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. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Leczenie nadci$nienia te¢tniczego, a wilasciwie wcigz niedoskonate metody leczenia
tego schorzenia, sklaniajg eksperymentatoréw do ciggltego poszukiwania nowych mozliwych
Sciezek terapeutycznych. Pozadane jest by leki nie tylko obnizaly podwyzszone ci$nienie
krwi, ale posiadaly rowniez dodatkowe wlasciwosci, m.in. minimalizowaly ryzyko
wystapienia epizodow sercowo-naczyniowych, dzialaty nefroprotekcyjne, $rdédblonkowo
I korygowaty wspotistniejace zaburzenia metaboliczne.

W pierwszym etapie badan nad tego typu potencjalnymi lekami wykorzystywane sa
eksperymentalne modele zwierzgce nadcis$nienia tetniczego. Sukcesywne wyznaczanie modeli
nadci$nienia pozwala na testowanie skuteczno$ci lekéw hipotensyjnych oraz ocen¢ stanu

narzadow narazonych na przewlekte dzialanie nadcisnienia tetniczego.

1.2. Nadcisnienie tetnicze

Nadci$nienie tetnicze to przewlekta choroba cywilizacyjna. Jest jednym
Z najistotniejszych  czynnikdw ryzyka choroby wiencowej, niewydolnosci serca,
niewydolnosci nerek 1 udaru mézgu. U oséb chorych na nadcisnienie tetnicze ryzyko zgonu
jest 3-5 razy wyzsze niz u 0s6b z prawidtowym ci$nieniem krwi [1,2].

Nadci$nienie tetnicze to podwyzszenie skurczowego i/lub rozkurczowego ci$nienia
krwi 0 charakterze pierwotnym (nadcis$nienie samoistne) lub wtornym. Obserwuje si¢ liniowa
zalezno$¢ pomiedzy wysokoscig cisnienia tgtniczego Krwi, a Smiertelno$cia i zapadalnoscia na
choroby uktadu krazenia. Podstawowa klasyfikacja chorych oparta jest o Srednig wartos¢
skurczowego i rozkurczowego cisnienia tg¢tniczego. Progowe warto$ci uznawane s3 za
zwiastujgce chorobe oraz sugerujg zwigkszone ryzyko powiktan sercowo-naczyniowych.
W Polsce ci$nienie te¢tnicze kwalifikuje sie¢ wedtug wytycznych Europejskiego Towarzystwa
Nadcisnienia Tetniczego, Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego 1 Polskiego

Towarzystwa Nadci$nienia Tetniczego (PTNT) [1]. W 2015 roku PTNT utrzymato
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trzystopniowa klasyfikacje nadcisnienia tetniczego z wyrdznieniem podtypu izolowanego
nadci$nienia skurczowego - ISH (ang. isolated systolic hypertension) [2]. Za gérng warto$¢
ci$nienia skurczowego przyjeto 139 mmHg, a ci$nienia rozkurczowego 89 mmHg.
Wyrdzniono nastgpujace kategorie ci$nienia tetniczego: optymalne, prawidlowe, wysokie
prawidlowe, nadci$nienie tetnicze 1-go, 2-g0, 3-go stopnia i izolowane nadcis$nienie

skurczowe (tab. 1) [5,6,7,8].

Tabela 1. Klasyfikacja cisnienia tetniczego krwi

Kategoria Skurczowe BP [mmHg] Rozkurczowe BP [mmHg]

Optymalne BP <120 i <80

Prawidtowe BP 120-129 i/lub | 80-84

Wysokie prawidtowe BP 130-139 i/lub | 85-89

Nadcisnienie tetnicze 1-go stopnia [EEIEESe] i/lub | 90-99

Nadcisnienie tetnicze 2-go stopnia ISV i/lub | 100-109

Nadcisnienie tetnicze 3-go stopnia k4] i/lub | 2110

Izolowane nadcisnienie skurczowe BN i <90

* BP — cisnienie tetnicze (ang. blood pressure)

Nadcisnienie tetnicze zostaje rozpoznane jezeli $rednia arytmetyczna wynikow kilku
pomiaréw cisnienia przeprowadzonych podczas co najmniej dwoéch odrebnych wizyt
(pomiary gabinetowe) wynosi 140 mmHg dla cis$nienia skurczowego i/lub 90 mmHg dla
ci$nienia rozkurczowego, badz przekracza te wartosci [9,10]. Za wyniki wskazujgce na
nadci$nienie tetnicze, odnotowywane przez pacjenta podczas pomiaréw domowych,
przyjmuje si¢ wartosci 135 mmHg dla ci$nienia skurczowego i/lub 85 mmHg dla ci$nienia
rozkurczowego, badz wyzsze.

U pacjentow z rozpoznanym nadci$nieniem te¢tniczym czesto wystepuja dodatkowe
czynniki, zwigkszajace ogodlne ryzyko sercowo-naczyniowe. Stad istotne jest by u pacjentow
oszacowaé ogolne ryzyko sercowo-naczyniowe, ktore wptywa na dobor odpowiedniego
leczenia. W tabeli numer 2 przedstawiono podziat globalnego ryzyka sercowo-naczyniowego
u pacjenta z nadci$nieniem te¢tniczym na: niskie, umiarkowane, wysokie i bardzo wysokie
(tab. 2). Poszczegdlne czynniki uwzglgdnione w ocenie globalnego ryzyka sercowo-

naczyniowego zamieszczono w tabeli numer 3 (tab. 3).
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Tabela 2. Ocena globalnego ryzyka sercowo-naczyniowego u pacjenta z nadcisnieniem
tetniczym (wg wytycznych PTNT z 2015)

Czynniki
ryzyka

Wartosc
BP [mmHg]

Wysokie
prawidtowe

Nadcisnienie
tetnicze
1-go stopnia
Nadcisnienie
tetnicze
2-go stopnia
Nadcisnienie
tetnicze
3- go stopnia

Brak Powiktania
o 1-2 czynniki 2 3 czynniki narzadowe,
czynnikow
rvzvka ryzyka ryzyka cukrzyca,
LA PChN 3°
Standardowe’ Niskie Umiarkowane Wysokie
Niskie Umiarkowane | Umiarkowane Wysokie
Umiarkowane | Umiarkowane Wysokie Wysokie
Wysokie Wysokie Wysokie

'cvs (ang. Cardiovascular System) — uktad sercowo-naczyniowy
2 ryzyko sercowo-naczyniowe w populacji zdrowej
3PChN 3 — przewlekta choroba nerek w 3 stadium (eGFR 30-59 ml/min/1,73 m2)

*PChN >4 — przewlekta choroba nerek od 4 stadium (eGFR < 30 ml/min/1,73 m2)

Tabela 3.

Jawna choroba
w obrebie CVS,
PChN24*

Czynniki ryzyka, uszkodzenia narzagdowe i choroby metaboliczne, choroby ukfadu

sercowo-naczyniowego i nerek wykorzystywane do stratyfikacji globalnego ryzyka
sercowo-naczyniowego (w odniesieniu do tabeli nr 2)

wg wytycznych PTNT z 2015

Czynniki ryzyka

Pte¢ meska

Wiek (mezczyzni: 2 55 lat, kobiety: > 65 lat)

Palenie tytoniu

Zaburzenia lipidowe
cholesterol catkowity > 4,9 mmol/I (190 mg/dl) i/lub
cholesterol frakcji LDL > 3,0 mmol/I (115 mg/dl) i/lub

i/lub

triglicerydy > 1,7 mmol/I (150 mg/dl)
Glukoza w osoczu na czczo 5,6-6,9 mmol/l (102—-125 mg/dl)
Nieprawidtowy wynik préby tolerancji glukozy
Otytosc¢ (BMI = 30 kg/m2)

Otytosc¢ brzuszna (obwad talii: mezczyzni > 102 cm, kobiety = 88 cm — u 0séb rasy biatej)
Przedwczesna CVD w wywiadzie rodzinnym (u mezczyzn w wieku < 55 lat, u kobiet w wieku < 65 lat)

cholesterol frakcji HDL < 1,0 mmol/I (40 mg/dl) u mezczyzn, < 1,2 mmol/l (46 mg/dl) u kobiet



cd. Tabela 3.

Subkliniczne uszkodzenia narzagdowe

Cisnienie tetna (u 0s6b w podesztym wieku) > 60 mm Hg

Elektrokardiograficzne cechy "°LVH

e wskaznik Sokolov-Lyon > 3,5 mV

e amplituda zatamka Rw aVL> 1,1 mV

e iloczyn Cornell > 244 mV*MS

lub echokardiograficzne cechy LVH

e wskaznik 'LVM > 115 g/m2 BSA® u mezczyzn, > 95 g/m2 BSA u kobiet

Pogrubienie Sciany tetnicy szyjnej (GIMT > 0,9 mm) lub obecno¢ blaszki miazdzycowej
Bpwyv miedzy tetnicg szyjng a tetnica udowa > 10 m/s

Wskaznik kostka—ramie < 0,9

Przewlekta choroba nerek z °eGFR 30-60 ml/min/1,73 m2

Albuminuria (30—-300 mg/24 h) lub stosunek stezenia albumin w moczu do stezenia kreatyniny
w moczu (30-300 mg/g; 3,4—34 mg/mmol) — najlepiej oceniany w porannej prébce moczu

Choroby metaboliczne - Cukrzyca

Glukoza w osoczu na czczo = 7,0 mmol/l (126 mg/dl) w dwéch oznaczeniach

Glikemia przygodna = 11,1 mmol/I (200 mg/dl)
Wystepowanie objawdw hiperglikemii: wzmozone pragnienie, wielomocz, ostabienie

Glukoza w osoczu po obcigzeniu > 11,1 mmol/l (200 mg/dl)

Jawne choroby uktadu sercowo-naczyniowego lub nerek

q , q q A Q. 2.z . 14
Choroba naczyniowo-mdzgowa: udar niedokrwienny, krwawienie srédmaozgowe, TIA

Choroba sercowo-naczyniowa: zawat serca, dfawica piersiowa, rewaskularyzacja miesnia sercowego
12 2
za pomocg ~“PCl lub CABG

. s 7 . ;7 5
Niewydolnosé serca, w tym niewydolnos$¢ serca z zachowang “EF

Przewlekta choroba nerek z eGFR < 30 ml/min/1,73 m2 (BSA), biatkomocz > 300 mg/24 h

Zaawansowana retinopatia: krwawienia lub ogniska wysieku, obrzek tarczy nerwu wzrokowego

Objawowa choroba tetnic obwodowych w obrebie konczyn dolnych ‘

'BMI (ang. body mass index) — wskaznik masy ciata;

’BSA (ang. body surface area) — powierzchnia ciata;

*CABG (ang. coronary artery bypass grafting) — pomostowanie tetnic wiencowych;
*CVD (ang. cardiovascular disease) — choroba uktadu sercowo-naczyniowego;

°EF (ang. ejection fraction) — frakcja wyrzutowa;

®eGFR (ang. estimated glomerular filtration rate) — szacowana filtracja ktebuszkowa;
"HDL (ang. high-density lipoproteins) — lipoproteiny wysokiej gestosci;

®IMT (ang. intima media thickness) — grubo$¢ btony wewnetrznej i srodkowej;

°LDL (ang. low-density lipoproteins) — lipoproteiny o matej gestosci;

%\ VH (ang. left ventricular hypertrophy) — przerost lewej komory;

"LVM (ang. left ventricular mass) — masa lewej komory;

2pcy (ang. percutaneous coronary interventions) — przezskorna interwencja wieficowa;
BpWV (ang. pulse wave velocity) — predkoéé fali tetna;

“TIA (ang. transient ischemic attack) — incydent przemijajgcego niedokrwienia osrodkowego uktadu
nerwowego
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Wedlug aktualnych wytycznych, w szacunkowej ocenie ryzyka sercowo-
naczyniowego u chorych w przebiegu nadcis$nienia t¢tniczego, pomocne jest oznaczanie
parametrow, tj.: morfologia krwi obwodowej, stezenie glukozy w osoczu na czczo, stgzenie
cholesterolu catkowitego, stezenie cholesterolu frakcji LDL, frakcji HDL, trojglicerydow,
stezenia potasu, sodu, kwasu moczowego, kreatyniny w surowicy (z oszacowaniem eGFR),
badanie ogo6lne moczu, albuminuria, EKG. Wedlug europejskiej skali SCORE (ang.
Systematic Coronary Risk Evaluation) 10-letnie absolutne ryzyko wystapienia chorob
sercowo-naczyniowych zakonczonych zgonem w przyblizeniu wynosi: ponizej 4% dla 0sob
z grupy niskiego ryzyka, 4% dla osob z grupy umiarkowanego ryzyka, 5-8% dla osob z grupy
wysokiego ryzyka i powyzej 8% dla 0sob z grupy bardzo wysokiego ryzyka.

1.2.1. Terapia hipotensyjna

Postepowanie terapeutyczne u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym ma za zadanie
zmniejszy¢ $miertelno$¢ oraz powiklania sercowo-naczyniowe i nerkowe. Leczenie powinno
prowadzi¢ do obnizenia wartosci ci$nienia tetniczego. Docelowe warto$ci cisnienia tetniczego
Krwi u wigkszosci chorych nie powinny przekracza¢ 140/90 mmHg, u chorych na cukrzyce
140/85 mmHg, a u chorych po 80-tym roku zycia 150 mmHg. Niezaleznie od terapii lekami,
niezbe¢dna jest modyfikacja stylu zycia, a zwlaszcza zapobieganie otytosci oraz zwigkszenie
aktywnosci fizycznej. W terapii hipotensyjnej wyrdznia si¢ 5 gtdownych grup lekow: diuretyki
tiazydowe (szczegdlnie tiazydopodobne), B-blokery (szczegdlnie wazodylatacyjne), blokery
kanatu wapniowego (przede wszystkim z grupy pochodnych dihydropirydyny), inhibitory
konwertazy angiotensyny (ACEI) oraz blokery receptora angiotensynowego (ATRB). Przy
nadcis$nieniu 1-go stopnia najbardziej pozadang forma leczenia jest monoterapia, natomiast
przy nadcisnieniu 2-go i 3-go stopnia nalezy wprowadzaé leczenie oparte na kombinacji

dwoch lekow. Preferowane potaczenia dwulekowe przedstawiono na ponizszej rycinie
(ryc. 1).
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pB [-blokery

ACEIl inhibitory konwertazy angiotensyny
BKW  blokery kanatu wapniowego

ATRB  blokery receptora angiotensynowego
DT diuretyki tiazydowe

Rycina 1. Preferowane potaczenia dwulekowe w terapii hipotensyjnej

W wytycznych PTNT z 2015 roku podkreslono, ze w niepowiklanym nadcisnieniu
tetniczym powinno si¢ stosowac optymalny trojlekowy schemat leczenia, oparty na leku
hamujagcym uklad renina-angiotensyna, blokerze kanalu wapniowego 1 diuretyku
tiazydowym/tiazydopodobnym. W izolowanym skurczowym nadci$nieniu t¢tniczym u 0sob
W podesztym wieku preferowane g diuretyki tiazydowe/tiazydopodobne
i dihydropirydynowe blokery kanatu wapniowego. U 0s6b po 80-tym roku zycia, lekiem
pierwszego rzutu powinien by¢ indapamid, a drugiego rzutu ACEIL Leczenie chorych
z wspottowarzyszacg cukrzycg nalezy rozpocza¢ od przyjmowania leku z grupy ACEI badz
ATRB, natomiast w terapii skojarzonej zaleca si¢ stosowanie diuretyku tiazydowego
i dihydropirydynowego blokera kanalu wapniowego. Ponadto, w przypadku chorych na
cukrzyce, bardzo istotne jest dodatkowe wiaczenie statyn. U chorych na chorobg wiencowa,
szczegblnie po zawale serca, zalecane sg ACEI i B-blokery, aw przypadku dolegliwos$ci

dlawicowych réwniez blokery kanatu wapniowego.
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1.2.2. Powiklania narzadowe

Badania ostatnich lat udowodnily, ze wspotistniejace z nadcisnieniem tg¢tniczym inne
choroby, tj. otytos¢, hipertrojglicerydemia czy cukrzyca typu II, dziatajg synergistycznie,
poglebiajac rozwoj licznych powiktan [3]. Dlugotrwale nadcis$nienie tetnicze powoduje
powstanie i utrwalenie zmian w uktadzie sercowo-naczyniowym [12,13,14].

Kliniczna klasyfikacja nadci$nienia tetniczego, dokonana w oparciu o wystepujace
powiktania narzadowe, wyr6znia trzy jego okresy: okres | — charakteryzujacy si¢ brakiem
zmian narzadowych, okres II — w ktorym dochodzi do przerostu lewej komory serca oraz
okres Il — z istniejagcymi zawansowanymi zmianami narzagdowymi.

Wystapienie nadci$nienia tetniczego skutkuje zmianami w obrgbie $cian naczyn
krwionos$nych, poprzez wzrost obwodowego oporu naczyniowego i wzrost naprezenia $ciany
naczyniowej. Rodzaj wystepujacych zmian zalezy od rodzaju naczynia, ktérego te zmiany
dotycza. W wyniku wzrostu ci$nienia tetniczego funkcjonujace mechanizmy maja za zadanie
ochron¢ kapilar dla zapewnienia ciagglosci procesow dyfuzji pomigdzy naczyniami
a tkankami. W tym celu w tetniczkach aktywowane sg kanaly wapniowe, co skutkuje
zwickszonym dokomorkowym naptywem jonow Ca®*, wzrostem napig¢cia migsni gtadkich
I zmniejszeniem promienia W obrgbie $wiatla naczyn oporowych. Proces ten jest
intensyfikowany poprzez zmiany zachodzace w $rodblonku. Dochodzi w nim do zmniejszenia
wydzielania naczyniorozszerzajacego tlenku azotu (NO), przy jednoczesnym wzroscie
wydzielania czynnikoéw naczyniozwegzajacych, tj. endoteliny i tromboksanu. Skutkuje to
pobudzeniem fosfolipaz w efekcie czego wzrasta stezenie diacyloglicerolu (DAG), ktory
razem z jonami Ca?* aktywuje kinazy bialkowe C (PKC), fosforylujace tancuchy lekkie
miozyny. Lancuchy te majg zdolno$¢ wigzania jonow Ca®. Zachodzace procesy wzmagaja
wychwyt jonow wapniowych i pogltebiaja skurcz migéni gladkich $ciany naczyniowej. W tym
przypadku zmniejszony promien naczynia nie jest skutkiem przerostu komorek,
a ich przemodelowania wokot zmniejszonego $wiatta. Przeciwna sytuacja dotyczy tetnic
przewodzacych, w obrebie ktorych dochodzi do przerostu i namnazania miocytoéw, a takze
rozrostu tkanki tacznej przy niezmienionym promieniu naczynia. W naczyniach tych wzrost
ci$nienia tetniczego skutkuje wzmozonym napr¢zeniem S$ciany, a dlugotrwate naprezenie
pobudza procesy przerostowe. Zgrubienie warstwy $rodkowej naczynia prowadzi do
zwigkszonej sztywnosci jego S$cian. Proces ten poglebiany jest przez uposledzone
funkcjonowanie $rodbtonka, wydzielajgcego zmniejszong ilo§¢ tlenku azotu, ktory

w warunkach fizjologicznych petni funkcje antyproliferacyjne.
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W obrebie naczyn z przerastajaca btong srodkowa, wraz z uptywem czasu dochodzi do
jej ogniskowego szkliwienia, odcinkowego zaniku i zwtoknienia. Zaczynaja poglebiac sie¢
zmiany miazdzycowe. Swiatlo naczyn ulega stopniowemu zwezeniu. W narzadach
uruchamiajg si¢ liczne mechanizmy adaptujace organizm do wystepujacych zaburzen. Masa
migs$nia sercowego powieksza si¢, by przy wzmozonym oporze obwodowym utrzymac
prawidtowa pojemnos$¢ minutowy. Wskutek przecigzenia lewej komory dochodzi do jej
koncentrycznego przerostu. Po poczatkowym okresie zwigkszonej kurczliwo$ci migsnia
serca, nastgpuje stopniowe pogarszanie si¢ jego funkcji. Najwczesniejsza obserwowang
Zmiang jest uposledzenie naptywu krwi do lewej komory, a nastepnie zaburzenia czynnosci
skurczowej. Przy dlugotrwale utrzymujgcym si¢ nadci$nieniu, pojemno$¢ minutowa
zmniejsza si¢, zaczynaja rozwija¢ si¢ kliniczne objawy niewydolno$ci serca. Przerostowi
migsnia sercowego towarzyszy zmniejszenie rezerwy wiencowej [15,16]. Zmiany w mig¢éniu
sercowym i krazeniu wiencowym zwigkszajg ryzyko choroby wiencowej, arytmii oraz zawatu
serca. W nerkach rozwijaja si¢ wyraznie dostrzegalne zaburzenia. Najbardziej narazone sg
tetniczki doprowadzajace oraz tegtniczki migdzyzrazikowe. Nastepuje zeszkliwienie
niektorych kigbuszkéw oraz zmiany w obrebie cewek nerkowych. Dochodzi do ubytku
czynnego migzszu nerek [17,18,19]. Niedroznos¢ tetniczek prowadzi do ogniskowego
szkliwienia kiebuszkoéw i rozrostu tkanki tgcznej. W uktadzie nerwowym oprdcz zaburzen
W obrgbie matych tetnic, moze dojs¢ do rozwoju miazdzycy duzych tetnic $rod-
I zewnatrzczaszkowych. Zmiany w tetniczkach mozgu predysponuja do wytwarzania
mikrotetniakow, ktorych pekanie powoduje wynaczynienia krwi do tkanki moézgowe;.
W wyniku niesprawnych mechanizméw autoregulacji moze powstac¢ obrzgk mozgu, wzrosnac
ci$nienie $rodczaszkowe, a nastepnie pojawi¢ si¢ uposledzenie przeptywu moézgowego,

co prowadzi do udaru.

1.2.2.1. Srédblonek

Analizujac wystepujace w przebiegu nadcis$nienia tetniczego zmiany w ukladzie
naczyniowym, mozna zauwazy¢ jak wazng rol¢ odgrywa w nich $rodblonek. Warto
zaznaczyC, ze zaburzenia §rédblonka moga by¢ jedng z przyczyn wystapienia nadci$nienia
tetniczego, badz tez pojawiaja si¢ i poglebiaja w trakcie jego trwania. Dodatkowo zaburzenia

w obrebie $rodblonka sa potegowane przez miazdzyce. Majac wzglad na to wszystko,
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stopniowo odkrywano, ze $rodbtonek nie jest jedynie warstwg komorek wyscielajaca
naczynia, a nalezy traktowa¢ go cato$ciowo, jako narzad wydzielniczy, regulujacy wiele
procesow 1 przemian biochemicznych. Endotelium wytwarza substancje oddziatujace
na komorki migsni gladkich §ciany naczyniowej oraz na elementy morfotyczne krwi, a takze
dziata auto- i parakrynnie, umozliwiajgc utrzymanie homeostazy naczyn (tab. 4) [13,20].
Ponadto, dzigki leczeniu zaburzen $rodbtonka u osob ze zwigckszonym ryzykiem sercowo-
naczyniowym, prawdopodobne jest w dtuzszej perspektywie, ograniczenie $miertelnosci

z powodu schorzen uktadu krwiono$nego.

Tabela 4. Substancje wytwarzane przez endotelium (wg [4])

Rola Substancje wytwarzane przez srédbtonek

NO

Prostacyklina

Tkankowy aktywator plazminogenu
Trombomodulina

Heparyna

Biatka Ci S

Przeciwzakrzepowa

Tromboksan

tPA-I

Proagregacyjna Czynnik tkankowy
Czynnik von Willebranda
Czynnik V

Interleukina - 1, 6, 18
VCAM-1

ICAM-1

TNF

MCP-1

E-selektyna

Czynniki immunologiczne
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Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sg gtowng przyczyng zgondow w dzisiejszej
cywilizacji. Wsérod nich dysfunkcja $rodbtonka jest jednym z najczescie] wystepujacych
zaburzen, prowadzacych do wystapienia powaznych powiktan. Nieprawidtowosci w obrgbie
endotelium stymuluja powstawanie blaszki miazdzycowej, a wigc sprzyjaja rozwojowi
miazdzycy, zakrzepicy, zawalowi serca, angiopatii cukrzycowej, nadci$nieniu t¢tniczemu,
niedokrwiennemu udarowi mézgu, a takze zaburzeniom krazenia obwodowego.

Dowiedziono, ze endotelium odgrywa kluczowa role w utrzymywaniu odpowiedniego
napigcia i struktury $cian naczyn. Jako gtowny regulator homeostazy naczyniowej, wywiera
szereg efektow naczyniowych, tj. wazorelaksacje¢, inhibicj¢ wzrostu komorek miegsni gladkich
naczyn oraz bierze czynny udzial w hamowaniu procesu zapalnego [22,23].

W prawidlowo funkcjonujacym organizmie, oddziatujace sity tarcia przeptywajacej
krwi, acetylocholina, angiotensyna oraz inne substancje czynne biologicznie powoduja
wydzielanie przez §rodbtonek naczyniorozkurczowych czynnikow, m.in.: tlenku azotu (NO),
prostacykliny (PGI,) i srodblonkowego czynnika hiperpolaryzujacego (EDHF). Czynniki
wywotujace rozkurcz naczyn pozostaja w rownowadze z czynnikami naczyniokurczacymi:
endoteling 1 (ET1), tromboksanem (TXA;) - syntetyzowanym przede wszystkim w plytkach
krwi, a w mniejszej iloSci w $rodbtonku, angiotensyna II (AT II), czynnikiem aktywujacym
ptytki (PAF) i leukotrienami (LT).

Ze wszystkich zwigzkow endogennych, najsilniej naczyniorozkurczowo dziata tlenek
azotu. Powstaje on pod wplywem syntazy tlenku azotu (NOS) z L-argininy. Dziala
wielokierunkowo: bezposrednio — powodujgc relaksacje Sciany naczyniowej (ryc. 2),
parakrynnie — powstrzymujgc agregacj¢ i adhezje plytek krwi, antyoksydacyjnie —
ograniczajac utlenianie LDL [5], a takze antyproliferacyjnie w stosunku do komoérek migsni

gladkich naczyn [6].
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\'[0) i
slogsadle powstanie cyklicznego

przenika do komérek rozpuszczalnej cyklazy GMP
miesniowki naczyn guanylowe;

fosforylacja
zmniejszenie transmembranowych
wewnatrzkomérkowego biatek transportowych,
stezenia Ca2* zalezna od kinaz
biatkowych

zahamowanie czynnosci
biatek kurczliwych

Rycina 2. Bezposrednie dziatanie NO na $ciane naczyniowa

W odpowiedzi na sily $cierania przeptywajacej krwi, acetylocholing i1 hipoksje,
powstaje kolejny zwigzek dziatajacy relaksacyjnie na naczynia, a mianowicie prostacyklina.
Dziata ona poprzez zwigkszanie stezenia cyklicznego AMP oraz aktywacje kanatow
potasowych. Obok funkcji relaksacyjnej, hamuje agregacje ptytek krwi. Kolejnym
czynnikiem posiadajacym funkcje naczyniorozkurczowa jest EDHF, ktory bezposrednio
aktywuje ATP-zalezne btonowe kanaly potasowe, prowadzac do hiperpolaryzacji btony
komorkowej 1 zmniejszenia naptywu Ca* do wnetrza komorki. Ogranicza to czynnos$¢ biatek
kurczliwych i powoduje rozkurcz naczynia [7].

W zwigzku z wydzielaniem wazodylatatorow, w odpowiedzi syntetyzowane sa
i uwalniane czynniki kurczace naczynia. Najsilniej z nich dziata endotelina 1, wytwarzana
bezposrednio przez srédbtonek. ET; dziata poprzez dwa typy receptorow blonowych: ETa
znajdujace si¢ w miegsniach gladkich naczyn i ETg obecne sa w endotelium. Stymulacja
receptora ETa poprzez szlak fosfolipazy C, prowadzi do skurczu mig$niowki naczyn,
natomiast pobudzenie receptora ETg powoduje rozszerzenie naczyn, dlatego tez dziatanie ET;
na naczynia krwionosne jest wypadkowa jej wpltywu na receptory ETa W mig$niach gtadkich
oraz na receptory ETg w $rodbtonku. W warunkach fizjologicznych naczyniokurczacy wptyw
ET: jest maskowany jej dziataniem na $rodblonek, ktory pod jej wplywem uwalnia

naczyniorozkurczajacy tlenek azotu oraz prostacykline [8].
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Utrzymanie homeostazy w obrebie wytwarzania czynnikéw naczyniokurczacych
i rozkurczajacych jest niezwykle wazne dla prawidlowej pracy srodblonka, a tym samym
posrednio dla prawidtowej czynnos$ci catego uktadu sercowo-naczyniowego.

Jak zauwazono poprzednio, czynniki ryzyka choréb sercowo-naczyniowych moga
powodowa¢ dysfunkcje srodbtonka, co zmniejsza biodostepnos$é srodbtonkowych substancji
naczyniorozszerzajacych, w glownej mierze NO. Dzieje si¢ tak na skutek zmniejszonej
syntezy NO i/lub inaktywacji NO. Biochemiczny obraz uszkodzonego $rodbtonka wyraza si¢
we wzroscie stezenia czynnika von Willebranda (VWF), podwyzszeniu poziomu tkankowego
aktywatora plazminogenu (tPA) i jego inhibitora typu 1 oraz zwigkszeniu ekspresji czastek
adhezyjnych. Dochodzi do nasilenia oddziatywan miedzykomoérkowych — adhezji i agregacji
leukocytow oraz ptytek krwi, aktywacji lokalnej i ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalne;j,
atakze rosnie potencjal prozakrzepowy. WSszystkie te procesy sprzyjaja tworzeniu
I narastaniu blaszek miazdzycowych oraz ich destabilizacji. W konsekwencji wielokrotnie
zwigksza si¢ ryzyko wystapienia 0Strych zespotow wiencowych, udardéw mozgu i chorob

naczyn obwodowych [28,29].

1.2.2.1.1. Profilaktyka i leczenie farmakologiczne dysfunkcji srodblonka

Leczenie zaburzen pracy S$rodblonka stanowi wielki potencjal wspdlczesnej
medycyny. Chociaz nie ustalono jeszcze wspoélnej koncepcji jak powinno przebiega¢ takie
leczenie, coraz lepsze poznanie mechanizmow fizjologii i biochemii endotelium pozwolito na
obranie pewnych strategii, pomocnych w korygowaniu dysfunkcji $rodblonka. Jak
w przypadku wielu schorzen i w tym wypadku, istotng role odgrywa wdrozenie
niefarmakologicznych metod leczenia, polegajacych m.in. na stosowaniu zbilansowanej diety,
zwigkszeniu aktywno$ci fizycznej oraz wyeliminowaniu uzywek. Ma to na celu
zminimalizowanie czynnikow dziatajacych uszkadzajaco na $rodbtonek.

Z epidemiologicznego punktu widzenia, profilaktyka dysfunkcji $rodbtonka jest
niezwykle istotna, jednakze przy wystapieniu jego zaburzeh nalezy wlaczy¢ leczenie
farmakologiczne (tab. 5). Nieprawidlowosci w obrebie endotelium obserwuje si¢ przy
wysokim poziomie cholesterolu LDL. Pacjentom podawane sg wowczas Statyny (inhibitory

reduktazy hydroksymetyloglutarylo-koenzymu A). Istotng poprawe funkcji §rodbtonka mozna

25



stwierdzi¢ po 1 — 2 miesigcach ich stosowania [9]. Mechanizm $rédbtonkowego dziatania
statyn jest dwojaki, laktonowe statyny, tj. simwastatyna, stymulujg uwalnianie ze $Srodbtonka
glownie NO, podczas gdy syntetyczne, lipofilne statyny, tj. atorwastatyna, stymuluja
uwalnianie gtéwnie PGI, [10].

Wsrdd osob z wysokim cisnieniem tgtniczym krwi, odnotowano poprawe funkcji
endotelium po zastosowaniu inhibitorow konwertazy angiotensynowej 1 antagonistow
kanatéw wapniowych (pochodnych dihydropirydyny). Pozytywny wptyw ACEI na funkcje
srodbtonka wynika z obnizania st¢zenia angiotensyny II i wzrostu stezenia bradykininy, ktora
wtornie reguluje ilos¢ korzystnie dziatajgcych: NO, PGI,, EDHF oraz t-PA [11]. Pochodne
dihydropirydyny zwigkszaja aktywnos¢ estrow cholesterolowych, zmniejszajac tym samym
ich odktadanie si¢ w komorkach endotelium i przeciwdzialaja procesom oksydacji frakcji
LDL cholesterolu. Ponadto zapobiegajg proliferacji $rodblonka oraz migsniowki naczyn,
a takze hamuja agregacj¢ ptytek krwi [12].

Przy dysfunkcji endotelium istotng role odgrywa biodostepnos¢ NO. Obnizony
poziom tlenku azotu mozna korygowaé poprzez zwigkszenie podazy L-argininy (substrat
NO), jak i stosujac substancje o dziataniu przeciwutleniajacym, hamujgce unieczynnienie NO.
Aktualne dane naukowe wskazujg, ze w nieprawidlowym S$rodblonku, L-arginina jest
wypierana przez endogenny inhibitor NOS — asymetryczng dimetyloargining (ADMA) [13].
Obnizenie st¢zenia ADMA w surowicy krwi mozna osiggng¢ za pomocg diety
niskotluszczowej, zwickszonej aktywnosci fizycznej oraz suplementacji kwasu foliowego
I witamin z grupy B [14]. Warto zaznaczy¢, ze donorem grup metylowych w syntezie ADMA
jest metionina, dlatego tez obnizenie spozycia metioniny moze jednoczes$nie skutkowaé
obnizeniem stezenia ADMA.

Wazna funkcje w uszkodzonym endotelium pelnig antyutleniacze, pomagajace
walczy¢ z negatywnymi skutkami nadmiernego stresu oksydacyjnego. Coraz czgsciej
podkresla si¢ istotng role witaminy C, jako endotelialnego przeciwutleniacza, ktory hamuje
srodbtonkowe tworzenie sie nadtlenoazotu (ONOO) z NO i O, [15], a dzieki temu chroni
PGl, przed zniszczeniem. Do cytoplazmy komorek $rédblonka poprzez Na'—zalezny
transporter btonowy trafiajg duze ilosci kwasu askorbowego. W cytoplazmie askorbinian
zapobiega utlenianiu NO do ONOO", sam utleniajac si¢ do dehydroaskorbinianu, ktory
z powrotem jest redukowany przez glutaredoksyne do kwasu askorbinowego [16]. Proces ten
zachodzi bardzo szybko, dlatego aby w peini wykorzysta¢ cytoplazmatyczng glutaredoksyne,
komorki $rdédblonka w duzych ilosciach pobierajg z krwi zuzyty kwas dehydroaskorbowy

(za pomocg transporterow dla glukozy — GLUT-1, -2). Przemiany te wskazujg na ztozone
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srodblonkowe mechanizmy koncentracji i regeneracji witaminy C, bronigce komorki
endotelium przed toksycznym ONOO™. Zwazywszy na ten mechanizm Sstosowanie

witaminy C w dysfunkcji srodbtonka jest w petni uzasadnione i jak najbardziej wskazane.

Tabela 5. Leki poprawiajgce funkcjonowanie endotelium

Zaburzenia uktadowe Farmakoterapia

Podwyzszony poziom cholesterolu BS&1a%alY

ACEI (Inhibitory konwertazy angiotensyny)
Antagonisci wapnia (poch. dihydropirydyny)

Nadcisnienie tetnicze

Wzrost podazy L-argininy

Wzrost aktywnos¢ NOS
Regularny wysitek fizyczny
Oleje ryb morskich
ACEI
Spironolakton
Estrogenowa terapia zastepcza
Nebiwolol
Insulina

Zmniejszona biodostepnos¢ NO Zahamowanie rozktadu NO
Witamina Ci E

Karotenoidy

Flawonoidy

Statyny

Glutation

Dihydropirydyny

Kwas acetylosalicylowy
Deferoksamina

Allopurinol

Biguanidy
Cukrzyca typu - 2 Metformina

Sulfonylomoczniki
Gliklazyd
Glibenklamid
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Rozwazajac istot¢ prawidlowo funkcjonujacego $rodblonka klaruje si¢ teza,
iz mozliwo$¢ odnowy uszkodzonych komorek endotelium ma fundamentalne znaczenie
W zmniejszaniu ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych. Bioragc pod uwagg fakt, iz uwazano,
ze dojrzate komorki $rédbtonka maja ograniczong zdolno$¢ do regeneracji, wielkim
przetomem byto odkrycie przez Asahare i wsp. w 1997 roku [17], endotelialnych komorek
progenitorowych — EPC (ang. endothelial progenitor cells), zdolnych do réznicowania si¢
w komorki endotelialne. Przeprowadzono liczne badania [18] poszukujac korelacji pomigdzy
komoérkami EPC a r6znymi stanami chorobowymi. Wyniki wielu prac pozwolity udowodnié,
ze komorki EPC s3 nowym markerem funkcji §rdodblonka 1 pozwalaja oszacowaé ryzyko
wystgpienia incydentow sercowo-naczyniowych. Wykazano, iz liczba EPC spada wraz
z wiekiem, a takze w okreslonych sytuacjach klinicznych, tj. hiperlipidemia, nadci$nienie
tetnicze, cukrzyca, otylo$¢, reumatoidalne zapalenie stawoéw oraz choroby uktadu
sercowo-naczyniowego. Spadek liczby komorek EPC w chorobach uktadu krwiono$nego
moze by¢ wynikiem ich przyspieszonej apoptozy oraz wyczerpania magazynow komorek
progenitorowych w szpiku kostnym [19,20]. Dlugotrwate narazenie na czynniki ryzyka,
W sposob ciagly uszkadza komorki endotelium, ktére wymagaja intensywnej wymiany,
a takze wptywa na ciagla mobilizacje¢ i ingerencj¢ komorek EPC w miejscach uszkodzenia
naczyn, co wyczerpuje ich pulg. Nalezy zaznaczy¢, ze ilos¢ komorek EPC mozna korygowaé
przy pomocy lekow. Korzystny wptyw, powodujacy stymulacje aktywnosci i proliferacji
EPC, odnotowano w przypadku farmakoterapii statynami, inhibitorami konwertazy
angiotensyny [21] oraz erytropoetyna u pacjentow z niedokrwistoscig pochodzenia
nerkowego [22]. Nadzieje na przyszto$¢ daje tez terapia koméorkowa. By¢ moze komorki EPC
z sukcesem bedzie mozna transplantowac, podobnie jak obecnie transplantuje si¢ komorki
szpiku kostnego [23].

Postep w zakresie technik badawczych oraz aktualne doniesienia literaturowe na temat
potencjalnych mozliwosci regeneracji komoérek s§rodblonka, dajg szans¢ na wprowadzenie
w przysztosci  farmakoterapii, umozliwiajacej odbudowe¢ uszkodzonego chorobowo
srodblonka i w efekcie poprawe rokowan pacjentow cierpigcych z powodu chordb uktadu
sercowo-naczyniowego. Wyzwaniem wspoétczesnej farmakoterapii sg poszukiwania lekow
cechujacych si¢ z jednej strony obojetnoscig metaboliczng, z drugiej natomiast posiadajacych
pewne, dodatkowe cechy — wlasciwosci plejotropowe — umozliwiajace korygowanie réznych
zaburzen towarzyszacych. Posrdd lekow hipotensyjnych poszukuje si¢ takich, ktoére maja
dodatkowag zdolno$¢ korygowania zaburzonego profilu weglowodanowo-lipidowego
i dysfunkcji srodbtonka. Z takg charakterystyka idealnie korespondujg leki aj-adrenolityczne,
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ktére w ostatnim czasie zyskuja kolejnych zwolennikéw. Pojawienie si¢ nowych technik
badawczych umozliwia okreslenie preferencyjnosci dziatania lekow 1 zwigzkow
az-adrenolitycznych wzglgdem podtypoéw receptora a;, a to daje z kolei mozliwos¢

wyjasnienia mechanizmu ich korzystnego dzialania plejotropowego w ludzkim organizmie.

1.3. Leki blokujace receptory ai-adrenergiczne

Leki wykazujace wlasciwosci as-adrenolityczne dziataja hipotensyjnie poprzez
selektywne blokowanie postsynaptycznych receptorow aj-adrenergicznych w $cianie naczyn
krwionosnych. W wyniku ich blokady dochodzi do rozszerzenia tetniczek oporowych oraz
naczyn pojemnosciowych, a tym samym do spadku oporu obwodowego i ci$nienia tgtniczego
krwi. Jednocze$nie zachowana pozostaje czynno$¢ zlokalizowanych presynaptycznie
receptorOw oy, dzigki czemu nie dochodzi do wyraznego wzrostu poziomu amin
katecholowych. Opierajac si¢ na licznych badaniach biofunkcyjnych, radioreceptorowych,
atakze badaniach wykorzystujacych techniki inzynierii genetycznej oraz biologii
molekularnej stworzono aktualng klasyfikacje podtypow receptordw o, rozrdzniajaca podtyp
a1a, 04, 01p Oraz podtyp oy bedacy rodzajem receptora oza wystepujacego w odmiennym
stanie funkcjonalnym [45,46,47]. Podtypy receptora o; majg rozng gesto$¢ w poszczegdlnych
tkankach 1 narzadach, stad petnig specyficzne funkcje wynikajace z ich lokalizacji. Podtyp aia
wykazuje najwyzsza ekspresjc w obrgbie watroby, nieznacznie nizszag w obrgbie serca,
moézdzku i kory mézgowej. Podtyp aig wystepuje najliczniej w obregbie tkanek $ledziony,
nerek oraz moézgu plodu. Podtypu aip jest najwiecej W korze mozgowej, aorcie, a takze
pecherzu moczowym [48,49]. Czwarty podtyp, podtyp oi., wystepuje m.in. w ludzkiej
I szczurzej prostacie oraz nasieniowodach [50,51,52].

Skuteczno$¢ aj-adrenolitykow w terapii hipotensyjnej zostata potwierdzona w wielu
randomizowanych badaniach klinicznych [53,54], mimo to w zaleceniach Europejskiego
Towarzystwa Nadcis$nienia Tetniczego 1 Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego oraz
Polskiego Towarzystwa Nadci$nienia Tetniczego nie zostaly one zakwalifikowane jako leki
pierwszego rzutu w leczeniu nadci$nienia. Wplyw na wytyczne w duzym stopniu mialy
wyniki stynnego wicloosrodkowego badania klinicznego ALLHAT (ang. Antihypertensive
and Lipid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack Trial) [24]. Badanie to miato wykazac

czy najnowsze leki hipotensyjne, a mianowicie aj-adrenolityki, antagonisci wapnia
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I inhibitory ACE sg skuteczniejsze niz diuretyki, w zapobieganiu $miertelnym zdarzeniom
wiencowym i zawatom serca. Badanie z udzialem chorych leczonych doksazosyng zostato
wczesniej zakonczone, ze wzgledu na istotne zwigkszenie liczby powiklan w stosunku do
chorych otrzymujacych chlortalidon. W grupie z doksazosyna zaobserwowano wzrost o 25%
liczby epizodow sercowo-naczyniowych, zwigkszenie o 19% ryzyka udaru i 2-krotnie
czestszg hospitalizacje z powodu niewydolnosci krazenia. Pacjenci otrzymujacy doksazosyne
charakteryzowali si¢ nieco wyzszymi warto$ciami ci$nienia skurczowego w stosunku do tych,
ktorzy przyjmowali chlortalidon. W przypadku obu lekéw skuteczno$¢ w zapobieganiu
zawatom serca 1 zgonom byla zblizona. Po zakonczeniu eksperymentu pojawito si¢ wiele
watpliwosci dotyczacych shusznosci podjetych decyzji co do doksazosyny. Zarzucano
eksperymentatorom m.in. to, ze w badaniu ALLHAT nie zastosowana placebo. Dodatkowo
protokot badania dla osob zakwalifikowanych do grupy z doksazosyna wymagal naglego
odstawienia dotychczasowych lekow hipotensyjnych, co moglo spowodowaé wystapienie
dysfunkcji lewej komory, ktora wcze$niej byla maskowana stosowanym leczeniem.
W opozycji stawiano badania VHeFT-I (ang. Vasodilator-Heart Failure Trial ), ktore nie
wykazaty negatywnego wplywu aj-adrenolitykow na przebieg kliniczny niewydolnosci serca
[25]. W badaniu tym stosowanie prazosyny nie zmniejszylto, jak rowniez nie zwigkszyto
ryzyka zgonu chorych z niewydolnos$cia serca. W §wietle niniejszych argumentéw sugeruje
sig, ze warto przyjrze¢ si¢ ponownie az-adrenolitykom jako lekom hipotensyjnym, tym
bardziej ze wykazujg one wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne, przede wszystkim
korzystnie wplywajg na profil metaboliczny. W badaniach TOMHS (ang. Treatment of Mild
Hypertension Study) [26] i HALT (ang. Hypertension and Lipid Trial) [27] udowodniono,
ze obok skutecznos$ci hipotensyjnej, doksazosyna koryguje zaburzony profil lipidowy.

W licznych eksperymentach udokumentowano, ze doksazosyna istotnie statystycznie
obniza stezenia trojglicerydow, cholesterolu catkowitego, cholesterolu LDL, VLDL, glicerolu
i mleczan6éw, zwigkszajac stezenia frakcji cholesterolu HDL, a takze B-hydroksymaslanu [28].
Leki aj-adrenolityczne nasilajg usuwanie trojglicerydow z krwi poprzez uwrazliwienie
receptora LDL oraz zwigkszenie aktywnosci lipazy lipoproteinowej i acylotransferazy
lecytynowo-cholesterolowej. Ponadto wptywaja na transport cholesterolu przez makrofagi,
hamujac tym samym synteze kolagenu i komorek piankowatych w mig$niach gtadkich naczyn
[29]. Wykazuja réwniez korzystny wptyw na fibrynolizg, przeciwdziatajac agregacji plytek.
Efektem tych dziatan jest hamowanie procesu tworzenia i narastania blaszki miazdzycowe;.
Ponadto aj-adrenolityki poprawiaja wrazliwo$¢ tkanek na insuling i reguluja metabolizm

glukozy. Uwrazliwienie na insuling w przebiegu leczenia doksazosyna wynika z rozszerzenia
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drobnych naczyn oporowych oraz poprawy ukrwienia w tkankach obwodowych, co daje

w tych obszarach mozliwos¢ efektywniejszej interakcji insuliny i glukozy.

1.3.1. Rola a; - adrenolitykow w sercu

Narzadem, w ktorym warto podkresli¢ role receptorow aj-adrenergicznych jest serce.
W sercu wystepuja wszystkie podtypy receptora aj, natomiast ich 1lo$¢ jest rozna. Przewaza
podtyp aia, a w znikomej ilosci wystepuje podtyp aip [30,31]. W prawidlowo
funkcjonujgcym sercu, to receptory B-adrenergiczne odgrywaja kluczowa role, natomiast
W sytuacjach patologicznych, np. w przewlektej niewydolnosci serca w wyniku
kompensacyjnej nasilonej aktywnos$ci uktadu wspdlczulnego dochodzi do down regulacji
receptoroOw PB-adrenergicznych [32], wowczas to receptory aj-adrenergiczne przejmujg
czg$ciowo role inotropowa. W chorobach przebiegajacych z dysfunkcja kurczliwo$ci migsnia
sercowego wrazliwos¢ 1 gestos¢ receptorow aj-adrenergicznych pozostaje stata. Mechanizm
dziatania inotropowego poprzez receptory os-adrenergiczne nie jest w peilni poznany.
Prawdopodobnie dochodzi do wzrostu stezenia wewnatrzkomorkowych przekaznikow 1P3
i DAG, a tym samym zwigksza si¢ naptyw jonow wapniowych przez kanaty jonowe siateczki
sarkoplazmatycznej [32] i ro$nie sita skurczu migs$nia sercowego. Receptory az-adrenergiczne
maja tez swoj udzial w regulacji rytmu serca, szczegodlnie w niewydolno$ci serca,
niedokrwieniu i nastgpowej reperfuzji naczyn wiencowych. Dochodzi woéwczas do
wzmozone] impulsacji uktadu adrenergicznego oraz wzrostu poziomu IP3, ktory
w warunkach niedotlenienia mig$nia sercowego moze by¢ czynnikiem arytmogennym [33].
Ponadto w wyniku niedoboru tlenu dochodzi do zaburzen funkcjonowania kanatow
jonowych. Nastepuje blokada pradow potasowych, wydtuza si¢ czas repolaryzacji i zmniejsza
automatyzm we wioknach  Purkinjego [33]. To predysponuje do zaburzen
elektrofizjologicznych i prowadzi do arytmii. W tym wypadku, przy niedotlenionym sercu,
zastosowanie aj-adrenolitykow moze zwigkszy¢ potencjat arytmogenny [31], w efekcie
jednoczesnej blokady receptoréw oy W naczyniach i w sercu, co przyczynia si¢ do wystgpienia
odruchowej tachykardii i poteguje stymulacje adrenergiczng. Problem ten pokazuje jak istotne
jest odkrycie wysoce selektywnych zwigzkéw o powinowactwie do konkretnych podtypow
receptora ai. To skutkowaloby precyzyjnym dzialaniem na okreslony narzad, a takze
pomogtoby okresli¢ i wyjasni¢ rolg poszczegdlnych podtypdéw receptora ay w sercu i uktadzie

naczyniowym. Obok braku S$cisle selektywnych zwigzkéw pojawia si¢ tez problem
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z ekstrapolacja wynikéw otrzymanych w eksperymentach na zwierzgtach do organizmu
ludzkiego. Rozmieszczenie podtypow receptora o 1 ich ilo$¢ zdaje si¢ by¢ rdzna
U poszczegbdlnych gatunkdéw zwierzat oraz U czlowieka. Na podstawie licznych badan
eksperymentalnych mozna stwierdzié, ze gatunki takie jak szczur, kawia domowa, mysz,
krolik oraz Swinia maja duzo wyzsza niz czlowiek zwartos¢ receptorOw o1 W Sercu.
Najwyzsza gestoscig receptorow o w sercu odznacza si¢ szczur, u ktorego stwierdza si¢

okoto 5-krotnie wyzsze zaggszczenie w poroéwnaniu do innych gatunkow [34].

1.3.2. Rola a; - adrenolitykow w ukladzie naczyniowym

W regulacji napigcia migéni gladkich naczyn, prowadzacej do zmian oporu
naczyniowego i regulacji cisnienia tetniczego krwi najprawdopodobniej biorg udziat
wszystkie trzy podtypy receptora az-adrenergicznego. Badania eksperymentalne na
zwierzetach sugeruja, ze podtypy aaa | aip odpowiadaja za utrzymanie prawidlowego
ci$nienia krwi [35], natomiast podtyp ajg bierze udzial w odpowiedzi presyjnej wywotanej
wyrzutem amin katecholowych. U zwierzat pozbawionych gendéw dla receptorow aga i aip
ci$nienie tetnicze krwi jest istotnie statystycznie nizsze w poroOwnaniu do grupy zwierzat
pozbawionych gendéw dla receptora asg, wérod ktérych nie odnotowano zmian w zakresie
wartosci cisnienia tetniczego krwi [36, 37]. Przy zastosowaniu noradrenaliny i fenylefryny
w grupach zwierzat pozbawionych podtypow oia | oip wzrost cisnienia byl nizszy
W odniesieniu do zwierzat nie zmienionych genetycznie, posiadajacych wszystkie podtypy
receptora a;. W migsniowcee gladkiej oporowych naczyn krwionosnych szczeg6lnie licznie
wystepuje podtyp osg, ktory bierze udziat w obwodowej regulacji cisnienia tetniczego krwi.
Wyjasnia to dlaczego w przebiegu terapii zaburzen urologicznych nieselektywnymi
podtypowo lekami aj-adrenolitycznymi, jako dziatanie niepozadane, bardzo czesto wystepuje

hipotonia ortostatyczna.
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1.3.3. Rola a1 - adrenolitykow w ukladzie moczowo-plciowym

Jak juz wspomniano, leki aj-adrenolityczne, znalazly zastosowanie w schorzeniach
urologicznych u mezczyzn, przede wszystkim w zaburzeniach rozwijajacych si¢ na tle
fagodnego rozrostu gruczotu krokowego. Receptory a;a zlokalizowane sg gtownie w zrebie
gruczotu krokowego, natomiast mniej liczne receptory aip znajduja si¢ w mig$niowce szyi
pecherza moczowego 1w sterczowym odcinku cewki moczowej. W hipertroficznej tkance
stercza przewaga receptorow aya jest jeszcze wigksza niz w przypadku zdrowej prostaty.
W miesniowce gladkiej wypieracza pecherza moczowego, obok receptorow aia, wystepuja
W przewadze receptory oip, nie wystepuja natomiast receptory osg. Blokada receptora
aia-adrenergicznego obniza napigcie migsniowki gladkiej stercza oraz cewki moczowej,
co utatwia odplyw moczu i1 poprawia parametry urodynamiczne. Blokada receptora ajp
odpowiada natomiast za zmniejszenie napi¢cia i reaktywnos$ci mig¢snia wypieracza pecherza
moczowego, zmniejszajac tym samym uczucie parcia na pegcherz [38]. To thumaczy dlaczego
w zaburzeniach zwigzanych z tagodnym rozrostem prostaty znalazly zastosowanie
az-adrenolityki o preferencyjnosci wzgledem podtypdw receptora aya i 0ip.

Obecnie zarejestrowane w Polsce leki a;-adrenolityczne to: doksazosyna, terazosyna,
alfuzosyna, tamsulozyna oraz sylodozyna [39]. W niektorych krajach, m.in. w Japonii,
dostepny jest takze naftopidil. Trzy z pieciu zarejestrowanych aktualnie lekow
az-adrenolitycznych, tj. terazosyna, doksazosyna oraz alfuzosyna nalezg do $rodkéw
nieselektywnie blokujgcych wszystkie podtypy receptora as-adrenergicznego. Czwarty lek -
tamsulozyna, wykazuje 10-krotnie wigksza preferencyjnos¢ wigzania w stosunku do
receptorow oya I aip wzgledem podtypu aig. Alfuzosyna nie wykazuje preferencyjnosci
wigzania do konkretnego podtypu receptora oj-adrenergicznego, jednak w zakresie
stosowanych dawek cechuja si¢ urospecyficznoscig. Naftopidil oraz silodozyna to $rodki
wykazujace znacznego stopnia preferencyjnos¢ wzgledem podtypow receptora oy. Naftopidil
wykazuje 3-krotng preferencyjnos¢ wigzania podtypu a;p W odniesieniu do podtypu o;a Oraz
17-krotng w odniesieniu do podtypu asg [40]. Silodozyna przejawia 583-krotng i 56-krotng
preferencyjnos¢ wigzania receptoréw osa W odniesieniu do odpowiednio podtypow osg | aup

I jest zarazem najbardziej wybiodrcza substancja tego typu dostepna komercyjnie [41].
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1.3.4. Wskazania Kkliniczne dla a1 - adrenolitykow

Leki niewybiorcze podtypowo, tj. doksazosyna i terazosyna sg stosowane w terapii
nadcis$nienia samoistnego, nadcisnienia wspoltistniejagcego z tagodnym rozrostem gruczotu
krokowego lub nadci$nienia z zaburzeniami we¢glowodanowo-lipidowymi. Alfuzosyna,
naftopidyl, tamsulozyna i sylodozyna poprawiaja parametry urodynamiczne i ulatwiaja
mikcje. Prazosyna, bedaca prototypem selektywnych lekéw aj.adrenolitycznych, nie jest
obecnie stosowana U pacjentow. Poprzednio miata wskazania w terapii nadci$nienia
samoistnego, natomiast ze wzgledu na jej krotki czas dzialania i1 gwalttowne obnizanie
ci$nienia tgtniczego, czego efektem byly omdlenia i nagle zawroty glowy, zostata zastgpiona
przez nowsze, bezpieczniejsze w tym aspekcie aj-adrenolityki.

W tabeli ponizej przedstawiono dzialania niepozadane popularnych lekéw
az-adrenolitycznych dost¢pnych na rynku (tab. 6). Tabela wskazuje na pewne podobienstwo
poszczegblnych nieselektywnych antagonistow receptoréw as-adrenergicznych w zakresie
wywolywanych przez nie efektow niepozadanych. Pojawiajaca si¢ podczas ich stosowania
hipotonia oraz zawroty glowy sa najbardziej ucigzliwymi efektami niepozadanymi, ktore
zasadniczo wptywaja na tolerancje tej grupy lekow przez chorych. Niemniej jednak leki
blokujace receptory os-adrenergiczne sa na ogdt dobrze tolerowane, a czestos¢ dziatan
niepozadanych, ktore wywoluja, zalezy od selektywnosci wobec postsynaptycznych
receptorow a3. Dotychczasowe doswiadczenia kliniczne wskazuja, ze oj-adrenolityki sg
szczegoOlnie przydatne i cenne u chorych na nadci$nienie wspotlistniejace z zaburzeniami
lipidowymi, zespotem metabolicznym, tagodnym rozrostem prostaty, przewlekia obturacyjna

chorobg ptuc, miazdzycag zarostowa konczyn dolnych i niewydolnos$cig nerek.

Tabela 6. Zestawienie najczestszych dziatan niepozgdanych wynikajacych ze stosowania
poszczegdlnych lekéw aj-adrenolitycznych [28,39,40,41]

Lek | Terazosyna \ Doksazosyna \ Alfuzosyna ’ Tamsulozyna
Wiazane o . . _
receptory Q1A=01p= A1B 01A=01p= Q1B | 0l1a=0Q1p= Q1B 0l1a=0l1p> Q1B

e Astenia e Zawroty e Zawroty e Zaburzenia
e  Zawroty gtowy gtowy gtowy ejakulacji
e Sennosé e Zmeczenie | o Bodle glowy e  Zawroty glowy
Dziatania e Hipotonia e  Obrzeki e  Nudnosci e Infekcje
niepozadane e Obrzek btony obwodowe | ¢  Sucho$¢w e Bole gtowy
$luzowejnosa | ® Dusznosc ustach e Objawy
e  Zaburzenia e Hipotonia e Biegunka grypopodobne
wzwodu e Hipotonia
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1.4. Zwierzece modele nadci$nienia tetniczego

Badanie mechanizmow patogenetycznych nadcisnienia tgtniczego, a takze zwigzkow
ktére maja potencjalne dziatanie hipotensyjne 1 plejotropowe wymagaja dostepnosci
doswiadczalnych modeli zwierzgcych. Idealny do badan nadci$nienia model zwierzgcy,
powinien mie¢ podobng do cztowieka anatomie i fizjologi¢ uktadu sercowo-naczyniowego,
atakze w odpowiednio krotkim czasie dla eksperymentu, rozwija¢é powiktania
charakterystyczne dla nadci$nienia. Zaden gatunek nie moze konsekwentnie odpowiedzieé na
wszystkie te potrzeby, dlatego czesto typ doswiadczenia i inne ograniczenia dyktuja wybor
okreslonych modeli zwierzgcych. W zwiazku z tym, ze nadci$nienie to wieloczynnikowa
choroba, wrozwoju ktorej maja udzial czynniki genetyczne i $rodowiskowe, wsrod
zwierzecych modeli nadci$nienia t¢tniczego wyrdznia si¢ modele genetyczne i hie-genetyczne

(ryc. 3) [42,43,203].

naturalne
zroznicowanie wsrod
szczepow wsobnych

Fenotypowe Modele
Genetyczne

.SHR
—_—
enetyczne
genety Genotypowe Modele

Genetyczne
(np. transgeniczne myszy)

genetyczne
manipulacje

Modele zwierzece

Nadcisnienia
Tetniczego ingerencjaw
naczynia nerkowe
i/lub tkanki

Indukowane
operacyjnie

(np. 2K1C)
Modele
nie-genetyczne .
Endokronologiczne,

metaboliczne,
wywolywane dieta

+/- podtoze
genetyczne

Rycina 3. Schemat przedstawiajgcy podziat Modeli Zwierzecych Nadcisnienia Tetniczego
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1.4.1. Modele nie-genetyczne

W przeciwienstwie do nadci$nienia pierwotnego, w ktorym nie wykrywa si¢
jednoznacznej przyczyny podwyzszonych wartosci cisnienia krwi, wtorne nadci$nienie
tetnicze ma konkretng etiologi¢e. Sposréd wszystkich postaci nadci$nienia wtornego,
najczestszym jest nadci$nienie nerkopochodne, wystgpujace w przewlektych chorobach
nerek, np. w przewlektym kigbuszkowym zapaleniu nerek lub nadci$nienie naczyniowo-
nerkowe, spowodowane niedokrwieniem jednej lub obu nerek, w wyniku ktérego dochodzi do
zwezenia S$wiatla naczyn. Rzadszymi przyczynami nadci$nienia wtdrnego moga byc¢:
pierwotny nadmiar aldosteronu (pierwotny hiperaldosteronizm), kortyzolu oraz guz
chromochtonny rdzenia nadnerczy (pheochromocytoma), produkujacy w duzych ilo$ciach
katecholaminy. Kolejne przyczyny nadcisnienia tetniczego lezg u podioza zaburzen
hormonalnych, przede wszystkim zaburzen funkcji nadnerczy (guz chromochtonny, zespot
Cushinga, zespot Conna, zesp6l nadnerczowo-plciowy) oraz innych gruczotéw wydzielania
wewnetrznego. Nadci$nienie moga wywota¢ réwniez leki, m.in. doustne $rodki
antykoncepcyjne, niesteroidowe leki przeciwzapalne i glikokortykosteroidy.

Nie-genetyczne nadcis$nienie tetnicze doprowadzito do rozwoju bardzo uzytecznych
modeli doswiadczalnych, umozliwiajacych badanie wptywu indukowanego nadci$nienia na

zmiany narzgdowe u réznych gatunkéw zwierzat.

1.4.1.1. Nadcisnienie indukowane chirurgicznie

Dzigki pionierskim pracom Goldblatta i wsp. [42] w 1934 roku na rynek
wprowadzono pierwszy zwierzecy model nadci$nienia tetniczego, wywolany u psow.
Otrzymano go przez jednostronne zwezenie tetnicy nerkowej i nazwano modelem
wysokooporowego nadci$nienia 2K1C [44]. W krotkim czasie model ten zastosowano
u szczuréw [45], krolikow [46], $win [47], malp [48] | myszy [44]. W kolejnych latach
stworzono model, w ktorym dokonano nefrektomii nerki przeciwnej do t¢tnicy nerkowej, na
ktérej umieszczono klip, co poglebito konsekwencje zwegzenia tg¢tnicy nerkowej. Model
Z jedng nerka 1 klipsem na tetnicy nerkowej nazwano modelem nadci$nienia zaleznego od
objetosci 1K1C [12]. Obydwa modele, zarowno model 2K1C jak i 1K1C [49] wykazaly

wrazliwos¢ na diet¢ wysokosodowa, ograniczenie sodu ostabialo rozwoj nadci$nienia

36



tetniczego u mtodych szczuréw. Cisnienie skurczowe krwi byto rownie wysokie w modelu
2K1C, jak i w modelu 1K1C. W odniesieniu do zmian narzgdowych w modelu 1K1C szczury
miaty przero$ni¢ta lewa komore 1 prawidtowg aktywno$¢ reninowa osocza (PRA), podczas
gdy w modelu 2K1C PRA byta podwyzszona, a morfologia lewej komory w normie. W obu
przypadkach stwierdzono zaburzenie laminarnego przeptywu krwi, a takze dysfunkcje
srodbtonka, do  ktoérego przyczyniala si¢ aktywacja  oksydoreduktaz, m.in.
NAD(P)H-oksydazy oraz zmiany w dostgpnosci tlenku azotu i tym samym nasilanie stresu
oksydacyjnego.

Nadci$nienie nerkowe mozna rowniez uzyska¢ w wyniku koarktacji aorty [50].
Woéweczas klip na aorcie umieszcza si¢ powyzej tetnic nerkowych, co powoduje zmniejszony
doptyw krwi do nerek. To uruchamia szereg reakcji kompensacyjnych, m.in. pobudzenie
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron oraz uktadu wspoétczulnego, czego efektem jest
podwyzszenie ci$nienia krwi.

W 1939 r. Page [51] opracowal model nadci$nienia tg¢tniczego uzyskany przez
owijanie nerki w celofan lub jedwab. Prowadzito to do $r6dmigzszowego zapalenia nerki
| zmniejszenia jej masy. Model ten zastosowano u psow, kotow, krolikow i malp. W modelu
odnotowano zwigkszong aktywnosci uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS)
i endoteliny.

W modelach zwierzecych, podobnie jak u ludzi, zaobserwowano, ze w niektorych
przypadkach nadcis$nienie rozwija si¢ jako powiktanie po przebytym ciezkim kigbuszkowym
zapaleniu nerek lub $rodmigzszowym zapaleniu nerek [52]. Najczegsciej nosi wowczas

znamiona ztosliwego nadci$nienia tetniczego 1 jest oporne na dostgpne leczenie.

1.4.1.2. Nadcisnienie uwarunkowane endokrynologicznie, metabolicznie,
indukowane dietq

Najpopularniejszg ~ endokrynologiczng  metod¢  wywolywania  nadcis$nienia
wprowadzono ponad 60 lat temu, polega ona na indukcji nadci$nienia przy pomocy
mineralokortykoidow [53], szczegolnie deoksykortykosteronu (DOCA). U szczurdéw i psow
model nadci$nienia indukowanego deoksykortykosteronem wymaga dodatkowo usunigcia

nerki 1 diety bogatosodowej. Obok rozwijajacego si¢ nadci$nienia te¢tniczego dochodzi do
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charakterystycznych zmian: przerostu serca, zwigckszonej objetosci i pojemnosci minutowej,
dysfunkcji srodbtonka, stwardnienia ktebuszkdéw nerkowych oraz biatkomoczu [54].

W wyniku podawania glikokortykosteroidow, np. deksametazonu roéwniez mozna
wywota¢ nadcis$nienie tetnicze. Metode t¢ stosuje sig¢ Z powodzeniem u szczurdow i myszy [55]
[56]. Do wzrostu ci$nienia te¢tniczego krwi dochodzi w duzej mierze poprzez aktywacje
mechanizmow wolnorodnikowych.

Do wywolywania nadcis$nienia tetniczego stosowane sa takze przewlekte infuzje
sktadnikéw uktadu renina-angiotensyna. W 1965 r. McCubbin i wsp. wykazali [57], ze wlewy
angiotensyny I skutkuja powolnym i stopniowym wzrostem ci$nienia t¢tniczego.
W doswiadczeniu tym stwierdzono oprdocz narastajagcego nadci$nienia tgtniczego, remodeling
tetniczki doprowadzajacej 1 naczyn kigbuszka nerkowego, a takze zwigkszony poziom stresu
oksydacyjnego.

Wrodzona wrazliwo$¢ na s6l ma istotny wplyw na rozwo6j nadci$nienia tetniczego,
stad r6zne interwencje dietetyczne moga postuzy¢ do indukcji nadci$nienia, szczegdlnie jezeli
dieta bogatosodowa polaczona jest z odpowiednimi predyspozycjami genetycznymi. Dahl
i wsp. [58] wyizolowali szczepy szczurow sodowrazliwych, charakteryzujace si¢ wysokim
cisnieniem krwi 1 niskim t¢tnem. U szczurow tych nawet podczas diety o stosunkowo niskiej
zawartosci sodu (0,5% NaCl) wystepuje wzrost objetosci osocza, zwigkszona retencja sodu
i wody, zwiekszona aktywno$¢ wspotczulnego uktadu nerwowego oraz zmiany w migzszu
nerek. Wysoko-sodowa i wysoko-cholesterolowa dieta u szczuréw szczepu Dahl poglebia
uszkodzenie klebuszkéw nerkowych.

Nadcisnienie indukowane dieta mozna takze osiagnaé stosujac zywienie
wysoko-fruktozowe. Prowadzi ono do nadci$nienia wpdtistnejacego z insulinoopornoscia,
szczegblnie u szczuréw szczepéw Sprague-Dawley oraz Wistar — Kyoto [43].
Prawdopodobnie przyczynia si¢ do tego down-regulacja receptorow insuliny i up-regulacja
receptorOw  angiotensynowych typu 1 (AT;). Oprocz tego dieta wysoko-fruktozowa

wywoluje u szczurdw hipertrdjglicerydemig i sttuszczenie watroby.
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1.4.2. Modele genetyczne

Zsekwencjonowanie ludzkiego 1 mysiego genomu pozwolitlo na stworzenie modeli
transgenicznych oraz modeli z genami, ktére prawdopodobnie predysponuja do rozwoju
nadci$nienia 1 charakterystycznych jego powiktan.

Wyrézniamy dwie kategorie modeli genetycznych, modele oparte o fenotyp oraz
oparte o genotyp. Fenotypowe Modele Genetyczne wykorzystuja naturalne zrdéznicowanie
wsrod szczepow wsobnych i ich krzyzowek. Uzywa si¢ ich do badania poligenowosci
schorzenia i ustalenia, ktore geny odpowiadajg za rozwdj nadci$nienia [59]. Natomiast
Genotypowe Modele Genetyczne bazujg na zmianach zachodzacych w obrebie okreslonego
genu. Dzigki metodom inzynierii genetyczne] mozliwa jest izolacja konkretnego genu

i doprowadzenie do jego nadekspresji badz ablacji.

1.4.2.1. Fenotypowe Modele Genetyczne

Szczurzy Fenotypowy Model Genetyczny jest najczegsciej wykorzystywanym
modelem w badaniach nadcis$nienia i ma szczeg6lne znaczenie w badaniach nad poligenowym
podtozem tego schorzenia.

Rozwo6j homozygotycznych szczepow szczurdéw z nadcis$nieniem tetniczym osigga si¢
poprzez krycie rodzenstwa. W ten sposob otrzymuje si¢ selektywna hodowle zwierzat
wykazujacych zadany fenotyp. Szczury krzyzowane w pokrewienstwie to laboratoryjne
szczury nazwane szczepem Wistar. Szczep Wistar postuzyl do opracowania kolejnych
modeli: modelu SHR (ang. Spontaneously Hypertensive Rats) i SHRSP (ang. Stroke Prone
Rats). Modele te uzywane sa do badan nadci$nienia i chorob uktadu krazenia, chorob
metabolicznych, zaburzen nerek, opornoSci na insuling, hipertrdjglicerydemii,
hiperinsulinemii, hipercholesterolemii, udarow mozgu, nefropatii oraz osteoporozy [60].

Inne wazne modele uzyskiwane podobnymi technikami to modele sodowrazliwych
szczuro6w Dahl i Sabra. Badania przeprowadzone na szczurach Dahl umozliwily identyfikacjg
licznych loci, zlokalizowanych na chromosomach 1, 2, 3, 5, 7, 9, 10, 13 i 17. Prawdopodobnie
zawierajg one geny odpowiedzialne za wrazliwo$¢ na sod. Niestety nie udato si¢ okreslic,
ktore z tych loci sa $cisle zwigzane z opornoscig na diet¢ wysoko-sodowa, poniewaz

u szczuréw Dahl nawet przy ograniczonej podazy soli z wiekiem rozwija si¢ samoistne
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nadci$nienie tetnicze. W innych modelach eksperymentalnych potencjalne geny
odpowiedzialne za sodowrazliwo$¢ byly umiejscowione na wielu odmiennych loci,
co sugeruje duza heterogenno$¢ cechy. Kolejnym modelem nadci$nienia zwigzanego
z sodowrazliwoscig staly si¢ szczury Sabra [61]. W tym modelu genetycznie uwarunkowane
nadcis$nienie te¢tnicze ujawnia si¢ wylgcznie w warunkach obcigzenia sodem, za$ przy
ograniczeniu podazy sodu nie zostaje wywotane.

Wiele modeli zwierzgcych bardzo dobrze nasladuje ludzka posta¢ nadci$nienia.
Szczegblnie istotne z medycznego punktu widzenia s3 modele ze wspoOlistniejagcymi
schorzeniami, na przyklad cukrzycg typu II. Poprzez wielopokoleniowe kojarzenie wsobne
otrzymano szczepy Sprague-Dawley [62], Zucker i Wistar-fatty [63], u ktorych wystepuje
sktonno$¢ do otylosci, a takze cukrzycy typu II.

W wigkszosci Fenotypowych Modeli Genetycznych nadci$nienie wigze si¢
Z powaznymi zmianami narzagdowymi, przerostem mig¢snia sercowego, dysfunkcja §rodbtonka
oraz zaburzeniami w funkcjonowaniu watroby 1 nerek. Czesto obserwowany jest biatkomocz
i spadek Kklirensu kreatyniny. Wyniki zalezg od uzytego szczepu szczurdéw, podloza
genetycznego, a nawet r6znic wewnatrzgatunkowych. Przypuszcza si¢ np., ze szczury Dahl s3
bardziej podatne na cig¢zka niewydolno$¢ serca i niewydolno$¢ nerek niz szczury SHR, ktore
z kolei moga rozwinag¢ wyzsze wartosci cisnienia krwi. Nalezy tez pamigta¢, ze w modelach
zwierzecych, w odroznieniu od pacjentdow z nadci$nieniem rzadko dochodzi do ciezkich
powiktan, takich jak miazdzyca, zawal serca, te¢tniak, udar moézgu czy schytkowa
niewydolnosci serca. Wynika to oczywiscie z roéznic miedzygatunkowych, ale i z faktu,
1z czas ekspozycji na podwyzszone cisnienie krwi u zwierzat jest znacznie krotszy niz u ludzi

I nie towarzyszg mu liczne schorzenia dodatkowe.

1.4.2.2. Genotypowe Modele Genetyczne

Na podstawie badan molekularnych wskazano geny podatnosci na nadci$nienie.
Zidentyfikowano mutacje w kilku genach, wptywajacych m.in. na krazenie krwi, receptory
dla mineralokortykoidow i nerkowe kanaly jonowe. Przyjmuje si¢, ze okoto 40% zmienno$ci
nadci$nienia w populacji moze by¢ determinowane dziataniem produktéw okreslonych
gendw. Wyodrebniono tez kilka rzadko wystepujacych postaci nadci$nienia tgtniczego,

wywolanych mutacjami pojedynczych gendéw, co wskazuje, ze u podioza nadci$nienia moze
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leze¢ mutacja w pojedynczym genie. Do najwazniejszych, pojawiajacych si¢ sporadycznie
postaci nadcisnienia o zbadanym podtozu monogenowym nalezg: hiperaldosteronizm
(podatny na leczenie glikokortykosteroidami), zespdt Liddle'a (zespot pozornego nadmiaru
mineralokortykosteroidow), zesp6t Gordona oraz nadcisnienie z brachydaktylia.

Badania inzynierii genetycznej i stworzenie Genotypowych Modeli Genetycznych
przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia genetycznego podiloza nadcisnienia. Poznanie
struktury genow kontrolujacych peptydy i1 receptory zwigzane z regulacja ci$nienia krwi,
pomogly wyjasni¢ role specyficznych mechanizméw biorgcych udzial w patogenezie tego
schorzenia. Techniki inZynierii genetycznej byly wyprobowane na kilku gatunkach, sposrod
ktorych najbardziej odpowiednie okazaty si¢ myszy i staly si¢ powszechnie uzywane przez
naukowcow [64].

W wyniku bezposredniej ingerencji w struktur¢ genomu uzyskano dwa modele
zwierzgce, model transgeniczny 1 model knock-out. Model transgeniczny (z nadekspresja
genu) to model obrazujagcy wpltyw nadmiernego wytwarzania reniny. Powstal poprzez
wprowadzenie do genomu szczura genu Ren-2 myszy, odpowiedzialnego za synteze reniny.
W modelu knock-out wyeliminowano ekspresj¢ gendéw odpowiedzialnych za synteze
substancji wazoaktywnych.

U transgenicznych szczurow z Ren-2 wykazano wystepowanie ztosliwego
nadci$nienia tg¢tniczego oraz zwigkszenie ekspresji reniny. Duze stgzenie angiotensyny Il
odnotowano w sercu, nadnerczach i1 miocytach naczyniowych, pomimo niskiego stezenia
angiotensyny 1l w surowicy krwi [65]. Wyniki tych badan podkreslaja znaczaca rolg
tkankowych uktadow RAAS w powstawaniu nadcisnienia tetniczego.

Delecja genu kodujacego angiotensynogen u zwierzat manifestuje si¢ spadkiem
systemowego cis$nienia tetniczego, duza $miertelno$cia pourodzeniowa oraz zmianami
naczyniowymi nerek u zwierzat dozywajacych wieku dorostego. Myszy pozbawione genu dla
ACE-1 wykazuja niskie cis$nienie tetnicze, uposledzenie zaggszczania moczu, zanik rdzenia
i brodawek nerkowych, zgrubienie naczyn nerkowych i poszerzenie kielichow nerkowych.
Zwierzeta pozbawione genu dla ACE-2 charakteryzuja si¢ normalng budowa nerek, chociaz
stwierdza si¢ pogrubienie $cian naczyn nerkowych [66]. Zarowno delecji genu ACE-1 jak
i ACE-2 towarzyszy wzrost kaliemii. Delecja genu kodujacego receptor AT przyczynia si¢
do niskiego ci$nienia tetniczego 1 wysokiej aktywno$ci reninowej osocza. Podanie
angiotensyny II takim zwierzetom nie powoduje spodziewanego wzrostu cisnienia te¢tniczego.

Wyniki badan genetycznych odnoszacych si¢ do delecji lub nadekspresji gendéw

kodujacych poszczegdlne ogniwa uktadu renina-angiotensyna-aldosteron potwierdzajg istotng
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role tego ukladu w regulacji ci$nienia tg¢tniczego i gospodarce wodnoelektrolitowej oraz

kwasowo-zasadowe;j.

1.4.3. Leki hipotensyjne w poszczegolnych modelach
nadcisnienia

W oparciu o liczne prace mozna wnioskowaé, ze model szczura ze spontanicznym
nadci$nieniem tetniczym SHR, jak dotad jest najczgsciej uzywanym modelem zwierzgcym.
Pozostate szczurze modele sg rzadziej stosowane, chociaz jak wykazaly badania [50],
wystepujg istotne réznice pomig¢dzy poszczegolnymi modelami 1 przygotowujac eksperyment
warto wzig¢ pod rozwage mozliwosci jakie oferuja poszczegolne z nich. W kazdym z modeli
zakwalifikowanych do poroéwnania (tab. 7) rozwija si¢ nadci$nienie tetnicze i wystepuje
przerost migsnia sercowego, natomiast znaczgce zmiany narzadowe, m.in. niewydolnos¢
serca, udar mozgu, niewydolnos$¢ nerek obecne sg tylko w niektorych modelach. Istotnym jest
fakt, ze efekty lekow hipotensyjnych w poszczegdlnych modelach réznig si¢ od siebie
(tab. 7). Powszechny jest poglad, ze leki ktore skutecznie obnizajg ci$nienie, zapobiegaja
réwniez uszkodzeniu narzadow. Wystepuja tu jednak pewne rozbieznosci, np. hydralazyna,
ktora efektywnie obniza nadcisnienie w modelu SHR, nie przeciwdziata przerostowi mi¢$nia
sercowego. Tak wigc lek obnizajacy ci$nienie krwi nie gwarantuje skutecznej ochrony przed
uszkodzeniem narzadowym. Pewne niejasnosci wystepuja rowniez w odniesieniu do
B-blokerow. Niektore badania dowodzg ich niskiej skutecznosci, podczas gdy inne
potwierdzaja efekt hipotensyjny metoprololu 1 jego dzialanie na zmniejszenie masy serca.
Sugeruje si¢ takze, ze inhibitory ACE wykazuja duzo mniejszg skuteczno$¢ w modelach Dahl
i DOCA w przeciwienstwie do modeli SHR, 2K1C, TGR(mRen2)27. Natomiast antagonisci
endoteliny wykazuja pozytywny efekt w modelach SHR, 2K1C, TGR(mRen2)27 i brak
dziatania w modelach Dahl i DOCA.

Niestety niewystarczajaca ilos¢ badan bezposrednio poréwnujacych wszystkie klasy
lekow hipotensyjnych w kazdym z obecnych modeli, uniemozliwia wykonanie kompletnego

zestawienia 1 utrudnia jednoznaczng interpretacje.
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Tabela 7. Efekty dziatania lekéw hipotensyjnych w modelach zwierzecych

Modele Wptyw na:

nadcisnienia
nadcisnienie przerost niewydolnos¢ biatkomocs L'Isgkodzenie

m. sercowego serca srodbtonka
A+ A+ A+ A+ A+
B - B + B+
C+ C+ C+? C+
D - D - E +/- E+ D-?
E-
F+ F- F- F -
A- A - A - A-
B-
C+ C+ C+
D+ D+
E+ E+
F+ F-
A+ A+
B - B -
C+ C+
D-?
E-
F+ F-

TGR(mRen2)27' Kol A+ A+
B - B - B -
C- C-

F- F- F-
A+ A+ A +/-

B +/- B -

C- C- C-

D+ D - D - D+
E +? E -

F+ F+

1’Transgeniczny szczur z nadekspresjg genu Ren2 pochodzacego od myszy

+” _efekt ochronny, ,-” brak efektu

Y72

A= inhibitory ACE/RAAS,

B = B-blokery,

C = antagonisci wapnia,

D = diuretyki,

E = antagonisci endoteliny,

F = leki rozszerzajace tetniczki o dziataniu bezposrednim
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Zwierzgce modele nadci$nienia tetniczego, ze wzgledu na ich mnogosé
I zroznicowane, daja wiele mozliwosci badaczom pod katem swojej specyfiki prac
naukowych. Niemniej jednak nie nalezy zapomina¢ o rozwaznym podejsciu do wynikow
badan przeprowadzanych na zwierzgtach, poniewaz nie maja one jednoznacznego przetozenia
na organizm ludzki. Ponadto niejednokrotnie wybdr modelu zwierzgcego istotnie rzutuje na
uzyskiwane efekty, szczegolnie przy badaniach chorob wiceloczynnikowych o poligenicznym

charakterze.

1.5. Podsumowanie

Obszernos¢ zgromadzonej dotychczas wiedzy na temat prawdopodobnych przyczyn
rozwoju nadcis$nienia tetniczego, nie znajduje odzwierciedlenia w liczbie mozliwosci
jego skutecznej  farmakoterapii, szczegélnie w obszarze zapobiegania zmianom
naczyniowo-narzadowym, a po ich zaistnieniu, w mozliwosciach przywracania zaburzonych
funkcji. Brak odpowiedniego postgpowania terapeutycznego w tym zakresie, powoduje
nieustanne poszukiwania nowych selektywnych struktur chemicznych o potencjalnie wyzszej
skutecznos$ci terapeutyczne;j.

Pewne nadzieje na przyszto§¢ pokladane sg3 W nowoczesnych narzedziach
diagnostycznych z dziedziny biologii molekularnej. Od kilku lat dzigki metodom tak zwanego
wysoce przepustowego genotypowania (ang. high-throughput genotyping), poznaje si¢
zmiennosci catego genomu w ksztattowaniu podatnosci na rézne choroby m.in. nadcisnienie
tetniczego 1 predyspozycje do powstawania powiktan narzadowych [205,206]. Aktualnie
trwajg proby zglebienia dziedzicznych mechanizméw warunkujacych — skuteczno$¢
I bezpieczenstwo terapii hipotensyjnej. Sukces tego typu badan datby szanse¢ na adekwatny
wybor leku dla chorego, ktory zapewnitby osiaggnigcie maksymalnego efektu terapeutycznego
przy braku dziatan ubocznych. To innowacyjna czg$¢ badan zwigzana z najnowszymi
technikami molekularnymi, ktéra w pewnym stopniu mogtaby zastapi¢ obarczone duzymi

ograniczeniami modele zwierzece nadcis$nienia tetniczego.
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II. CELPRACY

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci hipotensyjnej i wlasciwosci
plejotropowych zwigzkéw po podawaniu przewleklym w wybranym modelu nadci$nienia
tetniczego. Badaniami objeto siedem zwigzkow, wykazujacych aktywno$¢ aj-adrenolityczna,

nalezacych do dwéch odrebnych pod wzgledem struktury chemicznej grup:

v Grupa I:
MH-2
MH-3 pochodne ksantonu
MH-99
v' Grupa ll:
EP-46
EP-47
EP-49
EP-58

pochodne pirolidyn-2-onu

Zasadniczy przedmiot rozprawy doktorskiej, wymagat walidacji kilku wybranych
modeli zwierzgcych nadci$nienia tetniczego, a mianowicie modelu DEX, modelu DOCA,
modelu FRU, modelu L-NAME, dla wyselekcjonowania tego, ktory najpetniej pozwolitby

okresli¢ plejotropowe cechy badanych zwigzkow.

Dla oceny wiasciwosci analizowanych zwigzkow oraz zwigzku referencyjnego —
prazosyny, podawanych przewlekle po indukcji nadci$nienia t¢tniczego wg wybranego

modelu, oznaczono ich wplyw na:

ci$nienie tetnicze

funkcje rozkurczowe aorty

profil lipidowy

profil weglowodanowy

parametry stresu oksydacyjnego

stezenie azotandw(IIl) oraz azotanow(V)

poziom wybranych biomarkerow krazeniowych (ADMA, VEGF)

NS N N N N W NN

wewnetrzng transdukcje sygnatu w komodrkach z ekspresja ludzkich receptorow

aza, 01 | axp-adrenergicznych
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II. WZORY, NAZWY CHEMICZNE I SYMBOLE BADANYCH ZWIAZKOW

1. MH-99 (R,S); MH-2 (R-(+)); MH-3 (S-(-)):
Dichlorowodorek 4-{3-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyno]-2-hydroksypropoksy }ksantonu

O

A oY

@)
CH,
x 2HCI

~

2. EP-46:
1-(3-(4-(2-etoksyfenylo)piperazyn-1-ylo)propylo)pirolidyn-2-on

3. EP-4T:
1-(3-(4-(o-tolilo)piperazyn-1-ylo)propylo)pirolidyn-2-on
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4. EP-49:
1-(3-(4-(3-chlorofenylo)piperazyn-1-ylo)propylo)pirolidyn-2-on

Cl

5. EP-58:
1-(3-(4-(3-hydroksyfenylo)piperazyn-1-ylo)2-hydroksypropylo)pirolidyn-2-on

6. Prazosyna:

Chlorowodorek 1-(4-amino-6,7-dimetoksy-2-hinazolinylo)-4-(2-furanylokarbonylo)-
piperazyny

X HCI
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IV. MATERIALY I ODCZYNNIKI

4.1. Badane zwiazki

Obiektem badan jest siedem zwigzkéw o wlasciwosciach az-adrenolitycznych,
nalezacych do dwoéch odrebnych grup pod wzgledem budowy chemicznej, a mianowicie
pochodnych ksantonu oraz pochodnych pirolidyn-2-onu. Syntez¢ pochodnych ksantonu
przeprowadzono w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM pod kierunkiem prof. dr hab. Henryka Marony. Pochodne
pirolidyn-2-onu zostaty zsyntetyzowane przez dr hab. Katarzyn¢ Kulig, prof. UJ w Zaktadzie
Fizykochemicznej Analizy Leku Katedry Chemii Farmaceutycznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ CM pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Malawskiej. Wzory, nazwy

chemiczne oraz symbole badanych struktur przedstawiono w rozdziale I11.

4.2. ZwiazKi odniesienia

Jako zwigzek referencyjny uzyto dostepnej komercyjnie prazosyny, ktoéra jest
prototypem selektywnych lekéw ay-adrenolitycznych. Wzor oraz nazwe chemiczng zwigzku

przedstawiono w rozdziale Ill.

4.3. Stosowane leki i odczynniki

1,1°,3,3’-tetraoksypropan (Sigma-Aldrich)

[*H]-CGP-12177 (aktywno$¢ specyficzna 30 Ci/mmol, Perkin-Elmer)
[*H]-Klonidyna (aktywnos¢ specyficzna 70.5 Ci/mmol, Perkin-Elmer)
[*H]-Prazosyna (aktywno$¢ specyficzna 85 Ci/mmol, Perkin-Elmer)
Adrenalina (Sigma-Aldrich)

Bufor fosforanowy (P.O.Ch.)

Bufor octanowy (P.O.Ch.)

AN NNV N N NN

Butylowany hydroksytoluen (Sigma-Aldrich)
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CDNB (Sigma-Aldrich)

Chlorek magnezu (Magnesii chloridum — P.O.Ch.)
Chlorek potasu (Kalii chloridum —P.O.Ch.)

Chlorek sodu (Natrii chloridum — P.O.Ch.)

Chlorek wapnia (Calcii chloridum — P.O.Ch.)

Chlorek zelaza (II) (P.O.Ch)

Deksametazon (Dexaven — Polfa S.A.)

Diwodorofosforan sodu (P.O.Ch.)

DMEM z GlutaMAX (Invitrogen)

DMSO (dimetylosulfotlenek — Sigma-Aldrich)
Doksazosyna (Doxazosin mesylate - Sigma-Aldrich)
Dwutlenek wegla (CO, 100%, Linde Gaz Polska)
Dwuwodorofosforan potasu (P.O.Ch.)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid — Sigma-Aldrich)
FBS (Fetal bovine serum dialized — Invitrogen)
Fentolamina (Phentolamine hydrochloride — Sigma-Aldrich)
Fenylefryna (Phenylephrine — Sigma-Aldrich)

Fruktoza (P.O.Ch.)

Glukoza bezwodna (D-(+)-Glukoza bezwodna — P.O.Ch.)
Glutation zredukowany (Sigma-Aldrich)

Heparyna (Heparyn sodium inj. 25000 j.m./ml — Polfa S.A.)
HEPES 1M, pH = 7.3 (Invitrogen)

Karbogen (95% O, i 5% CO, — Linde Gaz Polska)

Kolenterazyna (Colenterazine — Sigma-Aldrich)

Komercyjne zestawy odczynnikowe (BioMaxima): cholesterol catkowity, HDL, LDL ,

Trojglicerydy, Glukoza

Komercyjne zestawy odczynnikowe (MyBioSource): ADMA, VEGF

Kwas askorbinowy (L-ascorbic acid — Sigma-Aldrich)

Kwas chlorowodorowy (P.O.Ch.)

Kwas octowy (P.0.Ch.)

Kwas solny (P.O.Ch.)

Kwas tiobarbiturowy (P.O.Ch.)

Kwas trichlorooctowy (P.O.Ch.)

L-NAME (Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride — Sigma-Aldrich)
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NADPH (Sigma-Aldrich)

Nadtlenek wodoru (Chempur)

NEAA (Non-essential amino acids — Invitrogen)

Octan deoksykortykosteronu (Sigma-Aldrich)

Odczynnik do oznaczenia zawarto$ci cholesterolu (BioMaxima)
Odczynnik Folin-Ciocalteau’a (P.O.Ch.)

Odczynnik R1 — bufor (Biolabo)

Odczynnik R2 — enzymy (Biolabo)

Penicillin/Streptomycin (Antybiotyki — Invitrogen)
Pirogronian sodu (Sigma-Aldrich)

Plyn scyntylacyjny Ultima Gold MV (Perkin-Elmer)
Prazosyna (Prazosin hydrochloride — Sigma-Aldrich)
Reduktaza glutationowa (Sigma-Aldrich)

Siarczan magnezu (Magnezu siarczan bezwodny — P.0.Ch.)
Siarczan miedzi (I1) (P.O.Ch.)

Tamsulozyna (Tamsulosin hydrochloride — Sigma-Aldrich)
Terazosyna (Terazosin hydrochloride — Sigma-Aldrich)
Tiopental (Thiopentalum natricum — Sandoz GmgH)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethane — Sigma-Aldrich)
Tween 80 (Serva)

Weglan sodu (Natrii carbonas — P.O.Ch.)

Winian sodowo-potasowy (P.O.Ch.)

Woda do iniekcji (Aqua pro injectione inj. 10 ml - Polpharma)
Wodorofosforan disodu (P.O.Ch.)

Wodorotlenek sodu (P.O.Ch.)

Wodoroweglan sodu (Natrii hydrocarbonas — P.O.Ch.)
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4.4. Zwierzeta

Badania przeprowadzono na szczurach szczepu Wistar (samce), pochodzacych ze
Zwierzgtarni Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. Poczatkowa masa ciata szczurow
wynosita 180 + 20 g. Pomieszczenia, w ktorych znajdowaly si¢ szczury, mialy stalg
temperature 22 + 2°C. Byly to pomieszczenia bez dostepu $wiatta dziennego, 0 automatycznie
zmieniajacym si¢ cyklu dzien/noc (co 12 godzin, 100-250 lukséw), o wilgotnosci wzglednej
65-75%, klimatyzowane.

Wszystkie procedury na zwierzetach zostalty wykonane zgodnie z protokotem
eksperymentu i obowiazujacymi rekomendacjami o traktowaniu zwierzat laboratoryjnych na
podstawie Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia
2010 r. w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych.

Na przeprowadzenie eksperymentu uzyskano zgode | Lokalnej Komisji Etycznej

ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie (zgoda nr 147/2013).

4.5. Material biologiczny

v" Komorki: ADRA1TA CHO-K1 DA Perkin Elmer®
v" Komorki: Human Adrenergic oigReceptor AequoScreen Frozen Cells Perkin Elmer®

v" Komorki: Human Adrenergic aipReceptor AequoScreen Frozen Cells Perkin Elmer®

4.6. Aparatura

v Aparat do nieinwazyjnego pomiaru ci$nienia tetniczego krwi u matych zwierzat
LE5007 Automatic Blood Pressure Computer (Panlab S.L. Harvard Apparatus)
Automatyczna cieplarka i skaner LE 5650/6 (Panlab S.L. Harvard Apparatus)
Cieplarka CL-65 (Elcon)

Cieplarka Thermoblock TB-941T (JW Electronic)

Czytnik mikroptytek ELISA RT2100c (Rayto)

Czytnik multidentyfikacyjny FLUOstar OPTIMA S/N 413-3805 (BMG Labtech)
Filtry GF/C (Perkin-Elmer)

Homogenizator ULTRA TURRAX T25 basic (IKA Labortechnik)

Inkubator Smart Cell HF90 (Heal Force)

NN N N NN
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Komora z laminarnym nawiewem powietrza HERASAFE KS 12 (Thermo Scientific)
Laznia wodna ET basic (YellowLine)

Miniwirowka MCF-2360 (Omnilab)

Myjka ultradzwigkowa Sonic-3 (Polsonic)

Oprogramowanie komputerowe GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.)

Plytki inkubacyjne 384-dotkowe z czarnymi S$ciankami i1 przezroczystym dnem
(Millipore Sp. 2 0. 0.)

Ptytki inkubacyjne MAFCNOB 10 (Millipore Sp. Z O. O.)

Probowki okragtodenne z korkiem 7 ml (Equimed)

Probowki reakcyjne z korkiem gumowym (Equimed)

Vortex Lab Dancer Vario (Yellowline)

Wiréwka MPW-260R Centrifuge (MPW Med. Instruments)

Wiré6wka MPW-340 Centrifuge (MPW Med. Instruments)

Wiréwka MPW-375 (MPW Med. Instruments)

Zacisk tetnicy wiencowej (Harvard Apparatus)

Zestaw do badania narzadow izolowanych DMT Tissue Organ Bath System —
750 TOBS

4.7. Obliczenia statystyczne

Wyniki przedstawiono jako $rednie pomiarow + btad standardowy S$redniej (= SEM).

Przy poréwnaniu wartosci Srednich dla dwoch roznych grup stosowano test t-Studenta,
natomiast przy poréwnaniu kilku r6znych grup badanych oraz wartosci $rednich, zastosowano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA, poszerzong o procedure poréwnan
wielokrotnych wedlug testu Dunnett’a. Roznice $rednich uznawano za znamienng

statystycznie przy poziomie istotno$ci p <0,05.

Do opracowania wynikéw wykorzystano program komputerowy GraphPad Prism 5.0.

Wplyw wyidukowanego nadcis$nienia tgtniczego na $rddblonek aorty oceniono przy

uzyciu programu komputerowego LabChart 7 Pro.
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V. METODYKA

5.1. Walidacja modeli zwierzecych nadcisnienia tetniczego

5.1.1. Indukcja nadcisnienia tetniczego w zwierzecych modelach
doswiadczalnych

Szczury podzielono losowo na 8 grup, po 6 osobnikéw w kazdej z nich. Grupy
oznaczono kolejno numerami rzymskimi I, II, 111, 1V, V, VI, VII, VIII. Szczury w grupach
I, 111, V, VII zostaty zakwalifikowane jako kontrola zgodnie z protokolem badawczym: grupa
| - kontrola dla modelu z deksametazonem, grupa Il — kontrola dla modelu z octanem
deoksykortykosteronu, grupa V — kontrola dla modelu fruktozowego, grupa VII — kontrola dla
modelu L-NAME. Szczury w grupach oznaczonych numerami II, IV, VI, VIII mialy
indukowane nadci$nienie tetnicze, przy zastosowaniu odpowiednio: w grupie Il -
deksametazonu (model DEX), w grupie IV — octanu deoksykortykosteronu i roztworu NaCl
(model DOCA), w grupie VI — diety wysokofruktozowej (model FRU), w grupie VIII — estru
metylowego Nw-Nitro-L-argininy (L-NAME).

W kazdej z grup prowadzono pomiary ci$nienia za pomocg aparatu do nieinwazyjnego
pomiaru cis$nienia krwi u gryzoni - LE 5007 Panlab Harvard Apparatus. W tym celu przez
okres 7 dni oswajano szczury z dotykiem ludzkiej rgki i przyzwyczajano je do tub
pomiarowych. Pomiar ci$nienia odbywat si¢ zgodnie z metoda NIBP (ang. Non-Invasive
Blood Pressure), opierajaca si¢ na technice mankietowej stosowanej do pomiaru ci$nienia
tetniczego krwi u ludzi. Aparat LE 5007 wyposazony jest w mankiet do zamykania przeptywu
krwi oraz czujnik pulsu umozliwiajacy $ledzenie tetna. Pomiar ciSnienia t¢tniczego
wykonywano w oparciu 0 pomiar pulsu na t¢tnicy ogonowej szczurdw, ktore umieszczone
byty w specjalnych tubach pomiarowych. Warto$ci skurczowego i rozkurczowego cisnienia
tetniczego krwi byly wizualizowane w czasie rzeczywistym na cyfrowym wyswietlaczu
jednostki rejestrujace;.

Pomiar ci$nienia przeprowadzano miedzy godzing 10:00 a 13:00. Dla kazdego
z osobnikow na jedng sesje pomiarowg przypadal 5-krotny odczyt cisnienia skurczowego
i rozkurczowego krwi, na podstawie ktorego wyliczano $rednig arytmetyczng. W razie
trudno$ci z odczytem, np. brak zapisu ci$nienia rozkurczowego lub warto$¢ ci$nienia

skurczowego przekraczajaca 200 mmHg pomiar odrzucano i powtarzano. W trosce
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0 dobrostan zwierzat maksymalna dozwolona liczba powtdrzen wynosita 3 powtdrzenia.

Szczury na zakonczenie kazdej sesji pomiarowej byty wazone, w celu kontroli masy ciata.

5.1.1.1. Model DEX

Szczury w grupie nr I i II otrzymywaty w dowolnych ilo$ciach standardowa pasza
granulowang dla matych zwierzat laboratoryjnych oraz wod¢ do picia ze skalowanych
poidetek, ktore znajdowaly si¢ na wieku klatek.

Zwierze¢ta w grupie nr | otrzymywaly podskérnie 0,9% roztwor NaCl w objetosci
1 ml/ kg m.c. Zwierz¢ta w grupie nr II otrzymywaty podskérnie roztwor deksametazonu
w soli fizjologicznej w dawce 10 pg/kg m.c. codziennie przez okres 14 dni. Iniekcje
odbywaly si¢ pomigdzy godzing 13:00 a 14:00 [67,68].

5.1.1.2. Model DOCA

Szczury w grupie nr III i IV mialy nieograniczony dostep do standardowej paszy
granulowanej dla malych zwierzat laboratoryjnych. Szczury w grupie nr III do picia
otrzymywaly wode, natomiast szczury w grupie nr IV 1% roztwor NaCl w dowolnych
ilosciach.

Zwierzeta w grupie nr III otrzymywaly podskornie oliwg z oliwek w objetosci
1 ml/kg m.c. Zwierzeta w grupie nr IV otrzymywaty podskornie octan deoksykortykosteronu,
zawieszony w oliwie z oliwek w dawce 50 mg/kg m.c., 2 razy w tygodniu przez okres

6 tygodni. Iniekcje odbywaly si¢ pomiedzy godzing 13:00 a 14:00 [69,70].

5.1.1.3. Model FRU

Szczury w grupie nr V 1 VI mialy nieograniczony dostep do standardowej paszy
granulowanej dla matych zwierzat laboratoryjnych. Szczury w grupie nr V do picia
otrzymywaty wode, natomiast szczury w grupie nr VI 10% roztwor fruktozy w dowolnych
ilosciach przez okres 8 tygodni. W obydwu grupach prowadzono pomiar ilo$ci spozytej

karmy oraz kontrole objetosci wypitego ptynu (tab. 8) [71] [72].
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Tabela 8. Kontrola spozycia karmy, wody oraz 10% roztworu fruktozy przez szczury
modelu fruktozowego (Model FRU)

Szczury normotensyjne

Szczury hipertensyjne

Dzien Grupa V Grupa VI
eksperymentu | Karma [g] Woda [ml] Karma [g] Roztwér fruktozy [ml]
Masa Réznica |Objetos¢ | Réznica | Masa Réznica | Objetos¢ | Roznica
1 400 500 400 500
175 360
325 140
2 230 210
>00 190 600 400
3 170 310 190 200
400 700 400 1200
- 100 300 115 585 0 400 220 980
500 800 600 1200
; 140 360 150 650 135 465 150 1050
400 600 500 900
o 137 263 170 430 183 317 150 750
500 600 500 900
5 268 232 155 445 205 295 170 730
500 600 500 900
. 178 322 150 450 150 350 30 870
500 600 500 1000
- 205 295 570 380 175 325 590 710
700 800 800 1300
. 340 360 590 510 590 510 500 1100
500 600 500 1000
. 300 200 70 330 110 390 200 800
700 800 800 1300
e 317 383 510 590 56 544 300 1000
500 600 500 1000
- 375 175 510 390 120 380 555 745
500 600 500 1000
s 313 187 320 280 117 383 310 690
700 800 800 1300
- 202 298 160 640 222 578 100 1200
800 1200 1000 1800
o -95 505 420 780 210 790 290 1510
700 800 800 1300
N 370 330 185 615 240 560 300 1000
500 600 500 1000
- 290 210 19t 405 100 400 210 790
800 1500 1000 1800
s 340 460 570 930 195 805 350 1450
800 1200 1000 1800
10 405 395 290 910 250 750 200 1600
800 1200 1000 1800
s 425 375 310 890 220 780 275 1525
700 800 1000 1800
6 400 300 70 730 193 807 290 1510
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5.1.1.4. Model L-NAME

Szczury w grupie nr VII i VIII mialy nieograniczony dostgp do standardowej paszy
granulowanej dla matych zwierzat laboratoryjnych. Szczury w grupie nr VII do picia

otrzymywaty wodg.

Szczury w grupie nr VIII do picia otrzymywaly roztwor L-NAME w dawce
40 mg/kg m.c./dzien przez okres 4 tygodni [73,74,75]. W celu zapewnienia precyzyjnej
kontroli iloéci przyjmowanego roztworu W stosunku do masy ciata, szczury przez okres
trwania eksperymentu pozostawaly w osobnych klatkach z przypisanymi im poidetkami na
roztwor L-NAME.

5.1.2. Oznaczenie wplywu indukcji nadciSnienia tetniczego na
srodbtonek wyizolowanej aorty

W celu zbadania wplywu wywotanego nadcis$nienia tgtniczego na $rédblonek aorty,
pobierano aorte piersiowg od szczura znieczulonego tiopentalem (75 mg/kg m.c. i.p.). Aorte
oczyszczano z przylegajacych tkanek, umieszczano w buforze KHB (Kreb’s—Henseleit
buffer), natlenionym karbogenem (mieszanina 95% O, i 5% CO,) i dzielono na pierscienie
0 dlugosci 3-5 mm. Bufor KHB to roztwor o sktadzie (Mm) NaCl: 118, KCI: 4.7, MgSOu:
1.64, CaCl,: 2.25, KH,PO,: 1.18, NaHCOs3: 24,88, glukoza: 10, C3H3zO3Na: 2,2, EDTA: 0,05.

Oznaczenie wykonano na aparaturze przeznaczonej do badan narzadow izolowanych
DMT Tissue Organ Bath System — 750 TOBS. Pierscienie aorty o dhlugosci 3-5 mm
umieszczono w termostatowanych naczynkach o objetosci 30 ml, wypetnionych natlenionym
buforem KHB o temp. 37°C 1 zawieszono pomi¢dzy dwoma haczykami, z ktérych jeden
przymocowywano do uchwytu w naczynku, a drugi przy uzyciu zytki do transducera
Z cigglym zapisem napigcia. Po zamontowaniu pier§cieni napigcie spoczynkowe stopniowo
zwiekszano, az do osiggnigcia warto$ci 4 g, a nastgpnie pozostawiano do ustabilizowania
przez okres 2 godzin. Preparaty przeptukiwano co 20 minut buforem KHB. Po rozciagnigciu
aorty i okresie rOwnowazenia rejestrowano site maksymalnego skurczu, w odpowiedzi na
60 mM KCI. Nastgpnie po serii ptukan buforem KHB i okresie stabilizacji wywotywano
skurcz przy uzyciu fenylefryny. Dla wykreslenia kumulacyjnej krzywej dawka - odpowiedz,

fenylefryne podawano w rosngcych stezeniach (0,003 — 3 uM) wg metody van Rossum.
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Ponownie przeptukiwano preparaty buforem KHB i stabilizowano. Po okresie stabilizacji
podano fenylefryne w bolusie (stgzenie 1 uM). Na szczycie skurczu rozpoczeto podawanie
acetylocholiny w rosngcych stezeniach (0,001 — 10 uM) w celu sprawdzenia zdolnosci
rozkurczowych aorty.

Wyniki przeprowadzanych badan rejestrowano przy uzyciu programu komputerowego
LabChart 7 Pro.

5.1.3. Oznaczenie wplywu indukcji nadcisnienia tetniczego na
profil lipidowy

5.1.3.1. Cholesterol catkowity

Oznaczenie poziomu cholesterolu catkowitego wykonano w osoczu krwi szczurdw,
ktore uczestniczyly w przewlektym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.1.1. Przed
pobraniem krwi, zwierzgtom podawano heparyng w dawce 200 j.m. w obj¢tosci 1 ml/’kg m.c.
Po uptywie 30 minut wyodrebniono tetnice szyjng wspolng szczura, z ktorej po przecigciu,
pobierano krew do naczynek okragtodennych z korkiem, o objgtosci 7 ml. Otrzymang krew
odwirowywano w wirowce laboratoryjnej MPW-340 w predkosci 4000 x g przez 10 minut
w celu oddzielenia osocza od elementéow morfotycznych krwi. Z otrzymanego o0socza
sporzadzono probe badang. W tym celu do proboéwek reakcyjnych dodano 1000 pl gotowego
odczynnika do oznaczania zawartosci cholesterolu (bufor MES -50 mmol/l o pH = 6,4,
esteraza cholesterolu — CHE > 0,4 kU/I, oksydaza cholesterolu — CHO > 0,1 kUII,
peroksydaza — POD > 1.5 kU/I, 4-aminoantypiryna — 4-AA 0,3 mmol/l, fenol — 4 mmol/I,
siarczan magnezu — 25 mmol/l, cholan sodu — 3,5 mmol/l, azydek sodu < 13,9 mmol/l),
ogrzano go do ok. 25°C, a nastepnie dodano 10 pl uzyskanego osocza. Probe wzorcowa
wykonano analogicznie dodajac 10 pl wzorca, natomiast probe slepa odczynnikowa stanowit
sam odczynnik do oznaczania zawartosci cholesterolu w objetosci 1000 pl. Otrzymane proby
przenoszono na ptytki inkubacyjne plaskodenne i inkubowano w temperaturze 25°C przez
10 minut. Po inkubacji dokonano pomiaru absorbancji proby badanej oraz wzorcowej
wzgledem proby zawierajacej sam odczynnik przy dlugosci fali 492 nm, wykorzystujac

czytnik mikroplytek ELISA. Otrzymana intensywno$¢ zabarwienia byla wprost
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proporcjonalna do stezenia cholesterolu catkowitego w badanych probkach. Stgzenie

cholesterolu catkowitego obliczono wg wzoru:

[ChC] = x [PW]

APW

Gdzie:

[ChC] — stezenie cholesterolu catkowitego
[PW] — stezenie prébki wzorcowej

APB — absorbancja préobki badanej

APW — absorbancja prébki wzorcowej

5.1.3.2. Frakcja HDL cholesterolu

Oznaczenie poziomu frakcji HDL cholesterolu wykonano w osoczu krwi otrzymanej
od szczurow, ktore uczestniczyly w przewlektym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.1.1.
Przebieg procedury wyodrebniania osocza wygladat analogicznie jak to opisano
W poprzednim podrozdziale. Otrzymany w ten sposob material poddano wlasciwemu
oznaczeniu zawarto$ci poszczegdlnych frakcji lipidowych. W pierwszym etapie wykonano
oddzielenie frakcji HDL od pozostalych frakcji cholesterolu. W tym celu do zakrecanych
naczynek o pojemnosci 1,5 ml dodano po 500 pl otrzymanego osocza oraz odczynnika
stracajacego (kwas fosforowolframowy — 1 mmol/l, chlorek magnezu — 50 mmol/l, benzoesan
sodu — 6,94 mmol/l) i poddano inkubacji w temperaturze pokojowej przez okres 15 minut.
W analogiczny sposob sporzadzono probke wzorcowa (500 pl odczynnika stracajacego + 500
ul probki wzorca). Wytracone chylomikrony oraz frakcje LDL i VLDL odwirowywano
z predkoscig 4000 x g przez 10 minut. Otrzymany Supernatant ostroznie zebierano
I oznaczono w nim zawarto$¢ frakcji HDL cholesterolu. Probke badana otrzymano przez
dodanie do probéwek reakcyjnych 1000 pl gotowego odczynnika do oznaczania zawartosci
cholesterolu, ogrzanie go do temperatury ok. 25°C i dodanie 50 ul otrzymanego wczesniej
osocza. Probe Slepa i wzorcowa wykonano analogicznie dodajagc do 1000 ul wspomnianego,
ogrzanego odczynnika odpowiednio po 50 pl wody destylowanej iprobki wzorcowe;.

Po wymieszaniu otrzymane proby przenoszono na ptytki inkubacyjne ptaskodenne
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I inkubowano w temperaturze 25°C przez 10 minut. Po inkubacji odczytano absorbancj¢ prob
badanych wzgledem prob wzorcowych i $lepych, przy dhugosci fali 492 nm wykorzystujac
czytnik mikroptytek ELISA. Otrzymana intensywno$¢ zabarwienia byla wprost
proporcjonalna do zawartosci frakcji HDL w badanych probkach. Stezenie frakcji HDL

cholesterolu obliczono wg wzoru:

APB
[HDL] = x [PW]
APW

Gdzie:

[HDL] — stezenie frakcji HDL cholesterolu
[PW] — stezenie prébki wzorcowe;j

APB — absorbancja probki badanej

APW — absorbancja prébki wzorcowej

5.1.3.3. Frakcji LDL cholesterolu

Oznaczenie poziomu frakcji LDL cholesterolu wykonano w osoczu krwi otrzymanej
od szczurow, ktore uczestniczyly w przewlektym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.1.1.
Przebieg procedury wyodrebniania osocza wygladat analogicznie jak to opisano
W poprzednich podrozdziatach. Z otrzymanego osocza sporzadzono probg badang. W tym
celu do proboéwek reakcyjnych dodano 225 pl odczynnika R1 (bufor Good’a — 25 mmol/I
opH = 6,8, HDAOS - 0,64 mmol/l, esteraza cholesterolu — CHE 5,0 kU/I, oksydaza
cholesterolu — CO 5,0 kU/I, katalaza — 1000 kU/l) oraz 2,5 ul badanego osocza. Probe
wzorcowa iodczynnikowa wykonano analogicznie dodajac do 225 pl odczynnika R1,
odpowiednio 2,5 pl wzorca dla proby wzorcowej oraz 2,5 ul wody destylowanej dla proby
odczynnikowej. Otrzymane proby przenoszono na ptytki inkubacyjne ptaskodenne, mieszano
i inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 minut. Po inkubacji dokonano pomiaru
absorbancji (Al) préby badanej oraz wzorcowej wzgledem proby odczynnikowej przy
dhugosci fali 600 nm wykorzystujac czytnik mikropltytek ELISA. Nastepnie do prob dodano
75 ul odczynnika R2 (bufor Good’a — 25 mmol/l o pH = 7,0, 4-Aminoantypiryna — 4-AA
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3,4 mmol/l, peroksydaza — POD 20 kU/I, azydek sodu < 13,9 mmol/l). Po wymieszaniu proby
inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 minut. Ponownie zmierzono absorbancj¢ (A2)
proby wzorcowej oraz proby badanej wobec proby odczynnikowej przy dtugosci fali 600 nm.

Stezenie frakcji LDL cholesterolu obliczono wg wzoru:

A2 PB-A1PB
[LDL] = x [PW]
A2 PW-A1PW

Gdzie:

[LDL] — stezenie frakcji LDL cholesterolu
[PW] — stezenie prébki wzorcowej

APB — absorbancja probki badanej

APW — absorbancja prébki wzorcowej

5.1.3.4. Trojglicerydy

Oznaczenie poziomu trojglicerydow wykonano w osoczu krwi otrzymanej od
szczurow, ktore uczestniczyly w przewlektym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.1.1.
Przebieg procedury wyodrgbniania osocza wygladal analogicznie jak to opisano
W poprzednich podrozdziatach. Otrzymany w ten sposob material poddano witasciwemu
oznaczeniu zawarto$ci trojglicerydow. Pierwszym etapem oznaczenia bylo sporzadzenie
odczynnika do oznaczenia zawartosci trojglicerydow w osoczu. W tym celu wymieszano
odczynnik R1 — bufor (PIPES — 100 mmol/Il, chlorek magnezu — 9,8 mmol/l, 4-chlorofenol —
3,5 mmol/l) z odczynnikiem R2 — enzymy (lipaza > 1000 IU/1, peroksydaza > 1700 IU/I,
oksydaza > 3000 IU/I, kinaza glicerolowa > 660 1U/1, 4-aminoantypiryna — 0,5 mmol/l i ATP
— 1,3 mmol/l) i odczekano ok. 2 minuty w celu catkowitego rozpuszczenia si¢ otrzymanego
odczynnika. Probke badang wykonano poprzez dodanie do probéwek reakcyjnych 1000 pl
otrzymanego wczesniej odczynnika i 10 ul badanego osocza, ktore wezesniej byty ogrzane do
temperatury pokojowej. W analogiczny sposob otrzymano probe wzorcowa oraz Slepa
dodajac odpowiednio po 10 pl wzorca oraz wody destylowanej. Otrzymane probki mieszano
i przenoszono na ptytki inkubacyjne ptaskodenne i inkubowano w temperaturze pokojowej

przez 10 minut. Po zakonczeniu inkubacji odczytano absorbancje probek badanych wzgledem
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probki wzorcowej i §lepej przy diugosci fali 492 nm wykorzystujac czytnik mikroptytek
ELISA. Otrzymana intensywno$¢ zabarwienia byla wprost proporcjonalna do stezenia

trojglicerydow w badanych probkach. Stezenie trojglicerydéw obliczono wg wzoru:

[TG] x [PW]

T APW

Gdzie:

[TG] — stezenie trojglicerydow
[PW] — stezenie prébki wzorcowe;j
APB — absorbancja prébki badanej

APW — absorbancja prébki wzorcowej

5.1.4. Oznaczenie wplywu indukcji nadci$nienia tetniczego na
profil weglowodanowy

Oznaczenie poziomu glukozy wykonano w osoczu krwi otrzymanej od szczurow,
ktore uczestniczyly w przewleklym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.1.1. Przebieg
procedury wyodrgbniania osocza wygladat analogicznie jak to opisano w rozdziale 5.1.3.1.
Otrzymany w ten sposob material poddano wlasciwemu oznaczeniu zawarto$ci glukozy.
Probke badang sporzadzono poprzez dodanie do probowki reakcyjnej 1000 ul gotowego
odczynnika do oznaczania zawartosci glukozy (bufor fosforanowy — 250 mmol/l o pH = 7,5,
oksydaza glukozy > 20 kUI/I, peroksydaza > 1.5 kU/I, 4-aminoantypiryna 0,4 mmol/I,
fenol -5 mmol/l, EDTA — 2 mmol/l, azydek sodu < 13.9 mmol/l), ogrzanie go do
temperatury ok. 25°C, a nastepnie dodanie 10 pl osocza probki badanej. Probke wzorcowa
wykonano analogicznie dodajac 10 pl wzorca, natomiast probke Slepg stanowil sam
odczynnik w objetosci 1000 pl. Otrzymane probki mieszano 1 nanoszono na ptytki
inkubacyjne ptaskodenne. Cato$¢ inkubowano w temperaturze 25°C przez okres 10 minut,
nastepnie odczytano absorbancje probki badanej wzgledem wzorcowej i odczynnikowej przy
dhugosci fali 492 nm, wykorzystujac czytnik mikroptytek ELISA. Otrzymana intensywno$¢

zabarwienia byta wprost proporcjonalna do zawartosci glukozy w badanych probkach.

61



Stezenie glukozy obliczono wg wzoru:

APB
[Glu] =

x [PW]
APW

Gdzie:

[Glu] — stezenie glukozy

[PW] — stezenie prébki wzorcowe;j
APB — absorbancja prébki badanej

APW — absorbancja prébki wzorcowej

5.2. Badania poszerzone dla wyselekcjonowanych zwigzkow
o wlasciwosciach ai-adrenolitycznych oraz zwigzku
referencyjnego (prazosyny) w wybranym modelu nadci$nienia
tetniczego (model L-NAME)

Konsekwentnie wszystkie stawiane wymagania wobec modelu zwierzecego
nadci$nienia tetniczego udalo sie osiggngé w modelu L-NAME, dlatego tez model ten
postuzyl do oceny potencjalnych wlasciwosci plejotropowych 7 wybranych zwigzkow
0 cechach aj-adrenolitykow i aktywnosci krazeniowej udowodnionej wynikami badan, ktore
przeprowadzono w  Zakladzie Wstepnych Badan Farmakologicznych  Katedry
Farmakodynamiki Wydziaty Farmaceutycznego UJ CM. Wybrane zwigzki zostaly szerzej
omoOwione w rozdziale ,, Podsumowanie i dyskusja wynikéow”. Naleza one do dwoch
odrebnych grup, a mianowicie:

Y pochodnych ksantonu (MH-2, MH-3, MH-99)
2 pochodnych pirolidyn-2-onu (EP-46, EP-47, EP-49, EP-58)
Jako zwigzek odniesienia wybrano prazosyne, ktora jest protoplasta selektywnych

az-adrenolitykow.
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5.2.1. Oznaczenie aktywnosci hipotensyjnej badanych zwigzkow

Model L-NAME wywotano wedtug procedury opisanej w punkcie 5.1.1.4. Szczury
podzielono na 9 grup, po 7 osobnikow w kazdej grupie, oznaczonych kolejno symbolami
badanych zwiazkéw: PRA (prazosyna), MH-2, MH-3, MH-99, EP-46, EP-47, EP-49, EP-58
oraz L-NAME (grupa kontrolna modelu L-NAME, u ktérej nie podawano zadnego
z badanych zwigzkow).

W trakcie indukcji nadci$nienia tetniczego wg modelu L-NAME, podczas 28-dniowej
procedury, w ramach weryfikacji poprawnosci modelu, czterokrotnie: w I, VIII, XV, XXV
dniu eksperymentu, wykonywano pomiar ci$nienia tetniczego krwi, wedlug procedury
opisanej w punkcie 5.1.1. Po 28-dniach indukcji nadci$nienia kontynuowano podawanie
L-NAME w wodzie pitnej w dawce 40 mg/kg m.c. oraz rozpoczeto dootrzewnowe iniekcje
zwigzkow, w dawce 10 mg/kg m.c. dla zwigzkow MH-2, MH-3, MH-99, EP-46, EP-47,
EP-49, EP-58 oraz wdawce 5 mg/kg m.c. dla prazosyny. Zwiazki zawieszano
w 1% roztworze TWEEN 80. Szczury kontrolne modelu L-NAME przez okres, w ktorym
podawano zwigzki w badanych grupach, otrzymywaty L-NAME w wodzie pitnej w dawce
40 mg/kg m.c., a dootrzewnowo 1% TWEEN 80 w obj¢tosci 1 ml/kg m.c.

Iniekcje odbywaly si¢ o stalej porze pomigdzy godzing 13:00 a 14:00 w schemacie
1x dziennie przez okres 14-stu dni.

Na zakonczenie eksperymentu z u$pionych tiopentalem (75 mgkg m.c.)
I heparynizowanych zwierzat pobrano aorty, osocze oraz narzady wewngtrzne w celu
oznaczenia poziomu lipidow, glukozy, zmian gesto$ci receptoréw, parametréw Stresu

oksydacyjnego i innych markerow krgzeniowych.
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5.2.2. Oznaczenie wplywu badanych zwigzkow na funkcje
rozkurczowe aorty

Po 42 dniach eksperymentu, sktadajacych si¢ z 28-dniowej fazy indukcji nadci$nienia
tetniczego wg modelu L-NAME oraz 14-dniowej fazy podawania dootrzewnonowego
badanych zwigzkéw, oznaczono wptyw tychze zwigzkow na srodbtonek aorty. W tym celu od
szczurdéw znieczulonych tiopentalem (75 mg/kg m.c.) pobierano aort¢ piersiowg. Jako grupy
porownawcze postuzyly aorty pochodzace od szczuréw kontrolnych (zdrowe osobniki bez
indukowanego nadci$nienia), aorty pochodzace od szczuréw modelu L-NAME oraz aorty,
W ktorych mechanicznie uszkodzono srodbtonek. W ten sposob nastgpita proba zobrazowania
funkcji nieuszkodzonego s$rodbtonka, srdédbtonka narazonego na nadcisnienie indukowane
L-NAME oraz aorty zupetnie pozbawionej funkcjonujacego srédbtonka. Dalsze postgpowanie
oraz opis metodyki oznaczenia wykonywanego na aparaturze przeznaczonej do badan
narzadow izolowanych DMT Tissue Organ Bath System — 750 TOBS opisano w rozdziale
5.1.2.

5.2.3. 0Oznaczenie wplywu badanych zwigzkéw na profil lipidowy

Oznaczenie wptywu na profil lipidowy po przewlektym podawaniu dootrzewnowym
badanych zwigzkow w modelu L-NAME wykonano w osoczu krwi otrzymanej od szczurdw,
ktore uczestniczyly w przewlektym eksperymencie opisanym w rozdziale 5.2.1. Przebieg
procedury wyodrebniania osocza wygladat analogicznie jak to opisano w rozdziale 5.1.3.1.
Otrzymany w ten sposob material poddano wtasciwemu oznaczeniu zawarto$ci: cholesterolu
calkowitego wg procedury opisanej w rozdziale 5.1.3.1, frakcji HDL cholesterolu
wg procedury opisanej w rozdziale 5.1.3.2, frakcji LDL cholesterolu wg procedury opisanej

w rozdziale 5.1.3.3 oraz trdjglicerydéw wg procedury opisanej w rozdziale 5.1.3.4.
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5.2.4. Oznaczenie wplywu badanych zwigzkow na profil
weglowodanowy

Oznaczenie wptywu na profil weglowodanowy po przewleklym podawaniu
dootrzewnowym badanych zwigzkéow w modelu L-NAME wykonano w osoczu krwi
otrzymanej od szczurow, ktore uczestniczyly w przewlekltym eksperymencie opisanym
w rozdziale 5.2.1. Przebieg procedury wyodrebniania osocza wygladal analogicznie jak to
opisano w poprzednich podrozdzialach. Otrzymany w ten sposdéb material poddano

wlasciwemu oznaczeniu zawartosci glukozy wg procedury opisanej w rozdziale 5.1.4.

5.2.5. 0Oznaczenie parametrow stresu oksydacyjnego

5.2.5.1. Biatko catkowite

Oznaczenie poziomu biatka catkowitego w osoczu/homogenacie tkankowym szczurdéw
wykonano wg zmodyfikowanej metody Lowry’ego [76]. W metodzie tej wykorzystywane sa
dwie reakcje: reakcja jondw miedzi(Il) z wigzaniami peptydowymi (reakcja biuretowa) oraz
reakcje aminokwasow aromatycznych z odczynnikiem Folina-Ciocalteu.
Do 20 ul osocza/supernatantu rozcienczonego 50-krotnie buforem fosforanowym o pH 7,4,
dodano 20 ul 1M NaOH oraz 200 pl odczynnika miedziowego o skltadzie: 2% Na,COs,
2% winian sodowo-potasowy, 1% CuSO,4, zmieszanych w stosunku 98:1:1. Proby
inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowej, nastgpnie dodawano do nich 20 pl 1M
odczynnika Folina-Ciocalteau’a. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
zmierzono absorbancje prob, przy diugosci fali 500 nm wobec préby Slepej, w ktorej
osocze/supernatant zastgpiono buforem fosforanowym. Stezenie biatka odczytano z krzywej

WZOrCOweyj.
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5.2.5.2. MDA w osoczu

Produkty peroksydacji lipidow w osoczu zostaly okreslone przez zmierzenie
reaktywnych sktadnikow reagujacych z kwasem tiobarbiturowym spektrofluorymetrycznie,
metodg podang przez Austa (1994) [77]. Pomiaru st¢zenia malonylodialdehydu — MDA
(ang. malonyl  dialdehyde) wosoczu krwi dokonano za pomocg oznaczenia
fluorymetrycznego. Po wykonaniu derywatyzacji kwasem tiobarbiturowym (TBA) robiono
pomiary fluorymetryczne powstalego ugrupowania chromatoforowego. Przygotowanie probki
do analizy polegalo na zmieszaniu 250 ul probki osocza z 250 ul wody i 1 ml mieszaniny
roztworu roboczego (TBA/TCA/HCL rozcienczony czterokrotnie woda). Po wytrzasnieciu,
proby umieszczano w tazni wodnej na okres 10 minut w temperaturze 100°C. Po ochtodzeniu
pod zimng woda do prob dodawano 20 pl 50% TCA i wirowano z predkoscig 4000 x g przez
10 min. Roztwor wzorcowy otrzymano przez hydrolize 1,1,3,3-tetrametoksypropanu. Pomiaru
absorbancji powstatego adduktu TBA-MDA dokonano przy dhugosci fali 535 nm, stezenie

MDA odczytano z krzywej wzorcowej.

5.25.3. MDA w mézgu

Oznaczenie stopnia peroksydacji lipidéw dokonano poprzez okreslenie stezenia MDA
w homogenacie mézgéw badanych szczurow [77]. Do 1 ml supernatantu dodawano 50 pl
0,5mM FeCl, oraz 50 ul 2mM kwasu askorbinowego. Po 30 minutach inkubacji
w temperaturze 37°C do prob dodawano 100 ul 0,2% roztworu hydroksylowanego
di-tert-butylotoluenu (BHT) oraz 2 ml odczynnika TBA/TCA/HCL o sktadzie: 3,75% TCA,
0,37% TBA oraz 50nM HCIl. Proby umieszczano w tazni wodnej na okres 15 minut
w temperaturze 100°C. Po ochtodzeniu pod zimng woda odwirowywano je z predkoscia
4000xg przez 10 minut. Roztwdr wzorcowy otrzymano przez hydrolize
1,1,3,3-tetrametoksypropanu [78]. Absorbancj¢ zmierzono przy dlugosci fali 535 nm

wzgledem etanolu. Stezenie MDA odczytano z krzywej wzorcowej.
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5.2.5.4. Aktywnosé katalazy

Oznaczenie aktywnosci katalazy bazuje na pomiarze szybkosci rozpadu substratu,
jakim jest nadtlenek wodoru (H,0O,), podczas katalizowanej przez nig reakcji [77]. Szybkos¢
spadku absorbancji pochodzgcej od H,O; jest wprost proporcjonalna do aktywnos$ci katalazy,
zawarte] w badanym materiale biologicznym. Do 650 ul 0,05M buforu fosforanowego
0 pH 7,0 oraz 300 pl 54 mM H;0, dodawano 50 pl osocza. Spadek absorbancji mierzono
przez okres 2 minut w temperaturze 25°C przy ditugosci fali 240 nm, wykorzystujac do
pomiaru kuwety kwarcowe. Za jednostke aktywnosci przyjeto takg ilos¢ enzymu, ktoéra

W ciggu 1 minuty rozktada 1 pmol H,0,.

5.2.5.5. Aktywnosé¢ dysmutazy ponadtlenkowej

Oznaczenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej wykonano metoda posrednig
z wykorzystaniem reakcji hamowania spontanicznego rozpadu adrenaliny do adrenochromu
[77]. Do kuwety spektrofotometrycznej dodano: 960 ul 50mM buforu weglanowego
0 pH 10,2 zawierajacego 0,1mM EDTA, 10 ul badanego osocza oraz 30 ul 10mM adrenaliny
w 10mM HCI. Przyrost absorbancji mierzono przez okres 2 minut w temperaturze 30°C przy
dlugos$ci fali 480 nm. Przyrost absorbancji proby badanej mierzono wzglgdem absorbancji
proby kontrolnej, ktéra wykonano analogicznie do proby badanej, w roztworze reakcyjnym

zastepujac osocze woda. Wzgledna szybkos¢ utleniania adrenaliny obliczono wg wzoru:

AAB
UPa= Tk

Gdzie:
U — wzgledng szybkos$¢ utleniania adrenaliny
APB — absorbancja prébki badanej

APW — absorbancja prébki kontrolnej
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5.2.5.6. Aktywnosé peroksydazy glutationowej

Oznaczenie aktywno$ci peroksydazy glutationowej wykonywano metodg posrednia,
przy pomocy pomiaru spadku absorbancji NADPH. W metodzie tej utleniony glutation GSSG
tworzacy si¢ w reakcji katalizowanej przez peroksydaze glutationowa zostat zredukowany
przez reduktaze glutationowa przy jednoczesnym utlenieniu NADPH. Oksydacja NADPH
spowodowata spadek absorbancji przy dlugosci fali 340 nm w temperaturze 37°C [77].
W kuwecie spektrofotometrycznej umieszczano: 500 ul 0,1M buforu fosforanowego
0 pH 7,0, zawierajacego 0,ImM EDTA, 100 ul 10mM GSH (zredukowanego glutationu),
100 ul 1,5mM NADPH w 0,1% NaHCOs, 100 ul reduktazy glutationowej (2,4 U/ml),
100 pl osocza oraz 100 ul 1,5 mM H,O,. Spadek absorbancji mierzono przez 2 minuty.
Aktywnos$¢ enzymu obliczono na podstawie milimolowego wspdtczynnika absorpcji dla

NADPH, wynoszacego 6,22 mmol/cm.

5.2.6. Oznaczenie stezenia azotanow(III) oraz azotanow(V)

Oznaczenie st¢zenia azotanow(l11) (NOgi) oraz azotanow(V) (Nng) W 0S0CzU zostato
przeprowadzone z wykorzystaniem aparatu ENO-20 (Eicom). Pomiar wykonano technika
wysokosprawnej chromatografii z zastosowaniem postkolumnowej derywatyzacji z uzyciem
odczynnika Griess’a (NO-RAP oraz NO-PBP powder, Eicom). Probki osocza poddano
procesowi oczyszczania przez zastosowanie odczynnika stracajacego (metanol) w stosunku
1:1 (v/v). Nastgpnie probki odwirowano 10000 x g przez 10 min w temp 4°C (Sigma 1-14K,
Polygen). Na kolumng¢ analityczng dozowano automatycznie 10 puL probki (AS-700, Eicom).

Ze wzgledu na zaistniate ograniczenia ilosciowe, do badan wybrano probki

pochodzace od zwierzat z grup: kontrolnej, L-NAME, prazosyny, MH-3, MH-99.

Oznaczenie wykonano dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Stefana Chlopickiego
przez dr Agnieszke Zakrzewskqg W Jagielloniskim Centrum Rozwoju Lekow — JCET
(ang. Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics) w Krakowie.
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5.2.7. 0Oznaczenie wybranych parametrow biochemicznych

5.2.7.1. ADMA

Oznaczenia ADMA (ang. asymmetric dimethylarginine) w probkach osocza
pobranych od szczuréw modelu L-NAME oraz szczurow, ktorym podawano badane zwiazki
po indukcji nadci$nienia wg modelu L-NAME dokonano =za pomocg testu
immunoenzymatycznego ELISA (MyBioSource MBS2510210), typ kompetycyjny. Ptytka
zostata fabrycznie optaszczona ADMA. W trakcie reakcji, ADMA obecna
w probee/standardzie konkurowata o wyznakowane przeciwciala specyficzne dla ADMA,
ze stalg ilosciag ADMA z podtoza. Intensywnos¢ uzyskanej reakcji barwnej w tym wypadku
byta odwrotnie proporcjonalna do stgzenia ADMA obecnego w 0soczu. Detekcje absorbancji
przeprowadzono przy dhugosci fali 450 nm, wykorzystujac czytnik mikroptytek ELISA.

Stezeniec ADMA w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowej,
przygotowanej z 7 probek standardowych o stezeniach ADMA: 15,625; 31,25; 62,5; 125;
250; 500; 1000. Czuto$¢ metody wynosi 9,375 ng/ml.

5.2.7.2. VEGF

Oznaczenia VEGF (ang. Vascular endothelial growth factor) w probkach pobranych
od szczuréw modelu L-NAME oraz szczurdow, ktorym podawano badane zwiazki po indukcji
nadcisnienia wg modelu L-NAME, dokonano za pomocg testu immunoenzymatycznego
ELISA typu ,,Sandwich” — test podwdjnego wigzania (MyBioSource MBS8506132). Ptytka
fabrycznie optaszczana jest monoklonalnymi przeciwciatami specyficznymi dla VEGF, ktore
tacza si¢ z VEGF obecnym w probkach badanych oraz probkach standardow, po dodaniu ich
do dotkow ptytki. Niezwigzane produkty sa wymywane podczas procedury plukania.
Nastepnie dodawane sg przeciwciata specyficzne dla VEGF, ktore zostaja wychwytywane
przez zwigzany na powierzchni kompleks przeciwciato-VEGF. Ich nadmiar zostaje ponownie
wyptukany i dodawane sg przeciwciata drugorzgdowe, znakowane enzymem — peroksydaza
chrzanows. Nast¢pnie roztwor chromoforu jest nastrzykiwany na ptytke, dochodzi do

katalizowania reakcji przez enzym i obserwowany jest barwny produkt, wystepujacy
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w ilo$ciach proporcjonalnych do VEGF obecnego w probkach. Detekcje absorbancji
przeprowadzono przy dlugosci fali 450 nm, wykorzystujac czytnik mikroptytek ELISA.

Stezenie VEGF w badanych prébkach okre$lano na podstawie krzywej wzorcowej,
przygotowanej z 7 probek standardowych o stezeniach VEGF: 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250;
500; 1000. Czutos¢ metody wynosi 7 pg/ml.

5.2.8. 0Oznaczenie aktywnosci wewnetrznej wzgledem podtypow
receptora ai-adrenergicznego

5.2.8.1. Oznaczenie aktywnosci wewnetrznej wzgledem receptorow
ain-adrenergicznych metodg GeneBLAzer

Oznaczenia aktywnos$ci wewngetrznej badanych zwigzkow wzgledem receptorow
aza-adrenergicznych dokonano przy wykorzystaniu gotowych do uzycia komorek z ekspresja
ludzkiego receptora aia-adrenergicznego - Perkin Elmer® ADRALA CHO-K1 DA. Istota
metody GeneBLAzer® jest aktywacja genu dla beta-laktamazy (BLA), ktory wykazuje
sprz¢zenie z receptorem na powierzchni komoérki. W zaleznosci od charakteru liganda
receptorowego (agonista, czgSciowy agonista lub antagonista), gen moze ulega¢ ekspresji
badz nie. Substratem dla powstajacej beta-laktamazy w tej metodzie jest specyficzny substrat,
ktory zbudowany jest z dwoch ugrupowan fluoroforowych, tj. kumaryny i fluoresceiny.
Podczas detekcji, gdy gen BLA jest nieaktywny (antagonista), na skutek wzbudzania
promieniowaniem o dlugosci fali 409 nm, we wspomnianym substracie nastepuje
przeniesienie energii fluorescencji FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer)
z fluoresceiny na kumaryng, co w efekcie warunkuje detekcje¢ zielonej barwy fluorescencji
(dtugos¢ fali 530 nm). W sytuacji gdy gen BLA jest aktywny (agonista), beta-laktamaza
rozdziela oba ugrupowania fluoroforowe substratu, warunkujac detekcje niebieskiej barwy
fluorescencji (dtugos¢ fali 447 nm).

Zasadniczg cze$¢ oznaczenia wykonano w warunkach aseptycznych w komorze
Z laminarnym nawiewem powietrza postepujac zgodnie ze specyfikacja producenta.

Wriasciwosci agonistyczne badanych zwiazkdéw oznaczono przez inkubacje (37°C, 5% COy)
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komérek w medium z testowanymi zwigzkami przez okres 5 godzin. Wlasciwosci
antagonistyczne badanych zwigzkow oznaczono przez preinkubacje (37°C, 5% CO;) komorek
w medium z testowanymi zwigzkami przez okres 30 minut. Nast¢pnie dodawano agoniste
referencyjnego — fenylefryne w medium, w stezeniu odpowiadajagcym wartoSci ECgg
wyznaczonej dla tej linii komorek i inkubowano przez okres 5 godzin. Po 5 godzinnym
okresie inkubacji, w zaciemnionym pomieszczeniu, do dotkow z komoérkami dodano
otrzymang wczesniej mieszaning substratu dla beta-laktamazy — liveBLAzer-FRET B/G
substrate mixture, ptytki delikatnie zwirowano, a nastgpnie nakryto przykrywkami
nieprzepuszczajacymi swiatta 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.

Odczytu dokonano w temperaturze pokojowej wykorzystujgc czytnik FLUOstar
OPTIMA S/N wyposazony w filtr wzbudzania 409/20 nm (barwa zielona i niebieska) oraz
filtry emisyjne 460/40 nm (barwa niebieska) i 530/30 nm (barwa zielona).

5.2.8.2. Oznaczenie aktywnosci wewnetrznej wigledem receptorow

ayg-adrenergicznych metodg AequoScreen

Oznaczenia aktywnosci wewngtrznej badanych zwigzkéw wzgledem receptorow
aag-adrenergicznych dokonano przy wykorzystaniu komoérek gotowych do uzycia z ekspresja
ludzkiego receptora ajg-adrenergicznego oraz fotoproteiny — apoaequoriny — human
Adrenergic ajgReceptor AequoScreen Frozen Cells Perkin Elmer®. Aktywacja receptoréw
sprzezonych z biatkiem Gq powoduje za posrednictwem fosfolipazy C, a nastepnie
inozytolotrdjfosforanu (IP3) oraz diacyloglicerolu (DAG), wtérny, wewnatrzkomoérkowy
wyrzut jondw wapnia (wzrost stezenia jonow Ca2+). Apoaequorina jest proenzymem, ktory
zostaje przeksztatcony pod wplywem dziatania hydrofobowych grup prostetycznych
kolenterazyny do aktywnej postaci — aequoriny. Ta ostatnia wigzac uwolnione z retikulum
endoplazmatycznego jony Ca’*, utlenia kolenterazyne do kolenteramidu. W wyniku tego
procesu nastepuje uwolnienie CO, oraz emisja $wiatla (466 nm). Wysokie powinowactwo
aequoriny do jonow Ca®* warunkuje aktywno$¢ enzymu proporcjonalng do zmian
wewnatrzkomérkowego stezenia jonow Ca?* w fizjologicznym zakresie (50 nM do 50 uM).
Przez fotometryczny pomiar nat¢zenia §wiatla emitowanego podczas utleniania kolenterazyny

przez aequoring dokonywany zostaje posrednio pomiar wewnatrzkomorkowego st¢zenia
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jonow Ca®*, dajac tym samym informacje na temat rodzaju liganda, jego aktywnosci
wewnetrznej oraz sity dziatania (zakres stezen, ECsp).

Zasadniczg czg$¢ oznaczenia wykonano w warunkach aseptycznych w komorze
z laminarnym nawiewem powietrza post¢pujac zgodnie ze specyfikacjg producenta. Przed
rozpoczeciem wlasciwej czgsci eksperymentu komorki byly inkubowane w temperaturze
pokojowej ze wspomniang kolenterazyng przez 24h w celu uzyskania aktywnej aequoriny.
Nastepnie oszacowano liczbe komorek (zliczanie przy pomocy mikroskopu) i rozcienczone
do odpowiedniej (wskazanej w metodyce producenta) ilosci komodrek w przeliczeniu na dotek
ptytki.

W celu okreslenia wihasciwosci agonistycznych badanych zwigzkow odpowiednio
rozcienczone komorki byty nastrzykiwane na biate plytki titracyjne - !4 areaplate-96,
W ktorych przygotowano uprzednio odpowiednio rozcienczone testowane zwigzki.
Bezposrednio po nastrzyknieciu komorek do kazdego dotka, dokonywano pomiaru emisji
Swiatta przez okres 60 sekund od nastrzyknigcia. Intensywno$¢ emitowanego S$wiatla
(466 nm) jest wprost proporcjonalna do sity dziatania potencjalnego agonisty.

W celu okreslenia wtasciwosci antagonistycznych badanych zwigzkow, komorki uzyte
do oznaczenia byly preinkubowane z testowanymi zwigzkami przez okres 20 minut.
Nastepnie nakrapiano specyficznego agoniste receptora ojg-adrenergicznego — fenylefryne
w medium, w stezeniu odpowiadajacym wartosci ECgg, wyliczonej dla tej linii komorkowej
I dokonywano pomiaru emitowanego $wiatta przez okres 60 sekund od nakropienia agonisty.
Sita dzialania potencjalnego antagonisty jest odwrotnie proporcjonalna do intensywnosci

emitowanego swiatta (466 nm).

5.2.8.3. Oznaczenie aktywnosci wewnetrznej wigledem receptorow
ayp-adrenergicznych metodg AequoScreen

Oznaczenia aktywnosci wewngtrznej badanych zwigzkéw wzgledem receptorow
aap-adrenergicznych dokonano przy wykorzystaniu komorek gotowych do uzycia z ekspresja
ludzkiego receptora ayp-adrenergicznego oraz fotoproteiny — apoaequoriny — human
Adrenergic aspReceptor AequoScreen Frozen Cells Perkin Elmer®. Oznaczenie wykonano

wg procedury opisanej w rozdziale 5.2.8.2.
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VI. WYNIKI

6.1. Walidacja modeli zwierzecych nadcisnienia tetniczego

6.1.1. Indukcja nadcisnienia tetniczego w zwierzecych modelach
doswiadczalnych

Wyniki opracowano na podstawie jednoczynnikowej analizy wariancji — ANOVA,
poszerzonej o procedurg porownan wielokrotnych, wedtug testu Dunnett’a.

Poréwnano warto$ci przyrostu cisnienia tetniczego dla kazdego z modeli z warto$cia
pomiaru cisnienia w pierwszym dniu eksperymentu (pomiar ,,zero”), tak by wyznaczy¢
najnizsze wartosci cisnienia, dla ktorych roznica jest znaczgca przy poziomie istotnosci
p <0,05.

W trakcie trwanie eksperymentu w zadnej z grup kontrolnych (I, IlI, V, VII) nie
wykazano istotnych statystycznie réznic w wartosciach skurczowego i1 rozkurczowego
ci$nienia krwi. Natomiast w grupach, w ktorych indukowano nadcisnienie tetnicze (11, 1V, VI,
VIII) odnotowano znaczacy jego Wzrost.

Poszczegdlne modele roznity sie migedzy sobg czasem trwania, a zwierzeta w kazdym
z nich rozwingly nadci$nienie w réznym odstgpie czasowym od momentu rozpoczecia
eksperymentu. Model DEX trwat 2 tygodnie, model DOCA - 6 tygodni, model FRU —
8 tygodni, model L-NAME - 4 tygodnie. W kazdym z modeli osiagnieto odmienne

maksymalne warto$ci cis$nienia skurczowego i rozkurczowego krwi.

6.1.1.1. Model DEX

W modelu DEX znamienny statystycznie wzrost ci$nienia skurczowego odnotowano
podczas 5 pomiaru — w VIII dniu eksperymentu, natomiast cisnienia rozkurczowego podczas
4 pomiaru — w VII dniu eksperymentu (tab. 9). Srednia warto$¢ cisnienia skurczowego
wyniosta wowczas 138,9 mmHg, a rozkurczowego 107,6 mmHg. Warto$¢ §redniego ci$nienia
skurczowego podniosta si¢ o 26,1 mmHg (23,1%) w stosunku do pierwszego dnia

eksperymentu (pomiar ,zero”: 112,8 mmHg), a S$redniego ci$nienia rozkurczowego
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017,0 mmHg (18,8%) w stosunku do wartosci $redniej z pierwszego dnia eksperymentu

(pomiar ,,zero”: 90,6 mmHg).

Najwyzsze $rednie wartosci jakie osiggni¢to w tym modelu dla ci$nienia skurczowego

wyniosty 144,5 mmHg — wzrost o 31,7 mmHg (28,1%), a dla cisnienia rozkurczowego
118,5 mmHg — wzrost 0 27,9 mmHg (30,8%).

Na wykresie przedstawiono procentowg zmiang¢ Skurczowego i rozkurczowego

cisnienia krwi w modelu DEX i w grupie kontrolnej w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”

(ryc. 4).

Tabela 9. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane w modelu DEX

Nr pomiaru 0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dzien
eksperymentu I 11 \ VI VI VIII Xl Xl Xl XV
119,5|121,3|119,0|118,2 (121,7|122,7|117,7|120,6|119,2 | 121,6
Sk Srednia + + + + + + + + + +
< urczowe I vsem | 49 | 34 | 61 | 76 | 47 | 63 | 36 | 54 | 41 | 65
O
o
pd 90,5 | 94,3 | 92,3 |102,4|99,47|95,97 | 94,7 | 94,2 | 94,4 | 89,4
S Rozk Srednia | + + + + + + + + + +
ozkurczowe |, sem | 35 | 48 | 36 | 55 | 24 | 55 | 66 | 41 | 73 | 21
$redni 112,8(123,7|125,7 | 127,6 | 129,4 | 138,9 | 138,1 | 144,5 | 143,2 | 137,9
:eSErl:;la + + + + + + + + + +
Skurczowe | = 53 | 52 | 24| 6633|4326 |61/ 32]| 33
Py *x1) * % *okk *ok ok * %
W
o . . 1906|964 | 93,2 |103,3]/107,6|111,9|113,2(112,9|118,5|114,2
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * t * * t * * *
- 71194 |43 |68 | 96 | 54|69 |35 ]| 56| 79
* %k % %k * %k % %k % * %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

74




30+

1 v
T T_//«»/I—__l

A2—%
o= ¥ LI

+ Z 10

A cisnienia krwi [%]
[
g

Nr pomiaru

-10-

-o- SKURCZOWE DEX

ROZKURCZOWE DEX
-~ SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

Rycina 4. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu do
pomiaru z dnia ,,zero” dla modelu DEX i grupy kontrolnej

6.1.1.2. Model DOCA

W modelu DOCA istotny statystycznie wzrost ci$nienia skurczowego odnotowano
poczawszy od 3 pomiaru — w XI dniu trwania eksperymentu, a cis$nienia rozkurczowego od
4 pomiaru — w XIV dniu eksperymentu (tab. 10). Srednia warto$¢ ciénienia skurczowego
wyniosta wowczas 131,1 mmHg, a rozkurczowego 109,3 mmHg. Wartos$¢ $redniego ci$nienia
skurczowego wzrosta o 11,3 mmHg (9,4%) w stosunku do pierwszego dnia eksperymentu
(pomiar ,,zero”: 119,8 mmHg), a $redniego cisnienia rozkurczowego o 14,3 mmHg (15,1%)
w stosunku do warto$ci $redniej z pierwszego dnia eksperymentu (pomiar ,,zero”:
95,0 mmHg).

Najwyzsze $rednie warto$ci uzyskane w tym modelu dla ci$nienia skurczowego
wyniosty 147,8 mmHg — wzrost 0 28,0 mmHg (23,4 %), a dla ci$nienia rozkurczowego
125,2 mmHg — wzrost 0 30,2 mmHg (31,8 %).
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Na wykresie przedstawiono procentowg zmiang¢ Skurczowego i rozkurczowego

cisnienia krwi w modelu DOCA i w grupie kontrolnej w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
(ryc. 5).

Tabela 10. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane w modelu DOCA

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dzien
eksperymentu | ARV XI[ XIV] XVILXXHE | XXVIE] XXX XXXvI| XL
érednia | 121/8|117,9|120,7 123,71 124,9]120,1 | 124,7 | 126,5| 119,9 | 122,3 | 124,3
< | Skurczowe ::E:;Ia t t t t t t + + t + t
5' - 43 | 50 | 24 | 28 | 31|41 |52 |23 ]34/ 41| 32
@
=
®) . . |905|91,0]|94,2|959|937|936|970] 958|959 |101,0| 96,5
i~ Srednia
Rozkurczowe + SEM + + + + + + + + + + +
- 25137 53|65 |20 16| 28] 13|42 19| 31
érednia | 1198 [124,4|128,3131,1|133,2135,6 | 140,1| 143,3 | 144,7| 144,4 | 147,8
:ZErI:;Ia + + + + + + + + + + +
Skurczowe | * 20 | 1,76 | 1,0 | 1,5 | 3,7 | 36 | 58 | 1,9 | 35 | 1,9 | 3,3
6 *1) E X 3 * %k % %k %k % %k % % %k %k % %k % % %k %
O
a érednia| 950 | 953 | 97,4 [104,31109,3|112,2|116,6 119,6|123,2|125,2 | 124,7
Rozk :eSErI:;Ia + + + + + + + + + + +
ozkurczowe| = 44 13911763 |27 ]32]|361]37]35]| 16| 15
*% *%k% *%% *%% *%k%k *k*%k *%k%k

) Znamiennog¢ wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie ci$nienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

76




501

40-

304

204

A ci$nienia krwi [%]

10 15

104 Nr pomiaru

-e- SKURCZOWE DOCA

ROZKURCZOWE DOCA
-o- SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

Rycina 5. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu do
pomiaru z dnia ,,zero” dla modelu DOCA i grupy kontrolnej

6.1.1.3. Model FRU

W modelu FRU znamienny statystycznie wzrost ci$nienia skurczowego odnotowano
podczas 3 pomiaru — w IX dniu eksperymentu, natomiast ci$nienia rozkurczowego podczas
5 pomiaru — w XV dniu eksperymentu (tab. 11). Srednia warto$¢ ci$nienia skurczowego
wyniosta wowczas 125,9 mmHg, a rozkurczowego 116,6 mmHg. Warto$¢ sredniego ci$nienia
skurczowego podniosta si¢ 0 9,8 mmHg (8,4%) w stosunku do pierwszego dnia eksperymentu
(pomiar ,,zero”: 116,1 mmHg), a $redniego cisnienia rozkurczowego o 17,7 mmHg (17,9%)
w stosunku do  wartosci  $redniej z pierwszego dnia eksperymentu  (pomiar
,»zero”: 98,9 mmHg).

Najwyzsze $rednie wartosci jakie osiggnigto w tym modelu dla ci$nienia skurczowego
wyniosty 152,8 mmHg — wzrost o 36,7 mmHg (31,6%), a dla cisnienia rozkurczowego
135,3 mmHg — wzrost 0 36,4 mmHg (36,8%).
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Na wykresie przedstawiono procentowy przyrost skurczowego i rozkurczowego

cisnienia krwi w modelu DOCA i w grupie kontrolnej w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”

(ryc. 6).

Tabela 11. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane w modelu FRU

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dzien
eksperymentu | 1 Vi X[ X XV| XV XX XXI| XXV
118,9 [ 121,5|120,1 | 119,4 | 123,2 | 121,5 | 126,2 | 122,4 | 119,2 | 121,9
Sk Srednia + + + + + + + + + +
< urczowe I vsem |35 [ 39 | 47 | 86 | 43 | 74 | 33 | 90 | 67 | 52
O
x
|_
% 88,4 | 92,1 | 86,3 | 92,5 |99,1| 91,7 | 94,7 | 91,2 | 89,3 | 96,4
| rozk Srednia + + + + + + + * + +
ozkurczowe I v sem | 42 | 45 | 71 | 59 | 88 | 21 | 61 | 74 | 7.4 | 91
érednia | 116:1|118,0(122,6|125,9/133,9|136,5|135,2|138,9 | 140,0| 141,9
:eSEII:;Ia + + + + + + + + + +
Skurczowe - 63 | 47 | 63 | 56 | 41 | 44 | 38 | 1,0 | 1,7 | 2.2
.} *%1) * % % * % * % %k * % % Kok % Kk %
o4
L érednia | 989 |1054|108,6|112,4113,3|116,6|117,0|122,1|123,4 | 1247
Rozk :eSErl.:;la + + + + + + + + + +
ozkurczowe | = 101 | 45 | 37 | 34 | 38 | 51 | 40 | 46 | 30 | 24
*k * * %k %k * %k %k * %k %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Cd. Tabela 11. Wartosci $rednie ci$nienia krwi [mmHg] uzyskane w modelu FRU

Nr pomiaru 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19
Dzien
eksperymentu XXV XXIX | Xxxin [ xooevt [ xxxix | x| xov|l oxux | | o
121,0|118,4]123,1]121,2]120,3]124,2 1259 ]122,7[119,9 | 120,7
<| sk Srednia + + + + + + + + + +
a urczowe 1 .sem | 39 | 87 | 67 | 1,2 | 37 | 52 | 68 | 42 | 15 | 82
X
E 102,1] 92,4 | 97,2 | 81,0 | 97,9 | 87,5 | 93,8 | 91,6 | 93,7 | 99,8
O Rozk Srednia + + + + + + + + +1 +
x | Rozkurczowe }, seni | 63 | 64 | 79 | 35 | 84 | 85 | 26 | 58 | 7.3 | 55
Crednia | 1460|1458 1469|1502 | 152,2 | 150,0 | 150,9 | 152,4 | 151,9| 152,8
:eSET\;la + + + + + + + + + +
Skurczowe - 29 | 28 | 51 | 45 | 42 | 1,1 | 49 | 52 | 40 | 3,3
a %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k * %k %k * %k %k
L Crednia | 1284(128,3]1304131,7|132,3 | 131,4 | 134,1| 1353 135,0| 134,1
Rozk :eSEIR;Ia + + + + + + + + + +
ozkurczowe 1 = 21109 | 15 | 42 | 42 | 399 | 45 | 53 | 40 | 33
EX X3 %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k %k * %k %k EX X3 EX X3 %k k %k

) Znamiennogé wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie ciSnienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,zero”

* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 6. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu do
pomiaru z dnia ,,zero” dla modelu FRU i grupy kontrolnej
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6.1.1.4. Model L-NAME

W modelu L-NAME znamienny statystycznie wzrost ci$nienia Skurczowego

odnotowano podczas 3 pomiaru — w VIl

dniu eksperymentu, natomiast cis$nienia

rozkurczowego podczas 4 pomiaru — w IX dniu eksperymentu (tab. 12). Srednia warto$é

ci$nienia skurczowego wyniosta wowczas 146,6 mmHg, a rozkurczowego 131,1 mmHg.

Warto$¢ $redniego cisnienia skurczowego podniosta si¢ o 25,5 mmHg (21,1%) w stosunku do

pierwszego dnia eksperymentu (pomiar ,zero”: 121,1 mmHg), a S$redniego ci$nienia

rozkurczowego o 43,7 mmHg (50,0%) w stosunku do warto$ci $redniej z pierwszego dnia

eksperymentu (pomiar ,,zero”: 87,4 mmHg).

Najwyzsze §rednie wartosci jakie osiggni¢to w tym modelu dla ci$nienia skurczowego

wyniosty 180,4 mmHg — wzrost o 59,3 mmHg (49,0%), a dla cisnienia rozkurczowego
146,9 mmHg — wzrost 0 59,5 mmHg (68,1%).

Na wykresie przedstawiono procentowg zmiane skurczowego i rozkurczowego cisnienia

krwi w modelu DOCA i w grupie kontrolnej w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero” (ryc. 7).

Tabela 12. Wartosci Srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dzien
eksperymentu I 1 Vv Vi IX Xl XV XVI XIX | XX XXHE | XXV | XXV
. . |120,2|119,9|127,3|118,7|119,8 | 121,5 | 125,6 | 120,7 | 124,9 | 123,1 | 120,9 | 122,9| 119,4
< Srednia
3 Skurczowe +SEM + + + + + + + + + + + + +
O - 41 3,4 5,2 4,8 7,1 7,3 6,9 4,4 7,3 4,9 2,7 8,5 6,8
o
=
O éredni 93,4 | 96,7 | 88,2 | 87,9 | 953 | 91,3 | 90,9 | 859 | 95,1 | 98,3 | 92,4 | 91,2 | 95,6
X} Rozkurczowe :eSET\;Ia + + + + + + + + + + + + +
- 3,1 7,7 4,9 3,5 6,9 3,8 5,8 6,3 8,5 7,4 5,8 7,3 5,2
éredni 121,1|118,1|129,0 | 146,6 | 153,4 | 166,7 | 163,7 | 167,7 | 170,1 | 174,0 | 180,4 | 174,7 | 173,3
:‘!SErIUIa + + + + + + + + + + + + +
. Skurczowe | 28 | 1,7 | 20 | 32 | 25 | 35 |39 | 32| 35|32 41| 42 | 30
= *1) * kkk | kkk | kkk | kxk | kkk | kxk | kxk | kxk
<
i éredni 87,4 | 90,3 |106,6 | 115,9 | 131,1 | 144,3 | 141,3 | 140,1 | 142,7 | 142,9 | 144,9 | 146,9 | 145,4
:eSET\;Ia + + + + + + + + + + + + +
Rozkurczowe | * 42 | 43 | 22 | 35 | 42 | 45 | 30 | 3,8 | 38 | 41 | 42 | 58 | 45
* kkk | kkk | kkk | kxk | kxk | kxk | kxk | kxk

1 . .z . . . ;.o . es . . .
) Zhamiennoé¢ wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi

w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”

* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 7. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu do
pomiaru z dnia ,,zero” dla modelu L-NAME i grupy kontrolnej

6.1.2.
aorty

Wplyw indukcji nadcisnienia tetniczego na srodbtonek

Na wykresach przedstawiono zalezno$¢ dawka — odpowiedz (log ze stezenia badanej

substancji do odpowiedzi wyrazonej w procentach, jaka wystgpita po zadziataniu substancji

na $rodbtonek izolowanej aorty). Kazdy punkt przedstawiono jako $rednig £ SEM.

Na pierwszym wykresie (ryc. 8) oceniono kurczliwo$¢ aorty pod wplywem

fenylefryny. Przebieg krzywej w kazdym z modeli byt porownywalny z kontrola. Jedynie

w modelu L-NAME zaobserwowano nieznaczny, 13% wzrost odpowiedzi skurczowej aorty

pod wptywem fenylefryny. W zadnym z modeli nie odnotowano wzmozonej kurczliwosci
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aorty pod wptywem fenylefryny, zblizonej do kurczliwo$ci aorty z mechanicznie usunigtym
srédblonkiem, w przypadku ktorej obserwowano 32% wzrost odpowiedzi skurczowe;.
Wykorzystujac izolowane aorty, bedace w stanie submaksymalnego skurczu
indukowanego fenylefryna, dokonano oceny czynnosciowego stanu $rodblonka. W tym celu
oceniono zalezny od NO rozkurcz migsnidowki gladkiej aorty, pod wptywem acetylocholiny,
podawanej W rosngcych stezeniach (0,01-10 uM). Dla poréwnania testowany byt rowniez
rozkurcz aorty mechanicznie pozbawionej $rodbtonka. Wyniki przedstawiono na kolejnym
wykresie (ryc. 9). W przypadku aort mechanicznie pozbawionych endothelium obserwowano
znacznego stopnia uposledzong funkcje rozkurczows. Wspomniane aorty rozkurczaty sie
jedynie w 20%. Aorty pochodzace od szczurow z modelu L-NAME rowniez wykazywaty
znacznego stopnia uposledzong funkcj¢ rozkurczowa, rozkurczajac si¢ zaledwie w 32%.
Nieznacznie uposledzong funkcje rozkurczowa obserwowano w aortach pochodzacych od
szczurow modelu FRU (rozkurcz w 81,8%) oraz w aortach pochodzacych od szczuréw
modelu DEX (rozkurcz 89,6%). W przypadku aort pobranych od szczuréw z modelu DOCA

obserwowano pelng relaksacje migsniowki gladkiej indukowanej acetylocholing.

160~
140- Phe (-Endot)
120- ® Phe (Kontrola)
~ Phe (DEX)
© -
g 100 Phe (DOCA)
§ 80+ © Phe (FRU)
E 60 B Phe (L-NAME)

log [Phe] (M)

Rycina 8. Skurcz izolowane] aorty pod wptywem fenylefryny
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Rycina 9. Rozkurcz izolowanej aorty pod wptywem acetylocholiny

6.1.3. Wplyw indukcji nadcisnienia tetniczego na profil lipidowy

W kazdym z modeli, tj. modelu DEX, modelu DOCA, modelu FRU oraz modelu
L-NAME wystagpily znamienne statystycznie zmiany w stezeniach poszczegdlnych
sktadowych osoczowego profilu lipidowego w odniesieniu do grup kontrolnych.

W modelu DEX wystgpil wzrost stezenia cholesterolu catkowitego o 0,72 mmol/l
(38,9%), spadek stezenia frakcji HDL cholesterolu o 0,52 mmol/l (45,6%), wzrost stgzenia
frakcji LDL cholesterolu o 1,09 mmol/l (178,9%) oraz wzrost stgzenia trojglicerydow
0 0,36 mmol/l (78,2%).

W modelu DOCA wyidukowano wzrost st¢zenia cholesterolu catkowitego
0 0,31 mmol/l (15,3%), spadek st¢zenia frakcji HDL cholesterolu o 0,26 mmol/l (29,9%),
wzrost stezenia frakcji LDL cholesterolu o 0,53 mmol/l (77,9%) oraz wzrost st¢zenia
trojglicerydow o 0,23 mmol/l (51,1%).

W modelu FRU wywotano wzrost stezenia cholesterolu catkowitego 0 0,50 mmol/I
(29,6%), spadek stezenia frakcji HDL cholesterolu o 0,28 mmol/l1 (29,2%), wzrost stezenia
frakcji LDL cholesterolu o 0,21 mmol/l (30,0%) oraz wzrost st¢zenia trojglicerydow
0 0,78 mmol/l (144,4%).

83



W modelu

L-NAME wystapit wzrost

0 0,21 mmol/1 (12,0%), spadek stezenia frakcji HDL cholesterolu o 0,38 mmol/l (52,8%),

stezenia cholesterolu catkowitego
wzrost stezenia frakcji LDL cholesterolu o 0,39 mmol/l (75,0%) oraz wzrost stezenia
trojglicerydow o 0,45 mmol/l (77,6%).

Wyniki zostaty przedstawione w tabeli nr 13 (tab. 13) i na rycinie nr 10 (ryc. 10).

Tabela 13. Zmiany w poszczegdlnych frakcjach lipidowych w osoczu szczurédw po indukcji
nadcisnienia tetniczego w modelach doswiadczalnych

ChC — cholesterol catkowity, HDL — frakcja cholesterolu o wysokiej gestosci, LDL — frakcja cholesterolu o niskiej
gestosci, TG —trdjglicerydy

Stezenie poszczegdlnych frakcji lipidowych

[mmol/I]
Zwigzek , .
$rednia £ SEM
ChC HDL LDL TG
Kontrola DEX 1,85+ 0,09 1,14 £ 0,08 0,61 +0,04 0,46 £ 0,03

DEX

2,57 + 0,10 ***Y

0,62 + 0,03 ***

1,70 £ 0,08 ***

0,82 +0,03 ***

Kontrola DOCA

DOCA

2,02 + 0,06

2,33+£0,09 **

0,87 +0,02

0,61 + 0,03 ***

0,68 £ 0,03

1,21 £ 0,05 ***

0,45+ 0,02

0,68 + 0,03 ***

Kontrola FRU

FRU

1,69 +£0,07

2,19+0,13 **

0,96 £ 0,02

0,68 + 0,05 ***

0,70+0,03

0,91 +0,08 ***

0,54 +£0,03

1,32+ 0,11 ***

Kontrola L-NAME

L-NAME

1,75 +0,08

1,96 £0,11 *

0,72+0,03

0,34 £ 0,06 ***

0,52 +£0,04

0,91 + 0,09 ***

0,58 £ 0,03

1,03 £ 0,09 ***

2 Znamiennios$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 10. Procentowa zmiana poziomu osoczowych frakcji lipidowych w modelach
w odniesieniu do kontroli czystej
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6.1.4. Wplyw indukcji nadcisnienia tetniczego na profil
weglowodanowy

We wszystkich modelach: modelu DEX, modelu DOCA, modelu FRU oraz modelu
L-NAME wystapil wzrost 0S0czowego stezenia glukozy w odniesieniu do grup kontrolnych,
jednakze tylko w modelu DEX i modelu L-NAME wzrost ten byt istotny statystycznie.

Model DEX i model L-NAME indukowaly statystycznie istotny wzrost st¢zenia
glukozy, odpowiednio o 1,71 mmol/l (38,3%) oraz o 0,89 mmol/l (17,0%).

Wyniki zostaty przedstawione w tabeli nr 14 (tab. 14) i na rycinie nr 11 (ryc. 11).

Tabela 14. Wptyw badanych zwigzkéw na osoczowy poziom glukozy po indukcji
nadcisnienia tetniczego

Stezenie glukozy
Zwigzek [mmol/I]
srednia = SEM
Kontrola DEX 4,47 £ 0,19
DEX 6,18 + 0,23 ***"
Kontrola DOCA 5,14+ 0,17
DOCA 5,40 £ 0,29
Kontrola FRUKTOZA 4,93 +0,14
FRUKTOZA 5,43 +0,24
Kontrola L-NAME 5,24+ 0,23
L-NAME 6,13+0,36 *

2 Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 11. Procentowa zmiana osoczowego poziomu glukozy w modelach w odniesieniu
do kontroli czystej

6.2. Badania poszerzone dla wyselekcjonowanych zwigzkow
o wlasciwosciach ai-adrenolitycznych oraz zwigzku
referencyjnego (prazosyny) w wybranym modelu
nadcisnienia tetniczego (model L-NAME)

6.2.1. Ocena aktywnosci hipotensyjnej

W wywotanym wg modelu L-NAME nadci$nieniu tetniczym, cisnienie skurczowe
U szczuroOw osiggneto wartosci od 159,1 do 171,8 mmHg, natomiast rozkurczowe
od 125,2 do 139,3 mmHg, w zaleznosci od grupy badanej. Po indukcji nadci$nienia,
przewlekle dootrzewnowo podawano badane zwiazki i oceniano ich potencjat hipotensyjny.
Za dzien I eksperymentu, nazwany pomiarem ,,zero” przyjeto dzien, w ktorym zakonczono
indukcje nadcisnienia tetniczego wg modelu L-NAME 1 rozpocz¢to podawanie badanych

zwigzkow.
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Wszystkie zwigzki w podobnym stopniu jak zwigzek odniesienia — prazosyna,
obnizaly wyidukowane nadcis$nienie tetnicze. Znamienny statystycznie spadek cisnienia
skurczowego dla prazosyny oraz zwigzkoéw MH-2, MH-99, EP-47, EP-49, EP-58 nastapit
podczas 3 pomiaru ci$nienia — w VI dniu podawania dootrzewnowego, a dla zwigzkéw MH-3
oraz EP-46 podczas 2 pomiaru — w IV dniu podawania dootrzewnowego. Cisnienie
skurczowe zostatlo wowczas obnizone: dla prazosyny o 21,7 mmHg (13,4%), dla zwigzku
MH-2 0 15,5 mmHg (9,0%), dla zwigzku MH-3 o 11,9 mmHg (7,1%), dla zwiagzku MH-99
0 20,0 mmHg (12,1%), dla zwigzku EP-46 o 15,2 mmHg (8,7%), dla zwiazku EP-47
019,8 mmHg (11,6%), dla zwigzku EP-49 o 22,8 mmHg (14,3%), dla zwigzku EP-58
0 32,2 mmHg (19,2%).

Znamienny statystycznie spadek ci$nienia rozkurczowego dla prazosyny oraz
zwigzkow MH-2, MH-3, MH-99, EP-47, EP-58 nastapit podczas 4 pomiaru — w VIII dniu
podawania dootrzewnowego, a dla zwiazkow EP-46 oraz EP-49 podczas 3 pomiaru —
w VIdniu podawania dootrzewnowego. Cisnienie rozkurczowe zostalo obnizone:
dla prazosyny o 17,7 mmHg (13,4%), dla zwigzku MH-2 o0 13,5 mmHg (9,8%), dla zwiazku
MH-3 0 13,0 mmHg (10,2%), dla zwiazku MH-99 0 17,9 mmHg (14,3%), dla zwiazku EP-46
011,2 mmHg (8,0%), dla zwigzku EP-47 010,0 mmHg (7,5%), dla zwigzku EP-49
0 16,1 mmHg (12,6%), dla zwigzku EP-58 0 17,5 mmHg (13,0%).

W grupie kontrolnej dla modelu L-NAME nie odnotowano zadnych istotnych zmian
w zakresie wartosci ci$nienia tetniczego.

Wyniki §rednich warto$ci ci$nienia skurczowego i rozkurczowego uzyskane w trakcie
podawania badanych zwigzkéw zestawiono W tabelach, a $rednig zmian¢ cis$nienia

skurczowego i rozkurczowego wyrazong W % zilustrowano na rycinach:

— Kontrola: tabelanr 15 (tab. 15), rycina nr 12 (ryc. 12),
— Prazosyna: tabelanr 16 (tab. 16), rycina nr 13 (ryc. 13),

- MH-2: tabela nr 17 (tab. 17), rycina nr 14 (ryc. 14),
— MH-3: tabela nr 18 (tab. 18), rycina nr 15 (ryc. 15),
— MH-99: tabela nr 19 (tab. 19), rycina nr 16 (ryc. 16),
— EP-46: tabela nr 20 (tab. 20), rycina nr 17 (ryc. 17),
- EP-4T: tabela nr 21 (tab. 21), rycina nr 18 (ryc. 18),
— EP-49: tabela nr 22 (tab. 22), rycina nr 19 (ryc. 19),
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Tabela 15. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane w kontroli modelu L-NAME

w trakcie przewlektego podawania dootrzewnowego badanych zwigzkéw

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu I Il v VI VI X Xl XV
L . 158,9 | 157,4 | 154,9 | 160,4 | 157,0 | 162,1 | 160,5 | 159,0
Srednia
+ + + + + + + +
Skurczowe + SEM

1,4 2,8 3,0 1,4 2,5 3,2 2,1 1,9

KONTROLA MODELU
L-NAME

131,2 | 130,0 | 127,9 | 130,2 | 128,3 | 127,5 | 130,8 | 128,4
+ + + + + + + +

Srednia

Rozkurczowe + SEM B B B B B B B B

3,1 2,7 2,4 1,8 2,1 2,5 1,7 2,2

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie ci$nienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

A cis$nienia krwi [%]

601

40-

20+

KONTROLA MODELU L-NAME

-~ SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

Nr pomiaru

Rycina 12. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi w odniesieniu

do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej modelu L-NAME
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Tabela 16. Wartosci Srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym prazosyny w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 8
Dzien
eksperymentu | Il \Y] VI VIl X Xl XV
. . 162,5 | 161,7 | 155,0 | 140,8 | 134,0 | 128,5| 120,8 | 119,2
Srednia
< K + SEM + + + + + + + +
= Skurczowe - 32 | 31| 29 | 19 | 23 | 23 | 25 | 22
8 ***1) EX 3 3 EX 3 3 %k %k %k %k %k %k
N . . 132,0 | 131,7 | 128,2 | 121,3 | 114,3 | 107,3 | 95,8 93,0
< Srednia
g Rozkurczowe + SEM * * * * * * * *
- 2,9 3,0 3,0 3,2 2,5 2,8 2,9 2,6
EX 3 3 EX 3 3 %k %k %k %k %k %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

PRAZOSYNA

601 -~ SKURCZOWE PRAZOSYNA

ROZKURCZOWE PRAZOSYNA
-- SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

404

4
Nr-pemiaru

A cisnienia krwi [%]
f

-60-
Rycina 13. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu

do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym prazosyny w modelu L-NAME
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Tabela 17. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym MH-2 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 8
Dzien
eksperymentu I Il v VI VIII X Xl XV
. ) 171,8 | 170,5 | 165,5 | 156,3 | 146,5 | 139,8 | 133,3 | 130,0
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe - 25 | 24 | 28 | 24 | 15 | 16 | 15 | 1,7
o *%%1) * %k * % % *k ok * % %
I
P . ) 138,0 | 136,7 | 133,0 | 129,0 | 124,5 | 116,8 | 111,3 | 108,3
Srednia
Rozkurczowe + SEM * £ * * * * £ *
B 3,2 2,8 2,4 2,4 3,0 4,2 2,6 4,3
* %k %k %k %k %k %k K %k %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

MH-2
60+ -~ SKURCZOWE MH-2
ROZKURCZOWE MH-2
40+ -o- SKURCZOWE KONTROLA

ROZKURCZOWE KONTROLA

-20- I pomiary

A ci$nienia krwi [%]
T
o

Rycina 14. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym zwigzku MH-2 w modelu L-NAME
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Tabela 18. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu

dootrzewnowym MH-3 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu I Il v VI VIII X Xl XV
. ) 167,0 | 164,4 | 155,1 | 145,2 | 137,3 | 131,0 | 126,2 | 122,8
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe - 36 | 31 | 22| 12 | 07 | 11| 15 | 19
™ *%1) * k% * %k * %k *ok ok *ok ok
I
P . ) 128,0 | 127,3 | 123,8 | 120,2 | 115,0 | 100,7 | 92,7 | 93,2
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * * * * * £
B 3,8 3,4 3,5 3,1 3,8 5,1 5,0 2,9
K %k %k %k %k %k %k %k %k K %k %k

) Znamiennos¢ wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie cisnienia krwi

w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

MH-3
60- -e- SKURCZOWE MH-3
ROZKURCZOWE MH-3
40- ~e- SKURCZOWE KONTROLA

204

4
Nr pdmiaru

A cis$nienia krwi [%]
o

ROZKURCZOWE KONTROLA

Rycina 15. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu

dootrzewnowym zwigzku MH-3 w modelu L-NAME
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Tabela 19. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym MH-99 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu I Il v VI VIII X Xl XV
. ) 165,0 | 164,0 | 156,3 | 145,0 | 133,7 | 130,8 | 127,7 | 125,2
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe - 43 | 44 | 40 | 41 | 41 | 29 | 2,4 | 2,2
% **1) %k %k %k %k k % %k %k %k %k k
I
S . ] 125,6 | 122,5 | 118,3 | 115,0 | 107,7 | 100,3 | 97,5 | 88,7
Srednia
Rozkurczowe + SEM * £ * * * * * *
B 3,1 2,9 3,0 2,7 4,1 2,9 2,8 2,6
%k %k %k %k %k %k %k %k K %k %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

MH-99
601 -~ SKURCZOWE MH-99
ROZKURCZOWE MH-99
40+ -~ SKURCZOWE KONTROLA

ROZKURCZOWE KONTROLA

4

-20- Nr pamiaru

A cisnienia krwi [%)]
2

-404

-60-
Rycina 16. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu

do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym zwigzku MH-99 w modelu L-NAME
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Tabela 20. Wartosci Srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym EP-46 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu [ 1 v VI VI X Xl XIv
. . 175,1|173,4 | 159,9 | 140,3 | 133,9| 128,5 | 126,8 | 123,9
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe | * 45 | 43 | 29 | 18 | 23 | 1,4 | 12 | 34
g *%1) * %k * %k * Kk * %k * %k
% 2 . 139,3|137,5|134,0| 128,7 | 120,8 | 112,2 | 105,8 | 95,5
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * * * * * *
B 2,3 2,0 1,9 2,7 2,1 2,8 2,3 3,5
* %k %k %k %k %k %k EX 3 3 EX 3 3

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

EP-46
60-
- SKURCZOWE EP-46
ROZKURCZOWE EP-46
407 ~e- SKURCZOWE KONTROLA
- ROZKURCZOWE KONTROLA

4
Nfpemiaru

A cisnienia krwi [%]
‘;

Rycina 17. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego ci$nienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym zwigzku EP-46 w modelu L-NAME
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Tabela 21. Wartosci srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu

dootrzewnowym EP-47 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu I Il v VI VIII X Xl XV
. ) 170,7 | 169,6 | 162,6 | 150,9 | 143,2 | 137,3 | 131,7 | 130,0
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe | = 25 | 30 | 31 | 27 | 12 | 31 | 42 | 40
; ***1) %k %k k %k k % %k %k %k %k k
& ‘ ] 134,0 | 133,5 | 131,7 | 129,2 | 124,0 | 119,4 | 107,8 | 100,6
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * * * * * *
B 2,7 2,4 2,0 3,1 2,2 2,4 2,7 3,6
%k %k %k %k %k %k %k %k K %k %k

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

A cisnienia krwi [%]

EP-47

601 -o- SKURCZOWE EP-47
ROZKURCZOWE EP-47

40+ -~ SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

204

09— - Y
8

-20- Nr pomiaru

-40-

-60-

Rycina 18. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu

do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym zwigzku EP-47 w modelu L-NAME

95




Tabela 22. Wartosci Srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym EP-49 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu Il v VI VIII X Xl XV
. ) 159,1 | 157,4 | 149,6 | 136,3 | 126,2 | 124,5 | 119,0 | 117,0
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe T 21 2,5 2,3 3,8 4,4 2,9 2,2 1,8
g ***1) %k %k %k %k %k %k %k %k k %k %k k
& p . 127,3 | 124,0 | 116,8 | 111,2 | 103,7 | 98,8 | 94,0 | 92,2
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * * * * * *
- 4,1 2,7 3,1 2,4 2,7 2,6 2,8 3,1
* %k %k 3k %k k %k %k 3k k%

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci srednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

60+

40-

A cisnienia krwi [%]
o

EP-49

4
Nr pomiaru

SKURCZOWE EP-49

-# ROZKURCZOWE EP-49

-~ SKURCZOWE KONTROLA
ROZKURCZOWE KONTROLA

Rycina 19. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,.zero” dla grupy kontrolneji po przewlektym podawaniu

dootrzewnowym zwigzku EP-49 w modelu L-NAME
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Tabela 23. Wartosci Srednie cisnienia krwi [mmHg] uzyskane po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym EP-58 w modelu L-NAME

Nr pomiaru 0 1 2 3 4 5 6 7
Dzien
eksperymentu [ 1 v VI VI X Xl XIv
. . 167,5| 167,4 | 154,9 | 135,3 | 129,3 | 120,5 | 119,7 | 121,8
Srednia
+ SEM + + + + + + + +
Skurczowe | * 20 | 23 |37 | 17 | 06 | 09 | 1,3 | 23
°,_8 *%1) * % 5k * % 5k %k ok * %k
& . . 134,2 | 135,2 | 127,8 | 123,2 | 116,7 | 103,5 | 95,5 91,5
Srednia
Rozkurczowe + SEM * * * * * * * *
B 3,5 2,0 2,4 3,0 4,4 4,9 3,4 3,1
EE 3 %k %k %k EX 3 3 EX 3 3

)Znamlennosc wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a, w oparciu o wartosci $rednie cisnienia krwi
w odniesieniu do pomiaru z dnia ,,zero”
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001

EP-58
601 -~ SKURCZOWE EP-58
ROZKURCZOWE EP-58
40+ -~ SKURCZOWE KONTROLA

ROZKURCZOWE KONTROLA

4
Nrpamiaru

A cis$nienia krwi [%]
o

Rycina 20. Procentowa zmiana skurczowego i rozkurczowego cisnienia krwi w odniesieniu
do pomiaru z dnia ,,zero” dla grupy kontrolnej i po przewlektym podawaniu
dootrzewnowym zwigzku EP-58 w modelu L-NAME
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6.2.2. Ocena funkcji rozkurczowych aorty

Czynnos$ciowy stan $rodblonka oceniono na podstawie zaleznego od NO rozkurczu
naczyn, wywolanego przez acetylocholing podawang, w rosnacych stezeniach,
do przykurczonych submaksymalnie fenylefryng aort, dla ktorych warto$¢ maksymalng
skurczu przyjeto za 100%.

Na wykresach poroéwnano wartosci procentowe skurczu migsniowki gladkiej
izolowanych aort w poszczegélnych grupach, pod wplywem wzrastajacych stezen
acetylocholiny, osigganych w naczynkach termostatowanych (ang. Organ Bath), ktore
wynosity: 3x10° M, 10 M, 3x10®¥M, 107 M, 3x107 M, 10° M, 3x10° M, 10 M, 3x10™° M.
Aorty wyizolowane od zwierzat z poszczegolnych grup rozkurczaty si¢ w roznym zakresie,
W miar¢ podawania wzrastajacych stezen acetylocholiny. Na koncu eksperymentu przy
stezeniu acetylocholiny wynoszacym 3x10° M poréwnano efekt rozkurczu aort. Aorty po
mechanicznym usunigciu endotelium rozkurczyty si¢ srednio w 19,5%, aorty pochodzace od
szczurow z modelu L-NAME w 31,2%, a aorty pochodzace od szczuréw kontrolnych
W 92,9%. Rozkurcz aort dla badanych zwigzkéw podawanych w modelu nadci$nienia
L-NAME wynidst odpowiednio: prazosyna — 86,4%, MH-2 — 45;3%, MH-3 — 40,7%,
MH-99 — 36,6%, EP-46 — 34%, EP-47 — 32%, EP-49 — 33%, EP-58 — 61,4%.

Wartoséci procentowe skurczu aorty obserwowane w trakcie podawania rosnacych

stezen acetylocholiny przedstawiono na wykresach zamieszczonych na rycinie nr 21 (ryc. 21).
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Rycina 21. Procentowy skurcz izolowanej aorty pod wptywem rosngcych stezen

acetylocholiny
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6.2.3. Ocena parametrow profilu lipidowego

Zwiazek odniesienia — prazosyna oraz zwigzki: MH-2, MH-3, MH-99, EP-46,
EP-47, EP-49 oraz EP-58 podawane przewlekle przez okres 14 dni szczurom, u ktorych
uprzednio wywotano nadcis$nienie tetnicze wg modelu L-NAME wptywaly na st¢zenia
poszczegolnych sktadowych osoczowego profilu lipidowego w odniesieniu do szczurdéw
kontrolnych modelu L-NAME.

Zaden ze zwigzkéw nie wywotal istotnego statystycznie spadku stezenia cholesterolu
catkowitego.

Zwigzek odniesienia prazosyna wywotat istotne statystycznie: wzrost st¢zenia frakcji
HDL cholesterolu o 0,17 mmol/l (44,7%), spadek st¢zenia frakcji LDL cholesterolu
0 0,34 mmol/l (37,4%) oraz spadek stezenia trojglicerydow o 0,35 mmol/1 (34,0%).

Zwigzek MH-2 powodowal istotne statystycznie: wzrost stezenia frakcji HDL
cholesterolu o 0,12 mmol/l (31,6%) oraz spadek stezenia frakcji LDL cholesterolu
0 0,21 mmol/l (23,1%). Nie wplywat znamiennie na st¢zenie trojglicerydow.

Zwigzek MH-3 wywotal istotne statystycznie: spadek stezenia frakcji LDL
cholesterolu o 0,26 mmol/l (28,6%) oraz spadek stezenia trojglicerydow o 0,28 mmol/l
(27,2%). Nieznamiennie podnosit stgzenie frakcji HDL cholesterolu.

Zwigzek MH-99 powodowal istotne statystycznie: wzrost stezenia frakcji HDL
cholesterolu o 0,14 mmol/l (36,8%) oraz spadek stezenia trdjglicerydow o 0,33 mmol/l
(32,0%). Nieznamiennie statystycznie obnizat st¢zenie frakcji LDL cholesterolu.

Zwigzki EP-46, EP-47, EP-49 nie powodowaly statystycznie istotnych zmian
w zakresie stezen osoczowych frakcji lipidowych.

Zwigzek EP-58 indukowatl istotne statystycznie: spadek stezenia frakcji LDL
cholesterolu o 0,20 mmol/l (22,0%) oraz spadek stezenia trdjglicerydow o 0,27 mmol/|

(26,2%). Nie wplywatl znaczaco na stezenie frakcji HDL cholesterolu.

Wyniki zostaty przedstawione w tabeli nr 24 (tab. 24) i na rycinach: nr 22 —
dla cholesterolu catkowitego (ryc. 22), nr 23 — dla cholesterolu frakcji HDL (ryc. 23), nr 24 —
dla cholesterolu frakcji LDL (ryc. 24), nr 25 — dla tréjglicerydow (ryc. 25).
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Tabela 24. Wptyw badanych zwigzkdw na osoczowy poziom poszczegdlnych frakcji

lipidowych po indukcji nadcis$nienia tetniczego wg modelu L-NAME

Stezenie poszczegdlnych frakcji lipidowych

[mmol/l]
Grupa
doswiadczalna $rednia + SEM
ChC HDL LDL TG
Kontrola 1,76 + 0,06 0,72 +£0,03 Gk 0,48 £ 0,05 *** 0,58 + 0,04 ***
L-NAME 1,95+0,10 0,38 + 0,04 0,91 +0,03 1,03+ 0,03
PRAZOSYNA 1,80+ 0,04 0,55+ 0,06 ** 0,57 £ 0,05 *** 0,68 £ 0,07 **
MH-2 1,87 £ 0,04 0,50+ 0,06 * 0,70+0,07 * 0,77 £ 0,09
MH-3 1,85+ 0,06 0,47 £ 0,08 0,65 + 0,08 ** 0,75+0,06 *
MH-99 1,82 £ 0,07 0,52+0,07 * 0,68 + 0,09 * 0,70+ 0,07 **
EP-46 1,91+0,08 0,49+0,03 0,74 £ 0,04 0,78 £ 0,04
EP-47 1,90 + 0,067 0,45 + 0,05 0,75+0,10 0,80 + 0,07
EP-49 1,93+0,10 0,41 +0,07 0,81 +0,07 0,86 + 0,06
EP-58 1,84 + 0,07 0,43 10,08 0,71+0,10 * 0,76 £ 0,05 *

2 Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME

* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 22. Procentowa zmiana osoczowego poziomu cholesterolu catkowitego
po przewlektym podawaniu badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu
do kontroli czystej
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Rycina 23. Procentowa zmiana osoczowego poziomu frakcji HDL po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Rycina 24. Procentowa zmiana osoczowego poziomu frakcji LDL po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Rycina 25. Procentowa zmiana osoczowego poziomu trdjglicerydéw po przewlektym
podawaniu badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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6.2.4. Ocena parametrow profilu weglowodanowego

Zwigzki podawane przewlekle przez okres 14 dni szczurom z wyidukowanym
nadci$nieniem tetniczym wg modelu L-NAME, powodowaly spadek stezenia glukozy do
warto$ci mieszczacych sie w zakresie od 5,13 mmol/l do 6,00 mmol/l. Istotny statystycznie
spadek stezenia glukozy w odniesieniu do szczuréw modelu L-NAME uzyskano po
zastosowaniu prazosyny spadek o 1,04 mmol/l (16,6%), zwigzku MH-2 spadek
0 1,01 mmol/l (16,2%), zwiazku MH-3 spadek o 1,12 mmol/l (17,9%) oraz zwigzku MH-99
spadek 0 1,05 mmol/I (16,8%).

Wyniki zostaty przedstawione w tabeli nr 25 (tab. 25) i na rycinie nr 26 (ryc. 26).

Tabela 25. Wptyw badanych zwigzkéw na osoczowy poziom glukozy po indukgcji
nadcisnienia tetniczego wg modelu L-NAME

Stezenie glukozy
Zwigzek [mmol/i]
srednia £ SEM
Kontrola 5,11+0,22 *Y
L-NAME 6,25 + 0,28
PRAZOSYNA 5,21+0,30 *
MH-2 524+0,21 *
MH-3 5,13+0,19 *
MH-99 520+0,17 *
EP-46 5,69+0,34
EP-47 5,80+0,29
EP-49 6,00+ 0,31
EP-58 5,90+0,21

b Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 26. Procentowa zmiana osoczowego poziomu glukozy po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej

6.2.5. Ocena parametrow stresu oksydacyjnego

Dla poszerzenia charakterystyki modelu L-NAME oznaczono markery stresu
oksydacyjnego: produkt peroksydacji lipidow oraz enzymy antyoksydacyjne. Dzigki temu
uzyskano mozliwos¢ stwierdzenia wpltywu badanych zwigzkéw podawanych przewlekle
w modelu L-NAME na poziom stresu oksydacyjnego.

Jednym z najczeSciej oznaczanych markerow stresu oksydacyjnego jest dialdehyd
malonowy (MDA), bedacy wyznacznikiem autooksydacji lipidow. W modelu L-NAME
oznaczono poziom osoczowego MDA oraz tkankowego MDA, pochodzacego z médzgow
badanych zwierzat.

U szczurow, ktorym indukowano nadcisnienie przy uzyciu L-NAME poziom
osoczowego MDA wzrdst istotnie statystycznie o 0,00399 nmol/mg biatka (56,8%).
Zastosowanie prazosyny U szczurow z nadci$nieniem indukowanym L-NAME istotnie

statystycznie obnizato poziom osoczowego MDA o 0,00322 nmol/mg biatka (29,2%).
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W takim samym zakresie poziom osoczowego MDA obnizal zwigzek MH-3 -
0 0,00321 nmol/mg biatka (29,2%). W nieznacznie mniejszym stopniu MDA obnizaly:
zwigzek MH-2 o 0,00281 nmol/mg biatka (25,5%), zwigzek MH-99
0 0,00252 nmol/mg biatka (22,9%) oraz zwigzek EP-46 o 0,00219 nmol/mg biatka (19,9%).
Nie uzyskano znaczacego wzrostu tkankowego poziomu MDA u szczuréw modelu
L-NAME w odniesieniu do szczurow kontrolnych, podobnie jak nie wykazano zadnych
istotnych zmian w poziomie tego wskaznika po przewlektym podawaniu badanych zwigzkow.
Wyniki przedstawiajace poziom peroksydacji lipidow mierzony osoczowym MDA
i MDA oznaczanym w modzgu zaprezentowano W tabeli nr 26 (tab. 26), natomiast procentowy
przyrost/spadek poziomu MDA w odniesieniu do kontroli na rycinach nr 27 (ryc. 27)

i rycinie nr 28 (ryc. 28).

Tabela 26. Wptyw badanych zwigzkéw na poziom peroksydacji lipidow po indukgji
nadcisnienia tetniczego wg modelu L-NAME

Poziom peroksydacji lipidow
dos’vSi;l::Iizalna srednia £ SEM z
MDA MDA MOZG
[nmol/mg biatka] [nmol/mg biatka]
Kontrola 0,00702 + 0,0004 *** 1,747 + 0,05
L-NAME 0,01101 + 0,0007 1,789 * 0,05
PRAZOSYNA 0,00779 £ 0,0003 *** 1,931 + 0,07
MH-2 0,00820 + 0,0004 ** 1,910 £ 0,06
MH-3 0,00780 + 0,0004 *** 1,882 £ 0,06
MH-99 0,00849 + 0,0002 * 1,816 £ 0,09
EP-46 0,00882 + 0,0007 * 1,895 + 0,06
EP-47 0,00920 + 0,0008 1,940 £ 0,08
EP-49 0,01048 + 0,0005 1,945 £ 0,10
EP-58 0,00936 + 0,0008 1,871+0,11

2 Znamiennios$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 27. Procentowa zmiana osoczowego poziomu MDA po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Rycina 28. Procentowa zmiana tkankowego poziomu MDA MOZG po przewlektym
podawaniu badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza
(CAT) oraz peroksydaza glutationowa (GPX) tworzg enzymatyczng bariere przeciwutleniajaca
organizmu. W przebiegu nadcisnienia te¢tniczego wywotanego podawaniem L-NAME
W osoczu szczurow Wykazano istotny statystycznie wzrost poziomu CAT o0 1,94 U/mg biatka
(65,5%) oraz SOD o 0,0113 % hamowania utleniania adrenaliny/mg biatka (69,8%),
natomiast obnizeniu ulegta GPx 0 0,0256 U/mg bialka (31,5%).

Prazosyna istotnie statystycznie obnizata poziom CAT 0 1,28 U/mg biatka (26,1%)
oraz SOD 00,071 % hamowania utleniania adrenaliny/mg biatka (25,8%), podnosita
natomiast aktywno$¢ GPx 0 0,0231 U/mg biatka (41,5%).

Sposrod  badanych zwigzkéw poziom CAT istotnie statystycznie obnizaty zwigzki:
MH-3 o 0,95 U/mg biatka (19,4%) oraz MH-99 o 1,05 U/mg bialka (21,4%). Zaden ze
zwigzkow istotnie statystycznie nie wptywal na poziom SOD. Wszystkie badane zwigzki,
w poréwnaniu do szczuréw modelu L-NAME, podnosity aktywno$¢ GPx. Poziom GPx
wzrost: dla zwigzku MH-2 o 0,0190 U/mg bialtka (34,2%), dla zwigzku MH-3
00,0168 U/mg biatka (30,2%), dla zwiazku MH-99 00,0194 U/mg biatka (34,8%), dla
zwigzku EP-46 o 0,0219 U/mg biatka (39,3%), dla zwigzku EP-47 00,0148 U/mg biatka
(26,6%), dla zwiazku EP-49 o 0,0137 U/mg biatka (24,6%), a dla zwiazku EP-58
00,0191 U/mg biatka (34,3%).

Wyniki  przedstawiajace  poziom aktywnosci enzymoéw  antyoksydacyjnych
zaprezentowano w tabeli nr 27 (tab. 27), procentowa zmiane poziomu CAT w odniesieniu do
kontroli na rycinie nr 29 (ryc. 29), procentowa zmiang poziomu SOD w odniesieniu do
kontroli na rycinie nr 30 (ryc. 30), procentowa zmiang poziomu GPx w odniesieniu do

kontroli na rycinie nr 31 (ryc. 31).
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Tabela 27. Wptyw badanych zwigzkéw na poziom aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych
po indukcji nadcisnienia tetniczego wg modelu L-NAME

Grupa

doswiadczalna

Poziom aktywnosci enzymoéw antyoksydacyjnych

CAT
[U/mg biatka]

srednia £ SEM
SOD

[% hamowania
utleniania
adrenaliny/mg biatka]

GPx
[U/mg biatka]

0,0813 + 0,003 ***

Kontrola 2,96 + 0,21 ***V 0,162 £ 0,07 ***
L-NAME 4,90 + 0,30 0,275 £ 0,02 0,0557 + 0,003
PRAZOSYNA 3,62+0,17 *** 0,204 £0,19 * 0,0788 + 0,005 ***

MH-2 4,22 +0,19 0,260 £ 0,08 0,0747 £ 0,001 ***
MH-3 3,95+0,18 * 0,272 £ 0,06 0,0725 + 0,004 ***
MH-99 3,85+0,12 ** 0,233 £ 0,02 0,0751 + 0,004 ***
EP-46 4,32 +0,22 0,257 £ 0,04 0,0776 + 0,003 ***
EP-47 4,39+0,33 0,259 £ 0,02 0,0705 + 0,002 **
EP-49 4,73 +0,22 0,272 +£0,01 0,0694 + 0,002 **
EP-58 4,72 + 0,15 0,260 = 0,07 0,0748 + 0,005 ***

2 Znamiennios$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 29. Procentowa zmiana osoczowego poziomu CAT po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Rycina 30. Procentowa zmiana osoczowego poziomu SOD po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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Rycina 31. Procentowa zmiana osoczowego poziomu GPx po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej

6.2.6. Ocena stezenia azotanow(III) oraz azotanow(V)

Dla poszerzenia charakterystyki modelu L-NAME oznaczono st¢zenia azotanow(I11)
oraz azotané6w(V) w osoczu szczurOw poddanych indukcji nadci$nienia tetniczego.
Poréwnano takze wplyw na ten parametr badanych zwigzkow podawanych przewlekle
w modelu L-NAME. Ze wzgledu na zaistniale ograniczenia ilosciowe, do badan wybrano

probki pochodzace od zwierzat z grup: kontrolnej, L-NAME, prazosyny, MH-3, MH-99.

Stezenia NO, oraz NOs;” w grupie zwierzat modelu L-NAME byly w znaczacym
stopniu obnizone w stosunku do kontroli, a mianowicie 0 0,0940 uM (63,6%) dla NO;
109,68 uM (59,8%) dla NOs". Po 14-dniowym stosowaniu badanych zwiazkow dochodzito
do wzrostu stezen NO, oraz NOs. Stezenie NO, wzrosto dla: prazosyny o 0,0496 uM
(92,4%), dla zwigzku MH-3 o 0,0866 uM (161,3%), a dla zwigzku MH-99 o 0,0683 uM
(127,2%). Stezenie NO3 réwniez podniosto si¢, dla: prazosyny o 9,2 uM (141,1%),
dla zwigzku MH-3 0 5,13 uM (78,6%), a dla zwigzku MH-99 0 6,16 uM (94,5%).
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Wyniki przedstawiono w tabeli nr 28 (tab. 28) oraz na rycinie nr 32 (ryc. 32)

dla

analizy poréwnawczej stgzen NO2 i na rycinie nr 33 (ryc. 33) dla analizy porownawczej

stezen NOg' .

Tabela 28. Wptyw badanych zwigzkéw na poziom azotanéw i azotyndw w osoczu po indukcji

nadcisnienia tetniczego wg modelu L-NAME

Poziom azotandéw i azotyndw w osoczu
(uM]
Grupa
doswiadczalna $rednia £ SEM
NO, NOs
0,1477 + 0,011 16,20 + 1,1
Kontrola o k1) -
L-NAME 0,0537 + 0,013 6,52 + 1,4
+ +
PRAZOSYNA 0,1033 t 0,062 15,72*;*1,3
0,1403 + 0,016 11,65 + 1,2
MH-3 * % % * %
0,1220 + 0,011 12,68 + 1,1
MH-99 ’ e e

2 Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupa L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 32. Procentowa zmiana osoczowego poziomu NO;, po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej

NO3"
0-
-201
n —r
2 = .40-
=
-60-
_80 L] L] L] L]
& \e > o
= > & )
¥ $ N N
v
QQ~

Rycina 33. Procentowa zmiana osoczowego poziomu NO3™ po przewlektym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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6.2.7. Ocena wybranych parametrow biochemicznych

6.2.7.1. ADMA

Dla poszerzenia charakterystyki modelu L-NAME oznaczono stezenia ADMA
W osoczu szczuréw poddanych indukcji nadcisnienia tetniczego. Pordwnano takze wplyw na
ten parametr badanych zwigzkow podawanych przewlekle w modelu L-NAME.

Stezenia ADMA w grupie zwierzat modelu L-NAME byly w znaczacym stopniu
obnizone w stosunku do kontroli o 0,8605 uM (71,5%). Po 14-dniowym stosowaniu
badanych  zwigzkow  dochodzito do  wzrostu stezen ADMA dla:  grupy
Z prazosyna 0 0,6785 uM (198,1%), zwiazku MH-2 0 0,7205 uM (210,4%), zwigzku MH-3
00,6223 uM (181,7%), zwiazku MH-99 o 0,6515 uM (190,2%), zwigzku EP-46
0 0,5605uM (71,5%) oraz zwiazku EP-47 o 0,5111 uM (149,2%). Podawanie zwiazku
EP-49 i EP-58 nie wplywatlo istotnie statystycznie na poziom ADMA w poréwnaniu do
zwierzat modelu L-NAME.

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 29 (tab. 29) oraz na rycinie nr 34 (ryc. 34).

114



Tabela 29. Wptyw badanych zwigzkéw na ADMA po indukcji nadci$nienia tetniczego
w osoczu wg modelu L-NAME

Stezenie ADMA
Zwigzek (M}
Srednia £ SEM
Kontrola 1,2030 # 0,05 ***V
L-NAME 0,3425 + 0,01
PRAZOSYNA 1,0210 + 0,04 ***
MH-2 1,0630 £ 0,03 ***
MH-3 0,9648 + 0,03 ***
MH-99 0,9940 + 0,02 ***
EP-46 0,9030 + 0,01 ***
EP-47 0,8536 + 0,01 ***
EP-49 0,3741 £ 0,01
EP-58 0,4222 + 0,02

2 Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 34. Procentowa zmiana osoczowego poziomu ADMA po przewlektym
podawaniu badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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6.2.7.2. VEGF

Dla poszerzenia charakterystyki modelu L-NAME oznaczono st¢zenia naczyniowo-
srodblonkowego czynnika wzrostu — VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
W osoczu szczurdw poddanych indukcji nadci$nienia tetniczego. Porownano takze wptyw na

ten parametr badanych zwigzkoéw podawanych przewlekle w modelu L-NAME.

Stezenia VEGF w grupie zwierzat modelu L-NAME byly istotnie podwyzszone
w stosunku do kontroli, wzrost o 17,12 pg/ml (213,7%). Po 14-dniowym stosowaniu
badanych zwigzkéw dochodzito do znamiennego spadku stezen VEGF dla wszystkich
badanych grup. Spadek stezen ADMA wyniost dla: grupy z prazesyng o 15,03 pg/ml
(59,8%), zwigzku MH-2 0 14,50 pg/ml (57,7%), zwigzku MH-3 0 14,52 pg/ml (57,8%),
zwigzku MH-99 015,00 pg/ml (59,7%), zwigzku EP-46 011,73 pg/ml (46,7%),
zwigzku EP-47 011,63 pg/ml (46,3%), zwigzku EP-49 013,53 pg/ml (53,8%) oraz
zwigzku EP-58 0 14,38 pg/ml (57,2%).

Wyniki przedstawiono w tabeli nr 30 (tab. 30) oraz na rycinie nr 35 (ryc. 35).
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Tabela 30. Wptyw badanych zwigzkéw na VEGF po indukcji nadcisnienia tetniczego
w osoczu wg modelu L-NAME

Stezenie VEGF
Zwigzek [pg/ml]

$rednia = SEM
Kontrola 8,010 + 0,120 ***"

L-NAME 25,125 + 0,249
PRAZOSYNA 10,100 + 0,350 ***
MH-2 10,630 £ 0,405 ***
MH-3 10,600 + 0,139 ***
MH-99 10,125 + 0,215 ***
EP-46 13,400 £ 0,190 ***
EP-47 13,503 £ 0,285 ***
EP-49 11,600 + 0,425 ***
EP-58 10,752 + 0,280 ***

2 Znamiennio$¢ statystyczna wg analizy Anova poszerzonej o test Dunnett’a w poréwnaniu z grupg L-NAME
* p<0,05; ** p<0,02; *** p<0,001
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Rycina 35. Procentowa zmiana osoczowego poziomu VEGF po przewlektym
podawaniu badanych zwigzkéw w modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli czystej
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6.2.8. Ocena aktywnosci wewnetrznej wzgledem podtypow
receptorow aia-adrenergicznych

W celu okreslenia charakteru aktywnosci oraz wybidrczosci wyselekcjonowanych
zwigzkow wzgledem podtypow receptora ag-adrenergicznego oznaczono ich aktywno$é
wewnetrzng wzglgdem ludzkich receptoréw aya- oip- 1 aip-adrenergicznych. Wyniki badan
aktywno$ci wewnetrznej uzyskane dla testowanych struktur porownano z wynikami
uzyskanymi dla trzech zwigzkéw referencyjnych, nieselektywnych prazosyny 1 terazosyny
oraz preferencyjnej wzgledem receptora oy i o1p tamsulozyny.

Uzyskane w metodach AequoScreen® (ayp j oip) oraz GeneBLAzer® (a14) wartosci
ECso dla badanych zwiazkéw pozwolily oceni¢ wybidrczos¢é testowanych zwigzkow
wzgledem wspomnianych podtypdéw receptorow ag-adrenergicznych (tab. 31).

Wszystkie badane zwigzki wykazaly wlasciwosci antagonistyczne wzgledem
receptorOW oia-, oip- | oyp-adrenergicznych hamujgc wewnatrzkomorkowsg transdukcje
sygnatu indukowang fenylefryng.

Zwiagzek EP-46 najsilniej hamowat wewnatrzkomorkowa transdukcje sygnatu
w przypadku podtypu aip. Zwiazek wykazat przy tym ok. 3-krotng i 9-krotng preferencyjnosé
hamowania podtypu oip w poréwnaniu do odpowiednio podtypow ayg i 014 (tab. 32).

Zwigzek EP-47 nie wplywatl praktycznie na czynno$¢ receptora aga-adrenergicznego,
hamowal natomiast ok. 3-krotnie silniej aktywno$¢ receptora ayp w porownaniu do receptora
aig (tab. 28).

Zwigzek EP-49 hamowal ok. 5-cio krotnie silniej indukowang fenylefryna czynnos¢
receptora aya w poréwnaniu do receptoréw asg I oyp (tab. 32).

Zwiazek EP-58 hamowat z poréwnywalng sita indukowang fenylefryng transdukcje
sygnatu w przypadku wszystkich podtypow receptoréw oy, tj. a1a, ous, aip (tab. 32).

Zwigzki MH-2, MH-3 oraz MH-99 hamowaty z poréwnywalng sila transdukcje
sygnatu receptorow aya I o1g. Wykazaty jednak ok. 15-krotnie silniejszg zdolno$¢ hamowania
indukowanej fenylefryng transdukcji sygnalu receptora aip w porownaniu do podtypoéw aia
i ayp (tab. 32).

Prazosyna, zwigzek  referencyjny o  ugruntowanych  wilasciwosciach
antagonistycznych wzgledem wszystkich podtypow receptorow aj-adrenergicznych, hamowat
z porownywalng silg czynno$¢ wszystkich podtypow receptorow og-adrenergicznych
(tab. 32).
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Terazosyna, zwigzek  referencyjny o  ugruntowanych  wlasciwosciach
antagonistycznych wzgledem wszystkich podtypow receptoréw aj-adrenergicznych, wykazat
ok. 3-krotng preferencyjno$¢ hamowania podtypu a;g W odniesieniu do podtypow osa | aip
(tab. 32).

Tamsulozyna, antagonista referencyjny o ugruntowanej preferencyjno$ci hamowania
podtypoéw aya- i a1p, hamowat ok. 19-krotnie silniej czynnos$¢ receptora aia i OK. 28-krotnie
silniej czynno$¢ receptora aip w porownaniu do receptora ayg (tab. 32).

Wyniki uzyskane w badaniu aktywnosci wewnetrznej testowanych zwigzkow

zestawiono w tabeli nr 31 (tab. 31).

Tabela 31. Wartosci EC50 uzyskane dla badanych zwigzkdw oraz zwigzkdéw referencyjnych
w badaniu aktywnosci wewnetrznej wzgledem ludzkich podtypdéw receptordéw
as-adrenergicznych, tj. aga, aip i aip

EC50
[nM]
Zwigzek $rednia £ SEM
(o 27 Qg Q1p
Prazosyna 0,4899 +0,17 0,3778 £ 0,08 0,6313+0,21
Tamsulozyna 0,06755 £ 0,18 1,305 + 0,44 0,04632 +0,12
Terazosyna 51,89+ 19,71 1,732 +£0,41 1,82 +0,47
Fenylefryna 56,13 £ 18,1 0,862 £ 0,22 12,15+ 2,78
MH-2 18,44 + 4,22 25,54 £ 5,27 1,77+0,43
MH-3 23,11+ 6,11 18,91+4,71 1,23+0,31
MH-99 39,13 +6,78 41,76 £ 5,44 2,61+0,44
EP-46 178,7 + 35,74 30,49 + 7,15 9,51+2,17
EP-47 42510 + 12145 32,57 £ 8,19 11,16 £ 4,62
EP-49 54,26 £ 18,13 254,12 £ 67,3 228,5+£ 52,25
EP-58 235,9+32,3 267,7 £ 22,34 181,1+51,1




Tabela 32. Wyliczona na podstawie wartosci ECsg preferencyjnos¢ hamowania indukowanej

fenylefryng czynnosci podtypdw receptora a;-adrenergicznego dla badanych

zwigzkow oraz zwigzkéw referencyjnych

preferencyjnosc
Grupa
badana ECso 018/ ECso Q1n— ECso a1/ ECsoQ1p -
preferencyjnosé do a;a preferencyjnosé do a;p
Prazosyna 0,77 0,59
Tamsulozyna 19,32 28,17
Terazosyna 0,33 0,95
MH-2 1,39 14,43
MH-3 0,82 15,37
MH-99 1,07 16
EP-46 0,17 3,2
EP-47 0,00077 2,92
EP-49 4,68 1,11
EP-58 1,13 1,48
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VII. PODSUMOWANIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Dowody z wieloosrodkowych badan Klinicznych i eksperymentalnych wskazuja na
wazng rol¢ czynnikow Srodowiskowych w  patogenezie nadci$nienia tg¢tniczego.
Ten niewatpliwy wpltyw wspoltistniejagcy z uwarunkowaniami genetycznymi dal szerokie
spectrum sposobno$ci do badan nadcis$nienia t¢tniczego, ktore od wielu lat jest najczestsza

chorobg cywilizacyjng o wciaz nie w pelni zidentyfikowanej etiologii.

Prowadzone s liczne badania pomagajace zidentyfikowa¢ mechanizmy powstawania
zmian w przebiegu nadci$nienia t¢tniczego, jak rowniez mechanizmy odpowiedzialne za jego
wystapienie. Otrzymanie wynikOw o wartosci prognostycznej wymaga wyboru odpowiednich
modeli nieklinicznych i1 wiasciwych gatunkow zwierzat. W przypadku wielu eksperymentow
korzysta si¢ z naukowo opracowanych strategii 1 modeli, ktdre zostaly juz zwalidowane
I zastosowane w badaniach naukowych. Zasadniczo wtasciwy wybor gatunku zwierzat do
badan bazuje na podobienstwie do ludzi w aspekcie farmakodynamiki, farmakokinetyki,
fizjologii i patofizjologii. Oczywiscie zaden z gatunkow nie koresponduje W sposob
jednoznaczny z wieloma cechami ludzkimi, stad ekstrapolacja wynikéw uzyskiwanych na
zwierzetach do ludzi wymaga rozwaznej interpretacji. Wiele do§wiadczen przeprowadzanych
jest na duzych zwierzetach, takich jak owce, $winie issaki naczelne, jednak najliczniej
wykorzystywane sg modele z udzialem gryzoni. Jest to podyktowane miedzy innymi
dostepnos$cia gatunku, tatwoscia jego wykorzystania oraz krotkim czasem zZycia osobniczego
tych zwierzat, a tym samym stosunkowo krotkim czasem wymaganym do rozwinigcia
badanych cech. Zywieniowe, chirurgiczne i farmakologiczne modele doswiadczalne
pozwalaja $ledzi¢ 1 interpretowac wiele mechanizmdéw oraz zaleznosci. Dawniej do tego typu
badan wykorzystywano zdrowe zwierzgta, jednak fizjologia ludzka zmieniona w przebiegu
choroby w znacznym stopniu odbiegata od zwierzecej, dlatego tez obecnie w badaniach
przedklinicznych czesto korzysta si¢ z modeli zwierzecych z choroba, ktorej dotycza badane

zaleznosci.

Zwazywszy na zasadniczy przedmiot bedacy tematem tejze rozprawy doktorskiej,
a mianowicie nowe zwigzki o wlasciwosciach aj-adrenolitycznych, wymagane bylto
zastosowanie do badan nad nimi eksperymentalnych modeli zwierzgcych. W tym przypadku

byly to szczurze modele nadci$nienia t¢tniczego. W ramach badan ujetych w rozprawie
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doktorskiej w Zaktadzie Wstepnych Badan Farmakologicznych Katedry Farmakodynamiki
Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM dokonano walidacji kilku wybranych modeli

zwierzg¢cego nadci$nienia t¢tniczego:

v" Model DEX
v" Model DOCA
v Model FRU

v" Model L-NAME

W modelach tych poszukiwano zaburzen, ktére pozwolityby na wykazanie badz
wykluczenie plejotropowych whasciwosci badanych a;-adrenolitykow. Od modelu wymagano
wysokiego potencjatu hipertensyjnego (stosunkowo krotki czas potrzebny do rozwoju
nadci$nienia tetniczego oraz wyidukowane wysokie srednie warto$ci ci$nienia skurczowego
i rozkurczowego krwi), uszkodzen w obrgbie endotelium, a takze wystgpienia zaburzen

profilu weglowodanowo-lipidowego.

Pierwszy model nadci$nienia tg¢tniczego zostat wywotany w wyniku podawania
podskornie deksametazonu w dawce 10 pg/kg m.c. przez okres 14 dni [67,68]. Wplyw
glikokortykosteroidow, zarowno endogennych, jak i syntetycznych, na uktad sercowo-
naczyniowy wcigz jest tematem wielu badan. W aspekcie wywotywania nadci$nienia
tetniczego przez endogenne glikokortykosteroidy postulowane sg dwa mechanizmy,
nieprawidlowa funkcja dehydrogenazy 11beta-hydroksysteroidowej (113-HSD2) [79,80,81]
oraz obnizenie poziomu NO. 113-HSD2 przeksztatca aktywny kortyzol w jego mniej aktywna
form¢ kortyzon i tym samym zapobiega laczeniu sie¢ Kortyzolu z receptorem
mineralokortykoidowym, chroniac go przed nadmierng aktywacja. Zaburzenia aktywnosci
11B-HSD2, mogg prowadzi¢ do pozornego nadmiaru mineralokortykosteroidow, powodujac
zatrzymywanie wody i w konsekwencji nadci$nienie tetnicze. Zjawisko to jednak nie
wyjasnia hipertensyjnego wpltywu deksametazonu, ktory pozbawiony jest efektu
mineralokortykosteroidowego i nie powoduje zwigkszonej retencji jonow sodowych ani
obje¢tosci ptynu pozakomoérkowego [82]. Wykazano ponadto, ze glikokortykosteroidy hamuja
wytwarzanie NO przez wszystkie trzy formy syntazy tlenku azotu, poprzez bezposredni
wplyw na zmniejszenie ekspresji NOS oraz destabilizacjc mRNA [83], a takze posrednio
poprzez obnizanie dostgpnosci substratu i kofaktora do syntezy NO. Glikokortykosteroidy
obnizajg ekspresje cyklohydrolazy GTP, enzymu biorgcego udziat w syntezie BH, z GTP

i ograniczaja dostepnos¢ L-argininy, zmniejszajac ilo§¢ specyficznych biatek transportujacych
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ten aminokwas — CAT-1, CAT-2B, CAT-2A, a takze obnizaja ekspresjc MRNA syntazy
bursztynianu argininy, ktory katalizuje odtwarzanie L-argininy z L-cytruliny [84]. Jak wynika
z badan Turner’a i wsp. [85] podanie substratu L-argininy chroni organizm przed
wystgpieniem nadci$nienia indukowanego endogennymi glikokortykosteriodami, natomiast
nie ma znaczacego wptywu w nadci$nieniu indukowanym deksametazonem. Zwazywszy na
to, jak rowniez na  fakt, ze  deksametazon pozbawiony jest efektu
mineralokortykosteroidowego, sugeruje si¢, ze za jego hipertensyjny charakter
odpowiedzialne sg mechanizmy wolnorodnikowe. Reaktywne formy tlenu reaguja z NO
zmniejszajac istotnie jego biodostgpnos¢. W badaniach z antyoksydantami dochodzito do
normalizacji nadcis$nienia tetniczego indukowanego deksametazonem [67,68], co przemawia
za shuszno$cig tej tezy. Wykazano rdwniez, ze deksametazon moze hamowaé poziom
dysmutazy ponadtlenkowej iinnych przeciwutleniaczy [86,87], a takze zwigksza¢ poziom

aktywnosci oksydazy ksantynowej, ktora jest potencjalnym zroédlem wolnych rodnikow.

W trakcie badan wywotano nadcis$nienie tetnicze, przy uzyciu deksametazonu
w modelu DEX. Najwyzsze srednie wartosci osiggane w modelu wynosity 144,5 mmHg dla
cisnienia skurczowego i 118,5 mmHg dla cis$nienia rozkurczowego, co jest zgodne
z wynikami uzyskiwanymi przez innych badaczy [67,68]. Nie udatlo si¢ wywotaé
znamiennych zaburzen S$rodblonkowych. Aorty pobrane od szczuréw modelu DEX po
zakonczonym eksperymencie, nie wykazywaly wzmozonej kurczliwosci pod wpltywem
fenylefryny. Ich rozkurcz po dodaniu acetylocholiny byt nieznaczenie obnizony w stosunku
do kontroli — osiggni¢to rozkurcz na poziomie 89,6%, podczas gdy w aortach mechanicznie

pozbawionych $rodblonka odnotowano rozkurcz na poziomie 20%.

Chroniczne narazenie na nadmiar glikokortykosteroidow prowadzi do znacznego
wzrostu stezenia trojglicerydow, co jest spowodowane ich uposledzonym metabolizmem na
drodze B-oksydacji. Ponadto, dochodzi do dyslipidemii, poniewaz nadmierne pobudzenie
receptora glikokortykoidowego w watrobie przyczynia si¢ do zahamowanie aktywnosci lipazy
lipoproteinowej w tkance tluszczowej [88]. Glikokortykosteroidy wywieraja takze dziatanie
antyinsulinowe. Powoduja wzrost stezenia glukozy w osoczu, na skutek zahamowania
obwodowego wychwytu glukozy przez migsnie i tkanke thuszczowa, tym samym zwiekszajac
wydzielanie insuliny, co indukuje insulinoopornos¢ [88]. U szczurow w modelu DEX udato
si¢ zaobserwowa¢ zmiany w profilu weglowodanowo-lipidowym. Doszto do znamiennego

statystycznie (p < 0,001) wzrostu st¢zenia glukozy, cholesterolu catkowitego, cholesterolu
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frakcji LDL oraz tréjglicerydéw, natomiast znaczaco (p < 0,001) obnizyt si¢ cholesterol

frakcji HDL.

Kolejnym walidowanym modelem nadci$nienia tetniczego, tym razem powigzanym
z wrazliwo$cig na s6d byt model DOCA. Jest to model szeroko wykorzystywany przez
eksperymentatoréw do badan zlosliwej fazy nadci$nienia tgtniczego oraz oceny remodelingu
w uktadzie sercowo-naczyniowym [89,90]. W modelu nadci$nienia tetniczego DOCA
szczurom podawany jest podskornie octan deoksykortykosteronu oraz roztwor NaCl do picia,
a dodatkowo wykonuje si¢ nefrektomie jednej z nerek. U zwierzat tych stwierdza si¢ wzrost
poziomu endoteliny, ktora posiada silne wtasciwosci wazokonstrykcyjne, a ponadto stymuluje
powstawanie kwasu 20-hydroksyeikozatetraenowego (20-HETE), metabolitu kwasu
arachidonowego, ktéry odpowiada za skurcz naczyn [91,92]. W eksperymentach z uzyciem
modelu DOCA stwierdza si¢ wzrost aktywnosci wazopresyny, co istotne, po podaniu
przeciwcial skierowanych przeciwko wazopresynie dochodzi do obnizenia ci$nienia krwi, a to
pozwala przypuszczac, iz wazopresyna ma znaczenie w rozwoju fazy zlosliwej nadci$nienia
tetniczego [93]. Model DOCA charakteryzuje si¢, podobnie jak w populacji ludzi

Z nadci$nieniem sodowrazliwym, obnizong aktywnos$cig reniny.

Iniekcja octanu deoksykortykosteronu u szczuré6w begdacych na diecie wysokosodowej
symuluje zwigkszong aktywnos$¢ kory nadnerczy, a w konsekwencji powoduje retencj¢ sodu.
Kandlika i wsp. [69] przebadali impulsacje wspotczulng w modelu DOCA bez wykonanej
nefrektomii. Wyniki sugeruja, ze w modelu DOCA u szczurow z zachowanymi dwiema
nerkami zasadnicza role w rozwoju zaburzen uktadu sercowo-naczyniowego odgrywa
zwigkszona wrazliwo$¢ na fizjologiczng impulsacje wspotczulng. Dodatkowo w modelu
DOCA w badaniach przeprowadzanych przez Mohring iwsp. [93] nie wykazano zmian
W stezeniu 0soczowego tlenku azotu, ADMA oraz catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej
TAC (ang. total antioxidant capacity). To sugeruje, ze wzrost nadcis$nienia tetniczego W tym
przypadku nie jest powigzany bezposrednio z mechanizmami wzmozonego stresu
oksydacyjnego, a ze zmianami pojemnosciowymi w tozysku naczyniowym, CO W potaczeniu
ze wspomnianym powyzej uwrazliwieniem na impulsacje wspolczulng powoduje istotny
statystycznie wzrost ci$nienia tgtniczego i jest zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszej

rozprawie doktorskiej.

Rozwijajac nadcis$nienie te¢tnicze wg modelu DOCA ze wzgledu na ograniczone

warunki laboratoryjne i niskg przezywalnos¢ szczurow nie wykonywano nefrektomii. Zakres

124



dawek z zastosowaniem octanu deoksykortykosteronu w przegladzie literaturowym miesci si¢
w przedziale od 20 do 150 mg/kg m.c., a stezenie NaCl w wodzie pitnej od 0,6% do 1%
[53,94,95]. Najczesciej stosowana dawka w eksperymentach, w ktorych operacyjnie usuwa
si¢ jedng z nerek to 25 mg/kg m.c. [53,96,97]. Ze wzgledu na brak ingerencji chirurgicznej
w prowadzanych badaniach, przy walidacji modelu DOCA zastosowano 2-krotnie wyzsza
dawke od zwykle stosowanej, to znaczy 50 mg/kg m.c., ktorg podawano 2 razy w tygodniu
przez okres 6 tygodni [70]. W modelu udato si¢ wyidukowaé nadcisnienie t¢tnicze, natomiast
jego wartosci byly znaczaco nizsze w poréwnaniu z eksperymentami, w ktorych zastosowano
nefrektomi¢. Najwyzsze wartosci $rednie dla skurczowego ci$nienia tetniczego wyniosty
147,8 mmHg, a rozkurczowego 125,2 mmHg, podczas gdy u szczuréw w modelu DOCA po
nefrektomii eksperymentatorzy osiggali wartosci cis$nienia skurczowego siggajace 0d
186,1 mmHg do 233,2 mmHg [98,99,100]. W modelu nie zaobserwowano zaburzen
W obrgbie $rédblonka, mierzonych zdolno$cig rozkurczowa aorty w odpowiedzi na
acetylocholing. Nie odnotowano tez znaczgcych statystycznie zmian w stezeniu glukozy,
natomiast profil lipidowy ulegt zaburzeniu. Doszto do znamiennego statystycznie wzrostu
stezenia cholesterolu catkowitego (p < 0,02), cholesterolu frakcji LDL oraz trdjglicerydoéw
(p <0,001), a takze obnizenia cholesterol frakcji HDL (p < 0,001).

Trzecim walidowanym modelem byt model fruktozowy. Wzbogacenie diety szczuréw
w fruktoz¢ powoduje u nich indukcj¢ stresu oksydacyjnego [101], wynikajgcego m.in.
Z narastajacej insulinoopornos$ci tkanek, hipertrojglicerydemii i otytosci. Busserolles i wsp.
[102] wykazali, ze szczury stymulowane nadmierng podaza fruktozy w diecie, charakteryzuja
si¢ zarowno zmniejszonym potencjatem antyoksydacyjnym, jak rowniez 3-Krotnie wyzszym
stezeniem wolnych rodnikéw, co sugeruje istotny udzial mechanizmow wolnorodnikowych
w indukcji nadci$nienia t¢tniczego wedhug modelu fruktozowego. W eksperymentach model
fruktozy, w ktorym szczurom podawany jest 10% roztwor fruktozy do picia, wielokrotnie
wykorzystywano do badan zwigzkoéw o potencjalnym dziataniu hipotensyjnym [71,103,104],
atakze zwigzkow bedacych inhibitorami reduktazy aldozy. W warunkach hiperglikemii
reduktaza aldozy powoduje przemiane glukozy do sorbitolu, ktory w nadmiernych ilosciach

podwyzsza ci$nienia osmotyczne 0raz zaburza przewodnictwo nerwowe [72].

W modelu fruktozowym walidowanym w trakcie pracy doktorskiej osiagnigto wyniki
zgodne z danymi literaturowymi [105,106], a mianowicie znamienny statystycznie wzrost
zaro6wno ci$nienia skurczowego, jak i rozkurczowego krwi, zaburzenia w profilu lipidowym

oraz brak znamiennych statystycznie zmian w stezeniu glukozy. Porownywalne stezenie
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glukozy w osoczu grupy otrzymujacej 10% roztwor fruktozy w odniesieniu do grupy
kontrolnej wystepuje prawdopodobnie na skutek poczatkowej silnej kompensacji insulinowej,
CO przejawia si¢ znacznym podwyzszeniem poziomu insuliny w osoczu i1 narastajaca
insulinoopornos$cig. Zaburzenia lipidowe wigzaty si¢ ze wzrostem stezenia cholesterolu
catkowitego (p < 0,02), cholesterolu frakcji LDL oraz trgjglicerydow ( p < 0,001), a takze
obnizeniem cholesterolu frakcji HDL (p < 0,001). W przykurczonych submaksymalnie
fenylefryng aortach pobranych po zakonczonym eksperymencie od szczurow modelu
fruktozowego, oceniono czynnosciowy stan $rodblonka aorty. Nie stwierdzono jego
uszkodzen. Funkcja rozkurczowa aort byta tylko w nieznacznym stopniu obnizona (82,8%),

W poréwnaniu do kontroli (100%).

NO pehi kluczowa rolg w regulacji napigcia migsniowki gtadkiej naczyn, potwierdza
to fakt, iz zahamowanie innego waznego wazodylatora, a mianowicie prostacykliny, przez
inhibitor cyklooksygenazy, w wigkszosci naczyn nie zmienia napigcia i nie uposledza perfuzji
[107]. Wskazuje to na stusznos¢ teorii 0 stalym podstawowym uwalnianiem tlenku azotu,
utrzymujacym naczynia w stanie odpowiedniego napiecia, stad uzasadnione jest, ze jego
niedobor moze przyczynia¢ si¢ do wzrostu oporu obwodowego i rozwoju nadci$nienia.
W badaniach eksperymentalnych in vivo, ex vivo oraz in vitro, skutkiem hamowania syntazy
NO przez analogi argininy, np. L-NMMA (L-N-monometyloargining) lub L-NAME (ester
metylowy Nw-Nitro-L-argininy) jest srodblonkowozalezna wazokonstrykcja i istotny wzrost
cisnienia tetniczego krwi, a dtuzsze podawanie L-NAME wywotuje trwale nadci$nienie
tetnicze oraz znaczaco uposledza funkcje srodbtonka [108,109,110,111]. Zwazywszy na te
zalezno$ci 1 brak osiggnigcia istotnych statystycznie zaburzen w obrebie $rodblonka
w poprzednich modelach, podjeto decyzje o walidacji kolejnego modelu zwierzecego —
modelu L-NAME.

Przewlekle stosowanie L-NAME jest dobrze przebadanym i czesto stosowanym
modelem patologii sercowo-naczyniowej. L-NAME jest nieselektywnym inhibitorem syntazy
tlenku azotu o ztozonym dziataniu [74], powodujacym liczne zmiany w uktadzie sercowo-
naczyniowym. Zmiany te sa efektem dysfunkcji $rodbtonka oraz niedokrwienia migsnia
sercowego, powstatego w wyniku zwloknienia i przerostu lewej komory, na skutek
zahamowanie antyproliferacyjnego dziatania NO [112]. Ponadto, w wyniku niedoboru NO
I wazokonstrykcji w tetnicy nerkowej wzrasta wytwarzanie angiotensyny Il [112,113].
Bezposrednie dziatanie angiotensyny Il ialdosteronu, pobudzajace proliferacje miesniowki

gladkiej i fibroblastoéw, ma duzo bardziej niepozadany wplyw na uktad sercowo-naczyniowy
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niz sam deficyt NO. Tak wiec kazda zmiana strukturalna i hemodynamiczna wystgpujaca przy
przewlektym stosowaniu L-NAME jest powodowana wspotistnieniem niedoboru NO
i stymulacjg uktadu angiotensyna - aldosteron, co ma istotne znaczenie przy rozwoju
nadcis$nienia tetniczego. W walidowanym modelu szczurom podawano L-NAME w dawce
40 mg/kg m.c./dzien, przez okres 4 tygodni [73,74,114]. W efekcie uzyskano znamienny
statystycznie wzrost cisnienia skurczowego i rozkurczowego krwi, ktore wynosito $rednio

180,4 mmHg dla ci$nienia skurczowego i 146,9 mmHg dla ci$nienia rozkurczowego.

Obnizenie syntezy NO prowadzi do aktywacji i agregacji ptytek krwi, pobudzenia
proliferacji komorek migéni gtadkich oraz zmniejszenia wrazliwo$ci komoérek na insuline,
stad zaburzenia w obrebie profilu weglowodanowego i podwyzszony poziom glukozy
w 0soczu. Ponadto przewlekle stosowanie L-NAME wzmaga proces peroksydacji lipidow
oraz lipoprotein o matej gestosci. Mechanizm ten uszkadza btony fosfolipidowe, przez
co zwicksza si¢ stezenie fosfolipidow we krwi. Dochodzi do zaburzen w obrebie calego
profilu lipidowego, z silnie zaznaczonym wzrostem poziomu trojglicerydow. Inhibicja
powstawania NO powoduje zwickszenie stezenia wolnych kwaséw tluszczowych w 0soczu
poprzez obnizenie aktywnoS$ci transferazy palmityno-karnitynowej (CPT), ktora zmniejsza
wnikanie kwasow tluszczowych do mitochondriéw i ich utlenianie [115,116]. W zwigzku
z tym w osoczu wystepuje wysokie stgzenie trojglicerydow, cholesterolu LDL i cholesterolu
catkowitego, natomiast obnizone zostaje stezenie frakcji HDL cholesterolu. W modelu
L-NAME uzyskano tozsame zaburzenia, znamienny statystycznie wzrost cholesterolu
catkowitego (p < 0,05), cholesterolu frakcji LDL oraz trojglicerydow (p < 0,001), obnizenie
cholesterolu frakcji HDL (p < 0,001), a takze wzrost stezenia glukozy (p < 0,05).

Model L-NAME jest modelem, w ktorym postuluje si¢ wystgpowanie zaburzen
w obrebie endotelium. Dysfunkcje $rodbtonka w aorcie oceniono na podstawie wielkosci
zaleznego od S$rodbtonkowego NO rozkurczu wywotanego przez acetylocholing.
Wyindukowane zmiany w modelu prowadzity do istotnych zaburzen funkcji rozkurczowych
aorty. Aorty pochodzace od szczuréw modelu L-NAME rozkurczaty si¢ $rednio w 32%,
podczas gdy aorty pochodzace od szczuréw kontrolnych wykazywaly niemalze catkowity
rozkurcz. Dla poréwnania wielkosci zaburzen relaksacyjnych aorty, przebadano aorty

z mechanicznie usunietym $rodbtonkiem, ktore rozkurczaty si¢ w niecatych 20%.

Po przeanalizowaniu wynikéw uzyskanych w indukowanych modelach nadci$nienia

tetniczego, konsekwentnie wszystkie stawiane wymagania wobec modelu zwierzgcego
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nadci$nienia tgtniczego, udato si¢ osiggna¢ w modelu L-NAME. Dlatego tez model ten
postuzyt do oceny potencjalnych wlasciwosci plejotropowych wybranych zwigzkéw
o cechach  oj-adrenolitykow. Dla lepszej oceny  wlasciwosci  plejotropowych
wyselekcjonowanych zwigzkéw oznaczono dodatkowe parametry w modelu L-NAME, byty
to wskaznik peroksydacji lipidow, enzymy stresu oksydacyjnego, poziom NOz” NO;, a takze
0S0CzZOWY poziom parametrow biochemicznych, tj. asymetryczna dimetyloarginina (ADMA)

oraz srédbtonkowy czynnik wzrostu naczyn (VEGF).

Podsumowujac, model L-NAME po walidacji i oznaczeniu dodatkowych parametrow,
wskazano jako ten, ktory moze wykaza¢ potencjalne wihasciwosci plejotropowe, badanych

w trakcie pracy doktorskiej, siedmiu zwigzkow o wiasciwosciach ag-adrenolitycznych.

Aktualne wytyczne dotyczace farmakoterapii nadcisnienia tetniczego nie zalecajg
stosowania oj-adrenolitykéw jako lekow I rzutu. W duzej mierze za odsunigcie tej grupy
lekow odpowiada omawiane we wstepie wieloosrodkowe badanie kliniczne ALLHAT [24],
w ktorym to stwierdzono, ze zastosowanie doksazosyna wigzalo si¢ ze zwigkszong iloScig
nowych przypadkéw niewydolno$ci serca w poréwnaniu z chlortalidonem (diuretyk).
Przygotowane jednak na podstawie wielu badan analizy pokazuja, ze oq-adrenolityki pod
wzgledem bezpieczenstwa i skutecznosci nie wydaja si¢ odbiega¢ od innych lekéw
krazeniowych, a poprawnos¢ przeprowadzenia 1 interpretacji wynikow ALLHAT wcigz
poddawane sg w watpliwo$¢. Obecnie coraz czgsciej zwraca si¢ uwage na wielokierunkowos¢
dziatania farmakologicznego aj-adrenolitykoéw, co tym bardziej moze wskazywac na potrzebe
krytycznej analizy wobec shuszno$ci stosowania ich jedynie jako lekow pomocniczych
W terapii hipotensyjnej. Niewatpliwe korzysci z ich stosowania moga dotyczy¢ pacjentow
cierpigcych z powodu nadci$nienia tetniczego z towarzyszacym tagodnym rozrostem gruczotu
krokowego — BPH (ang. benign prostatic hyperplasia) i zaburzeniami lipidowymi [117].
W tym wypadku daja one mozliwos$¢ zastosowania jednego leku, minimalizujac tym samym
ryzyko niepozadanych interakcji. Biorac pod uwage fakt wspomnianej wielokierunkowosci
dziatania aj-adrenolitykow, w ramach rozprawy doktorskiej, wyselekcjonowano do badan
przewleklych siedem zwigzkow o wlasciwosciach ag-adrenolitycznych 1 aktywnosci
krazeniowej, wykazanej na podstawie szeregu testow przesiewowych, przeprowadzonych
w Zaktadzie Wstgpnych Badan Farmakologicznych Katedry Farmakodynamiki Wydziaty
Farmaceutycznego UJ CM.
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Wybrane zwiazki nalezg do dwoch odrgbnych pod wzgledem struktury chemicznej
grup, a wyniki badan dotyczacych ich aktywnos$ci zostaty opublikowane w latach 2008 —
2016:

v' Grupal:
MH-2 pochodne ksantonu
MH-3 [118,119,120,121,122,123,124,125,126,204]
MH-99
v' Grupa ll:
EP-46
EP-47 pochodne pirolidyn-2-onu
EP-49 [127,128,129,130,131,132,133,134,135]
EP-58

Zwigzki MH-2, MH-3, MH-99 s3 pochodnymi ksantonu, zawierajagcymi uktad
aminoalkoholowy potgczony z pierScieniem podstawionej piperazyny. Zwigzki MH-2 i MH-3
to izomery optyczne zwigzku MH-99, ktory jest mieszaning racemiczng obu tych
enancjomeréw. Zostaly one zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej, Katedry
Chemii  Organicznej Woydzialy Farmaceutycznego UJ CM pod kierownictwem
prof. dr hab. Henryka Marony. Powstaty jako efekt modyfikacji syntetycznych pochodnych
ksantanu, zmierzajacej do uzyskania zwiazkéw o aktywnosci krazeniowej. Ponizej
przedstawiono struktur¢ ksantonu (9H-ksanten-9-on) bedacego organicznym zwigzkiem

heterocyklicznym:

LT

Rycina 36. Uktad ksantonu
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Ksantony i pochodne ksantonu, naturalne jak i syntetyczne, wykazuja rdézne
wlasciwoséci farmakologiczne, m.in.: antyoksydacyjne, przeciwzapalne, hipotensyjne,
wazodylatacyjne, hamujace agregacje ptytek krwi, a takze przeciwzakrzepowe
[136,137,138,139,140,141,142,143,144,145,146,147]. Silne dziatanie wazodylatacyjne tych
zwigzkow ciaggle zglebiane jest pod katem mozliwego mechanizmu dziatania
[142,147,148,149,150]. Dziatanie przeciwzakrzepowe opiera si¢ najprawdopodobniej na
posrednim lub  bezposrednim blokowaniu czynnika krzepnigcia Xa. Dzialanie
przeciwptytkowe sulfonowanych pochodnych ksantonu polega na hamowaniu przemian
kwasu arachidonowego oraz hamowaniu agregacji ptytek indukowanej ADP [137,142],
natomiast dziatanie przeciwhiperglikemiczne jest prawdopodobnie zwigzane z inhibicja
alfa-glukozydazy [151,152,153]. W ostatnim czasie wykazano tez mozliwo$¢ hamowania
zwloknienia mig$nia sercowego u szczurdw z nadci$nieniem tetniczym, u ktoérych po
zastosowaniu pochodnej ksantanu dochodzito do wzrostu poziomu angiotensyny 1-7 [154],
ktéra ma dzialanie m.in. wazodylatacyjne, przeciwzapalne oraz przeciwproliferacyjne

[153,155].

Zwigzki EP-46, EP-47, EP-49, EP-58 to pochodne pirolidyn-2-onu. Zostaty
zsyntetyzowane przez dr hab. Katarzyne Kulig, prof. UJ, w Zakladzie Fizykochemicznej
Analizy Leku, Katedry Chemii Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM pod
kierownictwem prof. dr hab. Barbary Malawskiej. Pierwowzorem zsyntetyzowanych do
badan nowych pochodnych pirolidyn-2-onu byt 1-(2-hydroksy-3/4-fenylo-1-piperazyno/-

propylo)-pirolidyn-2-on, ktorego strukturg przedstawiono ponizej:

Rycina 37. 1-(2-hydroksy-3/4-fenylo-1-piperazyno/-propylo)-pirolidyn-2-on
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W pierwszym etapie badan przesiewowych dla zwigzkéw z obydwu grup oznaczono
powinowactwo do receptorow adrenergicznych metoda radioreceptorowa w korze mozgowe]
szczura. Przeprowadzone badanie pozwolito stwierdzi¢ silne powinowactwo do receptorow
az-adrenergicznych i stabe lub brak powinowactwa do receptoréw op-adrenergicznych
[121,123,127,128,129,127,130,156,204]. W kolejnych badaniach wykazano m.in. silng
aktywno$¢ w modelu arytmii indukowanej adrenaling i barem, brak wpltywu na prawidlowy
elektrokardiogram szczura, istotne dziatanie przeciwarytmiczne w modelu poreperfuzyjnych
zaburzen rytmu iistotng aktywno$¢ hipotensyjna po jednokrotnym podaniu dozylnym
[118,119,120,122,123,127,129,133,134,135,156].

Podjete przeze mnie badania przewlekte w modelu nadci$nienia tetniczego dostarczyly

nowych danych o aktywnos$ci omawianych zwigzkow.

Wszystkie badane zwigzki, w podobnym stopniu jak prazosyna, obnizaty
wyidukowane w modelu L-NAME nadcisnienie tetnicze krwi. Znamienny statystycznie
spadek cis$nienia skurczowego dla prazosyny oraz zwigzkow MH-2, MH-99, EP-47, EP-49,
EP-58 nastgpit podczas 3 pomiaru cisnienia te¢tniczego, W VI dniu podawania
dootrzewnowego, a dla zwigzkéw MH-3 oraz EP-46 podczas 2 pomiaru, w IV dniu
podawania dootrzewnowego. Znamienny statystycznie spadek ci$nienia rozkurczowego dla
prazosyny oraz zwigzkow MH-2, MH-3, MH-99, EP-47, EP-58 nastapit podczas 4 pomiaru,
w VIII dniu podawania dootrzewnowego, a dla zwigzkow EP-46 oraz EP-49 podczas
3 pomiaru, w VI dniu podawania dootrzewnowego. Badane zwiazki obnizaly ci$nienie
skurczowe krwi do poziomu mieszczacego sie¢ w przedziale 117,0 mmHg — 130,0 mmHg,
arozkurczowe 88,7 mmHg — 108,3 mmHg, co jest tozsame z ci$nieniem tetniczym

U normotensyjnych szczurow.

Nastepnie oceniano czynnosciowy stan $rodbtonka aort, po przewleklym podawaniu
badanych zwigzkéw w modelu L-NAME, na podstawie zaleznego od NO rozkurczu naczyn,
wywotanego przez acetylocholing. Zaburzong funkcje endotelium po indukcji nadci$nienia
wg modelu L-NAME w znacznym stopniu poprawiala prazosyna, w nieco mniejszym
zwigzek EP-58, niewielka poprawe funkcji zaobserwowano rowniez dla zwigzku MH-2 oraz
MH-3. Mozna zatem postulowaé, ze zwiazki te korzystnie wplywaty na uszkodzony

srodbtonek, podczas gdy pozostate nie miaty na niego wptywu.
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W wyniku indukcji nadci$nienia t¢tniczego wg modelu L-NAME doszto rowniez do
zaburzen profilu wgglowodanowo-lipidowego. Przewlekte podawanie prazosyny korygowato
te zaburzenia. Podobng poprawe parametrow profilu mozna bylo zaobserwowaé po
zastosowaniu zwigzkéw MH-2, MH-3, MH-99 oraz w mniejszym stopniu zwigzku EP-58,
ktory w przeciwienstwie do MH-2, MH-3 i MH-99, nie wptywal istotnie statystycznie na
stezenia glukozy oraz cholesterolu frakcji HDL, natomiast podobnie jak one znamiennie

obnizat poziomy cholesterolu frakcji LDL i trojglicerydow.

Fizjologicznie w organizmie wystepuje rownowaga pomigdzy utleniaczami
I przeciwutleniaczami. Wzrost produkcji wolnych rodnikéw lub spadek aktywnosci
antyoksydacyjnej powoduje zachwianie tej rownowagi w kierunku reakcji utlenienia, co jest
przyczyna stresu oksydacyjnego. Podczas stresu oksydacyjnego stacjonarne stezenia
reaktywnych form tlenu wzrasta w znaczacy sposob. Najczestszymi przyczynami stresu
oksydacyjnego s3a wzrost szybko$ci wytwarzania reaktywnych form tlenu, niedobory
niskoczasteczkowych antyoksydantow badz obnizenie aktywnosci enzymdéw o dziataniu
antyoksydacyjnym. Jednym z najcze$ciej oznaczanych markerow stresu oksydacyjnego jest
dialdehyd malonowy (MDA), bedacy wyznacznikiem autooksydacji lipidow. fancuchowa
peroksydacja lipidow jest najpowszechniej wystepujacym procesem wolnorodnikowym
W komorce, polegajacym na utlenianiu reszt wielonienasyconych kwaséw thuszczowych,
ktore wchodza w sktad fosfolipidow blonowych i lipoprotein. Zastosowanie prazosyny
istotnie statystycznie obnizato poziom MDA u szczuréw modelu L-NAME, u ktorych byt on
wysoki na skutek wystapienie silnych procesow wolnorodnikowych, w wyniku indukcji
nadcisnienia t¢tniczego. Znamiennie poziom osoczowego MDA obnizaty rowniez zwiazki:
MH-2, MH-3, MH-99 oraz EP-46, co wskazuje na hamowanie proceséw

wolnorodnikowych.

Nie uzyskano zmian w tkankowym poziomie MDA u szczur6w modelu L-NAME,
podobnie jak nie wykazano zadnych istotnych zmian w poziomie tego wskaznika po
przewleklym podawaniu badanych zwiazkow. Istnieje prawdopodobienistwo, Ze jest to wynik

niewystarczajacego czasu ekspozycji na badane zwigzki.

Enzymy antyoksydacyjne, takie jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT)
oraz peroksydaza glutationowa (GPx) tworza enzymatyczng barier¢ przeciwutleniajaca
organizmu. W warunkach fizjologicznych enzymy te wspotdziataja ze soba, m.in. w celu

przeksztalcenia anionorodnika ponadtlenkowego w tlen i wode, natomiast w Sytuacjach
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patologicznych dochodzi do zaburzenia ich aktywnos$ci, ostabienia obrony antyoksydacyjnej
organizmu 1 narastajgcego stresu oksydacyjnego [158]. W indukowanym nadci$nieniu
tetniczym modelu L-NAME wykazano wzrost reakcji wolnorodnikowych. W odpowiedzi
dochodzito do wzmozonej aktywnosci SOD iwzrostu poziomu nadtlenku wodoru.
Najprawdopodobniej w celu usuwania nadmiaru nadtlenku wodoru intensywnie aktywowata
si¢ katalaza, niestety poziom GPx byl obnizony, co moglo skutkowa¢ zaburzeniami
uposledzajagcymi  obron¢ antyoksydacyjng  przed reaktywnymi formami tlenu.
Prazosyna istotnie statystycznie obnizala poziom CAT oraz SOD, przy réwnoczesnym
podnoszeniu aktywno$ci GPx, co moze sugerowal przywracanic prawidtowego
funkcjonowania bariery enzymatycznej w stresie oksydacyjnym. Sposrod  badanych
zwigzkow, wszystkie znamiennie zwickszaty aktywnos¢ GPx. Zwiazki MH-3 oraz MH-99
obnizaly poziom CAT. Zaden ze zwigzkéw istotnie statystycznie nie wptywat na poziom

SOD.

Zaburzenie bariery antyoksydacyjnej u szczurdw, ktorym indukowano nadcisnienie
tetnicze przy uzyciu L-NAME, wskazuje na wystgpienie silnych procesow
wolnorodnikowych wspétzaleznych z niedostateczng iloscig NO. Dla weryfikacji poziomu
NO oznaczono stezenia azotanow (III) oraz azotanow (V) w osoczu szczuréw. [los¢ NO, oraz
NOj3™ jest wprost proporcjonalna do ilosci NO syntetyzowanego w organizmie, stad jest
dobrym wskaznikiem efektywnos$ci hamowania wytwarzania NO w wyniku chronicznego
zastosowania L-NAME, a takze moze postuzy¢ do oceny poziomu NO po zastosowaniu
badanych zwigzkéw. Ze wzgledu na zaistniale ograniczenia iloSciowe, do badan wybrano
probki pochodzace od zwierzat z grup: kontrolnej, L-NAME, prazosyny, MH-3 oraz MH-99.
Stezenia NO; oraz NO3s w grupie zwierzat modelu L-NAME byly w znaczacym stopniu
obnizone w stosunku do kontroli. Po 14-dniowym stosowaniu badanych zwigzkow,
tj. prazosyny, MH-3 oraz MH-99, dochodzito do wzrostu stgzen NO; oraz NOj,

co $wiadczy o wzroscie produkceji NO.

Kolejnym z parametrow oznaczanym w celu poszerzenia charakterystyki modelu
L-NAME byta ocena stezenia asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA). St¢zenia ADMA
w grupie zwierzat modelu L-NAME byly w znaczacym stopniu obnizone w stosunku do
kontroli. Po 14-dniowym stosowaniu badanych zwigzkéw dochodzito do wzrostu stgzen
ADMA dla grupy z prazosyna, MH-2, MH-3, MH-99, EP-46 oraz EP-47. Podawanie
zwigzku EP-49 i EP-58 nie wplywalo istotnie statystycznie na poziom ADMA. ADMA jest

endogennym, kompetycyjnym inhibitorem e-NOS, powodujagcym powazne dysfunkcje
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srédblonka. Powstaje w wyniku hydrolizy bialek bogatych w metylowane reszty argininowe,
glownie histonéw [159]. Podwyzszone st¢zenie ADMA zwigzane jest ze znacznym
ograniczeniem syntezy NO, a takze jak pokazuja badania z ostatnich lat, z nasilong synteza
nadtlenkéw, co moze odpowiada¢ za NOS-niezalezne zaburzenia wywolywane przez
ADMA, niepodlegajace poprawie po podaniu argininy u oséb z wysokimi wyjsciowo
stezeniami ADMA w surowicy [160,161]. Wykazano silng korelacj¢ wysokiego stezenia
ADMA z uposledzong funkcja wazodylatacyjng $rodblonka [162], przede wszystkim
uchorych z nadci$nieniem tg¢tniczym  [163], a takze  hipercholesterolemia,
hiperhomocysteinemia, insulinoopornoscia oraz cukrzyca, czyli w zaburzeniach zaliczanych
do klasycznych czynnikéw ryzyka choréb sercowo-naczyniowych. Zwazywszy na te
zalezno$ci, ADMA jest coraz czg$ciej oznaczanym parametrem prognostycznym. Wzrost
poziomu ADMA w praktyce klinicznej $wiadczy o patologii. W badaniach przeprowadzonych
w trakcie rozprawy doktorskiej wykazano spadek jego 0soczowego poziomu U szczurow
modelu L-NAME w odniesieniu do kontroli oraz wzrost po zastosowaniu
az-adrenolitykow do  wartosci  pokrywajacych si¢ z wartosciami  kontrolnymi. Ta
odwrocona prawidlowo$¢ moze przemawia¢ za faktem, iz w warunkach w ktorych
zewnetrznie  dostarczany  jest  inhibitor  syntazy tlenku  azotu,  aktywnos$¢
endogennego inhibitora jakim jest ADMA w znaczgcy sposob ulega kompensacyjnemu
obnizeniu. W sytuacji poprawy funkcji $rodblonkowych, w wyniku zastosowania
az-adrenolitykow, przywracane sa mechanizmy fizjologicznie wystgpujace w organizmie,

ro$nie wiec tez stezenie ADMA.

Nastepnym z przeprowadzanych eksperymentow byto 0znaczenie 0Soczowego
poziomu naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF). Stezenia VEGF w grupie
zwierzat modelu L-NAME byly istotnie podwyzszone w stosunku do kontroli.
Po 14-dniowym stosowaniu badanych zwigzkéw dochodzito do znamiennego spadku stgzen
VEGF dla grupy z prazosyna oraz dla pozostalych grup badanych. VEGF jest
niespecyficznym markerem uszkodzenia $rodbtonka naczyniowego, ktory moze wplywac
na zwickszanie syntezy tlenku azotu poprzez up-regulacje eNOS [164,165], stad tez
w stanach patologicznych i przy zmniejszonej produkcji NO, w efekcie dziatania
mechanizmoéw kompensacyjnych, dochodzi do wzrostu ilosci VEGF, co wykazano

W powyzszym badaniu.

W celu okreslenia charakteru aktywnos$ci oraz wybiorczosci wyselekcjonowanych

zwigzkow o  wlhasciwosciach  aj-adrenergicznych ~ wobec  podtypdéw  receptora
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az-adrenergicznego oznaczono ich aktywno$¢ wewngtrzng wzgledem ludzkich receptoréw
aia- ogp- | agp-adrenergicznych. Wyniki badan aktywno$ci wewnetrznej uzyskane dla
testowanych struktur poréwnano z wynikami uzyskanymi dla trzech zwigzkow
referencyjnych, nieselektywnych - prazosyny i terazosyny oraz preferencyjnej wzgledem

receptora aaa I agp - tamsulozyny.

Wszystkie badane zwigzki wykazaly wlasciwosci antagonistyczne wzgledem
receptorOW oya-, oig- I ojp-adrenergicznych, hamujac wewnatrzkomorkows transdukcje
sygnatu indukowang fenylefryng. Zwiazki MH-2, MH-3 oraz MH-99 wykazaly silng
preferencyjnos¢ hamowania receptora ojp, hamujac jego czynno$¢ ok 15-krotnie silniej
W odniesieniu do receptorow oia | oig. Zwiazki EP-46 1 EP-47 wykazaly umiarkowana,
okoto 3-krotng, preferencyjnos¢ hamowania receptora a;p W odniesieniu do receptora osg,
nie wptywajac przy tym praktycznie na czynno$¢ receptora aya Zwigzek EP-49 wykazat
umiarkowang preferencyjno$¢ hamowania czynnosci receptora aya, hamujac jego wewnetrzng
transdukcje sygnatu ok 5-krotnie silniej w odniesieniu do pozostatych dwodch podtypow
receptorow oj-adrenergicznych. Zwiazek EP-58 hamowat z poréwnywalng silg indukowang
fenylefryng transdukcje sygnatu w przypadku wszystkich podtypow receptorow ay, tj. aaa, 01p
I a1p, nie wykazujac tym samym wybidrczosci wzgledem zadnego z podtypoéw receptora as.
Mozna wiec wnioskowaé, ze zwigzki odznaczajace si¢ najwyzsza efektywnoscig w testach,
a wigc przypuszczalnie korygujace zaburzenia powstate w wyniku indukcji nadci$nienia
tetniczego wg modelu L-NAME, posiadajg silng komponente aktywnos$ci aip-adrenolitycznej.
Uzyskane wyniki sugeruja réwniez mechanizm, za posrednictwem ktorego zwigzek
referencyjny - prazosyna - wykazuje swoje korzystne efekty krazeniowe. Wspomniana
prazosyna, pomimo braku preferencyjnosci receptorowej, cechuje si¢ bardzo wysoka
aktywnoscig antagonistyczng wzgledem receptorow ajp-adrenergicznych. Pozostaje to
W zgodzie z doniesieniami literaturowymi, ktoére wskazuja na istotng role podtypu oip
W rozwoju nadcisnienia tetniczego krwi [36,37,166,167]. Hosoda i wsp. [168] wykazali, ze
umyszy pozbawionych receptora oip poddanych nefrektomii i obcigzanych dietg
wysokosodowg, Obserwowano obnizenie ci$nienia tetniczego krwi 1 stezen amin
katecholowych, w poréwnaniu do myszy dzikich, podczas gdy u myszy pozbawionych
receptora ayg dochodzito do wystgpowania silnego efektu hipertensyjnego poroéwnywalnego
do tego obserwowanego u myszy dzikich. Wynika z tego, iz podtypy oig I o1p biorg udziat
w regulacji ci$nienia tetniczego krwi, natomiast to podtyp aip jest odpowiada za rozwoj

nadci$nienia tetniczego.
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Podsumowujac uzyskane w pracy wyniki mozna zauwazy¢, ze badane zwigzki
wykazaly si¢ aktywnoscig w przeprowadzonych testach. Biorgc pod uwage fakt, iz ich
wspolng cechag jest antagonizm w stosunku do receptora oj-adrenergicznego, moze to
sugerowaé, ze blokada tego receptora ma korzystny wplyw na uszkodzenia wystepujace po
indukcji nadci$nienia tetniczego w modelu L-NAME. Cicarelli i wsp. [169] od 2008 roku
badaja korzystny wptyw blokady receptoréw aj-adrenergicznych na neo-angiogeneze,
pozostajaca pod $cista kontrola komorek $rodbtonka. Jako pierwsi podkreslali znaczenie
endotelium w tym mechanizmie, wykazujac, ze $roédbtonkowe receptory oy zmniejszaja
angiogeneze spowodowang niedokrwieniem, poprzez bezposrednie dziatanie komoérek
srodbtonka na pro-angiogenna odpowiedz. Dlatego tez podjeli si¢ badan, ktoére pomogly
wskaza¢, ze blokowanie tychze receptoréw przynosito korzystne rezultaty. Fakt, iz coraz
czgéciej zwraca si¢ uwage na wielokierunkowo$¢ dzialania farmakologicznego
az-adrenolitykéw i zadawalajace efekty plynace z terapii z ich udzialem, atakze nowe
doniesienia naukowe 1 wyniki przedstawione w tejze rozprawie doktorskiej, mozna wskazac
na potrzebe dalszych badan ich wptywu na mechanizmy $rodbtonkowe, istotne w przebiegu
chorob uktadu krazenia. Ponadto w rozprawie doktorskiej wykazano, ze zwigzki odznaczajace
si¢ najwyzszg ecfektywnoscig w testach, posiadajg silng komponent¢ aktywnosci
aip-adrenolitycznej. Planuje si¢ dalsze badania w celu zglgbienia tej preferencyjnosci,

€0 moze mie¢ istotne znaczenie w terapii hipotensyjne;j.
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VIIL

WNIOSKI

. Poszukujac optymalnego modelu eksperymentalnego o wysokim potencjale

hipertensyjnym oraz zdolnos$cig rozwijania zaburzen w obrebie $rodbtonka i profilu
weglowodanowo-lipidowego, zwalidowano cztery modele nadci$nienia tgtniczego
u Szczura:

v" Model DEX

v" Model DOCA

v" Model FRU

v" Model L-NAME

. W kazdym z badanych modeli wyidukowano nadci$nienie t¢tnicze, a takze

zaburzenia profilu lipidowego. Wzrost osoczowego stezenia glukozy uzyskano jedynie
u szczurow modelu DEX i modelu L-NAME. Zaburzenia funkcji $rodblonka,
charakterystyczne dla przewleklego nadcis$nienia tg¢tniczego, wystapity wylacznie
w modelu L-NAME. Zwazywszy na to, ze model L-NAME spehit wszystkie
zatozenia pracy, zostal wybrany do oceny potencjalnych wiasciwosci plejotropowych

zwigzkow objetych rozprawa doktorska, a mianowicie:

v" pochodnych ksantonu (MH-2, MH-3, MH-99)
v' pochodnych pirolidyn-2-onu (EP-46, EP-47, EP-49, EP-58)

Dla poszerzenia charakterystyki modelu L-NAME wykonano szereg dodatkowych
badan. Wykazano, ze model ten generuje stres oksydacyjny, powoduje znaczace
obnizenie poziomu tlenku azotu, a takze znamiennie wplywa na markery

srodbtonkowo-naczyniowe, tzn. obniza stezenie ADMA i podwyzsza stgzenie VEGF.

. Wszystkie badane zwigzki obnizaly wyidukowane w modelu L-NAME nadci$nienie

tetnicze krwi, co potwierdza ich dziatanie hipotensyjne.

. Zwiazki EP-58, MH-2, MH-3 przywracaly zaburzong funkcje¢ relaksacyjng aorty,

co swiadczy o korekcyjnym wptywie tych zwigzkéw na zaburzong funkcje
srodbtonka.

. Podawanie zwigzkéw MH-2, MH-3, MH-99 korygowalo zaburzenia w profilu

weglowodanowo-lipidowym.
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7.

10.

11.

Badane zwigzki ostabiaty procesy wolnorodnikowe. Wykazano, ze wszystkie zwiazki
zwigkszaty aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej, natomiast zwigzki MH-3 i MH-99
obnizaty poziom katalazy. Zwigzki MH-2, MH-3, MH-99 oraz EP-46 zmniejszaty
stezenie osoczowego MDA, co $wiadczy o redukcji wolnorodnikowego utleniania

lipidow, prowadzacego do uszkodzen bton biologicznych.

Zwiazki MH-3 oraz MH-99 powodowaty wzrost stezenia tlenku azotu, obnizonego na

skutek podawania inhibitora syntazy tlenku azotu — L-NAME.

Zwiazki MH-2, MH-3, MH-99, EP-46 oraz EP-47 powodowaly wzrost stezenia
ADMA, obnizonego w grupie zwierzat modelu L-NAME.

Wszystkie badane zwiazki obnizaly podwyzszone stezenia VEGF, co $wiadczy

0 poprawie fizjologicznych funkcji $rodbtonkowo-naczyniowych.

Kazdy z badanych zwigzkéw hamowat wewnatrzkomoérkowsa transdukcje sygnatlu
ludzkich receptorow aya-, aig- 1 aip-adrenergicznych. Zwiazki MH-2, MH-3 i MH-99
wykazaly wysoka, a zwigzki EP-46 1 EP-47 umiarkowang preferencyjnosé
hamowania wzgledem receptorow ajp. Uzyskane w pracy wyniki sugeruja, iz silna
blokada podtypu receptora o;p ma istotny zwigzek z dzialaniem hipotensyjnym
i koryguje zaburzenia obserwowane w indukowanym nadci$nieniu tetniczym modelu

L-NAME.
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IX. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnos$ci hipotensyjnej 1 wlasciwosci
plejotropowych zwiazkéw po podawaniu przewlektym w wybranym modelu nadci$nienia
tetniczego u szczura. Do badan wybrano siedem zwigzkéw, wykazujacych aktywnos$¢
az-adrenolityczng, nalezacych do dwoéch odrebnych grup, pochodnych ksantonu (MH-2,
MH-3, MH-99) oraz pochodnych pirolidyn-2-onu (EP-46, EP-47, EP-49, EP-58). Zasadniczy
przedmiot rozprawy doktorskiej, wymagatl walidacji wybranych modeli zwierzecych
nadci$nienia te¢tniczego (modelu DEX, modelu DOCA, modelu FRU, modelu L-NAME).
Model L-NAME spelnit wszystkie zatozenia pracy i zostal wybrany do oceny potencjalnych
wlasciwosci plejotropowych zwiazkdw objetych rozprawg doktorska. W tym celu oznaczono
aktywnos$¢ zwigzkéw w modelu L-NAME, badajac ich wpltyw na ci$nienie skurczowe
i rozkurczowe krwi po podawaniu przewleklym, funkcje relaksacyjne aorty, profil
weglowodanowo-lipidowy, parametry stresu oksydacyjnego, stezenie azotanoéw(IIl) oraz
azotanow(V), poziom wybranych biomarkerow krazeniowych (ADMA, VEGF), a takze
wewnetrzng transdukcje sygnalu w komoérkach z ekspresja ludzkich receptoréw oya oup
I ayp-adrenergicznych.

Zwiazki MH-2, MH-3, MH-99 odznaczajace si¢ duza aktywnoScia
W przeprowadzanych testach, wykazaly wysoka preferencyjnos¢ hamowania czynnosci
receptoréOw ajp-adrenergicznych. To wskazuje, ze blokada podtypu receptora a;p odpowiada
za efekt hipotensyjny oraz prawdopodobnie za dzialania korygujace zaburzenia obserwowane

W indukowanym nadci$nieniu tetniczym w modelu L-NAME.
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Summary

The aim of this doctoral study was evaluation of hypotensive and pleiotropic activity
of tested compounds after chronic administration in the selected experimental models of
hypertension. Seven compounds with aj-adrenolytic activity were selected for tests, three of
which were xanthone derivatives (MH-2, MH-3 and MH-99) and others four were pyrrolidin-
2-one derivatives (EP-46, EP-47, EP-49 and EP-58). The main aim of this study required
validation of four different animal models of hypertension: DEX model, DOCA model, FRU
model and L-NAME model. This last one — L-NAME model — met all assumptions of this
study and was selected to evaluation of potential pleiotropic activities of tested compounds.
All of tested compounds were evaluated in L-NAME model after chronic administration in
terms of their potential hypotensive activity, influence on relaxation of isolated rat-aorta, on
glucose and lipid plasma levels, on oxidative stress parameters, on NO, and NO3 plasma
levels, and also on two circulatory biomarker plasma levels — ADMA and VEGF. At the end
intrinsic activity for tested compounds towards human aja-, 01g- and osp-adrenoceptors was
also evaluated.

Compounds marked with symbols MH-2, MH-3 and MH-99 showed high therapeutic
activity in all pharmacological and biochemical studies. Additionally, these compounds
showed also high preferential ojp-adrenolytic activity. These results suggest that
aip-adrenolytic activity of tested compound may be connected with their hypotensive activity
and with their corrective influence on disturbed endothelium function induced in L-NAME

hypertension model.
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