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1. WSTEP

1.1. KLEBKI SZYJNE 1 ODDYCHANIE

Wentylacja ptucna jest procesem polegajacym na dostarczaniu tlenu
atmosferycznego do krwi, z ktora rozprowadzany jest on do poszczegdlnych komorek.
Utlenianie dostarcza energii, ktora jest ,,zamknieta” w zwiazkach chemicznych.
Dwutlenek wegla (CO,) powstajacy w wyniku tych reakcji usuwany jest na zewnatrz.
Oddychanie jest zlozonym procesem, ktory generowany jest w osrodkowym ukladzie
nerwowym i kontrolowany zaréwno na poziomie osrodkowym jak i obwodowym.

W swojej pracy zajmuje¢ si¢ jednym z najistotniejszych elementow ztozonego systemu
kontroli oddychania - chemoreceptorami tetniczymi. W kontroli oddychania biora
udziat chemoreceptory znajdujace si¢ w kigbkach szyjnych i aortalnych. Te ostatnie,

u wigkszosci ssakow, odgrywaja znikoma rol¢ w odpowiedziach oddechowych na
bodzce chemiczne. Dla celow praktycznych przyjmuje si¢ wiec, ze odpowiedzi te sa
wytwarzane w komorkach chemoreceptorowych klebkow szyjnych, ktérych morfologii
1 czynnosci poswigcona jest moja praca.

Pierwsza wzmianka na temat kigbkoéw szyjnych pojawita si¢ juz w 1743 roku
w rozprawie doktorskiej niemieckiego uczonego, Hartwiga Taube. Zrozumienie funkcji
1 budowy klebkow szyjnych bylo jednak niemozliwe w tamtych czasach. W XIX
w rozpoczeto intensywne badania nad anatomia, histologia, cytologia i embriologia
kiebkow szyjnych, lecz dopiero w 1928 roku De Castro (Gonzalez i wsp., 1994) jako
pierwszy wysunal przypuszczenie, ze kigbki szyjne ,testuja” krew, a wigc sa organem
czuciowym. Gléwna ich rola polega na wykrywaniu zmian ci$nienia parcjalnego tlenu
(Pa ,), dwutlenku wegla (PaCO;) oraz stezenia jonéw wodorowych [H'] we krwi
tetniczej. Ktebki szyjne sa tonicznymi receptorami z niskg czestoscia wytadowan (<2

impulséw/sek/wlokno nerwowe), ktoére odgrywaja niewielka role w procesie regulacji



oddychania normoksyjnego (przy Pa ,=100 mmHg, PaC ,=40 mmHg i pH=7,4).
Znaczenie ich rosnie, gdy poziom Pa ;spada ponizej 60 mmHg (Kazemi i wsp., 2002).
Uznaje sig, ze s3 one odpowiedzialne za 95% wentylacji w hipoksji (Lahiri i wsp.,
1975), ktéra jest najsilniejszym, naturalnym bodZcem dla tych chemoreceptoréw oraz
za 20-50% wentylacji podczas kwasicy metabolicznej lub oddechowej (Gonzalez

1 wsp., 1992). Pozostata, znikoma cz¢$¢ odpowiedzi oddechowej zwigzana jest

z aktywacja mozliwych innych grup chemoreceptorowych, w przypadku hipoks;ji, oraz
chemoreceptorow osrodkowych w przypadku kwasicy i hiperkapnii. Kigbki szyjne
moga zosta¢ réwniez pobudzone przez podwyzszona temperaturg i osmolarnos¢, a takze
substancje farmakologiczne, jak trucizny metaboliczne, neuroprzekazniki lub substancje

bedace ich agonistami.

1.2. ANATOMIA KLEBKOW SZYJNYCH

Kiebki szyjne sa matymi (0,2 do 1,5 mm), owalnymi organami umiejscowionymi
obustronnie w szyi ssakow w okolicy rozgal¢zienia tetnicy szyjnej wspdlnej na t¢tnice
zewnetrzng i wewnetrzna, do ktdrej sa one przytwierdzone za pomoca tzw. wigzadla
Mayera (Khan i wsp., 1988). Waga kl¢bkéw szyjnych uzalezniona jest od gatunku
zwierzgcia. W przypadku kota, krolika czy szczura waza one odpowiednio: 0,55; 0,40;
0,06 mg (Gonzalez i wsp., 1994). Klebki szyjne zbudowane sg z dwoch typdw komorek
tworzacych tzw. gronka lub wysepki. Po raz pierwszy ,,gronkowy” charakter
parenchymy kigbkowej zostat opisany w 1900 roku przez A. Khona. Poszczegdlne
gronka oddzielone sa od siebie warstwa tkanki tacznej, ktéra formuje takze zewnetrzng
otoczke nadajac ostateczny ksztalt kiebkom. Pomigdzy gronkami, w otaczajace;j je
torebce lacznotkankowej, znajduja sie liczne naczynia kapilarne oraz zakonczenia

nerwowe. Komorki typu I, ktore sa whasciwymi komorkami chemoreceptorowymi,



wywodza si¢ z cewy nerwowej. Charakteryzuja si¢ owalnym, jasnym jadrem oraz
bogactwem organelli komérkowych takich jak: mitochondria, ktore zajmujg okoto 12-

15% powierzchni komérki chemoreceptorowej,

Ryc.1 Obraz morfologiczny kigbka szyjnego na poziomie mikroskopu $wietlnego. Zdjgcie przedstawia
»gronka” komérek z wyraznie zaznaczonymi ciemnymi jadrami (oznaczone strzatkami). Gronka te sg
perforowane przez naczynia kapilarne (K) i otoczone lita warstwa torebki tagcznotkankowej, w ktorej
»Zatopione” sa zakonczenia nerwowe (N). Powigkszenie pierwotne 0,4k. (Badania wiasne).

bogata strefa aparatu Golgiego, retikulum endoplasmatyczne szorstkie i gtadkie,
rybosomy, wakuole, lizosomy, centriole, mikrotubule oraz czasteczki glikogenu.
Najbardziej charakterystycznym elementem komorek chemoreceptorowych,

na podstawie ktdrego si¢ je identyfikuje morfologicznie, sa ziarnistosci sekrecyjne
wypetnione neuroprzekaznikami. Ze wzgledu na zréznicowang wielkos¢ (35-200 nm)
oraz zawartos$¢ pgcherzykow sekrecyjnych niektorzy autorzy wyrdzniaja trzy podtypy
komorek chemoreceptorowych (A, B, C) (Hellstrom i wsp., 1975; McDonald, 1981;
Mitchell i wsp., 1984). Komorki typu 11, zwane réwniez podporowymi, otaczaja
komorki typu I lub wciskaja si¢ swymi odnogami migdzy nie. W przeciwienstwie do
komorek typu I charakteryzuja si¢ ubostwem organelli komérkowych oraz brakiem

ziarnistosci neurosekrecyjnych. Komorki te, ktdrych rola jest dotad catkowicie



nieznana, porownywane sg do komorek glejowych w moézgu. Stosunek komorek typu I

do II wynosi okoto 5:1 (Perez-Garcia i wsp., 1992; Gonzalez i wsp., 1994).

Ryc. 2 Mikrografia przedstawia fragment kigbka szyjnego pochodzacego od 3 mies. szczura. Gronko
komoérek chemoreceptorowych (T 1) otoczone jest torebka facznotkankowa (L), w ktérej znajduja si¢
zakonczenia nerwowe (N), kapilary (K) oraz (J) jadra komédrek chemoreceptorowych. Powigkszenie

pierwotne 3k. (Badania wiasne).

Kiebki szyjne unaczynione sa przez jedng lub kilka tg¢tniczek ,,bioracych poczatek”
w odgalezieniu tetnicy szyjnej wspolnej oraz przez kapilary rozpoczynajace si¢
w gestym splocie naczyniowym znajdujacym si¢ na powierzchni organu. Kapilary te
uchodza do zyty szyjnej wewnetrznej lub do jednego z jej odgalezien. Wyroznia si¢

dwa typy kapilar drenujacych kiebki. R6znia si¢ one migdzy soba typem srodblonka,



srednica $wiatla oraz iloscia potaczen tetniczo-zylnych. Kapilary typu 1 stanowig okoto
60% wszystkich kapilar. Posiadaja one cienkg $ciane (< m) uformowang przez
okienkowy srédbtonek, posiadajacy na niektdrych segmentach mikrokosmki,
niekompletna ostone utworzona przez perycyty oraz btone podstawna. Srednica tych
kapilar zawiera si¢ w przedziale od 8 do 20 m. W odrdznieniu od kapilar typu 2 maja
one bezposredni kontakt z komorkami chemoreceptorowymi. Kapilary typu 2 maja stata
srednicg ~7 m, otoczone sg przez perycyty i nie posiadajg okienkowego $rddbtonka.
Naczynia krwiono$ne zajmuja okoto 1/4 do 1/3 catej powierzchni kigbkdéw szyjnych
(Gonzalez i wsp., 1994), co szesciokrotnie przewyzsza unaczynienie mézgu. Ponad
polowe unaczynienia klebkow stanowig naczynia mate, ktdrych $rednica wynosi od 5
do 12 pm. Dane te dotycza kota i szczura (C arke i wsp., 1993). Przeptyw krwi przez
klebki szyjne wynosi 2000 ml/min/g tkanki i jest wiekszy niz w jakiejkolwiek innej
tkance (Bee i wsp., 1993).

Unerwienie klgbkow szyjnych jest czuciowe, parasympatyczne i sympatyczne.
Unerwienie czuciowe kigbkdw stanowi nerw zatokowy, zwany rdwniez nerwem
Heringa, b¢dacy odgalezieniem IX nerwu czaszkowego, czyli nerwu jezykowo-
gardlowego. Do nerwu zatokowego dotaczaja si¢ rowniez pojedyncze widkna nerwowe
pochodzace od nerwu btednego. Badania McDonalda i Mitchella (1975) wykazaly, ze
ponad 95% widkien nerwu zatokowego stanowia wiokna aferentne, ktdrych ciata
komorkowe znajduja sie w zwoju skalistym, a nie w pniu mdzgu, jak poczatkowo
sadzono. Ostatnie badania neurochemiczne wykazaty, ze do nerwu zatokowego
przylaczaja si¢ rdwniez zazwojowe widkna wspdtczulne. Za tym odkryciem przemawia
fakt, iz istniejace w nerwie zatokowym NZ niewielkie ilosci noradrenaliny (NE) znikaja
po przecig¢ciu nerwu sympatycznego (Gonzalez i wsp., 1994). Glowne unerwienie

wspoiczulne kigbkow szyjnych pochodzi ze zwoju szyjnego gérnego i dociera do nich



poprzez nerw zwojowo-kigbkowy. Wigkszo$¢ widkien tego nerwu dociera tez do
pobliskich naczyn krwiono$nych bez penetracji tkanki klebkéw szyjnych, regulujac

w nich przeptyw krwi, co ma ogromny wplyw na chemorecepcj¢. Zakonczenia
nerwowe znajdujace si¢ w apozycji do komorek chemoreceptorowych charakteryzuja
si¢ duzym polimorfizmem. Mozna wsrdd nich wyréznié¢ zakonczenia, ktérych
powierzchnia kontaktowa z komorka chemoreceptorowg jest mniejsza niz1 m oraz
takie gdzie powierzchnia ta jest wigksza niz 10 m . Zakonczenia nerwow
sympatycznych posiadaja zwykle male synapsy (Gonzalez i wsp., 1994). Zasadnicza
réznica miedzy przedzwojowymi zakonczeniami ruchowych i czuciowych nerwow
sympatycznych polega na ilosci pgcherzykéw przypadajacych na jednostke powierzchni
synapsy. W zakonczeniach czuciowych, w szczurzych kiebkach szyjnych, wystepuje
$rednio 20,9 pecherzykow z jasnym rdzeniem ,,clear core”/ m*i 7,7 pgecherzykow

z ciemnym rdzeniem ,,dense core”/ m , podczas gdy w zakonczeniach ruchowych
proporcje te wygladaja nieco inaczej (81,3 ,,clear core” pecherzykow/ m*i 7,7 ,,dense
core” pgcherzykow/ m®) (Biscoe, 1971). Niemniej jednak nie jest to cecha, ktéra
pozwalalaby na jednoznaczna klasyfikacje typow zakonczen nerwowych. Ilos¢
zakonczen przypadajacych na jedng komorkg chemoreceptorowa jest cecha gatunkowa

1 wynosi odpowiednio: u szczura ok. 1, a u kota ok. 1,7 (McDonald, 1981).

1.3. CZYNNOSC KLEBKOW

Pobudzenie wentylacji ptuc jest podstawowym, widocznym efektem stymulacji
klebkow szyjnych. Moga one wptywac réwniez na czynnos$¢ innych mechanizméw
odgrywajacych rol¢ w utrzymaniu homeostazy w organizmie ssakow (Fitzgerald, 2000).
Moja praca koncentruje si¢ na oddechowej funkcji kigbkow szyjnych. Dla chemiczne;j

regulacji oddychania zachodzacej za posrednictwem kigbkéw szyjnych, podstawowa



sprawa jest proces przekaznictwa sygnalu w komoérce chemoreceptorowej, od momentu
jego dotarcia do blony komorkowej poprzez przeksztalcenie wewnatrz komorki az po
zwigkszong ,,impulsacj¢” bioelektryczna w zakonczeniu nerwowym, prowadzaca do
pobudzenia o$rodkowego ukiadu nerwowego (OUN).

Mechanizmy te jednak wciaz wymykaja si¢ naukowej weryfikacji nie pozwalajac
na petne zrozumienie problemu. W zwiazku z tym stworzono szereg hipotez, ktore
pomoglyby zobrazowa¢ procesy zachodzace we wngtrzu komorki kigbkowej oraz
zidentyfikowa¢ pierwszorzgdowy ,,czujnik” tlenu. W czasie trwajacych dekady badan
nad tym zagadnieniem wysunigto wiele hipotez co do natury tego ,,czujnika”.
Sugerowano, ze czujnikiem tym moga by¢ komorki chemoreceptorowe kiebkdéw
szyjnych, aferentne wlokna nerwowe, zw¢j skalisty, a nawet komorki podporowe (typ

IT) kiebkow szyjnych (Fidone i wsp., 1988).

Ryc.3 Oddechowe i pozaoddechowe funkcje kigbkéw szyjnych.

Ostatnio przeprowadzone badania zdaja si¢ jednak potwierdzaé stusznosé
wysunietej, w 1926 roku, przez De Castro teorii, ze przekaznictwo sygnatu rozpoczyna
si¢ w komorkach chemoreceptorowych (Ponte i wsp., 1989; Monteiro i wsp., 1996;

Nurse 1 wsp., 1999). Pytanie jednak czy wszystkie komorki chemoreceptorowe sa



wrazliwe na hipoksj¢ pozostaje bez jednoznacznej odpowiedzi. Istnieje przypuszczenie,
ze komorki te nie stanowig homogennej populacji. R6znice migdzy nimi polegaja nie
tylko na typie unerwienia (McDonald, 1977), ale réwniez na kompozycji
neuroprzekaznikow w poszczegdlnych komorkach (Verna i wsp., 1993).

W zwiazku z tym, ze przekaznictwo sygnalu moze nastgpowac tylko w niektérych
z nich, prawdopodobnie tych, ktére posiadaja aferentne unerwienie, natomiast
pozostate, dzigki potaczeniom migdzykomérkowym, reguluja aktywnos$¢ tego procesu
(Gonzalez 1 wsp, 1994). Bazujac na ostatnio przyj¢tej teorii, ze hipoksja powoduje
uwolnienie neuroprzekaznikéw z komorek chemoreceptorowych klgbkdéw szyjnych
zwigkszajac tym samym czgstos¢ wytadowan w aferentnych zakonczeniach
nerwowych, skupiono si¢ na problemie, w jaki sposéb zmiany poziomu tlenu we krwi
t¢tniczej moga powodowaé uwolnienie neuroprzekaznikow.

Jednym z domniemanych ,,czujnikéw” tlenu moze by¢ hem i/lub biatka, wrazliwe
na zmiany stanow redox, znajdujace si¢ w blonie komdérkowej komorek
chemoreceptorowych oraz procesy biochemiczne powiazane z tymi biatkami (Lahiri
i wsp., 2001). Innym natomiast moga by¢ kanaty K*, ktérych zablokowanie pod
wplywem hipoksji powoduje zwickszenie poziomu wewnatrzkomérkowego K,
depolaryzacj¢ blony komdérkowej, naptyw Ca“” do komérki i uwolnienie
neuroprzekaznikdw na drodze egzocytozy.

Rola cytochromow mitochondrialnych

Za jeden z dominujacych ,,czujnikdw” tlenu uwaza si¢ cytochromy
mitochondrialne. Wiele enzymow bioracych udzial w produkcji energii
w mitochondriach posiada w swej budowie hem oraz duze powinowactwo do taczenia
si¢ z tlenem. Na tej podstawie sugerowano, ze mitochondria moga posiadac¢ rowniez

cytochromy o bardzo niskim powinowactwie do tlenu, ktore petnityby funkcj¢



»czujnikow” tlenu. Poparciem tej hipotezy bylo odkrycie przez Biscoe i wsp. (1989), iz
hipoksja depolaryzuje bton¢ mitochondrialng w klgbkach oraz, ze substancje jak
cyjanek czy antymycyna A powodujg zahamowanie transportu elektronow

w mitochondriach i rozprz¢zenie fosforylacji oksydacyjnej stymulujac chemoreceptory
kigbkow szyjnych (Mulligan i wsp., 1982; Gonzalez i wsp., 1994). Wada tej teorii jest
jednak fakt, iz do tej pory nie zlokalizowano w kigbkach cytochroméw o niskim
powinowactwie do tlenu oraz brak wyjasnienia, w jaki sposdb stany oksydacyjne
cytochroméw mitochondrialnych moga powodowaé zwigekszong aferentacje nerwow.
Teoria o pierwszoplanowe;j roli cytochroméw mitochondrialnych taczy si¢ bezposrednio
z najstarszg hipoteza dotyczacg przekaznictwa sygnatu w kigbkach szyjnych, tzw.
hipoteza metaboliczna, ktdra zakladala, ze zmniejszenie metabolizmu energetycznego
komorki i zwiazane z nim obnizenie produkcji ATP powoduje zahamowanie procesow
biochemicznych zaleznych od niego. Szybki rozwdj technik badawczych w ostatnich
latach umozliwit pomiar poziomu ATP w komdrce ujawniajac, iz hipoksja, jak i inne
bodzce, w stezeniach maksymalnie stymulujacych chemoreceptory nie obniza w istotny
sposéb ilosci produkowanego ATP (Gonzalez i wsp., 2002). Brak obnizenia si¢
poziomu ATP w komodrkach moze by¢ jednak spowodowany poczatkowym wzrostem
glikolizy, ktdéra utrzymuje ATP na poziomie pozwalajacym na pobudzenie
chemoreceptorow (Lahiri i wsp., 2001). Kolejnym dowodem na poparcie stusznosci
hipotezy metabolicznej jest wptyw $wiatla na aktywnos$¢ ktebkow szyjnych,

w obecnos$ci wysokiego poziomu CO. Wzrost PaCO z 75 do 550 mmHg stymuluje
chemoreceptory w ciemnosci. Reakcja ta jest odwracana w obecno$ci $wiatta. Badania
fotochemiczne wykazaty, ze widmo tworzacego si¢ kompleksu [Fe“"] hemoproteina +
CO odpowiada absorpcji kompleksu cytochromu aa’ (cyt. aa’) i CO. Co moze

przemawiac za tym, ze cyt. aa’ bylby ,,czujnikiem” tlenu (Lahiri i wsp., 2001)



Rola enzymoéw

Niemitochondrialne enzymy takie jak NADPH-oksydaza, syntaza tlenku azotu
(NOS) czy oksygenaza hemowa (HO), ktére w swej budowie rowniez zawieraja hem
1 wymagaja tlenu do dziatania. Enzymy te wystepuja w komorkach
chemoreceptorowych kigbkow szyjnych.

Poczatkowo NADPH-oksydaza byla opisywana jako kompleks wystgpujacy

wylacznie w neutrofilach i generujacy wolne rodniki tlenowe (gtdwnie O, , OH).

Dopiero Gorlach i wsp. (1993) zidentyfikowali w komoérkach HepG2
niemitochondrialny cytochrom b558, ktéry mdgt odgrywac istotna rolg w procesie
ekspresji gendw podczas hipoksji. Pdzniejsze badania potwierdzity fakt, iz enzym ten
wystepuje w blonie komdrkowej komoérek chemoreceptorowych. Jest on
odpowiedzialny za produkcj¢ wolnych rodnikow, w ilosciach zaleznych od ilosci tlenu
oraz za regulacj¢ aktywnosci kanatéw K*. Badacze jednak nie sa zgodni, co do tego czy
poziom wolnych rodnikéw spada (Acker, 1993; Archer i wsp., 1993; Paky i wsp., 1993;
Halliwell i wsp., 1999; Prabhakar i wsp., 2000) lub wzrasta (Chandel i wsp., 2000a;
Chandel i wsp., 2000b; Kietzmann i wsp., 2000; Lahiri i wsp., 2001; Gonzalez i wsp.,
2002) w czasie hipoksji, co powoduje zahamowanie kanatéw K*, depolaryzacje btony
komorkowej, aktywacje kanatéw Ca”", naptyw Ca”* do komorki i uwolnienie
neuroprzekaznikow. Wielu badaczy uwaza NADPH-oksydaze za pierwszoplanowy
»czujnik” tlenu (Cross i wsp., 1990; Kummer i wsp., 1995). Réwnolegle prowadzone
badania dowodzg jednak, ze NADPH-oksydaza moze nie odgrywaé kluczowe;j roli

w mechanizmach wyczuwania zmian ci$nienia parcjalnego tlenu. Obeso i wsp. (1999)
zaobserwowali, ze podanie selektywnych inhibitorow dla NADPH-oksydazy, jakimi sg
neopteryna czy tlenek arsenu, nie wywotuje efektu hipoksji czy sekrecji katecholamin

z kiebkdéw szyjnych.

-10 -



Rola kanaléw jonowych

Prabhakar i wsp. (2000) zasugerowali kanaly jonowe jako gtowny ,,czujnik” tlenu.
Jednak ze wzgledu na réznorodno$¢ w ich budowie, wyrdznia si¢ przynajmniej cztery
typy kanatow K*. W zaleznosci od gatunku zwierzecia oraz odmiennosci
mechanizméw, ktére moduluja prad potasowy, sugeruje sig, ze zahamowanie kanalow
K" nie zachodzi bezposrednio pod wplywem niskiego Pa 5, ale takze za posrednictwem
wewnatrzkomorkowych standéw redox (GSH/GSSG). Wzrost wspoétczynnika
GSH/GSSG podczas hipoksji by¢ moze powoduje zmiang ilosci tioli 1 dwusiarczkow
w biatkach kanatowych, przez co zmienia si¢ przewodnictwo kanaléw prowadzac do
depolaryzacji btony i aktywacji kanatéw wapniowych ( L, N, P, Q, R), co odbywa si¢
przy wspédtudziale kinazy biatkowej. Najwigkszy udzial w tym procesie odgrywaja
kanaly wapniowe typu L. Istnieja réwniez dowody na to, ze wysoki poziom wapnia,
ktéry jest bardzo istotny w procesie przekazywania sygnatu hipoksyjnego nie zalezy
tylko od aktywnosci kanaléw wapniowych, ale réwniez od uwolnienia zasobéw Ca
znajdujacych si¢ w mitochondriach i siateczce endoplazmatycznej (ER). Jednak same
zasoby wapniowe (przy zablokowanych kanatach Ca ') nie wystarcza do zainicjowania
sekrecji neuroprzekaznikdéw i zwigkszenia ilosci wytadowan w nerwie zatokowym
(Labhiri 1 wsp., 1996; Pozzan i wsp., 2000; Lahiri i wsp., 2001). Gléwnym zarzutem dla,
wydawatoby si¢ logicznej, hipotezy kanalowe;j jest to, ze kanaly potasowe ulegaja
maksymalnemu zahamowaniu przy Pa ; rownym 85 mmHg, a nie przy 30-40 mmHg,
kiedy to nastepuje maksymalne uwolnienie neuroprzekaznikéw i pobudzenie kigbkow
szyjnych. Jak do tej pory, najbardziej prawdopodobna wydaje si¢ by¢ hipoteza
mieszana, ktéra obrazuje Ryc.4, gdzie wszystkie elementy wspolgraja ze soba

wzajemnie si¢ uzupetniajac.
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Ryc.4 Schemat przedstawia proponowany model przekaznictwa sygnatu nerwowego w komdrkach
chemoreceptorowych kiebkow szyjnych. (Ramadan A. i wsp. Current Preumology 4: 65-69, 2000).
Reprodukcja za zgodq wydawcy.

Na funkcjonowanie kigbkdéw w istotny sposéb wptywaja réwniez tlenek azotu
(NO) i tlenek wegla (CO). Sa to gazowe neuromodulatory o podobnej masie
czasteczkowej (30,01 i 28,01 g/mol), ktére oddziatuja na aktywnos¢ kigbkdw szyjnych
poprzez regulacj¢ przeptywu krwi. Ponadto NO moze ograniczaé zuzycie tlenu poprzez

wspotzawodnictwo z tlenem o miejsce w ferrocytochromie  znajdujacym si¢

-12-



w mitochondriach. Moze on modulowaé neurosekrecj¢ poprzez kontrolowanie poziomu
2 . . . . , .. . . ’ .
Ca“" w cGMP-zaleznym mechanizmie. Moze réwniez zmniejszaé produkcje H,0,

poprzez wylapywanie anionéw nadtlenkowych (Ryc.5).

Ryc. 5 Regulacja aktywnosci nerwu zatokowego poprzez CO i NO na drodze procesdéw cGMP zaleznych.
Kiegbki szyjne (KS), nerw zatokowy (NZ) (zmodyfikowana za Lahiri i wsp., Int. J. Biochem. Cel B. 33:
755-774, 2001).

Rola neuroprzekaznikow

Wigkszo$¢ teorii dotyczacych mechanizméw chemorecepcji w kiebkach szyjnych
uwzglednia w nich udzial neuroprzekaznikdéw i neuromodulatorow. Do tej pory
w kigbkach szyjnych zidentyfikowano szerokie spektrum neuroprzekaznikow
1 neuromodulatoréw, ktérych rola nie jest w pelni poznana. Do najwazniejszych z nich
zalicza si¢: acetylocholing, katecholaminy, adenozyng, bombazyne, cholocystokinine,
galamine, neuropeptyd Y, peptydy opioidowe, prostacykliny, serotoning, kwas
y-aminomastowy (GABA), natridiuretyczny peptyd przedsionkowy, tachikining oraz
wiele innych. Do pierwszoplanowej roli w klebkach szyjnych pretenduje przede
wszystkim acetylocholina (ACh) i dopamina (DA). Hipoteza cholinergiczna jest

najstarsza dotyczaca przekaznictwa sygnalu w kigbkach szyjnych. Kluczowa role w niej
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odgrywa ACh. Na rozwdj tej hipotezy niewatpliwie miat wptyw Dale, ktory w 1914
roku jako pierwszy wyizolowal ACh i zademonstrowat wptyw tego neuroprzekaZznika
na nerwy parasympatyczne (Nurse i wsp., 1999; Fitzgerald, 2000). Wydawaloby sig, ze
ACh jest idealnym neuroprzekaznikiem. Przemawiato za tym odkrycie w komorkach
chemoreceptorowych acetylotransferazy cholinowej (ChAT), enzymu
odpowiedzialnego za syntez¢ ACh, receptorow M1 i M2 oraz zjawiska zwigkszania
wydzielania ACh podczas hipoksji. Glowny dowod swiadczacy przeciwko ACh polegat
jednak na tym, ze cho¢ blokery cholinergiczne hamujg odpowiedz klgebkow na
acetylocholing, to nie hamuja ich odpowiedzi na hipoksj¢ lub inne bodzce (Gonzalez

1 wsp., 1994). Ostatnio hipoteza cholinergiczna zaczyna ponownie odzywa¢. W latach
1994-2000 Fitzgerald udowodnit, ze perfuzja kiebkow szyjnych normoksyjnym ptynem
Ringera zawierajacym odpowiednio galaning (bloker receptoréw muskarynowych M2),
piranzeping (bloker receptorow M1), atroping (bloker M1 i M2) oraz mylanyloaming
(bloker receptorow nikotynowych) powoduje znaczne zmniejszenia efektu wywotanego
hipoksja w przypadku wszystkich wspomnianych blokeréw, z wyjatkiem galaniny,
gdzie zaobserwowano wzrost odpowiedzi. Sugeruje to, ze receptory M2 maja hamujacy
wplyw na czynnos$¢ chemoreceptorow, ale ich udzial w odpowiedzi na hipoksje¢ jest
stabszy w poréwnaniu z pobudzajacym wplywem receptoréw M1 (Fitzgerald, 2000).
Niewyjasnione pozostaje jednak czy substancje te zmniejszajg ilo$ci produkowane]
ACh poprzez blokadg¢ receptoréw presynaptycznych czy postsynaptycznych.

Dopamina (DA) jest gléwna katecholaming wystg¢pujaca w kigbkach szyjnych.
Podobnie jak ACh spelnia wszystkie kryteria, jakie powinien spetnia¢ neuroprzekaznik.
Zaréwno DA jak i enzymy limitujace jej synteze obecne sa w komédrkach
chemoreceptorowych klebkow szyjnych. Hipoksja i inne bodzce powoduja uwolnienie

DA w ilosciach zaleznych od sily bodZca i od aktywnos$ci w nerwie zatokowym. Jednak
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egzogennie podana DA, w zaleznosci od gatunku i od dawki czy okolicznosci
doswiadczalnych, powoduje hamujacy efekt na aktywnos$¢é chemoreceptorow (Gauda

1 wsp., 2000). Gonzalez i wsp. (1994) zaproponowali hipoteze o istnieniu
presynaptycznych autoreceptoréw D, na komérkach typu I, ktére majg duze
powinowactwo do DA. W zwiazku z tym niskie dawki DA powoduja blokade dalszego
wydzielania DA, natomiast postsynaptyczne receptory D, o matlym powinowactwie do

DA, zostaja pobudzone przez duza dawke DA.

1.4. ODPOWIEDZ ODDECHOWA NA HIPOKSJE

Odpowiedz oddechowa na ostra hipoksje hipoksyjna, czyli zwigzana z niedoborem
tlenu w powietrzu wdychanym i konsekwentnie w pgcherzykach plucnych i krwi
tetniczej jest podstawowym wskaznikiem stanu czynnosci uktadu oddechowego.
Odpowiedz ta wykazuje znaczne réznice w zaleznosci od metody badawczej, sity
bodzca, czy czasu jego dzialania. Stosuje si¢ kilka metod na okreslenie tej odpowiedzi.
Najczesciej uzywang metoda jest tzw. metoda ,,steady-state” polegajaca na wdychaniu
mieszaniny gazow o stalym poziomie tlenu. Wentylacja zaczyna wzrasta¢ w ciagu kilku
sekund od podania bodzca, osiagajac maksimum po kilku minutach od poczatku testu.
Po nastepnych kilku minutach nast¢puje spadek wentylacji utrzymujacy si¢ jednak
powyzej linii podstawowej. Test kontynuuje si¢ zwykle do momentu fazy depresji, tzw.
»roll-off”, ktorego etiologia nie jest w pelni wyjasniona. Przy obnizeniu poziomu Pa ;
do okoto 40 mmHg wentylacja ptuc zwykle podwaja si¢. W metodzie tej zwykle, choé¢
nie zawsze, utrzymuje si¢ drugi bodziec chemiczny, CO,, na staltym poziomie, by
unikna¢ interakcji miedzy bodzcami i by mierzona odpowiedz oddechowa zwiazana

byla z czynnoscia tylko jednej grupy chemoreceptoréw. W przypadku hipoksji chodzi
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o chemoreceptory klgbkéw szyjnych. W mojej pracy zastosowatam t¢ technike do
badania odpowiedzi oddechowych na ostra hipoksj¢ o dwoch poziomach nasilenia
bodzca, co umozliwia okreslenie nie tylko odpowiedzi oddechowej, ale i jej
wzmocnienia, tzw.,,gain", wraz z narastaniem sity bodzca.

Inng metoda jest test progresywnej hipoksji polegajacy na oddychaniu zwrotnym.
Wdychany jest ten sam gaz, ktéry zostat usunigty z ptuc, w zwigzku z tym zawartosé
tlenu stopniowo maleje. Test ten trwa kilka minut, a ksztalt odpowiedzi jest
hiperboliczny i zaczyna gwaltownie narasta¢ po obnizeniu Pa ; <60 mmHg.

W metodzie tej wentylacja ptuc nie osiaga stalego poziomu, narasta stale wraz

z poglebiajacym si¢ spadkiem zawartosci tlenu we wdychanej mieszaninie gazowej.
Jeszcze inna metoda, rzadziej stosowana, opiera si¢ na interakcji migdzy bodzcami
hipoksyjnymi i hiperkapnicznymi. Bada si¢ odpowiedz na hiperkapnig, metoda
zwrotnego oddychania, przy wysokim i niskim poziomie tlenu w mieszaninie
wdychanej. Roznica w nachyleniu linii regresji opisujacej odpowiedz oddechowa na
CO, okreslana jest jako wyraz napgdu hipoksyjnego, gdyz spowodowana jest réznym
nasileniem stosowanych bodzcow hipoksyjnych. Metoda ta zwykle zwigzana jest

z trudno$ciami interpretacyjnymi zwigzanymi ze skojarzeniem dwoch bodzcéw
chemicznych oddzialtywujacych na te same receptory. Istnieje tez metoda polegajaca na
podaniu czystego tlenu na 1-3 wdechy w trakcie oddychania mieszanka hipoksyjna. Jest
to tzw. test Dejour’a. Z wielko$ci zahamowania oddychania hipoksyjnego przez tlen,
ktéry wytacza kigbki szyjne, oblicza si¢ udziat kigbkdw, czyli czutos¢ odpowiedzi na
hipoksj¢. Metoda ta jest mato doktadna i wymaga wielokrotnego powtarzania dla

poprawnej interpretacji wynikow.
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1.5. ZMIANY ODPOWIEDZI ODDECHOWEJ NA HIPOKSJE

ZALEZNE OD WIEKU

Od lat odpowiedz oddechowa na hipoksje podlega wnikliwym badaniom. Badany
jest miedzy innymi wplyw wieku na t¢ odpowiedz. Badacze nadal jednak nie sg zgodni,
co do tego wplywu. Wielu z nich twierdzi, iz wiek powoduje ostabienie odpowiedzi na
hipoksje (Peterson i wsp., 1981; Poulin i wsp., 1993; Klawe i wsp., 2003), czasem
niemal o polowe (Kronenberg i wsp., 1973), inni natomiast twierdza, ze odpowiedz ta
zmienia si¢ W minimalnym stopniu lub wcale (Hirshman i wsp., 1975; Ahmed i wsp.,
1991; Smith i wsp., 1992; Marczak i wsp., 2002).

Starzenie jest procesem bardzo zlozonym. Mozna zatem przypuszczac, iz na
spadek odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ (zakladajac, ze taki istnieje) wplywa
szeroka gama czynnikdéw. Pierwszym Zrédlem zmian w reaktywnosci odpowiedzi
oddechowej moze by¢ osrodkowy uklad nerwowy (OUN), a doktadniej szybkosé¢, z jaka
sa generowane i przewodzone impulsy nerwowe. O tym, Ze aspekt osrodkowy istnieje,
moze $wiadczy¢ spadek cisnienia okluzji w trakcie testu hipoksyjnego z wiekiem
(Peterson i wsp., 1981). Cisnienie to jest wyktadnikiem mézgowego napgdu
oddechowego. Jest ono mierzone w jamie ustnej w 100 lub 200 ms od poczatku
wdechu, a wigc w okresie, w ktorym brak jeszcze przeptywu powietrza w drogach
oddechowych i odzwierciedla sitg¢ skurczu izometrycznego mig$ni wdechowych
(Whitelaw i wsp., 1975). Drugim etapem, na ktorym moga wyst¢powac zaburzenia, jest
mechanika ptuc i klatki piersiowej. Objawiaja si¢ one mig¢dzy innymi ostabieniem silty
1 sprezystosci migsni oddechowych, a takze zmniejszeniem si¢ powierzchni oddechowe;j
pluc spowodowanej zanikiem pgcherzykéw ptucnych i przyrostem tkanki taczne;.

Degeneracji ulegaja widkienka elastynowe stanowiace strukturalng podpore dla
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pgcherzykéw ptucnych. Wraz z wiekiem zmienia si¢ ich stosunek do wiokienek
kolagenowych, ktéry w mlodym wieku wynosi 2:3. Zmianie ulega rowniez sktad

1 szybko$¢ produkowanego surfaktantu (Peterson i wsp., 1981; Poulin i wsp., 1993).
Odbiciem spadku dynamicznej podatnosci ptuc i klatki piersiowej sq zwigkszone opory
oddechowe, zwtaszcza w drobnych drogach oskrzelowych, powodujace wzrost
czynno$ciowe]j pojemnosci zalegajacej i spadek pojemnosci zyciowej ptuc. Zmiany

w odpowiedzi oddechowej moglyby by¢ takze spowodowane procesami zachodzacymi
z wiekiem w parenchymie kigbkow szyjnych. Jednak procesy te i ich etiologia nie sg

dotad w pelni poznane. Patrz podrozdziat 1.9. (Badania nad kigbkami szyjnymi).

1.6. ZMIANY W TETNICACH SZYJNYCH ZWIAZANE
Z WIEKIEM

Czynnos¢ kigbkow szyjnych jest bezposrednio uzalezniona od bogatej sieci
naczyniowej zaopatrujacej organ w krew tetniczg i od kontaktu kapilar z komérkami
chemoreceptorowymi umozliwiajacego natychmiastowa percepcj¢ spadku cisnienia
parcjalnego tlenu. Klgbki szyjne znajduja si¢ w miejscu rozwidlenia tgtnicy szyjnej na
tetnice zewngtrzng i wewnetrzna. Wszelkie rozwidlenia i zagigcia naczyn, ze wzgledu
na zawirowania w przeplywie krwi, sa najbardziej narazone na powstawanie blaszki
miazdzycowej (Sachais, 2002). Badania Zarinsa i wsp. (1983) wykazaly, ze tgtnica
szyjna wewngtrzna jest znacznie bardziej narazona na zmiany miazdzycowe niz t¢tnica
zewngtrzna czy wspdlna. Tetnica zewngtrzna i wewngtrzna naleza do tzw. tetnic typu
mig¢$niowego. Poza tym mozna wyroznic¢ takze tgtnice typu sprgzystego oraz tgtnice
matle tzw. tetniczki. Wszystkie one okreslane s3 wspolng nazwa; t¢tnic wlasciwych,
ktorych srednica przekracza 50 um. Ich §ciany zbudowane sa z kilku warstw i typodw
komorek. Najbardziej wewngtrzng stanowi warstwa komorek srodbtonkowych, ktéra od

zewnatrz otacza blona podstawna oraz warstwa widkien kolagenowych tworzaca tzw.
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blong elastynowa wewnetrzng. Ponizej tej warstwy leza komorki miesni gladkich,
migdzy ktérymi przebiegaja widkna nerwowe, ktdrych zakonczenia stykaja si¢

z najbardziej zewnetrzng warstwa miocytow otoczonych widknami kolagenowymi,
tworzacymi gruba btong elastynowa zewnetrzng zwang rowniez przydanka.

Srodbtonek naczyniowy dtugo postrzegano jako ,,warstwe celofanu zawierajaca
jadra komdrkowe”, tzn. bierna, cho¢ selektywna warstwe wyscielajaca naczynia
krwionosne i limfatyczne, pelniagca rol¢ mechanicznej przegrody pomiedzy krwig
a otaczajacym naczynia tkankami. Dopiero w latach 60 XX wieku Sir Howard Fleming
skorygowat te teori¢ (Chlopicki i wsp., 2002). Rozwdj technik badawczych w latach 70-
80 pozwolit na doktadniejsze poznanie ultrastruktury komoérek srodbtonkowych, ich
interakcji z komérkami krwi, odkrycie mediatorow srodbtonkowych oraz ich czynnosci
biochemicznych. Komorki srodbtonkowe sg jednojadrowymi elementami
o wielokatnym lub wydtuzonym ksztalcie, szerokosci 10-15 m i dtugosci 25-50
(Socha, 1996). Oprécz typowych organelli komorkowych zawieraja charakterystyczne
tylko dla nich struktury cytoplazmatyczne zwane ciatkami Weibla-Palade a. Struktury
te zwigzane sa z sekrecja czynnika von Willebranda, b¢dacego biatkiem no$nikowym
VIII czynnika krzepnigcia. Ponadto, w komdrkach srédblonkowych znajduja si¢ liczne
pecherzyki pinocytarne transportujace przerdzne substancje. Na transport przez sciang
naczynia ma wplyw takze typ potaczen miedzy komoérkami. Opisane zostaty
nastgpujace typy: strefy zamykajace (zonulae occludante, fuscia occludens), potaczenia
typu nexus (gap junction),strefy przylegania (zonulae adherentes) oraz syndesmosy
(complexus adherentes). Lokalizacja ich jest uzalezniona od umiejscowienia oraz od
funkcji narzadu. Na podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym wyrézniono

trzy zasadnicze typy srédblonkow:
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a) bezokienkowy wyst¢pujacy gtownie w migsniach, osrodkowym uktadzie

nerwowym, siatkdwce, grasicy i gruczotach ptciowych
b) okienkowy

- z okienkami otwartymi np. w kigbuszkach nerkowych

- zamknigtymi przepona: w gruczotach dokrewnych, kosmkach jelitowych, ciatku

rzgskowym, splocie naczyniowkowym
c) nieciagly - jego cecha oprdocz okienek jest obecnos¢ niepetnej blony podstawne;j.

Wystepuje w naczyniach zatokowych w watrobie, szpiku i sledzionie (Risau, 1995).

Roéznorodnosé¢ komorek srodbtonkowych zwiazana jest nie tylko z cechami
morfologicznymi czy funkcjonalnymi, ale takze z ich antygenowoscig i charakterystyka
biochemiczna. Oprdcz odrgbnosci w ekspresji antygenow gtownego uktadu zgodnosci
tkankowej (MHC) srodbtonki réznig si¢ migdzy soba takze receptorami
powierzchniowymi, synteza cytokin i aktywnoscia enzymdw. T¢ réznorodnosé
wykazano nie tylko pomig¢dzy naczyniami, ale nawet w obrgbie tego samego naczynia.
Cecha charakterystyczna komorek srédbtonkowych jest bogactwo produkowanych

przez nie substancji biologicznych mogacych regulowaé czynno$¢ naczyn. Do
najbardziej znanych nalezy tlenek azotu (NO) wytwarzany przez syntazg¢ tlenku azotu
(NOS-3, charakterystyczna dla komorek srédbtonkowych), prostacyklina,
prostaglandyny, metabolity kwasu arachidonowego oraz metabolity
N-arachidonylofosfatydyloetanolaminy. Ponadto inne mediatory lipidowe (np. PAF,
LTCy), peptydowe (np. endotelina-1) oraz mediatory drobnoczasteczkowe jak anion
nadtlenkowy (O, ), nadtlenek wodoru wytwarzany przez NAD(P)H i tlenek wegla (CO)
wytwarzany przez oksygenaze¢ hemowa. Poza tym, $rodbtonek produkuje cala gamg
mediatoréw homeostazy naczyniowe;j takich jak: plazminogen tkankowy (TPA),

inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), trombomodulina, biatko C, czynnik
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tkankowy (TF), inhibitor czynnika tkankowego (TFPI) aktywowany przez trombine,
inhibitor fibrynolizy (TAFI), czy czynnik von Willebranda. Wazna role¢ spetniajq
rowniez czynniki wzrostowe (GM-CSF, TGF , IGF-1), cytokiny (IL-6, IL-8) oraz
chemokiny (MCP-1). Od wspdtdziatania wszystkich elementéw zalezy utrzymanie
prawidlowej czynno$ci srédblonkdéw, a co za tym idzie homeostazy w ukladzie
krazenia.

Obecnie wiadomo, ze dysfunkcja sroédblonkow towarzyszy nie tylko chorobom
typu kardiopatologicznego, ale rowniez miazdzycy, nadcisnieniu ptucnemu
1 systemowemu, niewydolnosci krazenia, wstrzasowi septycznemu, ARDS, cukrzycy,
chorobom endokrynologicznym, reumatoidalnemu zapaleniu stawdw, rzucawce,
zespolowi policystycznych jajnikdw czy anemii sierpowatej (Quyyumi, 1998).
Mechanizmy prowadzace do uposledzonej czynnosci srédbtonkoéw nie sa w pelni
poznane. Mozna przypuszczac, ze pewne elementy tego uposledzenia sa wspdlne dla
réznych chordb, inne natomiast sa przypisane tylko $cisle okreslonej chorobie.
Na plaszczyznie biochemicznej, poznanym wspdlnym elementem dla wszystkich
wymienionych patologii jest uposledzenie produkcji NO. Jednak mechanizméw
prowadzacych do uposledzenia produkcji NO moze by¢ bardzo wiele np. niedobor
kofaktora syntazy NO takiego jak tetrahydrobiopteryna (BH,) 1 substratu jak L-argininy
(przy ich niedoborze NOS staje si¢ reduktaza i wytwarza O, zamiast NO), czy
podwyzszony poziom niesymetrycznej L-metylo-argininy bedacej endogennym
inhibitorem NOS-3. Zmniejszona aktywno$¢ NO moze by¢ takze spowodowana
zwigkszong produkcjg O, przez oksydazg NAD(P)H. Do dezaktywacji NOS moze
prowadzi¢ rdwniez jej glikozylacja lub zwigkszona aktywno$¢é kaweoliny-1 tworzacej
z NOS-3 nieaktywny kompleks (Feron i wsp., 2001). Poza tym zwigkszona ekspresja

NOS-2 (charakterystycznej dla komdrek nerwowych) moze rowniez wtdrnie uposledzaé
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aktywnos¢ NOS-3. Ostatnio ktadzie si¢ nacisk na stres oksydacyjny powstajacy na
skutek nadmiernej produkcji O, , a takze zmniejszonej produkcji dysmutazy
nadtlenkowej (SOD) i reduktazy glutationowej (GSH) (Robert, 1996, Barton i wsp.,
1997; Nickering i wsp., 2002).

Wyro6znione zostaly trzy typy SOD: SOD mitochondrialna zawierajaca mangan,
SOD cytozolowa zawierajaca w swej budowie miedz i cynk oraz SOD
zewnatrzkomoérkowa. Najwazniejsza rolg w regulacji biosyntezy NO odgrywa SOD
cytozolowa, ktérej inhibicja powoduje produkcj¢ NO, a takze pewnych ilosci azotynow
1 azotanow. SOD jest gléwnym elementem systemu chroniacego organizm przed
szkodliwym dziataniem wolnych rodnikow. Majac duze powinowactwo do O,
konkuruje z NO, dzigki czemu unieszkodliwia rodnik tlenowy, a takze zapobiega
powstawaniu rodnikéw peroksynitrylowych i hydroksylowych, ktére sa gtéwnymi
sprawcami uszkodzen w komérkach, oraz utlenieniu grup sulfthydrolowych i lipidow

o niskiej gestosci (LDL).

1.7. PRZYCZYNY POWSTAWANIA DYSFUNKCJI
SRODBLONKOW W MIAZDZYCY ORAZ GLOWNE ETAPY

TEGO PROCESU

Wszelkie znane dotychczas czynniki ryzyka miazdzycy takie jak: nadcisnienie,
palenie, cukrzyca, dna moczanowa, menopauza, otytos¢, brak ruchu,
hipercholesterolemia, hiperhomocysteinemia, wiek, obcigzenie dziedziczne, stres
psychiczny, uszkodzenia mechaniczne czy czynniki infekcyjne prowadza do dysfunkcji
$rodbtonkdw. Uszkodzony srodblonek stanowi wrota dla zwiazkéw lipidowych, ktore
wnikaja do wnetrza $ciany naczynia na drodze tzw. transcytozy, czyli poprzez

cytoplazme lub w miejscach kontaktu pomiedzy sasiadujacymi komdrkami
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srodbtonkowymi. Tam ulegaja utlenieniu w wyniku reakcji zachodzacych w komoérkach
srédbtonkowych, komdrkach mig$ni gtadkich i makrofagach.

Pierwszy etap powstawania miazdzycy polega na interakcji leukocytow,
monocytow czy ptytek krwi z aktywowanymi komorkami $rodblonka. Proces
rozpoznania i adhezji uwarunkowany jest przez wzajemne rozpoznanie czasteczek
eksponowanych na powierzchni btony komdrkowej obydwu ,, partnerow” tego procesu,
tj. srodbtonka i komoérek adherujacych. W zaleznosci od typu komérek bioracych udziat
w procesie adhezji, ekspresji ulegaja rozne selektyny (L, E, P), dla ktéorych gandami sa
odpowiednie reszty oligosacharydowe eksponowane na powierzchni komorki.
Oddzialywania selektyna/oligocukier sg dosy¢ stabe i moga zosta¢ odwrdcone w ciagu
kilku sekund, dlatego stabilizuja je zwigzki zwane integrynami (np. PECAM-1, ICAM,
VCAM). Po silnej adhezji, pod wptywem chemoatraktyn, leukocyty czy monocyty
rozpoczynaja transmigracj¢ w glab sciany naczynia. Kluczows rolg w tym etapie
odgrywaja, podobnie jak w poprzednim, PECA-1, ICAM a takze MCP-1 i oxy-LDL.
Zmodyfikowane czasteczki LDL sa wychwytywane przez specyficzne receptory
eksponowane na powierzchni makrofagéw (SR-A i CD36). Wchionigty przez
makrofagi cholesterol nie podlega cyklowi regulacji, przez co nie zostaje zahamowana
synteza cholesterolu wewnatrz komorek. Makrofagi z nadmiarem fagocytowanego
cholesterolu w swoim wngtrzu przeksztatcaja si¢ w tzw. komorki piankowate, ktore
obumierajac uwalniajg zgromadzony cholesterol. Utleniony LDL indukuje migracj¢
i proliferacje komorek mig¢sni gladkich oraz fibroblastow, zaburzajac tym samym
rozkurcz i przyczyniajac si¢ do wzrostu produkcji ET-1, a przez zwigkszong agregacje¢
plytek wyzwalajac proces krzepnigcia. W chwili, gdy dochodzi do rozplemu
fibroblastow $ciana naczynia ulega pogrubieniu, przez co spada jej sprezystosc, a takze

dochodzi do zmniejszania si¢ $wiatta naczynia, a wigc tez doptywu krwi do narzadow.
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Tkanka taczna zaczyna ,,obrasta¢” rdzeniem blaszki miazdzycowej ze ztogdw
cholesterolu i komorek piankowatych, czyniac cala strukturg bardziej spoista.
Powstajace w ten sposdb patologiczne struktury tworza dogodne warunki do odktadania
si¢ soli wapnia (apatytu i innych). Takie zjawisko okre$lane jest mianem wapnienia
heterotropowego (obcosiedliskowego) nastgpujacego przy fizjologicznym stezeniu

wapnia w surowicy i ptynach ustrojowych.

1.8. SYNTAZA TLENKU AZOTU

NO poczatkowo identyfikowano jako srodblonkowy czynnik rozszerzajacy
naczynia krwionosne (EDRF). Gaz ten jest bardzo nietrwaly szczegolnie w srodowisku
biologicznym (5-30 s) (Hibbs i wsp., 1987; Delaney i wsp., 1993) i ma charakter
wolnego rodnika. Reaguje z tlenem oraz z czasteczkami zawierajacymi niesparowane
elektrony takimi jak: anion nadtlenkowy, jony metali czy zredukowany glutation
przeksztalcajac si¢ w nietrwate zwigzki wchodzace w reakcj¢ ze sktadnikami komorki.
Tlenek azotu powstaje w organizmie pod wptywem jednego z trzech izoenzymdw
syntazy tlenku azotu (NOS), przeksztalcajacych L-argining do L-cytruliny (Loesch
1 wsp., 1998, praca przegladowa). Proces ten wymaga obecnosci kofaktorow:
fosforanodwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH), tetrahydrabiopteryny
(BH4) oraz mono- i dwunukleotydu flawinowego (FMN i FAD). Alternatywnie
L-arginina moze by¢ réwniez metabolizowana z udziatem arginazy do ornityny
1 mocznika (Harrison, 1997).

Poszczegodlne izoformy NOS rdznia si¢ migdzy soba struktura, kofaktorami
i umiejscowieniem w komdrce. Dwie sposrod nich ulegaja konstytutywnej ekspres;ji
gldwnie w neuronach (NOS I, nNOS, 150-160 kDa) oraz w komdrkach srodblonka

(NOS 111, eNOS, 135 kDa). Ich funkcjonowanie uzaleznione jest od
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wewnatrzkomdrkowego poziomu wapnia oraz kalmoduliny. Aktywno$¢ syntaz
konstytutywnych pozostaje pod kontrola modulatorow takich jak acetylocholina,
trombina, ADP, bradykinina czy innych czynnikdéw fizykochemicznych, ktore prowadza
do wzrostu poziomu Ca“” (W¢jcik i wsp., 2001).

Natomiast trzecia z nich (NOS II, iNOS, 130 kDa) ulega indukcji w makrofagach
lub innych komoérkach. Dzieje sig¢ to pod wptywem licznych cytokinin, lecz bez udziatu
wapnia i kalmoduliny (Marletta, 1993). Poszczegdlne izoformy NOS sa kodowane
przez geny umiejscowione w trzech roznych chromosomach. W chromosomie 7
znajduje si¢ gen odpowiedzialny za produkcj¢ eNOS, w 12 nNOS, a w 17 iNOS

(Zdzisinska i wsp., 1998).

1.9. BADANIA NAD KLEBKAMI SZYJNYMI

Badania nad kigbkami szyjnymi, z wyjatkiem badan czynnosciowych, maja
glownie charakter eksperymentalny na zwierzgtach. Czynnos¢ klebkow, oceniana jako
czuto$¢ odruchu hipoksyjnego, moze byé¢ badana u ludzi. Badania morfologiczne sa
jednak niezwykle trudne lub niemozliwe, poniewaz wymagaja perfuzji utrwalajacej
narzad przez serce lub natychmiastowego utrwalenia materialu po jego pobraniu, by
zapobiec jatrogennym zmianom wynikajacym z niedotlenienia komorek
chemoreceptorowych w wyniku ustania krazenia. Dodatkowe trudnosci wynikajg
z niewielkiego rozmiaru kigbkdw i utrudnionego do nich dostgpu. Problemy te wywarly
wplyw na prowadzone przeze mnie badania. Odno$nie wptywu wieku na kigbki
dostepna byta dla mnie tylko jedna praca morfologiczna wykonana na ludziach. Autorzy
tej pracy badali morfologi¢ kigbkdw szyjnych na poziomie mikroskopii $wietlne;.
Klebki zostaly pobrane od ludzi w podesztym wieku (60-100 lat) metoda ost mortem
(Lowe i wsp., 1987). Opisano zmiany degeneracyjne i rozrost tkanki tacznej w obrebie

parenchymy organu. Jednoczesnie stwierdzono tez zaawansowane zmiany
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miazdzycowe w duzych tgtnicach doprowadzajacych krew do kigbkdw, ktore sa
spodziewane u ludzi w tym przedziale wiekowym. W pracy tej nie badano czynnosci
kigbkéw szyjnych. U zwierzat, wptyw wieku na ultrastrukture i funkcje kigbkdw
szyjnych nie byt do tej pory systematycznie badany. Wyniki tych badan sa
kontrowersyjne. Stwierdzono upos$ledzenie (Fukuda, 1992) lub brak istotnych zmian

w reaktywnosci oddechowej na hipoksj¢ u starych szczuréw, a nawet jej zwigkszenie

u starych samic w poréwnaniu z mtodymi (Schlenker i wsp., 1985). W parenchymie
kigbkdw szczurzych w nielicznych pracach na ten temat stwierdzono pewne
zmniejszenie liczby komodrek chemoreceptorowych oraz ich przebudowe a takze rozrost
tkanki facznej. Zmiany te mialy jednak niejednolity charakter i nie pozwalaly na
wyciagnigcie jednoznacznych wnioskéw (Nouhouayi i wsp., 1981; Di Giulio i wsp.,
2003). Pojawia si¢ wigc pytanie badawcze nie tylko o charakter zmian w komorkach
chemoreceptorowych rozwijajacych si¢ z wiekiem w kigbkach szyjnych, lecz nade
wszystko czy zmiany takie s3 wynikiem procesu starzenia si¢ kigbkow per se, czy tez sa
wtdrne do innych proceséw zachodzacych jednoczasowo, jak np. uposledzenie doptywu
krwi do kigbkéw w zwigzku z rozwojem uogélnionych naczyniowych zmian
miazdzycowych. W mojej pracy podjetam prébe odpowiedzi na to pytanie, formutujac
ponizsza hipotez¢ badawcza i wykonujac badania u starych szczuréw, gatunku,

u ktérego w normalnych warunkach proces starzenia nie przebiega z wyraznie
zaznaczonymi zmianami miazdzycowymi w naczyniach, podobnymi do tych

u starszych ludzi (Constantinides, 1977; Robert, 1996). Brak takich zmian
miazdzycowych zostat takze przeze mnie wstepnie potwierdzony (opis w sekcji Wyniki

na str. 46-49).
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HIPOTEZA BADAWCZA

Jezeli chemor eptory starych kigbkow szyjnych ulegalyby morfologiczne;
degeneracji przy jednoczesnym braku zmian miazdzycowych w naczyniach
doprowadzajacych krew do klebkow, to mogloby to §wiadczy¢ o niezaleznym procesie
starzenia si¢ zachodzacym w kigbkach. Pozostaje sprawg otwarta, czy zmiany
morfologiczne mialyby swoje odzwierciedlenie w ostabionej czynnosci kigbkow,
objawiajacej si¢ zmniejszeniem generowanej przez nie odpowiedzi oddechowej na
hipoksje, czy tez mechanizmy kompensujace zapewniaja prawidtowa czynno$é

chemoodruchu.
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2. CELE PRACY

2.1. CEL OGOLNY

Ogo6lnym celem pracy jest ultrastrukturalna i czynnosciowa ocena kigbkdw
szyjnych u szczura w trakcie procesu starzenia si¢. Ocena ta ma postuzyé do okreslenia
wzajemnej relacji migdzy ultrastruktura a czynnoscia narzadu oraz tego czy zmiany te
sa wynikiem procesu starzenia si¢ klgbkow szyjnych per se, czy tez moga zaleze¢ od
uposledzonego do nich doptywu krwi w wyniku rozwijajacych si¢ z wiekiem zmian
miazdzycowopodobnych. Morfologia kigbkéw badana bgdzie na poziomie
ultrastrukturalnym przy pomocy transmisyjnej mikroskopii elektronowej. Czynnosé
kiebkow oszacowana zostanie z wielkosci i czutosci odpowiedzi oddechowej na

stopniowana hipoksje.

2.2. CELE SZCZEGOLOWE

1. Poréwnanie budowy ultrastrukturalnej ktgbkow szyjnych pochodzacych od
zdrowych, mtodych (3 miesi¢cznych) szczurow z budowa ki¢bkow od starych
szczurow (24 miesigcznych).

2. Przesledzenie, w polrocznych odstgpach czasu, dynamiki procesu starzenia si¢
kigbkow szyjnych.

3. Zbadanie stopnia miazdzycy t¢tnic szyjnych przy pomocy oceny:

e zmian ultrastrukturalnych w $cianie t¢tnicy szyjnej pod wptywem
postgpujacego wieku
e okreslenie poziomu cholesterolu w surowicy krwi tetniczej 3- 1 24-

miesig¢cznych szczuréw
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e okreslenie metoda NADPH-diaforazy poziomu syntazy tlenku azotu, jako
markera stanu zapalnego, w komorkach $rédblonkowych tetnic szyjnych
pochodzacych od mtodych i starych szczurow

4. Zbadanie wpltywu wieku na czynnos¢ kigbkdéw szyjnych na podstawie oceny
nasilenia odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ in vivo, i poprzez poréwnanie tych

odpowiedzi u mlodych i starych szczurdw.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

Badania wykonano w na 37 szczurach ptci meskiej w wieku od 3 do 24 miesigcy,
o wadze 240-651 g. Szczury znajdowaly si¢ w narkozie a-chloralozowo-uretanowej
podanej dootrzewnowo w dawce 151 75 mg/100g m.c. (w przypadku mtodych
zwierzat) oraz 101 50 mg/100 g m.c. (w przypadku zwierzat 24 miesigcznych). Rdznice
w dawce byly spowodowane przyczynami technicznymi zwigzanymi z tym, ze narkoza
stosowana standardowo u mtodych zwierzat byta zbyt silna dla zwierzat starych, ktére
charakteryzowaly si¢ wigksza Smiertelnoscia. Temperature ciata zwierzat utrzymywana
byta na poziomie 37-38 °C przy pomocy poduszki grzejnej. Po zakoniczeniu
eksperymentdw zwierzgta usmiercano poprzez podanie letalnej dawki srodka
anestetycznego lub lewokomorowej perfuzji mieszaning aldehydow (patrz nizej).
Zwierzgta pochodzity ze zwierzgtarni instytutowej, gdzie hodowane byty przy
zachowaniu 12 godz. systemu dnia i nocy, karmione standardowa pasza V1324-000
(SSniff Spezialdidten GmbH, Niemcy) przy nieograniczonym dostepie do wody.
Badania sktadaty si¢ z dwdch czgsci: in vitro i in vivo. Obie czgsci uzyskaty zezwolenie

Lokalnej Komisji Etycznej (zezwolenia nr 109, 137).

3.2. BADANIIN ViVO
3.2.1. PREPARATYKA I POMIARY

3.2.1.1. BADANIA ULTRASTRUKTURALNE

Zmiany ultrastrukturalne badano u 25 szczuréw podzielonych na 5 grup

wiekowych: 3, 6, 12, 18 i 24 miesigce w czgsci ulrastrukturalnej oraz na 4 szczurach
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w wieku 3 1 24 miesigce w czgsci histochemicznej. U wszystkich szczuréw wykonano
tracheostomig oraz kaniulacje naczyn udowych. Zwierzeta przygotowano do pobrania
kiebkow szyjnych i fragmentow tetnic szyjnych zgodnie z preparatyka wg metody
Lahiriego i DeLaney (1975). Preparatyke t¢ wykonano w odcinku szyjnym, u podstawy
czaszki.

W skrocie polegata ona na podwiazaniu i przecigciu tchawicy wraz z przelykiem
1 odciagnigciu ich , kikutow” dogtowowo. Zabieg ten utatwial dostep do rozwidlenia
tetnic szyjnych wspdlnych w okolicy, ktorych zlokalizowane sa kiebki szyjne.
Nastepnie usunig¢to zwoje wspdlczulne szyjne gorne, uzyskujac bezposredni dostep do
kiebkdéw szyjnych. Eksperymenty konczono lewokomorowa perfuzja mieszaning
aldehydow: odpowiednio 2,5% glutaraldehyd (GA) (Merck, Niemcy) i 2%
paraformaldehyd (PA) (Fluka Chemie GmbH, Niemcy) na bazie 0,1 M buforu
kakodylanowego o pH 7,4 (Serva, Niemcy), jesli material pobierano w celu
ultrastrukturalnej analizy procesu starzenia si¢ kigbkoéw szyjnych lub 3% PA i 0,5% GA
na bazie 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,4 jesli material pobierano w celu

ilosciowej analizy aktywnosci NADPH-diaforazy.

3.2.1.2. BADANIA NEUROFIZJOLOGICZNE

Cze$¢ neurofizjologiczna badan stanowita oddzielny segment pracy. Wymagata
ona wigkszych grup zwierzat, co zwigzane jest z wymogami opracowan statystycznych
tego typu badan. Czes$¢ ta wykonano w grupie 18 szczurdw podzielonych na dwie
skrajne podgrupy wiekowe: 3 miesigce (11 szczurdw) i 24 miesiace (7 szczurow).

W kazdej z tych 2 podgrup znajdowato si¢ po 5 szczurdw, ktore jednoczesnie podlegaty
ocenie morfologicznej. U wszystkich szczurow wykonano tracheostomie, kaniulacje

zyly i tetnicy udowej. W przeponie umieszczono elektrody do rejestracji zintegrowane;j
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aktywnos$ci migs$nia przepony (EMG). Sygnal EMG wzmacniano, integrowano, ze stata
czasowa 100 ms, oraz filtrowano w pasmie od 50 Hz do 5 kHz za pomoca zestawu
elektrofizjologicznego (Digitimer-Neurolog System, Anglia). Ze zintegrowanego
sygnatu EMG przepony wyznaczono: maksymalng amplitudg (A), jako indeks objgtosci
oddechowej (Huszczuk 1 Widdicombe, 1973), oraz czg¢stotliwosé (f) uzyskanag

z wyliczenia 60/Ttor (czas trwania calego cyklu oddechowego). Wentylacje minutowa
(V ) obliczono jako iloczyn wartosci A i f(Vg= A ). Za pomocg kapnografu (Respina
[H 26, NEC Sanei-ei Instruments, Tokio, Japonia) oznaczano frakcj¢ dwutlenku wegla
(PerCO,) w powietrzu wydychanym.

Z t¢tnicy udowej pobierano probki krwi w celu zbadania ci$nienia parcjalnego
tlenu (Pa ), dwutlenku wegla (PaC ), poziomu pH (Compact 2 Blood Gas Analyzer,
AVL List GmbH, Austria) oraz w celu zbadania zawartosci cholesterolu we krwi.
Cisnienie krwi i rytm serca monitorowano przy uzyciu miernika typu MCK 4011S
TEMED- Zabrze (Polska). Przez cewnik w zyle udowej uzupetniano ptyny
fizjologiczne i w razie potrzeby regulowano kwasowo-zasadowos¢ krwi podajac 8,4%
roztwor dwuweglanu sodu (Polfa, Polska). Parametry oddechowe oraz ci$nienie krwi
zapisywano przy pomocy rejestratora typu Honeywell-Omnilight 8M36 (NEC Sanei-ei
Instruments, Tokio, Japonia). Zwierzgta uSmiercano po zakonczeniu eksperymentu
przez podanie letalnej dawki anestetykow. Wyrywkowo pobierano tez kiebki szyjne
1 tetnice szyjne w celu potwierdzenia wynikow morfologicznych. W tym ostatnim
przypadku perfuzja mieszaning aldehydow przez serce byla rownoznaczna

Z uSmierceniem zwierzat.

-32-



3.2.1.2.1. PROTOKOL BADAWCZY

W kazdej grupie wiekowej, po okresie stabilizacji wszelkich parametréw
zyyciowych, badano chemiczng regulacj¢ oddychania poprzez oceng wielkosci
odpowiedzi oddechowej po podaniu bodzca chemicznego, jakim byly mieszanki
gazowe o skladzie 14% O, i 11% O, w N,. Worek o pojemnosci 0,7 L wypetniony
okreslonym gazem laczono z zastawka znajdujaca sie na rurce umieszczonej
w tchawicy. Test, przeprowadzony metoda ,,steady-state”, trwal ok. 2 min. Jako
pierwszy przeprowadzano test przy uzyciu 14% O, w N3, a nastepnie podawano kolejny
bodziec, jakim byla mieszanina gazowa o sktadzie 11% O, w N,. Przerwa miedzy
testami wynosita okoto 20 min. Byt to czas niezbedny do tego, aby parametry zyciowe
wrocily to stanu wyjsciowego sprzed pierwszego testu. Ze wzgledy na to, ze zwierzeta
nie mialy porazonych mig¢sni oddechowych (oddychaty spontanicznie) nie regulowano
poziomu PgrC ;. Poziom bodzca hipoksyjnego oceniano z probek krwi pobieranej po
1,5 min. trwania testu. Po zakonczonym eksperymencie zwierzeta usmiercano podajac

im letalng dawke srodka anestetycznego.

3.3. BADANIA IN VITRO

3.3.1. ANALIZA BIOCHEMICZNA KRWI

Od 6 starych (24 miesigcznych) i 6 mtodych (3 miesiecznych) szczuréw pobrano
po 1 cm krwi przez cewnik umieszczony w tetnicy udowej, bez dodatku heparyny,
w celu oznaczenia poziomu cholesterolu (CH) oraz HDL. W celu oddzielenia
elementéw morfotycznych pobrana krew wirowano 10 min. w temp. 20 °C przy 3500
rpm. Uzyskane osocze przechowywano w temperaturze -20 °C do momentu zebrania

calej serii probek.
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3.3.1.1. OZNACZENIE CHOLESTEROLU CALKOWITEGO (CH)

Catkowity cholesterol oznaczano zmodyfikowana, enzymatyczng metoda wg

Trinder'a (1969), gdzie wykorzystano reakcj¢ enzymatyczna esterazy i oksydazy

cholesterolowe;j.
estry cholesterolu cholesterol + kw. tluszczowe
cholesterol + O, © holesterol-3-on + H,0;

2H,0; + 4-aminoantypiryna + p-HBS * chinonoimina +2H,0,

(czerwone zabarwienie

uzyskane po okoto 5 min.)
Absorpcje powstatego czerwonego zabarwienia mierzono przy dtugosci fali 520 nm
wobec proby slepej i odczynnikowej przy uzyciu analizatora chemicznego (Pointe 180
Plus, Polska). Po odczytaniu absorpcji, ilosci cholesterolu catkowitego wyliczono ze
wzoru:
cholesterol (mg/dL) = abs probki x st¢zenie stand (mg/dL)

abs stand

(mg/dL) x 0,011 = mmol/L)

*abs - absorpcja

3.3.1.2. OZNACZENIE FRAKCJI HDL

Frakcje HDL oznaczono przy uzyciu ilo$ciowej) metody wytragceniowej. Do osocza
dodano odczynnik wytraceniowy (20% glikol polietylenowy w buforze glicynowym
o pH =10,0 (Poite Scientific, Polska). Po odwirowaniu, przez 10 min. przy okoto 2000
rpm, w supernatancie pozostata jedynie frakcja HDL, ktdra stanowita probke do

oznaczenia metoda enzymatyczng )
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3.3.2. MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA
3.3.2.1. PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO ANALIZY

ULTRASTRUKTURALNEJ

Pobrany materiat, zgodnie z procedura opisana w punkcie 3.2.1.1, dodatkowo
utrwalano w mieszaninie uzytej do perfuzji. Proces ten zachodzit przez 24 godz.,
w temperaturze 4 °C. Utrwalony materiat, w celu wyptukania mieszaniny utrwalajace;j,
kilkukrotnie przelewano 0,1 M buforem kakody anowym. Nastepnie, przez 2 godz.,
material inkubowano w 1% roztworze czterotlenku osmu (OsOy) (Sigma, USA) 1 0,8%
zelazocyjanku potasu (Merck, Niemcy). Po inkubacji material odwodniono przez
kilkukrotne przeptukanie roztworami alkoholu etylowego (cz.d.a., Polchem, Polska)
o stezeniu od 30% do 99,8% oraz tlenkiem propylenu (Merck, Niemcy).
Po odwodnieniu, material stopniowo przesycono zywica Spurr (Sigma, USA)
z domieszka tlenku propylenu w réznych proporcjach: 1:3 (15 min), 1:1 (30 min) i 3:1
(3 godz.). Ostatnim etapem bylo zatopienie tkanki w czystej zywicy i polimeryzacja
odbywajaca si¢ przez noc, w temperaturze 70 °C. Tak przygotowane preparaty ci¢to na
ultramikrotomie typu MT-XL (RMC, Inc, USA) na ultracienkie (50 nm) oraz péicienkie
(5 m) skrawki. Ultracienkie skrawki nanoszono na miedziane siateczki, barwiono
przez ok.10 min 9% roztworem octanu uranylu i cytrynianu otowiu w 25% roztworze
alkoholu etylowego, ptukano w wodzie destylowanej, suszono w temperaturze
pokojowej 1 nast¢pnie analizowano pod mikroskopem elektronowym typu JEOL JEM
1200 EX (Japonia). Skrawki péicienkie nanoszono na szkietka podstawowe, barwiono
1% bigkitem toluidyny w 1% boraksie, ptukano w wodzie destylowanej, suszono

w temperaturze pokojowej i analizowano pod mikroskopem §wietlnym.
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3.3.2.2. PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO ANALIZY
HISTOCHEMICZNEJ

Pobrany i oczyszczony materiat utrwalano, przez okres 24 godz., w temperaturze
4 °C, w mieszaninie uzytej wczesniej do perfuzji i nastgpnie kilkukrotnie ptukano 0,1 M
buforem fosforanowym o pH 7.,4. Przez kolejne 30 min. material biologiczny ptukano
w 50 mM Tris-HCl o pH 7,6 oraz pre-inkubowano przez 10 min. w 0,025% roztworze
nitroblue tetrazolium, NBT (Sigma, USA) rozpuszczonym w Tris-HCI. Kolejnym
etapem byla inkubacja przez 120 min w temperaturze 37 °C w ciemnosci, w roztworze
zawierajacym: 80,7 mg NADPH, 3 mg NBT, 15 mg jablczanu sodu w 15 ml Tris-HCL.
Reakcje¢ przerwano przeptukujac materiat zimnym 4 °C Tris-HCI. Material nastgpnie
dodatkowo utrwalano przez 1 godz. w 1% roztworze czterotlenku osmu (OsOy4)
rozpuszczonego w 0,1 M buforze fosforanowym, odwodniono w roztworach alkoholu

etylowego 1 zatapiano w zywicy Spurr jak opisano w czesci 3.3.2.1.

3.4. KRYTERIA OCENY ZMIAN ULTRASTRUKTURALNYCH

W KLEBKACH SZYJNYCH

Jako$¢ 1 stopien nasilenia zmian, jakie zachodza w strukturze klebkow szyjnych
pod wptywem postgpujacego wieku, oceniono na podstawie opracowanych wczesniej
kryteriow morfologicznych takich jak: roztozenie heterochromatyny i eurochromatyny
w jadrach komorkowych, stopien rozrzedzenia macierzy komorkowej, stopien
wakuolizacji i poszerzenia siateczki endoplazmatycznej, stopien uszkodzenia i liczba
mitochondriéw komoérkowych, liczebnos¢ stref aparatow Golgiego, obecnos¢ cial
wielopecherzykowych, obecnosé lizosomédw oraz tzw. procesu krynofagii, a takze

liczebnos¢ oraz wyglad ziarnistosci neurosekrecyjnych. Oceniano rowniez obecno$é
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ciemnych, nekrotycznych i jasnych komoérek chemoreceptorowych oraz proces
przebudowy otaczajacej je torebki facznotkankowej. W naczyniach kapilarnych

w kiebku szyjnym oraz w t¢tnicach szyjnych oceniano wyglad srédbtonkow, stopien
agregacji plytek, intensywnos$¢ procesu angiogenezy, obecnos¢ ciat Weibla-Pallade a,
ciaglo$¢ warstwy elastynowej, proliferacje wiokienek kolagenowych i migsni gtadkich
oraz obecnos$¢ ztogéw wapniowych. W komédrkach chemoreceptorowych oraz
srédbtonkach naczyn w polach rownych 2,5 zliczano produkt reakcji na NADPH-
diaforazg. [lo§¢ mitochondriéw oraz ziarnistosci neurosekrecyjnych liczono na calej
powierzchni komorek chemoreceptorowych sfotografowanych pod powigkszeniem
6000k. Procentowy udzial prawidtowych i zmienionych komoérek chemoreceptorowych
budujacych gronka kigbkéw szyjnych oceniano na catej powierzchni mikrografii
sfotografowanej pod powigkszeniem 3000k.

Analiza zmian ultrastrukturalnych w komoérkach chemoreceptorowych oraz
$cianach naczyn krwionosnych zostata wykonana metoda potilosciowa przy
zastosowaniu skali od (-) do (+++), gdzie (-) oznacza brak wyst¢gpowania okreslonej
cechy lub zjawiska natomiast (+++) oznacza maksymalne nasilenie zmiany.

Elementy policzalne, takie jak liczba ziarnistosci neurosekrecyjnych,
mitochondriéw komoérkowych oraz ilo$¢ produktu reakceji, przedstawiono w postaci
liczb. W celu uniknigcia subiektywnej oceny zmian, ich nasilenia oraz liczby
elementéw subkomoérkowych dane z kazdej mikrografii byly ponownie oceniane przez

niezaleznego arbitra.
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3.5. ANALIZA DANYCH

Wszystkie dane przedstawione w pracy wyrazone sg jako wartosci Srednie +SE.
U kazdego zwierzgcia, z oddechu na oddech, rejestrowano A, f= /T oraz Vg=Af
Dalsza analiza polegala na porownaniu z warto$cia wyjsciowa poszczegdlnych
zmiennych w kolejnych punktach czasowych testow hipoksyjnych. Dla kazdego
parametru wyliczano $rednia z pigciu kolejnych oddechdw, ktorg przeliczano na
wartos$ci procentowe zalezne od ,,punktu zerowego” (przed rozpoczgciem testu)
uznanego za 100%. Dane te zostaly usrednione dla poszczegdlnych grup i ocenione
przy pomocy testu Mann-Whitney. Czuto$¢ odpowiedzi oddechowej na hipoksje¢ byla
oceniana z nachylenia linii regresji liniowej opisujacej zalezno$¢ migedzy Vg i f, a silg
zadanego bodzca, czyli 14% i 11% hipoksja, w poszczegolnych grupach wiekowych
szczurow. Zalezno$¢ ta byla wyliczona ze wzoru y=a(x-b). We wzorze ,,a” oznacza
warto$¢ tangensa kata nachylenia prostej do osi odcigtych (ang. slope), a ,,b” jest
punktem przeciecia prostej osia rzgdnych. Miara wielkosci odpowiedzi oddechowej na
hipoksje, czyli oddechowej czutosci hipoksyjnej, stanowita wielkosé ,,slope”. Uzyskane
wyniki dotyczace czutosci odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ byly poréwnane
statystycznie takze przy pomocy testu Mann-Whitney. Pozostale parametry oddechowe
oraz elementy morfotyczne oceniane na fotomikrografiach porownywane byty
niesparowanym testem Studenta i nieparametrycznym testem Wilcoxona.

Dla wszystkich metod statystycznych za poziom istotno$ci uznatam P<0,05.
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4. WYNIKI

4.1. OGOLNA OCENA ZMIAN ULTRASTRUKTURALNYCH

W PARENCHYMIE KLEBKOW SZYJNYCH ORAZ

W TETNICACH SZYJNYCH

KRYTERIA OCENY ZMIAN
MORFOLOGICZNYCH
\%%
KLEBKACH SZYJNYCH
I. Jadro komorkowe
1. nieprawidtowa agregacja
heterochromatyny
2. rozwarstwienie $ciany
jadrowej
3. obecnos¢ jader
apoptotycznych
II. Cytopla ma komérkowa
1. rozrzedzenie macierzy
cytoplazmatycznej
2. wakuolizacja
3. poszerzenie siateczki
endoplazmatycznej
III. Organelle komorkowe
1. liczba mitochondriow (w polu
widzenia)
2. procent zmienionych
mitochondriow
3. liczebnos¢ strefiaparatu
Golgiego
4. obecnos¢ ciat
wielopecherzykowych
5. obecnos¢ ciat
mielinopodobnych
6. obecnos¢ krynofagii
7. obecnosé lizosomow
IV. ZIARNISTOSCI
1.liczba ziarnistosci
(w polu widzenia)
2. obecnos¢ ziarnistosci z
ciemnym rdzeniem
3. obecnos¢ ziarnistosci z
| jasnym rdzeniem

3 m-ce

['101,3+10,2

WIEK

38,6 6,1
23,3 £3,1
+++

+

+

6 m-cy

++

+++

SZCZUROW

12 m-cy

+/-

++

++

18 m-cv

++

+++

++

++

V. Uszkodzenie komérek
chemoreceptorowych

24 m-ce

++

++

+++
+++
+++
31,7 £3,5
49,6 4,9 *
+
+
++

+
+++

84,1 £24,1
.+.

+++

1. stopien uszkodzenia

+++

2. obecnos¢ komérek ciemnych

+++

VI. Torebka lacznotkankowa

1. poszerzenie torebki
tacznotkankowej

++

++

+++
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VII. Stan naczyn kapilarnych

w klebkach ,

1. stan Srodbtonkow +H+ + + +++ + + ++
2. agregacja plytek krwi - - - - -
3. stopien nasilenia angiogenezy - - - ++ ++
VIII. STAN TETNIC

SZYJNYCH

1. stan srodbtonkow +++ +++ ++
2. obecnos$é cial Weibla — + ‘ + +
Pallade a w srodbtonku

3. rozwarstwienie blony - +
elastynowej

4. proliferacja komorek migsni - - + + ++
gladkich

5. proliferacja widokienek - +/- ++
kolagenowych |
6. obecnos¢ ztogoéw - - - - -
wapniowych

IX. Ilo$¢ produktu reakcji

NADPH-diaforazy

1. w komorkach 42,0 £1,7 94,0 £9,9 *
chemoreceptorowych

2. w srodblonkach kapilar 47,5 3,5 77,6 £9,5 *
kiebkowych

3. w srddbtonkach tetnic 52,0+2,6 89,0 £9,3 *
szyjnych

4. w komorkach mig$ni gladkich | 69,1 +5,4 78,2 £5,4
w $cianach tetnic szyjnych

++ ++

++ +++

(+++ bardzo duzo, ++ duzo, + matlo, +/- bardzo malo, - brak)
*P<0,05

4.2. ULTRASTRUKTURA PARENCHYMY KLEBKOW SZYJNYCH

4.2.1. SZCZURY 3-MIESIECZNE

Klebki szyjne tej grupy wiekowej zostaty przyjete za kontrole, z ktorg
poréwnywatam kiebki od kolejnych grup wiekowych. Kigbki pochodzace od
najmtodszych szczuréw charakteryzowaly si¢ prawidtows ultrastruktura. Zbudowane sg
z komorek chemoreceptorowych (komorki typu I) oraz rzadko wystepujacych komoérek
podporowych (komorki typu II) tworzacych razem charakterystyczne gronka. Gronka te
otoczone sg torebka tacznotkankowsa w sklad, ktorej wchodzg fibroblasty oraz

widkienka kolagenowe. W przestrzeni tacznotkankowej, przylegajacej do $ciany kapilar
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z jednej strony, a z drugiej do struktur ki¢bka znajduja si¢ wtokna nerwowe bgdace
wypustkami nerwu zatokowego (Ryc. 6). Najwazniejszym elementem morfologicznym
struktury klebkowej sa komorki chemoreceptorowe. W centralnej czgsci tych komodrek
znajduja si¢ owalne, jasne jadra z regularnie roztozong euchromatyng oraz
heterochromatyna zagregowana w okolicy $ciany jadrowej. W jadrach tych komoérek
rzadko obserwowane sa struktury jadrowe zwane jaderkami. W czgsci
cytoplazmatycznej komoérek chemoreceptorowych obserwuje si¢ regularnie
rozmieszczone organelle oraz ziarnistosci neurosekrecyjne czgsto ukladajace si¢

w poblizu blony presynaptycznej (Ryc. 7). Najliczniej reprezentowane wsrod organelli
komoérkowych sa mitochondria (Ryc. 8) (Srednio 38,6 £6,1 w polu widzenia)
charakteryzujace si¢ regularnie roztozong macierza oraz licznymi grzebieniami (Ryec.
9). W strefie perykarialnej komodrek chemoreceptorowych uwage zwraca bogata strefa
Golgiego, zbudowana z licznych cystern oraz przylegajacych do nich pgcherzykow
(Ryc. 10). W niektorych pecherzykach daje sie zauwazy¢ elektronowo-gesty material,
co przemawia za udziatem aparatu Golgiego w opakowywaniu neurosekretow
komorkowych. Struktury blonowe kanatdw siateczki srédplazmatyczne;j
reprezentowane sg przez pojedyncze kanaty, na ktérych znajduja si¢ rybosomy
wystepujace w postaci pojedynczych lub zagregowanych czastek rybosomalnych
niezwigzanych z siateczka srédplazmatyczng (Ryc. 11). Ponadto w komoérkach
chemoreceptorowych znajduja si¢ bardzo liczne ziarnisto$ci neurosekrecyjne (srednio
101,3 +24,1 w polu widzenia) otoczone pojedyncza btona typu ,,unit membrane”.
Wnetrze ich wypelnione jest elektronowo-gestym materiatem oddzielonym od blony
limitujacej rozrzedzona warstwa (Ryc. 6). Jednoczesnie obserwowano pecherzyki

niezawierajace w swym wnetrzu elektronowo-gestego materiatu. W niektorych
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komorkach, w strefie przyjadrowej obecne sg centriole, z charakterystycznym
rozktadem mikrotubul, §wiadczace o zdolnosciach podziatowych komoérek (Ryc. 11).

Do bton limitujacych komodrki chemoreceptorowe przylegaja zakonczenia widkien
nerwowych tworzacych zakonczenia synaptyczne. Szerokos¢ szczeliny synaptyczne;j
wynosi 30-50 nm. Na powierzchni bton pre- i postsynaptycznych znajduja si¢
charakterystyczne zaggszczenia stanowiace miejsca receptorowe. We wnetrzu
zakonczen znajdujg si¢ pecherzyki o zréznicowanej wielkosci (50-200 nm)

1 zroznicowanym wypetnieniu (Ryc. 7).

Komorki typu II reprezentowane sa w strukturach klebka przez pojedyncze
wypustki cytoplazmatyczne. Rzadko udaje si¢ zaobserwowa¢ ich strefy perykarialne.
Jadra tych komorek posiadaja nieregularny, wydtuzony ksztatt oraz bogata
heterochromatyng. W waskim pasmie cytoplazmy znajduja si¢ pojedyncze
mitochondria, niewielka strefa aparatu Golgiego, uboga siateczka srédplazmatyczna
oraz widkienka typu filamentdéw posrednich. Istotnym elementem réznicujacym te
komorki od typu I jest brak ziarnistosci neurosekrecyjnych (Ryc. 11). Pomiedzy
gronkami komorek parenchymy klebka przebiegaja liczne naczynia kapilarne,
wyscielone pojedyncza warstwa plaskich komoérek srédbtonkowych potaczonych ze
soba w sposéb ciagly ight lub gap junction) i otoczonych od zewnatrz blong
podstawna oraz przydanka. Komorki srodbtonkowe maja pojedyncze mitochondria,
sptaszczone jadra komorkowe oraz pojedyncze pecherzyki pinocytarne (Ryc. 6). Blona
komorek $srédblonkowych nie zawiera widknistych elementow tacznotkankowych,
natomiast w przydance tych naczyn wystepuja niezbyt liczne komorki mig$ni gtadkich.
Dodatkowym elementem strukturalnym $ciany naczyn sa perycyty. Stanowig one

strukturalne rusztowanie dla naczyn kapilarnych.
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Ryc. 6. Mikrografia przedstawia fragment klebka szyjnego pochodzacego od 3 mies. szczura. Gronka komérek
che oreceptorowych (T1) otoczone sg torebka tacznotkankowa (L), w ktérej znajduja si¢ zakonczenia nerwowe
(N) oraz kapilary (K). (J) jadra komérek chemoreceptorowych. Powigkszenie pierwotne 3k.



Ryc. 7. Fragment prawidlowej parenchymy klebka szyjnego pochodzacego od miodego 3 mies. szczura.
Na mikrografii widoczna szczelina synaptyczna (zaznaczona strzatka), ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Z) oraz
mitochondria o prawidtowej budowie ultrastrukturalnej (M). Powigkszenie pierwotne 40k.



Ry . 8. Fragment prawidlowej parenchymy klgbka szyjnego pochodzacego od 3 mies. szczura. W centralnej
czeSci komorek typu [ (T1) widoczne jasne jadra komérkowe (J), liczne mitochondria (M), bogata strefa aparatu
Golgiego (G) oraz ziarnistosci neurosekrecyjne (Z) bedace elementem charakterystycznym tylko dla komérek

chemoreceptorowych. Powigkszenie pierwotne 6k.



Ry . 9. Fragment parynchymy kigbka szyjnego pochodzacego od 3 mies. szczura. Na mikrografii widoczne
liczne mitochondria (M) o zachowanej prawidiowej strukturze blon zewngtrznych i wewngtrznych oraz o
prawidlowej kondensacji macierzy mitochondrialnej. Ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Z), jadro komérkowe (J).
Powigkszenie pierwotne 40k.



Ry . 10. Fragment prawidlowej paren hymy kiebk6w szyjnych pochodzacych od 3 mies. szczura. Mikrografia
przedstawia strefe aparatu Golgiego (G) zbudowana z cystern (C) i licznych pecherzykéw (P).

W strefie perykarialnej widoczne sa réwniez mitochondria (M) i ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Z).
Powigkszenie pierwotne 40k.



Ryc. I'l. Prawidiowy obraz kigbka szyjnego pochodzacego od miodego 3 mies. szczura. W centralnej czgsci
zdjecia widoczne dwie komérki chemoreceptorowe (T 1) oraz przylegajaca do nich komérka typu I1 (T2).
We wngtrzu komérek chemoreceptorowych widoczne duze, jasne jadra komérkowe (J), liczne ziarnistosci
neursekrecyjne (Z), mitochondria komérkowe (M), rybosomy (R) oraz siateczka endoplasmatyczna szorstka
(ER). a takze strefa aparatu Golgiego (G). W komdérce typu Il widoczne wrzeciono podziatowe (W).
Struktura kigbka otoczona jest torebka facznotkankowa (L). Powigkszenie pierwotne 6k.



Ryc. 12. Mikrografia przedstawia obraz niezmienionego fragmentu kigbka szyjnego, pochodzacego od 6 mies.
szczura. Gronko komdrek chemoreceptorowych (T1) z duzymi charakterystycznymi jadrami komérkowymi (J)
otoczone jest torebka tacznotkankowa (L) z licznymi zakoriczeniami nerwowymi (N). Z komérkami
chemoreceptorowymi sasiaduje kapilara (K) z prawidtowo zachowanymi komérkami $rédblonkowymi (S).

W poblizu kapilary znajduje sig fibroblast (F). Powigkszenie pierwotne 3k.



Ry . 13. Obraz parenchymy komérek chemoreceptorowych, pochodzacych od 6 mies. szczura.

W strefie perykarialnej pojawiaja si¢ pojedyncze fagolizosomy (FL). Pozostale elementy morfotyczne jak: jadro
komodrkowe (J), ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Z), aparat Golgiego (G), mitochondria (M), wiékna nerwowe (N),
torebka facznotkankowa (L) zachowuja prawidlowa struktur¢. Powigkszenie pierwotne 7.5k.



Ryc. 14. Obraz parenchymy komérek chemoreceptorowych pochodzacych od 6 mies. szczura.

W lewym dolnym rogu widoczne jasne jadro komérkowe (J) z charakterystycznie rozlozona chromatyna.

W strefie perykarialnej znajduje si¢ rozbudowana strefa aparatu Golgiego (G) zbudowana z licznych cystern (C)
i pecherzykéw (P). W poblizu znajduja si¢ cialo wielopgcherzykowe (oznaczone strzatkami), prawidiowo
wygladajace mitochondria komérkowe (M) i wrzeciono podzialowe (W). Powigkszenie pierwotne 15k.



Ry . 15. Mikrografia przedstawia obraz struktury klebka szyjnego pochodzacego od 6 mies. szczura. Pomigdzy
dwie komérki chemoreceptorowe (T1) z duzymi jasnymi jadrami (J) ,,wciska” si¢ odnoga komérki podporowej
(T2) o charakterystycznym widkienkowym fenotypie. We wngtrzu obydwu typéw komoérek widoczne sg
mitochondria (M) oraz siateczka plazmatyczna (ER). Komérki typu 1 (T1) odrézniaja sie od komérek typu I1
obecnoscia ziarnistodci sekrecyjnych w swym wngtrzu (Z). Powigkszenie pierwotne 15k.



4.2.2. SZCZURY 6-MIESIECZNE

Morfologia kigebkow szyjnych w tym przedziale wiekowym nie odbiega istotnie od
ultrastrukturalnej budowy kigbkow 3-miesigcznych opisanych powyzej i przyjetych
jako kontrolny punkt odniesienia (Ryc. 12). W komoérkach typu I pojawiaja si¢
zroznicowane morfologicznie, nieliczne fagolizosomy we wngtrzu, ktérych znajduja si¢
agregaty elektronowo-ggstego materiatu lub owalne krople lipidéw (Ryc. 13).

W bezposrednim sasiedztwie aparatu Golgiego znajduja si¢ ciala wielopgcherzykowe
zawierajace zwielokrotniong liczbg pecherzykow (Ryc. 14). Zaobserwowano
zwigkszong liczbg pgcherzykow jasnych w pordwnaniu z kigbkami kontrolnymi.
Rownie rzadko jak w przypadku kigbkéw szyjnych pochodzacych od 3 miesigcznych
zwierzat pojawiaja si¢ komorki podporowe z charakterystycznym widkienkowym

fenotypem (Ryc. 15).

4.2.3. SZCZURY 12-MIESIECZNE

W tej grupie wiekowej zaobserwowano pierwsze wyrazniejsze zmiany
patologiczne w obrgbie parenchymy kigbkdéw szyjnych. Torebka tacznotkankowa
otaczajaca strukture klebkow szyjnych byla pogrubiata (Ryc. 16). Efekt ten byt
spowodowany zwigkszong iloscig wiokienek kolagenowych, pomigdzy ktoérymi
wystepuja liczne fibroblasty oraz wypustki komdrek nerwowych. W obrebie struktury
gronek, zbudowanych z komorek chemoreceptorowych (Ryc. 16) jak i komorek
podporowych (Ryc. 17), wyraznie zaznaczone jest zréznicowanie elektronowo-gestej
cytoplazmy komorek chemoreceptorowych. Zréznicowanie migdzy komdrkami
zwiazane jest z powstawaniem komorek ciemnych z charakterystyczna obkurczona
cytoplazma, do czego przyczynia si¢ proces oddawania wody przez komorke. Uwage

zwraca rowniez zwiekszona ilo$¢ zroznicowanych pod wzgledem morfologicznym
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Ry . 16. Mikrografia przedstawia fragment kigbka szyjnego pochodzacego od 12 mies. szczura. Struktura
kigbkowa utworzona przez komoérki typu I (T1) i I (T2) otoczona poszerzong torebka tacznotkankowa (). W
centralnej cz¢$ci mikrografii widoczna komérka z zaburzeniami osmotycznymi tzw. komérka ciemna.
Mitochondria komérkowe (M) sa ogniskowo uszkodzone, pojawiaja si¢ pojedyncze fagolizosomy (FL). Streta
aparatu Golgiego (G) nie ulega zmianie. Strzatka oznaczona nadmiernga wakuolizacjg we wngtrzu. Budowa
kapilar (K) kigbkowych nie ulega uszkodzeniu. Powigkszenie pierwotne 3k.



Ry . 17. Fragment kigbkdw szyjnych pochodzacych od 12 szczura. Widoczne dwie komérki
chemoreceptorowe (T1) o niezmienionej budowie oraz czg$¢ perykarialna komérki typu II (T2), ktéra swoja
,»N0ga” wciska si¢ pomigdzy komdrki chemoreceptorowe. Elementy komérkowe: (J) jadro komérkowe, (Z)
ziarnisto$ci neurosekrecyjne, aparat Golgiego (G), a takze wiékna nerwowe (N) sa prawidtowo zachowane. (M)
mitochondria ulegaja niewielkim ogniskowym zmianom. Powigkszenie pierwotne 6k.



Ryc. 18. Mikrografia przedstawia fragment struktury kfebka szyjnego pochodzacego od 12 mi . szczura.
Pojawiaja si¢ ogniskowe zmiany w mitochondriach komérkowych (M) oraz zjawisko tzw. krynofagii
(oznaczonej strzatkami). Strefa aparatu Golgiego (G) nie ulega uszkodzeniom. Ziarnistosci neurosekrecyjne (Z)
sq nadal licznie reprezentowane. (J) jadro komérkowe, torebka tacznotkankowa (L.). Strzatka otwarta oznaczone

ciato wielopgcherzykowe. Powigkszenie pierwotne 6k.



Ryc. 19. Fragment parenchymy komérek chemoreceptorowych pochodzacych od 12 mi s. szczura. Widoczne
ogniskowe zmiany w mitochondriach (M). Wigkszo§¢ bton mitochondrialnych zachowanajednak w
niezmienionej postaci. Strzatkami oznaczono uszkodzenia w obrgbie zewngtrznej btony Sciany jadrowej (J).
Powigkszenie pierwotne 40k.



Ryc. 20. Mikrografia przedstawia fragment parenchymy komérek chemoreceptorowych pochodzacych od 12
mies. szczura. Strzatka oznaczone tzw. krynofagi¢. Powigkszenie pierwotne 40k.



lizosomdw, ciat wielopgcherzykowych (Ryc. 18), a takze mitochondriéw o ré6znym
stopniu uszkodzenia (Ryc. 19). Zmiany te przemawiaja za wybidrczym, nekrotycznym
uszkodzeniem tych organelli. W jadrze komorkowym zaobserwowatam ogniskowe
rozwarstwienie blaszek $ciany jadrowej (Ryc. 19). U szczurdw w tej grupie wiekowe;j
po raz pierwszy zaobserwowano zjawisko tzw. krynofagii (Ryc. 20) polegajace
najprawdopodobniej na wchianianiu i niszczeniu ziarnistosci neurosekrecyjnych przez
endogenne hormony komdrkowe. Generalnie jednak zmiany te miaty umiarkowany

charakter.

4.2.4. SZCZURY 18-MIESIECZNE

W strukturach kigbkowych dochodzi do znacznego rozplemu elementéw
tacznotkankowych. W torebce lacznotkankowej zwigksza si¢ liczebnos¢ aktywnych
fibroblastow jak réwniez ilo$¢ peczkdw widkienek kolagenowych, ktdre penetruja
w struktury komorek kigbkowych (Ryc. 21). W znacznie pogrubionej warstwie
tacznotkankowej dochodzi do powstawania mtodych naczyn kapilarnych, czyli
angiogenezy (Ryc. 22). Nowotworzone naczynia krwionosne charakteryzuja sig
wysokim $rédbtonkiem i matym $wiatlem stanowiacym niekiedy waska szczeling.

Komorki chemoreceptorowe wykazuja zroznicowana morfologie. W$rdd nich
wystepuja komorki o bardzo przerzedzonej cytoplazmie, natomiast inne zachowuja
wyglad komorek prawidtowych (Ryc. 23). W zaleznosci od stopnia uszkodzenia
komorek zmienia si¢ morfologia jader komoérkowych z rozwarstwieniem $ciany
jadrowej wlacznie (Ryc. 24). W cytoplazmie tych komorek daje si¢ zaobserwowaé
liczne, zrdéznicowane fagolizosomy zawierajace niekiedy w swym wnetrzu
sfagocytowane ziarnistosci neurosekrecyjne, czyli tzw. krynofagia. W strefie

przyj drowej dochodzi do reduke;ji strefy aparatu Golgiego i do silnej wakuolizacji
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Ryc. 21. Fragment kl¢bka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. Gronko komérek chemoreceptorowych
zlokalizowanego jest miedzy dwoma naczyniami krwiono$nymi (K) wyscielonymi niezmienionymi komérkami
§rédbtonkowymi (S). W pogrubionej, w wyniku zwielokrotnienia ilo§ci komdrek fibroblastéw (F), torebce
tacznotkankowej (L) znajduja si¢ widkna nerwowe (N) ulegaja stopniowej dezintegracji. W parenchymie
komérek typu I pojawiajg si¢ liczne fagolizosomy (FL). Powigkszenie pierwotne 3k.



Ryc. 22. Parenchyma kigbka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. W znacznie poszerzonej torebce
tacznotkankowej (L) powstaja nowe naczynia krwiono$ne charakteryzujace si¢ wysokim §rédbtonkiem. (A) -
angiogeneza. Komoérki chemoreceptorowe (T1) charakteryzuja si¢ zredukowang strefa aparatu Golgiego oraz
zmniejszona iloscia ziarnistosci neurosekrecyjnych (Z). Pomigdzy komérki typu I weiskaja si¢ ,,nogi” komérek

typu II (T2). Powigkszenie pierwotne 3k.



Ryc. 23. Fragment struktury klebka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. Komérki chemoreceptorowe
wykazuja znaczne zréznicowanie morfologiczne. Wystepuja wéréd nich komérki o bardzo przerzedzonej
cytoplazmie (KP), komérki ciemne (KC), oddajace wodg oraz komdrki prawie niezmienione (KN).

W cytoplazmie widoczne liczne fagolizosomy (FL). Powigkszenie pierwotne 3k.



Ryc. 24. Fragment klgbka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. Scianajadrowa ulega rozwarstwieniu
(oznaczone strzatkami). W strefie przyjadrowej dochodzi do silnej wakuolizacji kanatéw siateczki
cytoplazmatycznej (Si) oraz do zaniku strefy aparatu Golgiego (G). Pojawiaja sig liczne lizosomy (FL)
wypelnione nichomogenna materia. Powigkszenie pierwotne 15k.



Ryc. 25. Fragment kiebka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. Ogniskowe uszkodzenie mitochondriéw
komérkowych (M). Cz¢$¢ z nich zachowuje prawidlowa strukturg blon natomiast inne ulegaja opustoszeniu z
grzebieni mitochondrialnych oraz przerwaniu ulega ich blona zewngtrzna (oznaczone strzatka). W cytoplazmie
wystepuja liczne fagolizosomy (FL) wypakowane sfagocytowanym materialem. Powigkszenie pierwotne 40k.



Ry . 26. Fragment kigbka szyjnego pochodzacego od 18 mies. szczura. Catkowita degradacja komoérek
chemoreceptorowych prowadzaca do wymieszania organelli komérkowych z widkienkami tkanki tacznej (L.).
W cytoplazmie wystepuja catkowicie opustoszale mitochondria (M) oraz obszary w obrgbie, ktérych nie mozna
wyr6zni¢ zadnych organelli komérkowych. Pojawiaja si¢ liczne tagolizosomy (FL).

Powigkszenie pierwotne 15k.



kanatow siateczki srodplazmatycznej (Ryc. 24). Istotng cecha jest redukcja ilosci
ziarnistosci neurosekrecyjnych. Uwage zwraca rowniez niejednorodne uszkodzenie
mitochondriéw, w ktorych wystepuja cechy obrzeku i przerwania cigglosci limitujacej
ich blony (Ryc. 25). Proces degradacji morfologicznej zachodzacy w komorkach
chemoreceptorowych niejednokrotnie prowadzi do ich catkowitego zniszczenia, za
czym przemawiaja fragmenty komorek ,,zatopione” w elementach wtokienkowych
tkanki tacznej (Ryc. 26). Kiebki szyjne pochodzace od 18 miesigcznych szczurdéw
wykazuja istotne roznice w budowie morfologicznej w porownaniu z kigbkami
pochodzacymi od miodszych zwierzat. Zmiany te maja jednak charakter ogniskowy, co
powoduje duzg réznorodnos$¢ stanu komorek. Ocena ilosciowa wykazuje, ze zmiany
patologiczne dotycza okoto 1/3 calej puli komdrek chemoreceptorowych.

W zakonczeniach nerwowych daje sie zaobserwowaé proces dezintegracji polegajacy

na koncentrycznym nawijaniu si¢ blaszek ostonek nerwowych.

4.2.5. SZCZURY 24-MIESIECZNE

W kiebkach szyjnych najstarszej grupy wiekowej zwraca uwagge rozbudowana
i bogata w elementy acznotkankowe torebka, ktéra moze powodowaé pogorszenie
dyfuzji gazéw z naczyn krwionosnych do parenchymy kiebkéw szyjnych oraz okluzji
strefy ktebkowej (Ryc. 27). Ostonki mielinowe ulegaja degradacji powodujacej trwale
uszkodzenie wnetrza otaczanych przez nie wiokien komérek nerwowych (Ryc. 28).
W gronkach komérek chemoreceptorowych daje si¢ zauwazy¢ ,,mozaikowatos¢”.
Wsrdd nich mozna wyrdznié¢ komorki o morfologicznych cechach apoptozy, jak i takie,
w ktorych przebiega proces nekrotyczny (Ryc. 27). W tych pierwszych wystepuje
charakterystyczna agregacja heterochromatyny z jednoczesnym zachowaniem

prawidtowej struktury mitochondriow. W komorkach podlegajacych procesom
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Ryc. 27. Fragment klebka szyjnego, pochodzacego od 24 mies. szczura, zlokalizowanego w poblizu naczynia
krwiono$nego (K), od ktérego kigbek jest odizolowany znacznie zgrubialq torebka tacznotkankowa (L).

W gronku komdrek chemoreceptorowych daje si¢ zauwazy¢ réznorodnosé wsréd komoérek. Wystepuja w nim
komorki o cechach apoptozy (Ap) z charakterystyczna zagregowana chromatyna we wnetrzu jadra
komoérkowego (J) i z zachowang struktura mitochondriéw (M), a takze komérki o cechach nekrozy (Ne) z
przerzedzona macierza mitochondriéw oraz z zanikiem organelli komérkowych.

Powigkszenie pierwotne 3k.



Ryc. 28. Mikrogratia przedstawia przekréj przez nerw zmielinizowany znajdujacy si¢ w okolicy klebka
szyjnego, pochodzacego od 24 mies. szczura. Nerw ten jest zatopiony w poszerzonej warstwie kolagenowej (L.).
Ostonki mielinowe ulegaja rozwarstwieniu (oznaczone strzatka) i degeneracji powodujac trwale uszkodzenie
widkienek komérek nerwowych (N). Powigkszenie pierwotne 15k.



Ryc. 29. Fragment komoérki chemore eptorowej z kigbka szyjnego pochodzacego od 24 mies. szczura.
Rozwarstwieniu ulega §ciana jadrowa (oznaczone strzatkami). Cz¢§¢ mitochondriéw zachowuje prawidtowa
budowe ultrastrukturalng (M). Jadro komérkowe (J). Powigkszenie pierwotne 40k.



Ryc. 30. Fragment kiebka szyjnego pochodzacego od 24 mies. szczura. Mitochondria komérkowe (M) ulegaja
ogniskowemu uszkodzeniu. Zmianie ulega takze ksztalt tych organelli, ilo$¢ grzebieni oraz wyglad macierzy
mitochonrialnej. Zmniejsza si¢ ilo§¢ ziarnisto§ci neurosekrecyjnych (Z). W cytoplazmie komérkowej pojawia si¢
krynofagia (Kr). Jadro komdrkowe (J) charakteryzuje si¢ rozwarstwiona $ciana jadrowa.

Powiekszenie pierwotne 15k.



Ryc. 31. Fragment parenchymy komérek chemoreceptorowych (T 1) pochodzacych z kiebka szyjnego 24 mies.
szczura. Komorki ulegaja catkowitej dezintegracji. W ich cytoplazmie znajduja si¢ pojedyncze, zmienione
mitochondria komérkowe (M), nieliczne ziarnisto$ci neurosekrecyjne (Z) oraz ciata mielinopodobne (oznaczone
strzatka).Cata struktura klgebkowa otoczona jest znacznie poszerzona torebka facznotkankowa (L.). Naczynie
krwionos$ne (K) zachowuja prawidlowa struktur¢. Powigkszenie pierwotne  Sk.



Ryc. 32. Fragment komérki chemoreceptorowej z kigbka szyjnego pochodzacego od 24 mies. szczura.
Rozwarstwieniu i ,,obrzekowi” ulegaja cysterny (C) aparatu Golgiego. W poblizu strefy Golgiego znajduja sig¢
tylko nieliczne pecherzyki (P) z ciemnym rdzeniem. Powigkszenie pierwotne 40k.



nekrotycznym obserwuje si¢ rozwarstwienie $ciany jadrowej (Ryc. 29) oraz
zmniejszenie catkowitej ilosci organelli komorkowych z przewaga tych o zmienionym
ksztalcie (49,6 £4,9% mitochondriow uleglo roznego typu uszkodzeniom w poréwnaniu
z mlodymi szczurami, u ktoérych zaobserwowano 23,3 +3,1% zmienionych
mitochondriow, P<0,05) i przerzedzonej macierzy (Ryc. 30). W obrg¢bie komorek
chemoreceptorowych pojawiaja si¢ liczne tzw. ciata mielinopodobne (Ryc. 31).
Cysterny aparatow Golgiego ulegaja rozwarstwieniu, a w ich poblizu nie obserwuje si¢
pecherzykdéw z ciemnymi rdzeniami (Ryc. 32). Ilo$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych ma
tendencje¢ do zmniejszania si¢ w porownaniu z mtodymi zwierzg¢tami (101,3 +10,2

u miodych vs. 84,1 £10,2 u starych szczurdéw). Wigkszos¢, ponad 1/2 komoérek
chemoreceptorowych wchodzacych w skiad gronek ulegla uszkodzeniom. Okoto 20%
spo$rdd komorek uszkodzonych ulega zupelnej fragmentacji. Zmiany te maja charakter
podobny do tych zaobserwowanych u 18 miesigcznych szczuréw, lecz sa znacznie

bardziej nasilone.

4.3. ULTRASTRUKTURA TETNIC SZYJNYCH

4.3.1. SZCZURY 3-MIESIECZNE

Tetnica szyjna wspolna, wedtug histologicznej klasyfikacji zaliczana jest do tetnic
typu sprezystego (zewnetrzna i wewnetrzna do typu migsniowego). U szczuréw $ciana
zbudowana jest z kilku warstw i typow komorek. Najbardziej wewngtrzna warstwa
zbudowana jest z komorek srodblonkowych i lezacej pod nimi cienkiej warstwy tkanki
lacznej widknistej oraz blony podstawnej (Ryc. 33). Srodblonek zbudowany jest
z ptaskich komorek potaczonych ze soba réznego typu ztagczami. W komorkach tych
znajduja si¢ liczne pecherzyki pinocytarne, pojedyncze mitochondria, kanaly siateczki

cytoplazmatycznej (Ryc. 34). Warstwa srodkowa zbudowana jest gtéwnie z wlokien
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Ryc. 33. Mikrografia przedstawia fragment prawidtowe;j tgtnicy szyjnej pochodzacej od 3 mies. szczura. Z lewej
strony mikrografii widoczne §wiatto naczynia wystane warstwa komérek srédbtonkowych (S), migdzy ktdrymi
widoczne sg charakterystyczne potaczenia (oznaczone strzatka). Kolejne warstwy stanowi warstwa elastynowa
(E) oraz warstwa mig$ni gtadkich (Mg) przerosnigtych niewielka iloscia kolagenu (Ko).

Powigkszenie pierwotne Sk.



Ryc. 34. Mikrografia przedstawia fragment t¢tnicy szyjnej pochodzacej od 3 mies. szczura. Prawidlowy obraz
komérki srédblonkowej (S) z wyraznie zaznaczonym jadrem komérkowym ( J), mitochondriami komérkowymi
(M) oraz licznymi pecherzykami pinocytarnymi (P). Ponizej warstwy §rédbtonkowej widoczna warstwa
elastynowa (E). Strzatka oznaczone potaczenie migdzy komérkami srédbtonkowymi.

Powigkszenie pierwotne 12k.



Ryc. 35. Przekroj przez tetnice szyjna pochodzaca od 6 mies. szczura. Warstwa komérek $rédbtonkowych (S)
oraz polaczenia mi¢dzy nimi (oznaczone strzatkami) sa prawidiowo zachowane. Lezaca pod nia warstwa
elastynowa ulega ogniskowemu pofragmentowaniu (E). Zwigkszaja si¢ nieznacznie odlegto$ci migdzy
komdérkami migsni gladkich (Mg) w tych miejscach pojawiaja si¢ widkienka kolagenowe (Ko).

Powigkszenie pierwotne 3k.



elastynowych potaczonych w blaszkowate struktury tworzace lita warstwg (Ryc. 33).
Bezposrednio do warstwy elastynowej przylegaja komorki migsni gladkich, migdzy
ktérymi znajduja si¢ liczne widkna nerwowe, ktorych zakonczenia stykaja si¢

z najbardziej zewngtrzna warstwa miocytow. Warstwe miocytdw otaczaja od zewnatrz
wldkna kolagenowe, tworzac gruba blong elastynowa zewngtrzna, zwang przydanka.
Wi6kna kolagenowe przydanki przebiegaja podtuznie lub skosnie do dlugiej osi
naczynia. Elementem komérkowym przydanki sa fibroblasty. Tetniczki migsniowe, do
ktorych zalicza si¢ t¢tnice szyjng zewnetrzng i wewnetrzna, charakteryzuja si¢ dobrze
rozbudowang btona srodkowa, ktora skiada si¢ z miocytow gladkich, lezacych w kilku
warstwach. [lo$¢ warstw wzrasta wraz ze wzrostem $rednicy naczynia. Opisany
przekroj przez sciang t¢tnic szyjnych mlodych szczuréw stanowi przyklad prawidtowe;j
budowy i w zwiazku z tym zostal potraktowany jako kontrola w stosunku do dalszej

czesci doswiadczen.

4.3.2. SZCZURY 6-MIESIECZNE

Warstwa elastynowa niekiedy ulega fragmentacji (Ryc. 35). W przerwach
utworzonych miedzy elementami elastynowymi pojawiaja si¢ wtokienka kolagenowe.
Jednoczesnie zwigksza si¢ przestrzen migdzy komodrkami mig$niowymi, w ktorych
réwniez pojawiaja si¢ widkienka kolagenowe (Ryc.35). Komorki srodbtonkowe i ztacza
miedzy nimi zachowuja prawidtowa budowe ultrastrukturalna. Zaobserwowana
przebudowa $ciany t¢tnic szyjnych jest powolnym, fizjologicznym procesem
polegajacym na delikatnym usztywnieniu si¢ naczyn. Najistotniejszy element
czynnosciowy naczyn, jakim jest warstwa $rodblonkowa, nie ulega zmianom pod

wplywem wieku, co $wiadczy o tym, ze jego czynno$¢ moze by¢ zachowana (Ryc. 35).
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4.3.3. SZCZURY 12-MIESIECZNE

Warstwa srodbtonkowa jest w petni zachowana. Potaczenia migdzy komoérkami
zachowuja swojga struktur¢ (Ryc. 36). Uwage zwraca fakt pojawienia si¢ widkienek
kolagenowych, tworzacych pgczki pod blong elastynowa oraz wypelniajacych
przestrzenie mi¢dzy komdrkami migsniowymi (Ryc. 37). Jest to proces nieco bardziej

nasilony niz to byto w przypadku szczuréw 6 miesiecznych.

4.3.4. SZCZURY 18-MIESIECZNE

U szczuréw w tym przedziale wiekowym daje si¢ zaobserwowa¢ znaczne
rozwarstwienie btony spr¢zystej (elastynowej) (Ryc. 38) oraz rozro$nigta warstwe
komorek migsni gladkich. Wszystkie przestrzenie migdzykomdrkowe wypetniaja,
ulegajace rozplemowi widkienka kolagenowe. Warstwa laminarna, jaka stanowig
komorki srédbtonkowe nadal zachowuje prawidtows struktur¢. Charakteryzuja si¢ one
obecnoscig mitochondridw, licznych pecherzykdéw pinocytarnych (Ryc. 39) oraz
pojedynczymi cialami Weibla-Palade a (Ryc. 38). Nie zaobserwowano zadnych
agregatow ptytkowych, ktére moglyby swiadczy¢ o procesie miazdzycowym.
Zachodzace zmiany $wiadcza o przebudowie naczyn krwionosnych, ktéra ma charakter

fizjologicznych zmian z wiekiem.

4.3.5. SZCZURY 24-MIESIECZNE

Komoérki srodblonkowe tworzg lita warstwe wyscielajaca swiatto naczynia. Na
powierzchni laminarnej widoczne sg pojedyncze mikrokosmki §wiadczace o czgsciowej
zmianie w budowie btony plazmatycznej. Polaczenia miedzy komdrkami sa w petni
zachowane (Ryc. 40). Warstwa elastynowa jest bardzo zr6znicowana. Widoczne sa

fragmenty z zachowang ciaglo$cia jak rowniez miejsca z jej ogniskowym rozpadem.
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Ryc. 36. Mikrografia przedstawia fragment tetnicy szyjnej 12 mies. szczura. Komérki srédbionkowe (S) oraz
potaczeniami migdzykomérkowymi (oznaczone strzatkami) zachowane w prawidtowej postaci. Warstwa
elastynowa (E) nieco przero$nieta widknami kolagenowymi (Ko). (Mg), komérki migéni gtadkich.
Powigkszenie pierwotne 5k.



Ryc. 37. Mikrografia przedstawia przekrdj przez tgtnicg szyjna 12 mies. szczura. Warstwy migéni gladkich (Mg)
przerastaja wiéknami kolagenowymi (Ko). Widoczny jest réwniez brak ciaglo$ci warstwy elastynowej (E).
Powigkszenie pierwotne 6k.



Ryc. 38. Fragment tetnicy szyjnej pochodzacej od 18 mies. szczura. Komérki srédbtonkowe (S) wraz ze
ztaczami komérkowymi zachowuja prawidtowa strukture. Warstwa elastynowa (E) ulega rozwarstwieniu i
stopniowej degeneracji (zaznaczone strzatka). Widkna kolagenowe wypetniaja przestrzenie migdzykomérkowe
(Ko), (W-P)- ciata Weibla-Palada’e. Powigkszenie pierwotne 5k.



Ryc. 39. Mikrografia przedstawia fragment tgtnicy szyjnej pochodzacej od 18 mies. szczura. Komérki
§rédblonkowe zachowuja prawidtowa strukture (S), prawidlowo wygladaja réwniez potaczenia
migdzykomérkowe (oznaczone strzatka). W srédbtonkach widoczne sa liczne pecherzyki pinocytarne (P),
mitochondria (M) oraz duze jadra komérkowe (J). Warstwa elastynowa (E) ulega pofragmentowaniu.
Przestrzenie miedzykomérkowe wypelniane sa przez widkna kolagenowe (Ko). Powigkszenie pierwotne 10k.



Ryc. 40. Fragment tgtnicy szyjnej pochodzacej od 24 mies. szczura. Komérki §rédbtonkowe (S) tworza lita
warstwe od strony $wiatfa naczynia. Niewielkie mikrokosmki (oznaczone strzatka otwarta) na powierzchni
$wiadcza o czgSciowej zmianie w budowie btony plazmatycznej. Potaczenia miedzy komérkami sa w petni
zachowane (oznaczone strzatka zamknieta). Warstwa elastynowa (E) ulega miejscowemu rozpadowi. Widkienka
kolagenowe (Ko) przerastaja przestrzenie migdzykomérkowe. Komorki migsni gtadkich (Mg). Powigkszenie

pierwotne 4k.



Ryc. 41. Fragment tetnicy szyjnej pochodzacej od 24 mies. szczura. Komérki migéni gladkich (Mg)
charakteryzuja si¢ nieregularnym ksztattem spowodowanym rozbudowa ich wypustek plazmatycznych.
Przestrzenie migdzy komérkami przerastaja wiéknami kolagenowymi (Ko). (E)- warstwa elastynowa, (S)-
komdrka §rédblonka. Powigkszenie pierwotne 7,5k.



Uwage zwraca fakt wystepowania licznych pgczkow kolagenowych w warstwie
elastynowej jak rowniez poszerzenie przestrzeni migdzy komoérkami migsniowymi
(Ryc. 41). Komorki mig$ni gltadkich maja bardzo nieregularny ksztatt wynikajacy

z rozbudowy ich wypustek plazmatycznych. Zaobserwowane zmiany moga $wiadczy¢
o stopniowym sztywnieniu naczyn, co jest procesem fizjologicznym z uplywem wieku.
Ciaglo$é warstwy srodbtonkowej, ktdra jest istotna dla procesu miazdzycowego, zostala

jednak zachowana.

4.4. CYTOCHEMICZNE BADANIA LOKALIZACJI
AKTYWNOSCI NADPH-DIAFORAZY W KOMORKACH
CHEMORECEPTOROWYCH I KAPILARACH SZYJNYCH
U ZWIERZAT MLODYCH I STARYCH

4.4.1. SZCZURY 3-MIESIECZNE

Na poziomie rozdzielczosci mikroskopu elektronowego dokonana zostala
potilosciowa analiza rozmieszczenia produktu reakcji syntazy tlenku azotu (NOS).
Produkt reakcji wykazany zostat za pomocg elektronowo-g stych czasteczek o srednicy
15 nm. Czasteczki te znajdowaly si¢ gldwnie na terenie cytoplazmy komorek
chemoreceptorowych klebkow szyjnych (Ryc. 42). U mlodych zwierzat w przeliczeniu
na powierzchnie rowna 2,5 m” przypadaty 42,0 +1,7 czasteczki produktu reakcji.
Ponadto zlokalizowany zostal rowniez produkt reakcji w komdrkach $rédblonkowych
naczyn kapilarnych przylegajacych do kigbkow. W przeliczeniu na powierzchni¢ rowna

2,5 m przypadaly 47,5 £3,5 czasteczki produktu reakcji.
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Ryc. 42. Mikrografia przedstawia obraz kiebka szyjnego pochodzacego od 3 mies. szczura. W ramkach ukazany
zostal produkt reakcji zlokalizowany w cytoplazmie komdérkowej, uzyskany przy zastosowaniu metody
NADPH- diaforazy. Nieprawidtowo$ci w wygladzie ultrastrukturalnym kiebkéw szyjnych spowodowane sa
stabszym utrwalaniem wymaganym do metod histochemicznych. Powigkszenie pierwotne 15k.



Ryc. 43. Mikrografia przedstawia obraz parenchymy kigbka szyjnego pochodzacego od 24 mies. szczura.

W ramkach ukazany zostal produkt reakcji, zlokalizowany w cytoplazmie komérkowej, uzyskany przy
zastosowaniu metody NADPH- diaforazy. Nieprawidlowosci w wygladzie ultrastrukturalnym kigbkéw szyjnych
spowodowane sa stabszym utrwalaniem wymaganym dla metod histochemicznych.

Powigkszenie pierwotne 15k.



4.4.2. SZCZURY 24-MIESIECZNE

Komorki chemoreceptorowe pochodzace od zwierzat starych posiadaty w swojej
cytoplazmie znamiennie wigksza w porownaniu do szczuréw 3 mies. ilo$¢ czasteczek
produktu reakcji. W przeliczeniu na powierzchni¢ réwna 2,5 um* przypadaty 94,0 £9,9
czasteczki produktu reakcji (Ryc. 43), w poréwnaniu z 42,0 +1,7 u mtodych szczurow,
co bylo rdznica znamienng statystycznie. Jednoczesnie zaobserwowano wzrost ilosci
elektronowo gestych czasteczek NADPH-diaforazy w komoérkach srodbtonkowych
naczyn kapilarnych w kigbkach szyjnych starych szczuréw (77,6 £9,5) w poréwnaniu

z mlodymi szczurami 47,5 +3,5 co takze bylo rdznica znamienna statystycznie.

4.5. CYTOCHEMICZNE BADANIA LOKALIZACJI
AKTYWNOSCI NADPH-DIAFORAZY W SCIANACH TETNIC

SZYJNYCH U ZWIERZAT MLODYCH I STARYCH

Wykonana reakcja NADPH-diaforazy wykazata lokalizacje aktywnosci
enzymatycznej NOS w elementach morfotycznych §ciany t¢tnic zwierzat miodych
(Ryc. 44). Produkt reakcji znajdowat si¢ przede wszystkim w cytoplazmie komorek
srodblonkowych jak rowniez w cytoplazmie komorek migéni gladkich. Analiza
pdlilosciowa wykazala, iz na powierzchnig 2,5 m? komorki $rodblonkowej przypadato
52,0 £2,6 czasteczki produktu reakcji i 69,1 +£5,4 na komoérki migsni gladkich.

Podobnie jak u miodych zwierzat, w komodrkach $rédbtonkowych i komérkach
miesni gladkich starych zwierzat zlokalizowano czasteczki produktu reakcji (Ryc. 45).
W przeliczeniu na te samg powierzchni¢ komorek srédbtonkowych zaobserwowano
zwigkszong ilo$¢ produktu 89,0 +£9,3 co bylo znamiennym wzrostem w poréwnaniu
z modymi szczurami (P<0,05) oraz 78,2 £5,4 w komdrkach mig$ni gladkich, co nie

by 0 znamienne.
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Ryc. 44. Mikrografia przedstawia przekrdj przez tetnice szyjna pochodzaca od 3 mies. szczura. W ramkach
zaznaczono produkt reakcji zlokalizowany gtownie w komérkach §rédbtonkowych oraz w mig$niach gtadkich,
uzyskany przy zastosowaniu metody NADPH- diaforazy. Powigkszenie pierwotne 15k.



Ryc. 45. Mikrografia przedstawia przekrdj przez t¢tnice szyjna pochodzaca od 24 mies. szczura. W ramkach
zaznaczono produkt reakcji zlokalizowany giéwnie w komdrkach srédbtonkowych oraz w migsniach gtadkich,
uzyskany przy zastosowaniu metody NADPH- diaforazy. Powigkszenie pierwotne 15k.



4.6. BIOCHEMICZNE OZNACZENIE POZIOMU
CHOLESTEROLU CALKOWITEGO ORAZ FRAKCJI HDL WE

KRWI TETNICZEJ SZCZUROW MLODYCH I STARYCH

W Tabeli 1 podane zostaly wartosci poziomu cholesterolu we krwi tetniczej
pochodzacej od zwierzat mtodych i starych. U starych szczurdéw nie stwierdzono
istotnych réznic w zawartosci cholesterolu catkowitego oraz HDL w stosunku do
szczurow miodych.

Tabela 1. Poziom cholesterolu catkowitego (CH) oraz HDL (mg/dL) we krwi tgtniczej
milodych (M) i starych (S) szczurow.

LP WIEK |CH |HDL |WIEK |CH |HDL
1 M 63,7 (342 |S 950 |58,7

2 M 63,9 (378 |S 51,5 36,1

3 M 58,8 (473 |S 46,7 (352

4 M 46,4 (345 |S 582 389
5 M 51,7 1357 IS 58,0 |44.6

6 M 51,8 (27,5 |s 63,6 |39,9

SREDNIA 56,0 |36,1 62,2 422

SE 32 (29 77 13,9

Nie zaobserwowano znamiennych roznic dla obu frakcji cholesterolu migdzy badanymi
grupami wiekowymi (P>0,05)

4.7. ZMIANY ODPOWIEDZI ODDECHOWEJ NA HIPOKSJE
Z POSTEPUJACYM WIEKIEM

4.7.1. INFORMACJE OGOLNE

Czg¢$¢ neurofizjologiczna badan zostata wykonana w grupie 18 szczurow w wieku
3 mies. i 24 mies. Grupa szczuréw mlodych liczyla 11 osobnikéw o $redniej wadze 302
+6,8 g (295-315 g) natomiast grupa starych szczurdw liczyla 7 osobnikow o wadze 604

+18,5 g (540-651 g). Oddechowe i gazowe parametry spoczynkowe we krwi t¢tniczej
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nie odbiegaly od warto$ci normalnych u us$pionych spontanicznie oddychajacych
zwierzat. U zwierzat starych Pa ,, PaC ,, Sa ,, pH oraz PgrC ; wynosily
odpowiednio: 91,1 £5,4 mmHg, 41,3 +4,6 mmHg, 96,2 £0,6%, 7,35 +£0,02, 31,9 £0,3
mmHg. Dla mtodych zwierzat parametry te wynosity odpowiednio: 92,5 £2,1 mmHg,
38,9 +1,2 mmHg, 97,0 £0,2%, 7,36 +£0,01, 32,7 £0,1 mmHg. Nie stwierdzono
statystycznie znamiennych réznic migdzy grupa starych i mlodych szczurow.
Obydwie grupy wiekowe poddane zostaly testom na poikilokapniczna hipoksj¢
typu ,,steady state”. Testy zostaly przeprowadzone na dwdch poziomach bodzca
hipoksyjnego: 14% O, w N (hipoksja umiarkowana) oraz 11% O, w N (hipoksja
silna), w sekwencji umiarkowana — silna z 20 min. przerwa mi¢dzy nimi. Wyniki
przedstawione w nastepnych podrozdziatach opisuja przebieg i czuto§¢ odpowiedzi

oddechowej na hipoksj¢ w badanych grupach wiekowych szczurow.

4.7.2. PRZEBIEG ODPOWIEDZI ODDECHOWEJ NA HIPOKSJE
Odpowiedz wentylacyjna ptuc na hipoksje¢ rdznita si¢ w zaleznosci od sity bodzca
hipoksyjnego. Hipoksja umiarkowana (14%) powodowata wzrost wentylacji ptuc 15-
20% powyzej poziomu kontrolnego (Ryc. 46). Maksimum odpowiedzi wyst¢gpowalo po
1 min od zadania bodzca, po czym obserwowano stopniowy spadek wentylacji, bedacy
wyrazem depresyjnego dziatania hipoksji u uspionych zwierzat. Stare szczury

odpowiadatly na hipoksj¢ z tendencja do wigkszego wzrostu wentylacji.
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Ryc. 46. Poréwnanie przebiegdéw odpowiedzi oddechowej na 14% hipoksj¢ u mtodych i starych
szczuréw. Symbolem zamknigtym oznaczono zwierzgta stare (S), a otwartym zwierzg¢ta mtode (M).

Ryc. 47. Poréwnanie przebiegdw odpowiedzi oddechowej na 11% hipoksj¢ u mtodych i starych
szczurdw.

Hipoksja silna (11%) powodowala wigkszy wzrost wentylacji w obu grupach
wiekowych, ktorego stymulujaco-depresyjny profil czasowy byt podobny (Ryc. 47).
W przeciwienstwie do hipoksji umiarkowanej, szczury mlode wykazywaty tutaj,
$rednio, tendencj¢ do silniejszych odpowiedzi.

Wzorzec oddechowy tworzony jest przez sktadowa objgtosciowa
i czestotliwosciowa oddychania. Sktadowa czgstotliwosciowa byta gldwnym motorem

zwigkszonego oddychania w hipoksji w obu grupach wiekowych. Zanotowano jednak

-53-



miedzygrupowe roznice w hipoksyjnym wzorcu oddychania. O ile stare szczury
odpowiadaty wzrostem zaroéwno czestotliwosci jak i objetosci, to miode,
w szczegolnosci w hipoksji silnej, bardziej reagowatly czgstotliwoscia (Tabela 2A i B).

Tabela 2. Udzial komponenty czestotliwosciowej (f) oraz objetosciowej (A) w procesie
formowania odpowiedzi oddechowej na hipoksje¢ w grupie mtodych i starych szczurdéw.

A Hipoksia — 14%
Test
(Minuty) Mtode szczury Stare szczury
f A f/A f A f/A
0,5 114,739 | 993+23 1,16 1157+32 | 1052+44 1,10
1,0 117,7+ 4,8 98,9 +£2,7 1,19 116,2+£22 106,2 £ 4,6 1,09
1,5 116,8 + 4,8 99,2 +£4,1 1,18 113,614 105,3+4,0 1,08
2,0 110,2 4,7 97.4+34 1,13 110,9£ 1,9 106,2 + 4,4 1,04
B Hipoksja — 11%
Test
(Minuty) Mtode szczury Stare szczury
f A f/A f A f/A
0,5 139,5+6,3* 98,6 +1,9 1,41 122,6 £7,3 104,1 £ 6,0 1,18
1,0 139,8 £ 5,1* 98,5122 1,42 121,9£5,8 105,4 £6,2 1,16
1,5 136,9+5,1* | 96,127 1,42 120,1 + 4,4 99,1 4,1 1,21
2,0 129,31+ 5,2 94,1 +3,6 1,37 117,0 £ 6,1 99,0 £ 4,6 1,18

Przedstawione dane sg warto$ciami $rednimi (+ SE) wyliczonymi jako procent wartosci kontrolnej
przyjetej za 100%. f /A jest wspofczynnikiem opisujacym $rednig kontrybucje obu komponent wzorca
oddechowego tworzacego wentylacje minutowa. *P<0,05 migdzy korespondujacymi ze soba minutami
testu w obu grupach wiekowych szczuréw

4.7.3. CZULOSC ODPOWIEDZI ODDECHOWEJ NA HIPOKSJE

USTARYCH I MLODYCH SZCZUROW

Ryc. 48 i Ryc. 49 przedstawiaja $redni szczytowy wzrost minutowej wentylacji
plucnej i komponenty czgstotliwosciowej na dwoch poziomach bodzca hipoksyjnego
w obu grupach wiekowych, wyrazony w procentach wartosci kontrolnej. Czutos¢
odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ wyrazona jest przez nachylenie linii prostej

opisujacej wzrost wentylacji wraz ze wzrostem sity bodzca.
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Ryc. 48. Czuto$¢ odpowiedzi oddechowej na hipoksje wyrazona przez nachylenie linii prostej ,,slope” (S)
opisujacej wentylacje minutowa w odpowiedzi na 14% i 11% hipoksjg¢. Symbole oznaczaja $redni +SE
maksymalny wzrost wentylacji (Vgmax) W % kontroli. Symbolem zamknietym oznaczono zwierzegta stare
(S), a otwartym zwierzgta mtode (M). Réznica w czutosci odpowiedzi oddechowej na hipoksje u zwierzat
mtodych osiagneta znamienno$¢ statystyczng w poréwnaniu ze zwierzetami starymi (*P<0,05).

Zar6éwno u starych jak i u mtodych zwierzat obserwowano wzrost Vgmax W obydwu
zakresach hipoksji. Byt onjednak nierdwnomierny. U mtodych zwierzat Vgmax
osiaggneta 118,9 £2,5% 1 142,2 £7,5% w stosunku do kontroli w odpowiedzi na 14%

i 11%. Réznica w wielkosci odpowiedzi na te dwa bodzce hipoksyjne u mtodych
zwierzat byla znamienna (P<0,05). U zwierzat starych wzrost Vgmax wynosit
odpowiednio: 125,5 +£5,8% i 125,8 £4,7%. Cho¢ wzrost wentylacji u mlodych zwierzat
w odpowiedzi na umiarkowang hipoksj¢ byl o 6-7% nizszy, to byt on o ok. 17% wyzszy
w cigzkiej hipoksji od wzrostu u starych zwierzat. Zwigkszona czutosé odpowiedzi
oddechowej na hipoksje¢ u mtodych zwierzat, wyrazona przez nachylenie linii prostej
»slope " (S) opisujacej wentylacj¢ minutowa w odpowiedzi na hipoksje, byla istotnie

rézna od czutosci u zwierzat starych(P<0,05).
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Ryc. 49. Czulos¢ odpowiedzi komponenty czestotliwosciowej wzorca oddechowego na hipoksje
wyrazona przez nachylenie linii prostej ,,slope” (S) opisujacej wzrost czestosci oddychania (f) na dwéch
poziomach hipoksji. Symbole jak na Ryc. 48. Wartosci ,,slope” dla starych i mtodych zwierzat réznity sie
znamiennie (* P<0,05).

Odpowiedz wentylacji minutowej na hipoksje napedzana byta czgstoscia
oddychania przy niklych zmianach komponenty obj¢tosciowej. Wzrost komponenty
czgstotliwosciowe] obserwowano w obydwu grupach wiekowych szczuréw. Wzrost ten
byt jednak, podobnie jak w przypadku wentylacji minutowej, znamienny jedynie
u mlodych zwierzat, gdzie wynosit 119,4 £4,4% i 145,8 £5,6%, odpowiednio dla 14%

i 11% hipoksji (P<0,05). U starych szczurow wartosci te byty 119,0 £2,2% 1 124,1
+2,8% (P>0,05). Zwierzgta stare miaty, podobnie jak w przypadku wentylacji

minutowej, splaszczong czutosé odpowiedzi czestotliwosciowa na hipoksje (P<0,05).

4.7.4. DWUFAZOWOSC ODPOWIEDZI ODDECHOWEJ NA

BODZIEC HIPOKSJYNY U STARYCH I MLODYCH SZCZUROW

Odpowiedz oddechowg na hipoksj¢ mozna podzieli¢ na dwie fazy. Wczesna faze
stymulacji, za ktora odpowiedzialne sa chemoreceptory obwodowe oraz fazg depresji

oddychania, ktora zachodzi przede wszystkim przy udziale osrodkowego uktadu
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oddechowego. Niezaleznie od sity zadanego bodzca oraz wieku zwierzat zachowany byt
dwufazowy charakter odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ typu ,,steady—state”.
W pierwszej fazie odpowiedzi nastgpowat szybki wzrost wentylacji minutowej
zachodzacy gléwnie za posrednictwem komponenty czgstotliwosciowej. W obydwu
grupach szczurow wentylacja minutowa osiagata swoje maksimum po ok. 1,0 min testu.
Wartosci szczytowe uzyskane w odpowiedzi na 14% i 11% hipoksj¢ zostaty podane
w Tabeli 2A i B w czgsci 4.7.2. Po pierwszej minucie, Vg zaczg¢la stopniowo male¢ az
do zakonczenia testu, przy czym wentylacja utrzymywata si¢ na poziomu wyzszym od
poziomu wyjsciowego. Sila, z jaka zostata wyrazona depresja wentylacji minutowej
uzalezniona byta zaréwno od wieku zwierzat jak 1 od mocy zadanego bodzca.
W odpowiedzi na umiarkowang hipoksje, depresja oddychania byta dwukrotnie
silniejsza u zwierzat mtodych i wynosita 8% w poréwnaniu z wartoscia szczytowa.
W odpowiedzi na silng hipoksj¢, procent, o jaki zmniejszyla si¢ wentylacja minutowa
byt zblizony w obydwu grupach wiekowych i wynosit ok. 12% z tendencja do
silniejszego zaakcentowania w grupie mtodych szczuréw.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze odpowiedzi na silna hipoksj¢ u starych
zwierzat charakteryzowaly sig¢ ,, sptaszczonym” przebiegiem w poréwnaniu z mtodymi
szczurami. Splaszczenie to obejmowalo tez druga, depresyjna faz¢ odpowiedzi, co

powodowato, ze depresja oddechowa miata tagodniejszy przebieg.

4.7.5. WPLYW BODZCA HIPOKSYJNEGO NA SKLAD GAZOWY
I CISNIENIE KRWI TETNICZEJ U STARYCH I MLODYCH

SZCZUROW

Opisanym zmianom wzorca oddechowego podczas hipoksji towarzyszyly zmiany

w skladzie gazowym i rownowadze kwasowo-zasadowej krwi tgtniczej oraz w wartosci
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cisnienia tgtniczego (BP). Pomiary tych parametrow wykonywano w punkcie
kontrolnym przed podaniem mieszanki hipoksyjnej do oddychania oraz w 1,5 min testu
hipoksyjnego. Zwierzeta oddychaly spontanicznie i wydechowy CO; nie byt sztucznie
utrzymywany na staltym poziomie, co powodowato indywidualny rozrzut danych.
U starych zwierzat, PetC , ulegato zmniejszeniu z 38,0 £0,4 mmHg w kontroli do 32,7
+0,3 mmHg w 14% hipoksji oraz z 32,7 £0,4 mmHg do 28,1 +0,8 mmHg w 11%
hipoksji. Analiza statystyczna nie wykazala istotnych réznic migdzy srednimi
wartosciami punktéw kontrolnych ani punktow hipoksyjnych.

U mtodych zwierzat, Pgr z wyjsciowego 41,0 £0,2 mmHg ulegto zmniejszeniu
do 36,5 £0,2 mmHg w 14% hipoksji i z 38,0 £0,2 mmHg do 31,2 £0,2 mmHg w 11%
hipoksji. Punkty kontrolne obu poziomdéw hipoksji, podobnie jak u starych szczurdw,
nie roznity si¢ znamiennie, natomiast mi¢gdzy punktami 1,5 min obu hipoksji wykazano
istotne roznice (P<0,05). Stwierdzono tez réznice migdzy punktami kontrolnymi a 1,5
min hipoksji (P<0,05). Nie zaobserwowano jednak istotnych réznic migdzy
korespondujacymi punktami kontrolnymi i 1,5 min testow hipoksyjnych migdzy
grupami wiekowymi szczurow. Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu niesparowanego
testu Studenta.

U starych zwierzat, ci$nienie krwi (BP) z wyjsciowego 72,3 £0,4 mmHg zmalato
do 51,7 £0,8 mmHg w 14% hipoksji i z 70,0 £1,1 mmHg do 50,4 £0,3 mmHg
w hipoksji 11% i spadki te byly znamienne statystycznie (P<0,05). U mtodych zwierzat,
BP z wyjs$ciowego 96,1 +1,0 mmHg maleje do 76,7 £0,7 mmHg w 14% hipoksji oraz
z 88,9 £1,0 mmHg do 60,0 £0,7 mmHg w 11% hipoksji (P<0,05). Wyjsciowe cisnienie
krwi u starych i mlodych szczurdéw rdznito sig istotnie (P<0,05), lecz spadki ci$nienia

zwiazane z hipoksja byly podobne. Pod koniec testu, BP spadalo w obydwu grupach
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wiekowych, lecz nigdy ponizej punktu krytycznego, ktéry ma wptyw na odpowiedzi
oddechowe na hipoksje, przyjetego w literaturze za 50 mmHg (Lahiri i wsp., 1980).
Parametry gazowe oraz pH dla obu grup wiekowych przedstawione sa w Tabeli 3A
i B. Wyjsciowy skfad gazowy krwi mlodych i starych szczur6w nie roznit si¢ istotnie.
Niewielki roznice w poziomach Pa ; ujawnity si¢ dopiero pod koniec testu na 11%

hipoksje.

Tabela 3. Srednie wartosci PaC 5, Pa 5, Sa , pH w grupie mtodych (A) i starych (B)

SZCZUrow.

A Kontrola 1 1,5 min. 14% Kontrola 2 1,5 min. 11% hipoks;ji
Parametry hipoksji

PaCO, 48,4 £1,55 41,3 £1,8* 452 122 35,6 £1,8*

Pa0O, 87,3124 59,4 +1,61* 91,1 £1,7+ 53,5+ 1,0*#+

Sa0, 96,5 +0,7 90,3 +0,9* 96,9 0,3 87,6 £0,8*

pH 7,35 10,01 7,41 £0,01* 7,36 £0,02#+ | 7,42 £0,02*+

B Kontrola 1 1,5 min. 14% Kontrola 2 1,5 min. 11% hipoksji
Parametry hipoksji

PaCO, 42,2 +4,7 36,8 16,3 37,5 £6,3 31,1 45,5

Pa0, 82,3 5,9 61,9 £4,5* 84,6 £3,0 47,6 £2,0*+

Sa0, 94,8 £0,9 90,3 +1,5* 94,4 +0,8 82,5 2 4%+

pH 7,34 £0,02 7,37 0,02 7,32 £0,03 7,37 £0,03

(*) w pordwnaniu z wartoscia kontrolna, (+) w zaleznosci od sity bodZca w tej samej grupie wiekowej

zwierzat, (#) w zaleznosci od wieku zwierzat
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S. DYSKUSJA

Przeprowadzone przeze mnie badania mialy na celu ocen¢ wptywu wieku na
ultrastrukture i czynnos¢ kiebkow szyjnych, a takze probe wniknigcia we wzajemne
zalezno$ci migdzy ultrastrukturg a czynno$cia wraz z postepujacym wiekiem. Badania
zostaly przeprowadzone na szczurach w grupach, w ktorych wiek zwierzat zwigkszat si¢
o pét roku, poczynajac od 3 miesiecy. Czg¢$¢ ultrastrukturalna badan wykazata, iz kiebki
szyjne ulegaja wyraznym zmianom degeneracyjnym z post¢pujacym wiekiem.

Wptyw zmian ultrastrukturalnych rozwijajacych si¢ z wiekiem na czynnos¢
ktebkéw szyjnych oceniano na podstawie odpowiedzi oddechowych na hipoksje, ktére
generowane sa przez ten organ. Czynnos¢ klebkow oceniano w dwoch skrajnych
grupach wiekowych 3 i 24 miesiace; grupa starsza u szczuréw odpowiada bardzo
podesztemu wiekowi ludzi. Zastosowanie dwoch poziomdw nasilenia bodzca
hipoksyjnego umozliwito ocen¢ hipoksyjnej czutosci kigbkow. Stwierdzono istotne
réznice czulo$ci hipoksyjnej kigbkow w zaleznosci od wieku. Czutos$¢ ta byta
znamiennie wyzsza u mtodych szczurow. Bez wzgledu na wiek, zmiany oddychania
napedzane byty sktadowsg czestotliwosciowa wzorca oddechowego. Zmniejszenie
oddechowej reaktywnosci hipoksyjnej u starych zwierzat moze wynika¢ ze zmian
degeneracyjnych rozwijajacych si¢ z wiekiem w parenchymie klebkow szyjnych.
Fizjologiczna zgodnos$¢ zmian czynno$ciowych i ultrastrukturalnych nie wyjasnia
jednak podtoza degeneracji kigbkow szyjnych rozwijajacej si¢ w starszym wieku.
Powstaje pytanie, czy zmiany ultrastrukturalne sa wyrazem procesu starzenia si¢
ktebkéw szyjnych per se, czy tez moze zaleza od przyczyn wtornych, jak np.
uposledzonego doptywu krwi do organu w wyniku zmian miazdzycowo-podobnych,

ktére zwykle zwiazane sa z wiekiem.
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W dalszej cze$ci badan stwierdzitam, ze zmiany ultrastrukturalne w kigbkach
szyjnych kontrastuja z brakiem cech typowych dla aktywnej miazdzycowej przebudowy
$cian naczyn krwiono$nych doprowadzajacych do nich krew, takich jak: uszkodzenia
w obrebie warstwy srodblonkowej wyscielajacej naczynia, agregacji plytek krwi czy
innych elementow morfotycznych. Zmianom morfologicznym nie towarzyszy! rowniez
wysoki poziom cholesterolu catkowitego i frakcji HDL w surowicy krwi. Wyniki moich
badan wskazuja, ze u starych szczuréOw nie wystepuja zmiany naczyniowe, ktdre
upowazniatyby do stwierdzenia, ze moze by¢ istotnie ograniczony doptyw krwi i tym
samym substancji odzywczych do tkanki klebkéw. Zmiany morfologiczne w kigbkach,
prowadzace do upos$ledzenia ich czynnosci sa najpewniej skutkiem naturalnego procesu

Zuzycia czy starzenia si¢ tkanki w zaawansowanym wieku.
Ultrastrukturalne zmiany w parenchymie klebkow szyjnych
i rozwidleniu t¢tnic szyjnych wspélnych u szczura z postgpujacym
wiekiem

Pierwsze istotne roznice w strukturze gronek klebkowych ujawnity si¢ dopiero
u szczuréw w wieku 12 miesigecy. Zaobserwowano niewielkie pogrubienie tkanki
lacznej otaczajacej strukture klebkowa oraz roznice w dystrybucji heterochromatyny
w jadrach komorek chemoreceptorowych. Zwigkszyta si¢ liczba pecherzykow
sekrecyjnych z jasnym rdzeniem ,,clear-cored vesicles” przy braku istotnych roznic
w liczbie pgcherzykoéw z ciemnym rdzeniem ,,dense-cored vesicles”. Zmiana
w proporcji pecherzykéw z ciemnym i jasnym rdzeniem moze $wiadczy¢ o zmianach
w skladzie neuroprzekaznikow znajdujacych si¢ w tych pecherzykach (Di Giulio 1 wsp.,
1998a). Ponadto, zaobserwowano poczatek morfologicznego zréznicowania komérek
chemoreceptorowych. Pojawily si¢ charakterystyczne ciemne komdrki. W ich

cytoplazmie zaobserwowatam zwigkszong liczbe fagolizosomdéw, poszerzona siateczke
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endoplazmatycznag i zwigkszong ilo$¢ wakuol, zmiany podobne do stwierdzonych takze
przez innych autorow (Nouhouayi i wsp., 1981). W tej grupie zwierzat, po raz pierwszy
zaobserwowatam zjawisko, okreslona terminem krynofagii, ktére powtarzato si¢

w kolejnych grupach wiekowych zwierzat. Zjawisko to polega na niszczeniu
pecherzykow neurosekrecyjnych przez endogenne enzymy komorki. Podobne zjawisko
zaobserwowali Walski i wsp.(1991) w mdzgu szczura po 5 i 10 minutowym
zatrzymaniu akcji serca. Zjawisku temu towarzyszy wzmozona aktywnos¢ lityczna,
bedaca istotnym czynnikiem w utrzymaniu homeostazy w komérkach (Meijer i wsp.,
2004). Bergamini i wsp. (2003) uwazali, ze autofagia jest mechanizmem szczegdlnie
uzytecznym przy usuwaniu niechcianych lub uszkodzonych molekut powstatych
mi¢dzy innymi w wyniku starzenia si¢ organizmu. Wszystkie wymienione powyzej
procesy wystgpowaly tez u szczuréw w wieku 18 i 24 miesiace, lecz byly one bardziej
nasilone. Stare kigbki szyjne (pochodzace od 24 mies. szczuréw) charakteryzowaly sig
znaczng réznorodnoscia komorek chemoreceptorowych. W pojedynczym gronku
komorek chemoreceptorowych obok prawidtowo wygladajacych komodrek wystgpowatly
komorki o bardzo zmienionej morfologii, az do ich catkowitego rozpadu wiacznie.
Degradacja komorek chemoreceptorowych jest zapewne powodem, obserwowanego

z wiekiem, zmniejszenia si¢ ich liczby (Hurst i wsp.,1985, Bee i wsp., 1993, Lowe

i wsp., 1987, Di Giulio i wsp., 2003). Hurst i wsp. (1985) w swoich badaniach,
przeprowadzonych na ludzkich klebkach pobranych posmiertnie, zaobserwowal, ze

u miodych osdéb komarki chemoreceptorowe zajmuja okoto 45% catej powierzchni
kiebka, natomiast u starych juz tylko 29% powierzchni. Komorki, ktore pozostaty,
wydawaly si¢ by¢ ,, Sci$nigte” przez znacznie rozrosnigta, otaczajaca je tkankg¢ laczng

(Hurst i wsp., 1985, Di Giulio i wsp., 2003). Prowadzito to do stopniowej dezintegracji
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gronkowej struktury kiebkow szyjnych, gdzie poszczegdlne gronka oddzielone byty od
siebiz gruba warstwa tkanki facznej. Powodowalo to zapewne ,,zludny” przyrost masy
i rozniarow kigbkéw szyjnych. Od ludzki material byl pobierany w czasie autopsji, co
moglo by¢ Zrédlem niedoktadnosci wynikajacych z jatrogennych zmian
morfologicznych spowodowanych posmiertng anoksja. W obecnych badaniach, cho¢
powierzchnia zajmowana przez komorki chemoreceptorowe nie byta oceniana,
potwierdzitam zanik czesci tych komorek, a takze przerost tkanki facznej. W badaniach
tych materiat byt pobierany przyzyciowo w wyniku lewokomorowej perfuzji
mieszaninami utrwalajacymi, co zapewnialo zachowanie prawidlowego obrazu
pobieranych tkanek.

W grupie najstarszych szczurow zaobserwowalam zmiang stosunku liczby
pechzrzykéw sekrecyjnych z jasnym rdzeniem do pgcherzykéw z ciemny rdzeniem, na
korzy$¢ tych pierwszych. Zmiana ta, wynikajaca gtownie z przyrostu liczby
pecherzykoéw z jasnym rdzeniem, przy nieznacznie tylko zmniejszonej ilosci
pecherzykéw z ciemnym rdzeniem. Podobne zmiany, cho¢ bez podania stosunku
licztowego, opisali Di Giulio 1 wsp. (2003). Hansen (1989) 1 Donelly i wsp. (1993)

w s oich pracach donosza, ze w wyniku starzenia sig, jak i chronicznej hipoksji,
wzrasta poziom katecholamin w kiebkach szyjnych. Podobne zjawisko zaobserwowano
we krwi zwierzat zyjacych w warunkach chronicznej hipoksji (Mazzeo, 1993). Zmiany
pech:rzykdw sekrecyjnych zwigzana sa najpewniej ze zmianami w skladzie

wew trzpecherzykowych neuroprzekaznikéw.

Torbati i wsp. (1993) i Di Giulio 1 wsp. (2003) opisuja zmiany liczby
mito:hondriow w komodrkach chemoreceptorowych starych szczuréw. Potwierdza to
moje obserwacje. Dodatkowo, zaobserwowalam znaczne roznice w wygladzie

mito:hondriow z uptywem wieku. W posrednich grupach wiekowych dalo si¢ zauwazy¢
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tylko ogniskowe zmiany. Natomiast w komorkach chemoreceptorowych najstarszej
grupy wiekowej ok. 50% calkowitej puli mitochondrialnej ulegto réznego typu
uszkodzeniom, co istotnie roznito t¢ grupg od szczurow mtodych. Mitochondria
charakteryzowaly si¢ zmienionym ksztaltem, przerzedzona macierza, zmniejszona
iloscig grzebieni, a czasem nawet brakiem ciagtosci btony mitochondrialne;.
Mitochondria sa organellami charakteryzujacymi si¢ znaczng plastycznoscia, ktéra
pozwala im na bardzo szybkie dostosowanie si¢ do metabolicznych potrzeb komorek
(Bereiter-Hahn, 1990). Moze to by¢ przyczyna stopniowego zmniejszania si¢ ilosci
mitochondridéw u starych szczurdéw, u ktoérych konsumpcja tlenu zmniejsza si¢

z wiekiem. Przedtuzajacy si¢ jednak stan niedoboru tlenu, spowodowany okluzja
doptywu krwi do tkanki, moze prowadzi¢ do utraty zdolnosci rekonstrukcyjnych

i trwatego uszkodzenia tych struktur. Uszkodzenie wewnetrznej blony mitochondrialne;j
prowadzi do inaktywacji lub zmiany aktywnosci enzyméw tancucha oddechowego

1 uniemozliwia utrzymania prawidlowego gradientu jonoéw [H] (Schoonen i wsp.,
1990), a tym samym zaburza gospodarke¢ energetyczng komorki. Jesli zgodzi¢ si¢

z Biscoe i wsp. (1989), ze pierwotnym ,,czujnikiem” tlenu w komoérkach
chemoreceptorowych sa witasnie mitochondria, to uszkodzenia tych struktur mogloby
mie¢ odzwierciedlenie w zmniejszonej chemoczulosci kigbkow szyjnych na bodziec
hipoksyjny. Natura ,,czujnika” zmian stezenia tlenu w komérkach chemoreceptorowych
wymyka si¢ jednak ciagle pozytywnej weryfikacji naukowe;.

W sktad parenchymy kigbkowej wchodza takze, rzadko obserwowane, komorki
podporowe, tzw. typ II. Komoérki te, w moich badaniach, nie ulegaly istotnym zmianom
ultrastrukturalnym z wiekiem. Wiadomo jednak, ze u starych zwierzat moga one ulega¢
przeksztatceniu w fibroblasty przyczyniajac si¢ do rozrostu tkanki tacznej (Hurst 1 wsp.

1985). Zaobserwowalam natomiast zmiany w zakonczeniach nerwowych zatopionych
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w tkance tacznej w bliskim sasiedztwie komodrek chemoreceptorowych. Liczba wiokien
nerwowych ulega zmniejszeniu, ich wnetrze degeneruje a otaczajace je ostonki
mielinowe ulegaja rozwarstwieniu wraz z wiekiem.

Klebki szyjne sg organem bardzo obficie unaczynionym. Przeptyw krwi
sze$ciokrotnie przewyzsza przeplyw médzgowy i wynosi 2000 ml/min/g tkanki
(Gonzalez i wsp., 1994). Jest oczywiste, Ze stan naczyn wnikajacych do struktury
ktebkow szyjnych oraz rozwidlenia tetnic szyjnej wspolnej w okolicy, w ktorej
umiejscowione sg kigbki, bedzie mial bezposrednie przetozenie na ich funkcje
i strukture. W celu weryfikacji tych przypuszczen, od czg¢sci szczurow w kazdym
przedziale wiekowym, pobratam fragmenty rozwidlenia tg¢tnic szyjnych wspolnych.
Badania prowadzone od wielu lat na ludziach ujawnity, ze rozwidlenie tgtnicy szyjne;j
wspolnej, a zwlaszcza t¢tnica szyjna wewngtrzna sa szczeg6lnie podatne na zmiany
miazdzycowe, co spowodowane jest specyficznym ksztattem tego fragmentu naczynia
i katem odejscia tetnicy wewnetrznej od pnia t¢tnicy szyjnej wspolnej, a takze
stosunkiem powierzchni przekroju opuszki do powierzchni przekroju tetnicy szyjnej
wewnetrznej i zewnetrznej (Sitzer i wsp., 2003). W tego typu miejscach dochodzi do
turbulencji i zaburzen w przeptywie krwi, co powoduje specyficzng interakcje migdzy
przeptywajacym strumieniem krwi a §rodbtonkiem naczyn (Wojcik i wsp., 2001).
Srédblonek $ciany tetnic poddawany jest dziataniu trzech gtéwnych sit mechanicznych:
ci$nieniu hydraulicznemu krwi, sile rozciagajacej oraz tzw. sile $cinania (Traub i wsp.,
1998; Matlek i wsp. 1999). Opuszka tetnicy szyjnej wewngtrznej jest pigciokrotnie
bardziej narazona na zmiany miazdzycowe niz tetnica wspolna i trzykrotnie bardziej niz
zaopuszkowy fragment t¢tnicy wewnetrznej (Zarins i wsp., 1983). Lowe 1 wsp. (1987)
w swoich badaniach przeprowadzonych posmiertnie na ludziach w wieku od 29 do 100

lat opisali rozlegle zmiany miazdzycowe w poszczegdlnych fragmentach tetnic
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szyjnych. Autorzy, u kilku pacjentéw, mimo znacznej okluzji t¢tnicy szyjnej wspolnej
spowodowanej zmianami miazdzycowymi, nie zaobserwowat zmian w ultrastrukturze
kigbkow szyjnych. U mtodszych osdb, mimo spodziewanej wigkszej podatnosci na
miazdzycg tetnicy szyjnej wewnetrznej, lepszym ,,markerem” $§wiadczacym o stanie
kiebkow szyjnych okazaly si¢ zmiany w t¢tnicy szyjnej zewngtrznej.

Nie znalaztam danych literaturowych przedstawiajacych podobne badania
u szczuréw. W zwiazku z tym zdecydowatam si¢ pobiera¢ wycinki ze wszystkich
elementow rozgalgzienia tgtnicy szyjnej. Wiedzac rowniez, ze niedokrwienie organow
w okoto 25% powodowane jest przez tzw. ,,chorob¢ matych naczyn” zwrocitam uwage
na budowg naczyn kapilarnych wnikajacych do struktury kiebkéw szyjnych. Badania
wykazaty brak zmian w budowie kapilar kigbkowych u szczuréw w wieku od 3 do 18
miesiecy. U najstarszej grupy szczurdéw polaczenia migdzy komorkami
srédblonkowymi, bedace jednym z najistotniejszych elementow ich czynnosci, byly
takze prawidlowo zachowane. Zaobserwowatam jednak pojedyncze mikrokosmki na
powierzchni komorek srédblonkowych, co moze swiadczyé o subtelnych zmianach
w budowie btony komorkowej. Zaburzenie w budowie blony komorkowej moga
powodowac zwiekszong przyczepnos¢ srodbtonkoéw dla elementow morfotycznych
krwi. Dysfunkcja $sroédblonkéw uwazana jest przez wielu badaczy za kluczowy etap
w rozwoju miazdzycy (Ross, 1993; Barton i wsp., 1997; Besse i wsp., 2002; Verma
i wsp., 2003). Moje wyniki morfologiczne nie potwierdzily jednak zwigkszonej adhezji
na powierzchni komérek srodbtonka, ktéra moglaby przyczynia¢ si¢ do
zapoczatkowania procesu miazdzycowego. By¢ moze zwigkszona adhezja i typowe
zmiany miazdzycowe rozwijaja si¢ w jeszcze pozniejszym wieku szczuréw. Szczury

starsze niz 2 lata, co w przyblizeniu mozna porownywaé do bardzo podesztego wieku
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u cztowieka, byly jednak poza zakresem moich obecnych badan. Smiertelnos¢ u takich
starszych szczurow, zwlaszcza po ich uspieniu, gwaltownie wzrasta, co ze wzgledow
praktycznych i etycznych uniemozliwia prowadzenia badan. Poza tym, u starych 24
miesigcznych szczurow stwierdzitam ewidentne zmiany morfologiczne i czynnosciowe
w kiebkach szyjnych i uwzglednienie roli miazdzycy w tych zmianach wymagatoby
obecnosci typowych dla niej cech w tym zakresie wieku.

Elementem, ktory szczegdlnie wyrdzniat parenchymg kigbkdw szyjnych
pochodzacych od 18 i 24 miesigcznych szczuroéw byta angiogeneza. Angiogeneza jest
procesem powstawania nowych naczyn krwionosnych pod wplywem réznego rodzaju
czynnikdéw. W patologii, gdy dochodzi do zaburzenia rownowagi migdzy czynnikami
pobudzajacymi a hamujacymi angiogenezg, na korzys¢ tych pierwszych, dochodzi do
zapoczatkowania tego procesu. Istotnym czynnikiem pobudzajacym angiogenezg jest
srodowisko hipoksyjne (Witzenbichler i wsp., 1998). Srodowisko takie mogto powstaé
w wyniku proliferacji tkanki tacznej otaczajacej komorki chemoreceptorowe 1 w jej
konsekwencji wydtuzonej drogi dyfuzji tlenu z kapilar do komoérek
chemoreceptorowych.

W tetnicach szyjnych szczurow, poczawszy od 6 miesiaca zycia, stopniowo
postepowaly procesy prowadzace do przebudowy sciany tych naczyn. Objawialo si¢ to
rozwarstwieniem btony elastynowej, zmiang fenotypu mig¢sni gltadkich z osadzonego na
migrujacy, proliferacja komodrek mig$niowych oraz proliferacja wiokienek
kolagenowych. Nie stwierdzitam jednak zwigkszonej ilosci cial Weibla-Palade,

w ktorych sktadowany jest prozakrzepowy czynnik von Willebranda, bedacy
,markerem” dysfunkcji srédbtonkow. Zalezno$¢ migdzy tym czynnikiem
a zapoczatkowaniem procesu miazdzycowego zaobserwowali De Meyer 1 wsp. (1999)

u krolikéw karmionych przez 26 tygodni dieta zawierajaca 0,3% cholesterolu.
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W najstarszej grupie szczurdw, w komdrkach srodbtonkowych tetnic szyjnych
zaobserwowatam. podobnie jak w naczyniach kapilarnych klebkéw szyjnych,
pojedyncze mikrokosmki. Ciagto$¢ warstwy srédblonkowej byta jednak zachowana
w niezmienionej formie. Nie obserwowatam réwniez adhezji elementéw morfotycznych
krwi na powierzchni $rédblonkow, naptywowych makrofagow przeksztatcajacych sie
w komorki piankowate, ani kumulacji lipidéw w $cianach naczyn. Proces przebudowy
naczyn polegal na stopniowym sztywnieniu i spadku elastycznosci ich $cian bez
uszkodzenia warstwy $rédblonka. Nie powodowat on rowniez deformacji $ciany
naczynia ani jej pgkania. Uznaje sig, ze utrata elastycznos$ci przez $ciany naczyn jest
procesem fizjologicznym, rozpoczynajacym si¢ juz we wczesnym okresie rozwojowym
u szczuro6w (Connat i wsp., 2001), a takze u cztowieka (Levy, 1992), co dzieje si¢ nawet
bez udziatu wyraznych czynnikéw podwyzszajacych ryzyko ujawnienia si¢ miazdzycy
(L scher i wsp., 1997). Stopniowa przebudowa $ciany naczyn z wiekiem, ktora
zaobserwowatam u szczuréw, moze si¢ wigza¢ ze zmniejszong biosynteza
makromolekul zewnatrzkomdrkowej macierzy. W przypadku elastyny proces ten jest
dodatkowo wzmocniony przez dziatanie dwdch niezaleznych czynnikow, takich jak:
odkladania si¢ soli wapnia oraz przez rosnacg z wiekiem aktywnos$¢ elastaz prowadzac
do fragmentacji warstwy elastynowej (Connat i wsp., 2001). Z drugiej strony, widkna
kolagenowe sg stabilizowane w wyniku dziatania reakcji Maillarda, polegajacej na
chemicznej reakcji pomigdzy biatkami i weglowodanami. Reakcje takie majg zwiazek
z naturalnym procesem starzenia si¢ biatek tkankowych (Ferreira i wsp., 2003).
Reakcja ta czyni widkna kolagenowe bardziej opornymi na dziatanie kolagenaz
(Robert, 1996). Wzrastajacy wspotczynnik kolagen/elastyna z wiekiem $§wiadczy
0 postgpujacym sztywnieniu naczyn. Proces ten, poza wiekiem, moze rozpoczaé

réwniez szereg innych czynnikow takich jak: wirusy, czynniki immunologiczne,
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uszkodzenia mechaniczne, urazy spowodowany niska temperatura, a takze
wysokotluszczowa dieta 1 wywolana przez nig hipercholesterolemia (Robert, 1996;
Shimokawa, 1999). Dowodem na istotno$¢ poziomu lipidow we krwi w procesie
formowania si¢ zmian miazdzycopodobnych byty badania przeprowadzone przez
Moczar i wsp. (1976), gdzie do hodowli komérkowej aorty krolika dodano
wysokotluszczowe serum, co spowodowato zahamowanie wbudowywania si¢
radioaktywnej proliny do wigkszosci biatek syntetyzowanych w okresie 24-48
godzinnej inkubacji, z wyjatkiem kolagenu, w ktorym poziom ten wyraznie wzrdst.

Z literatury wiadomo, Ze szczury naleza do gatunku zwierzat, u ktorych nie
rozwijajg si¢ ptytki miazdzycowe w wyniku karmienia dieta wysokottuszczowa
(Robert, 1996), prowadzaca do wzrostu poziomu cholesterolu w surowicy krwi nawet
do 500 mg%, o ile warstwa $rodblonkowa jest zachowana prawidtowo. Jesli jednak
dojdzie do uszkodzenia komorek srodblonkowych, to proces formowania si¢ ztogow
postepuje bardzo szybko. Pierwsze wyrazne zmiany widoczne sa juz po 7 dniach od
momentu uszkodzenia $rédbtonkdw, nawet przy umiarkowanie podwyzszonym st¢zeniu
cholesterolu we krwi (150 mg%) (Constantinides, 1977). Jakkolwiek zmiany
miazdzycowe w $cianach naczyn nie muszg by¢ bezposrednio powigzane z poziomem
lipidéw we krwi, to jednak wiele badan wskazuje na to, ze hipercholesterolemia ma
istotny wptywa na funkcje wydzielnicze i regulacyjne srédbtonkéw (Miyauchi i wsp.,
1992; Zeiher i wsp., 1993; Ren i wsp., 2001) oraz na zdolnosci regeneracyjne tych
komorek (Bujan i wsp., 1996). W zwiazku z tym w swojej pracy sprawdzitam poziom
cholesterolu i jego frakcji HDL we krwi najmtodszej i najstarszej grupy badanych
szczurow. Uwazatam, ze pomiar wybranych frakcji lipidow w surowicy byt tym
bardziej uzasadniony, Ze nie znalaztam w literaturze danych dotyczacych poziomu

cholesterolu u starych szczuréw karmionych standardowa pasza. U mlodych zwierzat

-69 -



poziom cholesterolu i frakcji HDL wynosity, odpowiednio, 56,0 £3,2 mg/dL i 36,1 £2,9
mg/dL. U starych zwierzat dane te wynosity 62,2 +7,7 mg/dL dla cholesterolu i 42,2
+3,9 mg/dL dla frakcji HDL. Nieznaczny wzrost wartos$ci lipidow w surowicy krwi 2
letnich szczuréw nie byt istotny statystycznie i jego wielko$¢ wydaje si¢ pomijalna.
Wyniki uzyskane przeze mnie u mtodych szczuréw nie odbiegaty zasadniczo od danych
literaturowych. Dane te wskazuja, ze poziom cholesterolu catkowitego u mtodych
szczurdw waha si¢ w granicach 58-84 mg/dL, a poziom frakcji HDL 27-61 mg/dL
(Cinci i wsp., 2000; Yoshida i wsp., 2000; Drobnik i wsp., 2001; Fukushima i wsp.,
2001; Slowing i wsp., 2001; Tsutsumi i wsp., 2001). Roznice w wartosciach lipidow
podawanych przez literature sa zapewne wynikiem roznych metod zastosowanych do
pomiaru ich poziomu. Roznice te raczej nie wynikaja z rodzaju szczepu szczurow
uzytych do badan. Potwierdzili to w swoich badaniach Tsutsumi i wsp. (2001), ktorzy
wykazali brak roznic migdzy 7 tygodniowymi szczurami ze szczepow: Wistar, Fisher

i Sprague-Dawley. Stwierdzili oni natomiast istotne réznice mi¢dzygatunkowe

w poziomach wymienionych lipidéw. U myszy (szczep ddY) poziom cholesterolu

i frakcji HDL wynosily, odpowiednio, 135 £8 mg/dL i 102 +11 mg/dL, u psa (rasy
Beagle) 167 £19 mg/dL, 141 £28 mg/dL, podczas gdy u krolika (Nowozelandzki, biaty)
byly one zblizone do wartosci oznaczonych u szczuréw, wynoszac 60 £16 mg/dL i 20
+4 mg/dL (Tsutsumi i wsp., 2001).

Mimo udokumentowanego wptywu poziomu lipidéw na funkcje srédbtonkow,
obecnie coraz czg¢sciej wraca si¢ do spostrzezen dwdch wybitnych patologéw XIX
wieku Rudolfa von Virchowa i Carla von Rokitanskiego, ktérzy toczyli spér o to czy
pierwotne przyczyny powstawania miazdzycy zwigzane sg z procesem zapalnym czy
zakrzepowym $ciany naczyn (Chtopicki, 2005). Zgodnie z ich teoriami miazdzyce

uwaza si¢ dzis najczesciej za chorobg, w ktdrej procesy zapalne i zakrzepowe
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wzajemnie si¢ przeplataja i aktywuja, a wysokie stgzenie cholesterolu moze, ale nie
musi ich wywotywaé. Znajac rolg, jaka odgrywa srodblonek w uktadzie krwiono$nym
oraz jego zdolnosci homeostatyczne mozna stwierdzi¢, ze dysfunkcja srodblonkow
stanowi swoisty barometr méwiacy o zagrozeniu uktadu krwiono$nego. Jednym

z elementow, ktory obecnie wigzany jest Scisle z czynnoscig srodblonkow, a wigce takze
z procesem miazdzycowym i procesem starzenia sig, jest NO. W swojej pracy wziglam
pod uwagg aspekt mozliwych zmian NO. NO jest gazem o bardzo krétkim czasie
péttrwania 5-30 s (Hibbs i wsp., 1987, Delaney i wsp., 1993), dlatego bezposredni
pomiar jego poziomu nastr¢cza wielu probleméw. Oznaczytam poziom NOS, ktéry
posrednio moze mowic o ilosci produkowanego NO przez te komorki, w srédbtonkach
naczyn kapilarnych, tgtnic szyjnych oraz mig¢sniach gladkich naczyn. Stwierdzitam, ze
w $rédblonkach kapilar klebkowych i duzych tetnic u starych szczuréw poziom NOS
byl okoto dwukrotnie wyzszy niz u szczuréw mlodych. Poziom NOS nie r6znit si¢
jednak istotnie mi¢dzy skrajnymi grupami wiekowymi w komodrkach mig$niowki
gladkiej naczyn. Te zmiany poziomu NOS sg trudne do jednoznacznej interpretacji.

O istotnej roli NO w tych procesach §wiadczy¢ moze przyspieszony rozwoj
miazdzycy w zwierzgcych modelach, w ktérych farmakologiczne zahamowanie
wytwarzania $rédbtonkowego NO lub genetyczne pozbawiono srédbtonkowej NOS
(Cayatta i wsp., 1994). Badacze wcigz nie sg jednak zgodni czy w przebiegu procesu
starzenia 1 procesu miazdzycowego poziom NO oraz NOS rosnie (Minor, 1990; Liischer
1 wsp., 1997), czy tez maleje (Tschundi i wsp., 1996; Barton i wsp., 1997; Wever i wsp.,
1998; Chlopicki, 2005). Rozbieznosci wydajg si¢ by¢ zalezne od stopnia
zaawansowania miazdzycy, czy procesu starzenia oraz od metod, jakich uzyto do
oznaczenia poziomu NO i NOS. Wczesne stadia tych procesow charakteryzujg si¢

zwigkszona ekspresja genéw NOS, ale w pozniejszym etapie nastgpuje zmniejszenie
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ekspresji NOS i produkcji NO. (Tschundi i wsp., 1996; Shimokawa, 1999). Jest to
zgodne z naturg $rodblonkow, ktére wydzielajac szerokie spektrum czynnikow do
pewnego momentu dziataja ochronnie na naczynia krwionosne, natomiast w pdzniejszej
fazie zmieniony fenotyp $rédbtonkéw moze podsycac proces zapalny czy zakrzepowy
(Verma i wsp., 2003). Inna z przyczyn moze by¢ réwniez pte¢ uzytych do badan
zwierzat. Wiadomo, ze zenskie hormony plciowe maja duzy wptyw na funkcjonowanie
naczyn krwiono$nych. Powoduja migdzy innymi zahamowanie proliferacji migsni
gladkich, zmniejszaja oksydacje LDL oraz stymulujg proces syntezy NO (Barett-
Connor i wsp., 1991). Te ostatnie problemy nie dotycza moich badan, poniewaz
uzywatam wytacznie szczurdéw pici meskie;.

Jednym z czynnikéw, ktéry moze wplywaé na interpretacj¢ réznic w NOS
stwierdzonych przeze mnie w skrajnych grupach wiekowych jest poziom wolnych
rodnikow tlenowych, ktérego nie kontrolowatam. Poziom ten ro$nie zaré6wno
z postepujacym wiekiem jak i w miazdzycy (Wickens, 2001) czemu towarzyszy spadek
zdolnosci antyoksydacyjnych (Azhar i wsp., 1995). Loo i wsp. (2000) w swoich
badaniach nad procesem starzenia si¢ naczyn krwiono$nych zaobserwowali
siedmiokrotne zwigkszenie ekspresji NOS u starych zwierzat, przy okoto trzykrotnym
obnizeniu ilosci produkowanego NO, co wiazalo si¢ ze zwigkszong produkcja rodnika
nadtlenkowego. Szybkos¢, z jakg NO reaguje z rodnikiem nadtlenkowym trzykrotnie
przewyzsza, bowiem ta, z jakg dysmutaza nadlenkowa (SOD) katabolizuje ten rodnik
(Wever 1 wsp., 1998). W wyniku reakcji dwoch wolnych rodnikéw dochodzi do
powstania nadtlenoazotynu (ONOO ), ktéry w wysokim stezeniu jest bardzo toksyczny
i moze uszkadza¢ DNA komorki oraz powodowaé fragmentacje¢ biatek poprzez nitracje

aminokwasow (Ischiropoulos i wsp., 1995). Postepujace uszkodzenia nagromadzajg si¢
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z wiekiem, co objawia si¢ bardziej nasilonymi objawami u starych osobnikoéw. Wzrost
ekspresji NOS nie przektada sig, wigc w prosty sposob na wzrost poziomu NO.
Ponadto, metoda NADPH-diaforazy, uzyta w moich badaniach, nie okresla rodzaju
izoformy NOS, ktdrej ekspresja zachodzi w danych warunkach. Wydaje si¢ jednak mato
prawdopodobne, aby zwigkszona ilos¢ oznaczonej przeze mnie NOS wynikata ze
wzmozonej ekspresji iNOS, ktérej aktywacja zachodzi w wyniku dziatania czynnikow
zapalnych. Gléwnym zrodtem tej izoformy NOS sa makrofagi, ktorych adhezji ani
naptywu do $cian naczyn nie zaobserwowalam. W patologicznych warunkach dochodzi
réwniez do ekspresji iINOS we wszystkich komdrkach budujacych §ciang naczyn, a ja
nie stwierdzitam istotnych réznic w poziomie NOS w komérkach migéni gtadkich
naczyn mig¢dzy mlodymi i starymi szczurami. Wydaje si¢ zatem mozliwe, iz
nadprodukcja NOS moze stanowi¢ swoistego rodzaju proces kompensacyjny dla
zmniejszonej aktywnosci NO w wyniku dezaktywacji przez rodnik nadtlenkowy. Proces
ten moze takze sprzyjaé rozkurczaniu usztywnionych pod wpltywem przebudowy
i umiarkowanej kalcyfikacji naczyn krwiono$nych. We wczesnym stadium procesu
miazdzycy oraz procesu starzenia (te dwa procesy we wczesnej fazie sg czgsto
niemozliwe do rozrdznienia, zwilaszcza u szczuréw) dochodzi do ostabienia
reaktywnosci naczyniowych komoérek migéni gladkich na czynniki naczynio-
rozkurczajace, takie jak NO (Luscher i wsp., 1997; Shimokawa 1999). Nadprodukcja
NOS przyczynialaby si¢ do poprawienia tej reaktywnosci. Stopien przebudowy $cian
naczyn zaobserwowany w moich badaniach u starych szczuréw nie moze istotnie
zaburzaé przeptywu krwi, a tym samym nie powinien powodowac tak drastycznych, jak

obserwowane, zmian w parenchymie kigbkow szyjnych.
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Tlenek azotu w ki¢gbkach szyjnych

Poza istotng rola, jaka NO odgrywa w uktadzie krwiono$nym, moze on rdwniez
pelni¢ rolg¢ neuroprzekaznika w osrodkowym uktadzie nerwowym (Kandel i wsp., 1992;
Snyder i wsp., 1992). Uwalniany jest przede wszystkim przez astrocyty i mikroglej.
Klebki szyjne sa pochodzenia nerwowego. NO jest w nich obecny i ma hamujacy
wplyw na hipoksyjna odpowiedz oddechowa (Prabhakar i wsp., 1993; Prabhakar, 1999;
[turriaga, 2001). W zwigzku z tym uwazalam za istotne oceni¢ ekspresje NOS
w kiebkach szyjnych i jej mozliwg relacje do zmian chemoczutosci kigbkow wraz
z wiekiem. W komorkach chemoreceptorowych starych szczurdw, ilos¢ produktu
reakcji NADPH-diaforazy byla znamiennie wyzsza w poréwnaniu z mtodymi
komorkami. Sg to pierwsze dane porownujace ekspresje NOS w starych i mtodych
komorkach chemoreceptorowych, nie znalaztam bowiem podobnej informacji
w literaturze. Wiadomo jedynie, ze poziom syntazy NO rosnie w kigbkach szyjnych
w warunkach chronicznej hipoksji (Di Giulio i wsp., 1998b; Di Giulio i wsp., 2005).
Potwierdza to mozliwosé, ze rozrastajaca si¢ tkanka taczna w kiebkach szyjnych starych
szczuroOw powoduje zaburzenia w dyfuzji gazéw i substancji odzywczych do
parenchymy kilebkow, przyczyniajac si¢ tym samym do powstania warunkow
podobnych do tych, jakie moglaby wywota¢ chroniczna hipoksja (Di Giulio 1 wsp.,
1998b, 2005). Wciaz kontrowersje budzi jednak fakt obecnosci NOS w komorkach
chemoreceptorowych. Wigkszos$¢ badaczy uwaza, ze NO obecny w klebkach jest
wyprodukowany przez komorki endotelialne naczyn (eNOS) oraz zakonczenia nerwdw
czuciowych i sympatycznych (nNOS) (Iturriaga, 2001; Valdes i wsp., 2003; Di Giulio
1 wsp., 2005). Jedynie Prabhakar i wsp. (1993) potwierdzili obecnosé¢ NOS
w komorkach chemoreceptorowych, co nie jest uniwersalnie akceptowane. Poziom

NOS w komorkach byt jednak zmienny i znacznie nizszy od poziomu w zakonczeniach
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nerwowych (Prabhakar i wsp., 1993). Buerk i Lahiri (2000) odkryli bardzo wysokie
st¢zenie NO w parenchymie klebkdw szyjnych (= 300 nM), co sugerowalo, ze odgrywa
on istotna rol¢ w funkcjach metabolicznych tego organu. Gléwnym celem dziatania NO
w komorkach sa enzymy ¢cGMP oraz oksydaza cytochromowa as, ktdre sa najbardziej
wrazliwe na dzialanie tego gazu (Iturriaga, 2001). W mitochondriach, NO moze
wspotzawodniczy¢ z O, i taczy€ si¢ z oksydazg¢ cytochromowg a3, hamujac jej dziatanie
i przyczyniajac si¢ do zmniejszenia potencjatu transblonowego, zmniejszenia zuzycia
tlenu przez komérki oraz zmniejszenia syntezy ATP (Mosqueira i wsp., 2002).
Mechanizmy takie moga przyczyniac¢ si¢ do ostabienia chemoczutosci kigbkow
szyjnych u starych szczuréw. Nie jest jednak do konca wyjasnione, w jaki sposéb NO
jest zaangazowany w proces przekaznictwa sygnatu hipoksyjnego w komédrkach
chemoreceptorowych. NO nie wptywa na czynnos$¢ blonowych kanatéw potasowych,
ktore uczestnicza w detekcji spadkow cisnienia parcjalnego tlenu we krwi u szczura
(Haton i wsp., 1996). NO moze taczy¢ si¢ bezposrednio z blonowymi biatkami
hemowymi komoérek chemoreceptorowych, zawierajacymi zelazo, ktore, wg jednej
teorii, moga stanowié pierwotny ,,czujnik” O, (Di Giulio i wsp., 1998a), co poprzez
zmiany konfiguracji tych biatek przyczyniatoby si¢ do ostabienia chemoczutosci.
Chroniczna hipoksja stymuluje aktywno$¢ NOS, a takze hydroksylazy
tyrozynowej, enzymu limitujacego synteze katecholamin w kigbku, co moze §wiadczy¢
o wspoltdziataniu systemu nitroergicznego z dopaminergicznym. Obydwa te enzymy sa
wrazliwe na poziom tlenu i by¢ moze podwyzszony poziom NOS, i w konsekwencji
NO, wptywa na syntez¢ dopaminy, ktéra jest odpowiedzialna za hamowanie aktywnosci
klebkéw szyjnych (Di Giulio i wsp., 1998a). Zatem, wzrost ilosci NOS u starych
szczurow moze bra¢ udzial we swoistym procesie adaptacyjnym do nowo zaistniatych

warunkow srodowiskowych, jakim jest zmniejszenie ilosci tlenu docierajacego do
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struktur kigbkowych spowodowane znacznym przerostem tkanki tacznej otaczajacej
ktgbki.
Zmiany w ukladzie oddechowym i w odpowiedziach oddechowych na
hipoksj¢ z wiekiem

W odpowiedzi na umiarkowany bodziec hipoksyjny (spadek PaO, do ok. 60-62
mmHg) nastgpowal wzrost minutowej wentylacji ptucnej o 15-20% zaréwno u mtodych
jak i starych zwierzat. Wielkos¢ tego wzrostu, jak tez typowy dwufazowy stymulujaco-
depresyjny profil odpowiedzi na hipoksj¢ byt podobny w badanych skrajnych grupach
wiekowych i odpowiadat danym z literatury przy tak umiarkowanym poziomie bodzca
hipoksyjnego (Powell i wsp., 1998). Wentylacja ptucna, postgpujac za aktywnoscia
chemoreceptoréw kigbkowych, zaczyna gwattownie narastaé, gdy PaO, spadnie ponize;j
60 mmHg (Gonzalez i wsp., 1994). Zgodnie z tym, wzrost wentylacji ptucnej byt
w moich badaniach wigkszy przy silniejszym bodzcu hipoksyjnym, ktéry powodowal
obnizenie Pa ; do ok. 53-48 mmHg. Nie stwierdzitam znaczacych roéznic
w amplitudzie wzrostu wentylacji, na ktorykolwiek bodziec hipoksyjny migdzy
miodymi i skrajnie starymi grupami wiekowymi szczuréw. Przy silniejszym 11%
bodZcu, wentylacja mtodych szczuréw odpowiadata nieco silniej (Ryc. 48). Moze
$wiadczy¢ to o ujawnianiu si¢ pewnego stopnia niedomogi u starych szczuréw
w warunkach duzego obciazenia uktadu (metaboliczna koniecznosé do duzego,
szybkiego wzrostu wentylacji) do generacji wiasciwego poziomu wentylacji ptucnej
(Pokorski i wsp., 2003). Niedomoga ta moze wynika¢ z procesu starzenia na poziomie
zaréwno osrodkowym jak i obwodowym. Dane takie znane sg giéwnie z badan na
ludziach. Ostabienie odpowiedzi oddechowej na hipoksje¢ u starych ludzi moze by¢
zwigzane z wieloma czynnikami jak: zmiany w mechanice i budowie ptuc i klatki

piersiowej (Mittman i wsp., 1965; Kronenberg i wsp., 1973; Peterson i wsp., 1981),
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tendencja do zamykania si¢ drég oddechowych podczas wydechu (Levitzky, 1984),
przekazywaniem sygnatu w osrodkowym ukladzie nerwowym a takze zmiana
chemoczutosci receptorow obwodowych czy tez chroniczna hipoksja (Forster i wsp.,
1971; Carpenter i wsp., 1998; Xu i wsp., 2005). Rola tych zmian w ostabieniu
hipoksyjnego oddychania jest jednak kontrowersyjna. Niektérzy badacze nie
potwierdzaja ostabienia sity mig$ni oddechowych u starych ludzi (Kronenberg i wsp.,
1973; Peterson i wsp., 1981), a zmiany zwigzane ze wzrostem pojemnosci zalegajacej
pluc (RV), czy spadkiem pojemnosci zyciowej ptuc (VC) nie wydaja si¢ by¢
wystarczajace, aby doszto do ostabienia odpowiedzi oddechowej na hipoksje (Pokorski
1 wsp., 2003), albowiem moga by¢ kompensowane przez uklad oddechowy. Powyzsze
dane z badan na ludziach trudno dyskutowa¢ w kontekscie uzyskanych przeze mnie
wynikéw, poniewaz brak jest porownawczych odniesien dotyczacych badan na
zwierzetach. W jedynej dostepnej dla mnie pracy odpowiedz oddechowa na hipoksje
malata wraz z wiekiem, co bylo wiazane przede wszystkim ze zmniejszona konsumpcja
u starych zwierzat (Fukuda, 1992). W moich badaniach na szczurach ocenie nie
podlegaty konsumpcja O; ani sita mig$ni oddechowych i parametry oddechowe ptuc.
Odpowiedz miodych szczurow charakteryzowala sig¢ silniej wyrazong faza
stymulacji jak i faza depresji oddychania. Nasilenie fazy depresyjnej w odpowiedzi
oddechowej u starych szczuréw zgodne jest generalnie z obserwacjami Georgopoulos
1 wsp. (1989), cho¢ nie mozna dokona¢ bezposredniego poréwnania, poniewaz te
ostatnie wykazane zostaty w badaniach na ludziach. Autorzy ci stwierdzili uzaleznienie
wielkosci hipoksyjnej fazy depresji od fazy stymulacji oddychania, za ktdrg
odpowiedzialne sg kigbki szyjne. Potwierdzaja to badania przeprowadzone na
noworodkach owiec, ktorym wycigto kiebki szyjne. Depresja oddychania byta znacznie

mniejsza u tych zwierzat w poréwnaniu ze zwierzetami, ktorym nie usunig¢to
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chirurgicznie kiebkow (Bureau i wsp., 1985). Swiadczy to o roli chemoreceptoréw
klebkowych w regulacji mechanizméw depresji oddychania, a takze wskazuje na
uposledzong czynnos¢ kiebkéw w mozliwym mechanizmie ostabienia odpowiedzi
oddechowej na hipoksjg.

W obecnych badaniach wzrost wentylacji minutowej w odpowiedzi na hipoksje
u starych jak 1 mlodych szczuréw zachodzit gtéwnie przy udziale komponenty
czestotliwosciowej przy niewielkim udziale komponenty objg¢tosciowe;j. Jest to zgodne
z obserwacjami innych autoréw, ktdrzy wskazujg na przewazajaca rol¢g komponenty
czestotliwosciowej oddychania w napgdzaniu wentylacji ptucnej u uspionych szczuréw
Marczak i wsp. (2004).

Podobnie jak oddychanie, czuto$¢ odpowiedzi wentylacyjnej na hipoksj¢ moze
takze ulega¢ zmianie z wiekiem. Brak jest jednak ostatecznej zgody odnosnie wptywu
wieku na ta czulo$é. Czes$¢ autordéw podaje, ze hipoksyjna odpowiedZ wentylacyjna
u ludzi maleje wraz z wiekiem (Kronenberg i wsp., 1973; Peterson i wsp., 1981; Klawe
i wsp., 2003), inni, Ze nie ulega zmianie (Ahmed i wsp., 1991; Pokorski i wsp., 2003),
a jeszcze inni, ze wzrasta (Chapman i wsp., 1987). Nieliczne badania na szczurach
wykazuja ostabienie chemoczulosci kigbkoéw szyjnych, ale tylko u zwierzat ptci mgskiej
(Schlenker i wsp., 1985). W moich badaniach, oddechowa czutos¢ hipoksyjna byta
istotnie silniejsza u mtodych niz u starych szczuréw. Wyniki moich badan popieraja
doniesienia tych autordéw, ktorzy wskazuja na mozliwos$¢é ostabienia hipoksyjnej
odpowiedzi oddechowej z wiekiem.

Zmniejszona reaktywno$¢ starych klebkéw szyjnych na bodzce posrednio
potwierdzaja badania Di Giulio i wsp., (1998a), ktorzy wykazali niewielki wptyw
przewleklej hiperoksji na ultrastrukturalng morfologi¢ tego organu w przeciwienstwie

do mtodych kigbkoéw szyjnych. O uposledzonej czynnosci kigbkow szyjnych u starych
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szczur6w moze réwniez swiadczy¢ zmniejszone nachylenie ,,slope” komponenty
czestotliwosciowej wzorca oddechowego na hipoksje¢ stwierdzone w moich badaniach.
Klebki szyjne sa bowiem w szczegolnosci odpowiedzialne za regulacje czestosci
oddychania u uspionych gryzoni (Izumizaki i wsp., 2004).

Zmiany ci$nienia tetniczego krwi moga wptywaé na oddychanie. W moich
badaniach cisnienie to bylo nizsze u starych zwierzat (72,3 £0,4 mmHg u starych vs.
96,1 £1,0 mmHg u miodych). Wydaje si¢ jednak watpliwym, by te réznice mogty
w istotny sposob wplywaé na stwierdzone przeze mnie ostabienie oddechowej czulosci
hipoksyjnej u starych szczuréw. Klebki szyjne nie reaguje na zmiany cisnienia krwi,
jesli utrzymuje si¢ ono powyzej S0 mmHg (Lahiri i wsp., 1980). Obserwowany spadek
cisnienia krwi, cho¢ w koncowe;j fazie testu zblizal si¢ do tej granicznej wartosci, to
jednak jej nie przekraczal. Poza tym, spadki ci$nienia, ktore sa cecha charakterystyczna
dla hipoksji, nie wptywaja zasadniczo na ostre odpowiedzi oddechowe na hipoksj¢
(Richter i wsp., 1999). Podobnie, zmiany sktadu gazowego krwi t¢tniczej, w tym
w szczegblnosci dwutlenku wegla — drugiego bodzca chemicznego, byly porownywalne
w obu skrajnych grupach wiekowych i nie odbiegaly w istotny sposéb od danych
z literatury (Pokorski i wsp., 2003; Marczak i wsp., 2004). Wyjsciowo nizsze Pa ,
1Sa ; ustarych szczuréw, ktore nie osiggneto znamiennych statystycznie roznic,
zgodne jest z doniesieniami na temat stopniowego obnizania si¢ zawartosci tlenu we
krwi z wiekiem (Guenard i wsp., 1996). Istotne migdzygrupowe rdéznice w wartosci
Pa ,odnotowano dopiero w 1,5 min testu badajacego odpowiedz na 11% hipoksje;

Pa ;ustarych=47,6 +2,0 mmHg, a u miodych 53,5 1,0 mmHg. Roznice te wystapilty
w koncowej fazie testu, juz po wystapieniu depresji oddychania, zatem nie powinny one

mie¢ wplvw na przebieg wczesnej fazy stymulacji, za ktoérag odpowiedzialne sa kigbki
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szyjne, i ktora stanowita glowny przedmiot obecnych rozwazan. Wyniki moich badan
pozwalaja, wiec na sformulowanie, ze za mniejsza odpowiedz oddechowa na hipoksje

u starych szczurow odpowiedzialny jest czynnik osrodkowy, czyli ostabienie
osrodkowego napgdu oddechowego, oraz czynnik obwodowy zwigzany z ostabieniem
chemoczutosci klgbkow szyjnych na O, (Peterson i wsp., 1981; Di Giulio i wsp., 1998a;
Xu i wsp., 2005), a takze zmniejszona impulsacja aferentna wytwarzana przez kigbki

1 przesylana do grup neurondw oddechowych w pniu mozgu.
Zwiazek zmian ultrastrukturalnych z czynnoscia klgbkow szyjnych

Wplyw zmian w ultrastrukturalnej morfologii ktgbkdw szyjnych na ich czynno$é
moze by¢ pordwnany w skrajnych, najmlodszej — 3 miesigcznej 1 najstarszej — 24
miesi¢cznej grupach wiekowych, w ktérych badatam oba te elementy. Kigbki szyjne
starych szczurow wykazywaly istotne zmiany degeneracyjne. Jednoczesnie, czulosé
odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ byta u tych szczuréw istotnie nizsza w poréwnaniu
z grupa mlodych szczuréw. Uzasadnione jest wigc stwierdzenie, ze zmniejszona
reaktywnos$¢ hipoksyjna u starych zwierzat spowodowana byta zmianami
morfologicznymi klgbkow szyjnych rozwijajacymi si¢ z wiekiem. Opisany przeze mnie
okoto 20% ubytek komorek chemoreceptorowych i inne rozlegle zmiany degeneracyjne
w parenchymie klgbkow, jak np. w zakonczeniach nerwowych majacych potaczenia
synaptyczne z tymi komoérkami, wydaja si¢ jednak byé nieproporcjonalnie duze do
ostabienia odpowiedzi oddechowych na hipoksje. Mozliwe, ze mechanizmy
kompensacyjne, ktore zostajg uruchomione w wyniku rozwijajacej si¢ stopniowo
z wiekiem hipoksji tkankowej w kigbkach, spowodowanej przez proliferacj¢ otaczajace;j
tkanki laczng i wydtuzonga z tego powodu droga dyfuzji tlenu i substancji odzywczych
z krwi tetniczej do organu, przyczynily si¢ do wzrost podstawowego poziomu aktywacji

,»set point” przetrwatych komorek chemoreceptorowych. Wyzszy poziom podstawowy
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pozwala na uzyskanie wyzszego poziomu pobudzenia podczas aktywacji w wyniku
hipoksji. Innym wyjasnieniem moze by¢ to, ze liczba komérek chemoreceptorowych
1/lub zakonczen nerwowych w kigbkach szyjnych przewyzsza ta, ktora jest niezbedna
do podtrzymania aktywnosci kiebkow, lub tez nie wszystkie komorki
chemoreceptorowe biorg normalnie udzial w procesie wytwarzanie impulsu nerwowego
(Gonzalez 1 wsp., 1994). W takim przypadku komorki, ktore nie zostaty istotnie
naruszone przez proces starzenia bylyby w stanie utrzymac hipoksyjna odpowiedz
oddechowa na relatywnie wysokim poziomie. Nalezy tez wzia¢ pod uwage, ze mozg
jest organem, ktory charakteryzuje si¢ ogromnymi zdolnosciami adaptacyjnymi
pozwalajacymi na dostosowanie si¢ do zmniejszonej aferentacji z kigbkow szyjnych
(Pokorski i wsp., 2004), co pozwala na wygenerowanie wentylacji oddechowej, ktora
nie r6zni si¢ dramatycznie od poziomu wentylacji u mtodych zwierzat. Niezaleznie od
wieloczynnikowych mechanizmdédw wytwarzania i utrzymania hipoksyjnej odpowiedzi
oddechowej, obecne badania wskazujg jednoznacznie na zwyrodnieniowe zmiany
w parenchymie kiebkéw szyjnych, jako przyczyne ostabienia tej odpowiedzi z wiekiem.
Pozostaje jeszcze odpowiedz na pytanie, czy zmiany w kigbkach szyjnych
obserwowane z postgpujacym wiekiem wynikaja z naturalnego procesu starzenia si¢
tkanki organu, czy tez, by¢é moze, spowodowane sa czynnikami zewngtrznymi dla tego
procesu. Wyniki moich badan wskazuja na brak istotnych, typowo miazdzycowych
zmian w $cianach naczyn doprowadzajacych krew do kigbkow szyjnych u starych
szczurow. Brak bylo pltytek miazdzycowych oraz nie bylo istotnie podwyzszonego
poziomu cholesterolu we krwi. Zaobserwowane zmiany w budowie ultrastrukturalne;j
$cian tych naczyn, odpowiadaja stopniowej przebudowie, prowadzacej do sztywnienia
$cian. Jest to proces fizjologiczny, rozpoczynajacy si¢ we wczesnym okresie

rozwojowym i postepujacy z wiekiem, ktéry nie prowadzi jednak do okluzji $wiatta
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naczyn i ograniczenia w dostawach krwi. Wyniki sugeruja, wiec ze zmiany
morfologiczne w kigbkach szyjnych prowadzace do ostabienia ich funkcji sa zwigzane

z naturalnym procesem zuzycia czy starzenia si¢ tkanki w zaawansowanym wieku.

6. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. Klebki szyjne pochodzace od starych szczurdéw charakteryzuja si¢ zmniejszong
o okoto 20% liczbg komodrek chemoreceptorowych w poréwnaniu z grupg
najmtodszych zwierzat. Pozostate komorki chemoreceptorowe charakteryzuja
si¢ ogniskowymi zmianami zwyrodnieniowymi o réznym stopniu nasilenia, do
martwicy wlacznie.

2. Zmiany zwyrodnieniowe dotycza takze innych elementow parenchymy starych
klebkéw szyjnych, w szczegdlnosci zakonczen nerwowych tworzacych synapsy
na komoérkach chemoreceptorowych. Torebka tacznotkankowa otaczajaca kiebki
szyjne ulega pogrubieniu z wiekiem. Proces dezintegracji parenchymy kigbkdéw
szyjnych nasila si¢ stopniowo, poczynajac od 12 miesigca zycia szczurOw.

3. Badania potwierdzily, ze u uzytego do badan gatunku szczura nie obserwuje si¢
tworzenia si¢ typowych ztogéw miazdzycowych w duzych naczyniach
krwiono$nych u szczurdéw starszym wieku. Warstwa komorek srodbtonkowych,
bedaca ,,markerem” §wiadczacym o stanie i czynnosci naczyn krwionosnych,
zachowuje ciaglo$¢ mimo zaawansowanego wieku zwierzat.

4. Poziom cholesterolu catkowitego oraz frakcja HDL nie zmienia sig istotnie
z wiekiem.

5. Ekspresja NOS w komérkach srodblonkowych naczyn, oznaczona przy uzyciu
metody NADPH-diaforazy, zwigksza si¢ z wiekiem. Wzrost ten moze by¢

efektem uruchomienia mechanizméw kompensacyjnych majacych na celu
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6.

poprawg ostabionej reaktywnosci naczyniowych komoérek migsni gladkich na
czynniki naczynio-rozkurczajace, takie jak NO.

Zmiany w komorkach chemoreceptorowych moga by¢ przyczyna znamiennego
ostabienia czutosci klgbkdéw szyjnych na bodzce chemiczne u starych zwierzat.
Stabszy wzrost wentylacji plucnej u starych szczuréw w odpowiedzi na silny
bodziec hipoksyjny moze §wiadczyé o ujawnianiu si¢ niedomogi regulacji
oddychania w warunkach duzego obciazenia uktadu (metaboliczna koniecznos¢
do duzego, szybkiego wzrostu wentylacji). Brak typowo miazdzycowe]
przebudowy naczyn, ktdra uposledzatyby doptywu krwi do kigbkow szyjnych
sugeruje, ze zmiany morfologiczne, ktére rozwijajq si¢ w starych kiebkach sa

wynikiem naturalnego procesu starzenia si¢ tkanki.
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7. STRESZCZENIE

Wstep

Kigbki szyjne sa organami czuciowymi. Gtowna ich rola polega na wykrywaniu
zmian ci$nienia parcjalnego tlenu (Pa ), dwutlenku wegla (PaC ) oraz st¢zenia
jonéw wodorowych [H'] we krwi tetniczej. Odgrywaja one niewielka role w procesie
regulacji oddychania normoksyjnego (okoto 10-20%), znaczenie ich rosnie, gdy poziom
Pa ;spada ponizej 60 mmHg. Klebki szyjne sa gldwnym organem, w ktérym
generowana jest stymulujaca odpowiedz na hipoksj¢. Klebki umiejscowione sa
obustronnie w szyi ssakow w okolicy rozgalgzienia tgtnicy szyjnej wspolnej na tetnice
zewngtrzng i wewngtrzng. Zbudowane sa z dwdch typow komorek tworzacych tzw.
gronka lub wysepki, ktore oddzielone sa od siebie warstwa tkanki tacznej, formujace;j
takze zewngtrzng otoczke nadajac ostateczny ksztatt ktebkom. Pomigdzy gronkami,

w otaczajacej je torebce tacznotkankowej, znajduja si¢ liczne naczynia kapilarne oraz
zakonczenia nerwowe. Sprawa, ktdra od wielu dekad wymyka si¢ naukowej weryfikacji
jest proces przekaznictwa sygnatu w komorce chemoreceptorowej, od momentu jego
dotarcia do blony komorkowej az po zwigkszong impulsacje bioelektrycznag

w zakonczeniu nerwowym i pobudzenie osrodkowego uktadu nerwowego. Nie jest
réwniez znany wplyw wieku na czynnos¢ kigbkéw. Badacze nie sa zgodni, co do tego
czy odpowiedzi te ulegaja ostabieniu, pozostaja niezmienione czy tez moze, jak
niektorzy twierdza, ulegaja wzmocnieniu z wiekiem. Problem ten jest istotny, poniewaz
istota stymulacji oddychania w czasie hipoksji jest utrzymanie dowozu tlenu do
organizmu na poziomie niezb¢dnym do zaspokojenia biezacych potrzeb organizmu.

Utrzymanie dowozu tlenu jest szczegdlnie pozadane w starszym wieku, w ktérym
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w wyniku naturalnego procesu starzenia si¢ dochodzi do stopniowego obnizania Pa
we krwi tgtniczej. Obnizenie to pogtebia si¢ przy obciazeniu uktadu oddechowego, np.
w czasie wysitku fizycznego lub sytuacji stresowych. Rola kigbkow szyjnych

1 generowanych przez nie odpowiedzi na hipoksj¢ jest wigc w starszym wieku
niebagatelna. Rola ta w duzej mierze zalezy od tego czy klebki szyjne podlegaja
procesowi starzenia si¢ i od jakich czynnikdw proces ten moze zaleze¢. Zmiany

w parenchymie kigbkdéw szyjnych moga bowiem zachodzi¢ nie tylko w wyniku
bezposredniego wptywu wieku na struktury kigbkowe, ale rowniez w wyniku
ograniczonego doplywu tlenu i substancji odzywczych spowodowanego
miazdzycopochodng okluzja gtéwnych naczyn doprowadzajacych.

W badaniach nad rola kigbkéw szyjnych w tworzeniu oddechowej reaktywnosci
hipoksyjnej w starszym wieku niezwykle istotne wydaje si¢ potaczeniu zmian
uitrastrukturalnej morfologii organu z jego czynnoscia, takze przesledzenie kinetyki
zmian w relacji morfologia-czynnos¢ wraz z postgpujacym wiekiem. Brak jest takich
prac w literaturze. Przedstawione przeze mnie w niniejszej pracy badania sa proba
wypelnienia tej luki.

Hipoteza i cele badawcze

Hipoteza badawcza zakladata, ze jezeli w komorkach chemoreceptorowych starych
kiebkdéw szyjnych wystgpowalyby zmiany ultrastrukturalne o typie degeneracyjnym
przy jednoczesnym braku zmian miazdzycowych w naczyniach doprowadzajacych krew
do kiebkdw, to mogloby to swiadczy¢ o naturalnym procesie starzenia si¢ tkanki
kiebka. Pozostaje sprawg otwarta, czy zmiany morfologiczne mialyby swoje
odzwierciedlenie w ostabionej czynnosci kigbkdw, objawiajacej si¢ zmniejszeniem
generowanej przez nie odpowiedzi oddechowej na hipoksje, czy tez mechanizmy

kompensujace zapewniajg prawidtowa czynnos¢ chemoodruchu. Prébowatam
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odpowiedzie¢ na to pytanie badajac, w skrajnych grupach wiekowych szczuréw,

odpowiedz oddechowa na dwustopniowg hipoksj¢.

W mojej pracy postawitam nast¢pujace cele badawcze:

1. Poréwnanie budowy ultrastrukturalnej kigbkdéw szyjnych pochodzacych od
zdrowych, mtodych (3 miesigcznych) szczurow z budowg klebkdw starych
szczurow (24 miesigcznych).

2. Przesledzenie, w pdtrocznych odstgpach czasu, dynamiki ultrastrukturalnego
procesu starzenia si¢ ktgbkow szyjnych.

3. Zbadanie stopnia miazdzycy t¢tnic szyjnych poprzez oceng:

e zmian ultrastrukturalnych w $cianie tetnicy szyjnej pod wplywem
postepujacego wieku

e okreslenie poziomu cholesterolu w surowicy krwi tetniczej 3- i 24-
miesigcznych szczuréw

e okreslenie metoda NADPH-diaforazy poziomu syntazy tlenku azotu,
markera stanu zapalnego, w komorkach srodbtonkowych tetnic szyjnych
pochodzacych od mtodych i starych szczurow

4. Zbadanie wplywu wieku na czynnos¢ kigbkow szyjnych, oceniang na podstawie
wielkosci i czulosci odpowiedzi oddechowej na hipoksj¢ in vivo w dwoch skrajnych

grupach wiekowych zwierzat.
Metodyka

Badania wykonano w sumie na 37 szczurach ptci meskiej w wieku od 3 do 24
miesigcy, o wadze 240-651g. Szczury znajdowaly si¢ w narkozie a-chloralozowo-
uretanowej podanej dootrzewnowo. Po zakonczeniu eksperymentow zwierzgta
usmiercano poprzez podanie letalnej dawki srodka anestetycznego lub lewokomorowej

perfuzji mieszaning aldehydow. Zwierzeta pochodzily ze zwierzetarni instytutowe;j,
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gdzie hodowane byly przy zachowaniu 12 godz. systemu dnia i nocy, karmione
standardowa pasza przy nieograniczonym dostepie do wody. Badania skladaly si¢

z dwdch czgsci: in vitro i in vivo. Obie czesci uzyskaty zezwolenie Lokalnej Komisji
Etycznej (zezwolenia nr 109, 137).

Morfologiczng cz¢$¢ badan wykonano na 25 szczurach podzielonych na 5 grup
wiekowych: od 3 do 24 miesigcy, w potrocznych odstepach czasowych oraz na 4
szczurach w wieku 3 i 24 miesiace w czg¢sci histochemicznej. Od wymienionych grup
wiekowych pobierano kiebki szyjne oraz fragmenty tetnic szyjnych, ktore utrwalano
w odpowiednich mieszaninach aldehydow uzytych do perfuzji. Pobrany materiat
poddawano nastgpnie standardowej procedurze do mikroskopii elektronowe;j i oceniano
wedlug wczesniej przyjetych kryteriow.

Czgs¢ neurofizjologiczna badan wykonano na 18 szczurach podzielonych na dwie
skrajne podgrupy wiekowe: 3 miesiace (11 szczurdéw) i 24 miesiace (7 szczurow).
W kazdej z tych 2 podgrup znajdowato si¢ 5 szczurdw, ktdre jednoczesnie podlegaty
ocenie morfologicznej oraz kilka dodatkowych szczuréw, co wynikalo z koniecznosci
powigkszenia grup dla opracowan statystycznych. Oddychanie rejestrowano na
podstawie zintegrowanej aktywnosci EMG przepony. Badano odpowiedz oddechowa na
14% i 11% bodziec hipoksyjny. Parametry oddechowe wyznaczano z sygnatu EMG
przepony: maksymalna amplituda (A), jako indeks objetosci oddechowej, czestotliwosé
(f) uzyskang z wyliczenia 60/Ttor oraz wentylacje minutowa (Vg) obliczono jako
iloczyn wartosci A i fi(Vg= A f).W trakcie badania odpowiedzi oddechowych na
hipoksje rejestrowano frakcj¢ dwutlenku wegla (PerC ) w powietrzu wydychanym,
ci$nienia parcjalnego tlenu (Pa ;), dwutlenku wegla (PaC ,), poziomu pH oraz
cisnienie krwi (BP). Od skrajnych grup wiekowych pobierano takze probki krwi

tetniczej w celu okreslenia poziomu cholesterolu catkowitego (CH) oraz frakcji HDL
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przy uzyciu zmodyfikowanej, enzymatycznej metody wg Trinde a oraz ilosciowe;j
metody wytraceniowej. Protokét badawcezy czesci neurofizjologicznej polegat na
zbadaniu odpowiedzi na 14% i 11% poikilokapniczna hipoksj¢ typu ,,steady-state” z 20
minutowa przerwa mi¢dzy kolejnymi testami. Testy prowadzono przez 2 minuty, co
uwzglednia okres fazy hipoksyjnej depresji oddychania. Czuto$¢ odpowiedzi na
hipoksje oceniano z nachylenia linii regresji liniowej opisujacej zalezno$¢ migdzy Vg i f
a silg bodzca hipoksyjnego wg wzoru y=a(x-b). We wzorze tym ,,a” oznacza wartos¢
tangensa kata nachylenia prostej do osi odcig¢tych (tzw. ,;slope”™), a ,,b” jest punktem
przecigcia prostej osig rz¢dnych.

Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w postaci srednich £SE i porownane
statystycznie przy pomocy testu Mann-Whitney. Roznice migdzy mlodymi i starymi
szczurami w poziomach CH, HDL, Pa ,, PaC ,, Sa ,, PgrC ; okre$lano przy uzyciu
niesparowanego testu Studenta lub testu Wilcoxona. Dla wszystkich metod
statystycznych za poziom istotnosci uznatam P<0,05.

Wyniki i omoéwienie

Cz¢s$¢ morfologiczna badan wykazata, iz kigbki szyjne ul¢ggajg rozleglym zmianom
degeneracyjnym z wiekiem. Wraz z postgpujacym wiekiem zmniejszala si¢ ilo§¢
komorek chemoreceptorowych (o okoto 20%) a znacznemu rozrostowi ulegata
otaczajaca je torebka tacznotkankowa. W pozostatych komorkach zwigkszatla si¢ liczba
1 stopien uszkodzenia mitochondriow, malata ilo$¢ ziarnistosci neurosekrecyjnych oraz
liczba zakonczen nerwowych. Zjawiska te byly szczegolnie mocno zaznaczone
w grupie 18 1 24 miesi¢gcznych szczurow. Kigbki szyjne sa organem bardzo obficie
unaczynionym. Przeplyw krwi sze$ciokrotnie przewyzsza przeplyw mozgowy i wynosi
2000 ml/min/g tkanki. Wydaje sig¢, wigc oczywiste, ze stan naczyn wnikajacych do

struktury kigbkow szyjnych oraz rozwidlenia tgtnic szyjnej wspolnej w okolicy,
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w ktorej umiejscowione sa kiebki, bedzie mial bezposrednie przetozenie na ich funkcje
i strukture. W celu weryfikacji tych przypuszczen, od czg¢sci szczuréw w kazdym
przedziale wiekowym, pobralam fragmenty rozwidlenia t¢tnic szyjnych wspdlnych oraz
przeanalizowalam zmiany w budowie $ciany naczyn kapilarnych kigbka szyjnego.
Badania wykazaly umiarkowane zmiany w budowie $cian naczyn krwionos$nych,
objawiajace si¢ brakiem cigglosci warstwy elastylowej i proliferacja tkanki tacznej oraz
zmiana fenotypu komorek migs$ni gladkich. Nie zaobserwowatam jednak zmian

w warstwie komoérek srodbtonkowych, agregacji i adhezji elementow morfotycznych
krwi na powierzchni §rédbtonkdw oraz tworzenia si¢ komodrek piankowatych czy
zlogdw wapniowo-cholesterolowych. Nie zaobserwowatam takze wzrostu stgzenia
cholesterolu catkowitego oraz frakcji HDL we krwi starych szczurow.

Dodatkowo, zbadatam poziom ekspresji NOS w $cianach naczyniowych. Poziom
ten byt zwigkszony w komorkach $rédblonkowych (52,0 £2,6 u mtodych szczuréw
w poréwnaniu ze szczurami starymi 89,0 +£9,3), ale nie w komoérkach migsni gladkich
naczyn starych szczuro6w. Przemawia to raczej za procesem kompensacyjnym
wymuszonym przez sztywniejace $ciany naczyn, co ma charakter fizjologicznego
starzenia si¢, a nie za aktywnym procesem miazdzycopodobnym.

Poza istotna rola, jaka NO odgrywa w ukladzie krwiono$nym, moze on rdwniez
petni¢ rol¢ neuroprzekaznika w osrodkowym ukladzie nerwowym. W zwigzku z tym, ze
kiebki szyjne sa pochodzenia nerwowego uwazatam za istotne oceni¢ w komodrkach
chemoreceptorowych ekspresje NOS i jej mozliwa relacj¢ do zmian chemoczutosci
kiebkow wraz z wiekiem, tym bardziej, ze brak jest podobnych danych w literaturze.

U starych szczuréw poziom NOS istotnie wzrost w pordéwnaniu z najmtodszymi
szczurami (42,0 £1,7 u miodych i 94,0 £9,9 u starych). Wiadomo, ze poziom NOS

ros$nie w kigbkach szyjnych w warunkach chronicznej hipoksji, co byloby zgodne
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Z przypuszczeniem, Ze rozrastajaca sie tkanka faczna w kiebkach szyjnych starych
szczuréw powoduje zaburzenia w dyfuzji gazow i substancji odzywczych do
parenchymy kiebkdw, przyczyniajac sie tym samym do powstania warunkoéw
podobnych do tych, jakie moglaby wywotaé chroniczna hipoksja.

Wplyw zmian morfologicznych na czynnos¢ kitgbkow oceniano przy uzyciu testu
badajacego odpowiedZz oddechowa na hipoksje, ktora jest generowana przez ten organ.
Uzycie dwdch poziomdw bodzca hipoksyjnego, 11% i 14%, umozliwito oceng czutosci
kiebkow szyjnych. Czulosé ta byla istotnie mniejsza u starych zwierzat (S =0,11 £1,9)
w porownaniu z najmiodsza grupg wiekowa (S =7,75 £2,6).

Zmiany morfologiczne mialy wigc odzwierciedlenie w sttumionej czynnosci
kiebkow. Moje badania wskazuja, ze u starych szczuréw nie wystepuja zmiany
naczyniowe mogace powodowaé ograniczenia w dowozie krwi do parenchymy kigbkow
szyjnych. Wydaje si¢ zatem, Ze zaobserwowane zmiany degeneracyjne w kigbkach
szyjnych starych szczuréw sa skutkiem naturalnego procesu zuzycia czy starzenia si¢
narzadu w zaawansowanym wieku, co powoduje ostabienie chemoczutosci kigbkdw

szyjnych oraz ostabienie odpowiedzi wentylacyjnej na bodziec hipoksyjny.
Podsumowanie i wnioski

1. Klgbki szyjne pochodzace od starych szczurow charakteryzuja si¢ zmniejszong
o okoto 20% liczba komdrek chemoreceptorowych w porownaniu z grupa
najmlodszych zwierzat. Pozostate komorki chemoreceptorowe charakteryzuja si¢
ogniskowymi zmianami zwyrodnieniowymi o r6znym stopniu nasilenia, do
martwicy wilacznie.

2. Zmiany zwyrodnieniowe dotycza takze innych elementow parenchymy starych
klebkow szyjnych, w szczegdlnosci zakonczen nerwowych tworzacych synapsy na

komorkach chemoreceptorowych. Torebka tacznotkankowa otaczajaca kigbki szyjne
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ulega pogrubieniu z wiekiem. Proces dezintegracji parenchymy kigbkow szyjnych
nasila si¢ stopniowo, poczynajac od 12 miesigca zycia szczurow.

Badania potwierdzily, ze u uzytego do badan gatunku szczura nie obserwuje si¢
tworzenia si¢ typowych ztogow miazdzycowych w duzych naczyniach
krwiono$nych u szczuréw starszym wieku. Warstwa komérek srodbtonkowych,
bedaca ,,markerem” $wiadczacym o stanie i czynno$ci naczyn krwiono$nych,
zachowuje cigglos¢ mimo zaawansowanego wieku zwierzat.

Poziom cholesterolu catkowitego oraz frakcja HDL nie zmienia sig istotnie

z wiekiem.

Ekspresja NOS w komdrkach srédbtonkowych naczyn, oznaczona przy uzyciu
metody NADPH-diaforazy, zwigksza si¢ z wiekiem. Wzrost ten moze by¢ efektem
uruchomienia mechanizméw kompensacyjnych majacych na celu poprawe
ostabionej reaktywnos$ci naczyniowych komorek miesni gltadkich na czynniki
naczynio-rozkurczajace, takie jak NO.

. Zmiany w komorkach chemoreceptorowych moga by¢ przyczyna znamiennego
ostabienia czutosci kigbkdw szyjnych na bodZce chemiczne u starych zwierzat.
Stabszy wzrost wentylacji ptucnej u starych szczuréw w odpowiedzi na silny
bodziec hipoksyjny moze swiadczyé¢ o ujawnianiu si¢ niedomogi regulacji
oddychania w warunkach duzego obciazenia uktadu (metaboliczna koniecznos¢ do
duzego, szybkiego wzrostu wentylacji). Brak typowo miazdzycowej przebudowy
naczyn, ktéra uposledzatyby doptywu krwi do ktgbkow szyjnych sugeruje, ze
zmiany morfologiczne, ktdre rozwijaja si¢ w starych kigbkach sa wynikiem

naturalnego procesu starzenia si¢ tkanki.
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