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Wykaz skrotow

WYKAZ SKROTOW

AA — kwas arachidonowy

Ach - acetylocholina

ASICs — kanaty jonowe wykrywajace kwasy

ADH — hormon antydiuretyczny (wazopresyna)

ADMA — N, N -dimetyl-L-arginina

ADP - adenozynodifosforan

AMP - adenozynomonofosforan

ANP — przedsionkowy peptyd natriuretyczny

4-AP — 4-aminopirydyna

AQ2 - akwaporyna-2

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

AVP — wazopresyna argininowa

BKc, — kanatly potasowe o duzej przewodnosci aktywowane jonami
wapnia

BNP — moézgowy peptyd natriuretyczny

8Br-cGMP  — 8-Bromo-guanozyno 3’5’ cykliczny monofosforan

cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan

Cay — kanaty wapniowe bramkowane potencjatem

cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan

CGRP — peptyd zwigzany z genem kalcytoniny

COX — cyklooksygenaza

COX-2 — cyklooksygenaza typu 2

CNP — peptyd natriuretyczny typu C

CSW — moézgowy zespot utraty soli

EDHF — czynnik hiperpolaryzujacy pochodzenia srédblonkowego

EDRF — czynnik rozkurczajacy pochodzenia srodbtonkowego

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EET — kwas epoksyeikozatrienowy

EGTA — kwas etylenoglikolo-O-O'-bis(2-aminoetylo)-N,N,N’ N"-
tetraoctowy

EPOX — epoksygenaza

ET-1 — endotelina typu 1
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ETa — receptor typu A endoteliny

ETs — receptor typu B endoteliny

HEPES — kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo] etanosulfonowy

20-HETE — kwas 20-hydroksyeikozatetraenowy

IKc, — kanaty potasowe o $redniej przewodnosci aktywowane jonami
wapnia

Katp - kanaly potasowe zalezne od ATP

Kca — kanaly potasowe aktywowane jonami wapnia

Kpr — opoznione prostownicze kanaty potasowe

Kir - wewnatrzprostownicze kanaly potasowe

Kv — kanaty potasowe bramkowane potencjatem

L-NAME - ester metylowy-nitro-L-argininy

L-NMMA — N-monometyl-L-arginina

L-NNA - N-nitro-L-arginina

LOX - lipooksygenaza

MCA — tetnica srodkowa mozgu

MOPS - kwas 3 — morfolinopropanosulfonowy

MOPS-PSS - s0l fizjologiczna buforowana kwasem 3 —
morfolinopropanosulfonowym

NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginowy

NO — tlenek azotu

NOS — syntaza tlenku azotu

eNOS — srodbtonkowa syntaza tlenku azotu

iINOS — indukowalna syntaza tlenku azotu

nNOS — neuronalna syntaza tlenku azotu

NS 1619 — 1,3-dihydro-1-[2-hydroksy-5-(trifluorometylo) fenylo] -5 -
(trifluorometylo)-2H-benzymidazol-2-on

PaCo, — ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla we krwi tetniczej

PaO, — ci$nienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej

PGI, — prostanglandyna I, (prostacyklina)

PKA — kinaza biatkowa A

PKG — kinaza biatkowa G
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SAC
RVD
SIADH

SKCa

SNAP
TEA"
VIP

TXA2

VoR

kanaty kationowe aktywowane rozcigganiem mig¢$ni gtadkich
regulacyjne zmniejszenie objetosci komorki
zespot niewtasciwego wydzielania hormonu antydiuretycznego

kanaty potasowe o matej przewodnosci aktywowane jonami
wapnia

S-nitroso-N-acetyl-DL-penicylamina

jon tetraetylamoniowy

wazoaktywny polipeptyd jelitowy

tromboksan A2

receptor wazopresyny typu 2 (nerkowy)
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1. WSTEP

1.1. WPROWADZENIE

Jon sodu jest glownym kationem przestrzeni zewnatrzkomoérkowej
odgrywajacym istotng rol¢ w utrzymaniu rownowagi wodno-elektrolitowe;j,
osmotycznej 1 kwasowo-zasadowej. Zakres stezenia tego jonu w plynie
zewnatrzkomorkowym w warunkach fizjologicznych wynosi 136-145 mM. Obnizenie
stezenia jonu sodu ponizej 136 mM nazywane jest hiponatremia, za$ jego podwyzszenie
powyzej 145 mM hipernatremig [Fried 1 Palevsky, 1997]. Hiponatremia jest do$¢
powszechnym zaburzeniem gospodarki wodno-elektrolitowej obserwowanym w
warunkach szpitalnych. Dotyczy ona az 28% pacjentow hospitalizowanych, 21%
zglaszajacych si¢ do izby przyjec¢ i okoto 7% pacjentéw ambulatoryjnych [Hawkins,
2003]. Hiponatremia diagnozowana jest w takich schorzeniach jak: niedoczynno$é¢
tarczycy, zastoinowa niewydolno$¢ serca, marskos¢ watroby, zespdl nerczycowy,
nowotwory oraz choroby osrodkowego uktadu nerwowego [Vaidya 1 wsp., 2010;
Miller, 2006]. Grupg ryzyka stanowia takze pacjenci, ktorym podawane sa leki
antydepresyjne, przeciwpadaczkowe 1 diuretyki petlowe. Sporadycznie hiponatremia
moze si¢ takze rozwija¢ po zastosowaniu lekéw rutynowo uzywanych w praktyce
klinicznej takich jak: leki przeciwnadci$nieniowe, antybiotyki oraz inhibitory pompy
protonowej [Liamis i wsp., 2008].

Ponadto, do hiponatremii moze doj$¢ z przewodnienia, jak ma to miejsce w
polidypsji u pacjentow psychiatrycznych lub u sportowcéw. Ten ostatni przypadek
dotyczy w szczegdlnosci biegaczy diugodystansowych, u ktorych przedluzajagca sig
aktywno$¢ fizyczna laczy si¢ z utratg jonow sodu z potem, przy jednoczesnym
dostarczeniu duzej ilosci ptyndw hipotonicznych jakimi sg napoje podawane im w celu
wyrownania bilansu wodnego [Kormann i wsp., 2012]. Ryzyko rozwoju hiponatremii
wzrasta takze z wiekiem. U osdb po 50 roku zycia jest ono 2-krotnie wigksze w
porownaniu do 30-latkéw, natomiast po 70 roku zycia wzrasta az 5-krotnie [Hawkins,
2003]. Hiponatremia jest jednak najbardziej niebezpieczna dla pacjentow
neurochirurgicznych, u ktéorych diagnozowana jest czgsto po krwawieniu
podpajeczynowkowym, urazach moézgu, krwawieniu $rodmozgowym oraz zapaleniu
opon moézgowych [Rabinstei 1 Wijdics, 2003]. Zaburzenie to moze wystapi¢ rowniez u

pacjentdw po operacjach podwzgorza i tylnego ptata przysadki, gdzie wytwarzany i
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uwalniany jest hormon antydiuretyczny [Rabinstein i Wijdicks, 2003; Hasan i wsp.,
1990].

Ze wzgledu na starzenie si¢ populacji, wzrost czgstosci chorob nowotworowych
1 cywilizacyjnych oraz coraz czgstsze stosowanie lekow przeciwdepresyjnych, wydaje
si¢, ze hiponatremia bedzie problemem o coraz wigkszym znaczeniu.

W patogenezie hiponatremii istotng rol¢ odgrywaja podstawowe hormony
bioragce udziat w regulacji gospodarki wodno-elektrolitowej takie jak: hormon
antydiuretyczny (ADH) oraz peptydy natriuretyczne. Do tych ostatnich naleza:
przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP, ang. atrial natriuretic peptide) oraz
peptydy natriuretyczne typu B (BNP, ang. brain natriuretic peptide) i C (CNP, ang. C-
type natriuretic peptide) [Rabinstein 1 Wijdicks, 2003].

Nadmierne wydzielanie wazopresyny najczesciej obserwuje si¢ w zespole
niewlasciwego wydzielania hormonu antydiuretycznego (SIADH, ang. syndrome of
inappropriate antiduretic hormone secretion). Oprocz SIADH, do wzrostu wydzielania
ADH moze dochodzi¢ w warunkach: hipowolemii, obnizonego cis$nienia tgtniczego
krwi, bolu, stresu oraz u pacjentow przyjmujacych leki takie jak: karbamazepina,
klofibrat, chlorpropamid, opioidy, cyklofosfamid, haloperydol i amitryptylina [Yeates i
wsp., 2004]. Nerkowe dziatanie wazopresyny zwigzane jest z pobudzeniem jej receptora
- V, w kanalikach dystalnych i cewkach zbiorczych nerek. Aktywacja tego receptora
prowadzi do wzmozonej produkcji cAMP, pobudzenia kinazy biatkowej A (PKA) 1
syntezy akwaporyny 2 (AQ2). Czasteczki AQ2 sg wbudowywane do btony komoérkowej
kanalikéw po stronie luminalnej, co zwigksza resorpcje wody [Treschan i Peters, 2006]
1 moze prowadzi¢ do hiponatremii z rozcienczenia. Wsrdd peptydow natriuretycznych
najwickszag rolg w rozwoju hiponatremii odgrywa przedsionkowy peptyd
natriuretyczny, ktéry jest wydzielany z przedsionkow serca w odpowiedzi na ich
rozciagnigcie krwig powracajaca do serca w okresie rozkurczu. W nerkach, ANP
hamuje reabsorpcj¢ jonéw sodu i wody dziatajac bezposrednio na kanaliki zbiorcze oraz
posrednio przez hamowanie wydzielania aldosteronu. ANP, obok pozostatych
peptydow natriuretycznych, bierze udziat w patogenezie mézgowego zespotu utraty soli
(CSW, ang. cerebral salt wasting). CSW charakteryzuje si¢ nadmiernym wydalaniem
jonéw sodu z moczem, zwigkszong diureza i zmniejszeniem zewnatrzkomorkowej
objetosci ptyndw ustrojowych. Hipowolemia moze wtérnie prowadzi¢ do wzmozonego

wydzielania hormonu antydiuretycznego pomimo hamujacego wplywu ANP na
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uwalnianie ADH z tylnego ptata przysadki [Rabinstein i Wijdicks, 2003; Coenraad i
wsp., 2007].

Niezaleznie od tego czy hiponatremia jest wywotana przez wazopresyne lub
hormony natriuretyczne, jatrogennie czy polekowo, jej objawy s3 zwigzane z
zaburzeniami homeostazy o$rodkowego ukltadu nerwowego. Obnizenie st¢zenia jonoOw
sodu w surowicy prowadzi bowiem do wytworzenia gradientu osmotycznego, co
powoduje przesuniecie wody do przestrzeni wewnagtrznaczyniowej, a nastepnie do
wnetrza komorek. Skutkiem tego jest hipoosmotyczny obrzek mozgu, prowadzacy do
wzrostu ci$nienia wewnatrzczaszkowego, a w skrajnych przypadkach do uposledzenia
mikrokrazenia 1 objawdw  niedotlenienia  moézgu.  Wzrost  ci$nienia
wewnatrzczaszkowego moze prowadzi¢ takze do wglobienia mézgu, ktorego pierwsza
oznaka jest czesto zatrzymanie oddechu chorego [Ayus 1 wsp., 2006].

Objawy hiponatremii zaleza od tempa obnizenia stgzenia jonéw Na" w osoczu.
Do typowych objawdw towarzyszacych hiponatremii naleza: bol glowy, ospalosé,
niepokoj, nudnosci, wymioty, goraczka oraz dezorientacja. Powazniejsze objawy takie
jak otgpienie, $pigczka a nawet $§mieré¢ moga pojawic si¢ u pacjentdw z cigzka, nagle
pogarszajaca si¢ hiponatremia [Rabinstein, 2006].

Hipoosmotyczny obrzek komoérek mozgu zapoczatkowuje odpowiedz obronng w
postaci ,,regulacyjnego zmniejszenia objgtosci komorki" (RVD, ang. regulatory volume
decrease). Proces ten polega na usuwaniu z komoérek, w pierwszym rzedzie, jonow K i
CI, a nastgpnie organicznych substancji osmotycznie czynnych (idiogennych
osmolitéw) takich jak tauryna, glicyna, glutamina, mioinozytol, sorbitol i kreatyna
[Pasantes-Morales 1 wsp., 2006]. RVD w duzym stopniu zmniejsza obrzgk
hiposmotyczny, ale jego skuteczno$¢ ujawnia si¢ w petni dopiero po uptywie okoto 48
godzin od momentu powstania obrzgku. W zwigzku z tym hiponatremia rozwijajaca si¢
w czasie krotszym niz 48 godzin, okreslana jako ostra lub krotkotrwata, jest zwigzana z
wigkszym obrzgkiem mdzgu, powazniejszymi objawami i wigkszym ryzykiem $mierci.
Natomiast w hiponatremii rozwijajacej si¢ powoli, w czasie dtuzszym niz 48 godzin,
zwanej przewlekta, RVD pozwala na skuteczne ograniczenie obrzeku moézgu. Dzieki
temu objawy hiponatremii przewlektej sa tagodniejsze [Rabinstein, 2006; Pasantes-
Morales i wsp., 2006].

Inng potencjalng, ale bardzo niebezpieczng konsekwencja hiponatremii jest
demielinizacja struktur mostu, do ktérej dochodzi w wyniku zbyt szybkiego

wyrownania natremii. Szybkie wyrdwnanie osmolalnosci  surowicy  przed
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znormalizowaniem poziomu idiogennych osmolitéw moze prowadzi¢ do odwodnienia
moézgu, gwattownego zmniejszenia objetosci komoérek moézgu 1 w zwigzku z tym
mechanicznego rozerwania mieliny aksonéw [Rabinstein, 2006; Verbalis i Gullans,
1991]. Objawy demielinizacji mostu pojawiaja si¢ po 2-3 dniach od momentu
wyroéwnania stezenia jondw sodu. Naleza do nich upos$ledzenie mowy, utrudnienie
polykania i zaburzenia $wiadomosci [Rabinstein, 2006].

Dotychczasowe badania dotyczace wptywu hiponatremii na osrodkowy uktad
nerwowy koncentrowaty si¢ wokot zagadnien zwigzanych z obrzgkiem moézgu.
Wiadomo jednak, ze homeostaza osrodkowego uktadu nerwowego w znacznej mierze
zalezy od prawidlowej funkcji naczyn krwiono$nych moézgu. Nieliczne badania
doswiadczalne dotyczace wpltywu hiponatremii na krgzenie mozgowe dotyczyly
mikrokrgzenia 1 hiponatremii przewleklej. Wykazano w nich, ze przewlekia
hiponatremia ma niekorzystny wplyw na mikrokrazenie mézgowe [Arieff i wsp., 1995].
W hiponatremii wywolanej za pomocg wazopresyny u samic szczurOw zaobserwowano
zmniejszenie przeptywu krwi przez mézg oraz moézgowego zuzycia tlenu [Kozniewska 1
wsp., 1995]. U zwierzat tych obserwowano takze zmniejszony udziat tlenku azotu (NO,
ang. nitric oxide) 1 prostacykliny (PGL) w regulacji mikroprzeptywu moézgowego w
poréwnaniu do grupy kontrolnej [Kozniewska i wsp., 2001]. Co wigcej, niezaleznie od
plci 1 obecno$ci wazopresyny nie obserwowano zwigkszenia mikroprzeptywu w
odpowiedzi na podanie acetylocholiny, co sugeruje dysfunkcje srodbtonka naczyn.
Prowadzono takze badania nad wplywem obniZzonej osmolarno$ci na naczynia
krwionosne mozgu i wyizolowane z nich komodrki migs$ni gladkich. Obnizenie
osmolarnosci z 300 do 250 mOsmol/L powodowato skurcz tetnicy podstawnej mozgu
szczura w wyniku depolaryzacji komoérek migsni gladkich 1 aktywacji bramkowanych
napigciem kanatéow Ca’* [Welsh i wsp., 2000]. Jednoczeénie, w badaniach
przeprowadzonych nad wptywem obrzgku hipoosmotycznego na funkcje miocytow
izolowanych z tetnicy podstawnej mozgu szczura wykazano, ze w warunkach
hipoosmotycznych dochodzi do zahamowania wewnatrzprostowniczych kanatow
potasowych Kjr ale nie obserwuje si¢ zmian w przewodnosci opoznionych
prostowniczych kanatow potasowych Kpr [Wu i wsp., 2007]. Trudno jest oceni¢ jak te
wyniki przektadaja si¢ na regulacje napigcia naczyn krwiono$nych mézgu, tym bardziej
7e w przytoczonych badaniach obnizano stezenie jonéw Na' do 90 mM. Tak niskie

stezenie Na" we krwi pacjentow stanowi powazne zagrozenie zycia [Rabinstein, 2006].
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Brak w pi$miennictwie spdjnych danych, na podstawie ktérych mozna by
okresli¢ jaki wptyw wywiera hiponatremia na regulacj¢ napigcia naczyn krwiono$nych
mozgu, a takze istotny udziat uktadu naczyniowego mozgu w wewnatrzczaszkowej
homeostazie ci$nieniowo-objetosciowej sklonity mnie do podjecia badan
doswiadczalnych stanowigcych przedmiot tej pracy.

W celu oddzielenia wptywu hiponatremii na naczynia krwiono$ne moézgu od
wptywu hormondéw natriuretycznych i wazopresyny, ktore sa niezbedne do wywotania
hiponatremii do§wiadczalnej, wybratam do swoich badan model hiponatremii in vitro.

Zanim przejd¢ do przedstawienia zagadnien bezposrednio zwigzanych z moimi
badaniami, omowi¢ podstawy fizjologicznej regulacji napigcia naczyn krwiono$nych

mozgu.
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1.2. FIZJOLOGICZNA REGULACJA NAPIECIA NACZYN
KRWIONOSNYCH MOZGU

Napigcie naczyn krwiono$nych moézgu, decydujace o oporze naczyniowym oraz
wielkos$ci przeptywu krwi w mikrokrazeniu jest zalezne od: czynnikow metabolicznych,
stezenia tlenu 1 dwutlenku wegla we krwi tetniczej, dokrewnej funkcji komorek
srodblonka, wielkosci cisnienia perfuzyjnego oraz mediatorow uwalnianych z
zakonczen nerwowych w naczyniach krwiono$nych moézgu (ryc. 1). Kazdy z tych
czynnikéw modyfikuje napigcie naczyn krwionos$nych, a przeptyw krwi przez mozg w
danym momencie jest skutkiem jednoczesnego oddziatywania wielu z nich. Niektore z
tych czynnikow maja wspolne szlaki biochemiczne na poziomie komoérek migsni
gladkich. Przykladem tego jest rozszerzenie naczyh krwiono$nych moézgu pod
wpltywem dziatania sity S$cinajacej (ang. shear stress) 1 hiperkapnii, w ktorym

przynajmniej w czesci posredniczy ten sam czynnik — tlenek azotu [White i wsp., 1999].

Mechanizmy regulujace napigcie naczyn
krwionosnych mézgu

Regulacja \

metaboliczna Regulacja

(K',H") nerwowa
?Ifegrllllligﬁa v Regulacja zalezna od
(CO, Oy) srodbtonka (NO)

Autoregulacja (regulacja
zalezna od zmian ci$nienia
perfuzyjnego)

Ryc. 1. Zestawienie czynnikdw biorgcych udzial w regulacji napigcia naczyn

krwiono$nych mozgu.
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1.2.1. Regulacja metaboliczna

Najwazniejszy mechanizm regulujacy przepltyw krwi przez mozg jest zwigzany
z zapotrzebowaniem mozgu na dostarczane wraz z krwig substraty energetyczne - tlen i
glukoze. Wzrost zapotrzebowania metabolicznego zwigzany z pobudzeniem aktywnosci
neuronalnej] wymaga lokalnego rozszerzenia naczyn krwiono$nych moézgu i wzrostu
przeptywu krwi. Regulacja metaboliczna (nazywana rowniez przekrwieniem
czynnosciowym) definiowana jest wigc jako zalezno$¢ pomigdzy zapotrzebowaniem
moézgu na tlen i glukoze, a objetoscia przeptywajacej krwi. Zwiekszenie przeptywu krwi
przez mézg w czasie wzmozonej aktywno$ci neuronalnej mozliwe jest dzigki
wspotdziataniu neurondéw, astrocytow i1 naczyn krwiono$nych moézgu. Struktury te
razem tworzg jednostke nerwowo-naczyniowq [Girouard i Iadecola, 2006].

Pomimo tego, ze mdzg posiada niewielkie rezerwy energii i wymaga ciaglego
dostarczania glukozy i tlenu przez krew [Roy i Sherrington, 1890], obnizenie stezenia
0, 1 glukozy w mdzgu nie jest bezposrednim czynnikiem prowadzacym do rozszerzenia
naczyn moézgowych [Attwell 1 ladecola, 2002]. Czynnikami odpowiedzialnymi za
wzrost przeptywu krwi przez mozg w stanach zwigkszonego zapotrzebowania mézgu
na substraty energetyczne sa: zwickszenie stezenia adenozyny wytwarzanej podczas
katabolizmu ATP, wzrost zewnatrzkomorkowego stezenia jonow K' i H', a takze tlenek
azotu, tlenek wegla oraz pochodne kwasu arachidonowego o dziataniu
naczyniorozszerzajacym takie jak prostaglandyny i kwas epoksyeikozatrienowy - EET
[Girouard i Iadecola, 2006].

Wykazano, ze zarowno obnizenie stezenia ATP w komorce jak 1 zwigkszenie
stezenia wspomnianej wyzej adenozyny pochodzacej z rozpadu ATP prowadzi do
rozszerzenia naczyn krwiono$nych moézgu [Pelligrino i wsp., 1996]. W obu
przypadkach dochodzi do otwarcia kanaléw potasowych wrazliwych na ATP (Katp).
Ponadto, adenozyna otwiera kanaly potasowe aktywowane jonami Ca’™ (Kca), co
rowniez prowadzi do rozszerzenia naczyn krwionosnych [Di Tullio 1 wsp., 2004;
Kleppisch i Nelson, 1995; Li i Cheung, 2000]. Nastgpnymi czynnikami biorgcymi
udzial w regulacji metabolicznej s3 jony K' i H. W warunkach fizjologicznych
aktywno$¢ neuronalna prowadzi do wzrostu zewnatrzkomorkowego stezenia jonow K
do okoto 12 mM. Jednakze wzrost st¢zenia tych jondéw juz do 8-10 mM powoduje
rozszerzenie naczyn krwiono$nych moézgu in vitro i in vivo. Uwarunkowane jest to

otwarciem wewnatrzprostowniczych kanatow potasowych (Kr) [Girouard i Iadecola,
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2006]. Naczyniorozszerzajacy efekt zewnatrzkomérkowego wzrostu stgzenia jonéw H'
zwigzany jest natomiast z otwarciem kanaléw potasowych o duzej przewodnosci (BKc,)
aktywowanych przez Ca®" oraz kanatow Karp [Lindauer i wsp., 2003]. Wykazano, ze
aktywacja tylko jednego z tych kanaléw wystarczy do rozszerzenia tetnicy srodkowe;
moézgu w odpowiedzi na obnizenie pH, a zahamowanie aktywno$ci obu kanatow
catkowicie znosi odpowiedz na kwasice. Ponadto, rozszerzenie tg¢tnicy $rodkowej
moézgu w odpowiedzi na wzrost stgzenia jonow H' zalezne jest od tlenku azotu
uwalnianego z okotonaczyniowych nitrergicznych zakonczen nerwowych. Wedhug
Lindauer i wsp. [2001] w te¢ odpowiedz nie jest zaangazowany NO pochodzenia
srédblonkowego.

Wydaje si¢, ze NO pochodzenia neuronalnego bierze réwniez udzial w
rozszerzeniu wewnatrzmozgowych naczyn krwiono$nych zwigzanym z aktywacja
zakonczen glutaminergicznych i receptora NMDA. W wyniku potaczenia glutaminianu
z tymi receptorami dochodzi do naptywu jonow Ca”" do komorki [Girouard i Tadecola,
2006]. Wzrost wewnatrzkomorkowego Ca®" aktywuje neuronalna syntaze NO, co
prowadzi do zwigkszenia wytwarzania NO 1 rozszerzenia naczyn. Wydaje si¢ jednak, ze
NO odgrywa raczej role modulujaca, niz posredniczaca w rozszerzeniu migsni gladkich
zwigzanym ze zwigkszonym zapotrzebowaniem energetycznym. Jest to tzw.
przyzwalajaca (ang. permissive) rola tlenku azotu, co oznacza, ze w obecnosci NO inne
czynniki naczyniorozszerzajace wykazuja silniejsze dziatanie [Schuh-Hofer 1 wsp.,
2001]. Wzrost wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca’® powoduje takze aktywacje
fosfolipazy A2 i produkcje kwasu arachidonowego (AA, ang. arachidonic acid). Wsrdd
metabolitow kwasu arachidonowego najwicksze znaczenie w regulacji metabolicznej
maja prostanoidy zalezne od aktywacji cyklooksygenazy a takze EET, powstajacy w
wyniku dziatania szlaku =zaleznego od epoksygenazy cytochromu P450. EET
hiperpolaryzuje komorki migs$ni gtadkich poprzez otwieranie kanaléw potasowych
BKc, [Girouard i Iadecola, 2006].

Omawiajac regulacje metaboliczng kragzenia mozgowego trudno nie wspomniec
o interesujgcej koncepcji wysunigte] przez Pellerin’a i Magistretti’ego w 1994 roku.
Wedhug tej koncepcji w przekrwieniu czynnosciowym bierze udzial mleczan uwalniany
z astrocytow, ktore podczas aktywacji receptorow NMDA wytwarzaja ATP w
beztlenowych  przemianach  glukozy. Mleczan dyfunduje do  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, z ktorej jest pobierany przez neurony i moze stuzy¢ w nich jako

substrat do syntezy ATP w cyklu Krebsa. Zwigkszenie st¢zenia mleczanu w przestrzeni
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zewnatrzkomorkowej powoduje rozszerzenie naczyn krwionos$nych i1 zwigkszenie
przeptywu krwi w mikrokrazeniu [Pellerin i Magistretti, 1994; Pellerin i Magistretti,
2012].

1.2.2. Regulacja chemiczna

Regulacja ta dotyczy wplywu zmian stezenia tlenu (O,) i dwutlenku wegla
(CO,) we krwi tetniczej na przepltyw krwi przez mozg. Obnizenie ci$nienia parcjalnego
tlenu we krwi tetniczej (PaO,) ponizej 50 mmHg powoduje rozszerzenie naczyn
krwiono$nych moézgu, wystarczajace do dwukrotnego zwigkszenia przeptywu krwi
przez mozg. Wzrost PaO, prowadzi natomiast do skurczu tych naczyn [Johnston i wsp.,
2003]. Jest to jednak efekt stosunkowo niewielki. Badania do§wiadczalne wykazaty, ze
oddychanie 85-100 % tlenem prowadzace do podwyzszenia PaO, do 300 — 350 mmHg
powoduje zmniejszenie przeplywu moézgowego jedynie o 13% w pordéwnaniu z
wartos$cig kontrolng, mierzong przy fizjologicznym PaO, wynoszacym 90 mmHg [Kety
1 Schmidt, 1948]. Zwigkszenie przeptywu krwi przez mozg w warunkach hipoksji
zwigzane jest z obnizeniem poziomu ATP i otwarciem kanalow Karp w migsniach
gladkich [Taguchi i wsp., 1994]. Ponadto, niedotlenienie prowadzi do zwickszenia
produkcji tlenku azotu i1 adenozyny, co rowniez powoduje rozszerzenie naczyn
[Golanov 1 Reis, 1997]. W warunkach przewlektego niedotlenienia moze doj$¢ do
zwigkszenia przeptywu moézgowego dzigki pobudzeniu angiogenezy i zwigkszeniu
gestosci naczyn wlosowatych w mézgu [Xu i Lamanna, 2006].

Zmiany ci$nienia parcjalnego we krwi tetniczej drugiego z gazéw oddechowych
- CO; rowniez wywieraja wplyw na napiecie $ciany naczyn krwiono$nych mozgu.
Wazrost ci$nienia parcjalnego CO, we krwi tetniczej (PaCO;) powyzej 40 mmHg
(hiperkapnia) i w rezultacie spadek zewnatrzkomoérkowego pH powoduje rozszerzenie
naczyn mozgowych i wzrost przeptywu krwi przez mozg. Natomiast zmniejszenie
PaCO, ponizej tego poziomu (hipokapnia) prowadzi do skurczu naczyn i zmniejszenia
przeptywu krwi przez mozg [Reivich, 1964]. Silne dziatanie dwutlenku wegla
rozszerzajace naczynia krwiono$ne wykazano w badaniu, w ktérym inhalacja 5% CO,
powodowata wzrost przeptywu krwi przez mézg do 50%, a inhalacja 7% CO,
prowadzita do 100% wzrostu przeptywu krwi [Kety i Schmidt, 1948]. Glowny
mechanizm odpowiedzialny za rozszerzenie naczyn podczas hiperkapnii wydaje si¢ by¢

. . . , . . + e, .
zwigzany z wplywem zwigkszenia zewnatrzkomoérkowego stezenia H' na migsnie
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gladkie naczyn krwionosnych. Jony H' mogg bezposrednio aktywowa¢ kanaty
potasowe w migsniach gladkich prowadzac do ich hiperpolaryzacji lub moga
indukowa¢ uwalnianie naczyniorozszerzajacych prostaglandyn, adenozyny lub NO z
neurondéw, gleju 1 naczyn krwionos$nych [ladecola, 1992; Pickard i Mackenzie, 1973].
Szczegolnie istotna wydaje si¢ by¢ rola NO. Wykazano, ze odpowiedz na kwasice
oddechowg jest ostabiona w wyniku dziatania nieselektywnych inhibitoréw syntazy NO
[ladecola 1 wsp., 1994]. Bardziej szczegotowe badania pokazatly, ze odpowiedz naczyn
krwionos$nych mikrokrazenia mézgu na wzrost PaCO; jest zachowana po uszkodzeniu
srodblonka [Wang i wsp. 1994]. Wskazuje to na istotng role nNOS w tej odpowiedzi,
podobnie jak ma to miejsce w kwasicy metabolicznej. Tym bardziej, ze w kolejnej
pracy Wang 1 wsp. [1995] wykazali, ze po zastosowaniu selektywnego inhibitora
nNOS — 7-nitroindazolu odpowiedz mikrokronaczyn mézgu na kwasic¢ zmniejszyla si¢
o 60 %. Nie wydaje si¢ zatem, aby rozszerzenie naczyn krwiono$nych moézgu w

odpowiedzi na wzrost PaCO; byto zalezne od $rodbtonka.

1.2.3. Regulacja napie¢cia naczyn krwiono$Snych mozgu zalezna
od zmian ci$nienia perfuzyjnego — zjawisko autoregulacji

Autoregulacja przeptywu krwi przez mézg to zdolno$¢ naczyn krwiono$nych
moézgu do utrzymania wzglednie statego przeptywu krwi, pomimo zmian ci$nienia
perfuzyjnego. Autoregulacja jest obecna w wielu obszarach naczyniowych, ale w
szczegoOlnosci dobrze jest rozwinigta w mozgu. Aby utrzymac staty przeptyw krwi przez
moézg w warunkach zmian ci$nienia perfuzyjnego, naczynia rozszerzaja si¢ gdy to
ci$nienie obniza si¢ i ulegaja skurczeniu gdy ci$nienie perfuzyjne ro$nie. Przeptyw krwi
przez mozg jest relatywnie staty przy zmianach ci$nienia perfuzyjnego w zakresie od 50
do 150 mmHg. Ponizej i powyzej tej wartosci autoregulacja zanika, a przeptyw krwi
zmienia si¢ proporcjonalnie do zmian ci$nienia perfuzyjnego zgodnie z prawem
Poiseuille’a [Paulson i wsp., 1990]. Obnizenie ci$nienia perfuzyjnego ponizej dolnej
granicy autoregulacji moze spowodowa¢ niedotlenienie moézgu jezeli na skutek
zmniejszenia przeptywu krwi dojdzie do zmniejszenia transportu tlenu do komorek
mozgu. Zmniejszenie przeptywu krwi jest bowiem kompensowane poprzez zwickszenie
ekstrakcji tlenu z krwi. Maksymalna ekstrakcja tlenu jest osiaggni¢ta przy cis$nieniu
tetniczym okoto 40 mmHg, ponizej tego poziomu moga pojawi¢ si¢ kliniczne objawy

niedokrwienia [Mesh 1 Gewertz, 1990; Iadecola, 1998].
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Mechanizm autoregulacji nie jest do konca poznany. Wéréd wielu hipotez
wyjasniajacych to zjawisko, najbardziej rozpowszechnione sg hipoteza metaboliczna i
miogenna. Pierwsza z nich zaklada, ze zmniejszenie przepltywu krwi w momencie
zmniejszenia cis$nienia perfuzyjnego prowadzi do zwigkszenia stezenia (w wyniku
zmniejszenia tempa wyptukiwania) czynnikéw naczyniorozszerzajacych pochodzenia
metabolicznego - jonéw K', H', adenozyny a takze CO, w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej [Paulson 1 wsp., 1990]. Umozliwia to powr6t przeptywu krwi do
poziomu sprzed obnizenia ci$nienia perfuzyjnego. Podobnie, w momencie zwigkszenia
cisnienia perfuzyjnego zwigksza si¢ tempo wyptukiwania wymienionych wyzej
czynnikdw metabolicznych, co prowadzi do zmniejszenia ich st¢zenia w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, skurczu naczyn krwiono$nych i zmniejszenia przeptywu krwi
do poziomu sprzed zmiany ci$nienia perfuzyjnego. Za teorig metaboliczng przemawia
fakt, ze autoregulacja ujawnia si¢ po okolo 5 min od momentu zmiany ci$nienia
perfuzyjnego [Paulson i wsp., 1990].

Druga z hipotez - miogenna, sformutlowana przez Baylissa, zaktada, ze
mechanizm autoregulacji zalezny jest od wtasciwosci migsni gladkich, ktore spetniajg
funkcje mechanoreceptora. Wedtug tej hipotezy rozciagnigcie migéni gladkich Sciany
naczyniowej wywotane wzrostem cisnienia perfuzyjnego pobudza te mig$nie do
skurczu 1 pozwala na utrzymanie przeptywu krwi na niezmienionym poziomie
pomimo wzrostu ci$nienia perfuzyjnego. Podobnie, zmniejszenie ci$nienia perfuzyjnego
1 mniejsze rozciggnigcie migsni gltadkich prowadzi do rozszerzenia naczyn [Bayliss,
1902].

Wyniki badan ostatnich 20 lat dostarczajg argumentdw na poparcie hipotezy
Bayliss’a. Po pierwsze, w komorkach migsni gladkich naczyn krwiono$nych wykazano
obecnos¢ specjalnego typu kanaléw kationowych aktywowanych rozcigganiem migsni
gladkich (ang. stretch-activated channels, SAC) [Davis i wsp., 1992]. Otwarcie tych
kanatéw pod wplywem zwigkszenia ci$nienia wewnatrznaczyniowego prowadzi do
wzrostu stezenia Ca®" w komoree i do skurczu migéni gladkich. Ponadto, depolaryzacja
komorek miesni gladkich zwiazana z naptywem jonow Ca®" przez kanaly SAC moze
prowadzi¢ do aktywacji kanaléw wapniowych zaleznych od potencjatu [McCarron i
wsp., 1997]. Wydaje si¢, ze w ta mechanotransdukcj¢ zaangazowany jest szlak kinaz
biatka Rho. Gokina i wsp. wykazali, ze zastosowanie selektywnego inhibitora kinazy

RhoA (Y-27632) hamuje wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Ca”” w odpowiedzi
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na zwigkszenie ci$nienia napedowego w mozgowych tetnicach szczura [Gokina i wsp.,
2005].

Depolaryzacja blony komorkowe] zwigzana ze zwigkszeniem cisnienia
wewnatrznaczyniowego powoduje takze wzrost czestotliwosci rozbtyskow 1 fal
wapniowych [Jaggar, 2001]. Rozbtyski = wapniowe (ang. calcium sparks) sa
spowodowane chwilowym, lokalnym wzrostem stezenia jonéw wapnia uwalnianych z
siateczki sarkoplazmatycznej w zwigzku z otwarciem kanatow rianodynowych. W
przeciwienstwie do jonéw wapnia naptywajacych do komoérki przez kanaty wapniowe
bramkowane napig¢ciem, nie majg one znaczacego wpltywu na wzrost stezenia Ca®" w
komorce. Uwaza sig, ze pod ich wptywem dochodzi do otwarcia znajdujacych sie w
sasiedztwie siateczki sarkoplazmatycznej kanalow BKc, co prowadzi do
hiperpolaryzacji i hamowania skurczu miesni gtadkich. Natomiast fale wapniowe (ang.
calcium waves) stanowigce cykliczne wahania st¢zenia jondw wapnia w komorce
wydaja sie nasila¢ skurcz migsni. Wedtug Mulfti i wsp. [2010] fale wapniowe wzmagaja
skurcz naczynia w odpowiedzi na wzrost ci$nienia wewnatrznaczyniowego poprzez
zwiekszenie fosforylacji fancucha lekkiego miozyny [Mufti 1 wsp., 2010; Knot 1 Nelson,

1995; Knot i Nelson, 1998; Zhong i wsp., 2010].

1.2.4. Regulacja napi¢cia naczyn krwionosnych mozgu zalezna

od srodblonka

Srodblonek odgrywa istotna role w regulacji przeptywu krwi przez mozg.
Uwalnia on czynniki o dziataniu rozszerzajacym lub zwezajacym naczynia krwiono$ne
[Andresen i wsp., 2006]. W warunkach fizjologicznych wplyw $rdédblonka na napigcie
migsni gladkich naczyn polega przede wszystkim na wydzielaniu zwigzkow
naczyniorozszerzajacych takich jak: tlenek azotu, prostacyklina oraz czynnik EDHF
(ang. endothelium-derived hyperpolarization factor). Niewatpliwie najwazniejszym z
tych czynnikow jest tlenek azotu poczatkowo okreslany jako czynnik EDRF [ang.
endothelium-derived relaxing fator] [Palmer i wsp., 1987]. Podstawowym bodZcem
pobudzajacym uwalnianie NO z komoérek srodblonka jest napigcie $cinania, stanowiace
site powstajaca pod wptywem ruchu przeptywajacej krwi 1 oddzialujacg bezposrednio
na wewnetrzng stron¢ $ciany naczyniowej. Ponadto, wiele substancji humoralnych
takich jak: acetylocholina, bradykinina, ATP, ADP, substancja P oraz agonista

receptora adrenergicznego posiadajgcych receptory zarowno w migsniach gladkich jak 1
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w $rodbtonku, rozszerza mozgowe naczynia krwiono$ne w wyniku pobudzenia
uwalniania NO ze $rddbtonka.

Tlenek azotu powstaje z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS).
Wyrdznia si¢ trzy izoformy NOS: wspomniang wczesniej syntaze neuronalng (nNOS
lub NOS 1), indukowang (iNOS lub NOS II) oraz $rédblonkowa (eNOS lub NOS III).
W komorkach $rodblonka eNOS jest zlokalizowana glownie w kaweolach, ktérych
biatkiem budujgcym jest kaweolina-1 [Andresen i wsp., 2006]. Zwigzanie eNOS z tym
biatkiem powoduje zahamowanie produkcji NO. Aktywnos$¢ syntazy NO w srodbtonku,
a takze syntazy neuronalnej, zlokalizowanej w neuronach 1 nerwach
okotonaczyniowych jest zalezna od stezenia jonow wapnia w komorce [Knowles i
Moncada, 1994]. Kompleks jonéw wapnia z kalmoduling aktywuje eNOS poprzez
rozerwanie jej potaczenia z kaweoling. W przeciwienstwie do eNOS i nNOS, ktérych
geny ulegaja ekspresji konstytutywnie, iNOS jest indukowana w stanach zapalnych i
generuje stosunkowo duzo tlenku azotu w porodwnaniu do pozostatych syntaz.
Mechanizm aktywacji tej izoformy nie jest zalezny od Ca”" [Faraci i Heistad, 1998].
Aktywno$¢ syntaz konstytutywnych NO hamowana jest przez analogi L-argininy: N-
monometyl-L-argining (L-NMMA), N-nitro-L-argining (L-NNA), metylowy ester N-
nitro-L-argininy (L-NAME) i N, N -dimetyl-L-argining (ADMA) [Faraci i Heistad,
1998]. Inhibitory te obnizaja przeptyw krwi przez moézg, wskazujac, ze toniczne
uwalnianie NO odgrywa wazng role¢ w regulacji podstawowego napigcia naczyn
krwiono$nych [Kozniewska i wsp., 1992; ladecola i wsp., 1994].

Podstawowym mechanizmem prowadzacym do rozszerzenia t¢tnic i tetniczek
mozgowych pod wplywem NO jest aktywacja cytozolowej cyklazy guanylowe;.
Cyklaza guanylowa katalizuje powstanie 3’5’ cyklicznego monofosforanu guanozyny
(cGMP) warunkujacego rozkurcz naczyn na drodze zaleznej od kinazy biatkowej G
(PKG). Kinaza ta fosforyluje i moduluje aktywnos$¢ bialek enzymatycznych zaleznych
od stezenia jonow Ca’" takich jak kinaza i fosfataza lekkich tancuchéw miozyny [Faraci
1 Sobey, 1999]. Ostatecznie aktywacja PKG prowadzi do zmniejszenia wrazliwo$ci
biatek kurczliwych na jony Ca®” i do zmniejszenia sily skurczu komorek migéni
gladkich [Yu i1 wsp., 2002; Sun i wsp., 2000; Andresen i wsp., 2006]. W tetnicy
srodkowej mozgu w odpowiedzi migéni gltadkich na NO obok ¢cGMP zaangazowane sa
takze kanaty potasowe o duzej przewodnosci aktywowane jonami Ca>" (BKcy) (ryc. 2).
Oba mechanizmy uczestnicza w odpowiedzi migsni gtadkich na NO w poréwnywalnym

stopniu 1 dziatajg niezaleznie od siebie. W badaniach Yu i wsp. [2002] wykazano, Ze
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zablokowanie cyklazy guanylowej nie ma wptywu na zdolno$¢ aktywacji BKc, przez
NO. Rownoczesnie odpowiedz na analog cGMP nie byla zmieniona przez inhibitor
kanatéw BKc, [Yu 1 wsp., 2002; Sun i wsp., 2000]. Wcigz niejasne jest jednak w jaki
sposob tlenek azotu aktywuje kanaly BKc,. Niektorzy badacze sugeruja, ze jest to
dziatanie bezposrednie [Mistry i Garland, 1998]. Bardziej prawdopodobne wydaje si¢
jednak, ze mechanizm ten zwigzany jest z obniZzeniem poziomu kwasu 20-
hydroksyeikozatetraenowego (20-HETE), ktory fizjologicznie hamuje aktywnos¢
kanatéw BKc,. NO wigzac si¢ z hemem w enzymach rodziny P-450 4A, hamuje
aktywno$¢ -hydroksylazy - enzymu katalizujgcego powstanie 20-HETE z kwasu
arachidonowego. Obnizenie st¢zenia 20-HETE prowadzi do zniesienia hamowania
kanatéw potasowych BKc, 1 rozkurczu migéni gladkich. Mechanizm ten opisany
pierwotnie w krazeniu nerkowym, wystepuje takze w tetnicy srodkowej mozgu szczura

[Alonso-Galicia 1 wsp., 1998; Sun i1 wsp., 2000].

NO srodbtonek

BKca

migsien gladki

cGMP

Ryc. 2. Czynniki odpowiedzialne za rozkurcz te¢tnicy srodkowej mozgu pod wplywem
tlenku azotu. NO — tlenek azotu; BK¢, — kanal potasowy o duzej przewodnosci

aktywowany jonami wapnia; cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan.

W regulacji przeptywu krwi przez mozg uczestniczg takze pochodne kwasu
arachidonowego powstajace w szlaku przemian zaleznych od cyklooksygenazy 1 i 2.
Niektore z tych zwigzkdéw rozszerzaja naczynia krwiono$ne mézgu. Do tej grupy naleza
prostaglandyny takie jak: prostacyklina (PGI,), prostaglandyna E, oraz prostaglandyna
D,. Skurcz naczyn wywotuja natomiast: prostaglandyna F2a i tromboksan A, (TXA;)
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[Andresen i wsp., 2006]. Sposrod metabolitéw powstatych w wyniku dziatania COX
naczyniorozszerzajace prostacyklina (PGL,) i1 prostaglandyna E, (PGE;) dominuja w
srodbtonku w warunkach fizjologicznych [Bogatcheva i1 wsp., 2005], przy czym PGI,
wydaje si¢ by¢ najwazniejszym prostanoidem w naczyniach krwiono$nych mézgu. W
migs$niach gladkich aktywuje ona cyklaze adenylanowa poprzez receptor sprzezony z
bialkiem G, co prowadzi do wzrostu poziomu cyklicznego AMP i aktywacji kinazy
biatkowej A. Aktywacja kinazy biatkowej A powoduje za$ otwarcie kanalow
potasowych 1 hiperpolaryzacje mig$ni gtadkich naczyn krwionos$nych [Andresen 1 wsp.,
2006].

Pomimo dominujacej roli NO, w $rédbtonku oprocz prostanoidéw istnieje inny
jeszcze czynnik, ktory prowadzi do rozszerzenia naczyn krwiono$nych moézgu. Czynnik
ten zostal okreslony jako czynnik hiperpolaryzujacy pochodzenia srodbtonkowego —
EDHF (ang. endothelium derived hyperpolarizing factor) [Golding i wsp., 2002].
Uwaza si¢, ze czynnikiem EDHF moze by¢ wspomniany poprzednio EET. Ponadto,
wsrod kandydatéw na EDHF wymienia si¢: kanaty potasowe, niskooporowe potaczenia
szczelinowe miedzy $rodbtonkiem a warstwag migsni gladkich §ciany naczynia (ang.
myoendothelial junctions) lub nadtlenek wodoru [Bryan i wsp., 2005]. W tetnicy
srodkowej moézgu szczura rozszerzenie zalezne od EDHF wymaga wzrostu stezenia
jonow Ca’” w §rodblonku. Wzrost stezenia Ca’” w tych komorkach prowadzi do
aktywacji kanaléw potasowych K¢, 1 hiperpolaryzacji komorek §rdédbtonka (rozdziat
1.3.). Nie jest ostatecznie wyjasnione w jaki sposéb hiperpolaryzacja $rodbtonka
prowadzi do hiperpolaryzacji migéni gtadkich. Najbardziej prawdopodobne wydaje si¢
bezposrednie przekazanie tej zmiany potencjalu na sgsiednie komorki przez
wspomniane wyzej potaczenia mioendotelialne. Gtowng rola czynnika EDHF w
regulacji krazenia moézgowego jest kompensacja dzialania NO. Udziat EDHF w
utrzymaniu wiasciwego napigcia naczyn mézgowych wzrasta po udarach i urazach
moézgu, w wyniku ktérych dochodzi do zmniejszenia biodostepnosci NO. Zatem w
sytuacjach patologicznych, pobudzenie mechanizméw zwigzanych z EDHF moze
kompensowa¢ zaburzenia szlaku eNOS-NO 1 umozliwi¢ utrzymanie prawidtowego
przeptywu krwi przez mézg [ Andresen i wsp., 2006].

Obok czynnikdéw rozszerzajacych naczynia, srédblonek uwalnia takze peptyd o
dziataniu naczyniokurczacym — endoteling (ET-1). ET-1 dziala poprzez dwa typy
receptorow btonowych: ET4 1 ETg. Receptor ET znajduje si¢ w migsniach gtadkich

naczyn. Jego pobudzenie prowadzi do skurczu naczyn. Natomiast pobudzenie receptora
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ETg znajdujacego si¢ w srodbtonku powoduje rozszerzenie naczyn. Tak wigc, dziatanie
ET-1 na naczynia krwiono$ne jest wypadkowa jej wplywu na receptory ETp w
miegs$niach gtadkich oraz na receptory ETg w §rodblonku. W warunkach fizjologicznych
naczyniokurczacy wptyw ET-1 jest maskowany jej dziataniem na §rdédbtonek, z ktérego
uwalniane sg pod jej wptywem PGI, i NO [Peterson i wsp., 2011, Faraci i Heistad,
1998]. Podanie blokeréw receptora endoteliny nie powoduje wzrostu przeplywu krwi
przez mozg. Wydaje si¢ wiec, ze endotelina nie bierze udzialu w ksztattowaniu
przepltywu krwi przez mozg w warunkach fizjologicznych, ale moze odgrywaé¢ wazng
role w warunkach patologicznych, np. w okresie hipoperfuzji po niedokrwieniu mézgu
[Stenman i wsp., 2002; Vatter i wsp., 2011]. Zwlaszcza, ze po niedokrwieniu mozgu
dochodzi do dysfunkcji srodblonka. tzn. istniejg warunki, w ktorych moze ujawnic si¢
bezposrednie kurczace dziatanie ET-1 na migénie gladkie. Taki skurcz moze byc¢
wzmocniony w zwigzku z ekspresja receptora ETg w miegéniach gladkich naczyn
krwiono$nych mézgu w okresie reperfuzji po niedokrwieniu [Stenman i wsp., 2002;

Maddahi 1 Edvinsson, 2008].

1.2.5. Regulacja nerwowa

Naczynia krwiono$ne mdzgu sa unerwione przez widkna nerwowe pochodzace z
osrodkOw zewnatrz- oraz wewnatrzmézgowych. Zrédlem unerwienia zewnetrznego
(ang. extrinsic) sa zwoje uktadu autonomicznego (zarowno wspotczulne - zwoje szyjny
gorny i gwiazdzisty jak i przywspotczulne - zwoje klinowo podniebienny i uszny) oraz
zw0j trojdzielny. Widkna nerwowe pochodzace z tych zwojoéw konczg si¢ w przydance
duzych tetnic 1 tetniczek podstawy 1 powierzchni mozgu [Hamel, 2006; D’Angelo i1
wsp., 1997; Handa i wsp., 1990]. Po wniknigciu do mdzgu naczynia krwiono$ne
stopniowo tracg to zewngtrzne unerwienie. Wewnatrzmoézgowe naczynia mikrokrazenia
unerwione sg bezposrednio przez wypustki okolicznych neuronow mozgu. Z tego
wzgledu ten typ unerwienia nazywany jest wewnetrznym (ang. intrinsic).

W  warunkach fizjologicznych unerwienie autonomiczne naczyn nie ma
znaczacego wplywu na przeplyw krwi i opér naczyniowy w krazeniu mézgowym
[Edvinsson 1 wsp., 1990; Faraci i1 Heistad, 1990]. Transmiterami zakonczen
wspotczulnych sg noradrenalina i neuropeptyd Y [Baffi 1 wsp., 1992]. Stymulacja
uktadu wspoétczulnego powoduje skurcz duzych naczyn krwiono$nych mozgu, jednakze

przeptyw krwi nie obniza si¢, poniewaz skurcz tych naczyn jest rtOwnowazony przez
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rozszerzenie te¢tniczek wewnatrzmézgowych [Baumbach i Heistad, 1983]. Wydaje sig,
ze gléwng rola unerwienia wspotczulnego jest dziatanie ochronne polegajace na
utrzymaniu przeptywu krwi przez mozg na statym poziomie w warunkach
neurogennego nadci$nienia tetniczego. Wykazano bowiem, ze zwigkszenie napigcia
wspoéiczulnego prowadzi do przesunigcia gornej granicy autoregulacji przeptywu
moézgowego w kierunku wyzszych warto$ci ci$nienia [Lincoln, 1995; Faraci i Heistad,
1990].

Witokna nerwowe przywspotczulne uwalniajg neuroprzekazniki takie jak:

wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP), acetylocholing i NO [Goadsby 1 wsp., 1996;
Hara i wsp., 1985]. VIP i acetylocholina, podobnie jak dyskutowany wyzej NO,
wywierajg dziatanie rozszerzajace na naczynia krwionosne mézgu [Hamel, 2006].
Jak wspomniatam wyzej, unerwienie przywspoéiczulne nie odgrywa roli w regulacji
moézgowego przeptywu krwi w warunkach fizjologicznych. Wedlug niektorych autorow
pobudzenie zwoju klinowo-podniebiennego prowadzi do rozszerzenia naczyn i
zwigkszenia mozgowego przeplywu krwi jednak fizjologiczne znaczenie tych
obserwacji nie jest wyjasnione [ Talman i wsp., 2007].

Wildkna pochodzace ze zwoju trojdzielnego réwniez uwalniajg neuroprzekazniki
o dziataniu naczyniorozszerzajacym: substancj¢ P, neurokining A oraz peptyd zwigzany
z genem kalcytoniny (CGRP — ang. calcitonin gene-related peptide) a aktywacja tych
wilokien prowadzi do rozszerzenia naczyn krwiono$nych moézgu. Wydaje sie, ze to
unikalne unerwienie czuciowe naczyn mozgowych moze mie¢ znaczenie w
powstawaniu migrenowych bolow glowy [Lassen i wsp., 2002; Weber 1 wsp., 1996].

Rola wewnetrznego unerwienia naczyn krwiono$nych moézgu zostata
najdoktadniej zbadana w korze modzgowej. Tetniczki wewngtrzmozgowe 1
mikronaczynia kory mozgowej posiadajg unerwienie cholinergiczne pochodzace z jadra
podstawnego przodomoézgowia, serotoninergiczne pochodzace z jader szwu oraz
noradrenergiczne, ktorego zrodlem jest jadro miejsca sinawego [Bleys i Cowen, 2001;
Cohen 1 wsp., 1997]. Pobudzenie wyzej wymienionych struktur w warunkach
do$wiadczalnych moze prowadzi¢ do wzrostu lub zmniejszenia przeptywu krwi w
korze mozgowej w zaleznosci od typu pobudzanego receptora i jego lokalizacji. Na
podstawie badan doswiadczalnych ustalono bowiem, ze wtokna nerwowe pochodzace z
tych struktur maja zakonczenia nie tylko w naczyniach krwiono$nych ale takze na
astrocytach tzn. unerwiajg jednostki nerwowo-naczyniowe. Komediatorem w

niektorych z tych zakonczen moze by¢ tlenek azotu. Taka sytuacja ma miejsce w
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przypadku zakonczen pochodzacych z przedniej czesci przodomédzgowia gdzie obok
acetylocholiny syntetyzowany jest takze NO [Tong i Hamel, 2000; Hamel, 2006].
Wykazano, ze wzrost mikroprzeplywu w korze moézgowej obserwowany w czasie
stymulacji przedniej czes$ci przodomdzgowia u zwierzat doswiadczalnych jest znoszony
zaré6wno po zablokowaniu specyficznego receptora muskarynowego jak i po blokadzie
aktywno$ci nNOS [Hamel, 2006]. NO pochodzenia neuronalnego uczestniczy takze w
zwigkszeniu przeptywu korowego zwigzanego z lokalng aktywacjg glutamatergicznych
receptorow NMDA. Komoérkowe mechanizmy tych lokalnych zmian przeptywu krwi
zwigzanych z lokalnym pobudzeniem neuronéw nie sa dotychczas poznane.
Przypuszcza si¢ jednak, Zze zmiany przeptywu sa raczej zwigzane z bezposrednim
dziataniem neuroprzekaznikow na jednostk¢ nerwowo-naczyniowg a nie z wplywem

opisanych wyzej czynnikow metabolicznych.

1.3. KANALY POTASOWE W NACZYNIACH KRWIONOSNYCH
MOZGU

Wspolnym mechanizmem wigkszo$ci z opisanych procesow regulujacych
przeplyw krwi przez mozg jest modulacja aktywnosci kanatow potasowych btony
komorkowej miesni gladkich i/lub $rodblonka. Kanaty te odgrywaja istotng role w
regulacji potencjatu blonowego komoérek migsni gladkich 1 w zwigzku z tym napigcia
naczyn krwionos$nych. Potencjal blonowy jest czynnikiem decydujagcym o czynnosci
skurczowe] komorek. Kontroluje on naptyw jonow wapnia do komorek oraz ich
uwalnianie z siateczki $rédplazmatycznej, stanowigcej wewnatrzkomorkowy magazyn
Ca®". W komérkach mieéni gladkich naczyh warto$é potencjatu rownowagi dla jonow
potasu jest bardziej elektroujemna (-84mV) niz wielko$¢ potencjatu spoczynkowego
tych komorek, rowniez w naczyniach krwiono$nych mézgu (od -40 do -70mV) [Faraci
1 Heistad, 1998; Baranowska i1 wsp., 2007]. Zmiany potencjatu juz o kilka miliwoltow
powoduja znaczne zmiany w napieciu naczyn. Otwarcie kanaléw potasowych prowadzi
do wyptywu jonéw K i hiperpolaryzacji komérek mieéni gtadkich. Hiperpolaryzacja
zamyka kanaty wapniowe bramkowane napigciem, powodujgc zahamowanie naptywu
jonow Ca”" i w efekcie rozkurcz naczynia [Standem i Quayle, 1998; Kitazono i wsp.,
1995]. Zastosowanie inhibitorow kanatow potasowych prowadzi natomiast do
depolaryzacji btony komoérkowej i skurczu naczynia [Faraci i Heistad, 1998]. W

naczyniach mozgowych zidentyfikowano przynajmniej cztery typy kanalow
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potasowych. Sa to kanaly bramkowane potencjatem — Ky, kanaty aktywowane jonami
wapnia — K¢,, kanaly zalezne od ATP — Ka1p oraz kanaty wewnatrzprostownicze — Kjg
(Kitazono i wsp., 1995). Wedtug Lindauer i wsp. [2003] w srodkowej tetnicy mozgu w
warunkach spoczynkowych przy pH wynoszacym 7,4 tylko kanaty K¢, sa aktywne 1
biorg udziat w utrzymaniu napigcia podstawowego naczyn, podczas gdy kanaty Karp,
Kir oraz Ky sa wyciszone.

Wsrod kanatow potasowych aktywowanych jonami wapnia (Kc,) wyrdznia si¢
kanaty o duzej — BKc,, $redniej — IK¢, 1 matej — SK¢, przewodnosci [Faraci 1 Heistad,
1998]. Kanaly BK¢, sa aktywowane przez wzrost wewnatrzkomoérkowgo stezenia
jondéw Ca®’, a ich aktywno$¢ wzrasta wraz z depolaryzacja blony komoérkowej [Ko i
wsp., 2008]. Aktywacja tych kanatéw prowadzi do wyptywu jonéw K™ na zewnatrz
komorki 1 jej hiperpolaryzacji. W naczyniach krwiono$nych mozgu kanaly BKc, sg
obecne w mig$niach gtadkich. W innych tozyskach naczyniowych m.in. w aorcie
szczura [Marchenko i Sage, 1996] i krélika [Rusko 1 wsp., 1992] oraz w tetnicy phucnej
szczura [Vang 1 wsp., 2010] wystepuja one takze w S$rodbtonku. Kanat BKc, ma
budowe tetrameryczng. Sktada si¢ z podjednostek: o, ktore formuja kanat 1
podjednostek B, ktore sa wrazliwa na stezenie jonow Ca®" w komorce i petnig funkcje
regulujaca [Nelson i Quayle, 1995]. Powszechnie uzywanym farmakologicznym
aktywatorem kanatow BKc, jest zwigzek NS1619. Wydaje si¢, ze NS1619 powoduje
rozszerzenie naczyh krwionosénych moézgu w wyniku uwalniania jonéw Ca®’ z
wewnatrzkomorkowych magazyndéw i/lub bezposredniej aktywacji tego kanatu
[Holland i wsp., 1996]. Farmakologicznie aktywnos$¢ kanatow BKc, blokowana jest
natomiast przez jon tetractylamoniowy (TEA"), charybdotoksyne, iberiotoksyne i
paksyling, przy czym najbardziej selektywnymi inhibitorami s paksylina 1
iberiotoksyna. Inhibitory te powodujg skurcz tetnic mozgowych, ale maja niewielki
wplyw na tetniczki, co oznacza, ze kanaty te reguluja napiecie podstawowe w duzych
naczyniach [Faraci i Heistad, 1998, Ledoux i wsp., 2006].

Kanaty BKc, pehig funkcje buforujaca ograniczajac skurcz naczyn pod
wpltywem rozciggania ich $cian, depolaryzacji mieg$ni gladkich, wzrostu poziomu
jondéw wapnia w komorce, dzialania agonistéw oraz w warunkach wzrostu ci$nienia
perfuzyjnego [Ledoux i wsp., 2006; Jaggar, 2001]. Ponadto, jak wspomniatam
wczesniej, kanaly BK¢, biorg udziat w odpowiedzi migs$ni gtadkich srodkowej tetnicy
mozgu szczura na kwasice [Lindauer 1 wsp., 2003].

Do otwarcia tych kanatow dochodzi nie tylko pod wplywem NO i EET, ale takze w
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odpowiedzi na inne czynniki rozszerzajace naczynia np. tlenek wegla [Faraci 1 Heistad,
1998]. Aktywnos$¢ kanatow BKc, w krazeniu mézgowym hamowana jest przez kwas
20-hydroksyeikozatetraenowy [Sun i wsp., 2000].

Kanaty potasowe aktywowane jonami wapnia o matym - SK¢, 1 $rednim
przewodnictwie - IKc, wystepuja w krazeniu mézgowym jedynie w komorkach
srodbtonka. Kanaty te nie sg wrazliwe na zmiany potencjalu btonowego, a na jony
wapnia zwigzane z kalmoduling. Ich aktywacja w $rodblonku prowadzi do
hiperpolaryzacji tych komorek. Ponadto biorg one udziat w rozszerzeniu naczyn
moézgowych zaleznym od czynnika EDHF. Zahamowanie aktywnos$ci kanatow IKc, i
SKca przez charybdotoksyne lub apaming znosi rozszerzenie duzych naczyn
krwiono$nych moézgu w odpowiedzi na EDHF, ale nie ma wptywu na ich napigcie
podstawowe [Cipolla i wsp., 2009; Ledoux i wsp., 2006].

Depolaryzacja blony komodrkowej sg otwierane takze kanaty Ky. Podobnie jak
kanaty BK¢, utrzymuja one potencjat spoczynkowy komorki poprzez mechanizm
ujemnego sprzezenia zwrotnego. Selektywnym antagonista kanatow Ky jest 4-
aminopirydyna (4-AP). Ich aktywno$¢ hamuja takze jony TEA" i glibenklamid podane
w wysokich stezeniach. Niewiele wiadomo o funkcji kanaldow Ky w krazeniu
moézgowym, jednakze uwaza si¢, ze mogg one bra¢ udziat w odpowiedzi naczyn na
zmiany cis$nienia tetniczego [Faraci i Heistad, 1998]. Ponadto, aktywnos$¢ tych kanatow
wzrasta w kwasicy wewnatrzkomoérkowej co sugeruje, ze moga one uczestniczyé w
rozszerzeniu naczyn moézgowych w odpowiedzi na kwasic¢ i1 hiperkapni¢ [Bonnet i
wsp., 1991].

W odpowiedzi na hiperpolaryzacje btony komodrkowej otwierane sg natomiast
kanaly wewnatrzprostownicze - Kir. Odgrywaja one role¢ w utrzymaniu potencjatu
spoczynkowego btony komoérkowej w szczegdlnosci w naczyniach o matej srednicy, w
ktorych obserwuje si¢ wigksze zageszczenie tych kanalow [Ko 1 wsp., 2008; Quayle i
wsp., 1997]. Kanaly Kjr odgrywaja rolg¢ w rozszerzeniu naczyn moézgowych w
odpowiedzi na wzrost zewnatrzkomorkowgo stezenia jonéw K' [Faraci i Heistad,
1998].

Ostatnim rodzajem kanalow zidentyfikowanych w migéniach gladkich naczyn
krwiono$nych mézgu sa, wspomniane powyzej, kanaty potasowe zalezne od ATP. Ich
gestos¢ w btonie komoérek migsni gtadkich rézni si¢ w zaleznosci od rozmiaru naczyn, a
takze obszaru mozgu, z ktorego te naczynia pochodzg [Faraci 1 Heistad, 1998]. Kanatly

te s3 wrazliwe na wewnatrzkomorkowe stezenie ATP, ktorego wzrost powoduje ich
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zamykanie, a obnizenie skutkuje ich otwarciem. Zmniejszenie wewnatrzkomdrkowego
poziomu ATP wystepujace w stanach zaburzen metabolicznych, np. podczas
niedotlenienia prowadzi do otwarcia kanatéw Karp, wyptywu jonow K™ z komorki i
hiperpolaryzacji, co w konsekwencji zmniejsza wnikanie do komorki jonéw Ca’*
[Quayle 1 wsp., 1997; Baranowska i wsp., 2007]. Tak wiec aktywnos¢ Karp
odzwierciedla metaboliczny stan komoérki [Kitazano i wsp., 1995]. Kanaly te biorg
takze udziat w autoregulacji naczyn mozgowych w niedocisnieniu [Ko i1 wsp., 2008].
Szczegbdlnie wazny wydaje si¢ by¢ udziat kanatow Kapp w odpowiedzi naczyn
krwiono$nych mézgu na zakwaszenie. Otwarcie tych kanaléw pod wptywem obnizenia
zewnatrzkomorkowego pH wydaje si¢ odgrywaé istotng role w rozszerzeniu
mozgowych naczyn krwionosnych [Horiuchi 1 wsp., 2002; Lindauer 1 wsp., 2003].

Do badania roli kanatow Karp w naczyniach mozgowych powszechnie
stosowany jest ich inhibitor — glibenklamid. Natomiast ich aktywatorami sa pinacidil,
kromakalim 1 aprikalim. Kanaty te sg takze aktywowane przez czynniki endogenne
takie jak: EDHF, wazoaktywny peptyd jelitowy, peptyd zwigzany z genem kalcytoniny,
adrenomedullina, prostacyklina, peptydy opioidowe, noradrenalina, cCAMP 1 adenozyna
[Faraci 1 Heistad, 1998]. Pomimo tego, ze kanaty Ksrp biorg udziat w rozszerzeniu
naczyn krwionosnych mézgu w odpowiedzi na wiele czynnikow naczynioaktywnych,
nie wywierajg one wpltywu na napigcie spoczynkowe naczyn krazenia mozgowego.
Wedtug Faraci 1 Heistad’a [1998], podanie ich inhibitora nie zmienia napigcia ani w

tetnicy podstawnej ani w tetniczkach krazenia mozgowego.
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2. CEL PRACY

Celem podjetych badan byto:
1. Sprawdzenie jaki jest wptyw krotkotrwatej i przewlektej hiponatremii na

regulacje napigcia tetnicy srodkowej méozgu szczura, a w szczegolnosci na:

e autoregulacje
¢ odpowiedz naczynia na wzrost zewnatrzkomorkowego stezenia jonéw
K'iH

¢ regulacje zalezng od NO

2. Wyjasnienie mechanizméw odpowiedzialnych za zaburzenia regulacji

napigcia tetnicy srodkowej mozgu szczura w krotkotrwatej hiponatremii.
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3. MATERIAL I METODY

Badania byly prowadzone na 211 tetnicach $srodkowych moézgu (MCA, ang.
middle cerebral artery) dorostych szczurow samcoOw stada Wistar (waga 250-300g,
n= 140). Zwierzeta pochodzily ze Zwierzetarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej 1
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Na przeprowadzenie badan uzyskatam zgode

nr 52/2011 IV Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach.

3.1. BADANIA NA IZLOWANEJ TETNICY SRODKOWEJ MOZGU
SZCZURA
3.1.1. Izolacja te¢tnicy Srodkowej mozgu i jej przygotowanie do

badan w komorze arteriografu

Zwierzeta byly usypiane izofluranem, a nastgpnie dekapitowane. Po wyjeciu z
czaszki, moézg byl umieszczany w soli fizjologicznej (PSS, ang. physiological salt
solution) o temperaturze 4°C buforowanej kwasem 3-morfolino- propanosulfonowym
(MOPS) z dodatkiem 1% dializowanej albuminy wolowej. Sktad buforu (podany w
mM) oznaczanego w dalszej czesci pracy jako MOPS-PSS byl nastepujacy: MOPS —
3,0; NaCl — 144,0; KCI - 3,0; CaCl,-2,5; MgSO4— 1,5; NaH,PO4 — 1,21; EDTA —
0,02; pirogronian — 2,0; glukoza — 5,0. MCA izolowalam z m6zgu poczawszy od kregu
Willisa, a nastepnie delikatnie oczyszczatam z tkanek przylegajacych. Tak
przygotowane naczynie przenoszone byto do komory arteriografu wypetnionej MOPS-
PSS o temperaturze 4°C z dodatkiem 1% albuminy wotowej. Tetnica byta mocowana
na szklanej kapilarze za pomocg nici nylonowych 10-0 i delikatnie przeplukiwana
MOPS-PSS z dodatkiem 1% albuminy wotowej zgodnie z fizjologicznym kierunkiem
przeptywu krwi. Umozliwilo to doktadne usunigcie krwi z naczynia. Wolny koniec
naczynia przymocowywalam do drugiej kapilary. Komore arteriografu umieszczatam na
stoliku odwroconego mikroskopu $wietlnego (CKX41, Olympus). Naczynie bylo
perfundowane MOPS-PSS z dodatkiem 1% albuminy wotowej w tempie 100 pl/min
pod stalym ci$nieniem hydrostatycznym  wynoszacym 80 mmHg. Plyn
zewnatrznaczyniowy (MOPS-PSS bez albuminy) wymieniany byl w tempie 20 ml/min
za pomoc3 pompy perystaltycznej (typ PP2B-15, ZALIMP lub Masterflex, Cole

Parmer). Temperatura ptynu zewnatrz- i wewnatrznaczyniowego utrzymywana byta
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termostatycznie na poziomie 37°C, a pH wynosito 7,4. Badane byly jednoczesnie lewa i
prawa MCA.

Reaktywnos$¢ naczyn byta rejestrowana za pomocg toru wizyjnego ztozonego z
kamery i monitora telewizyjnego (ryc. 3). Srednice naczynia mierzytam manualnie na
ekranie monitora, oraz za pomocg programu graficznego

Podczas 1-godzinnej stabilizacji MCA nabierala napigcia miogennego, co
przejawialo si¢ jej skurczem o ok. 30% - 40%. Nastepnie naczynie poddawane bylo
testowi reaktywno$ci na wzrost stezenia jonow K™ z 3 mM do 20 mM w plynie
zewnatrznaczyniowym. Podczas tej fazy MCA rozszerzala si¢ przynajmniej o 20%

srednicy wyjsciowej. Naczynia nie spetniajace tych kryteriow byly odrzucane.

Ryc. 3. Schemat zestawu dos$wiadczalnego.

3.1.2. Wywolanie hiponatremii

Krotkotrwatg hiponatremia byla wywotywana in vitro poprzez obnizenie
stezenia jonow sodu ze 144 mM do 120 mM w plynie zewnatrz- i
wewnatrznaczyniowym. Badanie regulacji napigcia MCA rozpoczynatam po uptywie 1
godziny od wywolania hiponatremii. Grup¢ kontrolng stanowity naczynia umieszczone

w buforze zawierajacym 144 mM Na'.
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Hiponatremia przewlekta byla wywotywana in vivo przez 3,5 dnia przy uzyciu
pomp osmotycznych (mini-osmotic pump model 2002, ALZET, U.S.A.) oraz ptynnej
karmy dla gryzoni (AIN -76; Bio-Serv, NJ, U.S.A.). Karmienie zwierzat ptynng karma
(75 mL; 1 kcal/mL/dobe¢) rozpoczynatam 2 dni przed wywotaniem hiponatremii w celu
przyzwyczajenia ich do tej karmy. W tym czasie mialy one dostgp do pitnej wody.
Pompe osmotyczng implantowatam podskérnie w okolicach karku w znieczuleniu
wodzianem chloralu. Pompa uwalniala wazopresyn¢ w tempie 2,4 ng/24h. Poczawszy
od nastgpnego dnia po implantacji pompy, zwierzeta byly karmione karmg AIN-76 z
dodatkiem 14% glukozy, w ilo§ci 50mL/24h. Po 3,5 dnia od momentu wywotania
hiponatremii zwierzeta dekapitowalam i pobieralam tetnice $rodkowe mozgu do
badania ich reaktywnosci oraz probki krwi do pomiaru stgzenia jondéw Na™ w osoczu.
Tetnice umieszczane byty w buforze MOPS PSS o stezeniu jonéw Na’™ wynoszacym
120 mM i perfundowane buforem zawierajagcym 120 mM Na". Jest to stezenie zblizone
do tego w jakim naczynia przebywaty podczas wywotywania hiponatremii in vivo.
Grupa kontrolng dla hiponatremii przewlektej stanowity te same naczynia, ktore byty
kontrolg dla hiponatremii krotkotrwatej. Decyzja o nie prowadzeniu osobnej kontroli z
wszczepionymi pompami osmotycznymi bez peptydu zostata podjeta na podstawie
wynikéw badan pilotazowych. Badania te przeprowadzitam na 6 srodkowych tetnicach
mozgu pobranych od szczurdéw, ktorym wszczepiono na 3,5 dnia pompy osmotyczne
wypetione woda do iniekcji. Wykazatam w nich, ze te naczynia przechodzg pomysinie
kryteria wigczenia do badan tzn. kurczg si¢ prawidlowo podczas zwickszenia ci$nienia
wewnatrznaczyniowego do 80 mmHg i odpowiadaja prawidlowo na test KCl oraz na
podanie NO-zaleznej acetylocholiny. Przyjecie na tej podstawie zatozenia, ze samo
wszczepienie pompy nie wptywa na charakterystyke naczyn umozliwito zmniejszenie

liczby uzytych zwierzat i obnizenie kosztow badan.

3.1.3. Oznaczanie stezenia jonow sodu w osoczu zwierzat z

przewlekla hiponatremia

Krew pobrana do heparynizowanych proboéwek eppendorfa byla wirowana
przez 10 min przy 3000xg w temperaturze pokojowej. Zebrane osocze byto mrozone 1
przechowywane w -20 °C. W celu oznaczenia natremii, osocze byto rozmrazane i
rozcienczane w wodzie destylowanej w stosunku 1:200. Stezenie jonéw Na' mierzytam

za pomocg fotometru ptomieniowego (Model PFP7&PFP7/C, JENWAY). Badany
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roztwor byl zasysany z probowki przy uzyciu sprezonego powietrza i rozpylany do
ptomienia gazowego. Atomy sodu w plomieniu przechodzag w stan wzbudzenia.
Podczas powrotu ze stanu wzbudzonego do stanu podstawowego atom sodu emituje
promieniowanie o Sci$le okreslonej dlugosci fali. Na podstawie intensywnosci
promieniowania mozna okresli¢ ilos¢ pierwiastka w badanej probce. Stezenie jonow
Na" w osoczu odczytywatam na podstawie uprzednio przygotowanej krzywej
wzorcowej. Zakres otrzymanych wartosci stezen Na' zawierat sie w przedziale 116

mM — 122 mM.

3.1.4. Badania reaktywnosci tetnicy Srodkowej mozgu

Przeprowadzitam IV serie badan:

Seria I obejmowala badania majace na celu ustalenie odpowiedzi MCA na:
zmiany ci$nienia perfuzyjnego (autoregulacja), wzrost stezenia jonow H™ i K' w
przestrzeni zewnatrznaczyniowej, podanie acetylocholiny (10°M, 10°M, 10™*M),
podanie inhibitora syntazy tlenku azotu — L-NAME (estr metylowy-nitro-L-argininy,
10° M) i donora tlenku azotu - SNAP (S-nitroso-N-acetyl-DL-penicylamina, 10°M) w
normonatremii oraz w krotkotrwatej i przewlektej hiponatremii.

Autoregulacja byla badana poprzez obnizenie ci$nienia wewngtrznaczyniowego z
80 mmHg do 20 mmHg, a nastepnie powolne podnoszenie go do 40 mmHg, 60 mmHg,
80 mmHg i 100 mmHg. Analogicznie postgpowatam w koncowej fazie doswiadczenia
z autoregulacja, w ktorej za pomoca 1mM EGTA usuwane byly jony Ca*" w celu
wyznaczenia maksymalnej $rednicy MCA przy kazdym z badanych poziomow
ci$nienia. Srednica naczynia mierzona byta po 10 min stabilizacji na danym poziomie
ci$nienia. Jej zmiana byla wyrazana jako procent maksymalnego rozszerzenia przy
kazdym z badanych poziomoéw ci$nienia, wedtug wzoru Dc,/Doc, x 100, gdzie Dc, i
Doca 0znaczaja $rednice mierzone odpowiednio w obecnosci oraz bez jonéw Ca®" w
buforze (Jimenez-Altayo i wsp., 2007).

Odpowiedz MCA na acetylocholing byta badana 15 min po jej podaniu do wnetrza
naczynia w dawkach: 10, 107, 10*M. Nastepnie jony Ca®" byly usuwane z buforu za
pomoca 1 mM EGTA. Odpowiedz MCA na acetylocholine byta wyrazana jako procent
maksymalnego rozszerzenia tej tetnicy wedlug wzoru (D Ach-Drasetine)/(Dmax-
Dhaseline)X 100%, gdzie Dyaselines Dach 1 Dmax 0znaczaja srednice mierzone odpowiednio w

warunkach podstawowych, po podaniu Ach oraz w S$rodowisku bezwapniowym.
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Kwasica byla wywotywana poprzez dodanie do zewnatrznaczyniowego buforu 2,5 %
HCI, aby zredukowa¢ pH z 7,4 do 7,0.

Hiperkalemi¢ uzyskiwatam poprzez podwyzszenie stezenia jonéw K' z 3 mM do
20 mM w przestrzeni zewnatrznaczyniowej. Srednica MCA w odpowiedzi na wzrost
stezenia tych jonow jak rowniez podanie pozostalych substancji w tej oraz w
nastgpnych seriach mierzona byla po 15 min (z wyjatkiem L-NAME i paksyliny,
ktorych wplyw na $rednice MCA byt mierzony po 30 min).

Nastepne 3 serie do§wiadczen mialy na celu wyjasnienie podtoza zaburzen regulacji
MCA obserwowanych w serii I w krotkotrwatej hiponatremii.

Seria IT obejmowata badanie odpowiedzi MCA na podanie 8Br-cGMP (10°M) -
analogu ¢cGMP przechodzacego przez btony komorkowe w normonatremii i w
krotkotrwatej hiponatremii.

W serii III badana byla zalezno§¢ napigcia podstawowego MCA od aktywnosci
kanatéw potasowych BKc, 1 udziat tych kanalow w odpowiedzi migéni gtadkich MCA
na tlenek azotu w normonatremii i w krotkotrwatej hiponatremii. W celu zablokowania
lub pobudzenia kanatow BKc, podawane byly odpowiednio ich inhibitor — paksylina
(10°M) lub aktywator - NS1619 (10°M). Badana byta takze odpowiedz tych kanatow
na podanie donora NO - SNAPu na tle NS1619 w normonatremii i w krotkotrwate;j
hiponatremii.

Seria IV miata na celu zbadanie czy brak odpowiedzi MCA na kwasice jest zwigzany
ze zmniejszeniem aktywnosci kanalow potasowych BKc, 1 Katp W krotkotrwatej
hiponatremii . W tej serii badatam odpowiedz MCA na wzrost stezenia jonow H' na tle
aktywatora kanalow BK¢, — NS1619 (10°M) lub aktywatora kanatéw Karp — pinacidilu
(10°M) w normonatremii i w krotkotrwalej hiponatremii.

Schemat badan przeprowadzonych w normonatremii oraz w krotkotrwatej 1 przewleklej

hiponatremii jest przedstawiony na ryc. 4.
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Normonatremia

autoregulacja lub H', K", Ach, L-NAME,
badane substancje SNAP, 8Br-cGMP,
NS1619, paksylina,
NS1619 + SNAP,
NS1619 + H',

stabilizacja, test K, stabilizacja

144 mM Na', 90 min —— 15 lub 30 min—

Hiponatremia krotkotrwala

H', K', Ach, L-NAME,

stabilizacja, test K, stabilizacja ;:g;:ff::;?;:;?e SNAP, 8Br-cGMP,
NS1619, paksylina,
144 mM Na', 90 min — 15 lub 30 min— pinacidil, NS1619 +
120 mM Na*, 60 min | t snap,
NS1619 +H',

pinacidil + H"
Hiponatremia przewlekla

H', K', Ach, SNAP

autoregulacja lub

stabilizacja, test K, stabilizacja .
badane substancje

120 mM Na', 90 min — I5min —

f f

Ryec. 4. Schemat badan reaktywnosci MCA. Strzatka T oznacza moment pomiaru

srednicy

3.2. BADANIA NA MIOCYTACH IZOLOWANYCH Z TETNICY
SRODKOWEJ MOZGU SZCZURA
3.2.1. Izolacja miocytow z tetnicy Srodkowej mozgu
Szczury znieczulone izofluranem byty dekapitowane. Mo6zg po wyjeciu z czaszki
umieszczalam w buforze o temperaturze 4°C 1 nastepujacym sktadzie (w mM): NaCl
136; HEPES 10; KC1 5,6; NaHCOs 4,17; CaCl, 2,6; MgCl, 1; NaH,PO4 0,44; Na,HPO4
0,42; pH 7,4. Nastepnie, izolowana byla MCA w sposéb analogiczny do opisanego

uprzednio. Wyizolowane naczynia umieszczatam na 10 min w ptynie o skladzie
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réznigcym sie od podanego wyzej stezeniem jonéw Ca>* (0,1 mM zamiast 2,6 mM).
Potem MCA byty poddane dwustopniowemu trawieniu. W pierwszym etapie naczynia
byly przenoszone do buforu o temperaturze 37°C i niskim stezeniu jonéow Ca’’ z
dodatkiem papainy 18U/mM, ditioerytriolu (2mg/ml) 1 albuminy (1mg/ml). Tetnice
byly trawione w tych warunkach przez 20 min. W drugim etapie trawienia, po
dwukrotnym wyptukaniu poprzedniego enzymu, MCA byta przenoszona do §wiezego
buforu z dodatkiem kolagenazy typu F (1,5 mg/ml), hialuronidazy typu I-S (1mg/ml) 1
albuminy (Img/ml). Tetnice byty trawione przez 10 min w temperaturze 37°C. Po tym
czasie, po dwukrotnym wyptukaniu enzymow trawiennych te¢tnice byly przenoszone do
$wiezego buforu o niskim stezeniu jonéw Ca’" z dodatkiem albuminy (1mg/ml). Aby
uzyska¢ pojedyncze komorki miesni gladkich rozdrabniatam tetnice za pomoca pipety
pasterowskiej. Komorki byly przechowywane w temperaturze 4°C 1 uzyte do

doswiadczen w ciggu 8 godzin.

3.2.2. Badanie elektrofizjologii kanalow BKc, za pomocg

techniki patch-clamp

Prady BKc, w komorkach migéni gladkich MCA badane byly metoda patch-
clamp w konfiguracji whole-cell. Metoda ta polega na mierzeniu nat¢zenia pradow
jonowych przeptywajacych jednoczesnie przez wszystkie otwarte kanaly jonowe
izolowanego fragmentu (ang. patch) btony komoérkowej. W celu izolacji fragmentu
btony komoérkowej, szklang pipeta o $rednicy okoto 1 pum dotyka si¢ btlony
komorkowej, a nastgpnie obniza si¢ ci$nienie w pipecie, co powoduje powstanie
polaczenia pomiedzy czubkiem pipety a blong komdrkowa o opornosci elektrycznej
rzedu gigaomow. Po uzyskaniu odpowiedniej opornosci przerywa si¢ blong komorkowsa
za pomocg zwigkszenia cisnienia w pipecie. Po przerwaniu btony miocytu wnetrze
komorki bezposrednio kontaktuje si¢ z roztworem wewnatrz pipety, w ktérym znajduje
si¢ elektroda stuzaca do pomiaru pradu. Prad mierzony byt dla potencjatéw
zmienianych skokowo co 20 mV w zakresie od -40 mV do +60 mV, przyktadanych do
btony przez 1 sekunde [Holland 1 wsp., 1996]. Pipety wykorzystane w eksperymentach
wykonane zostaly z borokrzemowych kapilar Clarka (Warner Instruments) o
zewnetrznej $rednicy 1,2 mm. Do wyciagnigcia cienkiego konca pipety uzywana byla
wyciagarka Narishige, PP-830. Pipety byly opalane za pomoca mikrokuZni Narishige,

MF-830. Ich opornos$¢ po wypetnieniu ptynem o sktadzie podanym ponizej, wynosita 3-
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7 MQ. Do rejestracji pradow jonowych byly uzywane dwie elektrody chlorosrebrowe, z
ktoérych jedna umieszczona byta wewnatrz pipety a druga zanurzona w roztworze, w
ktorym znajdowaty si¢ komorki. Elektrody podtaczone byty do wzmacniacza (Axopatch
200B Axon Instruments). Dane ze wzmacniacza filtrowane byty filtrem
dolnoprzepustowym 1000 Hz i przesytane za posrednictwem konwertera analogowo-
cyfrowego (DigiData 1200 Series Axon Instruments) bezposrednio do komputera. Do
rejestracji pradow jonowych wykorzystany byt program Clampex 7 w pakiecie pClamp
7 (Axon Instruments). Ptyn zewnatrzkomorkowy zawierat (w mM): NaCl 144,0;
glukoza 10,0; HEPES 10,0; KC1 6,0; MgCl, 1,0; CaCl;, 1,8 (pH 7,4 miareczkowane
byto za pomoca NaOH). W serii, w ktorej badatam wptyw hiponatremii na kanaly BK¢,
w plynie zewnatrzkomdérkowym obnizone zostato stgzenie jonow sodu ze 144 mM do
120 mM. Roztwor w pipecie zawierat (w mM): KCI 140,0; HEPES 10,0; MgCl, 0,5;
EGTA 5,0 (pH 7,2 miareczkowane byto przy uzyciu KOH). Komoérki umieszczone w
buforze izolacyjnym byly wylewane na pokryte poli-L-lizyng szalki o $rednicy 3,5 cm
(BD — Biosciences), w ktorych znajdowat si¢ ptyn zewnatrzkomorkowy zwierajacy
odpowiednio albo 144 mM Na' (normonatremia) albo 120 mM Na' (hiponatremia). W
przypadku serii kontrolnej po otrzymaniu konfiguracji whole-cell komorki stabilizowaty
sie przez 5 min, a nastgpnie podawany byt aktywator kanatow BKc, NS1619 (10 lub
107) przez 5 min. Rejestracja pradow byta dokonywana po 1 min oraz po 5 min. Zapisy
pradow byty prowadzone w programie pCLAMPS8. W serii, w ktorej badalam wplyw
hiponatremii na prady BKc, miocyty przed przebiciem blony komodrkowej byty
inkubowane przez 1 godz. w buforze zawierajacym jony Na" w stezeniu 120 mM. Po
uzyskaniu konfiguracji whole-cell komorki stabilizowaty si¢ przez 5 min, a nast¢pnie
podawany byl NS1619 analogicznie jak w serii kontrolnej. Eksperymenty byly

wykonywane w temperaturze pokojowe;.

3.3. SUBSTANCJE UZYWANE W BADANIACH

Obok odczynnikow uzytych do przygotowania buforow do badan stosowane

byly nastepujace substancje:
e Acetylocholina: 10°¢ M, 10°M, 10'4M; Sigma Aldrich

e S-nitrozo-N-acetyl-DL-penicylamina (SNAP, donor NO): 10°M; Sigma Aldrich
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e Ester metylowy-nitro-L-argininy (L-NAME, inhibitor syntazy NO): 10°M;
Sigma Aldrich

e 8-Bromo-guanozyno 3’5’ cykliczny monofosforan (§8Br-cGMP, analog cGMP):
10°M; Fluka

e NS1619 (aktywator kanatéw potasowych BK¢,): 10°M; Sigma Aldrich

e Paksylina (selektywny inhibitor kanaléw potasowych BKc,): 10°M; Sigma
Aldrich

e Pinacidil (inhibitor kanatéw potasowych Karp): 10°M; Sigma Aldrich

Sktadniki buforu oraz substancje takie jak acetylocholina, L-NAME, SNAP, 8Br-
cGMP rozpuszczane byly bezposrednio w wodzie filtrowanej za pomoca destylarki
Milli-Q Plus Ultra Pure Water (MILLIPORE). Do sporzadzania buforow do techniki
patch- clamp vzywalam wody do iniekcji. NS 1619, pinacidil i paksyling rozpuszczane
byly w etanolu i dodawane do buforu. Koncowe stezenie etanolu w buforze wynosito
0,1 %. Etanol o tym stezeniu nie wptywat ani na zapis aktywnosci kanatow BK¢,, ani na
srednice MCA, co zostato potwierdzone w dodatkowej serii badan. Natomiast nizsze
stezenia etanolu (0,01 do 0,075%) powoduja, wedlug danych piSmiennictwa,

hamowanie kanatow potasowych Katp (Rosenblum i wsp., 2001b).

3.4. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Wyniki pomiaréw sg przedstawione jako wartosci $rednie + blad standardowy
sredniej (S.E.M). Do poréwnania pojedynczych wynikow w obrebie grupy uzywany byt
test t Studenta dla prob zaleznych. Natomiast do porownania wynikoOw miedzy grupami
test jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Po uprzednim sprawdzeniu
jednorodnos$ci wariancji (test Levene’a) do dalszych poréwnan uzywany byl test
Tukey’a. Prawdopodobienstwo nie przekraczajagce wartosci p<0,05 uznawatam za
istotne statystycznie. Liczba naczyn uzytych do badan reaktywnos$ci wynosita od 5 do 8
w grupie. W badaniach technika patch-clamp liczba komoérek wynosita od 4 do 5 w

grupie.
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4. WYNIKI

4.1 OCENA FIZJOLOGICZNEGO STANU NACZYN UZYTYCH
DO DOSWIADCZEN

Po 1-godzinne;j stabilizacji w warunkach kontrolnych (144 mM Na" wewnatrz- i
na zewnatrz naczynia) MCA nabieraty napigcia, co przejawiato si¢ zmniejszeniem ich
srednicy ze 25743 pm do 17943 pm (30+1%; p<0,001; n=70) w stosunku do $rednicy
wyjsciowej. Nastepnym testem sprawdzajacym funkcje migsni gladkich badanego
naczynia bylo poddanie go testowi na wzrost zewnatrznaczyniowego st¢zenia jonow
K. Zwigkszenie tego stezenia do 20 mM prowadzito do rozszerzenia naczyn $rednio o

29+3%; p<0,005; n= 33 (Ryc. 5).

100 pm

Ryc. 5 Zdjecia MCA z mikroskopu s$wietlnego przedstawiajace: A — wyjsciowa
szerokos¢ MCA przed nabraniem napigcia miogennego, B — szerokos¢ MCA po
nabraniu napi¢cia miogennego, C — odpowiedz MCA na wzrost zewnatrznaczyniowego

stezenia K™ do 20 mM.
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Godzine po obnizeniu stgzenia jonéw sodu wewnatrz i na zewnatrz naczynia ze
144 do 120 mM MCA ulegaty statystycznie istotnemu rozszerzenie o 21+2% (ze
170£4um do 205+5pum; p<0,001; n=36) w stosunku do s$rednicy w warunkach
kontrolnych.

W serii z hiponatremig przewlekta, podczas stabilizacji w buforze zawierajagcym
120 mM Na', MCA poddane dziataniu ci$nienia wewnatrznaczyniowego na poziomie
80 mmHg ulegaly skurczowi podobnie jak w normonatremii. Po 1-godzinnej
stabilizacji w tych warunkach $rednica MCA zmniejszata ze 255£3um do 173+4um

(3241%; p<0,001; n=40).

4.2. WPLYW KROTKOTRWALEJ I PRZEWLEKLEJ
HIPONATREMII NA AUTOREGULACJE TETNICY SRODKOWEJ
MOZGU ORAZ JEJ REGULACJE METABOLICZNA 1
REGULACJE ZALEZNA OD TLENKU AZOTU

Podczas badania odpowiedzi miogennej w $rodowisku zawierajagcym jony
wapnia naczynia kurczyly si¢ wraz ze wzrostem cis$nienia perfuzyjnego zarOwno w
normonatremii jak i1 w hiponatremii krotkotrwalej 1 przewleklej. Natomiast w
warunkach bezwapniowych naczynia rozszerzaty si¢ wraz ze wzrostem ci$nienia
perfuzyjnego. Srednice MCA mierzone w obecnosci jonéw Ca®" przedstawione zostaty
dla kazdego poziomu cis$nienia perfuzyjnego jako procent maksymalnego rozszerzenia
(Srodowisko bezwapniowe) naczynia. Analiza statystyczna krzywych zalezno$ci
ci$nienie perfuzyjne-Srednica naczynia w normonatremii oraz w krotkotrwatej i1
przewleklej hiponatremii nie wykazata istotnych réznic. Oznacza to, ze odpowiedz
miogenna jest zachowana w obu rodzajach hiponatremii (ryc. 6).

Zardwno w hiponatremii krotkotrwalej jak i w przewlektej uposledzona byta
natomiast odpowiedz MCA na kwasice¢. Zewnatrznaczyniowe obnizenie pH z 7,4 do 7,0
powodowato rozszerzenie naczynia ze 160+8um do 188+9um (18+2%; p<0,001) w
normonatremii. Takiego efektu nie obserwowatam ani w hiponatremii krotkotrwalej, w
ktoérej naczynie kurczylo sie¢ o 42 % (p<0,01), ani w hiponatremii przewleklej, w ktorej

skurcz MCA o 2 +1% nie byt istotny statystycznie (ryc. 7).
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Ryc. 6. Wplyw wzrostu ci$nienia wewnagtrznaczyniowego na S$rednice MCA w
normonatremii (n=6) oraz w hiponatremii krétkotrwatej (n=6) i w przewleklej (n=6).

Punkty na wykresie obrazuja wartos$ci $rednie £ S.E.M.
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Ryc. 7. Wptyw obnizenia pH z 7,4 do 7,0 w ptynie zewnatrznaczyniowym na $rednice
MCA w normonatremii (n=6) oraz w hiponatremii krotkotrwatej (n=6) 1 przewleklej

(n=5). Stupki na wykresie obrazujg wartosci $rednie + S.E.M.

Kolejnym badanym czynnikiem bioragcym udziat w regulacji napi¢cia naczyn

krwionoénych moézgu byly jony K'. Wzrost stezenia jonow K z 3 mM do 20 mM w
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ptynie zewnatrznaczyniowym prowadzit do statystycznie istotnego rozszerzenia MCA
w normonatremii 0 39+3% (ze 171+4pum do 23745 um; p<0,001) w przypadku naczyn
stabilizowanych przez 1 godzing w warunkach ci$nienia wewnatrznaczyniowego
zwiekszonego do poziomu 80 mmHg (wynik ten stanowil kontrole dla hiponatremii
przewlektej) oraz o 41 £7% (ze 182+6um do 256+11um; p<0,005) w przypadku naczyn
po 2-godzinnym okresie stabilizacji (wynik ten stanowit kontrole dla hiponatremii
krétkotrwatej). Nie obserwowalam statystycznie istotnej réznicy miedzy tymi grupami.

W hiponatremii przewleklej wzrost stezenia jonow K do 20 mM powodowat, tak jak w
normonatremii, rozszerzenie naczynia o 38+5% (p<0,005). W hiponatremii

krotkotrwatej odpowiedz MCA na hiperkalemie¢ bylta zniesiona (ryc. 8).

p<0.005 p<0.001
| ]
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| = ——

% zmiany srednicy MCA

0 20mM K'Y 20 mM K* 20mM K* 20 mM K*

@ Normonatremia
O Hiponatremia ostra
O Hiponatremia przewlekta

Ryc. 8. Wplyw zwickszenia stezenia jonow K™ z 3 mM do 20 mM w plynie
zewnatrznaczyniowym na $rednice¢ MCA w normonatremii (n=40) oraz w hiponatremii
krotkotrwatej (n=6) i przewlektej (n=19). Stupki na wykresie obrazuja warto$ci srednie
+ S.E.M.

W hiponatremii krotkotrwatej zaburzona jest takze odpowiedz MCA na podanie
acetylocholiny uzytej do sprawdzania funkcji $rodbtonka (naczyniorozszerzajace
dziatanie ACh jest uwarunkowane wydzielaniem NO z tej warstwy naczynia).

Acetylocholina we wszystkich zastosowanych stezeniach (10, 107, 10 M) prowadzita
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do rozszerzenia MCA w normonatremii i w hiponatremii przewleklej (ryc.9). W
hiponatremii krotkotrwatej, ACh podana w stezeniu, przy ktéorym obserwowatam
najwicksze rozszerzenie MCA w normonatremii, wywolywala statystycznie istotny
skurcz MCA o 21+10% (p<0,05). Po podaniu tego zwigzku w nizszych dawkach
obserwowalam zmniejszenie odpowiedzi MCA w poréwnaniu z odpowiedzig w
normonatremii 1 hiponatremii przewleklej, ale wyniki nie osiggaty istotnosci

statystycznej ze wzgledu na duzy rozrzut wartos$ci.

p<0.05
50 - —

40 -

| I I
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o Ach-6 ch-5 -4 log M

-20 4

-30 4

$rednica MCA (% max rozszerzenia)

@ Normonatremia

40 4
O Ostra hiponatremia

O Przewlekta hiponatremia

Ryc. 9. Odpowiedz MCA na acetylocholing (Ach , Ach >, Ach ° M) w warunkach
normonatremii (n=20) oraz hiponatremii krétkotrwatej (n=22) i przewleklej (n=15).

Stupki na wykresie obrazujg wartosci srednie £ S.E.M.

Zaskakujagcym wynikiem w zestawieniu z brakiem rozszerzenia MCA po
podaniu acetylocholiny jest zachowanie prawidlowej odpowiedzi tego naczynia na
zablokowanie syntazy tlenku azotu w krotkotrwatej hiponatremii (ryc. 10). Podanie L-
NAME prowadzito do skurczu MCA o 27+3% (p< 0,05) w normonatremii oraz o
26+5% (p< 0,05) w krotkotrwalej hiponatremii.

Te obserwacje sugeruja, ze w krotkotrwatej hiponatremii dochodzi do
zaburzenia funkcji mies$ni gtadkich w $cianie tetnicy srodkowej mozgu a nie, jak mozna
by sadzi¢ na podstawie braku rozszerzenia MCA w odpowiedzi na ACh, dysfunkcji

komorek srodblonka.
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Ryc. 10. Wplyw inhibitora syntazy NO (L-NAME, 10°M) na $rednice MCA w
normonatremii (n=8) i krotkotrwalej hiponatremii (n=5). Stupki na wykresie obrazuja

warto$ci srednie + S.E.M.

W celu potwierdzenia hipotezy o zaburzeniu funkcji migéni gtadkich MCA w
krétkotrwatej hiponatremii, podatam egzogenny NO w postaci donora tlenku azotu - S-

nitroso-N-acetyl-DL-penicylaminy (SNAP, 10°M).

p<0.001 p<0.001
|

% zmiany srednicy MCA

10 SNAP SNAP SNAP
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Ryc. 11. Wptyw donora NO - S-nitroso-N-acetyl-DL-penicylaminy (SNAP, 10°M) na
srednice MCA w normonatremii (n=5) oraz w hiponatremii krétkotrwatej (n=5) 1

przewlektej (n=6). Stupki na wykresie obrazuja wartosci §rednie + S.E.M.
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Podanie SNAP prowadzilo do rozszerzenia MCA o 43+4% (ze 143+15um do
205£16um; p<0,001) w normonatremii oraz o 30+4% (ze 168+10 pum do 219+13 um;
p<0,005) w hiponatremii przewlektej (ryc. 11). Donor NO nie wywarl natomiast
wptywu na $rednicc MCA w hiponatremii krotkotrwalej, co moze stanowid
potwierdzenie postawionej wyzej hipotezy o zaburzeniu funkcji komorek migsni
gladkich.

Z opisanych dotychczas badan wynika, ze krétkotrwata hiponatremia powoduje
upos$ledzenie reaktywnosci MCA w znacznie wigkszym stopniu niz hiponatremia
przewlekta. Z tego wzgledu, w dalszej czesci badan skupitam si¢ na wyjasnieniu

podtoza zaburzen obserwowanych w hiponatremii krétkotrwate;.

4.3. WPLYW 8Br-cGMP NA SREDNICE TETNICY SRODKOWEJ
MOZGU W KROTKOTRWALEJ HIPONATREMII

Potencjalng przyczyna opisanych wyzej =zaburzen regulacji MCA w
krétkotrwatej hiponatremii mogtaby by¢ uposledzona odpowiedz tej tetnicy na cGMP,
ktory jest jednym z wewnatrzkomorkowych posrednikow w dziataniu NO na migénie

gladkie. W celu sprawdzenia tej koncepcji podatam 8Br-cGMP — analog cGMP
charakteryzujacy si¢ dobra penetracja bton komérkowych.
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Ryc. 12. Odpowiedz MCA na analog ¢cGMP przechodzacy przez btony komoérkowe

(8Br-cGMP, 10°M) w normonatremii (n=5) i w krotkotrwalej hiponatremii (n=5).

Stupki na wykresie obrazujg wartosci srednie £ S.E.M.
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OdpowiedzZ MCA na 8Br-cGMP w krotkotrwalej hiponatremii polegata na
rozszerzeniu MCA o 15+3% (p<0,05) podobnie jak w normonatremii (rozszerzenie
MCA o 21£7%, p<0,01), co wskazuje, ze w krotkotrwatej hiponatremii nie dochodzi

do uposledzenia odpowiedzi MCA na cGMP (ryc.12).

4.4. UDZIAL KANALOW POTASOWYCH BKc W ODPOWIEDZI
TETNICY SRODKOWEJ MOZGU NA TLENEK AZOTU W
KROTKOTRWALEJ HIPONATREMII

Dziatanie NO na migénie gladkie w tetnicy $rodkowej médzgu odbywa sig
dwutorowo: za posrednictwem cGMP oraz w mechanizmie niezaleznej od cGMP
bezposredniej aktywacji kanatéw potasowych BKc,.

W zwiagzku z tym, alternatywna przyczyng braku rozszerzenia MCA po podaniu
acetylocholiny lub SNAP w krotkotrwatej hiponatremii moze by¢ dysfunkcja kanatow
BKc, w migsniach gladkich $§ciany MCA. Udziat tych kanatow w utrzymaniu napigcia

MCA zostat sprawdzony czynnosciowo przy uzyciu ich selektywnego inhibitora —
paksyliny (10°M, n=5).

—t—t

% zmiany srednicy MCA
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Ryc. 13. Odpowiedz MCA na inhibitor kanalow potasowych o duzej przewodnosci
aktywowanych jonami Ca®>" (BKc,) — paksyliny (10°M) w normonatremii (n=5) oraz w
krétkotrwatej hiponatremii (n=6). Shupki na wykresie obrazuja wartosci $rednie *
S.EM.
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Po 30 min od momentu dodania paksyliny do buforu zewnatrznaczyniowego
zaobserwowalam skurcz MCA zard6wno w normonatremii (zwe¢zenie o 14+5%, ze
135+6pum do 116+£5um; p<0,05) jak 1 w krotkotrwatej hiponatremii (zwezenie o 13+2%,
ze 19549 um do 170+8 pum; p<0,05). Wskazuje to na obecnos¢ kanatow BK, oraz ich
poréwnywalny, toniczny wptyw na $rednice MCA w obu przypadkach (ryc. 13).

Jednakze aktywator tych kanatéw - NS1619 wywotujacy rozszerzenie MCA w
normonatremii o 16£1% (ze 148+16pum do 1724+21um; p<0,001), nie wywierat wplywu
na Srednic¢ tego naczynia w krotkotrwalej hiponatremii (ryc. 14). Wynik ten moze
swiadczy¢ o blizej nieokreslonej dysfunkcji tych kanatéw, a najprawdopodobniej o
zmniejszeniu ich wrazliwo$ci na agonistow. Sugestia ta zostala potwierdzona w
nastepnym doswiadczeniu, w ktérym aktywator tych kanatow podany wraz z donorem
NO spowodowat rozszerzenie MCA o 19+6% (p<0,05; co oznacza, ze obecnos¢

dodatkowego agonisty kanalu BK¢, umozliwita odpowiedz MCA na NO (ryc.14).
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Ryc. 14. Wplyw aktywatora kanaléw potasowych BK¢, (NS1619, 10°M) na $rednice
MCA w normonatremii (n=5) i hiponatremii krétkotrwatej (n=5) oraz donora NO na

tle NS1619 w hiponatremii krétkotrwatej (n=7). Stupki na wykresie obrazujg wartosci
srednie + S.E.M.
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4.5. UDZIAL KANALOW POTASOWYCH W ODPOWIEDZI
TETNICY SRODKOWEJ MOZGU NA KWASICE W
KROTKOTRWALEJ HIPONATREMII

W serii [V zostata zbadana przyczyna zniesienia odpowiedzi MCA na kwasice w
krétkotrwatej hiponatremii. Wedlug pi$miennictwa rozszerzenie MCA w odpowiedzi
na obnizenie pH z 7,4 do 7,0 jest zwigzane z otwarciem kanatow BKc, i/lub kanatow
Karp [Lindauer i wsp., 2003]. Jedng z przyczyn uposledzonej odpowiedzi MCA na
kwasice w krotkotrwalej hiponatremii mogtoby by¢ zmniejszenie wrazliwosci jednego
badz obu wyzej wymienionych kanatéw potasowych na agonistow. Sugesti¢ ta wydaje
si¢ potwierdza¢ fakt, ze poprzednie serie badan istotnie wskazujg na zmniejszenie tej
wrazliwosci w krotkotrwalej hiponatremii. Podanie aktywatora kanalu BKc,
spowodowato przywrécenie odpowiedzi MCA na kwasice w krotkotrwatej hiponatremii
(rozszerzenie o 13+2%; p<0,005). Wynik ten byt poréwnywalny do wyniku z serii
kontrolnej, w ktorej po obnizeniu pH do 7,0 na tle aktywatora kanatu BKc, w

normonatremii obserwowatam rozszerzenie MCA takze o 13+2%; p<0,001 (ryc. 15).
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Ryc. 15. Odpowiedz MCA na obnizenie pH do 7,0 na tle aktywatora kanalow
potasowych BK¢, (10°M) w normonatremii (n=5) i w krotkotrwatej hiponatremii (n=5).

Stupki na wykresie obrazuja wartosci srednie £ S.E.M.

Natomiast obnizenie pH z 7,4 do 7,0 na tle aktywatora kanatu Krp — pinacidilu
(10°M) nie przywrécito odpowiedzi na kwasice i w dalszym ciagu obserwowatam

skurcz naczynia o 6+1% (p<0,01), co wskazuje, ze przyczyna braku odpowiedzi MCA
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na kwasicg¢ w hiponatremii nie jest zwigzana ze zmniejszeniem wrazliwosci tych
kanatow na agonistow (ryc. 16).
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Ryc. 16. Wplyw aktywatora kanatéw K a1p — pinacidilu (n=5, 10°M ) oraz obnizenia pH

do 7,0 na tle tego aktywatora na $rednice MCA w krotkotrwatej hiponatremii (n=5).

Stupki na wykresie obrazujg wartosci srednie £ S.E.M.
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4.6. BADANIA ELEKTROFIZJOLOGII KANALOW
POTASOWYCH BK, ZA POMOCA TECHNIKI PATCH - CLAMP

Badania aktywnosci kanatow BK¢, w normonatremii i hiponatremii zostaly
wykonane na §wiezo izolowanych komorkach mie$nidwki gladkiej tetnicy srodkowej
mozgu szczura. Badania te byly prowadzone za pomoca techniki patch-clamp, w
konfiguracji whole-cell. Dlugo$¢ miocytow wynosita ok. 75um. Pojemno$¢ elektryczna
btony komoérkowej, ktora odpowiada wielkosci komodrki wynosita §rednio 9+0,8 pF,
liczba badanych komorek n=13. Do eksperymentéw byly wybierane tylko komoérki o
wydtuzonym ksztalcie (ryc.17).

Ryc. 17. Zdjgcia z mikroskopu $wietlnego przedstawiajace: A - izolowane komorki
migsniowki gladkiej MCA, B - komodrke miocytu potaczong ze szklang pipeta w

eksperymencie patch-clamp.

4.6.1.Wplyw krotkotrwalej hiponatremii na przewodnos¢

kanalow BK., w komodrkach mie¢sni gladkich tetnicy sSrodkowej mozgu
W tej czedci pracy badatam, czy obnizenie zewnatrzkomodrkowego stezenia
jonow Na' do poziomu 120 mM przez okres 1 godziny ma wpltyw na przewodno$é
kanatu potasowego BKc,. Prad mierzony byl dla potencjatow od -40 mV do +60 mV z
potencjatem zmienianym co 20 mV.
Obnizenie stezenia jonéw Na’ do 120 mM w ptynie zewnatrzkomérkowym nie

zmienito przewodnosci kanatu BK¢, przy zadnym z badanych potencjalow btonowych

(ryc.18).
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Ryc. 18. Reprezentatywny zapis pradéw potasowych kanatu BK¢, w normonatremii (A)
1 w hiponatremii (B), oraz zalezno$¢ natezenia pragdow potasowych od potencjatu
btonowego (C) w normonatremii (144 mM Na') i w hiponatremii (120 mM Na").
Liczba komorek n=18. Warto$ci liczbowe na krzywej C sa przedstawione jako $rednie

+ S.EM.

4.6.2. Wplyw NS1619 na aktywacje kanalow BK, w komoérkach
miesni gladkich tetnicy Srodkowej mo6zgu w normonatremii i w
hiponatremii

W tej czgdcei pracy badatam wpltyw NS1619 podanego w dwoch dawkach 1uM i
10uM. Natezenie pradow kanatu BKca byto mierzone po 1 oraz po 5 min od momentu
podania aktywatora. Ze wzgledu na brak zaleznych od czasu réznic w aktywacji kanatu,

do analizy wybratam natezenie pragdow mierzonych po 1 min od podania aktywatora.
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NS1619 podany w wyzszej dawce, tzn. takiej jaka stosowatam do badania
naczyn izolowanych, spowodowatl aktywacje kanalu w normonatremii poczawszy od
40mV (ryc. 19). Takiej aktywacji nie zaobserwowatam w hiponatremii, ani przy 40mV,
ani przy 60mV (ryc. 20). Wynik ten potwierdza postulowang w tej pracy hipoteze o
zmniejszeniu wrazliwo$ci kanatu BK¢, na agonistéw w krotkotrwalej hiponatremii i
wyjasnia mozliwg przyczyne uposledzonej odpowiedzi izolowanej MCA na NS1619,
NO 1 obnizenie pH do 7,0.

Poniewaz postulowana przeze mnie hipoteza o obnizonej wrazliwosci kanatu
BKc, na agonistow okazata si¢ prawdziwa, postanowilam sprawdzi¢ jak ten kanat
zareaguje na nizsza dawke aktywatora tzn. 1uM. NS1619 podany w tej dawce nie
pobudzit kanatu BK¢, ani w normonatremii ani w hiponatremii (ryc.21 1 22).

Prady potasowe przedstawione na krzywych C na ryc. 19-22 zostaly
znormalizowane do maksymalnego pradu mierzonego w danej komorce przed
podaniem aktywatora kanatlu. Z tego powodu dla wartos$ci obrazujacych nat¢zenie pradu
potasowego przy potencjale btonowym 60 mV przed podaniem NS1619 na tych
rycinach nie sg zaznaczone btedy standardowe.

Normalizacje pradow stosuje si¢ w celu omini¢cia zmiennej zwigzanej z ro6zng

wielkos$cig komorek i ilo$cig kanalow.
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Ryc. 19. Reprezentatywny zapis pradow potasowych kanalu BK¢, w normonatremii
przed podaniem NS1619 (A) i po podaniu 10uM NS1619 (B), oraz zalezno$¢ natezenia
pradow potasowych od potencjalu blonowego w obu przypadkach (C). Liczba komorek
n=5. Wartos$ci liczbowe na krzywej C sa przedstawione jako $rednie + S.E.M. Symbol

* oznacza istotno$¢ statystyczng réznic pomiedzy krzywymi na poziomie p< 0,05.
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Ryc. 20. Reprezentatywny zapis pradéw potasowych kanatu BK¢, w hiponatremii przed
podaniem NS1619 (A) i po podaniu 10uM NS1619 (B), oraz zalezno$¢ natg¢zenia
pradow potasowych od potencjatu btonowego w obu przypadkach (C). Wartosci
liczbowe na krzywej C sg przedstawione jako $rednie = S.E.M.

Liczba komorek n=4.
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Ryc. 21. Reprezentatywny zapis pradow potasowych kanalu BKc, w normonatremii
przed podaniem NS1619 (A) i po podaniu 1uM NS1619 (B), oraz zalezno$¢ nat¢zenia
pradow potasowych od potencjatu btonowego w obu przypadkach (C).

Wartosci liczbowe na krzywej C sg przedstawione jako $rednie = S.E.M.

Liczba komorek n=5.
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Ryc. 22. Reprezentatywny zapis pradow potasowych kanalu BK¢, w hiponatremii przed
podaniem NS1619 (A) i po podaniu 1uM NS1619 (B), oraz zalezno$¢ natezenia pragdow
potasowych od potencjatu btonowego w obu przypadkach (C). Wartosci liczbowe na
krzywej C sa przedstawione jako $rednie = S.E.M. Liczba komoérek n=4.
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5. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Uzyskatam nastepujace wyniki:

Zaleznos¢ s$rednicy naczynia od cis$nienia perfuzyjnego (autoregulacja) jest

zachowana zardwno w krotkotrwatej jak i w przewleklej hiponatremii.

Kroétkotrwala hiponatremia zaburza odpowiedZ MCA na czynniki biorgce udziat
w regulacji metabolicznej takie jak: zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jonéw
K iH"

Kroétkotrwala hiponatremia zaburza odpowiedz MCA na acetylocholing oraz

donor NO.

W przewlektej hiponatremii obserwuje si¢ zniesienie odpowiedzi MCA na
. . « . , -+ . . .
zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jondéw H' przy zachowaniu odpowiedzi na

. . . . , + . .
zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jonow K' oraz na acetylocholing i donor

NO.

W hiponatremii krotkotrwatej nie dochodzi do uposledza odpowiedzi MCA na

cGMP.

Aktywator kanalow BKc, przywraca odpowiedzZ MCA na kwasice, oraz donor
NO w krotkotrwatej hiponatremii.
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6. DYSKUSJA

6.1. UZASADNIENIE WYBORU OBIEKTU BADAN I UZYTYCH
METOD DOSWIADCZALNYCH

Badania byly prowadzone na izolowanej tetnicy srodkowej mozgu szczura i na
komorkach miesni gtadkich izolowanych z tej tetnicy. Tetnica ta zostata wybrana do
badan, poniewaz jest naczyniem oporowym i bierze udzial w regulacji moézgowego
przeptywu krwi [Faraci i Heistad, 1990]. Ponadto, na naczyniu tym jest
zlokalizowanych okoto 20-43% wszystkich te¢tniakow wewnatrzczaszkowych, co
plasuje t¢ tetnice na drugim badz trzecim miejscu, co do czestosci ich wystepowania
[Liebert 1 wsp., 1999]. Peknigcie tetniakow prowadzi do krwawienia
podpajeczyndwkowego, po ktérym, jak juz wspomniatam we wstegpie czesto rozwija si¢
hiponatremia.

Uzycie do badan kaniulowanych i perfundowanych naczyn izolowanych jest
korzystne poniewaz umozliwia eliminacj¢ wpltywu otaczajacych tkanek, przede
wszystkim neurondéw i astrocytow. Jednoczesnie taki uktad pozwala na symulacje
warunkow panujacych in vivo. Podniesienie wewnatrznaczyniowego cisnienia do
poziomu 80 mmHg i powolna perfuzja zapewnia odpowiednie napigcie $ciany 1
dziatanie sily $cinajacej [Bryan i wsp., 2001; Andresen i wsp., 2006]. Nienaruszona
warstwa przydanki pozwala na uwalnianie neuroprzekaznikoéw i neuromodulatorow z
okotonaczyniowych zakonczen nerwowych [Ignacio 1 wsp., 1997]. Innymi zaletami
uzytej metody jest tatwy pomiar §rednicy naczynia, utrzymanie warstwy $rodblonka w
stanie nieuszkodzonym oraz mozliwo$¢ podawania badanych substancji zaréwno
wewnatrznaczyniowo jak i zewnatrznaczyniowo [Schubert, 2004].

Naczynia umieszczatam w roztworze soli fizjologicznej buforowanej MOPS o
stezeniu 3 mM, poniewaz wigksze stezenie MOPS utrudnia wytworzenie napigcia
miogennego po podniesieniu wewnatrznaczyniowego ci$nienia do poziomu
80 mmHg [Altura i wsp., 1980]. MOPS umozliwia utrzymanie pH buforu.
Alternatywnie, do perfuzji naczyn izolowanych stosuje si¢ ptyny nasycone karbogenem
(95% O3 1 5% CO,) zawierajace bufor NaHCOs;. Taka mieszanina gazéw wytwarza
niefizjologicznie wysokie ci$nienie parcjalne tlenu i w niektérych przypadkach nalezy

ja  modyfikowa¢ [Schubert, 2004]. Dodanie 1% albuminy do ptynu
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wewnatrznaczyniowego umozliwito utrzymanie ci$nienia onkotycznego i zapewnilo
integralno$¢ komorek srodbtonka i przestrzeni wewnatrznaczyniowej [Lindauer 1 wsp.,
2001].

Nastepng zaletg uzytej metody jest mozliwos$¢ badania wplywu hiponatremii na
regulacje MCA niezaleznie od wazopresyny i peptydow natriuretycznych, ktére sa
niezbg¢dne do jej indukcji in vivo [Kozniewska i wsp., 1995; Verbalis, 1993]. Maja one
wplyw na napigcie naczyn krwiono$nych moézgu, co mogloby skomplikowac
interpretacje wynikéw [Suzuki 1 wsp., 1994; Woodard i Rosado, 2008].

W tym konteks$cie komentarza wymaga takze metoda wywotania hiponatremii

przewleklej. Hiponatremi¢ przewleklta wywotywatam za pomoca pompy osmotyczne;j
(ALZET model 2002, U.S.A.) oraz ptynnej diety (AIN -76; Bio-Serv, NJ, U.S.A.)
wedlug metody Verbalisa [1993]. Pozadane stezenie uwalnianej wazopresyny
uzyskalam metoda prob i bledow, tak by koncowe stezenie sodu w osoczu badanych
zwierzat bylo bliskie 120 mM. Ta metoda zostala wybrana poniewaz nie powodowata
ona $§miertelno$ci zwierzat w przeciwienstwie do hiponatremii przewlektej wywotane;j
jej za pomoca iniekcji z wazopresyny argininowej i hipotonicznego roztworu glukozy
[Ayus 1 wsp., 1985]. Stgzenie  wazopresyny w osoczu szczurOw pod koniec
wywolywania hiponatremii przewlektej wynosi okoto 15 pg/ml [Verbalis, 1993]. Jest to
stezenie nie wywotujace efektu presyjnego ani zmiany napigcia naczyn krazenia
mozgowego w normonatremii [Kozniewska 1 wsp., 1987; Suzuki i wsp., 1994].
Z niepublikowanych badan wilasnych wiadomo réwniez, ze wazopresyna w tym
stezeniu nie wywiera wplywu na S$rednicec MCA w hiponatremii krotkotrwate;j.
Jednoczes$nie, wyniki otrzymane w mojej pracy doktorskiej wskazuja, ze hiponatremia
przewlekta wptywa na regulacj¢ MCA w znacznie mniejszym stopniu niz hiponatremia
krotkotrwata. Na tej podstawie mozna przyjaé, ze wazopresyna dodana w stezeniu 15
pg/ml do buforu, w ktérym in vitro byly badane MCA pobrane od zwierzat z przewlekta
hiponatremia, nie wywiera wplywu na ich $rednic¢. Trudno byloby natomiast odnies¢
wyniki badan reaktywnosci tych naczyn w buforze zawierajgcym wazopresyng do
wynikow uzyskanych w normonatremii lub hiponatremii krotkotrwatej. W zwigzku z
powyzszym wazopresyna zostala pomini¢ta w sktadzie buforu uzywanego podczas
badania reaktywnosci MCA w hiponatremii przewleklej in vitro.

Badania pradow kanatu BKc, zostaly wykonane za pomocag techniki patch-
clamp w konfiguracji whole-cell na komodrkach miegsniowki gladkiej $wiezo

wyizolowanych z MCA. Konfiguracja ta zostala wybrana ze wzglgdu na mozliwosé
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wymiany plynu zewnatrzkomoérkowego. Roztwory do badan aktywnosci kanatow BKc,
zawieraly HEPES, a nie jak w przypadku badan reaktywno$ci naczyn MOPS. Roztwory
buforowane HEPES sa standardowo uzywane do techniki patch-clamp i nie znalaztam
zadnej publikacji, w ktorej opisane bytoby stosowanie MOPS [Holland 1 wsp., 1996;
Welsh i wsp., 2000; Zhang i wsp., 2010].

Poziom hiponatremii w moich badaniach - obnizenie st¢Zenia jonow sodu do
120 mM w przestrzeni zewnatrz- 1 wewnatrznaczyniowej - zostat wybrany na podstawie
doniesien pismiennictwa. Takie stezenie jonow sodu w osoczu obserwowane jest u
pacjentéw neurochirurgicznych, u ktérych w przebiegu choroby rozwingla si¢

hiponatremia [Rabinstein i Wijdicks, 2003].

6.2. WPLYW KROTKOTRWALEJ I PRZEWLEKLEJ
HIPONATREMII NA AUTOREGULACJE TETNICY SRODKOWEJ
MOZGU ORAZ JEJ REGULACJE METABOLICZNA I
REGULACJE ZALEZNA OD TLENKU AZOTU

Dyskusje uzyskanych wynikow utrudnia fakt, ze w wigkszosci dostepnych
badan dotyczacych wptywu hiponatremii na naczynia krwiono$ne stezenie sodu
obnizane jest ponizej 90 mM, badz badany jest wptyw tylko hipoosmolarno$ci, bez
uwzglednienia stezenia jonéw Na'. W moich badaniach w wyniku obnizenia stezenia
jondéw sodu do 120 mM uzyskuje si¢ hipoosmolarnos¢ MOPS-PSS rzgdu 268 +5
mOsm/ kgH,O. Niewiele takich badan jest takze prowadzonych na naczyniach
krwiono$nych moézgu, a w szczegdlnosci na tetnicy $rodkowej mozgu. Mimo to,
staralam si¢ unika¢ porownan uzyskanych przez mnie wynikéw z wynikami badan
prowadzonych na naczyniach pochodzacych z innych obszaréw krazenia. Wiadomo
bowiem, ze nawet pomiedzy poszczegdlnymi naczyniami w krgzeniu moézgowym
istniejg roznice w mechanizmach regulujacych ich napigcie [Yu i wsp., 2002]. Niekiedy
jednak zmuszona bylam odwolywac si¢ do publikacji, w ktorych opisane sg badania

prowadzone na naczyniach badz komorkach z innych narzadow.
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6.2.1. Wplyw hiponatremii na autoregulacje¢ tetnicy Srodkowe;j
mozgu

Pierwszym z badanych przeze mnie mechanizmoéw regulujacych napiecie MCA
byla autoregulacja. Najwazniejsza jej funkcja jest utrzymanie napigcia miogennego
naczyn krwiono$nych moézgu i w zwigzku z tym prawidtowego przeptywu krwi przez
mézg w warunkach zmian cis$nienia perfuzyjnego [Bayliss, 1902]. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze odpowiedz miogenna MCA jest
zachowana zarowno w  krotkotrwatej jak 1 w przewleklej hiponatremii. W obu
przypadkach obserwowalam skurcz MCA wraz ze wzrostem ci$nienia
wewnatrznaczyniowego 1 wyniki te nie roznity si¢ statystycznie od serii kontrolnej w
normonatremii. Z danych dostegpnych w piSmiennictwie wynika, ze odpowiedz
miogenna jest zalezna zaréwno od opoznionych prostowniczych kanatow Kpg, ktore
nalezg do kanaléw potasowych bramkowanych napigciem [Chen 1 wsp., 2006], jak i od
kanatow wapniowych Cay réwniez bramkowanych napigciem [Welsh i wsp., 2000].
Aktywacja tych ostatnich pod wpltywem wzrostu ci$nienia wewnatrznaczyniowego
prowadzi do wzrostu stezenia Ca>" w komoérce [McCarron i wsp., 1997]. Hiponatremia
takze powoduje wzrost stezenia Ca’" w komorkach migéni gladkich [Welsh i wsp.,
2000]. Zatem wazny wydaje si¢ mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego, ktory
odpowiedzialny jest za zapobieganie nadmiernemu skurczowi naczynia w takich
warunkach. Za taki mechanizm obok wyzej wspomnianych kanatéw Ky odpowiedzialne
sg takze kanaly BKc, [Jaggar, 2001]. Z moich badan wynika, ze hiponatremia nie
wywiera wplywu na przewodnos$¢ kanalu BK¢,. Z danych pi$miennictwa wynika, ze
obnizenie stgzenia jonéw Na' nawet do 90 mM nie powoduje zahamowania pradow
potasowych kanatu Kpr w miocytach tetnicy podstawnej mézgu [Wu i wsp., 2007], co
wyjasnialoby prawidlowa odpowiedZz naczynia na zmiany cisnienia perfuzyjnego w
warunkach hiponatremii. Nie zaobserwowano takze zaburzen regulacji miogenne;j tylnej
tetnicy mozgu szczura w warunkach catkowitego usunigcia sodu z przestrzeni
zewnatrznaczyniowej [Nelson i wsp., 1997]. Pozostale badania dotyczace tych
zagadnien prowadzone na naczyniowych pozamézgowych takze wskazuja na brak
wpltywu zewnatrzkomoérkowego stezenia Na™ na autoregulacje [Wang i wsp., 2008;
Watanabe 1 wsp., 1996]. Zatem badania przedstawione w tej pracy sa zgodne z danymi
dostepnymi w pismiennictwie i wskazuja, ze hiponatremia niezaleznie od czasu jej

trwania nie ma wptywu na odpowiedz miogenng tetnicy srodkowej mozgu.
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6.2.2. Wplyw hiponatremii na regulacj¢ metaboliczng tetnicy
srodkowej mozgu

Srednica naczyn krwiono$nych mézgu i przeptyw krwi przez mozg sa zalezne w
duzej mierze od zewnatrznaczyniowego stezenia jonow K™ i H' [Dietrich i Dacey,
1994; Kitazano i wsp., 1995]. W tej pracy badany byt wptyw wzrostu stezenia obu
jondéw Ww przestrzeni zewnatrznaczyniowej na reaktywno$¢ MCA zarowno w
hiponatremii krotkotrwalej jak i1 przewlektej. W obu przypadkach dochodzilo do
zniesienia odpowiedzi fizjologicznej tzn. rozszerzenia naczynia, ktére obserwowatam w
normonatremii. Z danych dostgpnych w pismiennictwie wynika, ze w warunkach
fizjologicznych obnizenie pH do 7,0 powoduje rozszerzenie MCA szczura w stopniu
podobnym do obserwowanego przez mnie w normonatremii [Lindauer i wsp., 2001].

Obnizenie pH do 7,0 uzyskatam poprzez dodanie HCI do buforu MOPS-PSS,
poniewaz nie zawiera on jonéw wodoroweglanowych i CO,. W warunkach in vivo
zmiany w zewnatrzkomorkowym pH s3 zwigzane ze zmianami st¢zenia CO; i/lub
HCOs". Czynniki te majg istotny wplyw na napigcie naczyn krwiono$nych moézgu.
Jednakze  wykazano, ze zmiany w stezeniu CO, przy utrzymaniu
zewnatrzkomorkowego pH maja niewielki wptyw na napigcie naczyn krwionosnych
moézgu zaro6wno in vivo [Kontos 1 wsp.,1977] jak i in vitro [Toda i wsp., 1989]. Wyniki
te sugeruja, ze odpowiedz naczyn krwiono$nych mozgu na zmiany stezenia CO, jest
zwigzana przede wszystkim ze wzrostem st¢zenia jonéw wodoru w przestrzeni
zewnatrznaczyniowe;j.

W celu przedyskutowania przyczyn braku odpowiedzi MCA na kwasice w
hiponatremii nalezy przypomnie¢, w jaki sposob obnizenie pH wplywa na $rednice
naczyn krwiono$nych mozgu w normie. Rozszerzenie tych naczyn w kwasicy
uwarunkowane jest obecnosciag NO [Lindauer i wsp., 2001; Horiuchi 1 wsp., 2002].
Wedtug Lindauer i wsp. [2001] zablokowanie syntazy NO znosi odpowiedz MCA na
zewnatrznaczyniowe obnizenie pH do 7,0. Istotne jest jednak Zrodio NO. Usunigcie
srodbtonka —podstawowego zrodta NO w naczyniach krwiono$nych mézgu nie miato
wptywu na ich odpowiedz na kwasice oddechowg 1 metaboliczng [Toda i wsp., 1989;
Yu i wsp., 1994], podczas gdy odnerwienie naczyn znositlo ta odpowiedz. Takze
Lindauer postuluje udzial NO pochodzacego z okotonaczyniowych zakonczen
nerwowych w rozszerzeniu MCA w odpowiedzi na obnizenie pH. Istotne jest takze jak

. . ;. . . . , + . . ,
informacja o wzroscie st¢zenia jonow H' jest przekladana na rozszerzenie naczyn.
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Wydaje sie, ze wazng role odgrywaja tutaj kanaly potasowe modulowane zar6wno
przez NO jak i jony H' [Lindauer i wsp., 2001].

Odpowiedz MCA na kwasice zalezna jest od kanaléw potasowych Karp oraz
Kca. W piSmiennictwie czgsto uzywana jest nazwa Kc,, ale w rzeczywistosci sg to
kanaty BK¢,, poniewaz tylko ten podtyp kanaléw potasowych zaleznych od stezenia
jonoéw wapnia jest obecny w migs$niach gladkich w krazeniu moézgowym. Pozostate typy
kanatow Kc,, czyli IK¢, 1 SK¢, obecne sg w §rdédblonku [Faraci 1 Heistad, 1998; Cipolla
1 wsp., 2009]. Zablokowanie kanatu BK¢, znaczgco redukuje odpowiedz MCA na
kwasice, podczas gdy zablokowanie obu kanatow catkowicie ja znosi [Lindauer i wsp.,
2003]. Wykazano, ze przewodno$¢ kanalu BK¢, zalezna jest od NO produkowanego
przez nerwy okotonaczyniowe. Wydaje si¢, ze takze kanat Korp modulowany jest przez
tlenek azotu. W naczyniach, w ktérych neuronalny NO odgrywa mniejsza rolg, funkcja
kanatow Karp jest mniej zalezna badz catkowicie niezalezna od NO. Natomiast w
naczyniach, w ktorych unerwienie nitrergiczne jest bogatsze, tak jak w MCA,
przynajmniej czg$¢ przewodnosci tego kanatu zalezna jest od NO [Lindauer i wsp.,
2003]. Ostatnio wykazano takze, ze do aktywacji kanatow BK ¢, w kwasicy dochodzi w
wyniku uwalniania jonéw Ca* z magazynéow wewnatrzkomoérkowych [Dabertrand 1
wsp., 2012].

W oparciu o cytowane wyniki, brak odpowiedzi MCA na kwasice w
hiponatremii mozna ttumaczy¢ albo dysfunkcja kanatéw potasowych BK¢, 1/lub Katp,
albo zmniejszeniem uwalniania NO z nerwow okotonaczyniowych. Udzial aktywacji
wymienionych kanaléw potasowych w odpowiedzi MCA szczura na obnizenie pH z 7,4
do 7,0 sugeruja, jak wspomnialam we wstepie, wyniki uzyskane przez Lindauer 1 wsp.
[Lindauer 1 wsp., 2001; Lindauer i wsp., 2003]. Natomiast zmniejszenie uwalniania NO
z zakonczen nerwowych w MCA jako przyczyna braku jej reaktywnosci na kwasice w
krétkotrwatej hiponatremii wydaje si¢ mato prawdopodobne wzigwszy pod uwage brak
réznic miedzy normo- i hiponatremia w odpowiedzi tej tetnicy na zablokowanie
konstytutywnych syntaz NO.

W zwigzku z tym postanowitlam sprawdzi¢ udziat obu typow kanatow
potasowych w odpowiedzi MCA na kwasice w hiponatremii. Podanie aktywatora
kanatu Krp pinacidilu, spowodowato rozszerzenie MCA w krétkotrwatej hiponatremii.
Wynik ten byt poréwnywalny do dziatania tego aktywatora w warunkach
podstawowych opisywanego przez innych autorow [Lindauer i wsp., 2003], co

wskazuje na prawidlowa wrazliwos$¢ tego kanatu w krétkotrwatej hiponatremii. Takze
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podanie pinacidilu na tle obnizonego pH do 7,0 nie przywrécito odpowiedzi na kwasice
w krotkotrwalej hiponatremii, co wskazuje, ze zaburzona odpowiedz MCA na kwasice
w hiponatremii nie jest zwigzana z potencjalng zmiang charakterystyki tego kanatu.
Natomiast podanie aktywatora kanalu BKc, na tle obnizonego pH przywrocito
rozszerzenie MCA w odpowiedzi na wzrost stezenia jonéow H' w przestrzeni
zewnatrznaczyniowej. Zatem mozna przypuszczaé, ze brak odpowiedzi MCA na
obnizenie pH do 7,0 spowodowane byto dysfunkcja kanalu BKc,, a doktadniej, jak
wykazatam w doswiadczeniach wykonanych za pomocag techniki patch-clamp, z
obnizeniem jego wrazliwo$ci na agonistow. Wiecej rozwazan na ten temat zawiera
dalsza cze$¢ dyskusji dotyczaca udziatlu kanalow potasowych w regulacji napigcia
MCA w hiponatremii (rozdzial 6.3, str. 64).

Warto wspomnie¢, ze w cytowanej wyzej pracy Lindauer 1 wsp. badajac udziat
kanatéw potasowych w odpowiedzi MCA na kwasice przedstawili hipoteze, ze
zaburzenia aktywnosci kanatu BKc, moga by¢ kompensowane przez kanal Karp i
odwrotnie. Wyniki moich badan wskazuja, ze taka kompensacja nie ma miejsca w
hiponatremii. Skurcz MCA w odpowiedzi na kwasice w krétkotrwatej hiponatremii
obserwowalam pomimo prawidtowego dziatania kanatu Ktp.

Obok jonéw H' w regulacji metabolicznej istotng role petnig takze jony K.
Wazrost stezenia jonéw K~ w moich badaniach z 3 do 20 mM powodowal rozszerzenie
MCA w normonatremii 1 hiponatremii przewleklej. Efektu takiego nie obserwowatam w
krotkotrwatej hiponatremii. Wedtlug piSmiennictwa mechanizm rozszerzenia naczyn
moézgowych, w tym tetnicy srodkowej mézgu, w odpowiedzi na wzrost stezenia jonow
K" w przestrzeni zewnatrznaczyniowej zalezy od stopnia hiperkalemii [Golding i wsp.,
2001; Lindauer i wsp., 2001]. W zakresie stgzen fizjologicznych 0-5 mM K role
odgrywaja zmiany aktywnosci pompy Na'-K'-ATP [McCaroon i Halpern, 1990]. W
przedziale stezen K™ od 7 do 20 mM aktywowane s3 w migéniowce gladkiej kanaty
potasowe Ky [Johnson i wsp., 1998; McCaroon i Halpern, 1990; Lindauer i wsp.,
2001]. Wiadomo takze, ze w rozszerzeniu naczyn mézgowych w odpowiedzi na wzrost
zewnatrznaczyniowego stezenia jonow K do poziomu 20 mM nie biorg udziatu ani NO
ani kanaty potasowe K¢, 1 Karp [Schuh-Hofer i wsp., 2001; Lindauer i wsp., 2003].
Zatem w kontek$cie moich badan mozna przypuszczaé, ze zaburzona odpowiedz MCA
na wzrost stezenia jonéw K zwiazana jest z uposledzeniem funkcji kanatu Kir. Takie
przypuszczenie uprawdopodobniajga wyniki badan Wu 1 wsp., ktorzy wykazali, ze

obnizenie zewnatrzkomorkowego stezenia jonow sodu do 90mM oraz hipoosmolarno$¢
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zaburzaja funkcje tych kanatow w tetnicy podstawnej mozgu szczura [Wu 1 wsp., 2007].
Dla wyjasnienia uzyskanych przeze mnie wynikéw potrzebna jest kontynuacja tych

badan.

6.2.3. Wplyw hiponatremii na regulacj¢ napiecia tetnicy
srodkowej mozgu zalezng od tlenku azotu

Tlenek azotu odgrywa zasadnicza rolg¢ w regulacji napigcia naczyn
krwiono$nych mozgu [Kozniewska 1 wsp., 1992; Faraci i Heistad, 1998]. W celu
sprawdzenia jego udzialu w regulacji napiecia MCA w hiponatremii uzylam
acetylocholing, ktéra pobudza wydzielanie tlenku azotu ze $rodbtonka, donora NO,
ktory jest jego egzogennym zrddlem, a takze nieselektywnego inhibitora
konstytutywnej syntazy NO.

Acetylocholina powodowata rozszerzenie MCA w normonatremii 1 w
hiponatremii przewleklej. Natomiast w hiponatremii krotkotrwatej nie obserwowatam
takiej odpowiedzi. Powszechnie wiadomo, ze Ach wywoluje rozszerzenie naczyn
krwionosnych, w tym MCA szczura [Lindauer i wsp., 2001] w warunkach
fizjologicznych. Naczyniorozszerzajace dziatanie acetylocholiny zwigzane jest ze
srédblonkiem, gdyz pobudza ona wydzielanie NO z tej warstwy naczynia [Elhusseiny i
Hamel, 2000]. Usuniecie $rédbtonka catkowicie znosi rozszerzenie w odpowiedzi na
acetylocholing [Lindauer i wsp., 2001], natomiast odnerwienie naczynia nie zmienia tej
odpowiedzi [Lindauer i wsp., 2001], co oznacza, ze acetylocholina nie stymuluje
uwalniania NO z nerwow okotonaczyniowych. Wobec tego brak rozszerzenia MCA w
odpowiedzi na acetylocholing moze wskazywa¢ na dysfunkcje $rodblonka w
krétkotrwatej hiponatremii. W pi$miennictwie nie znalaztlam publikacji dotyczacej
wplywu krotkotrwatej hiponatremii na odpowiedZ naczyn krwiono$nych moézgu na
acetylocholing. Dostepne pismiennictwo dotyczy jedynie takiego wplywu w
hiponatremii przewleklej. Przewlekta hiponatremia indukowana przy pomocy
wazopresyny u samic szczuréw powodowata zaburzong odpowiedZz naczyn
krwiono$nych mézgu na NO i prostacykling. Co wigcej, niezaleznie od pici i obecnosci
wazopresyny obserwowano takze brak odpowiedzi na acetylocholing [Kozniewska i
wsp., 2003; Kozniewska i Radomska, 2001]. Jednakze badania te byly prowadzone in

vivo 1 dotyczyly mikrokrazenia, podczas gdy w niniejszej pracy badano duze naczynia
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krwiono$ne w systemie in vitro, stosujac rowniez inng metode indukowania
hiponatremii przewlekle;.

W celu wyjasnienia, czy w krotkotrwalej hiponatremii dochodzi do zaburzenia
funkcji $rodbtonka uzylam inhibitora syntazy NO. Zastosowanie tego inhibitora
wywarto podobny naczyniokurczacy efekt w normonatremii i w krotkotrwatej
hiponatremii. W $wietle braku rozszerzenia MCA po podaniu acetylocholiny, powyzszy
wynik moze oznaczaé, ze w krotkotrwate; hiponatremii dochodzi do obnizenia
zdolnoéci $rodblonka do generacji NO. Srodblonek jest co prawda zdolny do
wydzielania NO pod wplywem napigcia $cinania na prawidlowym poziomie ale
wyczerpana jest mozliwo$¢ generacji NO pod wptywem dodatkowego bodzca, jakim
jest acetylocholina. Ponadto, L-NAME bedac niespecyficznym inhibitorem syntazy NO
blokuje zarowno nNOS jak i eNOS. Wedhig pismiennictwa zahamowanie NOS
zmniejsza $rednice tetnicy srodkowej mozgu o 20 — 30% [Lindauer i wsp., 2001;
Schuh-Hofer i wsp., 2001]. W moich badaniach obserwowalam porownywalny skurcz o
27% w normonatremii 1 26% w hiponatremii. O duzej roli nNOS w MCA $wiadczy
fakt, ze np. w tetniczkach powierzchniowych moézgu $rednica naczynia nie zmienia si¢
w wyniku zablokowania NOS [Kontos i Wei, 1996; Sun i wsp., 2002], lub zmniejsza si¢
mniej niz 15% [Xu 1 wsp., 2002], poniewaz naczynia te nie sg otoczone przez tkanki
produkujace NO 1 brak im zakonczen nerwow okotonaczyniowych. Odgatezienia MCA
[You i wsp., 1999], jak réwniez tetnica podstawna mozgu [Faraci, 1991] wykazuja
takze mniejszy skurcz w odpowiedzi na inhibitor NOS niz MCA. Z danych tych
wynika, ze w MCA zZrodtem NO w duzym stopniu sg nerwy okotonaczyniowe [ladecola
1 wsp., 1993; Lindauer 1 wsp., 2001].

Zatem obserwacja braku rozszerzenia MCA przez acetylocholing, przy
zachowane] odpowiedzi na inhibitor syntazy NO w krotkotrwatej hiponatremii nie
wyklucza jednoznacznie dysfunkcji $rddbtonka. Wskazuje jednak, ze potencjalng
przyczyna takich odpowiedzi moze by¢ zaburzenie funkcji migsni gladkich MCA.

O dysfunkcji miesni gladkich $wiadczy fakt, ze donor NO nie wywotat
rozszerzenia MCA w hiponatremii krotkotrwatej. Rozszerzenie MCA w odpowiedzi na
podanie donora NO obserwowalam natomiast w normonatremii i hiponatremii
przewleklej. Donor NO hamuje enzymy cytochromu P450 4A, ktore katalizuja
powstanie naczyniokurczacego 20-HETE [Alonso Galicia i wsp., 1998]. 20-HETE w
naczyniach krwiono$nych mézgu hamuje z kolei kanaly potasowe K¢, [Harder i wsp.,

1994]. Donor NO jest takze wrazliwy na inhibitor cyklazy guanylanowej [Tseng i wsp.,
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2000]. Aby wyjasni¢ przyczyne braku odpowiedzi MCA na NO podawany egzogennie
oraz pobudzany endogennie, nalezy przesledzi¢ drogi dziatania tlenku azotu na mi¢s$nie
gladkie MCA.

W tetnicy srodkowej mozgu odpowiedz migsni gladkich na tlenek azotu jest
zalezna od dwoch mechanizméw: pobudzenia cytozolowej cyklazy guanylanowej i
zwigkszenia st¢zenia ¢cGMP, oraz aktywacji kanatow potasowych Kc,, ktore biorg
udziat w odpowiedzi migs$ni gltadkich na NO niezaleznie od ¢cGMP. Szacuje sie¢, ze
okoto 50% odpowiedzi MCA na NO jest zalezna od cGMP 1 50% zalezna od Kc,,
podczas gdy w tetnicy podstawnej mozgu az 80% odpowiedzi na NO zalezna jest od
cGMP [Yu i wsp., 2002; Alonso-Galicia i wsp., 1999].

Zaré6wno w normonatremii jak i w hiponatremii krotkotrwatej obserwowatam
porownywalne rozszerzenie MCA w odpowiedzi na 8Br-cGMP. W obu grupach byta
zatem podobna wrazliwo$¢ na analog cGMP. Rozszerzenie MCA w odpowiedzi na 8Br
- cGMP nie jest zmniejszone przez inhibitor kanatu Kc,, zatem cGMP bierze udziat w
rozszerzeniu MCA w mechanizmie niezaleznym od tego kanalu [Yu i1 wsp., 2002].
Niektérzy badacze uwazaja, ze cGMP za posrednictwem kinazy biatkowej G, prowadzi
do: zahamowania uwalniania Ca*" z magazynéw wewnatrzkomorkowych, inaktywacji
kanatow wapniowych typu L i spadku wrazliwosci biatek kurczliwych migsnia na jony
Ca”". Wydaje sie, ze w MCA odgrywa role ostatni z tych mechanizméw [Sun i wsp.,
2000]. 8Br-cGMP aktywuje kinaze biatkowa G, a wigc powoduje obnizenie
wrazliwosci biatek kurczliwych na wzrost stezenia Ca®” w komorce. Zatem wida¢, ze
krotkotrwata hiponatremia nie prowadzi do zahamowania odpowiedzi na ¢cGMP. Nie
wiadomo jednak, czy cGMP jest produkowany w hiponatremii w wystarczajagcym
stopniu. Badania, ktore przeprowadzitam §wiadcza jedynie o tym, ze w hiponatremii nie
dochodzi do uposledzenia odpowiedzi MCA na cGMP.

Tlenek azotu rozszerza MCA takze w wyniku aktywacji kanatéw K¢,. Rola tych
kanatéw w kontekscie odpowiedzi naczyn krwiono$nych moézgu na acetylocholing i
donor NO byta wielokrotnie dyskutowana [Alonso-Galicia i wsp., 1999; Yu 1 wsp.,
2002; Onoue 1 Katusis, 1997]. Niektorzy badacze uwazaja, ze w naczyniach
pozamodzgowych kanat ten jest bezposrednio aktywowany przez NO [Bolotina i wsp.,
1994; Mistry i Garland, 1998]. Sun i wsp. uwazaja, ze aktywacja kanatu K¢, zwigzana
jest w wigkszym stopniu z obnizeniem poziomu 20-HETE niz z bezposrednim
wptywem NO. Badacze ci potwierdzili wprawdzie stosujac technike patch-clamp w

konfiguracji inside out, ze NO moze bezposrednio aktywowac¢ kanat K¢, w komadrkach
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izolowanych z MCA, jednakze stg¢zenie donora NO niezbedne do aktywacji tego kanatu
byto o dwa rzgdy wielko$ci wieksze niz potrzebne do aktywacji kanalu w izolowanym
naczyniu. Badania in vivo na tegtnicy podstawne] mozgu wskazuja, ze zablokowanie
endogennej produkcji NO moze uwrazliwi¢ te kanaty na NO [Sobey 1 Faraci, 1997]. W
badaniach technika patch-clamp $rodbtonek byt nieobecny. Mozliwe jest wigc, ze brak
endogennej produkcji NO moégt wyolbrzymi¢ role kanatow Kc, w rozszerzeniu
zaleznym od NO [Sun i wsp., 2000]. Ponadto, NO aktywuje te kanaty tylko w
niektorych naczyniach krwiono$nych moézgu. Ta réznorodno$¢ zalezna jest od rozmiaru
naczynia, a takze gatunku zwierzecia. U szczura rozszerzenie mozgowych tetniczek w
odpowiedzi na donory NO jest hamowane przez iberiotoksyne. Inhibitory kanatow
BKc, nie zmieniaja natomiast odpowiedzi tetniczek moézgowych krolika 1 tetnicy
podstawnej szczura w odpowiedzi na donor NO lub acetylocholine [Faraci i Heistad,
1998; Yu i wsp., 2002]. Mozna ttumaczy¢ to tym, ze tlenek azotu nie aktywuje kanatow
potasowych BK¢, w niektorych rodzajach naczyn krwiono$nych moézgu. W tetnicy
podstawnej mozgu szczura rozszerzenie naczynia w odpowiedzi na NO zalezne jest od
kanatéw Ky w szlaku zaleznym od ¢cGMP [Sobey i Faraci, 1999]. Potencjalnym
wyjasnieniem tego zjawiska moze by¢ takze to, ze tylko NO uwalniany w warunkach
podstawowych aktywuje te kanaly, a dodatkowo podawany egzogennie, czy tez
indukowany endogennie nie powoduje dalszej aktywacji kanalow BKc, [Faraci i
Heistad, 1998]. W kontekscie badan wiasnych bardziej prawdopodobna wydaje si¢ ta
pierwsza mozliwo$¢. Ze wzgledu na istotng rol¢ kanatow BKc, w mechanizmach
regulujacych napigcie MCA a takze obszerno$¢ tematu, dalsza czg¢s¢ dyskusji dotyczaca

kanatu BK¢, oméwie w nastepnym rozdziale.

6.3. UDZIAL. KANALOW POTASOWYCH W MECHANIZMACH
REGULUJACYCH NAPIECIE TETNICY SRODKOWEJ MOZGU
W HIPONATREMII

Wspolnym ogniwem wigkszosci mechanizméw regulujacych napigcie naczyn
krwiono$nych mézgu, w tym MCA jest udziat kanatlow potasowych btony komoérkowe;j
migéni gladkich. Jak wynika z moich badan, a takze danych dostgpnych w
piSmiennictwie, przewodno$¢ niektorych z kanalow potasowych jest uposledzona w

hiponatremii. Kanatem, ktérego wrazliwos¢ ulega zmniejszeniu w krotkotrwatej
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hiponatremii  jest niewatpliwie kanat BKc, natomiast nie wydaje si¢, Zeby
hiponatremia wywierata wptyw na funkcj¢ kanatu Ky.

Po pierwsze, jak wynika z moich badan, hiponatremia nie ma wplywu na
autoregulacje MCA, ktéra w duzej mierze zalezy od kanatow Ky. Kanaly te wedlug
pisSmiennictwa nie sg uposledzone w hiponatremii w naczyniach krwiono$nych mézgu
[Wu i wsp., 2007], co wyjasnia prawidlowg autoregulacje MCA w tych warunkach. Po
drugie w moich badaniach odpowiedz MCA na wzrost stezenia jonow K jest
uposledzona, a jak wiadomo z pismiennictwa odpowiedz ta zalezy od kanatow Kig,
ktorych aktywnos$¢ ulega zaburzeniu w naczyniach krwiono$nych moézgu [Wu i wsp.,
2007] w hiponatremii. Po trzecie zaburzona odpowiedz MCA na NO podawany
egzogennie, a takze produkowany endogennie zalezy od kanaléw BKc,. Od tego
rodzaju kanalow zalezy takze obok kanatow Katp odpowiedz MCA na kwasice, ktéra
jest uposledzona w hiponatremii krotkotrwatej. Ze wzgledu na kluczowa role kanatow
BK¢, w regulacji MCA zdecydowatam si¢ blizej zbada¢ ich funkcj¢ w hiponatremii.

Aby sprawdzi¢ czynnosciowo obecnos¢ kanatow BKc, w migsniowce gladkiej
MCA podatam ich inhibitor — paksyling. Paksylina jest selektywnym inhibitorem tego
kanatu podobnie jak iberiotoksyna, podczas gdy np. charybdotoksyna hamuje takze
kanaty IKc, [Faraci i Heistad, 1998; Kitazano i wsp., 1995; Ko i wsp., 2008]. Paksylina
powoduje skurcz naczyn krwiono$nych mozgu [Zhang 1 wsp., 2010; Koide i wsp.,
2011; Bukiya i wsp., 2013], co $wiadczy o tonicznym wptywie kanatow BKc, na
utrzymanie napig¢cia miogennego. W moich badaniach inhibitor ten wywierat taki sam
naczyniokurczacy wpltyw zar6wno w normonatremii jak i w hiponatremii. Takze
eksperymenty wykonane metoda patch-clamp na komorkach migsni gladkich
izolowanych z MCA potwierdzily, ze obnizenie stezenia jonow Na' do 120 mM nie
powoduje zmiany przewodnosci tego kanatu.

Nastepnie zbadalam odpowiedZ MCA na podanie aktywatora kanalu BK¢, —
NS1619. Spowodowal on rozszerzenie MCA w normonatremii i wynik ten byl
porownywalny do wynikow badan Lindauer i wsp. [2003]. Natomiast NS1619 nie
wywart wptywu na §rednice MCA w hiponatremii, co wskazywalo na dysfunkcje tego
kanatu, a najprawdopodobniej na obnizong wrazliwo$¢ na agonistow. Takze
eksperymenty wykonane metoda patch-clamp potwierdzily zmniejszenie wrazliwos$ci
miocytéw izolowanych z MCA na NS1619 w hiponatremii. W normonatremii NS1619
powodowat aktywacj¢ kanalu poczawszy od 40mV i wynik ten jest zgodny z badaniami

Holland i wsp. [1996]. Natomiast w hiponatremii nie obserwowalam aktywacji kanatu
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ani przy 40mV, ani przy 60mV. Nastgpstwem obnizonej wrazliwosci tego kanalu w
hiponatremii byta uposledzona odpowiedZ MCA na podanie donora NO i na kwasice a
takze najprawdopodobniej na acetylocholing. Obecnos¢ aktywatora kanalu BKc,
przywrocita odpowiedz MCA na SNAP, oraz na wzrost zewnatrznaczyniowego stezenia
jonéw H' w hiponatremii. Zatem obecno$¢ dodatkowego agonisty kanatu BKc,
umozliwila otwarcie tego kanatu. Interpretujac i dyskutujac uzyskane wyniki zaktadam,
ze NS1619 jest selektywnym aktywatorem kanatu BKc,. Przeglad pisSmiennictwa
dotyczacego NS1619 wykazuje, ze mechanizm dzialania tego aktywatora nie jest
ostatecznie wyjasniony. Wedlug Holland 1 wsp. [1996], ktorzy prowadzili badania na
miocytach izolowanych z tgtnicy podstawnej moézgu szczura, NS1619 nie tylko
bezposrednio aktywuje ten kanat ale rowniez dziata hamujaco na prady wapniowe 1
kanaty Ky. Tak wigc NS1619 moze zmniejsza¢ dzialanie kanatéw wapniowych poprzez
bezposrednie ich blokowanie, badz przez aktywacj¢ kanatow BKc,, 1 w rezultacie
zamknigcie kanatéw wapniowych [Holland i wsp., 1996]. Wedlug Lindauer i wsp.
[2003] w tetnicy $rodkowe] modzgu szczura NS1619 dziala raczej jako selektywny
aktywator kanaléw BKc,, niz bloker kanatow wapniowych.

W swojej pracy uzywalam NS1619 o stezeniu 10uM w badaniu jego wptywu na
naczynia izolowane. Zastosowalam to st¢zenie, poniewaz jest ono najczescie]
stosowane w badaniach naczyn krwiono$nych moézgu [Holland i wsp., 1996; Lindauer i
wsp., 2003]. Natomiast w technice patch-clamp stosowatam 2 stezenia NS1619: 10uM 1
luM. Wedlug Yamamura i wsp. [2001] 10uM NS1619 powoduje hiperpolaryzacje
blony miocytu o ok. 6mV i nie ma znaczacego wplywu na stezenie Ca’" w komorce.
Nalezy jednak pamigtac, ze kanat BK, w naczyniach mézgowych jest znacznie bardziej
wrazliwy na wzrost stezenia Ca’” w poréwnaniu do innych naczyf, ze wzgledu na
wiekszy stosunek podjednostki B do a [Yang i wsp., 2013]. Natomiast 1uM NS1619 w
badaniach Yamamura i wsp. nie mial wptywu ani na hiperpolaryzacj¢ btony miocytu,
ani na stezenie Ca’* w komorce. W moich badaniach, taka dawka NS1619 nie
wywierata wplywu na aktywnos¢ BKc, ani w normo- ani w hiponatremii.
Zastosowatam jg, poniewaz chciatam sprawdzi¢ efekt zaleznos$ci przewodnosci kanatu
BKc, od dawki aktywatora i w ten sposdb wychwyci¢ potencjalne réznice migdzy
normo- i hiponatremia.

Podsumowujac ten rozdziat dyskusji, hiponatremia powoduje zmniejszenie
wrazliwos$ci kanatow BKc, na agonistow, co skutkuje zaburzeniem odpowiedzi t¢tnicy

srodkowej moézgu na czynniki regulujace jej napigcie takie jak NO 1 kwasica. Zaréwno
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odpowiedZ MCA na NO jak i na obnizenie pH do 7,0 jest zalezna od tego kanatu
[Lindauer i wsp., 2003; Yu i wsp., 2002]. Potwierdzaja to moje badania, w ktérych
jednoczesne podanie aktywatora kanatéw BKc, i SNAP lub H' umozliwia powrot

odpowiedzi MCA na obie substancje.

6.4. MECHANIZMY ADAPTACYJNE

Bardzo ciekawg obserwacja w mojej pracy jest zachowanie prawidlowej
odpowiedzi MCA na acetylocholing, donor NO i wzrost stezenia jonow K  w
hiponatremii przewleklej w $wietle braku takiej odpowiedzi w hiponatremii
krotkotrwatej. Wydaje si¢, ze przyczyng tego moze by¢ pelna adaptacja w postaci
opisanego we wstepie mechanizmu RVD. Przeciwdziala on obrzekowi komorek
powstalemu w wyniku obnizenie stgzenia jonow Na’ w ptynie zewnatrzkomorkowym.
Mechanizm ten jest szczegdlnie wazny w mdzgu, ze wzgledu na zamknigcie w sztywnej
czaszce 1 niemozno$¢ tolerowania znacznych zmian w objetosci komorek. W zwigzku z
tym, komodrki mozgowe posiadaja szereg mechanizméw homeostatycznych
pozwalajagcych na wyrdéwnanie wewnatrzkomdrkowego stezenia jondOw 1 substancji
osmotycznie czynnych, w odpowiedzi na zmiany osmolarno$ci ptynu
zewnatrzkomorkowego [Trachtman, 1991]. Mechanizmy RVD analizowane byly dos¢
doktadnie w neuronach i astrocytach [Ayus 1 wsp., 2008, Pasantes-Morales, 1996].
Brak jest natomiast danych odno$nie naczyn krwiono$nych.

Wyniki uzyskane przez mnie w badaniach reaktywnosci MCA wyraznie
wskazuja, ze w hiponatremii krétkotrwatej uposledzenie regulacji tej tetnicy jest
znacznie wigksze niz w hiponatremii przewlektej. Sugeruje to, ze w hiponatremii
przewlektej dochodzi do adaptacji naczyniowej do dtugotrwatego obnizenia stezenia
jonéw sodu i hipoosmolarnosci. Poniewaz nie znalazlam informacji dotyczacych
odno$nych mechanizméw adaptacyjnych, ponizsza czgs¢ dyskusji oparta jest czesciowo
na przypuszczeniach.

Uniwersalnym mechanizmem wystepujacym w wigkszosci komorek, ktore
ulegly obrzeknigciu w warunkach hipotonicznych jest wewnatrzkomoérkowy wzrost
stezenia jonoéw Ca”" [Pasantes-Morales i Morales-Mulia, 2000]. Do takiego wzrostu, jak
juz wspomniatam wczesniej, dochodzi takze w miocytach naczyn krwionosnych mozgu

[Welsh 1 wsp., 2000]. Ten wzrost ste¢zenia jonOw wapnia uczestniczy w mechanizmie
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regulacyjnego zmniejszenia objetosci komorki poprzez aktywacje badz modulacje
kanatéw dla jonéw K, CI" i organicznych osmolitow. Utrata KCIl z komoérki wraz z
wodg jest glownym mechanizmem regulacji objetosci komoérki w wigkszosci z nich. Jak
wynika jednak z przedstawionych przeze mnie badan, a takze z piSmiennictwa,
hiponatremia nie aktywuje kanatéw potasowych w naczyniach krwiono$nych moézgu.
By¢ moze aktywnos$¢ tzw. kanatéw mechanowrazliwych - BK¢, i Ky, ktére jak wynika
z moich badan oraz badan Wu i1 wsp. [2007] nie sg hamowane w warunkach
hiponatremii, jest wystarczajaca, aby usunaé¢ jony K i wode z komoérek naczyn w
ramach RVD. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze przytoczone obserwacje wlasne
oraz Wu 1 wsp. dotyczace przewodno$ci kanatow potasowych w hiponatremii byty
prowadzone w krotkotrwatej hiponatremii. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze w miare
trwania hiponatremii dochodzi do zwigkszenia przewodnosci kanatoéw potasowych w
celu lepszego przystosowania komorek $ciany naczyniowej do dhlugotrwalego
zmniejszenia osmolarnosci. Wyjasnienie tych kwestii wymaga dalszych badan.

Do kanaléw wrazliwych na zmiany objgtosci komorki nalezg takze kanaty
chlorkowe [Nelson 1 wsp., 1997]. W dostepnym piSmiennictwie nie znalaztam
informacji dotyczacych wplywu hiponatremii na przewodno$¢ tych kanatow w
naczyniach krwiono$nych moézgu. Wiadomo jednak, ze sa one aktywowane w tych
warunkach w tetnicy ptucnej 1 nerkowej psa [ Yamazaki 1 wsp., 1998], a takze w aorcie
szczura [Lang 1 wsp., 1995]. Niewykluczone wigc, ze w warunkach hipoosmolalnych
aktywacja kanatow chlorkowych, ktora jest z reguly niezalezna od stezenia jonow Ca®’,
bierze udzial w mechanizmach adaptacyjnych w naczyniach krwiono$nych moézgu
[Pasantes-Morales 1 Morales-Mulia, 2000].

Na uwage zastuguje takze brak odpowiedzi MCA na kwasice w hiponatremii
przewlektej. Byt to jedyny sposrod badanych czynnikow, na ktory odpowiedz MCA
byla zaburzona w tym typie hiponatremii. Trudno jest wyjasni¢ przyczyng tego
zjawiska. Wydaje si¢, ze nie ujawnity si¢ w tym przypadku mechanizmy adaptacyjne,
badz byly one niewystarczajgce. Potencjalnym i w petni spekulatywnym wyjasnieniem
moze by¢ hamujacy wptyw kanaléw jonowych wykrywajacych $rodowisko kwasne
(ASICs, ang. acid-sensing ion channels) na kanalty BKc, [Petroff i wsp., 2007].
Wiadomo, ze kanaty ASICs aktywowane sg przez zewnatrzkomérkowe obnizenie pH i
sg one obecne w migs$niach gladkich naczyn krwiono$nych mozgu [Chung i wsp.,

2010].
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Niezaleznie od braku wyjasnienia w tej pracy mechanizmu lezacego u podtoza
zniesienia odpowiedzi na kwasice¢ w hiponatremii przewlektej, wazne sa potencjalne
implikacje kliniczne takiej obserwacji. Rozszerzenie naczyn krwionos$nych i
zwigkszenie przeptywu krwi umozliwia wyplukanie jondw wodorowych z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Jest to jeden z kluczowych mechanizméw niezbednych dla
utrzymania homeostazy jonéw wodorowych w mozgu. Utrzymujacy si¢, na skutek
braku odpowiedniego przeptywu krwi, wzrost stezenia tych jonow w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej poglebia uszkodzenie mozgu do jakiego niewatpliwie dochodzi u
pacjentéw po urazach moézgu lub krwawieniu podpajeczynowkowym. Sg to pacjenci u

ktérych najczesciej rozwija si¢ hiponatremia.
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7. WNIOSKI

Otrzymane wyniki badan upowazniajg do sformutowania nastepujacych wnioskow:

1.

Hiponatremia selektywnie zaburza mechanizmy regulujace napigcie tetnicy

srodkowej modzgu szczura.

Krotkotrwata hiponatremia zaburza regulacje napigcia tetnicy srodkowej mozgu

szczura w wigkszym stopniu niz przewlekta hiponatremia.

Kanaty potasowe BKc, biora udzial w utrzymaniu napigcia tetnicy $rodkowe;j
mozgu szczura w warunkach krétkotrwatej hiponatremii podobnie jak w

normonatremii.

Kroétkotrwala hiponatremia prowadzi do selektywnych zaburzen funkcji kanatéw

potasowych w migsniach gladkich MCA.

Krotkotrwata hiponatremia nie wywiera wpltywu na przewodno$¢ kanalow

potasowych BK¢,, ale zmniejsza ich wrazliwos$ci na agonistow.

Konsekwencja zmniejszenia wrazliwosci kanatow BKc, na agonistow w

hiponatremii krétkotrwalej jest brak odpowiedzi MCA na tlenek azotu i kwasice.
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9. STRESZCZENIE

Jon sodu jest glownym kationem przestrzeni zewngtrzkomoérkowej
odgrywajacym istotng rol¢ w utrzymaniu rownowagi wodno-elektrolitowe;j,
osmotycznej 1 kwasowo-zasadowej. Zakres stezenia tego jonu w plynie
zewnatrzkomorkowym w warunkach fizjologicznych wynosi 136-145 mM. Obnizenie
stezenia jonu sodu ponizej 136 mM nazywane jest hiponatremia, za$ jego podwyzszenie
powyzej 145 mM hipernatremig. Hiponatremia jest do§¢ powszechnym zaburzeniem
gospodarki wodno-elektrolitowej obserwowanym w warunkach szpitalnych. Dotyczy
ona az 28% pacjentow hospitalizowanych, 21% zglaszajacych si¢ do izby przyjec i
okoto 7% pacjentdéw ambulatoryjnych. Hiponatremia diagnozowana jest w takich
schorzeniach jak: niedoczynno$¢ tarczycy, zastoinowa niewydolnos$¢ serca, marsko$¢
watroby, zespot nerczycowy, nowotwory oraz choroby o$rodkowego uktadu
nerwowego. Grupe ryzyka stanowig takze pacjenci, ktorym podawane sg leki
antydepresyjne, przeciwpadaczkowe i diuretyki petlowe. Sporadycznie hiponatremia
moze si¢ takze rozwija¢ po zastosowaniu lekéw rutynowo uzywanych w praktyce
klinicznej takich jak: leki przeciwnadci$nieniowe, antybiotyki oraz inhibitory pompy
protonowe;.

Hiponatremia jest jednak najbardziej niebezpieczna dla pacjentow
neurochirurgicznych, u ktéorych diagnozowana jest czgsto po krwawieniu
podpajeczyndwkowym, urazach mozgu, krwawieniu §rodmozgowym oraz zapaleniu
opon mozgowych. Zaburzenie to moze wystgpi¢ rowniez u pacjentdow po operacjach
podwzgorza 1 tylnego plata przysadki, gdzie wytwarzany i uwalniany jest do krwi
hormon antydiuretyczny.

Dotychczasowe badania dotyczace wptywu hiponatremii na o$rodkowy uktad
nerwowy koncentrowaty si¢ wokot zagadnien zwigzanych z obrzgkiem moézgu oraz ze
skutkami leczenia hiponatremii. Obrzek osmotyczny komoérek, skutkujacy objawami
neurologicznymi, jest pierwsza odpowiedzia na obnizenie stezenia jonéw Na' w
ptynach ustrojowych. Z kolei leczenie hiponatremii za pomocg roztworow
hipertonicznych moze prowadzi¢ do powiktan w postaci demielinizacji struktur mostu.
Pomimo tego, ze uktad naczyniowy odgrywa istotng role w homeostazie mézgu, wptyw
hiponatremii na mechanizmy regulacji napi¢cia naczyn krwionosnych moézgu nie byt

dotychczas systematycznie badany. W pismiennictwie znalez¢é mozna liczne prace
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doswiadczalne dotyczace  wplywu usunigcia jonéw sodu  lub drastycznego
zmniejszenia ich stezenia na zachowanie naczyn krwiono$nych lub izolowanych
komorek migsni gltadkich. Wynikow tych badan nie mozna jednak interpretowaé w
aspekcie klinicznym. Pacjenci, u ktérych wystepuje obnizenie st¢zenia jonow sodu w
osoczu ponizej 100 mM sa w bardzo cigzkim stanie i czgsto nie przezywajg tak niskich
poziomoéw natremii.

Celem mojej pracy byto zbadanie czy i w jakim stopniu obnizenie st¢zenia
jonéw sodu do poziomu notowanego w oznaczeniach elektrolitow u pacjentow wywiera
wplyw na podstawowe mechanizmy regulacji napigcia $ciany naczyn krwionos$nych
moézgu szczura. Ponadto, chcialam odpowiedzie¢ na wynikajace z obserwacji
klinicznych pytanie czy w odpowiedzi naczyn krwiono$nych mézgu na hiponatremie
odgrywa role czas jej trwania. Poznanie tych zaburzen by¢ moze mogloby przyczynic¢
si¢ do zoptymalizowania leczenia pacjentéw, u ktorych w przebiegu choroby rozwija
si¢ hiponatremia.

Badania zostaly przeprowadzone na 211 izolowanych tetnicach $rodkowych
mozgu (MCA, ang. middle cerebral artery) dorostych szczuréw stada Wistar (waga
260-310g, n=140), samcoéw. Tetnice byly umieszczane w komorze arteriografu w
buforze o odpowiednim sktadzie zapewniajacym stalos¢ pH na poziomie 7.4 i
perfundowane pod stalym cisnieniem hydrostatycznym wynoszagcym 80 mmHg.
Temperatura buforu zewnatrz- 1 wewnatrznaczyniowego utrzymywana byla
termostatycznie na poziomie 37°C. Obraz MCA rejestrowalam za pomocag toru
wizyjnego ztozonego z kamery i1 monitora. Parametrem mierzonym byta $rednica
wewnetrzna naczynia. Sktad buforow, zardowno zewnatrz- jak i wewnatrznaczyniowego
byl zmieniany odpowiednio, w zaleznosci od potrzeb przeprowadzanych badan. W
normonatremii stezenie jonéw Na" wynosito 144 mM.

Badania w hiponatremii prowadzone byty w modelu hiponatremii krétkotrwalej
(ostrej) lub przewlektej. Hiponatremia krotkotrwata byla wywolywana in vitro poprzez
obnizenie stezenia jonéw sodu ze 144 mM do 120 mM w plynie wewnatrz- i
zewnatrznaczyniowym. Hiponatremia przewlekta byta wywotywana in vivo przez 3,5
dnia przy uzyciu pompy osmotycznej (mini- osmotic pump model 2002, ALZET,
U.S.A.) uwalniajacej wazopresyng w tempie 2,4 ng/24h oraz ptynnej karmy dla gryzoni
(AIN -76; Bio-Serv, NJ, U.S.A.). Naczynia do badan pobierane byly po tym czasie i
umieszczane w buforze hiponatremicznym zawierajacym jony Na' o stezeniu

zblizonym do tego w jakim przebywaty in vivo. Cz¢$¢ badan zostata przeprowadzona na
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komorkach migéni gladkich izolowanych z te¢tnicy srodkowej mozgu. Byly to badania
dotyczace wptywu krotkotrwatej hiponatremii na przewodno$¢ kanatéw potasowych
BKc,, prowadzone za pomoca techniki patch-clamp w konfiguracji whole-cell.
Przeprowadzone zostaly IV serie badan reaktywnosci tetnicy srodkowej mézgu:

Seria I obejmowata badanie odpowiedzi MCA na: zmiany ci$nienia perfuzyjnego,
wzrost stezenia jonow H'™ i K w przestrzeni zewnatrznaczyniowej, oraz na podanie
acetylocholiny, inhibitora syntazy tlenku azotu — L-NAME 1 donora tlenku azotu -
SNAP w normonatremii oraz hiponatremii krotkotrwatej i przewlekte;.

W Serii II badana byta odpowiedz MCA na podanie analogu cGMP - 8Br-cGMP w
normonatremii i w krotkotrwatej hiponatremii.

Seria III dotyczyta udzialu kanatow potasowych BKc, w odpowiedzi migsni gladkich
MCA na tlenek azotu. Badatam w niej odpowiedz MCA na podanie: inhibitora —
paksyliny lub aktywatora - NS1619 tych kanaléw oraz donora NO na tle NS1619 w
normonatremii i krotkotrwatej hiponatremii.

Seria IV miata na celu zbadanie mechanizmu lezacego u podtoza zaburzonej
odpowiedzi MCA na kwasice 1 obejmowata odpowiedz tej tetnicy na podanie
aktywatora kanatow Krp — pinacidilu oraz na wzrost st¢zenia jonoéw H' na tle
pinacidilu, lub na tle aktywatora kanalow BKc, w normonatremii i w krotkotrwatej
hiponatremii.

Ponadto za pomocg techniki patch-clamp badany byt wptyw obnizenia stezenia jonow
Na“ w ptynie zewnatrzkomérkowym do 120 mM na przewodnos$é kanatu BKc¢, oraz
zmiany jego przewodno$ci w odpowiedzi na podanie aktywatora — NS1619 w normo-
oraz w hiponatremii.

Uzyskatam nastepujace wyniki:

1. Zaleznos$¢ s$rednicy naczynia od cis$nienia perfuzyjnego (autoregulacja) jest
zachowana zardwno w krotkotrwatej jak i w przewlektej hiponatremii.

2. Kroétkotrwala hiponatremia zaburza odpowiedz MCA na czynniki biorace udzial w
regulacji metabolicznej takie jak: zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jonow K i H'.
3. Kroétkotrwata hiponatremia zaburza odpowiedz MCA na acetylocholing oraz donor
NO.

4. W przewleklej hiponatremii obserwuje si¢ zniesienie odpowiedzi MCA na
zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jondow H' przy zachowaniu odpowiedzi na

zewnatrznaczyniowy wzrost stezenia jondw K oraz na acetylocholing i donor NO.
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5. W hiponatremii krotkotrwatej nie dochodzi do uposledzenia odpowiedzi MCA na
cGMP.

6. Aktywator kanatow BK¢, przywraca odpowiedz MCA na kwasice oraz donor NO w
krétkotrwatej hiponatremii.

Powyzsze wyniki pozwalaja na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1. Hiponatremia selektywnie zaburza mechanizmy regulujace napigcie tetnicy
srodkowej moézgu szczura.

2. Krotkotrwata hiponatremia zaburza regulacje tetnicy srodkowej mozgu szczura w
wigkszym stopniu niz przewlekta hiponatremia.

3. Kanaty potasowe BKc, biorg udzial w utrzymaniu napigcia t¢tnicy srodkowej mozgu
szczura w warunkach krotkotrwatej hiponatremii podobnie jak w normonatremii.

4. Krotkotrwata hiponatremia prowadzi do selektywnych zaburzen funkcji kanatow
potasowych w migsniach gladkich MCA.

5. Krotkotrwala hiponatremia nie wywiera wplywu na przewodno$¢ kanalow
potasowych BK¢, w migsniach gladkich MCA ale zmniejsza ich wrazliwosci na
agonistow.

6. Konsekwencja zmniejszenia wrazliwo$ci kanatow BKc, w migéniach gtadkich MCA
na agonistow w hiponatremii krétkotrwalej jest brak odpowiedzi tej tetnicy na tlenek

azotu i kwasice.
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Abstract

9.a. ABSTRACT

Sodium ion is the main cation of the extracellular space playing an important
role in maintenance of water-electrolyte, osmotic and acid-base balance. The
physiological range of sodium concentration in the extracellular fluid is 136-145 mM.
The decrease of plasma sodium concentration below 136 mM is named hyponatremia,
whereas the increase above 145 mM is known as hypernatremia. Hyponatremia is a
relatively common disorder of water-electrolyte balance observed in the medical
practice. It is observed in 28% of hospitalized patients, 21% admitted to the emergency
room and in about 7% of ambulatory patients. This disorder occurs in many diseases
such as: hypothyroidism, liver cirrhosis, renal and heart failure, cancer and central
nervous system disorders. In the risk group are also patients who are given
antidepressants, antiepileptics, and loop diuretics. Occasionally, hyponatremia can also
develop after using drugs routinely used in clinical practice such as: antihypertensives,
antibiotics and proton pump inhibitors.

The disease is, however, most dangerous for neurosurgical patients, in whom
hyponatremia is often diagnosed after: subarachnoid hemorrhage, head trauma,
intracerebral hemorrhage and cephalomeningitis. This disorder can also occur in
patients after operations surrounding the hypothalamus and the posterior pituitary,
where is produced and released into the blood antidiuretic hormone.

Previous studies on the impact of hyponatremia on the central nervous system
were mostly focused on issues related to cerebral edema, and the complications
connected with the treatment of hyponatremia. The osmotic cell swelling, resulting in
neurological symptoms, is the first response to the reduction in the sodium
concentration in body fluids. In turn, hyponatremia treatment with hypertonic solutions
can lead to brain complications in a form of a centropontine myelinolysis.

Although vascular system plays a crucial role in the homeostasis of the brain, the
effect of hyponatremia on the regulatory mechanisms of cerebral blood vessels tone has
not been systematically investigated so far. In the literature, numerous experimental
studies can be found on the effect of the removal of sodium ions or of a drastic
reduction in their concentration on blood vessels or isolated smooth muscle cells. These

results can not be, however, interpreted in the context of clinical situations. Patients
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who suffer from decreased concentration of sodium ions in the plasma below 100 mM
are in critically bad condition and often do not survive such low levels of natremia.

The aim of my work was to examine whether and to what extent the mild
reduction in the sodium concentration to the level observed in patients affects the basic
mechanisms of the regulation of cerebral vascular tone. In addition, this study addresses
the question arising from clinical observations whether the response of cerebral blood
vessels to low sodium concentration depends on the duration of hyponatremia.
Disclosure of the vascular effects of hyponatremia could possibly help to elaborate the
optimal treatment of patients, who demonstrate brain symtoms connected with
hyponatremia.

The experiments were performed on 211 middle cerebral arteries (MCA) of
adult male Wistar rats (weight 260-310g, n=140). The arteries were placed in a
arteriograph chamber in the buffer with suitable composition and stable pH of 7.4.
They were perfused under hydrostatic pressure of 80 mm Hg. The temperature of the
extra- and intravascular fluid was maintained at 37° C. The MCA images were recorded
using microscope equipped with a camera coupled to a monitor. The measured
parameter was the internal diameter of the vessel. Composition of extra- and
intravascular buffers was changed during the experiments according to the needs of the
protocol. In normonatremia Na' concentration was 144 mM. Studies in hyponatremia
were performed according to two paradigms - either in shortlasting (acute) or chronic
hyponatremia. Acute hyponatremia was induced in the chamber by decreasing sodium
concentration from 144 mM to 120 mM in the extra- and intravascular fluid. Chronic
hyponatremia was induced in vivo through 3.5 days with a help of mini- osmotic pump
(model 2002, ALZET, U.S.A) releasing vasopressin at a rate of 2.4 ug/24h, and liquid
diet (AIN -76; Bio-Serv, NJ, U.S.A.). Isolated vessels were placed in a hyponatremic
buffer containing Na" ions in a concentration similar to that which they were exposed to
during chronic hyponatremia in vivo. Some studies were performed on the smooth
muscle cells isolated from the middle cerebral artery. These were studies on the effect
of hyponatremia on the conductance of BK¢, potassium channels, performed using
patch-clamp technique in the whole-cell configuration.

Four series of studies of middle cerebral artery reactivity were performed:

Series I covered response of MCA to: changes in perfusion pressure, increase in the H'

and K" concentration in the extravascular space, and to the administration of
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acetylcholine, an inhibitor of nitric oxide synthase - L-NAME and nitric oxide donor -
SNAP in normonatremia as well as acute and chronic hyponatremia.

In series II, the response of MCA to an analogue of cGMP - 8Br-cGMP in
normonatremia and in acute hyponatremia was examined.
Series III was planed to study the participation of BK¢, potassium channels in MCA
response to nitric oxide. In this series, the MCA response to: an inhibitor - paxillin or an
activator - NS1619 of these channels as well as the response to administration of NO
donor on the background of NS1619 was studied in normonatremia and in acute
hyponatremia.

Series IV was undertaken to investigate the mechanism underlying impaired MCA
response to acidosis, and included studies of the response of the artery to an activator of
Karp channel - pinacidil and to an increase in the concentration of H" ions on the
background of pinacidil, or of the BK¢, channel activator in normonatremia and acute
hyponatremia.

In addition, the impact of a reduction in the sodium concentration in the extracellular
fluid to 120 mM on the conductance and sensitivity to specific agonist (NS1619) of
BK¢, channels in vascular smooth muscle cells freshly isolated from the MCA was
studied using patch-clamp technique.

Following results were obtained:

1. Dependence of vessel diameter on perfusion pressure (autoregulation) is preserved
both in acute and chronic hyponatremia

2. Acute hyponatremia leads to the impairment of the response of the MCA to factors
involved in the metabolic regulation such as extravascular increases in K™ and

H " ions concentration.

3. Acute hyponatremia impairs MCA response to acetylcholine and NO donor.

4. In chronic hyponatremia the response of MCA to extravascular increase in H * ion
concentration is lost but the responses to extravascular increase in K * ion concentration,
to acetylcholine and NO donor are preserved.

5. In acute hyponatremia no impairment of MCA response to cGMP is observed.

6. BK¢, channel activator restores the response of the MCA to acidosis and NO donor in
acute hyponatremia.

These results allow to formulate following conclusions:

1. Hyponatremia selectively disturbs regulatory mechanisms of the rat middle cerebral

artery.
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2. Acute hyponatremia impairs regulation of middle cerebral artery of rat more than the
chronic one.

3. BK¢, potassium channels participate in maintaining the tone of the rat middle
cerebral artery in acute hyponatremia similarly as in normonatremia.

4. Acute hyponatremia leads to selective dysfunction of potassium channels in MCA
smooth muscle.

5. Acute hyponatremia does not affect the BK¢, potassium channel conductance, but
reduces its sensitivity to agonists.

6. Lack of MCA response to nitric oxide and acidosis in acute hyponatremia is a

consequence of reduced BK, channels sensitivity to specific agonists.
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