywaty istotne statystycznie
mniejszg site skurczu migénia sercowego w grupie traktowanej L-argining oraz w grupie
MPAH+Arg (odpowiednio: 0,134+0,06 oraz 0,11£0,02mN; P<0,05 w stezeniul uM)
w porownaniu do grupy kontrolnej (MC: 0,354+0,06 mN).

W grupie samcoOw z PAH noradrenalina wywolywata statystycznie znamienny
nasilony (P<0,01-0,05) efekt inotropowo dodatni w stezeniu od 1 do 10uM w poréwnaniu
do grupy otrzymujgcej samg L-argining. W stezeniu 10uM maksymalny efekt
noradrenaliny w grupie PAH wynosit 0,46+£0,12mN (Wykres 12 A).

Natomiast w grupie samcow otrzymujacych L-argining w tetniczym nadci$nieniu
plucnym zaobserwowano wyrazne obnizenie odpowiedzi (P<0,01-0,05) na wysokie
stezenia noradrenaliny w poréwnaniu do grupy z samym PAH. Zmiany te byty istotne
statystycznie poczawszy od stezenia 1uM do 30uM podawania noradrenaliny 1 w stezeniu
10uM efekt ten wynosit 0,05+0,02mN (P<0,01).

Warto zauwazy¢, ze wzrastajace stezenia noradrenaliny nie spowodowaty
wystapienia rdznic migdzy grupa samcoOw otrzymujacych samag L-argining, a grupa

z PAH suplementowang L-argining (Wykres 13 A).

Przeciwnie, u samic (Wykres 12 B) pomimo wyraznej tendencji do wzrostu
dziatania wysokich stezen noradrenaliny w grupie przypadkéw z tetniczym
nadci$nieniem phlucnym, nie zaobserwowano statystycznie znamiennych rdznic
w porownaniu do pozostatych grup. Emax w stezeniu 10uM dla FPAH wynosit:
0,43mN=0,16 vs. FC: 0,23+0,04; FArg: 0,09+0,05; FPAH+Arg: 0,23+0,07 mN.
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Noradrenalina w grupie samic kontrolnych, traktowanych L-argining oraz
otrzymujacych L-argining w t¢tniczym nadci$nieniu ptucnym dzialala wyraznie stabiej
na amplitude sity skurczu (AF) w sposob zalezny od dawki. Otrzymane warto$ci nie

roznity si¢ statystycznie w pordwnaniu do grupy FPAH (Wykres 12 B).

SZCZURY OTRZYMUJACE DIETE Z DODATKIEM NIKOTYNAMIDU

Noradrenalina, w grupie samcoéw (Wykres 13 A) z tetniczym nadci$nieniem
plucnym spowodowala znamienne statystycznie zwigkszenie (MPAH: 0,45+0,08 mN)
sity skurczu w stezeniu 3uM w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (MC: 0,28+0,05mN;
P<0,05). W grupie z PAH zaobserwowano rdéwniez, istotne nasilenie dzialania
inotropowo dodatniego noradrenaliny w stezeniu 3uM (MPAH: 0,45+0,08mN) oraz
w stezeniu 10uM (MPAH: 0,46+0,12mN) w poréwnaniu do grupy otrzymujacej sam
nikotynamid ( odpowiednio: 0,17+0,05mN; P<0,01 oraz 0,12+0,07mN; P<0,05).

U samcow z PAH traktowanych nikotynamidem zaobserwowano istotne
ostabienie dziatania inotropowo dodatniego wzrastajacych stezen noradrenaliny
w poréwnaniu do grupy samcow z samym tetniczym nadci$nieniem ptucnym. Znamienny
efekt noradrenaliny wystepowat w stezeniach: od 0,1uM do 0,3uM (P<0,01 — 0,05) oraz
w stezeniach: od 3uM do 30uM (P<0,001 — 0,05).

Wartosci migdzy grupa kontrolng oraz otrzymujacg nikotynamid bez lub w
indukowanym tetniczym nadci$nieniu plucnym zasadniczo nie ro6znity si¢ znamiennie
statystycznie w dzialaniu noradrenaliny. Wyjatkiem stanowi grupa samcéw MPAH+Nca,
gdzie zaobserwowano w stezeniu 3uM istotne statystycznie ostabienie (P<0,05) efektu

noradrenaliny w porownaniu do grupy kontrolnej (Wykres 13 A).

W grupie samic (Wykres 13 B) z tetniczym nadci$nieniem ptucnym, réwniez
odnotowano wzrost AFc pod wptywem noradrenaliny w poréwnaniu do pozostatych
grup. Jednak przeciwnie do grupy samcow z PAH, warto$ci te nie byly istotne
statystyczne (NS) migdzy grupami.

W przypadku grupy samic otrzymujacych nikotynamid w PAH noradrenalina,
dziatata istotnie statystycznie stabiej (FPAH+Nca: 0,05+0,02mN; P<0,05) na amplitud¢
sity skurczu tylko w stezeniu 30uM w porownaniu do grupy z samym tetniczym

nadcisnieniem ptucnym (FPAH: 0,42+0,15 mN) (Wykres 13 B).
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Warto réwniez zauwazy¢, ze wzrastajace stezenia noradrenaliny wywotywaty
tendencj¢ do silniejszego dziatania u samic pozostajacych na diecie z samym
nikotynamidem w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz FPAH+Nca. Jednak roznice te

nie byly znamienne statystycznie.

SZCZURY OTRZYMUJACE POLACZONA DIETE ZAWIERAJACA L-ARGINIE I
NIKOTYNAMID

Noradrenalina, w sposob zalezny od stezenia wywotywata zwigkszong (P<0,01-
0,05) site skurczu migénia sercowego w grupie samcow z tetniczym nadci$nieniem
plucnym w poréwnaniu do pozostatych grup. A poczawszy od stezenia 0,3uM do 10uM,
efekt noradrenaliny w grupie PAH, wykazywat statystyczng znamienno$¢ w poréwnaniu
do grupy oraz MArg+Nca (Wykres 14 A).

Odmiennie, u samcdéw z te¢tniczym nadci$nieniem plucnym otrzymujacych
potaczenie diet L-argining 1 nikotynamid odnotowano ostabienie (P<0,01-0,05) dziatania
inotropowo dodatniego noradrenaliny w poréwnaniu do grupy MPAH. Znamienny
statystycznie efekt wystgpowat w stezeniu noradrenaliny od 0,3uM do 10uM.

Ponadto zaobserwowano w stezeniu 1uM w grupie kontrolnej istotne znamienny
wzrost (MC: 0,35£0,05mN) w dzialaniu noradrenaliny w poréwnaniu do grupy
MArg+Nca (0,13+0,02mN; P<0,05) oraz grupy MPAH+Arg+Nca (0,13+0,02mN;
P<0,01) (Wykres 14 A).

W grupie samic (Wykres 14 B) z tetniczym nadci$nieniem plucnym rowniez
stwierdzono, ze noradrenalina w sposéb zalezny od dawki wywotywata wzrost(P<0,05)
sity skurczu migénia sercowego. Otrzymane warto$ci byly statystycznie istotne w
stezeniu 10 1 30uM w poréwnaniu do grupy otrzymujacej poltaczone diety L-argining i
nikotynamid.

Podobnie jak w przypadku samcéw, w grupie samic FPAH+Arg+Nca
odnotowano ostabienie (P<0,05) dziatania inotropowo dodatniego noradrenaliny
w stezeniu 10 i 30uM w poréwnaniu do grupy z samym PAH.

Poza tym, nie stwierdzono réznic migdzy wartosciami w grupie kontrolnej oraz
otrzymujacej L-argining w skojarzeniu z nikotynamidem bez lub z tetniczym

nadci$nieniem plucnym (Wykres 14 B).
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Wykres 12. Wplyw noradrenaliny (NOR) na zmiang sily skurczu (AFc) mig$nia

brodawkowatego u (&) samcow (A) oraz (9) samic (B) szczura po zastosowaniu L-

argininy ( L-ARG) bez lub z indukowanym t¢tniczym nadci$nieniem plucnym (PAH);

ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.

A. (&) Samiec - * - P<0,05 vs. MC; aa — P<0,01 lub a — P<0,05 vs. MArg; ## - P<0,01
lub # - P<0,05 vs. MPAH;
B. (?) Samica — NS.
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Wykres 13. Wpltyw noradrenaliny (NOR) na zmian¢ sily skurczu (AFc) mig$nia
brodawkowatego u (J3) samcoéw (A) oraz () samic (B) szczura po zastosowaniu
nikotynamidu (NCA) bez lub z indukowanym t¢tniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH);
ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.

A. (&) Samiec - ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. MNca; m- P<0,05 vs. MC; ### - P<0,001
lub ## - P<0,01 lub # - P<0,05 vs. MPAH;

B. (?) Samica - # - P<0,05 vs. FPAH.
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Wykres 14. Wptyw noradrenaliny (NOR) na zmiang sily skurczu (AFc) mig$nia
brodawkowatego u (&) samcow (A) oraz (9) samic (B) szczura po stosowaniu tgcznego
podawania L-argininy i nikotynamidu (L-ARG+NCA) bez lub z indukowanym tetniczym
nadci$nieniem ptucnym (PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; wartosci przedstawiono,
jako srednia = SEM.

A. (&) Samiec - ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. MArg+Nca; mm — P<0,01 lub m — P<0,05

vs. MC; ## - P<0,01 lub # - P<0,05 vs. MPAH;
B. (?) Samica - * - P<0,05 vs. FArg+Nca; # - P<0,05 vs. FPAH.
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4.5.2. Wplyw noradrenaliny na zmiane¢ szybkosci skurczu (A+dF/dt)
oraz rozkurczu (A-dF/dt) mi¢snia brodawkowatego serca po zastosowaniu
L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u samcéw (2) i samic (Q)

szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem plucnym (PAH)

Na wykresach 15-20 przedstawiono zmiany zaleznos$ci efektu szybkosci skurczu
oraz rozkurczu od stg¢zenia noradrenaliny bez lub z tetniczym nadcis$nieniem plucnym
u samcoOw 1 samic szczura w terapii pojedynczej lub skojarzonej zawierajacej L-argining

1 nikotynamid.

SZCZURY OTRZYMUJACE DIETE Z DODATKIEM L-ARGININY

W grupie samcow traktowanych L-argining zaobserwowano poczatkowy wzrost
dziatania noradrenaliny. Jednak, efekt ten w st¢zeniu od 10uM i wyzszych wykazywat
tendencje do zmniejszenia amplitudy +dF/dt. Ponadto, noradrenalina wykazywata
obnizenie szybko$ci rozkurczu. Nie odnotowano zadnych statystycznych rdznic
pomiedzy grupami.

W grupie zwierzat z rozwinigtym tetniczym nadci$nieniem ptucnym wzrastajace
stezenia noradrenaliny wywolywaly wzrost amplitudy szybkosci skurczu oraz rozkurczu
(P=NS) w porownaniu do pozostatych grup badanych. Uzyskane warto$ci nie byly istotne
statystycznie (Wykres 15 A oraz Wykres 16 A).

Natomiast u samcoéw otrzymujacych diete z L-argining w PAH noradrenalina
w sposob zalezny od stezenia wywotywaty zmniejszenie szybko$ci skurczu oraz
rozkurczu miegé$nia sercowego. Efekt ten byl statystycznie znamienny tylko w +dF/dt
w stezeniu 10 i 30uM (odpowiednio: P<0,05 oraz P<0,01) w poréwnaniu do grupy
samcoéw z PAH (Wykres 15 A).

Przeciwnie, w przypadku samic z PAH, stopniowy wzrost stezenia noradrenaliny
spowodowat istotne statystycznie zmniejszenie (P<0,05) szybkosci skurczu migsnia
brodawkowatego w stezeniu 10uM w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Wykres 15 B).
Paradoksalnie, u samic z PAH noradrenalina, wywotywata statystycznie znamienny
wzrost szybkosci rozkurczu w pordéwnaniu do grupy kontrolnej (P<0,05) oraz

otrzymujacej L-argining(P<0,01) (Wykres 16 B).
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Efekt noradrenaliny w grupie samic traktowanych L-argining wykazywatl
zmniejszenie +dF/dt oraz —dF/dt. Jednak u samic dziatanie noradrenaliny na szybkos$¢
skurczu byla w przeciwienstwie do grupy samcéw, statystycznie istotne w stezeniu
0,3 oraz 10uM (odpowiednio: P<0,01 oraz P<0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej
samic (Wykres 15 B oraz Wykres 16 B).

Ponadto, w przypadku samic otrzymujacych L-argining w tetniczym nadci$nieniu
plucnym zaobserwowano statystycznie istotne obnizenie (P<0,05) amplitudy tylko dla

—dF/dt w poréwnaniu do grupy samic z PAH (Wykres 16 B).

SZCZURY OTRZYMUJACE DIETE Z DODATKIEM NIKOTYNAMIDU

U samcéw noradrenalina, w sposob zalezny od dawki wywolywata tendencje do
wzrostu szybkos$ci skurczu oraz w niewielkim stopniu szybkosci rozkurczu w grupie
kontrolnej, grupie otrzymujacej nikotynamid oraz grupie z te¢tniczym nadci$nieniem
plucnym. Otrzymane warto$ci nie roznity si¢ statystycznie.

U samcow z PAH traktowanych nikotynamidem zaobserwowano wyrazng
statystycznie znamienng zdolno$¢ do hamowania wysokich stgzen noradrenaliny.
Poczawszy od st¢zenia 10uM 1 wyzszych, efekt noradrenaliny ostabiat szybkos$¢ skurczu
(P<0,01-0,05) w porownaniu do grupy z samym PAH.

Ponadto, w grupie samcow MPAH+Nca zaobserwowano istotne statystycznie
obnizenie (P<0,05) szybkosci skurczu przy dzialaniu noradrenaliny w stezeniu 30uM w
porownaniu do grupy otrzymujacej sam nikotynamid (Wykres 17 A). Stwierdzono
rowniez, ze w grupie MPAH+Nca dziatanie noradrenaliny wyrazane, jako —dF/dt ulegto
ostabieniu w porownaniu do MPAH. Roéznice migdzy tymi warto$ciami byty

statystycznie nieznamienne (Wykres 18 A).

Z kolei, u samic traktowanych samym nikotynamidem odnotowano, ze stopniowy
wzrost stezenia noradrenaliny spowodowat statystycznie znamienne wyrazne nasilenie
(P<0,01-0,05) szybkosci skurczu migénia sercowego w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
Roéznica migdzy otrzymanymi warto$ciami wyrazata si¢ w stezeniach od 0,3uM do
100uM (Wykres 17 B).

W grupie samic z tetniczym nadcisnieniem plucnym odnotowano, przeciwnie niz

do grupy samcoéw z PAH, ostabienie (P<0,001-0,05) szybkosci skurczu pod wplywem
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noradrenaliny. Poczawszy od stezenia 0,1uM i wyzszych, efekt noradrenaliny wykazywat
istotnos$¢ statystyczng w porownaniu do wartosci grupy samic FNca.

Dodatkowo, w przypadku grupy samic FPAH+Nca efekt noradrenaliny
spowodowatl znaczace statystycznie zwickszenie warto$ci +dF/dt w stezeniu od 0,3 do
100uM (P<0,001-0,05) w porownaniu do grupy samic otrzymujacych nikotynamid. Nie
odnotowano zadnych statystycznych roznic w dziataniu noradrenaliny miedzy grupa
samic FPAH, a FPAH+Nca (Wykres 17 B).

Przeciwnie do wartoéci +dF/dt samic, wzrastajace stg¢zenia noradrenaliny
spowodowatly wzrost szybkosci rozkurczu (-dF/dt) w grupie samic z tetniczym
nadci$nieniem plucnym, a obnizenie warto$ci w przypadku grupy kontrolnej oraz grupy
FPAH+Nca. Nie zaobserwowano statystycznych réznic mi¢gdzy tymi warto$ciami.

W grupie samic otrzymujacych nikotynamid obserwowano nasilenie (P<0,05)
dziatania inotropowo dodatniego noradrenaliny wartosci —dF/dt w stezeniu 0,3 oraz 3uM

w porownaniu do grupy kontrolnej (Wykres 18 B).

SZCZURY OTRZYMUJACE POLACZONA DIETE ZAWIERAJACA L-ARGININE
INIKOTYNAMID

W  grupie samcoéw z indukowanym tetniczym nadci$nieniem plucnym,
noradrenalina wywotywata statystycznie znamienne zwickszenie amplitudy szybkosci
skurczu (30uM: P<0,05) w porownaniu do grupy MArg+Nca oraz rozkurczu (0,3uM:
P<0,05) w porownaniu do grupy kontrolnej oraz grupy MArg+Nca (Wykres 19 A oraz
Wykres 20 A).

Ponadto, w grupie samcow odnotowano statystycznie znamienne obnizenie
efektow dziatania noradrenaliny dla wartosci +dF/dt w stezeniu 30uM dla grupy
MArg+Nca: P<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz dla grupy MPAH+Arg+Nca:
P<0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej i grupy z PAH (Wykres 19 A). Podobny efekt
odnotowano dla warto$ci —dF/dt w stezeniu 100uM dla grupy MArg+Nca: P<0,05 w
porownaniu do grupy kontrolnej oraz dla grupy MPAH+Arg+Nca w stezeniu 0,3uM
(P<0,05) w poréownaniu do grupy z samym tetniczym nadci$nieniem plucnym

(Wykres 20 A).

W grupie samic z t¢tniczym nadcis$nieniem plucnym obserwowano tendencje

do wyraznego ostabienia szybkos$ci skurczu pod wplywem noradrenaliny w porownaniu
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do pozostatych grup. Réznice miedzy tymi wartoSciami byly statystycznie nieistotne
(Wykres 19 B). Przeciwnie, efekt noradrenaliny w grupie samic z PAH spowodowat
nasilenie szybko$ci rozkurczu w poréwnaniu do pozostatych grup. Dziatanie to bylo
szczegoblnie istotne statystycznie migdzy grupa FPAH a grupa FArg+Nca w stezeniu 1pM
(P<0,05) (Wykres 20 B).

Dziatanie noradrenaliny w grupie samic z PAH traktowanych L-argining
1 nikotynamidem wykazywalo statystycznie znamienny (0,1pM: P<0,05) wzrost
szybkosci skurczu w porownaniu do grupy z samym PAH (Wykres 19 B). Natomiast
efekt noradrenaliny pomimo tendencji ostabienia szybkosci rozkurczu nie wykazywat
istotnych statystycznie roéznic migdzy grupg FPAH+Arg+Nca a grupg FPAH
(Wykres 20 B).
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Wykres 15. Wptyw noradrenaliny (NOR) na zmiang szybkosci skurczu (+dF/dt) migsnia
brodawkowatego u (&) samcéw (A) oraz (@) samic (B) szczura po zastosowaniu
L-argininy (L-ARG) bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem plucnym (PAH);
ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.

A. (&) Samiec - ## - P<0,01 lub # - P<0,05 vs. MPAH;

B. (?) Samica - ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. FC.
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Wykres 16. Wptyw noradrenaliny (NOR) na zmiang szybkos$ci rozkurczu (-dF/dt)
migs$nia brodawkowatego u (&) samcow (A) oraz (Q) samic (B) szczura po zastosowaniu
L-argininy (L-ARG) bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem ptucnym (PAH);
ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.

A. (&) Samiec — NS;

B. (?) Samica - ** - P<0,01 vs. FArg; a - P<0,05 vs. FC; # - P<0,05 vs. FPAH.
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Wykres 17. Wptyw noradrenaliny (NOR) na zmian¢ szybkosci skurczu (+dF/dt) migsnia

brodawkowatego u (J3) samcoéw (A) oraz () samic (B) szczura po zastosowaniu

nikotynamidu (NCA) bez lub z indukowanym t¢tniczym nadci$nieniem plucnym (PAH);

ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.
A. (&) Samiec - * - P<0,05 vs. MNca; ## - P<0,01 lub # - p<0,05 vs. MPAH,;
B. (?) Samica -***- P<0,001 lub **- P<0,01 lub*- P<0,05 vs. FNca; ao— P<0,01 Iub a-

P<0,05 vs. FC.
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Wykres 18. Wplyw noradrenaliny (NOR) na zmian¢ szybkosci rozkurczu (-dF/dt)

migs$nia brodawkowatego u (&) samcow (A) oraz (Q) samic (B) szczura po zastosowaniu

nikotynamidu (NCA) bez lub z indukowanym t¢tniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH);

ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.

A. (&) Samiec — NS;
B. (?) Samica - * - P<0,05 vs. FC.

A.
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Wykres 19. Wplyw noradrenaliny (NOR) na zmian¢ szybkosci skurczu (+dF/dt)

u (4) samcoéw (A) oraz (9) samic (B) szczura po stosowaniu tgcznego podawania

L-argininy 1 nikotynamidu (L-ARG+NCA) bez lub z indukowanym te¢tniczym

nadci$nieniem ptucnym (PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; wartosci przedstawiono,
jako srednia = SEM.
A. (&) Samiec - * - P<0,05 vs. MC; o — p<0,05 vs. MArg+Nca; # - P<0,05 vs. MPAH;
B. (?) Samica - # - P<0,05 vs. FPAH.
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WyKkres 20. Wptyw noradrenaliny (NOR) na zmiang szybkosci rozkurczu (-dF/dt) u (&)
samcow (A) oraz (9) samic (B) szczura po stosowaniu tgcznego podawania L-argininy
i nikotynamidu (L-ARG+NCA) bez lub z indukowanym tetniczym nadci$nieniem
ptucnym; ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia + SEM.
A. (&) Samiec - * - P<0,05 vs. MC; a — P<0,05 vs. MArg+Nca; # - P<0,05 vs. MPAH;
B. (?) Samica - * - P<0,05 vs. FArg+Nca.
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4.6. Ocena obrazu histopatologicznego oraz pomiar morfometryczny

tetnic plucnych

4.6.1. Analiza obrazu histopatologicznego po stosowaniu
L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u samcéw (2) i samic (9)

szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadcisnieniem plucnym

Po 23 dniach od aplikacji monokrotaliny wywolujacej tetnicze nadci$nienie
ptucne, zostalty poddane ocenie w mikroskopie $wietlnym, preparaty histopatologiczne
wykonane z tkanki ptucnej szczura obu pici. Zmiany w obrazie histopatologicznym

umieszczono w tabeli 6 A dla samcoéw 1 w tabeli 6 B dla samic oraz na fotografiach 1-2.

W grupie kontrolnej oraz w grupie otrzymujacej L-argining u samcow i samic
szczura nie stwierdzono zmian morfologicznych w obrazie t¢tnic ptucnych, odpowiadaty
normie.

Jednak, przewlekle podawanie nikotynamidu u zwierzat obu ptci spowodowato:
obrzek ( u samcow 10%; u samic 40%) oraz reakcje zapalne wewnatrznaczyniowe
obejmujace glownie mate tetnice ptucne ( u samcoéw 10%; u samic 60%). Dodatkowo
u samic w grupie FNca obraz morfologiczny tetniczek ptucnych wykazat wykrzepianie
wewnatrznaczyniowe (10% przypadkow).

Analiza mikroskopowa tetniczego nadci$nienia plucnego indukowanego
monokrotaling prezentowata charakterystyczny obraz histopatologiczny tetnic
phucnych [22].

U samcoéw z PAH zaobserwowano zmiany martwicze, obrzgk okotonaczyniowy,
srédmigzszowe zapalenie pluc oraz nacieki zapalne wewnatrznaczyniowe, obraz
nieznacznej niedodmy, obecno$¢ wylewow Srodpecherzykowych oraz czopow
ptytkowych, makrofagi. W wyniku zwigkszenia przerostu blony s$rodkowej tetnic
ptucnych w obrazie histologicznym poprzez zmniejszenie $wiatta naczynia
zaobserwowano nadmierng 1 postepujaca niedrozno$¢ naczyn phlucnych, ktéra
wystepowata u ponad 90% przypadkow. Dodatkowo zauwazono zanik matych te¢tniczek
ptucnych (o $rednicy do 0,3 mm) w wyniku nawarstwiania si¢ blony srodkowej (twory
cebulowate), ktore utrudniaty interpretacje przypadkow. Wewnatrz §cian pogrubiatych
tetniczek plucnych szczegoélnie tych znajdujacych sie blisko oskrzelikéw, widoczne byty

drobne kanaly kapilarne, ktore tworzyty wrazenie splotu naczyn.
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U samic z tg¢tniczym nadci$nieniem plucnym indukowanym monokrotaling
oprocz wymienionych wyzej zmian, obraz morfologiczny cechowal si¢ duzg iloscig
makrofagdw, znaczng bezpowietrzno$cig migzszu ptucnego ( niedodma) oraz naciekami
zapalnymi okolonaczyniowymi. Charakterystyczny dla samic z PAH byt obrz¢k u ponad
80% przypadkéw. Zaobserwowano jednak mniejszy przerost btony srodkowej naczyn
ptucnych w poréwnaniu do samcow.

Obraz morfologiczny tkanki plucnej u zwierzat obu plci otrzymujacych
L-argining w tetniczym nadci$nieniu ptucnym wykazal, iz zmiany charakterystyczne
dla PAH indukowanego monokrotaling ulegly zmniejszeniu: u samcéw w ponad 70%
przypadkow, a u samic w ponad 60% przypadkow.

Natomiast szczury otrzymujace nikotynamid w indukowanym tg¢tniczym
nadci$nieniu plucnym pomimo zmniejszenia przerostu t¢tniczek ptucnych, a co za tym
1dzie zwiekszenie $wiatla tetnic ptucnych szczeg6dlnie wsrod oskrzelikow ptucnych oraz
zmniejszenia obszaroOw niedodmy, zaobserwowano w obu grupach obecno$¢ komorek
zapalnych wewnatrznaczyniowych, makrofagdw oraz obrzek naczyn.

Laczne podawanie diet w tgtniczym nadci$nieniu ptucnym po aplikacji MCT obu

plci zatrzymato zmiany wystepujace w PAH u ponad 70% badanych przypadkow.
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Tabela 6. Wptyw L-argininy (L-Arg) 1 nikotynamidu (Nca) na obraz morfologiczny
tetnic ptucnych u samcéw (A) 1 samic (B) szczura bez lub z indukowanym tetniczym
nadci$nieniem plucnym (PAH).

Interpretacja tabel:

= (0 —niestwierdzone zmiany; wyglad tkanki odpowiadat normie;

= skala od + ( obecnos$¢ danego uszkodzenia) do +++ ( bardzo powazne 1 rozlegte

uszkodzenie badanej tkanki).

A.
Zmiana | Zmiany w tetnicach | Szkliwienie | Nacieki zapalne
plucnych Z
Pogrubienie | Zweienie | zatarciem | Wokol W Wylewy | Obrzgk | Makrofagi | Symbol
scian $wiatta | budowy | naczyn | $cianie grupy

Symbol naczyi naczyn naczyin naczyn na
Grupy fotografii
MC 0 0 ] 0 ] 0 0 ] A
MPAH +++ A | | | ++ | B
MArg ] 0 0 0 0 0 0 ] &
MPAH + 0 0 0 0 + 0 + + D
Arg
MNca 0 0 0 0 + 0 + 0 E
MPAH + +/++ 0 0 + |4/t 0 ++ ++ F
Nca
MArg + 0 0 ] 0 0 0 + 0 G
Nca
MPAH + + 0 0 0/+ 0/+ 0 ++ 0 H
Arg +Nca

B.
Zmiana| Zmiany w tetnicach | Szkliwienie | Nacieki zapalne
plucnych Z
Pogrubienie | Zwezenie | zatarciem | Wokol W Wylewy | Obrzek |Makrofagi| Symbol
§cian swiatla budowy | naczyn | Scianie grupy
Symbol naczyn naczyn naczyn naczyn na
Grupy fotografii
FC 0 0 0 0 0 0 0 0 A
FPAH o e S ++ |+ |+ +++ +++ B
FArg 0 0 0 0 0 0 + 0 C
FPAH + + 0 0 + + 0 +/++ + D
Arg
FNca 0 0 + 0 0/+ + + E
FPAH + + 0 0 0 +/++ 0 +++ 0 F
Nea
FArg + 0 0 0 0 + 0 0/+ 0 G
Nca
FPAH + + 0 0 + 0 0 + + H
Arg +Nea
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4.6.2. Analiza morfometryczna po stosowaniu
L-argininy (L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u samcéw (3) i samic (Q)

szczura bez lub z indukowanym te¢tniczym nadcisnieniem plucnym

Przestawiono pomiary morfometryczne na grubo$¢ S$ciany tetnic phucnych
o rozpi¢gtosci od 25 do 200um, dzigki ktorym uzyskano ilosciowy opis réznic pomiedzy

badanymi grupami.

Na wykresach 21 A oraz B wykazano, iz t¢tnicze nadci$nienie plucne indukowane
monokrotaling u szczuréw obu ptci spowodowato statystycznie znamienne zwickszenie
grubos$ci $ciany tetniczek plucnych znajdujacych sie wsrdd pecherzykow plucnych
zarowno w rejonie najgrubszym (P<0,001), jak i w rejonie najcienszym (P<0,001) naczyn
w porownaniu z wynikami grupy kontrolnej obu ptci. U samcoéw odpowiednio o 155,74%
oraz 180,37%, a u samic odpowiednio o 117,34% oraz 115,75%. Podobne statystycznie
istotne (P<0,001) réznice zaobserwowano mi¢dzy grupami z PAH obu pfci, a grupami
otrzymujacymi same suplementy diety.

Podawanie L-argininy, nikotynamidu oraz potgczenia L-argininy i nikotynamidu
w tetniczym nadcisnieniu ptucnym spowodowato statystycznie istotne zredukowanie
(P<0,001) grubosci tetnic ptucnych w obu mierzonych regionach w poréwnaniu z grupa
z samym PAH. U samcow odpowiednio dla danej grupy w rejonie najgrubszym (Wykres
21 A) o 54,37%, 49,30% oraz 54,60%, a w rejonie najcienszym (Wykres 21 B)
odpowiednio o 53,11%, 54,84% oraz 60,30%. U samic w rejonie najgrubszym (Wykres
21 A) odpowiednio o 43,93%, 50,64% oraz 47,42%, a w rejonie najcienszym (Wykres
21 B) pomiaru tetniczek odpowiednio o 52,20%, 57,0 % oraz 62,70%.

U samcoOw nie zaobserwowano réznic w zmianie parametréw grubosci tetniczek
phucnych wsréd pecherzykow miedzy wynikami grup otrzymujacych same suplementy
diety, a grupami z tetniczym nadci$nieniem plucnym po zastosowaniu diet
(Wykres 21 A i B).

Przeciwnie u samic wykazano niewielki istotny statystycznie wzrost grubosci
$ciany naczyn ptucnych w rejonie najgrubszym w grupie PAH+L-ARG (P<0,05) oraz
w grupie PAH+L-ARG+NCA (P<0,05) w poréwnaniu do grup odpowiednio L-ARG oraz
L-ARG+NCA (Wykres 21 A).
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Dodatkowo u samic stwierdzono statystycznie istotne zmniejszenie grubo$ci
Sciany tetnic plucnych w rejonie najcienszym w grupach otrzymujacych same suplement
ytetnic p y ) 1 ymw grup ymujacy p y

diety (P<0,05-0,01) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Wykres 21 B).

Na wykresach 22 A 1 B przedstawiono pomiary grubosci t¢tnic ptucnych wsrod

oskrzelikéw ptucnych.

Podobnie jak opisano wyzej w tetniczym nadci$nieniem ptucnym indukowanym
MCT obu plci zaobserwowano statystycznie istotny wyrazny wzrost grubosci $ciany
tetnic ptucnych zard6wno w rejonie najgrubszym (u samcoéw o 192,33%; u samic
o 115,0%) oraz najcienszym ( u samcoOw o 262,73%; u samic o 139,74%) w pordwnaniu
do grupy kontrolnej (P<0,001).

Przewlekie podawanie diet eksperymentalnych w tetniczym nadci$nieniu
plucnym spowodowato statystycznie istotne obnizenie (P<0,001) parametrow grubosci
$ciany tetnic ptucnych w poréwnaniu do grupy PAH obu pici. U samcéw w rejonie
najgrubszym tetniczek ptucnych w grupie PAH+L-ARG 61,33%, w grupie PAH+NCA
53,75% oraz w grupie PAH+L-ARG+NCA 60,81% (Wykres 22 A). W rejonie
najcienszym odpowiednio do grup: 69,87%; 63,30% oraz 71,12% (Wykres 22 B).
U samic w rejonie najgrubszym tetniczek plucnych okotooskrzelowych w grupie
PAH+L-ARG 41,69%, PAH+NCA 52,31% oraz w grupie PAH+L-ARG+NCA 48,78%
(Wykres 22 A), a w rejonie najcienszym naczyn odpowiednio: 53,86%; 58,65% oraz
62,13% (Wykres 22 B).

Oba mierzone parametry grubos$ci §cian tetnic ptucnych w obszarze oskrzelikow
ptucnych u samcow nie roznity si¢ statystycznie znamiennie miedzy grupami
otrzymujacymi suplementy diety bez lub z tetniczym nadci$nieniem plucnym. Wyjatek
stanowi grupa samcoOw PAH+NCA, gdzie zaobserwowano niewielki, ale istotny wzrost
grubosci $ciany tetniczek w rejonie najgrubszym w pordwnaniu do grupy kontrolnej
(P<0,05) oraz grupy NCA (P<0,01) (Wykres 22 A).

Natomiast u samic w obszarze oskrzelikow phlucnych w grupie otrzymujacej
nikotynamid (P<0,05) oraz potaczenie diet L-argininy i nikotynamidu (P<0,01)
odnotowano statystycznie istotne obnizenie parametréw grubos$ci $cian te¢tnic plucnych

w rejonie najgrubszym w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz L-ARG (Wykres 22 A).

80



Podobnie w rejonie najcienszym zaobserwowano statystycznie istotne
zmniejszenie grubosci $ciany tetnic plucnych w grupach L-ARG (P<0,01), NCA (P<0,01)
oraz L-ARG+NCA (P<0,001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej samic (Wykres 22 B).

Dodatkowo w rejonie najgrubszym u samic otrzymujacych L-argining
w tetniczym nadci$nieniu plucnym analiza morfometryczna wykazala statystycznie
istotne zwigkszenie o 31,21% (P<0,05) grubosci Sciany tetniczek plucnych
w poréwnaniu do grupy L-ARG.

Rowniez pomimo skutecznosci diet w grupie samic PAH+L-ARG+NCA
odnotowano statystycznie istotne zwigkszenie grubos$ci $ciany w rejonie najgrubszym
0 48,24% (P<0,01) oraz w rejonie najcienszym o 36,83% (P<0,05) tetnic ptucnych w
poréwnaniu do grupy L-ARG+NCA (Wykres 22 A i B).
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Wykres 21. Grubosci $ciany naczyn ptucnych po zastosowaniu L-argininy (L-ARG) i/lub
nikotynamidu (NCA) u samcow (&) i samic (Q) szczura bez lub z indukowanym

tetniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH).

Pomiar tetniczek ptucnych w otoczeniu pecherzykow ptucnych w miejscu najgrubszym
(A) oraz w miejscu najcienszym (B) Sciany tetnicy ptucnej; ANOVA + test Newman-

Keuls; warto$ci przedstawiono, jako srednia = SEM.

A. Obszar pecherzykoéw plucnych — pomiar tetniczki w miejscu najgrubszym

(3) Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH;

(?) Samica: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; a — P<0,05 vs. L-ARG; B — P<0, 05 vs. L-ARG+NCA.

40 A
B Samiec (J) ok

35 1| ®Samica (?)

HitH

20 A

15 -

10 A

Grubos¢ Sciany tetnicy plucnej [um]

PAH PAH PAH
+L-ARG +NCA +L-ARG
+NCA

Kontrola L-ARG
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B. Obszar pgcherzykdéw ptucnych — pomiar tetniczki w miejscu najcienszym

(&) Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH;

(9) Samica: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; aa — P<0,01 lub a - P<0,05 vs. Kontrola.
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Fotografia 1. Obraz morfologiczny- przekrdj poprzeczny tkanki ptucnej z tetnicami
plucnymi w otoczeniu pecherzykow ptucnych u (&) samcow (Fotografia 1 A) oraz
u (9) samic (Fotografia 1 B) szczura otrzymujacych L-argining i/lub nikotynamid bez lub
z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym.

Mikroskop $wietlny; barwienie H+E; powigkszenie 400x.
Odnosniki do fotografii:

» - tetniczka ptucna

<—» - Obszar mierzony tetniczki plucnej w rejonie najgrubszym
- grubos¢ Sciany tetniczki (szkliwienie)

=y - Nacieki zapalne okotonaczyniowe (periarteriolitis)

— - hemosyderocyty — jako wyktadnik krwinkotokdéw okotonaczyniowych

<% - obrzek okotonaczyniowy

) - makrofagi o cechach cytologicznych lipofagow
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Fotografia 1 A. Zmiany histopatologiczne u samcow (J') szczura bez lub z PAH w
tetniczkach wewnatrzptucnych 1 w ich otoczeniu pod wptywem L-argininy (L-Arg) i
nikotynamidu (Nca) — gtownie zmiany grubosci $ciany tetniczek; A- Kontrola; B- PAH;
C- L-Arg; D- PAH+L-Arg; E- Nca; F- PAH+Nca; G- L-Arg+Nca; H- PAH+L-Arg+Nca.
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Fotografia 1 B. Zmiany histopatologiczne u samic (9) szczura bez lub z PAH w
tetniczkach wewnatrzptucnych i w ich otoczeniu pod wptywem L-argininy (L-Arg) i
nikotynamidu (Nca) — gtownie zmiany grubosci $ciany tetniczek; A- Kontrola; B- PAH;
C- L-Arg; D- PAH+L-Arg; E- Nca; F- PAH+Nca; G- L-Arg+Nca; H- PAH+L-Arg+Nca.

\4 LA )
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Wykres 22. Grubosci $ciany naczyn ptucnych po zastosowaniu L-argininy (L-ARG) i/lub
nikotynamidu (NCA) u samcow () i samic (Q) szczura bez lub z indukowanym
tetniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH).

Pomiar tetniczek ptucnych w otoczeniu oskrzelikow ptucnych w miejscu najgrubszym

(A) oraz w miejscu najcienszym (B) $ciany tetnicy ptucne;.

ANOVA + test Newman-Keuls; wartosci przedstawiono, jako srednia + SEM.

A. Obszar oskrzelikéw ptucnych — pomiar tetniczki w miejscu najgrubszym

() Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; oo — P<0,01 vs. NCA; B — P<0,05 vs. Kontrola;

(?) Samica: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH; oo — P< 0,01 lub o — P<0,05 vs. Kontrola; ¢¢ - P<0,01 lub ¢ - P<0,05 vs. L-
ARG; mm - P<0,01 vs. L-ARG+NCA.
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B. Obszar oskrzelikow ptucnych — pomiar t¢tniczki w miejscu najcienszym

(3) Samiec: *** - P<0,001 vs. Kontrola, L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001
vs. PAH;
(9) Samica: *** - P<0,001 vs. L-ARG, NCA lub L-ARG+NCA; ### - P<0,001 vs. PAH;
aao — P<0,001 lub aa — P<0,01 vs. Kontrola; B — P< 0,05 vs. L-ARG+NCA.
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Fotografia 2. Obraz morfologiczny- przekrdj poprzeczny tkanki ptucnej z t¢tnicami
plucnymi w otoczeniu oskrzelikow ptucnych u (&) samcow (Fotografia 1 A) oraz u (9)
samic (Fotografia 1 B) szczura otrzymujacych L-argining i/lub nikotynamid bez lub
z indukowanym tetniczym nadci$nieniem ptucnym (PAH).

Mikroskop $wietlny; barwienie H+E; powigkszenie 400x.
Odnosniki do fotografii:

» - tetniczka ptucna

<«—» - obszar mierzony te¢tniczki plucnej w rejonie najgrubszym

* - oskrzelik plucny

= - naciek okotonaczyniowy z komorek zapalnych (periarteriolitis)
m=) - obrzgk okolonaczyniowy

) - makrofagi o cechach cytologicznych lipofagow
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Fotografia 2 A. Zmiany histopatologiczne u samcow (J') szczura bez lub z PAH w
tetnicach okotooskrzelikowych 1 w ich otoczeniu pod wptywem L-argininy (L-Arg) i
nikotynamidu (Nca) — gldéwnie zmiany grubosci $ciany tetnic; A- Kontrola; B- PAH; C-
L-Arg; D- PAH+L-Arg; E- Nca; F- PAH+Nca; G- L-Arg+Nca; H- PAH+L-Arg+Nca.
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Fotografia 2 B. Zmiany histopatologiczne u samic () szczura bez lub z PAH w tgtnicach
okotooskrzelikowych i w ich otoczeniu pod wplywem L-argininy (L-Arg) i nikotynamidu
(Nca) — gléwnie zmiany grubosci $ciany tetnic; A- Kontrola; B- PAH; C- L-Arg; D-
PAH+L-Arg; E- Nca; F- PAH+Nca; G- L-Arg+Nca; H- PAH+L-Arg+Nca.
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5. DYSKUSJA

Przedstawiona praca miata na celu dokonanie analizy wptywu przewlektego,
doustnego podawania L-argininy i nikotynamidu w monoterapii lub w terapii skojarzonej
na prac¢ migsnia sercowego oraz na zmiany ha poziomie krazenia plucnego
z uwzglednieniem dysfunkcji prawej komory serca (RV) w trakcie rozwoju tetniczego
nadci$nienia plucnego w zaleznosci od plci na modelu zwierzgcym. Obecnie
w dostepnym pisSmiennictwie brakuje doniesien dotyczacych ewentualnego
wspotdzialania ww. zwigzkow na wuktad sercowo-naczyniowy w warunkach

doswiadczalnego te¢tniczego nadcis$nienia ptucnego wzgledem pici.

W celu dokonania analizy warto$ci otrzymanych wynikéw w przedstawionej
pracy nalezy odnies¢ si¢ do wybranego modelu dos$wiadczalnego oraz pordéwnac
otrzymane rezultaty z dotychczas opublikowanymi badaniami w obszarze tetniczego
nadcis$nienia ptucnego. Idealny zwierzecy model eksperymentalny powinien obejmowac
kluczowe kliniczne, hemodynamiczne oraz histopatologiczne cechy ludzkiego PAH
[259]. Wiadomo obecnie, iz wszystkie modele doswiadczalne nadcisnienia plucnego
charakteryzujg si¢ swoistymi cechami i pozwalaja na uzyskanie danej grupy PH (tzn.1, 3
oraz 4). Dodatkowo dostarczaja cennych informacji odnoszacych si¢ do faz rozwoju
choroby oraz wskazujag na nowe hipotezy niezbedne do wyjasnienia komédrkowych
1 molekularnych $ciezek patomechanizmu PAH, ktére ostatecznie wplyng na
przezywalnos$¢ i jako$¢ zycia pacjenta. Zaproponowano kilka réznych podzialéw modeli
doswiadczalnych z uzyciem zwierzat [ 180, 221, 259], wérdd ktérych wyrdznia si¢ modele
klasyczne oraz alternatywne [280]. Obserwacje potwierdzaja, iz pomimo wieloletnich
prob dostepne modele nie oddaja w petni ludzkiego PAH, sugerujac kluczowg role
wczesniej wspomnianej hipotezy ,,multiple-hits” w patogenezie tego schorzenia. Dlatego
brane sg rowniez pod uwage modele laczace kilka roznych Sciezek patogenezy, ktére
mogg sugerowaé uzyskanie cigzszej postaci tego schorzenia z lepszym odwzorowaniem
ludzkiego PAH w obrazie histologicznym 1 hemodynamicznym. Przedstawione modele
moga obejmowa¢ modyfikacje tych klasycznych takich jak: modele oparte na
jednorazowym podaniu monokrotaliny w poltaczeniu z: pneumonektomia lub
zwigkszonym przeptywem plucnym (ang. aorto-caval shunt) [318], niedoborem
receptora dla endoteliny B(ETg) oraz modelem przewleklego niedotlenienie w potaczeniu

z iniekcja inhibitora VEGF - SU5416 [221]. Natomiast wsrod dostepnych i1 nadal
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testowanych alternatywnych modeli zwierzgcych warunkujacych rozwdj PAH wyrdznia
si¢ migdzy innymi: PAB (ang. pulmonary arterial banding; zwg¢zenie tasma pnia
ptucnego), Fawn-Hooded Rat (FHR; wyselekcjonowany szczep szczurzy
charakteryzujacy si¢ spontanicznie rozwijajacym si¢ nadci$nieniem plucnym
w odpowiedzi na tagodne niedotlenienie), modele uwarunkowane modyfikacjami
genetycznymi takimi jak: wytworzenie nadekspresji genu dla: Ang-1, IL-6,
S100A4/Mtsl, 5-HTT, TGF-a i TNF-a oraz modele z delecja (ang. knockout model):
BMPR II, apolipoproteiny-E 1 neprylizyny [221]. Okazuje si¢, iz modele taczone oraz
alternatywne pomimo zaawansowania procedury mogg by¢ stosunkowo kosztowne lub
wymaga¢ sporych umiejetnosci technicznych. Dodatkowo zwigzane sg z wysoka
$miertelnoscig zwierzat oraz nie obejmuja wszystkich zlozonych cech PAH [180].
Dlatego wigkszos¢ przeprowadzonych badan dos§wiadczalnych na zwierzgtach odnosi si¢
do dwodch klasycznych modeli takich jak: przewlekle niedotlenienie (ang. chronic
hypoxia model; CH) oraz indukcja PAH w wyniku podania monokrotaliny (ang.
monocrotaline-induced PAH; MCT). W pierwszym przypadku nadci$nienie ptucne
wywoluje si¢ poprzez umieszczenie zwierzgcia ( najczesciej myszy lub szczura)
najczesciej w komorze hipobarycznej. Cechg charakterystyczng przewlektej hipoks;ji jest
silna reakcja skurczowa naczyn ptucnych na ww. warunki. Jednoczes$nie zaobserwowano
przebudowe dystalnych czesci tetnic ptucnych z proliferacja warstwy srodkowej tetnic
1 odktadaniem macierzy mi¢dzykomorkowych oraz istotny wzrost ci$nienia skurczowego
prawej komory z jej przerostem. Zaletg opisywanego modelu jest nie tylko prostota
realizacji, ale charakterystyczna powtarzalno$¢ i mozliwo$¢ odwzorowania metody
na danym szczepie zwierzat. Natomiast istnieja rOwniez ograniczenia stosowania ww.
modelu, z ktérych najistotniejsza jest zmienno$¢ migdzygatunkowa na przewlekle
niedotlenienie, wiek zwierzat oraz brak dowodow niewydolnosci prawej komory serca.
Ponadto w odpowiedzi na niedotlenienie zaobserwowano umiarkowany lub catkowity
brak stanu zapalnego i zmian zarostowych lub splotowatych charakterystycznych dla
pacjentow z cigzkim PAH. Dlatego tez powyzszy model eksperymentalny
zaproponowano w przypadkach opisujacych sytuacje kliniczne nadcisnienia plucnego
w przebiegu chordb ptuc i/lub hipoksji (grupa 3 PH) takich jak: §rddmigzszowa choroba
ptuc, zaburzenia oddychania podczas snu, cigzka przewlekta obturacyjna choroba phluc
lub przewlekta ekspozycja na duzych wysokos$ciach [357].

Drugim klasycznym indukowanym, chemicznym modelem przewlektego

nadcis$nienia ptucnego jest zwierzecy model monokrotalinowy. Monokrotalina (MCT) to
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makrocykliczny alkaloid pirolizydynowy uzyskiwany z nasion ro$liny z gatunku
Crotalaria spectabilis [120]. Doktadny mechanizm dziatania tego zwigzku nie jest
poznany. Uwaza si¢ jednak, iz zwigzany jest on z metabolizmem watrobowym
monokrotaliny przy udziale cytochromu P450 (CYP3A4) z wytworzeniem aktywnego
pirolu metabolitu dehydromonokrotaliny (MCTP), ktéry ingeruje w prawidiowg synteze
biatek oraz DNA 1 odpowiada za toksyczne dziatanie zwigzku [23]. Po podaniu MCT
wystepuje charakterystyczny tzw. ,.syndrom monokrotalinowy”, ktéry objawia si¢
mi¢dzy innymi: ostrym martwiczym zapaleniem tetnic ptucnych lub przerostem prawe;j
komory serca [102]. Obecnie wyze] wymieniony model zwierzgcy jest czesto
wykorzystywany w badaniach eksperymentalnych ze wzgledu na uproszczong procedure
techniczng, charakterystyczng powtarzalno$¢, niski koszt oraz przede wszystkim
mozliwo$§¢ uzyskania zgodno$ci zmian patofizjologicznych 1  zastosowan
terapeutycznych podobnych do ,,ludzkiego” PAH [271].

W  przedstawionej pracy zastosowano model doswiadczalny tetniczego
nadci$nienia plucnego indukowanego monokrotaling. Metoda ta byla juz wczedniej
stosowana w naszych badaniach mi¢dzy innymi w badaniach na migéniowce gtadkiej
tetnicy ogonowej szczura [153]. W piSmiennictwie opisywano tetnicze nadci$nienie
phucne indukowane MCT w zakresie dawek od 40 do 300 mg/kg m.c. z r6znymi okresami
latencji wystapienia PAH [222]. Moga one wynosi¢ odpowiednio: trzy, siedem,
czternadcie, dwadziescia jeden lub trzydziesci pie¢ dni. Roznice dotycza takze czasu
podania lekow o mozliwym dziataniu terapeutycznym lub profilaktycznym ( zakres: od
siedmiu do czterdziestu dwoch dni) [271]. Dodatkowo wigkszo$¢ schematdéw opiera si¢
na zapobiegawczym dziataniu badanych zwigzkow polegajacym na przewleklym
dawkowaniu substancji przed lub od razu po iniekcji monokrotaliny [217]. Meyrick i wsp.
wykazali, iz po 3 dniach od spozycia monokrotaliny ( dawka 1g/kg paszy) widoczna byta
przebudowa dystalnych tetnic plucnych. Zas po uptywie 7 do 14 dni zaobserwowano
zmiany zapalne w ptucach, uszkodzenie srodbtonka oraz przebudowa tetnic plucnych
z réwnoczesnym nagromadzeniem si¢ makrofagdw i komoérek jednojadrzastych oraz
widoczny przerost prawej komory serca [200, 224]. Zmiany te potwierdzaja badania
morfometryczne wykazujace znaczacy przerost $cian tgtnic ptucnych [280]. Jednakze jak
zaobserwowano istotnym ograniczeniem zastosowania monokrotaliny jest zmienno$¢
migdzygatunkowa, ale réwniez w niektorych przypadkach zmienno$¢ wsrod szczepu
danych zwierzat. Dlatego wsrdd zwierzat eksperymentalnych najlepiej rozwijajacym oraz

indukujacym szereg zmian charakterystycznych dla ,,Jludzkiego” PAH jest szczur [73,
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102]. Jednakze monokrotalina powoduje wystepowanie pewnych anomalii
niezwigzanych z ,ludzka” postacia PAH takie jak: nadmierny obrzgk pecherzykow
1 naczyn plucnych, niedrozno$¢ zyt, obnizenie ci$nienia parcjalnego tlenu we krwi.
Wysokie dawki monokrotaliny (60-300mg/kg m.c.) moga przyczyni¢ si¢ do dzialania
hepatoksycznego, kardiogennego lub nefrotoksycznego [102, 280]. Zaobserwowano, iz
wszystkie ww. nieprawidlowosci moga odpowiada¢ za zwigckszong $miertelnos¢
zwierzat. Ahmed i wsp. odnotowali, iz po 21 dniach eksperymentu $miertelno$¢ wsrdd
zwierzat otrzymujacych MCT wzrasta o 27% [135]. Natomiast po uptywie 35 dni od
indukcji MCT odnotowano niski wspotczynnik przezycia zwierzat wynoszacy 35%
[292]. Jednak pomimo wyzej wymienionych niedogodno$ci w badaniach za pomoca tego
modelu dokonano szeregu ocen dla poszczegdlnych zwigzkow stosowanych w celu
leczenia PAH takich jak: imatynib, hamowanie kinazy Rho (fasudyl), ETA, inhibitory
transportera serotoniny, inhibitory PDE-5, statyny, inhibitor kinazy tyrozynowej 1 wiele
innych [180]. Niewatpliwymi zaletami wybranego w pracy modelu monokrotalinowego
sa liczne zmiany charakterystyczne dla patogenezy PAH migdzy innymi znaczne
uposledzenie frakcji wyrzutowej prawej komory serca prowadzace do jej przerostu,
zwigkszenie stresu oksydacyjnego oraz nadmierna aktywnos$¢ markerow prozapalnych
w wyniku zmian w regulacji iNOS [135]. Dodatkowo w omawianej pracy w celu
ograniczenia ryzyka wystapienia nadmiernej $miertelnosci wsrdd zwierzat przedstawiony
model doswiadczalny miescit si¢ w granicy do 23 dni eksperymentu od iniekcji MCT
z jednoczesnym zachowaniem zmian patologicznych zaobserwowanych dla tetniczego
nadci$nienia plucnego indukowanego monokrotaling, co zostalo potwierdzone
w badaniach morfometrycznych tkanki ptucnej. Ponadto warto zwréci¢ uwage, iz wiele
modeli badawczych terapii nadci$nienia plucnego u zwierzat opiera si¢ na przewleklym
pozajelitowym zastosowaniu zwigzkow terapeutycznych (np. podanie podskornie lub
czgsciej dootrzewnowe), a nie suplementacji doustnej. Zastosowana doustna
suplementacja wigzala si¢ réwniez z ograniczeniem stresu lub cierpienia zwierzat
doswiadczalnych.

W niemniejszej pracy dokonano analizy pojedynczego oraz lacznego wplywu L-
argininy 1 nikotynamidu na model t¢tniczego nadci$nienia ptucnego indukowanego
monokrotaling w grupie samcow, ale rowniez samic szczura. Celem przeprowadzonych
badan bylo zrozumienie podstawowych mechanizmow dzialania zwigzkow poprzez
badanie ich wptywu na hemodynamike prawej komory serca oraz na obraz

histopatomorfometryczny te¢tnic plucnych w PAH.
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Odkrycie, iz arginina jest naturalnym donorem NO pokazato nowe mozliwosci
terapeutyczne  zastosowania tego aminokwasu. Wczesniej, bowiem byla
wykorzystywana, jako ogniwo cyklu mocznikowego najczgsciej w przypadkach
detoksykacji organizmu w wyniku zatrucia amoniakiem, w stanach astenicznych,
niedozywieniu, hepatoksycznosci lub jako zwigzek zwigkszajacy odpornos¢ miesni na
zmegczenie podczas dlugotrwatego wysitku [156]. Niektore choroby np. miazdzyca,
hipercholesterolemia lub nadci$nienie plucne powoduja istotne obnizenie stezenia NO.
Dlatego w licznych badaniach podawano L-Arg doustnie oraz w infuzji. Potwierdzono
korzystne dziatanie w stanach chorobowych jednak podobny efekt byt widoczny rowniez
u 0so6b zdrowych [226]. Wnioskowano, iz wazodylatacyjne dziatanie argininy jest
efektem zwigkszonego dostgpu substratu wewnatrzkomoérkowego dla produkcji NO.
Jednak warunek skutecznos$ci leczenia zalezy tylko od aktywnos$ci konstytutywnej
syntazy tlenku azotu za§ podanie nadmiaru substratu nie powoduje wytworzenia duzych
ilosci NO. Widoczne jest to w momencie porOwnania stezenia wewnatrzkomorkowe;j
argininy ze stala szybkosci reakcji (Km; stata Michaelisa-Menten) syntazy NO, gdzie
wewnatrzkomorkowe stezenie L-Arg wynosito kilkaset pumol a Km dla syntazy tlenku
azotu okoto Sumol. Zjawisko to nazwano ,,paradoksem argininy” [160] 1 definiowane jest
w sytuacji gdzie podawanie egzogennej argininy zwigksza aktywnos¢ NO, mimo
nadmiaru stezenie L-Arg w organizmie. Powstato wiele hipotez probujacych wyjasnié
zaistniale zjawisko [209]. Pomimo wielu kontrowersji liczne badania potwierdzity
korzystny wplyw krotko- 1 dtugotrwatej suplementacji L-argining na wytwarzanie tlenku
azotu. Z dostepnych publikacji wynika, iz NO wykazuje wlasciwosci
naczyniorozszerzajace, hamuje rowniez adhezje i1 agregacje leukocytéw i plytek krwi.
Substancja ta redukuje napigcie $ciany naczyn jednoczes$nie obnizajac jej
przepuszczalno$¢ dla innych zwigzkéw (np. hormony, monocyty). Korzystne dzialanie
tlenku azotu wynika réwniez z jego wlasciwosci  antyoksydacyjnych
1 antyproliferacyjnych. L-arginina moze za$§ regulowaé produkcje NO w zaburzeniach
zwigzanych z nadprodukcja ww. zwigzku [209]. Dodatkowo moze dziata¢ roéwniez na
zmniejszenie wolnych rodnikéw oraz zminimalizowanie stanu zapalnego. W obrebie
serca redukuje opor ptucny [278] oraz utrzymuje niski indeks prawej komory, zwigksza
kurczliwos$ci migsnia sercowego, zmniejsza reakcje na stres oksydacyjny oraz zwigksza
relaksacje miocytow [56].

W dostepnym pismiennictwie opisano rowniez ochronne dziatanie nikotynamidu

na ostre uszkodzenie ptuc wywotane w wyniku mi¢dzy innymi niedokrwienia/reperfuzji,
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endotoksyn lub stresu oksydacyjnego [174]. W niniejszym badaniu przedstawiono, iz
zwigzek ten skutecznie zahamowat rozw¢) indukowanego przez monokrotaling PAH.
Istnieje wiele ukladow doswiadczalnych opisujacych wiasciwosci biologiczne
1 terapeutyczne nikotynamidu. Na uwage zastuguje model z polimeraza poli(ADP-
rybozy) (PARP). Nalezy do rodziny enzyméw jadrowych wykorzystujagc NAD™, jako
substrat 1 katalizuje przeniesienie polimeru poli(ADP-rybozy) na biatka akceptorowe (np.
glutaminian, asparaginian). Wplywa to na ich wlasciwosci funkcjonalne. Fizjologicznie
PARP uczestniczy migdzy innymi w: naprawie nici DNA, utrzymaniu nierozerwalnosci
genomu, remodelingu chromatyny, réznicowaniu komorek, transkrypcji, transformacji
nowotworowej, apoptozie oraz modulacji wewnatrzkomérkowej lokalizacji czynnikow
transkrypcyjnych (np.: p53, NK-«xB) [1, 150]. Jak wykazano w nastepstwie uszkodzenia
DNA np. w odpowiedzi na reaktywne formy tlenu, wolne rodniki lub peroksyazotyny
aktywnos¢ PARP gwaltownie wzrasta za§ przedtuzajacy si¢ stan dysfunkcji powoduje
obnizenie stezenia NAD" 1 ATP (zaburzenie homeostazy metabolicznej).
W konsekwencji moze to doprowadza¢ do ostrej niewydolno$ci komoérkowej lub nekrozy
[187]. PARP-1 w stanie hiperaktywnym przez wzbudzenie czynnikow transkrypcyjnych
reguluje w gore ekspresje gendw prozapalnych [26] oraz uczestniczy w patogenezie wielu
chorob takich jak: udar, wstrzas, zawat migsnia sercowego, cukrzyca, stany zapalne
réoznego pochodzenia, alergia, astma oraz zaburzenia nowotworowe lub
neurodegeneracyjne (choroba Parkinsona, Alzheimera) [323]. Zasugerowano, iz
niedobor lub inaktywacja PARP-1 moze przyczyni¢ si¢ do uzyskania znacznego stopnia
stabilnosci genomowej. Wiekszo$§¢ przeprowadzonych badan doswiadczalnych
wykazalo, iz zastosowanie nikotynamidu, jako inhibitora PARP wskazuje przede
wszystkim na jego cytoprotekcyjne dziatanie polegajace na zahamowaniu fragmentacji
DNA oraz usuwaniu zar6wno in vitro jak i in vivo czynnikow odpowiedzialnych za
uszkodzenie komorek [300]. Rola nikotynamidu w komoérkach migsni gladkich naczyn
(bezposrednio hamuje obkurczanie migsniowki) [42] komoérkach migsnia sercowego [15]
lub komoérkach nowotworowych (szczegélnie BRCA1 i BRCA2) to hamowanie
aktywno$¢ PARP na poziomie mitochondrialnym powodujac utrzymanie st¢zenia ATP
na odpowiednim poziomie [230, 316]. Nikotynamid wykorzystano réwniez, jako czynnik
neuroprotekcyjny w ostrym lub przewleklym uszkodzeniu mozgu poprzez
normalizowanie poziomu biomarkeréw stresu oksydacyjnego [131] oraz w warunkach
niedokrwienia/niedotlenienia tkanki mézgowej poprzez zminimalizowanie udaru [277].

Istniejg badania eksperymentalne na szczurach potwierdzajace korzystny wplyw
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nikotynamidu na cukrzyce insulinozalezng. Zasugerowano, ze ochronne dzialanie na
komorki B trzustki wynika z hamowania apoptozy 1 zapobiegania wytwarzania NO [6].
Dodatkowo suplementacja szczur6w nikotynamidem w cukrzycy indukowane;j
streptozotocyng moze posiada¢ dziatanie ochronne na wzrost peroksydacji lipidow w
trzustce (docelowy narzad STZ), jako czynnik ostaniajacy przed wytwarzaniem wolnych
rodnikoéw, ale nie zapobiega rozwojowi cukrzycy STZ [199]. Zaobserwowano réwniez
pozytywna odpowiedZ na nikotynamid w cukrzycowej neuropatii obwodowej, ktory
przyczynia si¢ do zwalczania zaburzef nerwowo-naczyniowych lub zahamowania
deficytu przewodnictwa nerwowego. Jednak powyzsze odkrycie nie przyniosto
oczekiwanych rezultatow i wymaga dalszych bardziej szczegdtowych badan [293].
Liczne badania sugeruja, iz nikotynamid jest silnym inhibitorem wielu cytokin
prozapalnych takich jak: IL-f, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-q, ktérego mechanizm nie wynika
z hamowania PARP [315]. Ponadto nikotynamid hamuje transformacj¢ limfocytow,
molekuty adhezyjnej ICAM-1, thumi kompleks zgodnosci tkankowej MHC klasy I1[119]
oraz zmniejsza aktywno$¢ makrofagow [332]. Posiada rowniez zdolno$¢ usuwania
wolnych rodnikéw oraz hamuje indukowalng syntaze NO (iNOS) [234]. Wyzej
wymienione wlasciwosci przeciwzapalne nikotynamidu najczes$ciej probowano
wykorzysta¢ w dermatologii oraz w schorzeniach na tle reumatoidalnym [316]. Dziatanie
nikotynamidu prébowano wykorzysta¢ rowniez w chorobach neurodegeneracyjnych (np.
choroba Parkinsona, zespot otepienia) [1]. Nikotynamid moze rowniez hamowac
aktywno$¢ pozostalych enzymow uczestniczacych w metabolizmie NAD™ takich jak:
mono-ADP-rybozylotransferazg lub sirtuiny. Wyniki badan na zwierzgtach wykazatly
réwniez, iz dieta bogata w nikotynamid moze regulowac receptory SUR2A w migséniu
sercowym poprzez wzrost NAD" i aktywowanie promotora SUR2 przez czynnik
transkrypcyjny c-jun jednocze$nie zwickszajac odpornos¢ migénia sercowego na reakcje
niedokrwienie/reperfuzji [58, 296]. Jak wspomniano wyzej badano rowniez odpowiedz
nikotynamidu na ostre uszkodzenie ptuc w wyniku niedokrwienia/reperfuzji na
izolowanym plucu szczura. Wyniki eksperymentu sugeruja istotny cytoprotekcyjny
wptyw nikotynamidu na pluca poprzez mozliwe zahamowanie PARP z ewentualng
zdolnoscig do usuwania cytokin prozapalnych, wolnych rodnikow oraz iNOS [285].
Doswiadczenie zostalo potwierdzone w obecno$ci silnego aktywatora neutrofili
potwierdzajac ochronne dzialanie nikotynamidu hamujac kaskad¢ zapalng prowadzaca

do uszkodzenia tego narzadu [174].
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W  przedstawionym badaniu wykazano, iz terapia doustng L-argining
1 nikotynamidem w sposob skuteczny wywierata ochronne dziatanie na uktad sercowo-
naczyniowy po 7-dniowym okresie wywotania indukowanego tetniczego nadci$nienia
plucnego u samcow oraz samic szczura. Korzystne efekty ochronne moga
prawdopodobnie wynika¢ z dostarczenia za pomoca diety wysokich dawek ww.
zwigzkow. W badanych przypadkach suplementacja L-argining i nikotynamidem nie
wplywata na dzienne spozycie paszy i wody obu plci. Dlatego wplyw leczenia ww.
zwigzkow na model nadci$nienia ptucnego byl niezalezny od spozycia innych sktadnikow
odzywczych wystepujacych w diecie. L-argining podawano szczurom obu plci
w wodnym roztworze o stezeniu 2,5%, co odpowiada dawce w zakresie od 1,6 do 2,2
g/kg m.c./dobg, ktora dodatkowo odnosi si¢ do $redniego spozycia wody przez szczury
wynoszacego od 16 do 22 ml/dobg. W przeprowadzonym badaniu dzienna $rednia dawka
L-argininy wynosita dla samcow i1 samic w grupie kontrolnej odpowiednio 1,905 oraz
1,87 g/kg m.c. Zastosowana dawka L-argininy to 4-krotno$¢ dawki zwyklej dla szczura
wynoszacej srednio 0,5g/kg m.c./dobe przy dziennym spozyciu 20ml wody. Natomiast
nikotynamid podawano szczurom obu plci w dawce 500mg/kg paszy, co odpowiada
okoto 37,5 mg/kg m.c. /dobe przy dziennym spozyciu 15g paszy. W przeprowadzonym
eksperymencie dawka nikotynamidu wynosita 15-krotnos¢ dawki zwyklej wynoszacej
2,25mg/kg m.c./dobg. W grupach kontrolnych $rednie dzienne spozycie nikotynamidu
dla samcow wynosito 24,63 a dla samic 31,72 mgkg m.c. Wyzej opisane
suplementowanie doustne L-argininy i nikotynamidu jest zgodne z zaleceniami NRC
1 charakteryzuje si¢ niewielkg toksycznoscig dla wysokich dawek [219, 343]. Dodatkowo
Sasaki i wsp. opierali si¢ na podobnym modelu badajac poziom L-argininy w osoczu
[268]. Ponadto badania kliniczne potwierdzity, iz biodostepnos$¢ L-argininy po podaniu
doustnym wynosi okoto 70% 1 jest stosunkowo wolna od dziatan ubocznych [55]. Jednak
juz podawanie bardzo wysokich dawek L-argininy (ok. 5g/kg m.c./dob¢) moze
powodowa¢ ryzyko zwigkszenie wytwarzania wolnych rodnikow tlenowych
przyczyniajac si¢ do zmniejszenia uwalniania tlenku azotu z jednoczesnym
niepowodzeniem do$§wiadczenia [81]. Taki model doswiadczalny czesto stosowany jest
w badaniach na szczurach z niewydolnoscig serca. Natomiast podawanie doustne
wysokich dawek nikotynamidu do tej pory wigzalo si¢ przede wszystkim z terapig
cukrzycy, hiperlipidemii lub chemioterapig [8, 37]. W przeprowadzonych badaniach
wykazano, iz dzienne spozycie nikotynamidu w monoterapii oraz terapii skojarzonej

z L-argining znaczaco wzrasta odpowiednio o 26,83% 1 28,25% w grupie samcoOw za$
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u samic wystepuje efekt odwrotny (obnizenie spozycia nikotynamidu o odpowiednio
12,64% 1 11,72%). Nie koreluje to jednak z poziomem nikotynamidu oraz jego
metabolitow w osoczu w obu grupach. Interesujaca obserwacja jest to, iz doustne podanie
nikotynamidu wptyngto na wzrost tego zwiazku oraz jego metabolitow Met-Na, Met-
2PY, Met-4PY oraz 4-PYR w osoczu u samcoOw oraz samic szczura w grupach
kontrolnych otrzymujacych nikotynamid oraz w grupach z nadcisnieniem plucnym
poddanej terapii nikotynamidem. Natomiast poziom ww. zwigzku ulegl obnizeniu
w grupie z nadci$nieniem plucnym szczegoélnie u osobnikow pici meskiej. Wiedza na
temat aktywacji szlaku nikotynamidowego w PAH u szczurow jest mato poznana.
Obserwacje te mozna porowna¢ z niedawno opublikowanymi spostrzezeniami, iz
nadci$nienie ptucne moze by¢ zwigzane z aktywno$cig szlaku z wykorzystaniem
metabolitow nikotynamidu [80]. Ponadto nikotynamid moze wywiera¢ ochronne
dziatanie poprzez zmniejszenie aktywnosci PARP z rownoczesnym przywrdceniem
zawartosci ATP w komorce [174]. Zaobserwowano, ze w trakcie PAH z suplementacja
nikotynamidem nastapil wzrost poziomu tego zwigzku w osoczu szczego6lnie u samcoOw
w stopniu porownywalnym do grupy otrzymujgcej sam nikotynamid. Odpowiedz ta
korelowata z podwyzszonym poziomem MNA w osoczu [80]. Dodatkowo wcze$niejsze
badania kliniczne potwierdzaja, iz suplementacja L-argining u pacjentow z PAH
wyraznie poprawila ci$nienie w tetnicy plucnej oraz parametry hemodynamiczne serca
[198, 215]. W przedstawionej pracy nie badano mechanizméw odpowiedzialnych
za wyzej opisang obserwacj¢. Nieznana jest przyczyna tych roznic i wymaga dalszego
wyjasnienia.

W przeprowadzonych badaniach aplikacja monokrotaliny spowodowata znaczne
zmniejszenie koncowej masy ciata zwierzat z szczegdlnym wskazaniem na samce
szczura. Obserwacje te sa zgodne z wcze$niej opublikowanymi spostrzezeniami
dotyczacymi wystgpienia objawow anorektycznych po ekspozycji na MCT [205, 290].
Warto zauwazy¢, iz terapia L-argining oraz nikotynamidem w grupie samcow cze$ciowo
odwrécita efekt monokrotaliny powodujac wzrost koncowej masy ciala zwierzat.
W grupie samic pomimo sukcesywnego przyrostu masy ciata zaobserwowano w grupach
leczonych niewielki wzrost koncowej masy ciala. Dodatkowo w grupach kontrolnych
otrzymujacych terapie rowniez wystapito zjawisko zmniejszenia przyrostu masy ciala juz
od 14 dnia suplementacji. Bardzo mozliwe, iz za zaistniale rdéznice odpowiada
metabolizm watrobowy wzgledem ptci dla badanych zwigzkéow. Nie jest to jednak

oczywiste 1 pozostaje do wyjasnienia [183]. W przeprowadzonych badaniach pomimo
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spadku masy ciata zwierzat doswiadczalnych nie zaobserwowano przypadkow
$miertelnych [2].

W wyniku tetniczego nadci$nienia phlucnego dochodzi do przewlektego
obcigzenia mig$nia sercowego, co w konsekwencji prowadzi do przerostu prawej komory
serca. Uszkodzenie RV jest jedng gldéwnych przyczyn umieralnosci pacjentéw z PAH.
Przerost migsnia sercowego moze by¢ indukowany w ramach modeli doswiadczalnych
wykorzystujacych substancje toksyczne takie jak: kokaina, aldehyd octowy,
doksorubicyna lub MCT. Prowadza one do zwigkszenia poziomu katecholamin,
obcigzenia hemodynamicznego oraz do indukcji niedotlenienia [170]. W niniejszym
badaniu zastosowano model monokrotalinowy, ktory powoduje powolnie rozwijajacy si¢
model hemodynamicznego PAH prowadzacy do przerostu prawej komory serca [334], co
réwniez zostalo zaobserwowane w naszych badaniach. Przerost RV moze przyczynic si¢
do rozwoju dysfunkcji rozkurczowej RV oraz zmniejszenia pojemnosci minutowe]
prawej komory, co charakteryzuje typowa niewydolno$¢ prawokomorowg [48]. Przerost
prawej komory serca zostal potwierdzony réwniez przez obecno$¢ zwigkszonego tzw.
indeksu Fulton’a z jednoczesnym wzrostem wskaznika RV/FBW, zwlaszcza w grupie
samic z PAH. Obserwacje te sa zgodne z wczesniej przeprowadzonymi pomiarami
przerostu RV, ktory jest konsekwencja jednorazowego wstrzyknigcia MCT [38, 170]
1 wskazuje na znaczny przerost RV w odpowiedzi na wystapienie przebudowy w obrgbie
naczyn plucnych w PAH [155, 305]. W piSmiennictwie zasugerowano réwniez
bezposredni wptyw hormondw plciowych na prawag komore serca niezaleznie od efektu
dysfunkcji tetnic ptucnych. U samcéw podanie metabolitu estradiolu zapobiegto
rozwojowi PAH indukowanego monokrotaling za$ u samic z obustronnym usuni¢ciem
jajnikdw (owariektomia) zastosowanie progesteronu wptyngto ochronnie na indukowane
tetnicze nadci$nienie plucne [304, 305]. Ponadto nadmierny przerost RV u samic z PAH
spowodowat jednoczesnie prawdopodobne uci$ni¢cie lewej komory serca. Ostatecznie,
wigc istnieje mozliwos$¢ ograniczonego napetnienia LV przyczyniajac si¢ do dysfunkcji
rozkurczowej [117, 154]. W grupie samcoéw takiego zjawiska nie zaobserwowano.
Natomiast w wyniku 16-dniowej monoterapii lub terapii w skojarzeniu badanych
zwigzkoéw doszto do normalizacji masy prawej komory serca oraz zmian¢ stosunku
RV/LV+S oraz parametru RV w odniesieniu do koncowej masy ciata zarowno u samcow
jak 1 samic ze szczeg6lnym uwzglednieniem poprawy w grupach samic. Efekt ten jest
widoczny szczegodlnie w lacznym podawaniu obu zwigzkow. Jest to zgodne z wczesniej

opublikowanymi danymi, wykazujgcymi, iz zastosowanie L-argininy w terapii
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skojarzonej powoduje zahamowanie objawéw PAH [2, 348]. Natomiast ochronne
dziatanie nikotynamidu u samcow zostato potwierdzone w badaniach nad ostrym
uszkodzeniem ptuc, gdzie w sposob zalezny od dawki nikotynamid ostabit dziatanie
silnego aktywatora neutrofili [174]. Pomimo tych obserwacji samice z indukowanym
PAH leczone nikotynamidem zachowaly wyzszy wskaznik przerostu RV oraz RV/FBW
przy jednoczesnym braku zmniejszenia lewej komory serca. W grupie samcow w tej
grupie efekt dzialania nikotynamidu byt odwrotny.

Wyzej wymienione obserwacje koreluja z obrazem histologicznym oraz
pomiarem morfometrycznym. Potwierdzily one skuteczno$¢ zastosowanej metody
rozwoju tetniczego nadcisnienia plucnego indukowanego monokrotaling oraz
udokumentowaty przyczyne typowych objawow niewydolnosci prawej komory serca.
W obrazie histologicznym w grupach z PAH zaobserwowano charakterystyczne
pogrubienie $cian naczyn z rdwnoczesnym zwe¢zeniem $wiatta tetnic, ktory zauwazalny
byl szczegodlnie w tetniczkach wsérod pecherzykow plucnych obu ptei. Dodatkowo
zaobserwowano stan zapalny i1 obrzgk phuc, ktory jest charakterystyczny dla modelu
MCT. Powyzsze obserwacje maja potwierdzenie w danych literaturowych [185].
W wyniku podania monokrotaliny prawdopodobnie nastgpito wywotanie stresu
oksydacyjnego oraz znaczny wzrost wytwarzania ROS w ptucach oraz w tkankach RV
z roéwnoczesnym zwigkszeniem cytotoksycznosci w komorkach s$rodbtonka tetnic
phucnych. Natomiast zastosowanie w monoterapii lub w potaczeniu badanych zwigzkow
normalizuje obraz histologiczny u samcow i samic szczura. Szczegbdlnie w grupach
samcOw otrzymujacych L-argining oraz polaczenie diet L-argininy z nikotynamidem
wykazano poprawe obrazu morfologicznego [348]. Jednym 2z mechanizmow
zaobserwowanego pozytywnego wplywu badanych zwigzkéw moze by¢ zwigzany ze
zniesieniem stresu oksydacyjnego, redukcja stanu zapalnego a w konsekwencji
zmniejszeniem aktywno$ci iNOS. Warto odnotowaé, iz w grupie samic z PAH
otrzymujacych nikotynamid obraz histologiczny byl zdecydowanie bardziej
niekorzystny. Zaobserwowano bardziej rozlegty stan zapalny i obrzgk w poréwnaniu do
kontroli. Jednoczesnie koreluje to z widocznym, ale nie znamiennym przerostem RV,
pomimo ze analiza morfometryczna nie wykazata znaczacych rdéznic. Inna opcja
wystgpienia ww. nieprawidtowosci moze by¢ podyktowana niespecyficznymi zmianami
indukowanymi przez monokrotaling lub odmienny metabolizm watrobowy tej substancji
u samic. Nie mniej jednak w opisywanej pracy nie zaobserwowano istotnych réznic

wpltywu monokrotaliny oraz zastosowanej terapii wzgledem plci na obraz histologiczny
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i morfometryczny. By¢ moze przeprowadzenie badania immunohistochemicznego
w preparatach mikroskopowych z zastosowaniem ww. modelu doswiadczalnego
dostarczyloby nowych informacji o mechanizmach wplywu leczenia L-argining oraz
nikotynamidem na rozwdj PAH u samcow i1 samic szczura, co bedzie przedmiotem
naszych dalszych badan.

Przeprowadzone eksperymenty wyraznie udowodnity, iz terapeutyczne dawki
L-argininy oraz nikotynamidu w monoterapii oraz w skojarzeniu zmienity parametry
wyjSciowe sity skurczu migs$nia brodawkowatego prawej komory serca bez lub z
tetniczym nadci$nieniem ptucnym indukowanego monokrotaling u szczuréw obu pfci.
Migsien brodawkowaty ze wzgledu na wielko§¢ oraz réwnolegle ulozenie
kardiomiocytow jest czesto stosowanym uproszczonym modelem serca za pomoca,
ktorego mozna bada¢ bezposrednio kurczliwos¢ [341]. W przedstawionej pracy
wykazano, iz indukowane tetnicze nadcisnienie ptucne w grupie samcow zmniejszyto
podstawowg site skurczu migsnia sercowego. Moze mie¢ to zwigzek z regulacjg w dot
receptoréw Pl-adrenergicznych w kardiomiocytach w wyniku podania MCT oraz
towarzyszace temu znaczne zmniejszenie wzrostu zawartosci wewnatrzkomorkowego
cAMP [169]. Wystepujace w takich warunkach zwigkszone zuzycie tlenu moze
przektadac si¢ na zmniejszenie predkosci skracania oraz napigcia izometrycznego [341].
Warto zaznaczy¢, iz bezposrednie dziatanie kardiotoksyczne MCT moze mie¢ réwniez
wplyw na funkcj¢ komory prawej. Na zmniejszenie sity skurczu obserwowanej podczas
rozwoju PAH moze mie¢ wptyw rowniez przerost RV, jak to udowodnit Henkens i wsp.
[118]. Sugerowanie zwigkszonego obcigzenia nast¢pczego RV ma potwierdzenie
réwniez w obnizeniu parametréw wyjsciowych szybkosci skurczu oraz rozkurczu serca
(sa to istotne parametry, ktore wzbogacaja mozliwo$¢ oceny funkcji serca i dynamiki jego
pracy) w grupie samcOw i samic szczura z PAH. Natomiast wyniki pomiardw w grupie
samic w tetniczym nadci$nieniu ptucnym indukowanym monokrotaling wykazuja
znamienny wzrost podstawowej sity skurczu mig$nia brodawkowatego. W zwigzku
Z powyzszym mozna zasugerowac, iz kardiomiocyty u samcow posiadaja wigkszg
wrazliwos$¢ 1 ulegaja wigkszemu przerostowi migsnia sercowego niz u samic. Jest to
zgodne z wczesniej opublikowanymi badaniami klinicznymi opisujgcymi efekt ochronny
estrogenow, ktore dodatkowo zmniejszaja apoptoze kardiomiocytéw [340].

Zastosowanie L-argininy i nikotynamidu pojedynczo lub w skojarzeniu
skutecznie znormalizowato podstawowe parametry mechaniczne mig$nia sercowego obu

plci ze szczegdlnie znamiennym zmniejszeniem sity skurczu u samic. Jak wspomniano
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L-arginina jest prekursorem tlenku azotu, ktory jest produktem reakcji katalizowanej
przez syntaze tlenku azotu. Dodatkowo L-arginina wywiera nieznaczne inotropowo
ujemnie dziatanie na migsien sercowy. Tlenek azotu dziala poprzez aktywacje cyklazy
guanylowej powodujac wzrost stezenia cGMP, ktéry aktywuje kinazy proteinowe
1 fosfodiesterazy. Wplyw tlenku azotu na uktad krazenia polega na wazorelaksacji oraz
na hamowaniu aktywacji 1 agregacji ptytek krwi, a takze na redukowaniu proliferacji
migéni gltadkich. W PAH obserwuje si¢ dysfunkcje srodbtonka, co w konsekwencji moze
prowadzi¢ do zmniejszenia biodostgpnosci NO. Tlenek azotu parakrynnie rozszerza
naczynia krwionos$ne, odgrywa réwniez role w regulowaniu napigcia naczyniowego
1 kurczliwo$ci miesnia sercowego. Nikotynamid, jako czynnik cytoprotekcyjny, ale
réwniez przeciwzapalny oraz jako ewentualny modulator podjednostki SUR2A kanalow
potasowych ATP-zaleznych w kardiomiocytach. W zwigzku z tym moze spetniac istotng
role w kardioprotekcji oraz poprawia¢ wydolnosci migsnia sercowego poprzez
hamowanie  poli(ADP-rybozy) 1  zapobieganiu =~ hamowania  oddychania
mitochondrialnego z réwnoczesnym obnizeniem ATP w komoérkach. Dodatkowo
nikotynamid posiada wlasciwosci przeciwzapalne wynikajagce z hamowania syntazy
iINOS oraz zdolnosci usuwania wolnych rodnikéw. Wzajemna zaleznos¢ tych dwoch
sktadnikow moze przyczyni¢ si¢ do poprawy funkcji serca u chorych w III lub IV klasie
wg NYHA lub ewentualne przesung¢ chorego do klasy I lub II, poprawiajac wydolnos$¢
fizyczng 1 zmniejszy¢ objawy tetniczego nadci$nienia ptucnego. Pomimo faktu, iz
ochronny mechanizm dzialania obu suplementdéw moze by¢ wieloczynnikowy, to
odnotowana poprawa hemodynamiki i1 funkcji migénia sercowego spowodowana
suplementacja wymienionych zwigzkow jest znaczaca. Na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ przyczyny zaistnialego zjawiska, ktore
pozostaje do wyjasnienia.

Migsien sercowy w spoczynku dziala przy submaksymalnym potencjale
skurczowym [39] posiadajgc jednocze$nie znaczne rezerwy skurczowe i w razie
rosnacego zapotrzebowania uktadu krazenia moze z tatwoscig zmieni¢ site oraz szybkos¢
skurczu. Szybko$¢ akcji serca zalezy od dziatania uktadu wspotczulnego (uwalnianie
noradrenaliny) oraz przywspoétczulnego ( uwalnianie acetylocholiny). W wyniku stresu
nastepuje uwalnianie nadmiaru noradrenaliny w koncowkach nerwowych oraz
bezposrednie uwalnianie adrenaliny do krwioobiegu. Powoduje to zwigkszenie czestosci
akcji serca (efekt chronotropowy) oraz sity skurczu ( efekt inotropowy) [39]. Stymulacja

uktadu adrenergicznego w izolowanym mig$niu brodawkowatym serca powinna
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powodowac wzrost sity skurczu, szybkosci skurczu oraz stopnia relaksacji ( dzialanie
lusitropowe). Efekty te sg czgsto posrednio zalezne od stymulacji receptoréw
B-adrenergicznych. Obecnie na podstawie badan klinicznych stwierdzono, iz odpowiedz
adrenergiczna serca znaczaco zmienia si¢ w przebiegu niewydolnosci serca [39].
W przedstawione] pracy zbadano dzialanie noradrenaliny, jako selektywnego agoniste
receptorow adrenergicznych o i1 Pi. Podskorne podanie monokrotaliny prowadzi do
zwigkszenia wydajnosci prawej komory serca i wywolanie inotropowo dodatniej
odpowiedzi migsnia brodawkowatego serca [39]. W przedstawionej pracy
zaobserwowano ww. efekt pobudzenia migsnia sercowego noradrenaling oraz znamienny
wzrost sity skurczu we wszystkich badanych grupach indukowanych monokrotaling.
Natomiast podanie doustne wysokich dawek L-argininy oraz nikotynamidu w leczeniu
skojarzonym oraz w monoterapii PAH zmniejszylo ( unormowato) pozytywny efekt
inotropowy migsnia brodawkowatego prawej komory serca. Jednym z ciekawych
spostrzezen w przeprowadzonym doswiadczeniu jest nieoczekiwany wzrost sity skurczu
po podaniu noradrenaliny w grupie samic otrzymujacych sam nikotynamid
z jednoczesnym spadkiem przyrostu sily skurczu w grupie samic otrzymujacych
nikotynamid w tetniczym nadci$nieniu plucnym. Powyzszy efekt koreluje ze zmiang
szybkosci skurczu migsnia brodawkowatego, co sugeruje ewentualng zmienno$c
metabolizmu nikotynamidu wzgledem pici. Dalsza analiza tego zjawiska wymaga
kolejnych badan.

Przedstawione badania nie pozwalaja na pelne wyjasnienie mechanizmow
molekularnych podstaw protekcyjnego dziatania L-argininy i nikotynamidu w przebiegu
tetniczego nadcisnienia plucnego. Wptyw ochronnego dziatania nikotynamidu na badany
uklad sercowo-naczyniowy moze wynika¢ z jego dziatania, jako wymiatacza wolnych
rodnikow 1 toksyn, jako efektu hamujacego poli(ADP-rybozg) lub jako mozliwe
hamowanie aktywnosci enzymdéw metabolizujacych NAD z  jednoczesnym
podwyzszeniem stg¢zenia wewnatrzkomoérkowego NAD. Dzialanie ochronne
nikotynamidu moze rowniez wynika¢ z aktywacji metabolitow nikotynamidu
z uwzglednieniem miedzy innymi  wazoprotekcyjnego, przeciwzapalnego
przeciwzakrzepowego dziatania N-metylonikotynamidu. Natomiast korzystny efekt
wpltywu podawania doustnego L-argininy w t¢tniczym nadci$nieniu plucnym zostat
udokumentowany juz w badaniach klinicznych [215]. Dodatkowo wykazano pozytywne
dziatanie L-argininy u szczurow po aplikacji MCT gdzie stwierdzono zmniejszenie

podwyzszonego ci$nienia w tetnicy ptucnej (PAP). Wykazano réwniez, iz leczenie samg
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L-argining bez tetniczego nadci$nienia plucnego nie wptywa na PAP. Powoduje to brak
wytwarzania endogennego NO w grupach otrzymujacych samg L-Arg [268].
Jednoczesnie stosowanie L-argininy z nikotynamidem zmniejsza wytwarzanie przez
komorki reaktywnych form tlenu poprawiajac biologiczng aktywno$¢ tlenku azotu, ktory
jest syntetyzowany w komoérkach srodbtonka naczyniowego [2]. Zastosowanie
skojarzonej doustnej terapii L-argininy i nikotynamidu w tetniczym nadci$nieniu
ptucnym indukowanym monokrotaling jest obiecujacym nowym podejSciem w terapii
PAH, jak to wykazano w przedstawionej pracy i1 moze by¢é w przysztosci
wykorzystywany w praktyce klinicznej. Omawiana praca wykazala, ze terapeutyczne
podawanie i/lub wiaczenie do leczenia skojarzonego suplementow diety L-argininy i
nikotynamidu moze by¢ alternatywnym sposobem leczenia tej cigzkiej choroby o zlym

rokowaniu.
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6. WNIOSKI

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze:

1. Tetnicze nadcisnienie ptucne (PAH) indukowane monokrotaling wywiera istotny
wpltyw na kurczliwo$¢ serca, powodujagc obnizenie wyjsciowych parametrow
mechanicznych z wyjatkiem sity skurczu u samic szczura oraz zwigkszong
odpowiedzig adrenergiczng serca z wyjatkiem zmniejszenia szybkosci skurczu
(+dF/dt) tylko u samic z PAH.

2. PAH powoduje zwigkszenie grubosci $cian tetnic ptucnych (bardziej zaznaczone
u samcoéw) oraz niekorzystne zmiany w obrazie histopatologicznym ptuc u samcow
1 samic szczura oraz przerost prawej komory serca (bardziej zaznaczony u samic).

3. Zastosowanie L-argininy u zwierzat z PAH powoduje normalizacj¢ podstawowej sity
skurczu w odniesieniu do grup kontrolnych i zmniejszenie odpowiedzi adrenergiczne;j
migénia brodawkowatego. Wyjatek stanowi wpltyw noradrenaliny na wzrost
parametru +dF/dt w grupie samic otrzymujacych L-argining z PAH.

4. Suplementacja L-argininy zmniejsza przerost prawej komory serca u samcow 1 samic
szczura oraz grubo$¢ $cian tetnic plucnych (zaznaczony bardziej u samcow)
z roOwnoczesnym ograniczeniem wystepowania patologicznych zmian w obrazie
morfologicznym w pordwnaniu do zwierzat z PAH.

5. Przewleklte podawanie nikotynamidu u zwierzat z indukowanym tetniczym
nadci$nieniem plucnym normalizuje podstawowa site skurczu z jednoczesnym
istotnym zwigkszeniem szybko$ci skurczu i rozkurczu niezaleznie od plci oraz
zmniejszenie odpowiedzi adrenergicznej mig$nia brodawkowatego i1 przerost prawej
komory serca (bardziej zaznaczone u samcow) z redukujg przebudowy $cian tetnic
phlucnych (bardziej zaznaczone u samic) i normalizacjg obrazu morfologicznego ptuc.

6. Skojarzone podawanie L-argininy z nikotynamidem w warunkach rozwoju tetniczego
nadci$nienia plucnego wplywa w sposob istotny na normalizacje wyjsciowych
parametréw mechanicznych oraz odpowiedzi adrenergicznej migsnia sercowego
u samcOw 1 samic szczura oraz zmniejsza przerost prawej komory serca 1 znacznie
ogranicza  przebudowg¢  $cian  tetnic  plucnych  okotopecherzykowych
1 okotooskrzelikowych z réwnoczesng poprawag obrazu histopatologicznego tkanki

ptucnej w wigkszym stopniu niz monoterapia kazdym z badanych zwigzkow.
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7. STRESZCZENIE

Wstep: Tetnicze nadci$nienie ptucne (PAH) to zlozony stan patofizjologiczny
charakteryzujacy si¢ zwezeniem, przebudowa i proliferacja matych tetnic ptucnych
Z postepujagcym wzrostem oporu plucnego. Prowadzi to do przerostu prawego
przedsionka oraz niewydolno$ci prawej komory serca a w konsekwencji $§mierci pacjenta.
Zaburzona funkcja prawej komory serca jest decydujagcym czynnikiem moéwigcym o
wydolno$ci wysitkowej 1 dalszym prognozowaniu pacjenta z PAH. Mimo postepow w
leczeniu PAH przezywalno$¢ nadal jest niesatysfakcjonujagca a rokowanie bez
odpowiedniej terapii celowanej sg niekorzystne. Sugeruje si¢, iz zastosowanie L-argininy
1 nikotynamidu moze by¢ alternatywa w sposobie leczenia PAH. L-arginina oprocz
wiasciwos$ci typowych dla tlenku azotu takich jak: naczyniorozszerzalno$¢, hamowanie
adhezji 1 agregacji leukocytow 1 ptytek krwi moze regulowa¢ produkcje NO w
zaburzeniach zwigzanych z nadprodukcjg ww. zwigzku. Moze dziata¢ na zmniejszenie
wolnych rodnikow oraz zminimalizowanie stanu zapalnego. W obrgbie serca redukuje
opor plucny oraz utrzymuje niski indeks prawej komory, zwigksza kurczliwo$ci migénia
sercowego, zmniejsza reakcje na stres oksydacyjny oraz zwigksza relaksacje miocytow.
Liczne badania sugeruja, iz nikotynamid jest silnym inhibitorem wielu cytokin
prozapalnych. Posiada réwniez zdolno$¢ usuwania wolnych rodnikoéw oraz hamuje
indukowalng syntaze NO (iNOS). Wyniki badan wykazaty rowniez, iz dieta bogata w
nikotynamid moze regulowa¢ receptory SUR2A w mig$niu sercowym poprzez wzrost
NAD" jednocze$nie zwiekszajgc odporno$¢ mieSnia sercowego na reakcje
niedokrwienie/reperfuzji. Niewiele jest prac dotyczacych oceny wplywu tetniczego
nadci$nienie ptucnego indukowanego monokrotaling na migsien sercowy w zaleznosci
od plci. Nieznany jest rowniez wplyw stosowania L-argininy w skojarzeniu z
nikotynamidem na serce w zaleznos$ci od pici.

Cel: Proba oceny wptywu doustnej terapii L-argining i nikotynamidem na uktad sercowo-
naczyniowy samcow i samic szczura w tetniczym nadci$nieniu plucnym indukowanym
monokrotaling. W warunkach eksperymentalnych dokonano analizy wpltywu ww.
zwigzkoéw na podstawowe parametry mig$nia brodawkowatego takie jak: sita skurczu,
szybko$¢ skurczu oraz rozkurczu; parametry hemodynamiczne migénia sercowego w
trakcie pobudzenia uktadu adrenergicznego; parametry przerostu prawej komory serca;

obraz histopatologiczny i pomiar morfometryczny tetnic ptucnych.
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Material i metody: Procedure eksperymentalng przeprowadzono na 96 szczurach typu
Wistar, obu ptci o poczatkowej masie ciata 1984+3g. Zastosowano model do§wiadczalny
tetniczego nadcis$nienia plucnego indukowanego monokrotaling ( jednorazowe podanie
podskorne; dawka 60mg/kg m.c.). Po 7-dniowym okresie indukcji PAH przystgpowano
do podania 16-dniowej monoterapii lub w leczeniu skojarzonym dwoch zwigzkow: L-
argininy (2,5% roztwor) oraz nikotynamidu (500mg/kg paszy). Po 23 dniach od iniekcji
monokrotaliny izolowano migsien brodawkowaty z prawej komory serca. Pomiar
kurczliwo$ci mig$nia brodawkowatego przeprowadzano za pomoca aparatury Steiert
Organ Bath (Hugo Sachs Elektronik, Niemcy). Dodatkowo, dokonywano pomiaru
wskaznikow przerostu prawej komory serca. Oznaczano rOwniez mas¢ ciata szczuréw w
poszczeg6lnych grupach. W celu stwierdzenia zmian zachodzacych w pod wplywem
monoterapii oraz terapii taczonej w PAH dokonywano oceny patomorfologicznej oraz
morfometrycznej tetnic ptucnych.

Wyniki i wnioski: Na podstawie przeprowadzonych w tej pracy badan stwierdzono, iz
tetnicze nadcis$nienie plucne (PAH) indukowane monokrotaling wywiera istotny wptyw
na kurczliwo$¢ migsnia sercowego, powodujac obnizenie wyjsciowych parametrow
mechanicznych z wyjatkiem sity skurczu u samic szczura (istotny wzrost parametru Fc).
Dodatkowo wykazano zwigkszong odpowiedzig adrenergiczng serca z wyjatkiem
zmniejszenia szybkos$ci skurczu (+dF/dt) tylko u samic z PAH. T¢tnicze nadci$nienie
ptucne powoduje zwigkszenie grubo$ci $cian tetnic ptucnych (bardziej zaznaczone u
samcOw) oraz niekorzystne zmiany w obrazie histopatologicznym pluc (obrzek, stan
zapalny) u samcoéw 1 samic szczura oraz przerost prawej komory serca (bardziej
niekorzystne u samic). Zastosowanie w monoterapii L-argininy lub nikotynamidu u
zwierzat z PAH powoduje normalizacje podstawowej sity skurcz (u samcow
podwyzszona; u samic obnizona) w odniesieniu do grup kontrolnych oraz zwigkszenie
parametrow wyjsciowych +dF/dt i —dF/dt niezaleznie od ptci. Dodatkowo monoterapia
zmniejsza odpowiedz adrenergiczng mig$nia brodawkowatego. Wyjatek stanowi wplyw
noradrenaliny na wzrost parametru +dF/dt w grupie samic otrzymujacych L-argining w
PAH. Przewlekla terapia L-argining w PAH zmniejsza przerost prawej komory serca
(zaznaczony bardziej u samic) szczura oraz grubo$¢ $cian tetnic ptucnych (zaznaczony
bardziej u samcoéw) z réwnoczesnym ograniczeniem wystgpowania patologicznych
zmian w obrazie morfologicznym w poréwnaniu do zwierzat z PAH. Przewlekle
podawanie nikotynamidu u zwierzat z indukowanym tgtniczym nadci$nieniem zmniejsza

przerost prawej komory serca (bardziej zaznaczone u samcOéw) ze zmniejszeniem
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przebudowy $cian tetnic plucnych (bardziej zaznaczone u samic) i normalizacja obrazu
morfologicznego ptuc. Skojarzone podawanie L-argininy z nikotynamidem w warunkach
rozwoju tetniczego nadci$nienia plucnego wpltywa na korzystng istotng normalizacje
wyjsciowych parametrow mechanicznych oraz odpowiedzi adrenergicznej mig¢$nia
sercowego u samcOw 1 samic szczura w odniesieniu do grupy kontrolnej oraz grup
bedacych na mondietach w PAH. Ponadto skojarzona dieta bardziej normalizuje przerost
prawej komory serca 1 znacznie ogranicza przebudowe S$cian tetnic plucnych
okotopecherzykowych 1 okotooskrzelikowych z réwnoczesng poprawa obrazu
histopatologicznego tkanki plucnej w wigkszym stopniu niz monoterapia kazdym z
badanych zwigzkéw. Przeprowadzone badania pozwalajg sugerowaé, iz terapia
skojarzona moze posiada¢ potencjalne korzysci wynikajace z zachowania efektywnosci
obu zwigzkoéw opartej na hamowaniu obserwowanych zmian wywolanych przez
aplikacje monokrotalny indukujacej tetnicze nadci$nienie ptucne a zauwazalna odmienna
odpowiedz na suplementacj¢ sugeruje na réznice w zakresie wydajnosci mig$nia

sercowego w zaleznosci od pici.
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8. SUMMARY

Background: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a complex pathophysiological
condition characterized by the reduction, reconstruction, and proliferation of small
pulmonary arteries and progressive increase in pulmonary resistance. Such changes lead
to right ventricular hypertrophy and right heart failure and as the consequence will lead
to the death of the patients. The dysfunctional right ventricular function is a decisive
factor in terms of further prognosis of PAH patients. Though progress in PAH treatment,
patient survival is still unsatisfactory and prognosis without appropriate targeted therapy
is unfavorable. It is suggested that the use of L-arginine and nicotinamide may be an
alternative in the treatment of PAH. Beside L-arginine typical properties as a nitric oxide
such as vasodilatation, inhibition of adhesion and aggregation of leukocytes and platelets,
may regulate the production of NO in disorders related to overproduction of nitric oxide.
It can work to reduce free radicals and to minimize inflammation. In the heart reduces
pulmonary resistance and maintains a low right ventricular index, increases myocardial
contractility, reduces reaction to oxidative stress and increases myocardial relaxation.
Different studies suggest that nicotinamide is a potent inhibitor of many proinflammatory
cytokines. It also has the ability to remove free radicals and inhibits the inducible NO
synthase (iNOS). Studies have also shown that nicotinamide-rich diets can regulate
SUR2A receptors in the myocardium by increasing NAD+ while increasing myocardial
resistance to ischemia/reperfusion. There is't many publications on the assessment are
there any differences between males and females cardiac muscle in the arterial pulmonary
hypertension induced by monocrotaline. Also unknown remains the effect of combined
treatment of L-arginine and nicotinamide on the heart according to the gender.

Aim: To evaluate the effect of supplementation L-arginine and nicotinamide on the
cardiovascular system of male and female rats in monocrotaline-induced pulmonary
hypertension. Under the experimental conditions the effects of drugs on the basic
parameters of papillary muscle such as: developed tension (Fc), the velocity of
contraction (+dF/dt) and relaxation (-dF/dt). We were analyzing hemodynamic
parameters of the myocardium during stimulation of the adrenergic system and
parameters of right ventricular hypertrophy. In addition, we did the histopathological
picture and pulmonary arterial morphometric measurement.

Materials and methods: The experimental procedure was performed on 96 Wistar rats,

both sexes with an initial body weight of 198+3g. An experimental model of pulmonary
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hypertension induced by monocrotaline (single-dose subcutaneous injection, 60mg/kg
b.w.) was used. After 7 days of PAH induction, 16-day supplementation of monotherapy
L-arginine (2.5% solution) and nicotinamide (500 mg/kg feed) were administered. After
23 days since the monocrotaline injection, papillary muscle was isolated from the right
ventricle. Measurement of papillary contractility was performed using Steiert Organ Bath
apparatus (Hugo Sachs Elektronik, Germany). In addition, right ventricular hypertrophy
indicators were measured. The weight of the rats in the individual groups was also
determined. In order to detect changes occurring under the influence of monotherapy and
combined therapy in PAH, pathological and morphometric assessment of pulmonary
arteries was performed.

Results and conclusions: Studies have shown that monocrotaline-induced pulmonary
arterial hypertension (PAH) have a significant effect on myocardial contractility. It
decreases the mechanical parameters except for the developed tension in rat females
(significant increase in Fc). Additionaly it cause increased cardiac adrenergic response
with the exception of the reduced velocity of contraction (+dF/dt) only in females with
PAH. MCT-induced pulmonary hypertension resulted in increased pulmonary arterial
wall thickness (significant increase in males) and pathohistological changes in the lung
of male and female rats and right ventricular hypertrophy (significant increase in
females). The use of monotherapy L-arginine or nicotinamide in PAH animals, regardless
to the gender, normalizes the basal contraction force (in males increase but in the female
decrease) for control groups and (an increase in baseline parameters +dF/dt and -dF/dt.
In addition, this monotherapy reduces the adrenergic response of papillary muscle. The
exception is the effect of noradrenaline on the increase in the parameter +dF/dt in the
group of females receiving L-arginine in PAH. Long-term L-arginine therapy in PAH
reduces right ventricular hypertrophy (more significant in females) and pulmonary artery
wall thickness (more significant in males) while reducing pathological morphological
changes compared to PAH animals. Long-term therapy of nicotinamide in animals with
PAH reduces right ventricular hypertrophy (more significant in males) with reduced
pulmonary artery wall remodeling (more significant in females) and normalization of
lung morphology. Combined therapy of L-arginine with nicotinamide MCT-induced
pulmonary hypertension resulted in significant beneficial normalization of baseline
mechanical parameters and myocardial adrenergic responses in male and female rats with
reference to the control group and the monotherapy groups in PAH. In addition, the mixed

diet more normalizes right ventricular hypertrophy and significantly reduces the
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reconstruction of peri-alveolar and pericardial pulmonary arteries with simultaneous
improvement of histopathological pulmonary tissue image to a greater degree than
monotherapy of each tested compounds. These studies have suggested that combination
therapy may have the potential benefit of maintaining the efficacy of both compounds
based on the inhibition of observed monocrotaline-induced pulmonary hypertension and
a different response to supplementation must underlie gender-based differences in cardiac

performance.
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10. ZALACZNIK

Wykres 1. Dzienne $rednie spozycie paszy (g) 1 wody (ml) po stosowaniu L-argininy
(L-ARG) i/lub nikotynamidu (NCA) u samcoéw(d) i samic(Q) szczura bez lub
z indukowanym tetniczym nadci$nieniem plucnym(PAH); ANOVA+ test Newman-

Keuls; warto$ci przedstawiono, jako $rednia = SEM.

(3) Samiec — ** - P<0,01 Iub * - P<0,05 vs. NCA; # - P<0,05 vs. PAH; a0 — P<0,01 lub
o — P<0,05 vs. PAH+L-ARG;
(%) Samica — NS.

B Pasza Samiec(J) M Pasza Samica(?)
B Woda Samiec(d) B Woda Samica(?Q)

35 ~

30 A
25

20 | &

Dzienne spozycie paszy / wody [g] / [ml]

Kontrola L-ARG NCA L-ARG PAH PAH PAH PAH
+NCA +L-ARG +NCA +L-ARG
+NCA
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Wykres 4. Masa ciala (BW) po stosowaniu L-argininy (L-ARG) 1/lub nikotynamidu

(NCA) u samic (9) szczura bez lub z indukowanym t¢tniczym nadcis$nieniem ptucnym

(PAH); ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawiono, jako srednia + SEM.

Dzien 0 — NS;

Dzien 14 - *** - P<0,001 lub ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. FC; ## - P<0,01 vs. FPAH;

Bp — P<0,01 lub B — P<0,05 vs. FNca; aao — P<0,001 lub ao — P<0,01 vs. FArg+Nca;

Dzien 23 - *** - P<0,001 vs. FC; a — P<0,05 vs. FArg+Nca.
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Wykres 8. Stosunek masy lewej komory serca wraz z przedsionkiem do koncowej masy
ciata (LV+S/FBW) po zastosowaniu L-argininy ( L-ARG) i nikotynamidu (NCA)
u samcow (J) i samic (Q) szczura bez lub z tetniczym nadci$nieniem plucnym;

ANOVA + test Newman-Keuls; warto$ci przedstawione, jako $rednia = SEM.

(3) Samiec: * - P<0,05 vs. Kontrola, NCA lub PAH; # - P< 0,05 vs. Kontrola, L-

ARG+NCA lub PAH;
(%) Samica: *** - P<0,001 lub ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. PAH; ### - P<0,001 lub #

- P<0,05 vs. PAH+NCA.

skeksk

Zmiana LV+S / FBW |g / kg]
O

B
—
o
| =
N
| =
| S
| X
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Tabela 4. Stezenie metabolitow nikotynamidu Met-Na (N-metylonikotynamid), Met-
2PY (N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid), Met-4PY (N-metylo-4-pirydono-3-
karboksyamid) oraz 4-PYR (1-B-D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamid)
W 0soczu u samcow 1 samic szczura bez lub z indukowanym tetniczym nadci$nieniem
plucnym  po  zastosowaniu  diety  bogatej w  nikotynamid  (NCA);

ANOVA+ test Neuman-Keules; wartosci przedstawiono, jako $rednia = SEM.

(3) Samiec — ***-P<0,001 lub ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. NCA; ### - P<0,001 lub
## - P<0,01 lub # - P<0,05 vs. PAH+NCA;
(?) Samica — ***-P<0,001 lub ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. NCA; ### - P<0,001 lub
## - P<0,01 lub # - P<0,05 vs. PAH+NCA.

pmol/L

Met-NA Met-2PY Met-4PY 4-PYR
Nazwa
Grupy () (?) (& @) (X @) (& ®
Samiec | Samica | Samiec | Samica | Samiec | Samica | Samiec | Samica
29,13% | 23,6%** | 0,26%** | 0,58** | 3,14** 1,62* 1,68 1,04
Kontrola # i i ## ## | 0,041 +0,87 +0,33
+10,59 +4,49 +0,12 +0,11 +0,61

570,85 | 476,07 | 13,29 7,21 7,68 4,53 1,1 1,02
+78,63 | £66,13 | *1,61 +1,7 +0,85 +1,22 | +0,32 +0,18

12,945* |17,64***| 0,31%** [ 0,19%** | 2,42%* | 1,665 0,95 1,23
PAH # Hi# HH# H ## | +0,35 | +0,09 | +0,28
+0,22 | +£2,78 | 0,14 | +0,01 | +0,027

PAH+ 59959 | 36342 | 1572 | 48 | 7,55 | 3,64 1,92 1,14
NCA +168,03 | 41,66 | +2,69 | +0,37 | +1,24 | +0,91 | +0,67 | +0,2

NCA
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Tabela 5. Stosunek masy serca do koncowej masy ciata (HW/FBW), masa serca (HW)

oraz masa lewej komory z przegrodg serca (LV+S) po zastosowaniu L-argininy (L-ARG)

i nikotynamidu (NCA) u samcéw (&) 1 samic (Q) szczura bez lub z tetniczym

nadci$nieniem ptucnym; ANOVA + test Newman-Keuls; wartosci przedstawiono, jako

$rednia = SEM.

() Samiec:

e Wskaznik HW/FBW - ** - P<(,01 lub * - P<0,05 vs. Kontrola lub L-ARG+NCA;
##Ht - P<0,001 lub # - P<0,05 vs. L-ARG; a — P<0,05 vs. NCA;

e Wskaznik HW — NS;

e Wskaznik LV+S - *** - P<(0,001 vs. NCA; ## - P<0,01 vs. L-ARG Iub L-
ARG+NCA; a — P<0,05 vs. Kontrola; B — P<0,01 lub  — P<0,05 vs. PAH.

(?) Samica:

e  Wskaznik HW/FBW - **- P<0,01 vs. PAH+NCA,;

e  Wskaznik HW - *** - P<(,001 lub ** - P<0,01 lub * - P<0,05 vs. PAH+NCA;

e  Wskaznik LV+S - *** - P<(0,001 Iub ** - P<0,01 Iub *- P<0,05 vs. PAH+NCA; ###
- P<0,001 lub # - P<0,05 vs. Kontrola; aao — P< 0,001 vs. L-ARG lub NCA lub L-

ARG+NCA; pp — P<0,01 vs. PAH.

NAZWA HW/FBW |[g/ kg] HW [g] LV+S [g]
GRUPY
() (%) () () () (%)
Samiec Samica Samiec Samica Samiec Samica
Kontrola 2,74 2,48%* 0,91 0,67* 0,74 0,54
+0,02 +0,03 +0,0048 +0,005 +0,005 +0,004
L-ARG 2,75 2,56%* 0,93 0,65* 0,73 0,52*
+0,15 +0,07 0,048 +0,014 +0,04 +0,015
NCA 2,91 2,73 0,98 0,67* 0,78 0,53
+0,08 +0,06 +0,026 +0,015 +0,025 +0,014
L-ARG + 2,74 RASYSE 0,92 0,64%* 0,73 0,51%
NCA +0,03 +0,06 +0,015 0,02 +0,012 +0,018
PAH 3,28### 2,78 0,90 0,67%* 0,62%** 0,41%**
%% @ +0,11 +0,006 +0,026 Hi ¢ i
+0,05 +0,004 aao
+0,014
PAH + 3,05*% # 2,5%% 0,98 0,63** 0,73 BB 0,47%**
L-ARG +0,08 +0,13 +0,022 | +0,028 +0,026 # bP
+0,015
PAH + 3,16 3,08 0,96 0,76 0,75 BB 0,58
NCA +0,08 +0,19 +0,026 +0,043 +0,026 +0,02
PAH + 3,08 2,49%* 0,94 0,60%** 0,73 P 0,49+ BB
L-ARG + 0,11 +0,07 +0,026 +0,013 +0,018 +0,02
NCA
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