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Wykaz stosowanych skrotow

Ach: Acetylcholine - acetylocholina

AUC: Area Under the Curve - pole pod krzywa

BMI: Body Mass Index - wskaznik masy ciata

c¢GMP: cyclic Guanosine Mono Phosphate - cykliczny guanozyno monofosforan
CVC: Cutaneous Vascular Conductance - skorne przewodnictwo naczyniowe
DBP: Diastolic Blood Pressure - rozkurczowe ci$nienie t¢tnicze

EDHF: Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor - §rodblonkowy czynnik

hiperpolaryzujacy

EMLA: Eutectic Mixture of Local Anesthetics - mieszanina eutektyczna miejscowo

dziatajacych anestetykow

ET-1: Endothelin-1 - endotelina 1

FMD: Flow Mediated Dilatation - wazodylatacja po niedokrwieniu

IMT: Intima Media Thickness - ocena kompleksu btona srodkowa-$rédbtonek
LDF: Laser Doppler Flowmetry - laserowy przeptywomierz dopplerowski
LDI: Laser Doppler Imaging - laserowy skaner dopplerowski

LTH: Local Thermal Hyperemia - miejscowe przekrwienie termiczne

MAP: Mean Arterial Pressure - Srednie ci$nienie t¢tnicze



NO: Nitric Oxide - tlenek azotu

NYHA: New York Heart Association - klasyfikacja niewydolnosci serca

PDES: Phosphodiesterase type 5 - fosfodiesteraza typu 5

PGI2: Prostacycline - prostacyklina

PORH: Post-Occlusive Reactive Hyperemia - pookluzyjna reakcja przekrwienna

PU: Perfusion Unit - jednostka perfuzji

PWYV: Pulse Wave Velocity - podatno$¢ naczyn tgtniczych

ROI: Region of Intrest - obszar zainteresowania

SBP: Systolic Blood Pressure - skurczowe cis$nienie tgtnicze

SNP: Sodium Nitroprusside - nitroprusydek sodu



1. Wstep

Choroby uktfadu krazenia sa gldéwna przyczyna zgonow w krajach uprzemystowionych.
We wszystkich tych schorzeniach wspolna cecha sa zmiany strukturalne badz czynno$ciowe
zachodzace w naczyniach, ktore powoduja zaburzenia przeptywu krwi [1]. Dysfunkcja
srédblonka jest kluczowym zjawiskiem w patogenezie chordb sercowo-naczyniowych
1 wyprzedza zmiany strukturalne w naczyniach, jak rowniez wystapienie objawow

klinicznych [2,3].

Srédbtonek reguluje napiecie $ciany naczyn poprzez wydzielanie tlenku azotu (NO, nitric
oxide), prostacykliny, endoteliny (ET-1, endothelin-1) oraz $réodbtonkowego czynnika
hiperpolaryzujacego (EDHF, endothelium derived hyperpolarizing factor). Ponadto,
nieuszkodzony $rodblonek hamuje agregacje ptytek krwi, kontroluje przepuszczalno$é
naczyn, wptywa na migracj¢ leukocytow oraz odpowiada za proliferacj¢ komorek migéni
gladkich. Niemniej jednak, pojecie funkcji srodbtonka najczesciej odnosi si¢ do zdolnosci
uwalniania substancji wazodylatacyjnych (tlenku azotu, prostacykliny), ktore bezposrednio
rozkurczaja migsniowke gltadka $ciany naczyniowej [2]. Dysfunkcja §rédbtonka wystepuje
na wczesnym etapie wielu chorob uktadu krazenia m.in. w miazdzycy 1 nadci$nieniu
tetniczym. Jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym zdarzen sercowo-naczyniowych

w nadci$nieniu tgtniczym, chorobie wiencowej oraz niewydolnos$ci serca [4].

Mozliwo$¢ precyzyjnej oceny funkcji naczyn 1 Srodblonka jest zatem istotna
w przewidywaniu ryzyka wystapienia oraz progresji chordéb uktadu krazenia [3]. Istnieje
wiele nieinwazyjnych 1 stosowanych rutynowo technik oceny stanu naczyn, wsrod ktorych
wymieni¢ nalezy wazodylatacj¢ tetnicy ramiennej po niedokrwieniu (FMD, flow-mediated
vasodilation), badanie podatnosci naczyn tetniczych (PWV, pulse wave velocity), czy oceng

kompleksu btona srodkowa-sroédbtonek (IMT, intima-media thickness). Wszystkie te metody



cechuje uznana warto$¢ kliniczna w monitorowaniu progresji choroby lub w ocenie efektéw
leczenia, niemniej jednak stuza one badaniu duzych 1 S$rednich naczyn nie dajac
wgladu w mechanizmy patofizjologiczne zachodzace w mikrokrazeniu [5,6]. Tymczasem
w chorobach uktadowych tkanki tacznej takich jak np. twardzina uktadowa dochodzi gléwnie
do dysfunkcji mikrokrazenia, ktéra jest wezesnym objawem choroby i wystepuje w postaci
objawu Raynauda. Ponadto, zmiany mikroangiopatyczne wystepuja w przebiegu cukrzycy,
w chorobach tetnic obwodowych oraz w przewlektej chorobie nerek. Zaburzenia struktury
i funkcji mikrokrazenia obserwuje si¢ w chorobie wiencowej, nadci$nieniu tetniczym,
hipercholesterolemii, jak rowniez w fizjologicznych procesach starzenia [2,6]. Coraz wigcej
dowodow wskazuje, iz miejscowe zaburzenie funkcji mikrokrazenia moze odzwierciedlad
uogolniona dysfunkcje uktadu mikrokronaczyn, jak rowniez moze wyprzedza¢ zmiany
zachodzace w duzych naczyniach. Dlatego wydaje sig istotne, by w sposdb nieinwazyjny moc

oceni¢ strukture 1 funkcje mikrokrazenia [3,7].

Mikrokrazenie jest czescia systemu sercowo-naczyniowego, zlokalizowana mig¢dzy uktadem
tetniczym a zylnym. Naczynia mikrokrazenia majq srednice¢ ponizej 200 um, a w ich sktad
wchodza tetniczki (arteriole), naczynia wlosowate (kapilary), zylki (venule) oraz zespolenia
tetniczo-zylne (anastomozy). Kazda z tych czgs$ci posiada unikatowa strukture i funkcje.
Tetniczki zbudowane sa gtownie z migsniowki gladkiej 1 odpowiadaja przede wszystkim za
regulacje przeptywu i tym samym za dostarczanie krwi do otaczajacych tkanek. Naczynia
wlosowate posiadaja bardzo cienka S$ciang zbudowana ze S$rodbtonka, dzigki czemu
odpowiadaja za wymiang tlenu, skladnikow odzywczych, dwutlenku wegla 1 substancji
przemiany materii miedzy krwia a tkankami. Zylki odprowadzaja krew z kapilar w kierunku
serca. Pelnia réwniez funkcj¢ w obronie immunologicznej organizmu 1 uczestnicza
w wymianie makromolekut [8]. Zespolenia tetniczo-zylne umozliwiaja bezposredni przeptyw

krwi z tetniczek do zytek z pominigciem sieci kapilarnej, a wigc z wykluczeniem wymiany



substancji odzywczych. Sa zatem wykorzystywane w regulacji przeptywu krwi a ich
aktywno$¢ warunkuje temperatur¢ organizmu. Anastomozy sa szczegoOlnie obecne
w mikrokrazeniu skornym, gdyz narzad ten odpowiada za termoregulacj¢ ustroju. Przeptyw
krwi w mikrokrazeniu odbywa si¢ zgodnie z lokalnie wystepujacym gradientem ci$nien
miedzy cze$cia tetnicza a zylna. Za utrzymanie odpowiednich przeplywow, umozliwiajacych
wlasciwa wymiang gazow 1 substancji miedzy krwia a przestrzenia pozanaczyniowa
odpowiada  skomplikowany = mechanizm  autoregulacji, = obejmujacy  aktywno$¢
srodbtonka i mig$nidwki gladkiej. Wazna rolg w regulacji $rednicy naczyn odgrywa
srédblonek, ktory wydziela wiele substancji wazodylatacyjnych (tlenek azotu, prostacyklina)

oraz wazokonstrykcyjnych, takich jak endotelina [9,10].

- miesnie gladkie tetniczkd

zwieracze

zespolenia ~ f
tetniczo-zylne § naczynie
{: wlosowate
zbudowane z
pojedycznej
warstwy
srodblonka

Rysunek 1. Anatomia naczyn mikrokrazenia (opracowano na podstawie Exercise Physiology Digital
Image Archive).



Mikrokrazenie jest czeScia ukladu sercowo-naczyniowego, ktérej badanie jest szczegolnie
trudne ze wzgledu na mikroskopijne wymiary naczyn, niejednorodna morfologie oraz
zroznicowany przeplyw krwi w zalezno$ci od miejsca badania [10]. Najwigcej informacji na
temat budowy i fizjologii mikrokrazenia dostarczyly badania naczyn in vitro. Izolowane
naczynia mozna poddawaé rozciaganiu na miografie oraz bada¢ wpltyw bodzcow
zewnetrznych takich jak substancje wazoaktywne. Takie podejscie, mimo iz inwazyjne,
pozwala na oceng reaktywnosci naczyn bez uwzglednienia wptywu uktadu nerwowego,
krazacych we krwi hormonoéw i metabolitow oraz naturalnych bodzcéw mechanicznych.
Najlepszym przykladem tego typu badan sa doswiadczenia, ktorych wyniki opublikowali
w 1980 w Nature Furchgott i Zawadzki [11]. Wyjasnily one funkcjg regulacyjna $roédbtonka
naczyniowego. Badania tego typu mimo swoich niewatpliwych zalet maja réwniez wiele
ograniczen. Przeprowadzane sa w kontrolowanych warunkach, ale poza organizmem, a wigc
srodowisko, w ktorym badane sa naczynia nie jest naturalne. Powoduje to zatem trudno$¢

w przektadaniu obserwacji i wynikow tych badan do warunkow klinicznych [12].

W ciggu ostatnich dwudziestu lat udoskonalono wiele metod pozwalajacych badac
mikrokrazenie in vivo. Wigkszo$¢ z nich, jak np. metoda izotopowa czy pletyzmografia,
wykorzystywana jest gtownie w celach naukowych [10]. Ws$rdd metod badania
mikrokrazenia, tymi o uznanej wartosci klinicznej sa szeroko stosowane w diagnostyce:
kapilaroskopia, wideo-kapilaroskopia, termografia, czy przezskorny pomiar preznosci tlenu
[13]. Mimo licznych zalet i aplikacji praktycznych powyzszych technik, skupiaja si¢ one
gléwnie na badaniach morfologicznych cech mikrokrazenia, badz rejestracji przeptywu krwi
w stanie spoczynku. Ze wzgledu na fakt, iz niedokrwienie jest przyczyna wielu patologii,
zrozumienie mechanizmow regulacji przeplywu krwi w mikrokrazeniu wydaje si¢ bardzo
istotne. Badanie mikrokrazenia w stanie spoczynku zwykle nie dostarcza uzytecznych

informacji na temat mechanizméw patofizjologicznych, a pomiary takie cechuja si¢ duza



zmiennoscia czasowa 1 przestrzenng przeptywu i cisnienia. Dlatego, funkcj¢ mikrokrazenia
powinno bada¢ si¢ w odpowiedzi na bodzce farmakologiczne badz fizjologiczne, co pozwala

na oceng reaktywnosci naczyn [12].

Mikrokrazenie u ludzi mozna ocenia¢ w sposob nieinwazyjny przy pomocy techniki
laserowo-dopplerowskiej. Metoda ta pozwala na miejscowa rejestracje ukrwienia i oceng
ewentualnych zmian przeplywu krwi w odpowiedzi na leki podane ogdlnoustrojowo oraz
testy prowokacyjne, wsrdod ktorych najczesciej stosowane sa: test pookluzyjnej reakcji
przekrwiennej (PORH, post-occlusive reactive hyperemia), test przekrwienia termicznego
(LTH, local thermal hyperemia), mikrodializa i jonoforeza substancji wazoaktywnych

(gtéwnie acetylocholiny i nitroprusydku sodu) [2,3].

Pierwsze informacje o zastosowaniu techniki laserowo-dopplerowskiej w badaniach
mikrokrazenia podane zostaty w roku 1975 w pracy opublikowanej w Nature przez Sterna
[14]. Za poczatek rozwoju tej metody uwaza si¢ konstrukcje laserowego przeptywomierza
dopplerowskiego (LDF, laser doppler flowmetry), ktéry pozwala na oceng przeptywu krwi
w bardzo matej objetosci tkanki (1 mm?). Pomiar odbywa si¢ dzigki umieszczonej w obszarze
badania sondzie, ktora emituje §wiatlo lasera i rejestruje ukrwienie. Ogromna zaleta metody
LDF jest fakt, iz pomiar dokonywany jest w czasie rzeczywistym, co w potaczeniu z testami
stymulacyjnymi pozwala na oceng reaktywno$ci mikronaczyn. Aparat znalazt zastosowanie
w badaniach naukowych 1 medycynie klinicznej. Jednak niewatpliwa wada klasycznej
punktowej rejestracji ukrwienia metoda laserowego przeptywomierza dopplerowskiego
okazata si¢ zmienno$¢ przestrzenna pomiarow, wynikajaca z duzej niejednorodnos$ci
mikrokrazenia [2,10]. Rozwiazaniem technicznym zmniejszajacym wptyw tego ograniczenia
na powtarzalno$¢ pomiaru jest obrazowanie ukrwienia w wigkszym obszarze za pomoca

laserowego skanera dopplerowskiego (LDI, laser doppler imaging). Dodatkowo, nie bez



znaczenia jest fakt, ze badania wykonywane za pomoca techniki LDI sa bezkontaktowe,
co pozwala na zastosowanie tej] metody w warunkach sali operacyjnej, w diagnostyce oparzen
czy chorobach dermatologicznych. LDI jest czgsto wykorzystywany w badaniach naukowych
oceniajacych wptyw lekéw na mikrokrazenie, gdyz pozwala na tworzenie dwuwymiarowych

(2D) map perfuzji badanego obszaru [3].

Metoda laserowo-dopplerowska wykorzystuje monochromatyczne $wiatto lasera o waskim
pasmie, od czerwieni do pobliza podczerwieni. Aparat emituje w glab tkanki wiazke
promieniowania, ktéra rozchodzi si¢ w jej obrgbie. Fotony napotykaja na swej drodze
poruszajace si¢ krwinki, zmieniajac czgstotliwos¢ swych drgan zgodnie ze zjawiskiem
Dopplera. Swiatto powracajace jest nastgpnie analizowane przy uzyciu systemu fotodetekcji,
a aparat generuje napigcie, ktore jest wprost proporcjonalne do predkosci i1 liczby

przemieszczajacych si¢ krwinek w obszarze badania [2,10].

Glownym ograniczeniem techniki laserowo-dopplerowskiej jest fakt, iz nie jest mozliwy
pomiar bezwzglednych wartosci perfuzji (w ml/min). Aparat rejestruje ukrwienie w badanym
obszarze tkanki w arbitralnych jednostkach perfuzji (PU) lub miliwoltach (1 PU = 10 mV).
Wigkszo$¢ autorow stara si¢ zatem wyraza¢ wyniki jako przewodnictwo (CVC, cutaneous
vascular conductance) dzielac przeptyw krwi przez $rednie ci$nienie tetnicze (mV/mmHg).
Takie podejscie wydaje si¢ by¢ bardziej fizjologiczne, gdyz bierze pod uwage ewentualne

roéznice 1 zmiany cis$nienia tgtniczego [2].

Brak standaryzacji metodyki badan i wysokie koszty aparatury powaznie ograniczaja
stosowanie techniki laserowo-dopplerowskiej w rutynowej praktyce klinicznej np. do celéow
diagnostycznych. Bezposrednie poroOwnywanie wynikéw jest trudne ze wzgledu na to,
iz aparatura konstruowana jest przez roznych producentow. Wigkszo$¢ zastosowan

technicznych LDF i LDI dotyczy nieinwazyjnych pomiaro6w na powierzchni skory. Wynika to
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z faktu, iz jest to obszar tatwo dostepny, a pomiary takie nie obcigzaja osoby badane;j.
Niewatpliwie w badaniach mikrokrazenia innych obszaréw organizmu, jak rowniez
w badaniach  $rodoperacyjnych przewage maja bezkontaktowe laserowe skanery

dopplerowskie, ktorych gtowica usytuowana jest okoto 20 cm nad obszarem badanym [3,10].

Rysunek 2. Przyklad uzycia laserowego skanera dopplerowskiego w polaczeniu z jonoforeza.

Laserowe skanery dopplerowskie sa wykorzystywane gléwnie w badaniach naukowych
oceniajacych funkcj¢ $roédbtonka i naczyn mikrokrazenia. Dzigki technice jonoforezy mozna
podawaé lokalnie wiele substancji wazoaktywnych (zwykle stosuje si¢ acetylocholing
i nitroprusydek sodu). Odpowiedz mikronaczyn na te substancje najczg$ciej ocenia si¢
korzystajac z LDI [15]. Polaczenie tych dwodch technik pozwala w sposob nieinwazyjny

prowadzi¢ badania mikrokrazenia w odpowiedzi na rozne bodzce farmakologiczne [16].
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Stosujac nieinwazyjny laserowy skaner dopplerowski najczesciej wykorzystuje si¢ jako
model badawczy mikrokrazenie skorne [6,7]. W zwiazku z tym, technika ta jest czgsto
stosowana w ocenie wptywu substancji wazoaktywnych na mikrokrazenie obwodowe. Leki
mozna podawaé systemowo, badz miejscowo za pomoca systemu jonoforezy, a nastgpnie
bada¢ ewentualne zmiany przeptywu zachodzace w mikrokronaczyniach [2,3]. Takie badania
wydaja sig szczegoblnie istotne, biorac pod uwage duza grupe choréb, w ktorych dochodzi do
zaburzen mikrokrazenia. W przebiegu takich schorzen jak cukrzyca czy przewlekta choroba
nerek dysfunkcja mikronaczyn ma charakter uogoélniony i czgsto wystgpuje jako powiktanie
choroby. Natomiast, w chorobach uktadowych tkanki tacznej np. twardzinie ukladowe;j
dochodzi do zmian w mikrokrazeniu, ktére czgsto wyprzedzaja wystapienie petnoobjawowe;j
choroby [2]. Dysfunkcja naczyn jest kluczowym elementem w patogenezie twardziny
uktadowej. Dotyczy zarowno mikrokrazenia, jak i duzych naczyn. Przy czym, miejscowe
zaburzenia reaktywno$ci mikronaczyn pod postacia objawu Raynauda wystepuja
u wigkszosci pacjentdow 1 moga wyprzedza¢ wystapienie choroby nawet o kilka lat [17].
Za pomoca laserowego skanera dopplerowskiego i laserowej przeptywometrii dopplerowskiej
wykazano zmniejszenie przeptywu krwi w mikrokrazeniu palcéw rak u pacjentéw z twardzing
uktadowa [18,19]. W schorzeniach takich pozadane byloby wysokie miejscowe stezenie

substancji rozkurczajacej naczynia [20].

Mozliwo$ci leczenia zaburzen mikrokrazenia sa bardzo ograniczone. W ostatnich latach
podejmowano badania nad wptywem sildenafilu na mikrokrazenie obwodowe [21-24]. Nie do
konca wyjasnionym problemem pozostaje skuteczna dawka leku i1 bezpieczenstwo jego

stosowania ze wzgledu na wptyw na duze naczynia.

Sildenafil jest selektywnym inhibitorem swoistej dla cyklicznego monofosforanu guanozyny

(cGMP) fosfodiesterazy typu 5 (PDES), enzymu, ktéry odpowiada za rozktad cGMP.
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Wiadomo iz enzym ten, wystgpuje w ciatach jamistych pracia, a takze w krazeniu ptucnym.
Sildenafil zwigksza st¢zenie cGMP w komorkach mig$ni gtadkich §cian naczyn ptucnych, co
powoduje ich rozkurcz. U pacjentéw z nadci$nieniem ptucnym moze to prowadzi¢ do
rozszerzenia naczyn ptucnych, z niewielkim rozszerzeniem naczyn w krazeniu ogdlnym.
Sildenafil zostal zarejestrowany do stosowania u pacjentow dorostych z tetniczym

nadci$nieniem ptucnym zakwalifikowanych do II klasy czynno$ciowej wg NYHA [25].

W leczeniu zaburzen mikrokrazenia w ostatnich latach zainteresowanie budza analogii
prostacykliny. Jedynym zatwierdzonym obecnie w tym wskazaniu lekiem jest iloprost, analog
prostacykliny, podawany dozylnie u pacjentéw z twardzina uktadowa [26]. Innym lekiem

z tej grupy jest treprostinil podawany podskornie.

Treprostinil jest syntetycznym analogiem prostacykliny o dzialaniu rozszerzajacym naczynia
tetnicze plucne i systemowe oraz hamujacym agregacje¢ plytek krwi. W badaniach na
zwierzetach wykazano, ze efekt wazodylatacyjny prowadzi do zmniejszenia obciazenia
nastgpczego komor serca oraz zwigkszenia indeksu sercowego i pojemno$ci wyrzutowej
serca. Stabilno$¢ chemiczna treprostinilu umozliwia podawanie go w temperaturze pokojowej
w roztworze fizjologicznym. Treprostinil jest zalecany do leczenia pacjentow z tgtniczym
nadci$nieniem ptucnym zakwalifikowanych do III 1 IV klasy czynnosciowe] wg NYHA,

u ktorych nie jest skuteczna terapia konwencjonalna [20,25].

Jednakze, pozadany efekt terapeutyczny substancji wazodylatacyjnej jest czgsto
rownowazony przez powazne ogolnoustrojowe dzialania niepozadane zwiazane z silnymi
wlasciwo$ciami rozszerzenia naczyn krwiono$nych. Miejscowe podawanie tych lekow
pozwolitoby na uniknigcie toksyczno$ci systemowej oraz zwigkszenie st¢zenia leku

w obszarze docelowym [20].
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Jonoforeza jest nieinwazyjna metoda miejscowej aplikacji substancji rozpuszczonych
(np. lekéw) bedacych w formie zjonizowanej. Polega na przezskornym przenikaniu jonéw,
ktore mozliwe jest dzigki =zastosowaniu pradu elektrycznego o matym natezeniu
(maksimum 0,5 mA). Wprowadzenie czastek obdarzonych tadunkiem elektrycznym do
organizmu przez skore jest mozliwe dzigki odpowiedniemu urzadzeniu emitujacemu
galwaniczny prad staty. [los¢ wprowadzonego leku jest wprost proporcjonalna do natgzenia
pradu i czasu jego przeplywu. Przenikanie leku zalezy rowniez od jego stgzenia, pH roztworu

1 wlasciwosci fizjologicznych skory [27].

zrodto pradu

anoda katoda

naczynie krwionosne

Rysunek 3. Idea jonoforezy.

Wydaje si¢ zatem, iz jonoforeza jest technika szczegélnie nadajaca si¢ do badania wplywu
substancji wazoaktywnych na mikrokrazenie. Ponadto, moglaby stanowi¢ idealna droge

podania leku w chorobach mikronaczyn, w ktoérych pozadany jest efekt miejscowy.
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Z przedstawionych dwoch lekéw, jedynie treprostinil podawany w formie podskérne;,
mozliwy jest do zastosowania w jonoforezie. Jak wynika z dostgpnej wiedzy, badania wptywu
jonoforezy analogdw prostacykliny na mikrokrazenie obwodowe nie przeprowadzano
dotychczas u ludzi. Uzasadnieniem merytorycznym podjecia takich badan sa wyniki
eksperymentu przeprowadzonego na zwierzgtach. Ostatnio opublikowane badanie pokazuje,
iz jonoforeza analogdw prostacykliny (treprostinilu i iloprostu) zwigkszyla przeptyw
w mikrokrazeniu skérnym u szczurow wywotujac dlugotrwaty efekt nie powodujac

toksyczno$ci miejscowej ani ubocznych dziatan ogélnoustrojowych [20].
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2. Cele pracy

Celem pracy byto zbadanie wptywu sildenafilu, inhibitora fosfodiesterazy typu 5, podanego
systemowo (per os) na mikrokrazenie obwodowe u ludzi zdrowych. Ze wzgledu na mozliwe
efekty uboczne zwiazane z systemowym stosowaniem substancji wazodylatacyjnej, w pracy
postanowiono rowniez oceni¢ wplyw treprostinilu, analogu prostacykliny, na mikrokrazenie
podajac go miejscowo przy pomocy systemu jonoforezy. Wedlug dostgpniej wiedzy, nigdy
wczesniej nie badano wptywu jonoforezy analogéw prostacykliny na mikrokrazenie
obwodowe u ludzi. Zmiany przeptywu w mikronaczyniach rejestrowano nieinwazyjnym
laserowym skanerem dopplerowskim. W pracy oceniano réwniez tolerancj¢ miejscowa
jonoforezy treprostinilu oraz reakcje systemowa na podawane substancje wazoaktywne

monitorujac ci$nienie tgtnicze podczas trwania badan.
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3. Material i Metody

Badania przeprowadzono w Centre d’Investigation Clinique INSERM, Centre Hospitalier
Universitaire Grenoble we Francji. Wszystkie protokoty badawcze uzyskaly akceptacje

lokalnej komisji bioetycznej (Grenoble Istitutional Review Board - IRB n°6705).

3.1. Material

W badaniach uczestniczyto 30 zdrowych (normotensyjnych i nieotytych) ochotnikow obu pitci
w wieku powyzej 18 lat (kobiety stanowily 53,3% populacji badanej, a mgzczyzni 46,7%).
W kazdym z trzech protokotow badawczych brato udziat po 10 osob. Kryteria wykluczajace
z protokolu badawczego stanowily: okres ciazy 1 karmienia piersia, obecno$¢ schorzen
przewlektych (cukrzyca, nowotwodr, niewydolno$¢ krazenia, niewydolno$¢ oddechowa,
przewlekta choroba nerek, niewydolno$¢ watroby, nadci$nienie ptucne), regularne
przyjmowanie jakichkolwiek lekow, alergia na lokalne anestetyki, palenie tytoniu,
naduzywanie alkoholu. Do badania nie zostaly rowniez wlaczone osoby ze zmianami
skornymi w obrgbie przedramienia. Kazdy ochotnik wlaczony do badania zostal
poinformowany o celu badania ijego przebiegu oraz $wiadomie podpisal zgode na

uczestnictwo uzyskujac jednoczesnie prawo do wycofania si¢ z badania w kazdej chwili.

Tabela 1. Charakterystyka badanych zdrowych ochotnikéw.

Zmienna Protokol 1 Protokol 2 Protokol 3
Liczebno$¢ grupy 10 10 10
Proporcja ptci (K:M) 6:4 5:5 5:5
Wiek (lata) 229+53 28,8+ 8.9 22,7+ 1,9
BMI (kg/m2) 21,4+2.38 234+238 23,3+4,7
SBP (mmHg) 117,8 £ 13,9 117,9 + 10,6 126,8 + 14,1
DBP (mmHg) 70,6 +£10,3 68,6 + 10,2 72,4+ 11,6
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3.2.  Substancje wazoaktywne uzyte w badaniach

W badaniu stosowano sildenafil (Revatio®, Pfizer, Paryz, Francja) doustnie w dawce 50 mg
oraz 100 mg. Drugim uzytym lekiem byt treprostinil, ktory aplikowano miejscowo stosujac
system jonoforezy. Stosowano 1 mg/ml roztwor (masa molowa, M = 390,513 g/mol)
treprostinilu (Remodulin®, Bioprojet Pharma, Paryz, Francja). Treprostinil byl testowany
w trzech rdéznych stezeniach. Roztwoér treprostinilu (1 mg/ml) zostal rozcienczony
w 0,9% NaCl dziesigciokrotnie - 0,1 mg/ml (250 puM), stukrotnie - 0,01 mg/ml (25 uM) oraz
tysiackrotnie - 0,001 mg/ml (2,5 uM). Odczyn pH roztworu treprostinilu wynosit 6,5 nadajac

si¢ tym samym do aplikacji skorne;.

W doswiadczeniach z jonoforeza, zastosowano réwniez izotoniczny roztwoér chlorku sodu
0,9% NaCl (Aguettant, Lyon, Francja). Zostal on uzyty jako kontrola oraz jako
rozpuszczalnik, ze wzgledu na to, iz 0,9% NaCl powoduje mniejsza niespecyficzna
wazodylatacj¢ w skorze ludzkiej spowodowana odruchem aksonowym niz woda destylowana
[28], co zostato potwierdzone w badaniach na zwierzgtach [20]. Wszystkie roztwory zostaly

przygotowane ex tempore.

3.3. Metodyka badan

Badania u zdrowych ochotnikdw przeprowadzono w pozycji lezacej na plecach, w stalej
temperaturze otoczenia 23°C + 1°C, przy normalnej wilgotno$ci powietrza 50-75%, po
godzinnym okresie adaptacji. Przed rozpoczgciem badania, przedrami¢ zostato
unieruchomione za pomoca specjalnej poduszki proézniowej. Stosowanie jej pozwala
zmniejszy¢ 1lo$¢ artefaktow zwiazanych z poruszaniem badanego obszaru podczas rejestracji
przeptywu w mikrokrazeniu metoda laserowo-dopplerowska [29]. Badania mikrokrazenia
wykonano za pomoca laserowego skanera dopplerowskiego (aparat PeriScan PIM 3 System,

Perimed, Jarfilla, Szwecja). Glowica lasera byla umieszczana 20 cm powyzej badanego
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obszaru przedramienia. Rozdzielczo$¢ pomiaru zostata ustawiona jako $rednia. Swiatto lasera
skanowalo wybrany obszar przez 1 minutg. Do przezskornego wprowadzenia lekow
wykorzystywano aparat 1 sondy do jonoforezy (Perilont System, Perimed, Jarfilla, Szwecja).
Elektrody pasywne wchodzace w sktad systemu do jonoforezy byly umieszczone
w odleglosci okoto 15 cm od elektrod aktywnych, czyli sond do jonoforezy. Jonoforezg
substancji aktywnej i 0,9% NaCl przeprowadzano przez 20 minut przy uzyciu pradu
o natezeniu 20 pA. Kazda z sond do jonoforezy zawierata 360 pL roztworu leku.
W badaniach uzyto rowniez sondy ogrzewajacej (P457, Perimed, Jarfilla, Szwecja), zeby
doprowadzi¢ do przekrwienia termicznego. Maksymalny rozkurcz naczyn skoérnych
wystepuje w temperaturze migdzy 42°C a 44°C [30]. Rejestracja przeptywu po okresie
przekrwienia termicznego wykonywana byla celem okreslenia maksymalnego przepltywu
w mikrokrazeniu. W czasie eksperymentu cis$nienie tgtnicze i akcja serca osoby badanej byty

monitorowane za pomoca fotopletyzmografii (Nexfin, Bmeye, Amsterdam, Holandia).

Min Perf: -115.02 = :

Mo e | 40 003 BER TH V1 100 pA.1di _
Mean Perf: 42,14 Perfusion Intensity
Std Dev: 71.32
Mean SNR: 4.75
No of Sites: 848

Image Size: 22x 39
Resolution: Medum

Distance: 15.1 cm
Date: 1471072003
Time: 15:52:28

Relative: 00:43:15

Perfusion Color Scale
" Relative
= User defined

0.0 {500.0
IZSB color Ll

Threshold

Intensity [rﬁ's_ﬁ
I Perfusion
v Interpolate
IV View Intensity Image
Apply changes to.__

e szelected image
" all open images

3 =t
Pef: 27,35 Int: 114V 84 ;Jﬂ 00)

Rysunek 4. Laserowy skaner dopplerowski pozwala tworzy¢ mapy perfuzji badanego obszaru.
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3.4. Sposob przedstawienia danych

Wyniki analizowano przy pomocy oprogramowania LDPIwin (Perimed, Jarfilla, Szwecja)
po wczesniejszym okresleniu rozmiaru obszaru zainteresowania (ROI, region of interest).
W przypadku powyzszych badan ROI stanowily miejsca umieszczenia sond do jonoforezy
o powierzchni 1,2 cm? Przeptyw krwi zostal wyrazony w arbitralnych jednostkach perfuzji
(PU, perfusion units). Wyniki przedstawiono jako skérne przewodnictwo naczyniowe (CVC,
cutaneous vascular conductance). CVC odpowiada warto$ciom przeptywu mierzonym w PU
podzielonym przez S$rednie ci$nienie tgtnicze (MAP, mean arterial pressure) wyrazone
w mmHg. Taki sposdb wyrazenia przeptywu krwi wydaje si¢ bardziej fizjologiczny, gdyz
bierze pod uwage ewentualne roznice i zmiany ci$nienia t¢tniczego [2,3]. CVC wyrazono
jako procent przyptywu spoczynkowego (%BL, baseline), badZ jako procent maksymalnego
przeplywu (%CVCmax), ktory osiagany jest poprzez ogrzewanie naczyn od 42°C do 44°C
(przekrwienie termiczne). Nastgpnie, procentowe zmiany wielkosci przeplywu krwi

w mikrokrazeniu przedstawiono jako pole pod krzywa (AUC, area under the curve).
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3.5. Protokoly badawcze

Badania wptywu lekow na mikrokrazenie zostaty przeprowadzone na zdrowych ochotnikach

wedtug przedstawionych ponizej trzech protokotow:

Protokoét 1 — przeznaczony byt do oceny krotkotrwatego wptywu sildenafilu na mikrokrazenie

Protokot 2 i 3 — ocenialy krotko- 1 dlugookresowy wplyw na mikrokrazenie treprostinilu

aplikowanego miejscowo zar6wno bez uzycia jak i z wykorzystaniem systemu jonoforezy

W kazdym z protokoléw badawczych wizyta inicjacyjna (WO0) byta poswigcona badaniu
podmiotowemu i przedmiotowemu wraz z pomiarem cis$nienia tgtniczego krwi i wykonaniem
elektrokardiogramu. Nastgpnie, stwierdzano czy ochotnik spetnia kryteria wlaczenia do
protokotu. Na kazda kolejna wizytg osoby badane stawialy si¢ na czczo. Etapy badania
przewidujace rejestracj¢ przeptywu — trzy w protokole 1, dwa w protokole 2 oraz jeden
w protokole 3- odbywaty si¢ w okresie tygodnia z tolerancja 2 dni. Ostatnia wizyta (Wx),
zamykajaca badanie przeznaczona byta ocenie ewentualnych skutkow ubocznych zwiazanych
z przeprowadzonym protokotem badawczym i1 odbywata si¢ po tygodniu od zakonczenia

eksperymentu.

3.5.1. Protokol 1 - Wplyw 50 mg i 100 mg sildenafilu na mikrokrazenie

Na rysunku 5 przedstawiono schemat rejestracji przeptywu w czasie wizyt W1, W2 oraz W3.
Podczas pierwszej wizyty badawczej (W1) oceniano przeplyw spoczynkowy
w mikrokrazeniu. Druga wizyta badawcza (W2) byla poswigcona badaniu perfuzji
w mikronaczyniach obwodowych po podaniu 50 mg sildenafilu per os. Podczas trzeciej

wizyty (W3) badano przeptyw w mikrokrazeniu po podaniu 100 mg sildenafilu per os.
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Po godzinnym okresie adaptacji w statej temperaturze otoczenia 23°C £+ 1°C, na powierzchni
skory przedramienia umieszczono okragla sondg, ktorej powierzchnia stanowila obszar do
analizy perfuzji w mikronaczyniach. Przez pierwsze 5 minut oceniano przepltyw spoczynkowy
w mikrokrazeniu, a nast¢pnie podano doustnie sildenafil, po czym rejestrowano perfuzje
badanego obszaru przez kolejne 120 minut. Pod koniec badania, w miejscu analizy przeptywu
umieszczono okragla sonde ogrzewajaca. W celu uzyskania wazodylatacji maksymalnej,
skorg przedramienia ogrzewano miejscowo w temperaturze 42°C przez 30 minut i kolejne 5
minut w 44°C [31,32]. Nastgpnie, ponownie wiaczono laserowy skaner dopplerowski na 5
minut, by oceni¢ zmiang przeptywu w mikrokrazeniu po zastosowaniu przekrwienia

termicznego.

W21 . >
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Czas (min)
50 mg sildenafilu p.o.

w2 o >
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Czas (min)
100 mg sildenafilu p.o.

e T T Y I S >
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Czas (min)

- rejestracja perfuzji - przekmwienie termiczne

Rysunek 5. Schemat badania w protokole 1.
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3.5.2. Protokol 2 - Wplyw treprostinilu na mikrokrazenie - ocena krotkookresowa

Protokot ten przeznaczony byt do oceny znaczenia jonoforezy roznych stezen treprostinilu na

wielko$¢ perfuzji mikrokrazenia.

Podczas pierwszej wizyty badawczej (W1) oceniano zmiany przeptywu w mikrokrazeniu po
jednoczasowym podaniu treprostinilu w st¢zeniach: 2,5 uM, 25 uM, 250 uM i 0,9% NaCl
w roznych obszarach skory przedramienia. Roztwor 0,9% NaCl stluzyt w tym badaniu jako
kontrola. Druga wizyta (W2) byla poswigcona ocenie wpltywu tych samych stezen
treprostinilu na wielko$¢ zmian przeplywu w tych samych lokalizacjach skéry przedramienia
po zastosowaniu jonoforezy przez okres 20 minut. Podczas tej wizyty obszary wybrane do

aplikacji treprostinilu byty uprzednio poddane 60 minutowemu dziataniu preparatu EMLA.

adaptacja aplikacja roztworéw do sond
| B i
e — —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Czas {min)
aplikacja EMLA aplikacja roztworéw do sond
w2 >
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 Czas {min)
- rejestracja perfuzji - przekmwienie termiczne
- czas kontaktu EMLA ze skéra jonoforeza

Rysunek 6. Schemat badania w protokole 2.
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Aplikacja treprostinilu bez uzycia jonoforezy — wizyta W1

Po godzinnym okresie adaptacji w statej temperaturze otoczenia 23°C =+ 1°C,
na powierzchni przedramienia rozmieszczono losowo cztery okragle sondy do jonoforezy
niepodlaczone do generatora pradu. Powierzchnia kazdej sondy wynosita 1,2 cm? a jej
pojemno$¢ rownata si¢ 360 plL. Przez pierwsze 5 minut oceniano przeptyw spoczynkowy
w mikrokrazeniu, Nastepnie, sondy zostaly odpowiednio wypeklnione roztworami 2,5 puM,
25 uM 1 250 puM treprostinilu oraz 0,9% NaCl. Przez pierwsze 5 minut oceniano przeptyw
spoczynkowy w mikrokrazeniu, a nastgpnie rejestrowano perfuzj¢ badanego obszaru przez
80 minut od momentu umieszczenia sond. Pod koniec eksperymentu, zastosowano
przekrwienie termiczne, w celu okreslenia wazodylatacji maksymalnej. Nastgpnie, ponownie
wlaczano LDI na 5 minut, by zarejestrowaé zmiany przeptywu w mikrokrazeniu po

wykonanym tescie.

Jonoforeza treprostinilu — wizyta W2

Przed rozpoczeciem badania, w czterech miejscach wybranych wczesniej do
jonoforezy zaaplikowano na 60 minut 1 g kremu zawierajacego lidokaing i prylokaing
(EMLA®, AstraZeneca, 1 g kremu zawiera 25 mg lidokainy 1 25 mg prylokainy). Nastepnie,
na powierzchni przedramienia rozmieszczono losowo cztery okragle sondy do jonoforezy
i wypelniono je roztworami 2,5 pM, 25 pM i 250 puM treprostinilu oraz 0,9% NaClL
Nastepnie, dokonano rejestracji przeptywu spoczynkowego w mikrokrazeniu przez 5 minut,
po czym rozpoczgto jonoforeze¢ 20uA  przez 20 minut. Rejestracje przeplywu
w mikrokrazeniu prowadzono przez 80 minut od momentu rozpoczecia jonoforezy. Pod
koniec eksperymentu, stosowano przekrwienie termiczne. Nastgpnie, wiaczano LDI na

5 minut, by oceni¢ zmiang przeptywu w mikrokrazeniu po zastosowanym tescie.
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Na rysunku 7 przedstawiony zostal uktad pomiarowy wykorzystywany w badaniu. Cztery
sondy do jonoforezy (A) podlaczone do zrdédta =zasilania (B) zostaly umieszczone
na wewngetrznej powierzchni prawego przedramienia zdrowego ochotnika. Przeptyw krwi
w mikrokrazeniu rejestrowano za pomoca laserowego skanera dopplerowskiego (C) na
obszarze, na ktorym zostaty umieszczone sondy do jonoforezy. Cisnienie tetnicze krwi i akcja
serca byly monitorowane za pomoca fotopletyzmografii (D). Elektrody pasywne (E)
wchodzace w sktad systemu do jonoforezy byly umieszczone w odlegtosci okoto 15 cm od

elektrod aktywnych, czyli sond do jonoforezy.

Rysunek 7. Uklad pomiarowy z zastosowaniem laserowego skanera dopplerowskiego i jonoforezy.
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3.5.3. Protokol 3 - Wplyw treprostinilu na mikrokrazenie - ocena dlugookresowa

Protokét ten przeznaczony byt do oceny czasu utrzymywania si¢ zmian w wielkosci

przeptywu w mikrokrazeniu po aplikacji treprostinilu z uzyciem jonoforezy.

Protokét przewidywat tylko jedna wizyte badawcza, podczas ktorej oceniano przeptyw
w mikrokrazeniu po zastosowaniu jonoforezy treprostinilu w stezeniach 2,5 uM, 25 uM i1 250
UM oraz 0,9% NaCl. Odmiennie, niz w protokole 2, w miejscach wybranych do jonoforezy

nie stosowano preparatu EMLA.

Przeptyw spoczynkowy w mikrokrazeniu oceniano przez 5 minut, po czym rozpoczg¢to
jonoforeze 20uA przez 20 minut. Rejestracje ukrwienia prowadzono w sposob ciagly do
3 godziny od aplikacji treprostinilu. Podczas kolejnych dwoch godzin w rownych odstgpach
czasu dokonano czterech 10-minutowych rejestracji przeptywu. W ciagu nastgpnych 5 godzin
10-minutowe rejestracje dokonywane byly co godzing. Ostatniej rejestracji przeptywu

dokonano po 24 godzinach od rozpoczecia badania.

aplikacja roztwordéw do sond

|
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- rejestracja perfuzji - przekrnwienie termiczne

jonoforeza

Rysunek 8. Schemat badania w protokole 3.

26



3.6. Analiza statystyczna

Zmienne o charakterze ciaglym przedstawiono jako $rednig arytmetyczna + odchylenie
standardowe (SD), natomiast zmienne kategoryczne wyrazono w procentach (%).
Przeprowadzono analiz¢ rozkladu normalnego (test Shapiro-Wilka) oraz analizg
jednorodnosci wariancji (test Levena'a). Zmienne o rozktadzie zgodnym z rozkladem
normalnym analizowano metodami parametrycznymi. Porownania pola pod krzywa (AUC)
dokonano stosujac analizg wariancji (ANOVA) dla powtarzanych pomiarow i test t-Studenta
dla préb zaleznych (oraz test post-hoc Tukeya). Zmienne, ktéorych rozktad odbiegat od
rozktadu normalnego, analizowano metodami nieparametrycznymi stosujac test Friedmana
dla zmiennych zaleznych oraz test kolejnosci par Wilcoxona dla dwodch prob zaleznych.
W pracy przyjeto poziom istotnosci statystycznej p<0,05. Analizy statystycznej dokonano

przy uzyciu oprogramowania SPSS wersja 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. Wyniki

4.1.

Ocena wplywu sildenafilu na wielko$¢ przeplywu w mikrokrazeniu

Wielko$¢ maksymalnego przeptywu w mikrokrazeniu zarejestrowana w okresie 120 minut

badania bez

uzycia leku wyniosta 8,5 + 1 %CVCmax.

Maksymalny przepltyw

w mikrokrazeniu po przyjgciu sildenafilu w dawce 50 mg wynosit 10,5 + 3,5 %CVCmax, co

nie réznito si¢ w sposob istotny statystycznie od wartosci wyjsciowej. Z kolei, badanie

przeprowadzone z zastosowaniem sildenafilu w dawce 100 mg wykazato istotny statystycznie

(p<0,03) wzrost wartosci przeptywu maksymalnego do 14,9 + 10,2 %CVCmax. Maksymalne

wartosci przeptywu stwierdzano w czasie okoto 60 minut od przyjecia leku w dawce zardwno

50 mg jak 1 100 mg.
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perfuzja (% przeptywu maksymalnego)
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Rysunek 9. Wplyw sildenafilu podanego per os na przeptyw w mikrokrazeniu wyrazony jako procent
przeplywu maksymalnego.
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W trakcie przeprowadzanych badan zgodnie z protokotem, nie odnotowano powaznych
efektow ubocznych u zadnej z badanych osob. U trzech z badanych ochotnikow wystapity
bole glowy, zaczerwienie skory twarzy i uczucie goraca. Srednie cisnienie tetnicze oceniane
w okresie 1 godziny po podaniu leku ulegto istotnemu statystycznie obnizeniu wzgledem
warto$ci zmierzonych bez podawania leku o 2,1 + 2,2 mmHg po przyjeciu 50 mg (p<0,01)

oraz 2,6 £ 1,2 mmHg po 100 mg sildenafilu (p<0,01).
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Rysunek 10. Wplyw sildenafilu podanego per os na Srednie ciSnienie tetnicze.
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4.2. Krotkookresowa ocena wplywu treprostinilu na mikrokrazenie
Aplikacja treprostinilu bez uzycia jonoforezy — W1

Porownanie wielkos$ci przeplywu w mikrokrazeniu podczas aplikacji treprostinilu (st¢zenia:
2,5 uM, 25 pM 1 250 pM) oraz 0,9% roztworu NaCl wyrazonych jako pole pod krzywa

(AUC) nie wykazato istotnych statystycznie roznic (p=0,24) zwiazanych z rodzajem roztworu

(Tabela 2).
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Rysunek 11. Przeplyw w mikrokrazeniu, wyrazony jako procent przeplywu spoczynkowego,
w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 pnM i 250 pM treprostinilu i 0,9% NaCl bez uzycia jonoforezy.

Tabela 2. Wielko$¢ AUC dla % zmian przeplywu w mikrokrazeniu w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 pM i 250
uM treprostinilu i 0,9% NaCl bez uzycia jonoforezy.

Zmienna 0,9% NaCl 2,5 uM 25 uM 250 pM Test
Friedmana
AUC 0-80min 778 £ 1567 401 £2772 2506 = 3550 2479 + 1567 0,24
[%BL*min]
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Aplikacja treprostinilu z zastosowaniem jonoforezy — W2

Poréwnanie wielko$ci przeptywu w mikrokrazeniu podczas aplikacji treprostinilu (stezenia:
2,5 uM, 25 uM 1 250 uM) oraz 0,9% roztworu NaCl (Rysunek 12) wyrazonych jako pole pod
krzywa (AUC) wykazato istnienie istotnych statystycznie réznic (p=0,007) zwiazanych
z rodzajem roztworu. Srednia wielko§¢ AUC okreslona dla zmian w wielkosci przeptywu
spoczynkowego w mikrokrazeniu podczas aplikacji treprostinilu w stgzeniu 2,5 uM nie byla
istotnie statystycznie rézna od AUC okre$lonego dla analizy zmian przeplywu podczas
aplikacji 0,9% NaCl. Podobna analiza przeprowadzona dla 25 uM oraz 250 uM roztworu
treprostinilu wykazala istotne (p<0,01) zwigkszenie AUC. Ponadto wykazano, ze wptyw
250 uM roztworu treprostinilu na wielko$§¢ zmian przeptywu spoczynkowego byt istotnie

wigkszy od kazdego z pozostatych roztworow.

1000 - [ jonoforeza
& ~+= NaCl 0,9%
800 -

== treprostinil 2,5 uM
= treprostinil 25 pM
600 - - treprostinil 250 pM

perfuzja (% przeplywu spoczynkowego)

czas (minuty)

Rysunek 12. Przeplyw w mikrokrazeniu, wyrazony jako procent przeplywu spoczynkowego,
w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 pM i 250 uM treprostinilu i 0,9% NaCl z wykorzystaniem jonoforezy.
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Tabela 3. Wielko$¢ AUC dla % zmian przeplywu w mikrokrazeniu w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 pM i 250
pM treprostinilu i 0,9% NaCl z wykorzystaniem jonoforezy.

Zmienna 0,9% NaCl 2,5 uM 25 utM 250 uM Test
Friedmana
AUC 0-80min 133 + 2407 970 £ 2706 7084 + 7704# 31897 +24390* 0,007
[%BL*min]

*p < 0,01 wzgledem wszystkich grup; #p< 0,01 wzgledem 0,9% NaCl

W trakcie przeprowadzanych badan nie odnotowano zadnych powaznych efektow ubocznych
zwiazanych z przyjetym protokolem. Srednie ci$nienie tetnicze podczas trwania catego
eksperymentu nie zmieniato si¢ w sposob istotny (Rysunek 13). W miejscu jonoforezy
treprostinilu o stezeniu 250 puM 1 25 uM u szesciu z badanych o0s6b zaobserwowano

wystapienie rumienia skornego, ktory ustapit po kilku godzinach.
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Rysunek 13. Srednie cisnienie tetnicze podczas trwania i po zakonczeniu jonoforezy treprostinilu.

32



4.3. Dlugookresowa ocena wplywu treprostinilu na mikrokrazenie

Poréwnanie wielko$ci przeptywu w mikrokrazeniu podczas aplikacji treprostinilu (stezenia:
2,5 uM, 25 uM 1 250 uM) oraz 0,9% roztworu NaCl (Rysunek 14) wyrazonych jako pole pod
krzywa (AUC) wykazato istnienie istotnych statystycznie réznic (p<0,001) zwiazanych
z rodzajem roztworu. Po 24 godzinach przeptyw we wszystkich badanych sytuacjach

powrocit do wartosci przeptywu spoczynkowego.
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Rysunek 14. Przeplyw w mikrokrazeniu, wyrazony jako procent przeplywu spoczynkowego,
w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 uM i 250 pM treprostinilu i 0,9% NaCl z wykorzystaniem jonoforezy oraz
250 uM treprostinilu bez uzycia jonoforezy.

Ponadto, wzrost przeptywu w mikrokrazeniu wyrazony jako pole pod krzywa dla roztworu
treprostinilu o st¢zeniu 250 uM (AUC 0-10h 1773 +/- 835 %BL*h) byt istotnie statystycznie

wigkszy (p= 0.005) w poréwnaniu ze zmianami w przeptywie spowodowanymi tym samym

roztworem, ale zaaplikowanym bez uzycia jonoforezy (AUC 0-10h 360 +/- 593 %BL*h).
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Szczyt maksymalnego dziatania (PEAK) badanych roztworéw w przedstawionym schemacie
badawczym wystgpowal w 30 minucie. Stwierdzono zalezno$¢ maksymalnego efektu
naczyniowego od stgzenia badanego roztworu. Maksymalna zmiana wielkosci przeptywu dla
treprostinilu o stgzeniu 250 uM roéznila si¢ w sposob istotny statystycznie (p=0,005) od
wielkosci okreslonych dla pozostatych roztworéw z wyjatkiem treprostinilu w stezeniu

25 uM.

Tabela 4. Wielkos¢ AUC dla % zmian przeplywu w mikrokrazeniu w czasie aplikacji 2,5 pM, 25 uM i 250
pM treprostinilu i 0,9% NaCl z wykorzystaniem jonoforezy.

Zmienna 0,9% NaCl 2,5 uM 25 uM 250 pM Test
Friedmana
AUC 0-10h 285 + 288 273 £247 488 + 287 1773 + 835* <0,001
[%BL*h]
PEAK [%BL] 335+274 320 +192 509 + 354 703 £+ 246# <0,001

*p = 0,005 wzgledem wszystkich grup; #p = 0,005 wzglgdem wszystkich grup z wyjatkiem 25 pM
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W trakcie przeprowadzanych badan nie odnotowano zadnych powaznych efektéw ubocznych
zwiazanych z przyjetym protokolem. Srednie ci$nienie tetnicze podczas trwania catego
eksperymentu nie zmieniato si¢ w sposob istotny (Rysunek 15). W miejscu jonoforezy
treprostinilu o stezeniu 250 uM i 25 puM u czterech z badanych oséb zaobserwowano

wystapienie rumienia skornego, ktory ustapit po kilku godzinach.
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Rysunek 15. Srednie ci$nienie tetnicze podczas trwania i po zakonczeniu jonoforezy treprostinilu.
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4.3.1. Ocena odruchu aksonowego

Oceng efektu odruchu aksonowego przeprowadzono na podstawie interpretacji wynikow
uzyskanych w protokole 3 (Rysunek 16). Dla wszystkich badanych z zastosowaniem
jonoforezy roztwordw obserwowano wystgpowanie maksymalnych zmian przepltywu
w 30 minucie od rozpoczgcia eksperymentu. Przyjmujac, ze zmiany przeplywu w czasie
jonoforezy 0,9% NaCl sa spowodowane odruchem aksonowym poddano analizie dane
opisujace zmiany przeplywu w czasie aplikacji 0,9% NaCl oraz 250 pM treprostinilu

wzgledem przeptywu spoczynkowego.

W celu oceny wplywu odruchu aksonowego na czas wystapienia maksymalnego efektu
treprostinilu, dla kolejnych punktow czasowych okreslono iloraz zmian w przeptywie

spoczynkowym zaleznych od treprostinilu w st¢zeniu 250 uM oraz od 0,9% NaCl.
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Rysunek 16. Zmiany w przeplywie spoczynkowym zalezne od treprostinilu w stezeniu 250 pM wyrazone
wzgledem odpowiednich zmian dla 0,9% NaCl.
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5. Dyskusja

Metoda laserowo-dopplerowska stworzyla nowe mozliwosci nieinwazyjnej 1 powtarzalnej
oceny zmian perfuzji mikrokrazenia [33], bedacego obiektem zainteresowania coraz wigkszej
grupy fizjologow i farmakologdéw. Badania mikrokrazenia, poza mozliwoscia poznania
nowych mechanizméw regulacji fizjologicznych, pozwalaja réwniez wyciaga¢ wnioski
o charakterze klinicznym 1 stwarzaja perspektywy zastosowania dokonanych obserwacji

w terapii [3,12].

Mikrokrazenie skorne jest najczesciej wykorzystywanym modelem badawczym w technice
laserowo-dopplerowskiej. Coraz wigcej dowodow wskazuje na to, ze mikronaczynia skorne
moga stuzy¢ jako model badawczy do oceny globalnej funkcji mikrokrazenia.
Z przedstawionych w literaturze badan wynika, iz obszar skory jest reprezentatywny dla
mikrokrazenia w innych narzadach min. nerkach [34-36]. Wyniki badan opublikowanych
przez Saxa 1 wsp. pozwolily na wykazanie rownolegtosci zaburzen mikrokrazenia
wiencowego 1 dysfunkcji mikrokrazenia obwodowego [37]. Ponadto, Ijzerman i wsp. w 2003
roku wykazali, iz u pacjentow z podwyzszonym ryzykiem choroby wiencowej wystepuja
roOwniez zaburzenia mikrokrazenia skérnego. Pozwala to na przyjecie zalozenia, ze
mikrokrazenie skorne jest prawidtlowym modelem do badania relacji miedzy czynnikami
ryzyka sercowo-naczyniowego oraz funkcja mikronaczyn [38]. Warto zauwazyC, ze
mikrokrazenie skorne bylo wielokrotnie wykorzystywane jako model stuzacy do oceny
mechanizméw naczyniowych w wielu stanach chorobowych takich jak nadcis$nienie tgtnicze,

cukrzyca, przewlekta choroba nerek, niewydolno$¢ serca czy w twardzina uktadowa [7].

Walorem badania mikrokrazenia skérnego in vivo jest mozliwo$¢ oceny funkcji naczyn

w naturalnym $rodowisku, w ktorym wystepuja ztozone wspoéizaleznosci miedzy ukladem
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nerwowym, Srodblonkiem 1 mig$niami gladkimi naczyn. Wszystkie te mechanizmy kontroluja

napigcie naczyn i tym samym odpowiadaja za regulacje przeptywu krwi [12].

Badanie mikrokrazenia w warunkach podstawowych rzadko dostarcza informacji na temat
mechanizmoéw patofizjologicznych, gdyz najczesciej cechuje si¢ duza zmiennoscia czasowa
1 przestrzenna. Warto$¢ poznawcza badan nad mechanizmami regulacyjnymi mikrokrazenia
istotnie wzrasta po zastosowaniu testow stymulacyjnych opartych na prowokacji

fizjologicznej badz farmakologicznej [12].

W ostatnim czasie metoda laserowo-dopplerowska znajduje coraz wigksze zastosowanie
w badaniach mikrokrazenia. Ze wzglgdu na mozliwo$¢ badania wigkszego obszaru tkanki jak
rowniez bezkontaktowo§¢ pomiardw 1 wigksza ich powtarzalno$¢, laserowe skanery
dopplerowskie zaczynaja wypiera¢ klasyczne przeplywomierze laserowo dopplerowskie.
Poza badaniami naukowymi, techniki laserowo dopplerowskie moglyby stanowi¢ dobre
narzedzie diagnostyczne w schorzeniach dermatologicznych (np. stanach zapalnych Ilub
zmianach nowotworowych), w ktorych wystepuja wyrazne zmiany mikroukrwienia. Z uwagi
na to, iz wystepujace zaburzenia dotycza zwykle wigkszych obszarow, jak rowniez czg¢sto
ulegaja infekcjom, zdecydowanie lepsze w badaniach diagnostycznych wydaja si¢ byc¢
bezkontaktowe laserowe skanery dopplerowskie [10]. Ponadto, laserowy skaner dopplerowski
doskonale nadaje si¢ do oceny reaktywnosci mikrokrazenia obwodowego po zastosowaniu

réznych testow prowokacyjnych [3,12].

Laserowy skaner dopplerowski pozwala tworzy¢ mapy perfuzji badanego obszaru, co daje
mozliwo$¢ oceny wptywu substancji wazoaktywnych na mikrokrazenie [3]. Badania takie sa
szczegolnie cenne biorac po uwagg liczne stany chorobowe, w ktérych dochodzi do zaburzen
mikrokrazenia. Takie badania maja szczegolna warto$¢ poznawcza w schorzeniach, takich jak

choroba Raynauda czy twardzina uktadowa, gdzie zaburzenie mikroukrwienia ma charakter
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miejscowy 1 dotyczy skory. Najczgsciej stosowane systemowe podawanie substancji
rozszerzajacych naczynia, tak w badaniach naukowych, jak i dziataniach terapeutycznych, ma
swoje ograniczenia, ze wzgledu na czesto wystepujace dzialania niepozadane, zwiazanie

z wptywem tych lekow na duze naczynia.

W celu uniknigcia dzialania systemowego substancji wazoaktywnych, ich wplyw na
mikrokrazenie mozna bada¢ stosujac jonoforezg. Technika ta dzigki zastosowaniu pradu
elektrycznego o matym nat¢zeniu pozwala na miejscowa aplikacje leku [27,39,40].
Jonoforeza substancji wazoaktywnych jest czg¢sto wykorzystywana w badaniach naukowych
nad mikrokrazeniem. Stuzy jako test farmakologiczny do oceny reaktywnos$ci mikronaczyn.
Technika pozwala na miejscowe wprowadzenie leku w sposéb nieinwazyjny, a ewentualne
zmiany przeptywu krwi w mikrokrazeniu w odpowiedzi na podana substancj¢ mozna
rejestrowa¢ za pomoca technik laserowo-dopplerowskich. Jonoforeza acetylocholiny (Ach)
1 nitroprusydku sodu (SNP) w potaczeniu z laserowym skanerem dopplerowskim sa szeroko
stosowane w ocenie reaktywnosci naczyn i1 funkcji $rédbtonka mikrokrazenia [41,42].
Acetylocholina laczac si¢ z receptorem muskarynowym (M3) na komorkach endotelialnych
posredniczy w rozkurczu naczyn w mechanizmie zaleznym od $rodbtonka, powodujac wzrost
produkcji tlenku azotu (NO), ktéry odpowiada za wazodylatacje [2,3]. Natomiast, SNP jest
egzogennym donorem NO, ktory aktywuje cyklazg¢ guanylanowa cytozolowa, powodujac
wzrost stgzenia cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), ktory jest wtdrnym
przekaznikiem, a nasilenie jego produkcji prowadzi do zmian fosforylacji réznych bialek
komoérkowych. Defosforylacja lekkich tancuchéw miozyny powoduje rozkurcz mig$ni
gladkich naczyn [43]. W zwiazku z tym, SNP jest wykorzystywany w celu oceny

mechanizmu wazodylatacji niezaleznej od srédbtonka [2,3].
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System transdermalnej aplikacji leku ma wiele zalet m.in. pozwala unikna¢ efektu pierwszego
przejscia przez watrobg, jak rowniez zmniejsza ilos¢ efektow ubocznych stosowanej terapii.
Ponadto, jonoforeza jest metoda nieinwazyjna 1 pozwala na szybkie oraz kontrolowane
podawanie wybranej dawki leku [27,44,45]. Z terapeutycznego punktu widzenia, jonoforeza
moze stanowi¢ alternatywg¢ w stosunku do systemowego podawania lekéw. Szczegdlnie
przydatna mogtaby by¢ w chorobach przebiegajacych z zaburzeniem mikrokrazenia,
w ktorych pozadane byloby wysokie miejscowe stezenie leku (np. choroba Raynauda,
twardzina uktadowa, czy cukrzyca). Jonoforeza substancji wazoaktywnych byta przedmiotem
wielu doniesien naukowych pokazujacych, iz miejscowe podawanie acetylocholiny,
czy nitroprusydku sodu ta metoda zwigksza przeptyw w mikrokrazeniu skornym u ludzi.
Niektorzy badacze sugeruja rowniez, iz jonoforeza substancji wazodylatacyjnych moglaby
stanowi¢ forme terapii w obwodowych zaburzeniach mikrokrazenia, np. w przebiegu
twardziny uktadowej [46,47]. Jednakze, najczg$ciej stosowana w jonoforezie substancja
rozkurczajaca naczynia, nitroprusydek sodu, ma krotki okres pohtrwania 1 szybko

przemijajacy efekt dziatania [43,48].

Jonoforeza znalazta juz kilka zastosowan klinicznych. Metoda ta jest aktualnie stosowana
w leczeniu nadmiernej potliwosci. Wykorzystuje si¢ ja rowniez w systemach do szybkiego
znieczulenia miejscowego (Lidosite®) z uzyciem lidokainy 1 epinefryny. Epinefryna
zmniejsza przeptyw krwi i tym samym zmniejsza klirens lidokainy. W leczeniu ostrych bolow
pooperacyjnych moze by¢ wykorzystywane urzadzenie lonsys® pozwalajace na jonoforeze

fentanylu [46].

Badania przeprowadzone na zwierzgtach, wykazaly, ze jonoforeza analogéw prostacykliny,
iloprostu 1 treprostinilu prowadzi do dlugotrwatego wzrostu wielko$ci przepltywu krwi

w mikrokrazeniu obwodowym u szczurdéw, nie powodujac obnizenia ci$nienia tgtniczego ani
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innych dziatah ubocznych o charakterze ogdlnoustrojowym [20]. Iloprost, analog
prostacykliny stosowany systemowo jest obecnie jedynym lekiem zatwierdzonym w terapii
zaburzen mikrokrazenia w przebiegu twardziny uktadowej [26]. Jednakze, mimo
niewatpliwych korzys$ci terapeutycznych powoduje wiele ogolnoustrojowych efektow
ubocznych, zwiazanych z silnymi wiasciwosciami wazodylatacyjnymi. Najczesciej obserwuje
si¢ bole glowy, tachykardi¢ oraz obnizenie ci$nienia tetniczego [20]. Wedlug dostegpnej
wiedzy, nigdy wczesniej nie badano wplywu jonoforezy analogow prostacykliny na

mikrokrazenie obwodowe u ludzi.

Celem niniejszej rozprawy byla ocena zmian w przeplywie w mikrokrazeniu zdrowych oso6b
pod wptywem inhibitora fosfodiesterazy typu 5 - sildenafilu oraz analogu prostacykliny -
treprostinilu. Ze wzgledu na mozliwe efekty uboczne zwigzane z systemowym stosowaniem
treprostinilu w przyjetych protokotach badawczych zastosowano aplikacj¢ tego leku przy

pomocy systemu jonoforezy.

W pierwszej czesSci pracy oceniano wpltyw sildenafilu na mikrokrazenie obwodowe
w obszarze skory przedramienia u ludzi zdrowych stosujac do oceny przeptywu krwi
nieinwazyjny laserowy skaner dopplerowski. Na podstawie przeprowadzonych badan,
wykazano, iz podanie sildenafilu w dawce 50 mg p.o. - nie powoduje, zas 100 mg p.o.
- powoduje istotny statystycznie wzrost perfuzji mikrokrazenia w stosunku do warto$ci
spoczynkowych. Maksymalna warto$¢ przepltywu wystepowata po 60 minutach od momentu
podania leku, co odpowiada czasowi do osiagnigcia maksymalnego stezenia leku w osoczu
[50]. Czas powrotu przeptywu do wartosci spoczynkowych wynosit 120 minut.
Monitorowanie ci$nienia t¢tniczego krwi podczas trwania eksperymentu wykazato podobne

obnizenie Sredniego cis$nienia tgtniczego tak po 50 mg, jak 1 100 mg sildenafilu po uptywie
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okoto jednej godziny po podaniu leku. Trzech z badanych zdrowych ochotnikow raportowato

wystapienie bolow glowy, zaczerwienia skory twarzy i uczucia goraca.

Pomimo, niewatpliwych korzysci ze stosowania sildenafilu 1 mozliwo$ci zastosowania go
w terapii zaburzen mikrokrokrazenia obwodowego np. u pacjentéw z twardzina uktadowa,
systemowe podawanie tego leku wiaze si¢ z szeregiem dziatan niepozadanych, wsrod ktérych
najczesciej wystepuja: hipotensja, bole glowy oraz napadowe zaczerwienienie skory twarzy

potaczone z uczuciem goraca (tzw. flushing).

Krotkotrwaly wplyw sildenafilu na mikrokrazenie skérne byl juz wczesniej obserwowany
u chorych z zaburzeniami tego obszaru naczyniowego. Park i wsp. wykazali w badaniu
oceniajacym przeptyw wlosniczkowy, ze sildenafil podany doustnie zwigksza przeptyw
spoczynkowy 1 pookluzyjna reakcj¢ przekrwienna po godzinie o 47% u pacjentow
z angiograficznie potwierdzona choroba wiencowa [51]. Fries i wsp. wykazali zwigkszenie
przeptywu krwi w mikrokrazeniu palcéw rak po 4-tygodniowym stosowaniu 50 mg
sildenafilu dwa razy dziennie u pacjentow z objawem Raynauda. Niemniej jednak u czterech
badanych osob wystapity bole glowy, a trzy osoby raportowaly uczucie goraca
1 zaczerwienienie skory twarzy zwiazane z silnym dzialaniem wazodylatacyjnym sildenafilu
[52]. Z kolei, Kumana i wsp. udowodnili, ze sildenafil zwigkszyt ukrwienie i zmniejszyt
objawy bolowe u pacjentéw z ostrym niedokrwieniem palcéw [53]. Podobnie, Kumar i wsp.
stwierdzili, ze sildenafil poprawia parametry badania termograficznego i zmniejsza nasilenie
objawu Raynauda u pacjentéw z twardzing ukladowa, nie powodujac efektu hipotensyjnego

manifestujacego si¢ klinicznie [54].

W drugiej czgsci podjetych badan (protokét 2) oceniano wplyw treprostinilu na

mikrokrazenie obwodowe w obszarze skory przedramienia u ludzi zdrowych zarowno bez jak
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1 z zastosowaniem miejscowego systemu podawania leku za pomoca jonoforezy. Zmiany

perfuzji w naczyniach oceniano nieinwazyjnym laserowym skanerem dopplerowskim.

Zaplanowany uklad badan pozwolil na wykazanie, ze treprostinil podany miejscowo bez
zastosowania jonoforezy nie wywoluje istotnego statystycznie wzrostu przepltywu
w mikrokrazeniu niezaleznie od stgzenia roztworu leku (2,5-25-250 uM) w poréwnaniu do
efektu 0,9 % NaCl. Powtorzenie tego samego schematu badawczego z zastosowaniem
systemu do jonoforezy pozwolilo na wykazanie istotnego efektu wazodylatacyjnego dla
treprostinilu w st¢zeniach 25 uM i wigkszych. Potwierdza to zasadno$¢ uzycia jonoforezy
wcelu oceny dziatania leku na mikrokrazenie. Analiza badan przeprowadzonych na
podstawie protokotu 2 wykazata, iz u badanych osob efekt wazodylatacyjny treprostinilu
utrzymywat si¢ 60 minut po zakonczeniu jonoforezy. W eksperymencie tym zastosowano
krem zawierajacy lidokaing i prylokaing (EMLA®). Preparat ten zostal uzyty w celu
zniesienia odruchu aksonowego, ktory wystgpuje podczas jonoforezy 1 polega na
niespecyficznym rozkurczu naczyn mikrokrazenia wskutek podraznienia skory pradem
[55,56]. Nie wystepowanie zmian w wielkosci przeplywu w mikrokrazeniu po jonoforezie
0,9% NaCl stanowi potwierdzenie zniesienia odruchu aksonowego wskutek zastosowanego
preparatu EMLA. Pozwala to rowniez na wnioskowanie, ze efekt dziatania treprostinilu

oceniony w tym schemacie badawczym nie byl spowodowany przez odruch aksonowy.

W kolejnym etapie badan - w protokole 3 - podjeto probg oceny czasu utrzymywania si¢
efektu wazodylatacyjnego po zastosowaniu jonoforezy trepronistilu w stezeniach uzytych
w protokole 2. Ten eksperyment badawczy zostal przeprowadzony bez wcze$niejszego
zastosowania preparatu EMLA, w zwiazku z ewentualna perspektywa zastosowania
jonoforezy jako metody leczniczej. W eksperymencie obserwowano szczyt przeptywu

w 30 minucie we  wszystkich miejscach, w ktérych zastosowano jonoforeze
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(wlacznie z 0,9% NaCl), poza miejscem aplikacji 250 uM treprostinilu bez zastosowania

jonoforezy.

Wielko$¢ maksymalnej zmiany przeptywu byta zalezna od stgzenia leku. Dla wszystkich
badanych z zastosowaniem jonoforezy roztworéw obserwowano wyst¢gpowanie
maksymalnych zmian przeptywu w 30 minucie od rozpoczgcia eksperymentu. Obserwowano
rowniez istotne zwigkszenie wielkosci przepltywu dla 0,9% NaCl. Sugeruje to, iz
obserwowana wazodylatacja pod wptywem treprostinilu jest rowniez zalezna od odruchu
aksonowego. Przyjmujac, ze zmiany przeplywu w czasie jonoforezy 0,9% NaCl sa
spowodowane odruchem aksonowym poddano analizie dane opisujace zmiany przeptywu w
czasie aplikacji 0,9% NaCl oraz 250 uM treprostinilu wzgledem przeptywu spoczynkowego.
Analiza wzglednych zmian przeplywu treprostinilu w stgzeniu 250 uM oraz od 0,9% NaCl
pozwolila na wykazanie, ze maksymalny efekt leku wystgpuje po uptywie 1 godziny
1 utrzymuje si¢ powyzej 2-krotnosci efektu obserwowanego dla jonoforezy 0,9% NaCl przez

okres 4 godzin.

Na podstawie przeprowadzonych badan, wykazano brak wplywu treprostinilu na
mikrokrazenie, gdy zostal on zaaplikowany bez zastosowania jonoforezy. Wykazano takze, ze
jonoforeza 250 puM treprostinilu  powoduje istotne zwigkszenie przeptywu krwi

w mikrokrazeniu nie wywolujac ani miejscowych ani systemowych dziatan ubocznych.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze miejscowa aplikacja treprostinilu za pomoca
jonoforezy moze by¢ rozwazana jako alternatywna metoda podawania tego leku, ktéra

pozwala na zwigkszenie jego lokalnego st¢zenia 1 uniknigcie dzialan niepozadanych.
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6. Wnioski

1. Sildenafil, inhibitor fosfodiesterazy typu 5, podany doustnie w dawce 100 mg

zwigksza przeptyw w mikrokrazeniu obwodowym u ludzi zdrowych.

2. Srednie ci$nienie tetnicze oceniane w okresie 1 godziny po podaniu 50 mg i 100 mg
sildenafilu ulegto istotnemu statystycznie obnizeniu wzglgdem warto$ci zmierzonych

bez podawania leku.

3. Treprostinil, analog prostacykliny, podany miejscowo bez uzycia jonoforezy, nie
wywoluje istotnego statystycznie wzrostu przeptywu w mikrokrazeniu niezaleznie od

stgzenia roztworu leku.

4. Treprostinil w stgzeniu 250 pM podany miejscowo metoda jonoforezy wywoluje

istotny wzrost przeptywu w mikrokrazeniu obwodowym u ludzi zdrowych.

5. Jonoforeza treprostinilu nie spowodowata miejscowych ani systemowych efektow
ubocznych. Srednie ci$nienie tetnicze podczas trwania catego eksperymentu nie

zmieniato si¢ w sposob istotny.
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7. Streszczenie

Choroby uktadu krazenia sa gldwna przyczyna zgondow w krajach uprzemystowionych.
Istnieje wiele technik rutynowo stosowanych do oceny duzych i $rednich naczyn. Tymczasem
w przebiegu cukrzycy, nadcis$nienia tgtniczego, niewydolno$ci nerek, czy choroby wiencowej
dochodzi do uogolnionej dysfunkcji mikrokrazenia. W chorobach uktadowych tkanki tacznej
zaburzenia tego obszaru naczyniowego czgsto bywaja pierwszym objawem choroby. Ze
wzgledu na mikroskopijne wymiary naczyn, niejednorodna morfologi¢ oraz zréznicowany
przeptyw krwi, mikrokrazenie jest cze$cia ukladu krazenia, ktorej badanie jest szczegdlnie
trudne. Niewielka dostepnos¢ metod badawczych jest jednym z powoddéw braku postgpu
w opracowaniu i1 weryfikacji skuteczno$ci leczenia zaburzen mikrokrazenia w schorzeniach

takich jak twardzina uktadowa czy choroba Raynauda.

Celem pracy byto zbadanie wplywu sildenafilu, inhibitora fosfodiesterazy typu 5, podanego
systemowo na mikrokrazenie obwodowe u ludzi zdrowych. Ze wzgledu na mozliwe efekty
uboczne zwiazane z systemowym stosowaniem substancji wazodylatacyjnej, w pracy
postanowiono rowniez zbada¢ wplyw treprostinilu, analogu prostacykliny, podajac go
miejscowo przy pomocy systemu jonoforezy. W pracy oceniano tolerancj¢ miejscowa
jonoforezy treprostinilu oraz reakcje systemowa na podawane substancje monitorujac

ci$nienie tetnicze podczas trwania badan.

Grupg badang stanowito 30 zdrowych ochotnikow obu plci w wieku powyzej 18 lat. Do
oceny wpltywu substancji wazoaktywnych na mikrokrazenie obwodowe wybrano skore
przedramienia. Zmiany przeptywu w mikronaczyniach rejestrowano przy pomocy
nieinwazyjnego laserowego skanera dopplerowskiego. Substancje wazoaktywne podawano

miejscowo stosujac system jonoforezy.
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W badaniu wykazano, iz sildenafil podany doustnie w dawce 100 mg zwigksza przeptyw
w mikrokrazeniu obwodowym u ludzi zdrowych, wywolujac istotne statystycznie obnizenie
cisnienia tetniczego wzgledem wartosci zmierzonych bez podawania leku. Ponadto,
wykazano, ze treprostinil w stezeniu 250 uM podany miejscowo metoda jonoforezy wywoluje
istotny wzrost przeptywu w mikrokrazeniu obwodowym u ludzi zdrowych. Miejscowa
aplikacja analogu prostacykliny nie spowodowata miejscowych ani systemowych efektow

ubocznych.
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