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1. WSTEP | PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1.1. Nadcisnienie tetnicze jako problem epidemiologiczny
o ztozonej patogenezie

W ostatnim potwieczu nadci$nienie tetnicze stato si¢ jednym najwazniejszych pro-
bleméw epidemiologicznych wspotczesnej cywilizacji'~. Dane statystyczne ujawnity, ze
w wielu krajach, w tym: w Polsce, Rosji, Finlandii, krajach nadbaltyckich, Czechach,
Niemczech, Szkocji, Irlandii, na Wegrzech, a w szczeg6lnosci w Ameryce Lacinskiej i
wsrod mieszkancow rasy czarnej w USA i Wielkiej Brytanii ponad 30% dorostej popu-
lacji choruje na nadciénienie tetnicze*®. Przyjmuje sie, ze w Polsce problem ten dotyczy
okoto 8 do 9 miliondéw o0s6b, przy czym nadcis$nienie tgtnicze wystgpuje u okoto 40-50%
populacji powyzej 50 roku zycia’. Szacuje sig, jedynie u 8 do 12% chorych udaje sig
obnizy¢ cisnienie tetnicze do wartosci przyjetych za prawidtowe'®!!, przy czym odsetek
ten nie rézni si¢ znaczaco od wynikéw leczenia w innych krajach'>!®. Zastanawiajace sa
przestanki niskiej skutecznos$ci leczenia. Obok niedostatecznej $wiadomosci spotecznej i
powoddw socjoekonomicznych istotng przeszkoda efektywnej terapii jest ztozona i je-
dynie czgSciowo zrozumiana etiopatogeneza choroby, co uniemozliwia zastosowanie
celowanego algorytmu leczenia'®.

W mysl powszechnie akceptowanej teorii mozaikowej sformutowanej w 1949 roku
przez Page'a’ cisnienie tetnicze jest wypadkowa wzajemnie powiazanych czynnikow:
neurogennych, hemodynamicznych, humoralnych i nefrogennych, ktore tworza wzajem-
nie uzupetiajacy si¢ system dynamicznej rownowagi. W swojej koncepcji Page wyod-
rebnit kilka do kilkunastu szczegétowych czynnikow w kazdej kategorii, w tym: jako
czynniki neurogenne: uszkodzenie wtokien nerwowych odpowiadajacych za odruch z
baroreceptorow tegtniczych i uszkodzenie pnia mozgu i wzrost ci$nienia $rodczaszkowe-
go; jako czynniki sercowo-naczyniowe: niewydolnos$¢ krazenia, zwegzenie aorty, przetoki
tetniczo-zylne i stwardnienie $cian tetnic; jako czynniki endokrynne m. in.: gruczolaka
przysadki mozgowej, guzy rdzenia i kory nadnerczy, hiperadrenalinemig i hiperkortyzo-
lemig; jako czynniki nefrogenne: zapalenia nerek, utrudnienie w swobodnym odptywie
moczu, uszkodzenia nerek pourazowe oraz zwezenie naczyn nerkowych. Intensywne
badania prowadzone w nastgpnych latach znacznie poszerzyly pierwotna mozaike¢ Page'a
o kolejne czynniki: takie jak, m. in: wiek'®", masa ciata'®'"’, pte¢®, palenie tytoniu®'
predyspozycje genetyczne®>?*, zwigkszony udzial komponenty wspotczulnej w osrod-
kowej regulacji krazenia®>?’, zaburzenia elektrolitowe zwiazane z nieprawidtowym
transportem jondéw przez blony biologiczne®®®', insuling’>*’, czynniki wzrostu®**’,
czynniki zapalne®®*” i mechanizmy immunologiczne®®, $rodblonek naczyniowy™, nie-
prawidlowa budowe $cian naczyn tetniczych ***, zaburzenia lokalnego uwalniania sub-
stancji wazoaktywnych****, zaburzenia przemian metabolicznych, w tym lipidow i glu-
kozy*** zaburzenia hemostazy"’*’, cechy osobowosci i podatno§é na stres®, a takze
przebieg ciazy i mase urodzeniowa ciata® =, W rezultacie cato$ciowe zrozumienie sys-
temu, a takze ocena wptywu wylaczenia, lub nadekspresji jednego z czynnikoéw regula-
cyjnych na catoéciowe funkcjonowanie uktadu, staly sie coraz trudniejsze™.

Pod koniec lat siedemdziesiatych ubieglego stulecia dwie grupy badaczy: japonska’’
i rosyjska® opublikowaly wyniki badan doswiadczalnych, sugerujace zwiazek reaktyw-
nych postaci tlenu (ROS) z nadci$nieniem tgtniczym. Jakkolwiek prace obu zespolow
poczatkowo nie wywotaty szerokiego echa w srodowisku naukowym, to mozna przyjaé,



14 Tomasz H. Wierzba

ze otworzyly droge do sformutowania koncepcji o znaczacej roli endogennych procesoéw
utleniania w rozwoju nadcis$nienia tgtniczego.

1.2. Reaktywne postaci tlenu (ROS) w uktadach biologicznych

Udziat tlenu w przemianach metabolicznych i w rozwoju proceséw chorobowych
wzbudza narastajace zainteresowanie badaczy od jego odkrycia przez Priestleya w 1774
roku, u ktérego oddychanie czystym tlenem wywolywato przyjemne doznania. Priestley
przeprowadzil pierwsze eksperymenty na zwierzgtach z uzyciem czystego tlenu i wy-
wnioskowat, jak si¢ pozniej okazalo niestusznie, ze oddychanie czystym tlenem wydhuza
czas zycia myszy. Szczegdlna uwage skupiaja ROS, ktorych powstawanie w reakcjach
biologicznych po raz pierwszy wykazat Chance i wsp. w 1950 roku, analizujac przemia-
ny zachodzace u bakterii przy udziale katalazy>*®, za§ Commoner wykryt ich obecnoéé
w probkach biologicznych®. Tlen jest uniwersalnym akceptorem elektrondw, umozli-
wiajacym organizmom aerobowym wykorzystanie energii zawartej w substratach po-
karmowych: weglowodanach, thuszczach i biatkach. ROS wykazuja wigksza zdolno$¢
przytaczania elektronéw niz czasteczka tlenu w stanie podstawowym (O,). Tlen w stanie
podstawowym jest pierwiastkiem stosunkowo mato reaktywnym, ze wzgledu na swoista
konfiguracj¢ elektronéw, z ktorych dwa kraza na prostopadtych wzgledem siebie orbita-
lach p, a ich spiny (kierunek obrotu wokol wlasnej osi) sa rownolegle. Nietypowo$é
konfiguracji elektronowej w czasteczce tlenu polega na tym, ze oba te elektrony nie sa
sparowane, tzn. nie posiadaja wzajemnego odpowiednika o spinie odwrotnym. Wysoka
reaktywno$¢ wigkszosci rodnikoéw tlenowych wynika z obecnosci niesparowanego elek-
tronu walencyjnego na ostatniej powloce elektronowej. W praktyce powszechnie okresla
si¢ rodniki tlenowe jako "wolne rodniki tlenowe" (WRT; oxygen free radical - OFR),
chociaz dopemienie "wolny", wprowadzone jako charakteryzujace molekute zdolna do
samoistnego istnienia, bez koniecznego zwiazania z innymi atomami/czasteczkami, nie
ma wigkszego sensu, poniewaz w praktyce nie sa uzywane terminy alternatywne, jak np.
"rodnik zwiazany", lub "rodnik zaleZny"Gz. Czasteczka tlenu w stanie podstawowym
(0,) jest dwurodnikiem, gdyz jako rodniki tlenowe okresla si¢ postaci tlenu posiadajace
przynajmniej jeden niesparowany elektron. Wzglednie mata reaktywno$¢ podstawowe;j
formy tlenu wynika z zasad mechaniki kwantowej, zgodnie z ktérymi moze ona reago-
wacé jedynie z czasteczka posiadajaca doktadnie dwa niesparowane elektrony, o spinach
rownoleghych, skierowanych przeciwnie wzgledem elektrondw w czasteczce 0,%.
Wigkszos$¢ wystepujacych w przyrodzie molekut ma sparowane elektrony i dlatego nie
reaguje z tlenem w stanie podstawowym. ROS nie stanowia jednorodnej klasy molekut.
Do ROS naleza m.in.: nadtlenek wodoru (H,0,), anion podchlorynowy ( OCI), nadtle-
noazotyn (ONOO ), ozon (Os), ktore nie sa rodnikami, a takze czasteczki, w ktorych w
wyniku absorpcji energii doszto do przegrupowania elektrondow na orbitale o podwyz-
szonej energii. Ich przedstawicielem jest tlen singletowy 'O, , a ponadto liczne rodniki
takie jak np.: anionorodnik ponadtlenkowy (O,*"), rodniki nadtlenkowe (ROO?®), rodnik
wodorotlenowy (OH®). ROS reaguja z wigksza iloscia substratow i zwykle znacznie
szybciej, niz standardowa czasteczka tlenu - O, Czasteczka tlenu w stanie podstawowym
ulega najczesciej catkowitej redukcji, poprzez przytaczenie 4 elektronow (0,%), w reak-
cji, ktorej produktem jest woda.

0,+4¢+4H — 2H,0
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Niekiedy jednak w przebiegu reakcji chemicznych czasteczka tlenu ulega jedynie
czesciowej redukceji, przylaczajac jeden, dwa, lub trzy elektrony. Klasycznym produkta-
mi z tych przemian sa: przy jednoelektronowej redukcji czasteczki O, - anionorodnik
ponadtlenkowy (O,*"), dwuelektronowej — nadtlenek wodoru (H,0,), za$ trojelektrono-
wej - rodnik wodorotlenowy (OH®).

Sposrod OFR rodnik wodorotlenowy wykazuje najwigksza reaktywnos$¢ i zapewne
najmniejsza specyficzno$¢ dziatania. Jego potencjat oksydacyjny jest tak duzy, ze o
mozliwosci zaistnienia reakcji z jego udzialem nie decyduje konieczno$¢ pokonania
bariery aktywacyjnej przy zetknigciu z partnerem reakcji, ale jedynie prawdopodobien-
stwo napotkania czasteczki, z ktora moze przereagowaé. Oznacza to, ze w warunkach
biologicznych szybkos$¢ reakcji rodnika hydroksylowego jest kontrolowana przez jego
dyfuzje. Rodnik wodorotlenowy powstaje zasadniczo w wyniku reakcji innych rodni-
kow. W warunkach fizjologicznych niewielka ilo§¢ rodnika OH® powstaje w wyniku
bezposredniej, niezbyt szybko przebiegajacej reakcji anionorodnika ponadtlenkowego i
nadtlenku wodoru, nazwanej od imienia odkrywcow reakcja Habera-Weissa®:

02._ + HzOz —_— OH. + OH_ + 02

Wielokrotnie szybszym i przez to efektywnym zrédlem rodnika hydroksylowego
jest reakcja Fentona zachodzaca pomigdzy zredukowana postacia metalu przej$ciowego
(Me), gtéwnie Fe** i Cu’, z nadtlenkiem wodoru:

Me + H,0; —— OH®+ OH + Me"

Fenton odkryt silnie utleniajace whasciwosci mieszaniny soli Fe*" i nadtlenku wodo-
ru w 1876 roku, a przez nastgpnie 20 lat bezskutecznie poszukiwat jej istoty. Przebieg
reakcji opisali Haber i Weiss niemal 40 lat pozniej®*.

Ostatnio wyodrebniona grupa ROS sa reaktywne postaci azotu (RNS, reactive nitro-
gen species), do ktdrych zalicza sig tlenek azotu, aniony azotynowe i azotanowe, a takze
nadtlenoazotyn (ONOO ) i powstale przy jego udziale produkty nitrowania o wlasciwo-
$ciach rodnikdéw, S-nitrozotiole, ktére sa produktami nitrozylacji, polegajacej na przyla-
czeniu NO do grup tiolowych biatek i aminokwaséw oraz inne rodniki organiczne po-
wstate na bazie NO. Tlenek azotu i dwutlenek azotu (NO,) sa rodnikami, gdyz posiadaja
niesparowany elektron (NO®, NO,®). W wyniku reakcji ROS, lub RNS z czasteczkami
organicznymi powstaja wolne rodniki zwiazkow organicznych, ktore z kolei moga ini-
cjowac¢ dalsze reakcje utleniania.

1.3. Powstawanie reaktywnych postaci tlenu in vivo

Na przetomie piatej i szostej dekady ubiegtego stulecia udato si¢ wykazaé, ze ROS
sa wytwarzane wewnatrzkomorkowo w przebiegu proceséw metabolicznych®-, a punk-
tem zwrotnym badan nad udzialem przemian wolnorodnikowych w uktadach biologicz-
nych byto odkrycie generowania nadtlenku wodoru przez mitochondria®”. W 1956 roku
Harman postulowat, ze ROS stanowia produkt uboczny przemian zachodzacych in vivo,
przy udziale enzymow, opisujac ROS jako destruktywne czynniki starzenia, uszkadzaja-
ce komorki ® i od tego czasu w opisie zjawisk wolnorodnikowych zachodzacych w
uktadach biologicznych dominuje stownictwo militarne.
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Tab. 1 Podstawowe zroédta ROS w organizmach zywych
Tab. 1 Principal sources of ROS in living organisms

1. Mitochondrium
» reakcje posredniczace przy przeptywie elektronow wzdhuz
fancucha oddechowego

2. Peroksysomy

» oksydazy: flawinowe, ksantynowa, moczanowa

» tancuch transportu elektronéw z udziatem cytochromu bs
3 Mikrosomy

» mikrosomalny tancuch transportu elektronéw z udziatem
cytochromu P-450

4. Btona komoérkowa
»  peroksydacja lipidow
»  synteza prostaglandyn

5. Biatka oddechowe
» utlenianie hemoglobiny i mioglobiny

6. Enzymy oksydacyjne: oksydazy, oksydoreduktazy, peroksydazy
» oksydaza NAD(P)H
» oksydaza ksantynowa
» oksydazy flawinowe
»  syntaza tlenku azotu (NOS)

7. Zwigzki drobnoczasteczkowe

zredukowane nukleotydy flawinowe
tiole

jony metali przejsciowych

aminy katecholowe

cukry redukujace

VVVVYVYVY

8. Aktywacja fagocytow
» oksydaza NAPH
» mieloperoksydaza, chloroperoksydaza

9. Czynniki Srodowiskowe

promieniowanie: jonizujace, UV, $wietlne
promieniowanie mikrofalowe

skazenie Ssrodowiska

ksenobiotyki

VVVYVYY

Wedlug potocznego schematu wolne rodniki atakuja i niszcza, czemu przeciwdziata-
ja mechanizmy obronne organizmu i kazdej z jego komoérek. ROS powstaja w ustroju w
wyniku dziatania réznorodnych czynnikéw i mechanizméw (tab. 1 wg.®*). Podstawo-
wym mechanizmem generujacym anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru sa
reakcje utleniania i redukcji zachodzace w mitochondriach podczas przeptywu elektro-
néw przez tancuch oddechowy, w ktorym rodnik O, jest posredniczacym produktem
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reakcji enzymatycznych. Szacuje sig, ze ponad 98% tlenu zaabsorbowanego przez orga-
nizm przenika do mitochondridéw, gdzie, w zaleznosci od warunkow, od 0,5% do 5%
calej jego puli ulega niepetnej redukcji z wytworzeniem ROS®*7*”'. U cztowieka, po-
dobnie jak u innych organizméw wyzszych, anionorodnik ponadtlenkowy jest wytwa-
rzany w najwigkszych ilosciach sposrod wszystkich OFR. W $rodowisku wodnym anio-
norodnik O,*” znajduje si¢ w rownowadze czynno$ciowej ze swoja uprotonowana forma,
rodnikiem wodoronadtlenkowym HO,*™ , ktéra ma silniejsze wlasciwosci utleniajace,
szczegolnie w stosunku do anionow, tatwiej przenika przez blony komérkowe i wykazu-
je wieksza lipofilno$¢®. W wigkszoéci komérek i struktur wewnatrzkomoérkowych w
uktadzie O,* / HO,*~ zdecydowanie dominuje anionorodnik ponadtlenkowy, gdyz z
obliczen wynika, ze przy pH = 7,4 jedynie 0,24% rodnikéw ponadtlenkowych wystgpuje
w formie uprotonowanej®. Natomiast w $rodowisku kwasnym, zwlaszcza wewnatrz
lizosomow 1 w poblizu blon komérkowych, znaczenie rodnika wodoronadtlenkowego
jest znacznie wigksze. Wykazano, ze anionorodnik ponadtlenkowy powstaje na po-
wierzchni zewnetrznej btony mitochodrialnej, po obu stronach btony wewngtrznej i w
macierzy mitochondrium’, przy czym znaczaca cze$¢ aniondéw O," wytwarzanych w
przestrzeni miedzybtonowej mitochondridéw jest przenoszona do cytoplazmy przez kana-
ty anionowe potencjato-zalezne™. Powstawaniu O, sprzyja nasilona redukcja sktadni-
koéw tancucha oddechowego mitochondriow, wywotana np. przez hipoksje’*’, a takze
znaczna hiperoksja’®’’. Istotny wplyw na generacje anionorodnika ponadtlenkowego ma
aktywnos¢ oddechowa mitochondriow. W stanie oddechowym 3, aktywnego oddycha-
nia, gdy ADP i substraty oddechowe sa dostgpne, stosunkowo niewielki odsetek tlenu
ulega niepetnej redukcji, za§ przy niedoborze ADP (stan oddechowy 4), wytwarzanie
0,* wielokrotnie wzrasta”. Przy braku ADP ustaje ruch jonéw H® w poprzek blony
mitochondrialnej przez syntazg ATP i potencjal elektryczny mitochondriow ¥ wzrasta,
co dodatkowo sprzyja zwigkszonej generacji O,"”. Anionorodnik ponadtlenkowy jest
wytwarzany przede wszystkim w wyniku reakcji katalizowanych przez kompleksy 11 III
tancucha oddechowego’”*!, mniejsze znaczenie odgrywaja kompleksy II i IV**% W
kompleksie I zidentyfikowano klastry zelazowo-siarkowe (N-la i N-2) jako miejsca
tworzenia anionorodnika ponadtlenkoweg084’85, za$ w kompleksie III wigkszo$¢ rodnika
powstaje na zewngtrznej i wewngtrznej powierzchni wewngtrznej btony mitochondrial-
nej w nastepstwie autooksydacji ubisemichinonu’?. Kompleks I wydaje si¢ generowaé
najwigksza iloé¢ anionu O," w mozgu*® , za§ w sercu i ptucach wigksze znaczenie ma
wytwarzanie O,* w obrebie kompleksu I11*"*, Przy braku ADP elektrony oderwane od
utlenionego bursztynianu moga przeptywac z powrotem do kompleksu I tancucha odde-
chowego i redukowa¢ NAD" do NADH¥’. Ten odwrécony transport elektronow przy-
czynia si¢ do zwigkszonej generacji ROS®'. Szybko$¢ generowania anionu O,*~ wzrasta
wraz ze zwolnieniem przeplywu elektrondw wzdhuz tancucha oddechowego i przy
zwigkszonej preznosci tlenu’”. Nadtlenek wodoru powstaje w mitochondriach podczas
dwuelektronowej redukcji tlenu w obrebie cytochromu ¢, w wyniku reakcji anionorodni-
ka ponadtlenkowego z dinukleotydem nikotynoamidoadeninowym zwiazanym z enzy-
mem, np. z dehydrogenaza mleczanowa (LDH-NADH) ® i w znacznej mierze poprzez
reakcj¢ dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego, katalizowana przez dysmutazg
ponadtlenkowa (MnSOD), przebiegajaca wedtug schematu:

0, + 0, +2 H — H,0, + O,
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Reakcja dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego moze réwniez zachodzi¢ sa-
moistnie, cho¢ ze znacznie mniejsza szybkoscia.

Ostatnie badania wskazuja na kluczowa rolg biatek regulacyjnych, w tym biatka
p665™° w wytwarzaniu anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru w mito-
chondriach, na istotna role tych bialek w regulacji czynno$ci mitochondriow, w tym w
indukcji, lub hamowaniu apoptozy.’

Roéznorodne drobnoczasteczkowe sktadniki komorek przyczyniaja si¢ do powstawa-
nia anionorodnika ponadtlenkowego, w tym: zredukowane nukleotydy flawinowe®*,
zredukowana ryboflawina®**, glukoza i inne cukry redukujace®?, zwiazki tiolowe **%7,
aminy katecholowe’”, podczas ich autooksydaciji zachodzacej spontanicznie, lub kata-
lizowanej przez jony metali przejsciowych: zelaza, miedzi i cynku, manganu, molibde-
nu, kobaltu, wedhug schematu:

RH, +0, — *RH+H' + 0,

ROS powstaja ponadto jako produkt przejsciowy przy utlenianiu hemoglobiny i mioglo-
biny'*!”'oraz pod wptywem enzyméw utleniajacych m.in: oksydazy ksantynowej'**'%,
oksydazy NAD(P)H'” cyklooksygenazy'®, lipooksygenazy'®’, oksydazy aldehydo-
wej'%, a takze syntazy tlenku azotu (NOS)'”. Wytwarzanie anionéw O," i ONOO ™ jest
w ostatnich latach przedmiotem szczegodlnego zainteresowania. NOS jest enzymem,
zawierajacym nukleotydy flawinowe FAD i FMN, ktory w obecno$ci kofaktora - tetra-
hydrobiopteryny, katalizuje reakcje przeksztatcenia argininy do cytruliny z uwolnieniem
tlenku azotu (NO). Reakcja ma przebieg ztozony, a do jej prawidlowego przebiegu wy-
magane jest 0,1 do 1 mM stezenie argininy w sasiedztwie enzymu. Przy oksydacyjnym
uszkodzeniu enzymu, niedostatecznym wysyceniu NOS przez tetrahydrobiopteryne, lub
argining, dwie podjednostki tworzace enzym ulegaja rozprze¢zeniu i w efekcie enzym nie
dziata na standardowy substrat - argining, natomiast jego domena reduktazowa zachowu-
je si¢ jak oksydaza NADPH, przylaczajac do czasteczki tlenu jeden elektron, co prowa-
dzi do tworzenia O,* %! W sytuacji, gdzie sasiadujace czasteczki NOS sa wysyco-
ne tetrahydrobiopteryna w sposob nierownomierny, w taki sposob, ze jedna z nich wy-
twarza NO, druga za$ anionorodnik ponadtlenkowy, dochodzi do réwnoczesnego po-
wstawania NO i O,", ktore w spontanicznej przebiegajacej reakcji tworza niemal na-
tychmiast nadtlenoazotyn (ONOO") . Przy nadmiarze ROS dochodzi do utleniania tetra-
hydrobiopteryny zwiazanej z NOS, co przyczynia si¢ do rozprzgzenia enzymu i do
zwigkszonej generacji O," ''%. Jest to jeden z mechanizméw, przez ktéry nadmiar oksy-
dantow promuje ich dalsze zwigkszone wytwarzanie na zasadzie blgdnego kota. Pewna
ilos¢ ROS jest wytwarzana podczas transportu elektronéw w mikrosomach i peroksyso-
mach, przy udziale cytochromu P-450 i cytochromu bs, szczeg6lnie podczas reakcji z
niektorymi ksenobiotykami®. Badania ostatnich lat wykazaty, ze ROS powstaja w nie-
enzymatycznych reakcjach przytaczania cukrow do biatek, okreslanych mianem glikacji,
szczegdlnie w trakcie utleniania, dehydratacji produktéw posrednich glikacji oraz w
wyniku przegrupowan Wewnqtrzczqsteczkowychss’113. Znaczace ilosci anionorodnika
ponadtlenkowego, rodnika hydroksylowego oraz rodnikéw alkilowych i alkoksylowych
sa generowane w reakcjach cukrow prostych: glukozy, fruktozy, zachodzacych przy
udziale oksydazy ksantynowej w obecnosci jonow Fe®" ' Efektywnym zrodtem ROS,
od ktorego rozpoczgly si¢ badania wolnorodnikowe w uktadach biologicznych jest pro-
mieniowanie jonizujace, co stanowi jedna z podstawowych barier dla eksploracji kosmo-
su i1 stanowi wyzwanie dla personelu latajacego i pasazerow czgsto przemieszczajacych
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sie samolotami'"®. ROS powstaja ponadto pod wptywem mikrofal''® oraz promieniowa-
nia $wietlnego w zakresie ultrafioletu''’, a niekiedy w zakresie pasma widzialnego ''®.
Interesujacym generatorem ROS sa fagocyty, ktére w stanie pobudzenia, okreslanego
mianem "wybuchu oddechowego", wgtwarzajq przez oksydazg NADPH ogromne ilo$ci
anionorodnika ponadtlenkowego119’12 , a takze anion podchlorynowy (" OCIl) przez mie-
loperoksydaze znajdujaca si¢ w granulocytach obojetnochtonnych'*'"'?, i przez chloro-
peroksydaze, ktéra jest enzymem granulocytow kwasochtonnych®!'?. Winterbourn i
wsp. obliczyli'#, ze mieloperoksydaza stanowi okoto 5% suchej masy tych krwinek, co
umozliwia generowanie ilosci ROS niespotykanych w innych komorkach.

1.4. Typy reakcji wolnorodnikowych w zywych organizmach

ROS wykazuja szerokie spektrum dziatania. Reakcje ROS mozna podzieli¢ na trzy
typy®. W reakcjach typu inicjacji dochodzi do tworzenia rodnikéw z czasteczek, ktore
nie sa rodnikami. Praktyczne znaczenie w warunkach fizjologicznych maja reakcje wy-
wotane wzbudzeniem czasteczek przez ultradzwigki oraz promieniowanie §wietlne i
jonizujace, a takze przez jednoelektronowe reakcje typu redoks o schematycznym prze-
biegu:

R'+XH — RH+X
gdzie R’ jest rodnikiem tlenowym inicjujacym reakcje.

Reakcje prolongacji, lub wedlug innej nomenklatury propagacji, odnosza si¢ do cza-
steczek, ktore sa nosnikami wolnego elektronu, za$ liczba zaangazowanych rodnikow
nie zmienia si¢. W réznych wariantach tych reakcji dochodzi do: a) oderwania od cza-
steczki macierzystej atomu, lub grupy atomow; b) przylaczenia rodnika do czasteczki.
Szczegolne znaczenie odgrywaja reakcje addycji rodnikéw do wiazan podwojnych w
nienasyconych kwasach tluszczowych i kwasow nukleinowych.; ¢) rozerwania wiazania
w stabilnej czasteczce przeksztalcanej w rodnik; d) reakcji redoks w przebiegu jedno-
elektronowej redukcji, ktéore moga zachodzi¢ w sposob kaskadowy; e) przegrupowania
elektrondw wewnatrz czasteczki, lub grupy funkcyjnej, co prowadzi do powstania mniej
stabilnych, ale za to bardziej reaktywnych rodnikow.

Terminacja nastgpuje wtedy, gdy dochodzi do reakcji migdzy dwoma rodnikami,
przy czym jako produkty powstaja czasteczki, ktore nie sa rodnikami.

1.5. Biologiczna rola ROS

Wigkszos¢ reakcji wolnorodnikowych prowadzi do uszkodzenia, badZ zniszczenia
czasteczek docelowych. Efekty wigkszosci ROS sa z reguly niespecyficzne, a ich spek-
trum dziatania jest tym szersze, im potencjat oksydacyjny rodnika jest wigkszy. W tab.2
wyszczegdlniono w sposob uproszczony gldéwne kierunki dziatania ROS u Eukaryota.
Reakcje wolnorodnikowe zachodza z udziatem zwiazkéw drobnoczasteczkowych, lipi-
dow, bialek, nici DNA i towarzyszacym im histonéw, jak réwniez w reakcjach weglo-
wodanow z aminokwasami, biatkami i zasadami tworzacymi DNA.
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Tab. 2 Zestawienie najwazniejszych efektow ROS w komorkach, (na podstawie ¢*12412%)

Tab. 2 The major cellular effects of ROS (base on %'2*1%)

1. Peroksydacja lipidéw
» usztywnienie i reorganizacja bton, tworzenie domen micellarnych
» zmiany przepuszczalnosci bton i sygnatlowania przezbtonowego

2. Utlenianie i denaturacja biatek, utlenianie grup funkcyjnych aminokwasow
inaktywacja enzymow

uszkodzenie biatek transportowych

zaburzenie przekaznictwa wewnatrzkomorkowego

usztywnienie cytoszkieletu

zaburzenia odporno$ci swoistej 1 nieswoistej, m.in.: chemotaksji,
adhezji, uwalniania cytokin, uszkodzenia biatek uktadu dopetniacza
1 immunoglobulin

» depolimeryzacja i degradacja wtokien kolagenowych

» utlenienie hemoglobiny i mioglobiny

VVVYVYVYV

3. Uszkodzenia kwaséw nukleinowych
» utlenianie zasad DNA
» pekniecia nici DNA
» zwigkszenie immunogennosci DNA z wytworzeniem
autoprzeciwcial
» mutageneza, transformacje nowotworowe
» uszkodzenia chromosomow

4. Utlenienie weglowodanow
» glikacja i jej konsekwencje:

- zaburzenia syntezy i struktury proteoglikanéw

- depolimeryzacja kwasu hialuronowego

- uszkodzenie glikoprotein na powierzchni komorek

- uszkodzenie bialek, w tym tworzenie produktow zaawansowanej
glikacji biatek (AGE) w nadmiarze, lub o zmienionej strukturze,
zmiana konformacji przestrzennej glikowanych biatek, ich
sieciowanie i odkladanie w postaci ztogow AGE

- uszkodzenie zasad DNA

5. Inne, nieswoiste efekty

» zaburzenie metabolizmu energetycznego: zahamowanie glikolizy,
fosforylacji oksydacyjnej i obnizenie stgzenia ATP

» utlenianie zwiazkow drobnoczasteczkowych: glutation, askorbinian,
nukleotydy nikotynoamidoadeninowe

» dysfunkcja komérek wywotana wewnatrzkoméorkowym nadmiarem
jonow Ca*"

» apoptoza i nekroza

. .Efekty czynno$ciowe uszkodzenia bialek sa najbardziej niejednorodne z uwagi na ich
wielopostaciowo$é i zréznicowana lokalizacje w ustroju i w komorce® 107124126y
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przebiegu wolnorodnikowej destrukcji biatek dochodzi do modyfikacji niektorych reszt
aminokwasowych oraz do fragmentacji i agregacji biatek.

Efektem wolnorodnikowych uszkodzen DNA sa dorazne, lub trwale zakodowane
zmiany metabolizmu komorki. DNA mitochondrialne jest znacznie bardziej podatne na
uszkodzenia, niz jadrowe, z uwagi na stosunkowo nieduzy rozmiar i brak ochronnego
otoczenia histonow, czego wykladnikiem jest kilkunastokrotne wigksze lokalne stgzenie
8-hydroksyguaniny, ktéra jest produktem utlenienia guaniny'?’. Uwzgledniajac fakt, ze
w mitochondrialnym DNA znajduja si¢ geny kodujace syntezg wielu kluczowych pod
wzgledem czynno$ciowym bialek, w tym: siedmiu podjednostek I kompleksu tancucha
oddechowego (oksydoreduktaza NADH-CoQ), podjednostki cytochromu b zawartego w
kompleksie III tancucha oddechowego, trzech podjednostek kompleksu IV (oksydaza
cytochromu C) i dwoch podjednostek syntazy ATP'?® jego defekty tatwo prowadza do

zaburzenia przemian energetycznych komorki i jej dysfunkcji'?.

1.6. Mechanizmy obrony antyoksydacyjnej

Organizmy posiadaja wielowarstwowe 1 uzupetniajace si¢ systemy zabezpieczajace
przez nadmiernym utlenianiem, zwane zwyczajowo mechanizmami obrony antyoksyda-
cyjnej. Gdyby, jak pisal Rattan'*’ ,"...antyoksydanty byty w stu procentach skuteczne to
zginglibysmy w ciagu kilku sekund". Pomigdzy catkowita destrukcja zalezna od niepo-
hamowanego utleniania, a $miercia wynikajaca z braku oksydantow, co w praktyce
oznacza brak tlenu, rozciaga si¢ szerokie spectrum przemian fizjologicznych, w ktorych
zachodza wolnorodnikowe reakcje utleniania i redukcji. ROS i mechanizmy ochrony
przed nimi tworza delikatng rownowage dynamiczna na kazdym poziomie zywego orga-
nizmu, ktoéra dostosowuje si¢ do zmieniajacych si¢ warunkéw otoczenia. Naruszenie tej
rownowagi, z przewaga ROS, prowadzaca do potencjalnych uszkodzen, Sies okreslit
jako stres oksydacyjny''.

Organizmy zyjace w $rodowisku tlenowym wyksztalcily bogaty arsenal §rodkow
zabezpieczajacych przed niekorzystnym dziataniem ROS, wérdd ktérych mozna wyrdz-
ni¢ enzymatyczne i nieenzymatyczne systemy obronne. Z punktu widzenia czynnoscio-
wego mechanizmy obrony antyoksydacyjnej mozna podzieli¢ na trzy grupy®: 1) mecha-
nizmy prewencyjne, ktorych istota jest niedopuszczenie do reakcji ROS ze zwigzkami
biologicznie waznymi, 2) interwencyjne, w wynikuwyniku, ktorychdzi do terminacji
(przerwania) niepozadanych reakcji utleniania, w tym tancuchowych reakcji wolnorod-
nikowych oraz 3) eliminujace i naprawcze, polegajace na usuwaniu niepozadanych skut-
kow reakcji wolnorodnikowych.

Wsrod czynnikdow pierwszej linii obrony znaczaca role odgrywaja enzymy. Dysmu-
taza ponadtlenkowa (SOD) usuwa ze swojego otoczenia anionorodnik ponadtlenkowy.
Nadtlenek wodoru jest redukowany do wody przez katalazeg i peroksydazy, w tym perok-
sydaze glutationu (GPx) i peroksydazg cytochromu c. Zadaniem wystepujacej m.in. u
drozdzy peroksydazy cytochromu c jest usuwanie nadtlenku wodoru wytworzonego
przez mitochondrialng dysmutaz¢ ponadtlenkowa (mtSOD) z przestrzeni migdzybtono-
wej mitochondriow. Kluczowa rolg w usuwaniu jonéw metali przejsciowych, katalizuja-
cych powstawanie niezwykle reaktywnego rodnika hydroksylowego (OH®) w reakcji
Fentona, maja biatka wiazace zelazo: ferrytyna, transferyna, laktoferyna oraz haptoglo-
bulina wiazaca wolna hemoglobing i hemopeksyna wiazaca hem. Wewnatrz komorki
istotng rolg przypisuje si¢ biatkom regulujacym metabolizm Zelaza (iron binding prote-



22 Tomasz H. Wierzba

ins: IRP1 i IRP2), ktére w sposob odwracalny wiaza zelazo'*?, przyczyniaja si¢ do
zwigkszenia syntezy i zmniejszenia ekspresji receptora transferrytyny oraz biatkom
transportujacym jony miedzi: ATP7A i ATP7B'**!** Interesujacym biatkiem jest ceru-
loplazmina, ktéra wiaze jony miedzi i katalizuje reakcjg utleniania jonéw Fe®" do Fe’*,
przeprowadzajac petna redukcjg tlenu do wody. Z kolei metalotioneiny wychwytuja jony
metali cigzkich, m. in. kadmu, rteci, cynku, miedzi i niezwykle szybko - w sposob prefe-
rencyjny reaguja z rodnikami OH® i O,* '3 U cztowieka biosynteza metalotionein,
ktore wystepuja w czterech izoformach, jest indukowana przez stres oksydacyjny'*.
Sposrod biatek osocza niekwestionowana rolg odgrywaja albuminy, ktore nie tylko silnie
wiaza jony miedzi i w mniejszym stopniu Zelaza, ale takze wiaza potencjalne substraty
peroksydacji lipidow i reaguja poprzez swoje grupy tiolowe z rodnikami tlenowymi,
nadtlenkami i podchlorynem ®. Z kolei haptoglobulina, ktora wiaze hemoglobing i mio-
globing oraz hemopeksyna, wiazaca hem, zapobiegaja katalitycznej peroksydacji lipidow
I37.138 Niektore biatka enzymatyczne, np. reduktazy i hydroksylazy wykazuja dziatanie
wielokierunkowe. Reduktaza methemoglobiny z jednej strony bierze udzial w przeno-
szeniu tlenu przez hemoglobing, wspotuczestniczac w redukcji rodnikow nadferrylowe-
go Fe=0*" i ferrylowego Fe=0*" hemoglobiny, z drugiej za$ redukuje flawiny uprzednio
utlenione przez hemoproteiny, petniac funkcje naprawcza'*. Z kolei biatka szoku ter-
micznego (HSP), ktore stanowia jedna z najstarszych i najlepiej ewolucyjnie zakonser-
wowanych biatek, tworza wewnatrzkomorkows sie¢ chroniaca polipeptydy, biatka i inne
makroczasteczki przed ich nadmiernym utlenianiem, jak réwniez przyczyniaja si¢ do
odtworzenia konformacji przestrzennej uprzednio uszkodzonych biatek'**14!.

Drobnoczasteczkowe antyoksydanty, ktére wykazuja zazwyczaj mniejsza specyfike
dziatania od enzymoéw, petnia funkcje jako prewencyjne i interwencyjne czynniki pro-
tekcyjne. W $rodowisku wodnym organizmu najwigksze znaczenie odgrywaja kwas
askorbinowy, znany powszechnie jako witamina C i glutation, za§ gtéwnymi antyoksy-
dantami o wtasciwos$ciach hydrofobowych sa tokoferole, wchodzace w sktad witaminy E
oraz karotenoidy o strukturze podobnej do trans-retinolu, wspottworzace witaming A.
Wsrod czynnikow, ktore petnia funkcjg antyutleniaczy zarowno w §rodowisku wodnym,
jak i lipidowym na szczegélna uwage zastuguja melatonina'*i kwas liponowy'*-'*,
ktore wykazuja wtasciwosci neuroprotekcyjne. Ponadto w systemie powiazan antyoksy-
dacyjnych uczestnicza w znaczacym stopniu: kwas moczowy, kreatynina, aminokwasy
takie jak: cysteina i histydyna wraz drobnoczasteczkowymi peptydami zawierajacymi
cysteing, badz histydyne, a takze a-ketokwasy: kwas pirogronowy i kwas a-
ketoglutarowy. Pulg endogennych czynnikéw antyoksydacyjnych uzupekniaja kompo-
nenty uzyskane z diety, m. in.: flawonoidy, antocyjaniny, karotenoidy i pochodne estro-
genow®.

Ztozony i nie w pelni poznany system mechanizmoéw antyoksydacyjnych funkcjonu-
je w gtéwnym miejscu generowania ROS - w mitochondriach'®. Oksydaza cytochromu
¢ wykazuje wysokie powinowactwo do tlenu, skutecznie wymiatajac tlen ze swojego
otoczenia. Niska pr¢zno$¢ tlenu w sasiedztwie cytochromu c jest czynnikiem limituja-
cym wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego. Jako drugi w kolejnosci czynnik
ochraniajacy mitochondrium Skulachev'*> wymienia czynniki prowadzace do niewiel-
kiego rozkojarzenia mitochondriow, gtownie wolne kwasy ttuszczowe, co powoduje
utrzymanie potencjatu elektrochemicznego mitochondriéw ponizej progu zwigkszenia
wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego przez kompleksy oddechowe I i III. Sku-
teczne usuwanie anionorodnika ponadtlenkowego z przestrzeni migdzybtonowej mito-
chondriow moze zapewnia¢ cytochrom ¢ uwolniony do tej przestrzeni z zewngtrznej
powierzchni blony wewngtrznej mitochondrium. Znaczacy wplyw maja enzymy: mito-
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chondriaL-NNA dysmutaza ponadtlenkowa (mtSOD), ktora przeksztatca anion O,*" do
nadtlenku wodoru (H,0O,). Nadtlenek wodoru znacznie lepiej przenika przez blony mito-
chondrialne niz O,%, co umozliwia usuwanie znacznej puli ROS poza mitochondrium.
Inne enzymy: peroksydaza glutationu i katalaza, ktérej obecno$¢ stwierdzono w mito-
chondriach wyizolowanych z serc ludzkich, rozktadaja H,O, w macierzy mitochon-
drium. Do istotnych czynnikoéw zabezpieczajacych mitochondria naleza: tokoferol, kwas
askorbinowy, zredukowany koenzym Q (CoQH,), biatka szoku termicznego ochraniaja-
ce | kompleks oddechowy oraz peptydy zawierajace proling i betaing, ktore zabezpiecza-
ja kompleks I11'*.

1.7. ROS jako czynniki chorobotwércze

W warunkach prawidtowych aktywno$¢ procesow przeciwdzialajacych utlenianiu
jest dostosowana do powstajacych ROS. Nadmierne wytwarzanie ROS, lub niedosta-
teczny potencjat uktadow antyoksydacyjnych, jest czynnikiem destabilizujacym home-
ostazg, prowadzacym do uszkodzen strukturalnych i czynno$ciowych i do przesterowa-
nia przemian metabolicznych w kierunku patologii. Z uwagi na krotki czas istnienia in
vivo wielu rodnikéw tlenowych udowodnienie udzialu ROS w rozwoju zjawisk choro-
bowych stwarza zasadnicze trudno$ci. Stad tez postulowane zwiazki przyczynowe mig-
dzy ROS, a poszczegdlnymi chorobami jest najczgsciej oparte na przestankach posred-
nich, wynikajacych z oznaczen nadmiernej obecnosci produktow przemian wolnorodni-
kowych w badanym materiale biologicznym. Dotychczas ROS przypisano udziat w
rozwoju conajmniej kilkuset chordb i zjawisk chorobowych i lista ta co roku sig¢ powigk-
sza 107:146.147

Bez watpienia ROS przyczyniaja si¢ do rozwoju szeregu chorob metabolicznych: m.
in. miazdzycy, cukrzycy’, dny moczanowej'”, alkaptonurii'*, hemochromatozy'®,
porfirii'®!, nadczynnoéci tarczycy'>. W patomechanizmie miazdzycy ROS sa obecne na
wielu poziomach jej rozwoju'31%®. Sa czynnikiem dysfunkcji §rodbtonka naczyniowego,
uczestnicza w przebiegu odczynu zapalnego w $cianie naczyniowej z udzialem zakty-
wowanych ptytek krwi, monocytéw i makrofagéw. Przyczyniaja si¢ do powstania komo-
rek piankowatych zawierajacych utlenione lipidy. Powoduja utlenianie lipoprotein oso-
cza o niskiej gestosci (LDL) i uszkodzenie receptoréw dla LDL. Przedmiotem narastaja-
cego zainteresowania badaczy sa przemiany metaboliczne zachodzace w mig$niach
szkieletowych pod wptywem wysitku. Zwigkszone zuzycie tlenu przez pracujace mig-
$nie, przy czgsto niewystarczajacej jego podazy, przyczynia si¢ zmiany profilu metabo-
licznego migs$nia. Wynika to nie tylko z niedoboru ATP i postgpujacego ubytku wita-
snych substratow energetycznych migsnia, ale takze z nagromadzenia produktow prze-
miany materii, takich jak: kwas mlekowy i amoniak oraz ze znacznie zwigkszonej gene-
racji ROS. Przyjmuje si¢, ze lokalny stres oksydacyjny lezy u podioza urazow mecha-
objawami przecigzenia uktadu mig§niowo-stawowego.

ROS sa uznanym czynnikiem choréb neurodegeneracyjnych'>’'>, takich jak: cho-
roba Alzheimera, choroba Parkinsona, plasawica Huntingtona, stwardnienie rozsiane,
stwardnienie zanikowe boczne, a takze uszkodzen osrodkowego uktadu nerwowego
wywolanych przez zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych oraz udary i urazy'®'®
Wykazano obecno$¢ uszkodzen wolnorodnikowych w przebiegu choréb narzadu wzro-

ku: w retinopatiach'®, za¢mie'**'%i w jaskrze'®.
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ROS uczestnicza w rozwoju niedokrwisto$ci w przebiegu wrodzonych nieprawidto-
wosci metabolizmu krwinek czerwonych: w anemii sierpowatokrwinkowe;j'®’, anemii
Fanconiego'®, talasemii'® i anemii hemolitycznej zwiazanej z niedoborem dehydroge-
nazy glukozo-6-fosforanowej (fawizm)'”. ROS sa czynnikiem choréb, ktérych nieod-
faczng cecha jest wystgpowanie odczynu zapalnego: infekcyjnych, takich jak: pospolite
infekcje typu grypowego'’!, AIDS %, zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych'”, zapale-
nia nerek'”, trzustki'™, watroby'”, a takze choréb o podtozu autoimmunologicznym:
tocznia rumieniowatego'®, reumatoidalnego zapalenia stawow'”’, kigbkowego zapalenia
nerek'’®, zapalenia naczyn krwionosnych!”, choroby Gravesa-Basedowa'*’, neurogen-
nych miopatii, takich jak zesp6t sztywnosci uogélnionej (stiff-man syndrome)'®!. Waz-
nym elementem chorob o podtozu autoimmunologicznym, a takze onkogenezy jest po-
wstawanie oksydacyjnie zmodyfikowanego DNA, ktéore moze indukowaé skierowana
przeciw sobie odpowiedz odpornosciowa'®>.

Rodniki tlenowe sa zaangazowane w chorobach uktadu oddechowego'®*!% : w reak-
cjach skurczowych migsniowki gladkiej oskrzeli w przebiegu astmy i zapalenia oskrzeli
z odczynem spastycznym, w rozedmie pluc i przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc, w
zespole bton szklistych i w mukowiscydozie. Zakres czynnikéw $rodowiskowych, za-
wartych w wodzie, powietrzu, pokarmach, zdolnych do wywotywania patologicznych
reakcji wolnorodnikowych wydaje si¢ w praktyce niemal nieograniczony. Oparzenia,
choroba popromienna i wywotane promieniowaniem jonizujacym mutacje genowe
sprzyjajace kancerogenezie i teratogenezie sa przyktadami zaburzen wywolywanych
czynnikami fizycznymi z udziatem rodnikéw tlenowych'®>'%”. ROS uczestnicza w prze-
mianach metabolicznych rozmaitych zwiazkdéw egzogennych, przyczyniajac si¢ do ich
toksyczno$ci. W zatruciach glinem i tytanem oraz metalami cigzkimi: kadmem, oto-
wiem, niklem, arsenem i rtgcia dochodzi do destrukcyjnego utleniania biatek i lipi-
dow!'" #8189 " Rodniki tlenowe przyczyniaja si¢ do wielokierunkowych uszkodzen wy-
wolanych szeroka gama zwiazkoéw organicznych, w tym trojchlorku i czterochlorku
wegla®*”! zwiazkami fosforoorganicznymi i herbicydami stosowanymi do ochrony
roélin '’oraz benzenem i jego pochodnymi'®”'*2,

W ostatnich kilkunastu latach przedmiotem wzrastajacego zainteresowania badaczy
sa mechanizmy prowadzace do unicestwienia komorki, przy czym szczego6lna uwage
skupiaja ROS. Rozrézniane sa dwa typy $mierci komorkowej. Nekroza, jest z punktu
widzenia komorki, procesem przypadkowym, indukowanym przez czynniki wywodzace
si¢ z poza komorki, czesto niezalezne od jej dotychczasowego metabolizmu. W przebie-
gu nekrozy dochodzi do drastycznej redukcji komérkowych zasobow ATP oraz uszko-
dzenia organelli komérkowych i blony komoérkowej. Apoptoza jest zjawiskiem zapro-
gramowanym, w ktdrym w zorganizowany i hierarchiczny sposéb dochodzi do rozpadu
komorki, na otoczone btona komérkowa ciatka apoptotyczne, ktore sa nastgpnie fagocy-
towane przez komorki sasiadujace'®'?>. Nekroza obejmuje zwykle cate obszary tkanki,
za$ procesy apoptozy maja najczgsciej charakter rozsianych ubytkow komorkowych w
obregbie tkanki. Nekroza jest zwykle zjawiskiem dla organizmu niekorzystnym, jak np.
martwica komorek watrobowych w przebiegu zapalenia watroby, lub ostrych zatru¢. Z
drugiej jednak strony nekroza w obrgbie tkanki nowotworowej jest pozadanym celem
terapii nowotworowej. Istotne znaczenie w przebiegu nekrozy przypisuje si¢ ROS,
glownie nadtlenkowi wodoru i rodnikowi hydroksylowemu, generowanym w znacznym
nadmiarze, wskutek zatamania metabolizmu energetycznego komoérki'®®. Powstawaniu
rodnika OH*® sprzyjaja czynniki zwigkszajace dostgpno$é jonow Fe®', ktore katalizuja
reakcje Fentona'”’. Liczne publikacje z ostatnich pigciu lat wskazuja na decydujacy
udziat ROS w indukcji apoptozy oraz na udzial przemian wolnorodnikowych w jej ko-
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lejnych fazach!”®. Wykazano, ze antyoksydanty, takie jak: N-acetylocysteina, jak row-
niez zwigkszona ekspresja mtSOD hamuja apoptoze. Kluczowe znaczenie w rozwoju
apoptozy ma zwigkszenie wytwarzania ROS przez mitochondria wskutek zaburzen w
funkcjonowaniu fancucha oddechowego. W rezultacie dochodzi do uwolnienia cyto-
chromu ¢ z blony wewngtrznej mitochondriéow do cytoplazmy'®’, zwigkszenia przepusz-
czalno$ci megakanalow w blonie mitochondrialnej, uwolnienia do cytoplazmy kolejnych
czynnikow: prokaspaz, czynnika indukujacego apoptozg (AIF), apoptotycznego czynni-
ka aktywujacego proteazy (APAF-1), co ostatecznie prowadzi do aktywacji kaspaz i
destrukcji biatlek komoérkowych. Z kolei biogeneza mitochondriow i stabilno$¢ mito-
chondrialnego genomu, zalezy od skoordynowania ekspresji genéw w jadrze komoérko-
wym i w mitochondriach. Wyniki najnowszych badan sugeruja, ze ROS petnia funkcje
sygnatowa i regulujaca wzajemne powigzania czynnosciowe jadra komorkowego i mito-
chondrium'®®. Stres oksydacyjny moze z jednej strony prowadzi¢ do dysfunkcji mito-
chondriow i do zaburzen integralno$ci mtDNA, z drugiej za§ moze przyczynia¢ si¢ do
zaburzen strukturalnych jadra komorkowego, przejawiajacych si¢ w postaci kondensacji
chromatyny. Wskutek nadmiaru ROS dochodzi do wzrostu stezenia jonéw Ca*" w cyto-
plazmie, co z kolei aktywuje nukleazy trawiace DNA i destrukcj¢ jadra komorkowego
20 Apoptoza jest zjawiskiem niekorzystnym tylko w szczegdlnych sytuacjach, jak np.:
w rozwoju niewydolnosci krazenia w niedokrwionym sercu, Iub po zawale mig$nia ser-
cowego””?%?, przy zanikach migéniowych wywotanych odciazeniem, lub bezruchem®®,
a takze ostrym przeciazeniem>®. Powysitkowy stres oksydacyjny moze takze wyzwalaé
niepozadana apoptoze w narzadach bezposrednio niezaangazowanych w pracg, np. w
nerkach?®. W warunkach fizjologicznych apoptoza jest warunkiem prawidtowego funk-
cjonowania ustroju, gdyz umozliwia zachowanie réwnowagi mig¢dzy starzejacymi sig,
lub patologicznie zmienionymi komérkami, a proliferacja nowych?®. Zahamowanie
apoptozy zmutowanych komorek jest hipotetycznym czynnikiem rozwoju nowotworow.
Apoptoza odgrywa takze pozytywna rolg¢ w adaptacji narzadow do zmienionych warun-
kow czynnosciowych: umozliwia przebudowg przecigzonego i niedokrwionego serca,
zapewniajaca jego dtuzsze funkcjonowanie w krytycznych warunkach, a takze jest czyn-
nikiem przebudowy migsnia szkieletowego podczas treningu fizycznego. Kluczowa rola
ROS w procesach apoptozy wskazuje, ze sa one nicodzownym sktadnikiem homeostazy.
Doswiadczenia in vitro wskazuja, ze ROS moga inicjowa¢ cykl komoérkowy, lub akty-
wowac jego promotory, stymulowaé ekspresje protoonkogenéw, takich jak: c-fos, c-
myc, H-ras, moga tez bezposrednio uszkadza¢é DNA®?"". Badania kliniczne ujawnity
zwigkszenie markerdow stresu oksydacyjnego, m.in.: metabolitow oksydacyjnego uszko-
dzenia DNA?® produktow utleniania lipidow®® i prostaglandyn®'®, metalotioneiny?'!,
obnizenie ilosci grup tiolowych w biatkach?'? u pacjentéw z rozpoznana choroba nowo-
tworowa. Stad tez ROS sa uznawane za podstawowy czynnik rozwoju nowotworow.
Problemem z pogranicza zdrowia i choroby jest starzenie, w ktorym ROS odgrywaja
istotna rolg. Zgodnie ze wspotczesna definicja Harmana?'’, starzenie jest procesem,
ktorego istota jest stopniowa kumulacja réznorodnych niekorzystnych zmian zachodza-
cych w komorkach i tkankach wraz wiekiem, powodujacym zwigkszenie ryzyka choroby
i $mierci. Wyrazem starzenia jest postepujacy spadek wydolnosci wigkszosci narzadow,
ktérego kulminacja jest niezdolno$¢ ustroju do sprostania wymaganiom $rodowiska
zewnetrznego, co zgodnie z I zasada termodynamiki jest warunkiem sine qua non nie-
zaleznego istnienia. Aktualnie obowiazuja dwie, wzajemnie zazgbiajace si¢ teorie sta-
rzenia. Wedlug koncepcji genetycznej, starzenie jest procesem, w ktérym dochodzi do
stopniowego narastania zaburzen czynno$ciowych w ustroju, zgodnie z zaprogramowana
sekwencja, ktora jest zakodowana genetycznie. Zgodnie z ogdlnie akceptowana teoria
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wolnorodnikowa, sformutowana w 1956 roku przez Harmana ° i ostatnio przemianowa-
na na teorig¢ oksydacyjna (z uwagi na fakt, ze nie wszystkie oksydanty sa rodnikami),
starzenie jest pochodna akumulacji w organizmie czasteczek uszkodzonych przez ROS.
Istotnym argumentem przemawiajacym za udzialem ROS byto ujawnienie, ze z wiekiem
wzrasta st¢zenie tkankowe i osoczowe produktéw utleniania lipidow, kwasow nukleino-
wych, biatek, cukrow i steroidow*'*. Hipoteze, ktéra taczy klasyczna teorie Harmana z
koncepcja genetyczng jest punkt widzenia zaproponowany w latach 1998-2000 przez
Dukana i Nystroma®'>!%, ktorzy zaobserwowali, ze postepujace z wiekiem oksydacyjne
uszkodzenia bialek, zaleza w wigkszym stopniu od ich zwigkszonej podatnosci na utle-
nianie przez ROS niz od zaburzenia rdwnowagi migdzy endogennymi oksydantami i
mechanizmami obrony antyoksydacyjnej. Z kolei zwigkszona podatno$¢ bialek na
uszkodzenia wolnorodnikowe jest pochodna nieprecyzyjnego odwzorowania pierwotnie
zakodowanego przekazu genetycznego. W wyniku bledéw podczas transkrypcji i trans-
lacji, a takze wskutek mutacji genowych dochodzi do syntezy i akumulacji zmodyfiko-
wanych biatek, ktorych konformacja sprzyja ich utlenianiu. Szczegélny udzial w indu-
kowaniu starzenia przypisuje si¢ mitochondriom, ktoére nie tylko wytwarzaja zdecydo-
wana wigkszos¢ ROS w ustroju, ale takze ulegaja wolnorodnikowej destrukcji. Uszko-
dzenia oksydacyjne, w tym mutacje mitochondrialnego DNA (mtDNA), zachodza
znacznie czgsciej niz DNA chromosomalnegozw. Linnane wraz ze wspotpracownikami z
zespotu badawczego Tanaki zaproponowat koncepcjg, w mysl ktorej wzrastajaca z wie-
kiem liczba mutacji w genomie mitochondrialnym jest zasadnicza przyczyna choréob
zwiazanych ze starzeniem®’. Stopniowa kumulacja punktowych mutacji w genomie
mitochondriéw, powoduje, ze po przekroczeniu pewnego progu krytycznego, dochodzi
do nieodwracalnego przesterowania metabolizmu komorki, czego efektem jest akumula-
cja licznych nieprawidtowych i utlenionych biatek i indukcja apoptozy*'®*'*. W zespo-
fach chorobowych zwiazanych z przedwczesnym starzeniem wykazano zwigkszona
destrukcje DNA, w tym mtDNA oraz uposledzenie wewnatrzkomoérkowych mechani-
zmoéw regenerujacych uszkodzone biatka i DNA%221,

ROS sa postrzegane jako kluczowy czynnik zaburzen czynnosciowych i struktural-
nych wywotanych niedokrwieniem narzadow. Uszkodzenia ischemiczne dotycza przede
wszystkim serca i mozgu, ale wystgpuja rowniez w innych narzadach, np. w nerce, jeli-
tach, konczynach, siatkowce oka, w ktorych samoistnie, lub w nastgpstwie urazu, zatruc,
lub zabiegu chirurgicznego, doptyw utlenowanej krwi do narzadu ustaje, lub jest uposle-
dzony w stopniu niewystarczajacym do zaspokojenia jego potrzeb metabolicznych. Pod-
czas niedokrwienia przemiany metaboliczne zostaja w znacznej mierze przekierowane
na tory beztlenowe, a wytwarzanie i zasoby ATP ulegaja dramatycznej redukcji. Po
naglym przywroéceniu prawidlowego ukrwienia narzadu (reperfuzja) dochodzi zwykle do
zwigkszonej generacji rodnikow tlenowych, co przyczynia si¢ do dalszej destrukcji.
Podstawowa przyczyna wystapienia oksydacyjnych zaburzen w trakcie reperfuzji sa
wewnatrzkomoérkowe zmiany zachodzace podczas ischemii****%, Przywrocenie podazy
tlenu do mitochondriéw, w ktorych kluczowe sktadniki fancucha oddechowego sa nie-
mal catkowicie zredukowane, jest wzorcowym podiozem do niepelnej redukcji tlenu i
generowania w nadmiarze jego reaktywnych postaci. Ponadto, podczas ischemii docho-
dzi do proteolitycznego przeksztatcenia dehydrogenazy ksantynowej w oksydaz¢ ksan-
tynowa, ktora generuje anionorodnik ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru, szczegolnie w
naczyniach krwiono$nych. Wzmozony katabolizm ATP zapewnia podczas ischemii
zwigkszona dostepnos$¢ substratu dla reakcji katalizowanej przez oksydaze ksantyno-
wa??*?% Udziat ROS w zaburzeniach czynno$ci serca wywolanych jego niedokrwie-
niem byt postulowany juz w latach 70-tych ubiegtego stulecia®*%, ale uznana koncepcije o
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kluczowej roli rodnikéw tlenowych w niedokrwieniu serca sformutowat McCord w 1985
roku'®?. Rok weczesniej Peterson®’ zaliczyt ROS do czynnikéw etiologicznych zasto-
inowej niewydolnosci krazenia, co potwierdzit w 2000 roku Ide i wsp., dokonujac bez-
posrednich pomiaréw zwigkszonej generacji rodnika hydroksylowego w niewydolnym
sercu’®®. Niedawno wykazano, ze do zwigkszonej generacji wolnych rodnikéw tleno-
wych dochodzi podczas zawatu migénia sercowego®**** oraz w rozwoju kardiomiopa-

tii**'*3?, Badania ostatniej dekady wskazuja na udzial ROS w zaburzeniach rytmu ser-
ca®*#* i na znaczenie $rédoperacyjnego stresu oksydacyjnego w rekonwalescencji po
zabiegach kardiochirurgicznych®3**. Reakcje wolnorodnikowe wydaja si¢ odgrywaé

kluczowa role w zabiegach transplantacji serca®*’2%%,

1.8. ROS jako niezbedny element zycia

Roznokierunkowe zagrozenia ze strony ROS sa oczywiste. Praktycznie kazdy rodzaj
czasteczki organicznej, narzad, tkanka, komoérka, lub jej fragmenty stoja przed wyzwa-
niem ataku wolnorodnikowego. Jednakze jak zauwazyt R.J. Williams *** w 1985 roku :
"Gdyby rodniki byly az tak niebezpieczne, to z pewnoscia w procesie ewolucji udatoby
si¢ ich unika¢. W rzeczywisto$ci sa one wykorzystywane przez komorki i sa w biologii
potrzebne i pozadane."

Tab. 3 Niezbgdne dla zycia procesy ustrojowe, w ktorych zaangazowane sa ROS.
Tab 3 Vital processes inevitable for life in which ROS are involved

1. Synteza niezbednych czynnikéw endogennych

2. Reakcje kataboliczne, w tym w przemiany metaboliczne ksenobiotykéw.
3. Zaptodnienie i rozmnazanie

4. Protekcja przed inwazjg patogenow i ich eliminacja

5. Przekazywanie sygnatéw metabolicznych

6. Regulacja przemian energetycznych, w tym dostepnosci substratow
energetycznych i tlenu

7. Regulacja czynnosciowa na poziomie subkomérkowym, komérkowym,
tkankowym i ogdlnoustrojowym.

8. Zjawiska przerostu, proliferacji oraz apoptozy.

W tab. 3 zestawiono niezbgdne dla przezycia kierunki dziatan ROS w uktadach bio-
logicznych. Substratami reakcji prowadzacej do biosyntezy hormonu tarczycy - tyroksy-
ny sa: tyronina, aniony jodkowe i nadtlenek wodoru. Koniecznym elementem powsta-
wania prostaglandyn, troboksanu i leukotrienéw sa nadtlenki lipidow, powstajace jako
produkty posrednie syntezy prostanoidow®. Nadtlenek wodoru i nadtlenki lipidéw mo-
duluja aktywnos¢ cyklooksygenaz, decydujacych o tworzeniu prostaglandyn PGG, i
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PGH, i 0 wzajemnych proporcjach miedzy nimi**’. Rodniki tlenowe utatwiaja agregacje
i adhezj¢ ptytek krwi do $ciany naczyniowej, za§ anionorodnik ponadtlenkowy przyczy-
nia si¢ do karboksylacji biatek w obecnosci witaminy K, warunkujac syntez¢ protrombi-
ny**'. Z kolei anionorodnik ponadtlenkowy powstaje w reakcji zredukowanej formy
witaminy K z tlenem czasteczkowym?*2. ROS ingeruja w procesy zwiazane z zaptodnie-
niem. Ich nadmiar powoduje inaktywacj¢ plemnikow, co probuje si¢ wykorzysta¢ jako
nowa metode antykoncepcji**’. Plemniki ssakéw musza byé zaktywowane, aby uzyskaé
zdolno$¢ do zaptodnienia. Jedna ze sktadowych tego procesu, okreslanego mianem ka-
pacytacji, jest wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego przez btonowa oksydazeg
NADPH?**. Powstawanie rodnika tyrozynowego ma kluczowe znaczenie w reakcjach
utleniania z udzialem reduktazy rybonukleotydowej oraz w procesach sieciowania reszt
tyrozynowych, ktére zachodza przy zaplodnieniu i podczas tworzenia bton biologicz-
nych 2%,

Zabezpieczenie integralnos$ci organizmu wiaze si¢ z jego zdolno$cia do obrony
przed inwazja patogenow. Cytotoksyczne wiasciwosci makrofagow sa uzaleznione od
tworzenia 1 uwalniania ROS, takich jak: anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodo-
ru, tlen singletowy, anion podchlorynowy oraz RNS, m.in. nadtlenoazotynu*****. Nie-
zwykle szerokim zagadnieniem jest metabolizm kseniobiotykow, gdzie w czgsci tych

przemian indukowane sa zjawiska wolnorodnikowe**.

1.9. ROS w komoérkowych mechanizmach regulacyjnych

Istnieja liczne przestanki wskazujace, ze ROS petnia funkcj¢ czasteczek sygnato-
wych®, ktore decyduja o przemianach metabolicznych komorki, jej réznicowaniu i doj-
rzewaniu, adaptacji komorki do zmian $rodowiska zewngtrznego, a takze przezyciu.
Umiarkowana reaktywnos$¢ anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru w
poréwnaniu do innych rodnikéw tlenowych, takich jak np. rodnik wodorotlenowy oraz
pewna, cho¢ ograniczona specyficzno$¢ ich dziatania sprawia, ze obu ROS przypisuje
si¢ zasadnicza rolg w sygnatowaniu wewnatrz- i migdzykomérkowym. Przez wplyw na
wiasciwosci fizykochemiczne bton komdérkowych ROS wplywaja na dyfuzje i transport
przezbtonowy oraz na aktywacje szlakow przekaznictwa wewnatrzkomorkowego. Intry-
gujacym zjawiskiem jest zachodzaca przy udziale ROS zmiana konformacji przestrzen-
nej receptorow btonowych, gdyz zjawisko to w praktyce oznacza, ze receptor moze
petni¢ nie tylko funkcjg sensora w stosunku do swojego liganda, ale takze moze pehic¢
dodatkowo funkcjg czujnika wewnatrzkomorkowej rownowagi redoks. W takim ukta-
dzie odpowiedz komoérkowa inicjowana przez pobudzenie okreslonej puli receptorow
btonowych ma charakter zintegrowany, zalezny od obecnosci liganda i od chwilowego
statusu metabolicznego komoérki*’. Wiele ligandéw, np. angiotensyna II, uruchamia
reakcje generujace ROS w komorce®!. Przyczynia sig to do utleniania wewnatrzkomor-
kowych przekaznikow, np. grup SH kinaz biatkowych, jak réwniez do zwigkszonej
fosforylacji reszt tyrozynowych biatek. Taki profil dziatania sprzyja ograniczeniu odpo-
wiedzi wywotanej pobudzeniem danych receptorow. Fosforylacja reszt tyrozynowych
kinaz adhezyjnych FAK umozliwia migracj¢ i proliferacj¢ komorek, zabezpiecza ko-
morki przed apoptoza i zmniejsza prawdopodobienstwo transformacji nowotworowe;j>>2.
Pod wptywem ROS znajduja si¢ rowniez szlaki sygnatowania zalezne od stgzenia cy-
klicznych nukleotydow, fosfolipaz, fosfatydyloinozytolu. ROS sa nieodzownym czynni-
kiem transdukcji sygnatéw, petniac funkcje wtornych przekaznikéw wielu biatek®, w
tym biatek z rodziny Ras aktywowanych przez GTP**, kinaz regulujacych apoptoze
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(ASK1)®*, kinazy biatkowej p38 aktywowanej przez mitogeny (MAPK)®?. Ponadto
szlaki sygnatowania, w ktoérych wuczestnicza kinazy aktywowane przez stres
(JNK/SAPK) i przez mitogeny (MAPK), czynniki transkrypcyjne AP1 i NF-«xB sa
szczegolnie wrazliwe na regulacj¢ oksydacyjna, podobnie jak szlaki przekaznictwa in-
dukujace biosynteze TNF-a i interleukin, m.in: IL-1B **°.Efekty pobudzenia czynnikow
transkrypcyjnych, bgdacych jadrowymi receptorami hormonéw i regulujacych przemia-
ny lipidéw i glukozy sa kontrolowane przez ROS*°. Istnieje coraz wigcej dowodow, ze
ROS sa kluczowym elementem wewnatrzkomorkowego sygnatowania w rela(éj ach mito-
chondrium - jadro komorkowe oraz mitochondrium - cytoplazm3257’25 , ktorego
transdukcja przektada sig¢ na rozrost komorki, jej proliferacjg, indukcjg apoptozy, a takze
trwala zmiang przemian bioenergetycznych. Wewnatrzkomérkowa réwnowaga redoks
ma zasadniczy wptyw na aktywnos$¢ kinaz biatkowych A i C, ktére zawieraja liczne
grupy SH. Przy wzglednej przewadze antyoksydantéw kinaza biatkowa C jest nieaktyw-
na, natomiast oksydanty powoduja jej aktywacjg, co promuje wzrost komoérki i utatwia
transformacje nowotworowa®***, Aktywno$¢ obu kinaz decyduje o réznicowaniu ko-
moérek?®!. Stata obecnos¢ ROS warunkuje prawidlowy przebieg wielu procesdw zycio-
wych. Uwaza sig, ze istnieje minimalny poziom ROS i RNS warunkujacy przezycie
makrofagdéw i monocytow*2,

ROS tworza kaskadowe uktady sprzgzen zwrotnych umozliwiajacych dostosowanie
przemian metabolicznych do chwilowych potrzeb i do chwilowych mozliwos$ci czynno-
sciowych komorki. Szczegdlnym przyktadem funkcji regulacyjnej ROS jest ich wptyw
na biatka kontrolujace stezenie jonow Ca®" w cytoplazmie. W warunkach stresu oksyda-
cyjnego niezwykle tatwo dochodzi do utleniania metioniny w biatkach petniacych funk-
cje¢ lokalnych sensorow wapniowych, co ogranicza przemiany energetyczne w komorce i
posrednio wytwarzanie ROS*®. Biatkiem o krytycznym znaczeniu dla dostepnosci jo-
néw Ca*" jest kalmodulina (CaM), ktora zawiera liczne domeny metioninowe wyekspo-
nowane na dziatanie oksydantéw. Utleniona posta¢ kalmoduliny, nie tylko nie aktywuje
biatek docelowych, ale petni w stosunku do nich funkcj¢ ochronna, utrzymujac je w
stanie nieaktywnym i w ten sposob przyczynia si¢ do zmniejszenia aktywnosci komorki.
W warunkach nagtej destabilizacji czynno$ciowej komorki, np. podczas zapalenia, lub
ischemii, przytlumienie aktywnos$ci metabolicznej komorki moze ograniczac jej uszko-
dzenia. ROS biora udziat w subtelnej regulacji dostgpnosci jonow zelaza, ktore z jednej
strony sa niezbgdne w procesach transportu tlenu, transferu elektronow w tancuchu od-
dechowym, syntezy DNA i proliferacji komorki, z drugiej za$ katalizuja powstawanie
niezwykle reaktywnego i destruktywnego rodnika wodotlenowego. Nadtlenek wodoru i
nadtlenki lipidéw powoduja uwalnianie jondw zelaza z ferrytyny i moga zaburza¢ eks-
presje ferrytyny. Udowodniono ponadto, ze aktywacja kinaz biatkowych aktywowanych
stresem prowadzi do degradacji ferrytyny i uwolnienia zmagazynowanego zelaza. Nad-
tlenek wodoru i nadtlenki lipidow moga zaburza¢ ekspresj¢ ferrytyny. Wiadomo, ze
aktywacja kinaz biatkowych aktywowanych stresem prowadzi do degradacji ferrytyny i
uwolnienia zmagazynowanego zelaza, co otwiera drogg do wytwarzania rodnika wodo-
rotlenowego w przebiegu reakcji Fentona®**,

Zwigkszenie tempa przemian energetycznych, np. w komorkach migsni szkieleto-
wych podczas wysitku, kardiomiocytach lewej komory serca przy zwigkszeniu obciaze-
nia nastgpczego, w watrobie pod wplywem zwigkszonej podazy substratow metabolicz-
nych, wiaze si¢ ze wzrostem zuzycia tlenu i nasileniem wytwarzania ROS, co z kolei
stwarza warunki do wystapienia stresu oksydacyjnego i zaburzenia czynnosci i struktury
komérki. Zjawiskom destrukcji przeciwdziataja mechanizmy regulacyjne dzialajace na
réznych poziomach. W mitochondriach opisano mechanizmy sprzezen zwrotnych, w
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ktérych uczestnicza ROS. Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego przy udziale
oksydazy cytochromu ¢ (COX) jest limitowane przez allosteryczne zmniejszenie jej
- 266 L 266 : :
aktywnosci przez ROS™. Ludwig i wsp.”” zaproponowali schemat regulacyjny w opar-
ciu o oryginalna koncepcje Skulacheva®’, w ktorym defosforylacja, a nastgpnie aktywa-
cja COX przyczyniaja si¢ do zwigkszenia sity protonomotorycznej (Ap) i przyspieszenia
syntezy ATP kosztem rozkojarzenia fosforylacji oksydacyjnej i zmniejszenia jej wydaj-
nosci. Zwigkszona w tych warunkach generacja anionorodnika ponadtlenkowego powo-
duje z kolei zahamowanie aktywnosci COX wskutek peroksydacji fosfolipidu kardioli-
piny i wywolanym przez to zakotwiczeniem i czg¢§ciowym unieruchomieniem COX w
btonie mitochondrialnej*®,

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do tworzenia wodoronadtlenkéw wie-
lonienasyconych kwasow tluszczowych, uwodorowanych kwaséw ttuszczowych i rodni-
kow lipidowych, ktére aktywuja biatka rozprzegajace mitochondria z grupy UCP. Ostat-
nio szczegdlne znaczenie regulacyjne przypisuje si¢ aktywacji biatka UCP2, ktére nie-
znacznie, o zaledwie kilka mV obniza site protonomotoryczna (Ap), co prowadzi do
nieznacznego rozkojarzenia mitochondriow®®. To za$§ w znaczacym stopniu ogranicza
generacje anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru?’**"!. Nalezy podkresli¢,
ze mechanizmy regulacji zwrotnej wytwarzania ROS maja kapitalne znaczenie jako
mechanizm zabezpieczajacy tkankg lub narzad przed powaznym i czgsto nieodwracal-
nym uszkodzeniem. Narastajacy stres oksydacyjny generowany w trakcie przeciazenia
migsnia szkieletowego praca moze doprowadzi¢ do zerwania, badz tez moze przyczy-
nia¢ si¢ do jego czgSciowego zaniku w wyniku indukcji nadmiernej apoptozy. Stad tez
ograniczenie wytwarzania ROS kosztem przyttumienia przemian energetycznych moze,
co prawda, zmniejsza¢ chwilowo wydolno$¢ migénia, ale zwigksza szans¢ na jego prze-
trwanie w stanie morfologicznie niezmienionym. W przeciazonym, lub niedokrwionym
sercu wolnorodnikowe sprzgzenia zwrotne moga spowalniaé jego przebudowe, do ktorej
dochodzi w wyniku uruchomienia ognisk apoptozy i zastgpowaniu kardiomiocytow
przez miocyty o nieprawidlowej orientacji przestrzennej i przez tkanke faczna.

Juz w latach dwudziestych ubieglego wieku Gurwitsch wykry? istnienie stabej lumi-
nescencji komorek, ktore miato stymulowa¢ podziaty innych komérek®?. Ponad pot
wieku pozniej wykazano, ze chemiluminescencja obserwowana przez Gurwitscha po-
chodzi z rozpadu wzbudzonych czasteczek, ktore powstaja w przebiegu komorkowych
reakcji utleniania, a Cadenas i Sies udowodnili*”, ze wywotany przez rodniki tlenowe
rozktad wodoronadtlenkow lipidow powoduje powstawanie wzbudzonych czastek, w
tym tlenu singletowego i rodnikow przy grupach karbonylowych biatek, wykazujacych
zdolno$¢ do emisji §wiatla. Wedlug ogloszonej w 1983 roku przez Nagla i Poppa kon-
cepcji koherencji komoérkowej?’*, ktora weiaz wymaga udowodnienia, zanotowana przez
Gurwitscha emisja §wiatla jest przejawem sygnatowania migdzykomoérkowego wywota-
nego bezposrednio przez ROS. Znaczenie wzbudzonych eneggse%/gznie czastek w komu-

.

nikacji miedzykomoérkowej jest przedmiotem licznych badan

1.10. Znaczenie ROS w ogélnoustrojowych mechanizmach
regulacyjnych

Z licznymi doniesieniami i koncepcjami odnoszacymi si¢ do udzialu ROS w prze-
mianach komérkowych, subkomorkowych i molekularnych, kontrastuja fragmentarycz-
ne dane i ogolnie uboga wiedza o ich roli w skali regulacji ogolnoustrojowe;j.
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ROS tworza niezwykle ztozony uktad powiazan czynnos$ciowych decydujacych o
przeptywie krwi w naczyniach krwiono$nych i o dostgpnosci przenoszonych z krwia
substratow energetycznych. Poszczegolne mechanizmy wolnorodnikowe dostosowuja
lokalne krazenie krwi do zmieniajacych sig potrzeb w warunkach zdrowia i choroby oraz
przy zaktoceniach srodowiska zewngtrznego organizmu. ROS generowane w srodblonku
naczyniowym uczestnicza w zjawisku autoregulacji krazenia, powodujac, w zaleznoSci
od warunkow, zaréwno skurcz?’’2”, jak i rozkurcz miesniowki gtadkiej naczyn?***!,
Dzialajac w mig$niowce naczyniowej ROS moga bezposrednio indukowaé zaréwno
obkurczenie?®>?*?, jak i rozluznienie®®* $ciany naczynia, a ROS generowane w przydance
moduluja napiecie mie$niowki gtadkiej?*>*%. Szczegodlne znaczenie ma udziat ROS w
przebudowie naczyn, a w zwlaszcza w inicjowaniu przerostu i proliferacji komorek
Sciany naczyniowej, w odpowiedzi na zwigkszone obciazenie ciSnieniowe i na zmiang
profilu substratéw metabolicznych?®?. W warunkach fizjologicznych, a takze zaburze-
niach metabolicznych i podczas odpowiedzi ustroju na infiltracje patogenéw, ROS i
utlenione produkty ich przemian wywieraja istotny wptyw na przepuszczalno$¢ $ciany
naczyniowej i przez to na biodystrybucje czynnikéw krwiopochodnych"%,

Reakcje wolnorodnikowe sa zaangazowane w zachowanie komfortu cieplnego orga-
nizmu i w ogolnoustrojowa termoregulacjg. Nagte ochtodzenie powierzchni wywotuje
odpowiedZz miogenna ograniczajaca przeptyw krwi przez ozigbiong skor¢. W wyniku
zwigkszonej generacji nadtlenku wodoru, przez mitochondria w miocytach $ciany na-
czyn, dochodzi do obkurczenia tgtniczek sk(')rnychzgo. W adaptacji ssakow do niskiej
temperatury istotng rolg¢ odgrywaja mitochondria tkanki ttuszczowej i migsni, ktore sa
podstawowym czynnikiem produkcji ciepta w zjawiskach termogenezy bezdrzeniowe;.
Pod wplywem bodzca termicznego wzmaga sig¢ intensywnos¢ utleniania kwasow thusz-
czowych w przebiegu B-oksydacji, co przyczynia si¢ do czesciowego rozkojarzenia
oddechowego mitochondriow?' i do wzmozonej generacji ROS, a zwlaszcza nadtlenku
wodoru. Wzmozona produkcja ROS przyczynia si¢ do zwigkszonej ekspresji biatek
rozprzggajacych oddychanie mitochondriow, przede wszystkim w tkance ttuszczowej -
biatko UPC1%%*, a takze w migéniach szkieletowych, gdzie gtéwna role odgrywa biat-
ko UCP3%**?%_ Nawet niewielkie rozkojarzenie mitochondriow wiaze sie ze zwiekszo-
nym wytwarzaniem ciepta®.

Jednym z najtrudniejszych problemoéw badawczych ostatnich lat jest udziat ROS w
mechanizmach chemodetekeji tlenu. Liczne publikacje, zaskakujace wzajemnymi
sprzecznos$ciami, wskazuja na istotna, lub wrecz kluczowa rolg anionorodnika ponad-
tlenkowego, nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego w wyzwalaniu odruchu z
chemoreceptorow tetniczych, ktory obok odruchdéw z baroreceptoréw tetniczych i me-
chanoreceptoroOw serca i obszaru sercowo-plucnego w sposéb zasadniczy wspotdecyduje
o neurogennej regulacji krazenia. Zmiana preznosci tlenu wywotuje w komoérce wielo-
kierunkowe zmiany: przepuszczalnosci btonowych kanatéw jonowych, przemian energe-
tycznych w mitochondriach, aktywnosci i syntezy enzymow oraz biatek wiazacych zela-
70, ekspresji gendw, a takze generowania ROS¥**®, Wymienione mechanizmy tworza
niezwykle ztozony uktad powiazan czynnosciowych, w ktorym modyfikacja, np. w wa-
runkach do$wiadczalnych, jednego z elementéw przeklada sig¢ na zmiang wiasciwosci
pozostatych i calego uktadu. /n vivo, w poszczegolnych kompartmentach i organellach
komorkowych preznos¢ tlenu jest bardzo zréznicowana. Przyktadowo, w mitochon-
driach preznos¢ tlenu jest przecigtnie o dwa rzedy wielkosci mniejsza, niz w btonie cy-
toplazmatycznej i ptynie pozakomérkowym. W praktyce doswiadczalnej jest niezwykle
trudno spetni¢ warunki fizjologicznej preznosci tlenu we wszystkich elementach uktadu
regulacyjnego komorki. Stad tez wyniki badan do$wiadczalnych nad zjawiskami chemo-
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detekcji tlenu sa jak dotad niespdjne i dalekie od sformutowania ostatecznych wnioskow.
Oprocz komoérek neurosekrecyjnych typu I, zlokalizowanych w kiebkach szyjnych i
aortalnych, ktérych pobudzenie wyzwala odruch z chemoreceptoréw tgtniczych, funkcje
endogennych czujnikéw tlenu o ogdlnoustrojowym znaczeniu regulacyjnym petnia ko-
morki migsniowki gladkiej krazenia ptucnego, ktére reaguja skurczem na hipoksjg oraz
komorki syntetyzujace erytropoetyng (EPO), zlokalizowane w nerce i w mniejszej ilosci
w watrobie. Hipoksja powoduje przyspieszenie syntezy i wzmozone uwalnianie EPO do
krwiobiegu, ktéra pobudza powstawanie krwinek czerwonych w szpiku kostnym. Nie-
mal wszystkie komorki organizmu reaguja na hipoksje zwolnieniem przemian metabo-
licznych?”’, lecz wymienione wyzej komoérki chemosensoryczne wykazuja whasciwosci
odmienne: w hipoksji pobér i zuzycie tlenu wzrastaja>*®.

Ze wspotczesnych opracowan pochodzacych z roznych osrodkéw naukowych wyta-
niaja si¢ dwa punkty widzenia, wskazujace na udzial ROS w zjawisku detekcji tlenu
przez komoérki o wilasciwosciach chemosensorycznych. Cze$¢ badaczy postuluje, ze
hipoksja przyczynia si¢ do przyttumienia generowania ROS w komorkach typu I kigb-
kow szyjnych i aortalnych oraz w miocytach krazenia ptucnego. Inni wskazuja, ze wraz
ze wzrostem zuzycia tlenu przez te komorki, do czego dochodzi podczas hipoksji, wy-
twarzanie ROS wzrasta. W nastgpstwie dochodzi do wzrostu stezenia jonow Ca" i ak-
tywacji kinazy C przez fosfolipaze C zalezna od Ca** (PLC)*® , co z kolei uruchamia
komorkowe mechanizmy chemorecepcji. Najprawdopodobnie;j istnieje kilka bezposred-
nich czujnikow tlenu w komorce - to jest struktur, ktore w odpowiedzi na tlen wyzwalaja
kaskadg reakcji prowadzaca do wywolania potencjatu czynno$ciowego we widknie efe-
rentnym klgbka szyjnego, skurczu miocytéw krazenia plucnego, sekrecji EPO w ner-
kach. Nadtlenek wodoru, ktory uczestniczy jako czasteczka sygnatowa w chemodetekc;ji,
powstaje przede wszystkim z anionorodnika ponadtlenkowego w reakcjach katalitycz-
nych z udziatlem SOD i oksydazy NADPH (Nox). Acker i wspotpracownicy®® wysuneli
koncepcjg, ze bezposrednim czujnikiem tlenu w komorce jest Nox, ktora jest zlokalizo-
wana w cytoplazmie w sasiedztwie siateczki $rodplazmatycznej. Wytwarzany przy
udziale Nox nadtlenek wodoru przyczynia si¢ do uwolnienia jonéw Ca** z retikulum
sarkoplazmatycznego, co w dalszym efekcie toruje pobudzenie komorki*®. Synteza
nadtlenku wodoru zalezy od podazy tlenu. Hipoksja powoduje zmniejszenie generacji
H,0,, co wedlug Ackera i wsp. wywotuje zamknigcie blonowych kanatow potasowych,
depolaryzacje komorki i powstanie potencjalu czynnosciowego. Hipotezie Ackera i wsp.
przeciwstawiali si¢ m.in. zespot Obeso i Gonzaleza®®, ktérzy dowodzili w oparciu o
doswiadczenia wykonane na neutrofilach, ze ROS wytwarzane przez Nox nie biorg
udzialu w detekcji tlenu. Okazato si¢ jednak, ze przyjety przez obu badaczy model eks-
perymentalny nie odpowiada komoérkom chemosensorycznym tlenu, ktore sa wyposazo-
ne w odmienny uktad izoform Nox. Izoformy Nox1 w komorkach migsniowki gladkiej
krazenia plucnego®®, Nox2 i Nox 4 w komérkach neuroepitelialnych ktebkow szyjnych
generuja znaczace iloéci nadtlenku wodoru w warunkach normoks;ji*®, co utatwia otwar-
cie kanatéw potasowych: bramkowanych napigciem (K,), zaleznych od jonéw Ca**
(Kc,) i kanatow tha typu TASK>®. Hipoksja inaktywuje te kanaty i zmniejszajac wyptyw
jondéw K* z komoérki, powoduje jej aktywacje. Ostatnie badania wskazuja, Ze w miocy-
tach krazenia ptucnego oraz w komoérkach neuroepitelialnych kigbkow szyjnych w wa-
runkach normoksji, powinowactwo Nox do tlenu i jej wplyw na jego detekcje jest wigk-
sze niz mitochondrialnej oksydazy cytochromu ¢ (COX)**®. COX wydaje si¢ odgrywaé
kluczowa rolg w rozpoznaniu hipoksji przez komorki neuroepitelialne. Istotne znaczenie
dla detekcji tlenu maja wewnatrzkomérkowe czynniki chelatujace zelazo®”. Zwigksze-
nie dostgpnosci zelaza w warunkach hipoksji, powoduje zwigkszona generacj¢ rodnika
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wodorotlenowego w reakcji Fentona, co prowadzi do aktywacji komoérki. Rodnik wodo-
rotlenowy przyspiesza degradacj¢ hydroksylaz prolinowych i asparaginowych, ktore
reguluja czynniki transkrypcyjne indukowane przez hipoksj¢ (HIF) . Zwigkszenie eks-
presji tych czynnikéw uruchamia dtugotrwate przesterowanie przemian komoérkowych,
przez syntezg biatek adaptacyjnych. Coraz wigcej przestanek wskazuje, ze bezposrednim
sensorem tlenu moze by¢ tlenek azotu (NO), ktory poprzez hamowanie aktywnosci COX
hamuje oddychanie komérkowe™. Wykazano, ze myszy pozbawione NOS cechuje
zwigkszona wrazliwo$é na hipoksje’”. Uwzgledniajac znaczny pobor tlenu przez ko-
moérki chemosensoryczne, wzrastajacy w hipoksji, wysoce prawdopodobne wydaje si¢
powstawanie RNS w reakcji NO z rodnikami tlenowymi i ich udziat w detekc;ji tlenu.
Odruchy z chemoreceptoréw tetniczych oraz aktywnos$¢ neurondéw osrodkowych de-
cyduja o osrodkowej regulacji krazenia za posrednictwem uktadu autonomicznego. Przy
wysokim tempie przemian tlenowych, w neuronach osrodkowego uktadu nerwowego
powstaje stosunkowo duzo ROS. Dostepno$¢ tlenu jest podstawowym czynnikiem regu-
lujacym pobudliwos$¢ neuronéw moézgowych. Niektore neurony osrodkowe, wyposazone
w kanaty potasowe toypu TASK w btonie komorkowej, sa szczegdlnie wrazliwe na zmia-
ny preznosci tlenu®? . Zdecydowana wigkszos$¢ neurondw, ktorych pobudliwo$é wzrasta
w wyniku hiperoksji, ulega takze aktywacji pod wptywem obnizenia pH i wzrostu pr¢z-
nosci dwutlenku wegla®'!, przy czym ROS w sposéb addycyjny zwigkszaja czestosé
powstajacych pobudzen®'?. Nie trudno sobie zatem wyobrazié¢, ze ROS generowane w
mozgowych osrodkach regulacyjnych moga w sposob znaczacy wptywaé na regulacjg
czynnosci serca i ci$nienia tgtniczego. Dotychczas nie udato sig stworzy¢ standardowych
uktadow eksperymentalnych do oceny wptywu ROS na funkcje regulacyjne mozgu, a
liczba publikacji po$wieconych temu zagadnieniu jest stosunkowo niewielka. W tym
kontekscie przelomowe znaczenie ma praca Mulkey'a i wsp., ktdrzy wykazali w wycin-
kach z rdzenia przedtuzonego szczura, ze troloks, ktory jest rozpuszczalnym w wodzie
analogiem tokoferolu o uznanych wilasciwosciach antyoksydacyjnych, w sposéb odwra-

calny zablokowal pobudzenie neuronéw indukowane przez hiperoksje®'>.

1.11. Udziat ROS w mechanizmach adaptacji organizmu
do zmian srodowiska zewnetrznego

Srodowisko zewnetrzne komoérki i organizmu podlega czestym zmianom o nierzad-
ko znacznym natgzeniu i dynamice. Zaburzenia czynno$ciowe i strukturalne wywotane
przez nadmierne reakcje utleniania sa podstawowym zagrozeniem dla zywego ustroju
indukowanym przez czynniki zewngtrzne. Warunkiem przetrwania w niestabilnym oto-
czeniu jest wytworzenie i uruchamianie w razie potrzeby mechanizméw przystosowaw-
czych, ktore pozwalaja zachowa¢ integralno$¢ srodowiska wewngtrznego. Badania
ostatnich dwudziestu lat ujawnity, ze zarbwno Procaryota, jak i Eukaryota, wyksztatcity
szereg mechanizméw aktg/wacji endogennych proceséw antyoksydacyjnych w odpowie-
dzi na stres oksydacyjny " Skuteczno$é adaptacji zalezy od zmiany ekspresji genow
oraz modyfikacji transkrypcji i translacji, co ujawnia si¢ juz w ciagu minut od zadziata-
nia czynnika szkodliwego®'*. Keyse i Tyrell wykazali, ze indukcja oksygenazy hemu
przez rézne czynniki oksydacyjne, w tym przez tagodny stres oksydacyjny spowodowa-
ny peroksydacja lipidow, wyzwala silny efekt protekcyjny i zabezpiecza fibroblasty
przed uszkodzeniami wywotanymi przez promieniowania UV?">. Do$wiadczenia prze-
prowadzone na szczurach poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego ujawnily,
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ze po ekspozycji doszto do zwigkszenia aktywnosci SOD w modzgu, z towarzyszacym
spadkiem produktéw peroksydacji lipidow *'°. Intensywny wysiltek fizyczny z jednej
strony powoduje liczne uszkodzenia DNA i utlenianie bialek i lipidow, z drugiej za$
pobudza mechanizmy obrony antyoksydacyjnej, w tym wzrost aktywnosci SOD, katala-
zy, peroksydazy glutationu, a takze indukuje przebudowe migsnia i zwigkszenie ekspre-
sji jego biatek kurczliwych. Mozna przyjac, ze uzyskanie korzystnego efektu treningu
fizycznego wymaga wywotania pewnego stresu oksydacyjnego podczas wysitku. Zasad-
niczym problemem wspotczesnej medycyny sa skutki zaprzestania aktywnosci fizycznej
i bezruchu, a takze zmniejszenia obciazenia grawitacyjnego migsni, co ma znaczenie w
projektowaniu dtugotrwatych lotow w przestrzeni pozaziemskie. Uwaza si¢, ze wylacze-
nie tonicznego wplywu stresu oksydacyjnego zaleznego od obciazenia mig$nia, jest
czynnikiem rozwoju dysfunkcji migéni szkieletowych i ich zaniku. Dotychczasowe pro-
by przeciwdzialania tym efektom, bez usunigcia bezposredniej przyczyny, nie przyniosty
jak dotad satysfakcjonujacych rezultatéw. Zjawisko pobudzajacego organizm, korzyst-
nego dzialania matej ekspozycji, lub matych dawek czynnika, ktory w dawkach wigk-
szych jest ewidentnie szkodliwy, zauwazyt juz Hipokrates, a w czasach nowozytnych
Paracelsus. Zostatlo ono nazwane w latach 40-tych ubieglego stulecia hormeza, co w
thumaczeniu z greki oznacza "wprowadzié¢ w ruch" *'". Istnieja liczne przestanki, ze ROS
sa nieodzownym elementem hormezy. Rattan wykazal, ze powtarzana ekspozycja na
czynnik wywolujacy tagodny stres oksydacyjny opodznia starzenie, stymuluje proteaso-
my, co przyczynia si¢ do przyspieszonego usuwania oksydacyjnie uszkodzonych biatek
komoérkowych, zmniejsza wrazliwos$¢ izolowanych komorek na destrukcyjne dziatanie
etanolu i nadtlenku wodoru oraz aktywuje enzymatyczne mechanizmy antyoksydacyj-
ne'*’. Analogicznie, powtarzane epizody krotkotrwatego niedokrwienia, znane jako
"hartowanie przez niedokrwienie" (ischemic preconditioning) w znacznym stopniu ogra-
niczaja uszkodzenia serca, mézgu i narzadow obwodowych wywotane przez pozniejsze
ich ciezkie niedokrwienie’'®, a nadtlenek wodoru i rodniki tlenowe uruchamiaja komér-
kowa odpowiedz adaptacyjna’'*~%.

1.12. Poszukiwania roli ROS w uktadzie krazenia

Pierwsze publikacje o efektach ROS w uktadzie krazenia przyniosty niejednoznacz-
ny obraz. Zarejestrowano rozkurcz migsniowki gladkiej aorty krolika pod wplywem
nadtlenku wodoru®*, wiazac to z uwalnianiem prostacykliny ze $rodbtonka naczyniowe-
go™!, a takze aktywacje cyklazy guanylanowej pod wptywem rodnika hydroksylowe-
go*!. Z drugiej strony w réznych modelach eksperymentalnych obserwowano obkur-
czenie naczyn tetniczych’*****, Wykazano, ze ROS wywotuja uszkodzenie $ciany na-
czyniowej*??3% a w zwlaszcza érodbtonka’??3?432¢ oraz ze przyczyniaja si¢ do rozwoju
zastoinowej niewydolnosci krazenia®?’2>32432% jak tez zaburzen czynnosci serca wywo-
tanych przez jego niedokrwienie i reperfuzje®??7#22324326  Opisano korzystny wptyw
ROS na adaptacje serca do hipoksji indukowanej przez kilkakrotne umieszczanie szczu-

réow w $rodowisku hipobarycznym o obnizonym o ci$nieniu parcjalnym tlenu®?’.
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1.13. Postulowany udziat ROS w rozwoju nadcisnienia
tetniczego

W 1991 roku Nakazono i wsp.’?*, opierajac si¢ na wcze$niejszych doniesieniach z
poczatku lat siedemdziesiatych ub. stulecia®®** ogtosili wolnorodnikowa hipoteze roz-
woju nadcis$nienia tgtniczego. Dalsze poszukiwania ujawnity, ze anionorodnik ponad-
tlenkowy (O,*") uwalniany ze $rodbtonka®! i z przydanki**? wywotuje obkurczenie mig-
$nidwki gtadkiej naczyn®*® oraz ze wytwarzanie O,* jest zwiekszone u chorych z nadci-
$nieniem tetniczym samoistnym™*, za$ nadtlenku wodoru (H,0,) w populacji normoten-
syjnej o dodatnim wywiadzie rodzinnym w kierunku choroby nadci$nieniowej***. Udo-
kumentowano w roznorodnych uktadach eksperymentalnych, ze ROS odgrywaja istotna
rolg w rozwoju nadci$nienia tetniczego: indukowanego nadmiarem angiotensyny 11°%3%7,
niedoborem endogennego NO**, nadwrazliwoscia na NaCI**° i nadmierna podaza NaCl
u szczuréw DOCA-salt z niska reninemia otrzymujacych deoksykortykosteron®*” oraz ze
moga takze prowadzi¢ do zwigkszonej aktywnosci konwertazy angiotensyny (ACE) w
$rodbtonku naczyniowym?*®. W ramach poszukiwan podtoza genetycznego nadcisnienia
tetniczego wykazano, ze u szczuréw SHR z genetycznie uwarunkowanym nadcisnieniem
tetniczym wystgpuje nadmierna ekspresja genu p22phox, z czym sprzgzona jest zwigk-
szona aktywnos¢ srodbtonkowej oksydazy NADH/NADPH, generujacej wolne rodniki

tlenowe™*!.

1.14. Nadcisnienie tetnicze jako konsekwencja zaburzenia
réownowagi czynnosciowej miedzy endogennymi oksy-
dantami i mechanizmami obrony antyoksydacyjnej

W 1986 roku Gryglewski i wsp *** udowodnili, ze gléwny czynnik endogenny o

dziataniu rozkurczajacym migsnidwke gtadka naczyn — tlenek azotu ulega eliminacji w

wyniku reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym.

NO + 0" - ONOO’

Produktem tej bardzo dynamicznej reakcji jest nadtlenoazotyn, rodnik o znacznej
aktywnosci oksydacyjnej, ktory moze inicjowac szereg dalszych przemian biochemicz-
nych, prowadzacych migdzy innymi do wytworzenia znacznie bardziej reaktywnego
rodnika hydroksylowego. Spontaniczna reakcja NO z anionorodnikiem ponadtlenkowym
zachodzi ponad dwukrotnie szybciej od dysmutacji O,* katalizowanej przez dysmutaze
ponadtlenkowa (CuZn-SOD; ryc. 1).
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= Len

NO ONOO

Ryc. 1. Podstawowe reakcje wymiatajace anionorodnik ponadtlenkowy w naczyniach krwiono-
$nych
Fig. 1. Major pathways of scavenging superoxide anion in blood vessels

W powiazaniu z wczesniejszymi doniesieniami Weissa i wsp. *** oraz Freemana i
Crapo®* o modulujacym czynnos¢ $rodbtonka tonicznym dziataniu ROS, praca Gry-
glewskiego i wsp.** stanowita punkt zwrotny w rozwoju nowej koncepcji, wedle ktorej
rozwo6j nadci$nienia tetnicze i zmian miazdzycowych jest wynikiem zaburzenia réwno-
wagi czynnosciowej miedzy endogennymi oksydantami i antyoksydantami.

1.15. Zastosowanie dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
i nitroksylowych znacznikéw spinowych w eksperymen-
talnych modelach nadcisnienia tetniczego

W ostatniej dekadzie wykazano, ze podawanie SOD, ktore w zalozeniach doswiad-
czalnych miato prowadzi¢ do wyeliminowania anionorodnika ponadtlenkowego, wywo-
luje efekt hipotensyjny u szczuréw z nadci$nieniem tetniczym: genetycznie uwarunko-
wanym — SHR**® oraz indukowanym 5-dniowa infuzja angiotensyny II przy uzyciu mi-
niaturowej pompy osmotycznej’”’, zmniejszajac czesto$é powiklan sercowo-
naczyniowych i $miertelno$¢ w jego przebiegu®*. Efektu hipotensyjnego nie zaobser-
wowano u szczurOw z nadci$nieniem tgtniczym indukowanym noradrenaling, ktore
otrzymywaty SOD zawieszona w liposomach, co umozliwiato jej wnikanie do komo-
rek’*. Kardioprotekcyjne dziatanie SOD udokumentowano w modelach eksperymental-
nych serca poddanego ischemii i reperfuzji, przejawiajace si¢ zmniejszeniem zaburzen
czynnosci skurczowej serca®*’ i szybszym powrotem funkcji do stanu sprzed ischemii**®.
Nie wyjasniono jak dotad w sposdb bezposredni, czy opisywane efekty SOD w uktadzie
krazenia zaleza o przyspieszonej eliminacji anionorodnika ponadtlenkowego, czy tez
wynikaja ze zwigkszonej generacji NO. Istotna niedogodnoscia zwiazana z wlasciwo-
Sciami fizykochemicznymi wystgpujacych w naturze enzymatycznych antyoksydantow
jest ich ograniczona dostgpno$¢ biologiczna. Stosunkowo znaczne rozmiary SOD, a
takze przewaga tadunkow ujemnych w jej strukturze zewngtrznej, uniemozliwiaja swo-
bodna penetracjg bton biologicznych.
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Wprowadzenie do badan niskoczasteczkowych nitroksylowych znacznikoéw spino-
wych o wiasciwosciach katalitycznych, ktéore wykazuja aktywno$¢ SOD, rozszerzylo
horyzonty badan. Czgsto stosowanym piperydynowym zwiazkiem nitroksylowym jest
tempol (2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-N-tlenek; ryc. 2):

OH

Ryc. 2. Struktura tempola
Fig. 2. Tempol moiety

ktory wykazuje stosunkowo niewielka toksyczno$¢, przy czym fatwo przenika do wng-
trza komorek, gdzie jest rozmieszczony przede wszystkim w srodowisku wodnym. Tem-
pol przypomina sposobem dziatania dysmutaze ponadtlenkowa’*’. Reagujac z anionono-
rodnikiem ponadtlenkowym (O,") i z rodnikami zlokalizowanymi przy atomie wegla,
prowadzi do eliminacji tych rodnikéw, ulegajac redukcji do hydroksylaminowej po-
chodnej (TPL-H). Reakcja zachodzi dwuetapowo (ryc.3). Katalizujac dysmutacj¢ anio-
norodnika ponadtlenkowego (ryc.3) tempol (TPL) ulega w sposéb wahadtowy utlenieniu
do formy przej$ciowej — kationu oksoamoniowego (TPL"), ktéry z kolei reagujac z na-
stgpna czasteczka O,*", zostaje zredukowany do pochodnej hydroksylaminowej (TPL-H).
W obecnosci nadtlenku wodoru (H,0,) TPL-H przeksztatca si¢ z powrotem do czastecz-
ki macierzystej, co zachodzi szczegolnie latwo w obecnosci grup fenolowych®’. Zacho-
dzace na przemian reakcje utleniania i redukcji umozliwiaja wielokrotne odtwarzanie
czasteczki tempola (ryc.3) oraz jego dlugotrwale przetrwanie w $rodowisku biologicz-
nym®!,

Tempol wykazuje wlasciwosci paramagnetyczne, stad tez do jego detekcji jest wy-
korzystywana metoda spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR). Nalezy zaznaczy¢, ze podstawowy produkt degradacji tempola — jego hydroksy-
laminowa pochodna (TPL-H), jest diamagnetykiem i nie jest wykrywalL-NNA przy
uzyciu tej metody. Publikacje odnoszace si¢ do zaniku tempola w srodowisku biologicz-
nym daja obraz niejednoznaczny. Opisywano zaréwno kilkuminutowy*%, jak tez trwaja-
cy od 22 do 60 minut***35 okres jego potowicznego zaniku. Niedawno wykazano, ze
tempol podawany przez okres od 1 do 2 tygodni, wywotuje efekt hipotensyjny u szczu-
réw z nadci$nieniem tetniczym?*®. Istotnym niedostatkiem tej pracy jest brak weryfikacji
wystegpowania tempola we krwi lub tkankach w okresie dawkowania.
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Badania eksperymentalne potwierdzity wlasciwos$ci kardioprotekcyjne tempola pod-

czas ischemii i reperfuzji**’**, analogicznie do SOD, a takze jego dzialanie hipotensyj-

ne, zwiazane z redukcja markerow stresu oksydacyjnego.

(TPL)
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Ryc. 3. Wolnorodnikowe przemiany tempola umozliwiajace jego odtwarzanie
Fig. 3. Free radical tempol chemistry providing its recycling

W latach 1998-1999 zostat opublikowany cykl prac opisujacych efekt hipotensyjny
tempola zarejestrowany u szczur6w i u $win miniaturowych z nadci$nieniem tetniczym,
a takze w mniejszym stopniu, u ich odpowiednikéw normotensyjnych*®3**¢! Ponadto,
wykazano, ze tempol wywieral protekcyjny wptyw na czynno$¢ nerek, czego wyrazem
byt wzrost filtracji klgbkowej. Tempol zmniejszal wydalanie z moczem 8-
izoprostaglandyny-F,,, ktora powstaje w wyniku nieenzymatycznej reakcji anionorodni-
ka ponadtlenkowego z kwasem arachidonowym i jest uwazana za jeden z wyktadnikow
stresu oksydacyjnego®®. Podobnie jak w przypadku innych antyoksydantow, nie zostat
poznany wplyw tempola na regulacj¢ czynnosci serca i ci$nienia tg¢tniczego, realizujaca
si¢ za posrednictwem autonomicznego uktadu nerwowego.
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1.16. Niepowodzenia praktycznego stosowania antyoksydan-
tow

Liczne dane z badan do$wiadczalnych, poparte doswiadczeniem klinicznym, nie-
dwuznacznie wskazuja na udzial ROS w rozwoju nadcis$nienia t¢tniczego i wielu innych
chorob uktadu krazenia oraz na potencjalne korzysci ze stosowania antyoksydantow. w
terapii 1 w profilaktyce chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Optymistyczne wnioski z
licznych badan doswiadczalnych oceniajacych dziatanie antyoksydantowe przyczynity
sig¢ do wdrozenia wieloosrodkowych programéw ukierunkowanych na obiektywna oceng
korzysci stosowania antyoksydantow w prewencji pierwotnej i wtdrnej chordb sercowo-
naczyniowych w oparciu o prospektywne, randomizowane proby kliniczne. Wyniki
wigkszosci podjetych prob okazaty si¢ zaskakujace, podwazajac mozolnie budowana
koncepcj¢ o jedynie korzystnym profilu dziatania antyoksydantow. Badanie fowa Wo-
men’s Health Study, opublikowane w 1996 roku ujawnito, ze wsréd 34387 kobiet po
menopauzie systematyczne przyjmujacych kwas askorbinowy (500 mg/dobe) lub/i a-
tokoferol (10000 jedn./dobg) nieznamiennie zwigkszyto si¢ ryzyko wystapienia raka
piersi*®. W raporcie lowa Women’s Health Study opublikowanym w lipcu 2005 roku,
nie wykazano istotnego wptywu tej witaminy na $miertelno$¢ ogodlna i na $miertelnos¢ z
powodu choréb nowotworowych w populacji 39876 kobiet w wieku powyzej 45 roku
7zycia, ktore przyjmowaly 600 jedn. witaminy E pochodzenia naturalnego®®. Czgsto$é
wystgpowania groznych incydentdéw sercowo-naczyniowych odpowiadata czgstosci w
grupie referencyjnej. Stwierdzono co prawda, zmniejszenie o 24% (P = 0,03) $miertel-
nosci z przyczyn sercowo-naczyniowych, ale we koncowych wnioskach z lowa Wo-
men’s Health Study autorzy podkreslaja, ze nie ma przekonywujacych dowodéow do
rekomendowania dtugotrwatego podania witaminy E w diecie u kobiet po menopauzie.
W badaniu CARET obejmujacym 18314 palaczy tytoniu i pracownikdéw eksponowanych
na azbest, w ktérym testowano wptyw B-karotenu (30 mg/dobg) i retinolu (25000
jedn./dobg) na prewencj¢ pierwotng chordb sercowo-naczyniowych, wykazano istotne
zwigkszenie ryzyka zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych i raka ptuc w grupach
przyjmujacych antyoksydanty®®. Z kolei, wéréd 27271 zdrowych palaczy tytoniu w
przedziale wiekowym 50-69 lat, uczestniczacych w finskim badaniu A7BC i przyjmuja-
cych witaming E (50mg/dobg), B-karoten (20 mg/dobg), lub oba czynniki, przez srednio
6 lat, stwierdzono zmniejszenie o 4% czgstosci wystgpowania pierwotnych incydentow
wieficowych i o 8 % $miertelnosci z powodu niewydolno$ci wiencowej w grupie przyj-
mujacej witaming E, natomiast suplementacja -karotenem nie miata istotnego znacze-
nia**®. Z kolei w grupie 1862 palaczy tytoniu w tym samym przedziale wickowym, z
zawatem serca w wywiadzie wykazano, ze przyjmowanie witaminy E i f-karotenu nie
miato znaczenia w prewencji wtdrnej ostrych incydentow wiencowych, natomiast przy-
czyniato si¢ do zwigkszenia $miertelnosci w nastepstwie nagltych incydentéw serco-
wych*’. Analogicznie, wtoskie badanie GISSI-P z udziatem 11324 chorych po zawale
serca wskazywato na brak korzysci ze stosowania a-tokoferolu w dawce 300 mg/dobg w
prewencji wtornej zawatu serca i §mierci z przyczyn sercowo-naczyniowych*®. W bada-
niu CHAOS prowadzonym na 2002 pacjentach z angiograficznie udokumentowana cho-
roba wiencowa udokumentowano co prawda, istotne statystycznie zmniejszenie ryzyka
zawatu serca podczas przewlektego ($rednio 510 dni) stosowania o-tokoferolu (800
jedn./dobg), ale jednoczes$nie wykazano nieznamienny wzrost ryzyka zgonoéw z przyczyn
sercowo-naczyniowych w tej grupie*®®. Wnioski z kolejnych préb klinicznych: HPS
(20356 pacjentow)’’® i HOPE (9541 pacjentéw)’’! dotyczacych wplywu antyoksydan-
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tOw na prewencj¢ pierwotna i wtorng incydentdw sercowo-naczyniowych wskazuja na
brak istotnego wplywu stosowania antyoksydantow na ryzyko wystapienia choroby
sercowo-naczyniowej, lub zgonu z powodu choroby sercowo-naczyniowej. Opubliko-
wane w 2003 i 2004 roku trzy ogromne metaanalizy oparte o randomizowane wielo-
osrodkowe proby kliniczne nie tylko nie rozwiaty watpliwosci zwiazanych ze stosowa-
niem antyoksydantow, ale jeszcze je poglebily. Z zestawienia opracowanego przez ze-
spot badaczy z Uniwersytetu w Sydney, na podstawie wcze$niej opublikowanych wyni-
kow 7 wieloosrodkowych prob klinicznych, dotyczacych wptywu flawonoidow zawar-
tych w diecie na prewencj¢ incydentéw wiencowych wynika, ze wysokie spozycie fla-
wonoidoéw jest zwiazane ze zmniejszonym ryzykiem zgonu z powodu incydentu serco-
wo-naczyniowego’’>. Z kolei, w analizie statystycznej opracowanej z 2003 roku pod
egida zespotu z Cleveland (USA)*” wykorzystano dane pochodzace z 7 randomizowa-
nych proéb klinicznych dotyczacych suplementacji witaming E stosowana w dawce do-
bowej od 50 do 800 jedn. u 81788 pacjentéw oraz z 8 prob klinicznych, ktorych uczest-
nicy otrzymywali B-karoten w dawce dobowej od 15 do 50 mg. Czas suplementacji
wybranymi antyoksydantami wynosil od 16 miesigcy do 12 lat. U pacjentow, ktorzy
przyjmowali B-karoten stwierdzono nieznaczne, ale statystycznie istotne (o 0,4%; P =
0,003) zwigkszenie $miertelnosci ogolnej i $Smiertelnosci spowodowanej przyczynami
sercowo-naczyniowymi (o 0,3%; P = 0,003). Witamina E nie miata znamiennego wply-
wu na $miertelno$¢ ogdlng (wzrost o 0,2%; P = 0,42), Smiertelno$¢ z przyczyn sercowo-
naczyniowych (P = 0,86) i z powodu udaréw mozgu (wzrost o 0,1%; P = 0,31). Brak
wplywu podawania witaminy E i karotenoidow w prewencji incydentéw wiencowych
oraz na ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych potwierdzit raport opubliko-
wanego przez grupe badaczy z Uniwersytetu w Helsinkach w grudniu 2004 roku®’*. Na
metaanalizg sktadaly dane uzyskane z 9 wieloosrodkowych préb klinicznych, ktérych
celem byla ocena skutecznosci witamin C i E oraz karotenoidow w prewencji choroby
wiencowej i ryzyka incydentow wiencowych. Przy dziesigcioletnim okresie obserwacji
w badaniach wzigly udziat 293172 osoby, ktore przewlekle przyjmowaty wybrane anty-
oksydanty. Zachgcajace wyniki, istotne zmniejszenie czgstosci powaznych incydentow
sercowych, uzyskano w grupie pacjentdow, ktora systematycznie przyjmowata witaming
C, szczegoblnie w stosunkowo duzych dawkach dobowych, przekraczajacych 700 mg.

Dotychczasowe proby praktycznego zastosowania antyoksydantow w terapii i profi-
latyce nie spetnity oczekiwan®”. Rozbieznosci miedzy pozadanymi efektami antyoksy-
dantdéw, opisywanymi w licznych pracach do$wiadczalnych i poczatkowych doniesie-
niach klinicznych, a zagrozeniami ujawnionymi przez badania epidemiologiczne prze-
prowadzone na duzych populacjach, w ktorych przewlekle stosowano wybrane antyok-
sydanty, wzbudzaja nadal ogromne zaklopotanie srodowiska naukowego i sktaniaja do
podejmowania nowych poszukiwan. Niepowodzenia suplementacji poszczegdlnymi
antyoksydantami kontrastuja w wnioskami z badan epidemiologicznych, w ktorych
wykazano ewidentne korzysci przy stosowaniu diety bogatej w warzywa i owoce i przez
to zawierajacej znaczacy tadunek antyoksydantow.

Poktadane nadzieje z szerokiego zastosowania antyoksydantow zderzyly si¢ z nadal
niedostatecznie poznanymi mechanizmami ich dzialania i z niewystarczajaca wiedza o
fizjologicznej roli ROS, w tym ich znaczeniu w przebiegu procesow regulacyjnych za-
chodzacych zaré6wno w mikroskali subkomoérkowej, jak tez w wymiarze ogdlnoustrojo-
wym. W toku préb klinicznych w zasadzie pominigto oceng mechanizmoéw regulacyj-
nych. Przeszkoda wznowienia szerokich badan klinicznych sg wzgledy etyczne. Stad
konieczno$¢ powrotu do badan eksperymentalnych z wykorzystaniem zwierzat.
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Moje wczesniejsze poszukiwania badawcze koncentrowaly si¢ na mechanizmach
nadci$nienia tetniczego i na poszukiwaniu narzedzi farmakologicznych przydatnych w
ocenie jego podloza patogenetycznego i w dalszej perpektywnie, w terapii. Badania
eksperymentalne, ktére prowadzitem obejmowaty oceng efektow czynnosciowych neu-
ropeptydow — wazopresyny®’*¥”7 i oksytocyny®’®*” oraz ich analogdéw strukturalnych,
tlenku azotu **3! prostaglandyn®*°, amin katecholowych®®¥2 bradykininy i jej po-
chodnych®™? oraz uktadu angiotensyny®***5. W ostatnim dwudziestoleciu lawinowo
wzrastata liczna publikacji wskazujacych na udziat czynnikow wspotistniejacych, w tym
w szczegolnosci reaktywnych postaci tlenu (ROS), na charakterystyke czynnosciowa
efektora i na przebieg rejestrowanych przeze mnie odpowiedzi ukladu kraze-
nia!0>-106:231386391 "Qltonito mnie to do podjecia badan eksperymentalnych ukierunkowa-
nych na oceng¢ wptywu czynnikéw o znanych, lub oczekiwanych wlasciwosciach anty-
oksydacyjnych na wybrane mechanizmy regulacji ci$nienia tgtniczego. W ramach pro-
wadzonych badan testowatem aktywnos¢ biologiczna nowych analogéw strukturalnych
wazopresyny’’ 2?23% | bradykininy®****3% a w projektowaniu tych zwiazkoéw zostaty
uwzglednione ich potencjalne wiasciwosci antyoksydacyjne. Ponadto, zaplanowatem i
zrealizowalem wieloetapowy program badan eksperymentalnych ukierunkowany na
oceng efektow czynnosciowych drobnoczasteczkowego antyoksydanta nitroksylowego,
tempola (4-hydroksy-2,2,6,6-tetrahydrametylpiperydyno-N-tlenek; 4-OH-tempo) w
uktadzie sercowo-naczyniowym, o czym traktuje niniejsza praca.

Celem zrealizowanego programu badan byta ocena wplywu czgsciowego wyelimi-
nowania reaktywnych postaci tlenu, przy uzyciu tempola — nitroksylowego wymiatacza
reaktywnych postaci tlenu o wlasciwosciach dysmutazy ponadtlenkowej, na czynniki
regulacji uktadu krazenia i wydolno$¢ fizyczna u szczuro6w z nadci$nieniem tetniczym.

Badania eksperymentalne obejmowaty oceng wplywu tempola na:

1. rozwoj nadci$nienia tetniczego u szczurOw z genetycznie uwarunkowanym nadci-
$nieniem tgtniczym (SHR) 1 nadci$nieniem tetniczym zaleznym od niedoboru endo-
gennego tlenku (NO) wywolanego zahamowaniem endogennej syntazy NO,

2. czynno$¢ serca izolowanego, a wigc pozbawionego pozasercowych wptywow regu-
lacyjnych,

3. napigcie migsniowki gladkiej matych i srednich naczyn tgtniczych reprezentowa-
nych przez izolowany uktad naczyn tgtniczych krezki,

4. oceng rozprzestrzeniania sie fali tgtna w duzych naczyniach tgtniczych,

5. autonomiczna regulacj¢ rytmu serca, badang przy uzyciu analizy zmienno$ci rytmu
serca (HRV),

6. odruchowa regulacje uktadu krazenia zachodzaca przy udziale baroreceptorow i
chemoreceptoréw tetniczych,

7. profil przemian energetycznych w sercu i mig$niach szkieletowych,

8.  wydolnos¢ fizyczna i adaptacje do wysitku fizycznego.
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Badania eksperymentalne zostaly przeprowadzone na szczurach z nadci$nieniem
tetniczym uwarunkowanym genetycznie (SHR) oraz na referencyjnym szczepie szczu-
row normotensyjnych WKY. U czgéci szczuréw WKY zostalo zaindukowane nadci$nie-
nie tetnicze wskutek zahamowania endogennego wytwarzania tlenku azotu (NO) przez
podawanie inhibitora syntazy NO, L-nitroargininy (L-NNA). Powstala w ten sposob
grupa szczurow WKY zostata nazwana mianem LNR.

Zaprojektowalem i zrealizowatem program do$wiadczen ukierunkowany na kom-
pleksowa, porownawcza oceng wpltywu tempola na regulacj¢ krazenia w dwoch mode-
lach nadci$nienia tgtniczego, reprezentowanych przez szczury SHR i LNR. Poszczego6l-
ne procedury badawcze byly ukierunkowane na oceng:

— ci$nienia tgtniczego i1 rytmu serca in vivo w warunkach zblizonych do spoczyn-
kowych,

— czynnosci izolowanego serca odcigtego od wptywow regulacyjnych,

— napigcia migsnidowki gladkiej izolowanego uktadu naczyn tetniczych, zawieraja-
cego tetniczki typu oporowego,

— podatnosci duzych pni tgtniczych,
— wybranych mechanizméw regulacji ci$nienia tgtniczego i rytmu serca,
— wydolnosci fizycznej typu wytrzymato§ciowego i adaptacji do treningu,

— biodystrybucjg i kinetykg zaniku tempola, zmiatacza rodnikow tlenowych, wy-
korzystywanego jako podstawowe narzedzie badawcze,

— funkcje oddechowa mitochondriéw wyizolowanych z serca i reprezentatywnego
migsnia szkieletowego.

Cze$¢ uktadow i procedur eksperymentalnych zaprojektowanych oryginalnie do re-
alizacji szczegdtowych zadan badawczych tej pracy, jednakze wigkszos¢ wykorzysta-
nych w niniejszej pracy metod i technik do§wiadczalnych zostata przeze mnie opraco-
wana i wdrozona we wczesniejszych badaniach, ktérych wyniki zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach z Listy Filadelfijskigj*80-39%3%4-398:400-402

Zastosowana w niniejszej pracy technike chirurgicznej wyprowadzania linii naczy-
niowych w sposob umozliwiajacy monitoring uktadu krazenia u szczuréow z nadcisnie-
niem tgtniczym, w warunkach bez narkozy, opartem na badaniach opublikowanych w
roku 1992 z moim udziatem w: Journal of Laboratory and Clinical Medicine (IF = 2,023
wg danych z roku 2005)*®, Hypertension (IF = 6,331)**" i Collection of Czech Chemical
Communications (IF = 0,949) w roku 1997 *7. Technike rejestracji ci$nienia tetniczego
u zwierzat z zachowana swoboda ruchu i z utrzymywanymi przez wiele dni liniami tgt-
niczymi, w tym zwierzat z nadci$nieniem tetniczym, wykorzystalem w pracach opubli-
kowanych na tamach Polish Journal of Pharmacology and Pharmacy (IF = 1,029) w roku
1992 *% i w Journal of Peptide Research (1,741) w roku 2001°°*. Procedure wstepnej
adaptacji zwierzat do warunkow doswiadczalnych zwigzanych z dlugotrwatym monito-
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rowaniem cis$nienia te¢tniczego i czgstosci akcji serca oraz metodyke podawania testowa-
nych substancji droga dozylna i dotgtnicza u szczurdw bez narkozy nie wykazujacych
oznak niepokoju, zastosowatem migdzy innymi w pracach opublikowanych w 2005 r w
Journal of Medicinal Chemistry (IF = 4,926) *° i Journal of Peptide Science (IF =
1,803)*". Procedura perfuzji izolowanego uktadu tetnic krezkowych zostata przeze mnie
wykorzystana w pracach opublikowanych na tamach Collection of Czech Chemical
Communications w roku 1991 (IF = 0,949) *?, a zastosowany w niniejszej pracy zestaw
do perfuzji naczyn izolowanych jest udoskonalong i znacznie rozszerzong wersja owcze-
snego uktadu perfuzyjnego. Procedura treningu szczuré6w na biezni ruchomej zostala
przeze mnie zaprojektowana i zweryfikowana w praktyce w badaniach opublikowanych
w Journal Physiology and Pharmacology (IF = 2,212) w 2006 roku “*, za$ technike
implantacji drendw umozliwiajacych kilkutygodniowe utrzymanie linii naczynowych i
doktadne odwzorowanie fali tgtna wykorzystatem w pracy, ktéra ukazata si¢ na tamach
Acta Biochimica Polonica w roku 2007 (IF = 1,863)**.

3.1. Biodystrybucija i kinetyka zaniku tempola

3.1.1. ZANIK TEMPOLA W KRWIOBIEGU PO JEDNORAZOWEJ DAWCE
DOZYLNEJ

Doswiadczenia zrealizowatem w celu oceny szybkosci zaniku tempola w krwiobie-
gu po podaniu jednorazowej dawki dozylnej, a takze mozliwosci odtwarzania tempola z
jego hydroksylaminowej pochodnej, po catkowitym zaniku jego sygnatu EPR. Zaprojek-
towatem oryginalny uktad eksperymentalny, ktory umozliwia detekcje tempola w krwi
krazacej w czasie rzeczywistym.

Doswiadczenia przeprowadzitem na 9 szczurach, samcach rasy Wistar, o masie od
400 do 435 g, w narkozie pentobarbitalowej (Vetbutal - 50 mg/kg ip. oraz dodatkowo w
razie potrzeby — 5 do 10 mg/kg, przecigtnie co 2 godziny). Dreny polietylenowe (PE-50,
Clay-Adams, USA), zawierajace heparyng (50 jedn. /ml) wprowadzono do zyly szyjnej
powierzchownej lewej i do prawej tgtnicy biodrowej. Szczura ulokowano w bezposred-
nim sasiedztwie spektrometru EPR (Varian-E4, USA). Kapilarg kwarcowa o pojemnosci
250 pl umieszczono we wngce rezonacyjnej spektrometru. Sporzadzono wodny roztwor
tempola (1 umol/l) jako standard do nastrojenia spektrometru i uzyskania wzorcowego
widma EPR tempola. Po wypehieniu tym roztworem drenu PE-50 zatkano jego oba
konce, po czym przeprowadzono dren przez szklang kapilarg, ktéra nastgpnie wstawiono
do wngki rezonacyjnej spektrometru. Na monitorze zaobserwowano charakterystyczne
widmo EPR tempola, zawierajace 3 pasma sktadowe (ryc.4).
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»

Amplituda Tempol
sygnatu  spectrum
tempola  height

Sygnat [jednostki arbitralne]
Signal [arbitrary unit]

3330 3380 3430

Pole magnetyczne [Gauss]
Magnetic field [Gauss]

Ryc. 4. Widmo EPR tempola i wyznaczanie jego amplitudy
Fig. 4. EPR tempol spectrum. Determination of magnitude of the spectrum

Dostrojono spektrometr do $rodkowego szczytu widma, a nast¢pnie usunigto dren
PE-50 z kapilary. Dreny wyprowadzone z ukladu naczyniowego szczura potaczono ze
soba za posrednictwem dodatkowego drenu PE-50 (Clay-Adams, Parsippany, USA) o
dtugosci 80 cm, ktéry wezesniej przeciagnigto przez kapilarg umieszczong uprzednio we
wnece rezonacyjnej spektrometru. W ten sposéb uzyskano zewngtrzne potaczenie tetni-
czo-zylne. We krwi swobodnie przeptywajacej przez wneke rezonacyjna spektrometru
mozna bylo w sposéb ciagly analizowa¢ obecno$¢ tempola (ryc. 5).

EPR VARIAN 4

Ryc. 5. Schemat pomiaru
Fig. 5. Measurement layout
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Przy czasie przeplywu krwi przez petlg tgtniczo-zylna wynoszacym od 17 do 32 s,
krew po wyplynigciu z tetnicy biodrowej docierata do wneki rezonacyjnej po uptywie 8
do 13 s. Stosunkowo powolny przeptyw krwi wynikat ze znacznych oporéw spowodo-
wanych niewielkim przekrojem wewngtrznym zastosowanych drenow (0,58 mm). Nie-
wielka szybko$¢ przeptywu krwi umozliwiata przeprowadzenie dtugotrwatego doswiad-
czenia, gdyz wytworzony przeciek tgtniczo-zylny nie powodowat zauwazalnych zabu-
rzen krazenia i oddychania. Po rozpoczgciu rejestracji EPR, podano pojedyncza dawke
tempola: 0,005, 0,02, 0,1, lub 1 mmol/kg do zyly szyjnej. Nastgpnie rejestrowano w
sposob ciagly amplitude srodkowego szczytu widma tempola. Skanowanie EPR prze-
prowadzono w dwodch 4-godzinnych cyklach, nastepujacych bezposrednio po sobie.
Zastosowano nastgpujace parametry skanowania: modulacja amplitudy — 5 G, czestotli-
wos¢ mikrofal — 9,55 Hz, wzmocnienie — 100 do 10000, w zaleznosci od amplitudy
widma tempola, szerokos¢ skanu — 100 G, stala czasowa — 14 s. Przebieg krzywych
reprezentujacych zmniejszanie w czasie amplitudy widma zdefiniowano przy uzyciu
oprogramowania Prism 4 (GraphPad Software Inc., USA). Jako kryterium optymalnego
wyboru typu krzywej i jej przebiegu przyjgto najmniejsza sum¢ kwadratow roznic po-
migdzy rzeczywistymi punktami pomiarowymi i korespondujacymi punktami w uzyska-
nych krzywych, co odpowiadalo najwyzszej wartosci wspotczynnika determinacji r°.
Wartosci sygnatu EPR uzyskane z poszczegdlnych pomiarow (n = 3) byty do siebie
zblizone, stad tez przedstawiono je w postaci jednej, usrednionej krzywej. Przy stosun-
kowo niskiej amplitudzie sygnalu tempola jego detekcje¢ przeprowadzano przy maksy-
malnym wzmocnieniu — 10000. Przy tak duzym wzmocnieniu spektrometr rejestrowat
znaczace szumy, w ktore wtapiat si¢ badany sygnat. Wartos$¢ logarytmu ilorazu amplitu-
dy widma do poziomu szumu > 0,1 przyjeto arbitralnie jako poziom odniesienia dla
wiarygodnego potwierdzenia wystgpowania tempola w krwiobiegu. Nalezy przy tym
zaznaczy¢, ze w licznych przeprowadzonych poprzednio oznaczeniach na materiale
tkankowym mozna bylo w sposob nieregularny rozpozna¢ charakterystyczne widmo
tempola przy stosunku amplitudy widma do szumu mniejszym od 0,02**. Wychodzac z
zatozenia, ze gldowny metabolit tempola - jego hydroksylaminowa pochodna, moze prze-
trwa¢ w ustroju znacznie dluzej niz czasteczka macierzysta, co umozliwiatoby w obec-
noéci utleniaczy jej regeneracje’*** zaplanowano dodatkowe eksperymenty z uzyciem
zelazicyjanku potasu - Ks3[Fe(CN)s]. Zwiazek ten utleniajac zredukowana forme tempo-
la (TPL-H) przeksztalca ja do czasteczki macierzystej, wykrywalnej metoda EPR.
K;3[Fe(CN)s podano w jednorazowej dawce dozylnej (1 mmol/kg) 540 min. po uprzed-
nim podaniu pojedynczej dawki tempola.

W celu odniesienia amplitudy sygnatu EPR do jego stezenia w krwiobiegu i w tkan-
kach wykonano krzywa kalibracyjna. Przygotowano roztwory tempola w 5% buforze
fosforanowym (5% PBS, pH 7,4) w zakresie stgzent od 1 pmol/l do 10 mmol/l i po na-
petnieniu tymi roztworami kapilar pomiarowych wykonano metoda EPR oznaczenia
amplitudy $rodkowego szczytu widma tempola.

3.1.2. WYSTEPOWANIE TEMPOLA W TKANKACH PO PODANIU
DOUSTNYM

Celem doswiadczen byla ocena wystgpowania tempola w wybranych tkankach
szczura po 24-godzinnym podawaniu doustnym w wodzie pitnej.

Badania przeprowadzitem na 15 szczurach, samcach szczepu Wistar o masie 386 -
410 g, ktore byly przechowywane w osobnych klatkach doswiadczalnych, w zwierzetar-
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ni o statej temperaturze: +22° C i kontrolowanym o$wietleniu. Pomieszczenie byto
o$wietlone w godzinach od 8°° do 20%°, za§ w pozostatych godzinach w zwierzetarni byto
zupehie ciemno. Szczury wykazuja wigksza aktywno$¢ zyciowa i wigksze spozycie
pltyndow w godzinach nocnych, co ma znaczenie przy planowaniu dawkowania testowa-
nych substancji w postaci rozpuszczonej w wodzie pitnej. W okresie 14 dni poprzedza-
jacych wlasciwy eksperyment zmierzono dzienne spozycie wody, co umozliwilo indy-
widualne dostosowanie st¢zenia tempola w wodzie pitnej do zaplanowanej dawki. Czte-
ry dni po wyprowadzeniu linii tgtniczej, szczury otrzymywatly tempol rozpuszczony w
wodzie do picia, w godzinach od 9% do 9% nastepnego dnia. Zatozono, ze 24-godzinna
dawka tempola powinna wynosi¢ 1 mmol/kg. Ostatecznie, po przeliczeniu objetosci
wypitej wody, okazato sig, ze szczury wypity 0,965 + 0,012 mmol/kg (od 0,905 do 1,085
mmol/kg). Po okresie 24-godzinnego dawkowania, roztwér tempola w wodzie pitnej
zastapiono woda. Po kolejnych 2 godzinach, zwierzgta zostaty uSmiercone przez dekapi-
tacje, po uprzednim oszotomieniu eterem. Natychmiast po dekapitacji pobrano krew i
narzady: serce, aortg, migsien plaszczkowaty (reprezentujacy typ migsnia o przewadze
wlokien czerwonych), migsien prostownik diugi palcow (reprezentujacy typ migsnia o
przewadze wiokien biatych), mozg i nerke, krezke jelitowa, tarczyce, nadnercza i jadro.
Krew wirowano przez 10 minut przy 1400 obrotach w celu oddzielenia krwinek czerwo-
nych od osocza. Pobrane narzady i tkanki zwazono, a nast¢pnie homogenizowano rgcz-
nie przez 10 minut w roztworze buforu fosforanowego (5% PBS, pH 7,4), po czym
probki zamrozono w cieklym azocie w celu zahamowania reakcji chemicznych.

Po rozmrozeniu probki poddano analizie metoda spektroskopii elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (EPR) w celu okre$lenia obecnosci oraz ilosci badanej sub-
stancji. Skanowanie EPR na obecno$¢ swoistego widma tempola przeprowadzono spek-
trometrem Varian E-4 (Varian Associates Inc., USA) w kapilarach kwarcowych o po-
jemnosci 150 pl, w temperaturze pokojowej, przy parametrach: stata czasowa 4 min,
probkowanie 0,3 s, szerokos¢ skanu 100 G, modulacja amplitudy 26 G, moc mikrofal 20
mW, wzmocnienie 2,5-102 do 104, temperatura pomieszczenia 22°C. Przedmiotem anali-
zy byta amplituda sygnatu tempola. Uwzgledniajac fakt, ze ze wzrostem wzmocnienia
sygnatu zwigkszal si¢ zakres szumu pomiarowego. Przyjatem, ze optymalnym wyktad-
nikiem wielko$ci wlasciwego sygnatu jest logarytm ze stosunku amplitudy $rodkowego
szczytu widma tempola do $redniej wartosci szumu - log (S/N).

3.1.3. ROZMIESZCZENIE TEMPOLA W WYBRANYCH TKANKACH PO
PODANIU DOOTRZEWNOWYM

Doswiadczenia wykonatem na 5 szczurach, samcach szczepu Wistar (350- 430 g), w
celu oceny wystgpowania tempola w tkankach po podaniu jednorazowej dawki do-
otrzewnowo.

Tempol — 100 pmol/kg, rozpuszczony w 1 ml 0,9% NaCl podawalem dootrzewno-
wo. Po 120 minutach zwierzgta zostaly usmiercone przez dekapitacjg, po uprzednim
oszotomieniu eterem. Natychmiast pobrano krew i narzady: serce, aortg, krezke jelitowa,
migsien ptaszczkowaty, mozg, nadnercza i nerki, z ktorych wyodrgbniono czg¢§¢ korowa
i rdzen. Krew wirowano przez 10 min. przy 1400 obrotach w celu oddzielenia krwinek
czerwonych od osocza. Pobrane narzady i tkanki zwazono, a nastgpnie homogenizowano
recznie przez 10 minut w roztworze buforu fosforanowego (5% PBS, pH 7,4). Krwinki
czerwone i homogenaty tkankowe podzielono na dwie czgéci. Pierwsza cze$¢ zawierala
sktadniki hydrofilowe z domieszka hydrofobowych i zostata niezwlocznie zamrozona w
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cieklym azocie. Do drugiej czg$ci dodano benzen w proporcji 1 : 3 (vol/vol) w celu wy-
ekstrahowania komorkowej komponenty lipidowej. Probki dwukrotnie starannie wymie-
szano, przed i po 30-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, po czym ponownie
wirowano przez 10 min. przy 1400 obrotach. Pobrane probki z frakcji benzenowej su-
pernatantu zamrozono i przechowywano w ciektym azocie. Proporcje rozcienczen dopa-
sowano w taki sposob, aby uzyska¢ 10% homogenaty tkankowe.

Po rozmrozeniu probki poddano analizie metoda spektroskopii elektronowego rezo-
nansu paramagnetycznego (EPR) w celu okreslenia obecnosci oraz ilosci badanej sub-
stancji. Skanowanie EPR na obecno$¢ swoistego widma tempola przeprowadzono spek-
trometrem Varian E-4 (Varian Associates Inc., USA) w kapilarach kwarcowych o po-
jemno$ci 150 pl, w temperaturze pokojowej, przy parametrach: stala czasowa 4 min,
proébkowanie 0,3 s, szerokos¢ skanu 100 G, modulacja amplitudy 26 G, moc mikrofal 20
mW, wzmocnienie 2,5-10% do 10, temperatura pomieszczenia 22°C. Przyjatem, ze wy-
ktadnikiem wielkos$ci amplitudy sygnatu tempola jest logarytm ze stosunku amplitudy
srodkowego szczytu widma tempola do $redniej wartosci szumu - log (S/N).

3.2. Ocena wptywu tempola na cisnienie tetnicze i czynnos¢
serca

3.2.1. MATERIAL

W doswiadczeniach wykorzystano tacznie 240 szczurow samcow: z nadcisnieniem
tetniczym uwarunkowanym genetycznie (szczep SHR; N = 79) i ich odpowiednikow
normotensyjnych (szczepu Wistar-Kyoto; WKY; N = 141), ktére pochodzity z licencjo-
nowanej hodowli (Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Hodowli Zwierzat Do$wiadczal-
nych Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, £.6dz oraz Zwierzgtarnia Instytutu Medy-
cyny Pracy, £6dz) oraz z jedno- i dwupokoleniowej hodowli wtasnej. Zwierzeta prze-
chowywano w plastikowych klatkach w zwierzetarni Katedry i Zaktadu Fizjologii Aka-
demii Medycznej w Gdansku. W pomieszczeniu utrzymywano kontrolowana temperatu-
r¢ 22 + 2°C i stala dobowa rytmike oswietlenia: przez 12 godzin nocnych zwierzgta
przebywaty w ciemnosci, zas w pozostatych 12 godzinach zwierzgtarnia byta oswietlo-
na. Szczury miaty nielimitowany dostgp do paszy granulowanej i wody. Sposrod szczu-
réw szczepu WKY wyodrgbniono 2 grupy: WKY (N = 81) i LNR (N = 80). Grupa LNR
otrzymywata inhibitor syntazy tlenku azotu (NOS) L-nitroargining (L-NNA; 100
pmol/kg), rozpuszczony w wodzie do picia. Stgzenie L-NNA w wodzie pitnej dostoso-
wywano do dziennego spozycia wody w poprzednim dniu.

Zastosowatem 3 procedury eksperymentalne o réznym czasie trwania.

3.2.2. METODYKA EKSPERYMENTALNA
PROCEDURA 3.2.2.1
Celem badan byta ocena wptywu jednorazowej, dozylnej dawki tempola na cis$nie-

nie tetnicze i czgstos¢ akcji serca u zwierzat bez narkozy, z uprzednio wyprowadzong
linia tetnicza i linig zylna.
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Doswiadczenia zrealizowatem na 28 szczurach (285 — 340 g): WKY (N =11), SHR
(N=9) 1 LNR (N =8).

Przez 7 dni poprzedzajacych wiasciwy eksperyment zwierzgta bylty adaptowane do
warunkow pomiarowych, przez wielokrotne umieszczanie w klatkach do§wiadczalnych
na okres od kilku do kilkudziesigciu minut, w warunkach o$wietlenia i odgloséw aku-
stycznych zblizonych do wystgpujacych w trakcie pomiaréw. Trzy dni przed wlasciwym
eksperymentem wykonatem zabieg chirurgiczny w narkozie pentobarbitalowej (Vetbu-
tal, Biowet; 50 mg/kg). Heparynizowany dren polietylenowy PE-50 (Clay-Adams, Par-
sippany, USA) wprowadzitem do prawej tetnicy biodrowej i do prawej zyly szyjnej
powierzchownej, za$§ zakonczenia obu linii naczyniowych zostalty wyprowadzone pod-
skornie w okolicy ciemieniowo-potylicznej. Doswiadczenie rozpoczynato potaczenie
linii tgtniczej z czujnikiem tensometrycznym (Statham Db-23B, Gould Inc., Oxnard,
USA). Za posrednictwem wzmacniacza (TT-6¢, Zelmed, Polska), czujnik byl potaczony
z jednokanatowym rejestratorem (TZ 21S, Laboratorni Pristroje, Praga, Czechostowa-
cja). Po 30-minutowym okresie stabilizacji rejestrowano w sposob ciagly $rednie ci$nie-
nie tegtnicze (MAP) i falg tetna, z ktorej nastgpnie obliczano czgstos¢ akcji serca (HR).
Doswiadczenie rozpoczgto od dozylnego podania 0,5 ml 0,9% NaCl. Nastgpnie, w 45-
minutowych odstgpach podawano dozylnie wzrastajace dawki tempola rozpuszczonego
w 0,5 ml 0,9%NaCl. Kazdy szczur otrzymat 3 z 6 wybranych dawek: 10 lub 100
nmol/kg, 1,10, 55, lub 200 pumol/kg oraz jako ostatnia dawke - 1 mmol/kg. Przedmiotem
analizy byly maksymalne zmiany MAP i HR zachodzace po podaniu tempola.

PROCEDURA 3.2.2.2

W procedurze eksperymentalnej doswiadczenia przeprowadzone in vitro, na izolo-
wanym preparacie serca, byly poprzedzone 3-tygodniowym eksperymentem in vivo
(ryc.6). Do doswiadczen wlaczylem 50 szczurow (350 — 410 g): WKY (N = 18), SHR
(N =16) i LNR (N = 18). W analizie wynikow uwzglednitem 46 szczurow (WKY: N =
18; SHR: N = 14 i LNR: N=14). Przyczynami wykluczenia byty: nagly zgon (N = 2),
nieoczekiwana znaczna utrata masy ciata (N =1), lub nierownomierne picie ptynow,
utrudniajace racjonalne dawkowanie L-NNA (N =1).

Przedmiotem pierwszego etapu badan byla ocena wptywu podawania tempola przez
okres 14 —21 dni na czgstos¢ akeji serca (HR) oraz ci$nienie tgtnicze: skurczowe (SBP),
mierzone metoda posrednia oraz $rednie (MAP) rejestrowane bezposrednio z tetnicy.
Przez 7 dni poprzedzajacych zwierzeta byty adaptowane do warunkéw pomiaru ci$nienia
tetniczego. Kazda z grup zostata podzielona na dwie subpopulacje, z ktérych jedna
otrzymywata przez 24 dni tempol (0,25 mmol/kg): w postaci doustnej w wodzie do picia
- 0,125 mmol/kg i w iniekcjach dootrzewnowych — 0,0625 mmol/kg, powtarzanych co
12 godzin. W okresie 24-dniowego dawkowania dzienne dawki byly zblizone do zalozo-
nych i wynosity: 0,42 mmol/kg tempola i 0,105 mmol/kg L-NNA. Bezposrednio przed
rozpoczgciem podawania L-NNA i tempola oraz po 14 dniach dokonano pomiarow SBP
1 HR metoda pletyzmograficzna na tetnicy ogonowej. W 18 dniu eksperymentu wykona-
lem zabieg chirurgiczny w narkozie pentobarbitalowej (Vetbutal, Biowet; Pulawy 50
mg/kg). Dren elastomerowy wykonany na bazie poliuretanu (High fidelity pressure tu-
bing RPT-040 z koncowka Micro-Renanthane®, MRC-04; Braintree Scientific, USA)
wprowadzitem do prawej tetnicy biodrowej i do prawej zyly szyjnej powierzchownej,
wyprowadzajac podskornie koncowki w okolicy ciemieniowo-potyliczne;j.
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Ryc. 6. Procedura do$wiadczalna 3.2.2.2.
Fig. 6. The experimental procedure 3.2.2.2.

Trzy dni p6zniej linig tetnicza potaczono z czujnikiem tensometrycznym (Statham-
Gould Db-23B, Oxnard, USA). Za posrednictwem wzmacniacza (UNI-BIO, Kared,
Polska) czujnik byl potaczony z komputerem i z jednokanalowym rejestratorem (TZ
218, Laboratorni Pristroje, Praga, Czechostowacja). Po 30-min stabilizacji zarejestrowa-
no MAP i HR.

W drugim etapie, w 24 dniu procedury eksperymentalnej, wyizolowatem serce w
narkozie pentobarbitalowej (Vetbutal, Biowet, 50 mg/kg) i podlaczono do systemu per-
fuzyjnego w ukladzie Langendorffa. Serce perfundowano wstecznie, roztworem Krebsa
o sktadzie (w mmol/l): NaCl — 112, KCI - 5,0, NaH,PO, — 1,0, CaCl, — 2,5, NaHCO; —
25,0, D/+/glukoza — 11,2 (pH = 7,40, osmolalno$¢ — 284 mOsm/kg H20), o temperatu-
rze 37 °C, przy wysokosci stupa cieczy 70 mm Hg. Po 30-min stabilizacji wstrzymywa-
no perfuzje serca na 30 min (ischemia), po czym przywracano przeplyw przez kolejne 20
min (reperfuzja). Plyn perfuzyjny przygotowywano bezposrednio przed kazdym do-
$wiadczeniem, za$ przed doptynigciem do preparatu byt wysycany mieszanka gazowa,
zawierajaca 95% tlenu i 5 % dwutlenku wegla. W celu rejestracji ci$nienia wprowadzo-
no balonik poliwinylowy potaczony z drenem polietylenowym (PE-50, Clay-Adams,
Parsippany, USA) do lewej komory serca przez zastawke mitralng. Po umieszczeniu w
komorze balonik wypelniano ptynem. Objgtos¢ wypetnienia dostosowywano indywidu-
alnie tak, aby uzyska¢ ci$nienie konicowo-rozkurczowe (EDP) o wysokosci 5 cm H,O.
Balonik potaczono z czujnikiem tensometrycznym (Statham-Gould Db-23B, Oxnard,
USA). Za posrednictwem wzmacniacza i uktadu do akwizycji danych (UNI-BIO, Kared,
Polska), czujnik byt potaczony z komputerem. Rejestrowano w sposob ciagly sponta-
niczna czgstos$¢ akcji serca (HR), maksymalne ci$nienie podczas skurczu (PSP) i najniz-
sze w czasie rozkurczu (EDP). Ponadto wyznaczono maksymalna szybko$¢ przyrostu
cisnienia w czasie skurczu (+dP/dt), maksymalna szybko$¢ rozkurczowego spadku ci-
$nienia (-dP/dt) oraz tzw. produkt podwojny (PRP), ktéry jest iloczynem PSP i HR. W
wyznaczonych odstgpach: przez 60 s przed ischemia oraz w okresach reperfuzji: 0 — 45
s, 45 -90s, 135 -180 s, 315 — 360 s, 555 —600 s oraz 1155 —1200 mierzono wyptyw
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ptynu perfuzyjnego z serca przy uzyciu cylindrow miarowych, ktéry odpowiadal jego
przeptywowi przez naczynia wiencowe preparatu. Przeptyw wiencowy odniesiono do
masy serca (CF/HW) odsaczonego lignina i wyrazono w ml-min™"g™".

PROCEDURA 3.2.2.3

Badania byly ukierunkowane na oceng wptywu przewlektego podawania tempola na
ci$nienie tgtnicze, czgstos¢ akcji serca, wydolno$¢ fizyczna oraz wybrane wyktadniki
metaboliczne odnoszace si¢ do bioenergetyki komorki.

Przed do$wiadczeniem kilkakrotnie umieszczano zwierzgta na nieruchomej biezni,
ktéra pozniej uruchamiano na 1-3 min, celem wytworzenia wlasciwego wzorca przeby-
wania na biezni i biegu. Szczury, ktore nie przystosowaty si¢ do warunkdéw biezni (okoto
10%) nie zostaty zakwalifikowane do czeséci eksperymentalnej. Do do§wiadczen wstep-
nie zakwalifikowatem 160 szczurow (203 — 294 g): WKY (N = 52), SHR (N = 54) i
LNR (N = 54), z ktorych 147 uwzglednitem w analizie wynikow (WKY: N = 51; SHR:
N =501 LNR: N = 46). Przyczynami wykluczenia byly: nagly zgon (N = 6), nieoczeki-
wana znaczna utrata masy ciala (N =1), cechy infekcji (N =1), uraz konczyny (N = 1),
niestandardowe zachowanie na biezni ruchomej podczas treningu (N = 2), niemozno$¢
zmierzenia cisnienia tgtniczego (N = 2). Schemat procedury eksperymentalnej przedsta-
wiaryc. 7.
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Ryc. 7. Procedura do$wiadczalna 3.2.2.3.
Fig. 7. The experimental procedure 3.2.2.3.

Kazda z podstawowych grup zwierzat podzielitem na subpopulacje nietrenowana
(WKYs, SHRs, LNRs) i trenowana (WKYtr, SHRtr, LNRtr), a te z kolei na podgrupy,
ktorym podawano tempol (0,25 mmol/kg/dobg rozpuszczony w wodzie do picia;
Podgrupy: WKYs-T, N = 13; WKYtr-T, N =13; SHRs-T, N = 12, SHRtr-T, N = 13
LNRs-T, N = 12; LNRtr-T, N = 9), lub placebo (WKYs-C, N = 13; WKYtr-C, N = 12,
SHRs-C, N = 13; SHRtr-C, N = 12; LNRs-C, N = 13; LNRtr-C, N =12). Dwukrotnie: 14
dni przed rozpoczgciem treningu biegowego oraz w 37 dniu treningu okreslano wydol-
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no$¢ fizyczna (EC), oznaczajac czas biegu do wyczerpania. Przez 54 dni: 12 dni poprze-
dzajacych trening i 42 dni od jego rozpoczecia szczury otrzymywaty w wodzie do picia
L-NNA, lub/i tempol, stosownie do przydziatu grupowego. Dziewigciokrotnie: 12 - 14
dni przed rozpoczgciem treningu biegowego, bezposrednio przed jego rozpoczgciem
oraz w: 3, 7, 14, 21, 28, 35 i 42 dniu od jego rozpocz¢cia dokonano pomiaréw masy
ciala (BW), SBP i HR metoda pletyzmograficzng na tgtnicy ogonowej. Trening biegowy
o stopniowo wzrastajacej intensywnosci 1 czasie trwania byt prowadzony przez 40 dni.
Przez dwie ostatnie doby szczury wypoczywaly. Zwierzgta nie poddane treningowi byty
umieszczane na nieruchomej biezni na czas odpowiadajacy aktualnemu czasowi trenin-
gu. W ostatnim dniu do$§wiadczenia, po nacigciu skéry w ptytkiej narkozie eterowej
pobierano krew z tetnicy biodrowej do dalszych oznaczen, po czym szczura dekapitowa-
no przy uzyciu gilotyny, skrwawiano, a nast¢pnie pobierano serce i migsien brzuchaty
tydki (m. gastocnemius) w celu wykonania dalszych oznaczen. Schemat stopniowego
wzrostu obciazen treningowych przedstawiono w tab. 4. Kazdy trening rozpoczynat si¢ 5
min. rozgrzewka o matej intensywnos$ci. Najwigksza zaplanowana moc wysitku odpo-

wiadata w przyblizeniu zakresowi 75 — 85 % VO,max *074%,
Tab. 4. Schemat treningu biegowego
Tab. 4. Schedule of the treadmill training
L Tryb treningowy Czas . Tryb treningowy Czas
DS en Mode of Duration G Mode of Duration
ay . Day h
programme [min] programme [min]
-19-0 0 5-10 23 D 45
1-2 A 20 24 D 45
3-4 A 25 26 E 40
5 B 25 27 D 50
6 B 30 28 F 50
8 B 30 30 F 55
9 B 35 31 F 50
10 C 30 33 F 55
12 C 30 34 F 50
13 B 35 35 G 55
15-16 Cc 35 37 G 55
17 (] 40 38 F 60
19-20 D 40 39 F 60
21 D 45 40 E 60

Maksymalna intensywnos$¢ treningu: O — adaptacja do biezni i treningu; A: bieg poziomy — 18
m / min ; B: bieg poziomy - 22m / min; C: bieg poziomy — 25m / min; D: nachylenie 3° - 22 m /
min; E: nachylenie 5° —25 m / min; F: nachylenie 7 ° — 25 m / min; G: nachylenie 10° — 25 m /
min. Kolejne etapy treningu (do 5): 1) rozgrzewka: bieg poziomy 5 - 10m / min - 5’; 2) bieg po-
ziomy 5— 15 m; 3) do 40 min treningu — maksymalna intensywno$¢ danego dnia; 4) 41 — 44 min
treningu — intensywnos$¢ D; 5) od 45 min - maksymalna intensywnos$¢ danego dnia .

Maximal training intensity: 0 — Acclimation to treadmill ; A: no incline — 18 m / min ; B: no in-
cline — 22 m / min; C: no incline — 25 m / min; D: 3 ° incline — 22 m / min; E: 5° incline — 25 m /
min; F: 7° incline — 25 m / min; G: 10° incline — 25 m / min. Subsequent training stages (up to 5):
1) Warm up 5’, no incline 10 m / min - 5’; 2) no incline, 5’— 15 m / min; 3)up to 40 min of training -
maximal daily workload; 4) min 41 - 44 — intensity D; 5) from min 45 — maximal daily workload.
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PROCEDURA 3.2.2.4

Celem do$wiadczen byla analiza wplywu tempola na wyktadniki podatnosci duzych
pni tgtniczych: szybko$¢ rozprzestrzeniania si¢ fali t¢tna w aorcie oraz dynamike nara-
stania i spadku ci$nienia tgtniczego w aorcie w poszczeg6lnych cyklach sercowych.

Doswiadczenia wykonatem na 15 szczurach (355 — 408 g): WKY (N=5), SHR (N
=5) 1 LNR (N =5). Szczury grupy LNR otrzymywaty L-NNA przez 7 poprzedzajacych
dni.

Pig¢ dni przed wiasciwym eksperymentem wyprowadzilem line naczyniowe w nar-
kozie pentobarbitalowej (Vetbutal, Biowet; 50 mg/kg). Do prawej tetnicy biodrowej i do
lewej tetnicy szyjnej wewngtrznej wprowadzilem dren elastomerowy wykonany na bazie
poliuretanu (High fidelity pressure tubing RPT-040 z koncéwka Micro-Renanthane®,
MRC-04; Braintree Scientific, USA), o bardzo dobrej charakterystyce przenoszenia fali
tetna przy wihasciwosciach antyagregacyjnych $ciany wewnetrznej. Zastosowane dreny
sa rekomendowane przez American Heart Association do eksperymentalnych pomiaréw
ciénienia tetniczego u zwierzat **’. Koncowki drendéw umiescitem przy odejéciu tetnic od
aorty. Dren polietylenowy PE-50 (Clay-Adams, Parsippany, USA) wprowadzitem do
prawej zyly szyjnej powierzchownej. Trzy miniaturowe ptaskie elektrody srebrne wia-
snej konstrukcji rozmiescitem w tkance podskornej: dwie na przedniej powierzchni
klatki piersiowej (uktad elektrod dwubiegunowych) i jedna — elektrodg odniesienia w
okolicy przykregostupowej. Elektrody byly potaczone z migkkimi, izolowanymi prze-
wodami elektrycznymi zakonczonymi bolcem wtykowym. Dreny naczyniowe i przewo-
dy elektryczne wyprowadzilem podskérnie i umocowatem w okolicy ciemieniowo-
potylicznej. Poczawszy od drugiego dnia po zabiegu chirurgicznym dreny byty codzien-
nie przeplukiwane roztworem heparyny (75 jedn./ml).

Przez 7 dni poprzedzajacych wilasciwy eksperyment zwierzgta przyzwyczajano do
warunkow pomiarowych, przez wielokrotne umieszczanie w klatkach doswiadczalnych
na okres od kilku do kilkudziesigciu minut, w warunkach o$wietlenia i odgloséw aku-
stycznych zblizonych do wystgpujacych w trakcie pomiarow.

Wiasciwe eksperymenty rozpoczynatem okoto godziny 11.00, w okresie matej ak-
tywnosci szczuréw, po umieszczeniu zwierzat w klatkach doswiadczalnych, gdzie miaty
pozostawiong swobodg ruchu. Poczatkiem wlasciwego eksperymentu bylo potaczenie
obu linii tetniczych z czujnikami tensometrycznymi (Statham-Gould Db-23B, Oxnard,
USA) oraz potaczenie wyprowadzonych elektrod z uktadem do rejestracji EKG. Czujni-
ki i elektrody byly potaczone z komputerem za posrednictwem uktadu wzmacniajacego
sygnat (UNI-BIO, Kared, Polska), ktory go przetwarzat w posta¢ cyfrowa. Do wypro-
wadzonej uprzednio linii zylnej dotaczono zewnegtrzny dren wyprowadzony ze strzy-
kawki umieszczonej w pompie infuzyjnej (F5z Dialyse 15; Dascon BV, Uden, Holan-
dia). Po kilkunastominutowym zaadaptowaniu do warunkoéw otoczenia szczury zwykle
przyjmowaly pozycj¢ lezaca i przez nastgpne kilka godzin sporadycznie przemieszczaty
si¢ wewnatrz klatki. Po 30-min stabilizacji rozpoczg¢to ciagla rejestracje: HR, ci$nienia
tetniczego, arteriogramow z aorty (z koncowego odcinka tuku aorty i z jej rozwidlenia)
oraz krzywej EKG. Sygnat ci$nieniowy rejestrowano z czg¢stoscia probkowania 1,5 kHz.
Czas wystapienia cisnienia skurczowego (SBP) i rozkurczowego (DBP), a takze warto-
Sci SBP, DBP i $redniego ci$nienia tgtniczego (MAP) oraz maksymalnej szybkosci nara-
stania ci$nienia w aorcie podczas skurczu ((+dP/dt)max) i szybkosci spadku ci$nienia w
rozkurczu (-dP/dt), obliczono przy uzyciu dedykowanego oprogramowania Analiza
oryginalnie opracowanego przez mgr. G. Redlarskiego. Sygnat EKG rejestrowano z
pierwotna czestoscia probkowania 12 kHz, z rozdzielczoscia 14 bitow. W celu doktad-
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nego wyznaczenia czasu trwania pojedynczego cyklu serca obliczono czas trwania ko-
lejnych odstepéw RR (RRi). Lokalizacje zalamkéw R okreslono przy uzyciu oprogra-
mowania Analiza-3E (mgr G. Redlarski). Przy przetwarzaniu danych zostaty zsumowa-
ne wartosci bezwzgledne pierwszej i drugiej pochodnej sygnatu. Sumg t¢ odfitrowano w
filtrze dolnoprzepustowym. W kolejnych przeliczeniach ustalane byto potozenie czaso-
we probki o lokalnie najwyzszej warto$ci przekraczajacej automatycznie nastawiong
warto$¢ progowa. Z 11 probek sasiadujacych z tym maksimum lokalnym byta wyzna-
czona parabola metoda najmniejszych kwadratow, po czym okreslona zostala lokalizacja
maksimum tej paraboli. Punkt ten przyjmowano jako szczyt zalamka R. Zastosowany
algorytm obliczeniowy pozwolil na zwigkszenia rozdzielczosci przy ustalaniu lokalizacji
zalamka R. Dos$wiadczenia symulacyjne przeprowadzone w przez dr. inz. P. Wierzbe w
Katedrze Optoelektroniki i Systeméw Elektronicznych Politechniki Gdanskiej (dane
nieopublikowane) wykazatly, ze rzeczywista rozdzielczo$¢ przy wyznaczaniu odstgpow
RR przekracza 2 kHz. Z odstepéw RR obliczono HR, zgodnie z wzorem: HR [min™'] =
60/RRi. W celu wyznaczenia szybkos$ci rozprzestrzeniania fali t¢tna (v) okreslono prze-
sunigcie w czasie (t) migdzy ci$nieniami rozkurczowymi zarejestrowanymi z linii tgtni-
czej z koncowego odcinka tuku aorty i z jej rozwidlenia (ryc. 8). Po zakonczeniu do-
$wiadczenia i u$mierceniu szczura w narkozie pentobarbitalowej, otworzono jamg
brzuszna i klatke piersiowa, po czym zmierzono odlegto$¢ (S) pomigdzy koncowkami
drenéw obu linii tgtniczych. Szybko$¢ rozprzestrzeniania fali t¢tna wyznaczono z wzoru:
v =S/t
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Dwie linie pomocnicze przechodzace przez punkty ci$nienia rozkurczowego obu zapisow cisnienia tgtniczego
wyznaczaja czas t przejscia fali ci$nieniowej pomigdzy koncowym odcinkiem tuku aorty i jej rozwidleniem.
Two accessory lines intersecting the diastolic pressure points of the both arterial pressure lanes delineates the
time t of the arterial wave translocation between the distal part of the aortic arch and the aortal bifurcation.

Ryc. 8. Fragment oryginalnego zapisu rdwnoczesnej rejestracji EKG i cis$nienia tgtniczego za
posrednictwem cewnikow wprowadzonych do tgtnicy szyjnej wewnegtrznej i t¢tnicy biodrowej.
Fig. 8. Fragment of the original recording of the simultaneous registration of ECG and
arterial pressure through catheters indwelled into the carotid and iliac arteries.
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Maksymalna szybko$¢ narastania ci§nienia w aorcie podczas skurczu: (+dP/dt),,,
zostata obliczona przy uzyciu przez wyznaczenie metoda najmniejszych kwadratow
najbardziej stromego przebiegu linii regresji, wyznaczonego przez conajmniej 3 punkty
pomiarowe mieszczace si¢ na przebiegu krzywej wzrostu ci$nienia. Dla wyznaczenia
szybkosci rozkurczowego spadku cisnienia tgtniczego w aorcie (-dP/dt) podzielono
okres pomigdzy ci$nieniem skurczowym i rozkurczowym w danym cyklu serca na 7
réwnych czesci. Srednie nachylenie piatej, kolejnej czesci okresu spadku cisnienia tetni-
czego przyjatem jako miarg podatnosci rozkurczowej $ciany aorty. Przy rejestrowanych
wzorcach krzywej ci§nienia tgtniczego piaty odcinek okresu spadku ci$nienia wystepo-
wat zawsze po zakonczeniu fali dykrotycznej i bezposrednio poprzedzat ewentualne
wystapienie dyskretnej fali przedsionkowej, ktora moglaby zakidca¢ interpretacje wyni-
kow.

Po okresie stabilizacji, szczurom podawano przy uzyciu pompy infuzyjnej 1 ml roz-
tworu 5% glukozy przez okres 20 min. Po 20-min przerwie wykonywano kolejno cztery
20-min infuzje 1 ml roztworéw tempola rozpuszczonego w 5% glukozie. Po kazdej
infuzji zaplanowano 40-min okres dodatkowej rejestracji badanych zmiennych. W kolej-
nych infuzjach stosowano coraz wigksze st¢zenia tempola, dostosowane do masy szczu-
ra przecigtnie: 0,13, 1,3, 13 i 130 mg/ml, co odpowiadato dawkom podanym w ciagu 20
min: 0,002, 0,02, 0,2 oraz 2 mmol/kg. Wczesniejsze doswiadczenia z pomiarem pobie-
rania wody i1 wydalania moczu przeprowadzone w klatkach metabolicznych wykazaty
376392 76 w poréwnywalnych warunkach nie dochodzi do retencji ptynéw u szczuréw
bez narkozy, ktorym podawano analogiczne, lub kilkakrotnie wigksze objetosci ptynu.

PROCEDURA 3.2.2.5.

Celem doswiadczen byla analiza wptywu jednorazowych dawek tempola na auto-
genng reaktywnos¢ odruchu z baroreceptorow tetniczych. W ocenie wptywu tempola na
odruch z baroreceptorow tgtniczych zastosowano metodg sekwencyjna oceny sponta-
nicznych fluktuacji ci$nienia tgtniczego powiazanych ze zmianami czgstosci akcji serca
410

Doswiadczenia przeprowadzitem na 17 szczurach (302 — 344 g): WKY (N =28),
SHR (N =4) i LNR (N =5). Szczury grupy LNR otrzymywaty L-NNA przez 7 poprze-
dzajacych dni.

Siedem dni przed wlasciwym eksperymentem wykonalem zabieg chirurgiczny w
narkozie pentobarbitalowej (Vetbutal, Biowet; 50 mg/kg). Do prawej tetnicy biodrowe;j i
do prawej zyly szyjnej powierzchownej wprowadzitlem dren elastomerowy wykonany na
bazie poliuretanu (High fidelity pressure tubing RPT-040 z koncowka Micro-
Renanthane®, MRC-04; Braintree Scientific, USA), o bardzo dobrej charakterystyce
przenoszenia fali tgtna przy wilasciwosciach antyagregacyjnych $ciany wewngtrznej.
Trzy miniaturowe ptaskie elektrody srebrne wtasnej konstrukcji rozmiescitem w tkance
podskornej: dwie na przedniej powierzchni klatki piersiowej (uktad elektrod dwubiegu-
nowych) i jedna — elektrodg odniesienia w okolicy przykrggostupowej. Elektrody byty
polaczone z migkkimi, izolowanymi przewodami elektrycznymi zakofnczonymi bolcem
wtykowym. Dreny naczyniowe i przewody elektryczne wyprowadzitem podskoérnie i
umocowalem w okolicy ciemieniowo-potylicznej. Poczawszy od drugiego dnia po za-
biegu chirurgicznym dreny codziennie przeptukiwano roztworem heparyny (75
jedn./ml).
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Przez 10 dni poprzedzajacych wlasciwy eksperyment zwierzeta byty adaptowane do
warunkow do$wiadczenia.

Poczatkiem wlasciwego eksperymentu bylo potaczenie linii tgtniczej z czujnikiem
tensometrycznym (Statham-Gould Db-23B, Oxnard, USA) oraz potaczenie wyprowa-
dzonych elektrod z uktadem do rejestracji EKG. Czujniki i elektrody byly potaczone z
komputerem za posrednictwem ukltadu wzmacniajacego sygnat (UNI-BIO, Kared, Pol-
ska) 1 przetworzeniu go na posta¢ cyfrowa. Rejestrowano w sposob ciaglty EKG i ci$nie-
nie tgtnicze. Po 30-min okresie stabilizacji i przyjgciu przez szczura pozycji spoczynko-
wej podawano dozylnie tempol — 0,02 mmol/kg, rozpuszczony w 0,25 ml 5% glukozy.
Po 60 min podawano kolejna dawke tempola: 0,2 mmol/kg. Sygnat ci$nieniowy reje-
strowano z czesto$cia probkowania 1,5 kHz. Warto$ci §redniego cis$nienia tetniczego
MAP), ci$nienia skurczowego (SBP) i rozkurczowego (DBP) oraz zmienne charaktery-
zujace reaktywnos$¢ odruchu z baroreceptoréw tetniczych wyznaczono przy uzyciu de-
dykowanego oprogramowania Analiza (wersja 9P) oryginalnie opracowanego przez
mgr. G. Redlarskiego. Sygnat EKG rejestrowano z pierwotna czgstoscia probkowania 12
kHz, z rozdzielczoscia 14 bitow. W celu doktadnego wyznaczenia czasu trwania poje-
dynczego cyklu serca obliczono czas trwania kolejnych odstgpéw RR (RRi). Lokalizacje
zatamkow R okreslono przy uzyciu oprogramowania Analiza-3E (mgr G. Redlarski). Z
odstepéw RR obliczono HR, zgodnie z wzorem: HR [min"'] = 60/RRi. Okreslono meto-
da sekwencyjna spontaniczng reaktywno$¢ odruchu z baroreceptorow tgtniczych. Wy-
znaczono sekwencje nastepujacych po sobie spontanicznych wzrostow i spadkéw SBP i
HR. Za wiarygodna sekwencj¢ przyjatem cykl kolejnych 3 do 6 jednokierunkowych
zmian SBP, lub HR, w ktérych wielko$¢ kolejnej zmiany byta nie mniejsza niz 0,5%
warto$ci poczatkowej, lub faczna amplituda 3 kolejnych zmian byta nie mniejsza niz 2%
warto$ci poczatkowej. Trzy kolejne okresy, trwajace po 90 s zapisu cisnieniowego i
EKG zarejestrowane po 5 min od podania kazdej z dawek tempola zostaty wlaczone do
analizy danych. Wyniki obliczen z kolejnych 3 okresow zsumowano i obliczono warto-
$ci §rednie poszczegolnych zmiennych. Przy wybraniu okna czasowego do porownaw-
czej analizy uwzglgdniono wyniki wezesniejszych oznaczen, wskazujace na stosunkowo
znaczng dynamike zaniku tempola w krwiobiegu w pierwszych 3 min od jego podania
dozylnego i jego znacznie wolniejszy zanik i stosunkowo stabilne stgzenie we krwi w
okresie pdzniejszym. Wyznaczono liczbg sekwencji zmian SBP przypadajacych na 100
cykli sercowych oraz ich czgstotliwo$¢. Obliczono odsetek sekwencji zmiany HR rozpo-
czynajacych sig¢ rownoczesnie, lub z opdznieniem do 6 cykli sercowych w stosunku do
sekwencji zmiany SBP, okres$lajac te sekwencje zmian HR jako sekwencje skojarzone.
Wyrézniono 2 typy sekwencji skojarzonych: zgodne, w ktérych kierunek zmiany SBP i
zmiany RRi byty zgodne i niezgodne, gdzie kierunek zmian byl przeciwny. W ramach
kazdego typu sekwencji zmian SBP wyodrgbniono sekwencje spadku i wzrostu SBP.
Przyjgto, ze jedynie sekwencje zgodne reprezentuja spontaniczny odruch z barorecepto-
row tetniczych (BRS)*!!. Stosunek liczby sekwencji zgodnych do catkowitej liczby se-
kwencji zmiany SBP przyjatem jako miare wydajnoéci BRS*'% Jako dodatkowy wy-
ktadnik charakteryzujacy BRS obliczylem $rednie opdznienie sekwencji zmiany HR w
stosunku do sekwencji zmiany SBP*'*13, Dla kazdego uktadu sekwencji zgodnej wy-
znaczono metoda korelacji Pearsona nachylenie linii regresji reprezentujacej zalezno$é
liniowa sekwencyjnej zmiany czgstosci HR jako funkcji zmiany SBP podczas sekwencji
cis$nieniowej. Po odrzuceniu 5% wartosci skrajnych wyznaczono wartosci srednie nachy-
lenia linii regresji wyznaczonych w danym okresie rejestracji danych. Nachylenie linii
regresji zalezno$ci zmiany HR od pierwotnej SBP jest miara wzmocnienia reakcji odru-
chowej, okreslang jako wrazliwo$¢ odruchu z baroreceptorow.
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PROCEDURA 3.2.2.6

Celem do$wiadczen byta analiza wptywu tempola na zmienno$¢ rytmu serca (HRV)
w warunkach standardowych oraz podczas hipoksji wywotanej obnizeniem ci$nienia
atmosferycznego, co w zatozeniu mialo prowadzi¢ do pobudzenia chemoreceptorow
tetniczych.

Doswiadczenia przeprowadzitem na 9 szczurach (311 — 365 g): WKY (N =5), SHR
(N = 4), uprzednio zainstrumentowanych chirurgicznie w narkozie pentobarbitalowej
(Vetbutal, Biowet; 50 mg/kg). Do prawej tetnicy biodrowej wprowadzitlem dren elasto-
merowy wykonany na bazie poliuretanu (High fidelity pressure tubing RPT-040 z kon-
céwka Micro-Renanthane®, MRC-04; Braintree Scientific, USA). Trzy miniaturowe
ptaskie elektrody srebrne wilasnej konstrukcji rozmiescitem w tkance podskdrnej: dwie
na przedniej powierzchni klatki piersiowej (uktad elektrod dwubiegunowych) i jedna —
elektrode odniesienia w okolicy przykregostupowej. Elektrody byly potaczone z migk-
kimi, izolowanymi przewodami elektrycznymi zakonczonymi bolcem wtykowym. Linie
tetnicza 1 przewody elektryczne wyprowadzilem podskornie i umocowalem w okolicy
ciemieniowo-potylicznej. Poczawszy od drugiego dnia po zabiegu chirurgicznym dreny
codziennie przeplukiwano roztworem heparyny (75 jedn./ml).

Przez 7 dni poprzedzajacych wiasciwy eksperyment, zwierzgta byly przystosowy-
wane do warunkow pomiarowych, przez wielokrotne umieszczanie w klatkach doswiad-
czalnych na okres od kilku do kilkudziesigciu minut, w warunkach o$wietlenia i odgto-
sow akustycznych zblizonych do wystepujacych w trakcie pomiarow.

Wiasciwy eksperymenty byt trwat 36 dni i skladat si¢ z czterech, 9-dniowych cy-
klach, ktorych kolejno$¢ byla dobrana losowo. Przez pierwsze 2 dni kazdego cyklu
szczurom nie podawano tempola, lub L-NNA, natomiast przez kolejne 7 dni szczury
WKY otrzymywaty w wodzie do picia: tempol (0,2 mmol/kg), L-NNA (0,1 mmol/kg),
tempol i L-NNA (odpowiednio: 0,2 i 0,1 mmol/kg), lub wodg do picia bez dodatkow.
Szczury SHR otrzymywaty tempol przez losowo wybrane dwa z czterech cykli do§wiad-
czalnych, za§ w pozostatych 2 cyklach otrzymywaly wodg do picia bez dodatkow. W
grupie SHR dane liczbowe uzyskane z cykli z tempolem, Iub bez tempola usredniono.
Powtorzenie cykli w grupie SHR miato na celu ujednolicenie catkowitego okresu ekspe-
rymentu oraz zapewnienie poroOwnywalnego okresu podawania tempola w grupach
WKY i SHR. W rezultacie dla celéw analizy porownawczej wyodrebniono 3 grupy
szczurow: WKY, LNR (WKY w cyklach, w ktérych otrzymywaty L-NNA) oraz SHR.

W ostatnim dniu kazdego cyklu zwierzeta umieszczano w oryginalnie przystosowa-
nej przezroczystej komorze hipobarycznej o pojemnosci 4 1 (Nalgene, USA). Linie tetni-
cza z polaczono ze zmodyfikowanym czujnikiem tensometrycznym (Gould 23-ID,
Cleveland, USA), za$ wyprowadzone koncowki elektrod potaczono z oryginalnie zapro-
jektowanym i wykonanym przedwzmacniaczem (inz. G. Redlarski), ktory byt przekazy-
wat sygnal pomiarowy do uktadu rejestrujacego. Sygnat z czujnika tensometrycznego i z
elektrod EKG byl przesytany za posrednictwem ekranowanych przewodoéw przeprowa-
dzonych przez $ciang komory hipobarycznej do komputera typu PC do dalszej obrobki i
analizy. Sygnaly pomiarowe docieraly do komputera po ich kolejnym wzmocnieniu,
odfiltrowaniu i przetworzeniu w posta¢ cyfrowa (system UNI-BIO, Kared, Polska).
Komora hipobaryczna, wyposazona w manometr byla potaczona za posrednictwem
zbiornika kompensacyjnego o pojemnosci 12 1 z pompa podcisnieniowa (Mediada, Go-
eteborg, Szwecja) o znacznej sile ssacej,. Zbiornik kompensacyjny zapobiegal nagtym
zmianom ci$nienia w komorze hipobarycznej. Po umieszczeniu szczura w rozszczelnio-
nej komorze hipobarycznej i 30-min okresie adaptacji szczura rozpoczynano ciagla reje-
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stracj¢ EKG oraz rejestrowano przez okres 1 min cis$nienie tetnicze. Po zamknigciu ko-
mory hipobarycznej uruchamiano pompg podcisnieniowa. W ciagu okoto 6 min ci$nie-
nie w komorze obnizato si¢ do poziomu -100 mm Hg w stosunku do otoczenia (Hipoksja
I) i przez kolejne 14 min byto utrzymywane przez pracujaca pompg na zblizonym po-
ziomie (+ 10%). Przez kolejne 6 min cisnienie w komorze stopniowo obnizano do po-
ziomu -200 mm Hg (Hipoksja II) i utrzymywano na stabilnym poziomie (+ 10%) przez
kolejne 14 min. Nastgpnie w ciagu 100 - 120 s wyréwnywano ci$nienie w komorze do
poziomu ci$nienia atmosferycznego otoczenia, komorg rozszczelniano, pozostawiajac w
niej szczury przez kolejne 60 min. Dla wytaczenia wptywu hiperkapni, do ktérej mogto-
by doj$¢ przy pozostawieniu szczura w szczelnej komorze o ograniczonej objetosci ko-
morg w sposob rozszczelniono komorg. Przez §ciang komory przeprowadzono cienka
kaniula wykonang z igly do wstrzykni¢¢ (rozmiar 25G, Terumo, Belgia). Wstepne po-
miary ujawnily, ze w zatozonym zakresie podcis$nienia do -300 mm Hg, pompa podci-
$nieniowa usuwata z komory hipobarycznej nieco wigksza objetos¢ powietrza w jedno-
stce czasu niz bylo w stanie przenikna¢ do komory przez kaniulg. W ten sposob podczas
pracy pompy w komorze utrzymywano kontrolowane podcisnienie przy rdwnoczesnej
efektywnej wymianie gazowej, przekraczajacej 1 1/min. Przed oraz w 3, 10 i 20 min
kazdego cyklu hipoksji hipobarycznej oraz w 5, 15, 30 1 60 min po jej zakonczeniu reje-
strowano ci$nienia tetnicze.

Sygnat EKG rejestrowano z pierwotng czgstoscia probkowania 12 kHz, z rozdziel-
czo$cia 14 bitdéw. W celu dokladnego wyznaczenia czasu trwania pojedynczego cyklu
serca obliczono czas trwania kolejnych odstepéw RR (RRi). Lokalizacje zalamkéw R
okres$lono przy uzyciu oprogramowania Analiza-3E (mgr G. Redlarski). Przy przetwa-
rzaniu danych zostaly zsumowane warto$ci bezwzgledne pierwszej i drugiej pochodnej
sygnalu, a nastgpnie odfiltrowano t¢ sum¢ w filtrze dolnoprzepustowym. W kolejnych
przeliczeniach ustalane bylo potozenie czasowe probki o lokalnie najwyzszej wartosci
przekraczajacej automatycznie nastawiona warto$¢ progowa. Z 11 probek sasiadujacych
z tym maksimum lokalnym byla wyznaczona parabola metoda najmniejszych kwadra-
tow, po czym okreslona zostata lokalizacja maksimum tej paraboli. Punkt ten przyjmo-
wano jako szczyt zatamka R.

Po wstepnej wizualizacji krzywej EKG przy uzyciu dedykowanego oprogramowania
Viewer (Kared, Gdansk) z zapisu EKG przed hipobaria oraz rozpoczynajacych si¢ w 3, 8
i 17 min kazdego z okres6w hipobarii, a takze rozpoczynajacych si¢ w 2, 10, 30 i 60 min
od jej zakonczenia wyodrgbniono 2 — 3 min. niezakldcone ciagi RRi do dalszej analizy
zmienno$ci rytmu serca (HRV). Brakujace, lub niepasujace odstepy RR zastepowano
srednig z 5 poprzedzajacych i 5 nastepujacych RRi. Taki sposéb filtracji zapisu EKG
stosowano w przypadku stwierdzenia wystapienia pojedynczych zaktdcen uniemozliwia-
jacych identyfikacjg RRi, wystapienia pobudzenia dodatkowego lub pojedynczego RRi o
czasie trwania roéznigcym si¢ o wigeej niz 3 odchylenia standardowe od $redniej 5 po-
przedzajacych RRi,. Nieprawidtowosci wymagajace takiej interwencji stanowity mniej
niz 1% analizowanych odstgpow RR. Analiz¢ HRV przeprowadzono przy uzyciu opro-
gramowania HRV Analysis (wersja 1.1, z poprawkami; Kuopio, Finlandia) przy zasto-
sowaniu obliczen nieparametrycznych opartych na algorytmie szybkiej transformaty
Fouriera (FFT) oraz technik parametrycznych bazujacych na modelowaniu sygnatu przy
wykorzystaniu metod autoregresyjnych (AR)*'. Z poszczegélnych okreséw zapisu pod-
danych analizie zostalty wyodrebnione 1 do 2 odcinkoéw sktadajacych sig z 512 kolejnych
RRi i utworzono z nich periodogram Welsha. Wyodrebnione odcinki podzielono na 3
sekwencje kolejnych 256 RRi, naktadajace si¢ na siebie z przesunigciem 128 odstgpow.
Dla kazdej z trzech sekwencji RRi obliczono wartosci liczbowe analizowanych wyktad-
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nikdow HRV, obliczajac wartosci $rednie dla kazdego odcinka skladajacego si¢ z 512
RRi. Program obliczeniowy dokonywat automatycznej interpolacji sekwencji RRi z
czgstotliwoscia 5 Hz, a nastgpnie przeprowadzal analiz¢ HRV po uprzednim usunigciu
trendu liniowego przy zastosowaniu dwukierunkowej filtracji wygtadzajacej Kalmana*'®
oraz przy wykorzystaniu ruchomego okna widmowego Hamminga. Przy obliczeniach z
wykorzystaniem metody AR zastosowano nastgpujace parametry obliczeniowe: wspot-
czynnik alfa — 200, rzad modelu autoregresyjnego — 31 *'°.

Wyznaczono skladowe HRV analizy widmowej: TP (Total Power, catkowita moc
widma, w przedziale czgstotliwosci 0,04-2,2 Hz; VLF (very low frequency) - moc wid-
ma zmienno$ci rytmu zatokowego w zakresie ultra niskich czgstotliwosci: 0,04 — 0,27
Hz, LF (Low Frequency) - moc widma w zakresie niskich czgstotliwosci (0,28-0,74 Hz)
oraz HF (High Frequency) - moc widma w zakresie wysokich czgstotliwosci (0,74-2,2
Hz). Obliczono stosunek LF/HF, ktéry jest uznanym wyktadnikiem udziatu komponenty
wspotczulnej w autonomicznej regulacji krazenia. Ponadto, jako wyktadniki HRV w
analizie czasowej wyznaczono: HR, rMSSD (pierwiastek kwadratowy ze $redniej z
kwadratow réznic migdzy kolejnymi RRi). Po zaobserwowaniu, ze réznice ocenianych
wyktadnikow HRV migdzy grupami szczuréw maja zblizong charakterystyke przy anali-
zie wykonanej metoda FFT i metoda AR przedstawiono jedynie wyniki obliczen uzy-
skanych metoda AR. Doswiadczenia symulacyjne przeprowadzone przez dr. inz. P.
Wierzbg w Katedrze Optoelektroniki i Systemow Elektronicznych Politechniki Gdan-
skiej (dane nieopublikowane), czeSciowo w oparciu o oryginalnie zarejestrowane zapisy
EKG wykazaly, ze przy zmianie rozdzielczo$ci probkowania sygnatu EKG w zakresie
od 0,5 do 2 kHz zmiany we wzajemnych proporcjach poszczegoélnych sktadowych mocy
widma (VLF, LF i HF) nie przekraczaja 5%.

Ponadto okreslono rozktad ilo§ciowy rdéznic czasowych pomigdzy kolejnymi RRi i
wyznaczono dystrybuantg tego rozktadu przy wykorzystaniu oprogramowania Analiza-
3E (inz. G. Redlarski). Po stwierdzeniu, Ze najwigksze roznice pomigdzy grupami szczu-
rOw wystepuja przy poréwnaniu odsetka réznic pomigdzy kolejnymi RRi w przedziale
od 2 do 3 ms, obliczono wartosci pNN2,5, okreslajace odsetek roznic migdzy kolejnymi
RRi przekraczajacych 2,5 ms. Dla orientacyjnej oceny krotko- i dtugoterminowej HRV
wykreslono krzywe Poincare’, ktore reprezentuja korelacje pomigdzy kolejnymi RRi .
Przez punkt reprezentujacy $rednie wartosci RR, i RR,.;, przeprowadzono tzw. linig
identycznos$ci potozona pod katem 45° wzgledem standardowych osi wykresu. Linia
identycznosci przechodzi przez punkty, dla ktérych czas trwania aktualnego i nastepne-
go odstepu RR jest identyczny ((RRi), = (RRi), ;). Wyznaczono réznice potozenia po-
szczegbdlnych punktéw w stosunku do linii identyczno$ci oraz wzgledem prostej prosto-
padlej do tej linii, przeprowadzonej przez punkt reprezentujacy srednie warto$ci RR,, i
RR, 1), Odchylenie standardowe puli punktow w plaszczyznie prostopadiej do linii iden-
tycznosci (SD1) odzwierciedla krotkoterminowa HRV, podczas gdy odchylenie standar-
dowe puli punktow w plaszczyznie rownolegtej do prostej odniesienia (SD2) odpowiada
dlugookresowej zmiennosci HRV. Oba odchylenia standardowe: SD1 i SD2 zostaly
naniesione na lini¢ identycznosci i prosta do niej prostopadla i zostaty opisane elipsa,
stanowiaca graficzny wyraz zmiennos$ci krotko- i dlugoterminowej HRV.
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3.3. Doswiadczenia na ukladzie izolowanych tetnic krezkowych
3.3.1. MATERIAL

Doswiadczenia przeprowadzitem na 194 preparatach izolowanego uktadu tetnic
krezkowych, wyizolowanych ze szczuréw samcow: z nadci$nieniem tgtniczym uwarun-
kowanym genetycznie (szczep SHR) i ich odpowiednikéw normotensyjnych (szczepu
Wistar-Kyoto; WKY), o masie ciata od 233 do 420 g, ktére pochodzity z licencjonowa-
nej hodowli (Krajowy Osrodek Referencyjny ds. Hodowli Zwierzat Doswiadczalnych
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, £.6dz oraz Zwierzgtarnia Instytutu Medycyny
Pracy, L6dzZ). Zwierzgta przechowywano w plastikowych klatkach w zwierzgtarni Kate-
dry i Zaktadu Fizjologii Akademii Medycznej w Gdansku. W pomieszczeniu utrzymy-
wano kontrolowana temperaturg¢ 22 + 2°C i stala dobowa rytmike o$wietlenia: przez 12
godzin nocnych zwierzgta przebywaly w ciemnosci, za§ w pozostalych 12 godzinach
zwierzgtarnia byta o§wietlona. Szczury miaty nielimitowany dostgp do paszy granulo-
wanej 1 wody. Sposrod szczuréw szczepu WKY wyodrgbnitem 2 grupy: WKY i LNR.
Grupa LNR otrzymywata przez 30 dni inhibitor syntazy tlenku azotu (NOS) L-
nitroargining (L-NNA), rozpuszczony w wodzie do picia. Stezenie L-NNA w wodzie
pitnej dostosowywano do dziennego spozycia wody z dnia poprzedniego. Zatozono
dzienng dawke L-NNA 0,1 mmol/kg (21,92 mg/kg), za§ dawka ostateczna byla nieco
wigksza - 0,104 mmol/kg.

Preparaty izolowanych naczyn trzewnych wypreparowano wedtug wtasnej metody,
opracowanej w oparciu o model do$wiadczalny Mac Gregory’ego®'’. Zaprojektowatem i
skonstruowano oryginalny uktad do perfuzji narzadow izolowanych (ryc.9), umozliwia-
jacy jednoczesne wykonanie do§wiadczen na 3 preparatach.

Zwierzgta usypiano pentobarbitalem (60 mg/kg i.p.). Po otwarciu jamy brzusznej,
odstaniatem aortg z poczatkowym odcinkiem tetnicy krezkowej gornej. Tetnicg podwia-
zywatem, a nastgpnie odcinalem jej odgatezienia trzustkowo—dwunastnicze, kretnicze i
okrgznicze. Po podwigzaniu aorty ponizej i powyzej odejscia tetnicy krezkowej gornej,
aort¢ nacinatem podiuznie i przez nacigcie wprowadzalem do poczatkowego odcinka
tetnicy krezkowej gérnej kaniulg polietylenowa (Surflo®-20G, Terumo Europe, Leuven,
Belgia) wypetniona heparynizowanym, 0,9% roztworem NaCl. Kaniulg zabezpieczatem
przed przesuwaniem si¢ w $wietle naczynia poprzez zatozenie dwoch $cisle opasujacych
naczynie podwiazek. Naczynia trzewne wypetniatem 5 ml utlenowanego i ogrzanego do
temperatury 37 °C roztworu Krebsa, a nastgpnie jelito cienkie odcinatem od dwunastni-
cy 1 jelita grubego, a calos¢ izolowalem z otoczenia odcinajac aortg bezposrednio za
podwiazkami oraz odseparowujac tetnice krezkowa gorna z otaczajacych tkanek, po
czym szczury skrwawialem przez przecigcie aorty powyzej uprzednio zatozonej pod-
wiazki. Nastepnie jelito cienkie starannie oddzielatem od krezki cigciem przeprowadzo-
nym wzdtuz jej jelitowego brzegu. W ten sposéb jedynie tetnice samej krezki mogly by¢
perfundowane za posrednictwem wprowadzonej kaniuli, co pozwolito uniknaé btedéw
pomiarowych wynikajacych z interakcji miedzy mig$niowka jelitowa i naczyniowa. Tak
uzyskany preparat przymocowano za posrednictwem tréjnika do uktadu perfuzyjno—
pomiarowego. Preparat umieszczono w ogrzewanym naczyniu inkubacyjnym, o pojem-
nosci 150 ml na siatce ze stali nierdzewnej, ktora pehita rolg elektrody. Druga elektrodg
pierscieniowa wykonang srebra zatozono okrgznie wokot pnia tetnicy krezkowej gornej,
tak, aby $cisle przylegata do okotonaczyniowych wtokien nerwowych. Obie elektrody
byly potaczone ze stymulatorem elektrycznym generujacym bodzce pradu stalego o
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ksztatcie prostokatnym (Electronic square wave stimulator, Palmer, Londyn, Wielka
Brytania).

Uktad naczyniowy krezki perfundowano, przy uzyciu pompy rolkowej (Zalimp typ
315, Warszawa) roztworem Krebsa o sktadzie (w mmol/l): NaCl — 112, KCI - 5,0,
NaH,PO, — 1,0, CaCl, — 2,5, NaHCO; — 25,0, D/+/glukoza — 11,2 (pH = 7,40, osmolal-
no$¢ — 284 mOsm/kg H,0), o temperaturze 37 °C.

Preparat izolowanego uktadu tetnic krezkowych
utozony w uktadzie perfuzyjnym na elektrodzie
z siatki stalowej

View of the preparation of isolated mesenteric arterial
vessels placed onto a steel mesh electrode in the
experimental setup

1 — ptyn perfuzyjny wieloelektrolitowy; 2 — ptyn okotoperfuzyjny; 3 - rejestrator; 4 — wzmacniacz; 5 — czujnik
cisnieniowy; 6 - O,/CO, uktad natleniajacy; 7 — pompa rolkowa; 8 — faznia termostatowana; 9 — naczynie
inkubacyjne; 10 — termometr; 11 — elektrody dwubiegunowe do stymulacji elektrcznej: elektroda pierscieniowa
umieszczona na wioknach nerwowych okoonaczyniowych i elektroda odniesienia wykonana z siatki stalowe;.

1 - perfusing fluid; 2 - superfusing fluid; 3 - char recorder; 4 — amplifier; 5 - pressure sensor; 6 - O,/CO,
bubbling system,7 - roller pomp; 8 - thermostat bath; 9 - incubation chamber; 10 - thermometer, 11 - bipolar
electrodes for electrical stimulation: a ring one placed onto periarterial nerves and a steel mesh reference one.

Ryc. 9. Uktad doswiadczalny do perfuzji i stymulacji elektrycznej krezki
Fig. 9. The experimental setp for perfusion and electrical stimulation of mesentery

Do naczynia inkubacyjnego doprowadzony byt dodatkowy podajnik z ptynem Kreb-
sa, ktory wykorzystywano do doraznego przeptukania preparatu. Roztwory przygoto-
wywano na $wiezo przed kazdym doswiadczeniem, za$ przed doptynigciem do preparatu
oba plyny byly wysycane mieszanka gazowa, zawierajaca 95% tlenu i 5 % dwutlenku
wegla.

Przy zadanej, stalej szybkosci perfuzji — 18 ml/min, ptyn perfuzyjny przeptywat
przez kolejne odgalgzienia tgtnicy krezkowej gornej i wyptywat swobodnie przez odcigte
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przy brzegu jelitowym krezki konce naczyn. Przy stalym wydatku pompy perystaltycz-
nej zmienna, ktéra odzwierciedla opory przeplywu i efekty napigcie migsniowki naczy-
niowej bylo ci$nienie perfuzyjne (PP), ktore rejestrowano przez caty okres eksperymentu
przy pomocy czujnika tensometrycznego o wysokiej czutosci (Statham 23Db, Oxnard,
USA). Pompa perystaltyczna pracowata w trybie pulsacyjnym, co przyczyniato si¢ do
rytmicznych zmian PP o maksymalnej amplitudzie + 2 mm Hg. Niewielka amplituda
pulsacji cisnieniowej byta wynikiem modutu powietrzni zainstalowanego w gornej czg-
$ci uktadu do perfuzji narzadow izolowanych. Wymuszona przez pompg perfuzja imito-
wata warunki przeptywu krwi in vivo, a w szczegdlnosci pulsacyjny charakter obciazenia
cisnieniowego $rodbtonka naczyniowego. Rejestrowany podczas doswiadczen wzrost PP
pod wplywem testowanych czynnikdéw byt wyktadnikiem odpowiedzi skurczowej mig-
$nidwki gladkiej naczyn tetniczych, za$ obnizenie PP odpowiadato odpowiedzi wazore-
laksacyjnej. Czujnik tensometryczny byt potaczony z jednokanatowym rejestratorem
(LKB S-16125 Bromma, Kipp and Zonen, Delft, Holandia) za posrednictwem wzmac-
niacza tensometrycznego (TT-6¢, Zelmed, Polska), a takze z komputerem za posrednic-
twem zestawu do akwizycji danych (UNI-BIO system, Kared, Gdansk). Ponadto, ele-
mentem uktadu pomiarowego byt manometr rtgciowy, przy uzyciu ktérego kalibrowano
uktad rejestrujacy przed rozpoczgciem kazdego doswiadczenia.

W pierwszych kilkunastu minutach od rozpoczgcia perfuzji obserwowano znaczne
wahania PP. Po okoto 10 - 20 min od poczatku perfuzji opor preparatu stabilizowat sig, a
podstawowe cis$nienie perfuzyjne wynosito od 30 do 56 mm Hg. Po 30 min od rozpoczg-
cia perfuzji przystgpowano do wiasciwego eksperymentu, zgodnie z przyjetym schema-
tem doswiadczalnym. W wykonanych kilkunastu do§wiadczeniach o charakterze piloto-
wym nie wykazano réznic odpowiedzi naczynioruchowych na testowe iniekcje roznych
preparatow izolowanych naczyn trzewnych na poczatku i po 6 godzinach perfuzji. Przed
i po kazdym do$wiadczeniu preparaty byly wazone. Przyrost masy wigkszy niz 10% byt
traktowany jako wyznacznik obrzgku okolonaczyniowego i preparaty te nie byly
uwzgledniane w dalszej analizie danych (N = 2).

Zastosowano 6 procedur eksperymentalnych.

3.3.2. METODYKA EKSPERYMENTALNA
PROCEDURA 3.3.2.1.

Celem dos$wiadczen byto porownanie wptywu tempola na przebieg krzywych typu
dawka-odpowiedz wyznaczonych z zalezno$ci migdzy napigciem bodzcoéw elektrycz-
nych i wywotana odpowiedzia naczyniokurczaca w preparatach krezki pochodzacych od
szczurow (233 — 295 g): normotensyjnych — WKY (N = 4) oraz z nadci$nieniem tgtni-
czym: samoistnym (SHR; N = 4) i wywotanym przez zahamowanie endogennej syntazy
NO (LNR; N =4).

Po 30 minutach od rozpoczecia perfuzji do preparatu podawano przez trojnik acety-
locholing (ACh) w dawce 1 pg. Obserwowano krétkotrwate obnizenie PP, co byto
wskaznikiem zachowanej funkcji §rodblonka naczyniowego. Preparaty grupy WKY i
SHR, u ktorych obnizenie PP bylo mniejsze niz 2 mm Hg, a grupy LNR < 0,5 mm Hg,
byly wylaczone z dalszej czgsci doswiadczenia. Trzykrotnie, w odstgpach 20-
minutowych przeprowadzono identyczna sekwencje stymulacji elektrycznej: przez i
podczas perfuzji roztworami tempola (kolejno 20 umol/l i 1 mmol/l). Preparaty byty
draznione 30-sekundowymi seriami bodzcoéw elektrycznych o czgstotliwosci 20 Hz
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(impulsy prostokatne 3 ms) w zakresie od 3 do 75 V. Sekwencja czasowa byta nastgpu-
jaca:3V:0-30s,5V:60-90s,8V:90-120s, 10 V: 240 —270 s, 15V: 420 — 450 s,
20V: 600 — 630 s; 25 V: 780 — 810's, 30 V: 960 — 990 s, 40 V: 1140 — 1170 s, 50 V:
1320 — 1350 s, 75 V: 1500 — 1530 s. Perfuzjg kolejnymi st¢zeniami tempola rozpoczy-
nano bezposrednio po zakonczeniu odpowiedzi naczyniokurczacej na ostatni z bodzcow
elektrycznych w danej serii. Dla orientacyjnej oceny funkcji srédbtonka naczyniowego
pod koniec doswiadczenia ponownie wstrzyknigto testowa dawke 1 pg ACh. Schemat
doswiadczenia przedstawiono na ryc.10

Miara obkurczenia mig$niowki gladkiej tetnic preparatu byt wzrost cisnienia perfu-
zyjnego (PP). Krzywe reprezentujace przyrost PP jako funkcje napigcia bodzca wyzna-
czono przy uzyciu oprogramowania Prism 4 (GraphPad Software Inc., USA). Jako kryte-
rium optymalnego wyboru typu krzywej i jej przebiegu przyjeto najmniejsza sume¢ kwa-
dratow roznic pomigdzy rzeczywistymi punktami pomiarowymi i korespondujacymi
punktami w uzyskanych krzywych, co odpowiadato najwyzszej wartosci wspotczynnika
determinacji r*. Z wyznaczonych krzywych obliczono: warto$¢ maksymalnej odpowie-
dzi naczyniokurczacej na stymulacje elektryczna (PP,,.,), napigcie bodzca wywotujace
potowe maksymalnego wzrostu PP (Vsy), wrazliwo$¢ naczyn na bodzce elektryczne,
definiowana jako najwigkszy przyrost PP przypadajacy na jednostkg napigcia —
(dP/dV)max a takze przecigtny przyrost PP przypadajacy na jednostkg napigcia w prze-
dziale odpowiedzi naczyniokurczacej (APP) odpowiadajacej 10 — 90 % catkowitego
zakresu tej odpowiedzi.
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3-75v 3-75V 3-75V

ol ] Ji!
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Ryc. 10. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.1.
Fig. 10. The experimental procedure 3.3.2.1.
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PROCEDURA 3.3.2.2

Celem doswiadczen byto wyznaczenie wptywu tempola na prog pobudliwosci mig-
$nidowki naczyniowej na stymulacj¢ elektryczna w preparatach krezki pochodzacych od
szczurow (305 — 420 g): normotensyjnych (WKY, N =12;) oraz z nadci$nieniem tgtni-
czym: samoistnym (SHR; N = 12) i wywotanym przez zahamowanie endogennej synta-
zy NO (LNR; N = 12). Miara progu pobudliwosci bylo najmniejsze napigcie stymulacji
elektrycznej, ktore wywolywato wyrazny wzrost PP (APP > 0,5 mm Hg). Ponadto
przedmiotem porownawczej analizy byta odpowiedz naczynioruchowa wywotana poda-
niem testowych dawek (0,1 i 0,2 ng) fenylefryny (PE), acetylocholiny (1 pg) i nitropru-
sydku sodowego (SNP, 1 pg).

Po 30 minutach od rozpoczecia perfuzji do preparatu podawano acetylocholing
(ACh) w dawce 1 ng poprzez trojnik, a nastgpnie wstrzykiwano: w 32 min — SNP (1 pg),
w 35 min — PE (0,1 ng) i w 38 min — PE (0,2 ng). Wywolane odpowiedzi naczynioru-
chowe trwaly od kilkunastu do kilkudziesigciu sekund, stad tez kazdy kolejny czynnik
byt podany po zakonczeniu reakcji na poprzedni. Od 48 min do$wiadczenia preparaty
byty pobudzane 30-sekundowymi seriami bodzcow elektrycznych (3 ms, 20 Hz), o stop-
niowo wzrastajacym napigeiu od 1,6 V, ze skokiem 0,2 V. Dalszej stymulacji elektrycz-
nej nie kontynuowano po stwierdzeniu pozytywnej odpowiedzi, przejawiajacej sig¢ wzro-
stem PP w czasie kolejnych dwoch stymulacji. Za prog pobudliwosci przyjatem wartosé
napigcia wywolujacego pierwsza z odpowiedzi pozytywnych. Sekwencje stymulacji
elektrycznej poprzedzona podaniem testowych dawek PE powtorzono dwukrotnie, w
odstepach 28-minutowych, podczas perfuzji roztworami tempola o wzrastajacym steze-
niu. W kazdym doswiadczeniu zastosowano dwa z czterech testowanych stezen tempola
(5, 20, 100 pmol/1 i 1 mmol/1). Dwie min. po zakonczeniu odpowiedzi naczyniokurcza-
cej na ostatniag seri¢ bodzcow elektrycznych podawano ACh — 1pug w celu wywotania
krotkotrwatego obnizenia PP, zaleznego od srodbtonka naczyniowego. Pod koniec do-
$wiadczenia przeprowadzono 10-min perfuzj¢ roztworem papaweryny (100 mg/l) w
0,9%NaCl. Najnizsze PP zarejestrowane na tle papaweryny odpowiadato maksymalne-
mu zwiotczeniu mig$niowki gtadkiej naczyn. Roéznica migdzy PP przed pierwsza seria
bodzcoéw elektrycznych a minimalnym PP na tle papaweryny jest miara napigcia czyn-
nego migsniowki gtadkiej naczyn (AVT). Schemat do§wiadczenia ilustruje ryc. 11
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Ryc. 11. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.2.
Fig. 11. The experimental procedure 3.3.2.2.
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PROCEDURA 3.3.2.3

Celem doswiadczen byta analiza wplywu tempola na charakterystyke ilosciowa od-
powiedzi naczyniokurczacych na stymulacjg elektryczna, w preparatach krezki pocho-
dzacych od szczuréw (288 — 402 g): normotensyjnych — WKY (N =16) oraz z nadci-
$nieniem tgtniczym: samoistnym (SHR; N = 13) i wywotanym przez zahamowanie en-
dogennej syntazy NO (LNR; N = 12). Przedmiotem oceny byta réwniez odpowiedz
naczynioruchowa wywotana podaniem acetylocholiny (ACh, 1 pg) i nitroprusydku so-
dowego (SNP, 1pug).

Zatozono, ze zakres testowanych bodzcow elektrycznych odpowiadat w przyblize-
niu przedziatowi od 10 do 90% catkowitego zakresu wywolywanych reakcji naczynio-
wych. Po 30 minutach od rozpoczecia perfuzji do preparatu podawano acetylocholing
(ACh) w dawce 1 ng poprzez trojnik, a nastgpnie wstrzykiwano: w 32 min — SNP (1 pg).
Wywotane odpowiedzi naczynioruchowe trwaty od kilkunastu do kilkudziesigciu se-
kund, stad tez kazdy kolejny czynnik byl podany po zakonczeniu reakcji na poprzedni.
Nastegpnie preparaty byly pobudzane 30-sekundowymi seriami bodzcoéw elektrycznych
(4 ms, 10 Hz), o stopniowo wzrastajacym napig¢ciu wg schematu: 42 min — 3 V, 45 min —
5V,48min—8 V, 51 min— 10 V, 54 min — 15 V i 57 min — 20 V. Sekwencj¢ stymulacji
elektrycznej poprzedzona podaniem testowych dawek ACh i SNP powtorzono dwukrot-
nie, w odstgpach 50-minutowych, podczas perfuzji roztworami tempola o wzrastajacym
stezeniu. W kazdym doswiadczeniu zastosowano dwa z czterech testowanych stgzen
tempola (5, 20, 100 pmol/l i 1mmol/l). Pod koniec do§wiadczenia przeprowadzono 10-
min perfuzj¢ roztworem papaweryny (100 mg/l) w 0,9%NaCl. Najnizsze PP zarejestro-
wane na tle papaweryny odpowiadato maksymalnemu zwiotczeniu mig$niowki gladkiej
naczyn. Réznica migdzy PP w przed pierwsza serig bodzcoéw elektrycznych a minimal-
nym PP na tle papaweryny jest miara napigcia czynnego mig$niowki gtadkiej naczyn
(AVT). Schemat do$wiadczenia ilustruje ryc. 12.
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Ryc. 12. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.3.
Fig. 12. The experimental procedure 3.3.2.3.

W odpowiedzi naczyniokurczacej wyszczegdlniono dwie fazy: narastanie odpowie-
dzi i jej zanik, wyznaczajac dla kazdej z faz odmienne przebiegi funkcji. Wyznaczono
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amplitude odpowiedzi, maksymalna szybko$¢ jej narastania, kinetyke zaniku. Krzywe
reprezentujace przyrost PP jako funkcje napigcia bodzca wyznaczono przy uzyciu opro-
gramowania Prism 4 (GraphPad Software Inc., USA). Jako kryterium optymalnego wy-
boru typu krzywej i jej przebiegu przyjalem najmniejsza sum¢ kwadratow roéznic pomig-
dzy rzeczywistymi punktami pomiarowymi i korespondujacymi punktami uzyskanych
krzywych, co odpowiadato najwyzszej wartosci wspotczynnika determinacji r°. Maksy-
malna amplitud¢ odpowiedzi naczyniokurczacej oraz maksymalna szybko$¢ jej narasta-
nia (dP/dt - max) wyznaczylem z krzywej logistycznej o wzorze ogdlnym:

X

max

= 1+ 10\00e ECS0-x)-K]

gdzie X, jest napigciem bodzca wywotujacym maksymalny wzrost PP, EC50 — odpo-
wiada napigciu wywolujacemu potowe maksymalnej odpowiedzi naczyniokurczacej, a
wspotczynnik k odpowiada nachyleniu srodkowego odcinka krzywej logistyczne;.

Zanik odpowiedzi miat charakter wykladniczy o wzorze ogolnym:

Y=Y0'e7kt

gdzie Y, odpowiada PP odpowiedzi naczyniokurczacej, k jest stata zaniku, a t odpowia-
da czasowi od rozpoczecia zaniku.

Z przebiegu uzyskanych krzywych zaniku wyznaczono: pole powierzchni zaniku,
catkowity czas zaniku, czas potowicznego zaniku (t;/;), czas 90% zaniku (tgqe;). Obliczo-
no pola powierzchni poszczegdlnych faz odpowiedzi naczyniowej. Przez zsumowanie
pola narastania odpowiedzi (DevA) i pola zaniku (DecA) wyznaczono catkowite pole
odpowiedzi naczyniokurczacej (TA), jako wyktadnik obciazenia ciSnieniowego tozyska
naczyniowego po zastosowaniu pojedynczego bodzca elektrycznego.

PROCEDURA 3.3.2.4

Doswiadczenia byty ukierunkowane na ujawnienie ewentualnego wazorelaksacyj-
nego wptywu tempola w warunkach zwigkszonego napigcia czynnego migsniowki na-
czyniowej. Izolowany uktad tetnic krezkowych charakteryzuje stosunkowo niewielkie,
kilkumilimetrowe (mm Hg) spoczynkowe napigcie czynne. Utrudnia to ujawnienie efek-
tu rozkurczajacego naczynia, gdyz zakres takiej odpowiedzi jest w zatozeniu niewielki.
Znaczne lepsze warunki do zaobserwowania efektu wazorelaksacyjnego wystepuja przy
zwigkszonym napigciu czynnym migsniowki naczyniowej. W celu uzyskania stabilnego
wzrostu PP, o okoto 10 - 20 mm Hg, zastosowano przedtuzona, 10-minutowa stymulacj¢
elektryczna seriami bodzcow elektrycznych (8 V, 3 ms, 20 Hz). Stymulacj¢ wykonywa-
no trzykrotnie, w odstgpach 25-minutowych: przed i podczas perfuzji roztworami tem-
pola (0,02 i 1 mmol/l), w 3 grupach do$wiadczalnych (szczury: 266 —310 g): WKY (N =
4), SHR (N=4)iLNR (N =4).

W 30-tej 1 95-tej minucie od rozpoczgceia perfuzji do preparatow podano ACh (1 pg)
dla orientacyjnej oceny funkcjonowania $rédbtonka naczyniowego.

Schemat do$wiadczenia przedstawiono na ryc. 13
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Ryc.13. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.4.
Fig.13. The experimental procedure 3.3.2.4.

PROCEDURA 3.3.2.5

Celem doswiadczen bylo porownanie wptywu tempola na uwalnianie anionorodnika
ponadtlenkowego (O,”) do ptynu perfuzyjnego przez uktad naczyn tetniczych krezki w
warunkach standardowych oraz po ischemii, w preparatach uzyskanych od szczuréw
(338 =415 g) : WKY (N =20), SHR (N =20) i LNR (N =20). W kazdej z grup prepara-
tow wyodrgbniono 4 niezalezne podgrupy (N = 5) rozniace sig¢ stgzeniem tempola w
ptynie perfuzyjnym: 0 (kontrola danej grupy) 0,01, 0,1 i 1 mmol/l.

Po 30 1 95 min. od rozpoczgcia perfuzji testowano efekt wazorelaksacyjny pojedyn-
czych dawek ACh (1 pg). W 33 i1 36 min. eksperymentu podano kolejno po sobie dwie
dawki NE: 0,1 i 0,2 ng. Pomigdzy 50 a 70 min. doswiadczenia perfuzj¢ calkowicie
wstrzymano, zapewniajac warunki globalnej ischemii. Pltyn perfuzyjny docierat do pre-
paratow przez 2 dwa uklady doprowadzajace: glowny, o wydatku 17 ml/min (pompa
rolkowa, Zalimp typ 315, Warszawa) oraz dodatkowy o szybkosci podawania 1 ml/min
(pompa infuzyjna, Dialyse F5z, Dascon, Holandia). Przed doptynigciem do preparatu
oba plyny mieszaly si¢ z soba. Przez dodatkowy uktad doprowadzajacy ttoczony byt
identyczny ptyn perfuzyjny, jak dostarczany przez zasilanie gldwne, lub alternatywnie
ptyn Krebsa zawierajacy ferricytochrom c (cytc,; 15 pmol/l) i katalazg (CAT: 660
jedn./ml). Roztwor zawierajacy cytc,, i CAT stosowano w: 47 — 50, 78 — 80 i 88 — 90
min do$wiadczenia, czyli w okresie 3 minut poprzedzajacych ischemig¢ oraz pigciu min
po jej zakonczeniu, a takze pomigdzy 8 — 10 i 18 —20 min. reperfuzji. Pobierano probki
ptynu wyptywajacego z preparatu w odstgpach 45-sekundowych i po ich przefiltrowano
z uzyciem filtrow o $rednicy 5 um umieszczano w kuwecie pomiarowej. Generacje
anionorodnika ponadtlenkowego oceniano metoda spektrofotometryczna Southwortha
1% (spektrofotometr Cecil 9200 Super Aquarius; Cambridge, Wielka Brytania), przy
dhugosci fali 550 nm w temperaturze 22° C.
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Ryc. 14. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.5.
Fig. 14. The experimental procedure 3.3.2.5.

Porownano absorbancjg probek zebranych przed perfuzja i po przeptynigciu ptynu
perfuzyjnego przez preparat. Przyrost absorbancji po przeptynigciu przez preparat jest
miarg redukcji cytochromu ¢ wskutek jego reakcji z anionorodnikiem, wytwarzanym w
$wietle naczyn.

Reakcja cytochromu ¢ z anionorodnikiem ponadtlenkowym zachodzi w sposob ste-
chiometryczny, w proporcji 1 : 1. Produktami sa: 0, i zredukowany cytochrom c. Ilo$¢
anionorodnika ponadtlenkowego wytworzonego w preparacie naczyniowym obliczono
przy wykorzystaniu wspotczynnika absorbancji 21 mmolecm™ 4

Przedmiotem oceny byty takze zmiany ci$nienia perfuzyjnego obserwowane bezpo-
$rednio po zakonczeniu ischemii, a takze przebieg odpowiedzi naczyniokurczacych na
noradrenaling (NE). Kinetyke zaniku odpowiedzi naczyniokurczacych na NE i ischemig
analizowano przy uzyciu oprogramowania Prism 4 (GraphPad Software Inc., USA).

Schemat do$wiadczenia przedstawiono na ryc.14.

PROCEDURA 3.3.2.6

Celem do$wiadczen byla ocena wplywu tempola na uwalnianie anionorodnika po-
nadtlenkowego (O,") do ptynu perfuzyjnego podczas stymulacji elektrycznej preparatow
tetnic krezkowych uzyskanych od szczuréw (323 — 398 g): WKY (N=9), SHR (N=9)1i
LNR (N =9).

Po 30 i 93 min od rozpoczgcia perfuzji testowano efekt wazorelaksacyjny pojedyn-
czych dawek ACh (1 pg). Trzykrotnie, w 40, 60 i 80 min do§wiadczenia przeprowadza-
no 90-sekundowa stymulacj¢ preparatu krezkowego seriami bodzcow elektrycznych (5
V, 4 ms, 10 Hz).

Podczas pierwszej stymulacji elektrycznej preparat krezkowy byt perfundowany ru-
tynowym plynem Krebsa, natomiast w przedziale czasowych 45 — 65 min. i 65 — 90 ptyn
perfuzyjny zawierat tempol.
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Ryc. 15. Procedura do$wiadczalna 3.3.2.6.
Fig. 15. The experimental procedure 3.3.2.6.

Stosowano 3 stezenie tempola: 0,01; 0,1 i 1 mmol/l, po dwa w kazdym doswiadcze-
niu. Pierwsze z zastosowanych stgzen zawsze bylto nizsze. Ptyn perfuzyjny docierat do
preparatow przez 2 dwa uktady doprowadzajace: gtowny, o wydatku 17 ml/min (pompa
rolkowa, Zalimp typ 315, Warszawa) oraz dodatkowy o szybkosci podawania 1 ml/min
(pompa infuzyjna, Dialyse F5z, Dascon, Holandia). Przed doptynigciem do preparatu
oba plyny mieszaly si¢ z soba. Przez dodatkowy uktad doprowadzajacy ttoczony byt
identyczny ptyn perfuzyjny, jak dostarczany przez zasilanie gtdéwne, lub alternatywnie
ptyn Krebsa zawierajacy ferricytochrom c (cytCoy; 15 pmol/l) i katalazg (660 jedn./ml).
Roztwor zawierajacy cytc,, i1 CAT stosowano bezposrednio przed, w trakcie i bezpo-
Srednio po stymulacji elektrycznej, miedzy: 37’30’ — 43°, 57°30°* — 63’ oraz 77°30”" —
83’ od rozpoczgcia perfuzji. Pobierano probki ptynu wyptywajacego z preparatu w
odstepach 45-sekundowych i po ich przefiltrowano z uzyciem filtréw o $rednicy 5 pum
umieszczano w kuwecie pomiarowe;.

Generacj¢ anionorodnika ponadtlenkowego oceniano metoda spektrofotometryczna
(spektrofotometr Cecil 9200 Super Aquarius; Cambridge, Wielka Brytania), przy dtugo-
éci fali 550 nm w temperaturze 22°C *.

Schemat do$wiadczenia przedstawiono na ryc.15

3.3.2.7. Procedury uzupetniajace
Wyznaczenie krzywej kalibracji absorbancji ferricytochromu ¢ w plynie Krebsa

W celu dobrania optymalnego stgzenia ferricytochromu ¢ do oceny wytwarzania
anionorodnika w plynie perfuzyjnym wykonano krzywa kalibracyjna (N = 3). Wyzna-
czono spektrofotometrycznie absorbancj¢ przy dtugosci fali 550 nm w probkach zawie-
rajacych rozne stgzenia cytochromu c (pmol/l): 2,5, 5, 10, 20 i 50 rozpuszczonego w
plynie perfuzyjnym. Pomiary wykonywano dwukrotnie w odstgpach 10-minutowych, w
standardowym ptynie Krebsa i w ptynie Krebsa zawierajacym katalaze (660 jedn/ml).
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3.3.2.7.2. Wplyw katalazy na absorbancje¢ ferricytochromu ¢ w plynie Krebsa

Roztwory cytochromu ¢ w plynie wieloelektrolitowym przygotowane z odczynnika
zawierajacego niemal wylacznie jego posta¢ utleniona (ferricytochrom c, cytc,,) w prak-
tyce sa mieszaning zawierajaca w przewazajacej mierze cytc., ale takze pewna do-
mieszke¢ postaci zredukowanej (ferrocytochrom, cytc,.4). Anionorodnik ponadtlenkowy
(0,°7) redukuje cytc,,, powodujac zwickszenie absorbancji roztworu, natomiast nadtle-
nek wodoru (H,0O,) utlenia posta¢ zredukowana zmiejszajac absorbancje. In vitro w
temperaturze pokojowej dochodzi w niewielkim stopniu do spontanicznej autooksydacji
wody do H,0,, z kolei anionorodnik ponadtlenkowy generowany w $§wietle naczyn
krwiono$nych tatwo ulega dysmutacji, z wytworzeniem H,O, i tlenu czasteczkowego —
0,. Wytwarzanie H,O, powoduje zmniejszenie absorbancji roztworu cytochromu c i
moze skutecznie zaklocaé detekcje O,°” Dodanie katalazy (CAT) do roztworu, enzymu
katalizujacego reakcje dysmutacji H;O, do wody i tlenu czasteczkowego, miato w zato-
Zeniu zapobiega¢ zaktoceniu pomiaru O,°”

Wykonano 4 doswiadczenia (N = 8), w-ktorych wyznaczono spektrofotometrycznie
absorbancj¢ przy dtugosci fali 550 nm w probkach zawierajacych cytochrom ¢ (15 pm-
ol/l) rozpuszczony w ptynie perfuzyjnym natlenowanym mieszanka 95%0, / 5%CO,
bezposrednio przed oznaczeniami. Wykonano pomiary w plynie perfuzyjnym: standar-
dowym, zawierajacym nadtlenek wodoru (1 mmol/l), zawierajacym CAT (660 jedn./ml)
oraz zawierajacym CAT (660 jedn./ml) i H,O, (1 mmol/l).

3.3.2.7.3. Analiza udzialu komponenty adrenergicznej w reakcji naczyniokurczacej
obserwowanej bezposrednio po zakonczeniu ischemii.

W celu przetestowania hipotezy, ze krotkotrwala reakcja naczyniokurczaca zacho-
dzaca bezposrednio po zakonczeniu ischemii preparatu krezkowego moze mie¢ podtoze
adrenergiczne wykonano 3 identyczne do$wiadczenia, na preparatach tgtnic krezkowych
uzyskanych ze szczuréw szczepu Wistar (Hodowla Zwierzat Doswiadczalnych, War-
szawa). Po 30-minutowej wstegpnej perfuzji roztworem Krebsa z prazosyna (1 pmol/l),
wstrzymywano przeptyw plynu perfuzyjnego przez 20 min (ischemia), po czym wzna-
wiano perfuzj¢ przez kolejnych 5 min. Przedmiotem analizy byto PP po zakonczeniu
ischemii.

3.3.3. OZNACZANIE CZYNNOSCI ODDECHOWEJ MITOCHONDRIOW
3.3.3.1. lzolacja mitochondriéw z serc

Po zrealizowaniu Procedury 3.2.2.3, szczury u$miercano przez dekapitacj¢ i na-
tychmiast przystgpowano do izolacji mitochondriow, ktorej dokonywano przed uptywem
dwoch godzin. Po przeptukaniu w izotonicznym buforze (PBS), serca starannie cigto na
drobne fragmenty przy uzyciu nozyczek okulistycznych i zawieszono w $rodowisku
homogenizacyjnym o pH 7,4 zawierajacym (BSE): mannitol (225 mM), sacharozg (75
mM), EGTA (I mM), Tris-HCl (10mM). Rozdrobnione serca pochodzace z trzech
szczuréw tej samej grupy doswiadczalnej umieszczano w jednej probowce grubo$cien-
nej. Po wstgpnym rozdrobnieniu przy uzyciu homogenizatora elektrycznego (Biospec
Products Inc., USA) w pigciu 20—sekundowych cyklach przy 2000 obrotach / min., dal-
sza homogenizacj¢ przeprowadzono manualnie przy zastosowaniu homogenizatora ze
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szkta kwarcowego ze §cisle dopasowanym tlokiem teflonowym. Uzyskanego homogenat
miareczkowano przez dodawanie Tris-HCl do uzyskania pH 7,2, a nastgpnie wirowano
przez 3 min przy 400g. Do uzyskanego osadu dodawano 2 ml BSE i po wymieszaniu,
tak uzyskana zawiesing ponownie wirowano przez 3 min przy 400g. Po zmieszaniu
supernatantow pochodzacych z pierwszego i drugiego wirowania, poddawano je wiro-
waniu przez 11 min przy 10 000 g. Uzyskany osad mitochondriow trzykrotnie plukano
przez umieszczenie w roztworze KCI (150 mM) i Tris-HCI (10 mM) o pH 7,4, a nastgp-
nie odwirowanie osadu przez 11 min przy 10 000g. Ostateczny osad mitochondriow
zawieszono w roztworze KCl1 (150mM) i Tris (10mM) z dodatkiem 0,5% BSA. Zawar-
to$¢ biatka w mitochondriach oceniano metoda Lowry’ego **!, przy wykorzystaniu BSA
jako standardu.

3.3.3.2. Izolacja mitochondriéw z miesnia szkieletowego

Po wycigciu obu migsni brzuchatych tydki dokonywano przed uptywem 2 godzin
izolacji mitochondriéw, ktorej dokonywano przed uptywem dwoch godzin. Po przephu-
kaniu w izotonicznym buforze (PBS), i usunigciu otaczajacych tkanek migénie pocigto
na drobne fragmenty przy uzyciu skalpela i nozyczek okulistycznych i zawieszono w
srodowisku homogenizacyjnym o pH 7,4 zawierajacym (BSE): mannitol (225 mM),
sacharoze (75 mM), EGTA (1 mM), Tris-HCl (10mM). Dalsza przebieg izolacji mito-
chondriow nie rdznit si¢ od zastosowanego przy uzyskiwaniu mitochondriéw sercowych.
Zawarto$¢ biatka w mitochondriach oceniano metoda Lowry’ego*!, przy wykorzystaniu
BSA jako standardu.

3.3.3.3. Oznaczanie aktywnosci oddechowej mitochondriéw

Aktywnos¢ oddechowa mitochondriow oceniano metoda polarograficzna przy uzy-
ciu elektrody tlenowej Clarka (Gilson Polarograph, USA). Srodowisko oddechowe o pH
7,4 1 objgtosci 2 ml zawieralo sacharozg (200 mM), KCI (15 mM), fosforan potasowy
(5mM), EDTA 0,1 mM i 0,1% BSA. Jako substraty oddechowe NAD-zalezne wykorzy-
stano SmM pirogronian i jabtczan, za§ FAD-zalezne: 5 mM bursztynian (mitochondria
sercowe), lub bursztynian z glutaminianem (mitochondria z mig$nia brzuchatego tydki).

Szybkosé¢ zuzycia tlenu i iloraz ADP/O obliczono metoda Estabrooka “* z zapisow
uzyskanych przy uzyciu elektrody tlenowej. Przy okreslaniu szybkosci zuzycia tlenu
wyodrebniono stany oddechowe: stan 3, reprezentujacy maksymalne zuzycie tlenu w
obecnosci substratow FAD- lub NAD-zaleznych i ADP oraz stan 4’, odpowiadajacy
zuzyciu tlenu po wyczerpaniu ADP (ryc. 16). Za wyktadnik kontroli oddechowej przyje-
to wspotczynnik oddechowy (RCI), ktory jest ilorazem zuzycia tlenu w stanie 3 1 w
stanie 4.
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Stany oddechowe / Respiratory states

Tlen

Brak ADP

Stan 3
RCI =
Stan 4’

Czas

Ryc. 16. Wyznaczanie wspoiczynnika oddechowego (RCI)
Fig. 16. Determination of the respiratory control index (RCI)

3.3.3.4. Oznaczanie aktywnosci enzyméw mitochondrialnych

Aktywnos¢ syntazy cytrynianowej (CS) i oksydazy cytochromu ¢ (COX) oznaczono
spektrofotometrycznie przy uzyciu spektrometru Cecil 9200 Super Aquarius (Cambrid-
ge, Anglia) w 10% homogenatach tkankowych oraz w mitochondriach. Aktywno$¢ CS
wyznaczano wg metody Swierczynskiego i wsp.*?, za§ COX metoda Whartona i Tzaga-
loffa ***, W metodzie oznaczania aktywnoéci COX przedmiotem pomiaru jest utlenianie
cytochromu C przez elektrony przeptywajace przez COX. Przed oznaczeniem cytochrom
c utleniony byt redukowany przy uzyciu askorbinianu sodowego w 10 mM buforze fos-
foranowym. Procent zredukowanego cytochromu c obecnego w roztworze wyznaczano
przy dtugosci fali 550/566 nm.

3.3.3.5. Obliczanie gestosci tkankowej mitochondriéw

Ggstos¢ tkankowa mitochondriow (ATMD) wyznaczono przez poréwnanie stgzen
enzymatycznych markeréw aktywnosci mitochondriow CS i COX w homogenacie tkan-
kowym i w mitochondriach *****, ATMD wyznaczono w mg biatka mitochondrialnego
przypadajacego na gram mokrej tkanki okre$lajac warto$¢ ilorazu aktywnosci testowa-
nego enzymu (CS, lub COX) w homogenacie tkankowym [nmol/min/g tkanki] i w mito-
chondriach [nmol/min/mg biatka mitochondrialnego] ***. ATMD okreslona przy uzyciu
CS (ATMD(g) uznatem jako warto§¢ odniesienia w ocenie tkankowej aktywnos$ci mito-
chondriow. Réznice w wartosciach ATMDcg i ATMD wyznaczonej przez pomiar ak-
tywnosci COX (ATMDcqx) przyjalem jako orientacyjny wyktadnik stresu oksydacyjne-
go w mitochondriach, przy zalozeniu, ze COX jest bardziej podatna na uszkodzenia
oksydacyjne od SC. Dla utatwienia poréwnan, wartosci ATMD, pierwotnie oznaczone w
mg biatka mitochondrialnego przypadajacego na gram mokrej tkanki, zostaty przedsta-
wione w jednostkach wzglgdnych, odnoszacych si¢ do ATMD grupy referencyjnej:
szczurow WKY nietrenowanych, ktore nie otrzymywaty tempola (grupa WKYs-C).
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3.3.5. ODCZYNNIKI

W badaniach zastosowano standardowe oczynniki o najwyzszym dostgpnym stopniu
czystosci. Pochodzenie testowanych substancji wyszczegolniono w opisie procedur
doswiadczalnych. L-nitroargining (L-NNA) i katalazg zakupiono w firmie Sigma (Sigma
Polska). Tempol (2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-N-tlenek) zsyntetyzowano metoda
Rozantseva **’ i oczyszczono do zawartoéci powyzej 99% w eterze. Zawarto$¢ tempola

w odczynniku bazowym weryfikowano przez przez pomiar temperatury topnienia.

3.3.5. METODY ANALIZY STATYSTYCZNEJ

Whioskowanie oparto o analizg statystyczna. Obliczono $rednia arytmetyczna + blad
standardowy $redniej arytmetycznej (SEM). Za istotny poziom réznic migdzy testowa-
nym zmiennymi przyjalem P < 0.05, natomiast przy wyznaczaniu przebiegu funkcji
krzywoliniowych uznatem P < 0,01 jako kryterium istotnosci.

Hipoteze normalnosci rozktadu zmiennych weryfikowano testem Shapiro-Wilka, za$
dla wykluczenia niejednorodno$ci wariancji w poréwnywanych grupach stosowano test
Levene’a. Po odrzuceniu hipotezy o niejednorodnosci wariancji srednie warto$ci zmien-
nych poréwnywano przy uzyciu analizy wariancji ANOVA i testow post-hoc.. W przy-
padku potwierdzenia rozktadu normalnego wykorzystano testy parametryczne. Dla po-
réwnania par zmiennych zmiennych powiazanych zastosowano test Bonferroniego przy
normalnym rozktadzie zmiennych, lub test Wilcoxona, gdy rozktady poréwnywanych
zmiennych wyraznie odbiegaty od normalnego. Dla poréwnywania wartosci grupy kon-
trolnej (WKY) z korespondujacymi wartosciami grup SHR lub LNR stosowano test
Dunnetta, za$ testy: Fishera (LSD), lub Tukeya wykorzystano przy poréwnaniach po-
migdzy grupami SHR i LNR. Przy nieréwnych wariancjach, a takze w przypadku jedno-
stronnego rozktadu zmiennych dla ujawnienia réznic miedzy wigcej niz dwiema grupami
stosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa, z wykorzystaniem testu Manna—
Whiteya do obliczen post hoc. Obliczenia wykonywano przy uzyciu oprogramowania
Statistica (StatSoft Inc., Tulsa, USA) oraz XL-Statistics (Warrnambool, Australia).

Wystepowanie zwiazkéw migdzy badanymi zmiennymi testowano przy pomocy
analizy regresji przy wykorzystaniu oprogramowania Prism 4 (GraphPad Software Inc.,
USA). Obliczano wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona przy n-2 stopniach swobody
1 wyznaczano poziom jego istotnosci statystycznej. Przebiegi funkcji zaleznosci typu
dawka-odpowiedz, a takze krzywych narastania, lub zaniku odpowiedzi okreslano przy
uzyciu aproksymacji nieliniowej. Jako kryterium optymalnego wyboru typu krzywej i jej
przebiegu przyjgto najmniejsza sumg kwadratow réznic pomigdzy rzeczywistymi punk-
tami pomiarowymi i korespondujacymi punktami uzyskanych krzywych, co odpowiada-
to najwyzszej wartoéci wspotczynnika determinacji r’. Wyznaczajac przebieg funkcji
okreslano takze jej przedzial ufnosci. Porownywano potozenie danego punktu pomiaro-
wego do przebiegu krzywej reprezentujacych dang grupe. Przynalezno$¢ pojedynczego
punktu do populacji probek weryfikowano przy uzyciu testu Wilcoxona przy wykorzy-
staniu oprogramowania InStat (GraphPad Software Inc, USA). Przebiegi krzywych po-
roéwnywano przy uzyciu analizy kowariancji (ANCOVA) przy zastosowaniu metodyki
obliczeniowej zaproponowanej przez Armitage’a 28 dla krzywych o przebiegu rownole-
glym i nierownolegtym.

Poréwnawcza ocena iloSciowej aktywnos$ci mitochondriéw miata charakter w
znacznej mierze oceny szacunkowej, z uwagi na mata liczbe probek (N = 3) w kazdej z
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grup, ktéra mogtaby by¢ wykorzystana w obliczeniach statystycznych. W analizie wyni-
kéw uwzglednilem znaczna jednorodnos$¢ oznaczen dokonanych w obrgbie poszczeg6l-
nych grup eksperymentalnych. Biorac pod uwagg fakt empiryczny, ze roznice ilosciowe
w wykonanych oznaczeniach biochemicznych, migdzy oznaczeniami spulowanych pro-
bek tej samej grupy nie przekraczaty 10% w przypadku RCI, 12% - przy wyznaczaniu
aktywnosci wybranych enzymoéw mitochondrialnych i 5% w przypadku ADP/O, prze-
prowadzitem symulacje¢ obliczeniowa w programie Statistica (StatSoft Inc., Tulsa,
USA). Uwzglednitem przy tym fakt, ze analizowane probki byty utworzone przez pota-
czenie 3 jednostkowych materiatéw tkankowych pochodzacych od réznych osobnikow
tej samej grupy. Przy zatozeniu, ze indywidualne roznice iloSciowe miedzy probkami,
ktére zostaly spulowane nie sa wigksze o wigcej niz 50% od zakresu rdznic faktycznie
ujawnionych przy oznaczeniach probek spulowanych, roznica warto$ci zmiennej miedzy
dwiema grupami wigksza od 10% powinna by¢ znamienna.



4. WYNIKI
4.1. Biodystrybucja tempola i jego zanik w tkankach
4.1.1. DAWKOWANIE DOZYLNE
Z wstepnych doswiadczen kalibracyjnych in vitro wyznaczytem liniowa zaleznos¢

migdzy logarytmem st¢zenia tempola a amplituda sygnatu (ryc. 15). Prog detekcji tem-
pola odpowiadat jego stezeniu 40 nmol/l
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Ryc. 17. Krzywa kalibracji tempola w 5% PBS
Fig. 17 Calibration curve of tempol in 5% PBS

Po 20-25 s od dozylnego podania tempola zaobserwowano nagle pojawienie si¢
widma EPR na ekranie spektrometru. Od tego momentu obserwowano stopniowe
zmniejszanie amplitudy widma (ryc.18a). Z uwagi na kilkunastosekundowa stala czaso-
wa pomiaru oraz przecigtnie kilkunastosekundowy czas doptywu krwi z tetnicy do ko-
mory rezonacyjnej spektrometru nie byto mozliwe precyzyjne ustalenie czasu w ktérym
sygnat tempola osiagat maksymalng amplitud¢. Maksymalny sygnat zarejestrowano w
pierwszej minucie od jego podania, p6zniej obserwowano jego stopniowy wielogodzin-
ny zanik (ryc. 18a). Z krzywej kalibracji obliczono, ze u przecigtnego szczura o masie
420 g, maksymalne st¢zenie tempola w krwi wynosito: 11,7, 0,97, 0,048 i 0,0058
mmol/l, po podaniu dawek 2,31, 0,231, 0,0462 i 0,0115 mmol. Stosunek dawki do mak-
symalnego stgzenia we krwi byt odwrotnie proporcjonalny do logarytmu dawki i wyno-
sit odpowiednio: 0,197, 0,238, 0,967 i 1,998. Czas potowicznego zaniku byt proporcjo-
nalny do logarytmu dawki (r = 0,9996) i wynosit 75, 57 45, 33 min., odpowiednio dla
dawek: 1, 0,1, 0,02 1 0,005 mmol/kg za$ catkowity zanik sygnalu tempola (log S/N =
0,1) nastegpowat po: 385, 328, 2251 133 min.
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a) Zanik tempola w krwiobiegu po podaniu pojedynczej dawki dozylnej. Pionowa linia przerywana oznacza
zakonczenie pojedynczego 4 godzinnego pomiaru EPR. Wykres w prawym gérnym rogu odnosi si¢ do sposo-
bu wyznaczania amplitudy sygnatu tempola w pomiarze EPR;

b) Zanik tempola w krwiobiegu po podaniu dozylnym pojedynczej dawki K;[Fe(CN)¢] — 1 mmol/kg, w 540
min. po uprzednim podaniu dozylnym tempola. Wykres w prawym gérnym rogu przedstawia krzywa kalibra-
cyjna tempola wykorzystywana do oszacowanie stgzenia tempola we krwi. Obszar zacieniowany odpowiada
amplitudzie sygnatu tempola, ktora arbitralnie przyjgto jako nieistotna (log S/N < 0,1).

a) Bloodstream tempol decay afier a single intravenous dose. Dashed vertical line denotes the end of a single
4-hour EPR scan. The graph in the right corner reflects the way of determination of the tempol EPR spectrum
amplitude.

b) Bloodstream tempol decay after a single intravenous dose of potassium ferricyanide, K;[Fe(CN)s]. — 1
mmol/kg, injected 540 min after the preceding intravenous tempol administration. The graph in the right
corner reflects the tempol calibration curve employed for the evaluation of the tempol blood concentration.
Shaded area delineates the amplitude of the tempol EPR spectrum arbitrary defined as insignificant.

Ryc. 18. Zanik tempola w krwiobiegu.
Fig. 18 Tempol bloodstream decay.
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Po wstrzyknigciu dozylnym zelazicyjanku potasu, co nastgpowato 480 min. po
uprzednim podaniu tempola, stwierdzono niemal natychmiastowe przywrdcenie widma
EPR tempola (ryc. 18b). Maksymalna amplituda sygnatu byla rejestrowana w pierwszej
minucie od podania K;[Fe(CN)g] i byta proporcjonalna do logarytmu dawki tempola.
Stosunek maksymalnego stgzenia tempola w pierwszej minucie po jego podaniu do
maksymalnego stgzenia stgzenia uzyskanego po podaniu K;[Fe(CN)g] wynosit: 0,24,
0,23, 0,18 1 0,15, odpowiednio dla dawek tempola: 1, 0,1, 0,02 i 0,005 mmol/kg. Okres
poltrwania sygnalu wynosit odpowiednio: 75, 57, 45, 33 min., za$ calkowity zanik sy-
gnatu tempola (log S/N = 0,1) nastgpowat po: 385, 328, 2251 133 min.

4.1.2. DAWKOWANIE DOUSTNE

Stezenie tempola w tkankach bylo znacznie nizsze niz we krwi, co wigzato si¢ z ko-
niecznos$cia zastosowania wysokiego wzmocnienia przy rejestracji EPR, przez co zwigk-
szat si¢ wzglgdny udzial szumoéw pomiarowych w rejestrowanym widmie EPR. Przykta-
dowe zapisy widm EPR zostaty przedstawione na ryc. 19. Przy ustalonym arbitralnie
progu detekcji na poziomie log S/N = 0,1 znieksztalcone widmo tempola jest wyraznie
widoczne (ryc. 19¢) i w wigkszosci, cho¢ nie wszystkich pomiarach, mozna je bylo bez
trudu zidentyfikowac przy log S/N = 0,02.
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Oszacowane stgzenia tempola wynosily: a) 9,31 umol/kg; b) 260 nmol/kg; c¢) 80 nmol/kg; d) ponizej progu
detekeji — ewidentny brak sygnatu. Estimated tempol concentrations: a) 9,31 umol/kg; b) 260 nmol/kg; c) 80
nmol/kg; d) below the detection threshold — evident lack of signal

Ryc. 19. Przyktadowe widma EPR tempola, ilustrujace stosunek sygnatu do szumu log (S/N)
Fig. 19. Examples of the EPR spectra showing the signal / noise ratio — log (S/N)



4. Wyniki 77
log (S/N) log (S/N)
1,2 4 Osocze / Plasma 1.2 9 Krwinki czerwone
0.9 1 0.9 4 Red blood cells
0,6 1 0,6 1
0,3 1 0,3 1
0 0 T T T T T T
120 180 240 300 360 420 480 120 180 240 300 360 420 480
t [min] t [min]
log (S/N) log (S/N)
1.2 1 Serce /Heart 1.2 1 Aorta
0,9 4 0,9 -
<
0,6 1 0,6 4
0,3 A1 0,3
0 T T T T T T O T T T T T T
120 180 240 300 360 420 480 120 180 240 300 360 420 480
t [min] t [min]
log (S/N) log (S/N)
1.2 1 Miesien ptaszczkowaty 1.2 1 Miesien prostownik
Soleus muscle dhugi palcow
0,9 - 0,9 A1 o
Extensor digitorum
06 0.6 - longus muscle
q
0,3 1 0,3
:
0 T T T T T 0 T T F 3 T T
120 180 240 300 360 420 480 120 180 240 300 360 420 480
t [min] t [min]
log (S/N) log (S/N)
1.2 1 Nerka / Kidney 1,2 9 Mézg / Brain
0,9 1 0,9 A
0,6 A 0,6 1
0,3 A 0,3 1
lb\g\.\. — “\'\,
0 T T T T T T O T T T T T
120 180 240 300 360 420 480 120 180 240 300 360 420 480
t [min] t [min]

Ryc. 20. Zanik tempola we krwi i wybranych homogenatach tkankowych 120 min. po 24-
godzinnym dawkowaniu doustnym (0,965 £ 0,012 mmol/kg)

Zacieniowane pola odpowiadaja amplitudzie sygnatu tempola ponizej arbitralnie przyjgtego progu detekcji.

Fig. 20. Decay of tempol in blood and selected tissues 120 min after 24-hour oral dosage (0,965 +

0,012 mmol/kg)

Shaded fields denote the amplitude of the EPR tempol spectrum below the arbitrary defined detection threshold.
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Po 24-godzinnym podawaniu tempola (1 mmol/kg) w wodzie do picia stwierdzono
wystepowanie charakterystycznego widma EPR tempola we krwi i we wszystkich testo-
wanych tkankach (ryc. 20). Po dwoch godzinach od odstawienia tempola jego szacun-
kowe stgzenie (umol/l) i czas zaniku sygnatu (min.) wynosity: 1,56 pmol/l i 518 min. —
w osoczu, 0,86 umol/l 1 472 min. — w krwinkach czerwonych, 0,54 umol/l i 386 min. — w
sercu, 0,36 pmol/l i 429 min. w aorcie, 0,20 pmol/l i 271 min. — w mig$niu plaszczkowa-
tym, 0,16 umol/l i 253 min. — w mig$niu prostowniku dlugim palcow, 0,095 umol/l 1 188
min. w nerce oraz 0,11 umol/l i 176 min. w mézgu.

4.1.3. DAWKOWANIE DOOTRZEWNOWE

Dwie godziny po dootrzewnowym podaniu 100-umolowej dawki tempola najwigk-
sza amplitude jego sygnatu, odpowiadajaca st¢zeniu 0,47 pmol/l stwierdzono w osoczu
(tab. 5).

Wystgpowanie istotnych stgzen tempola stwierdzono we wszystkich testowanych
tkankach, za wyjatkiem kory nerki, gdzie sygnal byl nieregularny, a charakterystyczne
widmo EPR tempola udato sig¢ zidentyfikowa¢ w 50% probek. Tempol wystgpowat za-
réwno we frakcji wodnej, jak i lipidowej badanych tkanek, za wyjatkiem rdzenia nerki,
gdzie sygnat tempola potwierdzono jedynie w homogenatach zawieszonych w §rodowi-
sku buforu fosforanowego.

Tab. 5. Rozmieszczenie tempola we krwi i w wybranych homogenatach tkankowych 120 min. po
dootrzenowym podaniu pojedynczej dawki (100 umol/kg)

Tab. 5. Distribution of tempol in blood and selected tissue homogenates 120 min after intraperito-
neal administration of the single dose (100 umol/kg)

Frakcja wodna | Frakcja lipidowa
TKANKA ' Aqueos fraction Lipid fraction
Tissue [Log sygnat / szum] | [Log sygnat / szum]
[Log signal / noise] | [Log signal / noise]
Osocze / Plasma 5 0,70 £ 0,07
Krwinki czerwone / Red blood cells 5 0,41 £ 0,03 0,48 £ 0,04
Serce / Heart 5 0,40 £ 0,06 0,44 £ 0,08
Aorta / Aorta 5 0,54 £ 0,05 0,47 £ 0,03
Krezka / Mesentery 5 0,45 £ 0,07 0,49 £ 0,10
Moézg / Brain 4 0,10 £ 0,03 0,13+ 0,05
Nadnercza / Adrenals 3 0,23 +0,12 0,31 0,08
Rdzen nerki / Kidney medulla 4 0,27 £ 0,10 0,03 £ 0,02
Kora nerki / Kidney cortex 4 0,04 + 0,02 0,01 £ 0,01
Migsien plaszczkowaty / Soleus muscle 4 0,19 £ 0,02 0,15 % 0,03

Zacieniowane pola odpowiadaja amplitudzie sygnatu tempola powyzej arbitralnie przyjgtego progu detekceji.
Shaded fields denote the amplitude of the tempol spectrum above the arbitrary defined detection threshold.
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4.2 Wptyw tempola na cisnienie tetnicze i czynnosé serca

4.2.1. PRZEBIEG KRZYWYCH DAWKA - ODPOWIEDZ PO PODANIU
DOZYLNYM

MAP bylo istotnie nizsze, a HR i PRP byly nizsze w grupie WKY, w poréwnaniu do
szczurow nadcisnieniowych SHR i LNR (ryc.21). We wszystkich grupach zwierzat
tempol w sposob zalezny od dawki obnizal MAP, zwalniat HR i zmniejszat PRP. W
grupach SHR i LNR maksymalne obnizenie MAP i PRP, wyrazone w jednostkach bez-
wzglednych, byto istotnie wigksze niz u ich odpowiednikéw normotensyjnych WKY (P
< 0,01), natomiast wptyw tempola na HR byt we wszystkich grupach podobny. Przy
odniesieniu efektu hipotensyjnego do wartosci wyjsciowych lub do zmiany PRP wyra-
zonej w procentach tych wartosci tempol wywierat znamiennie wigkszy wptyw w grupie
SHR w poréwnaniu do WKY. Takich réznic nie stwierdzono przy pordwnaniu szczurdw
WKY do LNR. W grupie SHR tempol obnizalt MAP w sposdb statystycznie znamienny,
poczawszy od dawki 100 nmol/kg, za§ u szczurow WKY i LNR — 1 pumol/kg. Istotny
wplyw na HR zaznacza si¢ w grupach WKY i1 SHR przy dawce 10 pmol/kg, za§ w gru-
pie LNR od 55 pmol/kg. Istotne obnizenie PRP zaznaczyto sig¢ we wszystkich grupach
po zastosowaniu dawki 1 pmol/kg i dawek wigkszych.

4.2.2. WPLYW 14-DNIOWEGO PODAWANIA TEMPOLA NA CISNIENIE
TETNICZE | CZESTOSC AKCJI SERCA

Przed rozpoczgciem podawania L-NNA (Procedura 3.2.2.2) SBP i HR byty zblizone
w grupie WKY i LNR, natomiast szczury SHR wykazywaly cechy nadci$nienia t¢tni-
czego (SBP: 171,78 + 7,45 mm Hg) i istotnie wolniejsza HR (tab. 6). Po 14 dniach ob-
serwacji, SBP i HR nie zmienilo si¢ znaczaco w grupach WKY i SHR, natomiast w
grupie LNR, ktorej w tym okresie podawano L-NNA, stwierdzono podwyzszone warto-
$ci SBP, nieco wyzsze niz w grupie SHR, przy nieznacznym, lecz znamiennym zwolnie-
niu HR. U szczuréw otrzymujacych tempol stwierdzono istotnie nizsze wartosci MAP,
co bylo szczegdlnie widoczne w grupie SHR. We wszystkich grupach zaobserwowano
odpowiedz sercowg (AHR), towarzyszaca efektowi hipotensyjnemu. U szczurow WKY i
SHR HR ulegta nieznacznemu, lecz znamiennemu statystycznie zwolnieniu, podczas
gdy w grupie LNR tempol wywotat istotne przyspieszenie HR. Poréwnania dokonane w
21 dniu dos$wiadczenia wskazuja, ze w grupie LNR MAP bylo istotnie wyzsze niz w
SHR 1 WKY, przy czym szczury SHR miaty znacznie wyzsze MAP niz ich odpowiedni-
ki normotensyjne WKY. HR byta istotnie nizsza w grupie SHR w poréwnaniu do WKY
i LNR. U szczuréw z nadcis$nieniem tgtniczym otrzymujacych tempol: SHR i w mniej-
szym stopniu LNR, zarejestrowano nizsze wartosci MAP niz u ich odpowiednikow,
ktorym tempola nie podawano. Roznicy tej nie bylo w grupie normotensyjnej — WKY.
Analogicznie do obserwacji 14-dniowej, po 21 dniach podawania tempola zanotowano
nieznacznie wolniejsza HR w grupach SHR i WKY, natomiast u szczurow LNR otrzy-
mujacych tempol HR byla istotnie szybsza niz u ich odpowiednikow, ktore tempola nie
otrzymywaty.
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Ryc. 21. Wplyw pojedynczych dozylnych dawek tempola na $rednie ci$nienie tgtnicze (MAP),
czestos¢ akeji serca (HR) i produkt podwdjny (PRP = MAP - HR)

Fig. 21. Effect of single intavenous doses of tempol on mean arterial pressure (MAP), heart rate
(HR), and double product (PRP = MAP - HR)

Wyniki pomiaréw uzyskanych posrednia metoda pletyzmograficzng i oznaczen do-
konanych bezposrednio w $wietle tgtnicy, porownano przy uzyciu analizy regresji, a
wspotczynniki korelacji liniowej przedstawiono w tab. 6. Wysokie wspotczynniki kore-
lacji liniowej 1, wigksze od 0,72 (P < 0,03) przy porownaniu wartosci ci$nienia tgtni-
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czego i wigksze od 0,85 (P < 0,007) przy poréwnaniu HR wskazuja na wysoka zbiez-
no$¢ obu metod pomiarowych. Zwraca uwage fakt, ze u szczuréw otrzymujacych tempol
w grupach WKY i SHR wartosci r sa wyraznie nizsze, w porownaniu do ich odpowied-
nikow, ktéorym tempola nie podawano.

Tab. 6. Cisnienie tgtnicze skurczowe (SBP), srednie (MAP), czgstos¢ akcji serca (HR) oraz po-
réwnanie wartosci SBP i MAP wyznaczonych przy posredniej i bezposredniej metodzie pomiaru
Tab. 6. Systolic blood pressure (SBP), mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and com-
parison of the SBP and MAP values determined by the indirect and direct method of the assay

<= Dzien 0 Dzien 14 A Dni Dzien 21 Korelacje
2 8 Day 0 Day 14 A Days Day 21 |l correlations
5|8
N A r r
SBPo | R, | SBP14 | HR,, | ABPu | g IMAP | LR | AP | HRy,
[mm o [mm iy | —SBPo) | 1 [mm o
Hg] [min] Hg] [min] [mm Hg] HRo) Hg] [min-Y] VS. vs.
g [min] SBPi4 | HR1a
_lo 126,82 | 326,30 | 127,13 | 328,55 0,31 2,25 96,00 | 327,53 0.9031 | 0,9313
; +4,12 | £10,20 | +851 | £7,29 +0,68 +2,01 |[f£3,03 | %633
= 9 126,00 | 327,92 | 123,80 | 320,50 --2,20 <742 [194,44 | 318,75 a0 | e
+
+545 | £935 | 935 | £8.20 +0,83* +151* [|£344 | £9,05( '
171,78 | 279,63 | 175,02 | 287,81 3,24 t 8,18 T [ 137,00 | 280,45 0.8833 | 0.8962
x| 7 +745 | £1417 | +323 | £12,50 +1,36 +447 [[£4,74 | £820 [ '
t‘:;:) ‘|7 174,02 | 276,00 | 160,48 | 271,60 -13,54 -4,40 125,29 | 265,50 am | e
+6,20 | £585 || £4,75 | £9,30 +3,61* +223* [|+£3,64 |+£7,35 | '
127,38 | 322,50 | 184,00 | 304,33 46,62 T -18,17 1 || 144,75 | 312,50 09002 | 08586
% - |8 +388 | £811 | +£6,99 | £11,01 +8,52 +338 [[£4,82 |£126 | '
128,12 | 324,11 | 179,85 | 336,30 41,73 12,19 |1 140,50 | 338,30
- + | 7 0,8644 | 0,8723
+741 | £935 | +3,00 |*1387 +9,15* +6,07* [|£452 | £109

SBP,, SBP4 — SBP na poczatku (0) i w 14 dniu do$wiadczenia (pomiar metoda pletyzmograficzna na tgtnicy
ogonowej ); HRy, HRj4s — HR na poczatku (0) i w 14 dniu doswiadczenia; MAP — mierzone bezpo$rednio w
tetnicy biodrowej w 21 dniu do§wiadczenia; r — wspotczynnik korelacji Pearsona pomiedzy SBPy4 i MAP;

* P <0,05, ** P <0,01 - tempol w stosunku do kontroli danej grupy; 1 P < 0,05 SHR, lub LNR wzgledem
WKY. Nie zaznaczono nieistotnych réznic migdzy grupami.

SBP, SBP;s — SBP at the beginning (0) and in day 14 of the experimental procedure (indirect plethys-
mographic method on tail artery); HRy, HR;;— HR at the beginning (0) and in day 14 of the experiment; MAP
— assessed directly in iliac artery in day 21 of the experiment; r — Pearson correlation coefficient between
SBPsand MAP; * P < 0,05, ** P <0,01 - tempol vs control of the given group; 1 P < 0,05 SHR, or LNR vs
WKY. Insignificant differences has not been marked.

4.2.3 WPLYW PRZEWLEKLEGO PODAWANIA TEMPOLA NA CISNIENIE
TETNICZE SKURCZOWE (SBP), CZESTOSC AKCJI SERCA (HR) |
ADAPTACJE DO WYSILKU

4.2.3.1. SBP, HR i PRP u szczuréw nietrenowanych, ktére nie otrzymywaly
tempola

Przed rozpoczgciem podawania L-NNA i tempola (Procedura 3.2.2.3) SBP, HR i
produkt podwojny (PRP) nie roznily sig od siebie w poszczegdlnych podgrupach WKY i
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LNR (ryc. 22). W grupie SHR SBP bylo istotnie wyzsze (+41 mm Hg), podobnie jak
PRP (+20%), natomiast HR byta znamiennie wolniejsza (-28 min™"). W grupie LNR SBP
istotnie wzrosto do wartosci wyzszych niz w pozostatych grupach (193,79 + 3,24 mm
Hg) w pierwszych 12 dniach podawania L-NNA, po czym w grupie WKYc-C — nietre-
nowanej przez kolejne 42 dni SBP wzrosto nieznacznie do 198,43 + 4,50 mm Hg). W
grupach nietrenowanych w okresie 54-dniowej obserwacji SBP réwnomiernie wzrastato,
09,00 + 0,35 mm Hg u szczurow WKYc-C i w istotnie wigkszym stopniu o0 26,67 + 1,12
mm Hg w grupie SHRc-C. W pierwszych 12 dniach podawania LNR (grupy LNRec-C i
LNRtr-C) HR zmniejszyla sie o 28,25 + 3,21 min” i w grupie nietrenowanej utrzymata
sig na poziomie praktycznie niezmienionym przez nastgpne 42 dni (-3,52 £ 2,15 min™,
NS). W grupie LNR stwierdzono znamienny wzrost PRP w pierwszych 12 dniach poda-
wania L-NNA (+36,88 + 1,72%), za§ w kolejnych 42 dniach PRP ustabilizowal si¢ na
osiagnigtym wczesniej poziomie (+1,58 + 2,21%, NS). W pierwszych 12 dniach pomia-
row HR nieznacznie zmniejszyta si¢ u szczuréw WKY i SHR (WKY: -8,92 + 5,11 min™,
NS; SHR: -15,30 + 7,05 min™', NS), natomiast w kolejnych 42 dniach stopniowo wzra-
stata (WKYc-C: 43,29 £ 1,77 min”', NS; SHRc-C: +15,55 + 2,05 min™', P = 0,026). W
obydwu grupach PRP poczatkowo utrzymywal si¢ na jednolitym poziomie (WKY:
-1,35%, SHR: -1,95% w pierwszych 12 dniach pomiaréw), jednakze pozniej, przez na-
stgpne 42 dni rownomiernie wzrastat, 0 6,65 £ 2,71% (P = 0,035) w grupie WKYc-Cio
18,92 + 6,25 % (P =0,017) u szczurow SHRc-C.

4.2.3.2. Efekty hemodynamiczne tempola u szczuréw nietrenowanych

W pierwszych 12 dniach obserwacji SBP, HR i PRP byty we wszystkich grupach
otrzymujacych tempol zblizone do ich odpowiednikéw kontrolnych. Jedynie w grupie
SHR zaznaczyta si¢ tendencja do nizszego HR u szczurow, ktore otrzymywaty tempol
(-7,55 min" vs SHRc-C; NS). W kolejnych tygodniach do$wiadczenia zaczely sie uwi-
daczniaé réznice migdzy szczurami, ktore otrzymywaty tempol i ich odpowiednikami,
ktéorym go nie podawano (ryc. 22). Po 54 dniach, zwierzgta ktére otrzymywaty tempol
miaty istotnie nizsze SBP (-12,38 mm Hg WKYc-T vs WKYc-C, P <0,01; -10,18 mm
Hg LNRc-T vs LNRc-C; P < 0,05), co szczegdlnie uwidocznito si¢ w grupie SHR
(27,29 mm Hg SHRc-T vs SHRe-C; P < 0,001). HR i PRP byly w grupach WKY i SHR
istotnie mniejsze u szczuréow, ktorym podawano tempol. W grupie WKY HR bylo
mniejsze o -23,33 min™ (P < 0,01), a PRP 0 -15,95% (P < 0,01), za$ u SHR HR bylo
mniejsze o —60,72 min™ (P <0,001), a PRP 0 —34,04% (P <0,001). Roznice SBP, HR i
PRP migdzy szczurami ktore otrzymywaly tempol i ktérym nie byl on podawany byty
istotnie wigksze w grupie SHR w poréwnaniu do WKY (P < 0,01). Po 54 dniach poda-
wania tempola szczury LNR miaty istotnie szybsza HR niz ich odpowiedniki, ktére go
nie otrzymywaty (+ 44,98 min”, P < 0,01), natomiast PRP nie r6znit si¢ znamiennie
(+5,60%, NS). Istotne statystycznie réznice mi¢dzy szczurami, ktdrym podawano tempol
i ich odpowiednikami kontrolnymi zaznaczyly sig¢: przy poréwnaniu SBP od 19 dnia
dawkowania w grupie SHR oraz od 26 dnia dawkowania u szczuréw WKY i LNR, przy
poréwnaniu HR od 15 dnia dawkowania w grupie SHR, 19 dnia u LNR i 26 u WKY, a
takze przy porownaniu PRP od 19 dnia dawkowania w grupie SHR oraz od 26 dnia u
szczurow WKY.
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Ryc. 22. Ci$nienie tgtnicze skurczowe (MAP), czgstos¢ akcji serca (HR) i produkt podwdjny
(PRP = SBP - HR) podczas 40-dniowego podawania tempola

Fig. 22. Systolic blood pressure (SBP), heart rate (HR), and double product (PRP = SBP - HR)
during continuous 40-day tempol admnistration
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4.2.3.3. Efekty hemodynamiczne tempola u szczuréw obcigzonych trenin-
giem biegowym

Sposrod 160 szczuréw wiaczonych do Procedury 3.2.2.3. 3,75% nie przezyto zapla-
nowanego cyklu eksperymentalnego. Martwe zwierzgta znajdowano rano w klatkach
doswiadczalnych: 1 w grupie nietrenowanej SHRc-T (7,69%), 1 w grupie nietrenowanej
LNRe-T (7,69%), za$ pozostale w grupach trenowanych: SHRtr-T - 1 (7,14%), LNRtr-T
-3(21,43%). Z grupy LNRtr-T zostaly ponadto wytaczone w piatym tygodniu doswiad-
czen 2 szczury: 1 z powodu wyraznych cech infekcji (ropna wydzielina ze spojowek,
pogtebione i przyspieszenie oddychania), i 1 z powodu znacznej utraty masy ciata (-19%
w okresie 14 dni). Lacznie z 14 szczurow grupy LNRtr-T, ktére rozpoczety Procedury
3.2.2.3, 35,71% nie ukonczyto doswiadczen.

W poszczegbélnych grupach odpowiedzi hemodynamiczne na intensywny trening
biegowy typu aerobowego byty zréznicowane (ryc. 22). W grupach WKY i LNR za-
miast przyrostu SBP, zwigzanego z wiekiem, u zwierzat trenowanych stwierdzono obni-
zenie SBP. W trenowanej grupie SHR narastanie SBP byto istotnie ograniczone. W
grupie LNR efekty treningu byly najwigksze. Po 42 dniach od jego rozpoczgcia SBP
byto 0 -52,84 mm Hg nizsze (P < 0,001), HR 0 27,67 min™ szybsza (P <0,01),aPRP o -
19,83% mniejszy (P < 0,01) niz u odpowiednikow nietrenowanych. Istotne rdznice mig-
dzy subpopulacja trenowang (LNRtr-C) i nietrenowana (LNRc-C) ujawnity si¢ po 7
dniach treningu przy poroéwnaniu SBP i po 14 dniach w przypadku HR i PRP. U treno-
wanych szczuréw WKY SBP bylo nizsze o -12,51 mm Hg (P <0,01), HR wolniejsza o
-10,70 min™" (P <0,01), za§ PRP mniejszy o -12,87% (P < 0,01). Istotne réznice migdzy
subpopulacja trenowana (WKYtr-C) i nietrenowana (WKYc-C) ujawnity si¢ po 21
dniach treningu przy poréwnaniu SBP, 35 dniach w przypadku HR i po 28 dniach przy
poréwnaniu PRP. W grupie trenowanej SHR stwierdzono istotnie nizsze SBP (-9,42 mm
Hg, P <0,05), wolniejsza HR (-22,02 min”, P <0,01) i istotnie mniejszy PRP (-13,98% ,
P < 0,001). Znamienne réznice w SBP migdzy subpopulacja trenowana (SHRtr-C) i
nietrenowana (SHRc-C) ujawnity si¢ po 35 dniach, przy czym w pierwszych dwoch
tygodniach treningu szczury trenowane wykazywaty wyzsze wartosci SBP. Od 7 dnia
treningu HR byta w grupie SHRtr-C istotnie nizsza, a od 21 dnia PRP bylo istotnie
mniejsze w poréwnaniu do SHRc-C.

4.2.3.4. Wplyw treningu biegowego na wybrane parametry hemodynamicz-
ne u szczuréw, ktére otrzymywaty tempol

U trenowanych szczuréw normotensyjnych WKY (WKYtr-T), ktore otrzymywaty
tempol stwierdzono wigksze obnizenie SBP w ciagu 42 dni, niz u ich odpowiednikow
nietrenowanych -WKYc-T (-7,31 mm Hg; P < 0,05). Trening praktycznie znosit wplyw
tempola na HR i PRP (ryc. 22). W subpopulacjach SHR, trenowanej i nietrenowanej,
SBP bylo po 42 dniach treningu zblizone. Trening znosit zwolnienie HR i prawie catko-
wicie ograniczal zmniejszenie PRP wywolane podawaniem tempola. Od 3 dnia treningu
u szczurdw trenowanych LNR otrzymujacych tempol (LNRtr-T) wystapit istotny wzrost
SBP, ktory postgpowatl w miarg trwania treningu, co jest reakcja odwrotng i istotnie
r6zng od obserwowanej u szczuréw LNRc-T (+22,28 + 4,15 mm Hg, vs -10,18 + 2,53
mm Hg; P < 0,001, LNRtr-T vs LNRc-T). Trening nie wptynal na odpowiedz HR na
przewlekte dawkowanie tempola, natomiast od 3 dnia treningu PRP bylo istotnie wigk-
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sze w grupie LNRtr-T w poréwnaniu do szczurdéw nietrenowanych LNRc-T (maksymal-
na réznica w 42 dniu: +21,59%, P <0,001).

4.2.3.5. Zmiany masy ciata i wydolnosci fizycznej (EC) pod wpltywem tre-
ningu biegowego i tempola

Na poczatku doswiadczen (Procedura 3.2.2.3) masa ciata (BW) nie roznita si¢ mig-
dzy poszczegdlnymi grupami i wynosita u szczuréw: WKY -277,36 + 10,86 g, SHR
-284,65 +£9,34 ¢1 LNR -275,31 £ 11,21 g (ryc. 23a). W okresie 14 dni poprzedzajacych
trening u zwierzat, ktorym nie podawano tempola przyrosty BW byty niejednakowe: od
+21,07 £ 3,65 g w grupie WKY i +17,74 +£ 4,11 g u SHR (WKY vs SHR — NS) do jedy-
nie 6,90 £ 2,55 gu LNR (P < 0,001 vs WKY, lub SHR). W dalszym, 42-dniowym okre-
sie obserwacji BW wzrastata, w najwigkszym stopniu w grupie WKY (+65,94 £ 7,71 g),
nieznacznie mniejszym w LNR (+54,90 + 9,25 g; NS vs WKY) i istotnie mniejszym w
SHR (+24,95 + 6,63 g; P < 0,001 vs WKY i LNR). Calkowity przyrost BW w okresie 56
dni wynosit: +86,00 + 5,53 g w grupie WKY i byl istotnie wigkszy niz u szczurow z
nadcis$nieniem tetniczym: SHR (+41,70 = 9,02 g, P < 0,001 vs WKY) i LNR (+61,15 +
9,23 g,P<0,01 vs WKY i P <0,05 vs SHR).

U wszystkich szczurow trenowanych 42-dniowy przyrost BW byt istotnie mniejszy
niz u zwierzat nietrenowanych (WKYtr-C: 41,30 + 4,55 vs WKYc-C: 65,94 £ 7,71, P =
0,0056; SHRtr-C: 4,40 £ 4,95 vs SHRc-C: 24,95 £+ 6,63, P = 0,0165; LNRtr-C: 30,87 +
5,08 vs LNRc-C: 54,90 £ 9,25, P = 0,0297; ryc. 21a). W grupie SHR istotne réznice w
przyroscie BW stwierdzono w juz w 3 dniu treningu, u WKY od 21, a u LNR od 7 dnia
treningu. U nietrenowanych szczuro6w WKY i1 SHR otrzymujacych tempol przyrost masy
ciata byl nieznacznie wigkszy niz u ich odpowiednikow, ktérym tempola nie podawano
(+ 2,82% WKYc-T vs WKYc-C, NS; +6,41% SHRc-T vs SHRc-C, P = 0,05), za§ w
grupach trenowanych zaznaczyta si¢ tendencja odwrotna (-2,95% WKYtr-T vs WKYtr-
C, NS; -4,51% SHRtr-T vs SHRtr-C, P = 0,05). Szczury LNR, ktorym podawano tempol
wykazywaty istotnie mniejsze przyrosty BW niz ich odpowiedniki, ktére nie otrzymy-
waty tempola, co szczegdlnie uwidocznito si¢ u zwierzat trenowanych (-5,57% LNRc-T
vs WKYc-C, P <0,05; -18,00% LNRtr-T vs WKYtr-C, P <0,01).

Wydolnos$¢ fizyczna (EC) oceniana przez pomiar czasu biegu do wyczerpania nie
roznita si¢ migdzy grupami i subpopulacjami wewnatrzgrupowymi na poczatku do-
$wiadczen i wynosita u szczurow: WKY -66,51 £ 3,85 min, SHR -61,13 = 4,55 min (P =
0,3312 vs WKY, NS) i 63,00 £ 5,23 min (P = 0,5887 vs WKY, NS; ryc. 21b). W gru-
pach nietrenowanych, ktorym nie podawano tempola, EC nieznacznie wzrosta u szczu-
row WKY w 42-dniowym okresie do§wiadczalnym (+7,27 £+ 3,85% NS), miernie obni-
zyta si¢ w grupie SHR (-6,56 = 3,55 %, NS) i nie zmienita si¢ u LNR (-1,13 + 4,88%,
NS). Z kolei u szczuréow, ktore otrzymywaty tempol, EC: istotnie zwigkszyta si¢ w
grupie WKY (+19,18 + 2,85%, P < 0,001; P = 0,0161, WKYc-T vs WKYc-C), istotnie
obnizyta sig u SHR (-13,99 + 3,81% P = 0,0036; P = 0,2952, SHRc-T vs SHRc-C) i
znamiennie zmniejszyta si¢ w grupie LNR (-18,24 + 4,47%, P = 0,0019; P = 0,0089,
LNRec-T vs LNRc-C). Po 37-dniowym treningu biegowym EC istotnie wzrosta, w sto-
sunku do pomiaru poczatkowego (ryc. 23b). Najwigkszy przyrost EC zanotowano w
grupie WKY, o +226,02 + 14,68% (P < 0,0001), znamiennie mniejszy u szczuréw LNR
(+152,78 + 28,08%, P < 0,001; P = 0,0253, LNRtr-C vs WKYtr-C) i najmniejszy w
grupie SHR (+ 55,60 = 10,25%, P < 0,001; P = 0,0001, SHRtr-C vs WKYtr-C; P =
0,0026, LNRtr-C vs SHRtr-C). U szczurow trenowanych WKY i w mniejszym stopniu
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SHR, ktérym podawano tempol, przyrost EC byl w okresie treningowym wigkszy, niz u
ich odpowiednikéw nietrenowanych (WKYtr-T: +277,92 + 20,48%, P = 0,0485 vs
WKYtr-C; SHRtr-T: + 83,49 + 13,36%, P = 0,1098 vs SHRtr-C, NS). Odmiennie, w
grupie trenowanej LNR, otrzymujacej tempol, przyrost EC byl nieistotny (+19,45 +
12,59%, P =0,1609, NS; P = 0,009 vs LNRtr-C).
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Ryc. 23. Zmiany: a) masy ciata (BW), b) wydolnosci fizycznej (EC) w okresie treningu.
Fig. 23. Changes in: a) body weight (BW), endurance capacity (EC) during the training.

4.3. Wpltyw podawania tempola na czynnos¢ izolowanego ser-
ca poddanego ischemii i reperfuzji

Przeptyw wiencowy (CF) przeliczony na masg serca (HW) przedstawia ryc. 24. W
warunkach podstawowych CF/HW byt istotnie wigkszy w grupie SHR w porownaniu do
WKY (P =0,0044), natomiast w grupie LNR byt znaczaco mniejszy zarowno wzgledem
WKY (P =0,0391), jak i SHR (P < 0,0001). W sercach wyizolowanych z serc szczurow,
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ktére otrzymywaty tempol (Procedura 3.2.2.2) CF/HW byt istotnie wigkszy w grupach
WKY (P =0,0029) i SHR (P = 0,0016), za$ w grupie LNR byt nieznamiennie mniejszy
w porownaniu do serc kontrolnych. W pierwszych 45 sekundach od zakonczenia ische-
mii CF byt istotnie ograniczony (P < 0,0001 vs wartos$ci przed ischemia): o -46,06 + 7,28
% w grupie WKY, -47,61 + 9,80 % w sercach LNR (NS vs WKY) i w mniejszym stop-
niu o -25,24 + 7,03 % w grupie SHR (P = 0,0494 vs WKY i P <0,0681, NS vs SHR). W
sercach wyizolowanych ze szczurow WKY i SHR ktore otrzymywaty tempol redukcja
CF byta w grupie SHR wigksza niz w sercach kontrolnych i wynosita w grupie WKY: -
49,37 £ 9,39 % (vs — 25,24 £ 7,03, P = 0,0462), a w grupie SHR -64,29 + 10,02% (vs -
49,37 + 9,39 %, P = 0,1378, NS). Tempol nie wptywat na ograniczenie CF po wznowie-
nie prefuzji w grupie LNR (-47,92 + 12,32 % vs -47,61 £ 9,80 %, NS).
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Ryc. 24. Przeptyw plynu perfuzyjnego przez naczynia wiencowe izolowanego serca (CF/Hw)
perfundowanego ptynem wieloelektrolitowym w uktadzie Langendorffa

Fig. 24 Coronary flow (CF/Hw) in isolated hearts perfused in the Langendorff setup with a mul-
tielectrolite fluid

W okresie 45 — 135 s reperfuzji CF wzrastat (ryc. 24), przekraczajac poziom sprzed
ischemii w sercach WKY (+18,81 + 10,35%; NS) i SHR (+41,01 £ 15,90 %, P = 0,034;
NS vs WKY) oraz osiagajac wartosci wyjsciowe w sercach LNR (-1,38 £ 9,55 %, NS; P
= 0,034 vs SHR; NS vs WKY). W sercach WKY uzyskanych od szczuré6w ktéorym po-
dawano tempol wzrost CF byt nieznacznie wigkszy (+31,41 = 14,17% vs +18,81 +
9,26%, P = 0,0575, NS) i utrzymywat si¢ dtuzej niz w sercach kontrolnych (6 min reper-
fuzji vs 90 s reperfuzji — serca WKY bez tempola). Po 20 min reperfuzji CF niemal osia-
gnat wielkos$¢ sprzed ischemii w grupie WKY (-1,46 £ 6,17%, NS), natomiast utrzymy-
wat si¢ na nieznacznie obnizonym poziomie w sercach SHR (-7,35 £ 4,70 %, NS; P =
0,0552, NS vs WKY) i LNR (-7,67 = 4,92%, NS; P = 0,0473 vs WKY). W sercach
WKY uzyskanych od szczuréw ktérym podawano tempol CF nie réznit sig w 20 min
reperfuzji od serc kontrolnych. W sercach SHR CF byt istotnie mniejszy w 20 min reper-
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fuzji w grupie, ktéra otrzymywala tempol (-15,33 £ 3,02%, vs serca kontrolne SHR: (-
7,35 £ 4,70 %; P = 0,033), natomiast w sercach LNR obserwowano nieznacznie zwigk-
szony CF (+ 9,31 + 3,55%, P = 0,0007), istotnie r6zny od obserwowanego w grupie,
ktorej nie podawano bez tempola (-7,67 + 4,92%, P = 0,0395;) i ten efekt tempola byt
istotnie rozny od obserwowanego w sercach WKY (P = 0,0374) i SHR ( P = 0,008).

Rycina 25 przedstawia maksymalne ci$nienie w lewej komorze serca izolowanego
podczas skurczu (PSP), czesto$¢ spontanicznego rytmu serca (HR) oraz produkt po-
dwojny (PRP), bedacy iloczynem PSP i HR: przed ischemia i podczas reperfuzji. Z ana-
lizy wytaczono pierwsze 180 s reperfuzji z uwagi na zaburzenia rytmu serca, ktére wy-
stgpowaty w tym okresie u wigkszosci preparatow.

W warunkach podstawowych PSP byto istotnie wyzsze w grupie SHR w poroéwna-
niu do WKY i LNR (127,15 + 6,22 mm Hg, P = 0,0016 vs WKY 104,76 £ 2,59 mm Hg,
P =0,0002 vs LNR 93,09 + 3,47 mm Hg; ryc. 25a). R6znica PSP pomigedzy WKY i LNR
nie byla istotna statystycznie. Po 3 minutach reperfuzji PSP bylo istotnie obnizone, w
najwigkszym stopniu w sercach LNR (-29,59 + 6,65%, P = 0,0044), ponad dwukrotnie
mniejszym w grupie SHR (-12,00 + 2,18%, P = 0,0015; P = 0,0189 vs LNR) i niewiel-
kim w sercach WKY (-4,40 + 1,11%, P = 0,0042; P = 0,0016 vs SHR; P = 0,0004 vs
LNR). Po 20 min reperfuzji PSP powrdcito do wartosci wyjsciowych w grupach WKY
(-0,87 £ 1,72%, vs wartosci sprzed ischemii, NS) i SHR (0,41 £ 1,37%, NS), natomiast
w sercach LNR pozostato obnizone (-9,50 £ 3,25%, P = 0,0266; P = 0,0247 vs WKY; P
= 10,0104 vs SHR). W grupach otrzymujacych tempol PSP nie réznito si¢ istotnie w wa-
runkach podstawowych od kontroli nie przyjmujacej tempola, aczkolwiek w obu gru-
pach nadci$nieniowych zaznaczyla si¢ tendencja do nizszych wartosci PSP. Podczas
reperfuzji PSP odpowiadalo warto$ciom grupy kontrolnej w sercach WKY wyizolowa-
nych od szczuréw, ktorym podawano tempol. W grupie SHR otrzymujacej tempol prak-
tycznie nie stwierdzono obnizenia PSP podczas reperfuzji (-1,42 + 1,64%, NS), a w
grupie LNR maksymalna redukcja PSP po ischemii byla o -63,25% + 15,57% mniejsza
(P = 0,0015) od obserwowanej w sercach uzyskanych od szczurow LNR, ktore nie
otrzymywaty tempola (-10,87 + 2,53%, P = 0,0052). W warunkach podstawowych w
sercach wyizolowanych od szczuréw, ktorym nie podawano tempola nie stwierdzono
istotnych réznic HR pomigdzy grupami. Zaznaczyta sig nieistotna tendencja do szybsze-
go rytmu serca w grupie LNR (P = 0,1025 vs WKY, NS). Przed ischemia we wszystkich
grupach, ktére otrzymywaly tempol HR byla wyraznie, jakkolwiek niestotnie pod
wzgledem statystycznym wolniejsza niz u ich odpowiednikéw kontrolnych (WKY: -
22,00 min"; SHR: - 19,12 min'l; LNR: - 10,04 min"; ryc. 23b). Po ischemii we wszyst-
kich grupach zanotowano zwolnienie HR, szczegdlnie w sercach LNR (-38,20 + 11,20
min"; P =0,0769,NS), w mniejszym stopniu w WKY (-14,44 + 6,93 min'l, P =0,0705,
NS) i SHR (-16,87 = 4,27 min'; P = 0,0073). W sercach wyizolowanych ze szczuréw
WKY i SHR, ktore otrzymywaty tempol redukcja HR po ischemii byla istotnie wigksza
(WKY-tempol: - 29,82 £ 9,77 min”', P = 0,0226 vs. WKY-kontrola; SHR-tempol — 31,44
+ 521 min”, P =0,0102 vs. SHR-kontrola), natomiast w sercach uzyskanych ze szczu-
row LHR, ktérym podawano tempol nie stwierdzono istotnego zwolnienia HR po
ischemii (-4,50 + 11,53 min', NS). Po 20-minutowej reperfuzji HR zblizyta si¢ do war-
tos$ci wyjsciowych we wszystkich grupach, za wyjatkiem serc SHR wyizolowanych od
szczuréw, ktorym podawano tempol (-17,06 + 5,38 min™', P = 0,0193) i w mniejszym
stopniu LNR uzyskanych od szczuréw otrzymujacych tempol -11,94 + 6,62 min™', NS).
W warunkach podstawowych PRP byt istotnie wigkszy w grupie SHR niz WKY (P =
0,0373) i LNR (P=0,0141; ryc. 25c¢).
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W sercach wyizolowanych od szczurow ktérym podawano tempol PRP byt nizszy
niz u ich odpowiednikéw kontrolnych: w grupie SHR o -12,95% (P = 0,0373), LNR o -
8,39% (P -0,0861, NS), za§ WKY zaledwie o -2,85% (NS).

a.) PSP [mm Hg]

160
140 |
S . -5 —o— WKY-C
g ; —e— WKY-T
100 —O=— SHR-C
= —e— SHR-T
80 4 —o—LNR-C
—e— | NR-T
60 |
Ischemia f ; f .
I 0 180 360 600 1200 L8]
b.) HRmin]
350
e —o— WKY-C
% 2 —e— WKYT
250 == SHR-C
e ®— SHR-T
. T
P —e— LNR-T
Ischemia ) ) ) )
0 180 360 600 1200 t[s]
c.) PRP [mm Hg/min]
35000
S
30000 |
—o— WKY-C
—e— WKY-T
—o=— SHR-C
25000 elage
—o—LNR-C
— i
20000 - LNR-T
Ischemia | ) ) )
0 180 360 600 1200 t[s]

Ryc. 25. Maksymalne ci$nienie w lewej komorze serca izolowanego podczas skurczu (PSP), czg-
sto§¢ spontanicznego rytmu serca (HR) oraz produkt podwojny (PRP = PSP HR) przed i po 30-
minutowej ischemii serca.

Fig. 25. Maximal systolic pressure in the left ventricle of the isolated heart(PSP), spontaneous
heart rate (HR), and pressure arte product (PRP = PSP-HR) before and following the 30-min.

heart ischemia.

Po 3 min od rozpoczgcia reperfuzji PRP byl obnizony: o -9,59 + 2,41 % w grupie
WKY (P =0,0042), -17,75 + 2,55 w SHR (P = 0,0005; P =0,0275 vs WKY)iw LNR o -
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-38,30 £ 9,82 % (P = 0,008; P = 0,004 vs WKY; P = 0,0493 vs SHR). W sercach SHR i
LNR uzyskanych od szczuréw, ktérym podawano tempol redukcja PRP byta mniejsza
niz u ich odpowiednikow, ktérym tempola nie podawano: w grupie SHR byt obnizony o
-14,38 + 3,81% (P = 0,0092; NS vs SHR-kontrola), zas w LNR o -12,25 + 5,95%, P =
0,0851; P = 0,0306 vs LNR-kontrola). Z kolei w sercach wyizolowanych od szczuréw
WKY otrzymujacych tempol PRP byl w 3 min reperfuzji nieistotnie mniejszy niz u ich
odpowiednikéw kontrolnych (-16,68 = 4,38 %, P = 0,0074; P = 0,1521 vs WKY-
kontrola). Po 20 min od zakonczenia ischemii jedynie w sercach SHR pochodzacych od
szczurdw, ktorym nie podawano tempola oraz w sercach wyizolowanych od szczurow
LNR, ktére otrzymywaty tempol, PRP osiagneto poziom wyjsciowy (ryc. 25¢). W pozo-
stalych grupach obliczone wartosci PRP byty nizsze: w grupie WKY bez tempola o -
4,02 £ 0,89% (P = 0,002; P = 0,0022 vs SHR), WKY otrzymujacej tempol o -3,62 + 1,74
% (P =0,0711, NS; NS vs WKY-kontrola), w grupie SHR ktorej podawano tempol o -
7,09 £2,00%, P =0,0121; P = 0,0026 vs SHR-kontrola), za§ w grupie LNR bez tempola
o -11,62 + 3,51 %, P = 0,0162; P = 0,0237 vs WKY-kontrola; P = 0,003 vs SHR-
kontrola; P =0,0121 vs LNR-tempol).

W warunkach podstawowych maksymalna szybko$¢ narastania ciSnienia w lewej
komorze podczas skurczu, +(dP/dt)max, byla istotnie wigksza w grupie SHR w porow-
naniu do WKY (2655,22 £ 111,33 mm Hg /s vs 2187,20 £ 71,03 111,33 mm Hg /s, P =
0,0014), a takze LNR wzgledem WKY (2841,25 + 117,28 mm Hg /s vs 2187,20 + 71,03
111,33 mm Hg / s, P = 0,0002; ryc. 26¢c). W grupie LNR otrzymujacej tempol
+(dP/dt)max byla istotnie nizsza niz w sercach wyizolowanych ze szczurdéw, ktéorym go
nie podawano (P = 0,0068). Po ischemii zaobserwowano znamienne obnizenie
+(dP/dt)ymax we wszystkich sercach: w grupach, ktoére nie otrzymywaty tempola o: -
80,83 + 2,55% w sercach WKY, - 61,27 + 3,16% w SHR (P = 0,0135 vs WKY) i - 82,21
+ 4,02 % w LNR (NS vs WKY). W sercach WKY i LNR wyizolowanych ze szczuréw,
ktore otrzymywaty tempol redukcja +(dP/dt)max byla mniejsza: -55,27 + 3,15% w gru-
pie WKY (P = 0,0096 vs kontrola), a w sercach LNR -60,47 + 4,95 % ( P = 0,0245 vs
LNR-kontrola), natomiast w grupie SHR byta nieistotnie wigksza. Po 20 min reperfuz;ji
we wszystkich sercach stwierdzono istotnie nizsze +(dP/dt)max niz przed ischemia: w
grupie WKY +(dP/dt)max wynosito 49,99 + 4,45% wartos$ci sprzed ischemii, w SHR -
55,95 + 3,11% (NS vs WKY), a w LNR 59,93 + 5,05% (NS vs WKY). We wszystkich
grupach, ktérym podawano tempol w 20 min reperfuzji +(dP/dt)max byto wigksze niz u
odpowiednikéw bez tempola (WKY-tempol: 77,42 + 3,08 %, vs 49,99 + 4,45% WKY
bez tempola, P = 0,00755; SHR-tempol 71,96 + 2,73, vs 55,95 + 3,11% SHR bez tempo-
la P = 0,0205; LNR-tempol 81,03 + 2,11% vs 59,93 £ 5,05% LNR bez tempola, P
=0,005 vs LNR bez tempola).

W warunkach podstawowych cis$nienie koncowo-rozkurczowe w lewej komorze
(EDP) zawierato si¢ w przedziale od 3,99 £+ 1,93 do 5,97 £ 1,03 mm Hg i nie ro6znito si¢
migdzy grupami. We wszystkich preparatach zarejestrowano dramatyczny wzrost EDP
po ischemii, po czym w trakcie dalszej 20-minutowej reperfuzji EDP obnizalo sig, nie
osiagajac poziomu wyjsciowego (ryc. 26a). Po 3 min. reperfuzji EDP bylo istotnie wigk-
sze w grupie WKY w poréwnaniu do SHR (73,56 + 6,81 mm Hg vs 49,15 + 4,18 mm
Hg, P =0,0091) i LNR (73,56 £ 6,81 mm Hg vs 58,63 = 4,55 mm Hg, P = 0,0351, NS:
LNR vs SHR), natomiast po 20 min reperfuzji byto istotnie wigksze w grupie SHR niz
WKY (31,88 £ 2,40 mm Hg vs 21,20 + 2,66 mm Hg, P = 0,0081) i LNR (31,88 + 2,40
mm Hg vs 18,97 £ 1,46 mm Hg, P = 0,0004; NS: LNR vs WKY). We wszystkich okre-
sach reperfuzji w sercach wyizolowanych ze szczuréw, ktérym podawano tempol, EDP
bylo wyraznie nizsze niz u odpowiednikow, ktore tempola nie otrzymywaty. Roznice
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migdzy poszczegdlnymi grupami nie byty co prawda istotne statystycznie, ale wystepo-
waty we wszystkich porownaniach migdzygrupowych. Po 3 min reperfuzji w grupach,
ktore otrzymywaly tempol EDP byto nizsze od ich kontroli o: -20,81% w grupie WKY
(P =0,0919; NS), - 20,12 % w SHR (P = 0,1130, NS) i 0 —19,58 % w LNR ( P =0,0698,
NS), zas po 20 minutach reperfuzji o: -21,95% w grupie WKY (P = 0,2240; NS), - 10,32
% w SHR (P =0,1736, NS) i 0—-15,25% w LNR ( P =0,1310, NS).
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Ryec. 26. Ciénienie koncowo-rozkurczowe w lewej komorze serca izolowanego (EDP), maksymal-
na szybko$¢ spadku cisnienia w lewej komorze serca podczas rozkurczu (-dP/dt),,,,, maksymalna
szybkos$¢ wzrostu ci$nienia w lewej komorze serca podczas skurczu (+dP/dt) .y,

Fig. 26. Left ventricle end-diastolic pressure (EDP), maximal velocity of the left ventricle pressure
decay in diastole (-dP/dt),... maximal velocity of the systolic left ventricle pressure development
(+dP/dt) o
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W warunkach podstawowych maksymalna szybko$§¢ spadku ci$nienia w lewej ko-
morze serca w rozkurczu -(dP/dt)max byta nieznacznie nizsza w grupach SHR i LNR w
porownaniu do WKY (SHR: 1751,23 + 55,26 mm Hg / s vs WKY: 1838,50 = 178,36
mm Hg /s, NS; LNR: 1608,50 + 114,48 mm Hg /s vs 1838,50 = 178,36 mm Hg /s, NS;
ryc. 24b). W sercach wyizolowanych ze szczurow WKY i LNR, ktore otrzymywaty
tempol, -(dP/dt)max bylo przed ischemia istotnie mniejsze niz u ich odpowiednikow,
ktore go nie otrzymywaty (WKY-tempol: -1286,95 + 108,67 mm Hg / s vs WKY-
kontrola: -1838,50 + 178,36 mm Hg / s, P = 0,0003; LNR-tempol: -1429,37 £ 61,08 mm
Hg /s vs LNR-kontrola: -1608,50 + 114,48 mm Hg / s, P = 0,0267), natomiast w obrebie
grupy SHR -(dP/dt)max byto wigksze w grupie, ktérej podawano tempol (SHR-tempol: -
1901,34 + 41,12 mm Hg / s vs WKY-kontrola: -1751,23 £ 55,26 mm Hg /s, P = 0,0365).
We wszystkich preparatach zarejestrowano znaczace zmniejszenie -(dP/dt)max po
ischemii, po czym w trakcie dalszej 20-minutowej reperfuzji -(dP/dt)max wzrastato nie
osiagajac poziomu wyjsciowego. Po 3 min reperfuzji redukcja -(dP/dt)max byla naj-
wigksza w grupie LNR (-79,57 + 6,65%), umiarkowana w sercach WKY (-51,73 +
5,05%, P =0,0012 vs LNR) i najmniejsza w grupie SHR (-37,05 + 5,89%, P < 0,0001 vs
LNR; P =0,1398, NS vs WKY), natomiast po 20 min reperfuzji réznice migdzygrupowe
uleglty zatarciu (WKY: -26,34 £+ 5,15%, SHR: -20,83 + 6,15%, LNR: -30,07 + 4,77%).
W grupie WKY otrzymujacej tempol -(dP/dt)max podczas reperfuzji bylo istotnie mniej-
sze niz w sercach wyizolowanych od szczuréw, ktérym go nie podawano i wynosito po
3 min reperfuzji: - 456,25 + 79,68 mm Hg / s (vs WKY-kontrola: - 887,53 + 125,28 mm
Hg /s, P = 0,0026), a po 20 min reperfuzji: - 900,46 + 71,17 mm Hg / s (vs WKY-
kontrola: -1354,28 + 112,07 mm Hg / s, P = 0,0023). W grupie SHR nie stwierdzono
istotnych r6éznic migdzy grupa ktérej podawano tempol i jej kontrola (po 3 min reperfu-
zji SHR-tempol: -1015,23 + 75,93 mm Hg / s vs SHR-kontrola: -1102,45 + 135,36 mm
Hg /s, NS; po 20 min reperfuzji SHR-tempol: -1505,25 + 51,36 mm Hg / s vs SHR-
kontrola: -1325,78 + 65,45 mm Hg / s, NS). W grupie LNR po 3 min reperfuzji -
(dP/dt)max bylo istotnie wigksze w grupie, ktorej podawano tempol (LNR-tempol: -
689,97 + 11,98 mm Hg / s vs LNR-kontrola: - 328,56 + 31,15 mm Hg /s, P < 0,0001),
natomiast po 20 min od zakonczenia ischemii réznic pomigdzy grupami nie stwierdzono
(LNR-tempol: -1205,17 £ 45,57 mm Hg / s vs LNR-kontrola: -1124,71 + 69,04 mm Hg
/s, NS).

4.4. Preparat izolowanych tetnic krezkowych szczura

4.4.1. WPLYW TEMPOLA NA PRZEBIEG ZALEZNOSCI MIEDZY NAPIECIEM
BODZCA ELEKTRYCZNEGO | ODPOWIEDZIA NACZYNIOKURCZACA

Cisnienie perfuzyjne (PP) przed stymulacja elektryczna wynosito: 38,25 + 2,25,
42,75 + 1,93 oraz 44,75 + 2,78 mm Hg w grupach WKY, SHR i LNR. Tendencja do
wyzszych wartosci PP w preparatach uzyskanych ze szczuro6w z nadci$nieniem tgtni-
czym (SHR, LNR) byta nieistotna pod wzgledem statystycznym (P = 0,21 SHR vs WKY
i P =0,08 LNR vs. WKY). Wszystkie preparaty poddane stymulacji elektrycznej zarea-
gowaty wzrostem PP na stymulacje elektryczna. Amplitude odpowiedzi naczyniokur-
czacych wywotanych przez stymulacje¢ elektryczna przedstawia ryc. 27 . W zakresie
bodzcow o napigciu od 15 do 30V krzywe napigcie-odpowiedz sa przesunigte w lewo w
grupach SHR i LNR w stosunku do WKY.
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Ryc. 27. Wplyw tempola na krzywe napigcie bodzca — odpowiedz naczyniokurczaca wyznaczone
przy stymulacji elektrycznej preparatu krezkowego. Sekwencje draznienia — 30 s, czgstotliwos¢ 20
Hz, czas bodzca — 3 ms.

Fig. 27. Effect of tempol on the voltage — vasoconstrictive response plots assessed from the elec-
trical stimulation of the mesenteric preparation 30 s trains, stimulation frequency — 20 Hz, stimu-
lus duration — 3 ms.

Obie grupy nadci$nieniowe charakteryzuje wigksza odpowiedz maksymalna (P,
ryc. 28a ). W porownaniu do grup WKY i1 SHR, preparaty grupy LNR wykazywaty
istotnie wigksza wrazliwo$¢ na bodzce elektryczne, o czym $wiadczy wigkszy maksy-
malny przyrost ci§nienia perfuzyjnego przypadajacy na jednostke napigcia (dP/dV)max;
ryc. 2 a), obserwowany w przedziale bodzcow 10 — 20V. Natomiast (dP/dV);g.9¢q, - Sred-
ni przyrost odpowiedzi naczyniokurczacej przypadajacy na jednostke napigcia, obliczo-
ny dla przedziatu odpowiedzi od 10 do 90% P, (ryc. 29b), nie réznicuje poszczegdl-
nych grup. Napigcie bodzca wywotujace potowe odpowiedzi maksymalnej (V50) byto
najnizsze w grupie SHR i bylo istotnie mniejsze niz w grupach WKY i LNR (P < 0,001
vs WKY i P = 0,036 vs LNR; (ryc 28b, tab.7).

Tempol nie wplynat istotnie na maksymalna odpowiedz na stymulacjg¢ elektryczna
(ryc. 28a).W preparatach pochodzacych od szczurow WKY i SHR tempol w sposob
zalezny od stgzenia spowodowat przesunigcie w prawo krzywej napigcie — odpowiedz
(ryc. 27) oraz znamienne zwigkszenie V50 (ryc. 28b, tab. 7). Natomiast w grupie LNR
wplyw wysokiego, 1-milimolowego stezenia tempola na przebieg zalezno$ci migdzy
napigciem bodzca i odpowiedzia naczyniowa byl jakosciowo odmienny: zarejestrowano
zwigkszenie przyrostu PP w odpowiedzi na bodzce w przedziale napigcia od 25 do 50V,
przy nieistotnym zwigkszeniu P,...(ryc. 27). Najwieksza szybko$§¢ przyrostu ci$nienia
perfuzyjnego przypadajacego na jednostke bodzca -(dP/dV)max), ktora okresla wrazli-
wos¢ preparatu, wystepowala w zakresie napig¢ od 10 do 20V.
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- 002 1 - 0,02 1 — 0,02 1 Tempol
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Vg, [Volt]
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[mmol/kg]
*¥* P <0,05iP<0,01 - tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Wilcoxona; f, 11t P <0,05 1
P< 0,001 - SHR lub LNR w stosunku do WKY- Mann-Whitney test: # # # - P < 0,001 - LNR w stosunku do
SHR - test Manna-Whitneya .
¥ ¥ P <(0.05 P<0.01I-tempol vs control of each group, Wilcoxon test; 1, {11 P < 0.05 and .P< 0.001 -
SHR or LNR vs WKY- Mann-Whitney test; ### P < 0.001 - LNR vs SHR — Mann-Whitney test

*
>

Ryc. 28. Wplyw tempola na maksymalna odpowiedz naczyniokurczaca na stymulacjglektryczna
(Pmax) preparatu krezkowego i na napigcie bodzca wywotujace potowe odpowiedzi maksymalnej
(Vso).

Fig. 28. Effect of tempol on maximal vasoconstrictive response to electrical stimulation (Pmax) of
the mesenteric prepation and on stimulus voltage which evokes half of the maximal reponse (V).
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Tab. 7. Napigcie bodzca elektrycznego wywotujace 50% (V50) maksymalnej odpowiedzi
naczyniokurczacej

Tab. 7. Voltage of the electrical stimulation responsible for 50% (V50) of the maximal by
vasoconstrictive response

V50 jako % kontroli WKY (WKY-C)
V50 as a percent WKY-C
Grupa WKY SHR LNR
Group
Tempol - 0,02 1 - 0,02 1 - 0,02 1
[mmol/kg]
100.0 85,0 105,2
1,21 +1,78 +1,12
0,036}
P <0,001% <0,001#
V50 jako % kontroli danej grupy
V50 as a percent of the control of each group
Grupa WKY SHR LNR
roup
Tempol - 0,02 1 - 0,02 1 - 0,02 1
[mmol/kg]
100,0 | 105,9 | 143,5 | 100,0 | 111,5] 108,5 | 100,0 | 101,5 | 101,3
+1,21 | £2,34 | +2,93 | +2,09 | +3,58 | +1,68 | +1,06 | +0,84 | +1,47
P 0,042% | 0,018* 0,035* | 0,021% NS* NS*

ANOVA z testami post hoc : * tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; ¥ SHR
lub LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA followed by post-hoc tests: * tempol vs. control of each group - Bonferroni test; 1 SHR or LNR
vs. WKY - Dunnett test; # LNR vs. SHR - F test.

We wszystkich grupach zaobserwowano obnizenie wrazliwosci preparatow krezki
na bodzce elektryczne podczas perfuzji roztworem tempola (ryc 27), przy czym zmiana
ta byta statystycznie istotna w grupie WKY jedynie przy zastosowaniu 1-milimolowego
stgzenia, w grupie SHR - obu testowanych stgzen, za§ w preparatach LNR zaznaczyta sig
jedynie nieznamienna tendencja. Z kolei przy uwzglgdnieniu (dP/dV)g.90e, -Sredniego
przyrostu PP, odnoszacego si¢ do niemal catego zakresu odpowiedzi naczyniokurczacej,
tempol zwigkszal w grupach WKY i SHR odpowiedzZ preparatu przypadajaca na jed-
nostke bodzca.
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(dP/dV),,ax [mm Hg/V]

— 0,02 1 — 0,02 1 — 0,02 1 Tempol
[mmol/kg]

5 ##
* + 1 NS NS NS

- 002 1 - 002 1 — 0,02 1 Tempol

[mmol/kg]

ANOVA z testami post hoc : *, *** P < 0,051 P < 0,001 - tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test

Bonferroniego; T, tt, 11 P <0,05, P <0,01 i P< 0,001 - SHR lub LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta;

##,### -P<0,01,P<0,001 - LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA followed by post-hoc tests: *, *** P <0.05, P <0.001 - tempol vs control of each group, Bonferroni

test; T, T 1, T117 P <0.05,.P<0.01, P <0.001 - SHR or LNR vs WKY- Dunnett test; # #, ### P<0.01,P

<0.001 - LNR vs SHR - F test.

Ryc. 29. a) Maksymalny przyrost ci$nienia perfuzyjnego ( PP) przypadajacy na jednostke przyro-
stu napigcia bodzca elektrycznego — (dP/dV)max ; b) usredniony przyrost PP przypadajacy na
jednostke przyrostu napigcia bodzca, w przedziale od 10 do 90% maksymalnej odpowiedzi naczy-
niokurczqcej — (dP/dV) 10-90%-

Fig. 29. a ) Maximal increase of perfusion pressure (PP) with respect to the unit of increment in
voltage of electrical stimulation — (dP/dV)max; b) averaged increase of PP with respect to the unit
increment of the stimulation voltage , within the range of 10 — 90 % of the maximal vasoconstric-
tive response — (dP/dV) ;9990
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4.4.2. WPLYW ELIMINACJI ANIONORODNIKA PONADTLENKOWEGO NA
PROG POBUDLIWOSCI | ODPOWIEDZI NACZYNIOKURCZACE
PREPARATOW KREZKOWYCH NA STYMULACJE ELEKTRYCZNA

4.4.21. Wplyw tempola na cisnienie perfuzyjne, napigecie czynne mie-
$nidwki naczyniowej preparatu krezkowego, odpowiedzi naczynioruchowe
na acetylocholine (ACh), nitroprusydek sodowy (SNP) i fenylefryne (PE)

W doswiadczeniach opartych na Procedurach 3.3.2.2 1 3.3.2.3 odpowiedzi naczynio-
ruchowe na acetylocholing (ACh), nitroprusydek sodowy (SNP) i papaweryng (PAP)
byty bardzo zblizone, co wynikato ze zblizonych warunkow eksperymentalnych. Dlate-
go dane liczbowe uzyskane z obu doswiadczen potaczono, a wyniki obliczen przedsta-
wiono na ryc. 30.

Cisnienie perfuzyjne (APP), napigcie czynne mig$niowki gtadkiej (AVT) oraz od-
powiedz wazorelaksacyjna na (ASNP) byly istotnie wigksze w grupach LNR i SHR w
poréwnaniu do WKY (LNR > SHR > WKY) i nie roznity sig istotnie pomig¢dzy prepara-
tami LNR i SHR. Odpowiedz wazorelaksacyjna na ACh (AACh) byla znamiennie wigk-
sza w grupie WKY w poréwnaniu do preparatow SHR i LNR, przy czym w preparatach
LNR byla w przyblizeniu dwukrotnie mniejsza niz w SHR. Stwierdzono, Ze istnieje
zalezno$¢ miedzy AVT a PP, AACh i ASNP. W warunkach podstawowych AVT wyno-
sito 8,62 + 0,48 mm Hg w grupie WKY, 10,42 + 0,50 mm Hg w grupie SHR (P = 0,022
vs WKY) i 10,90 + 0,65 mm Hg w grupie LNR (P = 0,0038 vs WKY). W grupie WKY
zaznaczyt sig slaby zwiazek migdzy AVT a PP i amplituda testowanych odpowiedzi
wazodepresyjnych na ACh i SNP, o czym $wiadcza niskie wartosci wspotczynnikow
korelacji liniowej r, o poziomie istotnosci zblizonym do przyjgtego za znamienny (tab.
8). W obu grupach nadcisnieniowych: SHR i LNR wystgpowata silna odwrotna zalez-
no$¢ miedzy AVT i ASNP, na poziomie istotnosci statystycznej mniejszym od 0,001, a
takze migdzy AVT i AACh, co szczegolnie zaznaczyto si¢ w preparatach grupy SHR.

Tempol zwigkszal odpowiedZz wazorelaksacyjna na ACh i SNP oraz obnizat PP.
Ogolny, zalezny od stezenia, ilosciowy profil modulujacego dziatania tempola byt po-
dobny w badanych grupach preparatéw (ryc. 30a-c). Tempol nasilal odpowiedz wazore-
laksacyjna na ACh (ryc. 31), w najwigkszym stopniu w grupie SHR. W preparatach
WKY istotny wplyw tempola zaznaczy! si¢ przy jego 0,1 i 1 milimolowych stgzeniach,
za$ maksymalny efekt modulujacy (zwigkszenie odpowiedzi o 12,21 + 4,35%) wystapit
w stgzeniu 0,1 milimolowym tempola. W grupie SHR znamienny wptyw tempola uwi-
docznit si¢ w szerszym zakresie stgzen, od 20 pmol/l do stgzenia 1 milimolowego, za$
maksymalny efekt, pogltgbienie odpowiedzi 0 22,90 + 5,06%, zaznaczy! si¢ przy stgzeniu
0,1 milimolowym i byt o 87,55 % wigkszy niz w grupie WKY. W grupie LNR wptyw
tempola na odpowiedz na ACh byt w poszczegolnych preparatach zrdéznicowany, o czym
swiadcza wzglednie wysokie wartosci bledu standardowego $redniej arytmetycznej
(SEM). Stad tez jedynie nasilenie odpowiedzi na ACh (22,85 + 6,88 %) przez 1-
milimolowe stezenie tempola bylo statystycznie znamienne (zwigkszenie odpowiedzi o
22,85 £ 6,88%) 1 byto o 87,14% wigksze niz w grupie WKY.
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ANOVA z testami post hoc : T, T, 11 P <0,05, P <0,01 1P <0,001 - SHR lub LNR w stosunku do WKY-
test Dunnetta; ### - P < 0,001 - LNR w stosunku do SHR - test Fishera. /

ANOVA followed by post-hoc tests: 1, 1 1, 771 P < 0.05, .P< 0.01, P < 0.001 - SHR or LNR vs WKY -
Dunnett test;; ### P <0.001 - LNR vs SHR - F test.

Ryc. 30. Cisnienie perfuzyjne (PP), napigcie czynne migsnidéwki naczyniowej (AVT) oraz odpo-
wiedzi wazorelaksacyjne na acetylocholing (Ach) i nitroprusydek sodowy (SNP) w preparatach
izolowanych t¢tnic krezkowych.

Fig. 30. Perfusion pressure (PP), active vascular tone (AVT), vasodepressive responses to acetyl-
choline (Ach),and sodium nitroprusside (SNP) in the isolated system of arterial mesenteric vessels.
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ANOVA: *, ** *¥* p<(,05,0,011 0,001 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego;
ANOVA: * ** **%* P < (05, 0,011 0,001 tempol vs control of each group, Bonferroni test;

Ryc. 31. Wplyw tempola na odpowiedz wazoreksacyjna na acetylocholing (ACh), wyrazony w
warto$ciach procentowych odpowiedzi kontrolne;j.

Fig. 31. Effect of tempol on the vasodepressive response to acetylcholine (ACh) xpressed as a
percent of the control response.
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Fig. 33. Effect of tempol on perfusion pressure (PP) expressed as a percent of the control re-
sponse.

Tab. 8. Wspolczynniki korelacji (r) miedzy napigciem czynnym naczyn preparatu krezkowego
(AVT) a cisnieniem perfuzyjnym (PP), odpowiedzia wazorelaksacyjna na acetylocho-ling (ACh)
i nitroprusydek sodowy (SNP).

Tab. 8. Correlation coefficients of the relationships between active vascular tone (AVT) of the
mesenteric preparation, perfusion pressure (PP), vasodepressive response to acetyl-choline
(ACh), and sodium nitroprusside (SNP).

Zmienne / Variables Grupa /Group
X y WKY SHR LNR
PP r 0,3830 0,4583 0,4913
= [mmHg] P (N=26) 0,0534; NS 0,0212 0,0108
l; T A ACh r - 0,4621 -0,7466 -0,5153
< E [mmHg] P (N=25 0,0177 < 0,00002 0,0071
— | ASNP r -0,3618 -0,7241 - 0,8453
[MmHgl P (N=26) 0,0693; NS < 0,00005 < 0,00001

AVT — réznica migdzy ci$nieniem perfuzyjnym (PP) przed stymulacje elektryczna a najnizszym PP
zarejestrowanym po podaniu papaweryny; A ACh, A SNP — najwigksza zmiana PP po podaniu ACh (1 pg),
lub SNP (1 pg); r — wspoétezynnik korelacji Pearsona; P — poziom istotnoseir .

AVT — difference between perfusion pressure (PP) prior to the electrical stimulation and the lowest PP
recorded after papaverine administration; 4 ACh, 4 SNP — maximal change of PP after ACh, or SNP
administration; r — Pearson linear correlation coefficient; P — significance level of r.

We wszystkich grupach tempol poglgbial odpowiedz wazorelaksacyjna na SNP w
sposob proporcjonalny do logarytmu jego stezenia (ryc. 32). W grupie WKY znamienny
wplyw tempola zaznaczyt si¢ jedynie w przy stezeniu tempola 1-milimolowym, w grupie
LNR - 0,1 i 1-milimolowym, za§ w preparatach SHR w zakresie stgzen od 20u- do 1-
milimolowego. W poréwnaniu do grupy WKY, w ktérej maksymalny efekt tempola
oznaczat zwigkszenie odpowiedzi o 15,91 + 3,50% w stosunku do kontroli, w prepara-
tach SHR i LNR maksymalne dziatanie bylo nieznamiennie wigksze (SHR: +22,79 +
6,88%; LNR: +17,35 £ 4,63%).

W preparatach krezki wyizolowanych ze szczurow WKY i LNR tempol obnizat PP
W sposob statystycznie znamienny jedynie w stgzeniu 1-milimolowym (obnizenie PP o
6,52 +3,15% 1 6,46 + 1,40; ryc. 33). Natomiast w grupie SHR umiarkowany, lecz staty-
stycznie istotny wplyw tempola zaznaczyl si¢ w calym testowanym przedziale stgzen
(0,005 — 1 mmol/l), zas§ maksymalny efekt — obnizenie PP 0 9,43 + 2,88 % odpowiedzi
wyjsciowej, wystegpowal przy stezeniu 100-pmolowym.

Wszystkie preparaty krezki zareagowaty wzrostem PP na fenylefryng (PE). Odpo-
wiedzi naczyniokurczace na obie testowane dawki PE: 0,1 i 0,2 ng byly istotnie wigksze
w grupie SHR w stosunku do WKY (o0 62,50 i 55,82%; dawki PE — 0,1 1 0,2 ng), takze w
preparatach LNR w stosunku do WKY (o 38,02 1 35,99%; dawki PE — 0,1 i 0,2 ng), przy
czym przyrosty PP pod wptywem PE byly znamiennie wigksze w grupie SHR w porow-
naniu do LNR (ryc. 34).



4. Wyniki 101

[mmHg]
40

WKY SHR LNR

35

30

25

20

15 1

FE
Ly

BEALE
Hanan:

HEEEE
BaL:

R
s
s

Tempol

NN
Qe [mmol/kg]

© & 9 © Q@
PO o NI NN
N o® © N

ANOVA: *, ** *¥* P <(,05,0,011 0,001 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; #
P < 0,05 LNR w stosunku do SHR; {1, 1 P < 0,01 i <0,001 - SHR lub LNR w stosunku do WKY- test
Dunnetta; # - P <0,05 - LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA: * *% *%% P < (05 0,01i 0,001 tempol vs control of each group, Bonferroni test; # P < 0.05 LNR
vs SHR; 1, 1 1, 111 P < 0.05, .P<0.01, P < 0.001 - SHR or LNR vs WKY - Dunnett test; # - P < 0,05 — LNR
vs SHR —F test.

Ryc. 34. Wplyw tempola na odpowiedzi naczyniokurczace na fenylefryng (PE)

Fig. 34. Effect of tempol on the vasoconstrictive responses to phenylephrine (PE)

W preparatach WKY tempol jedynie w stgzeniu 20-umolowym zmniejszyt odpo-
wiedz naczyniokurczaca na obie dawki PE (-13,55% i -12,47%; dawki PE — 0,1 i 0,2
ng), w stgzeniu nizszym (5-umol/l) i wyzszych (0,1 i Immol/l) praktycznie nie wywieral
wplywu. Poczawszy od stgzenia 20-pmolowego tempola w grupie LNR zaznaczyta sig¢
tendencja do hamowania przez tempol odpowiedzi na PE, ale dopiero efekt
I-milimolowego st¢zenia tempola byt statystycznie znamienny (-0,38% i -9,07%; dawki
PE - 0,1 10,2 ng). W preparatach SHR tempol istotnie ograniczal odpowiedz naczynio-
kurczaca na PE w przedziale stezen od 20pmol/l do 1 mmol/l, a maksymalny efekt ha-
mowania wystapit przy stezeniu 100-pumolowym (-22,41% i -23,09%; dawki PE: 0,1 i
0,2 ng).

4.4.2.2. Wplyw tempola na prog pobudliwosci preparatéw tetnic krezko-
wych na stymulacje elektryczna

Prog pobudliwosci preparatow krezkowych na stymulacjg elektryczna byl istotnie
nizszy w grupie SHR w porownaniu do WKY (-18,51%, P = 0,004) i nieznamiennie
nizszy od w grupie LNR w stosunku do (-10,86%; P = 0,2212; ryc. 35). Tempol istotnie
zwigkszyl prog pobudliwosci w grupie WKY, w stezeniach 0,1 i I-milimolowym (mak-
symalnie o 35,96%; P = 0,012) i w grupie SHR, w przedziale stezen 0,02 — 1 mmol/l
(maksymalnie o 34,45%; P = 0,026), natomiast jego wplyw w preparatach LNR byt
statystycznie pomijalny. Zwraca uwage obserwacja, ze grupie LNR 1-milimolowe stgze-
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nia tempola przyczynito si¢ do nieistotnego obnizenia progu pobudliwosci, o -12,81% do
wartosci 2,27 = 0,12 V, najnizszej w przebiegu do§wiadczenia.

WKY SHR LNR

Prog pobudliwosci
Threshold [V]

Ve

6 4 N N ;o NN ;o QNN
RN . Q° O NG A
[mmol/kg] ¥ O = o O NN ©

0
Tempol:

ANOVA: *, *¥* P <(,051<0,01 - tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; f, T,
T+ P <0,05,<0,01 i<0,001 - SHR lub LNR w stosunku do odpowiadajacego WKY- test t-Studenta,
ANOVA: * ** P <0.05, P < 0.0] - tempol vs control of each group, Bonferroni test; 1, 11, 117 P < 0.05,
.P<0.01, P<0.001 - SHR or LNR vs respective WKY-t test.

Ryc. 35. Wplyw tempola na prog pobudliwosci izolowanych tgtnic krezkowych na stymulacje

elektryczna.
Fig. 35. Effect of tempol on threshold of the isolated mesenteric arteries to electrical stimulation.

Analogicznie, w grupach WKY i SHR prog pobudliwosci przy zastosowaniu 1-
milimolowego stgzenia tempola byt istotnie nizszy od obserwowanego przy stgzeniu o
rzad nizszym (-17,63% —WKY; -16,57% — SHR; tempol 1 mmol/l vs 0,1 mmol/l). W
poszczegdlnych grupach do$wiadczalnych nie wykazano istotniego zwiazku migdzy
progiem pobudliwosci na stymulacje elektryczna a: odpowiedzia wazorelaksacyjna na
ACh (WKY: r=0,0399, NS; SHR: r =0,0985, NS; LNR: r = 0,4282, NS), odpowiedzia
wazorelaksacyjna na SNP (WKY: r = 0,0995, NS; SHR: r = 0,1263, NS; LNR: r =
0,1052, NS), napigciem czynnym migsniowki naczyniowej (AVT; WKY: r = 0,5434,
NS; SHR: r = 0,1493, NS; LNR: r = 0,2334, NS). W preparatach WKY i SHR podwyz-
szenie przez tempol progu pobudliwosci na stymulacje elektryczng (A prog pobudliwo-
$ci) byto odwrotnie proporcjonalne od odpowiedzi wazorelaksacyjnej na ACh, szczegol-
nie przy 0,1-milimolowym stezeniu tempola (WKY: r = -0,8534; P = 0,031; SHR: r = -
0,8703, P = 0,024), zas w grupie LNR znaczacej korelacji nie stwierdzono (najwigksza
warto$¢ r = 0,4656, P = 0,356, NS, tempol 0,1 mmol/l). Nie wykazano istotnego zwiazku
migdzy AVT i odpowiedzia wazorelaksacyjna na SNP a modulujacym wpltywem tempo-
la na prog pobudliwosci stymulacji elektrycznej, o czym $wiadcza niskie warto$ci
wspoteczynnikéw korelacji (r < 10,651; P > 0,15).
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4.4.2.3. Wplyw tempola na charakterystyke odpowiedzi naczyniokurcza-
cych na stymulacje elektryczng

Rycina 36 przedstawia krzywe napigcie — reakcja naczyniokurczaca dla zakresu

bodzcow zastosowanych w Procedurze 3.3.2.3. (3 -20V).

140
[mmHg]

100

--SHR
60 +LNR
40
20
0 : ‘

15 20
Napiecie / Voltage [V]

Ryc. 36. Porownanie krzywych: napigcie bodzca — odpowiedz naczyniokurczaca wyznaczonych
przy stymulacji elektrycznej preparatu krezkowego. Sekwencje draznienia — 30s, czgstotliwos¢ 10
Hz, czas bodzca — 4 ms.

Fig. 36. Comparison of the voltage — vasoconstrictive response plots assessed from the electrical
stimulation of the mesenteric preparation. 30 s trains, stimulation frequency — 10 Hz, stimulus
duration — 4 ms.

W stosunku do krzywej grupy WKY, krzywa w grupie SHR jest istotnie przesunigta
w lewo w calym zakresie bodzcow, za§ grupy LNR w prawo, w zakresie napie¢ od 5 do
lokoto 17 V (ryc. 36, tab. 9). W preparatach LNR odpowiedz naczyniokurczaca na
bodzce o napigciu 20V jest znamiennie wigksza od wywotanej w grupie SHR i WKY.
Preparaty wyizolowane ze szczuréw nadcisnieniowych: SHR i LNR wykazaty istotnie
wigksza odpowiedZz na najstabszy ze stosowanych bodzcéw, o napieciu 3V (SHR:
+92,8%, LNR: +37,07% wzgledem WKY tab. 10).

Przebieg w czasie odpowiedzi naczyniokurczacych na poszczegolne serie bodzcow
elektrycznych zestawiono zbiorczo na ryc. 37. Niezaleznie od napigcia bodzca w gru-
pach WKY i SHR tempol wyraznie wydtuzat czas powrotu PP do wartosci wyjsciowych.

W grupie WKY w przedziale napig¢ od 5 do 20V, a w grupie SHR w zakresie od 3
do 15V tempol istotnie zmniejszat amplitudg odpowiedzi naczyniokurczacej. Ogranicze-
nie tej odpowiedzi miato charakter marginalny, przy najwyzszym z zastosowanych stg-
zef tempola — 1-milimolowym: w grupie WKY przy reakcji na bodziec 20V, zas§ w SHR
takze na 10 1 15V (ryc. 38; tab.10). W preparatach LNR tempol w stezeniu 0,02 i 0,1
mmol/l nieznacznie, cho¢ w sposdb znamienny statystycznie zmniejszat amplitude od-
powiedzi na seri¢ bodzcdéw 8-woltowych, nie wptywajac na pozostate reakcje naczynio-
kurczace wywotywane przez bodzce o napigciu 3, 51 10V. Zwraca uwagg fakt istotnego
nasilenia przez 0,1 i l-milimolowe st¢zenie tempola odpowiedzi naczyniokurczacej
indukowanej przez stymulacj¢ o napigciu 15 V oraz przez 5 i 20-pmolowe stgzenia tem-
pola reakcji wywotanej przez 20-woltowe napigcie bodzca.
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Tab. 9. Poréwnanie odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacje elektryczng uktadu
izolowanych tetnic krezkowych perfundowanego ze stata szybkoscia.

Tab. 9. Comparison of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation of the isolated
system of mesenteric arteries perfused at a constant flow

Napiecie WKY SHR LNR
Voltage [V] [mm Hg] [mm Hg] [mm Hg]
3 3,75 £0,47 7,23 +0,56 5,14 +0,38
- _ _ P=0,039t
N=16 N=13 P<0,001+ | N=14 P=0.004#
10,56 +0,72| 17,00 *1,42 8,79 +£0,49
5 _ _ _ P=0,0491
N=16 N=13 P<0,001+ | N=14 P<0.001#
28,13 +1,32| 35,85 £2,18 19,21 £1,12
8 _ _ _ _ P=0,0021t
N=16 N=13 P=0,0021 | N=14 P<0.001#
49,94 +1,78| 61,92 +2,60 35,21 +2,12
10 _ _ _ P<0,001
N=16 N=13 P<0,0011 | N=14 P<0,001#
89,63 +2,25| 96,08 £3,15 83,21 +2,96
15 _ _ _ NS
N=16 N=13 NS t N=14 P=0,003#
107,00 +2,75(114,92 +3,76 123,21 +3,19
20 _ _ N P<0,0011
N=16 N=13 NS t N=14 NS #

ANOVA: { SHR lub LNR w stosunku do WKY, test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR, test Fishera.
ANOVA: +SHR or LNR vs WKY - Dunnett test; # LNR vs SHR - F test.
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Ryc. 38. Amplituda odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacjg elektryczna.
Fig. 38. Amplitude of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation.



106

Tomasz H. Wierzba

Tab. 10. Wptyw tempola na odpowiedzi naczyniokurczace na stymulacjg elektryczna.

Tab. 10. Effect of tempol on the vasoconstrictive responses to electrical stimulation.

Napiecie | Tempol WKY SHR LNR
Voltage [V] [mMI/kg] | [% kontroli; %control] [ [% kontroli; %control] || [% kontroli; %control]
0.005 -26,56 +9,18 -19,17 +5,73 -2,38 +4,971#
’ N=8 NS N=6 P=0.019 N=7 NS
0.02 -5,79 +6,17 -13,07 + 3,827 -7,38 +3,95#
3 ’ N=8 NS N=6 P=0.017 N=7 NS
0.1 -5,90 +2,52 -10,96 =+ 3,627 -5,35 +3,48#
’ N=8 NS N=6 P=0.019 N=7 NS
1 -5,33 +2,47 -4,55 +2,60 -3,97 +£2,23
N=8 NS N=6 NS N=7 NS
0.005 -2,75 +0,86 -6,23 +2,92} -1,88 +1,70#
’ N=8 P=0.014 N=6 NS N=7 NS
0.02 -3,65 +1,05 -5,73 +1,17 -1,67 +0,91#
5 ’ N=8 P=0.006 N=6 P=0.002 | N=7 NS
0.1 -48,44 +10,56 -39,08 +5,90 12,99 =+ 5,567#
’ N=8 P=0.025 N=7 P=0.003 N=7 NS
1 -22,41 +7,35 -19,57 +5,72 1,39 +6,707#
N=8 P=0.018 N=7 P=0.005 N=7 NS
0.005 -19,32 +4,91 -16,53 +1,82 -3,59 +3,321#
’ N=8 P=0.003 N=7 P<0.001 N=7 NS
0.02 -8,68 + 3,30 -10,20 +2,90 -6,51 +2,30
8 ’ N=8 P=0.025 N=7 P=0.014 N=7 P=0.018
0.1 -7,59 +1,98 -9,37 +3,00 7,22 £1,72
’ N=8 P=0.005 N=7 P=0.022 N=7 P=0.004
1 -7,57 +1,23 -5,95 +2,29 -2,55 £1,171#
N=8 P<0.001 N=7 P=0.044 N=7 NS
0.005 -34,52 +8,42 -29,64 +4,34 8,23 +5,59t#
’ N=8 P=0.011 N=7 P=0.05 N=8 NS
0.02 -19,02 +4,75 -22,70 +3,55 0,35 +3,271#
10 ’ N=8 P=0.009 N=7 P=0.007 N=8 NS
0.1 -14,98 +4,14 -14,51 +6,04 -3,12 + 3,581#
’ N=8 P=0.009 N=7 P=0.049 N=8 NS
1 -12,86 +2,80 -8,00 +4,79% -6,31 + 3,16}
N=8 P=0.0012 [ N=7 NS N=8 NS
0.005 -10,97 +1,70 -8,54 +4,37 -0,67 +1,221#
’ N=8 P<0.001 N=7 NS N=8 NS
0.02 -11,12 2,14 -4,03 +1,32} 0,49 +1,071#
15 ’ N=8 P=0.0014 [ N=7 P=0.0183 | N=8 NS
0.1 -30,06 * 15,86 -42,35 +8,38 37,22 +8,24
’ N=8 NS N=6 P=0.0051 | N=6 P=0.019
1 -27,23 +7,29 -10,30 * 10,24} 27,78 +4,681#
N=8 P=0.007 N=6 NS N=6 P=0.007
0.005 -7,71 +6,45 -5,82 +10,86 18,04 +4,881#
’ N=8 P=0.05 N=6 NS N=6 P=0.032
0.02 -9,28 +2,98 -4,59 +7,34 14,88 +2,51#
20 ’ N=8 P=0.021 N=6 NS N=6 P=0.009
0.1 -6,21 +2,63 -3,11 £5,14 4,91 +3,401#
’ N=8 P=0.044 N=6 NS N=6 NS
1 -2,96 +2,75 -1,05 +1,96 2,80 +1,181#
N=8 NS N=6 NS N=6 NS

ANOVA:- P — poziom istotnosci roznic: tempol wzgledem kontroli dla danego napigcia; test Bonferroniego

ANOVA: P — significance level: tempol vs control of each voltage; Bonferroni test

7 - P<0,05 SHR, LNR vs. WKY - Dunnett test; # P<0,05 LNR vs. SHR - F-test
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Pole powierzchni odpowiedzi naczyniokurczacej w czasie (TA) na stymulacje elek-
tryczna wzrasta proporcjonalnie ze wzrostem napigcia bodzca (tab. 11). W poréwnaniu
do preparatow WKY, TA jest istotnie wigksze w grupie SHR w przedziale napig¢ od 3
do 10 V i LNR w zakresie bodzcow 315 V. TA wyznaczona dla odpowiedzi na stymu-
lacjg elektryczna 10 i 15 V byta istotnie mniejsza w grupie LNR w stosunku do WKY.
Zestawienie zbiorcze pdl powierzchni odpowiedzi naczyniokurczacych w czasie na
stymulacjg elektryczna (TA) przedstawiono na ryc. 39. Wplyw tempola na TA jest zroz-
nicowany i zalezny od jego st¢zenia, napigcia bodzca 1 testowanej grupy (tab.12). Tem-
pol zmniejsza TA w preparatach grupy WKY stymulowanych seria bodZzcéw o napigciu
5 V (stezenie tempola 0,02 i 0,1 mmol/l), w grupie SHR — bodzcami 8 V (0,005 i 0,2
mmol/l), za§ LNR — bodzcami w przedziale 5 do 10 V (5 V — 1 mmol/l; 8V — 0,005
mmol/l; 10 V —od 0,02 do 1 mmol/l). Tempol istotnie zwigksza TA w preparatach WKY
pobudzanych bodzcami o napigciu 10 — 20 V (10 V — stezenia: 0,02 — 1 mmol/l; 15 V:
stezenia 0,1 i 1 mmol/l, 20 V — w calym zakresie stosowanych stezen), a takze w prepa-
ratach SHR i LNR stymulowanych bodzcami o napigciu 15 1 20 V (SHR: 0,02 — 1
mmol/l; LNR: 15V —0,1 do 1 mmol/l, 20V — 0,005 do 0,2 mmol/l).
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0 — czas rozpoczgeia 30-sekundowej stymulacji elektrycznej ti— czas zakonczenia odpowiedzi naczyniokurcza-
cej, PP — cisnienie perfuzyjne / 0 —initation of 30-s electrical stimulation, t;— final time of the vasoconstrictive
response; PP — perfusion pressure

Ryc. 39. Pole odpowiedzi naczyniokurczacych (TA) na stymulacjg elektryczna
Fig. 39. Total area (TA) of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation

Zestawienie zbiorcze pol powierzchni narastania w czasie odpowiedzi naczyniokur-
czacych na stymulacjg elektryczna (IncrA) przedstawiono na ryc. 40. W catym zakresie
zastosowanych bodzcow elektrycznych, od 3 do 20 V, pole narastania odpowiedzi na-
czyniokurczacej (IncrA), wyodrgbnione z TA, bylo znamiennie wigksze w grupie SHR
w porownaniu do WKY (tab. 13). Preparaty LNR rozwijaty IncrA wigksze niz WKY
przy stymulacji bodzcami elektrycznymi o napigciach 3 i 20 V. Tempol zmniejszat
IncrA w szerokim zakresie stosowanych stgzen zarowno w grupie SHR, jak tez WKY,
przy czym w preparatach SHR efekt ten wystapit w pelnym zakresie testowanych stgzen
1 odnosit si¢ do pelnego przedziatu zastosowanych bodzcow elektrycznych (tab 13).
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Tab. 11. Poréwnanie catkowitych pdl odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacje
elektryczna uktadu izolowanych t¢tnic krezkowych perfundowanego ze stata szybkoscia.

Tab. 11. Comparison of the total area of the vasoconstrictive responses to electrical
stimulation of the isolated mesenteric arteries perfused at a constant flow.

. SHR LNR
cal'f[’ Ny [mn‘:"k'fY* 5] | %WKY dia danego V| [%WKY dia danego V]
oltage [V] 9 [%WKY at a given V] | [%WKY at a given V]

s 33,9 £31 | 2320 +4,2 197,9 +3,9
_ _ _., P<0,0001t
N=16 N=13  P<0,0001t [|N=14 [ 30R)

112,3 £9,6 | 1432 +4,3 11,9 229
5 _ _ _ _ P=0,0205t
N=16 N=13  P=0,0004t [|N=14 Z30e0L

3422 +18,6| 1286 +4,7 101,7 +4,1

8 N=16 N=13  P=0,0004t |N=14 NST

' P=0,0012#

7605 +29,2| 1385 +28 80,0 +4,2
10 _ _ _ P=0,00361
N=16 N=13  P<0,0001t [|N=14 Zho0sEl

1966,0 +64,2] 1052 +2,1 83,7 +2,1
15 _ _ _ P<0,0001t
N=16 N=13 NSt N=14 530 0001

23930 +87,1| 1039 +1,8 11,7 1,8
20 _ _ _ P=0,0042t

N=16 N=13 NSt N=14  \oi

ANOVA z testami post hoc : * tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; ¥ SHR
lub LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA followed by post-hoc tests: * tempol vs. control of each group - Bonferroni test; + SHR or LNR
vs. WKY - Dunnett test; # LNR vs. SHR - F test.
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Ryc. 40. Pole narastania odpowiedzi naczyniokurczacych (DevA) na stymulacjg elektryczna.
Fig. 40. Area of development of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation.
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Tab. 12. Wplyw tempola na catkowite pole odpowiedzi naczyniowej na stymulacjg elektryczna.
Tab. 12. Effect of tempol on total area of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation.

Napiecie Tempol WKY SHR LNR
Voltage [V] | [mmol/kg] | [% kontroli; %control] | [% kontroli; %control] || [% kontroli; %control]
0.005 -34,81 +10,97 -7,65 +3,771 -5,63 +5,177
’ N=8 0,0157 N=6 NS N=7 NS
0.02 -5,32 +7,03 -3,40 +5,41 -7,08 +1,80
3 ’ N=8 NS N=6 NS N=7 P=0,0076
0.1 419 2,37 -5,08 + 2,40t -3,63 +2,12%
’ N=8 NS N=6 NS N=7 NS
1 14,90 £2,55 -1,92 +0,91% 2,65 *2,647
N=8 P=0,0006 N=6 NS N=7 NS
0.005 -3,14 +1,46 2,48 +1,15 -3,55 +1,28
’ N=8 NS N=6 NS N=7 P=0,0324
0.02 -11,24 +0,99 -2,83 +1,92% 0,30 *1,74%
5 ’ N=8 P<0,0001 N=6 NS N=7 NS
0.1 -51,19 +15,10 -26,87 * 4,567 -0,29 =+ 8,607#
’ N=8 P=0,0006 N=7 P=0,0020 N=7 NS
1 -1,55 +8,11 -2,35 +5,55 -9,77 + 3,92%#
N=8 NS N=7 NS N=7 P=0,0468
0.005 8,79 + 3,61 -8,03 +1,75 -6,69 +2,59
’ N=8 P=0,0448 N=7 P=0,0038 N=7 P=0,0414
0.02 14,62 £4,12 -8,48 + 1,24} -3,03 +2,52%
8 ’ N=8 P=0,0095 N=7 N=7 NS
0.1 5,43 +2,57 -2,36 + 1,497 -4,39 + 1,877
’ N=8 NS N=7 NS N=7 NS
1 -2,27 +0,90 2,41 +1,28% -3,06 +2,39%
N=8 P=0,0398 N=7 NS N=7 NS
0.005 -23,55 * 16,96 -8,08 + 3,08+ 2,56 +*2,247#
’ N=8 NS N=7 P=0,0005 N=8 NS
0.02 20,52 +5,34 3,32 +1,50% -4,42 +1,271#
10 ’ N=8 P=0,0063 N=7 NS N=8 P=0,0133
0.1 32,43 +7,01 -0,44 + 3,25% -7,35 +1,91%
’ N=8 P=0,0024 N=7 NS N=8 P=0,0086
1 24,92 +4,24 -1,45 1,17+ -4,64 *1,44%
N=8 P=0,0006 N=7 NS N=8 P=0,0180
3,41 +3,57 4,54 + 328 0,17 0,76
0,005 N=8 NS N=7 NS N=8 NS
0.02 -0,50 +4,44 8,92 +1,31F 1,16 * 1,59#
15 ’ N=8 NS N=7 P=0,0005 N=8 NS
0.1 -17,10 + 21,53 -22,06 4,31 41,02 +10,511#
’ N=8 NS N=6 P=0,0022 N=8 P=0,0080
1 21,44 +11,34 4439 *11,33 31,92 +6,27
N=8 NS N=7 P=0,0078 N=8 P=0,0014
0.005 65,68 + 12,35 17,95 + 8,02} 28,13 + 3,331
’ N=8 P=0,0011 N=7 NS N=8 P=0,0001
0.02 42,18 6,75 5,73 + 3,677 13,71 1 2,267#
20 ’ N=8 P=0,0004 N=7 NS N=8 P=0,0005
0.1 12,78 £5,07 11,29 +3,72 11,81 £1,89
’ N=8 P=0,0398 N=7 P=0,0228 N=8 P=0,0004
1 14,38 +4,88 18,30 2,02 7,15 +2,461#
N=8 P=0,0214 N=7 P=0,0001 N=8 P=0,0227

ANOVA:- P — poziom istotnosci roznic: tempol wzgledem kontroli dla danego napigcia; test Bonferroniego
ANOVA: P - significance level: tempol vs control of each voltage; Bonferroni test
T - P<0,05 SHR, LNR vs WKY - Dunnett test; # P<0,05 LNR vs SHR - F-test
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Tab. 13. Poréwnanie pol narastania odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacje
elektryczna uktadu izolowanych t¢tnic krezkowych perfundowanego ze stata szybkoscia.

Tab. 13. Comparison of the area of development of the vasoconstrictive responses to
electrical stimulation of the isolated system of mesenteric arteries perfused at a constant

flow.
L SHR LNR
V’i?t';'ee"ifll [mn‘:":fY* q [%WKY dla danego V] | [%WKY dla danego V]
9 9 [%WKY ata given V] | [%WKY ata given V]
12,21 + 0,66 46,43 + 2,48 32,12+ 1,86
3 N=16 N=13 P<0,00017 N=14 P<0,00017
P=0,0001#
54,56 +4,33 103,3+5,18 59,28 + 2,07
5 N=16 N=13 P<0,00017 N=14 NSt
P<0,0001#
188,70 + 9,35 325,52 + 15,76 198,93 + 9,82
8 N=16 N=13 P<0,00017 N=14 NSt
P<0,0001#
427,70 + 13,36 836,93 + 20,25 366,90 + 14,06
10 N=16 N=13 P<0,00011 N=14 P=0,0083t1
P<0,0001#
1199,01 + 23,60 1733,05 + 34,23 1172,25 + 25,07
15 N=16 N=13 P<0,00011 N=14 NSt
P<0,0001#
1583,00 + 30,26 2106,04 + 31,46 1996,99 + 31,37
20 N=16 N=13 P<0,00017 N=14 P<0,00017
P=0,0208#

ANOVA z testami post hoc : * tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; ¥ SHR
lub LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA followed by post-hoc tests: * tempol vs control of each group - Bonferroni test; 1 SHR or LNR
vs WKY - Dunnett test; # LNR vs SHR - F test.

Z kolei w grupie LNR stwierdzono zwigkszenie IncrA pod wptywem tempola w odpo-
wiedziach na stymulacje elektryczna o napigciu 15120 V.

Pole zaniku odpowiedzi naczyniokurczacej na stymulacj¢ elektryczna (DecA) byto
proporcjonalne do zastosowanych napig¢ (ryc. 41, tab. 14) W zakresie napig¢ bodzcow
elektrycznych od 8 do 20 V, w grupie SHR i od 10 do 20 V w preparatach LNR, DecA
bylo znamiennie mniejsze niz u ich odpowiednikéw normotensyjnych — WKY (ryc. 41,
tab. 14), przy czym DecA w grupie SHR bylo znaczaco mniejsze od LNR. Przy stymu-
lacji bodzcami stabszym: 3 V w grupie SHR oraz 3 1 5 V w grupie LNR, DecA bylo w
tych grupach istotnie wigksze niz w preparatach WKY. Tempol w calym zakresie zasto-
sowanych stezen, od 0,005 do 1-milimolowego istotnie zwigkszat DecA w grupach
WKY i SHR , przy stymulacji bodZzcami o napigciu od 8 do 20 V, a w stezeniu 1 mmol/l
zwigkszat takze DecA na 3 1 5 V (tab. 15). Przy wyrazeniu zmiany pola odpowiedzi w
warto$ciach procentowych, odnoszacych si¢ do kontroli danej grupy, zwigkszenie DecA
w zakresie bodzcow od 8 do 20V bylo w obu grupach ponad trzykrotnie wigksze niz
réwnoczesne ograniczenie IncrA. W grupie LNR tempol (stgzenia 0,02 — 1 mmol/l)
zwigkszal DecA jedynie w przypadku stymulacji bodZcami o napigciu 20V.
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Tab. 14. Wplyw tempola na pole narastania odpowiedzi naczyniokurczacej na stymulacjg
elektryczna.

Tab. 14. Effect of tempol on the area of development of the vasoconstrictive responses to
electrical stimulation.

Napiecie | Tempol WKY SHR LNR
Voltage [mmol/kg] | [% kontroli; %control] | [% kontroli; %control] | [% kontroli; %control]
0.005 | 4729 +898 18,31 +5,15¢ 357 +7,181
’ N=8 P=0.0012 N=6 P=0.0163 N=7 NS
0.02 5,78 + 5,64 9,60 + 5,14 0,27 +3,551#
3 ’ N=8 NS N=6 NS N=7 NS
0.1 10,40 +2.76 9,98 + 1,841 2,79 +3,97f
i N=8 P=0.0070 N=6 P=0.0029 N=7 NS
1 17,28 +3,02 -5,63 + 0,69t 0,83 +241%
N=8 P=0.0007 N=6 P=0.0004 N=7 NS
0005 | 478 +158 -4,87 +0,73 0,44 +1,72#
’ N=8 P=0.0193 N=6 P=0.0012 N=7 NS
0.02 8,04 1,54 350 + 1,831 0,23 +1,581
5 ’ N=8 __ P=0.0012 |N=6 NS N=7 NS
0.1 -60,83 + 12,04 -39,94 +5,351 490 *9,47t#
i N=8 P=0.0015 N=7 P=0.0003 N=7 NS
1 24,84 +764 14,76 +3.64 1,90 +4,761#
N=8 P=0.0140 N=7 P=0.0067 [ N=7 NS
0005 | 591 +534 -20,01 + 1,601 219 +2481#
’ N=8 NS N=7 P<0.0001 N=7 NS
0.02 3,60 + 381 15,54 + 1,031 1,46+ 3,56%#
8 ’ N=8 NS N=7 P<0.0001 N=7 NS
01 12,01 +259 12,64 +1,38 0,57 +1,60T#
i N=8 P=0.0024 N=7 P=0.0001 N=7 NS
1 -15,71 +0,80 -10,60 +0,88 0,73 +£2,57t#
N=8 P<0.0001 N=7 P<0.0001 N=7 NS
0.005 | 5506 +9,73 -38,03 + 2,95t 26,28 +4,80t#
’ N=8 P=0.0008 N=7 P<0.0001 N=8 P=0.0009
0.02 -28,03 + 3,83 -16,00 + 1,861 7,05 +1,96t#
10 ’ N=8 P=0.0002 N=7 P=0.0001 N=8 P=0.0087
0.1 1,27 +452 -22,32 +3,75t 2,75 +2,64#
i N=8 NS N=7 P=0.0010 N=8 NS
1 4,02 +3,08 17,18 + 1,181 0,81 +1,00#
N=8 NS N=7 P<0.0001 N=8 NS
0.005 | 2313 +1,14 1570 +2,78 0,08 +0,321#
’ N=8 P<0.0001 N=7 P=0.0013 N=8 NS
0.02 -31,17 +1,56 -13,41 +£0,87t 1,05 =1,15t#
15 ’ N=8 P<0.0001 N=7 P<0.0001 N=8 NS
0.1 -46,61 + 13,81 -42,80 +5,02 65,51 +7,20#
i N=8 P=0.0118 N=6 P=0.0004 N=8 P<0.0001
1 -32,35 +4,80 -3,50 + 7,54t 52,47 +4,141#
N=8 P=0.0003 N=7 NS N=8 P<0.0001
0.005 513 +8,38 17,75 +6,71t 39,92 +0,71t#
’ N=8 NS N=7 P=0.0456 N=8 P=0.0001
0.02 -2,19 +5,05 -14,28 + 2,851 12,01 +0,82t#
20 ’ N=8 NS N=7 P=0.0041 N=8 P=0.0038
0.1 -27,49 +2,29 -13,40 +2,34t1 4,54 *0,911#
’ N=8 P<0,0001 N=7 P=0,0023 | N=8 P=0,0487
p 30,27 +1.84 12,76 + 0,691 4,73 +0,91t#
N=8 P<0.0001 N=7 P<0.0001 N=8 P=0,0423

ANOVA:- P — poziom istotnosci roznic: tempol wzgledem kontroli dla danego napigcia; test Bonferroniego
ANOVA: P - significance level: tempol vs control of each voltage; Bonferroni test
T - P<0,05 SHR, LNR vs WKY - Dunnett test; # P<0,05 LNR vs SHR - F-test
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Ryc. 41. Pole zaniku odpowiedzi naczyniokurczacych (DecA) na stymulacjg elektryczna
Fig. 41. Area of decay (DecA) of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation

Tab. 15. Poréwnanie pol zaniku odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacjg¢ elektryczna
uktadu izolowanych tetnic krezkowych perfundowanego ze stala szybkoscia.

Tab. 15. Comparison of the area of decay of the vasoconstrictive responses to electrical
stimulation of the isolated system of mesenteric arteries perfused at a constant flow.

Napiecie WKY SHR LNR
Voltage V]| [mm Hg * 5] [%WKY dla danego V]| [%WKY dla danego V]
9 9 [%WKY at a given V] | [%WKY at a given V]
R 21,71 +2,63 | 148,6 +1,23 161,4 £1,29
N=16 N=13  P<0,0001t (N°14 Z;?#'OOO”
57,73 +5,33 | 99,52 +1388 |114,87 +1,83
5 _ _ N=14  P=0,0193f
N=16 N=13 NSt N
1535 +9,71 | 74,71 +4.19 97,16 +4,82
8 B ~ _ N=14 NSt
N=16 N=13  P=0,0054t S o
332,84 +17,16| 64,95 +6,15 72,48 8,61
10 N=16 N=13  P<0,0001+ |N-14 ZZ%OOO”
767,01 +44,36| 4361 +4.24 61,79 6,30
15 B E N=14  P<0,0001t
N=16 N=13  P<0,0001t e
810,03 +65,79| 46,92 +6,36 83,39 * 14,13
20 E E N=14 NSt
N=16 N=13  P<0,0001t S G

ANOVA z testami post hoc : * tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; ¥ SHR
lub LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR - test Fishera.

ANOVA followed by post-hoc tests: * tempol vs control of each group - Bonferroni test; # SHR or LNR vs
WKY - Dunnett test; # LNR vs SHR - F test.
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Tab. 16. Wptyw tempola na pole zaniku odpowiedzi naczyniowej na stymulacjg elektryczna.

Tab. 16. Effect of tempol on the area of decay of the vasoconstrictive response to electrical

stimulation.

Napiecie | Tempol WKY SHR LNR
Voltage | [mmol/kg] | [% kontroli; %control] | [% kontroli; %control] | [% kontroli; %control]
0,005 -27,88 +12,81 8,30 + 2,301 -13,75 +3,717#
N=8 NS N=6 0,0154 N=7 0,00995
0.02 -4,30 +9,01 8,36 +7,41f -12,72 +3,74#
3 ’ N=8 NS N=6 NS N=7 0,014409
0.1 -3,63 +2,86 9,17 6,001 -4,86 +1,10#
’ N=8 NS N=6 NS N=7 0,0045
1 12,40 +3,98 13,04 +3,79 6,18 +6,62
N=8 0,0169 N=6 0,0184 N=7 NS
0,005 -0,45 +1,89 9,91 +3,79f -10,96 =+ 1,687#
N=8 NS N=6 0,0474 N=7 0,0006
0.02 -17,75 +£2,79 1,08 + 3,20t 0,68 + 3,367
5 ’ N=8 0,0004 N=6 NS N=7 NS
0.1 -45,67 +16,42 -7,51 5711 -4,99 +8,13¢%
’ N=8 0,0272 N=7 NS N=7 NS
1 21,98 +9,64 20,72 +10,09 -16,97 +3,78i#
N=8 NS N=7 NS N=7 0,0041
0.005 28,44 +4]75 26,52 +5,42 -17,88 + 3,8271#
’ N=8 0,0006 N=7 0,0045 N=7 0,0034
0.02 29,94 +6,29 19,65 +3,14 -4,93 +3,87#
8 ’ N=8 0,0021 N=7 0,0015 N=7 NS
0.1 33,75 +3,22 50,90 % 3,56t -13,62 +3,327#
’ N=8 P<0,0001 N=7 P<0,0001 N=7 0,0063
1 25,84 +1,71 76,18 + 8,03} -14,29 +2,527#
N=8 P<0,0001 N=7 P<0,0001 N=7 0,0013
0.005 -1,61 +25,76 33,41 +3,79% -17,32 +2,237#
’ N=8 NS N=7 0,0001 N=8 0,0002
0.02 68,61 +8,78 37,36 5,28 -14,17 +2,367#
10 ’ N=8 0,0001 N=7 0,0004 N=8 0,0010
0.1 70,35 +10,88 61,11 2,44 -20,50 *2,7471#
’ N=8 0,0003 N=7 P<0,0001 N=8 0,0003
1 63,33 8,72 59,93 +1,75 -12,60 +1,827#
N=8 0,0002 N=7 P<0,0001 N=8 0,0005
0,005 46,56 + 8,61 110,52 +7,52} 0,60 +2,967#
N=8 0.0010 N=7 P<0,0001 N=8 NS
0.02 64,17 +12,93 133,92 + 4,09} 1,54 +3,13#
15 ’ N=8 0.0016 N=7 P<0,0001 N=8 NS
0.1 2,05 +27,35 7,11 +£7,21 20,49 +14,66#
’ N=8 NS N=7 NS N=8 NS
1 74,04 +19,49 130,96 + 19,641 14,08 +8,93t#
N=8 0,0067 N=7 0,0006 N=8 NS
0,005 139,22 + 19,64 119,65 +9,68 13,72 +7,33i#
N=8 0,0002 N=7 P<0,0001 N=8 NS
0.02 100,94 + 13,67 80,41 +6,58 16,56 +4,39%#
20 ’ N=8 0.0002 N=7 P<0.0001 N=8 0.0093
0.1 77,97 £12,15 139,51 + 13,38 30,20 +2,311#
i N=8 0.0004 N=7 P<0.0001 N=8 P<0.0001
1 107,04 + 15,75 193,79 +10,41% 14,13 +4,567#
N=8 0,0003 N=7 P<0,0001 N=8 0,0212

ANOVA:- P — poziom istotnosci réznic: tempol wzglgdem kontroli dla danego napigcia; test

Bonferroniego.

ANOVA: P - significance level: tempol vs control of each voltage; Bonferroni test.

1 -P<0,05 SHR, LNR vs WKY - Dunnett test; # P<0,05 LNR vs SHR - F-test
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Przy bodzcach stabszych w przedziale napi¢¢ od 3 do 10 V tempol nieznacznie, lecz
W sposoéb istotny statystycznie, zmniejszal DecA w preparatach LNR.

Czas latencji (t;,)) od zainicjowania stymulacji elektrycznej do poczatku wzrostu PP,
byt odwrotnie proporcjonalny do napigcia stymulacji elektrycznej (ryc. 42a) i wynosit: w
grupie WKY od 2,35 + 0,25 s przy bodzcach 20-woltowych, do 21,98 + 3,12 s przy
napigciu 3V, w grupie SHR, odpowiednio od 1,43 + 0,21 s. W calym zakresie zastoso-
wanych bodzcow elektrycznych t,, byt istotnie krotszy w preparatach wyizolowanych od
szczurow nadcisnieniowych: SHR i1 LNR w poréwnaniu do ich odpowiednikéw normo-
tensyjnych — WKY. W grupie SHR t,; byt przecigtnie o -39,61% kroétszy niz WKY, przy
czym dla poszczegdlnych napig¢ zakres réznicy wynosit od -14,34% (8 V) do -65,8%
(10V). W preparatach grupy LNR t;,, byt przecigtnie o -35,29% kroétszy niz WKY, przy
czym dla poszczegdlnych napig¢ zakres réznicy wynosit od -14,5% (5 V) do -56,83%
(15V). Tempol znamiennie, w sposob zalezny od stezenia, przedtuzyt t,, w grupie WKY
(maksymalnie o 50,79% - 15V, stezenie 0,1 mmol/l) i w preparatach SHR (maksymalnie
0 109,79%, 20V, stezenie 1 mmol/l), natomiast w grupie LNR skrocit t,, odpowiedzi na
31 5V oraz przedhuzyt t,, odpowiedzi na 10, 15 i 20 V, maksymalnie o 87,5% (15 V,
1 mmol/l).

Czas od rozpoczgeia stymulacji elektrycznej do wywotania polowy maksymalnej
odpowiedzi naczyniokurczacej (tyso) byl odwrotnie proporcjonalny do zastosowanego
napigcia (ryc. 43) i byt w grupie SHR istotnie krotszy niz w preparatach WKY, w zakre-
sie bodzcow od 8 do 20 V i w preparatach LNR (10 -20 V). W grupach WKY i SHR
tempol w sposob zalezny od stgzenia wydtuzyt tyso odpowiedzi na bodzce 15 1 20V w
grupie WKY i 8 — 20 V, w grupie SHR; P < 0,05), natomiast przy zastosowaniu stab-
szych bodzcow, 5 — 10 V — w grupie WKY oraz 315 V w preparatach SHR, zaznaczyta
si¢ nieistotna tendencja do skrocenia tyso. W grupie LNR tempol nie wywierat znaczace-
go wplywu na tys.

Catkowity czas odpowiedzi naczyniokurczacej na stymulacjg elektryczna zawierat
si¢ w przedziale od 21,88 £ 2,57 do 71,01 + 8.25 s w grupie WKY, od 35,93 £ 4,55 do
58,53 + 7,12 s w grupie SHR i od 31,17 + 3,33 do 80,24 + 6,30 s w grupie LNR
(ryc. 42c). Tempol w sposob zalezny od stgzenia wydtuzat czas catkowity odpowiedzi,
w najwigkszym stopniu w grupie SHR (maksymalnie o 88,54%, 20V, 1 mmol/l), mniej-
szym w preparatach WKY (maksymalnie o 59,63%, 20V, 1 mmol/l) i niemal marginal-
nym w grupie LNR (17,97%, 15V, 1 mmol/l).

Czas zaniku odpowiedzi od zaprzestania stymulacji elektrycznej wynosit od 13,86 +
1,35 do 47,03 = 5,25 s w grupie WKY, od 16,57 + 3,33 do 29,96 &+ 5.09 s w grupie sHR i
od 17,23 £+ 3,03 do 51,52 £+ 6,25 s w preparatach LNR (ryc. 42b). Poréwnanie miedzy
grupami wskazuje, ze w zakresie napie¢ od 8 do 20V czas zaniku jest istotnie krotszy w
grupie SHR w porownaniu do pozostatych preparatow. We wszystkich grupach tempol
w sposob zalezny od stgzenia wydtuzal czas zaniku, w najwigkszym stopniu w grupie
SHR (maksymalnie o 178,71%, 15V, 1 mmol/l; maksymalna $rednia r6éznic w zakresie
napig¢ 3 —20V: 129,08%, 1 mmol/l), w nieco mniejszym w grupie WKY (maksymalnie
0 153,54%, 5 V, 1 mmol/l; maksymalna $rednia réznic w zakresie napig¢ 3 — 20V:
100,42%, 1 mmol/l), w mniejszym stopniu w preparatach LNR (maksymalnie o 31,40%,
5V, 1 mmol/l; maksymalna $rednia réznic w zakresie napig¢ 3 — 20V: 19,48%, 1
mmol/l).



4. Wyniki 115

o

~—~ WKY SHR LNR

0
Tempol:
[mmol/kg] ©*

0 &
Tempol: 7~ &
[mmol/kg] ©F o Qd

0+

a
Tempol: ~ &
[mmol/kg] ©*

ti — czas latencji , od rozpoczgcia stymulacji elektrycznej do poczatku odpowiedzi naczyniokurczacej,

tiee — czas zaniku, od zakonczenia 30-s stymulacji elektrycznej do zakonczenia odpowiedzi naczyniokurczacej;
tor — czas catkowity, od rozpoczgcia do zakonczenia odpowiedzi naczyniokurczace;.

tiw —lag time — from initiation of the electrical stimulation to initiation of the vasoconstrictive response;

tiec — time of decay, from termination of 30-s electrical stimulation to the end of the evoked vasoconstrictive
response; t,, — total time of the vasoconstrictive response, from its initation to final.

Ryc. 42. Charakterystyka czasowa odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacjg elektryczna.
Fig. 42. Time characteristics of the vasoconstrictive responses to electrical stimulation.



116 Tomasz H. Wierzba

304
25
_ 20} : ' ;
2,
8
Q451 ]
- =
10 4
PN . .l - E 2'0151558&3"&@%\
S e NN / 6 & NN s e & NN X @Q
Tempol: S O o S Q? Q- S 69 [\ %Ao\
[mmol/kg] 3 QY o

Ryc. 43. Czas osiagnigcia polowy odpowiedzi wazokonstrykcyjnej (tyso) przy stymulacji elek-
trycznej o danym napigciu.

Fig. 43. Time of asessmentof the half of the vasoconstrictive response (tysy) on the electrical stimu-
lation at a given voltage

Odpowiedzi naczyniokurczace na poszczegodlne napigcia stymulacji elektrycznej
charakteryzowal czas potowicznego zaniku (t;,) wynoszacy w grupach: WKY od 3,17 +
0,20 do 4,64 £ 0,45 s, SHR od 1,94+ 0,11 do 3,16 + 0,24 s i LNR od 2,49 + 0,22 do 5,63
+ 0,38 s (tab.16), przy czym w grupie SHR byt on dla danego napigcia krétszy niz w
preparatach WKY, za§ w grupie LNR dhuzszy, w przedziale napi¢¢ 3 — 8 V. Tempol w
sposob zalezny od dawki istotnie wydtuzat t;, w ukladzie naczyniowym krezki grup
WKY (maksymalnie o 215,14%, 8 V, 1 mmol/l) i SHR (maksymalnie o 181,61%, 5V, 1
mmol/l). W preparatach LNR pod wplywem tempola doszto do skrocenia t;,, odpowiedzi
na bodzce 5, 8 i czgsciowo 3 V (maksymalnie o 41,03%, 8 V, 0,1 mmol/l), co nie wy-
stgpowato przy zastosowaniu wigkszych napig¢ stymulacji, w przedziale 10 - 20 V.

4.4.2.4. Wazorelaksacyjny efekt tempola ujawniony w warunkach podwyz-
szonego napiecia czynnego uktadu naczyn tetniczych krezki.

Rycina 44 odzwierciedla ci$nienie perfuzyjne (PP) w do§wiadczeniach wykonanych
wedtug schematu Procedury 3.3.2.4. W warunkach podstawowych, przed stymulacja
elektryczna tempol nie wywotal w zadnej z grup dos§wiadczalnych zmian PP, ktore wy-
rézniataby si¢ na tle zmian o niewielkiej amplitudzie, zachodzacych spontanicznie i
wywolanych pulsacja pompy perfuzyjnej (ryc. 44a). Podczas przedtuzonej, 10-
minutowej stymulacji elektrycznej PP wzrastalo, osiagajac stan rownowagi po 45 — 120
s od rozpoczgcia draznienia. Przyrost PP byt wigkszy w preparatach pochodzacych od
szczuréw nadci$nieniowych w pordwnaniu do ich normotensyjnych odpowiednikow i
wynosil: w grupie LNR 15,00 £ 0,98 mm Hg (P = 0,0024 vs WKY, NS vs SHR), w pre-
paratach SHR 12,94 + 1,00 mm Hg (P = 0,0344 vs WKY) 1 9,87 + 0,55 mm Hg w grupie
WKY.
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Ryc. 44. Wplyw tempola na cis$nienie perfuzyjne (PP) izolowanego ukladu tetnic krezkowych przy
zwigkszonym napigciu migsnidowki naczyniowej wywotanym przez przedluzona stymulacje elek-

tryczna.

Fig. 44. Effect of tempol on perfusion pressure (PP) of the isolated system of mesenteric arteries
during an increased active vascular tone due to prolonged electrical stimulation.

Podczas przedtuzonej stymulacji elektrycznej tempol praktycznie nie wptynat na PP w
grupie WKY (0,02 mmol/l: 0,12 + 0,12 mm Hg; 1 mmol/l: —0,19 + 0,12 mm Hg), w
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sposob zalezny od st¢zenia stopniowo obnizyt PP w grupie SHR (0,02 mmol/l: —1,12 +
0,24 mm Hg, P = 0,05 vs WKY, NS vs LNR; 1 mmol/l: -3,06 = 0,56 mm Hg, P = 0,00052
vs WKY, NS vs LNR) i nieistotnie obnizyt PP w preparatach LNR (0,02 mmol/l: —0,94 +
0,48 mm Hg, NS vs WKY; 1 mmol/l: —1,19 + 0,34 mm Hg, NS vs WKY).

4.4.2.5.0dpowiedz naczyniokurczaca po ischemii krezki

Bezposrednio po wznowieniu perfuzji po 20-minutowej ischemii (Procedura
3.3.2.5.) we wszystkich preparatach wystapit krétkotrwaty wzrost PP (tab.17), ktérego
amplituda byla najwigksza w grupie SHR, mniejsza w WKY, za$ najmniejsza w LNR
(odpowiednio 0 29,22 + 1,81, 23,92 + 1,771 19,88 + 1,60 mm Hg; tab. 17).

[mMmHges]
400

WKY SHR LNR

350 fiiid

300

250

A A N Tempol
SN Q"Q © [mmol/kg]

iy
S:deP/dt
0

0 - czas zakonczenia 20-min ischemii; t;— czas zakonczenia odpowiedzi naczyniokurczacej; PP — cisnienie
perfuzyjne
0 — final time of the 20-min ischemia ; t;— final time of the vasoconstrictive response; PP — perfusion pressure

Ryc. 45. Pole zaniku odpowiedzi naczyniokurczacej zarejestrowanej po bezposrednio po zakon-
czeniu ischemii preparatu naczyn krezkowych.

Fig. 45. Area of decay of the vasoconstrictive responses recorded immediately after termination of
total ischemia of the mesenteric vessel preparation.
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Tab. 17. Charakterystyka odpowiedzi naczyniokurczacej izolowanego preparatu tgtnic
krezkowych wystgpujacej samoistnie bezposrednio po zakonczeniu ischemii.

Tab. 17. Characteristics of the vasoconstrictive response of the isolated preparation of
mesenteric arteries to occur immediately after the ischemia.

Grupa Tempol APP t12 too
Group [mmol/kg] [mm Hg] [s] [s]
— 23,92 +1,77 6,16 +0,47 20,62 +1,98
WKY 0,01 21,44 +2,02 6,50 +0,63 21,40 3,06
0,1 18,48 £2,43* 7,35 +0,81 26,75 +2726*
1 9,93 +244* 9,22 +0,92* 37,27 +5,11*
— 29,22 +1,81+% 523 +0,43 22,95 +2,00
SHR 0,01 24,38 + 3,01 5,89 +0,58 26,30 +1,58*
0,1 19,25 +2,16 * 6,85 +0,61* 31,20 +3,31*+
1 13,75 +1,95*+ 8,82 +0,79* 35,55 +455*
— 19,88 +1,60 # 6,32 +0,45 # 25,15 +3,08
LNR 0,01 21,43 +214 6,88 +0,61 27,16 +4.,16
0,1 23,62 +2,.02 7,11 +0,73 31,85 +4,20
1 19,67 +2,49 1# 6,90 +0,62+ 42,04 +6,33*

APP — roznica migdzy maksymalnym ci$nieniem perfuzyjnym (PP) bezposrednio po ischemii a PP
ustabilizowanym po ischemii; t;» 1 togy, - czas polowicznego i 90-procentowego zaniku odpowiedzi
naczyniokurczacej. P <0,05: ANOVA z testami post hoc: * tempol w stosunku do kontroli danej grupy
test Bonferroniego; T SHR lub LNR w stosunku do WKY dla danego stgzenia tempola - test Dunnetta: #
LNR w stosunku do SHR dla danego stgzenia tempola - test Fishera.

APP — difference between maximal perfusion pressure (PP) immediately after the ischemia and a further
steady state PP; t;), i toye, - time of half-decay and 90%-decay of the vasoconstrictive response.

P<0,05: ANOVA with post-hoc tests: * tempol vs. control of each group - Bonferroni test; j SHR or
LNR vs. WKY for each tempol concentration - Dunnett test; # LNR vs. SHR - F test.

Na tle prazosyny (Procedura 3.2.7.3) postischemiczna odpowiedz naczyniokurczaca
ujawnita si¢ w szczatkowej postaci (APP = 3,00 £ 1,04 mm Hg), i wynosita 12,54%
amplitudy przy perfuzji bez prazosyny. W preparatach WKY i SHR tempol istotnie
redukowat wzrost PP po wznowieniu perfuzji (WKY: maksymalnie o 58,49% w stezeniu
1 mmol/l; SHR: maksymalnie o 52,94% w stezeniu 1 mmol/l). Efekt ten nie wystepowat
w grupie LNR. Przy perfuzji bez tempola kinetyka zaniku odpowiedzi naczyniokurcza-
cej byla podobna w poszczegdlnych grupach, o czym $wiadcza zblizone czasy: ti, —
polowicznego zaniku i tyy, - 90-procentowego zaniku odpowiedzi (tab. 17). Tempol
istotnie przedtuzyt kinetyke zaniku w preparatach WKY (t;: + 49,67% 1 toge,: + 80,75%
- 1 mmol/l) i SHR (t;,: + 68,64% 1 tgge,: +54,90 - 1 mmol/l), przy czym efekt statystycz-
nie istotny wystgpowal w grupie SHR w szerszym zakresie st¢zen tempola niz w grupie
WKY. W grupie LNR tempol nie wptynat na t;, natomiast wydtuzat tyy, 0 67,18% w
stezeniu 1 mmol/l.

Pole powierzchni zaniku w czasie odpowiedzi naczyniokurczacej wywolanej wzno-
wieniem perfuzji byto wigksze w grupie SHR w poréwnaniu do WKY (P = 0,049 vs
WKY; ryc. 45). Tempol w sposob proporcjonalny do stezenia istotnie zwigkszat pole
zaniku postischemicznej odpowiedzi naczynioruchowej w grupie WKY i LNR (maksy-
malnie o 23,53% -WKY, tempol 1 mmol/l; +65,09% - LNR, tempol 1 mmol/I; P < 0,05
LNR vs WKY), natomiast w preparatach SHR efekt ten byt znaczacy jedynie przy za-
stosowaniu 0,1-milimolowego st¢zenia tempola (+11,52%).
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4.4.2.6. Uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego po ischemii krezki

Absorbancja testowanych probek cytochromu C wzrastata w sposob liniowy wraz ze
wzrostem stgzenia wyrazonego w postaci logarytmu, w zakresie st¢zen od 2,5 do 20
pmol/l (ryc. 46), natomiast probki o stgzeniu 50 umol/l wykazywaly znacznie wigksza
absorbancj¢ od oszacowanej na podstawie przebiegu zaleznosci migdzy logarytmem
stezenia a absorbancja, wyznaczona dla przedziatu stezen 2,5 — 20 pmol/I.

Absorbancja / Absorbance

0 ‘ ‘
1 10 100
log cytC [umol/l]

Ryc. 46. Krzywa kalibracyjna absorbancji ferricytochromu ¢ — pomiary in vitro.
Fig. 46. Ferricytochrome c absorbance calibration curve — in vitro assay

W okresie 10 minut przechowywania probek w temperaturze pokojowej absorbancja
nie zmienita si¢ w sposob istotny. W 15-umolowych roztworach cytochromu C stwier-
dzono nieznaczne obnizenie absorbancji probek w okresie 25-minutowej obserwacji
(ryc. 47), natomiast w roztworach zawierajacych dodatkowo H,O, stwierdzono postepu-
jacy w czasie spadek absorbancji (Ryc 47). Absorbancja probek ptynu perfuzyjnego
zawierajacych cytochrom C i katalazg byta stabilna w 25-minutowym okresie obserwa-
cji, niezaleznie od ewentualnego dodania do roztworow H,O, (ryc. 47).

Uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego do $wiatla perfundowanego uktadu na-
czyn tetniczych bylo w warunkach podstawowej perfuzji istotnie wigksze w grupie SHR
(3,15 + 0,46 nmol/g tkanki/min), niz w preparatach WKY (2,25 + 0,34 nmol/g tkan-
ki/min; P = 0,03) i LNR (1,78 + 0,40 nmol/g tkanki/min; P = 0,0037; ryc 46). Tempol, w
sposob zalezny od stezenia, ograniczyl wytwarzanie O,", w najwigkszym stopniu w
grupie SHR (-23,49 + 7,25%, -57,14 £ 11,35 1 -60,95 + 9,33%; stezenia: 0,01, 0,1 i 1
mmol/l), nieco mniejszym w grupie WKY (-11,31 +6,35% , -42,40 + 17,15% 1-54,30 +
18,77%; stezenia: 0,01, 0,1 i I mmol/l) i istotnie mniejszym w preparatach LNR (-6,40 +
6.06%, -16,75 + 10,28% 1 -22,17 £ 7,92%; stezenia: 0,01, 0,1 i 1 mmol/l). W pierw-
szych 45 sekundach od zakoficzenia ischemii uwalnianie O,°” zaczelo wzrasta¢ w grupie
WKY (+20,97 + 21,51%) i SHR (+14,29 + 18,10%), natomiast w preparatach LNR
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zmniejszylo si¢ w stosunku do wartosci sprzed ischemii (-12,32 + 15,76%). W kolejnych
okresach po ischemii wytwarzanie O,°” znaczaco wzrastato, osiagajac szczyt migdzy 2 i
3 minuta od wznowienia perfuzji (ryc 48, tab. 18, po czym stopniowo zmniejszalo sig,
osiagajac poziom zblizony do wyjsciowego po 20 minutach reperfuz;ji.
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Ryc. 47. Wplyw katalazy (CAT) i nadtlenku wodoru (H,0,) na absorbancj¢ roztworu ferricyto-

chromu c.
Fig. 47. Effect of catalase (CAT) and hydrogen peroxide (H,O,) on the absorbance of the ferricy-

tochrome c solution.
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Obszar zacieniowany kolorem zottym odpowiada okresowi ischemii
Area shaded with yellow reflects the period of ischemia
Ryc. 48. Wplyw tempola na wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego w ukladzie izolowa-

nych naczyn krezkowych: przed i po ischemii preparatu.
Fig. 48. Effect of tempol on superoxide anion generation in the isolated system of mesenteric

vessels, before and following ischemia.
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Maksymalny przyrost O, wystapit w grupie WKY (+118,82 + 20,97%) i byl zna-
miennie wigkszy niz w preparatach SHR i LNR (+59,05 + 14,29% i1 +36,95 £+ 22,17%).
Tempol (1 mmol/l) nieznacznie opdznit wzrost wytwarzania O, po wznowieniu perfu-
zji w grupach WKY i SHR. W preparatach WKY, w okresie migdzy 2 — 10 min reperfu-
zji 0,1-milimolowe st¢zenie tempola w nieznacznym stopniu ograniczylo uwalnianie
0,°", za$ stezenie o rzad wigksze — 1 mmol/l wywarlo wptyw odwrotny (tab. 18). W
grupie SHR do nieznacznego zwigkszenia uwalniania O,°” przyczynito sig¢ 10-umolowe
stezenie tempola. Wyzsze stezenia tempola nie wywarly istotnego wptywu na wytwa-
rzanie O,"” po ischemii. W preparatach LNR tempol nie wptynat w sposob znaczacy na

uwalnianie O,° .

Tab. 18. Uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego po 20-min niedokrwieniu krezki,

wyrazone w procentach wartosci przed ichemia.

Tab. 18. Superoxide release following 20-min mesentery ischemia [% preischemic values].

Tempol (;zas od i§chemii [s]
[mmol/ — Time after ischemia [s] .
kg] Before 0-45 | 45-90 |135-180 | 255 - 300 | 555 - 600 1200
- J100£18 [ 121222 [177+22 | 219:21* | 217 120" | 174 125" | 113 +17
& | 0010100417 [ 12822 | 176 +21* | 213+26* |205+27* | 181+25" | 106 +17
= | 0,1 J100+17 102120 | 154:37** | 181 +23* | 174 +19* | 129 +19* | 104 +17
1 1100420 [ 9111* |105+11* | 266 x42* | 338 +71** | 288 +52** | 144 +26*
- 1100 £ 1535 [ 114 £18 | 145 £13* | 159 +14* | 146 +17*¢ | 117 +121 | 105 +11
I:JE 0,011100+17 [ 12420 [170 +17* [ 179 +16* | 169 20* | 133 +12*; | 109 +12
0| 01 8100419 [ 112+27 | 154 +24*t | 143 +16% | 127 +19+ | 11015 | 106 +20
1 1100420 | 80+14** | 133427 | 176 x24*; | 164 +21%F | 133 211 | 111224¢
- 1100 +20e |88 161 | 11515 | 137 x22% [ 129 +21% [119+18t [113 16
nzc 0,01]100+13 |98 +15¢ | 116 +17+# | 132+16%# | 131 +14%# | 114 +161 | 105 15
= | 0,1 100413 [ 10221 | 118 214# | 127 221 | 124 20+ | 11217 | 105 +17
1 J100+17 [105+12 | 114 +18 | 124 +201# | 123 +18+# | 110 2161 | 103£15¢

P < 0,05, ANOVA z testami post hoc,: * wartosci po ischemii w stosunku do przed ischemia dla danego
stgzenia tempola - test Bonferroniego; ¥ SHR lub LNR w stosunku do WKY dla danego stgzenia tempola
- test Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR dla danego stezenia tempola - test Fishera; * tempol w
stosunku do warto$ci w danym przedziale czasowym przy perfuzji bez tempola; test t-Studenta 3t SHR w

stosunku do WKY e LNR wzgledem SHR — wartosci bezwzgledne.

P< 0,05: ANOVA with post-hoc tests: * postischemic values vs. the preischemic ones for each tempol
concentration - Bonferroni test; ¥ SHR or LNR vs. WKY for each tempol concentration - Dunnett test;
# LNR vs. SHR - F test; * tempol vs. no tempol for a given reperfusion period; Student t —test: 3t SHR
vs. WKY, @ LNR vs. SHR — absolute values.
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4.4.2.7. Uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego podczas stymulacji
elektrycznej krezki

W dos$wiadczeniach opartych na schemacie Procedury 3.3.2.6 uwalnianie O,* bylo w
warunkach podstawowej perfuzji wigksze w grupie SHR (2,72 + 0,38 nmol O,* /g tkan-
ki/min), niz w preparatach WKY (1,71 + 0,27 nmol O,* /g tkanki/min; P = 0,035) i LNR
(2,02 + 0,29 nmol O,* /g tkanki/min; NS, P = 0,078; ryc 47). Podczas stymulacji elek-
trycznej uwalnianie O,°” wzrosto we wszystkich preparatach izolowanego ukladu tetnic
krezkowych (ryc. 49), w najwigkszym stopniu w grupie LNR, nieco mniejszym w WKY

i istotnie najmniejszym w SHR (tab. 19).

Tab. 19. Uwalnianie anionorodnika ponadtlenkowego:
elektrycznej (ES) krezki, wyrazone w procentach wartosci poczatkowe;.

przed, po i w trakcie stymulacji

Tab. 19. Superoxide release: before, during, an after electrical stimulation (ES) of mesentery,
expressed as a percent of the initial values.

Grupa Tempol Przed ES Podczas ES Po ES
Group [mmol/kg] Before ES During ES Following ES
— 100,00 +21,64 167,25 +20,47* 131,58 +23,98
WKY 0,01 100,00 +19,26 191,85 +17,78* 92,98 +22,22
0,1 100,00 +12,50 348,21 +46,43" ¢ 180,36 +21,43* ¢
1 100,00 +13,24 267,65 +27,94* « 113,24 +13,24
— 100,00 +17,653¢ | 131,62 +19,49* ¢ 108,46 +20,96
SHR 0,01 100,00 +18,02 130,81 +27,33 112,79 +23,84
0,1 100,00 +18,92 150,45 +28,83* i 92,79 +12,61 ¢
1 100,00 20,77 142,31 +29,23 + 101,54 £20,00
— 100,00 +15,35 184,65 +2574* # 119,31 +29,21
LNR 0,01 100,00 +15,18 175,39 +2147*# 109,42 +26,18
0,1 100,00 +11,33 163,33 +15,33* ¢ 114,67 +22,00 #
1 100,00 +13,29 149,65 +13,99* + 121,68 +27,27

P <0,05: ANOVA z testami post hoc,:

WKY wartos$ci bezwzgledne.

* ES, lub po ES wzglegdem wartosci przed ES dla danego stezenia
tempola - test Bonferroniego; ¥ SHR lub LNR w stosunku do WKY dla danego st¢zenia tempola - test
Dunnetta: # LNR w stosunku do SHR dla danego stgzenia tempola - test Fishera; * tempol w stosunku do
warto$ci w danym przedziale czasowym przy perfuzji bez tempola; test t-Studenta 3t SHR w stosunku do

P<0,05: ANOVA with post-hoc tests: *ES or post-ES vs. the initial values for each tempol concentration
- Bonferroni test; ¥ SHR or LNR vs. WKY for each tempol concentration - Dunnett test; # LNR vs.
SHR - F test; * tempol vs. no tempol for a given reperfusion period; Student t —test: ¥ SHR vs. WKY -
absolute values.
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Ryc. 49. Wplyw tempola na wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego w uktadzie izolowa-
nych naczyn krezkowych: przed, podczas i po stymulacji elektrycznej (ES) widkien nerwowych
okotonaczyniowych.

Fig. 49. Effect of tempol on superoxide anion generation in the isolated system of mesenteric
vessels challenged with electrical stimulation (ES) of the perivascular nerves: before, during, and
after the perivascular ES.

W okresie 45 s od zakohczenia draznienia wytwarzanie O,*” zmniejszato sie, szyb-
ciej przyblizajac si¢ do poziomu wyjsciowego w grupach LNR i SHR, niz WKY, za$
tempol nie wywieral znaczacego wptywu na szybko$¢ powrotu uwalniania O,* do po-
ziomu sprzed draznienia. Tempol (0,1 oraz 1 mmol/l) istotnie nasilal generowanie O,*"
podczas stymulacji elektrycznej w grupie WKY, czego nie wykazano w preparatach
SHR. Natomiast w grupie LNR zaznaczyla si¢ nieistotna statystycznie, zalezna od steze-
nia, tendencja do ograniczania przez tempol wzrostu uwalniania O,*" podczas stymulacji
elektrycznej.

Wszystkie preparaty krezki zareagowaly wzrostem PP na noradrenaling (NE, ryc.
50). Odpowiedzi naczyniokurczace na obie testowane dawki NE: 0,1 i 0,2 ng byty istot-
nie wigksze w grupie SHR w stosunku do WKY (o 72,70 i 53,12%; P = 0,0001 i P
=0,0008; dawki NE — 0,1 i 0,2 ng), takze w preparatach LNR w stosunku do WKY (o
30,68% 1 24,84%; P = 0,012 i P = 0,0787 — NS; dawki NE — 0,1 i 0,2 ng), przy czym
odpowiedzi naczyniokurczace na NE znamiennie wigksze w grupie SHR w porownaniu
do LNR (0 32,17% i 24,62%; P = 0,0128, P = 0,0457, dawki NE — 0,1 i 0,2 ng). Tempol
zmniejszat odpowiedz naczyniokurczaca na testowane dawki NE: w grupie LNR w ca-
lym zakresie testowanych stezen (0,01 — 1 mmol/l), za§ w preparatach WKY i SHR w
stezeniach 0,01 i 0,1 mmol/l.
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ANOVA: * P <0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Bonferroniego; 1 P <0,01 SHR lub
LNR w stosunku do WKY- test Dunnetta; # ## P <0,001 LNR w stosunku do SHR

ANOVA: * P < 0,05 tempol vs control of each group — Bonferroni test; 1 P < 0,01 SHR or LNR vs W
KY - Dunnett test; # ## P <0,001 LNR vs SHR

Ryc. 50. Wptyw tempola na odpowiedzi naczyniokurczace preparatu krezkowego na noradrenaling
(NE).

Fig. 50 . Effect of tempol on the vasoconstrictive responses of the mesenteric preparation to nore-
pinephrine (NE).

W poréwnaniu do preparatow WKY i SHR, w grupie LNR kinetyka zaniku odpo-
wiedzi naczyniokurcacych na obie testowane dawki NE byla wolniejsza, o czym §wiad-
cza dluzsze czasy potowicznego zaniku zaniku (t;;), czasu 90-procentowego zaniku
(togy,) oraz pol powierzchni odpowiedzi cisnieniowej (Sqec; tab 20). Na rycinach 51, 52
oraz szczegotowo w tab. 20 dokonano porownawczego zestawienia zmiennych charakte-
ryzujacych kinetyke zaniku odpowiedzi naczyniokurczacych na: NE (Procedura 3.3.2.6),
stymulacj¢ elektryczna (Procedura 3.3.2.3) i wznowienie perfuzji po ischemii (Procedura
3.3.2.5). Celem zestawienia byto poréwnanie t, toge, 1 Sgec, Wyznaczonych dla odpowie-
dzi naczynioruchowych o tej samej amplitudzie, lecz powstalych w wyniku dziatania
réznych czynnikdéw sprawczych.

Okreslono przebieg zaleznoSci miedzy napigciem bodzca (Procedura 3.3.2.3), jak
rowniez amplituda odpowiedzi na NE (Procedura 3.3.2.6), a kazda z poréwnywanych
zmiennych charakteryzujacych kinetyke zaniku odpowiedzi (t,,, togy,, Sqec)- W przebiegu
linii regresji wyznaczono warto$ci zmiennych doktadnie odpowiadajace amplitudzie
odpowiedzi naczynioruchowej (APP) na wznowienie ischemii. Uwzgledniajac przedziat
ufnosci wyznaczonych linii regresji pordéwnano wartosci wybranych zmiennych uzyska-
ne z réznych procedur doswiadczalnych (tab 20, ryc. 51, 52). Czas potowicznego zaniku
(t,») odpowiedzi na wznowienie ischemii byl istotnie dtuzszy od odpowiedzi na NE we
wszystkich grupach do$wiadczalnych, a takze od odpowiedzi na ekwipotentna stymula-
cje elektryczna w grupach WKY i SHR (tab 20, ryc. 51).
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Tab.

20. Poroéwnanie charakterystyki

odpowiedzi

naczyniokurczacych na

ischemi¢ =z

réwnowaznymi odpowiedziami na stymulacje elektryczna (ES) i na noradrenaling (NE).
Tab. 20. Confrontation characteristics of the vasoconstrictive resposes resulted from ischemia
with the equipotent responses to electrical stimulation (ES) and norepinephrine (NE).

APP - Pole zaniku

Czynnik [ Grupa APP ti2 ta0
? ’ APP - Decay area
Trigger Group [mm Hg] [s] [s] [mm Hg * 5]
© WKY 10,56 +0,723,30 +0,23(/19,87 +0,96 57,73 +5,33
S a 5V SHR 17,00 +1,42112,23 +0,13(117,28 +2,05 57,47 +2,98
%%’ LNR 8,79 +0,49§5,15 +£0,31[/30,26 * 1,98 66,32 + 1,60
% s WKY ]28,13 +£1,32( 3,17 +£0,20( 27,36 +1,55 153,50 +9,71
@ 2| 8V || SHR 3585 +2,18]2,08 +0,14[22,57 +1,78] 114,60 +1,89
%E LNR 119,21 £1,12|5,63 +0,38( 39,85 2,56 149,10 +4,97
g é WKY | 23,92 N=16ff 3,23 +0,22 || 25,56 + 1,41 138,95 + 7,25
g% E’g SHR | 29,22 N=13 | 2,12+0,14 || 20,71 +1,94 101,21 £ 2,72
» LNR | 19,88 N=14 || 5,39 +0,37 | 41,23 +£2,28 135,56 + 3,85
WKY | 8,80 +£0,58f2,55 +0,36| 9,85 0,77 37,71 +£4,30
o 0,1 ng["SHR 15,20 +1,13[12,42 +0,25| 8,65 +0,46 56,16 +5,52
g*é LNR 11,50 +0,83(3,01 +0,41( 13,66 + 1,01 49,95 +5,60
-0
i E WKY ]16,20 +1,39(2,46 +0,29( 12,05 +0,84 79,38 +6,12
£a102ngf SHR |24,80 +1,74§2,01 +0,26]/10,12 0,75 93,15 +86,75
g £ LNR §19,90 +1,65(3,42 +0,45(17,45 +1,42 136,08 + 11,25
o
c o _ 2,43+0,34 |[ 14,34 + 0,82 122,85 + 8,75
§ g WKY | 2392 N=5 NS vs. ES ## NS vs. ES
Ext
© 3 _ 1,82+0,25 || 10,80 +£ 0,63 110,18 £ 8,18
Q2| NE SHR ] 29,22 N=5 NS vs. ES ### NS vs. ES
o
_ 3,42+0,44 || 17,44 +1,41 135,87 + 11,21
LNR ] 19,88 N=5 # # # NS vs. ES
WKY 23,92 +1,77 6,16 £0,47 [/ 20,62 1,98 152,89 + 10,05
E E N=5 O ee NS * NS NS
2=f- | gy |2922£1,81 |5.23£043 [2295£2,00 | 177,91+ 6,63
pglol N=5 e |Ins XX ok PO
e £ LNR 119,88 +1,60 |6,32+0,45 [2515+3,08 | 174,00 + 14,05
N=5 NS ¢ rE XX ** X3

APP — r6znica pomigdzy maksymalnym ci$nieniem perfuzyjnym (PP) bezposrednio po ischemii a PP
ustabilizowanym po ischemii. tj, 1 togy - czas potowicznego i 90-procentowego zaniku odpowiedzi
naczyniokurczacej. Ext ES i Ext NE - odpowiedzi rownowazne (APP) wyznaczone z liniowej zaleznos$ci
dawka-odpowiedz w danej procedurze. Test Fishera: * , ** *** _p <(,05, 0,01, 0,001 — odpowiedzi po
ischemii (PI) wzgledem ES; ¢, ¢, ¢ ¢ ¢ -P <0,05, 0,010,001 — PI wzgledem NE; #, # # - P <0,0510,01
rownowazne odpowiedzi: NE wzgledem ES.
APP — difference between maximal perfusion pressure (PP) immediately afier the ischemia and a further
steady state PP. t; i top, - time of half-decay and 90%-decay of the vasoconstrictive response. Ext ES and
Ext NE — equipotent (APP) responses obtained from the dose-response linear regression in a given procedure.
F-test: *, *% *¥x_ P < (05 0,01i0,00]—postischemic responses (PI)vs. ES; ¢, 44, 464 -P <005,
0,010,001 — Plvs. NE; # ##- P <0,05i 0,01 equipotent responses: NE vs. ES.
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W preparatach WKY i LNR réwnowazne odpowiedzi naczyniokurczace trwaty naj-
dtuzej, gdy byly wyzwalane przez stymulacje elektryczna, posrednio — gdy zachodzity
po wznowieniu perfuzji po ischemii i najkrocej, gdy byty odpowiedzia na NE, o czym
$wiadcza istotne roznice toy,(tab. 20). W grupie SHR odpowiedZ na wznowienie ische-
mii charakteryzowal to, zblizony do zarejestrowanego przy stymulacji elektrycznej oraz
ponad dwukrotnie dluzszy w poréwnaniu odpowiedzi na NE. Pole zaniku odpowiedzi
naczyniokurczacej (Sq..) bylo w preparatach SHR najwigksze przy wznowieniu perfuzji,
istotnie mniejsze w przypadku reakcji na NE, za$ najmniejsze, gdy odpowiedz byta
wyzwalana przez stymulacje elektryczng (tab. 20, ryc. 52). W grupach WKY i LNR pole
zaniku odpowiedzi na wznowienie perfuzji nie odbiegato w sposob istotny od zareje-
strowanych przy stymulacji elektrycznej i po podaniu NE, przy czym pola zaniku row-
nowaznych odpowiedzi na NE i na stymulacje elektryczng byly zblizone.

ES NE Ischemia NS - Ischemia vs ES
- - @ WKY p < 0,01 - Ischemia vs NE

| —— - SHR
bl ® ® p <0,01-Ischemiavs ES__—

y - -9 @ INR ® Ischemia vs NE
p <0,01
5 . Ischemia vs ES

Ischemia vs NE

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Korespondujace odpowiedzi naczyniokurczace (APP)
Corresponding vasoconstrictive responses (APP)

Linie regresji reprezentuja zalezno§¢ migdzy odpowiedzig naczyniokurczaca (APP) na noradrenaling (NE) i
dawka (0,1 1 0,2 ng) oraz migdzy APP na stymulacje elektryczna (ES; sekwencja 30 s, 10 Hz, 4 ms), a napig-
ciem (51 8 V). Zgodny przebieg linii regresji w danej grupie $wiadczy o zblizonym podtozu odpowiedzi
naczyniokurczacych. Znaczaca odleglo$¢ punktu reprezentujacego odpowiedz na ischemig od linii regresji
wyznaczonych z odpowiedzi na NE, lub ES jest wyktadnikiem odmiennego mechanizmu tych odpowiedzi.
Regression plots represent the relationship between the vasomotoric response (APP) to norepinephrine
(NE) and its dose (0.1 i 0.2 ng) as well as between APP to electrical stimulation (ES, 30 s trains, 10 Hz, 4 ms),
and voltage (5 and, 8 V). High coherence of regression lines indicates similarity of mechanisms underlying the
vasoconstrictive responses. Remarkable distance between the point representing the response to ischemia and
the regression lines determined from the responses to NE or ES suggests different mechanisms of the both

effects.

Ryc. 51. Poréwnawcze zestawienie czasu potowicznego zaniku (t;,) rownowaznych odpowiedzi
naczyniokurczacych na stymulacje elektryczng (ES), noradrenaling (NE) i na wznowienie perfuzji
po 20-min ischemii.

Fig 51 Confrontation of time of half decay (t,,,) of the equipressor vasoconstrictive responses to
the electrical stimulation, norepinephrine, and reintroduction of the perfusion after 20-min global
ischemia
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Korespondujgce odpowiedzi naczyniokurczace (APP)
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Linie regresji reprezentuja zalezno§¢ migdzy odpowiedzig naczyniokurczaca (APP) na noradrenaling (NE) i
dawka (0,1 1 0,2 ng) oraz migdzy APP na stymulacje elektryczna (ES; sekwencja 30 s, 10 Hz, 4 ms), a napig-
ciem (51 8 V). Zgodny przebieg linii regresji w danej grupie $wiadczy o zblizonym podtozu odpowiedzi
naczyniokurczacych. Znaczaca odleglo$¢ punktu reprezentujacego odpowiedz na ischemig od linii regresji
wyznaczonych z odpowiedzi na NE, lub ES jest wyktadnikiem odmiennego mechanizmu tych odpowiedzi.

Regression plots represent the relationship between the vasomotoric response (APP) to norepinephrine (NE)
and its dose (0.1 i 0.2 ng) as well as between APP to electrical stimulation (ES, 30 s trains, 10 Hz, 4 ms), and
voltage (5 and, 8 V). High coherence of regression lines indicates similarity of mechanisms underlying the
vasoconstrictive responses. Remarkable distance between the point representing the response to ischemia and
the regression lines determined from the responses to NE or ES suggests different mechanisms of the both

effects.

Ryc. 52. Porownawcze zestawienie pol zaniku rownowaznych amplituda odpowiedzi naczynio-
kurczacych na stymulacje elektryczna (ES), noradrenaling (NE) i na wznowienie perfuzji po 20-
min ischemii.

Fig52 Confrontation of the decay area of the equipressor vasoconstrictive responses to the electri-
cal stimulation (ES , norepinephrine (NE), and reintroduction of the perfusion after 20-min global
ischemia.

4.5. Wptyw tempola na charakterystyke fali ciSnieniowej
w aorcie

W ustabilizowanych warunkach poczatkowych Procedury 3.2.2.4 $rednie ci$nienie
tetnicze (MAP) and HR wynosito 118,25 + 6,25 mm Hg w grupie WKY, 164,45 + 8,07
mm Hg w SHR i1 177,93 + 6,33 mm Hg u szczurow LNR, za§ HR wynosita: 333,87 +
8,55 w grupie WKY, 320,54 + 11,20 w grupie SHR i 309,02 £ 6,42 mm Hg u szczurow
LNR. Podczas 20-minutowej infuzji izotonicznym roztworem glukozy (Glc5; ryc. 53)
MAP i HR nie zmienity sie w sposob istotny. Jedynie w grupie LNR zanotowano przej-
Sciowy, nieznamienny wzrost SBP o 2,65 + 1,30 mm Hg. Podczas kolejnych infuzji
roztworami tempola o wzrastajacym stgzeniu obserwowano stopniowy spadek MAP,
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proporcjonalny do stezenia tempola, ktory byl zaznaczony w najwigkszym stopniu w
grupie SHR (maksymalnie o — 27,31 + 5,22 mm Hg) w mniejszym u szczur6w LNR
(maksymalnie o — 18,57 + 4,25 mm Hg) i WKY (maksymalnie o — 16,11 £ 4,60 mm Hg;
ryc. 53). Podczas infuzji tempola HR ulegla znamiennemu zwolnieniu w obu grupach
szczurow nadci$nieniowych 1 u szczurow WKY przy podawaniu dawek 0,2 i 2
mmol/kg/20min. W grupie WKY maksymalna zmiana HR wynosita: -27,72 + 6,31 min°
!, w grupie SHR: -31,79 + 8,08 min™', za§ w LNR —17,69 + 6,50 min™. Po zakoficzeniu
kazdej z infuzji tempola wystgpowata tendencja do powrotu MAP i HR do warto$ci
wyjsciowych (ryc. 53).
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Pola zacieniowane odpowiadaja 20-minutowym okresom podawania tempola, lub izotonicznej, 5%
glukozy (Glc5). T I, T II, T I, T IV — kolejne dawki tempola podawane w 20-minutowej infuzji
dozylnej: 0,002, 0,02, 0,2 i 2 mmol/kg. Linie: czarna — WKY, czerwona — SHR, niebieska - LNR
Shaded areas reflects 20-min tempol infusion periods, or 5% dextrose (Glc5) infusion. TI, T II, T
I, T IV — subsequent tempol doses administered in 20-min infusion: 0,002, 0,02, 0,2 and 2
mmol/kg. Lines: black — WKY, red — SHR, blue — LNR.

Ryc. 53. MAP i HR podczas 20-min. infuzji dozylnych wzrastajacych dawek tempola.
Fig. 53. MAP and HR during 20-min infusions of increasing doses of tempol.

W warunkach standardowych u szczuréw WKY maksymalna szybko$¢ narastania
ci$nienia tgtniczego w aorcie (+dP/dt)max osiagneta przecigtnie 2001,50 + 97,37 mm
Hgs™'; ryc 54a, szybkos¢ rozkurczowego spadku cisnienia tetniczego w aorcie (-dP/dt)
wynosita — 267,50 + 34,15 mmHg- s™'; ryc 54b), a fala tetna rozprzestrzeniata si¢ w aor-
cie z szybkoscia (v) 2,69 + 0,14 m's™'; ryc 54c). W obu grupach nadci$nieniowych: SHR
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i LNR wartos$ci (+dP/dt)max, -dP/dt i v byly istotnie wigksze i wynosity: (+dP/dt)max:
3028,50 + 135,53 mmHg: s w grupie SHR (P < 0,001 vs WKY), 2738,21 + 171,55
mmHg-s' w grupie LNR (P < 0,01 vs WKY; NS vs SHR); -dP/dt: -351,55 + 27,00
mmHg-s' w grupie SHR (P < 0,05 vs WKY), -295,50 + 15,34 mmHg's™ w grupie LNR
(NS vs WKY; P < 0,05 vs SHR), za$ v: 4,64 £ 0,75 m's”" w grupie SHR (P < 0,001 vs
WKY)i3,67+0,69 ms' w grupie LNR (P < 0,01 vs WKY; P < 0,05 vs SHR). Podczas
20-min infuzji 1 ml 5% glukozy i bezposrednio po niej wartosci (+dP/dt)max, -dP/dt i v
nie ulegty istotnej zmianie (ryc. 54).

Podczas 20-min infuzji roztworow tempola w zakresie dawek: 0,002 do 0,2
mmol/kg (+dP/dt)max zmniejszala si¢ w sposob proporcjonalny do podawanej dawki, w
najwigkszym stopniu w grupie SHR (-39,85 + 10,33%), mniejszym w WKY (-19,89 +
4,04%) 1 najmniejszym w grupie LNR (-8,97 + 4,25%, NS). Po zakonczeniu kolejnych
infuzji warto$ci (+dP/dt)max stopniowo zblizaty si¢ do wyj$ciowych, nie osiagajac jed-
nak ich poziomu (ryc 54a). W okresie migdzy okoto 8 -15 min od rozpoczgcia podawa-
nia najwigkszej z zastosowanych dawek tempola 2 mmol/kg, a 2 do 5 min. po zakoncze-
niu infuzji szczury wykazywaty objawy pobudzenia, wykazujac znaczne zainteresowa-
nie otoczeniem, intensywnie weszac i przemieszczajac si¢ w obrgbie klatek doswiad-
czalnych. Podczas podawania tej dawki w grupach WKY i SHR obserwowano odpo-
wiedz dwufazowa: po trwajacym do 5 do 8 min zmniejszeniu (+dP/dt)max dochodzito
do jego wzrostu, ktorego szczyt wystgpowat migdzy 14 a 30 min po zakonczeniu poda-
wania tempola (WKY: +27,29 + 11,15% ; SHR: -0,97 £ 8,35% wzgledem warunkow
standardowych na poczatku doswiadczenia). W grupie LNR nie zaobserwowano fazy
wzrostu (+dP/dt)max podczas podawania tempola.

Podczas podawania tempola —dP/dt ulegalo istotnemu zmniejszeniu, proporcjonalnie
do zastosowanych dawek, przy czym najwigksza odpowiedz wystapila podczas podawa-
nia dawki 0,2 mmol/kg: w grupie WKY o —24,54 + 3,11%, SHR: -31,84 + 3,05 1 LNR —
5,47 £ 1,86% (ryc. 54b). Ze wzrostem dawki tempola skracat si¢ czas po ktorym docho-
dzito do maksymalnej redukcji —dP/dt: 22 min od rozpoczgcia podawania dawki 0,002
mmol/kg (czyli przecigtnie 2 min po zakonczeniu infuzji), 13 min — 0,02 mmol/kg, 7
min — 0,2 mmol/kg i 5 min — 2 mmol/kg. Po osiagnigciu lokalnego minimum —dP/dt,
obserwowano druga fazg odpowiedzi o kierunku przeciwnym, szczegodlnie wyraznie
zaznaczong w koncowej fazie 20-min infuzji tempola w dawkach 0,2 i 2 mmol/kg i przy
dawce 2 mmol/kg do 30 min po jej zakonczeniu (ryc. 54b). Faza wzrostu —dP/dt byta
najwigksza w grupie WKY (+9,68 + 4,25% - tempol 0,2 mmol/kg, +42,25 + 13,30% -
tempol 2 mmol/kg), a w grupach SHR i LNR zaznaczyta si¢ w sposob istotny po zakon-
czeniu infuzji dawki 2 mmol/kg (SHR: +19,17 + 8,33%, LNR: +17,05 + 6,88%).

Pod wptywem tempola szybkos$¢ rozprzestrzeniania fali tetna (v) zmniejszata si¢
proporcjonalnie do podawanej dawki (ryc. 54c), po czym obserwowano powolny trend
powrotu do wartosci wyjsciowych. W grupach WKY i1 SHR najwigksza zmiang v zano-
towano w trakcie infuzji dawki 0,2 mmol/kg (odpowiednio: -25,28 + 4,59% 1 -38,15 +
7,22%) a w grupie LNR - 2 mmol/kg (-7,78 + 3,61%, NS). Przy podawaniu dawki tem-
pola 2 mmol/kg, a takze dawki — 0,2 mmol/kg w grupie WKY, po poczatkowym zmniej-
szeniu v, obserwowano faze wzrostu, ktorej szczyt wystegpowal miedzy 11 a 25 min. od
zakonczenia 20-min infuzji (ryc. 54c). W stosunku do wartosci standardowych z poczat-
ku do$wiadczenia oraz warto$ci w momencie rozpoczgcia podawnia tempola w dawce 2
mmol/kg, maksimum fazy wzrostu v osiagneto: w grupie WKY +23,20 £+ 5,57% 1 25,76
+ 5,01%, w grupie SHR: - 3,31 + 7,00% i +15,72 + 4,02%, za§ w grupie LNR: +3,49 +
4,41%1 6,04 + 3,05% (NS).
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a) (+dP/dt)max — maksymalna szybko$¢ narastania cis$nienia w aorcie, b) —dP/dt — szybko$¢ rozkur-

czowego spadku ci$nienia w aorcie, ¢) v — szybkos$¢ rozprzestrzeniania fali cisnienia w aorcie.

Pola zacieniowane odpowiadaja 20-minutowym okresom podawania tempola, lub izotonicznej, 5%
glukozy (GlcS). T 1, T IL, T I, T IV — kolejne dawki tempola podawane w 20-minutowej infuzji do-

zylnej: 0,002, 0,02, 0,2 i 2 mmol/kg. Linie: czarna — WKY, czerwona — SHR, niebieska - LNR

a) (+dP/dt)max — maximal dynamics of the increase of pressure in aorta b) —dP/dt — dynamics of the

diastolic fall of pressure in aorta c) v — velocity of the aortal pressure wave

Shaded areas reflects 20-min tempol infusion periods, or 5% dextrose (Glc5) infusion. T1, T II, T 11,
T 1V — subsequent tempol doses administered in 20-min infusion: 0,002, 0,02, 0,2 and 2 mmol/kg.

Lines: black — WKY, red — SHR, blue — LNR.

Ryc. 54. Charakterystyka podatno$ci wysokoci$nieniowego ukladu tgtniczego.
Fig. 54. Characteristics of compliance of the high-pressure arterial system.
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4.6. Ocena wptywu tempola na odruch z baroreceptoréw
tetniczych

W warunkach standardowych (Procedura 3.2.2.5) MAP bylo istotnie wyzsze w gru-
pach SHR i LNR w stosunku do ich odpowiednikow normotensyjnych WKY (ryc. 55),
przy czym szczury SHR demonstrowaty istotnie wolniejsza HR, zas§ LNR istotnie szyb-
sza. Po podaniu dozylnych dawek tempola obserwowano obnizenie MAP: najwigksze w
grupie SHR, umiarkowane, lecz statystycznie istotne po dawce 0,2 mmol/kg w grupie
WKY i nieistotne w grupie LNR.

a) MAP
[mm Hg]

WKY SHR LNR

0,02 0,2 Tempol
[mmolfkg]

,2 Tempol
[mmal/kg]

test Kruskala-Wallisa: *P < 0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Wilcoxona; 1 P < 0,05 SHR
lub LNR w stosunku do WKY — test Manna-Whitneya.

Kuskal-Wallis test *P < 0.05 tempol vs. control of each group — Wilcoxon test; 1P < 0.05 SHR or LNR vs. WKY
— Mann- Whitney test.

Ryc. 55. Wplyw tempola $rednie cisnienie tgtnicze (MAP) i czgstos¢ akeji serca (HR).
Fig. 55. Effect of tempol on mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR).
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Tempol w sposob zalezny od dawki zmniejszat HR w grupach WKY i SHR, za§ w
grupie LNR zwolnienie HR miato bylo minimalne i wystgpowalo jedynie po podaniu
wigkszej z zastosowanych dawek tempola — 0,2 mmol/kg.

We wszystkich zapisach ci$nienia tgtniczego rejestrowanych w ramach Procedury
3.2.2.5 zarejestrowano liczne sekwencje wzrostu i spadku cisnienia tgtniczego, na ktore
sktadaty si¢ najczgsciej 3 do 4, rzadziej 5 do 6 kolejnych jednokierunkowych zmian
SBP, wystepujace w nieregularnych odstepach czasu. Sekwencje wzrostu SBP (ryc. 56a)
wystgpowaly istotnie czgsciej niz sekwencje spadku SBP. Czgstotliwos¢ sekwencji
wzrostu SBP byta istotnie wigksza w grupie SHR niz w pozostatych grupach (ryc. 56c),
natomiast czgstotliwo$¢ sekwencji spadku SBP byta istotnie mniejsza w obu grupach z
nadci$nieniem tetniczym (SHR i LNR) w poroéwnaniu do kontroli WKY (ryc. 56d).

Sekwencje jednokierunkowej zmiany SBP Czestotliwos$¢ sekwencji ASBP [Hz]
Sequences of SBP changes Frequency of the ASBP sequences [Hz]
[% cykli sercowych / % heart cycles]
a) sekwencje TSBP c) sekwencje TSBP
TSBP sequences 1SBP sequences
WKY ; SHR LNR WKY ; SHR LNR

(mkg= 002 02 = 002 02 = 002 02 MR- 002 02 - 002 02 — 002 02
b) sekwencje {SBP d) sekwencje {SBP
I SBP sequences 1 SBP sequences
WKY SHR LNR WKY SHR LNR

Tempol: _ _ _ Tempol: _ _ —
[mmolikg] 0,02 0,2 0,02 0,2 0,02 0,2 {mmolikg] 0,02 0,2 0,02 0,2 0,02 0,2

T SBP, {SBP — sekwencja wzrostu (1), lub spadku (3) SBP wystepujaca w conajmniej 3 kolejnych cyklach
sercowych; ANOVA: * P < 0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Wilcoxona; 1 P < 0,05
SHR lub LNR w stosunku do WKY- test Fishera

7' SBP, JSBP — sequence of an increase (1), or decrease (¥) of SBP to occur in at least 3 consecutive heart
cycles; ANOVA: * P < 0.05 tempol vs. control of each group — Wilcoxon test; 1 P < 0.05 SHR or LNR
vs.WKY - F - test.

Ryc. 56. Sekwencje zmiany ci$nienia tgtniczego wyrazone jako odsetek cykli sercowych oraz ich
czestotliwosé.
Fig. 56. Sequences of change in arterial pressure expressed as a percent of heart cycles and their

frequency.



134 Tomasz H. Wierzba

Tempol w sposob zalezny od dawki zmniejszat czgstotliwo$¢ wystepowania obydwu
rodzajow sekwencji ci$nieniowych w grupie SHR i nieznacznie zmniejszat czgstotliwo$¢
sekwencji wzrostu SBP w grupie WKY. Tempol nie wptywat znaczaco na czgstotliwosé
wystgpowania sekwencji spadku SBP w grupach WKY i LNR, natomiast po wigkszej z
jego zastosowanych dawek — 0,2 mmol/kg obserwowano zwigkszenie czgstotliwosci
sekwencji wzrostu SBP w grupie LNR.

Oprocz sekwencji cisnieniowych zarejestrowano liczne sekwencje zmian HR, z kto-
rych czg$¢ rozpoczynata si¢ niemal rownocze$nie z sekwencjami SBP lub z op6znieniem
kilku cykli sercowych. Sekwencje zmiany HR, ktore rozpoczynaly si¢ rozpoczynaty si¢
po rozpoczeciu sekwencji SBP, ale nie pdzniej niz po 6 cyklach sercowych zostaly
uznane jako sekwencje skojarzone z sekwencjami ci$nieniowymi. Obserwowano takze
wystepowanie sekwencji jednokierunkowych zmian HR wystepujacych niezaleznie od
zmian SBP. Charakterystyke dwoch typow sekwecji skojarzonych (sekwencje zgodne, w
ktérych kierunek zmiany SBP i odstgpu RR byly zgodne, a zatem zmiany SBP i HR
miaty kierunek przeciwny oraz sekwencje niezgodne, w ktorych SBP i HR zmieniaty sig
w tym samym kierunku) przedstawiono na rycinach 57-59. Srednie op6znienie sekwen-
cji AHR wzglgdem ASBP zalezato od rodzaju sekwencji i réznito si¢ migdzy grupami
szczurow. Zakres przesunigcia fazowego wyrazonego w cyklach sercowych wynosit od
0,133 + 0,010 [RRi"'] w grupie SHR po podaniu tempola — 0,2 mmol/kg do 0,915 +
0,049 [RRi'] w grupie LNR przed podaniem tempola. Opodznienie sekwencji AHR
wzglgdem ASBP byto istotnie krotsze przy sekwencjach niezgodnych (ryc. 57b,d; zakres
przesuniecia fazowego od 0,133 + 0,010 [RRi"'] w grupie SHR po podaniu tempola do
0,298 + 0,014 [RRi'], w grupie LNR po podaniu tempola), w poréwnaniu do sekwencji
zgodnych (ryc. 57a,c; zakres przesunigcia fazowego od 0,352 + 0,018 [RRi™'] w grupie
SHR po podaniu tempola do 0,915 + 0,049 [RRi'], w grupie LNR przed podaniem tem-
pola tempola), zarowno w sekwencjach wzrostu SBP, jak tez jego spadku. U szczurow
SHR i LNR skojarzone sekwencje AHR inicjowane wzrostem SBP (ryc. 57a,b) wystg-
powaly przesunigciem fazowym istotnie wigkszym niz w grupie WKY. Przy sekwen-
cjach AHR inicjowanych SBP (ryc. 57¢,d) w grupie LNR obserwowano wigksze opdz-
nienie sekwencji sercowych, natomiast w grupie SHR przesunigcie fazowe bylo istotnie
mniejsze zarowno wzgledem grupy WKY, jak i LNR. W dawce 0,02 mmol/kg tempol
nie wplynal w sposéb istotny na opdznienie sekwencji sercowych wzgledem ci$nienio-
wych i dla uproszczenia dawka ta nie zostata uwzgledniona na ryc. 57. Z kolei w dawce
0,2 mmol/kg tempol nie wplynal w sposob na opdznienie sekwencji AHR wzgledem
ASBP przy sekwencjach zgodnych ((|{HR = f (1SBP), ryc. 57a; tHR = f (|SBP),
ryc57c), jakkolwiek w grupie LNR zaznaczyla si¢ wyrazna tendencja (P<0,07) do
zmniejszenia przesunigcia fazowego. W przypadku sekwencji niezgodnych (ryc. 57b,d)
tempol (0,2 mmol/kg) istotnie zwigkszal przesunigcie fazowe u szczuréw LNR, nie
wplywatl na opodznienie sekwencji wzrostu HR skojarzonych ze wzrostem SBP (ryc.
57b), natomiast zmniejszat opdznienie sekwencji spadku HR skojarzonych ze spadkiem
SBP w grupach WKY i SHR (ryc. 57d).



4. Wyniki 135

Opodznienie sekwencji sercowych (AHR) wzgledem cisnieniowych (ASBP)
Lag between AHR vs. ASBP sequences
[(odstep RR)" / (RRinterval)”]

a) Sekwencje / Sequences c) Sekwencje / Sequences
JHR = f(TSBP) THR = f({SBP)
WKY SHR LNR WKY SHR JLNR

C T cC T C
b) Sekwencje / Sequences d) Sekwencje / Sequences
THR = f(TSBP) JHR = f({SBP)

WKY SHR LNR

C C

C cC T C

Przy rownoczesnej rejestracji EKG i fali cisnieniowej (ryc. 8 ) wystapienie zatamka R poprzedzato wzrost
cisnienia tgtniczego w aorcie.W wigkszosci sekwencji skojarzonych zmiana HR rozpoczynata si¢ po czasie
krétszym od 1 cyklu serca w stosunku do poczatku zmiany SBP w poprzedzajacej fali cisnieniowej. W obli-
czeniach przesunigcia czasowego migdzy sekwencja AHR i A SBP przyjgto,ze wartos¢ takiego przesunigcia
wynosi 0.

C — szczury przed podaniem tempola; T — szczury po podaniu tempola 0,2 mmol/kg; T SBP, {SBP, T HR,
JHR — sekwencja wzrostu (1), lub spadku ({) SBP, lub HR wystepujaca w conajmniej 3 kolejnych cyklach
sercowych; * P < 0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Manna-Whitneya; f P < 0,05 SHR
lub LNR w stosunku do WKY- ANOVA, test Tukeya.

At simultaneous recording of ECG and sphygmogram (ryc. 8) R wave occurred prior to increase of blood
pressure in aorta In the majority of the associated sequences the of sequential change in HR was initiated after
a period shorter than 1 heart cycle from the beginning of the initial change in SBP. The value of the such shift
has been concerned as 0 in computing of the phase shift between AHR and ASBP.

C — rats before the tempol administration, T — rats following tempol — 0,2 mmol/kg; 7'SBP, SBP, THR, JHR —
sequence of an increase (1), or a decrease (V) of SBPor HR to occur in at least 3 consecutive heart cycles; *
P < 0.05 tempol vs. control of each group — Mann-Whitney test; 1 P < 0.05 SHR or LNR vs. WKY — ANOV 4,
Tukey test.

Ryc. 57. Srednie przesuniecie fazowe sekwencji AHR wzgledem sekwencji ASBP.
Fig. 57. Mean phase shift between AHR Sequences vs. ASBP sequences.

Charakterystyke ilosciowa wystgpowania sekwencji sercowych skojarzonych z se-
wencjami wzrostu SBP przedstawia ryc. 58, ktorej fragmenty gorne (a,c) odnosza sie do
sekwencji niezgodnych ((|RRi jest funkcja 1SBP, czyli THR = f(1SBP)), za$ dolne (b,d)
do zgodnych ((1RRi = f(1SBP)). Zestawienie rycin: 58a z 58b oraz 58c z 58d uwidacz-
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nia, ze we wszystkich grupach czesto$¢ wystepowania sekwencji niezgodnych, a takze
ich wydajno$¢, wyrazajaca odsetek skojarzonych sekwencji sercowych w stosunku do
liczby danych sekwencji ci$nieniowych w analizowanym przedziale czasowym byta

istotnie wigksza od sekwencji zgodnych.

Sekwencje zmiany HR skojarzone
z sekwencjami TSBP w odniesieniu
do liczby cykli sercowych
Sequences of AHR associated with
TSBP sequences with respect
to number of heart cycles
[sekwencje / sequences: [AHR:fTSBP)]n] 00%
(RRi), ’

a) Sekwencje / Sequences
THR = f(1SBP)

WKY SHR LNR

002 02 — 002 02 — 0,02 02

Tempol
[mmol/kg]
b) Sekwencje / Sequences
IHR = f(TSBP)
WKY SHR LNR
6
5
4
3
2
1
- 002 02 — 002 02 - 0,02 02
Tempol
[mmol/kg]

]

Wydajnosé BRS
BRS efficiency
[ sekwencje / sequences: [AHR=f(TSBP)]n] OO%]
(sekwencje / sequences: TSBP)n

Sekwencje / Sequences
THR = f(TSBP)

WKY SHR LNR

0,02 02 — 002 02 — 0,02 02
Tempol
[mmol/kg]

Sekwencje / Sequences
IHR = f(TSBP)

WKY SHR LNR

0,02 02 — 002 02 - 002 02
Tempol
[mmol/kg]

T SBP, T HR, VHR — sekwencja wzrostu (1), lub spadku (¥) SBP, lub HR wystepujaca w conajmniej 3 kolej-
nych cyklach sercowych; ANOVA: * P < 0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Wilcoxona;
T P <0,05 SHR lub LNR w stosunku do WKY- test Tukeya.
7'SBP, THR, VHR — sequence of an increase (1), or a decrease (¥) of SBP or HR to occur in at least 3 con-
secutive heart cycles; ANOVA: * P < 0.05 tempol vs. control of each group — Wilcoxon test; P < 0.05

SHR or LNR vs. WKY - Tukey test.

Ryc. 58. Wystgpowanie sekwencji sercowych skojarzonych z sekwencjami wzrostu SBP
Fig. 58. Occurence of the HR sequences coupled to the sequences of an increase of SBP

Iloraz czegsto$ci wystepowania sekwencji niezgodnych wzgledem zgodnych byt w
warunkach kontrolnych, przed podaniem tempola wigkszy w grupie LNR (3,25 + 0,32) i
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SHR (3,03 + 0,41), od WKY (1,27 £+ 0,16, P < 0,001). W rankingu ilorazu wydajnosci
skojarzenia sekwencji najwyzsza warto$¢ stwierdzono w grupie SHR (8,62 + 0,75),
mniejsza u szczur6w LNR (4,89 + 0,68) i zdecydowanie najmniejsza w WKY (1,72 +
0,38). W grupie SHR stwierdzono istotnie wigksza czesto$¢ wystepowania niezgodnych
sekwencji sercowych skojarzonych ze wzrostem SBP i wigksza ich wydajnos$¢ niz w
pozostatych grupach. Z kolei w obu grupach nadci$nieniowych: SHR i LNR czgsto$¢
wystepowania zgodnych sekwencji sercowych skojarzonych ze wzrostem SBP i ich
wydajnos¢ ich skojarzenia (BEI) byta znamiennie mniejsza. Tempol nie wptynat na
czgstos¢ wystgpowania sekwencji zgodnych (ryc. 58c), natomiast w sposob zalezny od
dawki zmniejszyl czgstos§¢ wystgpowania sekwencji niezgodnych w grupie SHR (ryc.
58a) i zwigkszyt w grupie LNR. W obu grupach nadci$nieniowych tempol nie wplynat
na wydajno$¢ skojarzenia sekwencji niezgodnych, natomiast w dawce 0,2 mmol/kg
zwigkszyt t¢ wydajnos¢ w grupie WKY. Po podaniu tempola stwierdzono zwigkszenie
wydajnosci skojarzenia sekwencji zgodnych sekwencji (BEI) w grupie LNR i analo-
giczna, chociaz niestotng statystycznie tendencje w grupie SHR.

Charakterystyke ilosciowa wystgpowania sekwencji sercowych skojarzonych z se-
wencjami spadku SBP przedstawia ryc. 59, ktorej fragmenty goérne (a,c) odnosza sie do
sekwencji niezgodnych ((1RRi = /' (|SBP), czyli |HR = f (|SBP)), za$ dolne (b,d) do
zgodnych ((|RRi = (| SBP)). ich skojarzenia. Jedynie w grupie LNR po podaniu tempo-
la iloraz obu wydajnosci byt zblizony. Wydajno$¢ sekwencji niezgodnych, byta we
wszystkich grupach istotnie mniejsza niz sekwencji zgodnych, o czym $wiadczy wartos§¢
ich ilorazu mniejsza od 1 (zakres od: 0,31 + 0,06 — grupa LNR przed podaniem tempola
do 0,79 + 0,12 grupa WKY przed podaniem tempola).

Iloraz czgstosci wystgpowania sekwencji niezgodnych wzgledem zgodnych byt w
warunkach kontrolnych, a w grupach WKY i LNR takze po podaniu tempola istotnie
mniejszy od obliczonego dla sekwencji zgodnych i wynosit: w grupie WKY: 0,72 +
0,17, 0,74 + 0,09 i 0,81 + 0,11 (odpowiednio: przed i podaniu tempola — 0,02 i 0,2
mmol/kg), w grupie SHR: 0,47 + 0,10, 0,65 + 0,151 1,03 + 0,22 (odpowiednio: przed i
podaniu tempola — 0,02 1 0,2 mmol/kg) a w grupie LNR — 0,71 + 0,08, 0,86 + 0,13 1 0,89
+ 0,14 (odpowiednio: przed i po podaniu tempola — 0,02 i 0,2 mmol/kg).

Przed podaniem tempola czgstotliwos¢ sekwencji niezgodnych ((JHR= f (|SBP))
byla istotnie mniejsza niz w grupie WKY (ryc 59a) przy zblizonej wydajnosci skojarze-
nia sekwencji (ryc 59¢). Po podaniu tempola w grupach WKY i SHR wystapita tenden-
cja do zmniejszenia czgstosci wystgpowania tych sekwencji. natomiast w grupie LNR
tempol zaobserwowano istotny efekt o kierunku odwrotnym (ryc 59a).Po podaniu tem-
pola zarejestrowano w grupach WKY i SHR zwigkszenie wydajnosci skojarzenia se-
kwencji |HR = f(|SBP), podczas gdy u szczurow LNR istotnej zmiany nie zaobserwo-
wano. W porownaniu do szczurow WKY czgstos¢ wystgpowania sekwencji sercowych
zgodnych z sekwencjami spadku SBP ((1HR = /(| SBP)) byta w warunkach kontrolnych
nieznacznie mniejsza w obu grupach nadci$nieniowych (SHR — P < 0,2, NS; LNR P <
0,05; ryc. 59b), przy czym ich wydajnos$¢ (BEI) byta wigksza w grupie SHR (P < 0,01) i
mniejsza w grupie LNR (P < 0,05). Po podaniu tempola stwierzono wzrost czgstosci
wystgpowania sekwencji THR = f (| SBP) u szczurow WKY, jej istotne zmniejszenie w
grupie SHR i brak efektu w grupie LNR(ryc. 59b). Po podaniu tempola w dawce 0,2
mmol/kg zaobserwowano zwigkszenie BEI u szczurow WKY, za$ w pozostatych gru-
pach BEI pozostata praktycznie niezmieniona (ryc. 59d).
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Sekwencje zmiany HR skojarzone
z sekwencjami {SBP w odniesieniu
do liczby cykli sercowych
Sequences of AHR associated with
I SBP sequences with respect
to number of heart cycles

Wydajnos¢ skojarzenia sekwencji
Sequence association efficiency

[sekwencje | sequences: [AHR = f({SBP)], 100% ] [sekwgr;?i;:gzt;e;?:c’e:;r[,ﬁ:? fsfélt?BP)]" 100%]
(RRi), ° ' g
a) Sekwencje / Sequences c) Sekwencje / Sequences
{HR flSBP {HR flSBP
WKY SHR LNR WKY SHR LNR

- 002 02 — 002 02 — 002 02 - 002 02 — 002 02 — 00202

Tempol Tempol
[mmol/kg] [mmol/kg]
b) Sekwencje / Sequences d) Sekwencje / Sequences
THR = f({SBP) THR = f({SBP)
WKY SHR LNR WKY . SHR LNR
*

40
35
30
25
20
15
10

- 002 02 — 002 02 — 002 02 - 002 02 — 00202 — 00202
Tempol Tempol
[mmol/kg] [mmol/kg]

4 SBP, T HR, {HR — sekwencja wzrostu (1), lub spadku ({) SBP, lub HR wystepujaca w conajmniej 3 kolej-
nych cyklach sercowych; ANOVA: * P < 0,05 tempol w stosunku do kontroli danej grupy - test Wilcoxona;
T P <0,05 SHR lub LNR w stosunku do WKY- test Tukeya.

JSBP, THR, VHR - sequence of an increase ( 7N, or a decrease (V) of SBP or HR to occur in at least 3 con-
secutive heart cycles; ANOVA: * P < 0.05 tempol vs. control of each group — Wilcoxon test; P < 0.05
SHR or LNR vs. WKY - Tukey test.

Ryc. 59. Wystgpowanie sekwencji sercowych skojarzonych z sekwencjami spadku SBP
Fig. 59. Occurence of the HR sequences coupled to the sequences of a decrease in SBP

Czgstos¢ sekwencji zmiany HR skojarzonych z sekwencjami zmiany SBP i wydaj-
nos$¢ ich skojarzenia byla ilosciowo odmienna przy sekwencjach sercowych inicjowa-
nych wzrostami i spadkami SBP. Pordwnanie sekwencji skojarzonych o niezgodnym
kierunku zmian RRi i SBP ((1HR f= (1SBP) vs |HR = /(| SBP); ryc. 58 i 59)) ujawnito
istotnie wigksza czgstos¢ wystepowania i wieksza wydajno$¢ skojarzenia sekwencji
zgodnych skojarzonych ze wzrostem, niz ze spadkiem SBP. W poszczegdlnych grupach
stosunek czestosci sekwencji niezgodnych zwiazanych ze wzrostem do sekwencji zwia-
zanych ze spadkiem SBP wynosit: w grupie WKY: 1,73 + 0,25, 1,80 + 0,16, 2,08 + 0,14;
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w grupie SHR: 8,62 + 0,88, 9,29 + 0,70, 11,14 + 0,74, a w grupie LNR: 4,89 + 0,12, 3,40
+0,21 12,88 + 0,14 (odpowiednio przed tempolem i po podaniu jego dawek: 0,02 1 0,2
mmol/kg), zas odpowiedni iloraz wydajnos$ci skojarzenia sekwencji wynosit: w grupie
WKY: 1,72 + 0,17, 1,59 + 0,12, 1,44 + 0,19, w grupie SHR: 2,76 + 0,34, 2,02 + 0,40,
1,38 + 0,18, za§ w grupie LNR: 2,53 + 0,22, 2,11 + 0,23 1 1,99 + 0,19 (odpowiednio
przed tempolem i po podaniu jego dawek: 0,02 i 0,2 mmol/kg). Porownanie sekwencji
skojarzonych o zgodnym kierunku zmian RRi i SBP ((JHR = f ({SBP) vs tHR = f
(ISBP); ryc. 58 i 59)) wykazalo istotnie mniejsza czgsto$¢ wystepowania sekwencji
zgodnych skojarzonych ze wzrostem, niz ze spadkiem SBP, przy mniejszej wydajnosci
W poszczegdlnych grupach stosunek czgstosci sekwencji zgodnych zwiazanych ze
wzrostem SBP do sekwencji zwigzanych ze spadkiem SBP wynosit: w grupie WKY:
0,79 + 0,05, 0,69 + 0,06, 0,52 + 0,08; w grupie SHR: 0,33 + 0,08, 0,39 + 0,07, 0,42 +
0,10, a w grupie LNR: 0,31 + 0,08, 0,53 + 0,141 0,61 £ 0,12 (odpowiednio przed tempo-
lem i po podaniu jego dawek: 0,02 i 0,2 mmol/kg), za$ iloraz wydajnosci skojarzenia
sekwencji wynosilt: w grupie WKY: 0,97 + 0,05, 0,81 + 0,08, 0,61 + 0,12; w grupie SHR
0,43+ 0,11, 0,51 + 0,09, 0,59+ 0,09, zas§ w grupie LNR 0,56 + 0,11, 0,96 + 0,171 1,09 +
0,17 (przed tempolem i po podaniu jego dawek: 0,02 i 0,2 mmol/kg).

Porownawcze zestawienie Sredniego nachylenia linii regresji reprezentujacych spon-
taniczna wrazliwos¢ odruchu z baroreceptorow tetniczych (BRS) przedstawiono w tab.
21.

Tab. 21. Spontaniczna wrazliwos¢ odruchu z baroreceptorow tgtniczych (BRS) — nachylenie
linii regresji zaleznosci migdzy powiazanymi sekwencyjnymi zmianami HR i SBP.

Tab. 21. Spontaneous baroreflex sensitivity (BRS) — slope of the regression plot representing
the relationship between coupled sequentional changes of HR vs. SBP.

22'(‘7‘;"::;‘: 1SBP : TRRi
Tempol - 0,02 mmol/kg 0,2 mmol/kg

© Q WKY 0,752 £ 0,036 0,793 £ 0,039 0,781 £ 0,038
S3 sHR 0,635+0,061 + |0,699 + 0,067 0,738 + 0,040 *
OO TNR 0,450 + 0,019 17| 0,585 + 0,048 i ** |0,482 % 0,069 fft

22';‘3’:,',‘;‘2 ISBP: LRRi
o o WKY 0,478 + 0,042 0,455 + 0,040 0,491 + 0,031
S 3 sHR 0,421 + 0,036 0,409 + 0,052 0,376 + 0,053
OO TNR 0,353 +0,031 + | 0,359 + 0,058 0,412 £ 0,023 *

SBP — ci$nienie tgtnicze skurczowe, RRi — odstgp RR; P < 0,05: ANOVA, ¥ SHR lub LNR w stosunku do
WKY dla danej dawki tempola - test Fishera; * tempol wzgledem kontroli danej grupy - test Fishera.

SBP — systolic blood pressure, RRi — RR interval; P< 0,05: ANOVA, 1 SHR or LNR vs. WKY for given
tempol dose - F test; * tempol vs. no tempol within a given group, F-test.

U wszystkich testowanych szczuré6w przed i po podaniu tempola nachylenie linii re-
gresji odnoszacych si¢ do sekwencji wzrostu SBP bylo istotnie wigksze od wyznaczone-
go dla sekwencji jego spadku. BRS wyznaczona z sekwencji spadku HR skojarzonej z
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poprzedzajacymi wzrostami SBP byta istotnie mniejsza w grupie LNR i WKY, w po-
rownaniu do szczuréw referencyjnych WKY. Analogicznie, w obu grupach nadciénie-
niowych BRS wyznaczona z sekwencji wzrostu HR skojarzonej ze spadkami SBP byla
mniejsza niz w grupie WKY, jakkolwiek tylko roznica pomigdzy grupami LNR i1 WKY
byta znamienna.

Tempol nie wptynal w sposob znaczacy na BRS u szczurow WKY. BRS, wyzna-
czona z sekwencji wzrostu SBP, ulegta istotnemu zwigkszeniu w grupie SHR po poda-
niu dawki tempola 0,2 mmol/kg, osiagajac poziom zblizony do wyznaczonego w grupie
WKY przed podaniem tempola. Rownoczesnie BRS sekwencji spadku SBP ulegta wy-
raznemu, cho¢ statystycznie nieistotnemu zmniejszeniu. W grupie LNR stwierdzono
zwigkszenie BRS po podaniu dawki tempola 0,02 mmol/kg w sekwencjach wzrostu SBP
i po dawce tempola — 0,2 mmol/kg przy sekwencjach spadku SBP.

4.7. Wpltyw tempola na zmiennos¢ rytmu serca i odpowiedzi
uktadu krazenia na hipoksje hipobaryczng

W warunkach spoczynkowych pod koniec wybranego 9-dniowego cyklu doswiad-
czalnego, przeprowadzonego w ramach Procedury 3.2.2.6, MAP i HR istotnie r6znity si¢
migdzy grupami szczuréw wyodrgbnionymi w ramach kazdego cyklu. W grupach WKY
i SHR po 7-dniowym podawaniu tempola MAP bylo istotnie zmniejszone, przy nieza-
miennym zwolnieniu HR, za§ w grupie LNR po 7-dniowym podawaniu tempola MAP
pozostato niemal niezmienione przy nieznacznym, lecz statystycznie znamiennym przy-
spieszeniu HR. W poszczegodlnych grupach MAP wynosito [mm Hg]: WKY-C (kontrola
bez tempola): 111,15 + 4,21 WKY-T (szczury WKY po 7-dniowym podawaniu tempo-
la): 103,85 + 2,33, SHR-C: 143,25 + 5,85, SHR-T: 129,00 + 3,33, LNR-C: 154,85 + 2,86
i LNR 152,20 + 5,03, natomiast HR wynosita [min™']: WKY-C: 319,05 + 6,25, WKY-T:
310,67 + 6,10, SHR-C: 294,25 + 6,99, SHR-T: 286,13+ 5,00, LNR-C: 332,87 + 1,88 i
LNR 343,03 + 3,22 (ryc. 60).

W warunkach hipoksji MAP istotnie wzrosto we wszystkich grupach, w najwigk-
szym stopniu w grupie WKY, przy czym w grupie SHR-C wzrost MAP byt obserwowa-
ny jedynie w pierwszych 10 minutach hipobarii. HR ulegta istotnemu zmniejszeniu, przy
czym w grupie LNR-C na poczatku hipobarii wystapito nieznaczne przyspieszenie HR.
Bezposrednio po zakonczeniu hipobarii MAP istotnie wzrosto we wszystkich grupach,
czemu towarzyszyto wyrazne zwolnienie HR (ryc. 60).

U szczurdow otrzymujacych tempol (LNR-T) HR byta istotnie nizsza 65 min po za-
konczeniu hipobarii, niz przed jej rozpoczeciem, co wyrdzniato t¢ grupe sposroéd pozo-
statych.
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Zacieniowane pola wyznaczaja dwa okresy 20 min hipobarii o ci$nieniu -100 mm Hg (Hipoksja I) i
-200 mm Hg (Hipoksja II) ponizej chwilowego ci$nienia atmosferycznego.

Shaded areas represent 20-min periods of subsequent hypobaria at a pressure -100 mm Hg (Hipok-
sja I) and -200 mm Hg (Hipoksja II) below a temporary atmospheric pressure.

Ryc. 60. Zmiany MAP i HR wywolane kontrolowana hipobaria.
Fig. 60. Changes in MAP and HR evoked by controlled hypobaria.
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W tab. 22 zestawiono maksymalne odpowiedzi cisnieniowe i sercowe podczas i po
hipoksji oraz ich wzajemny stosunek. Wzrost MAP podczas hipobarii i po jej zakoncze-
niu byt najwigkszy w grupie LNR otrzymujacej tempol. Odpowiedzi sercowe na

Tab. 22. Maksymalne zmiany MAP i HR podczas i po hipobarii.
Tab. 22. Maximal changes in MAP and HR doring and following hypobaria.

Hipobaria / Hypobaria Po hipobarii / After hypobaria

Grupa

Group Amax max AHR Amax max AHR

MAP [mmHg] | HR [min] | maxAMAP | MAP [mmHg] | HR [min"] | maxAMAP

WKY-C |/10,85+2,60 -22,00+8,15 |-2,03+0,30 20,03 £2,99 -3825+9,20 |-1,91+0,38
WKY-T |8,77£258 -7,63+2,65* |-0,87+0,23* | 13,50+3,65* |-10,02+4,11* |-0,74+0,28*
SHR-C 7,72+183 -11,15+2,30F |-1,44+0,14 15,02 + 2,52 -14,05 + 3,051 | -0,94 +0,27
SHR-T [/ 6,85+223 -1580+150 |-2,31+0,10¢+ | 9,80 + 3,40* -8,30 + 2,08 -0,85+0,18
LNR-C 12,02 +3,49 -14,35+2,65% |-1,19+£0,271 |[7,31£4,01% -26,85+6,35 |-3,67+0,51F
LNR-T |/ 19,85 + 4,02 -36,85+5,51* |-1,86+0,35 23,35 +6,35* | -45,20 +11,25* | -1,94 + 0,56*

P < 0,05, ANOVA z testami post hoc,: * tempola wzglgdem wtasnej kontroli - test Fishera, ¥ SHR lub LNR w
stosunku do WKY - test Dunnetta. P< 0,05: ANOVA with post-hoc tests: * tempol vs. own control — F-test, |
SHR or LNR vs. WKY - Dunnett test.

Do charakterystyki réznic migdzy kolejnymi odstgpami RR (RRi) odnosi sig ryc. 61.
Roznice dlugosci RRi w ponad 99% analizowanych RRi byty mniejsze niz 9 ms (ryc.
61b). Po sporzadzeniu wykresu ilustrujacego rozktad réznic migdzy nastepujacymi po
sobie kolejnymi RRi (ryc 61a), przy podziale tych r6znic na przedzialy 1-milisekundowe
okazato sig, ze mediana wystepuje w przedziale réznic od 1 do 2 ms, za$ roznice miedzy
kolejnymi RRi mniejsze od 3ms stanowia od 69 do niemal 90% wszystkich RRi (ryc.
61b). Przy odcigciu dystrybuanty rozktadu RRi w obrebie przedzialéw od 1 do 2 ms i od
2 do 3 ms wystepowaty najwigksze roznice miedzy grupami w odsetku odcigtych RRi.
Uwzgledniajac to spostrzezenie uwzglednitem w dalszej analizie zmienna pNN2,5, okre-
$lajaca odsetek roznic migdzy kolejnymi RRi przekraczajacych 2,5ms. U szczuréw nad-
cisnienowych, w szczegdélnosci LNR, pNN2,5 byto mniejsze niz w grupie referencyjnej
— WKY (ryc. 61c). Tempol istotnie obnizat pNN2,5, w najwigkszym stopniu w grupie
SHR, gdzie redukcja pNN2,5 byta ponad 2,5-krotna.
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Rozktad roznic kolejnych odstepéw RR
Distribution of the differences between subsequent RR intervals
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Prostopadta strzatka na rycinach a i b wyznacza punkt odcigcia na poziomie 2,5 ms roéznic migdzy
kolejnymi RRi. test Kruskal-Wallisa z testami post hoc, *, **, *** - P <(,05, 0,01, 0,001 - tempol
w stosunku do wiasnej kontroli — test U-Manna-Whitneya; # LNR w stosunku do SHR - test U-
Manna-Whitneya / Perpendicular arrow in Fig. a and b indicate the cut-off at 2,5 ms of the sub-
sequent RRi. Kruskal-Wallis test followed by post-hoc tests: *, ** *** _ P < (.05 0.01, 0.00] —
tempol vs. own control, U-Mann-Whitney test, # LNR vs. SHR, Mann-Whitney test.

Ryc. 61. Roznice migdzy kolejnymi odstgpami RR w warunkach standardowych.
Fig. 61. Differences between succesive RR intervals (RRi) in standard conditions.
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Przed hipobaria tMSSD bylo istotnie nizsze u szczuréw SHR w poréwnaniu do
WKY i LNR (ryc. 62), przy czym w grupach WKY i LNR rMSSD bylo obnizone w
okresie podawania tempola. Podczas hipobarii rMSSD uleglo istotnemu zmniejszeniu w
grupach WKY (-13,75 £ 4, 56%) i SHR (-11,71 £ 4,05%), podczas gdy u szczurow LNR
i we wszystkich grupach w okresie podawania tempola zaobserwowano nieznamienny
trend o kierunku odwrotnym (LNR-C: +32,89+ 16,35%; WKY-T: +11,97 £ 5,35%;
SHR-T: 17,12 £ 10,25% i LNR-T: +23,88 + 11,35%). Bezposrednio po zakonczeniu
hipobarii rMSSD uleglo przejsciowemu zwigkszeniu we wszystkich grupach, przy czym
wzrost ten byt statystycznie nieistotny u szczurow WKY i SHR (WKY-C, WKY-T,
SHR-C i SHR-T). Znamienny wzrost rMSSD wystapit u szczurow LNR w okresie w
ktéorym nie otrzymywaty tempola (LNR-C: + 122,74 + 28,35%). W okresie podawania
tempola (LNR-T) przyrost rMSSD byl znacznie mniejszy (+27,15 + 9,07 P <0,05, P<
0,001 vs, LNR-C).
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Zacieniowane pola wyznaczaja dwa okresy 20 min hipobarii o ci$nieniu —100 mm Hg (Hipoksja I) i =200 mm
Hg (Hipoksja II) ponizej chwilowego ci$nienia atmosferycznego.
Shaded areas represent 20-min periods of subsequent hypobaria at a pressure —100 mm Hg (Hipoksja 1) and —
200 mm Hg (Hipoksja II) below a temporary atmospheric pressure.

Ryc. 62. rMSSD (pierwiastek kwadratowy ze $redniej kwadratow roznic migdzy kolej-
nymi odstgpami RR) podczas i po kontrolowanej hipobarii

Fig. 62. rMSSD (root mean square of successive differences) during and following
hypobaria.

W szeséciu panelach ryc. 63, stanowiacych graficzna ilustracje krotko- i dtugookre-
sowej HRV w uktadzie Poincare’ zestawiono wartosci SD1 i SD2 wyznaczone w wa-
runkach spoczynkowych przed hipobaria. Pola wykre§lonych elips, stanowiace graficzna
interpretacje calkowitej HRV w domenie czasowej sa w grupach WKY i LNR istotnie
mniejsze, gdy w byly wyznaczone w okresach w ktérych szczurom podawano tempol
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(WKY-T vs WKY-C, LNR-T vs LNR-C). Pola elips zakre§lone w grupie SHR sa istotnie
mniejsze od korespondujacych pol grup WKY i LNR, co $wiadczy o mniejszej HRV.
We wszystkich grupach zmniejszy! sig¢ udziat krotkoterminowej HRV w catkowitej] HRV
pod wptywem tempola, o czym $wiadczy zwigkszenie ilorazu SD1/SD2 (WKY-C: 0,36
+ 0,05 vs WKY-T 0,51 + 0,07; SHR-C: 0,49 + 0,09 vs SHR-T 0,70 + 0,08; LNR-C: 0,54
+ 0,08 vs WKY-T 0,61 + 0,10), przy czym u szczurow LNR zmiana ilorazu SD1/SD2
byta statystycznie nieistotna.

[ms WKY-C [ms] SHR-C [ms] LNR-C
7 2201 220} 2204
< 210 2104 SD2 210} SD2
C
& 200 200 ¢ 200
1001 190 190 1
180 1 180 4 180 1
170 + 170 4 (RRi)n [mS] 1704 (RRi)n [ms]
,\10 ,\%Q ,\gQ ,LQQ ,7:\0 ,LrLQ ,\10 ,\%0 ,\QQ ,LQQ ,L'\Q '7:1'0 ,\10 ,\%0 ,\Q,Q ,LQQ ,L\Q ,ﬂ%
L - [ms] HR-T [ms] LNR-T
2 220 LLLSLAL 220+ SSD1 2204
T 2101 210+ SD2 401
& 5001 200 } 200 ¢

190 1 190 1 190 1

180 | 180 }
sl 1701 (RRi;n [ms] 470 ] (RRi)n [ms]

i ! !

180 -

170 1 ) / , )
\10 \%Q ,\gQ ,LQQ ,7/»\0 'I:Z’Q ,\10 ,\%0 ,\90 ,LQQ ,L\Q '7:7'0 ,\10 ,\%0 ,\Q,Q ’LQQ ,L»\Q '7,'79

RRi — czas odstgpu RR / RRi — RR interval

Ryc. 63. Wykresy Poincare’ jako wyktadniki HRV w domenie czasowej, wyznaczone w warun-
kach standardowych.
Fig. 63. Poincare’ plots as determinants of the time-domaine HRV assessed in unrestrained rats.

W pierwszych 5 minutach od rozpoczgcia hipobarii SD1 i SD2 nieznacznie wzrosto
u wiekszosci szczuréw, po czym wartosci SD1 u szczuréw WKY i SHR SD1 utrzymy-
wato sie na poziomie zblizonym do wyjsciowego przez dalszy okres hipobarii. W grupie
LNR SDI stopniowo obnizato si¢ podczas hipobarii, czego nie stwierdzono w okresie
podawania tempola szczurom tej grupy (ryc. 64). U szczurow, ktére nie otrzymywaty
tempola SD2 stopniowo zmniejszato si¢ podczas hipobarii: o -33,67 + 9,52% w grupie
WKY (P <0,01), - 11,85 + 6,25 (NS) u szczurow SHR i 0 -18,67 + 6,98 (P < 0,05) w
grupie LNR. W okresie podawania tempola pierwotny trend spadkowy ulegt odwroce-
niu, w najwigkszym stopniu w grupie LNR (WKY-T: +15,57 + 8,65, SHR-T: +17,29+
7,95,442,01 + 14,28, P <0,05; ryc, 64).

Po zakonczeniu hipobarii w obu grupach nadcisnieniowych SD1 przejsciowo wzro-
sto: w WKY-C o +15,13 + 6,55 w stosunku do wartos$ci sprzed hipobarii, P < 0,05, zas w
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LNR-C o +89,24 + 22,03 (P < 0,01), przy czym tempol catkowicie tym wzrostom zapo-
biegat. SD2 znaczaco wzrosto we wszystkich grupach po zakonczeniu hipobarii i utrzy-
mywalo sie na poziomie podwyzszonym przez 65-min. okres obserwacji, przy czym u
szczurow LNR tempol istotnie ten wzrost ograniczat (ryc. 64). W poszczegolnych gru-
pach SD2 wzrosto po zakoniczeniu hipobarii o: WKY-C: +42,71 + 11,30%; WKY-T:
+49,14 + 16,67, vs WKY-; SHR-C: +41,64 + 15,25, NS vs WKY-C; SHR-T: +38,30 +
8,77 , NS vs SHR-C; LNR-C: +100,95 + 15,33%, P < 0,01 vs WKY-C i SHR-C; LNR-T
+54,56 +£ 12,85, P < 0,05 vs. LNR-C).
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Zacieniowane pola wyznaczaja dwa okresy 20 min hipobarii o ci$nieniu —100 mm Hg (Hipoksja I) i =200 mm
Hg (Hipoksja II) ponizej chwilowego ci$nienia atmosferycznego.

Shaded areas represent 20-min periods of subsequent hypobaria at a pressure —100 mm Hg (Hipoksja 1) and —
200 mm Hg (Hipoksja II) below a temporary atmospheric pressure.

Ryc. 64. Wptyw hipobarii na wyktadniki Poincare’ SD1 i SD2.
Fig. 64. Effect of hypobaria on the Poincare’ indexes: SD1 and SD2

Wyniki analizy ilosciowej HRV w domenie czgstotliwosciowej zostaty zilustrowane
na ryc. 651 66. W poczatkowych warunkach standardowych catkowita moc widma (TP)
i moc widma w zakresie bardzo niskich czestotliwosci (VLF) byla istotnie wigksza w
grupie WKY-C, niz w SHR-C i LNR-C (ryc. 65 ). Moc widma HRV w zakresie niskich
czgstotliwosci (LF) byta niemal pigciokrotnie mniejsza w grupie LNR-C, a SHR-C tylko
nieznacznie mniejsza (-19,75 + 9,66%) w poréwnaniu do WKY-C. W zakresie wyso-
kich czgstotliwosci moc widma (HF) byla o ponad potowg mniejsza szczurow SHR-C, a
w grupie LNR-C 0 15 % mniejsza w stosunku do WKY-C.

Podczas hipobarii TP stopniowo zmniejszylo si¢ w grupie WKY-C (-44,53 +
12,35%) i SHR-C (-33,51 + 11,29%). W okresie podawania tempola w grupach WKY-T
i SHR-T nie stwierdzona redukcji TP. W grupie WKY-T wystapit istotny, cho¢ krotko-
trwaty wzrost TP (+42,49 + 12,78%). W pierwszym okresie hipobarii w grupie LNR TP
przejsciowo wzrosto, niezaleznie od podawania tempola (LNR-C: +47,31 £ 15,05%;
LNR-T: 47,94 + 14,30%), po czym pod koniec hipobarii powrocito do poziomu wyj-
Sciowego.
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a) TP — calkowita moc widma w zakresie czgstotliwosci od 0,04 do 2,2 Hz, b) VLF — moc widma w zakresie
bardzo niskich czgstotliwosci od 0,04 do 0,27 Hz, ¢) LF — moc widma w zakresie niskich czgstotliwosci, 0,27 —
0,74 Hz d) HF — moc widma w zakresie czgstotliwosci wysokich, od 0,74 do 2,2 Hz. Dane uzyskano z obliczen
metoda autoregresyjna. Zacieniowane pola wyznaczaja dwa okresy 20 min hipobarii o ci$nieniu —100 mm Hg
(Hipoksja I) i —200 mm Hg (Hipoksja II) ponizej chwilowego ci$nienia atmosferycznego.

a) TP — Total power at a frequency range 0,04 to 2,2 Hz, b) VLF — very low frequency power, 0,04 - 0,27 Hz,
¢)LF — low frequency power, 0,27 — 0,74 Hz d) HF — high frequency power, 0,74 - 2,2 Hz. Data were obtained
with use of the autoregressive algorithms. Shaded areas represent 20-min periods of subsequent hypobaria at
a pressure —100 mm Hg (Hipoksja 1) and —200 mm Hg (Hipoksja II) below a temporary atmospheric pressure.

Ryc. 65. Wskazniki HRV w domenie czgstotliwosciowej
Fig. 65 HRV indexes in a frequency domain.

VLF znamiennie obnizylo si¢ podczas hipobarii w grupach WKY-C (-61,89 +
11,56%) i SHR-C (-38,14 £ 10,97%), natomiast w grupie LNR wystapit efekt odwrotny
(+74,78 £ 20,23%; ryc, 65). Tempol znaczaco te zmiany ograniczat (WKY-T: +12,02 +
13,88%, P < 0,01 vs WKY-C; SHR-T: -1,68 + 9,94%, P < 0,05 vs SHR-C; LNR-T:
+19,80 + 7,23%, P < 0,05). We wszystkich grupach LF znamiennie obnizylto si¢ podczas
hipobarii (WKY-C: - 56,87 = 17,10%; SHR-C: -28,40 + 12,25%; LNR-C: -38,10 +
8,52%) przy czym w grupie LNR-C w pierwszych minutach hipobarii wystapit wzrost
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LF (+33,33 + 15,05%). W grupie SHR tempol znosit wptyw hipobarii na LF (SHR-T:
+2,17 £ 8,85%, za§ w WKY i LNR odwracal kierunek zmiany (WKY-T: +119,23 +
22,50%, P < 0,001 vs WKY-C; LNR-T: +156,87 + 34,77%, P < 0,01).

Moc widma HRV w zakresie wysokich czg¢stoliwosci (HF) ulegta redukeji podczas
hipobarii, przy czym maksymalna zmiana byla nieznamiennie najwigksza w grupie
LNR-C (-57,34 + 11,89% vs WKY-C: —26,99 + 17,33%, NS i SHR-C: -31,33 £ 14,06%,
NS; ryc. 65). W grupie LNR w poczatkowej fazie hipobarii HF wzrosto (LNR-C: +29,37
+ 15,00%; LNR-T: +35,65 + 12,21%). Tempol nie wptynat w istotnym stopniu na HF
podczas drugiego etapu hipobarii w grupie WKY i LNR, natomiast catkowicie zapobiegt
redukcji HF w grupie SHR (SHR-T: +3,51 £+ 5,85%).

Bezposrednio po zakonczeniu 40-min hipobarii u wszystkich szczur6w nastapit
istotny wzrost TP i jego sktadowych, trwajacy od okoto 20 do ponad 60 min, przy czym
skala ilociowa tej zmiany przekraczala maksymalne zmiany mocy widma obserwowane
podczas hipobarii (ryc. 65). U szczurow ktdrym nie podawano tempola, TP wzrosto o
+21,70 + 4,43% w grupie WKY-C , +16,36 + 5,02% w SHR-C i +299,63 £+ 61,35% w
LNR-C. Tempol zwigkszyt przyrost TP w grupie WKY (WKY-T: +105,25 + 16,77%),
nie wptywajac istotnie na zmiany TP u szczuréw SHR (+37,23 + 15,31%, NS vs SHR-C)
i LNR (LNR-T: +199,63 + 58 85%, NS vs LNR-C). W zakresie VLF szczegolnie zna-
czacy przyrost po zakonczeniu hipoksji wystapil w grupie LNR, gdzie w okresie w kto-
rym nie podawano tempola (LNR-C), osiagnat on poziom +144,35 + 25,89%, za$§ pod-
czas jego podawania (LNR-T): +447,52 + 103,36%. U szczuréw WKY-C i SHR-C LF
uleglo nieznacznemu zwigkszeniu po zakonczeniu hipobarii (odpowiednio o: +30,39
+12,04% 1 +32,10 £ 6,58%), przy praktycznie niezmienionym HF (odpowiednio: -3,68 +
4,04% 1 -6,02 = 9,59%), przy czym pod wptywem tempola moc widma obu komponent
HRYV ulegta zwigkszeniu, co uwidocznito si¢ w wigkszym stopniu w grupie WKY (LF:
WKY-T: +276,92 + 61,63%, SHR-T: +93,48 + 20,01%; HF: WKY-T: +185,39 +
52,25%, SHR-T: +63,16 + 17,42%). Dramatyczny wzrost LF i nieco mniejszy HF wy-
stapit po zakonczeniu hipobarii w grupie LNR. W grupie LNR-C LF wzrosto o +1400,00
+ 273%, za$s HF o +458,23 + 98,37%. Tempol znaczaco te przyrosty przyttumik:
(+388,24 +77,90% - LF; + 151,30 + 70,63% - HF).

Przed hipobaria stosunek LF/HF byt istotnie nizszy w grupie LNR w poréwnaniu do
WKY i SHR (LNR-C: 0,147 £ 0,028 vs WKY-C: 0,626 + 0,103 i vs SHR-C: 0,976 +
0,092; ryc. 66). Tempol istotnie obnizyt LF/HF w grupie WKY-T (0,292 + 0,044), nie-
znacznie w grupie SHR (0,807 + 0,093) i niemal trzykrotnie zwigkszyl w grupie LNR
(LNR-T: 0,443 + 0,112). Podczas hipobarii stosunek LF/HF byt niestabilny, przy czym
w grupie WKY przewazata jego redukcja (WKY-C: -52,81 £ 17,03%), u szczuréw SHR
przecigtna zmiana byla niewielka (SHR-C: +11,46 + 15,00%), a w grupie LNR istotnie
wzrost (LNR-C: +45,37 £9,51%).

W okresie podawania tempola u szczurow WKY i LNR podczas hipoksji wskaznik
LF/HF ulegt wybitnemu zwigkszeniu (WKY-T: +178,74 £+ 26,33%; LNR-T: +175,23 +
30,87%), a u szczurow SHR zaobserwowano trend odwrotny (SHR-T: -22,78 + 18,05%).
Po zakonczeniu hipobarii iloraz LF/HF ulegt istotnemu zwigkszeniu, przy czym u szczu-
row, ktére otrzymywaty tempol przyrost LF/HF byl poprzedzony poczatkowa kilkumi-
nutowa jego redukcja (ryc. 66).
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Dane uzyskano z obliczen metoda autoregresyjna. Zacieniowane pola wyznaczaja dwa okresy 20 min hipobarii
o ci$nieniu —100 mm Hg (Hipoksja I) i 200 mm Hg (Hipoksja II) ponizej chwilowego ci$nienia atmosferycz-
nego. / Data were obtained with use of the autoregressive algorithms. Shaded areas represent 20-min peri-
ods of subsequent hypobaria at a pressure —100 mm Hg (Hipoksja 1) and —200 mm Hg (Hipoksja II) below a
temporary atmospheric pressure.

Ryc. 66. Wptyw hipobarii na wskaznik LF/HF.
Fig. 66. Effect of hipobaria on the LF/HF index.

Podwyzszone warto$ci LF/HF utrzymywaty sie w grupach WKY i LNR do 45 min
po zakonczeniu hipobarii, natomiast w grupie SHR pozostawaty na poziomie znacznie
przekraczajacym wyjéciowy przez caty ponad 65 min okres obserwacji. W grupach
WKY-C i SHR-C maksymalne przyrosty LF/HF po zakonczeniu hipobarii byty zblizone
i wynosity: +36,64 + 12,20 i 46,19 + 19,63%, natomiast w grupie LNR-C byty istotnie
wigksze (+268,80 + 85,46%). Tempol zwigkszyt przyrost LF/HF w grupie WKY-T
(+103,31 +£ 20,56%) i nieistotnie go przythumit w grupach SHR-T (+18,58 + 11,66%) i
LNR-T (+111,88 +30,09%).

4.8. Wplyw tempola czynnos¢ mitochondriéw u szczuréw z
nadcisnieniem tetniczym poddanych treningowi biego-
wemu

Ryciny 66 i 67 obrazuja gestos¢ tkankowa mitochondriéw (AMTD) oszacowana na
podstawie stosunku aktywnosci enzymatycznej zawiesiny mitochondriow i homogenatu
tkankowego w przeliczeniu na gram tkanki ****, AMTD przedstawiono w procentach
szczurdw nietrenowanych grupy WKY-C (Procedura 3.2.2.3) Ryciny 66 i 67 a) odnosza
si¢ do oznaczen aktywnos$ci enzymatycznej syntazy cytrynianowej (CS; AMTDcg), co
jest standardem pomiarowym, za$ ryc. 66 i 67 b) - do oksydazy cytochromu ¢ (COX;
AMTD¢px). W sercu AMTDg byla u szczuréw nietrenowanych z nadci$nieniem t¢tni-
czym nieznacznie mniejsza niz u ich odpowiednikow normotensyjnych (-6,25%: SHRs-



150 Tomasz H. Wierzba

C vs WKYs-C; -11,45% LNRs-C vs WKY-C (ryc. 67a). U szczur6w poddanych trenin-
gowi biegowemu przez 40 dni AMTDcg byto: w grupie WKYtr-C zblizone do odpo-
wiednikow nietrenowanych (99,20% wartosci WKY's-C), natomiast w obu grupach nad-
cisnieniowych byly istotnie wigksze (SHRtr-C: 122,25% vs SHRs-C: 93,75%; LNRtr-T:
106,10% vs LNRtr-C: 88,55%).

Gestos¢ tkankowa mitochondriow [%WKY-C]
Active mitochondrial tissue density [sWKY-C]

Serce / Heart
a b
) Cs ) COX
Nietrenowane Trenowane Nietrenowane Trenowane
Sedentary Trained Sedentary Trained
125
100

75

50

BWKY-C B SHR-C M LNR-C
B WKY-T E SHR-T B LNR-T

Srednie z trzech pomiaréw, w ktorych spulowano serca z 3 szczuréw tej samej grupy. Réznice miedzy wyni-
kami jednostkowych oznaczen o obrgbie danej grupy nie przekraczaty 12%.

Mean of three assays, in which three hearts from the same group were pooled. Differences between data
assessed from assays within a given group did not exceed 12%.

Ryc. 67. Ggstos¢ tkankowa mitochondridéw w sercu wyznaczona przez pomiar aktywnosci enzy-
matycznej syntazy cytrynianowej (CS) **° i oksydazy cytochromu C (COX) *** wyrazona w pro-
centach grupy kontrolnej — WKY-C nietrenowane;j.

Fig. 67. Active mitochondria tissue density in (AMTD) heart assessed by the enzymatic activity
assay of citrate syntase (CS) *** and cytochrome C oxidase (COX **°) expressed as a percent of the
control group - WKY-C sedentary.

W sercach szczurow, ktorym przewlekle podawano tempol AMTD(g nieznacznie
roznita si¢ w stosunku do ich odpowiednikéw, ktore go nie otrzymywaty. W czterech
grupach byla wigksza: nietrenowanych - WKYs-T (115,30% vs 100%), i LNRs-T
(103,23% vs 88,55%) i trenowanych - WKYtr-T (109,77% vs 99,20%), i SHR-T
(122,25% vs 113,10%), za§ w dwoch mniejsza (SHRs-T: 85,22% vs 93,75%; LNRtr-T:
95,45% vs 106,10%).

Przy wyrazeniu AMTD w sercu w jednostkach procentowych WKYs-C, porownano
w ramach tych samych grup AMTDg (ryc. 67a) z AMTDcox (ryc. 67b). We wigkszoSci
grup, poza LNRs-C AMTDcox byta mniejsza od AMTDcg, a réznice AMTDcox -
AMTDg, wyrazone w wartosciach procentowych WKYs-C wynosity w poszczeg6lnych
grupach: WKYs-T: -27,70, SHRs-C: -16,00, SHRs-T: -8,85; LNRs-C: +1,40; LNRs-T: -
8,10; WKYtr-C: -20,70, WKYtr-T: -11,40; SHRtr-C: -9,90; SHRtr-T: -25,00; LNRtr-C:
-29,80 i LNRtr-T: -38,20.
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Gestosc tkankowa mitochondriéw [%WKY-C]
Active mitochondrial tissue density [%WKY-C]

M. gastrocnemius
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Srednie z trzech pomiaréw, w ktérych spulowano miesnie z trzech szczuréw tej samej grupy. Roznice migdzy
wynikami jednostkowych oznaczen o obregbie danej grupy nie przekraczaty 10%. Mean of three assays, in
which three hearts from the same group were pooled. Differences between data assessed from assays within a
given group did not exceed 10%.

Ryc. 68 Gestos¢ tkankowa mitochondridéw w migsniu brzuchatym tydki wyznaczona przez pomiar
aktywnosci enzymatycznej syntazy cytrynianowej (CS) *** i oksydazy cytochromu C (COX) **,
wyrazona w procentach grupy kontrolnej — WKY-C nietrenowane;.

Fig. 68. Active mitochondria tissue density in (AMTD) gastrocnemius musle assessed by the enzy-
matic activity assay of citrate syntase (CS) * and cytochrome C oxidase (COX) **°, expressed as

a percent of the control group - WKY-C sedentary.

W mig$niu brzuchatym tydki AMTDcg byla u szczurow nietrenowanych WKY i
SHR zblizona (+1,30%, SHRs-C vs WKYs-C, w jednostkach procentowych WKY's-C),
za$ w grupie LNR byta wyraznie wigksza (LNRs-C: 117,10%; ryc. 68a). U szczurow
poddanych treningowi biegowemu, ktore nie otrzymywaly tempola AMTDg byta wigk-
sza niz u ich odpowiednikéw nietrenowanych i wynosita w poszczegoélnych grupach:
WKY-tr-C: 128,35%, SHRtr-C: 121,25% i LNRtr-C: 119,90% (ryc. 68a). W mig$niach
brzuchatych tydki szczurow, ktéorym przewlekle podawano tempol, AMTDg byta zna-
czaco wigksza w grupach nietrenowanych WKY (WKYs-T: 119,75% vs 100%; SHRs-T:
121,82% vs SHRs-C: 101,30%) oraz w mniejszym stopniu w grupie trenowanej SHR
(SHRs-T: 133,60% vs 121,25%), natomiast w grupach LNR: nietrenowanej i trenowane;j
byta znaczaco mniejsza (LNRs-T: 97,70% vs 117,10%; LNRtr-T: 89,25% vs 119,90%).
U trenowanych szczurow WKY nie bylo istotnej roznicy pomigdzy grupa, ktorej poda-
wano tempol i jej kontrola (WKYtr-T: 127,50% vs WKYs-C: 128,35%).

W poréwnaniu do AMTDcg (ryc. 68a), AMTDgx (ryc. 68b) byla w migéniu brzu-
chatym tydki mniejsza we wszystkich grupach za wyjatkiem szczuréw trenowanych
LNR. W migéniach brzuchatych tydki szczuréw WKY nietrenowanych i trenowanych
wigksze roznice migdzy AMTDcox i AMTD¢g zaobserwowano w grupach, ktore otrzy-
mywaly tempol (WKYs-T: -13,75%; SHRs-C: -4,25% vs SHRs-T: -21,33%; LNRs-C: -
6,90% vs —10,15%; WKYtr-C: -15,10% vs WKYtr-T: -23,30%), za$ pomig¢dzy grupami
SHR trenowanymi réznica byla marginalna (SHRtr-C: -20,85% vs —19,10%). U szczu-
réow trenowanych LNR, ktorym przewlekle podawano tempol, AMTD¢ox byta mniejsza
niz w grupie, ktora go nie otrzymywata (LNRtr-T: +3,15%vs LNRtr-C:+ 16,90%), ale
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wigksza od AMTDcg (89,25%). Zwraca uwagg, ze réznica w AMTA pomigdzy grupami
SHR i WKY jest wigksza przy oznaczeniu AMTD przez pomiar COX niz CS.

W tab. 23 zestawiono AMTDcg w sercu i migsniu brzuchatym tydki po przemnoze-
niu przez mas¢ serc, lub migsni, co okresla aktywno$¢ mitochondriow w skali calego
narzadu.

Tab. 23. Aktywnos¢ enzymatyczna mitochondriéw w skali narzadu.
Tab. 23. Enzymatic mitochondria activity with respect to a whole organ.
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Serce 100 1181 1279 1055 951 1083 1155 1151 1650 1553 1183 1049

M. gastrocnemius 100 1296 834 1060 1141 761 1623 1590 1289 1433 1241 61,0

Warto$ci $rednie wyrazone w procentach grupy kontrolnej: szczurow WKY nietrenowanych, ktore nie otrzy-
mywaty tempola (WKYs-C). Wartosci §rednie obliczono z 3 pomiardw przy spulowaniu do kazdego pomiaru 3
serc, lub 3 migsni brzuchatych tydki pochodzacych z tej samej grupy. Zacieniowano grupy szczuréw, ktorym
przewlekle podawano tempol.

Mean values expressed as a percent of the control group — WKY sedentary rats, which were not given tempol
(WKYs-C). Mean values were calculated from three assays in which 3 hearts or gastrocnemius muscles origi-
nated from the same group were pooled. Shaded areas represent groups of rats chronically treated with tem-
pol.

W obecnosci pirogronianu i jablczanu jako substratéw wspotczynnik oddechowy
(RCI) byt w mitochondriach serca wigkszy w grupie SHR nietrenowanej (4,50) w po-
rownaniu do nietrenowanych WKY (3,82) i LNR (3,95; ryc. 69a). Z kolei iloraz ADP/O
byl nieznacznie wigkszy w grupie LNR (3,56), w poréwnaniu do SHR (3,11) i WKY
(3,03; ryc. 69b). W grupie trenowanej WKY RCI byt wyzszy niz w nietrenowanej, na-
tomiast w grupach SHR i LNR RCI byto nieznacznie nizsze (ryc. 69a). W grupach LNR
trenowanych ADP/O bylo wyraznie mniejsze niz w ich odpowiednikach nietrenowanych
(LNRtr-C: 2,80 vs LNRs-C: 3,56; LNRtr-T: 2,65 vs LNRs-T: 3,42; ryc. 69b). W sercach
uzyskanych od szczurow, ktérym podawano tempol: w grupach nietrenowanych, a takze
trenowanych WKY, RCI bylo zblizone do ich odpowiednikéw grupowych, ktore nie go
nie otrzymywaty. W grupie trenowanej SHR (SHRtr-T) RCI byt wigkszy (4,70) niz w
grupie referencyjnej SHRtr-C (4,02), natomiast w grupie LNR byt mniejszy (LNRtr-T:
3,01 vs LNRtr-C: 3,80). Poza nieznacznie wyzszym ilorazem ADP/O w grupie trenowa-
nej WKY, mitochondria uzyskane z serc szczurdéw, ktore otrzymywaly tempol, wykazy-
waty zblizone warto$ci tego ilorazu do ich odpowiednikow grupowych, ktérym tempola
nie podawano.

Przy wykorzystaniu bursztynianu jako substratu kontrola oddechowa mitochondriéw
wyizolowanych z serc nie wykazywala znaczacych réznic migdzy grupami (ryc. 69c).
Zakres RCI zawieral si¢ w przedziale: od 2,97 (LNRtr-T) do 3,41 (WKTtr-C). W gru-
pach nietrenowanych oraz w trenowanej SHR zaznaczyla sig¢ tendencja do wigkszego
RCI. tempol byt o -0,18 nizszy niz w mitochondriach LNRtr-C. We wszystkich grupach
trenowanych, za wyjatkiem grupy SHRtr-T (r6znica +0,05), ktora otrzymywata tempol
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Iloraz ADP/O, ktory jest wyznacznikiem skojarzenia mitochondriéow (ryc. 69c,d),
byl nieco wyzszy we wszystkich grupach nietrenowanych, ktoére otrzymywaty tempol
oraz w trenowanych WKY i SHR, natomiast w grupie trenowanej, ktora otrzymywata
wspotczynnik ADP/O byt nizszy niz u odpowiednikéw nietrenowanych. Réznica wyno-
sita od -0,10 w grupie WKY-T od —0,60 w mitochondriach LNR-T.

Serce / Heart

RCI ADP/O
Pirogronian, jabtczan Pirogronian, jabtczan
a) Pyruvate, malate b) Pyruvate, malate
Nietrenowane Trenowane Nietrenowane Trenowane
Sedentary Trained Sedentary Trained

HWKY-C B SHR-C B LNR-C

B WKY-T SHR-T B LNR-T
c) RCI d) ADP/O
Bursztynian / Succinate Bursztynian / Succinate
Nietrenowane Trenowane Nietrenowane Trenowane
5 Sedentary Trained Sedentary Trained

Srednie z trzech pomiaréw, w ktorych spulowano serca z trzech szczuréw tej samej grupy.
Mean of three assays, in which 3 hearts from the same group were pooled.

Ryc. 69. Kontrola oddechowa mitochondriéow sercowych.
Fig. 69. Respiratory control of the heart mitochondria.

W obecnosci pirogronianu i jabtczanu jako substratow RCI byl w mitochondriach
migs$ni brzuchatych tydki, wyizolowanych od szczurow trenowanych WKY i SHR,
wigksze niz u ich odpowiednikéw nietrenowanych (WKYtr-C: 5,10 vs WKYs-C: 4,73;
SHRtr-C: 4,81 vs SHRs-C: 4,06), podczas gdy w obu grupach LNR RCI byt zblizoény
(LNRtr-C: 4,46 vs LNRs-C: 4,57; ryc. 70a). U grupach nietrenowanych i trenowanych
WKY i SHR, ktére otrzymywaty tempol, RCI byl wyraznie wyzszy niz w odpowiadaja-
cych grupach referencyjnych (WKYs-T: 5,81 vs WKYs-C: 4,73; SHRs-T: 4,82 vs SHRs-
C: 4,06; WKYtr-T: 5,61 vs WKYtr-C: 5,10; SHRtr-T: 6,55 vs SHRtr-C: 4,81). W mito-
chondriach szczuréw trenowanych LNR pochodzacych z grupy otrzymujacej tempol,
RCI bylo mniejsze (LNRtr-T: 3,82 vs LNRs-C: 4,53). U grupach trenowanych iloraz
ADP/O byl nieznacznie mniejszy niz u ich odpowiednikow nietrenowanych (ryc. 70b).
W mitochondriach uzyskanych od szczuréw nietrenowanych, ktorym podawano tempol
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ADP/O byto nizsze niz u ich grupowych nietrenowanych odpowiednikéw, przy czym
roznica byta wigksza w obu grupach nadcisnieniowych, w poréwnaniu do kontroli WKY
(ryc. 70Db).

m. gastrocnemius

RCI ADP/O
Pirogronian, jabtczan Pirogronian, jabtczan
a) Pyruvate, malate b) Pyruvate, malate
Nietrenowane Trenowane Nietrenowane Trenowane
Sedentary Trained Sedentary Trained

1

BEWKY-C B SHR-C M LNR-C

B WKY-T SHR-T B LNR-T
RCI ADP/O
Bursztynian, glutaminian Bursztynian, glutaminian
c) Succinate, glutamate d) Succinate, glutamate
Nietrenowane Trenowane Nietrenowane Trenowane
Sedentary Trained Sedentary Trained

Srednie z trzech pomiaréw, w ktorych spulowano migsnie z trzech szczurdw tej samej grupy.
Mean of three assays, in which musles from three rats of the same group were pooled.

Ryc. 70. Kontrola oddechowa mitochondriow mig$nia brzuchatego tydki.
Fig. 70. Respiratory control of the mitochondria from the gastrocnemius muscle.

W grupach trenowanych WKY i SHR, ktore otrzymywaly tempol iloraz ADP/O byt
nieznacznie wyzszy niz w mitochondriach wyizolowanych z ich odpowiednikow, kto-
rym tempola nie podawano.

Przy wykorzystaniu bursztynianu i glutaminianu jako substratow nie stwierdzono
znaczacych roznic migdzygrupowych w kontroli oddechowej mitochondriow wyizolo-
wanych z mig$nia brzuchatego tydki, o czym $wiadcza niewielkie réznice migdzy gru-
pami w wartosciach RCI i ADP/O (ryc. 70c,d). Zaznaczyta tendencja do nizszych warto-
$ci RCI i ADP/O w mitochondriach uzyskanych od szczuré6w trenowanych. W mig§niach
szczurdw, ktore przewlekle otrzymywaty tempol: nietrenowanych, a takze trenowanych
WKY i SHR wartosci RCI byty nieznacznie wyzsze niz u ich odpowiednikow, ktérym
go nie podawano. W mitochondriach wyizolowanych od szczurow WKY i SHR treno-
wanych stwierdzono ponadto nieco wyzszy iloraz ADP/O.



5. DYSKUSJA

5.1 Odmienna charakterystyka czynnosciowa szczuréw z nad-
cisnieniem tetniczym uwarunkowanym genetycznie (SHR) i
indukowanym przez przyttumienie syntezy endogennego
NO

Przedmiotem przestawionych badan byly dwa odrgbne eksperymentalne modele
nadci$nienia tgtniczego: uwarunkowanego genetycznie u szczepu szczuréw SHR, orygi-
nalnie wyodrebionego metoda selekcji wsobnej z normotensyjnego szczepu Szczurdw
Wistar-Kyoto (WKY) i nadci$nienia tgtniczego wywotanego interwencja eksperymen-
talna, polegajaca na podawaniu szczurom szczepy WKY inhibitora syntazy tlenku azotu
(NOS), L-nitroargininy (L-NNA; grupy do$wiadczalne LNR). L-NNA jest nieselektyw-
nym inhibitorem syntazy NO o wigkszym powinowactwie do izoformy $rodbtonkowej
(eNOS) i neuronalnej (nNOS), niz do izoformy indukowalnej (iNOS)*****!, Charaktery-
styka czynnos$ciowa uktadu krazenia u szczuréw szczepu SHR wykazuje wiele podo-
bienstw z nadci$§nieniem samoistnym wystepujacym u cztowieka ze znacznym udzialem
komponenty neurogennej, przejawiajacej si¢ zwigkszona aktywnoscia uktadu wspot-
czulnego i dysregulacja odruchowa: nadaktywnos$cia odruchu z chemoreceptorow i
zmniejszong aktywnoscia odruchu z baroreceptorow tetniczych**?. Z kolei zahamowanie
endogennego wytwarzania NO przez podawanie inhibitora NOS mialo w zalozeniu
odnosi¢ si¢ do dysfunkcji §rodbtonka naczyniowego, w przebiegu ktorej wytwarzanie
NO w tozysku tgtniczym jest uposledzone.

We wszystkich wykonanych do§wiadczeniach u szczuréw SHR i LNR stwierdzono
ewidentnie podwyzszone cis$nienie tgtnicze - o wartosciach odpowiadajacych nadcisnie-
niu tgtniczemu. U szczuré6w LNR cis$nienie tgtnicze bylo nieznacznie wyzsze niz u
szczepu SHR, za$ u odpowiednikéw referencyjnych — szczurow szczepu WKY cisnienie
tetnicze byto w warunkach standardowych prawidlowe. Analiza uzyskanych wynikow
wskazuje na zasadnicze réznice czynnosciowe nie tylko migdzy szczurami z nadciénie-
niem tetniczym i ich odpowiednikami normotensyjnymi — WKY, ale takze pomigdzy
grupami SHR i LNR. Wptyw L-NNA na HR nie byt jednoznaczny. W grupie SHR pod-
czas szesciotygodniowej obserwacji (Procedura 3.2.2.3), HR stopniowo zmniejszala sig,
przy stabilnym SBP. W grupie LNR obserwowano staty trend wzrostu HR, wystepujacy
takze w siodmym tygodniu od rozpoczgcia podawania L-NNA. W pozostatych doswiad-
czeniach, w ktorych okres od rozpoczgcia podawania L-NNA do pomiaréw hemodyna-
micznych byl krétszy (od 7 do 21 dni), stwierdzono w dwoch procedurach (3.2.2.5 i
3.2.2.6) szybsza HR u szczuréw LNR niz u szczepu SHR, za§ w dwoch innych (3.2.2.2 1
3.2.2.3) wolniejsza. Czynnikiem eksperymentalnym, ktéry mogl mie¢ wptyw na wystg-
pujace réznice byta masa szczurow, zwiazana z wiekiem. W do§wiadczeniach, w kto-
rych stwierdzono wolniejsza HR w grupach LNR w poréwnaniu do SHR, szczury byty o
ponad 50 g cigzsze i od 2 tygodnie starsze od tych, u ktéorych wzajemne relacje HR byly
odwrotne. Zmiana HR, ktéra dokonywata si¢ u szczuréw, ktorym podawano L-NNA jest
wypadkowa czynnikéw o nierzadko przeciwnym kierunku dziatania. Nalezalo oczeki-
wacé, ze wzrost ci$nienia tgtniczego, spowodowany podaniem L-NNA, powinien poprzez
uruchomienie komponenty sercowej odruchu z baroreceptorow tetniczych, wywotaé
zwolnienie HR. Stad przy ci$nieniu tgtniczym nieco wyzszym w grupach LNR niz SHR
mozna bylo oczekiwaé wolniejszej HR w grupie LNR. W istocie, obserwowany w Pro-
cedurze 3.2.2.3 trend wzrostu HR zachodzit rownoczes$nie z niewielkim trendem spadku
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SBP. Efekt zwolnienia HR w odpowiedzi na L-NNA udokumentowano wcze$niej u
psow™ i krolikow®*, a Kojda i wsp. wykazali, ze uszkodzenie genu kodujacego eNOS
powoduje bradykardi¢”. W doswiadczeniach wykonanych z udziatem ludzi wykazano,
ze po dozylnym podaniu L-NMMA HR ulega zwolnieniu™® lub nie zmienia si¢*’. Inne
dane eksperymentalne wskazuja na zréznicowany wptyw zahamowania NOS na HR,
zalezny od dawki i czasu podawania inhibitora. Podczas 15-minutowego dozylnego
wlewu subpresyjnej dawki L-NMMA zarejestrowano, metoda mikrografii, zwigkszenie
impulsacji wspoétczulnej dochodzacej do mig§ni obwodowych, z towarzyszacym zwol-
nieniem HR, za$ po zwickszeniu dawki wystepowat efekt odwrotny®®. Po jednorazo-
wym badz przy krotkotrwatym stosowaniu inhibitoréw NOS stwierdzano zwigkszenie
wzmocnienia odruchu z baroreceptordw tetniczych i wyrazne zwolnienie HR, ale przy
przewlektym zahamowaniu NOS w wigkszo$ci, cho¢ nie we wszytkich badaniach, ob-
serwowano obnizenie wrazliwo$ci odruchu z baroreceptoréw tetniczych i zahamowanie
tendencji do zwolnienia HR*****! W doswiadczeniach wykonanych na szczurach
wykazano, ze zahamowanie NOS moze zwigksza¢ uwalnianie hormonéw tarczycy do
krwiobiegu i przez to wywotywaé przyspieszenie HR*?. Powodem przyspieszenia HR
przez zahamowanie NOS jest ograniczenie hamujacego wptywu NO na neurony w do-
glowowym brzuszno-bocznym obszarze rdzenia przedtuzonego (RVLM) i przez to
zwigkszenie wzglgdnego udziatu komponenty wspolczulnej autonomicznej regulacji
rytmu serca®”**. U szczurow SHR stwierdzono niski poziom metabolitow NO w
RVLM zwiazany ze zwigkszeniem lokalnego wytwarzania anionorodnika ponadtlenko-
wego**. Ponadto udokumentowano, ze inhibitory nNOS ograniczaja depresyjny wptyw
nerwu btednego na serce, co dokonuje si¢ zar6wno na poziomie neurondéw przed- , jak i
pozazwojowych*®’, a takze przez modulowanie odpowiedzi neuronéw pnia mézgu na
glutaminian*®. Nalezy zaznaczyé, ze L-NNA, ktéra wykorzystatlem w tej pracy w cha-
rakterze niespecyficznego inhibitora NOS, wykazuje o rzad wielkosci wigksze powino-
wactwo do nNOS, niz stosowane w wielu innych pracach estry L-argininy, np. L-
NMMA, lub L-NAME*”. Zahamowanie NOS moze mieé¢ takze bezposredni wpltyw na
efektor. Jakkolwiek Herring i Paterson wykazali w do§wiadczeniach na §winkach mor-
skich, ze zahamowanie nNOS nie wptywa na odpowiedz sercowa na egzogenng pochod-
na acetylocholiny — karbamylocholing™*’, to z drugiej strony opisano, ze L-NNA
zmniejsza ekspresje niektorych blonowych kanatéw potasowych (m. in. K,5), co moze
przyczynia¢ si¢ do skrdcenia okresu powstawania pobudzenia w komoérkach rozruszni-
kowych wezta zatokowo-przedsionkowego i do przyspieszenia rytmu serca*®. Zwraca
uwage fakt, ze w warunkach standardowych na poczatku eksperymentu (Procedura
3.2.2.2), wykonanego na preparatach izolowanych serc, pozbawionych zewnetrznych
wplywoéw regulacyjnych, HR byla w grupie LNR istotnie szybsza niz w pozostatych
grupach. Na odmienng charakterystyke regulacji krazenia szczurow SHR i LNR wskazu-
je produkt podwojny — PRP, bedacy iloczynem maksymalnej warto$ci ci$nienia skur-
czowego 1 HR. Ze zblizonym poziomem PRP w preparatach serc izolowanych obu grup,
kontrastuje o ponad 40% wigkszy PRP w grupie LNR w warunkach in vivo, pod koniec
siedmiotygodniowego okresu podawania L-NNA.

Preparaty izolowanego ukladu tgtnic krezkowych wyizolowane od szczurdéw z nad-
ci$nieniem tgtniczym wykazywaly wigksza od ich odpowiednikow WKY zdolnos¢ do
reagowania skurczem migsniowki gladkiej naczyn na stymulacje elektryczna, na co
wskazuje przesunigcie w lewo krzywej dawka-odpowiedz oraz wigksza odpowiedz mak-
symalna (ryc. 27, 28), przy czym w zakresie bodzcow stabych i umiarkowanych o napig-
ciu nie przekraczajacym 15 V odpowiedzi na stymulacje elektryczna w grupie LNR byty
wyraznie mniejsze niz w preparatach SHR. Zaréwno u szczuréw SHR*, jak tez szczu-
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réw pierwotnie normotensyjnych, ktorym podawano inhibitor NOS***' udokumento-
wano zwigkszong zawarto$¢ noradrenaliny (NE) w migénidwce gladkiej naczyn i nasilo-
ne jej uwalnianie z zakoficzen nerwowych w odpowiedzi na stymulacje elektryczna*™. U
szczurow SHR jest to przynajmniej czgsciowo zwiazane ze zwigkszeniem wychwytu
zwrotnego NE, co sprzyja jej akumulacji w pgcherzykach synaptycznych i uwalnianiu w
zwigkszonej iloéci podczas pobudzenia neuronu””. Z kolei bezposredni wptyw NO na
wychwyt zwrotny NE nie jest oczywisty i dlatego potencjalne efekty zahamowania NOS
sa dyskusyjne. Wykazano, co prawda, ze inhibitory NOS hamuja wychwyt zwrotny
serotoniny i jej pochodnych®? i ze NO wchodzi w interakcje z transporterami NE i do-
paminy (NET i DAT)"** oraz ze biekit metylenowy, ktory jest inhibitorem cyklazy gu-
anylanowej i wewnatrzkomorkowym efektorem NO, hamuje neuronalny wychwyt nora-
drenaliny®™”, jednakze liczne prace wskazuja, ze NO nie ma bezposredniego wplywu na
ten proces® ****7 W warunkach fizjologicznych NO moze reagowaé z NE tworzac 6-
nitrozo-noradrenaling (6-NO,-NE) - czasteczke, ktéra w mikromolowych stezeniach
poteguje uwalnianie NE z zakonczen nerwowych i hamuje jej wychwyt zwrotny. Zaha-
mowanie NOS moze zatem, w sposob posredni, poprzez ograniczenie wytwarzania 6-
NO,-NE, zwigkszy¢ dynamike wychwytu zwrotnego NE. Posrednim wyktadnikiem
obecnosci NE w mig$niowce gladkiej preparatu naczyniowego jest czas zaniku odpo-
wiedzi naczyniokurczacej po zakonczeniu dzialania bodzca i pole zaniku odpowiedzi
naczyniokurczacej (DecA). Niemal w calym zakresie zastosowanych bodzcow, DecA
bylo wyraznie wigksze w preparatach LNR w poréwnaniu do SHR (ryc. 4; tab. 15), co
sugeruje uposledzenie wchtaniania zwrotnego NE przez L-NNA lub ewentualnie znacz-
ne przedluzenie uwalniania NE z zakonczen nerwowych poza czas dziatania bodzca.
Analogicznie, w preparatach LNR czas zaniku odpowiedzi naczyniokurczacej na wzno-
wienie perfuzji po ischemii byt przedtuzony (tab.17), pomimo mniejszej amplitudy tej
odpowiedzi niz w grupie SHR. Analiza porownawcza odpowiedzi naczyniokurczacych o
tej samej amplitudzie wywotanych przez stymulacj¢ elektryczna, NE i wznowienie per-
fuzji po ischemii (tab.20, ryc. 51, 52) ujawnita ich odmienny przebieg: obciazenie ci-
$nieniowe wywotane przez ischemig¢ bylo wigksze, o czym §wiadczy wigksze pole po-
wierzchni odpowiedzi naczyniokurczacej wykreslone w czasie oraz wolniejsza kinetyka
jej zaniku. W szczegolnosci wyrozniaty sie pod tym wzgledem preparaty wyizolowane
od szczurow SHR (ryc. 51, 52). O ile mozna przyjac, ze odpowiedzi naczyniokurczace
na NE i stymulacjg elektryczna sa pochodna pobudzenia receptorow a-adrenergicznych,
to mechanizm skurczu naczyniowego wystepujacego po ischemii wydaje si¢ by¢ bar-
dziej ztozony. Oprocz NE uwolnionej z lokalnych zakonczen nerwowych, istotne znacz-
nie moga odgrywaé jony K uwolnione z uszkodzonych niedotlenieniem komérek oraz
anionorodnik ponadtlenkowy generowany przez oksydaze ksantynowa>*” i oksydaze
NADH/NADPH®, uaktywniona przez niedotlenienie.

W poréwnaniu do uktadow tetnic krezkowych pochodzacych od szczuré6w normo-
tensyjnych WKY, preparaty naczyniowe wyizolowane ze szczuré6w nadci$nieniowych
charakteryzowalo wigksze napigcie migsniowki gladkiej naczyn. Wyrazem tego byto
wyzsze ci$nienie perfuzyjne (PP) i wigksze odpowiedzi wazorelaksacyjne na papawery-
ng (AVT) i nitroprusydek sodowy (SNT; ryc. 30). W tetnicach krezkowych wyizolowa-
nych ze szczurow LNR napigcie migsniowki gladkiej bylo wyzsze niz w grupie SHR,
przy mniejszych odpowiedziach naczyniokurczacych na testowane dawki fenylefryny
(PE) i NE (ryc. 34, 50). Zwraca uwage fakt, ze testowane wskazniki podatno$ci duzych
pni tetniczych: szybko$¢ rozprzestrzenia fali ci$nieniowej (v), maksymalna szybkos$¢
skurczowego narastania ci$nienia w aorcie — ((+dP/dt)max) i szybkos¢ jego spadku po
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zakonczeniu podokresu wyrzutu krwi do aorty (-dP/dt), wskazuja na mniejsza podatnosé
duzych tetnic w grupie SHR w poréwnaniu do LNR (ryc. 54).

Wezesniejsze doniesienia oparte na badaniach in vitro*™ i in vivo*™® wskazuja na
zwigkszona wrazliwos¢ efektora naczyniowego na NE u szczurow SHR. Dane odnosza-
ce si¢ do wptywu zahamowania NOS na odpowiedzi naczyniowe na aminy katecholowe
sa niespojne. Vo i wsp. ujawnili, Ze supresja endogennego wytwarzania NO w izolowa-
nej tgtnicy ogonowej przez L-NAME i L-NNA nasila skurcz naczynia wywolany przez
PE, endoteling, serotoning i stymulacje elektryczna, przy czym efektu tego nie zaobser-
wowano po usunigciu $rodblonka™'. W odmiennym modelu eksperymentalnym,
Adeagbo i wsp.** nie zauwazyli istotnego wptywu L-NAME na przebieg odpowiedzi
naczyniokurczacych wywotanych podaniem do tetnic krezkowych KCI Iub cirazoliny,
selektywnego agonisty receptoréw o, -adrenergicznych. Mogloby to wskazywaé, ze
supresja endogennego wytwarzania NO nie zmienia wrazliwosci efektora na egzogenne
czynniki obkurczajace mig$niowke gtadka naczyn. Z kolei Peotta i wsp. zanotowali u
myszy w narkozie uretanowej zmniejszenie odpowiedzi presyjnej na PE po podaniu
L-NAME **. W innych do$wiadczeniach przeprowadzonych na tetnicach krezkowych
wypreparowanych ze szczuréow szczepu Wistar, ktorym podawano L-NNA Iub L-
NAME, wptyw inhibitora NOS na odpowiedzi naczynioruchowe zalezal od okresu jego
podawania ***. Po jednorazowym podaniu inhibitora NOS stwierdzono zwigkszona
wrazliwos$¢ tgtnic krezkowych zaréwno na kurczace dziatanie PE, jak i relaksacyjne
nitroprusydku sodowego (SNP). Po trzytygodniowym podawaniu inhibitora NOS odpo-
wiedzi naczyniokurczace na PE nie odbiegaty od kontrolnych, przy zwigkszonej odpo-
wiedzi na SNP, najpewniej zwiazanej ze zwigkszonym napigciem czynnym migsnidéwki
naczyniowej.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan dotycza szczurdéw, ktére przewlekle
otrzymywaty L-NNA, w celu wywotania wzglednie ustabilizowanego nadci$nienia tgtni-
czego. Podstawowym walorem do$wiadczen wykonanych in vivo bylo zapewnienie moz-
liwie niezaktéconych warunkéw pomiaru przez staranne przyzwyczajanie zwierzat do
srodowiska eksperymentalnego. Istotne znaczenie miata technika wyprowadzenia linii
naczyniowych umozliwiajaca pdzniejsza dlugotrwala rejestracjg zmiennych hemodyna-
micznych w warunkach bez narkozy, przy pozostawionej swobodzie ruchu, bez znaczace-
go ryzyka wytworzenia odczynu zapalnego zwiazanego z interwencja chirurgiczna. W
eksperymentach in vitro, przeprowadzonych na izolowanym ukladzie tgtnic krezkowych,
kluczowym czynnikiem bylo nabyte wezesniej doswiadczenie®®*7*3¥3924%  pieodzowne
dla pozyskania bardzo jednorodnych preparatéw naczyniowych, ktére perfundowano w
wielokrotnie wczesniej przetestowanym ukladzie perfuzyjnym, zaprojektowanym dla
potrzeb eksperymentu. Podstawowym czynnikiem odrdézniajacym nadci$nienie tetnicze w
modelu eksperymentalnym SHR od indukowanego przez podawanie inhibitorow NOS jest
biodostgpnos¢ NO: znacznie ograniczona w grupie LNR i prawidlowa, lub nawet zwigk-
szona u szczepu SHR. Liczne doniesienia z ostatnich lat ujawnity, ze w rozwoju nadci-
$nienia tetniczego u szczurdw SHR, dochodzi do indukcji stresu oksydacyjnego®®*®, a
nastgpnie do kompensacyjnego zwigkszenia aktywnosci enzymatycznych i nieenzyma-
tycznych mechanizméw obrony antyoksydacyjnej i do nadekspresji syntazy NO, zwlasz-
cza jej izoformy indukowalnej (iNOS)*#**7* W rezultacie mlode szczury SHR, u kto-
rych nie doszto jeszcze do dysfunkcji srodbtonka spowodowanej przeciazeniem ci$nienio-
wym, reprezentuja model eksperymentalny o zwigkszonej biodostepnosci NO w uktadzie
krazenia'”'. Biorac pod uwage, ze dziatanie wazodilatacyjne acetylocholiny (ACh) realizu-
je si¢ przede wszystkim za posrednictwem NO uwalnianego ze $robtonka naczyniowego

nie dziwia opisywane wczesniej ** *7°i potwierdzone w biezacych wynikach badan (ryc.
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30) wzmozone efekty wazorelaksacyjne ACh u szczurow SHR. Nalezy przy tym zazna-
czy¢, ze opisywano takze zmniejszone odpowiedzi na ACh w izolowanych tetnicach
naczyniach krezkowych szczuréow SHR, przy catkowitym ich zniesieniu po podaniu L-
NAME**"®_ Z kolei Conrad i wsp.*”” wykazali u szczuréw bez narkozy, ze po jednora-
zowym podaniu L-NMMA odpowiedz wazodepresyjna na metacholing jest zachowana
w okoto 30 do 50%. Wyniki badan przedstawione na ryc.30, a takze uzyskane z ekspe-
rymentow na izolowanym sercu i preparacie tgtnic krezkowych, jednoznacznie wskazu-
ja, ze przy przewlektym stosowaniu L-NNA w dawce wywolujacej wybitny, ale nie
krytyczny wzrost ci$nienia tgtniczego, nie dochodzi do catkowitego zniesienia odpowie-
dzi naczyniorozkurczajacych na ACh.

L-NNA zmniejszata przeptyw wiencowy w sercu perfundowanym w uktadzie Lan-
gendorffa i praktycznie znosita okres przekrwienia reaktywnego wystgpujacy kilka mi-
nut po zakonczeniu ischemii serca izolowanego (ryc. 24). Wiazalo si¢ to z istotnie wigk-
szym uposledzeniem czynnos$ci skurczowej serca w pierwszych 20-min. reperfuzji od
obserwowanego w grupach SHR i WKY (ryc.25, 26). W grupie LNR w okresie 20-min
reperfuzji wystgpowal najwyrazniejszy trend powrotu wykladnikéw czynnosci mecha-
nicznej serca do poziomow wyjsciowych i dlatego wydaje sig, ze obserwowane réznice
czynnosciowe migdzy sercami grupy LNR powinny z duzym prawdopodobiefnistwem
zanikna¢ w pozniejszym okresie po dokonanej ischemii. Zwraca uwagg fakt, Ze obu
grupach nadci$nieniowych dysfunkcja rozkurczowa lewej komory serca byta mniejsza
niz u odno$nikéw referencyjnych — WKY, czego wykladnikiem ilosciowym bylto nizsze
ci$nienie koncowo-rozkurczowe (EDP) bezposrednio po zakonczeniu ischemii oraz ze w
dalszym przebiegu reperfuzji dynamika powrotu EDP do poziomu sprzed ischemii byta
wyraznie wigksza w grupie LNR, niz SHR. Potencjalnie kardioprotekcyjne wtasciwosci
inhibitora eNOS: L-NAME sugeruja doniesienia Bendalla i wsp.*”® i Beversa i wsp."”
wskazujace, ze L-NAME zabezpiecza eNOS przed jej rozpadem na monomery. W po-
staci prawidlowej, sprzgzone pary podjednostek eNOS tworza dimer, a produktem eNOS
jest NO, natomiast w przypadku ich rozprzg¢zenia monomery eNOS generuja w zamian
anionorodnik ponadtlenkowy, tworzac warunki stresu oksydacyjnego. Wyniki badan
poréwnawczych z wykorzystaniem myszy pozbawionych eNOS ujawnity, ze przeciaze-
nie ci$nieniowe lewej komory serca, prowadzi do rozsprzgzenia enzymu, do zwigkszonej
generacji ROS, przerostu migéniowki komory i do rozwoju niewydolno$ci krazenia,
czerllgblz‘;?oZe czesSciowo zapobiec wylaczenie eNOS, przez zastosowanie jej inhibito-

oW

Istotnym elementem nadci$nienia tetniczego jest przesterowanie odruchowych me-
chanizméw regulacji oporu obwodowego naczyn i czynnosci serca, co udowodniono w
licznych badaniach klinicznych, a takze w do$wiadczeniach na modelach zwierzgcych.
Odruchy z chemoreceptorow tetniczych, obszaréw chemowrazliwych w mozgu i z baro-
receptorow tgtniczych wywieraja zasadniczy wplyw na hemodynamike, dostosowujac
aktywnos¢ uktadu autonomicznego sterujacego uktadem krazenia do biezacych potrzeb
metabolicznych. Odruch z baroreceptorow tgtniczych funkcjonuje na zasadzie sprzgze-
nia zwrotnego ujemnego zapewniajac utrzymanie ci$nienia tgtniczego na stabilnym
poziomie. Przy aktywnos$ci ruchowej, a takze w spoczynku, cis$nienie tg¢tnicze zmienia
si¢ w mniejszym lub wigkszym stopniu, z cyklu na cykl serca. Wynika to ze zmian po-
wrotu zylnego krwi do serca zaleznego od fazy oddechowej, rytmicznej aktywnosci
rozrusznikowej neurondéw osrodkowych sterujacych aktywnoscia obwodowych widkien
uktadu autonomicznego, cyklicznego uwalniania neurohormonéw i wazoaktywnych
substancji o dziataniu miejscowym, a takze z pobudzenia, lub hamowania odruchéw
modulujacych rytm serca. Juz we wezesnym okresie rozwoju osobniczego, poprzedzaja-
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cym rozwinigcie nadci$nienia tetniczego, u szczurdw SHR wykazano wigksza gestosc
wiokien wspolczulnych w cianie naczyniowej*™ oraz hipertrofie kigbkow aortalnych i
szyjnych odpowiedzialnych za detekcje tlenu*®. Stwierdzono takze zmieniona aktyw-
no$¢ ukladéow neurotransmisyjnych mozgu***** i zwigkszona aktywnos¢ odruchu z
chemoreceptorow tetniczych*®™*, przy zredukowanej wrazliwosci na hipoksje™' ™ .
Przejawem tych zaburzen jest zwigkszenie aktywnosci obwodowych widkien wspot-
czulnych zaopatrujacych serce i naczynia krwionoéne®**° i zmniejszenie wrazliwosci
odruchu z baroreceptorow tetniczych *74%,

Na przebieg odruchu z baroreceptoréw tetniczych maja wptyw zmiany aktywnos$ci
wlokien aferentnych i eferentnych, a takze neurondw osrodkowych tuku odruchowego i
neuroné6w modulujacych ich aktywno$¢. Biorac pod uwage, ze NO jest wytwarzany w
kazdym z tych miejsc, jego udziat w odpowiedzaich odruchowych wydawat si¢ wysoce
prawdopodobny. Wyniki opublikowanych badan nie byly jednoznaczne, gdyz ujawniono
zaroOwno zwigkszenie wrazliwosci odruchu z baroreceptoréw po zastosowaniu inhibitora
NOS*’, jaki i jej zmniejszenie przy suplementacji przewleklej****”. Petla regulacyjna
odruchu z baroreceptorow tgtniczych ma zasadnicze znaczenie w krotkookresowej regu-
lacji ci$nienia tgtniczego, zapobiegajac jego gwattownym zmianom, ktére moglyby
zakltoca¢ perfuzjg narzadow i tkanek. Metodyka oceny odruchu z baroreceptorow tgtni-
czych jest zréznicowana i obejmuje bezposrednie pomiary aktywno$ci wiokien wspol-
czulnych zaopatrujacych nerki (RSNA) i mig$nie obwodowe (MSA) oraz analiz¢ odpo-
wiedzi sercowych wywotanych samoistnymi, lub prowokowanymi farmakologicznie
zmianami ci$nienia tgtniczego, a takze przebieg odpowiedzi sercowych na mechaniczne
odksztatcanie zatoki szyjnej. Niedogodnoscia testow farmakologicznych sa nieuniknione
interakcje testowanych substancji, najczesciej fenylefryny (PE) i nitroprusydku sodowe-
go (SNP) z efektorem. W ostatnich latach opracowano sposoby ilo§ciowej oceny odpo-
wiedzi odruchowych oparte o analizg sekwencji samorzutnie powstajacych jednokierun-
kowych zmian ci$nienia tg¢tniczego i HR. Z powodu naktadania sig licznych sktadowych
o charakterze harmonicznym cykle sercowe nastgpuja po sobie w nierownych odstgpach
1 wystgpuja roznice cisnienia tgtniczego w kolejnych cyklach sercowych. Przyjgto, ze
zmiany ci$nienia tgtniczego wystgpujace w trzech i wigcej nastgpujacych po sobie cykli
serca tworza sekwencjg¢ zmian, ktéra moze inicjowa¢ odpowiedzi odruchowe na pobu-
dzenie, przy wzroscie ci$nienia tetniczego, lub odbarczenie baroreceptorow tetniczych
przy jego spadku’'’. Liczba sekwencji ciénieniowych wystepujacych w jednostce czasu
odzwierciedla chwilowy potecjat regulacyjny. Réwnocze$nie z sekwencjami zmiany
ci$nienia tetniczego, lub z pewnym w stosunku do nich op6znieniem, moga wystepowac
sekwencje jednokierunkowych zmian odstgpu RR (RRi). Odsetek sekwencji sercowych
skojarzonych z ci$nieniowymi okreslany mianem wydajnosci odruchu (BEI) jest wy-
znacznikiem rzeczywistej odruchowej kontroli ci$nienia tgtniczego. Przez analogig z
odpowiedziami ci$nieniowymi wywolywanymi przez PE lub SNP, nachylenie linii re-
gresji wyznaczajacej zmiang czgstosci akcji serca poczas sekwencji sercowej w funkcji
zmiany cis$nienia tgtniczego, odpowiada wzmocnieniu odruchu, okreslanemu tez jako
jego wrazliwoé¢ odruchu (BRS) *''. Wykazano, ze BRS jest obnizona w roznych mode-
lach eksperymentalnego nadcis$nienia tgtniczego: naczyniowo-nerkowego (2K1C), za-
leznego od nadmiernej podazy soli i deoksykortykosteronu (DOCA-salt) i wywotywane-
go przez inhibitory NOS, co koreluje z uszkodzeniem narzadow obwodowych widocz-
nym po 6 tygodniach od zaindukowania nadciénienia tetniczego™'. Wdrozenie treningu
typu wytrzymalosciowego u szczurOw SHR przyczynia si¢ do redukcji stresu oksydacyj-
nego i prowadzi do zwigkszenia BRS*?. Uwaza sie, ze sekwencje o kierunku zgodnym,
tzn. o tym samym kierunku zmiany cis$nienia tg¢tniczego i RRi nie zaleza od odruchu z
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baroreceptordéw tetniczych. Ich fizjologiczne znaczenie nie zostalo ostatecznie rozstrzy-
gnigte, ale przyjmuje sig, ze ich zroédtem jest pobudzenie w autonomicznych widkien
odsrodkowych wywodzace sig¢ z obszaréw naczynioruchowych pnia mozgu i ze maja
one charakter nastawczy, umozliwiajacy dlugotrwate utrzymanie cisnienia tgtniczego na
zadanym poziomie (set point)’>%. Czestos¢ wystepowania sekwencji nastawczych
wzrasta podczas snu i w trakcie poglebionego rytmicznego oddychania i drastyczne
zmniejsza si¢ pod wptywem narkozy. W przedstawionych badaniach, ktore zostaty zre-
alizowane w porze dziennej, w ktorej aktywnos¢ ruchowa i eksploracyjna szczuréw jest
zwykle ograniczona, zarejestrowalem do$¢ liczne wystepowanie sekwencji zgodnych, co
wydaje sig¢ posrednio potwierdza¢ komfort srodowiskowy zwierzat w trakcie doswiad-
czenia. Wérdd sekwencji zgodnych i niezgodnych — o przeciwnym kierunku zmian ci-
$nienia tgtniczego i RRi, wystgpowaly sekwencje wzrostu i spadku cis$nienia tetniczego.
We wczesniejszych publikacjach wigkszo$¢ badaczy polaczyta w jedna grupe wszystkie
typy sekwencji, lub tez zespolita wyniki uzyskane z sekwencji zgodnych, lub niezgo-
dych, nie zwracajac uwagi na kierunek zmiany cisnienia tetniczego™ " ">>"">", Podejscie
to uwazam za nieracjonalne, przy znanej asymetrii reakcji odruchowej na spadek i
wzrost ci$nienia tetniczego’'’. Reakcja na spadek cisnienia tetniczego jest odpowiedzia
przywracajaca potencjalnie zagrozona perfuzj¢ tkankowa, a umiarkowane krotkookre-
sowe wzrosty ci$nienia tgtniczego zwykle nie wywotuja zaburzen metabolicznych kry-
tycznych dla funkcjonowania tkanek obwodowych. W przedstawionych badaniach se-
kwencje niezgodne — regulacyjne, inicjowane przez wzrost cisnienia tetniczego (JHR =f
(1SBP)), wystepowaly znacznie czgsciej niz sekwencje zwiazane z jego spadkiem (1HR
= f ({SBP)), przy czym sekwencje wzrostu ci$nienia te¢tniczego wykazywaly wieksza
wydajno$¢ odruchu (BEI), co bylo szczeg6élnie zaakcentowane u szczuréw SHR i w
nieco mniejszym stopniu LNR. Mozna zatem przypuszczaé, ze przy podwyzszonym
cisnieniu t¢tniczym, niezaleznie od jego przyczyny, bodzcowanie odruchu przywracaja-
cego warto$¢ zadang ci$nienia tgtniczego wzrasta. Zwraca jednak uwage mniejsza wy-
dajnos¢ (BRS) odpowiedzi odruchowych w grupach LNR i SHR, co oznacza mniejsza
zmian¢ HR przypadajaca na jednostkowa zmiang ci$nienia tgtniczego. W obu typach
sekwencji regulacyjnych — zwigzanych ze wzrostem i ze spadkiem ci$nienia tg¢tniczego
BRS byta istotnie mniejsza w grupie LNR w poréwnaniu do SHR. Zmniejszenie BRS
bylo opisywane wczesniej w obu modelach nadcisniena tetniczego®'***™°%: SHR i
LNR, jakkolwiek Vasquez i wsp.*”’, a takze Peotta i wsp.*® zanotowali rowniez zwick-
szenie BRS po wptywem inhibitora eNOS. Do$wiadczenia Peotty i wsp.*® byty prze-
prowadzone na myszach, co utrudnia poré6wnanie odruchowych odpowiedzi sercowych z
obserwowanymi u szczuréow, gdyz u myszy udzial komponenty przywspdiczulnej w
regulacji rytmu serca jest znikomy®'' . Uwzgledniajac czestosé sekwencji zgodnych i ich
wydajnos$¢, skojarzone sekwencje nastawcze wzrostu cisnienia tgtniczego wystgpuja
niemal dwukrotnie czgsciej u szczuréow SHR niz LNR i pigciokrotnie czg$ciej niz u ich
odpowiednikow normotensyjnych WKY (ryc. 58, 59). Mozna to interpretowac jako
wyraz zwigkszonego tonicznego napgdu wazokonstrykcyjnego wystgpujacego u zwie-
rzat z nadci$nieniem tetniczym.

Oproécz iloSciowej analizy sekwencji hemodynamicznych i oceny wzmocnienia od-
ruchu, odrgbnym wyktadnikem przebiegu odpowiedzi odrchowej jest czas opdznienia od
zainicjowania reakcji do jej rozpoczecia®. Przesuniecie w fazie pomiedzy zmiang ci-
$nienia tetniczego i odpowiedzia sercowa, okreslane w skali cykli sercowych, odzwier-
ciedla stabilno$¢ odruchu w ukladzie regulacyjnym o wielostopniowych sprzgzeniach
zwrotnych. Zwigkszenie przesunigcia fazowego moze prowadzi¢ do nieskutecznego
wyréwnywania zmiany ci$nienia przez nadmiernie opdzniona odpowiedz sercowa,
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zwigkszenia kosztu energetycznego tej odpowiedzi oraz do wzrostu ryzyka wypadnigcia
odpowiedzi odruchowych indukowanych przez kolejne bodzce cisnieniowe’'*>"*. Wzo-
rzec eksperymentalny badan przesunigcia fazowego w metodzie sekwencyjnej analizy
odruchu z baroreceptoréw tetniczych wypracowat Oosting i wsp.*'' w 1997 roku, a spo-
sob wyznaczania sekwencji i ich dalszej analizy, w tym podstawowe zalozenia algoryt-
mu obliczeniowego, wykorzystywane przy opracowywaniu dedykowanego oprogramo-
wania, byt pozniej powielany w licznych projektach badawczych. Oosting i wsp.*'" wy-
kazali, ze wigkszo$¢ sekwencji sercowych skojarzonych z ci$nieniowymi rozpoczyna si¢
ze stosunkowo znacznym opo6znieniem (3 — 6 cykli sercowych) w stosunku do poczatku
sekwencji ci$nieniowych. Wyniki te zasadniczo r6znig si¢ od przedstawionych w niniej-
szej pracy. Wigkszos$¢ rozpoznanych przez mnie sekwencji sercowych rozpoczynata sie
w najblizszym cyklu od rozpoczecia sekwencji ci$nieniowej, co okreslitem jako przesu-
nigcie zerowe. Przyczyng rozbiezno$ci moze by¢ odmienna metodyka pomiaru i prze-
twarzania danych. Oosting i wsp *'' definiowali sekwencje jako jednokierunkowa zmia-
ng cisnienia tgtniczego lub HR, o stosunkowo wysokiej amplitudzie, odniesiong do $red-
niej ruchomej wyznaczonej z 10 kolejnych cykli sercowych. Argumentem przemawiaja-
cym za wyodrgbnieniem testowanych sekwencji ze $redniej ruchomej byla konieczno$é
odfiltrowania szumu pomiarowego zwigzanego migdzy innymi z ruchami oddechowymi,
z nieskoorynowanym zachowaniem zwierzgcia i ograniczona rozdzielczoscia probkowa-
nia, ktéra mogta by¢ zbyt niska do doktadnego okreslenia wartosci cisnienia tgtniczego i
czasu trwania kolejnych cykli sercowych. Zastosowanie w doswiadczeniach nowej gene-
racji drendw (Procedura 3.2.2.3) do wyprowadzania linii naczyniowych, utrzymujacych
droznos$¢ przez dhugi okres, pozwolitlo na wydtuzenie czasu rekonwalescencji od inter-
wencji chirurgicznej do wlasciwego eksperymentu. Przy starannym zaadaptowaniu
zwierzat do warunkdéw pomiarowych szczury nie wykazywaly cech zaniepokojenia i nie
wymagaly narkozy, co zapewniato wiarygodno$¢ pomiaru. Przy minimalnej naturalnej
aktywnosci zwiazanej z pora dzienna, zwierzgta oddychaly w sposob rytmiczny i niezbyt
gleboki, a wyznacznikiem ich komfortu bytowego byla stosunkowo wolna HR, w prze-
dziale 240 — 350 /min. Po zarejestrowaniu przebiegéw cis$nienia tgtniczego i HR stwier-
dzitem, ze nie wystgpuja zaktocenia wymagajace uzycia algorytmu fitrujacego. W serii
obliczen wstgpnych (dane nieopublikowane) zauwazytem ponadto, Zze przy wyznaczaniu
sekwencji ze $redniej ruchomej uzyskanej z 10 kolejnych cykli sercowych liczba ziden-
tyfikowanych sekwencji jest mniejsza niz wyznaczona z zapisu nieprzetworzonego oraz,
ze niektore z sekwencji ujawniaja si¢ jedynie przy wykorzystaniu jednej z metod obli-
czeniowych. Wyniki badan wskazuja, ze poczatek wigkszosci sekwencji sercowych o
charakterze nastawczym rozpoczyna si¢ w tym samym, lub nastgpnym cyklu serca po
rozpoczeciu sekwencji cisSnieniowej. Moze to wskazywaé na istnienie wspolnego osrod-
kowego generatora sekwencji sercowych i ci$nieniowych. Przyttumienie endogennego
wytwarzania NO u szczuréw LNR wyraznie destabilizuje odruch z baroreceptorow, o
czym s$wiadczy zwigkszenie przesunigcia fazowego zaré6wno podczas przewazajacych
ilosciowo skojarzonych sekwencji regulacyjnych inicjowanych przez wzrost ci$nienia
tetniczego, jak 1 w sekwencjach jego spadku (ryc. 58). Odroznia to tg grupg od szczurow
SHR, u ktérych skojarzone sekwencje spadku ci$nienia wykazuja nawet mniejsze prze-
sunigcie fazowe od ich odpowiednikéw normotensyjnych WKY.

Zarejestrowany przebieg zmian ci$nienia tetniczego i HR w przebiegu hipoksji hi-
pobarycznej (ryc.60) byt opisany wezesniej u szczurow™®' % i odpowiadat pierwotnemu,
filogenetycznie dobrze zakonserwowanemu, wzorcowi odruchu na pobudzenie chemore-
ceptorow tetniczych, ktory w przyblizeniu odpowiada odpowiedzi odruchowej wystepu-
jacej u czlowieka podczas nurkowania, przy zahamowaniu oddychania w fazie wdechu.
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Obserwowano wzrost ci$nienia tgtniczego z towarzyszacym zwolnieniem HR. Taki
przebieg odpowiedzi uktadu krazenia na niedoboér tlenu moze by¢ korzystnym przysto-
waniem do dlugotrwatego przebywania w podziemnych korytarzach i jamach, gdzie
preznoscé tlenu bywa obnizona, a zwigkszenie pracy serca mogloby ograniczy¢ szansg
przetrwania. Interesujaca obserwacja byta wzmozona odpowiedz hemodynamiczna na
szybkie przywrocenie prawidlowej ci$nienia powietrza, ktorej kierunek u szczurow
WKY i SHR odpowiadat reakcji na i hipobarig. Szczury SHR zareagowaty stosunkowo
najmniejszym i jedynie przejsciowym wzrostem cisnienia tgtniczego i niewielkim zwol-
nieniem HR. Odpowiada to zredukowanej odpowiedzi na pobudzenie chemoreceptoréw
tetniczych, opisanej wczesniej u tego szczepu szczurdw i wynikajacej ze zwigkszonej
tonicznej aktywnosci tego odruchu®™**'*. Przyjmujac zalozenie, ze istnieje hipotetyczny
putap odpowiedzi na hipoksj¢, zwigkszona toniczna aktywno$¢ odruchu z chemorecepto-
row wystepujaca u szczurow SHR limituje zakres odpowiedzi na hipoksje i dlatego
obserwowane zmiany ci$nienia tgtniczego i HR byly stosunkowo niewielkie. W grupie
LNR zarejestrowano wzmozonga odpowiedz kardiodepresyjna na hipobarig i na szybkie
wyrdéwnanie ci$nienia powietrza, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami® ',
Potggujacy zwolnienie HR efekt zahamowania NOS wydaje si¢ mie¢ podtoze ztozone,
zalezne w znacznej mierze od zwigkszenia wrazliwosci komorek rozrusznikowych serca
na acetylocholing, co wykazat Araujo i wsp. w modelu serca izolowanego pefundowa-
nego technika Langendorffa’’, z drugiej za$ od ztozonych interakcji czynnosciowych
NO w neuronach jadra pasma samotnego (NTS). NO ulatwia przekaznictwo glutaminer-
giczne w obrebie NTS promujac w ten sposdb wzrost cisnienia tetniczego™ *°', co z
kolei uruchamia komponentg sercowa odruchu z baroreceptoréw tetniczych i w efekcie
prowadzi do zwolnienia HR. Przy dominujacym wptywie zahamowania NOS na pozio-
mie NTS powinno doj$¢ do obnizenia ci$nienia tetniczego podczas hipoksji, czego nie
stwierdzono.

Oprocz mechanizméw odruchowych, przedmiotem badan odnoszacych si¢ do regu-
lacji krazenia jest analiza rytmicznych zmian HR i warto$ci ci$nienia tgtniczego. HR i
cisnienie tg¢tnicze wykazuja w warunkach fizjologicznych dyskretna nieregularnosc.
Dekompozycja szeregow czasowych odstgpow RR 1 wartosci cis$nienia tgtniczego przy
uzyciu algorytmow szybkiej transformaty Fouriera (FFT) lub metod autoregresyjnych
pozwala na ujawnienie sktadowych harmonicznych tej nieregularno$ci. Analiza réznic
odstepow miedzy kolejnymi pobudzeniami serca (odstgpéw RR; RRi) oraz wartosci
ci$nienia tetniczego w kolejnych cyklach sercowych zostata okreslona mianem analizy
zmiennosci rytmu serca (HRV) i analizy zmienno$ci ci$nienia tgtniczego. HRV determi-
nuje wiele czynnikow, nie zawsze mozliwych do zidentyfikowania, ale kluczowymi jej
wyznacznikami sg rytmiczne zmiany aktywnosci dosercowych gatazek nerwu blednego i
wiokien wspoétczulnych, cykliczne zmiany ci$nienia w klatce piersiowej, zalezne od
ruchow oddechowych i zmian powrotu zylnego krwi do serca oraz, w pewnej mierze,
cykliczne uwalnianie neurohormonéw, neuroprzekaznikéw i czynnikéw lokalnych o
wilasciwos$ciach wazomotorycznych. Analiza widmowa HRYV, okre§lana tez mianem
analizy czgstotliwosciowej lub spektralnej, pozwala na wyodrgbnienie sktadowych,
ktérych udziat w catkowitej zmienno$ci, okreslany przez tzw. gestos¢ mocy widma,
umozliwia ilo$ciowa oceng wptywu uktadu wspoétczulnego i przywspotczulnego na ser-
ce. Zmienne korelujace z udzialem obu komponent ukladu autonomicznego w regulacji
rytmu serca sa takze wyznaczane w domenie czasowej. Przy standardowym podziale
widma HRV wyro6znia si¢ podstawowe komponenty: VLF (bardzo niskiej czestotliwo-
éci), LF — niskiej i HF — wysokiej”'®*"’. Przedzialy czestotliwosciowe poszczegdlnych
komponent r6znig si¢ u ludzi i zwierzat, w sposéb w przyblizeniu proporcjonalny do
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réznic spoczynkowej HR¥**!. Zakres czestotliwosciowy poszczegdlnych komponent
HRYV nie zostal u szczuro6w jednoznacznie wyznaczony i powszechnie zaakceptowany
2292 W oparciu o weze$niejsze rekomendacje przyjatem, ze VLF obejmuje przedziat
czestotliwosci od 0,06 do 0,27 Hz, LF: od 0,27 do 0,74 Hz i HF: od 0,74 do 2,2 Hz
22338 VLF, ktérego znaczenie czynnosciowe nie zostalo jednoznacznie okrelone od-
zwierciedla zmiennos$¢ dlugoterminowa i jest pochodna cyklicznie zmieniajacej si¢ ak-
tywnosci czynnikow neurohormonalnych takich jak: angiotensyna II, wazopresyna,
odruchow termoregulacyjnych dostosowujacych przeptyw krwi w tkankach obwodo-
wych , zwolnionego i poglebionego rytmu oddechowego oraz sekwencji nastawczych
wymuszanych przez mozgowe oérodki regulacyjne®>*®. LF jest w znacznej mierze
zalezne od aktywno$ci dosercowych wiokien wspotczulnych oraz aktywnosci oddecho-
wej zaleznej od ukladu przywspétczulnego’'®, zas HF koreluje z udziatlem komponenty
przywpdlczulnej w regulacji HR modulowanym przez wazoaktywne substancje o dzia-
taniu lokalnym takie jak NO°'®. Wskaznik LF/HF, bedacy ilorazem obu sktadowych jest
uznanym wykladnikiem wzglednego udziatu komponenty wspoétczulnej w autonomicz-
nej regulacji HR®", a badania epidemiologiczne wskazuja, ze jego zwigkszenie jest
niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia krytycznych incydentow sercowych®'®.

Zaleta nieparametrycznej metody FFT jest stosunkowa latwos¢ dokonywania obli-
czen przy uzyciu popularnych arkuszy kalkulacyjnych. Istotnym ograniczeniem metody
FFT jest zalozenie stacjonarnego wystgpowania probek pomiarowych, co w nie mogto
by¢ spelione podczas doswiadczenia, w przebiegu ktérego dochodzito do zmian $rodo-
wiska zewngtrznego badanego zwierzgcia. W szczegdlnos$ci nalezato oczekiwad, ze w
trakcie hipoksji wywotanej przez hipobarig, a takze po jej zakonczeniu, charakter ilo-
$ciowy rdznic migdzy kolejnymi odstgpami RR bedzie si¢ zmienial, czyli ze rytmy bio-
logiczne determinujace HRV sa niestacjonarne. Alternatywna metoda obliczen sa para-
metryczne techniki autoregresyjne, ktore bazuja na podziale testowanych przebiegow na
krotkie odcinki i na wyznaczaniu koherencji pomigdzy nimi. Niedogodno$cia metod
autoregresyjnych jest konieczno$¢ empirycznego dostosowania rzgdu modelu autoregre-
syjnego, ktory powiniem by¢ wyzszy niz stosowany w obliczeniach HRV u cztowieka, z
uwagi na szybsza HR. W do$wiadczeniach na gryzoniach, takich jak szczury, myszy, lub
$winki morskie, parametryczne techniki wyznaczania HRV sa w zatozeniu obciazone
mniejszym bledem i wigksza czuto$cia niz metoda FFT, gdyz u wigkszosci matych zwie-
rzat chwilowy wzorzec widma HRYV jest bardzo zmienny, a zatem sekwencje czasowe
RRi sq a priori niestacjonarne®’. Przedstawiona w rodziale 4.7 charakterystyka iloscio-
wa HRV w domenie czgstotliwosciowej zostata oparta na obliczeniach autoregresyjnych,
przy czym zblizone proporcje iloSciowe réznic migdzy grupami zwierzat i migdzy po-
szczegdlnymi komponentami HRV uzyskatem takze przy obliczeniach technika FFT.
Mozna zatem przypuszczaé, ze w przebiegu doswiadczen udalo si¢ uniknac¢ zaktocen,
ktore mogtyby destabilizowaé zachowanie zwierzat, a takze, ze byly one dobrze zaadap-
towane do warunkéw eksperymentalnych.

Jako wyktadniki graficzne HRV w analizie czasowej wykorzystatem tzw. wykresy
Poincare’, ktore umozliwaja globalna oceng krétkookresowej, jak i dtugoterminowej
zmienno$ci HR, rMSSD — ktory koreluje aktywnoscia wtokien przywspodtczulnych za-
opatrujacych serce, rozktad réznic kolejnych odstepéw RR, ktory daje obraz krétkookre-
sowej HRV oraz wyznaczony przeze mnie wskaznik pNN2,5, ktory koresponduje ze
stosowanym u ludzi wskaznikiem pNN50. Wskaznik pNN2,5 okresla odsetek kolejnych
odstepo RR rdznigcych sig od siebie o 2,5 i wigcej ms. Ekstrapolujac wskaznik pNN50
na warunki eksperymentu na szczurach, wydawaé by si¢ moglo, ze po podzieleniu prze-
cigtnej HR spoczynkowej u ludzi — 70/min przez HR 350/min, oczekiwanej u szczurow,
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co daje wspotczynnik korekcyjny 0,2 i podzieleniu 50 ms ze wskaznika ludzkiego przez
0,2, tak uzyskany wskaznik pNN10 bedzie odpowiadat stosowanemu u ludzi. Okazato
si¢ jednak, ze ponad 99,5% cykli serca u szczura nie rozni si¢ od siebie o wigeej niz 10
ms, a czg$¢ sposrod roznic wigkszych od 10 ms mozna zakwalifikowac jako artefakty
pomiarowe. Nalezato zatem warto§¢ pNN obnizy¢. Oryginalnie wyznaczony wskaznik
pNNS50 odpowiadal réznicy RRi odcinajacej w dystrybuancie rozktadu réznic RRi
6,25% punktow pomiarowych od pozostatych RRi***. Wielkoé¢ roznicy RRi okreslajaca
wskaznik pNN u ludzi byla w ostatnich latach kwestionowana. Mietus i wsp.**’ zasuge-
rowali, ze nalezaloby wielko$¢ réznicy odcigcia RRi kilkakrotnie obnizy¢, np. do po-
ziomu 8 —10 ms, gdyz wskaznik pNN8&, lub pNN10, lepiej odzwierciedla krotkotermi-
nowa HRV i udziat komponenty przywspoiczulnej w regulacji rytmu serca. Przektadajac
proponowany przez Mietusa i wsp. wskaznik na HR u szczura, odpowiadato by to
wskaznikowi pNN1,6 — pNN2. Po wyznaczeniu przedzialow o zakresie 1 ms i wykona-
niu histogramu (ryc. 61) okazato si¢, ze trzeci kolejny przedziat w najwigkszym stopniu
roznicuje poszczegolne grupy do$wiadczalne. Srodek tego przedziatu 2,5 ms, arbitralnie
uznatem za odpowiednik pNN50. W warunkach standardowych pNN2,5 istotnie rozni-
cowal poszczegolne subpopulacje: byl najwigkszy u szczuréw normotensyjnych WKY, a
zdecydowanie najmniejszy w grupie LNR. U ludzi wskaznik pNN50 i wskazniki po-
chodne pNNx koreluja z rMSSD i HF i sa traktowane jako jeden z wyznacznikoéw udzia-
hu komponenty przywspotczulnej autonomicznej regulacji HR. W badaniach na zwierzg-
tach do$wiadczalnych wskazniki pNNx (pNN5, pNN10) wykorzystywano sporadycz-
nie’?® i ich znaczenie czynnosciowe nie zostalo bezspornie zdefiniowane. Roznice
pNN2,5 ujawnione miedzy poszczegdlnymi grupami szczurdéw sa zgodne z miedzygru-
powymi réznicami catkowitej mocy widma (TP), nie odpowiadaja natomiast rankingo-
wej kolejnosci rMSSD, co sugeruje, ze wskaznik pNN2,5 moze lepiej okresla¢ globalna
zmienno$¢ HR niz wyodrgbniong komponentg sktadowa.

Niskie warto$ci rtMSSD i SD1 w warunkach spoczynkowych w grupie SHR wskazu-
ja na obnizony wptyw nerwu blgdnego na serce u tych szczuréw. Analiza spektralna
ujawnita obnizong zmienno$¢ rytmu serca w obydwu grupach nadci$nieniowych, czego
wyznacznikiem byta istotnie nizsza catkowita moc widma (TP) i wszystkich jej komp-
nent sktadowych: VLF, LF i HF w pordwnaniu do szczur6w normotensyjnych WKY.
Ograniczenie zmienno$ci rytmu serca jest uwazane za niekorzystny czynnik progno-
styczny w chorobach uktadu krazenia sprzyjajacy rozwojowi powiklan narzadowych w
przebiegu nadcis$nienia tetniczego. Z punktu widzenia regulacji w skali globalnej ograni-
czona HRYV jest nieztym przystosowaniem do srodowiska stacjonarnego, gdyz wiaze sig
z oszczednym wydatkowaniem energii. W praktyce zyciowej srodowisko bytowe cechu-
je znaczna roéznorodnos¢, o do§¢ duzej sktonnosci do wystgpowania nagtych zaklocen.
W takim systemie lepiej sprawdza si¢ regulacja typu nadmiarowego, reprezentowana
przez znaczng HRB i BPV, gdyz w istocie sprzyja szybkiemu dostosowaniu odpowiedzi
organizmu do charakteru zmiany, wymuszajacej t¢ odpowiedz. Badania sportowcow i
0so0b o wysokiej aktynosci ruchowej ujawnily, ze osoby o wysokiej HRV maja z reguty
ponadprzecigtng wydolnos$¢ fizyczna i obciazone sa przecigtnie mniejszym ryzykiem
zaistnienia krytycznego incydentu sercowo-naczyniowego. Grupa LNR wyrozniala sie
zdecydowanie najmniejsza moca widma HRYV, przy w znacznej mierze zachowanej
rytmice z zakresie pasma HF i zwigkszonym wskazniku LF/HF. Przemawia to za za-
chowanym sterowaniem czynnosci serca za posrednictwem nerwu btgdnego, przy prawie
zniesionej komponencie wspotczulnej. NO i inhibitory jego biosyntezy wywieraja
wptyw na funkcjonowanie wigkszos$ci o ile nie wszystkich sktadowych regulacji kraze-
nia. W uproszczeniu, przy nieznacznie przypieszonej HR, zachowanie wyktadnikow
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niezmienionej aktywnoS$ci przywspotczulnej — HF i LF/HF mozne wynika¢ z naktadania
si¢ dwoch sktadowych: regulacyjnej, polegajacej na odhamowaniu przez L-NNA odru-
chu wagalnego z baroreceptorow tgtniczych, z czym kojarzy si¢ zaobserwowane zwigk-
szenie BRS w sekwencjach wzrostu SBP, (tab 21) i efektorowej: przyspieszajacej rytm
serca poprzez aktywacjg blonowych kanalow potasowych. Zwigkszona wartos¢ LF/HF u
szczuro6w SHR stanowi potwierdzenie nadmiernego udziatu komponenty wspotczulnej w
regulacji HR, co jest czynnikiem ryzyka naglych zaburzen rytmu serca. Podczas hipoksji
zmniejszyl si¢ udzial uktadu autonomicznego w regulacji czynnosci serca, na co wskazu-
ja zmiejszenie catkowiej mocy widma, a takze jego sktadowych. Przy prezentowanym
przez szczury pierwotnym typie reakcji sercowej na hipoksj¢, zaleznej od oscylatora
moézgowego o whasciwosciach rozrusznikowych, ten sposéb odpowiedzi znacznie ogra-
nicza zakres sercowych odpowiedzi odruchowych, zwigkszajac prawdopodobienstwo
wystapienia arytmii. Zwigkszenie wzglednego udzialu komponenty wspotczulnej w tak
zredukowanej kontroli czynnosci serca moze dodatkowo zwigksza¢ ryzyko arytmii.
Podczas hipoksji u wszystkich szczuréw obserwowano zmniejszenie zmiennosci krotko-
terminowej, o czy $wiadcza obnizone wartosci rMSSD i SD1, natomiast wzrosto zna-
czenie zmiennosci dtugookresowej, reprezentowanej przez SD2. Ze spokojnym zacho-
waniem szczur6w podczas hipoksji i umiarkowanymi zmianami MAP i HR w trakcie jej
trwania, pozorujacymi wzglednie nieduza sit¢ bodzca hipoksycznego, kontrastowaly
znacznie wigksze wzrosty mocy widmowej po zakonczeniu hipobarii, utrzymujace si¢
przez kilkadziesiat min. po jej zakonczeniu., w szczegolnosci w grupie LNR. Przywro6-
cenie uprzednio ograniczonej podazy tlenu w tej grupie najwyrazniej prowadzi do nie-
zbilansowanego tlenkiem azotu przyrostu ROS i do zwigkszenia udzialu sktadowe;j
wspotczulnej w regulacji czynnos$ci serca, czego wyznacznikiem jest wzrost wskaznika
LF/HF.

5.2. Wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego
w naczyniach tetniczych wyizolowanych od szczuréw
z nadcisnieniem tetniczym

Z powszechnie znanymi wlasciwos$ciami antyoksydacyjnymi tempola, w tym jego
potencjatem w wymiataniu anionorodnika ponadtlenkowego kontrastuja doniesienia
wskazujace, ze w pewnych warunkach, ktére moga wystgpowa¢ w $srodowisku biolo-
gicznych, tempol moze dziata¢ jako utleniacz o potencjalnie destrukcyjnym profilu dzia-
fania. Przy zalozeniu stosowania tempola jako przeciwutleniacza, istniata potrzeba po-
twierdzenia jego wlasciwosci antyoksydacyjnych w tozysku naczyniowym, w stgzeniach
odnoszacych sig do planowanych dawek.

Wyniki oznaczen wykonanych przy wykorzystaniu metody redukcji cytochromu c,
dostosowanej do warunkow perfuzji preparatu izolowanego ukladu naczyn krezkowych
wskazuja, ze w naczynach krezkowych perfundowanych natlenowanym ptynem wielo-
elektrolitowym Krebsa dochodzi do wytwarzania mierzalnych ilosci anionorodnika
ponadtlenkowego. Po przeptynigciu przez uklad naczyniowy absorbancja pobranych
probek perfuzatu byta istotnie wigksza, co dowodzi, ze doszto do redukcji cytochromu c,
najpewniej w wyniku reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym. Przy perfuzji roztwo-
rami tempola redukcja cytochromu c byta istotnie mniejsza, co potwierdza jego wtasci-
wosci antyoksydacyjne.
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W warunkach podstawowych wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego w tet-
nicach krezkowych perfundowanych roztworem wieloelektrolitowym nie przekracza
warto$ci nanomolowych w przeliczeniu na gram tkanki w ciagu minuty, czyli jest o
okolo rzad wielkosci mniejsze niz w sercu’**>*. Roznica tkankowa w wytwarzaniu
anionorodnika w tgtnicach obwodowych koresponduje z intensywnoscia przemian meta-
bolicznych. W standardowych warunkach perfuzji ujawnity si¢ co prawda rdéznice ilo-
sciowe wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego migdzy grupami doswiadczalny-
mi, ale ich wzajemne relacje byly odmienne w do$wiadczeniach wykonanych w odrgb-
nych procedurach do$wiadczalnych: 3.3.2.5 1 3.3.2.6 i dlatego nie zostaly one uwzgled-
nione we wnioskach. Nalezy zaznaczy¢, ze przy wytwarzanie anionorodnika ponadtlen-
kowego z szybkos$cia rzedu 1 nmol/g tkanki/min, tylko kilkakrotnie przekracza poziom
szumu pomiarowego przy oznaczaniu redukcji cytochromu ¢ w plynie perfuzyjnym. W
praktyce oznacza to, ze nawet niewielka réznica warunkéw pomiaru, np. odmienna za-
warto$¢ jonow metali przejsciowych, ktore w §ladowym stezeniu moga by¢ obecne w
ptynie perfuzyjnym, moze wplywac na wynik oznaczen. W przypadku poréwnan doko-
nywanych w ramach jednego cyklu eksperymentalnego, ryzyko btedu pomiarowego byto
istotnie mniejsze, gdyz oznaczenia zawieraty ten sam margines bledu, niezalezny od
niewielkich réznic warunkéw doswiadczalnych, zastosowanych odczynnikow, lub przy-
gotowania preparatow.

Wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze podczas kiludziesigciosekundowej sty-
mulacji elektrycznej preparatu naczyniowego, wywotujacej wzrost napigcia czynnego
miesniowki gladkiej, a takze bezposrednio po zakonczeniu ischemii wytwarzanie anio-
norodnika ponadtlenkowego znaczaco wzrastalo. W obu grupach nadci$nieniowych
wzrost wytwarzania O,* byl mniejszy niz w preparatach referencyjnych WKY. Na
podstawie danych z piSmiennictwa mozna sadzié¢, ze zwigkszenie obcigzenia $ciany
naczyniowej w przebiegu nadci$nienia tgtniczego promuje stres oksydacyj-
ny?30:339:341543.544 “1t6ry 7 kolei indukuje lokalne mechanizmy obrony antyoksydacyijnej
konkurujace z cytochromem ¢ zawartym w ptynie perfuzyjnym.

Podczas reperfuzji po ischemii tempol w stezeniu 0,1mM wykazal wlasciwosci an-
tyoksydacyjne. W stgzeniu submilimolowym, nie przekraczajacym szczytowego stg¢zenia
w surowicy po podaniu dozylnym tempol w niewielkim stopniu ograniczat uwalnianie
0O,*" po ischemii, natomiast przy perfuzji 1-milimolowej nasilat stres oksydacyjny.
Wyniki te sa zbiezne z doniesieniami z pis$miennictwa wskazujacymi, ze zbyt wysokie
stezenia tempola i jego pochodnych moga wykazywa¢ dziatanie prooksydacyjne>**->*.
Efekt promujacy wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego, jaki byt widoczny przy
uzyciu milimolowego stg¢zenia tempola, moze korespondowac z przejSciowymi objawa-
mi pobudzenia zwierzat, ktére obserwowatem po podaniu dozylnym wysokich dawek —
przekraczajach 100 umol/kg masy ciata™.

Oryginalnym spostrzezeniem jest wykazanie, ze tempol w grupie WKY i w mniej-
szym stopniu SHR zwigkszat uwalnianie O,*™ podczas stymulacji elektrycznej preparatu
naczyniowego (tab. 19). Zbiega si¢ to z innym dziataniem tempola: przedtuzeniem czasu
zaniku odpowiedzi na stymulacj¢ elektryczng i na egzogenna noradenaling. Biorac pod
uwage znany fakt, ze aminy katecholowe, takie jak adrenalina i noradrenalina moga
inicjowac¢ reakcje wolnorodnikowe wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, ze tempol reagu-
jac z anionorodniem ponadlenkowym dziata protekcyjnie w stosunku do noradrenaliny
uwolnionej z zakonczen nerwowych®>>!, W grupie LNR, w ktorej tempol praktycznie
nie wplywat na zanik odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacje elektryczna i na
NE, tempol nie tylko nie nasilal uwalniania O,*" podczas stymulacji elektrycznej, ale
przeciwnie wytwarzanie O,° ograniczal. Oba efekty tempola wzmozone uwalnianie
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0,*" przy pobudzeniu naczyniowych widkien nerwowych oraz przedtuzenie odpowiedzi
naczyniokurczacej zanotowano w preparatach o niezaktéconej ekspresji NO. Moze to
sugerowac, ze NO moze modulowa¢ presyjne dzialanie NE, wspotdecydujac o jej lokal-
nej dostgpnosci. W reakcji z udzialem przejSciowych postaci rodnikowych NO moze
reagowac z NE, czego produktem jest 6-nitrozo-noradrenalina (6-NO,-NE), ktéra zwigk-
sza uwalnianie NE zakonczen nerwowych*”*2, Przy prawidtowej aktywnosci eNOS,
tempol dziatajac protekcyjnie w stosunku do NO, moze w rezultacie utatwiaé tworzenie
6-NO,-NE i w tej drodze ulawia¢ promowac skurcz migsnidowki naczyniowe;j.

Metoda oznaczanie wytwarzania anionorodnika ponadtlenkowego oparta na redukcji
cytochromu ¢ byla wielokrotnie stosowana przy perfuzji serca izolowanego™**>*', nato-
miast nie byla rutynowo wykorzystywana w izolowanych uktadach naczyniowych. Stad
koniecznos$¢ kalibracji metody i ustalenia optymalnych warunkéw pomiaru. Zastosowa-
nie zbyt niskich stezen cytochromu ¢ w detekcji anionorodnika ponadtlenkowego znacz-
nie ogranicza czuto$¢ metody. Ryc.46 wskazuje na prostoliniowy, zgodny z prawem
Lamberta-Beera, przebieg zalezno$ci miedzy logarytmem stgzenia ferricytochromu c a
absorbancja probek, w zakresie stgzen od od 2,5 do 20 umol/l. Absorbancja zmierzona
dla stgzenia 50 pmol/l wyraznie odbiega od wczes$niejszego przebiegu zaleznoSci.
Wskazuje to, ze zastosowanie tego stezenia w pomiarach iloSciowych anionorodnika
ponadtlenkowego mogloby by¢ obcigzone znaczacym btedem, gdyz z jednej strony
nalezaloby dokona¢ wstgpnej doktadnej - wielopunktowej kalibracji odczynnika wzor-
cowego, z drugiej za§ podczas takiej stosunkowo czasochlonnej kalibracji odczynnik
moze zmienia¢ wilasciwosci, wskutek reakcji autooksydacyjnych. Uzyskane wyniki
oznaczen sa zgodne z doniesieniami, w ktorych wykazano, ze po przekroczeniu kilkuna-
stomikromolowych stgzen cytochromu c zalezno$¢ migdzy stgzeniem cytochromu c a
absorbancja przyjmuje charakter krzywoliniowy ™. Obok anionorodnika ponadtlenko-
wego inna ROS, ktora jest dostgpna w ukladzie krazenia jest nadtlenek wodoru (H,0,).
Nadtlenek wodoru utlenia cytochrom ¢, powodujac spadek wartosci absorbancji. Nadtle-
nek wodoru moze powstawa¢ w probowce w wyniku samorzutnej autooksydacji wody,
moze by¢ takze produktem reakcji dysproporcjonacji anionorodnika ponadtlenkowego.
Dlatego wytwarzanie H,O, w obszarze pomiarowym moze skutecznie zaktdci¢ oznacze-
nia anionorodnika ponadtlenkowego, gdyz zamiast wywotanej przez ten rodnik redukcji
cytochromu ¢, moze zachodzi¢ jego utlenianie przez H,O,, bedaca bezposrednim pro-
duktem reakcji z udziatem rodnika. Uzupetnienie katalaza (CAT) roztworu cytochromu
C stabilizowato absorbancjg testowanych probek, co wskazuje na skuteczne wylaczenie
H,0,.

5.3 Biodostepnos¢ tempola

Niejednoznaczne wyniki wczesniejszych badan, odnoszacych si¢ do wptywu tempo-
la na ci$nienie tgtnicze, wymagaly wyjasnienia jego dostgpnosci w ukladzie krazenia
przy réznych sposobach dawkowania. Publikacje odnoszace si¢ do zaniku tempola w
srodowisku biologicznym daja obraz niejednoznaczny. Opisywano zaré6wno kilkuminu-
towy™, jak tez trwajacy od 22 do 60 minut*>*¥533% okres jego potowicznego zaniku, w
zalezno$ci od przyjetej metodyki badan. W oznaczeniach wykonanych na calym zwie-
rzgciu problemem diagnostycznym byla niska czulo§¢ pomiaru zwigzana ze znaczna
Srednica wnegki rezonacyjnej spektrometru EPR i ze znaczna objgtoscia wody, zawartej
w ciele zwierzgceia, ktora skutecznie ttumi sygnat widmowy.
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Zaprojektowatem oryginalny uktad do§wiadczalny z wykorzystaniem zewngtrznego
potaczenia tetniczo-zylnego przeprowadzonego przez wngke rezonacyjna spektrometru
EPR, co umozliwito dlugotrwaty ciagla oceng wystgpowania znacznika spinowego w
krwiobiegu. Przy stosunkowo matej $rednicy drenow taczacych i ich niewielkiej pojem-
nosci przeptyw krwi przez wytworzone polaczenie tgtniczo-zylnego byt stosunkowo
powolny i stanowiac ponizej 1% rzutu minutowego serca. Tempol jest wykorzystywany
w badaniach laboratoryjnych jako czuty wskaznik obnizenia preznosci tlenu, czego wy-
ktadnikiem jest zmiana catkowitej szeroko$ci jego widma w spektroskopii EPR¥7%,
Podczas doswiadczen szeroko$¢ widma byta stabilna, co §wiadczy, ze wytworzone pota-
czenie tetniczo-zylne funkcjonujace w narkozie nie przyczyniato si¢ do powstania hi-
poksemii. Przeprowadzenie krwi krazacej przez wneke rezonacyjna spektrometru po-
zwolito na uzyskanie wysokiej czulosci detekcji w warunkach przyzyciowych, wielo-
krotnie wigkszej niz przy badaniu calych zwierzat umieszczonych w odpowiednio przy-
stosowanych spektrometrach®****®, Uktadu do$wiadczalny moze by¢ takze wykorzystany
do testowania innych zwiazkéw o wlasciwosciach paramagnetycznych. IloSciowa ocena
stgzenia tempola w badanym materiale opiera si¢ na pomiarze amplitudy jego widma
EPR. Przy niskich stgzeniach konieczne jest zastosowanie znacznego wzmocnienia sy-
gnalu w spektrometrze (10 000), co w praktyce wiaze si¢ ze znacznym zwigkszeniem
amplitudy towarzyszacych szumow pomiarowych. W pojedynczych pomiarach zdarza
sig, ze mozna zidentyfikowac¢ zaklocenia szumu pomiarowego, ktéore w przyblizeniu
odpowiadaja charakterystycznym sktadowym widma tempola, przy amplitudzie szumu
w obrebie tych zaktocen nawet nieznacznie mniejszej od przecigtnej szumu pomiarowe-
go, gdyz czasami udaje si¢ zaobserwowac charakterystyczne zaburzenia w uksztaltowa-
niu obrazu szumu. Jednakze dla regularnego i wiarygodnego zidentyfikowania obecnosci
tempola w badanej probce konieczne byto okreslenie jednoznacznego i powtarzalnego
kryterium rozpoznawczego. Zatozylem, ze optymalnym kryterium rozpoznawczym jest
minimalny stosunek sygnatu, czyli amplitudy srodkowego szczytu widma tempola (ryc.
4) do przecigtnej wysokosci szumu i przyjatem, za Matsumoto i wsp.”>* wartoéé log
(S/N) > 0,1 za progowa.

Wyniki badan wskazuja na wielogodzinne wystgpowanie tempola w krwiobiegu po
podaniu dawek w przedziale od 10 pmol do 1 mmol/kg masy ciata. Swiadczy o tym nie
tylko mozliwo$¢ zarejestrowania charakterystycznego widma EPR przez ponad 6 godzin
od podania pojedynczej dawki, ale takze odtwarzanie sygnatu tempola z jego zreduko-
wanej formy (TPL-H) przez zwiazek o wlasciwos$ciach utleniajacych po uplywie ponad
2 godzin od zaniku sygnatu wywotanego podaniem pojedynczej dawki tempola. Wyka-
zanie regeneracji tempola z jego podstawowego metabolitu (TPL-H) wskazuje, ze zre-
dukowana posta¢ tempola utrzymuje si¢ w krwiobiegu znacznie dluzej, niz czasteczka
macierzysta. Uwzgledniajac fakt, ze w krwiobiegu i w tkankach powstaja liczne moleku-
ly o wlasciwosciach utleniajacych, ktorych stezenie zalezy od aktualnego stanu metabo-
licznego ustroju, nalezy przyja¢, ze w warunkach zwigkszonej ekspresji czynnikow
utleniajacych, zjawisko odtwarzania tempola z jego hydroksylaminowej pochodnej moze
zachodzi¢ stosunkowo tatwo. W ten sposob pozornie nieaktywna, zredukowana forma
zwiazku nitroksylowego moze uczestniczy¢ w reakcjach ustrojowych typu redoks™’.
Zatem tempol tworzy uktad, ktory moze dziata¢ w mikroskali na zasadzie kaskadowe;j.
Mozna sobie tatwo wyobrazi¢, ze przy nastgpujacych po sobie incydentach stresu oksy-
dacyjnego, wywotanych np. powtarzanym intensywnym wysitkiem fizycznym, lub na-
wracajacym niedokrwieniem tkanki, tempol moze by¢ kazdorazowo odtwarzany ze
swojej zredukowanej pochodne;.



170 Tomasz H. Wierzba

Istotne znaczenie ma ujawnienie obecnosci tempola przez wiele godzin od jego po-
dawania w homogenatach uzyskanych z licznych tkanek, w tym serca i aorty. W wigk-
szo$ci tkanek, w ktorych stwierdzono obecnos¢ tempola, stosunek sygnatu do szumu
odpowiadat jego stezeniu w tkankach rzedu 80 — 500 nM>*®, co odpowiada oznaczeniom
Zweiera i Kuppusamy’ego®”’. Pewne trudnoéci w interpretacji wynikow moze nie$é
bardzo wysokie stgzenie tempola w osoczu i krwinkach, gdyz calkowita eliminacja krwi
z badanych tkanek nie byla mozliwa. Nie mniej jednak, zarejestrowanie we wczesniej-
szych badaniach wiasnych jedynie stabego sygnatu EPR tempola w watrobie™*%, gdzie
ilo§¢ zmagazynowanej krwi jest duza wskazuje, iz lokalne czynniki tkankowe moga
faktycznie decydowac o szybkos$ci jego eliminacji. Struktura tempola zawierajaca grupe
hydroksylowa wskazuje na preferencyjne rozmieszczenie tempola w §rodowisku wod-
nym>**3%' Analiza frakcji lipidowej testowanych homogenatéw tkankowych wskazuje
jednak, ze wszystkich testowanych tkankach, za wyjatkiem nerki, tempol moze by¢
takze rozmieszczony w strukturach lipidowych, czyli w kompartmencie blonowym ko-
morki. Istotne znaczenie tego faktu polega na strategicznej roli blon komoérkowych i
wewnatrzkomorkowych w procesach sygnatowania. W odréznieniu do watroby i wielu
innych tkanek, gdzie redukcja tempola zachodzi przede wszystkim w cytoplazmie, w
nerkach tempol metabolizowany jest gtéwnie w mitochondriach®®. Sprzyja to jego
szybkiej eliminacji i utrudnia osiagnigcie wysokieg stgzenia tkankowego.

Przedstawione wyniki badan potwierdzaja dziatanie hipotensyjne nitroksylowego
wymiatacza ROS — tempola. Efekt ten wystapil u wigkszosci, cho¢ nie u wszystkich
szczurdw, w wigkszym stopniu u zwierzat z nadci$nieniem tetniczym, niz u ich odpo-
wiednikow normotensyjnych.

Podstawowym problemem w badaniach dotyczacych antyoksydantow jest kinetyka
reakcji z ich udziatem, ktora jest o wiele rzgdow wielkosci wolniejsza od szybkos$ci
powstawania podstawowych ROS: anionorodnika ponadtlenkowego, rodnika wodorotle-
nowego, nadtlenoazotynu i rodnikéw lipidowych®. Ogromna reaktywnos¢ i niespecy-
ficznos¢ dziatania takich rodnikow tlenowych, jak np. rodnika wodorotlenowego spra-
wia z jednej strony, ze czas ich istnienia od chwili powstania jest niezwykle krotki, z
drugiej za$, ze moga one reagowac niemal z kazda czasteczka, ktdra napotkaja na dro-
dze. Dla rodnika hydroksylowego gtéwnym czynnikiem ograniczajacym mozliwos$ci
jego dziatania jest tzw. bariera dyfuzyjna, czyli dystans, ktory czasteczka rodnika moze
przeby¢ od momentu powstania do jej destrukcji w wyniku reakcji z najblizsza napotka-
na molekuta. Oznacza to, ze antyoksydant niejako przeznaczony do unicestwienia utle-
niacza ma stosunkowo niewielkie szanse, aby w sposéb preferencyjny uprzedzi¢ reakcje
zachodzace z udzialem rodnika i zapobiec ewentualnym uszkodzeniom powstatym przy
jego udziale. Szybkos¢ reakcji dysmutacji nadtlenku wodoru prowadzacej do powstania
anionorodnika ponadtlenkowego, a takze reakcji anionorodnika ponadtlenkowego z
tlenkiem azotu (NO) generujacej nadtlenoazotyn, a takze wielu innych reakcji prowa-
dzacych do powstawania rodnikow tlenowych jest o kilka rzgdow wielkosci wigksza od
kinetyki reakcji anionorodnika ponadtlenkowego i innych rodnikow z wigkszos$cia egzo-
gennych antyoksydantow®. Czy zatem mozna przyjaé, ze antyoksydanty nie maja szan-
sy przeciwdziatania nadmiernym procesom endogennego utleniania? Wdrozone ostatnio
metody fizykochemiczne pozwalajace na detekcje rodnikéw tlenowych i ich bezposred-
nich produktéw w chwili ich powstawania jednoznacznie wskazuja, ze tak nie jest. Ba-
dania do$wiadczalne bezposrednio wskazuja, ze antyoksydanty moga ogranicza¢ endo-
genne procesy utleniania®.

Biorac pod uwagg, ze reakcja pomigdzy znacznikami spinowymi a ROS zachodzi w
sposob stechiometryczny oraz ze szacunkowe stacjonarne stgzenie ROS w wigkszos$ci
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tkanek wynosi od 10 pM (cytoplazma hepatocyta) do 10 nM (cytoplazma bakterii),
mozna przyjaé, ze st¢zenia tempola uzyskane w zastosowanym uktadzie do$wiadczal-
nym w zupetno$ci wystarcza do skutecznego wylapywania ROS®-%3-%7_ Stezenia tempo-
la okreslane byly w dotychczasowym pismiennictwie jako znacznie nizsze, a przyczyna
tych niezgodno$ci moze by¢ rdznica czutosci pomiaru. Nalezy podkresli¢, ze w warun-
kach niestandardowych lokalne st¢zenie rodnikow tlenowych moze by¢ znacznie, nawet
o kilka rzgdow wielkosci wyzsze. Podczas reperfuzji serca poddanego uprzednio global-
nej ischemii opisywano tkankowe stgzenia ROS na poziomie 0.1 —1 pmol/] 365-368-571(400)
Jest ono porownywalne jedynie ze stgzeniem tempola w tkankach osiaganym kilka mi-
nut po jednorazowej dawce dozylne;.

Reasumujac, wielogodzinne utrzymywanie si¢ tempola w krwiobiegu, przy jego
znacznej zdolnos$ci penetracji bton biologicznych pozwala przypuszczaé, ze moze on w
tym samym czasie znaczaco oddziatywaé na reaktywne formy tlenu tworzone we-
wnatrzkomorkowo. Stad tez istnieja racjonalne przestanki do jego stosowania w dtugo-
trwatych procedurach do$wiadczalnych.

5.4.Efekt hipotensyjny tempola

W réznorodnych uktadach eksperymentalnych tempol wywierat istotne dziatanie hi-
potensyjne, ktorego charakter zalezat od dawki, czasu i sposobu podawania oraz od-
miennych wlasciwosci czynnosciowych poszczegolnych grup zwierzat.

Hipotensyjne efekt tempola zostat opisany wczesniej przez dwa renomowane zespo-
ly naukowe u szczurdéw z nadci$nieniem tgtniczym wywotanym zahamowaniem endo-
gennej syntezy tlenku azotu i u szczepu SHR*®', a takze u zwierzat normotensyjnych:
szczurow WKY?**%*! i $win miniaturowych®® . Prace zespotlu Wilcoxa*****postuzyty
niebawem do zlozenia wniosku patentowego, zastrzegajacego stosowanie tempola i jego
pochodnych w leczeniu nadcis$nienia te¢tniczego. Zastosowana w tych badaniach, pozniej
niejednokrotnie cytowanych, metodyka doswiadczalna wzbudza szereg watpliwosci,
szczegolnie odnoszacych si¢ do wptywu tempola na cis$nienie tgtnicze u zwierzat normo-
tensyjnych. Praca Hahna i wsp.”®® wykonana na $winiach miniaturowych nie zawiera
elementow analizy statystycznej, a zaprezentowany jako wzorcowy, kilkuminutowy
gwattowny spadek ci$nienia tgtniczego po podaniu 0,14 — 0,17 milimolowych dawek
tempola uzyskano u jednego zwierzgcia. Pomiaru cisnienia tgtniczego dokonywano
metoda posrednia na podudziu, co nie wyklucza, ze faktycznie oceniano zmiany lokal-
nego ukrwienia konczyny. W ponad 300 wiasnych do§wiadczeniach wykonanych latach
1995 — 2006 na szczurach bez narkozy i w znieczuleniu ogdlnym nigdy nie zarejestro-
watem tak gwaltownego spadku cis$nienia tetniczego po podaniu tempola, jak przedsta-
wiony w pracy Hahna*®. Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy nie potwier-
dzaja natychmiastowej reakcji ciSnieniowej na podanie tempola. We wczesniejszych
nieopublikowanych do$wiadczeniach o charakterze pilotowym, wykonanych w warun-
kach stresu pooperacyjnego obserwowatem istotne spadki ci$nienia tgtniczego po dozyl-
nym podaniu tempola, ale nawet wtedy nie mialy one charakteru tak dynamicznego i
trwaly przez wiele minut. Jedna z przyczyn rozbieznosci moze by¢ czystos¢ zastosowa-
nego zwiazku, powszechnie stosowane odczynniki dostgpne komercyjnie zawieraja
jedynie 70 — 90% wlasciwej substancji i przed jej zastosowaniem nalezy odczynnik
oczyscié, co nie jest podane przez komercyjnego dystrybutora. Schnackenberg i wsp.

przeprowadzili do$wiadczenia na szczurach w narkozie wywotanej tiobarbitalem®>®3¢!,
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co wydaje si¢ niefortunne w Swietle wczesniejszych doniesien o generowaniu rodnikow
tlenowych, w tym rodnika wodorotlenowego przez barbiturany’’*>7*. Gleboka narkoza
mogta ponadto skutecznie wyttumia¢ mechanizmy odruchowej regulacji ci$nienia tgtni-
czego. Stad tez nie mozna wykluczy¢, ze opisane w obu pracach efekty hemodynamicz-
ne tempola polegaty przede wszystkim na ograniczaniu niepozadanych efektow oksyda-
cyjnych tiobarbitalu, a nie na bezposrednim dziataniu na uktad sercowo-naczyniowy. Do
innych niedostatkow nalezy zaliczy¢ niedopasowanie zwierzat pod wzglgdem wyjscio-
wego cis$nienia tgtniczego (MAP), ktorego Srednia warto§¢ w grupach zakwalifikowa-
nych jako normotensyjne wynosita od 96 do 121 mm Hg. Mimo braku analizy korelacji
mozna odnie$¢ wrazenie, ze efekt hipotensyjny tempola wystgpuje gtownie, o ile nie
wylacznie, u zwierzat z podwyzszonym ci§nieniem tetniczym. Watpliwosci wzbudzaja
rowniez szacunkowe ustalanie dawki tempola przy podawaniu doustnym oraz metoda
bezposredniego pomiaru ci$nienia tgtniczego za posrednictwem drenu wprowadzonego
do tetnicy szyjnej wewnetrznej, gdzie wystepuja znaczne fluktuacje ci$nienia tetniczego
zwiazane z ruchami oddechowymi

W przeprowadzonych przeze mnie do$§wiadczeniach regularny efekt hipotensyjny
jednorazowej dawki tempola uwidocznit si¢ w znacznie wigkszym stopniu u szczurow z
nadci$nieniem tgtniczym uwarunkowanym genetycznie (SHR) i zaleznym od zahamo-
wania endogennej syntazy NO (LNR), niz u ich odpowiednikow normotensyjnych
(WKY) i byt znaczacy przy dawkach o dwa rzedy wielkos$ci mniejszych (ryc. 21 oraz
ryc 53 vs. ryc.55)., niz przy podawaniu przewlektym. Czynnikiem determinujacym te
roznice nie byta zasadniczo wyjsciowa wysokos¢ sredniego ci$nienia tetniczego (MAP),
o czym $wiadczy nieistotna zalezno$¢ pomigdzy MAP a odpowiedzia ci$nieniowa na
tempol w grupie WKY i staba zalezno$¢ w grupach SHR i LNR. Wydaje sig raczej, ze
odmienna charakterystyka ilosciowa odpowiedzi ci§nieniowych na tempol wynikata ze
zmienionych wlasciwosci naczyn uksztattowanych przez nadcisnienie tgtnicze, lub jego
czynniki sprawcze dzialajace na poziomie efektora. Zastanawiajacym faktem jest, ze
przy przedluzonym podawaniu tempola profil odpowiedzi cisnieniowych wyglada ilo-
$ciowo odmienne: po dwu- i trzytygodniowym podawaniu tempola znaczacy efekt hipo-
tensyjny zaobserwowano jedynie w grupie szczurow SHR. Analogicznie, po 40 dniach
doustnego dawkowania tempola najwigksza réznicg ci$nienia skurczowego pomigdzy
zwierzetami, ktorym podawano tempol i ich kontrolg stwierdzono w grupie SHR. Efekt
ten trudno jednak okresli¢ wprost jako hipotensyjny, bo tempol nie spowodowal obnize-
nia SBP, a jedynie zapobiegl jego wzrostowi, ktory jest naturalnym zjawiskiem u szczu-
row w obserwowanym przedziale wiekowym. Podobny efekt prewencyjny, cho¢ o
mniejszym nasileniu obserwowano u szczurow WKY. Z kolei u szczuréw z niedoborem
NO wywotywanym podaniem L-NNA, zaznaczylo sig¢ istotne dziatanie hipotensyjne
tempola, chociaz réznica migdzy ci$nieniem skurczowym pomigdzy zwierzgtami, kto-
rym podawano tempol i ich kontrola byla ponad dwukrotnie mniejsza niz w grupie SHR.
Nalezy zaznaczy¢, ze w odréznieniu od szczurow SHR i WKY w grupie kontrolnej LNR
ci$nienie skurczowe nie wzrastatlo w okresie 6-tygodniowej obserwacji., stad tez bezpo-
sredni efekt hipotensyjny byl fatwo zauwazalny. O ile po podaniu jednorazowych dozyl-
nych dawek tempola we wszystkich grupach efektowi hipotensyjnemu towarzyszyto
zwolnienie HR, i produktu podwoéjnego — PRP to przy podawaniu 14-, 21- i 42-dniowym
efekt ten nadal wystgpowat u grupach WKY i SHR, natomiast u zwierzat LNR, ktéorym
podawano L-NNA zanotowano istotne przyspieszenie HR, przy niezmienionym PRP.
Zwolnienie HR przy niezmienionym ci$nieniu tg¢tniczym moze by¢ wynikiem bezpo-
sredniego dziatania kardiodepresyjnego’", lub moze by¢ pochodna przesterowania na
odruchéw regulacyjnych, w tym odruchu z baroreceptordw tetniczych*?%-#40-443:443:446 py1a
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wyjasnienia podtoza odpowiedzi sercowej wykonano doswiadczenia na izolowanych
preparatach serc z zachowanga spontaniczna rytmika pobudzen, jak rowniez serie ekspe-
rymentow in vivo ukierunkowanych na oceng odruchowych czynnikow regulacji rytmu
serca, co omowiono w dalszej czgsci dyskusji. PRP jest wskaznikiem pracy wykonane;j
przez serce w jednostce czasu i koreluje z jego zapotrzebowaniem energetycznym.
Zmniejszenie PRP podczas przewleklego stosowania tempola w grupie WKY i SHR jest
potencjalnie korzystne, gdyz ogranicza prawdopodobienstwo wystapienia zaburzen
metabolicznych wywotanych jego niedokrwieniem. Brak wptywu tempola na PRP w
grupie szczurdw, u ktorych przewlekle hamowano syntazg¢ NO istotnie t¢ grupe wyrdz-
nig. Oznacza bowiem, ze potencjalnie korzystne dzialanie hipotensyjne tempola nie idzie
W parze ze zmniejszeniem zapotrzebowania energetycznego serca i wobec tego nie
zmniejsza ryzyka wystapienia powiktan niedokrwiennych. Testowane w pracy dwa
modele nadci$nienia tetniczego reprezentuja w zatozeniu ztozone, ale odmienne mecha-
nizmy patogenetyczne. U szczuréw SHR istotnym czynnikiem wzrostu ci$nienia tetni-
czego jest nadmierna aktywacja komponenty wspotczulnej osrodkowej regulacji kraze-
nia, za$ model nadci$nienia tgtniczego indukowany zahamowaniem endogennej syntazy
NO koresponduje z dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego. Trudno jest oceni¢ w jakim
zakresie wyniki badan do$wiadczalnych uzyskanych z konkretnych modeli eksperymen-
talnych mozna przenie$s¢ na mechanizmy nadci$nienia tgtniczego u czlowieka, gdzie
czynnikiem zaburzen funkcji i struktury $rodbtonka naczyniowego jest indukcja lokal-
nego odczynu zapalnego, w ktorym uczestnicza ROS. Wydaje si¢ jednak, ze przy niedo-
statecznej syntezie NO w $rédbtonku naczyniowym, co jest podstawowym wyktadni-
kiem jego dysfunkcji, kardioprotekcyjne korzysci ze stosowania antyoksydanta moga
by¢ znacznie ograniczone. Zasadniczym czynnikiem eliminacji endogennego NO jest,
jak wykazal przed ponad 20 lat temu Gryglewski i wsp.***, anionorodnik ponadtlenko-
wy. Przy zredukowanej generacji NO mozliwosci uwidocznienia efektu wyltaczenia
anionorodnika ponadtlenkowego sa ograniczone, gdyz jego wylaczenie nie powoduje
zwigkszonej generacji NO, a jedynie nieco zwigksza czas przetrwania juz wytworzonego
NO. U szczurow WKY, a zwlaszcza SHR, u ktorych biosynteza NO w §rodbtonku na-
czyniowym jest nasilona*’**’, ograniczenie anionorodnika ponadtlenkowego stwarza
szansg na pelne ujawnienie efektow metabolicznych NO, czego jednym z przejawow jest
ograniczenie wydatku energetycznego’*®37576,

Czesciowe wylaczenie mechanizméw wolnorodnikowych przez zastosowanie tem-
pola przyczynito si¢ do zwigkszenia podatnosci duzych pni tetniczych, czego wyrazem
byto zmniejszenie maksymalnej szybkosci narastania ci$nienia w aorcie, +(dP/dt)max,
zmiejszenie szybko$ci spadku rozkurczowego ci$nienia w aorcie, —dP/dt oraz istotne
zmniejszenie szybkos$ci rozprzestrzeniania fali tetna (v; ryc.54). Efekt tempola uwidocz-
nit si¢ w najwigkszym stopniu u szczurow SHR, gdzie wyjsciowa podatno$¢ naczyn byta
najmniejsza. U szczurow LNR wptyw tempola byl stosunkowo niewielki, chociaz row-
niez istotny. Zwraca uwagg fakt, ze korzystny efekt tempola wystepowat w zakresie
umiarkowanych dawek. Pod koniec 20-minutowej infuzji dawek 0,2 oraz 2 mmol/kg
tempol nie tylko nie zwigkszal podatnosci duzych pni tgtniczych, ale ja istotnie obnizat.
Moze to korespondowaé, z doniesieniami o prooksydacyjnym dzialaniu jego wysokich
dawek>*347377578 - Opisano, ze pulsacyjny charakter zjawisk naczynioruchowych przy-
czynia si¢ do ograniczenia wydatku energetycznego potrzebnego do przemieszczenia
krwi z serca na do tkanek obwodowych®”, zwicksza dynamike reakcji tozyska naczy-
niowego w odpowiedzi na bodzce metaboliczne®”, przeciwdziata ograniczeniu przepty-
wu wywotanemu przez reakcje miogenna drobnych tetniczek na wzrost ci$nienia krwi*®,
zwigksza efektywno$é termoregulacji®®'. Badania do$wiadczalne wskazuja, Zze podczas
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wyrzutu krwi z serca podatnos$¢ §cian aorty ulega cyklicznym zmianom, ktore sa sprze-
zone z rownolegtymi zmianami naprezenia $ciany lewej komory serca®*32. Sprzezenie
to pozwala na znaczna redukcj¢ kosztow energetycznych wyrzutu krwi z serca. Przy
zmniejszonej podatnosci duzych pni t¢tniczych i zwigkszonej szybkosci rozprzestrzenia-
nia fali tgtna w duzych tegtnicach, fala ta po dotarciu do naczyn oporowych z duzym
impetem si¢ od nich odbija, po czym jeszcze w fazie wyrzutu krwi powraca do serca™,
Oznacza to, ze przy zmniejszonej podatnosci duzych pni tetniczych lewa komora serca
musi pokona¢ dodatkowe obciazenie pod koniec podokresu wyrzutu krwi. Przyspiesze-
nie 1 zwigkszenie fali powrotnej tetna prowadzi do rozkojarzenia czynno$ci mechanicz-
nej serca z wlasciwosciami sprezystymi aorty i skutkuje znacznie wigkszym wzrostem
zuzycia tlenu przez serce, niz wynikatoby to jedynie ze zwigkszenia ci$nieniowego lewej
komory serca w czasie skurczu. Efekt catkowitego rozkojarzenia wiasciwosci mecha-
nicznych lewej komory serca ze zmianami sprezystosci aorty udato si¢ wywotaé w sto-
sunkowo krotkim czasie u krélikow karmionych dieta miazdzycogenna o duzej zawarto-
éci cholesterolu, sprzyjajaca nadmiernej generacji ROS w $cianie aorty’®’. Wieloosrod-
kowe proby kliniczne, a takze badania eksperymentalne wykazaly, ze zwigkszona dyna-
mika fali tgtna jest niezaleznym od cisnienia skurczowego i rozkurczowego czynnikiem
ryzyka, o istotnym niekorzystnym znaczeniu rokowniczym’ %, Zarejestrowany efekt
umiarkowanych dawek tempola wydaje si¢ w tym kontekscie niezwykle istotny, ograni-
cza bowiem tzw. centralne ci$nienie t¢tnicze i przez to redukuje obciazenia ciSnieniowe
serca>®®. W modelu dominujacej dysfunkcji $rodblonka naczyniowego, reprezentowa-
nym przez przewlekte podawanie inhibitora NOS to korzystne dzialanie tempola jest
zaznaczone w wyraznie mniejszym stopniu niz u szczepu SHR, bardziej odpowiadaja-
cemu nadci$nieniu samoistnemu u czlowieka.

5.5. Efekty tempola w izolowanym uktadzie naczyn tetniczych

Ograniczenie przy uzyciu tempola mechanizméw wolnorodnikowych wptywato na
izolowany preparat tetnic krezkowych w sposoéb kompleksowy, obejmujacy wplyw na
napigcie migsniowki gladkiej naczyn, wrazliwo$¢ na czynniki naczyniokurczace i roz-
kurczajace migsniowke naczyniowa oraz na odpowiedz naczyniokurczaca na stymulacjg
elektryczna wiokien nerwowych okolonaczyniowych. Testowany uktad tgtniczy naczyn
krezkowych zawierat szeroki przekrdj naczyn o S$rednicy od okoto 1 do ponizej
0,1 mm*"”. Podstawowym czynnikiem oporu naczyniowego, determinujacym ciénienie
perfuzyjne (PP) byto napigcie migsniowki gtadkiej dystalnych naczyn oporowych prepa-
ratu. Mozna zatem w uproszczeniu przyjac, ze preparat reprezentuje przede wszystkim
naczynia typu oporowego, bogato unerwione o duzym zakresie regulacyjnym. Jakkol-
wiek w warunkach podstawowej perfuzji tempol nie wplywat znaczaco na PP, to nie-
znaczny efekt wazodilatacyjny, ktory ujawnit si¢ w warunkach zwigkszonego napigcia
czynnego preparatow SHR i w mniejszym stopniu LNR, moze wskazywac¢, ze kompo-
nenta naczyniowa moze mie¢ pewien udzial w efekcie hipotensyjnym tempola u szczu-
réw z nadcis$nieniem tgtniczym. Podstawowym zadaniem tempola bylo wymiatanie ex
iuvantibus anionorodnika ponadtlenkowego, co limitowalo tworzenie rodnikow wtor-
nych, w tym niezwykle destruktywnego rodnika wodorotlenowgo (OH®) i ograniczato
wewnatrznaczyniowe procesy utleniania. W warunkach in vivo przez naczynia krwiono-
$ne przeplywa krew bogata w zelazo hemowe, ktore moze by¢ efektywnym substratem
reakcji wolnorodnikowych typu Fentona, generujacych rodnik wodorotlenowy. Ptyn
wieolektrolitowy perfundujacy krezke w zatozeniu nie zawieral jonow metali i dlatego
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mozna bylo oczekiwaé, ze efekty tempola moga by¢ lepiej widoczne w eksperymentach
in vivo, niz w do$wiadczeniach przeprowadzonych na preparatach perfundowanych
ptynem wieloektrolitowym. Okazato si¢ jednak, ze warto$ci zmian PP pod wptywem
tempola byly proporcjonalne do zmian SBP zarejestrowanych w takich samych grupach
(SHR: APP ~ - 3 mm Hg, A SBP = - 25 mm Hg; LNR: APP ~ - 1,5 mm Hg, A SBP = -
11 mm Hg). Preparaty uktadu tgtniczego krezki wyizolowane ze szczuréw z nadcisnie-
niem tgtniczym, zaréwno samoistnym (SHR), jak tez indukowanym zahamowaniem
syntazy NO wykazywaty zwiekszona sktonno$é do skurczu. Swiadczy o tym: zwiekszo-
na wrazliwo$¢ preparatow na stymulacjg elektryczna, czego wyrazem migdzy innymi:
przesunigcie w lewo krzywych napigcie-odpowiedz, obnizenie progu pobudliwosci i
czasu latencji odpowiedzi na stymulacje elektryczna, nasilone odpowiedzi naczyniokur-
czace na noradrenaling i fenylefryng, zmniejszona odpowiedz wazorelaksacyjna na eg-
zogenng acetylocholing oraz podwyzszone w warunkach podstawowych napigcie czynne
mig$nidowki naczyn, czego przejawem byta zwigkszona odpowiedz wazorelaksacyjna na
nitroprusydek sodowy. Pod wplywem tempola wrazliwo$¢ na stymulacje elektryczna
obnizyta sig, o czym $wiadczy zmniejszenie odpowiedzi maksymalnej, przesunigcie w
prawo krzywych napigcie-odpowiedz, istotne podwyzszenie progu pobudliwosci na
stymulacjg elektryczna, nieduze, ale istotne obnizenie odpowiedzi efektora na norader-
naling i fenylefryng. Wydawaloby si¢ zatem, Ze ograniczenie mechanizméw wolnorod-
nikowych na poziomie naczyniowym moze by¢ dominujacym mechanizmem jego dzia-
fania hipotensyjnego. Szczegdtowa analiza przebiegu rejestrowanych odpowiedzi naczy-
niokurczacych ujawnila jednak, ze w grupie SHR, w ktorej efekty naczyniowe tempol
byly najbardziej zaznaczone, a takze w mniejszym stopniu w grupie normotensyjnej
WKY, tempol istotnie przedtuzat czas odpowiedzi naczyniokurczacych. Okazalo sig, ze
usrednione obcigzenie cisSnieniowe §ciany naczyniowej po zadzialaniu bodzca naczynio-
kurczacego praktycznie nie zmniejszylo si¢ pod wptywem tempola. Efekt ten moze
posrednio wynika¢ z ochronnego dziatania tempola w stosunku do noradrenaliny uwol-
nionej z zakonczen nerwowych, na co moze wskazywac nasilenie przez tempol uwalnia-
nia anionorodnika ponadtlenkowego do ptynu perfundujacego uktad tgtniczek krezko-
wych poczas stymulacji elektrycznej (tab. 19). Przedstawione wyniki badan dowodza jak
istotne znaczenie praktyczne moze mie¢ analiza odpowiedzi ci$nieniowych obejmujaca
calosciowy ich przebieg. Okazalo si¢ bowiem, ze korzystny wptyw tempola na wielko$é
odpowiedzi, oceniany przez pryzmat maksymalnej chwilowej zmiany ci$nienia nie musi
odzwierciedla¢ rzeczywistego obcigzenia ci§nieniowego §ciany naczyniowej wywolane-
go przez czynnik sprawczy. Zwigkszenie przez tempol odpowiedzi wazorelaksacyjnej na
acetylocholing, obserwowane zwlaszcza u szczuréw SHR, jest efektem potencjalnie
korzystnym, ale nie musi rekompensowaé niekorzystnego wptywu tempola na przebieg
odpowiedzi naczyniokurczacych na NE. Skfadaja si¢ na to przynajmiej dwie przyczyny.
Po pierwsze, znaczenie acetylocholiny w regulacji napigcia mig§niowki tgtniczek jest
limitowane skapym unerwieniem cholinergiczym wigkszosci tgtniczek oporowych. Po
drugie, efekt wazorelaksacyjny acetylocholiny w istotnej mierze zalezy od stymulowa-
nego przez nig uwalniania NO. Przy nadekspresji NOS (eNOS i iNOS), ktora ujawniono
u szczuréw SHR*>* i wzmozonym uwalnianiem NO indukowanym przede wszystkim
przez tarcie przeptywajacej krwi pod zwigkszonym ci$nieniem, zwigkszenie wrazliwosci
efektora na acetylocholing nie zapewnia znacznego dodatkowego potencjatu do rozkur-
czu migsnidowki naczyniowej. Zasadniczym problemem nadci$nienia t¢tniczego nie jest
najczesciej bezwzgledna warto$¢ chwilowa ci$nienie tetniczego ale w aspekcie dhugofa-
lowym przebudowa $cian naczyn i serca oraz postgpujaca dysfunkcja srédbtonka naczy-
niowego indukowana podwyzszonym ci$nieniem. Badania prowadzone przez Roacha i
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Burtona®’ na materiale autopsyjnym wskazuja na ogromna wytrzymato$¢ niezmienio-
nych duzych i $rednich naczyn tetniczych na rozciaganie, dowodzac, ze ich rozerwanie
jest w warunkach prawidtowych w zasadzie nieprawdopodobne. W badaniach Roacha i
Burtona dopiero po osiagnigciu ciSnienia wewnatrznaczyniowego 900 mm Hg dochodzi-
o do pgknigcia tgtnicy biodrowej w trakcie eksperymentu. W chwili obecnej trudno jest
bezspornie powiedzie¢, co w wigkszym stopniu stymuluje remodeling w uktadzie kraze-
nia przy tym samym $rednim obciazeniu ci$nieniowym: nieduzy, lecz stabilny wzrost
cisnienia, czemu najwyrazniej sprzyja tempol, czy tez liczne krotkotrwate jego wzrosty o
wigkszej amplitudzie. Do$wiadczenia kliniczne wskazuja, ze warunkiem nieodzownym
rozwoju angiopatii nadci$nieniowej i przerostu serca nie sa bardzo wysokie warto$ci
ci$nienia tetniczego. Nalezy podkresli¢, ze wykazanie, ze zastosowany antyoksydant
moze faktycznie nie zmniejszaé obciazenia ci$nieniowego S$ciany naczyniowej bylo
mozliwe dzigki zastosowaniu rozszerzonej procedury rejestracji i analizy danych, ktora
nie jest standardem eksperymentalnym w badaniach naczyniowych. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zarejestrowanie efektu hipotensyjnego polegajacego na zmniejszeniu am-
plitudy odpowiedzi ci$nieniowej na aminy katecholowe, lub nieznacznego obnizenie
cisnienia tgtniczego w warunkach standardowych, nie gwarantuje, ze sumaryczne obcia-
zenie ciSnieniowe tozyska naczyniowego i serca ulegto zmniejszeniu.

5.6. Wplyw tempola na serce izolowane

Przy analizie danych uzyskanych z rejestracji czynno$ci serca in vitro nalezy
uwzgledni¢ charakterystyczne cechy czynno$ciowe zastosowanego modelu. W warun-
kach in vivo przeplyw wiencowy, spontaniczna czgstos¢ akcji serca i czynno$¢ mecha-
niczna serca w skurczu i rozkurczu sa $ci§le z soba powiazane. Natomiast w sercu per-
fundowanym wstecznie w uktadzie Langendorffa niektére z analizowanych zmiennych
sa od siebie de facto niezalezne. Przeptyw wiencowy nie jest powiazany z objgtoscia
wyrzutowa, a maksymalne ci$nienie rozwijane w komorze serca podczas skurczu nie
zalezy od obciazenia wstepnego (preload) $cian komor serca. Przedstawione wyniki
badan wskazuja, ze 30-min globalna ischemia byla dla preparatow serc izolowanych
dramatycznym wyzwaniem, ktorego skutkiem byly znaczace cechy uposledzenia czyn-
nosci serca. Uniwersalnym efektem tempola we wszystkich grupach doswiadczalnych
byto zwolnienie rytmu serca, co wskazuje, na jego bezposredni efekt kardiodepresyjny.
Po wznowieniu perfuzji po 30-min ischemii czynno$¢ skurczowa, reprezentowana przez
PSP i PRP byla w najwigkszy stopniu uposledzona w sercach wyizolowanych z grupy
LNR, ktérej wczesniej podawano inhibitor syntazy NO. Tempol podawany przez 3 ty-
godnie poprzedzajace wyizolowanie serca znaczaco poprawil czynnos¢ skurczowa serca
podczas reperfuzji w grupie LNR, z deficytem NO, czego nie stwierdzono w grupach
WKY i SHR. W grupie SHR wywotal trwaly efekt chronotropowy ujemny, ktory jak
wyniki z poprzednich do§wiadczen sprzyja wystapieniu zaburzen rytmu®*®, Wyniki ba-
dan sugeruja, ze wptyw tempola na powrdt czynnosci serca po ischemii moze zaleze¢ od
dostgpnosci NO. Przy jego niedoborze tempol zapobiega utrwalonej dysfunkcji skur-
czowej, przy nadmiarze, opisanym u szczuréw SHR*747%471473 dominuje efekt przeciw-
ny. Po ischemii podatno$¢ $cian lewej komory we wszystkich sercach ulegta dramatycz-
nemu zmniejszeniu, na co wskazuje gwaltowny wzrost ci$nienia koncowo-
rozkurczowego (EDP). W trakcie reperfuzji EDP stopniowo obnizato sig, ale w grupie
SHR ten korzystny trend ulegl po 10 min zahamowaniu. Uzyskane wyniki koresponduja

z doniesieniami o zwigkszonej wrazliwosci szczuréw SHR na niedotlenienie serca®>%?,
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drugiej za$ wskazuja na brak protekcji czynnosci skurczowej w tej grupie przy zastoso-
waniu wymiatacza rodnikow tlenowych. We wszystkich grupach w sercach wyizolowa-
nych od szczuréow, ktorym uprzednio podawano tempol dynamika powrotu EDP byla
szybsza, co wskazuje, ze ograniczenie mechanizmoéw wolnorodnikowych wywiera ko-
rzystny wplyw na czynno$¢ serca poddanego ischemii, niezaleznie od podazy NO.
Wptyw tempola na EDP nie korelowal z innym wyktadnikiem czynnosci rozkurczowej —
(-dP/dt)max, maksymalna szybkoscia spadku ci$nienia w lewej komorze podczas roz-
kurczu. Jakkolwiek EDP i (-dP/dt)max koreluja ze soba, to w sercu izolowanym EDP
zalezy przede wszystkim od wiasciwosci fizycznych $ciany komory, a zwlaszcza jej
podatnos$ci, natomiast najwigkszy chwilowy spadek ci$nienia w rozkurczu (-dP/dt)max
jest pochodna chwilowego statusu energetycznego komorki, ktorej jednym z przejawdw
jest aktywno$¢ ATP-azy transportujacej jony Ca’* do siateczki $rodplazmatycznej. W
obydwu grupach nadci$nieniowych, a w szczegdlnosci w grupie LNR, tempol istotnie
zwigkszat dynamike powrotu (-dP/dt)max do warto$ci wyjsciowych podczas reperfuzji.
Podobny kierunek dzialania tempola w sercach SHR - o wysokim uwalnianiu
NO*747047L473 § SHR - 7 niedoborem NO sugeruje, ze NO nie jest zasadniczym czynni-
kiem powrotu czynnosci rozkurczowej po ischemii. W odrgbnych cyklach doswiadczen
grupa LNR demonstrowata najwyzsze wartos$ci ci$nienia tgtniczego (ryc. 21a, 53, 55).
Stad tez protekcyjny wpltyw tempola na czynno$¢ izolowanego serca poddanego ische-
mii 1 reperfuzji, najwyrazniej zaznaczony u szczurow z niedoborem NO, moze si¢ do-
brze przektada¢ na warunki in vivo, zwigkszonego obciazenia nastepczego lewej komory
Trudno jest natomiast wyrokowac, czy u szczurow SHR redukcja PRP po ischemii serca,
zwiazana niewatpliwie ze zmniejszonym wydatkiem energetycznym, jest w wymiarze
dlugofalowym korzystna, gdyz wiaze si¢ ze znacznym zwolnienie rytmu serca, sprzyja-
jacym wystapieniu zaburzen jego rytmu.

5.7. Regulacyjne aspekty supresji ROS przy uzyciu tempola

Jednym z podstawowych ogniw w tancuchu powiazan czynno$ciowych reguluja-
cych uktad krazenia sa odruchy z chemoreceptorow tgtniczych i chemodetektorow OUN.
Przyjmuje sig, ze hipoksja powoduje pobudzenie przede wszystkim chemoreceptorow
obwodowych, za$§ hiperkapnia - os§rodkowych. Niedawne badania ujawnity, ze kluczo-
wym elementem aktywacji chemoreceptorow obwodowych sa ROS, ktore powstaja w
wyniku niepelnej redukcji jego podstawowej formy O,. Stad sugestia, ze mozliwo$é
wylaczenia ROS poprzez zastosowanie skutecznych antyoksydantéw moze spowodowaé
przesunigcie réwnowagi regulacyjnej w sposob charakterystyczny dla niedoboru tlenu.
Zmniejszone oddziatywanie ROS na chemoreceptory moze hipotetycznie spowodowac
zwigkszenie ich aktywnosci w sposob odpowiadajacy hipoksji, czyli powodujacy wzrost
aktywnos$ci uktadu wspoéiczulnego i spadek aktywnosci uktadu przywspoétczulnego.
Wiadomo, ze zwigkszenie udzialu komponenty wspotczulnej regulacji rytmu serca jest
niezaleznym czynnikiem wystapienia naglego incydentu sercowego i1 wiaze sig ze
zwigkszonym ryzykiem naglego zgonu. Ujawnienie dyskretnych przesuni¢g¢ w autono-
micznej regulacji serca umozliwia analiza zmiennosci rytmu serca (HRV), ktora dotych-
czas nie byta wykorzystywana w znaczacym stopniu w ocenie dziatania antyoksydan-
tow. Nadal nie rozstrzygnigto, dlaczego w grupie pacjentdw przyjmujacej witaming E w
ramach badania CHAOS istotne zmniejszenie ryzyka zawatu mig$nia sercowego wiazato
si¢ z az 18% wzrostem ryzyka naglego zgonu’®’. Mozna spekulatywnie zatozyé, ze
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zwigkszona $miertelno§¢ mogta by¢ pochodna zwigkszonej aktywnosci dosercowych
wiokien wspotczulnych, co mogto inicjowac krytyczne zaburzenia rytmu serca.

Liczne badania do$wiadczalne ujawnity obecnos¢ ROS i NO praktycznie we wszy-
skich regionach osrodkowego ukladu nerwowego zwiazanych z regulacja krazenia, w
tym w okolicach neuronéw o dziataniu pobudzajacym i hamujacym®”****. Wypadkowy
efekt supresji ROS lub NO jest w ztozonym uktadzie wzajemnych powiazan trudny do
przewidzenia. W hierarchicznym uktadzie odruchowej regulacji krazenia odruch z che-
moreceptorow tgtniczych wywiera wptyw hamujacy na odruch z baroceptorow tgtni-
czych. To dlatego nadmierna aktywacja odruchu z chemoreceptorow, obserwowana u
szczurow SHR wiaze si¢ z dysfunkcja odpowiedzi na wzrost ci$nienia tetniczego zacho-
dzacej przy udziale baroreceptorow. W doswiadczeniach wykonanych w ramach Proce-
dury. 3.2.2.6 obserwowano dwie odmienne odpowiedzi uktadu krazenia: na hipoksje
wywotlang obnizeniem ci$nienia atmosferycznego i na szybkie przywrdcenie prawidlo-
wego cisnienia atmosferycznego — reoksygenacjg. Interesujacym spostrzezeniem jest
znacznie wigksze nasilenie odpowiedzi na reoksygenacjg w stosunku do obserwowanych
podczas hipoksji, co szczegolnie bylo widoczne u szczurow, ktore otrzymywaty inhibitor
NOS — L-NNA. Dotychczas nie oceniano wptywu tempola na HRV. Wcze$niejsze bada-
nia wlasne wskazuja, ze rdzne antyoksydanty: kwas askorbinowy, histydyna, troloks
moga w odmienny sposob wplywac na autonomiczng regulacjg serca, w sposob zalezny
od dawki®>*, Po przekroczeniu dawki krytycznej ujawnial si¢ niekorzystny wplyw
antyoksydantéw przejawiajacy sig¢ zwigkszeniem udziatu komponenty wspolczulnej w
autonomicznej regulacji rytmu serca®*>**®. Charakterystyczna odpowiedzia indukowana
przez hipoksje u szczuréw WKY i w mniejszym stopniu SHR byto ograniczenie wptywu
autonomicznej regulacji na serce, o czym $wiadczy redukcja catkowitej mocy widma
HRYV (TP) i jego sktadowych (VLF, LF i HF) oraz wyktadnikow HRV w domenie cza-
sowej — rMSSD, SD1 i SD2. Tempol znosit supresj¢ TP podczas hipoksji i zwigkszat
wplyw regulacji autonomicznej podczas reoksygenacji, co jest efektem potencjalnie
korzystnym, zwigkszajacym mozliwos$ci regulacyjne ustroju. Przy wzorcu odpowiedzi
hemodynamicznej u szczur6w, polegajacej na wzroscie cisnienia tgtniczego z towarzy-
szacym zwolnieniem HR, efekt tempola oznacza dzialanie thumiace naturalna odpowiedz
odruchowa na hipoksjg. Jakkolwiek u szczurow SHR nie wiazato si¢ to z redukcja przy-
rostu ci$nienia tgtniczego, to obnizenie wskaznika LF/HF w tej grupie sugeruje zmniej-
szenie udziatu komponenty wspodtczulnej odpowiedzi na hipoksje i reoksygenacje. U ich
odpowiednikow normotensyjnych — WKY profil regulacyjny tempola byt jakosciowo
odmienny: podczas hipoksji i reoksygenacji zwigkszat si¢ wptyw uktadu wspodtczulnego
na serce, przy redukcji odpowiedzi cisnieniowej i sercowej (AHR). Przy zahamowaniu
endogennej syntezy NO skutki regulacyjne ograniczenia ROS, przy uzyciu drobnocza-
steczkowego ich wymiatacza, sa odmienne. Obserwowano wygoérowane odpowiedzi
ciSnieniowe i sercowe, czego tlem byto zwigkszenie udzialu sktadowej wspotczulnej w
regulacji serca podczas hipoksji i ograniczenie jej udzialu przy reoksygenacji. Przy
zwigkszeniu TP — calkowitej mocy widma HRV, podczas hipoksji obserwowano zmniej-
szenie rMSSD, SD1 i HF, co wskazuje, ze u szczuréw z niedoborem NO tempol ograni-
czyl odruchowe pobudzenie eferentnych witokien nerwu blednego w odpowiedzi na
hipoksje lub/i wywolany przez nia wzrost ci$nienia tgtniczego. Na efekt tempola sktada-
ja sig¢ najpewniej dwa mechanizmy. Do$wiadczenia przeprowadzone na szczurach z
nadci$nieniem tgtniczym sodo-zaleznym wywotanym podawaniem deoksykortykostero-
nu (DOCA-salt hypertension) ujawnity, ze efekt hipotensyjny tempola zalezy jedynie w
ograniczonym stopniu od funkcji $rédbtonka naczyniowego oraz ze jest w znacznej
mierze niezalezny od stresu oksydacyjnego™’*® Kolejne badania przeprowadzone na
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poziomie molekularnym wykazaty, ze tempol, w przeciwienstwie do L-NNA aktywuje
kanaty potasowe zalezne od wapnia (BKc,,,) , co promuje hiperpolaryzacje komorki i
hamuje powolna spoczynkowa depolaryzacje, prowadzac do zwolnienia rytmu serca®”.
Mogtoby to odpowiadaé za zwolnienie HR obserwowane w sercach wyziolowanych od
szczuréw, ktorym uprzednio podawano tempol (Procedura 3.2.2.2). Jednakze u szczu-
roéw, ktorym przewlekle podawano L-NNA zdolno$¢ tempola do aktywowania kanatow
BKc,, jest ograniczona, gdyz jak niedawno wykazali Bratz i wsp.**® ekspresja tych
kanatow jest wybitnie uposledzona przy zahamowaniu NOS. Tempol, ktory penetruje
bariere krew-mozg®”, zwigksza biodostepnosé NO, co moze przyczyniaé si¢ do zmniej-
szenia wzglednego udziatu napedu komponenty wspdiczulnej autonomicznej regulacji
czynnos$ci serca. Zestawiajac mechanizmy dzialania tempola na poziomie efektora, z
jego potencjalnym wptywem na aktywnos$¢ neurondéw centralnych osrodkéw regulacyj-
nych, wydaje ze profil obserwowanych odpowiedzi przemawia za dominujacym dziata-
niem na poziomie efektora.

Analiza sekwencji zmian cis$nienia tgtniczego i HR wskazuje, ze tempol w istotnym
stopniu moduluje odruch z baroreceptorow tgtniczych, ale wyraz tego dzialania nie jest
jednoznaczny. Zwigkszenie czulosci odruchu (BRS) na wzrost ci$nienia tgtniczego,
obserwowane zwlaszcza w grupach WKY i1 SHR sprzyja szybkiemu wyrownywaniu
wzrostow ci$nienia tgtniczego, jest wige potencjalnie korzystne. Zmniejszenie czgstosci
sekwencji nastawczych wzrostu ci$nienia tgtniczego i zwigkszenie przesunigcia fazowe-
go tych sekwencji zmniejsza szans¢ na jego samoistny wzrost. Niestety u szczurow
WKY i SHR pod wptywem tempola czgsto$¢ spontanicznych sekwencji prowadzacych
odruchowego obnizenia ci$nienia te¢tniczego zmniejszyta si¢, przy zmniejszeniu wydaj-
nosci (BEI), a ponadto zwigkszylo si¢ przesunigcie w fazie reakcji odruchowej, co
Swiadczy o mniejszej stabilno$ci odruchu. Zmniejszenie wrazliwosci odruchu w odpo-
wiedziach sercowych inicjowanych spadkiem cis$nienia tgtniczego, co byto widoczne
szczegolnie u szczurow SHR, a takze zmniejszenie czgstosci tych sekwencji, sprzyja w
tej grupie zwierzat obnizeniu ci$nienia tgtniczego. W obrazie catoSciowym wptywu
tempola na autogenne sekwencje wyrownujace cis$nienie tgtnicze u szczur6w z nadci-
$nieniem samoistnym szczepu SHR nalezy podreslic zmiejszenie czgsto$ci zarowno
wzrostow, jak i spadkow cisnienia tgtniczego, co przemawia za ograniczeniem odrucho-
wej kontroli ci$nienia tgtniczego przy udziale baroreceptorow tetniczych. Wezesniejsze
doniesienia z pismiennictwa dotyczace wptywu tempola na odruch z baroreceptorow
tetniczych oparte sa jednie na eksperymentach wykonanych w narkozie, przy dokomo-
rowym podawaniu tempola i angiotensyny II. Wyniki tych badan wskazuja, ze dziatajac
na neurony doglowowego brzuszno-bocznego obszaru rdzenia przedtuzonego (RVLM)
tempol hamuje odsrodkowy naped wspotczulny indukowany miejscowa mikroinjekcja
angiotensyny 11!, a takze stresem $rodowiskowym®”oraz ze efekt ten nasila inhibitor
NOS: L-NAME, ktory samodzielnie nie wywiera wptywu na obwodowa impulacjg
wspotczulna®?. Wyniki biezacych badan wskazuja, ze przy przewleklym zahamowaniu
NOS tempol zwigksza wrazliwo$¢ odruchowej odpowiedzi sercowej (BRS) inicjowane;j
zardbwno wzrostem, jak i spadkiem cis$nienia t¢tniczego, zwigkszajac takze czgstos$é
sekwencji nastawczych i regulacyjnych, skracajac opoznienie sekwencji sercowych o
typie regulacyjnym w stosunku do ci$nieniowych, co ulatwia stabilizacje ci$nienia tetni-
czego wokol wartos$ci zadanej. Problem jawi si¢ w tym, ze tempol u szczurow LNR
tempol wyraznie zwigkszat przesunigcie fazowe sekwencji nastawczych, co moze przy-
czynia¢ si¢ do destabilizacji ci$nienia tetniczego wskutek biednego rozpoznawania
wzorca nastawczego.
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5.8. Wplyw tempola na wydolnos¢ fizyczng i przemiany
energetyczne

Organizmy zaréwno wyzsze, jak tez Procaryota wyksztalcity w odpowiedzi na stres
oksydacyjny szereg mechanizmow aktywujacych endogenne mechanizmy obrony anty-
oksydacyjnej®*'?*"* Przyktadowo, intensywny wysitek fizyczny powoduje z jednej
strony uszkodzenia DNA* i utlenianie lipidow i biatek®” , z drugiej za$ pobudza me-
chanizmy obrony antyoksydacyjnej, w tym wzrost aktywnosci SOD, katalazy, peroksy-
dazy glutationu, a takze indukuje przebudowe mig$nia i zwigkszenie ekspresji jego bia-
tek kurczliwych ¢%+%% Stres oksydacyjny jest warunkiem sine qua non poprawy wydol-
nosci fizycznej w wyniku treningu fizycznego.

Podczas intensywnego wysitku fizycznego wystepuja warunki do ujawnienia stresu
oksydacyjnego, korespondujace z wystepujacymi w trakcie rozwoju nadci$nienia tetni-
czego. Wydawac by si¢ zatem moglo, ze ograniczenie mechanizmow wolnorodniko-
wych u zwierzat z nadcis$nieniem tgtniczym o wysokiej aktywnosci fizycznej mogtoby
przynies$¢ szczegolne korzysci. Po sze$ciotygodniowym treningu biegowym o wysokiej
intensywnosci we wszystkich grupach stwierdzono nieznaczne obnizenie SBP i PRP, co
odpowiadato zatozeniom wstgpnym, natomiast efekty hemodynamiczne tempola byly
zroznicowane. U trenowanych szczurow WKY i SHR tempol wykazat dziatanie hipoten-
syjne, co przy braku wptywu na HR, spowodowato réwniez zmniejszenie PRP. Nato-
miast trenowane szczury LNR zareagowaly na tempol utrzymujacym si¢ wzrostem SBP,
przyspieszeniem HR i dramatycznym zwigkszeniem PRP. Zatem przy zahamowaniu
syntazy NO, co mogto imitowaé dysfunkcje sroédbtonka naczyniowego, zastosowanie
antyoksydanta wywolato dziatanie w istocie niekorzystne. Posrednim tego potwierdze-
niem jest zwigkszona $miertelno$¢ szczurdw w tej grupie, brak przyrostu masy ciata oraz
zahamowanie wzrostu wydolnosci fizycznej (EC) charakterystyczne dla przyjgtego
wzorca treningu biegowego. Podczas intensywnego wysitku zuzycie tlenu przez pracuja-
ce migsnie wzrasta nawet kilkudziesigciokrotnie, co przy zwigkszonym odsetku niepet-
nej redukcji tlenu w mitochondriach, moze przyczynia¢ si¢ do ponad stukrotnego zwigk-
szenia generacji ROS. Przy dostgpnosci NO nadmiar powstajacych rodnikow jest szybko
eliminowany z wytworzeniem azotynow i azotanoéw jako produktéw koncowych. Mozna
domniemywagé, ze przy niedoborze NO, zwigkszenie przez wysilek i tak juz zwigkszo-
nego wytwarzania ROS w przebiegu nadcisnienia te¢tniczego, nie jest kompensowane i
dochodzi do niekorzystnego nasilenia endogennych procesoéw utleniania.

Wyniki badan wskazuja, ze efektem szesciotygodniowego treningu biegowego
szczurdw bylo zwigkszenie gestosci tkankowej mitochondridw w sercu i reprezentatyw-
nym mig$niu szkieletowym — mig$niu brzuchatym tydki. Dane z piSmiennictwa wska-
zywaly, ze czynnikiem limitujacym wydolnos$¢ fizyczna i korzystne efekty metaboliczne
wysitku fizycznego u zwierzat z nadci$nieniem tgtniczym sa wytwarzane z nadmiarze
ROS®*%7 oraz ze ich przynajmniej czesciowe wytaczenie moze przyczynié si¢ poprawy
wydolnosci®®. Tempol nieznacznie zwigkszyt gestosé tkankowa mitochondriow w sercu
i mig$niu szkieletowym u szczuréw kontrolnych szczuréw nietrenowanych WKY, a
takze w migéniu szkieletowym szczuréw SHR, natomiast u szczuréw trenowanych
jedynie w mig$niach szkieletowych grupy SHR tempol nieznacznie ja zwigkszyt., ale nie
byt to efekt addytywny. U szczurdw, ktére otrzymywaty inhibitor NOS efekt tempola
byt niekorzystny: w sercu u szczuréw trenowanych oraz w mig$niach szczur6w nietre-
nowanych i trenowanych pod wplywem tempola gesto§¢ tkankowa mitochondriow ule-
gla wyraznej redukcji. Istotnym mechanizmem, ktdéry moze uniemozliwia¢ ujawnienie
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korzystnego wptywu tempola u szczuré6w z niedoborem NO jest opisywane zmniejszenie
ekspresji kanatow btonowych typu BK,,. , do ktére tempol otwiera. Zmniejszenie eks-
presji tych kanatéw w mig$niowce naczyniowej uniemozliwia ujawnienie efektu wazodi-
latacyjnego tempola**®. Nadtlenek wodoru wytwarzany w reakcji tempola z generowa-
nym miejscowo anionorodnikiem ponadtlenkowym moze zamiast rozkurczania mig-
$nidwki gladkiej naczyn®™’ promowac jej skurcz”********. To za$ utrudnia dostarczenie
tlenu do pracujacych migsni, a takze serca. W rezultacie dochodzi do redukcji mitochon-
driow w tkance. U szczurow SHR, u ktorych opisano kompensacyjna nadekspresje
NOS* 0611 " ydanie tempola zwigksza i tak juz wysoka biodostepnosé NO, przez co
przeptyw krwi podczas wysitku wzrasta. Zwigkszony doptyw tlenu do tkanki moze zain-
dukowaé zwigkszenie gesto$ci mitochondriow. Przy zapewnieniu odpowiedniego do-
ptywu krwi do pracujacych migéni trening typu wytrzymatosciowego z reguty prowadzi
do zwigkszenia aktywnos$ci enzymatycznej mitochondriow®' ", a jedynie wysilki skraj-
nie wyczerpujace wywieraja efekt odwrotny®'* najprawdopodobniej wskutek destrukceyj-
nego dziatania stresu oksydacyjnego. Poroéwnanie ggstosci tkankowej mitochondriow
wyznaczonej przez pomiar aktywno$ci syntazy cytrynianiowej (AMTDcs) 1 oksydazy
cytochronmu ¢ (AMTDcox) ujawnito réznice w wynikach niektérych oznaczen. W gru-
pach: WKY nietrenowanej, ktora otrzymywata tempol (WKYs-T) oraz grupach treno-
wanych SHRtr-T — otrzymujacej tempol, oraz LNR, ktérej podawano (LNRtr-T) lub nie
podawano tempol (LNRtr-C) AMTDcox byta o ponad 25% nizsza od AMTDcg. Przy
znanej wrazliwosci COX na destrukcyjne dzialanie oksydantow, moze to sugerowac
zwigkszone narazenie tych grup na stres oksydacyjny. Niedawno wykazatem, ze tempol
przyczynia si¢ do oksydacyjnego uszkodzenia DNA limfocytdw szczura oraz ze nie
zapobiega takim uszkodzeniom indukowanym przez submaksymalny jednorazowy wysi-
tek?. Jedynie u szczurow WKY pod wplywem treningu zaznaczyta si¢ poprawa NAD-
zaleznej kontroli oddechowej (RCI, substraty oddechowe: pirogronian, i jabtczan) mito-
chondriow sercowych, przy czym tempol efekt ten dodatkowo wzmocnil. Brak korzyst-
nego wplywu treningu i tempola na oddychanie mitochondriow sercowych u szczuréow z
nadci$nieniem tgtniczym: SHR 1 LNR sugeruje, ze czynnikiem limitujacym moze by¢
przeciazenie ci$nieniowe lewej komory serca i ze ograniczenie lokalnych mechanizmow
wolnorodnikowych nie ma w tym przypadku zasadniczego znaczenia. U szczurow SHR i
ich odpowiednikow normotensyjnych WKY trening biegowy poprawil NAD-zalezng
kontrole oddechowa (RCI) mitochondriéw migénia brzuchatego tydki, przy czym tempol
efekt ten istotnie nasilil. Jednym z objawdw towarzyszacych rozwojowi nadci§nienia
tetniczego jest obnizona tolerancja wysitku i zwigkszona meczliwo$¢ zwiazana ze
zmniejszajaca si¢ gestoscia naczyn mikrokrazenia mig§niowego. Sktania to do ograni-
czenia aktywnosci fizycznej, co z kolei powoduje dalsza redukcje lokalnego mikrokra-
zenia. Poprawa oddychania komorkowego przez trening lub zastosowanie antyoksydanta
stwarza szansg¢ na przetamanie tego blednego kota. Przy niskim wytwarzaniu endogen-
nego NO, wskutek dysfunkcji srodbtonka naczyniowego lub zahamowania NOS przez
jej inhibitory, intesywny trening potaczony z zastosowaniem antyoksydanta wydaje si¢
by¢ zupetnie nieskuteczny, o czym $wiadczy pogorszenie kontroli oddechowej w grupie
LNR.
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5.9. Podsumowanie wazniejszych wynikow badan

Tempol utrzymuje si¢ w krwiobiegu i niektérych tkankach obwodowych przez wie-
le godzin po podaniu pojedynczej dawki, co umozliwia jego stosowanie przewlekte
przy doustnym sposobie podawania.

Charakterystyka czynnosciowa szczurow SHR z nadci$nieniem tetniczym uwarun-
kowanym samoistnie i LNR — indukowanym podawaniem inhibitora syntazy tlenku
azotu (NOS) wykazuje znaczne rozbieznosci w zakresie wlasciwosci czynnoscio-
wych naczyn tgtniczych i serca, osrodkowej regulacji czgstosci akcji serca oraz po-
datnosci na dzialanie tempola.

Po jednorazowym podaniu tempol w sposob zalezny od dawki obnizal ci$nienie
tetnicze z towarzyszacym zwolnieniem rytmu serca u szczurOw normotensyjnych
WKY i u szczurdéw z nadcisnieniem tetniczym uwarunkowanych genetycznie (SHR)
1 wywotanym przez zahamowanie syntazy NO, natomiast przy podawaniu przewle-
klym obnizenie ci$nienia tetniczego byto widoczne jedynie w grupie szczurdéw z
niedoborem NO, podczas gdy u szczurow WKY i SHR tempol zapobiegat zalezne-
mu od wieku naturalnemu wzrostowi ci$nienia t¢tniczego.

Tempol istotnie zwigkszat podatno$¢ duzych pni tetniczych, przyczyniajac si¢ do
redukcji obcigzenia nastgpczego lewej komory serca.

Wyniki dos§wiadczen in vivo i wykonanych na izolowanych preparatach serc wska-
zuja, ze u szczurow SHR 1 WKY dlugotrwale podawanie tempola wiaze sig ze
zwolnieniem rytmu i zmniejszeniem dynamiki skurczu serca. Serca wyizolowane od
szczurow SHR wykazywaly wigksza podatnos¢ na uszkodzenie czynnosciowe wy-
wotane ischemia i reperfuzja niz serca grup LNR, z deficytem endogennego NO.
Tempol korzystnie wptynat na powrdt czynnosci rozkurczowej serca po ischemii
oraz utatwial powrdt czynnosci skurczowej serc wyizolowanych ze szczur6w LNR,
ktérym uprzednio przewlekle podawano inhibitor NOS.

Tempol w wielokierunkowy sposoéb wpltywat na napigcie migsnidwki gladkiej ma-
lych i $rednich naczyn tetniczych, reprezentowanych przez izolowany preparat na-
czyniowy krezki. Bezposredni wptyw na mig$niowke gladka, przejawiajacy nie-
znacznym obnizeniem jej napigcia zaobserwowano jedynie warunkach zwigkszone-
g0 jej napigcia na drodze neurogennej, w preparatach wyizolowanych od szczuréw z
nadci$nieniem tgtniczym. Tempol zwigkszat catkowity potencjat relaksacyjny na-
czyn tgtniczych, jak rowniez odpowiedzi rozkurczowe mig$niowki zalezne od $rod-
btonka naczyniowego. W dawce do 100 umol/kg tempol podnosit prég pobudliwo-
$ci i zmniejszal amplitud¢ odpowiedzi naczyniokurczacych na stymulacjg elek-
tryczna, a takze zmniejszal odpowiedzi naczyniowe na egzogenne aminy katecho-
lowe: noradrenaling i fenylefryng. Wymienione wyzej efekty tempola, sprzyjajace
obnizeniu napigcia migsnidwki naczyniowej, byly w najwyrazniej widoczne w pre-
paratach krezki wyizolowanych od szczuré6w z nadci$nieniem tgtniczym samoist-
nym (SHR), slabiej — u ich odpowiednikéw normotensyjnych WKY, za$ najstabiej
- w grupie szczuréw z niedoborem NO.

Czynnikiem, ktory w grupach WKY i SHR mogt znosi¢ lub nawet odwraca¢, ko-
rzystny wptyw tempola polegajacy na ograniczeniu amplitudy odpowiedzi naczy-
niokurczacych, bylo znaczne wydtuzenie czasu odpowiedzi, co prowadzito de facto
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do zwigkszenia sumarycznego obciazenia ci$nieniowego $ciany naczyniowej pod-
czas kazdej odpowiedzi na czynnik naczyniokurczacy.

W warunkach podstawowych perfuzji preparatow krezki plynem wieloelektrolito-
wym, ktore wyizolowano od szczuréw uprzednio otrzymujacych tempol, uwalnianie
anionorodnika ponadtlenkowego do ptynu perfuzyjnego bylo istotnie ograniczone.
Woezesniejsze podawanie tempola sprzyjato ograniczeniu wytwarzania anionorodni-
ka ponadtlenkowego po ischemii, co mogto zmniejsza¢ stres oksydacyjny, aczkol-
wiek efekt ten wystgpowal w stosunkowo waskim zakresie stosowanych dawek.
We wszystkich preparatach krezki tempol w sposéb zalezny od wczesniej stosowa-
nych dawek, ograniczal w znaczacym stopniu wytwarzanie anionorodnika ponad-
tlenkowego podczas stymulacji elektrycznej widkien okotonaczyniowych. Efekt ten
moze mie¢ istotne znaczenie w nadci$nieniu tetniczym samoistnym, badz uwarun-
kowanym przede wszystkim dysfunkcja srédbtonka naczyniowego ze zmniejszo-
nym uwalnianiem NO. W obydwu modelach nadci$nienia tgtniczego dochodzi do
zwigkszonego uwalniania amin katecholowych z lokalnych zakonczen nerwowych
oraz do nasilonej generacji ROS, dlatego dziatanie tempola, ograniczajace lokalny
stres oksydacyjny moze mie¢ istotne znaczenie w przetamaniu blednego kota czyn-
nikéw promujacych nadcisnienie tgtnicze.

Odpowiedzia na hipoksjg wywotana obnizeniem ci$nienia atmosferycznego o 100
do 200 mm Hg byl wzrost cisnienia tg¢tniczego z towarzyszacym zwolnieniem akcji
serca. Szybkie przywrdcenie prawidtowego ci$nienia atmosferycznego (reoksygena-
cja) wyzwalato ponowna odpowiedz krazeniowa o kierunku odpowiadajacym ob-
serwowanemu podczas hipoksji, ale o wigkszym nasileniu. Odpowiedz sercowa na
reoksygenacj¢ byla szczegdlnie zaznaczona w grupie szczuréw LNR, ktérym poda-
wano L-nitroargining (L-NNA). U szczuréw szczepu SHR odpowiedzi na hipoks;j¢ i
reoksygenacj¢ byty stosunkowo niewielkie. Analiza HRV wskazuje, ze u szczurow
SHR i ich odpowiednikow normotensyjnych WKY podczas hipoksji zmniejsza sig
wplyw regulacji autonomicznej na czynno$¢ serca. Obie grupy szczuro6w nadcisnie-
niowych; SHR i LNR wykazywaly w warunkach spoczynkowych, a takze podczas
hipoksji i reoksygenacji zwigkszony udzial komponenty wspolczulnej w autono-
micznej regulacji rytmu serca. Podczas hipoksji tempol zmniejszat udziat tej kom-
ponenty w grupie SHR, co jest efektem potencjalnie korzystnym, za$ u szczuréow z
niedoborem NO tempol zwigkszat role komponenty wspoéiczulnej w regulacji czyn-
nosci serca.

Szczegotowa analiza odruchu z baroreceptorow tetniczych oparta na ocenie samo-
istnych sekwencji zmian ci$nienia tgtniczego i czgstosci akcji serca ujawnita, ze za-
hamowanie wytwarzania ROS przez zastosowanie drobnoczasteczkowego antyok-
sydanta wplywa w sposob wielokierunkowy na ten odruch.. Pod wptywem tempola
zmienita si¢ czgsto$¢ odruchowych sekwencji regulacyjnych i ich wydajnos$¢, czg-
sto$¢ sekwencji nastawczych, wrazliwos¢ odruchu oceniana stopniem jego wzmoc-
nienia, a takze przesunigcie fazowe migdzy sekwencjami zmiany HR i ci$nienia tgt-
niczego. U szczurow SHR zwigkszenie wrazliwosci odruchu (BRS) na wzrost ci-
$nienia tetniczego i zmniejszenie BRS w sekwencjach jego spadku moze utatwiac
przywracanie jego prawidtowych warto$ci. Z drugiej jednak strony tempol ograni-
czal wptyw ukladu autonomicznego na serce i destabilizowat odruch — o czym $wia-
daczy zwigkszenie przesunigcia fazowego, co moze catkowicie niwelowaé jego ko-
rzystny wplyw na BRS. U szczuréw z niedoborem NO tempol zwigkszal czgstosé
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sekwencji sercowych i ci$nieniowych, zwigkszat BRS odpowiedzi sercowych na
wzrost i spadek cisnienia tetniczego BRS, a takze skracat przesunigcie fazowe mig-
dzy regulacyjnymi sekwencjami sercowymi i sekwencjami ciSnieniowymi. Profil
dzialania tempola u szczurow LNR sprzyja zatem stabilizacji ci$nienia tg¢tniczego
wokot wartosci zadanej (set point). Zwigkszenie przesunigcia fazowego sekwencji
nastawczych moze jednak ten potencjalnie korzystny efekt zniweczy¢, gdyz moze
utrudni¢ rozpoznanie przez uklad regulacyjny zadanej warto$ci nastawczej .

Szesciotygodniowy trening biegowy o wysokiej intensywnosci nie wplynat znacza-
co na ci$nienie tgtnicze w grupie SHR i u ich odpowiednikéw normotensyjnych
WKY, natomiast przyczynit si¢ do istotnej redukcji ci$nienia tgtniczego w grupie
szczurdéw, ktorej przewlekle podawano inhibitor syntazy NO. Skojarzenie treningu
fizycznego o wysokiej intensywnosci z podawaniem tempola u szczuréw z niedobo-
rem NO wywotlalo efekt wyraznie niekorzystny, prowadzac do wzrostu i tak juz
podwyzszonego ci$nienia tgtniczego. U szczuréw WKY i SHR, ktoérych nie obcia-
zono treningiem biegowym podczas przewleklego podawania tempola obserwowa-
no zmniejszenie produktu podwdjnego (PRP), bedacego wyznacznikiem zapotrze-
bowania energetycznego serca. W obu grupach trenowanych PRP odpowiadat w
przyblizeniu warto$ciom wilasciwym dla odpowiednich grup nietrenowanych, kto-
rym podawano tempol. Tempol nie wplywatl istotnie na zapotrzebowanie energe-
tyczne serc szczuréw trenowanych WKY i SHR, natomiast znaczaco zwigkszat to
zapotrzebowanie w grupie, ktorej podawano inhibitor syntazy NO. U szczuréw nie-
trenowanych z indukowanym niedoborem NO tempol nie wywieral wplywu na
PRP, gdyz jego efekt hipotensyjny byl kompensowany przyspieszeniem rytmu ser-
ca.

Intensywny trening typu wytrzymato§ciowego i podawanie antyoksydanta nie
wplyngly w istotny sposob na oddychanie mitochondriow sercowych u szczuréw z
nadci$nieniem tgtniczym. Natomiast u szczuréw SHR i ich odpowiednikéw normo-
tensyjnych WKY trening, a takze dodatkowo tempol, poprawialy NAD-zalezna kon-
trolg¢ oddechowa mitochondriow reprezentatywnego migs$nia szkieletowego.
Usprawnienie oddychania komoérkowego w mig$niach szczurow SHR, ktore w
znacznym stopniu reprezentuja nadcisnienie samoistne wystgpujace u czlowieka po-
zwala przypuszczac, ze trening fizyczny polaczony z zastosowaniem antyoksydan-
tow moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia dolegliwosci wysitkowych i zwigkszenia
aktywnosci fizycznej u chorych na nadci$nienie tgtnicze. Niepokoi¢ moze natomiast
niekorzystny wplyw tempola u szczurow, ktérym podawano inhibitor syntazy NO.
Wskazuje to na mniejsze korzys$ci z zastosowania antyoksydantdw przy zaawanso-
wanej dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego, wywotanej np. szybkim rozwojem
miazdzycy.
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Ograniczenie mechanizméw wolnorodnikowych przez zastosowanie wymiatacza
ROS — tempola, wywoluje zréznicowane dziatanie hipotensyjne, zalezne od okresu
dawkowania i testowanego modelu zwierzgcego. Przy podawaniu przewlektym
tempol obniza ci$nienie tetnicze u szczuré6w z niedoborem NO i zapobiega zwigza-
nemu z wiekiem wzrostowi ci$nienia tgtniczego w szczurOw z genetycznie uwarun-
kowanym nadci$nieniem tgtniczym (SHR) i u ich odpowiednikow normotensyjnych

(WKY).

2. Intensywny trening biegowy typu aerobowego znosi hipotensyjne dziatanie tempola
u szczurow WKY i1 SHR i przyczynia si¢ do wzrostu ci$nienia tetniczego u szczu-

row z niedoborem NO, ktore otrzymywaty tempol.

3. Tempol wywiera wielokierunkowe dziatanie w uktadzie krazenia, wptywajac bez-
posrednio na czynnos$¢ serca, posrednio przez mechanizmy regulacji autonomiczne;j,
a takze modulujac napigcie migsniowki gladkiej naczyn i jej odpowiedzi na bodzce

elektryczne i neurohumoralne.

4. Ograniczenie mechanizméw wolnorodnikowych przy uzyciu tempola przyczynia si¢
do nieznacznego zwigkszenia wydolno$ci fizycznej (EC) u szczuréw normotensyj-
nych WKY, nie wplywa na EC u szczuréw szczepu SHR i powoduje nieznaczne
zmniejszenie EC u szczuréw z niedoborem NO. Tempol korzystnie wptywa na
adaptacj¢ do intensywnego wysitku u szczurow WKY i SHR, natomiast u szczuréw

z niedoborem NO zapobiega zwigkszeniu EC podczas treningu biegowego.

5. Badania kinetyki zaniku i biodystrybucji tempola wskazuja, ze zwiazek ten utrzy-
muje si¢ w ukladzie krazenia przez wiele godzin, niezaleznie od sposobu dawkowa-

nia, co umozliwia jego dtugotrwate stosowanie.

6. Wielokierunkowy obraz interakcji czynno$ciowych tempola w uktadzie krazenia u
szczurdéw z nadci$nieniem tetniczym sugeruje, ze w dalszych poszukiwaniach czyn-
nikow terapeutycznych ograniczajacych stres oksydacyjny wystepujacy w choro-
bach uktadu krazenia nalezy w szczego6lnosci uwzgledni¢ czynniki, ktore wykazuja
dziatanie ograniczone do konkretnego mechanizmu patogenetycznego lub, ktorych

biodystrybucja bgdzie limitowata zakres ich bezposredniego dziatania.



7. STRESZCZENIE

Reaktywne postaci tlenu (ROS) sa postrzegane jako czynnik patogenetyczny nadci-
$nienia tetniczego, a stosowanie antyoksydantow wydaje si¢ obiecujaca perspektywa
terapeutyczna. Rola ROS w regulacji krazenia jest rozpoznana fragmentarycznie, a
szczegbdtowe mechanizmy dziatania antyoksydantow skrywaja wiele zagadek.

Celem przeprowadzonych programu badan byta ocena wplywu czesciowego wyeli-
minowania reaktywnych postaci tlenu, przy uzyciu tempola — nitroksylowego wymiata-
cza reaktywnych postaci tlenu o wtasciwosciach dysmutazy ponadtlenkowej, na czynniki
regulacji uktadu krazenia i wydolno$¢ fizyczna u szczurdw z nadcisnieniem tgtniczym.

Badania eksperymentalne obejmowaty komplekowa oceng wpltywu tempola na:
rozwdj nadcisnienia tgtniczego u szczurdw z genetycznie uraunkowanym nadci$nieniem
tetniczym (SHR) i nadci$nieniem tgtniczym zaleznym od niedoboru endogenego tlenku
(NO) wywotanego zahamowaniem endogennej syntazy NO, czynno$¢ serca izolowane-
go poddanego ischemii i reperfuzji, napigcie migsniowki gladkiej matych i $rednich
naczyn tetniczych reprezentatowanych przez izolowany uktad naczyn tetniczych krezki,
cechy fali tetna w duzych naczyniach tetniczych, autonomiczna regulacje rytmu serca,
oceniang przy uzyciu analizy zmienno$ci rytmu serca (HRV), odruchowa regulacje
uktadu krazenia zachodzaca przy udziale baroreceptoréw i chemoreceptorow tgtniczych,
profil przemian energetycznych w sercu i mig$niach szkieletowych oraz wydolnos¢
fizyczna i1 adaptacjg do wysitku fizycznego. Do§wiadczenia wykonano na szczurach
samcach szczepu WKY i SHR oraz na szczurach WKY, u ktérych indukowano nadci-
$nienie tgtnicze przez zahamowanie syntazy NO przy uzyciu L-nitroargininy (grupa
LNR), a takze na preparatach izolowanego serca i izolowanego uktadu tgtniczego krezki.

Wykonano oznaczenia kinetyki zaniku i biodystrybucji tempola, ktére wskazuja, ze
zwiazek ten utrzymuje si¢ w ukladzie krazenia przez wiele godzin, niezaleznie od spo-
sobu dawkowania, co umozliwia jego dtugotrwale stosowanie.

Wyniki doswiadczen wskazuja, ze ograniczenie mechanizméw wolnorodnikowych
przez zastosowanie wymiatacza ROS — tempola, wywotuje zréznicowane dziatanie hipo-
tensyjne, zalezne od okresu dawkowania i testowanego modelu zwierzecego. Przy po-
dawaniu przewlektym tempol obniza cis$nienie t¢tnicze u szczurdw z niedoborem NO i
zapobiega zwiazanemu z wiekiem wzrostowi ci$nienia tgtniczego w szczurOw z gene-
tycznie uwarunkowanym nadci$nieniem tgtniczym (SHR) i u ich odpowiednikow nor-
motensyjnych (WKY). Tempol wywierat wielokierunkowe dziatanie w uktadzie kraze-
nia, wpltywajac bezposrednio na czynno$¢ serca, posrednio przez mechanizmy regulacji
autonomicznej, a takze modulujac napigcie migsnidwki gladkiej naczyn i jej odpowiedzi
na bodzce elektryczne i neurohumoralne. Intensywny trening biegowy typu aerobowego
znosi hipotensyjne dziatanie tempola u szczuréw WKY i1 SHR i ewentualnie przyczynia
si¢ do wzrostu ci$nienia tgtniczego u szczuro6w z niedoborem NO, ktére otrzymywaty
tempol. Ograniczenie mechanizméw wolnorodnikowych przy uzyciu tempola przyczy-
nia si¢ do nieznacznego zwigkszenia wydolnosci fizycznej (EC) u szczuréw normoten-
syjnych WKY, nie wplywa na EC u szczuréw szczepu SHR i powoduje nieznaczne
zmniejszenie EC u szczurow z niedoborem NO. Tempol korzystnie wptywa na adaptacjg
do intensywnego wysitku u szczurow WKY i SHR, natomiast u szczuré6w z niedoborem
NO zapobiega zwigkszeniu EC podczas treningu biegowego.



8. SUMMARY

Reactive oxygen species (ROS) are concerned as a pathogenetic factor of arterial
hypertension and so the use of antioxidants appear a potent prospective therapeutic strat-
egy. The role of ROS in cardiovascular regulation is still poorly understood, and detailed
mechanisms of their action conceal lot of unresolved puzzles.

The programme of study was designed to assess effects of partial elimination of
ROS with use of a nitroxide ROS scavenger, tempol, which is a superoxide dismutase
mimic, on mechanisms underlying cardiovascular regulation and also on endurance
capacity in hypertensive rats.

The experimental studies involved complex analysis of effect of tempol on: devel-
opment of hypertension, function of isolated heart challenged with ischemia and reperfu-
sion, active vascular tone of small and middle size arterial vessels represented by the
isolated system of arterial mesenteric circulation, characteristics of the pulse wave in
large arteries, autonomic regulation of heart rhythm assessed by heart rate variability
(HRV) analysis, baro- and chemoreflex reflex cardiovascular regulation, bioenergetic
metabolic profile of heart and skeletal muscles and finally endurance capacity and adap-
tation to physical training.

The experiments were performed on male rats: spontaneously hypertensive (SHR),
their normotensive control (WKY), and WKY rats with induced hypertension due to
chronic inhibition of NO syntase with L-nitroarginine (L-NNA) and also on preparations
of isolated heart, and isolated system of mesenteric arteries.

Data obtained from the studies on kinetics of tempol decay and its biodistribution
indicate that tempol can persist in cardiovascular system for several hours, independently
on the way of its administration, and so it may be recommended for prolonged usage.

The experimental data show that inhibition of oxidative mechanisms with use of
ROS scavenger, tempol evoked diversed hiotensive effect, dependent upon the period of
use and the tested animal model. On chronic supplementation tempol reduced blood
pressure in the rats with hypertension induced by chronic NO deficiency and also pre-
vented form age-matched increase in arterial pressure in SHR and their normotensive
reference — WKY. Tempol evoked a multiarray effects in cardiovascular system, acting
directly on heart rate, and indirectly through mecanism of autonomic regulation, tempol
modulated active vascular tone or arterial vessels and their responsiveness towards elec-
trical stimulation and neurohumoral factors. Intensive aerobic running training abolished
the hypotensive effect of tempol in SHR and WKY rats, and eventually resulted in in-
crease of arterial pressure in the NO-deficient rats supplemented with tempol. Suppres-
sion of endogenous oxidative mechanisms with use of tempol resulted in some increase
in endurance capacity in WKY rats, failed it the SHRs, and reduced it in the NO-
deficient ones. Tempol beneficially affected adaptation to intensive physical training in
SHR and WKY rats, but in the NO-deficient rats it did prevent from increase of endur-
ance capacity.
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