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Streszczenie

Model doswiadczalny perfundowanej tetnicy ogonowej szczura pozwala ocenic zarowno zjawi-
ska receptorowe, jak i dotyczqce srodblonka naczyniowego oraz miesniowki gladkiej. Pod
wzgledem aktywnosci receptorow na powierzchni blony komorkowej miesniowki gladkiej tetni-
ca odpowiada drobnej tetnicy oporowej. Doswiadczenia farmakometryczne dotyczqce tetnicy
ogonowej mogq opierac si¢ na analizie cisnienia perfuzyjnego jako wykladnika skurczu mie-
sniowki gladkiej lub bezposrednio na skurczu izometrycznym. Model doswiadczalny jest sku-
tecznie stosowany 1 udoskonalany od ponad 30 lat — zmieniajq sie jedynie idee doswiadczen

1 uzywane odczynniki. (Folia Cardiologica Excerpta 2006; 1: 358-361)
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Wstep

Badania do$wiadczalne obejmujace podstawo-
we dziedziny medycyny zawsze stanowily podwa-
liny dla nauk klinicznych. Wyniki prowadzonych do-
Swiadczen pozwalaja okre§li¢ znaczenie procesow
zachodzacych w tkankach 1 narzadach prowadzacych
do rozwoju schorzen, a jednocze$nie wskazuja po-
tencjalne kierunki dzialan terapeutycznych.

Ze wzgledu na czestoS¢ wystepowania chorob
uktadu sercowo-naczyniowego i ich olbrzymie kon-
sekwencje — nie tylko zdrowotne, ale takze spotecz-
ne i ekonomiczne — naczynia krwionoéne sg obiek-
tem szczeg6lnego zainteresowania naukowcow.

W strukturze Sciany naczyn krwiono$nych tet-
nic 1 zyl mozna wyro6zni¢ 3 warstwy: blone we-
wnetrzng, Srodkowa oraz przydanke.
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Tetnice mozna podzieli¢ na 3 rodzaje:

— typu sprezystego, czyli naczynia tetnicze duze

(np. aorta, tetnica udowa);

— typu mie$niowego, czyli naczynia tetnicze

Srednie (np. tetnica wiencowa);

— male, czyli tetniczki.

Podziat ten opiera sie na r6znicach w strukturze
Sciany tetnic oraz ich $rednicy [1, 2].

Tetnica ogonowa szczura pod wzgledem budowy
anatomicznej 1 aktywno$ci uktadéw receptorowych
odpowiada malej tetnicy oporowe;. Srednica tetnic
matego kalibru to ok. 0,1-1 mm (ryc. 1).

Podstawa badan prowadzonych na tetnicy ogono-
wej jako na modelu do§wiadczalnym drobnej tetni-
cy oporowej moze by¢ okreSlenie ciS$nienia perfu-
zyjnego lub bezpoérednie pomiary zmian napiecia
mie$niowki gladkiej. Sama metodyke opisano po-
nad 30 lat temu; ciagle jest ona udoskonalana, a obec-
nie model do$wiadczalny perfundowanej tetnicy
mozna uznac¢ za jeden z lepiej 1 dogiebniej opraco-
wanych [3-6]. Pomiar ci$nienia perfuzyjnego praw-
dopodobnie jest metoda bardziej zblizona do warun-
kow rzeczywistych. Ponadto perfuzatem, oprécz
zwykle stosowanych roéznych odmian plynu
Krebsa, moze by¢ dowolny plyn, w tym krew.
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Rycina 1. Budowa tetnicy ogonowej szczura; 1 — $rédbfonek naczyniowy; 2 — btona miesniowa; 3 — tkanki
otaczajace. Tetnica barwiona hematoksyling i eozyng (A) oraz orceing (B)

Pomiar skurczu izometrycznego wymaga odpowied-
niego przygotowania preparatu. Zwykle tetnice tnie
sie na pierScienie, a nastepnie mocuje w ukladzie
pomiarowym. Pewien problem moga stanowic do-
Swiadczenia, ktorych celem jest ocena funkcji §rod-
blonka naczyniowego. Przygotowywanie preparatu
do badania skurczu izometrycznego moze doprowa-
dzi¢ do uszkodzenia Srodbionka naczyniowego.
W przypadku badania perfuzji tatwiej przygotowaé
preparat z prawidlowo dzialajacym $rédblonkiem
naczyniowym. Ponadto rownie fatwo przygotowac
preparaty pozbawione (chemicznie lub mechanicz-
nie) $rodblonka naczyniowego.

Tetnica ogonowa jest doskonalym naczyniem
do badan, w ktorych wyktadnikiem skurczu mie§-
nioéwki gladkiej naczynia jest ciSnienie perfuzyjne,
gdyz mozna w jej przebiegu latwo odnalezé
2-3-centymetrowy odcinek bez znaczacych odgatezien.

Preparowanie i przygotowanie materialu

Do badan na perfundowanych tetnicach ogono-
wych szczurdéw przygotowuje sie grupe samcow
o masie ciala 220-270 g. Tetnice pobiera sie w gle-
bokiej narkozie uretanowej (120 mg/kg 1.p.), a po
pobraniu narzadow zwierzeta uSmierca sie przez
skrwawianie. Nastepnie tetnice ogonowe szczura
oczyszcza sie z otaczajacych tkanek.

Przygotowanie preparatu do perfuzji tetnicy
wymaga kaniulowania proksymalnego odcinka
o diugo$ci ok. 2-3 cm, a nastepnie umieszczenia go
W pozycji pionowej w naczyniu do narzadow izo-
lowanych z zastosowaniem ustalonego doSwiad-
czalnie napiecia spoczynkowego. W do$§wiadcze-
niach przeprowadzanych przez autoro6w niniejszej
pracy stosuje sie napiecie spoczynkowe wynoszace
ok. 0,5 g [3-6]. We wstepnej fazie eksperymentu
naczynia stabilizuje sie przez ok. 2 godziny w na-
tlenionym ptynie Krebsa (pH 7,4; temp. 37,0°C),

stopniowo zwiekszajac przeplyw perfuzatu w zakre-
sie 0,25-1,0 ml/min az do osiagniecia ci$nienia per-
fuzyjnego 2—4 kPa. Schemat uktadu przedstawiono
na rycinie 2 [4-6]. Wygodna metoda przygotowania
preparatow tetnicy pozbawionej Srodblonka naczy-
niowego jest zastosowanie powietrza. Brak srodbton-
ka potwierdza obecno$¢ skurczu naczynia po poda-
niu acetylocholiny [7].

Wyznaczanie krzywych zaleznoSci
efektu od stezenia agonisty

Za wyktadnik skurczu naczyn w odpowiedzi na
stymulacje agonista przyjmuje sie zmiane ciSnienia
perfuzyjnego przy statej predkosci przeptywu per-
fuzatu (ok. 1 ml/min).

Reakcje skurczowa tetnicy ogonowej szczura
wywoluje sie, podajac agonistow receptoré6w lub
aktywatory ukiadow enzymatycznych w coraz wiek-
szych stezeniach [8]. Nastepne, wieksze stezenie
podaje sie dopiero po osiggnieciu stanu rownowagi
na uprzednio podane stezenie. Serie do§wiadczen
powtarza sie w 30-minutowych odstepach, az do
osiagniecia stalej wrazliwoSci tkanki (ryc. 3) [8, 9].

Poza krzywymi kontrolnymi wyznacza sie krzy-
we w obecnos$ci badanych §rodkéw oddzialujacych
bezposrednio lub poSrednio na funkcje uktadow re-
ceptorowych.

Badanie naplywu wapnia z przestrzeni
zewnatrz- i wewnatrzkomorkowej

Badanie zaleznoSci efektu od aktywacji odpo-
wiedniej frakcji wapnia komoérkowego przeprowadza
sie na podstawie klasycznych metod farmakome-
trycznych, ktorych istota jest analiza efektu — skur-
czu mie$niowki gladkiej w nastepstwie aktywacji
frakcji jonéw wapnia pochodzacych z zewnatrz- lub
wewnatrzkomorkowej frakcji jonow.
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Rycina 2. Schemat uktadu do pomiaru ci$nienia perfuzyjnego w tetnicy. Ci$nienie perfuzyjne (P) jest wyktadnikiem
skurczu miesniowki gfadkiej naczynia przy statym przeptywie ptynu perfuzyjnego. Badane $rodki podaje sie do
naczynia inkubacyjnego, czyli do przestrzeni zewnatrznaczyniowej. Wszystkie elementy uktadu zapewniajg wtasciwe
natlenienie stosowanych ptynéw, a takze pozwalajg utrzymac statg temperature
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agonisty. Kolejng dawke
ﬁ podaje sie po stabilizacji
cisnienia, po zastosowaniu

ﬁ dawki poprzedniej

Czas

Rycina 3. Schemat wyznaczania krzywej zaleznosci efek-
tu od stezenia agonisty

Po wstepnej, 30-minutowej inkubacji tkanki
w plynie wapniowym Krebsa, ktorej celem jest uzu-
pelnienie wewnatrzkomorkowych magazynow wapnia,
tkanke umieszcza sie w plynie Kresa — bezwap-
niowym z dodatkiem zwiazku wiazacego jony wap-
niowe. Skurcz mie$niowki gladkiej wyzwalany przez
aktywacje receptora metabotropowego sprzezone-
go z fosfolipaza C jest nastepstwem wylacznie uwol-
nienia jondw wapnia z wewnatrzkomoérkowych ma-
gazynOw wapnia. Te pierwsza faze doSwiadczenia
nazwano faza I — zwiazana z aktywacja frakcji wap-
nia wewnatrzkomorkowego. Po oproznieniu maga-

zynow wewnatrzkomorkowych wapnia, po ok.
30 minutach dodaje sie do ptynu inkubacyjnego chlo-
rek wapnia. Skurcz bedacy nastepstwem wprowadze-
nia jon6w wapnia do roztworu zalezy od wielkoS§ci
naplywu wapnia z przestrzeni zewnatrzkomorkowej
do cytoplazmy, gdyz kanaly wapniowe blony cyto-
plazmatycznej zostaly aktywowane po uprzednim
podaniu agonisty. Sita skurczu mie$niowki gladkiej
1 przyrost ci$nienia perfuzyjnego odpowiada wiec
wielko$ci skurczu wyzwalanego wapniem pochodza-
cym z puli zewnatrzkomoérkowej. Faze te okresla
sie mianem fazy Il — zwiazana z aktywacjg wapnia
zewnatrzkomoérkowego (ryc. 4). Porownujac wiel-
ko$§¢ skurczu wyzwalanego w odpowiednich fazach
do$wiadczenia z wielko§ciami obserwowanymi
w warunkach kontrolnych, mozna okre§li¢, czy ba-
dany czynnik modulujacy wplywal bezposrednio na
wielko$¢ naptywu wapnia do cytoplazmy z odpo-
wiedniej puli wapnia — zewnatrz- lub wewnatrzko-
morkowej [10, 11].

Farmakometryczny opis
reakcji receptorowej

Dodatkowe wnioski mozna uzyskac, stosujac
oprocz aktywacji receptora, agonistow lub antagoni-
stow poszczegdlnych enzymoéw w ukladzie recepto-
rowym; wowczas mozna precyzyjnie okresli¢ element,
na ktérego poziomie jest hamowane lub aktywowane
przewodnictwo sygnalu z receptora do efektora.

Na podstawie danych uzyskanych w do§wiadcze-
niach mozna zidentyfikowa¢ parametry liczbowe
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zewnatrzkomérkowych

Rycina 4. Fazy skurczu miesnidéwki gtadkiej w zaleznosci od aktywacji odpowiedniej frakcji jonéw wapnia. Faza 1
— skurcz wyzwalany aktywacjg wapnia wewngtrzkomoérkowego; faza 2 — skurcz wyzwalany aktywacja wapnia

zewnatrzkomorkowego

okreslajace funkcje uktadu receptorowego, takie jak:
ECs, czyli warto$¢ stezenia agonisty wyzwalajaca
odpowiedz rowna 50% odpowiedzi maksymalnej,
K, — stata dysocjacji kompleksu agonista-receptor,
Ky— stata dysocjacji kompleksu antagonista-recep-
tor. Uzyskane wartoS$ci umozliwiaja okreSlenie za-
lezno$ci K,/EC5, bedacej bardzo dobrym wykiadni-
kiem liczbowym zmiany wielko§ci rezerwy recepto-
rowej. Na podstawie znanej warto$ci K, mozna takze
wyznaczy¢ zaleznoS$ci efektu stymulacji od wzgled-
nej frakcji receptorow wiazacych sie z agonista.

Oproécz analizy farmakometrycznej mozna
przeprowadzi¢ rownolegla analize biochemiczna,
okreslajac nie tylko efekt, ale prowadzace do niego
zmiany aktywno$ci poszczegbélnych elementow
uktadu receptorowego.

Podsumowanie

Préby farmakometryczne majg swojg ugrunto-
wang pozycje w badaniach do§wiadczalnych. Pozwa-
laja one odpowiedzieé na bardzo istotne pytania wy-
nikajace z badan biochemicznych, okreslajac zalezno§¢é
miedzy obserwowanymi zmianami biochemicznymi
1rzeczywista odpowiedzig tkanki na rézne typy sty-
mulacji. Metodyka badan opartych na modelu do-
Swiadczalnym tetnicy oporowej z wykorzystaniem
perfuzji jako wyktadnika sity skurczu jest doskona-
lona od ponad 30 lat — zmieniaja sie jedynie idee
doSwiadczen 1 odczynniki, pozwalajac coraz doktad-
niej analizowac procesy zachodzace w tetnicy.
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