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Wykaz stosowanych skrotow

ADP - adenozyno-5-difosforan (ang. adenosine 5’-diphosphate)

ALl - ostre uszkodzenie ptuc (ang. acute lung injury)

AMP - adenozyno-5"-monofosforan (ang. adenosine 5’-monophosphate)

AMPK - kinaza aktywowana AMP (ang. AMP-activated protein kinase)

AMPKa2 - podjednostka a drugiej kinazy aktywowanej AMP

AscH" - anion kwasu L-askorbinowego

ATP - adenozyno-5 -trifosforan (ang. adenosine 5'-triphosphate)

BE - niedobor lub nadmiar zasad (ang. base excess)

BH4 - tetrahydrobiopteryna (ang. tetrahydrobiopterin)

CD11b - integryna 11b (ang. CD11b integrin )

CD18 - integryna 18 (ang. CD18 integrin )

CD62L - L-selektyna

cGMP - cykliczny guanozyno 5 -monofosforan (ang. cyclic guanosine 5 -monophosphate)
Cl - klirens (ang. clearance)

CREB - czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi na cAMP (ang. cyclic AMP

responding-element binding)

DAF-2DA - dwuoctan 4,5-diaminofluoresceiny (ang. 4,5-Diaminofluorescein diacetate solution)

DAF-2T - triazolofluoresceina (ang. diaminofluoresceine-2 triazole)

DAMP - struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem (ang. damage associated molecular
patern)

DHR123 - dihyrorodamina 123(ang. dihydrorhodamine 123)

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)

FACS - sortowanie oparte o wlasciwosci fluorescencyjne komorek (ang. fluorescence-

activated cell sorting)

FAD - dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FIH - czynnik hamujacy HIF (ang. factor-inhibiting HIF)

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

FL1 - detektor fluorescencji 1 (ang. fluorescence 1)

FL2 - detektor fluorescencji 2 (ang. fluorescence 2)

FL3 - detektor fluorescencji 3 (ang. fluorescence 3)

fMLP - N-formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina (ang. N-formylmethionyl-leucyl-

phenylalanine)
FMN - mononukleotyd flawinowy (ang. flavin mononucleotide)

FSC - rozproszenie na wprost (ang. forward scatter)



GPCR
Gq

Goq
H202
H60/R15

H60/R240

- receptory sprzgzone z biatkami G (ang. G protein-coupled receptors)
- biatko Gq (ang. Gq protein)

- podjednostka a biatka Gq

- nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide)

- hipoksja 60 min, reoksygenacja 15 min

- hipoksja 60 min reoksygenacja 240 min

HIF [HIF-1, HIF-2] - czynnik indukowany hipoksja [1,2] (ang. hypoxia-inducible factor [1,2])

HIFa

HR
HRE
HSP
ICAM
IL-1
IL-10
IL-1B
IL-6
IL-8
K/O
L-Arg
L-NAME
LPA
LPS
LTB4
MDA
MFI
MIP-1
Mol
MPO
mPTP
MtRFT

N300
N75

- podjednostka o czynnika indukowanego hipoksja (ang. hypoxia-inducible factor
alpha subunit)

- inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenac;ji.

- elementy odpowiedzi na hipoksj¢ (ang. hypoxia-responsive elements)

- biatka szoku termicznego (ang. heat shock proteins)

- miedzykomorkowa czasteczka adhezyjna (ang. intercellular adhesion molecule)
- interleukina 1 (ang. interleukin 1)

- interleukina 10 (ang. interleukin 10)

- interleukina 1B (ang. interleukin 1p)

- interleukina 6 (ang. interleukin 6)

- interleukina 8 (ang. interleukin 8, CXCLS8)

- stosunek stezenia leku we krwi do stezenia w osoczu

- L-arginina (ang. L-arginine)

- ester metylowy Nw-nitro-L-argininy (ang. N(w)-nitro-L-arginine methyl ester)
- kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid)

- lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

- leukotrien B4 (ang. leukotriene B4)

- dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde)

- §rednia intensywnos$¢ fluorescencji (ang. mean channel intensity)

- biatko zapalne makrofagéw 1P (ang. macrophage inflammatory protein 1p)

- masa molowa

- mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)

- megakanal mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability transition pore)
- RFT pochodzenia mitochondrialnego

- inkubacja w warunkach normoksji

- normoksja 300 min

- normoksja 75 min



NAD(P)H - (fosforan) dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide (phosphate)) NAD(P)* — forma utleniona (fosforanu) dinukleotydu

NET - neutrofilowe putapki zewnatrzkomoérkowe (ang. neutrophil extracellular traps)
NF-xB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa B)

NHE - wymiennik Na*/H* (ang. Na*/H" exchanger)

NO - tlenek azotu (ang. nitric oxide)

NOS1, nNOS - syntaza tlenku azotu, izoforma 1, neuronalna (ang. nitric oxide synthase, izoform 1,

neuronal)

NOS2, iINOS - syntaza tlenku azotu, izoforma 2, indukowalna (ang. nitric oxide synthase, izoform
2, induced)

NOS3, eNOS - syntaza tlenku azotu, izoforma 3, endotelialna (ang. nitric oxide synthase, izoform
3, endothelial)

NOX2 - oksydaza NADPH, izoforma 2 (NADPH oxidase, izoform 2)

ns - komorki niestymulowane

05" - anionorodnik ponadtlenkowy

ONOO - nadtlenoazotyn

PAF - czynnik aktywujacy ptytki krwi (ang. platelet activating factor)

PAMPs - stale fragmenty strukturalne patogenow (ang. pathogen-associated molecular
patterns)

PBS - bufor fosforanowy (ang. phosphate-buffered saline)

pCO2 - ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla

PE - fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

PerCP - peridininochlorofil (ang. peridinin chlorophyll)

pH - yjemny logarytm dziesi¢tny ze stezenia jonow wodorowych

PHD - hydroksylazy prolinowe (ang prolyl hydroxylases,)

pHi - pH srodkomorkowe (ang. intracellular pH)

Pl - jodek propidyny (ang. propidium iodide)

pKa - stata dysocjacji

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PLD - fosfolipaza D (ang. phospholipase D)

PMA - 12-myrystynian-13-octan forbolu (ang. phorbol 12-myristate 13-acetate)

pO2 - ci$nienie parcjalne tlenu/preznosc¢ tlenu

PRR - receptor rozpoznajgcy Wzorce (ang. pattern recognition receptor)

RFA - reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)



RFT - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RFTIA - reaktywne formy tlenu i azotu

Rho123 - rodamina 123 (ang. rhodamine 123)

SCN- - anion tiocyjanianowy

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SSC - rozproszenie boczne (ang. side scatter)

TENS - przezskorna stymulacja elektryczna nerwow (ang. transcutaneous electrical nerve
stimulation)

THAM - trometaamina (ang. tromethamine)

TLR4 - receptor toll-podobny 4 (ang. toll-like receptor 4)

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor o)

TXA2 - tromboksan 2A (ang. thromboxane A2)

UCP - biatka rozprzegajace (ang. uncoupling proteins)

Vs - objetos¢ dysocjacji

XD - dehydrogenaza ksantynowa (ang. xanthine dehydrogenase)

X0 - oksydaza ksantynowa (ang. xanthine oxidase,)

Ay - elektrochemiczny gradient protonow
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1. WSTEP

Tlen jest trzecim najczgéciej wystepujacym pierwiastkiem na ziemi, kluczowym dla Zycia
organizmow aerobowych. Redukcja tlenu stanowi jeden z najwydajniejszych mozliwych sposobow
transferu energii. Zdolno$¢ wykorzystania tlenu w metabolizmie energetycznym wptyneta na
rozwdj organizméw wielokomorkowych, doprowadzita do powstania tancucha transportu
elektrondow 1 licznych enzyméw, m.in. regulujacych synteze lipidow blonowych 1 biatek

strukturalnych?.

Niedotlenienie w réznych postaciach, a takze zespot zmian wystepujacych po przywrdceniu
utlenowania tkanek S$ci§le powigzane z procesami zapalenia s3 zjawiskami wystepujacymi
powszechnie w patologii>. Mimo szerokiej dyskusji dotyczacej przyczyn i mozliwosci
postepowania leczniczego wiele zagadnien czeka na wyjasnienie. W  patofizjologii
hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji podkresla si¢ rolg reaktywnych form tlenu i azotu
(RFTiA), ktore sg integralng czgscig kompleksowej reakcji ustroju na uszkodzenia i inicjujg dalsze
procesy zapalenia zaré6wno na poziomie lokalnym, jak i ogdlnoustrojowym. Granulocyty
obojetnochlonne, najliczniej reprezentowana w ustroju populacja leukocytow, nalezg do komorek
zapalenia czynnie zaangazowanych w procesy hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji.
Aktywnos$¢ tych komorek moze podlega¢é modulacji w wyniku stosowania szeregu lekéw
I procedur, migdzy innymi technik znieczulenia regionalnego. Anestetyki lokalne stosowane
w blokadach centralnych w okresie porodu moga modulowaé produkcje RFTiA w granulocytach
ptodu i noworodka. Nie badany jak dotychczas wplyw tych $rodkow na granulocyty noworodka
w warunkach hipoksji-reoksygenacji w poréwnaniu z granulocytami dorostych domaga si¢

wyjasnienia.

1.1. Hipoksja-reoksygenacja

1.1.1. Pojecie normoks;ji, hipoksji, rodzaje hipoksji

Zawarto$¢ tlenu w powietrzu atmosferycznym jest definiowana jako normoksja. Pojecie to jest tez
odnoszone potocznie do prawidtowej zawarto$ci tlenu w tkankach, nizszej niz W powietrzu
atmosferycznym i charakterystycznej dla rodzaju tkanki. Ostatnio pojawil si¢ postulat
wprowadzenia bardziej precyzyjnego terminu ,,fizjoksja”, okreslajacego fizjologicznie prawidtowe
stezenia tlenu w tkankach, ktére wynosi przecietnie ok. 6% (zaleznie od rodzaju tkanki od ok.
4-7,5%); w badaniach do$wiadczalnych przyjmuje sie kompromisowo warto$é 5%°. Stopien
utlenowania zapewniajacy normoksje (fizjoksje) tkanki jest wypadkowsa jego dostarczania, m.in.

wydajnosci perfuzji oraz zapotrzebowania na tlen wynikajacego z aktywnos$ci metaboliczne;j.
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Hipoksja jest stanem, w ktérym zawarto$¢ tlenu w tkance spada ponizej progu normoksji (fizjoksji).
Moze mie¢ charakter ostry lub przewlekty, uogdlniony lub wystgpowac lokalnie. Natezenie hipoksji
jest klasyfikowane jako tagodne, érednie i cigzkie*. Glebokosé hipoksji determinuje jej nastgpstwa
tkankowe 1 ogolnoustrojowe; ostatnio postuluje si¢ potencjalne wykorzystanie kontrolowanej
tagodnej hipoksji w leczeniu zespotéw chorobowych zwigzanych z zaburzeniami czynno$ciowymi
mitochondriow®®. Do hipoksji moze dochodzi¢ z przyczyn zewnetrznych, w wyniku obnizone;
podazy tlenu, oraz wewngtrznych, zwigzanych z czasowym lub stalym zwigkszeniem zuzycia tlenu.
Ze wzgledu na przyczyne zewnetrzng, zgodnie z tradycyjnym podzialem Wiggersa wyroznia si¢

hipoksj¢ anoksyczng, anemiczng, ischemiczng i cytotoksyczng (Tab. 1-1).

Tabela 1-1. Podziat hipoksji z przyczyn zewngtrznych wg Wiggersa.

Rodzaj hipoksji Mechanizm

Anoksyczna (hipoksyczna) Zaburzenia dyfuzji tlenu w ptucach (obnizona pO2 W pecherzykach
w zwigzku z zaburzeniami oddychania lub zmniejszong pO2
w powietrzu wdechowym (h. §rodowiskowa, wysoko$ciowa,
geograficzna)

Anemiczna Obnizenie transportu Oz, spadek poziomu hemoglobiny
Ischemiczna (niedokrwienna, zastoinowa) Uposledzenie przeptywu; niewydolno$¢ krazenia, zator
Cytotoksyczna Brak mozliwosci wykorzystania Oz - zahamowanie aktywnosci

enzymow, zatrucia

pO2— preznosé tlenu

Hipoksja z przyczyn wewnetrznych moze by¢ fizjologiczna lub patologiczna. Tkanki, zaleznie od
rodzaju, reaguja juz na ok.1% spadek stezenia tlenu. Hipoksja fizjologiczna wystepuje m.in. w tzw.
niszach immunologicznych, w ktorych jest utrzymywany staty gradient preznosci tlenu (pO2):
btonie §luzowej jelita (funkcja bariery), macicy (tolerancja immunologiczna trofoblastu), szpiku
kostnym (homeostaza hematopoetycznych komorek macierzystych), rdzeniu nerki (produkcja
erytropoetyny) i centrach namnazania w weztach chitonnych (jako$¢ przeciwciat, fenotyp
limfocytéow typu B’. Do hipoksji patologicznej, zazwyczaj glebszej niz fizjologiczna (<5%)3,
dochodzi m.in. w mikrosrodowisku nowotworu, w tkankach niedokrwionych i/lub zakazonych oraz
stanach zapalenia przewleklego’. Na zmniejszenie stezenia O» W tkance patologicznej wplywa
dodatkowo obecno$¢ komorek zapalenia, przede wszystkim granulocytéw oboje¢tnochtonnych,
ktére w stanie pobudzenia zuzywaja O2. Okreslenie ,,hipoksja infekcyjna” odnosi si¢ do obnizenia
stezenia O w tkance objetej zakazeniem w nastgpstwie aktywno$ci metabolicznej bakterii

i komorek zapalenia®.
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Wyrdznia si¢ hipoksje ciagla lub przerywana, kiedy okresy niedotlenienia wystepuja naprzemiennie
z okresami normoksji. Stan ten wystepuje w warunkach patologicznych (obturacyjny bezdech
senny), a jego niekorzystne nast¢gpstwa sg zwigzane m.in. z aktywacja ogoélnoustrojowej reakcji
zapalnej, pobudzeniem wspotczulnym, rozwojem nadcisnienia ukladowego 1 plucnego,
zaburzeniami metabolicznymi i neurologicznymi. Jednak przy odpowiednim dobraniu parametrow
stezenia O2 1 czestotliwosci okresoOw hipoksji ten wzorzec hipoksji moze by¢ wykorzystywany
W leczeniu zaburzen uktadu krazenia, metabolicznych i neurologicznych®. Powtarzane krotkie
epizody ekspozycji na hipoksje o nieuszkadzajagcym natezeniu, tzw. hartowanie hipoksyczne,
zastosowane przed lub krotko po urazie o wigkszym natezeniu, moze wptywaé na zwigkszong
tolerancje¢ hipoksji/niedokrwienia tkanek w mechanizmie uruchomienia molekularnych
mechanizméw adaptacyjnych. Reakcja ta moze dotyczy¢ takze odleglych narzadow (odlegte

hartowanie, ang. remote conditioning).

Reoksygenacja jest wynikiem przywrocenia dostgpnosci tlenu. Jezeli do niedotlenienia doszio
w wyniku niedokrwienia, przywrocenie krazenia nosi nazwe reperfuzji. Reoksygenacja i reperfuzja
mogg nasila¢ hipoksyczne/niedokrwienne uszkodzenie tkanek w mechanizmie przede wszystkim

nadmiernej produkcji czynnikow oksydacyjnych, czyli stresu oksydacyjnego.

1.1.2. Hipoksja/niedokrwienie i reoksygenacja/reperfuzja jako patomechanizm patologii

u noworodkow 1 dorostych

W okresie zycia wewnatrzmacicznego przewlekla hipoksja ptodu wystepuje w patologii cigzy, m.in.
w cukrzycy, zespotach nadci$nienia i1 otylo$ci matki. Do ostrego niedotlenienia i zagrozenia Zycia
ptodu i noworodka dochodzi w ostrej niewydolno$ci krazenia tozyskowego, np. w zaburzeniach
placentacji, przedwczesnym oddzielaniu si¢ tozyska i krwotoku, a takze w wyniku innych powiktan
okotoporodowych. Asfiksja (hipoksja, hiperkarbia i kwasica) w okresie perinatalnym, obok
zakazenia 1 wcze$niactwa, nalezy do trzech najczestszych przyczyn $miertelnosci noworodkow
I jest nastepstwem niedotlenienia wewnatrzmacicznego, powiklan okotoporodowych i w zespole
aspiracji smotki. Reoksygenacja po okresie niedotlenienia Unoworodka powoduje zwtaszcza

uszkodzenie o$rodkowego uktadu nerwowego i encefalopatie oraz martwicze zapalenie jelit™®.

U dorostych zespdt hipoksji/niedokrwienia 1 reoksygenacji/reperfuzji lezy u podstaw
patofizjologicznych ostrych i przewlektych zespotow chorobowych jedno- i wielonarzadowych.
Wystepuje on w patologii osrodkowego uktadu nerwowego (udar, choroba Alzheimera), serca
(ostre zespoly wiencowe), stawow i kosSci (zapalenie stawow), przewodu pokarmowego (choroba
wrzodowa zotadka i dwunastnicy, niedrozno$¢ jelit) i nerek (ostra niewydolnos$¢ nerek). Patologia

wielonarzadowa dotyczy m.in. zespolu po naglym zatrzymaniu krazenia, wstrzasu, obturacyjnego
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bezdechu sennego 1 kryzysow w przebiegu niedokrwistosci sierpowatokrwinkowej. Do
reoksygenacji/reperfuzji moze tez dochodzi¢ z przyczyn jatrogennych, w wyniku zastosowanych
procedur medycznych, w tym terapii trombolitycznej, w przeszczepianych narzadach,
w kardiochirurgii i chirurgii naczyniowej po zwolnieniu zacis$nigcia tetnicy, po dekompresji
zespotow ciasnoty (wewnatrzbrzusznej czy przedzialdw miedzypowigziowych), po uwolnieniu

skretu jajnika lub jadra?.

1.1.3. Zwiazek hipoksji z procesami zapalenia, adaptacja do hipoksji

Hipoksja jako bodziec uszkadzajacy uruchamia procesy zapalenia, reakcj¢ obronng organizmu na
uszkodzenie, ktorej celem jest przywrocenie homeostazy. W warunkach niedoboru Oz moze dojs$¢
do rozwoju stanu zapalnego (np. w obrzeku pluc, zmianie nowotworowej, tkankach przeszczepu,
tkance thuszczowej). W obszarze zapalenia (np. w ostrym uszkodzeniu ptuca, zapaleniu jelita
grubego, zakazeniu) hipoksja jest zwigzana m.in. z obecno$cig komorek odpornosciowych,
zwlaszcza granulocytow, ktore zuzywaja O2 W procesie aktywacji i wybuchu oddechowego?*?,
W procesie przewlektego zapalenia do hipoksji dochodzi w nastgpstwie zaburzenia transportu tlenu

w wyniku waskulopatii spowodowanej zakrzepica i procesami wtdknienia®3.

U podtoza wspotzaleznosci procesow hipoksji 1 zapalenia leza wzajemne powigzania miedzy
mechanizmami regulacyjnymi obu proces6w na poziomie molekularnym. Dotycza one jadrowych
czynnikow transkrypcyjnych kappa B (nuclear factor kappa B, NF-xB) i czynnikow
transkrypcyjnych indukowanych hipoksja (hypoxia inducible factors, HIF). Klasyczna droga
aktywacji NF-«xB, regulujacego szeroki wachlarz gendéw kodujacych mediatory zapalenia, jest
uruchamiana przez cytokiny prozapalne oraz hipoksj¢. Charakter przeciw- czy prozapalny
odpowiedzi zalezy od rodzaju komérki, czasu aktywnosci czynnika oraz rodzaju patologiil®.
Zaburzenia regulacji zasadniczo korzystnej reakcji zapalnej moga prowadzi¢ do przewlektego

uszkodzenia tkanki i w rozwoju przewlektych chorob zapalnych?®.

Niedotlenienie wyzwala szereg mechanizméw adaptacyjnych na poziomie ogodlnoustrojowym,
tkankowym i komoérkowym zaleznych od charakterystyki bodZca hipoksycznego. Tolerancja
hipoksji jest osobniczo zmienna; u osobnikoéw wykazujacych lepszg adaptacj¢ do hipoksji przebieg
ogolnoustrojowej reakcji zapalnej wywolanej podaniem lipopolisacharydu jest tagodniejszy™®.
Poniewaz mitochondria zuzywaja 80-95% O, w procesach fosforylacji oksydacyjnej, bedacym
glownym zrodtem energii w wiekszosci komorek, niedobor Oz uposledza te procesy i powoduje
deficyt energii. Przezycie wymaga zatem uruchomienia alternatywnych Zrddet energii w postaci
glikolizy. Skadinad kwasica zwigzana z produkcja kwasu mlekowego w procesie glikolizy wptywa

na zmiany strukturalne w mitochondriach, ktére zapobiegaja ich fragmentacji i sprzyjaja
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utrzymaniu czynnosci tych struktur!’. W procesie adaptacji w pierwszej kolejnosci dochodzi do
aktywacji kinaz biatkowych aktywowanych przez AMP (AMPK), a za ich posrednictwem
zwigkszenia aktywnosci katalitycznej enzymoéw kluczowych dla glikolizy®®. Efekt ten jest jednak
krotkotrwaty; przedtuzona adaptacja do hipoksji odbywa si¢ za posrednictwem HIF, ktore wigzg si¢
z elementami odpowiedzi na hipoksje (hypoxia-responsive elements, HRE) wywotujac zmiany
w transkryptomie komorek i inicjujac procesy adaptacyjne. HIF sa podlegajacymi konstytutywnej
ekspresji heterodimerami zlozonymi z zaleznej od st¢zenia tlenu podjednostki o (krotki czas
pottrwania w warunkach normoksji, degradacja blokowana w hipoksji) oraz niewrazliwej na
stezenie tlenu podjednostki B. HIF moga regulowac ekspresje ponad 100 genow zaangazowanych
m.in. w procesy transportu Oz i glukozy do komorki, glikoliz¢, produkcj¢ mediatorow zapalenia
(m.in. cytokin i biatek szoku termicznego (heat shock proteins, HSP), zwlaszcza rodziny HSP70),
angiogeneze, erytropoeze, autofagie i apoptoze!®?. Role czujnikéw Oz w komoérce petng enzymy
odpowiedzialne za stabilno$¢ podjednostki HIFa, hydroksylazy prolinowe (prolyl hydroxylases,
PHD1-3) oraz czynnik hamujacy HIF (factor-inhibiting HIF, FIH). PHD hydroksyluja reszty
proliny w zaleznej od tlenu domenie degradacyjnej HIFa, co z kolei umozliwia jego degradacjg.

FIH i PHD reguluja tez aktywacje NF-kB?122,

HIF reguluja rézne funkcje komoérek uktadu odpornosciowego (Tab.1-2)!4. W granulocytach
obojetnochlonnych pelnig kluczowa rolg¢ w regulacji czasu zycia komorki, procesow

metabolicznych oraz aktywnoéci bakteriobdjczej?.

Tabelal-2. Wptyw czynnika HIF na funkcje komérek uktadu odpornosciowego V94,
Rodzaj
Rodzaje komoérek . ) Efekty czynnosciowe
czynnika
Komérki dendrytyczne HIF-1 Przezycie, synteza interferonu, migra}cja, réznicowanie, prezentacja
antygenow
Komoérki NK HIF-2 Cytotoksycznos$¢
Limfocyty T HIF-1 Roznicowanie, przezycie, proliferacja, migracja, promowanie_Treg
Limfocyty B HIF-1 Roznicowanie, przezycie, transport jonéw, autoimmunizacja
Makrofagi HIF-1/2 Polaryzacja, ruch, aktywnos¢ biobdjcza, potencjat rakotwoérczy
Granulocyty
. HIF-1/2 Apoptoza
oboj¢tnochtonne pop

HIF — czynnik indukowany hipoksja

1.1.4. Uszkodzenie hipoksyczne (niedokrwienne) i reoksygenacyjne (reperfuzyjne)

Jezeli mimo uruchomienia mechanizméw adaptacyjnych zapasy energetyczne komorki spadajg
ponizej poziomu Kkrytycznego, dochodzi do uszkodzenia hipoksycznego (niedokrwiennego, jezeli
hipoksja jest nastgpstwem uposledzenia przeptywu naczyniowego) bedacego funkcja nasilenia
bodzca 1 czasu jego trwania. Metabolizm beztlenowy wiagze si¢ ze spadkiem pH 1 produkcji ATP.

Wymiennik Na*/H" (NHE), powoduje naptyw jonéw Na*, a upoSledzona funkcja
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adenozynotrifosfataz powoduje m.in. dalsze zaburzenia homeostazy jonowej i akumulacji jonow
Ca?*, m.in. aktywujacych proteazy. Hiperosmolarnos¢ $rodowiska wewnatrzkomorkowego
powoduje pecznienie komoérek. Zuzywanie ATP wigze si¢ ze wzrostem stezen ADP, AMP,
adenozyny, inozyny i hipoksantyny. Hipoksja zmienia potencjal blonowy, zmniejsza ptynnosé
btony komoérkowej oraz uszkadza cytoszkielet komoérek. Dochodzi do uposledzenia aktywnos$ci
enzymow, zbrylania si¢ chromatyny, uszkodzenia i lizy organelli i blon. Smieré¢ komorki moze
nastgpowa¢ w wielu mechanizmach. Do przedziatu pozakomoérkowego uwalnianie sg czynniki
odpowiadajgce molekularnym wzorcom zwigzanym z uszkodzeniem (damage-associated molecular
patterns, DAMPS), m.in. ATP, HSP, biatka S100. Sa one rozpoznawane przez receptory
rozpoznajace wzorce (pattern recognition receptors (PRRs) co prowadzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych uczestniczacych w procesach zapalenia i wplywa na infiltracje komorek
zapalenia, m.in. granulocytéw obojetnochtonnych, w niedotlenionych tkankach!®. Podczas
reoksygenacji wzrasta ilos¢ Oz dostarczana do komorek, jednak moze paradoksalnie dochodzi¢ do
dalszego uszkodzenia tkanek. Zjawisko to zostalo opisane przez Jenningsa i wsp. w roku 1960
W oparciu o badania nad niedokrwieniem migénia sercowego u psow?*, W patomechanizmie tego
uszkodzenia zasadnicza role odgrywa dalszy wzrost stezenia Ca®" wkomoérce oraz zjawiska
zwigzane ze zwigkszong produkcja reaktywnych form tlenu (RFT), glownie pochodzenia
mitochondrialnego (mtRFT) okre§lane mianem ,,paradoksu tlenowego”. Dochodzi do zwigkszonej
przepuszczalnosci blon mitochondrialnych 1 otwarcia porow przejsciowych o wysokiej
przewodnosci, tzw. megakanatéw (mitochondrial permeability transition pore, mPTP), uwalnianie
cytochromu ¢ i $mieré¢ komorki. Kluczowg role w uszkodzeniu reoksygenacyjnym/reperfuzyjnym
odgrywa zapoczatkowana w okresie hipoksji /niedokrwienia reakcja naczyniowa, kompleks zjawisk
obejmujacy wzajemne oddziatywania migdzy srodblonkiem 1 komoérkami uktadu odpornosciowego.
W procesie tym uczestniczg czynnie komorki srodblonka. Dochodzi w nich kolejno do aktywacji
kanatow potasowych ATP zaleznych, hiperpolaryzacji btony komorkowej, zwickszonej produkcji
RFT i ekspresji czastek adhezyjnych?. Zmiany strukturalne i czynnoéciowe potaczen miedzy tymi
komorkami, prowadza do zwigkszone] przepuszczalnos$ci 1 ulatwienia przechodzenia leukocytow,
w pierwszej kolejnosci granulocytow obojetnochtonnych, do tkanek. Pod wplywem czynnikow
uwalnianych przez komorki §rodbtonka dochodzi do zmian czynnosciowych w granulocytach
obojetnochtonnych, zwigkszonej produkcji RFT 1 ekspresji odpowiedzialnych za adhezje molekut
powierzchniowych. Sekwestracja tkankowa granulocytow zapoczatkowana w  okresie
niedokrwienia ulega podczas reperfuzji znacznemu nasileniu. Po przej$ciu z naczyn wlosowatych
do wenuli postkapilarnych komorki te ulegaja marginacji w kierunku $ciany naczyniowej przez sity
hydrodynamiczne, a nast¢pnie przywieraja do komorek srodbtonka i1 ulegaja kolejno toczeniu,

adhezji 1 przesuwaniu si¢ wzdluz S$ciany naczyniowej. Migracja transendotelialna jest

16



kilkuetapowym skomplikowanym procesem. Dochodzi do niej w miejscu polaczen migdzy
komoérkami $rodblonka, a granulocyty wykorzystuja wolne przestrzenie migdzy pericytami
| obszary o obnizonej ekspresji biatek w btonie podstawnej. W koncu nastepuje oderwanie si¢ od
zewnetrznej strony $ciany naczyniowej i migracja w przestrzeni $rodmiazszowej'®. Dzieki ekspresji

t26

PRR granulocyty docieraja do miejsca uszkodzenia w ciggu kilku minut®, rekrutujac kolejne

komorki. W nastepnej kolejnosci przechodza monocyty regulujace migracje 1 funkcje efektorowe

7. Granulocyty wchodza tez w interakcje z limfocytami T i B, komorkami

granulocytow?
dendrytycznymi, tucznymi i NK oraz makrofagami bioragc udziat w regulacji dalszej odpowiedzi
immunologicznej??®. W warunkach niedokrwienia i reperfuzji moze tez dochodzi¢ do tzw.
odwrotnej transmigracji — przechodzenia granulocytéw z tkanek do krazenia uktadowego. Komorki
te traca jednak zdolno$¢ do ponownego przechodzenia do tkanek, charakteryzuja si¢ odrgbnym
fenotypem, zwigkszong aktywnos$cig oksydacyjng i angiogenng. W procesie wygaszania reakcji
zapalnej (rezolucji) granulocyty uczestnicza w usuwaniu martwiczych tkanek, m.in. uszkodzonych
fragmentow naczyn i wytwarzaniu kanatéw dla nowej sieci naczyniowej o dodatkowym znaczeniu
dla angiogenezy a do ogniska rekrutowana jest (subpopulacja wykazujaca ekspresje receptora dla
naczyniowego $roédblonowego czynnika wzrostu)?®. Efekty prorezolucyjne obejmuja tez
blokowanie i wymiatanie chemokin, zmian¢ szlakow biostyntezy prozapalnych eikozanoidow
W kierunku przeciwzapalnych lipoksyn, obnizajacych zdolno$¢ granulocytéw do infiltracji tkanek®°.
Apoptoza granulocytow stymuluje makrofagi do usuwania apoptotycznych komoérek z miejsca
zakazenia i przyczynia si¢ do wygaszania stanu zapalnego oraz wplywa na procesy gojenia.
Fagocytoza neutrofili indukuje w makrofagach produkcje mediatorow wygaszania, rezolwin,
protektyn i marezyn?3!. Lokalne procesy hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji moga

tez uruchamia¢ ogo6lnoustrojowg reakcje zapalng 1 powodowac uszkodzenie wielonarzadowe.

1.1.5. Rola RFTiA w uszkodzeniu reoksygenacyjnym i reperfuzyjnym

Petnigce kluczowa role w patomechanizmie hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuz;ji
RFTIA o charakterze rodnikowym i nie rodnikowym powstajg jako produkty uboczne w procesach
metabolicznych, przede wszystkim w mitochondrialnym tancuchu oddechowym, oraz w procesach
enzymatycznych z udziatem m.in. oksydoreduktaz i syntazy NO (NOS). Moga tez powstawaé przy
udziale grup hemowych biatek oddechowych (hemoglobiny i mioglobiny) wydzielanych do
przestrzeni migdzykomorkowych po uszkodzeniu. Modulujac przekaznictwo sygnatu, RFTIA za
posrednictwem oksydoredukcyjnych modyfikacji posttranslacyjnych, uczestniczg w kompleksowej
reakcji komoérek na hipoksje, m.in. za posrednictwem HIF. Produkowane w duzych ilosciach,
powoduja nieodwracalne modyfikacje oksydacyjne i nitracyjne czastek biologicznie aktywnych

oraz nasilajg procesy zapalenia (m.in. przez aktywacje¢ inflamasomu NLRP3), ktore prowadza do
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zaburzen  czynnosciowych i  $mierci komorek32. W procesie  hipoksji/niedokrwienia
I reoksygenacji/reperfuzji rola przekaznictwa sygnatu zwigzana z tlenkiem azotu (NO) jest
zroznicowana. W wielu komorkach dochodzi do aktywacji NOS2 za posrednictwem HIF
i zwigkszenia produkcji NO. NO jest potencjalnie cytotoksyczny, hamuje fosforylacj¢ oksydacyjna,
a nadtlenoazotyn (ONOOQO") powoduje uszkodzenia nitracyjne enzyméw, w tym inaktywacje
antyoksydantow. NO dziala tez protekcyjnie, ma wlasciwosci antyoksydacyjne, a jego dziatanie
ochronne potwierdzono w modelach hipoksji reoksygenacji. Petni tez role w mechanizmach

hartowania hipoksycznego®3.

Punktem wyjscia dla tworzenia RFT jest anionorodnik ponadtlenkowy O5~, powstajacy w wyniku
jednoelektronowej redukcji czasteczki Oz. 05~ jest stabym utleniaczem posiadajacym jednoczesnie
umiarkowane wiasnosci redukcyjne i stabe zdolno$ci przenikania przez blony. Szybko reaguje
z NO iinnymi rodnikami oraz centrami zelazowo-siarkowymi, wolno za$ z tiolami, jego forma
protonowana (HO,) jest silniejszym utleniaczem®'. Wewnatrzkomérkowa —dysmutaza
ponadtlenkowa (superoxide dismutase, SOD) dysproporcjonuje 05~ z wytworzeniem nadtlenku
wodoru (H202), ktory tatwo dyfunduje przez btony i utlenia grupy tiolowe oraz jony metali
przejsciowych, prowadzac do powstawania rodnika hydroksylowego OHe o bardzo silnych
wlasciwosciach utleniajacych. O3~ moze by¢ takze przeksztalcany w inne rodniki.
Mieloperoksydaza (MPO) w granulocytach przeksztalca O35~ bezposrednio w tlen singletowy

a H202 w kwas podchlorawy (HC10), majacy silne wlasciwosci bakteriobojcze®.

N203
Cuty/ No-ll
cui g NO‘ ~30% 'OHH+
lub
o~ Fe(lll)
0, ONOOH ~70%
Fe(ll) r\Nngo
e
HoCI—2- 1.0 ONOO 55@, NO,’
Bfﬂ
0" son- omooc:o2
‘OH MPO Osw _,350/
CO,-
HOSCN

Rycina 1-1. Reaktywne formy tlenu i azotu w uktadach biologicznych i zaleznosci miedzy nimi “9%7,

AscH- - anion kwasu L-askorbinowego, SCN- - anion tiocyjanianowy, MPO — mieloperoksydaza, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa.

Produkcji RFT towarzyszy powstawanie reaktywnych form azotu (RFA), przede wszystkim NO
I ONOO", oraz reaktywnych form siarczkowych (RFS) pochodnych odpowiednio NO

i siarkowodoru (H2S). NO posiada jeden niesparowany elektron migdzy atomami tlenu i azotu.
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Zwiazek ten uczestniczy w przekaznictwie sygnatu oraz pelni role¢ w zwalczaniu patogendw.
W reakcji NO z O3~ powstaje nie bedacy wolnym rodnikiem ONOO, ktory jest prekursorem
silnych utleniaczy NO2/HO+3°.

Wiele badan sugeruje, ze pierwotnym zrodlem powstawania RFT w hipoksji/niedokrwieniu
i reoksygenacji/reperfuzji jest fancuch transportu elektronéw. Do uwalniania mtRFT, w pierwszej
kolejnosci 05, dochodzi w wyniku ucieczki elektronéow gtownie w obrebie kompleksu 1 i IlI.
Wysoki stosunek NADH/NAD+ w macierzy mitochondrialnej i/lub rosngcy elektrochemiczny
gradient protonow (Ay) zwickszaja ucieczke elektronéw i produkcje O35, powodujac aktywacje
biatek rozprzggajacych (uncoupling proteins, UCP) i obnizenie Ay. W badaniu kinetycznym
Z uzyciem roznych rodzajow komorek ($rodbtonka, kardiomiocytow i komorek nowotworowych)
wykazano, ze O35~ powstaje w mitochondriach w pierwszych minutach hipoksji, po czym jego
stezenie stopniowo spada, osiggajac po uptywie godziny poziom wyjsciowy. Z pewnym
opdznieniem powstaje H2O2, ktory nastepnie dyfunduje do cytoplazmy i organelli. Tlos¢ tego
zwiazku w komorce istotnie wzrasta w okresie reperfuzji*®*°. Do modyfikacji oksydacyjnej grup

tiolowych biatek dochodzi juz po 30 minutach hipoks;i®.

Innym waznym enzymatycznym zroédlem RFT jest oksydoreduktaza ksantynowa, wystepujaca
w dwoch ulegajacych wzajemnemu przeksztatcaniu formach, oksydazy (xanthine oxidase, XO)
i dominujacej w zdrowych tkankach dehydrogenazy ksantynowej (xanthine dehydrogenase, XD).
W warunkach hipoksji ATP jest katabolizowany do hipoksantyny, a XD przeksztalcana w XO.
Podczas reoksygenacji hipoksantyna reaguje z O2 w procesie katalizowanym przez XO
z wytworzeniem 035~ oraz H202, ktore daja poczatek kolejnym RFT. W warunkach niedokrwienia,
przy zmianie potencjalu redoks komorek z oksydacyjnego (NAD+>NADPH) na redukcyjny
(NADPH>NAD+), takze XD moze w obecnosci ksantyny produkowa¢ zwigkszone ilosci O3 .
Ponadto XO katalizuje jednoelektronowg redukcje azotynow do NO, szczegédlnie w warunkach

anoksji/hipoksji oraz kwasicy.

Izoformy oksydazy NADPH (NOX), obecna w komorkach mieloidalnych i komoérkach $ciany
naczyniowej izoforma NOX2, a takze izoformy obecne w innych komoérkach, stanowiag kolejny
uktad enzymatyczny odpowiedzialny za produkcje RFT w warunkach niedokrwienia i reperfuzji.
Preaktywacja (priming) pod wptywem szeregu czynnikéw, m.in. lipidow prozapalnych, cytokin,
chemokin, czynnikow mitochondrialnych i uwalnianych przez patogeny, uruchamiajacych rézne
szlaki przekaznictwa, umozliwia, po kolejnym zadziataniu czynnika aktywujacego, wyzwolenie
szybkiej, skutecznej reakcji efektorowej*®. NOX2 przenosi elektron z cytozolowego NADPH na
tlen znajdujacy si¢ po zewnetrznej stronie btony komorkowej, dzigki czemu 03 jest uwalniany

zewnatrzkomérkowo lub do wnetrza pecherzyka fagocytarnego (Ryc. 1-2)34. Kompleks NOX2

19



sktada sie z siedmiu komponentéw: trzech podjednostek blonowych, gp91PM/NOX2, p22Phox
(tworzace razem stabilny heterodimer — cytochrom b558) i RaplA, oraz czterech cytozolowych,
p4T7PNoX pB7PNOX AP j Rac2. Podczas aktywacji (Ryc.1-2) komponenty cytozolowe ulegaja
fosforylacji 1 przemieszczajg si¢ do btony komodrkowej. Znaczenie ma zwlaszcza podjednostka
p47PoX czasteczka adaptorowa przylaczajaca sic do gp91PM* ilaczaca p22°"* z p67PNX
stabilizujaca kompleks NOX*04L,

nieaktywny preaktywowany aktywny

cytozol

KOMPLEKS OKSYDAZY NADPH

Egzocytoza ziamistoéci i mobilizacja cytbygg Endocytoza i wewnatrzkomérkowa zewnatrzkomérkowa produkcja RFT
Czeéciowa fosforylacja i zmiany produkcja RFT w fagolizosomie
konformacyjne p47Phox

Rycina 1-2. Aktywacja kompleksu oksydazy NADPH %935,

NO wewnatrzkomorkowo jest produkowany gtownie w katalizowanej przez izoformy syntaz NO
(NOS1-3) reakcji utleniania L-argininy (L-Arg) do L-cytruliny w obecno$ci O2, NADPH
| tetrahydrobiopteryny (BH4). NO powstaje tez w wyniku nieenzymatycznej redukcji azotynow.
NOS w formie aktywnej sg homodimerami o podjednostkach zawierajagcych domeng oksygenazowa
(N-koncows, wigzaca BH4, L-Arg, hem), Srodkowg domene wigzaca kalmoduling i domeng
reduktazowg (C-koncows, wigzaca NADPH, FAD, FMN). Przytaczanie BH4 i hemu jest niezbedne
do prawidtowej dimeryzacji NOS, a przytaczanie kalmoduliny do reakcji O> do L-Arg i produkcji
NO w mechanizmie transferu elektronow z czesci reduktazowej do oksygenazowej enzymu*2. NOS
moze ulega¢ rozprzgganiu i produkowac¢ O3 przy obnizeniu st¢zenia BH4, np. pod wpltywem
utlenowania zwigzku do BH2 oraz przy niedoborze L-Arg, wywotywanym zwigkszong

w warunkach niedokrwienia aktywnoscia arginazy.

Produkcja RFTIA znajduje si¢ pod kontrolag mechanizméw antyoksydacyjnych, enzymatycznych
I nieenzymatycznych, a gtebokos$¢ i czas trwania hipoksji majg znaczenie w ich regulacji. W ostrej
hipoksji w roznych rodzajach komoérek moze dochodzi¢ do obnizenia aktywnosci m.in. SOD,
peroksydazy glutationowej 1 katalazy, a tym samym do zwigkszenia uszkodzenia
reoksygenacyjnego®. W przewleklej hipoksji moze mie¢ miejsce regulacyjne zwiekszenie

aktywnosci antyoksydacyjnej*. RFT produkowane przez jeden z uktadéw enzymatycznych moga
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aktywowac i zwigksza¢ produkcje RFT przez pozostate uktady, np. mtRFT w warunkach hipoksji
zwigkszaja aktywnos¢ NOX. Wiele uwagi poswigcono wzajemnym oddzialywaniom miedzy
mMtRFT a aktywnos$cig oksydacyjng NOX; np. NOS moduluje aktywacje XO, a RFT pochodne XO

moga hamowaé enzymy tancucha transportu elektronow?.

1.2. Hipoksja-reoksygenacja a granulocyty obojetnochtonne

1.2.1. Charakterystyka granulocytow obojetnochtonnych

Granulocyty obojetnochtonne, komorki pierwszej linii obrony w reakcji zapalnej sa najliczniejsza
frakcja leukocytow we krwi krazacej (u ludzi 50-70%). Pochodza z mieloblastow, sg produkowane
(5-10x10%%/dziennie) i przechodza proces dojrzewania w szpiku kostnym, skad sa uwalniane do
krazenia uktadowego. Pula marginalna w naczyniach ptuc, §ledziony, watroby i szpiku stanowi
fizjologiczny rezerwuar dojrzalych granulocytow*. Np. mikrokrazenie phlucne stanowi
czynnosciowg nisz¢ immunologiczng, w ktorej dochodzi do wybidrczej natychmiastowej
neutralizacji patogenow®. Granulocyty przechodza tez w warunkach fizjologicznych do innych
tkanek, m.in. jelita, co ma istotne znaczenie dla odpornosci ustroju. Wbrew wczes$niejszym
pogladom, granulocyty zyja do kilku dni (izolowane komorki w hodowli — ok. 8godzin), a ich czas
przezycia ulega wydhuzeniu w procesach zapalenia®. Gtéwnym zrodtem pozyskiwania energii sg

procesy glikolizy wobec stosunkowo niewielkiej liczby mitochondriéw.

Granulocyty stanowig wysoce heterogenng populacje komorek. Maja tez zdolnos¢ do plastycznego
dostosowywania fenotypu, obejmujgcego m.in. charakterystyczng ekspresj¢ markerow
powierzchniowych, do aktualnego stanu fizjologicznego lub patologicznego a takze w procesach
starzenia komorek oraz zgodnie z rytmem dobowym. Zidentyfikowano 17 réznych odmian

fenotypu granulocytow W réznych stanach czynnosciowych i patologii, m.in. w nowotworach*47.

Granulocyty w krazeniu ukladowym znajdujg si¢ w stanie nieaktywnym; ograniczona zdolnos¢
reakcji na bodzce stanowi ochrong¢ przed uszkodzeniem tkanek. Granulocyty rozpoznaja zagrozenie
dzigki obecnosci swoistych receptorow PRR, ktorych ligandami sg stale fragmenty strukturalne
patogendéw (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) i czynniki endogenne (DAMP).
Preaktywacja (priming) nastepuje pod wptywem m.in. lipidow prozapalnych, cytokin, chemokin,
czynnikdw obecnych w mitochondriach i uwalnianych przez patogeny, ktére uruchamiaja rozne
szlaki przekaznictwa, umozliwia wyzwolenie szybkiej, skutecznej (10-20 krotnie wigkszej) reakcji
efektorowej po zadziataniu bodzca uszkadzajgcego. Dochodzi tez do wzrostu adhezji, reorganizacji
cytoszkieletu, ekspresji i translokacji receptorow, przyspieszenia metabolizmu oraz opo6znienia

apoptozy®. W procesie adhezji i interakcji z innymi komérkami zapalenia, zwlaszcza z komorkami
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srodbtonka kluczowe znaczenie ma wzrost ekspresji integryn. Czynnos$ci efektorowe zwigzane
z obronng rolg granulocytow obejmuja fagocytoze, degranulacje i formowanie tzw. neutrofilowych
putapek zewnatrzkomérkowych (neutrophil extracellular traps, NET). Granulocyty produkujg tez
i uwalniajg szereg mediatoréw pro- i przeciwzapalnych kluczowych w poczatkowej fazie i na etapie

wygaszania reakcji zapalnej, RFTIA, cytokin, chemokin i mediatoréw lipidowych.

Granulocyty charakteryzuje bardzo niska aktywnos$¢ transkrypcyjna i translacyjna. Wigkszos¢
biatek jest zmagazynowana w czterech typach ziarnisto$ci powstajacych w procesie dojrzewania:
azurofilnych, specyficznych, zawierajacych zelatynaze 1 wydzielniczych, ktorych zawarto$¢ jest
uwalniana w sekwencyjnym procesie degranulacji. Uruchamiane w pierwszej kolejnosci
ziarnisto$ci wydzielnicze izawierajace zelatynazg, a nastgpnie specyficzne, zawieraja biatka
btonowe o kluczowym znaczeniu dla wczesnej odpowiedzi komorek; ziarnistosci specyficzne
i azurofilne sg zrodlem proteaz, biatek przeciwbakteryjnych, a takze arginazy, utatwiaja migracje
i degradacje patogenow. W procesie fagocytozy granulocyty pochtaniaja opsonizowane struktury,
m.in. patogeny, po ich rozpoznaniu przez receptory dla opsonin (np. Fcy, dla lecytyn typu C
| sktadnikow dopelniacza). Procesowi temu towarzyszy degranulacja ziarnisto$ci do pecherzyka
fagocytarnego i uwalnianie RFT, pochodnych NOX2 i MPO oraz RFA.

Mechanizmem zewnatrzkomorkowym eliminacji patogenow jest tworzenie NET. Zjawisko to wigze
si¢ z dekondensacja DNA i formowaniem struktur bedacych siecig wiokien chromatyny, do ktorej
przyczepione sg histony, biatka cytoszkieletu, MPO i proteazy zawarte w ziarnisto§ciach. Do
powstawania NET dochodzi w mechanizmie zaleznym lub niezaleznym od RFTIA; wigze si¢ ono
ze $miercia komorki, ale moze tez przebiega¢ przyzyciowo. Tworzenie NET jest istotne
w zwalczaniu patogenow, ale moze tez mie¢ znaczenie w uszkodzeniu tkanek oraz interakcjach

miedzy granulocytami i uktadem krzepniecia®.

Niezaleznie od roli obronnej i potencjalu uszkadzania tkanek, granulocyty pelnia wspomniang
wyzej kluczowa rolg w procesach gojenia i wygaszania reakcji zapalnej. Komorki te maja tez
istotne znaczenie w regulacji odpowiedzi swoistej, wpltywaja modulujaco na czynnos$¢ limfocytow
T i B na réznych poziomach. Moga utatwia¢ réznicowanie odpowiedzi w kierunku Thl i TH17,
mogg tez pelic rol¢ komorek prezentujacych antygen. W procesach rozrostowych granulocyty

moga utatwia¢ lub hamowaé rozwdj nowotworow**47,

Produkcja RFTIA

Aktywacja granulocytow prowadzi do szybkiego, duzego wzrostu produkcji RFT w procesie
wybuchu oddechowego zwigzanego z aktywacja oksydazy NOX2 a nastgpnie MPO. Aktywacja

NOX wigze si¢ =z przestrojeniem energetycznym z  glikolizy w  kierunku cyklu
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pentozofosforanowego, ktory dostarcza donora elektronéw, NADPH. RFT w granulocytach moga
by¢ tez uwalniane, gldéwnie w celach regulacyjnych, przez mitochondria i stymulowaé NOX.
Zjawisko to moze mieé znaczenie w procesach hipoksji-reoksygenacji®®. Produkcja RFT jest
Kluczowa dla aktywno$ci bakteriobdjczej granulocytow, jednak czynniki te moga tez uczestniczy¢

w uszkodzeniu tkanek i innych procesach, np. zwigzanych z regulacja odpowiedzi swoistej**.

Granulocyty produkujg tez NO i RFA w procesie enzymatycznym i pozaenzymatycznym
(w wyniku wewnatrzkomorkowej redukcji azotynow). W granulocytach obserwuje si¢ ekspresje
wszystkich trzech izoform NOS. NOS2 wystepuje konstytutywnie w cytoplazmie i ziarnistosciach
wydzielniczych i zawierajgcych zelatynaze. Podczas aktywacji w procesie fagocytozy, w wyniku
interakcji z podjednostka NOX2 Rac2, NOS2 przemieszcza si¢ do btony komorkowej i ulega
aktywacji*®. NOS w granulocytach, podobnie jak NOX2 moze tez ulegaé aktywacji pod wplywem
stymulacji czynnikami pochodzenia bakteryjnego, cytokinami i zwigzkami syntetycznymi (PMA
i jonofor Ca A23178), jednak wydajnos¢ tej stymulacji jest znaczaco nizsza niz w przypadku
NOX2. Wzajemne oddziatywania miedzy aktywnos$cig ukladow enzymatycznych NOX2 i NOS
pehnig istotng rolg funkcjonalng. Z jednej strony moze dochodzi¢ do hamowania oksydacyjnego
NOS i zmniejszenia produkcji NO®°0. NO produkowany przez NOS2 moze hamowaé NOX
w mechanizmie fosforylacji p47P"™ za posrednictwem izoform kinazy biatkowej C (PKC)%:. NO
jest produkowany przez granulocyty wprawdzie w stosunkowo niewielkich ilosciach, ale ma
kluczowe znaczenie dla chemotaksji, adhezji, agregacji, apoptozy i, bedac zrodtem RFA,

neutralizacji patogenéw w procesie fagocytozy i tworzenia NET2,

Odrebnosci czynnosciowe miedzy granulocytami noworodkow i dorostych

W krazeniu plodowym i noworodkowym liczniej wystepujg formy niedojrzate granulocytow
obojetnochtonnych; ich liczba spada 1 osigga proporcje zblizone do wystepujacych u dorostych po
okolo 72 godzinach zZycia. Czynno$¢ granulocytow noworodka jest zwigzana z wiekiem
urodzeniowym i stanem dziecka, wykazujac szczegélng niedojrzalo$¢ czynnosciowa u dzieci
przedwczes$nie urodzonych. Istniejg tez roznice miedzy granulocytami noworodkéw w poréwnaniu

do 0s6b dorostych.

Proces degranulacji granulocytow donoszonego noworodka przebiega podobnie jak u dorostych, ale
niektore sktadniki ziarnistoSci wystepuja w mniejszych iloSciach. Uposledzona reakcja
granulocytow noworodka na czynniki chemotaktyczne wynika z zaburzen uruchamiania
wewnatrzkomoérkowych magazynéw wapnia i opdznionej reakcji ze strony cytoszkieletu.
W zwigzku znizsza ekspresja L-selektyny upo$ledzone sg takze procesy toczenia, adhezji do
srodbtonka oraz transmigracji. Mniejsza ilo$¢ receptoréw CR3 oraz zaburzenia wydzielania

chemokin i cytokin przyczyniaja si¢ dodatkowo do obnizonej dynamiki naczyniowej reakcji
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zapalnej. Procesy fagocytozy granulocytéw noworodka sg porownywalne do dorostych natomiast

tworzenie NET przebiega tylko w mechanizmie niezaleznym od RFT®3,

Opinie na temat produkcji RFT przez granulocyty noworodka byty zréznicowane, wskazujgc na
mozliwg nizszg, poréwnywalng lub wyzszg dynamik¢ wybuchu oddechowego W pordéwnaniu
z granulocytami  doroslych. Przedstawiono jednak przekonywujace dowody na rdznice
czynnosciowe wybuchu oddechowego niezaleznie od ewentualnych roznic ilo$ciowych.
W granulocytach krwi pegpowinowej obserwowano niewielkie obnizenie ilo$ci komponentéw
cytoplazmatycznych kompleksu oksydazy NOX2, p4QPMox pd7Phox jpg7Phox przy dwukrotnie
wickszej ilosci blonowego cytochromu b558 w poréwnaniu do dorostych. Stan ten moze si¢ wigzaé
Z mozliwym uposledzeniem produkcji RFT w sytuacji ciezkiego zagrozenia infekcyjnego>.
W aspekcie produkcji NO przez granulocyty noworodka, w badaniach prowadzonych w Zaktadzie
Anestezjologii Doswiadczalnej wykazano nizsza produkcje enzymatyczng NO w stymulowanych

izolowanych granulocytach krwi pgpowinowej W poréwnaniu z granulocytami dorostych®?,

1.2.2. Wplyw hipoksji/reoksygenacji na granulocyty obojetnochtonne

Granulocyty sa komoérkami wykazujacymi znaczng tolerancje na niedobor tlenu w zwigzku z ich
fizjologiczna rola w procesach zapalenia. Ostatnio wykazano, ze in vitro mozna znacznie wydtuzy¢
czas przezycia granulocytéw, inkubujac je w warunkach anoksji, pod warunkiem zapewnienia
dostepnosci glukozy i aktywnoséci HIF-1a%®. W procesie hipoksji-reoksygenaciji granulocyty petnia
istotna role w procesach angiogenezy i wygaszania zapalenia, moga tez dziataé uszkadzajaco?.
Kluczowe znaczenie RFTiIA uwalanianych przez granulocyty obojetnochtonne w patofizjologii
uszkodzenia reperfuzyjnego =zostalo potwierdzone w pojedynczych narzadach a takze
w uszkodzeniach wielonarzagdowych?. Jednak, mimo zZe aktywowane granulocyty s3 waznym
zrodlem RFT, do uszkodzenia reoksygenacyjnego moze dochodzi¢ niezaleznie 0od obecnosci tych
komorek, co potwierdzono in vitro m.in. w komorkach s$rodblonka, migsnia sercowego
i hepatocytach?. Uwaza sie, ze do aktywacji granulocytow i produkcji RFTiA dochodzi wtornie,
pod wplywem interakcji tych komorek ze srédbtonkiem. Badania z uzyciem antyoksydantow lub
eliminacji granulocytoéw nie zawsze przyniosity spodziewane efekty w leczeniu niedokrwienia
reperfuzji w réznych narzadach®. Stopien uszkodzenia reperfuzyjnego wynika raczej z fenotypu
granulocytow; polaryzacja w Kierunku fenotypu przeciwzapalnego N2 wiaze si¢ z utatwieniem ich

fagocytozy przez makrofagi i optymalizacji proceséw rezolucji zapalenia®®.

Hipoksja wplywa na ekspresje integryn i powoduje zwiekszong adhezj¢ granulocytow do
srodbtonka (reoksygenacja odwraca ten efekt). Dochodzi do intensyfikacji procesow fagocytozy

zymosanu i bakterii, degranulacji (wydzielania MPO i proteaz: elastazy, laktoferyny oraz
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metaloproteinazy 9 macierzy pozakomorkowej) oraz uwalniania mediatorow zapalenia (IL-1, IL-8,
TNF-a, IL-6, IL-10, MIP-1B) niezaleznie od stymulacji lipopolisacharydem (LPS)>"%859:6061
Hipoksja op6znia konstytutywna apoptoze®’.Uposledzeniu ulega tworzenie NET stymulowane
PMA jednoczes$nie nie wplywajac na indukcje tego zjawiska pod wplywem inkubacji z zywymi

bakteriami gronkowca ztocistego®.

W warunkach hipoksji dochodzi do zmniejszenia wewnatrz- i zewnatrzkomorkowej produkcji RFT
przy zachowanej ekspresji komponentow NOX2, co prowadzi do upos$ledzenia tlenozaleznej
aktywnosci bakteriobojczej (W odniesieniu do gronkowca ztocistego)®”®. W warunkach
reoksygenacji przywrocenie dostepnosci Oz powoduje odwrdcenie zhamowania wybuchu
oddechowego i wzrost produkcji RFT. Natezenie tego zjawiska opisanego w warunkach in vitro
w granulocytach izolowanych oraz we krwi pelnej, a takze w modelach in vivo, réznito si¢
w zalezno$ci od modelu do$wiadczalnego; zalezatlo od stopnia hipoksji, dynamiki procesu
narastania hipoksji-reoksygenacji i rodzaju stymulacji komorek*?°"%86364 W mechanizmie tego
zjawiska podkre§lano znaczenie procesOw zwigzanych z aktywacja PKC i gospodarka

wapniowg®®°,

Poglady na produkcje NO w granulocytach w warunkach hipoksji i reoksygenacji sa zroznicowane.
Obserwowano zarowno wzrost stezenia azotynéw w granulocytach, jak i brak wptywu na produkcje
NO przy jednoczesnym wzroScie aktywno$ci arginazy w tych komorksach, a takze spadek
produkcji NO®67,

Hipoksja-reoksygenacja in vivo powoduje zwigkszenie ilosci krazacych neutrofili oraz wzrost

aktywnosci mechanizméw oksydacyjnych, mi.in. MPQ®’,

1.3. Anestetyki lokalne i ich wplyw na granulocyty obojetnochtonne w aspekcie
hipoksji-reoksygenacji

1.3.1. Charakterystyka anestetykow lokalnych

Anestetyki lokalne sa $rodkami farmakologicznymi czasowo blokujacymi przewodnictwo
impulsow elektrycznych przez blony komoérkowe komorek pobudliwych. Srodki te hamujg
przewodnictwo bodzcow nocyceptywnych i czucie bolu bez wpltywu na swiadomos¢ 1 sg szeroko
stosowane w znieczuleniu i analgezji regionalnej.

Anestetyki lokalne sg stabymi zasadami trudno rozpuszczalnymi w wodzie. S3 zbudowane
z lipofilowego pierScienia aromatycznego, potaczonego wigzaniem estrowym lub amidowym
z hydrofilowa aming trzeciorzedowa (lub drugorzedowa). Cze$¢ hydrofilowa czasteczki anestetyku

moze przyjmowac forme niezjonizowang lub zjonizowana; stosunek formy zjonizowanej do
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niezjonizowanej wyznacza stata dysocjacji (pKa) srodka — warto$¢ pH, przy ktorej obie formy
wystepuja w rownych ilosciach. Im bardziej pKa $rodka jest zblizona do fizjologicznego pH, tym
szybszy poczatek jego dzialania®®. Forma niezjonizowana latwiej przechodzi przez btony, co
przyspiesza wystgpienie efektu farmakologicznego. Sita dziatania jest wprost proporcjonalna do
zaleznej od ilosci podstawnikow alkilowych rozpuszczalnosci w tlhuszczach, ktéra rowniez decyduje
o przechodzeniu przez bton¢ komorkowa. Masa czasteczkowa anestetykow lokalnych wptywa na
szybko$¢ ich dysocjacji od miejsca receptorowego; srodki o mniejszej czasteczce oddysocjowuja
szybciej®. Czas dziatania anestetykéw lokalnych zalezy od ich wiazania z biatkami. W Tab. 1-3.
zestawiono wihasciwosci, a na Ryc.1-3. przedstawiono strukture wybranych, badanych w niniejszej

pracy anestetykow lokalnych.

Tabela 1-3. Niektore whasciwosci fizykochemiczne i farmakokinetyczne wybranych aminoamidowych

anestetykow lokalnych "9 7

Nazwa Mmol pKa Vs CI Tie Ekstrakcja Wspotezynnik Wigzaniez  K/O
(g9/mol) ()  (Umin)  (godz)  watrobowa olej/bufor biatkami

Bupiwakaina 288,43 8,1 59 0,73 1,8 0,40 346 94% 0,69

Lidokaina 234,38 1,7 73 0,58 2,7 0,51 2,4 96% 0,73

Ropiwakaina 274,40 8,1 91 0,95 1,6 0,72 115 60% 0,84

Dane farmakokinetyczne dotycza 0s6b dorostych Mmol - masa molowa; pKa - stata dysocjacji; Vs - objetos¢ dysocjacji; CI - Klirens;

Tz - czas pottrwania; K/O - stosunek stezenia leku we krwi do stgzenia w osoczu

C4H
CH, R CH, . CH,
N / 2Hs
< : <)
\ N
CaHs /
Bupiwakaina Lidokaina Ropiwakaina

Rycina 1-3. Struktura wybranych aminoamidowych anestetykéw lokalnych "¢,

kolor czarny - hydrofobowy pierscien aromatyczny; kolor pomaraficzowy - posredni tancuch amidowy; kolor czerwony - amina,
region hydrofilowy

Mechanizm dzialania anestetykow lokalnych

Anestetyki lokalne dziataja gtdéwnie przez hamowanie napigciowo zaleznych kanalow sodowych
w nerwach czuciowych i kardiomiocytach — stabilizujagc ich forme¢ nieaktywna (zamknigta).
Czasteczki anestetykow wykazuja powinowactwo do regionu D4-S6 o podjednostki kanatlu

sodowego; dochodzi do zmian konformacji kanalu i wytworzenia dodatniego tadunku w jego
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$wietle™. Niezaleznie od interakcji z biatkiem kanatu, anestetyki lokalne dziatajg tez posrednio,
w wyniku interakcji z lipidami btony komérkowej. Mechanizm ten stanowi wspolny punkt uchwytu
dla wszystkich anestetykow lokalnych, niezalenie od roznic w ich strukturze. Interakcje tych
srodkow z lipidami blon komoérkowych prowadza do zmian strukturalnych i czynnosciowych:
zwigksza si¢ uptynnienie bton, dochodzi do zaburzen ich uporzadkowania, mikrolepkosSci
| przepuszczalno$ci, a takze przezblonowego potencjatu elektrostatycznego. Zmiany potencjatu
moga tez mie¢ znaczenie dla efektu hamujacego kanaly napigciowozalezne. Niezaleznie od wplywu
na kanaty sodowe, dochodzi do hamowania innych kanatéw jonowych — potasowych, wapniowych
i protonowych, a takze modulacji innych struktur zwigzanych z blonami: receptorow
(cholinergicznych, adrenergicznych, GABA-ergicznych, glicynowych,
N-metylo-D-asparaginianowych), enzymow (cyklazy adelynowej, fosfolipazy A2, Na,K-ATP-azy)
i innych biatek blonowych uczestniczacych w przekaznictwie sygnahu, np. Gaq'>'2"3, Anestetyki
lokalne wykazuja szczegdlne powinowactwo do btonowych platform lipidowych. Odzialywania
blonowe zalezg tez od skladu lipidowego blon, m.in zawarto$ci cholesterolu i kardiolipiny.
Komponenty chiralne bton, przede wszystkim cholesterol, decyduja o efekcie stereoselektywnosci
w przypadku enencjomerdéw lewoskretnych. Sktad bton ma tez znaczenie dla btonowych efektow
anestetykow lokalnych w warunkach patologicznych. Np. w warunkach kwasicy ugrupowanie
kationowe czasteczki anestetyku oddziatuje elektrostatycznie z grupami anionowymi kwasnych
fosfolipidow, a ONOQO" produkowany w warunkach zapalenia nasila efekt anestetyku w blonach
zawierajacych kardioliping (mitochondrialnych)”®. Anestetyki lokalne moga wplywa¢ na
przekaznictwo sygnatu, m.in. za posrednictwem modulacji aktywnos$ci szeregu kinaz (np. kinaz
biatkowych A, C, p38 MAPKZ®»77 Pod wplywem anestetykéw lokalnych dochodzi do

rozprzezenia tancucha oddechowego w mitochondriach?7®,

1.3.2. Efekty przeciwzapalne anestetykow lokalnych

Niezaleznie od dziatania znieczulajacego anestetyki lokalne wywieraja szereg innych efektow
farmakologicznych m.in. zwigzanych z hamowaniem reakcji zapalnej i proliferacji komorek
nowotworowych’>”. Zwiazki te wptywaja na procesy hemostazy i zapalenia za posrednictwem
hamowania biatek Gaq i wplywu na receptory, m.in. dla kwasu lizofosfatydowego
(lysophosphatidic acid, LPA), tromboksanu A2 (thromboxane, TXA2) i czynnika aktywujacego
ptytki (platelet-activating factor, PAF)’!. Potwierdzono hamujacy wplyw lidokainy na
przekaznictwo sygnatu zwigzane z NFkB’’. Modulacja reakcji zapalnej obejmuje wptyw na
komorki $rodbtonka iuktadu odpornosciowego (granulocyty, monocyty, limfocyty, makrofagi,
komorki tuczne). Anestetyki nie opdzniaja proceséw gojenia i nie zwigkszaja ryzyka wystepowania

zakazen’!, moga jednak opdznia¢ procesy wygaszania odpowiedzi zapalnej’®.
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Wptyw na granulocyty obojetnochtonne

Wptyw anestetykow lokalnych na granulocyty obejmuje hamowanie procesow adhezji do komorek
srodbtonka, migracji, fagocytozy i produkcji mediatorow zapalenia, m.in. cytokin i RFTiA.
Zaleznie od rodzaju i1 stezenia $rodki te modulujg preaktywacje, aktywacje 1 aktywnos$¢
granulocytow obojetnochtonnych’?, Efekty te udokumentowano in vitro w granulocytach
stymulowanych receptorowo (peptyd bakteryjny fMLP, LTB4, PAF, LPS) i pozareceptorowo (estry
forbolu, jonofor A).

Anestetyki mogg wptywac na preaktywacje neutrofili przez hamowanie szlaku PKC i receptorow
zwigzanych z biatkami G (GPCR)™*"®%° Hamujac uwalnianie czynnikéw chemotaktycznych
| wplywajac na cytoszkielet powoduja odwracalny i zalezny od dawki spadek chemotaksji,
ruchliwoéci i migracji granulocytow’>8L, Zjawisko to potwierdzono w modelach do$wiadczalnych
in vivo, m.in. w zapaleniu otrzewnej i zapaleniu stawow’2. Do hamowania adhezji leukocytéw do
komorek srodbtonka dochodzi w mechanizmie uwalniania prostacykliny i hamowania ekspresji
integryn przez komorki §rodbtonka’?®2. W komérkach $rodbtonka dochodzi tez do uposledzonego
wydzielania mediatorow zapalenia (IL-8 i IL-1B)®. Hamowanie fosfolipazy D (PLD) przez
anestetyki lokalne wigze sie z uposledzeniem procesoéw fagocytozy i degranulacji®®.

Istniejg liczne doniesienia dotyczace wptywu anestetykéw lokalnych na produkcje RFT przez
granulocyty oboje¢tnochtonne, zaleznie od stezenia 1 rodzaju $rodka oraz stezenia 1 czasu dziatania
stymulatora. Wiekszo$¢ danych, zwlaszcza odnosnie bupiwakainy oraz lidokainy, wskazuje na
efekty hamujace produkcje RFT88878 Wykazano tez, Ze lidokaina hamuje kompleks oksydazy
NADPH?®. Ropiwakaina podobnie do lidokainy hamowata produkcje 05, H20, oraz OH*®,
Badania wtasne in vitro sugeruja hamowanie produkcji RFT pod wptywem klinicznie istotnych
stezen bupiwakainy®. Istnieja jednak doniesienia, Zze bupiwakaina ani ropiwakaina nie wplywaja
istotnie na wybuch oddechowy granulocytow®. Anestetyki lokalne zaleznie od stezenia i rodzaju

srodka zwigkszajg enzymatyczng produkcje NO w granulocytach®,

Wptyw na granulocyty obojetnochtonne ptodu i noworodka

W warunkach klinicznych wykazano hamujacy wplyw lidokainy podanej matce zewnatrzoponowo
na chemotaksje granulocytéw obojetnochtonnych krwi pepowinowej®}. Zaobserwowano tez jednak,
ze granulocyty noworodkoéw urodzonych sitami natury lub w wyniku cigcia cesarskiego
W znieczuleniu ogolnym wykazywaly nizsze wartosci wybuchu oddechowego niz granulocyty
dzieci urodzonych cieciem cesarskim w znieczuleniu zewnatrzoponowym z uzyciem lidokainy®2.
Wartosci chemotaksji granulocytow noworodkéw, ktorych matki znieczulono podpajeczyndwkowo
(mepiwakaing z sufentanylem) byly wyzsze niz w przypadku znieczulenia zewngtrzoponowego
)%

(ropiwakaing lub bupiwakaing z sufentanylem). Granulocyty oboje¢tnochtonne noworodkow
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urodzonych cigciem cesarskim planowym (bez czynnoSci skurczowej) w znieczuleniu
zewnatrzoponowym (ropiwakaing lub bupiwakaing z sufentanylem) wykazywaly nizsza
chemotaksje niz komorki dzieci urodzonych sitami natury. Zastosowanie blokady centralnej
w analgezji porodu w poréwnaniu z analgezja uktadowa wigzato si¢ z nizszg produkcja RFT przez
granulocyty noworodka®.

Badania in vitro przeprowadzone w Zakladzie Anestezjologii Dos$wiadczalnej wskazuja na
znaczacy wplyw anestetykow lokalnych w niskich st¢zeniach istotnych klinicznie na produkcje
RFT w granulocytach oboj¢tnochtonnych krwi pepowinowej: hamujacy wpltyw bupiwakainy
w komorkach stymulowanych PMA 1 stymulujacy wptyw lidokainy w granulocytach
niestymulowanych®®. Wykazali$my tez, ze anestetyki lokalne, bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina
w stezeniach klinicznie istotnych nie wplywaja na wewnatrzkomorkowag produkcje NO

w granulocytach krwi pepowinowe;j®2.

1.3.3. Efekty anestetykow lokalnych w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym

W modelach doswiadczalnych i klinicznych wykazano, ze anestetyki lokalne stabilizujg procesy
zapalenia w uszkodzeniu reperfuzyjnym serca, ptuca i mézgu. Najwiecej spostrzezen opublikowano
odnos$nie lidokainy, ktora jest jedynym anestetykiem lokalnym podawanym ukladowo.
W warunkach uszkodzenia reperfuzyjnego lidokaina hamowata akumulacje granulocytow,
modulowata czynno$¢ limfocytow i makrofagéw, hamowata produkcje mediatorow zapalenia, m.in.
cytokin, wolnych rodnikow, metabolitow cyklooksygenazy i zmniejszata nasilenie stresu
oksydacyjnego’ 798194,

W warunkach in vitro lidokaina w stgzeniach wyzszych niz terapeutyczne hamowata efekt wzrostu
ekspresji integryn CD11b w granulocytach oraz ICAM-1 w komorkach srodbtonka w okresie
reoksygenacji. Hamowanie wzrostu integryny CDI18 nastgpowalo juz w stezeniach
terapeutycznych. Efekt ten obserwowano bezposrednio w  komorkach  poddanych
hipoksji/reoksygenacji, jak i1 w granulocytach inkubowanych z osoczem krwi pobranej
z reperfundowanej konczyny w warunkach zabiegowych ale tylko we wczesnym okresie (po 15

min) reperfuzji®>®®.

Bezposrednie efekty anestetykow lokalnych na produkcje RFTiA w granulocytach w warunkach
hipoksji-reoksygenacji nie byly jak dotychczas badane. Kliniczne znaczenie tego zjawiska jest
istotne zarowno dla ptodu i noworodka, jak i dla dorostych. Powszechne stosowanie blokad
centralnych w potoznictwie w celu usmierzania bolu porodowego i znieczulenia do zabiegow
potozniczych wiaze si¢ z potencjalnym wplywem anestetykow lokalnych na granulocyty ptodu
I noworodka, ktore z fizjologicznych warunkow hipoksji w zyciu wewnatrzmacicznym po porodzie

sg eksponowane na warunki normoksji. W okresie okotoporodowym moze tez dochodzi¢ do
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patologicznego niedotlenienia ptodu i noworodka. U dorostych metody znieczulenia regionalnego
sg czesto stosowane w zespolach reperfuzyjnych®’. Niniejsza praca stanowi probe zbadania wptywu
anestetykoéw lokalnych na produkcje RFTiA przez granulocyty oboj¢tnochtonne krwi pepowinowe;j
1 dorostych poddane reoksygenacji po poprzedzajacej hipoksji.
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2.

ZALOZENIA I CELE PRACY

W niniejszej pracy postawiono nastepujace hipotezy:

1.

Hipoksja-reoksygenacja in vitro wptywa na wewnatrzkomérkowg produkcje RFT i NO
w granulocytach obojetnochtonnych peinej krwi pepowinowe;j i krwi dorostych ochotnikow;
Efekt ten zalezy od czasu trwania reoksygenacji i jest stabiej nasilony w granulocytach krwi
pepowinowej w poréwnaniu z granulocytami dorostych;

Anestetyki lokalne, bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina, moduluja wewnatrzkomorkowa
produkcje RFT i NO w granulocytach reoksygenowanej petnej krwi pepowinowe;j;

Produkcja RFT i NO w granulocytach poddanych preekspozycji na anestetyki lokalne
I inkubowanych w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro roézni si¢ zaleznie od rodzaju

| stezenia zastosowanego anestetyku oraz zalezy od czasu trwania reoksygenacji.

Cele ogblne pracy obejmowaty:

1.

Ocene wptywu hipoksji-reoksygenacji in vitro na wewnatrzkomorkowa produkcje RFT i NO
w granulocytach obojetnochtonnych pelnej krwi pepowinowej W porownaniu z granulocytami
obwodowej krwi petnej dorostych ochotnikow;

Poréwnanie wewnatrzkomorkowej produkcji RFT i NO w warunkach wczesnej i pdznej
reoksygenaciji;

Oceng efektow anestetykow lokalnych, bupiwakainy, lidokainy oraz ropiwakainy, na produkcje
RFT iNO w granulocytach pelnej krwi pepowinowej W poréwnaniu z granulocytami

obwodowej krwi petnej dorostych ochotnikow w warunkach hipoksji-reoksygenaciji.

Do realizacji celow ogdlnych wyodrgbniono nastepujace cele szczegotowe:

skonstruowanie komory hipoksycznej do inkubacji krwi peinej;

cytometryczng ocen¢ wewnagtrzkomorkowej  produkcji  RFT  w  niestymulowanych
i stymulowanych PMA granulocytach pelnej krwi pepowinowej oraz osob dorostych
w warunkach 75- i 300-min normoksji oraz 60-min hipoksji z nastgpowa 15- i 240-min
reoksygenacja;

cytometryczng oceng wewnatrzkomorkowej  produkcji  NO w  niestymulowanych
i stymulowanych PMA granulocytach pelnej krwi pepowinowej oraz osob dorostych
w warunkach 75- i 300-min normoksji oraz 60-min hipoksji z nastgpowa 15- i 240-min

reoksygenacja;
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cytometryczng ocen¢ wewnatrzkomorkowej produkcji RFT w inkubowanych z bupiwakaing,
lidokaing oraz ropiwakaing niestymulowanych i stymulowanych PMA granulocytach peinej
krwi pgpowinowej oraz osob dorostych w warunkach 60-min hipoksji z nastgpowa 15- 1 240-
min reoksygenacja;

cytometryczng ocen¢ wewngtrzkomorkowej produkcji NO w inkubowanych z bupiwakaina,
lidokaing oraz ropiwakaing niestymulowanych i stymulowanych PMA granulocytach pelnej
krwi pepowinowej oraz osob dorostych w warunkach 60-min hipoksji z nastepowa 15- i 240-

min reoksygenacja.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Zgoda Komisji Bioetycznej

Dos$wiadczenia prowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu (przewodniczacy Komisji prof. dr hab. Pawetl Checinski) nr 602/11 z dnia
16.06.2011 oraz jej przedtuzen nr 1153/12 z dnia 06.12.2012; 525/15 z dnia 11.06.2015; 1216/16

z dnia 01.12.2016.

3.2. Wykaz odczynnikow.

Zestawienie odczynnikéw 1 buforow stosowanych w pracy przedstawiono w Tabeli 3-1.

Tabela 3-1. Wykaz odczynnikéw i buforow.

Nazwa Stezenie/sktad Producent
0,138 M NaCl;
Roztwor soli fizjologicznej (PBS) 0,0027 M KCI Sigma-Aldrich
pH 7,4
Dihydrorodamina 123 (DHR123) 10 mg Sigma-Aldrich
Roztwor dioctanu 4,5-
diaminofluorescein . .
(DAF-2DA) w dimZtonsquotIenku 5> mM DAF-2DA Sigma-Aldrich
(DMSO)
BD Pharm Lyse™ lysing solution NH.CI
Roztwor lizujacy KHCOs3 BD Biosciences
H,0
Roztwor jodku propidyny (Pl) w wodzie 1 mg/ml Bioshop Canada
12-myrystynian, 13-octan forbolu (PMA) 1 mg Sigma-Aldrich
Jednowodny chlorowodorek bupiwakainy 5 g Bupiwakaina Sigma-Aldrich
Jednowodny chlorowodorek lidokainy 100 g Lidokaina Sigma-Aldrich
Jednowodny chlorowodorek ropiwakainy 50 mg Ropiwakaina Sigma-Aldrich
Mieszanina gazowa — mieszanina 1% O: Air Products
specjalna 94% N2 Sp. z o0.0.
5% CO,

3.3. Pobieranie krwi do badan

Krew do badan w objgtosci 20 ml byta pobierana z zyly pepowinowej bezposrednio po zacis$nigciu
pepowiny (n=16) oraz od dorostych ochotnikow (n=16) z zyly przedramienia do probowek
w systemie zamknietym S-Monovette (Sarstedt) zawierajacych heparyng. Rodzace i ochotnicy
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wyrazali na pobranie krwi pisemng zgode, poprzedzong zapoznaniem si¢ z pisemng informacja
o celu badania.

Krew pg¢powinowa byla pobierana przez potozng na Oddziale Porodowym Ginekologiczno-
Polozniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
W Poznaniu od noworodkéw w dobrym stanie ogdlnym (>8 punktéw w skali Apgar) urodzonych
0 czasie drogami natury. Ponadto kryteria wlaczenia obejmowaty: dobry stan zdrowia matki
(I1° w skali ryzyka ASA - American Society of Anesthesiologists), niepodwyzszong cieptote ciata
matki i zastosowanie w analgezji porodu wylgcznie metod uktadowych. Material transportowano do
Zaktadu Anestezjologii Doswiadczalnej UMP, gdzie w ciggu najdalej godziny od momentu
pobrania rozpoczynano inkubacje z anestetykami lokalnymi.

Obwodowa krew zylna pobierano W Zaktadzie Anestezjologii Doswiadczalnej w godzinach
rannych od ochotnikow - zdrowych, niepalagcych me¢zczyzn w wieku 20-38 lat, ktorzy nie

przyjmowali alkoholu w dniu poprzedzajacym badanie i byli na czczo.

3.4. Inkubacja krwi z anestetykami lokalnymi

Pelng krew pgpowinowa oraz obwodowa krew zylng inkubowano z roztworami anestetykow
lokalnych: bupiwakainy, lidokainy oraz ropiwakainy w czterech kategoriach stezen w warunkach
hipoksji-reoksygenacji lub normoksji przez 75 i 300 min. Najnizsze uzyte stezenia bupiwakainy
i ropiwakainy odpowiadaly stezeniom tych $rodkow obserwowanych we krwi pepowinowej
u noworodkéw matek u ktérych wykonano blokady centralne®®. Uzyto takze stezen 10, 100 i 200
razy wyzszych. Najwyzsze uzyte stezenia 0 charakterze referencyjnym moga wystgpowac lokalnie
w tkankach objetych znieczuleniem regionalnym u dorostych. Zastosowane st¢zenia anestetykow
zostaly dostosowane do réznic miedzy nimi w sile dziatania analgetycznego, umozliwiajac
interpretacje wynikéw z punktu widzenia klinicznego. Lidokaina wykazuje 0,25-0,3 sity dziatania

bupiwakainy, natomiast ropiwakaina - 0,5-0,7.

Tabela 3-2. Stezenia anestetykow lokalnych (mM) z ktorymi inkubowano krew petna.

Stezenie (mM)

Bupiwakaina 0,0005; 0,005; 0,05; 1
Lidokaina 0,002; 0,02; 0,2; 4
Ropiwakaina 0,0007; 0,007; 0,07; 1,4

Roztwory (robocze) anestetykOw przygotowywano poprzez rozpuszczenie odwazek w wodzie
dejonizowanej 0 oObjetosci pomniejszonej o objeto$¢ dziesieciokrotnie stezonego PBS.

Bezposrednio przed doswiadczeniem do roztworow wodnych srodkéw dodawano dziesieciokrotnie
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stezony PBS, otrzymujac wyjsciowe stezenia 5 mM bupiwakainy, 20 mM lidokainy oraz 7 mM
ropiwakainy w 1x PBS.
Roztwory anestetykow w PBS lub roztwor PBS bez dodatku anestetyku (proby kontrolne) mieszano

z krwig petng poprzez delikatne pipetowanie, uzyskujac zamierzone stezenia srodkow (Tab. 3-2).

3.5. Model hipoksji-reoksygenacji in vitro

Zastosowano model hipoksji-reoksygenacji in vitro wg McCourtie i wsp. z zastosowaniem
nierozcienczonej krwi petej®. Proces izolacji komorek z krwi pelnej, w tym granulocytow
obojetnochlonnych, moze prowadzi¢ do niezamierzonej ich aktywacji, jest czasochtonny
i, w przypadku krwi pepowinowe;j, technicznie skomplikowany®. Detekcja RFTiA we krwi pelnej
jest uwarunkowana interakcjami wszystkich sktadnikow krwi i odzwierciedla w sposob zblizony do
optymalnego warunki fizjologiczne in vivol®,

Krew pelng inkubowano w komorze hipoksycznej ptukanej gazem w sktadzie 1% 02/94% N2/5%
CO2, a nastepnie szczelnie zamknictej 1umieszczonej w inkubatorze CO. Reoksygenacja
nastgpowata po przeniesieniu prob z komory hipoksycznej bezposrednio do inkubatora COa.
Inkubacje kontynuowano w atmosferze o sktadzie 21% 02/74% N2/5% CO: przez dalszych 15 lub
240 min. Czasy inkubacji odpowiadajg reakcji dwufazowego wzrostu adhezji granulocytoéw do
komorek srodbtonka w okresie wezesnej i poznej reoksygenaciji?. Kontrole normoksyczna stanowity
proby umieszczane bezposrednio w inkubatorze i inkubowane odpowiednio przez 75 i 300 min
(Ryc.3-1).

A
\V
Hipoksja
B
v_ i
60 15 240 (min)

Rycina 3-1. Schematyczne przedstawienie doswiadczenia.

V - pobranie prob do analiz

M - dodanie anestetyku lokalnego
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3.5.1.Komora hipoksyczna

Inkubacja komorek w warunkach hipoksji-reoksygenacji prowadzona byla w samodzielnie
skonstruowanej komorze hipoksycznej (Ryc. 3-2). Komor¢ wykonano wg metody Wright i Shay

01 Dotyczyly one zastosowania innego pojemnika

z licznymi  wlasnymi modyfikacjamitl
(gazoszczelnego pojemnika GENbox 71 (bioMérieux), przewodow do wprowadzania
i wyprowadzania gazu z gazoszczelnymi zaworami umozliwigjacymi w pelni gazoszczelne
polaczenia przewodoéw z komora. Na dlugim boku nawiercono dwa otwory (@6 mm), ktore
zaopatrzono w obrotowe zlacza katowe wtykowe z gwintem zewngtrznym. Na gwint z obu stron
pojemnika natozono uszczelki typu o-ring, a nakretke przykrecono z uzyciem kleju anaerobowego.
Przytaczono przewody polietylenowe (¢4 mm). Na koncu lewego przewodu zamontowano ztacze,
gazoszczelny zawor kulowy oraz mosiezny tlumik. Na koncu prawego przewodu zamontowano
ztacze przewodu 1 mosiezne szybkoztacze jednostronnie odcinajace. Krociec mosigzny
udrozniajacy szybkozlagcze zamontowano na przewodzie wyprowadzonym z butli z mieszaning

gazowg. Wszystkie gwinty zabezpieczono klejem anaerobowym. Szczelnos¢ komory potwierdzono

poprzez probe zanurzeniowq.

Rycina 3-2. Komora hipoksyczna wtasnej konstrukcji.

A - zlacze katowe wtykowe z gwintem zewnetrznym; B - przewdd polietylenowy; C — ztacze wtykowe; D - gazoszczelny zawor
kulowy; E - mosi¢zny ttumik; F - mosi¢zne szybkoztacze jednostronnie odcinajace; G - kieszenie pojemnika wypelione woda do
wstrzykiwan.
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Przed do$wiadczeniami do kieszeni komory wlewano 100 ml wody do wstrzykiwan (Fresenius)
w celu utrzymania wysokiej wilgotnosci. Wilgotno$¢ w komorze w czasie inkubacji wynosita 89%
(Termohigrometr -50+70 / 20-99% DT-2, Chemland, Polska). Proby umieszczano w komorze,
a nastepnie ptukano ja mieszaning gazowa o sktadzie 1% 02/94% N2/5% CO., przy przeptywie
31/min przez 7 min. Przeptyw nastawiono za pomoca reduktora zamocowanego na butli
zawierajace] zakupiong mieszaning gazowg i zmierzono przeplywomierzem. Po przeptukaniu
mieszaning hipoksyczng, zamknieciu zaworéw oraz odlaczeniu przewodu doprowadzajacego gaz,

komore umieszczano w inkubatorze zapewniajagcym temperaturg 37°C.

3.6. Stymulacja 12-myrystynianem-13-octanem forbolu (PMA)

Po zakonczeniu inkubacji z anestetykami lokalnymi w warunkach hipoksji-reoksygenacji lub
normoksji czes¢ prob krwi pelnej poddawano stymulacji 12-myrystynianem-13-octanem forbolu
(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma-Aldrich, USA) w stezeniu 600 ng/ml (0,97 uM)
przez 30 min. PMA stymuluje NOX2 i NOS w mechanizmie pozareceptorowym przez
bezposrednig aktywacje PKC. Roztwor PMA o stezeniu Img/ml przygotowywano w DMSO,
a nastepnie rozcienczano w PBS, otrzymujac st¢zenie robocze 3 pg/ml. Do 100 pl krwi z roztworem
anestetyku lub analogiczng objeto$cig PBS dodawano 25 pl roztworu PMA lub (PBS).

3.7. Cytometryczna ocena wewnatrzkomoérkowej produkeji reaktywnych form tlenu i azotu
(RFTiA) w granulocytach obojetnochtonnych

3.7.1. Pomiar wewnatrzkomodrkowej produkcji RFT

Wewnatrzkomorkowa produkcje RFT mierzono metoda cytometryczng z wykorzystaniem
dihydrorodaminy123 (2-(3,6-Diamino-9H-xanthene-9-yl)-benzoic acid methyl ester, DHR123,
Sigma-Aldrich) w stezeniu 6,4 pM. DHRI123 jest niespecyficznym ogélnym markerem
wewnatrzkomorkowej produkcji RFT, pod wplywem ktorych w obecnosci katalizatora
(np. peroksydazy) ulega dwuelektronowej redukcji do fluorescencyjnego barwnika kationowego,
rodaminy123 (Rho123), wykazujacej, po wzbudzeniu niebieskim laserem, zielong fluorescencje.
Przeksztatcanie DHR123 do Rho123 moze odbywac si¢ takze poprzez reakcje z nadtlenoazotynem
ONOO:, jednak inkubacja neutrofili z L-NAME - inhibitorem NOS nie wptywala na zmiany

w intensywnoéci fluorescencji Rho12302

. Mimo to DHR123 bywa teZz uwazana za niespecyficzny
detektor nadtlenoazotynu i jego tlenowych pochodnych!®®. Zalety DHR123 obejmuja swobodna
dyfuzj¢ przez bton¢ komérkowg w formie zredukowanej i nieprzenikanie przez btony komorkowe

w formie utlenionej (Rho123), odporno$¢ na zmiany pH i wysoka czuto§é!%4,
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DHR123 dodawano do prob po 15 min stymulacji PMA podajac jednoczasowo jodek propidyny
(propidium iodide, PI, Bioshop Canada) i inkubowano je w 37°C, w ciemnosci przez kolejne 15
min.

W celu wylaczenia z analizy martwych komorek wykorzystano PI (Ryc.3-3B,C). Do 100 pl krwi
dodawano 2,5 pul PI o stezeniu 1 mg/ml i inkubowano w 37°C, w ciemnoS$ci przez 15 min. Pl
przechodzi do komorek nekrotycznych oraz pdznoapoptotycznych dzigki zwigkszonej
przepuszczalnosci btony komorkowej, wnika do jadra komérkowego 1 interkaluje DNA. Komorki te
mozna zidentyfikowa¢ na fotopowielaczu 630/22. PI nie przechodzi natomiast do komorek
0 prawidtowej blonie komoérkowej, zywych oraz wczesnoapoptotycznych, ktoére nie wykazuja

fluorescencji w zakresie charakterystycznym dla tego barwnika.

3.7.2.Pomiar wewnatrzkomodrkowej produkcji RFA

Produkcj¢ RFA oceniano z wykorzystaniem dwuoctanu 4,5-diaminofluoresceiny (DAF-2DA,
Sigma-Aldrich) w stezeniu 7,69 puM. Barwnik ten wnika do komorek, gdzie pod wptywem
wewnatrzkomorkowych esteraz jest przeksztalcany do 4,5-diaminofluoresceiny a nastgpnie pod
wplywem RFA, gltownie NO, do wykazujacego po wzbudzeniu niebieskim laserem silng
fluorescencje triazolu — triazolofluoresceina (DAF-2T) o emisji w zakresie 505-550 nm.
Intensywno$¢ fluorescencji jest wyktadnikiem wewnatrzkomoérkowej produkcji NO%2,

DAF-2DA dodawano do prob jednoczasowo z PMA i inkubowano w 37°C w ciemnosci przez

15 minut. Nastgpnie podawano PI i inkubowano kolejne 15 min w tych samych warunkach.

Do probowek cytometrycznych, zawierajacych krew poddang inkubacji i barwieniu, dodawano 2 ml
rozcienczonego buforu do lizy (BD Pharm Lyse™ lysing solution). Komoérki z buforem
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut, nastepnie wirowano (500g, temperatura
pokojowa, 5 min), zlewano supernatant i ptukano przez zawieszenie w 1 ml PBS. Wirowanie
| zawieszanie powtarzano. Po trzecim wirowaniu osad zawierajacy komorki zawieszano w 0,5 ml
PBS. Tak przygotowany materiat poddawano analizie cytometrycznej.

Fluorescencj¢ mierzono za pomocg cytometru przeptywowego FACS Canto II (BD, San Jose, CA,
USA). Wyniki przedstawiono jako $rednig intensywnos$¢ fluorescencji (MFI, mean fluorescence

intensity) bramkowanej populacji (Ryc.3-3B,3-3C).
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Rycina 3-3. Reprezentatywne wykresy kropkowe (,,dot-plot”) pelnej krwi pepowinowej po lizie
erytrocytow do analizy granulocytow.

A. Wykres kropkowy parametréw FSC-A vs SSC-A. Bramka ,granulocyty’ pokazuje populacj¢ zdarzen identyfikowanych jako
granulocyty.

B. Wykres kropkowy z bramka krzyzowa obrazujacy strategi¢ bramkowania granulocytow zywych, wykazujacych fluorescencje
Rho123 (bramkaQ1), na podstawie parametrow PerCP- (PI") oraz FITC* (Rho123*).

C. Wykres kropkowy z bramkg krzyzowg obrazujacy strategie bramkowania granulocytow zywych, wykazujacych fluorescencije
DAF-2T (bramkaQ1), na podstawie parametrow PerCP~ (PI") oraz FITC* (DAF-2T").

D. Strategia bramkowania.

3.7.3.1dentyfikacja granulocytow

Do cytometrycznej identyfikacji granulocytoéw oboje¢tnochtonnych we krwi pelnej wykorzystano
charakterystyke rozproszen - parametry Forward oraz Side Scatter (FSC i SSC).

Parametry te pozwalaja na ocene¢ wielkosci (FSC) oraz ziarnisto$ci (SSC) zdarzen ocenianych
w analizie cytometrycznej. Granulocyty identyfikowano jako zdarzenia duze, zawierajace
ziarnistosci (Ryc.3-3A). Uwaza si¢, ze taka strategia bramkowania jest wystarczajaca dla oceny
RFT zwlaszcza przy uzyciu DHR123 w granulocytach; barwnik ten nie przechodzi do limfocytow
(Pelus02012).

Do dalszych analiz wyodrebniano zdarzenia niewykazujace $wiecenia w kanale fluorescencji FL3 —
komorki zywe, PI" oraz wykazujace $wiecenie w kanale FL1 — Rho123" lub DAF-2T" zaleznie od
zastosowanego barwnika (Ryc.3-3B,C). Wszystkie oznaczenia z podziatem na grupy barwione

DHR123 lub DAF-2DA prowadzono przy jednakowych ustawieniach cytometru: napigcia
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fotopowielaczy, kompensacja. Przed kazdym pomiarem dokonywano testu kalibracji urzadzenia
zgodnie z procedurg zalecang przez producenta, wykorzystujac CS&T beads (Cytometer Setup &
Tracking Beads Kit, BD).

3.8. Wspotczynnik stymulacji

Wspdtezynnik stymulacji granulocytow przedstawiono jako wartos¢ odsetkowa stosunku MFI

komorek stymulowanych i niestymulowanych.

3.9. Oznaczenie rownowagi kwasowo-zasadowej

W celu oznaczenia réwnowagi kwasowo-zasadowej nierozcienczong krew petng inkubowano
w warunkach normoksji oraz hipoksji-reoksygenacji. Przed wykonaniem pomiaru krew delikatnie
mieszano przez pipetowanie. Analizy wykonywano w 75 i 300 minucie inkubacji za pomoca

analizatora parametrow krytycznych ABL80 FLEX (Radiometer, Dania).

3.10. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano programy JumpPro (jmp-11.0) 32 bit 11.0.0. (SAS Institute
Inc.) oraz GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Wykresy wykonano
w programie GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Jako poziom
istotnosci przyjeto p<0,05.

Opracowanie statystyczne danych obejmowato metody jedno- i wielowymiarowe.

Normalno$¢ rozktadu weryfikowano przy wuzyciu testu Shapiro-Wilka. Ze wzgledu na
wystepowanie posrod analizowanych zmiennych danych niespelniajacych zalozen rozktadu
normalnego zastosowano testy nieparametryczne. Do poréwnania zmiennych zaleznych stosowano
test Wilcoxona oraz test kolejnosci par Wilcoxona. Do poréwnania zmiennych niezaleznych uzyto
testu U-Manna Whitneya. Wyniki przedstawiono jako mediane z rozstgpem miedzyéwiartkowym.

Dla grup danych wykazujacych rozktad normalny zastosowano test parametryczny — test t-studenta

dla zmiennych zaleznych. Wyniki przedstawiono jako $rednig z odchyleniem standardowym.

W celu analizy jednoczesnego wptywu kilku czynnikow na badang zmienng zastosowano
wieloczynnikowy hierarchiczny model ANOVA. Poza wplywem czynnikéw gtéwnych
uwzgledniono takze interakcje pomigdzy nimi oraz czynnik losowy zwigzany ze zmiennoscia

osobniczg zagniezdzony w grupie. Ze wzgledu na obecnos¢ efektow statych (czynniki gléwne) oraz
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efektu losowego uklad do$wiadczalny byl modelem mieszanym. Wyniki przedstawiono jako

$rednig i odchylenie standardowe.

Przeanalizowano wptyw nastepujacych szesciu czynnikdéw gtownych na produkcje RFT 1 A:

‘Grupa’ - granulocyty krwi pgpowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikow;
‘Stymulacja’ - granulocyty niestymulowane, granulocyty stymulowane PMA,;

‘Czas inkubacji’ - granulocyty inkubowane przez 75 min, granulocyty inkubowane 300 min
lub ‘Czas reoksygenacji’ - reoksygenacja 15 minut, reoksygenacja 240 minut;
‘Stezenie-kategoria’ - stezenia anestetykOw zaszeregowane do czterech kategorii ze wzgledu
na sitg dzialania: 1-najnizsze, 2-$rednie, 3-wysokie, 4-najwyzsze (stgzenia mM
por. Tab.3-]2);

‘Atmosfera’ -granulocyty inkubowane w warunkach normoksji, granulocyty inkubowane
w warunkach hipoksji-reoksygenacji; czynnik uwzgledniony w analizie kontroli oraz
najnizszych stezen badanych srodkow;

‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina.

W przypadku uzyskania p<0,05 dla interakcji miedzy czynnikami gtownymi odrzucono hipoteze

zerowg o braku wspotoddziatywania czynnikow, co wskazuje na ich wspolne oddziatywanie na

badang ceche.
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4. WYNIKI

4.1.  Charakterystyka potoznicza i dane noworodkow

Dane potoznicze i charakterystyke noworodkéw, od ktorych pobrano krew pepowinowa zestawiono

w Tabeli 4-1.

Tabela 4-1. Charakterystyka potoznicza i dane noworodkow.

Matka
Pierwiastka/wielorddka (n) 6/10
Wiek ciazowy (tyg.) 39 (1,2)
Czas (min)
P¢kniecia bton ptodowych 160 (399)
I okresu porodu 251 (138)
I okresu porodu 28 (29)
Analgezja porodu (n)
Brak 8
TENS 1
Paracetamol 2
Entonox 3
Paracetamol/Entonox 2
Temperatura ciata matki w 11 okresie porodu (°C) 36,5 (0,3)
Noworodek
Pte¢ (meska/zenska) (n) 9/7
Masa ciata (g) 3454 (429)
Masa tozyska (g) 570 (110)
Apgar 1-sza min 10 (10; 10)*
Apgar 5-ta min 10 (10; 10)*
Gazometria krwi tetnicy pepowinowej
pHa 7,3(0,1)
PaO, (mmHg) 25,6 (12,5)
PaCO; (mmHg) 48,0 (11,3)
BEa -4,8 (2,6)
HCOs 21,9 (2,6)
Gazometria krwi zyty pgpowinowej
pHv 7,4 (0,1)
pvO, (mmHQ) 26,8 (9,1)
pvCO, (mmHg) 35,9 (6,9)
BEv -4,5(2,6)
HCOs 20,0 (3,0)

Dane skategoryzowane przedstawiono jako liczby; dane liczbowe o rozktadzie normalnym - jako $rednig (odchylenie standardowe);
zmienne o rozktadzie odbiegajacym od normalnego - jako mediang (rozstgp ¢wiartkowy)*.

TENS - przezskorna stymulacja elektryczna nerwow; pH - ujemny logarytm dziesietny ze stezenia jonow wodorowych; POz -
ci$nienie parcjalne tlenu; PCO2 - ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla; BE-niedobor zasad; HCOs™ - stezenie wodoroweglandw.
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4.2. Ocena porownawcza wewnatrzkomorkowej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT)
I tlenku azotu (NO) w granulocytach obojetnochtonnych krwi pgpowinowej oraz krwi dorostych

ochotnikow w warunkach hipoksji-reoksygenacji

4.2.1.Produkcja RFT

W niestymulowanych granulocytach krwi pepowinowej nie zaobserwowano réznic W produkcji
RFT w warunkach hipoksji-reoksygenacji w poréwnaniu z warunkami normoksji w zadnym

z zastosowanych czaséw inkubacji (Ryc.4-1A, 4-2A).

Produkcja RFT w granulocytach krwi dorostych ochotnikow w warunkach hipoksji-reoksygenacji
oraz normoksji byta poréwnywalna. Po 300 min inkubacji w warunkach normoksji oraz 60 min
hipoksji-240 min reoksygenacji wartosci MFI Rho123 byly nizsze niz po 75 min (odpowiednio
P=0,047, P=0,036; Ryc. 4-1A).

Miedzy niestymulowanymi granulocytami krwi pepowinowej a dorostych ochotnikéw nie
stwierdzono roznic fluorescencji Rho123 zarowno w analizie jednowymiarowej (Ryc.4-1A), jak
I w wieloczynnikowej analizie wariancji (brak istotnego wplywu czynnika ‘Grupa’, p=0,9540,
Tab.4-3).

Stymulacji PMA odpowiadat wzrost fluorescencji Rho123, zaréwno w granulocytach krwi
pepowinowej jak i dorostych ochotnikow (Tab.4-2), co potwierdzono w analizie wieloczynnikowej
(czynnik ‘Stymulacja’ p<0,0001, Tab.4-3).

Stymulowane PMA granulocyty krwi pegpowinowej oraz dorostych ochotnikow poddane ekspozycji
na 60 min hipoksje z 15- i 240 min reoksygenacja wykazywaty nizsze wartosci MFI Rho123 niz
komorki kontrolne inkubowane w warunkach normoksji (Ryc. 4-1B, 4-2A). W stymulowanych
PMA granulocytach krwi pepowinowe] nizsza produkcja RFT towarzyszyta dluzszej inkubacji
w warunkach normoksji (75 vs 300 min, P=0,009) oraz dluzszemu czasowi reoksygenacji

nastepujacemu po 60 min hipoksji (15 vs 240 min, P=0,032, Ryc.4-1B).

W wielowymiarowej analizie wariancji wykazano spadek fluorescencji Rho123 w stymulowanych

granulocytach oboj¢tnochtonnych po inkubacji przez 300 minut (Ryc. 4-2B).

Produkcja RFT po 300 min inkubacji byta nizsza niz po 75 min — normoksji (P=0,009);
hipoksji-reoksygenacji (P=0,032) (Ryc.4-1B).

4.2.2.Produkcja NO

W niestymulowanych granulocytach obojetnochtonnych krwi pepowinowej oraz dorostych

ochotnikow hipoksja-reoksygenacja nie powodowaly zmian wewngtrzkomoérkowej produkcji NO
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(Ryc.4-1C, 4-2C). Dhuzsza inkubacja W warunkach normoksji wigzata si¢ z wyzszg produkcjag NO
(75 vs 300 min, P=0,016; Ryc.4-1C).

Wartosci MFI DAF-2T byly wyzsze w niestymulowanych granulocytach krwi pe¢powinowej
W porownaniu z granulocytami krwi dorostych ochotnikéw po inkubacji zarowno w warunkach
normoksji jak i hipoksji-reoksygenacji w obu analizowanych czasach (Ryc.4-1C, 4-2E),

w komorkach stymulowanych produkcja ta byta porownywalna mi¢dzy grupami (Ryc. 4-1D, 4-2E).

Stymulacji PMA odpowiadat wzrost fluorescencji DAF-2T, zarowno w granulocytach krwi

pepowinowej, jak i dorostych ochotnikow (Tab.4-2; czynnik ‘Stymulacja’ p<0,0001, Tab.4-3).

Pod wplywem inkubacji w warunkach hipoksji-reoksygenacji obserwowano nizsze wartoSci
fluorescencji DAF-2T w stymulowanych granulocytach krwi osob dorostych i krwi pgpowinowej

W poréwnaniu z granulocytami inkubowanymi w warunkach normoksji (Ryc.4-1D, 4-2C).

Stymulowane granulocyty krwi dorostych ochotnikow jak i krwi pgpowinowej wykazywaty wyzsza
fluorescencje DAF-2T po 300 min w poréwnaniu do 75 min inkubacji zaréwno w warunkach
normoksji (P=0,004; P=0,016; Ryc.4-1D) jak i hipoksji-reoksygenacji (P=0,008; P=0,019;
Ryc.4-1D, wielowymiarowa analiza wariancji Ryc. 4-2D).
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Rycina 4-1. Wewnatrzkomorkowa produkcja RFT (A,B) i NO (C,D) w granulocytach
obojetnochtonnych krwi pgpowinowej (n= 16) oraz dorostych ochotnikéw (n=16) niestymulowanych
(A,C) oraz stymulowanych PMA (B,D) inkubowanych w warunkach normoksji oraz hipoksji-
reoksygenacji.

Mediana (rozstgp ¢wiartkowy). Réznice migdzy czasami inkubacji: test Wilcoxona; rdznice migdzy warunkami tlenowymi inkubacji:
test Wilcoxona; réznice miedzy granulocytami krwi pepowinowej a dorostych ochotnikow: test U-Manna-Whitneya.

MFI Rho123 — $érednia intensywno$¢ fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T — S$rednia intensywno$¢ fluorescencji
triazolofluoresceiny; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu; N75 — normoksja 75 min; N300 — normoksja
300 min; H60/R15 — hipoksja 60 min, reoksygenacja 15 min; H60/R240 — hipoksja 60 min, reoksygenacja 240 min.
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Tabela 4-2. Wartoéci bezwzgledne fluorescencji Rhol23 i DAF-2T oraz wspotczynnik stymulacji
granulocytow krwi pgpowinowej oraz krwi dorostych ochotnikow inkubowanej w warunkach normoksji
oraz hipoksji-reoksygenacji.

Populacja Warunki Wspotezynnik

eranulocytéw _inkubacji MFI Rho123 stymulacji [%] P
ns PMA
N75 2828 (789) 23634 (13761) 836.31 0,0005
Krew dorosiych  HOO/RLS 2650 (783) 15628 (6242) 609.96 0,0005
N300 2327 (597) 19378 (11128) 827.43 0,0005
HB0/R240 2117 (438) 15596 (8169) 772,37 0,0005
N75 3391 (2021) 23369 (8922) 821.87 0,0005
Krew H60/R15 3270 (2937) 17573 (5439) 74119 0,0005
pepowinowa N300 2979 (1933) 17700 (6789) 713.45 0,0005
HB0/R240 3217 (3665) 13260 (5805) 543.70 0,0006
MFI DAF-2T
ns PMA

N75 1778 (167) 3218 (681) 184.18 0,0005
crewdorosiych  HEURIS 1737 (133) 2677 (570) 155.84 0,0005
N300 1908 (282) 3785 (989) 201.84 0,0005
HB0/R240 1824 (205) 3166 (838) 176,97 0,0005
N75 2102 (319) 3405 (953) 163,58 0,0005
Krew HBO/R15 2204 (366) 2802 (513) 12352 0,0006
pepowinowa N300 245 (495) 3653 (756) 151,49 0,0006
HB0/R240 2364 (382) 3262 (537) 139,00 0,0005

Srednia (odchylenie standardowe). Réznice migdzy granulocytami niestymulowanymi i stymulowanymi: test Wilcoxona.

MFI Rho123 — $rednia intensywnos$¢ fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T — érednia intensywno$¢ fluorescencji
triazolofluoresceiny; ns — komorki niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu; N75 — normoksja 75 min; N300 —
normoksja 300 min; H60/R15 — hipoksja 60 min, reoksygenacja 15 min; H60/R240 — hipoksja 60 min reoksygenacja 240 min.
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Tabela 4-3. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzglednieniem czynnikéw wptywajacych na
produkcj¢ RFT i NO przez granulocyty obojetnochtonne inkubowane w warunkach normoksji oraz
hipoksji-reoksygenacji i interakcji migdzy tymi czynnikami.

RFT
DF DF dla btedu F p
Czynniki  Grupa 1 30 0,0034 0,9540
Stymulacja 1 210 499,3965 <,0001
Atmosfera 1 210 16,3121 <,0001
Czas inkubacji 1 210 8,1596 0,0047
Interakcje Grupa*Stymulacja 1 210 0,9112 0,3409
Grupa*Atmosfera 1 210 0,1388 0,7098
Stymulacja*Atmosfera 1 210 15,5274 0,0001
Grupa*Stymulacja*Atmosfera 1 210 0,0358 0,8500
Grupa*Czas inkubacji 1 210 0,8622 0,3542
Stymulacja*Czas inkubacji 1 210 5,3513 0,0217
Grupa*Stymulacja*Czas inkubacji 1 210 1,2866 0,2580
Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 1,1446 0,2859
Grupa*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,2015 0,6540
Stymulacja*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,9059 0,3423
Grupa*Stymulacja*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,3487 0,5555
NO
DF DF dla btedu F p
Czynniki  Grupa 1 30 4,3387 0,0459
Stymulacja 1 210 408,1288 <,0001
Atmosfera 1 210 22,7567 <,0001
Czas inkubacji 1 210 27,4687 <,0001
Interakcje Grupa*Stymulacja 1 210 11,3427 0,0009
Grupa*Atmosfera 1 210 0,4136 0,5209
Stymulacja*Atmosfera 1 210 18,4696 <,0001
Grupa*Stymulacja*Atmosfera 1 210 0,0034 0,9536
Grupa*Czas inkubacji 1 210 0,0132 0,9085
Stymulacja*Czas inkubacji 1 210 4,7389 0,0306
Grupa*Stymulacja*Czas inkubacji 1 210 1,8204 0,1787
Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,0427 0,8365
Grupa*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,0892 0,7654
Stymulacja*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,5859 0,4449
Grupa*Stymulacja*Atmosfera*Czas inkubacji 1 210 0,8452 0,3590

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pepowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikow; ‘Stymulacja’ - granulocyty
niestymulowane, stymulowane PMA,; ‘Atmosfera’ -granulocyty inkubowane w warunkach normoksji, granulocyty inkubowane
w warunkach hipoksji-reoksygenacji; ‘Czas inkubacji’ - 75, 300 min. Czynniki i interakcje istotnie wptywajace na produkcje RFT
lub NO w granulocytach zaznaczono pogrubiong czcionka.

DF - liczba stopni swobody, DF dla btedu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji
btedu, p - poziom istotnosci.
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Rycina 4-2. Istotne interakcje miedzy efektami czynnikéw: ‘Stymulacja’ i ‘Atmosfera’ (A),

‘Stymulacja’ i‘Czas inkubacji’ (B) uwzglednionych w wieloczynnikowej analizie wariancji
| wptywajacych na wewnatrzkomérkowa produkcje RFT w granulocytach (por. Tab.4-3) oraz
‘Stymulacja’ i ‘Atmosfera’ (C), ‘Stymulacja’ i ‘Czas inkubacji’ (D), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (E)
uwzglednionych w wieloczynnikowej analizie wariancji 1 wplywajacych na wewnatrzkomorkowa
produkcje NO w granulocytach inkubowanych w warunkach normoksji oraz hipoksji-reoksygenacji
(por. Tab.4-3).

Srednia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczegdlnych wymienionych czynnikow. Srednie
oznaczone ta samg litera nie r6znig si¢ istotnie migdzy soba; p>0,05; test post hoc Tukeya.

MFI Rho123 - érednia intensywno$¢ fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T - $rednia intensywno$¢ fluorescencji
triazolofluoresceiny; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu; N — normoksja; H/R — hipoksja-reoksygenacja.
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4.3. Wptyw anestetykow lokalnych na produkcje RFT i NO w granulocytach krwi pgpowinowej

oraz dorostych ochotnikow

Bezwzgledne wartosci fluorescencji Rho123 granulocytow krwi dorostych ochotnikow oraz krwi

pepowinowej inkubowanych z anestetykami lokalnymi przedstawiono w Tabeli 4-4.

Bezwzgledne wartosci fluorescencji DAF-2T granulocytow krwi dorostych ochotnikow oraz krwi

pepowinowej inkubowanych z anestetykami lokalnymi przedstawiono w Tabeli 4-5 .

Wplyw anestetykow lokalnych na wewnatrzkomorkowa produkcje RFT w granulocytach krwi

dorostych ochotnikéw oraz krwi pepowinowej przedstawiono na rycinie 4-3.

Wpltyw anestetykow lokalnych na wewngtrzkomorkowa produkcje NO w granulocytach krwi

dorostych ochotnikéw oraz krwi pepowinowej przedstawiono na rycinie 4-4.
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Tabela 4-4. Bezwzgledne warto$ci fluorescencji Rhol123 granulocytow krwi pepowinowej (n=16) oraz krwi dorostych ochotnikéw (n=16) inkubowanych
z anestetykami lokalnymi przez 75 i 300 minut.

Bupiwakaina (mM)

0,0005 0,005 0,05 1
Populacja granulocytow Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
Dorodli 75 3729 (1927) 18120 (10427) 3518 (1811) 18921 (13041) 3086 (2148) 17314 (9464) 4388 (4375) 22559 (16274)
Orostt 300 2586 (659) 17178 (11230) 3176 (1823) 14986 (8884) 3410 (2019) 17400 (12578) 3177 (2029) 18860 (12542)
- ‘ 75 3607 (2029) 18315 (6804) 3433 (1395) 16895 (5651) 2046 (1205) 17233 (7858) 4508 (4517) 20158 (6640)
W pepowiriowa 300 2968 (1427) 14406 (5650) 3010 (1107) 11658 (5861) 2404 (704) 12573 (6026) 4799 (4823) 15242 (5881)
Lidokaina (mM)
0,002 0,02 0,2
Populacja granulocytéw  Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
Boredt 75 3625 (1306) 19008 (12352) 4295 (1786) 16480 (8749) 4550 (3857) 14716 (6087) 4894 (3628) 15660 (7883)
orost 300 4019 (2044) 1675 (9115) 2960 (1349) 14848 (8415) 2625 (1206) 12442 (3847) 3331 (1734) 13503 (4033)
. . 75 3388 (2595) 16353 (4797) 4137 (2518) 16034 (4974) 3529 (1764) 17953 (6177) 4238 (2502) 19622 (5717)
W pepowmowa 300 4027 (3020) 12756 (4116) 3487 (1970) 12814 (4467) 2681 (769) 13846 (4808) 2672(923) 15525 (5575)
Ropiwakaina (mM)
0,0007 0,007 0,07 1,4
Populacja granulocytow Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
Dorodi 75 3438 (1403) 21861 (14510) 3312 (1965) 20276 (12960) 3868 (2806) 19539 (11747) 5404 (6906) 21504 (3090)
300 2952 (1165) 19254 (12146) 4488 (2344) 18470 (12743) 2381 (720) 19431 (11479) 3098 (1291) 22204 (12045)
‘ . 75 4561 (6774) 22058 (7748) 3338 (1592) 21327 (8352) 3147 (2848) 20124 (6962) 4308 (2564) 20485 (5243)
TeW pepowinowa 300 3619 (1975) 17403 (7121) 3367 (2038) 14614 (5795) 2484 (822) 15318 (4634) 3558 (1478) 15892 (5416)

Srednia (odchylenie standardowe).

MFI Rho123 — érednia intensywnos¢ fluorescencji rodaminy 123, ns — komorki niestymulowane, PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu, HR — inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenacji.
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Tabela 4-5. Bezwzgledne wartosci fluorescencji DAF-2T granulocytow krwi pepowinowej (n=16) oraz krwi dorostych ochotnikow (n=16) inkubowanych
z anestetykami lokalnymi przez 75 i 300 minut.

Bupiwakaina (mM)

0,0005 0,005 0,05 1
Populacja granulocytow Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
Dorodli 75 1687 (120) 2635 (541) 1766 (175) 2742 (582) 1731 (169) 2946 (597) 1793 (153) 3013 (721)
Orostt 300 1788 (110) 3177 (949) 1818 (171) 3149 (841) 1896 (166) 3605 (1017) 2077 (347) 3777 (1130)
- ‘ 75 2102 (309) 2925 (575) 2159 (306) 3095 (465) 2222 (335) 3103 (633) 2200 (398) 3213 (745)
W pepowiriowa 300 2348 (399) 3359 (859) 2402 (423) 3319 (572) 2415 (407) 3378 (610) 2362 (391) 3495 (592)
Lidokaina (mM)
0,002 0,02 0,2 4
Populacja granulocytéw  Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
orodt 75 1779 (172) 2726 (571) 1749 (139) 2831 (510) 1978 (206) 3044 (610) 2046 (226) 3085 (570)
orost 300 1911 (227) 3092 (690) 1916 (235) 3221 (835) 2074 (404) 3484 (834) 2131 (311) 3627 (1077)
. . 75 2247(339) 3155 (606) 2214 (319) 3048 (549) 2247 (345) 3180 (583) 2177 (376) 3246 (652)
W pepowmowa 300 2452 (412) 3545 (577) 2456 (424) 3563 (646) 2316 (393) 3482 (629) 2355 (414) 3887 (811)
Ropiwakaina (mM)
0,0007 0,007 0,07 1,4
Populacja granulocytéw  Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR ns/HR PMA/HR
Dorodli 75 1733 (166) 2954 (564) 1800 (210) 3124 (568) 1818 (156) 3252 (709) 1749 (126) 3576 (1222)
300 1835 (196) 3550 (1078) 1823 (188) 3545 (853) 1881 (251) 3906 (1107) 1979 (272) 4214 (1523)
‘ . 75 2005 (288) 3122 (634) 2223(338) 3311 (653) 2207 (411) 3354 (634) 2137 (356) 3443 (665)
TeW pepowinowa 300 2301 (413) 3703 (749) 2441 (495) 3755 (581) 2420 (469) 3651 (812) 2350 (443) 3595 (617)

Srednia (odchylenie standardowe).

DAF-2T — $rednia intensywno$¢ fluorescencji triazolofluoresceiny, ns — komorki niestymulowane, PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu, HR — inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenacji.
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Rycina 4-3. Wplyw bupiwakainy (A,B), lidokainy (C,D) i ropiwakainy (E,F) na wewnatrzkomorkowa produkcje RFT w granulocytach krwi dorostych
ochotnikow (n=16) oraz krwi pepowinowej (n=16) niestymulowanych (A,C,E) oraz stymulowanych PMA (B,D,F), poddanych 60 min hipoksji i 15 lub
240 min reoksygenacji.

Mediana (rozstep ¢wiartkowy) stosunku procentowego MFI Rho123 granulocytow inkubowanych z bupiwakaing do MFI Rho123 granulocytow kontrolnych inkubowanych bez anestetyku. Roznice
W porownaniu do warto$ci kontrolnych (bez $rodka): test kolejnosci par Wilcoxona; réznice miedzy czasami reoksygenacji: test Wilcoxona; réznice miedzy granulocytami krwi pgpowinowe;j

a dorostych ochotnikow: test U-Manna-Whitneya.

MFI Rho123 — érednia intensywnos¢ fluorescencji rodaminy 123; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu.
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Rycina 4-4. Wplyw bupiwakainy (A,B), lidokainy (C,D) i ropiwakainy (E,F) na wewnatrzkomoérkowa produkcje NO w granulocytach krwi dorostych
ochotnikow (n=16) oraz krwi pepowinowej (n=16) niestymulowanych (A,C,E) oraz stymulowanych PMA (B,D,F), poddanych 60 min hipoksji i 15 lub

240 min reoksygenacji.

Mediana (rozstep ¢wiartkowy) stosunku procentowego MFI DAF-2T granulocytow inkubowanych z bupiwakaing do MFI DAF-2T granulocytow kontrolnych inkubowanych bez anestetyku. Roznice
w poréwnaniu do warto$ci kontrolnych (bez $rodka): test kolejnosci par Wilcoxona; réznice migdzy czasami reoksygenacji: test Wilcoxona; réznice migdzy granulocytami krwi pgpowinowej

240

min reoksygenacji

a dorostych ochotnikow: test U-Manna-Whitneya.

MFI DAF-2T — $rednia intensywno$¢ fluorescencji triazolofluoresceiny; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu.
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Tabela 4-6. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzglgdnieniem czynnikéw wptywajacych na produkcj¢ RFT przez granulocyty oboj¢tnochtonne
poddane ekspozycji na bupiwakaing, lidokaine, ropiwakaine i hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji migdzy nimi.

Bupiwakaina Lidokaina Ropiwakaina

DF DF dla bledu F p F p F p
Czynniki  Grupa 1 30 0,4901 0,4893 0,0042 0,9486 0,2971 0,5897
Stezenie-kategoria 4 570 3,9676 0,0035 1,2176 0,3021 5,1024 0,0005
Stymulacja 1 570 861,3232 <,0001 1259,898 <,0001 1095642 <,0001
Czas reoksygenacji 1 570 16,4853 <,0001 27,8606 <,0001 14,5536  0,0002
Interakcje  Grupa*Stezenie-kategoria 4 570 0,6318 0,6400 2,2113 0,0665 0,8243 0,5099
Grupa*Stymulacja 1 570 5,2632 0,0221 0,0961 0,7567 3,3895 0,0661
Stezenie-kategoria*Stymulacja 4 570 1,0646 0,3732 0,6548 0,6237 2,0674 0,0837
Grupa*Stezenie-kategoria*Stymulacja 4 570 0,3315 0,8568 3,5674 0,0069 0,2326 0,9200
Grupa*Czas reoksygenacji 1 570 1,8169 0,1782 1,3718 0,2420 4,7536 0,0296
Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 4 570 0,3153 0,8678 0,4670 0,7600 0,1078 0,9798
Grupa*Stezenie-kategoria*Czas reoksygenaciji 4 570 0,2282 0,9226 0,2004 0,9381 0,0979 0,9831
Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 570 8,3106 0,0041 9,4758 0,0022 6,2557 0,0127
Grupa*Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 570 3,4045 0,0655 3,6313 0,0572 6,0231 0,0144
Stezenie-Kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 4 570 0,3950 0,8123 0,3856 0,8190 0,6856 0,6021
Grupa*Stezenie-kategoria*Stymulacja*Czas 4 570 01374 09684 02142 09305 02328  0,9199

reoksygenacji

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pepowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikow; ‘Stymulacja’ - granulocyty niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ — 15, 240 min;
‘Stezenie-kategoria’ - stezenie anestetyku najnizsze, srednie, wysokie, najwyzsze. Czynniki i interakcje istotnie wptywajace na produkcje RFT w granulocytach zaznaczono pogrubiong czcionka.

DF - liczba stopni swobody, DF dla btedu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do warianc;ji bledu, p - poziom istotnosci.
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Tabela 4-7. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzglednieniem czynnikow wptywajacych na produkcje NO przez granulocyty obojetnochtonne

poddane ekspozycji na bupiwakaing, lidokaine, ropiwakaine i hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji migdzy nimi.

Bupiwakaina Lidokaina Ropiwakaina

DF DF dla btedu F P F P F p
Czynniki  Grupa 1 30 5,3432  0,0279 6,4698 0,0164 3,0451 0,0912
Stezenie-kategoria 4 570 7,5258 <,0001 10,6581 <,0001 10,7181 <,0001
Stymulacja 1 570 1026,924 <,0001 1122,058 <,0001 1164,137 <,0001
Czas reoksygenacji 1 570 82,7174 <,0001 82,5862 <,0001 64,3681 <,0001
Interakcje Grupa*Stezenie-kategoria 4 570 14678 0,2105 3,185 0,0133 2,6362 0,0333
Grupa*Stymulacja 1 570 27,6019 <,0001 16,5032 0,0110 34,1640 <,0001
Stezenie-kategoria*Stymulacja 4 570 2,8657  0,0227 3,0185 0,0176 8,6330 <,0001
Grupa*Stezenie-kategoria*Stymulacja 4 570 0,6778 0,6076  1,2267 0,2983  1,1488  0,3326
Grupa*Czas reoksygenacji 1 570 1,6288 0,2024 03128 0,5762 0,1168 0,7327
Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 4 570 0,4642 0,7620 0,4928 0,7411 0,2569  0,9054
Grupa*Stezenie-kategoria*Czas reoksygenaciji 4 570 09178 0,4531 0,2585 0,9045 0,7286 0,5726
Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 570 17,2028 <,0001 22,5600 <,0001 15,6110 <,0001
Grupa*Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 570 4,7945  0,0290 0,0993 0,7528  3,4120 0,0652
Stezenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 4 570 0,999 0,9384 0,4484 0,7736  0,2194 0,9276
Grupa*Stezenie-Kategoria*Stymulacja*Czas 4 570 0,674 09549 00561 09941 02709 08967

reoksygenacji

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pepowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikow; ‘Stymulacja’ - granulocyty niestymulowane, stymulowane PMA,; ‘Czas reoksygenacji’ - 15, 240 min;
‘Stezenie-kategoria’ - stezenie anestetyku: najnizsze, $rednie, wysokie, najwyzsze. Czynniki i interakcje (maksymalnie dwoch czynnikdéw) istotnie wplywajace na produkcje NO w granulocytach
zaznaczono pogrubiong czcionka.

DF - liczba stopni swobody, DF dla btedu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji bledu, p - poziom istotnosci.
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Rycina 4-5. Istotny efekt stezenia bupiwakainy (A) 1 ropiwakainy (B) oraz istotne interakcje mi¢dzy
efektami czynnikow: ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (C,D,E), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (F), ‘Grupa’
I ‘Czas reoksygenacji’ (G) uwzglednionych w wieloczynnikowej analizie wariancji i wptywajacych na

wewnatrzkomorkowa produkcje RFT w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakaing (A,C,F),
lidokaing (D), ropiwakaine (B,E,G) i hipoksj¢/reoksygenacj¢ (por. Tab.4-6).

Srednia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczegdlnych wymienionych czynnikow. Srednie

oznaczone tg samg literg nie r6znig si¢ istotnie migdzy soba; p>0,05; test post hoc Tukeya.

MFI Rho123 — $rednia intensywno$¢ fluorescencji rodaminy 123; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu.
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Rycina 4-6. Istotne interakcje migdzy efektami czynnikoéw: ‘Stezenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’ (A,B,C),
‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (D,E,F), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (G,H,l), ‘Grupa’ i ‘Stezenie-
kategoria® (J,K) uwzglednionych w wieloczynnikowej analizie wariancji i wplywajacych na
wewnatrzkomorkowa produkcje NO w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakaing (A,D,G),
lidokaine (B,E,H,J), ropiwakaine¢ (C,F,I,K) i hipoksje/reoksygenacje (por. Tab.4-7).

Srednia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczegdlnych wymienionych czynnikow. Srednie
oznaczone tg samg litera nie r6znig si¢ istotnie migdzy soba; p>0,05; test post hoc Tukeya.

MFI DAF-2T — érednia intensywnos¢ fluorescencji triazolofluoresceiny; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan
forbolu.

58



4.3.1.Bupiwakaina

Produkcja RFT

W niestymulowanych granulocytach krwi pepowinowej po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji
dochodzito do wzrostu MFI Rho123 pod wplywem bupiwakainy w stezeniach 0,0005 i 0,005 mM
(P=0,028; P=0,041; Ryc.4-3A). Po 240 min reoksygenacji zmian nie obserwowano.

W niestymulowanych granulocytach krwi dorostych po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji
dochodzito do wzrostu MFI Rho123 pod wplywem bupiwakainy w stezeniach 0,005; 0,05 oraz
1 mM (Ryc.4-3A). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten obserwowano dla stezen srodka 0,0005;
0,005 oraz 0,05 mM (Ryc.4-3A). W tych warunkach dos$wiadczenia bupiwakaina w stezeniu
0,05 mM powodowata wyzszy wzrost produkcji RFT w niestymulowanych granulocytach

dorostych w poréwnaniu z komérkami krwi pepowinowej (P=0,025; Ryc.4-3A).

W stymulowanych granulocytach krwi pgpowinowej po 60 min inkubacji hipoksycznej z nastepowa
15 min reoksygenacjg dochodzito do wzrostu MFI Rho123 pod wptywem bupiwakainy w st¢zeniu
1 mM (P=0,014; Ryc4-3B), a po 240 min reoksygenacji pod wptywem stezen 0,0005 i 1 mM
(Ryc.4-3B).

W stymulowanych granulocytach dorostych ochotnikow po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji
dochodzito do wzrostu MFI Rho123 pod wptywem bupiwakainy w st¢zeniach 0,005 oraz 1 mM
(odpowiednio P=0,036; P=0,001; Ryc.4-3B). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten byt
obserwowany jedynie pod wplywem najwyzszego stezenia bupiwakainy (I mM; P=0,036;
Ryc.4-3B). Bupiwakaina w st¢zeniu 0,005 mM powodowala wyzszy wzrost produkcji RFT
w granulocytach dorostych w krotszym w porownaniu z dtuzszym czasem reoksygenacji (P=0,014;
Ryc.4-3B).

W analizie wieloczynnikowej zaobserwowano wzrost wewnatrzkomorkowej produkcji RFT przez
granulocyty oboje¢tnochtonne poddane hipoksji-reoksygenacji jedynie pod wplywem najwyzszego
badanego stezenia bupiwakainy. Wskazuje na to istotny efekt czynnika ‘Stezenie’ (przy tacznym
uwzglednieniu obu czasow reoksygenacji i badanych populacji (p=0,0035, Tab.4-6; Ryc.4-5A).
Dhuzszy zastosowany czas reoksygenacji powodowatl obnizenie produkcji RFT w granulocytach
stymulowanych, co odzwierciedla istotna interakcja czynnikow ‘Stymulacja’ i ‘Czas
reoksygenacji’ (przy tacznym uwzglednieniu wszystkich zastosowanych stgzen bupiwakainy i obu

populacji granulocytow; p=0,0041, Tab.4-6; Ryc.4-5C).

Roéznice miedzy badanymi populacjami granulocytéw stwierdzono w analizie jednowymiarowej po
15 min reoksygenacji: pod wptywem 0,05 mM bupiwakainy fluorescencja Rho123 byla nizsza

w stymulowanych granulocytach krwi pgpowinowej niz w komoérkach dorostych ochotnikow
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(P=0,024, Ryc.4-3B). W analizie wieloczynnikowej roznic nie potwierdzono, na co wskazuje brak
istotnoéci czynnika ‘Grupa’ (p=0,4893) i interakcji migdzy czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stezenie-
kategoria’ (p=0,6400; Tab.4-6). Istotna interakcja mig¢dzy czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’
potwierdza jedynie skuteczno$¢ stymulacji PMA w obu populacjach granulocytéw poddanych
ekspozycji na bupiwakaing, niezaleznie od czasu reoksygenacji (p=0,0221, Tab.4-6; Ryc. 4-5F).

Produkcja NO

W niestymulowanych granulocytach obojetnochtonnych w analizie jedno- i wielowymiarowej
bupiwakaina nie wptywata istotnie na produkcje NO niezaleznie od zastosowanego czasu

reoksygenacji i rodzaju populacji (Ryc.4-4A, 4-6A).

W analizie jednowymiarowej w stymulowanych PMA granulocytach krwi pepowinowej dochodzito
do wzrostu MFI DAF-2T po 15 min reoksygenacji w obecnosci 0,005; 0,05 oraz 1 mM

bupiwakainy; po 240 min reoksygenacji r6znic nie obserwowano (Ryc.4-4B).

W stymulowanych granulocytach krwi dorostych ochotnikoéw bupiwakaina w stezeniach 0,05
I 1mM powodowata wzrost fluorescencji DAF-2T w obu badanych czasach reoksygenacji
(Ryc.4-4B). W stezeniu 1 mM $rodka produkcja NO byta wyzsza po 240 min niz po 15 min
reoksygenacji (P=0,041), a takze w stosunku do warto$ci obserwowanych w granulocytach krwi

pepowinowej (P=0,023; Ryc.4-4B).

W wieloczynnikowej analizie wariancji bupiwakaina tylko w dwoch najwyzszych zastosowanych
stezeniach zwigkszala wewnatrzkomoérkowa produkcje NO przez stymulowane granulocyty
niezaleznie od czasu reoksygenacji i badanej populacji komoérek. Wskazuje na to istotna interakcja
miedzy efektami czynnikow Stezenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’ (p= 0,0227; Tab.4-7, Ryc.4-6A).
Interakcja migdzy czynnikami ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ potwierdza wzrost produkcji NO
przy 240- vs. 15-min reoksygenacji w granulocytach stymulowanych niezaleznie od stezenia

bupiwakainy i badanej populacji granulocytow (p<0,0001; Tab.4-7, Ryc.4-6D).

W granulocytach obojetnochtonnych krwi pepowinowej, poddanych ekspozycji na bupiwakaine
niezalenie od jej stezenia oraz hipoksji-reoksygenacji, produkcja NO byla wyzsza niz
w granulocytach dorostych (istotnos¢ czynnika ‘Grupa’; p=0,0279; Tab.4-7). Interakcja czynnikow
‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (p<0,0001) wskazuje jednak na ten efekt w niestymulowanych
granulocytach krwi pepowinowej w przeciwienstwie do stymulowanych (p<0,0001; Tab.4-7,
Ryc.4-6G). Jednak dla poszczegolnych stezen bupiwakainy efektu réznic miedzy populacjami nie
potwierdzono, na co wskazuje brak interakcji pomiedzy czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stezenie-kategoria’
(p=0,2105; Tab.4-7).
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4.3.2. Lidokaina
Produkcja RFT

W niestymulowanych granulocytach krwi pgpowinowej lidokaina wywotywala wzrost fluorescencji
Rho123 w stezeniach 0,02 mM po 15- i 240 min reoksygenacji (odpowiednio P=0,036 i P=0,019;
Ryc.4-3C) oraz w stezeniu 4 mM po 15 min reoksygenacji (P=0,016; Ryc.4-3C).

Pod wptywem lidokainy w stezeniach 0,002; 0,02 i 4mM dochodzito do wzrostu produkcji RFT
przez niestymulowane granulocyty krwi dorostych w obu badanych czasach reoksygenacji
(Ryc.4-3C). Wzrost MFI Rho123 pod wptywem 0,02 mM lidokainy byt wyzszy po 15 min niz po
240 min reoksygenacji (P=0,047; Ryc.4-3C).

Stymulowane PMA granulocyty krwi pgpowinowej wykazywaly spadek produkcji RFT pod
wplywem lidokainy w stezeniu 0,002 oraz 0,02 mM po 15 min reoksygenacji (P=0,036; P=0,0411;
Ryc.4-3D). 4 mM lidokaina powodowata natomiast wzrost fluorescencji Rho123 w tych komorkach

w obu czasach reoksygenacji (Ryc.4-3D).

Stymulowane granulocyty dorostych wykazywaty wzrost produkcji RFT pod wptywem 0,002 mM
lidokainy po 15 min reoksygenacji (P=0,021; Ryc.4-3D).

Roznice produkcji RET miedzy obu badanymi populacjami granulocytow obserwowano po 15 min
reoksygenacji i ekspozycji na niskie stezenia lidokainy 0,002 i 0,02 mM — w granulocytach krwi
pepowinowej wartosci fluorescencji Rho123 byly istotnie nizsze (P=0,005; P=0,026; Ryc.4-3D),
natomiast po 240 min reoksygenacji i zastosowaniu wyzszych stezen srodka — 0,2 i 4 mM,

produkcja RFT byta wyzsza w granulocytach krwi pgpowinowej (P=0,019 i P=0,019; Ryc.4-3D).

W analizie wieloczynnikowej nie wykazano wptywu lidokainy na produkcje RFT w warunkach
hipoksji-reoksygenacji, w poszczegdlnych zastosowanych stezeniach brak istotnego wptywu
czynnika ‘Stezenie’ (p=0,3021, Tab.4-6). W stymulowanych granulocytach inkubowanych
z lidokaing, niezaleznie od jej st¢zenia i badanej populacji komorek, produkcja RFT w obecnosci

lidokainy byta wyzsza po 15min niz po 240 min reoksygenacji (Ryc.4-5D).

Produkcja NO

W niestymulowanych granulocytach krwi pepowinowej lidokaina nie powodowata zmian produkcji
NO po obu zastosowanych czasach reoksygenacji. W obecnosci 0,2 mM lidokainy produkcja NO
byta wyzsza po 15 min niz po 240 min reoksygenacji (P=0,019; Ryc.4-4C).

W niestymulowanych granulocytach dorostych lidokaina w st¢zeniach 0,2 i 4 mM powodowata
wzrost produkcji NO w obu badanych czasach reoksygenacji, przy czym obserwowane wartosci

byly wyzsze w poréownaniu z granulocytami krwi pepowinowej (Ryc.4-4C). W analizie
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wieloczynnikowej nie wykazano wptywu lidokainy na produkcje NO przez niestymulowane
granulocyty oboj¢tnochtonne poddane hipoksji-reoksygenacji (Ryc.4-6B).

W stymulowanych granulocytach krwi pgpowinowej po 15 min reoksygenacji obserwowano wzrost
fluorescencji DAF-2T w obecno$ci wszystkich badanych stezen lidokainy, natomiast po 240 min
reoksygenacji — po ekspozycji na 0,002; 0,02 i 4 mM lidokaing (Ryc.4-4D).

W stymulowanych granulocytach krwi dorostych ochotnikéw lidokaina w stezeniach 0,02; 0,2
I 4 mM powodowata wzrost produkcji NO po 15 min reoksygenacji, a w stezeniach 0,2 i 4 mM — po
240 min reoksygenacji (Ryc.4-4D).

W analizie wieloczynnikowej wykazano, ze stymulowane granulocyty poddane ekspozycji na 0,2
14 mM lidokaing wykazuja intensywniejszy wzrost produkcji NO w warunkach
hipoksji-reoksygenacji (interakcja miedzy czynnikami ‘Stymulacja’ oraz ‘Stgzenie-kategoria’;
p<0,0001; Tab.4-7; Ryc.4-6B). W stymulowanych granulocytach wyrazniej zarysowatl si¢ tez
wzrost produkcji NO przy dluzszym czasie reoksygenacji (interakcja miedzy czynnikami

‘Stymulacja’ oraz ‘Czas reoksygenacji’; p<0,0001; Tab.4-7; Ryc.4-6E).

Odnos$nie réznic migdzy badanymi populacjami, potwierdzono je w analizie wieloczynnikowe;j
(czynnik ‘Grupa’ p=0,0164; Tab.4-7, Ryc.4-6H) i dotyczyly one, zgodnie z wynikami analizy
jednowymiarowej, wyzszej produkcji NO w granulocytach niestymulowanych krwi pgpowinowe;j
(interakcja miedzy czynnikami ‘Stymulacja’ oraz ‘Grupa’ ; p=0,0110; Tab.4-7; Ryc.4-6H).
Niezaleznie od stymulacji, wyzsza produkcja NO w granulocytach krwi pgpowinowej istotnie
zaznaczyla si¢ pod wplywem najwyzszego zastosowanego stezenia lidokainy (interakcja migdzy
czynnikami ‘Ste¢zenie-kategoria’ oraz ‘Grupa’; p=0,0133; Tab.4-7; Ryc.4-6J), a w granulocytach
dorostych ochotnikow pod wplywem dwoch najwyzszych badanych stezen lidokainy (interakcja
miedzy czynnikami ‘Ste¢zenie-kategoria’ oraz ‘Grupa’; p=0,0133; Tab.4-7; Ryc.4-6J).
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4.3.3. Ropiwakaina
Produkcja RFT

W niestymulowanych granulocytach krwi pepowinowej poddanych ekspozycji na 1,4 mM
ropiwakaine dochodzito do wzrostu produkcji RFT po 15- i 240 min reoksygenacji (odpowiednio
P=0,032 i 0,009; Ryc.4-3E). Najnizsze zastosowane stezenie $rodka (0,0007 mM) powodowato
wzrost fluorescencji Rho123 po 240 min reoksygenacji (P=0,028; Ryc.4-3E).

W niestymulowanych granulocytach krwi dorostych ochotnikow obserwowano wzrost fluorescencji
MFI Rho123 po 15 min reoksygenacji pod wpltywem 0,0007; 0,07 i 1,4 mM ropiwakainy
(P=10,047; 0,016 i 0,036; Ryc.4-3E). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten zaobserwowano pod
wptywem 0,0007; 0,007 i 1,4 mM ropiwakainy (P= 0,006; 0,002 i 0,007; Ryc.4-3E). Pod wptywem
0,07 mM ropiwakainy produkcja RFT byla istotnie nizsza po 240 w poréwnaniu z 15 min
reoksygenacji (P=0,021; Ryc.4-3E).

W granulocytach stymulowanych PMA ropiwakaina we wszystkich zastosowanych ste¢zeniach
wywotywata wzrost produkcji RFT po obu czasach reoksygenacji oraz w obu badanych
populacjach granulocytow (Ryc.4-3F). Wzrost ten okazat si¢ nieistotny jedynie w granulocytach
krwi pepowinowej poddanych ekspozycji na 0,007 mM ropiwakaing 240 min reoksygenacji
(Ryc.4-3F).

W obecnosci 1,4 mM ropiwakainy po 15 min reoksygenacji wzrost produkcji RFT byt wyzszy
w granulocytach dorostych niz w granulocytach krwi pepowinowej (P=0,029; Ryc.4-3F).

W wieloczynnikowej analizie wariancji wykazano wzrost produkcji RFT w granulocytach
obojetnochtonnych poddanych hipoksji-reoksygenacji pod wpltywem ropiwakainy w st¢zeniach
0,0007; 0,007 oraz 1,4 mM, istotny czynnik ‘Stezenie-kategoria’ (p=0,0005, Tab.4-6; Ryc.4-5B).
Produkcja RFT w obecnosci ropiwakainy byta wyzsza w stymulowanych granulocytach po 15 min

niz po 240 minutowej reoksygenacji (Ryc.4-5E).

Zjawisko to ujawnilo si¢ szczegoélnie w granulocytach krwi pepowinowej interakcja miedzy

czynnikami ‘Grupa’ i ‘Czas reoksygenacji’ (p=0,0296, Tab.4-6; Ryc.4-5G).

Produkcja NO

W niestymulowanych granulocytach krwi pgpowinowej poddanych ekspozycji na 0,0007 mM
ropiwakaine wykazano wyzsze wartosci MFI DAF-2T po dluzszym czasie reoksygenacji (P=0,041,
Ryc.4-4E). W analizie wieloczynnikowej nie wykazano wptywu ropiwakainy na produkcje NO

przez niestymulowane granulocyty oboj¢tnochtonne poddane hipoksji-reoksygenacji (Ryc.4-6C).
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W stymulowanych PMA granulocytach dorostych i krwi pgpowinowej ropiwakaina we wszystkich
badanych stezeniach i po obu badanych czasach reoksygenacji powodowata wzrost produkcji NO,
efekt obserwowano zarowno w analizie jednowymiarowej, jak i wielowymiarowej (Ryc.4-4F,
4-6C).

Wzrost fluorescencji DAF-2T pod wplywem 1,4 mM ropiwakainy w stymulowanych PMA
granulocytach krwi pepowinowej byt wigkszy po 15 min niz po 240 min reoksygenacji (P=0,036;
Ryc.4-4F); wartosci te byly nizsze w poréwnaniu z granulocytami krwi dorostych ochotnikow
(P=0,014; Ryc.4-4F).

W analizie wielowymiarowej wykazano, ze ropiwakaina w stezeniu 0,07 i 1,4 mM powodowata
wzrost produkcji NO w granulocytach dorostych w warunkach hipoksji-reoksygenacji.
W granulocytach krwi pgpowinowej efektu tego nie obserwowano (Ryc.4-6K).

Srednia fluorescencja DAF-2T granulocytéw obojetnochtonnych pod wptywem stymulacji PMA

W obecnosci ropiwakainy byta porownywalna w obu grupach (Ryc.4-61).

W obecnosci ropiwakainy produkcja NO byla nizsza w granulocytach poddanych godzinnej

hipoksji z 15 minutowa reoksygenacja niz z 240 minutowa reoksygenacja (Ryc.4-6F).

64



4.3.4. Porownanie wplywu bupiwakainy, lidokainy i ropiwakainy na produkcj¢ RFT i NO
w granulocytach oboj¢tnochtonnych krwi pepowinowej i dorostych w warunkach hipoksji-

reoksygenacji in vitro z wykorzystaniem wieloczynnikowej analizy wariancji

Produkcja RFT

W modelu poréwnawczym wieloczynnikowej analizy wariancji zaobserwowano, ze produkcja RFT
w granulocytach obojetnochtonnych poddanych ekspozycji na anestetyki lokalne, zalezata od
rodzaju 1 stgzenia S$rodka, stanu czynnosciowego badanych komorek (stymulacja) i czasu
reoksygenacji; rodzaj badanej populacji (grupa) okazat si¢ nieistotny (Tab.4-8). Najwyzsza
wewnatrzkomoérkowg produkcje RFT obserwowano w granulocytach inkubowanych z ropiwakaing;
ranking efektu dla wszystkich komoérek tacznie: ropiwakaina > bupiwakaina =lidokaina (istotny
czynnik ‘Anestetyk’, p<0,0001;Tab.4-8; Ryc.4-7A) dla komoérek stymulowanych PMA:
ropiwakaina > bupiwakaina=lidokaina (istotna interakcja ‘Anestetyk*Stymulacja’; p<0,0001;
Tab.4-8; Ryc.4-7B). Wzrost produkcji RFT byt obserwowany w obecnos$ci najwyzszych badanych
stezen (czynnik ‘Stezenie-kategoria’, p<0,0001;Tab.4-8; Ryc.4-7C). Efekt wptywu stezenia byt
niezalezny od rodzaju stosowanego anestetyku, na co wskazuje brak interakcji pomigdzy
czynnikami ‘Anestetyk’ oraz ‘St¢zenie-kategoria’ (p=0,9680, Tab.4-8). Niezaleznie od rodzaju
anestetyku produkcja RFT i przez stymulowane granulocyty oboj¢tnochlonne byla wyzsza po 15
min niz po 240 min reoksygenacji (interakcja ‘Stymulacja*Czas reoksygenacji’; p<0,0001; Tab.4-8;
Ryc.4-7D), cho¢ efekt ten nie byt obserwowany w poszczegdlnych grupach osobno (Ryc.4-7F).
MFI Rho123 byta wyzsza w granulocytach krwi dorostych ochotnikow niz w krwi pepowinowej
w obu badanych czasach reoksygenacji (interakcja ‘Grupa*Czas reoksygenacji’; p=0,0335;
Tab.4-8; Ryc.4-7F).
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Tabela 4-8. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzglednieniem czynnikow wplywajacych na
produkcje RFT przez granulocyty obojetnochtonne poddanych ekspozycji na bupiwakaing, lidokaine
i ropiwakaing oraz hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji migdzy nimi - model porownawczy.

DF DF dla btedu F p
Czynniki  Grupa 1 30 0,3472  0,5601
Anestetyk 2 1410 15,6805 <,0001
Stezenie-kategoria 3 1410 5,2546  0,0013
Stymulacja 1 1410 2370,588 <,0001
Czas reoksygenacji 1 1410 47,1604 <,0001
Interakcje  Grupa*Anestetyk 2 1410 1,6907  0,1848
Grupa*Stezenie-kategoria 3 1410 0,0854  0,9680
Anestetyk*Stezenie-kategoria 6 1410 0,7626  0,5994
Grupa*Anestetyk*Stezenie-kategoria 6 1410 1,3234  0,2433
Grupa*Stymulacja 1 1410 4,7011  0,0303
Anestetyk*Stymulacja 2 1410 16,5264  <,0001
Grupa*Anestetyk*Stymulacja 2 1410 2,4725  0,0847
Stezenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 1,5847  0,1912
Grupa*Stezenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 0,5894  0,6220
Anestetyk*Stezenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 0,2395  0,9635
Grupa*Anestetyk *Stezenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 1,3801 0,2191
Grupa*Czas reoksygenacji 1 1410 4,5280 0,0335
Anestetyk*Czas reoksygenaciji 2 1410 0,0161  0,9840
Grupa*Anestetyk*Czas reoksygenacji 2 1410 0,6127  0,5420
Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 0,1151  0,9513
Grupa*Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 0,0838  0,9689
Anestetyk*Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 6 1410 0,2304  0,9668
Grupa*Anes_t_etyk*St@zenle-kategorla*CZas 6 1410 01830 09816
reoksygenacji
Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 1410 18,8621  <,0001
Grupa*Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 1410 7,8568  0,0051
Anestetyk*Stymulacja*Czas reoksygenacji 2 1410 0,1212  0,8859
Grupa*Anestetyk*Stymulacja*Czas reoksygenacji 2 1410 0,3829  0,6819
Stezenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 3 1410 0,5532  0,6460
Grupa*Stqzqr_ne-kategorla*StymuIaCJa*Czas 3 1410 02546 08581
reoksygenacji
Anestetyk*S_t_e;zeme—kategorla*StymuIaCJ a*Czas 6 1410 06271  0,7088
reoksygenacji
Grupa*Anes_t_etyk*St@zenle-kategorla*StymuIaCJ a*Czas 6 1410 01362  0,9916
reoksygenacji

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pepowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikow; ‘Stymulacja’ - granulocyty
niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ - 15, 240 min; ‘Stezenie-kategoria’ - stezenia anestetykow
zaszeregowane do czterech kategorii: najnizsze, $rednie, wysokie, najwyzsze; ‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina.
Czynniki i interakcje (maksymalnie dwoch czynnikow) istotnie wplywajace na produkcje RFT w granulocytach znaczono
pogrubiong czcionka.

DF - liczba stopni swobody, DF dla btedu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji
bledu, p - poziom istotnosci.
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Rycina 4-7. Istotny efekt rodzaju anestetyku (A), stezenia anestetykéw (C) oraz istotne interakcje
mie¢dzy efektami czynnikéw ‘Anestetyk’ i ‘Stymulacja’ (B), ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (D)
‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (E), ‘Grupa’ i ‘Czas reoksygenacji’ (F) uwzglednionych w modelu
porownawczym wieloczynnikowej analizy wariancji i wptywajacych na wewnatrzkomorkowsa
produkcje RFT w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakaing, lidokaing, ropiwakaing
i hipoksje/reoksygenacje (por. Tab.4-8).

Srednia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczegélnych wymienionych czynnikoéw. Srednie
oznaczone tg samg literg nie r6znig sie istotnie migdzy soba; p>0,05; test post hoc Tukeya.

MFI Rho123 — $rednia intensywno$¢ fluorescencji rodaminy 123; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan forbolu.
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Produkcja NO

W  modelu poréwnawczym wieloczynnikowej analizy wariancji istotny wplyw na
wewnatrzkomorkowg produkcje NO w granulocytach obojetnochtonnych, poddanych ekspozycji na
anestetyki lokalne, miaty: rodzaj i stezenia srodka, stan czynnosciowy komorek (stymulacja), czas

reoksygenacji i rodzaj badanej populacji granulocytéw (Tab.4-9).

Najwyzszg wewnatrzkomorkowa produkcje NO obserwowano w granulocytach inkubowanych
z ropiwakaing; ranking efektu dla wszystkich komoérek tacznie: ropiwakaina > lidokaina
>bupiwakaina (istotny czynnik ‘Anestetyk’, p<0,0001;Tab.4-9; Ryc.4-8A), dla komorek
stymulowanych PMA: ropiwakaina > bupiwakaina=lidokaina (istotna interakcja
‘Anestetyk*Stymulacja’; p<0,0001;Tab.4-9; Ryc.4-8B).

Stezenie anestetyku miato istotny wpltyw na produkcje NO przez granulocyty stymulowane: efekt
najnizszego stezenia roznil si¢ istotnie od efektow dwoch najwyzszych stezen, a efekt najwyzszego
stezenia — od pozostatych (interakcja ‘St¢zenie-kategoria*Stymulacja’ p<0,0002; Tab.4-9;
Ryc.4-8D). Efekt wplywu stgzenia byl niezalezny od rodzaju stosowanego anestetyku, na co
wskazuje brak interakcji pomigdzy czynnikami ‘Anestetyk’ oraz ‘Stezenie’ (p=0,9726, Tab.4-9).

Niezaleznie od rodzaju anestetyku i badanej populacji, produkcja NO przez zaréwno
niestymulowane jak i stymulowane granulocyty oboj¢tnochtonne byta nizsza po 15 min niz po 240

min reoksygenacji (interakcja ‘Stymulacja*Czas reoksygenacji’; p<0,0001; Tab.4-9; Ryc.4-8E).

Roznice migdzy granulocytami krwi pepowinowej i dorostych zaznaczyly si¢ w aspekcie
odrgbnosci wptywu kategorii stezenia — efekt byl istotny tylko u dorostych w zakresie dwoch
najwyzszych stezen (interakcja ‘Grupa*Stezenie-kategoria’; p<0,0001; Tab.4-9; Ryc.4-8C) oraz
wplywu stymulacji — produkcja NO byta wyzsza w niestymulowanych granulocytach krwi
pepowinowe] niz krwi dorostych, w komorkach stymulowanych poziom MFI DAF-2T byt
porownywalny w obu tych grupach (interakcja ‘Grupa*Stymulacja’; p<0,0001; Tab.4-9; Ryc.4-8F).
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Tabela 4-9. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzglednieniem czynnikéw wptywajacych na
produkcje NO przez granulocyty obojetnochtonne poddanych ekspozycji na bupiwakaine, lidokaine
I ropiwakaing oraz hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji migdzy nimi - model porownawczy.

DF DF dlabtedu F p
Czynniki  Grupa 1 30 4,2598  0,0478
Anestetyk 2 1410 16,2810 <,0001
Stezenie-kategoria 3 1410 16,8900 <,0001
Stymulacja 1 1410 2804,323 <,0001
Czas reoksygenacji 1 1410 176,5648 <,0001
Interakcje  Grupa*Anestetyk 2 1410 1,2825  0,2777
Grupa*Stezenie-kategoria 3 1410 7,9689  <,0001
Anestetyk*Stezenie-kategoria 6 1410 0,2137  0,9726
Grupa*Anestetyk*Stezenie-kategoria 6 1410 0,5227 0,7914
Grupa*Stymulacja 1 1410 44,8639 <,0001
Anestetyk*Stymulacja 2 1410 19,8272  <,0001
Grupa*Anestetyk*Stymulacja 2 1410 5,3176  0,0050
Stezenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 6,7837  0,0002
Grupa*Stezenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 1,1464  0,3291
Anestetyk*Stezenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 0,1563  0,9878
Grupa*Anestetyk*Stezenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 0,9544  0,4550
Grupa*Czas reoksygenacji 1 1410 0,6534  0,4190
Anestetyk*Czas reoksygenacji 2 1410 0,0924  0,9118
Grupa*Anestetyk*Czas reoksygenacji 2 1410 0,9140 0,4011
Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacii 3 1410 0,5284  0,6628
Grupa*Stezenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 1,5314  0,2045
Anestetyk*Ste¢zenie-kategoria*Czas reoksygenacji 6 1410 0,4677  0,8326
Grupa*Anesfc_etyk*Ste;zeme-kategorla*CzaS 6 1410 03812 08913
reoksygenacji
Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 1410 38,5415 <,0001
Grupa*Stymulacja*Czas reoksygenacji 1 1410 6,4709  0,0111
Anestetyk*Stymulacja*Czas reoksygenacji 2 1410 0,0604  0,9413
Grupa*Anestetyk*Stymulacja*Czas reoksygenacji 2 1410 1,2839  0,2773
Stezenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 3 1410 0,1179  0,9496
Grupa*Ste;zqr_ne—kategorla*StymuIaCJa*Czas 3 1410 02116 08884
reoksygenacji
Anestetyk*S_t_c;zeme—kategorla*StymuIacla*Czas 6 1410 04206  0,8657
reoksygenacji
Grupa*Anesjt_etyk*Stqzenle-kategorla*StymuIaCja*Czas 6 1410 00823  0,9979
reoksygenacji

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pepowinowej, granulocyty krwi dorostych ochotnikéw; ‘Stymulacja’ - granulocyty
niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ - 15 , 240 min; ‘Stezenie-kategoria’ - stezenia anestetykow
zaszeregowane do czterech kategorii: najnizsze, srednie, wysokie, najwyzsze; ‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina.
Czynniki i interakcje (maksymalnie dwoch czynnikow) istotnie wplywajace na produkcje NO w granulocytach zaznaczono
pogrubiong czcionka.

DF - liczba stopni swobody, DF dla btedu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji
btedu, p - poziom istotnosci.
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Rycina 4-8. Istotny efekt rodzaju anestetyku (A) oraz istotne interakcje migdzy efektami czynnikow
‘Anestetyk’ i ‘Stymulacja’ (B), ‘Grupa’ i ‘Stezenie-kategoria’ (C), ‘Stezenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’
(D), ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (E), ‘Grupa’ i ‘Czas reoksygenacji’ (F) uwzglednionych
w modelu  poréwnawczym  wieloczynnikowej  analizy  wariancji 1 wplywajacych  na
wewnatrzkomoérkowa produkcje NO w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakaing, lidokaing,
ropiwakaing i hipoksje/reoksygenacje (por. Tab.4-9).

Srednia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczegdlnych wymienionych czynnikéw. Srednie

oznaczone tg sama literg nie r6znig si¢ istotnie miedzy soba; p>0,05; test post hoc Tukeya.

MFI DAF-2T — érednia intensywno$¢ fluorescencji triazolofluoresceiny; ns — niestymulowane; PMA — 12-myrystynian-13-octan
forbolu.
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4.4. Roéwnowaga kwasowo-zasadowa

Dhuzszy czas inkubacji wigzal si¢ ze spadkiem pH oraz wzrostem ci$nienia parcjalnego dwutlenku
wegla (pCO2) niezaleznie od grupy oraz warunkoéw inkubacji (Ryc.4-9A-D).

Warto$ci pH krwi dorostych poddanej 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji byty wyzsze niz krwi
poddanej 75 min normoksji. (P=0,050; Ryc.4-9A).

W obu badanych czasach inkubacji pCO. krwi dorostych bylo nizsze po ekspozycji na
hipoksje-reoksygenacje (Ryc.4-9C). Jednocze$nie parametr ten wzrastat we krwi dorostych oraz
pepowinowej po dtuzszej inkubacji (Ryc.4-9C,D).

Cisnienie parcjalne tlenu (pO2) krwi dorostych bylo wyzsze w probach poddanych dluzszej
inkubacji bez wzgledu na poczatkowa hipoksje, jednak w grupie poddanej hipoksji-reoksygenacji
byto nizsze niz w grupie normoksycznej po 300 minutach inkubacji (Ryc.4-9E).

A Krew dorostych Krew pgpowinowa
P<0,0001
7.5 759
P<0,0001 ) 3 normoksja
P=0,050 . P=0,007 E=  hipoksja-reoksygenacja
7.4 7.4 P=0,002
I 73 T
5 73 5 7.37
7.27 7.2
7.1 -
75 300 min 71 75 300 min
C Krew dorostych* Krew pgpowinowa
P<0,0001
P=0,009
P<0,000 —P=0002
60 60 P=0,011
P=0.03
C‘)“ 40+ é“ 40
(®) O
o a
204 204
0 75 300 min 0- 75 300 min
E Krew dorostych Krew pgpowinowa
P=0,035
60 P<0,0001 60
P=0,002
404 404
N N
g g

20

75 300 min

20

75 300 min

Rycina 4-9. Wybrane parametry analizy réwnowagi kwasowo-zasadowej krwi dorostych ochotnikow
(A,C,E) (n=16) oraz krwi pepowinowej (B,D,F) (n=3) poddanej 75 i 300 min normoksji lub 60 min
hipoksji oraz 15 i 240 min reoksygenacji.

Zmienne o rozktadzie normalnym - $rednia (odchylenie standardowe)*, test t-studenta dla prob zaleznych; zmienne o rozktadzie
odbiegajacym od normalnego - mediana (rozstep ¢wiartkowy), test Wilcoxona.

pH - ujemny logarytm dziesi¢tny ze st¢zenia jonéw wodorowych; pCOz - cis$nienie parcjalne dwutlenku wegla, pO2 — cisnienie
parcjalne tlenu.
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5. DYSKUSJA

Udzial granulocytow obojetnochlonnych i stresu oksydacyjnego w patofizjologii uszkodzenia
reoksygenacyjnego 1 reperfuzyjnego =zostat wielokrotnie potwierdzony. Mimo, ze dobrze
udokumentowano uszkadzajacy wptyw RFT produkowanych przez granulocyty w reperfuzji
I reoksygenacji, jednak ich zrodtem sa tez inne komorki uczestniczace w reakcji zapalnej,
w pierwszej kolejnosci komorki §rodbtonka, a granulocyty stanowia dopiero kolejne ogniwo w tym
procesie'®. Stosunkowo niewiele doniesien odnosi si¢ do bezposredniego wptywu hipoks;ji-
reoksygenacji na czynno$¢ granulocytow obojetnochtonnych w aspekcie produkcji RFTIA przez te
komorki, zwtaszcza w aspekcie ontogenetycznym. W oparciu o dostgpne pismiennictwo wydaje sie,
ze reakcja na hipoksje moze by¢ porownywalna miedzy granulocytami krwi pepowinowej i 0s6b
dorostych'®. Anestetyki lokalne w warunkach normoksji hamuja produkcje RFT przez granulocyty
obojetnochlonne, stymulujac jednoczesnie wewnatrzkomorkowa produkcje NO; z naszych badan
wynika, ze efekty te sa stabiej zaznaczone w komérkach krwi pepowinowej®>*°, Dotychczas badano
wptyw lidokainy na migracje i adhezje granulocytéow w reperfundowanych tkankach’29596:106
oceniano tez wplyw tego $rodka na wzajemne oddzialywania granulocytow i $rodbtonka in
vitro®9, istotne z punktu widzenia patofizjolgii hipoksji-reoksygenacji. Efekt anestetykow na
produkcje RFTiA w tych warunkach nie zostat wyjasniony, mimo klinicznego znaczenia tego
zjawiska zarowno u noworodkow, jak i u dorostych. Niniejsza praca stanowi probg zbadania
wptywu anestetykow lokalnych na produkcje RFTiA przez granulocyty oboje¢tnochtonne krwi
pepowinowej 1 dorostych poddane reoksygenacji po poprzedzajacej hipoksji.

Gloéwne obserwacje poczynione w tej pracy dotycza: (1) nizszej produkcji RFT i NO przez
stymulowane PMA granulocyty obojetnochtonne krwi pepowinowej 1 krwi dorostych w warunkach
reoksygenacji w mikrosrodowisku krwi pelnej oraz (2) stymulujacego wplywu anestetykow

lokalnych na te procesy.

5.1. Produkcja RFT i NO w granulocytach obojetnochtonnych petnej krwi pepowinowe;j i dorostych
w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro
5.1.1. Wptyw hipoksji-reoksygenacji

RFT

W tej pracy w stymulowanych PMA granulocytach oboje¢tnochtonnych pelnej krwi pgpowinowej,
jak réwniez peitnej krwi dorostych ochotnikow, stwierdzono istotnie nizsza produkcje RFT po

ekspozycji zarowno na 15- jak i 240-min reoksygenacj¢ po 60-min hipoksji w poroéwnaniu
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z inkubacja w tym samym czasie w warunkach normoksji. Dane uzyskane w tej pracy nawiazuja do
obserwacji dotyczacych granulocytéw obojetnochlonnych $winskich noworodkéw poddanych
hipoksji-reoksygenacji, u ktorych reoskygenacja z wuzyciem powietrza atmosferycznego
powodowata spadek ilosci H2O, w granulocytach krwi pobranej z zylnej zatoki strzatkowe;j'®’.
W mikrokrazeniu mézgowym u szczura, rowniez in Vvivo, reoksygenacja wptywata na obnizenie,

wzrastajacej pod wptywem hipoksji, aktywacji PKC%,

Badania in vitro, przeprowadzane na izolowanych stymulowanych granulocytach, dokumentuja
wzrost produkcji RFT w warunkach reoksygenacji, natomiast wyniki badan in vivo sg
zroznicowane. In vitro, pod wptywem reoksygenacji izolowanych granulocytoéw stymulowanych
PMA, McGovern i wsp. stwierdzili powrot produkcji RFT obnizonej w warunkach hipoksji do
warto$ci wyjsciowych, ale nie wyzszych, dopiero po czasie 3 godzin. Skadingd autorzy ci
przedstawili po raz pierwszy przekonywujace dowody na hipoksyczne zahamowanie produkcji
zarbwno wewnatrzkomorkowych RFT, jak i zewnatrzkomoérkowego 035~ w granulocytach;
wczesniejsze doniesienia na ten temat byly niejednoznaczne®’. Zaobserwowane w niniejszej pracy
zjawisko nizszej produkcji RFT w granulocytach inkubowanych w warunkach hipoksji-
reoksygenacji, a zatem wystepowanie fenotypu hipoksycznego, w przypadku wczesnej
reoksygenacji mogto wynika¢ z krotkiego, 15 min czasu obserwacji. Jednak w izolowanych
granulocytach szczura juz po 30 min reoksygenacji (po 30 min hipoksji) Sethi i wsp. obserwowali
ponad dwukrotny wzrost stymulowanej PMA chemiluminescencji zaleznej od luminolu,

wskazujacej jednak na wzrost wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowej produkcji RFT®C.

Wydaje sie, ze w warunkach krwi petnej nieekwilibrowanej znaczenie dla obserwowanego zjawiska
nizszej produkcji RFT w reoksygenowanych granulocytach mogto mie¢ rzeczywiste wolne tempo
narastania bodzca hipoksycznego 1 reoksygenacji, takze przypuszczalnie niewielki spadek pOo.
Inkubacja izolowanych komoérek w standardowym inkubatorze CO, odbywa si¢ standardowo
w warunkach ekspozycji na stgzenie O2 w powietrzu atmosferycznym, pO: jest zatem 2-5 razy
wyzsze niz fizjologicznie w tkankach i wynosi ok.160 mmHg®. Inkubacja hipoksyczna (1% Oo)
1izolowanych komorek pozwala na osiggnigcie pO2 ponizej 40 mmHg (ok. 5%) w ciagu 45 min,
a ekwilibracja po 5 godz powoduje dopiero spadek pO2 ponizej 13 mmHg (ok.1,8 % 02)%.
W medium pozbawionym Oz , w ktérym przez 30 min inkubowano izolowane granulocyty szczura
warto$¢ pO2 wynosita ok. 70 mmHg, a po 30 min reoksygenacji wracata do wartosci wyjsciowych
0k.120 mm Hg®. Prawidtowe pO2 we krwi zylnej wynosi 25-40 mmHg, co odpowiada 3-5% O,.
We krwi pelnej pgpowinowej po 30 min ptukania prob (ekwilibracji) 100% N2 Hoehn i wsp.
uzyskali pO2 ok. 20 mmHg oraz ok. 30 mmHg we krwi dorostych czyli spadek o ok.1/3. W modelu

tym dochodzi tez jednak do wyphlukania CO2, co stwarza konieczno$é buforowania prob'®. Czas
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I natgzenie bodzca hipoksycznego wptywaja na typ reakcji, ktéra, zaleznie od stanu
czynnosciowego mitochondriow, moze by¢ zréznicowana w zaleznosci od rodzaju tkanki i modelu
doswiadczalnego'®. Niewielki wzrost produkcji ROS w mitochondriach, w przeciwienstwie do
duzego, prowadzit do zmniejszenia uszkodzenia reoksygenacyjnego i reperfuzyjnego!’’. Zaleznosé
efektow reoksygenacji od tempa jej narastania wykazano w makrofagach. W poddanych
20-godzinnej hipoksji makrofagach RAW 264.7 wolna reoksygenacja- stopniowy wzrost narastania
preznosci tlenu (0.8% co 15 min) w przeciwienstwie do szybkiej (natychmiastowa zmiana
atmosfery na normoksj¢) wigzata si¢ ze znaczgco nizsza cytotoksycznoscig i odsetkiem apoptozy.
Odnotowano tez nizszg produkcje RFT, IL-1B, IL-6 oraz NO. Obserwowane zmiany zalezaty od
aktywnosci NOX!L,

W oparciu o badania in vivo, bardziej odpowiadajagce warunkom mikrosrodowiska krwi petnej,
czes¢ autoréw sugerowata znaczacy wzrost aktywnosci oksydacyjnej granulocytow w okresie
reoksygenacji®!'?, podczas gdy inni nie potwierdzali tych obserwacji. Czesciowo w nawigzaniu do
uzyskanych w tej pracy wynikow, Tamura i wsp. nie obserwowali zmian produkcji RFT przez
granulocyty stymulowane PMA, mimo tendencji spadkowej, u 0sob poddanych narastajacej przez
45 min desaturacji, ktére nastepnie przez 30 min oddychaty powietrzem atmosferycznym®®,
Podobnie  Grabska-Kobylecka i wsp. nie odnotowali zmian w zakresie produkcji
chemiluminescencji krwi pelnej stymulowanej fMLP (odzwierciedlajacej produkcje RFT przez
granulocyty) oraz produkcji H202 u chorych z obturacyjnym bezdechem?!*3,

W niniejszej pracy w analizie wieloczynnikowej wykazano istotng interakcj¢ miedzy czynnikami
‘atmosfera’ oraz ‘stymulacja’, co wskazuje na ich wzajemne oddziatywanie. Izoformy PKC sa
wrazliwe na regulacje oksydo-redukcyjng, ktéra w warunkach hipoksji-reoksygenacji moze

powodowa¢ ich modulacje czynnosciowa!,

Warto$ci pO2 po 15 min reoksygenacji byly poréwnywalne z warto$ciami wyj$ciowymi, nie
obserwowano tez kwasicy, co moze wynika¢ z wlasciwosci buforujagcych krwi pelnej (aktywnosé
erytrocytow i osocza). Nie do pominigcia jest trudny do zdefiniowania wpltyw czynnikow
humoralnych, do uwalniania ktérych moze dochodzi¢ w mikro$rodowisku krwi petnej oraz
ewentualnych interakcji miedzy granulocytami i innymi komorkami. Natomiast po dtuzszym czasie
reoksygenacji (240 min) znaczenie mogty mie¢ dodatkowe czynniki, takie jak zaobserwowana w tej

pracy w tym punkcie czasowym kwasica czy hipoglikemia 1%°,

W tej pracy, niestymulowane granulocyty, zaréwno krwi pepowinowej, jak i dorostych, nie
wykazywaly roznic w zakresie produkcji RFT w odpowiedzi na hipoksje-reoksygenacie,
niezaleznie od czasu reoksygenacji. Podobng obserwacj¢ poczynili Cho i wsp. w badaniu wptywu

hipoksji-reoksygenacji na izolowane z krwi obwodowej granulocyty dorostych. Autorzy ci po
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dwugodzinnej hipoksji i czterogodzinnej reoksygenacji nie stwierdzili zmian w zakresie produkcji
H20., skadinagd dochodzito jednak do wzrostu ekspresji receptora TLR4. Wzrost produkcji RFT
i dalsze zwickszenie ekspresji TLR4 nastepowato dopiero pod wptywem stymulacji LPS 16

Potencjalne mechanizmy odpowiedzialne za obnizenie produkcji RFT w warunkach hipoksji-
reoksygenacji w granulocytach moga obejmowaé¢ aktywnos$¢ ukladoéw antyoksydacyjnych oraz
wptyw czynnikow humoralnych. Podczas hipoksji dochodzi do uktadowego wzrostu adenozyny,
ktérej ochronny wptyw jest szeroko dyskutowany w pismiennictwie. Normalizacja nast¢puje
podczas reoksygenacji, a w warunkach uktadowej reakcji zapalnej proces ten ulega wydtuzeniu'’.
Adenozyna hamuje aktywno$¢ prozapalng granulocytéw za posrednictwem receptora
purynergicznego A2AR, jest jednak nieskuteczna w hamowaniu wybuchu oddechowego
stymulowanego przez PMA!M8. Nie hamuje tez produkcji RFT w granulocytach noworodkal®,
Z drugiej strony erytrocyty wydzielaja enzym deaminaze adenozyny, ktéra moze zmniejsza¢ lub
hamowaé ewentualny wzrost stezenia adenozyny w warunkach hipoks;ji'?°.  Ostatnio
w niedokrwieniu-reperfuzji podkresla si¢ ochronng role biatek opiekunczych (chaperonowych)
hamujacych mechanizmy oksydacyjne. Udokumentowano uwalnianie HSP 70 z nieuszkodzonych
komorek krwi petnej i z izolowanej frakcji monocytow; poczatkowo szybkie, nastgpnie wolniejsze

utrzymujace sie przez 24 godz.*?!,

NO

W tej pracy obserwowano nizszg produkcje NO w warunkach hipoksji-reoksygenacji w obu
badanych populacjach granulocytéw. W izolowanych granulocytach szczura Sethi i wsp.
odnotowali wzrost stezenia azotynow pod wplywem hipoksji, ktéry w nastepstwie reoksygenacji
ulegt obnizeniu, nie osiggajac jednak wartosci kontrolnych®®. W warunkach hipoks;ji
wysokosciowej obserwowano jednak spadek stosunku uktadowych stezen cytruliny do argininy
i nizszg produkcje NO22, W modelu reoksygenacji u nurkéw Sureda i wsp. zaobserwowali istotnie
podwyzszong aktywnos$¢ arginazy w granulocytach, co mogloby sugerowaé obnizenie dostepnosci
substratu; badacze ci nie stwierdzili jednak jednocze$nie istotnych roznic w stezeniu
wewnatrzkomérkowym metabolitow NO, azotyndéw, a takze aktywnosci NOS2*. Wydaje sie
zatem, ze zwigkszona aktywnos$¢ arginazy mogta mie¢ znaczenie dla obserwowanego w tej pracy
zjawiska. Opisywano tez zwigkszong aktywnos$¢ arginazy w innych komoérkach w warunkach
hipoksji, reoksygenacji i niedokrwienia-reperfuzji. Efekt koncowy tego zjawiska zalezy od rodzaju
narzadu; poza oS$rodkowym ukladem nerwowym zwigkszona aktywno$¢ arginazy nasila
uszkodzenie tkanek'?®. W sepsie zaobserwowano zwiazek miedzy liczba granulocytow we krwi

kraZacej i osoczowa aktywnoscig arginazy*?*.
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Zaobserwowany w tej pracy spadek produkcji NO w granulocytach krwi reoksygenowanej
posrednio nawigzuje do pracy Lan i wsp., ktorzy stwierdzili wzrost ekspresji integryn CD11b
i CD18 w izolowanych granulocytach poddanych hipoksji-reoksygeancji in vitro®. Skadinad
udokumentowano ujemng korelacj¢ miedzy ekspresjg CDIlb i1 CDI18 a produkcja NO
w granulocytach, jednak zjawisko to jest skomplikowane i zalezy tez od produkcji RFT%,
Odnosnie aktywnosci NOS w tych warunkach w fagocytarnych komorkach jednojadrzastych
autorzy nie do konca sg zgodni. Do normalizacji obnizonej pod wptywem hipoksji aktywnosci
NOS2 (przy stabilnej dost¢pnosci substratu, argininy) w makrofagach dochodzitlo wprawdzie
w okresie reoksygenacji, ale dopiero po dtuzszym czasie'?®'?’. Wiekszosé prac wskazuje na
zwigkszenie ekspresji NOS2 pod wptywem hipoksji, jednak z towarzyszacym spadkiem ilosci

wewnatrzkomoérkowego NO'2,

5.1.2. Wptyw czasu inkubacji

Postepujacy spadek produkcji RFT w miare trwania czasu inkubacji nawiazuje do obserwacji
McGovern i wsp., ktorzy w izolowanych granulocytach inkubowanych w warunkach hipoksji
odnotowali znaczaco nizszy spadek fluorescencji dihydrofluoresceiny po dluzszym czasie
inkubacji®’. Wsrod prawdopodobnych przyczyn obserwowanego w tej pracy obnizenia produkcji
RFTIA w obu badanych populacjach granulocytéw po dituzszym czasie reoksygenacji nalezy
wymieni¢ czynniki zwigzane z rownowagg kwasowo-zasadowa i metabolizmem komorek. 300-min
czas inkubacji wigzal si¢ z wystepowaniem kwasicy krwi pelnej pepowinowej 1 dorostych
ochotnikow w porownywaniu do krotszego, 75-min czasu inkubacji. Wykazano, ze rownowaga
kwasowo-zasadowa ma istotne znaczenie dla czynnosci komoérek w modelu in vitro hipoksji
reoksygenacji, a efekt reoksygenacji zalezy od pH medium; zjawisko to obserwowano
w odniesieniu do ekspresji ICAM-1 w komoérkach $rodblonka (maksymalny efekt przy pH 7,0)*2°.
Tzw. kwasna reoksygenacja wigze si¢ z poprawa Czynnos$ci §rodbtonka i zmniejszeniem rozlegtosci
martwicy w preparatach migénia sercowego, W komorkach nerwowych natomiast dziata

uszkadzajacor313L,

Kwasica zewnatrzkomoérkowa wplywa na obnizenie pH $rodkomorkowego (pHi) w granulocytach
obojetnochlonnych. Istnieje zalezno$¢ miedzy pH a odpowiedzig granulocytow na stymulacje
PMA. W badaniu Suzuki i wsp. w warunkach obnizonego pod wptywem stymulacji PMA pHi,
dystrybucja btonowa izoform PKC (B i delta) byta uposledzona'®2. Z kolei dochodzito do obnizenia
aktywnosci NOX2, a wewnatrzkomérkowa akumulacja H2O2 w granulocytach obojg¢tnochtonnych
stymulowanych PMA byla nizsza w zwigzku z nieprawidtowa translokacja p47°"* (fosforylacja
nastgpuje pod wplywem PMA) do blony komodrkowej, nie wplywala natomiast na

wewnatrzkomorkowa dystrybucje p22P", W granulocytach opisano ostatnio zwiazek kwasicy
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zewnatrz- 1 wewnatrzkomorkowej z uposledzeniem formowania zewnatrzkomorkowych putapek
neutrofilowych NET, zaleznej od produkcji RFT i NO®4*1%, Khan i wsp. obserwowali wzrost
produkcji RFT (oceniany, podobnie jak w tej pracy, metoda cytometryczng z zastosowaniem DHR)
i NET w granulocytach niestymulowanych i stymulowanych PMA po zwigkszeniu pHi przy uzyciu
roztworu wodoroweglanu sodu i THAM3, U chorych septycznych odnotowano $cisty zwigzek
kwasicy z hamowaniem tworzenia NET, ktore z kolei rzutowalo na pogorszenie rokowania®®.
U szczuréow z do$wiadczalnym uszkodzeniem ptuca (ALI) rowniez obserwowano $cista korelacje

miedzy kwasica a produkcja RFT przez granulocyty krwi obwodowej*3®.

W zastosowanym w tej pracy modelu krwi pelnej hamujacy wptyw kwasicy na produkcje RFT

przez granulocyty moze by¢ kompensowany przez efekt prozapalny na inne komorki — moze np.

dochodzi¢ do zwickszenia wydzielania IL-1 przez monocyty™®’

138

. We krwi heparynizowanej

obserwowano tez aktywacje uktadu dopetniacza

Wydaje si¢, ze w tej pracy do obserwowanej nizszej wewnatrzkomorkowej produkcji RFT 1 NO
mogl si¢ przyczyni¢ narastajagcy w miar¢ czasu trwania inkubacji niedobdr glukozy, ktory jest
silnym bodzcem hamujacym wybuch oddechowy w granulocytach!®®. W wyniku zmniejszenia
dostgpnosci glukozy moze dochodzi¢ do obnizenia jej stgzenia wewnatrzkomorkowego i produktu
jej przemiany przez heksokinazg-glukozo-6-fosforanu. Poniewaz zwiazek ten jest substratem cyklu
pentozofosforanowego, moze dochodzi¢ do zmniejszenia stezenia NADPH. Wykazano, ze
produkcja RFT (ktorej miarg byta fluorescencja DHR) w granulocytach stymulowanych PMA
zalezy od dostepnosci glukozy: przy braku glukozy wybuch oddechowy byt znaczaco obnizony™*°.
W  warunkach narastajacego obnizenia dostepnosci glukozy — substratu energetycznego
w zastosowanym modelu obnizenie produkcji RFT, narastajagce w miar¢ trwania czasu inkubacji,

moze odzwierciedla¢ niewydolno$¢ energetyczng komorki.

Wzrost produkcji $rodkomoérkowego NO w miare trwania inkubacji (niezalezny od faktu
hamowania w wyniku hipoksji-reoksygenacji) obserwowano w granulocytach stymulowanych
PMA poréownywalnie w obu badanych populacjach. Wzrost st¢zenia metabolitow NO, azotynow,
W miar¢ trwania inkubacji powyzej 60 min zostat zaobserwowany w granulocytach stymulowanych
LPS. W tej pracy wzrastajgca produkcja wewnatrzkomoérkowego NO w miare trwania inkubacji
mogla przyczyni¢ si¢ do narastajacego spadku RFT. NO hamuje NOX w mechanizmie interakcji
z podjednostka p47°M°* 141 Jednak spadek produkcji RFT w miare trwania czasu inkubacji zostat
odnotowany tylko w populacji granulocytow krwi pepowinowej. Moze to wynika¢ z roznic
czynno$ciowych dotyczagcych NOX2 w granulocytach krwi pepowinowej®. Wydaje sie, ze

u podtoza tego zjawiska mogt leze¢ spadek stezenia glukozy i kwasica. Z kolei kwasica, powodujac
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zwigkszenie nieenzymatycznej produkcji NO w wyniku redukcji azotynow, mogta by¢ przyczyna

wzrastajagcej w miarg trwania czasu inkubacji wzrostu wewnatrzkomorkowej produkcji NO.

5.1.3.Ro6znice miedzy granulocytami krwi pepowinowej i dorostych

Zasadniczo granulocyty krwi pepowinowej 1 krwi dorostych wykazywaty zaré6wno jakosciowo, jak
i ilosciowo, podobng reakcje na reoksygenacje w aspekcie produkcji RFT 1 NO.
W niestymulowanych granulocytach krwi pepowinowej obserwowano jednak wyzsze wartoSci
wewnatrzkomoérkowej produkcji NO. W poprzednim badaniu przeprowadzonym w Zaktadzie
Anestezjologii Doswiadczalnej, w granulocytach izolowanych z krwi pgpowinowej nie stwierdzono
roznic w zakresie spoczynkowej wewnatrzkomorkowej produkcji NO w  pordwnaniu
z granulocytami 0s6b dorostych, zaobserwowano przy tym nizsza aktywno$¢ enzymatyczng
izoform NOS w komorkach noworodka potwierdzong na poziomie transkrypcyjnym®2. Obserwacja
poczyniona w tej pracy wynika zatem najprawdopodobniej z wptywu warunkéw mikrosrodowiska
krwi pelnej, albo jest zwigzana z procedurg izolacji granulocytéw. We krwi pepowinowej
w warunkach porodu naturalnego obserwuje si¢ zwigkszone stezenia czynnikow prozapalnych
i hormondw, ktore moga stymulowaé produkcje NO®2, Jednak, w warunkach krwi petnej NO
produkowany wewnatrzkomoérkowo szybko dyfunduje przez blong komérkowsa i moze przechodzié
do erytrocytow, gdzie reaguje z oksyhemoglobing i zostaje utlenowany do azotynu®?. Erytrocyty
ptodowe majg wigkszg zdolnos¢ wychwytywania NO w zwigzku z wiekszym powinowactwem
hemoglobiny ptodowej do NO*3. Wydaje sig, ze jednym z mozliwych czynnikéw wplywajacych na
wyzsze wewnatrzkomoérkowe stezenie NO w niestymulowanych granulocytach w mikrosrodowisku
krwi pelnej pepowinowej moze by¢ bilirubina, ktorej stgzenie jest fizjologicznie we Kkrwi
pepowinowe] wyzsze, niz u dorostych. U chorych z marskos$cig watroby obserwowano wyzsze
stezenia azotynéw w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej!**; pdzniejsze doniesienia
udokumentowaly stymulujacy wptyw bilirubiny na NOS2 i NOS3 w komoérkach $rédblonka®#514,
Porownywalne warto$ci stymulowanej PMA wewnatrzkomoérkowej produkcji NO miedzy
granulocytami krwi pepowinowej i dorostych, w zestawieniu z wyzszymi warto$ciami
w niestymulowanych komoérkach noworodka, $wiadczg o nizszym potencjale stymulacyjnym
granulocytow noworodka. Zjawisko to jest zgodne z zaobserwowana w poprzednim badaniu nizszg

aktywnoscig enzymatyczng NOS w granulocytach krwi pepowinowej®2.

Jedyne opublikowane badanie poréwnawcze na temat wplywu hipoksji na granulocyty
obojetnochtonne krwi pepowinowej i dorostych dotyczyto aktywnosci L-selektyny (CD62L);
zahamowanie jej ekspresji nastgpuje w wyniku stymulacji zapalnej tych komorek. Pod wptywem
6-godzinnej hipoksji zaobserwowano znaczaco nizszg ekspresj¢ CD62L w granulocytach dorostych,
sugerujac wzgledna odpornos¢ granulocytow krwi pepowinowej na warunki obnizonej dostgpnosci
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tlenu!®™. W tej pracy, mimo braku zasadniczych réznic iloéciowych w reakcji na hipoksje-
reoksygenacje migdzy granulocytami noworodkéw i1 dorostych, dotyczacych badanej produkeji
RFT i NO, niewykluczone, ze mechanizm tych reakcji moze by¢ odrebny. We krwi pepowinowej
znajduje si¢ zwigkszony odsetek form mniej dojrzatych; w niedojrzatych, posiadajacych wieksza
ilos¢ mitochondriow granulocytach (c-kit+) w pordéwnaniu z formami dojrzatymi (c-kit-)
w mikrosrodowisku nowotworowym stwierdzono zwigkszone zuzycie tlenu w warunkach kwasicy,
atakze zalezno$¢ miedzy aktywnoscig mitochondriow a wybuchem oddechowym w stanie

niedoboru glukozy*'.

5.2. Wpltyw anestetykow lokalnych na produkcj¢ RFTi A w granulocytach oboj¢tnochtonnych

petnej krwi pgpowinowej i dorostych w warunkach hipoksji-reoksygenacji

W tej pracy zaobserwowano stymulujacy wptyw anestetykéw lokalnych na wewnatrzkomorkowsa
produkcje RFT i NO w granulocytach oboj¢tnochtonnych inkubowanych w warunkach hipoks;ji-

reoksygenacji. Zjawisko to wystgpowato zaréwno w granulocytach krwi pepowinowe;j i dorostych.

W warunkach normoksji anestetyki lokalne wywierajg efekty przeciwzapalne i hamuja wybuch
oddechowy, co udokumentowano zarowno w granulocytach izolowanych, jak i we krwi
petnej®®®%  dzialaja natomiast stymulujaco na produkcje NO w granulocytach izolowanych®2148,
Wyniki uzyskane w tej pracy wskazuja, ze hipoksja-reoksygenacja odwraca wplyw anestetykow na
produkcje RFT, natomiast w przypadku produkcji NO dochodzi do jej nasilenia, podobnie, jak
w przypadku normoksji.

Cze$ciowe wyrownanie wptywu hipoksji-reoksygenacji pod wptywem lidokainy w aspekcie
ekspresji integryn (zaleznej od produkcji RFT i NO) w izolowanych granulocytach dorostych
opisali Lan 1 wsp. Lidokaina powodowata wzgledny spadek ekspresji CD11b 1 CD18 ulegajacej
podwyzszeniu w warunkach hipoksji-reoksygenacji juz w stezeniu istotnym klinicznie u oséb
dorostych (odpowiadajacym zastosowanej w tej pracy kategorii 2)%. W innej pracy badacze ci
zaobserwowali, ze do zmniejszenia ekspresji integryn CD11b, CD18 dochodzito pod wplywem
preekspozycji na lidokaing zaleznie 0d St¢zenia i inkubacji z osoczem krwi pobranej 15 min po
zwolnieniu ucisniecia mankietu zaciskajacego konczyne, wskazujac na istotny udziat czynnikoéw

pochodzenia osoczowego®.

W mechanizmie obserwowanych zmian przekaznictwo sygnatu zwigzane z HIFla, przynajmniej
dla lidokainy i bupiwakainy, przypuszczalnie nie ma znaczenia®*. Poza tym hipoksyczna aktywacja

HIF w granulocytach byta obserwowana po 6 godzinach®>°.
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5.2.1.Rodzaj anestetyku, stezenie

W modelu poréwnawczym analizy wieloczynnikowej wykazano, ze w odniesieniu do produkcji
zarowno RFT jak i NO najistotnicjszy efekt globalnie we wszystkich granulocytach i granulocytach
stymulowanych PMA wywierata ropiwakaina. Ranking wzrostu RFT ogdlnie w reoksygenowanych
granulocytach poddanych preekspozycji na anestetyki lokalne w odniesieniu do efektu srodkoéw byt
nastepujacy:  ropiwakaina>lidokaina=bupiwakaina, a w granulocytach  stymulowanych:
ropiwakaina>bupiwakaina>lidokaina. Odno$nie wzrostu produkcji NO ranking przedstawial si¢
nastepujgco:  ropiwakaina>lidokaina>bupiwakaina, a w  komodrkach  stymulowanych:

ropiwakaina>lidokaina=bupiwakaina.

Ropiwakaina, anestetyk powszechnie stosowany w blokadach regionalnych zarowno
W potoznictwie, jak i chirurgii z uwagi na korzystny profil toksykologiczny, okazuje si¢ by¢
zwigzkiem potencjalnie przydatnym w leczeniu zmian zwigzanych z hipoksja. Pod wplywem
blokady zewnatrzoponowej w odcinku piersiowym z uzyciem ropiwakainy Yu i wsp.
zaobserwowali odwrocenie efektu przewleklej hipoksji w postaci nadci$nienia plucnego
I przebudowy $ciany naczyniowej (remodeling), a takze wzrostu stgzen w surowicy CGMP i TNF-a,
ktore ulegaly normalizacji. Blokada powodowata tez odwrocenie podwyzszonej w nastepstwie
hipoksji zwigkszonej ekspresji zwigzanego z odpowiedzig na hipoksje czynnika transkrypcyjnego
CREB (Cyclic AMP responding-element binding protein) na poziomie transkrypcyjnym

i translacyjnym?!

. Wyniki tych badah wskazujga wprawdzie w pierwszym rzedzie korzystny wptyw
blokady wspoétczulnej w niwelowaniu patofizjologicznych nastepstw hipoksji spowodowanych
zwieszong aktywacja wspotczulna, ale bezposredni wptyw ropiwakainy jest niewykluczony. Tym
bardziej, ze srodek ten, w przeciwienstwie do lidokainy i1 bupiwakainy wykazuje zdolno$¢
modulacji przekaznictwa sygnalu zwigzanego z THXA2, ktéry uczestniczy w patogenezie

nadci$nienia phucnego®®?.

Skadinad niewykluczone, ze preferencyjny wptyw ropiwakainy na
granulocyty, zaobserwowany w tej pracy, moze tez by¢ zwigzany z tym zjawiskiem; granulocyty
produkujg prostanoidy, w tym TXA2, do stymulacji produkcji dochodzi pod wptywem PMA;
TXA2 pehi tez szczegdlng role we wzajemnych oddziatywaniach granulocytéw i limfocytow T3,
W krwinkach plytkowych analogi TXA2 powodowaly wzrost wewnatrzkomorkowej produkeji
ROS w mechanizmie aktywacji NOX2*. W odniesieniu do produkcji NO preferencyjny efekt
ropiwakainy moze mie¢ zwigzek z chiralnoscig zwigzku; zjawisko to jest jednak skomplikowane,
dotyczy zwlaszcza izoformy NOSI i jest zwiazane z dostepnoscig substratu i kofaktorow’>1%,
W warunkach normoksji preekspozycja granulocytow stymulowanych PMA z anestetykami
lokalnymi prowadzita do zwigkszenia ekspresji izoform na poziomie transkrypcyjnym, przy czym

ropiwakaina nie wptywata na granulocyty krwi pepowinowej. Anestetyk ten wywierat istotny
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wplyw na NOS2 w granulocytach dorostych, bez istotnego efektu na pozostale dwie izoformy
peligce przede wszystkim rolg regulacyjng w odniesieniu do NOS2. Wptyw lidokainy byt
porownywalny, jednak zwigzek ten stymulowat takze dwie pozostale izoformy, a zwlaszcza
hamujgca NOS3, stad w efekcie koncowym wplyw ropiwakainy na wewnagtrzkomorkowa produkcje

NO okazat sie najistotniejszy°2. Wyniki te nawiazuja zatem do uzyskanych w niniejszej pracy.

W tej pracy ropiwakaina globalnie wywotywata efekt farmakologiczny w odniesieniu do produkcji
RFT we wszystkich zastosowanych stezeniach z wyjatkiem przedostatniego (kategoria (3),
W przeciwienstwie do bupiwakainy, ktora stymulowata produkcje RFT w granulocytach krwi
reoksygenowanej tylko w najwyzszym stezeniu. Znaczenie st¢zenia lidokainy dla tego zjawiska
okazato si¢ nieistotne. W poprzedniej pracy oceniajacej wptyw anestetykow lokalnych na
granulocyty krwi pepowinowej i dorostych w warunkach normoksji obserwowalismy efekt
hamowania produkcji RFT w przypadku lidokainy w najwyzszym st¢zeniu, natomiast bupiwakaina
w tym stezeniu, w przeciwienstwie do stezen nizszych, RFT nie hamowata®. Zjawisko to mogto
wynika¢ z kompensujacego wptywu mtRFT, poniewaz bupiwakaina w wysokich stezeniach moze
powodowaé rozprzezenie tancucha oddechowego w mitochondriach’®. Obserwacja poczyniona
W tej pracy moze potwierdza¢ t¢ koncepcje; bupiwakaina w najwyzszym stezeniu w granulocytach
reoksygenowanych mogta potencjalizowaé¢ efekt stymulacji mtRFT. Ostatnio wykazano
potencjalizujacy efekt ropiwakainy na produkcje mtRFT w komorkach raka piersit®. Preekspozycja
na ropiwakainge we wszystkich uzytych st¢zeniach potencjalizowata efekt wzrostu
wewnatrzkomorkowej produkcji NO w reoksygenowanych granulocytach stymulowanych PMA.
Dla poréwnania, w przypadku bupiwakainy i lidokainy powyzsza interakcja miedzy kategorig
stezenia i stymulacjg wystepowata tylko w dwoch najwyzszych stezeniach (kategoria (3) i (4).
Zatem jedynie wplyw ropiwakainy moglby mie¢ znaczenie kliniczne w odniesieniu do
granulocytow ptodu i noworodka (najnizsze stezenia); Wptyw pozostatych anestetykow moze miec¢
znaczenie  wwarunkach  znieczulenia  regionalnego  u dorostych.  Jednak  odnosnie
reoksygenowanych granulocytow krwi pepowinowej w analizie wieloczynnikowej zaobserwowano
jedynie stymulacje produkcji NO pod wptywem lidokainy w najwyzszym stezeniu, klinicznie

nieistotnym.

Globalnie we wszystkich reoksygenowanych granulocytach stymulowanych PMA lidokaina
charakteryzowata si¢ najstabiej wyrazonym efektem stymulacji RFT. Wprawdzie lipofilnosé
lidokainy jest porownywalna z lipofilnoscig ropiwakainy i nizsza od bupiwakainy, jednak lidokaina
najstabiej wptywa na fluidyzacj¢ bton biomimetycznych, co koresponduje tez z najnizsza
kardiotoksycznoécig sposrod badanych anestetykow’®. Skadingd lidokainie po$wigcono wiele

zainteresowania w aspekcie jej ewentualnej przydatnosci w zespotach reperfuzyjnych. Na przyktad
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pod wptywem lidokainy udokumentowano poprawe zywotno$ci ptata tkankowego poddanego
niedokrwieniu-reperfuzji, zmniejszajac ilos¢ produktow peroksydacji lipidow (MDA), jednak nie
modyfikujac naciecku granulocytow i zawartoSci MPO (wskaznika aktywno$ci granulocytow

w tkancel®,

Uposledzenie procesow hamowania produkcji RFT w granulocytach pod wplywem hipoks;ji-
reoksygenacji zaobserwowane w tej pracy (wyzsza wewnatrzkomorkowa produkcja RFT
w poréwnaniu do analogicznych warunkow doswiadczenia bez inkubacji z anestetykiem) moze
wynika¢ z modulacji molekularnych struktur blonowych zaangazowanych w efekty anestetykow,
wtym biatek Goq 1 kanalow jonowych, a takze zmian strukturalno-czynnosciowych btony
komorkowej. Hipoksja moze prowadzi¢ do modulacji biatek Goq; w tetnicy plucnej wykazano

zwickszenie ich palmitoylacji®’.

W odpowiedzi adaptacyjnej na hipoksemi¢ moze dochodzi¢ do
obnizenia ekspresji kanatow sodowych napigciowozaleznych, ktérych obecnos¢ wykazano ostatnio

w granulocytach®581%9,

Domena lipidowa w chemicznej strukturze anestetykow lokalnych jest odpowiedzialna za interakcje
tych zwigzkow z blonami komdrkowymi. Hipoksja i reoksygenacja wywieraja znaczacy wptyw na
dynamike ruchu bton (trafficking): hipoksja dziata przyspieszajaco, podczas gdy reoksygenacja
powoduje stabilizacje’®®. Preckspozycja komorek na anestetyki lokalne moze przypuszczalnie
wptywaé na te reakcje. Reorganizacja bton w wyniku wzajemnych oddzialywan ze zwigzkami
hydrofobowymi prowadzi do zwigkszonej ekspozycji fosfolipidow blonowych na czynniki
zewngtrzne, a tym samym moze nasila¢ degradacje tych zwigzkow. Jednym z produktow reakcji
jest kwas arachidonowy, ktéry moze zwigksza¢ produkcje RFT w granulocytach przez bezposrednia

aktywacje kompleksu NOX2 oraz hamowanie | i 11l kompleksu mitochondrialnego®t,

Zarowno hipoksja-reoksygenacja, jak 1 anestetyki lokalne moga wywiera¢ wptyw na czynnos$¢
mitochondriow, ktére wprawdzie w granulocytach s3 mniej liczne, jednak pelnia wazng role
w przekaznictwie sygnatu®?1%%, W warunkach hipoksji, zwickszonej ekspresji HIF-1
| zahamowania czynno$ci mitochondriow obserwowano zmniejszenie efektu toksycznego
lidokainy, $mierci komorki i produkcji RFT. Niedokrwienie (hipoksja) wplywa modulujaco na
czynno$¢ kompleksu I i jego przechodzenie ze stanu aktywnego (A, active) do nieakatywnego (D,
dormant) zaleznie od warunkéw i dynamiki tego procesu'®2. W mysich granulocytach zahamowanie
mitochondrialnego kompleksu 1 (przy wuzyciu metforminy) wigzalo si¢ ze wzrostem

wewnatrzkomoérkowej produkcji RFT%, Bupiwakaina moze tez dziala¢ w tym mechanizmie!®,

wplyw na aktywno$é mitochondriéw wykazano tez w przypadku lidokainy i ropiwakainy®17,
W granulocytach ludzkich mtRFT aktywowaly NOX2 i procesy degranulacji, mogly tez zatem

prowadzi¢ do uwolnienia zmagazynowanej w ziarnisto§ciach NOS2 i wzrostu produkcji RFT
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i NO*4%_ Zjawiskiem sprzyjajacym zwickszonej przepuszczalno$ci megakanatéw i produkcji RFT

moze byé¢ wzrost pHi'®%8, do ktérego dochodzi w wyniku ekspozycji na anestetyki lokalne®®®.

Inny ewentualny mechanizm wzrostu RFT pod wptywem anestetykéw lokalnych w warunkach
hipoksji-reoksygenacji moze si¢ wigza¢ ze zwigkszeniem aktywnosci AMPK. Wykazano, ze
nadekspresja  AMPKo2 zwigksza produkcje RFT 1 apoptoz¢ w komorkach neuroblastoma

inkubowanych z bupiwakaing?°.

5.2.2.Czas reoksygenacji

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspozycja na anestetyki nie wplywala na zaobserwowane
w warunkach kontrolnych (bez anestetykow) roznice produkcji RFT i NO w zaleznosci od dtugosci
czasu trwania reoksygenacji. Wzrost wewnatrzkomorkowej produkcji RFT w stymulowanych
granulocytach krwi reoksygenowanej inkubowanej z wszystkimi zastosowanymi anestetykami
lokalnymi byl, podobnie jak w przypadku krwi z dodatkiem buforu bez anestetyku, wyzszy po
krotkim 15-minutowym w poréwnaniu z 240-minutowym czasem reoksygenacji. Istotna interakcja
migdzy czynnikami ‘stymulacja’ i ‘atmosfera’, podobnie jak w przypadku komorek nie poddanych
preekspozycji na anestetyk, wskazuje na potencjalizacj¢ wptywu stymulacji PMA przez warunki
hipoksji-reoksygenacji w zaleznosci od czasu ich trwania. Wydaje si¢, ze za efekt ten moze by¢
m.in. odpowiedzialna wspdtistniejagca kwasica, w mechanizmie omdéwionym wyzej. Wzrost
wewnatrzkomorkowej produkcji NO pod wptywem anestetykow, wyzszy w przypadku dtuzszego
czasu reoksygenacji, moze odzwierciedla¢ wzajemne oddzialywania miedzy ukladem NOX2
i NOS. Przy diuzszej reoksygenacji wzgledny spadek produkcji oksydantow moze odblokowywac
zalezne od nich mechanizmy enzymatyczne, a wspotistniejaca kwasica prowadzi¢ do zwigkszonej

redukcji wewnatrzkomorkowych metabolitow NO (azotynéw) do NO.

5.2.3.Ro6znice migdzy grupami

Globalnie, niezaleznie od rodzaju anestetyku, produkcja RFT w granulocytach reoksygenowane;j
krwi pgpowinowej poddanej preekspozycji na anestetyki byta nizsza niz u dorostych w obu czasach
reoksygenacji; nie odnotowano ro6znic miedzy dlugo$cig trwania reoksygenacji w zadnej
z badanych populacji. Stezenie anestetyku nie mialo istotnego wplywu na efekt stymulacji
produkcji NO w granulocytach krwi pepowinowej (w przeciwienstwie do komoérek osob

dorostych). Efekt ten byt bardziej istotny w niestymulowanych granulocytach noworodka.

Zjawisko to mozna odnie$¢ do roznic w budowie bton komoérek krwi pepowinowej w poréwnaniu
z dorostymi. Btony komorek krwi pepowinowej charakteryzuja si¢ nizsza plynnoscia, nizszym

stezeniem cholesterolu i nizszym stosunkiem nienasyconych kwasow ttuszczowych do nasyconych,
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co daje w efekcie nizszg przepuszczalno$é i wyzsza lepkosét’®1"t, Ostatnio wykazano bezposredni
zwigzek miedzy zawartoscia cholesterolu w blonach i efektem anestetykow lokalnych: im nizsza
zawarto$é cholesterolu w blonie, tym wickszy efekt destabilizacjil’?. Skadinad granulocyty krwi
pepowinowej o sztywniejszych btonach komoérkowych wykazuja obnizenie funkcji efektorowych
zwigzanych z aktywno$cig oksydacyjna, np. chemotaksji oraz odrgbnosciami czynno$ciowymi

struktur blonowych, m.in. receptorow’>,

W tej pracy w wieloczynnikowej analizie roznic pomigdzy badanymi populacjami w odniesieniu do
poszczegbdlnych badanych anestetykow zarysowuja si¢ jednak pewne odrebnosci. Odnosnie
granulocytow krwi pgpowinowej poddanych preekspozycji na ropiwakaing réznice dotyczyly
produkcji RFT: byta ona wyzsza niz u dorostych po krotszym czasie reoksygenacji. Mozliwe, ze
wplywajaca na efekt farmakologiczny enancjomeréw lewoskretnych nizsza zawarto$¢ cholesterolu
w blonie granulocytoéw krwi pepowinowej implikuje mniejsze nasilenie efektu ropiwakainy
przeciwstawnego do hamowania RFT w warunkach reoksygenacji bez dodatku anestetyku’.
Granulocyty noworodka inkubowane z bupiwakaing i lidokaing r6znity si¢ od dorostych w zakresie
wyzszej wewnatrzkomoérkowej niestymulowanej produkcji NO. W przypadku istotnego klinicznie
najnizszego zastosowanego stezenia lidokainy, zaobserwowano dodatkowo wyzsza produkcje NO.
Roznice te wskazuja na zasadniczo odrgbny mechanizm wplywu ropiwakainy oraz lidokainy
I bupiwakainy. Jednak wspomniany juz wyzej jedynie stymulujacy efekt lidokainy w najwyzszym,
4mM stezeniu na produkcje NO w reoksygenowanych granulocytach krwi pepowinowej wykazany
w analizie wieloczynnikowej przemawia za brakiem istotnego znaczenia klinicznego ekspozycji na
anestetyki lokalne w aspekcie modulacji produkcji RFT i NO przez reoksygenowane granulocyty

noworodka.
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5.3. Ograniczenia pracy

Ograniczenia pracy Sa zwigzane przede wszystkim z zastosowanym modelem do$wiadczalnym
nierozcienczonej peinej krwi zylnej. Badanie granulocytow we krwi pelnej ma niewatpliwe zalety
zwigzane z oceng komorek w mikrosrodowisku bardziej zblizonym do fizjologicznego, a przede
wszystkim z uniknigciem procedury izolowania komorek, nieobojetnej dla ich stanu
czynno$ciowego. Granulocyty w srodowisku krwi pelnej wykazuja istotnie nizsza zdolno$¢ adhezji
do komorek srodbtonka niz granulocyty izolowane. Procedura izolacji wptywa w wigkszym stopniu
na granulocyty niz na inne frakcje leukocytow’*. Wptyw hipoksji-reoksygenacji na czynno$é
granulocytéow w modelu krwi pelnej byt poprzednio opisywany®*%. Ograniczenia tego modelu
obejmuja wolne obnizanie preznosci tlenu, ktéra we krwi pelnej jest kompensowana przez
deoksygenacje hemoglobiny, zwlaszcza jezeli krwi nie poddano uprzednio ekwilibracjil’®. Z Kkolei
ten proces wymaga dodania buforu w zwigzku z zasadowicg spowodowang wyplukaniem CO:
i intensywnego mieszania, co moze wplywa¢ na czynnoéé komorek!%1’®, Model nie pozwalat na
okreslenie rzeczywistego stopnia hipoksji — otwarcie komory hipoksycznej wigzato si¢

zZ reekspozycja na warunki normoks;ji.

Badania in vitro nie odzwierciedlajg wprost warunkéw klinicznych i wystepuje w nich szereg
odrgbnosci w poréwnaniu do warunkow in vivo. Zjawisko hipoksji-reoksygenacji w srodowisku
naczynia jest modyfikowane przez wpltyw komorek $ciany naczyniowej, zwlaszcza komorek
srodbtonka, dochodzi tez do wymiany migdzy naczyniem i otaczajaca tkanka. Zastosowany model
miat charakter statyczny i kumulacja mediator6w uwalnianych w przebiegu hipoksji-reoksygenacji
w osoczu oraz wzajemne oddzialywania miedzy komoérkami, zwlaszcza pod wptywem aktywacji
PMA, mogty niewatpliwie wptywaé na uzyskane wyniki. To samo dotyczy narastajacej kwasicy
I ograniczonego dostepu do substratow energetycznych, przede wszystkim glukozy, w zwigzku
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z hipoglikemia narastajaca we krwi petnej in vitro=. Wplyw anestetykow lokalnych na czynnosc¢

granulocytéw obojetnochtonnych badano w komorkach izolowanych oraz we krwi petnej®®%.
Model krwi pelnej, mimo opisanych wyzej zalet, nie pozwala na dokladne okreslenie st¢zenia
srodkow, m.in. w zwigzku z wigzaniem z biatkami osocza. Kolejne ograniczenie stanowi niepetna
specyficznos¢ zastosowanych fluorochroméw, zwtaszcza DHR123. Mimo szerokiego zastosowania
DHR123 w ocenie wewnatrzkomdrkowej produkcji RFT, fluorescencja Rhol23 moze by¢ jest

efektem reakcji DHR123 z RFT i z ONOO™%,
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6. WNIOSKI

1. Hipoksja-reoksygenacja in vitro hamuje wewnatrzkomorkowa produkcje RFT 1 NO
w granulocytach oboj¢tnochtonnych w mikrosrodowisku pelnej krwi pgpowinowej oraz

krwi dorostych ochotnikéw.

2. Zjawisko to wystepuje z r6znym nasileniem w warunkach wczesnej i p6znej reoksygenacji
I jest pordéwnywalne w obu badanych populacjach granulocytow.

3. Ekspozycja na bupiwakaing, lidokain¢ i ropiwakaing moze modulowa¢ wptyw hipoks;ji-
reoksygenacji podwyzszajac produkcje RFT i NO w granulocytach. W granulocytach krwi

pepowinowej efekty te nie majg znaczenia klinicznego.
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7. STRESZCZENIE

Zalozenia: Procesy hipoksji-reoksygenacji leza u podtoza chordb obarczonych duza $miertelnoscia
u noworodkow i U 0sob dorostych. Granulocyty oboj¢tnochtonne biorg czynny udziat w reakcji
zapalnej w przebiegu hipoksji-reoksygenacji, a produkowane przez nie mediatory, m.in. reaktywne
formy tlenu i azotu (RFTiA), w tym tlenek azotu (NO), uczestnicza w uszkodzeniu
reoksygenacyjnym. Anestetyki lokalne moduluja produkcje RFT i NO w granulocytach noworodka
w stopniu porownywalnym lub nizszym niz u oséb dorostych. Efekty te moga wystepowaé juz
w stezeniach istotnych klinicznie, tj. obserwowanych w krazeniu noworodka po podaniu
zewnatrzoponowo anestetykow matce podczas blokad centralnych w okresie porodu. W literaturze
wskazano, ze granulocyty noworodkowe mogg charakteryzowaé si¢ wigkszg odpornoscig na
warunki hipoksji (zmieniony profil ekspresji czastek adhezyjnych), z drugiej jednak strony
anestetyki lokalne moga odwroci¢ efekt reoksygenacji poprzez oddzialywanie na integryny
granulocytarne. Nie wiadomo, czy anestetyki lokalne moga wptywaé na produkcje RFT i NO
w granulocytach noworodka w warunkach hipoksji-reoksygenacji.

Cel: Celem pracy byta ocena (1) wptywu hipoksji reoksygenacji in vitro na produkcj¢ RFT i NO
przez granulocyty obojetnochtonne krwi pelnej pgpowinowej w pordéwnaniu z granulocytami

dorostych ochotnikow; (2) efektéw bupiwakainy, lidokainy i1 ropiwakainy na te procesy.

Material i metody: Pelng krew pepowinowg (n=16) lub obwodowg krew zylng (n=16) poddawano
ekspozycji na atmosfere hipoksyczna 1% O> przez 60 min, a nastgpnie inkubowano w atmosferze
21% Oz przez 15 i 240 min. Czg$¢ prob inkubowano z anestetykami lokalnymi
w 4 rownopotencjalnych stezeniach: 0,0005; 0,005; 0,05; 1 mM bupiwakaina, 0,002; 0,02; 0,2;
4 mM lidokaing oraz 0,0007; 0,007; 0,07; 1,4 mM ropiwakaing. Najnizsze zastosowane stezenia
byly istotne klinicznie dla granulocytéw noworodka. Wewnatrzkomérkowa produkcje RFT 1 NO
w granulocytach niestymulowanych i stymulowanych PMA mierzono metoda cytometryczng
z wykorzystaniem  odpowiednio  dihydrorodaminy 123  (DHR123) i  dwuoctanu
4,5-diaminofluoresceiny (DAF-2DA). W opracowaniu statystycznym zastosowano metode

wieloczynnikowej analizy wariancji.

Wyniki: Reoksygenowane granulocyty krwi pelnej wykazywaly nizsza produkcje RFT i NO niz
inkubowane w warunkach kontrolnych (normoksycznych), poréwnywalng w obu badanych
populacjach komorek. W miarg trwania czasu inkubacji produkcja RFT zmniejszata si¢, a produkcja
NO wzrastata. Inkubacja z anestetykami lokalnymi wplywala na wzrost produkcji RFT i NO
w reoksygenowanych granulocytach krwi pegpowinowej 1 krwi dorostych. W analizie
wieloczynnikowej zaobserwowano nastepujace efekty globalne: (1) bupiwakaina, i w wigkszym

stopniu ropiwakaina, podwyzszaty produkcje RFT w granulocytach, (2) wszystkie badane
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anestetyki powodowaty wzrost produkcji NO w stymulowanych granulocytach, efekt ropiwakainy
dotyczyl wszystkich badanych stgzen, (3) ekspozycja na anestetyki lokalne nie wptywata na
obserwowane trendy produkcji RFT i NO w dwodch zastosowanych czasach reoksygenacji, (4)
w granulocytach inkubowanych z ropiwakaing produkcja RFT i NO byta wyzsza niz w przypadku
buopiwakainy 1 lidokainy. W granulocytach krwi pepowinowej istotny efekt stymulacji
zaobserwowano tylko odno$nie produkcji NO pod wpltywem 4 mM lidokainy.

Whioski: (1) Hipoksja-reoksygenacja in vitro hamuje wewnatrzkomoérkowa produkcje RFT i NO
w granulocytach obojetnochlonnych w mikrosrodowisku petnej krwi pepowinowej oraz krwi
dorostych ochotnikéw. (2) Zjawisko to wystepuje z réoznym nasileniem w warunkach wczesnej
I poznej reoksygenacji i jest porownywalne w obu badanych populacjach granulocytow.
(3) Ekspozycja na bupiwakaing, lidokaing oraz ropiwakaing moze modulowaé wplyw
hipoksji-reoksygenacji, podwyzszajac produkcje RFT i NO w granulocytach krwi pepowinowe;j

i krwi dorostych. W granulocytach krwi pepowinowej efekty te nie majg znaczenia klinicznego.
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8. ABSTRACT

Title: Effects of local anaesthetics on reactive oxygen and nitrogen species in umbilical cord

blood neutrophils in hypoxia-reoxygenation in vitro

Background: Hypoxia and reoxygenation underlie the pathophysiology of neonatal and adult
diseases with high mortality rates. Neutrophils are important players in inflammatory phenomena
during hypoxia- reoxygenation, and by secreted mediators, i.e., reactive oxygen and nitrogen
species (ROS, RNS), including nitric oxide (NO), may contribute to reoxygenation injury. Local
anaesthetics are able to modulate ROS and (NO) production in neonatal neutrophils comparatively
or to a lower degree than in adult blood neutrophils. These effects are detected already at clinically
relevant concentrations, observed in neonatal circulation after maternal epidural blockade for labour
anaesthesia/analgesia. It has been suggested that neonatal neutrophils may be more resistant to
hypoxia regarding the expression of adhesion molecules; on the other hand, local anaesthetics are
potentially able to revert reoxygenation effects on neutrophil integrins. Whether local anaesthetics
may impact ROS and NO production in neonatal neutrophils under hypoxia-reoxygenation is not

known.

Objective: The aims of the study were to evaluate: (1) the influence of in vitro hypoxia-
reoxygenation on ROS and NO production in whole umbilical cord blood neutrophils as compared
to adult whole blood neutrophils, (2) effects of bupivacaine, lidocaine and ropivacaine on these

phenomena.

Methods: Umbilical cord blood (n=16) and adult whole blood (n=16) samples were exposed to
hypoxic atmosphere (1% O) for 60 min, and then incubated in 21% O for 15 and 240 min. Some
samples were exposed to local anaesthetics at four equipotential concentration: 0,0005; 0,005; 0,05;
1 mM bupivacaine, 0,002; 0,02; 0,2; 4 mM lidocaine, and 0,0007; 0,007; 0,07; 1,4 mM ropivacaine.
The lowest concentrations used were clinically relevant for neonatal neutrophils. Intracellular
neutrophil ROS and NO generation were measured cytometrically in unstimulated and PMA-
stimulated cells using dihydrorhodamine 123 and 4,5-diaminofluorescein diacetate, respectively.
Statistical analysis included multifactorial analysis of variance (ANOVA).

Results: In reoxygenated whole blood neutrophils ROS and NO production were lower than in
control (normoxic) neutrophils, and these effects were comparable between the age groups.
Following longer as compared to shorter reoxygenation period, ROS production was decreased
whereas NO generation was higher. Incubation with local anaesthetics increased ROS and NO
production in reoxygenated adult and umbilical cord blood neutrophils. Performing multifactorial
ANOVA, the following overall effects were identified: (1) bupivacaine, and to a greater extend

ropivacaine, enhanced neutrophil intracellular ROS production, (2) all studied local anaesthetics
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increased stimulated neutrophil intracellular NO production; ropivacaine effect was considerable at
all studied concentrations, (3) exposure to local anaesthetics did not modulate the observed trends in
ROS and NO generation depending on length of reoxygenation, (4) incubation with ropivacaine
resulted in higher ROS and NO intracellular neutrophil generation than bupivacaine and lidocaine.
In umbilical cord blood neutrophils, a significant stimulatory effect referred to NO generation only

at the highest 4 mM lidocaine concertation.

Conclusions: (1) Hypoxia-reoxygenation in vitro decreases whole umbilical cord and adult blood
neutrophil intracellular ROS and NO production. (2) These phenomena quantitively differ between
early and late reoxygenation but are comparable in both investigated neutrophil populations. (3)
Exposure to bupivacaine, lidocaine and ropivacaine may enhance whole umbilical cord and adult
blood neutrophil intracellular ROS and NO production. In umbilical cord blood neutrophils these

effects are clinically insignificant.
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Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
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Uchwata nr 602/11

N-pobmn:przq:mf»l/ﬂawyzdnh!mdnlal”&r omﬁcﬁkhrulldamdmlyn)(b; U. 1997, Nru’w. 152); Rogporwqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolectnej ¢

dnia 11 maja 1999r. w sprawie h zasad p oraz trybu dzialania komisji bie (Dz U. Nr 47, poz 480); Rogporugdzenia Ministra Zdrowia
dnia 11 marca 2005 r. wm:uzqdlmrych wM;MDolrdMﬂKlwcuq(D; U. 2005, Nr 57, poe JM) Umwyzlnla6wnduh2”lr m-vfmcurycuc(l)z Uz
2004r. Nr 53, por. 533 ze um); :Jnh!ﬂkmklmrwm g 7 cywiln}bcdacu'wuan
(Dz U. 2004 nr 101, poz 1034 z poin. m) Ministra z dnia 18 maja 20057, o
cyﬁlnqkd‘cuiwmm(br. U. Nr 101, por 845); WWMMZM:JMIMMW 2004r. wspuﬁewbupmamldan
klinicznych 1 uldulau nulolanizll (Dz U. 2004 Nr 104, por 1108); Rogporzqdzenia Ministra Zdrowia ; dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie Zglaszania niespodziewanego cigtkiego
(Dz U. Nr 104, por HID Rozpwudzeula Ministra Zdrowia z dnia 4 Iiuopda MMI w sprawie wzoréw dokumentéw preedkladanych
wzni,z,hz i prod: le am:wxpmldc upo.mbu oplat za badania ki (Dz U. Nr 201, por. 1247), kierujgc sig
Zasadami F go F dzenia Badas Kli h - GCP-op i w oparciu o Deklaracjg Helsiriski
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 16 czerwca 2011 r.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawita Pani:
mgr inz. Katarzyna Buda
w sprawie prowadzenia badan w
Zaktadzie Anestezjologii Doswiadczalnej
Katedry Anestezjologii i Intensywnej Terapii UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr inz. Katarzyna Buda
Czonkowie zespolu
badawczego: dr hab. n. med. Hanna Billert

mgr Karolina Kulinska
Temat badarn:
"Wplyw anestetykéw lokalnych na produkcje reaktywnych form

tlenu i azotu w granulocytach krwi pepowinowej w warunkach
hipoksji-reoksygenacji in vitro”.

Komisja wyraza zgodg na prowadzenie badari

Prz wodniéchKZ‘isj i

Prof. zw. drlhab/med. Zygmunt Przybyiski
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Uchwata nr 1153/12

Na podstawie przepiséw Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i Ielmrw dentysty (DL U. 2011, Nr 277 POz 1634 ; pizn zm.); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolu:nzj z dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad | oraz trybu d; komisji b (Dz U. Nr 47, poz480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. z 2004r. Nr 53, poz. 533 z pdw m.); Rawarzqdunla Mnustra Finanséw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowiqzkowego

ubezpieczenia adpaw'edunlna:rl cywilnej badncw {4 sponsora (DL U. 2004 nr 101, poz. 1034 z poin. zm.); Rozporiqdzenia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. zmieniajqce

ie w sprawie obowiq, éci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia
2004r. w sprnmz sposobu p i badnn i z udzznlzm ich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia 7 dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie i cigtkiego iatania produktu le it (Dz. U. Nr 104, poz. 1 107) Raqmrqulzumz Mhmtm dewm z lllllll 15 h.\mpadu 2010r.
W sprawie wzordw wnioskow przedkladanych w zwiqzku z badaniem klinicznym, wysokosci oplat za dozenie wnioské z ia badania klinic
(Dz. U. 2010r. nr 222 poz. 1453, z péén. zm.); Ustawy z lllllq 20 ma]a 2010 r. 0 wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. nr 107 ]m.. 679, z poin. zm.); Raqmr'qtlzeme Ministra Finanséw z
dnia 6 paidziernika 2010 r. w sprawie iqzkowego ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej sponsora i badacza klinic w awiqiku z badania klini

wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z dnm 18 marca 2011 r. o Urzedzie Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i I’mdukmw Biobdjezych (D2 U. 2011
nr 82 poz. 451);1 Ro;pnrwdzemz Mmmm Zdrowm z dnia 2 maja 2012r. w sprnwie DﬂIH‘Ej Praktyki Klinicznej (D; U. 2012, Nr 0 poz 489);Rozporzqdzenie Ministra Zdrowia z dnia 2

maja 2012r. w sprawie wzoréw de w zwiqzku 7 prmiulrm oraz w sprawie wysokosci i sposobu uiszezania oplat za Hoienie
wniosku o rozpoczgcie badania klinicznego (Da U. 2012, Nr 0 poz 491); w eparciu o e iriskq - Zasady F ia w Eksperymencie Medycznym z
Udziatem Ludzi.
. o . . . .
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 06 grudnia 2012 r.

rozpatrzylta wniosek, ktory przedstawila Pani:
mgr inz. Katarzyna Czerniak
w sprawie prowadzenia badan w
Zakfadzie Anestezjologii Doswiadczalnej
Katedry Anestezjologii i Intensywnej Terapii UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr inz. Katarzyna Czerniak
Crlonkowie zespolu
badawczego: dr hab. n. med. Hanna Billert
mgr Karolina Kulinska
Temat badan:
"Wplyw anestetykéw lokalnych na produkcje reaktywnych form tlenu i
azotu w granulocytach krwi pepowinowej w warunkach hipoksji-
reoksygenacji in vitro”.

Dot. Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 602/11 z dnia 16.06.2011r.

Komisja wyraza zgode na :

— poddanie komorek krwi pepowinowej inkubacji z dodatkowym anestatykiem
lokalnym — ropiwakaing w czterech stezeniach 1,4; 0,07; 0,007 i 0,0007 mM;

—  wydluzenie okresu prowadzenia ww. badan do korica 2013 roku.

Jednoczesnie Komisja przyjela do wiadomosci zmiane danych osobowych glownego

badacza — zmiana nazwiska 7 Katarzyna Buda na thgzréz%g?lncl‘gggg)z}a -

{w i
L‘. oty Qe (.

prof. zw. dr hab. med. Pawet Checinski
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Uchwata nr 525/15

Na podstawie przepiséw Ustawy z dnia § grudnia 19% r. o zawodach lekarza i Izlulrm dentysty (l)L U. 2011, Nr 277, poz. 1634 % ,mm am.); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad p oraz trybu dzialaniy Immuyl (Dz U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45 [m; 271 z péun n.); R ia Ministra Finansow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obnw:qdmwzgu
nbzquctznm mlpmvmlunlna\'cl cywilnej lmrlacm i sponsora (l)z U. 2004 nr 101, poz 1034 z pllb:. wm.); Rozp ia Ministra Finanséw z dnia 18 maja 2005r. ymieniajgce

ie w sprawie obowig. Inosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr lt)l poz. 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
ZIHMr w \lmzwu \po.wbu i bmlrm i z ullynlzm letnich (Dz. U. 2004 Nr 104, por. 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie zgl g0 cig 2qde lania produkiu leczni (Dz. U. Nr 104, poz. llll7) Rﬂqmrzq:lzzme M"m-tm Ztlmwm zdnia 15 ’l\‘lﬂpmln 2010r.
w sprawie wzoréw wni I o zuuqzlm z badaniem ki kosci oplat za Zoienie wnioskéw oraz sp badania klini
(Dz U. 2010r. nr 222 poz. l453 zpoin. un.); Uslmay z dmu 20 mn_/n zam ro wymhach mctchwych (Dz U. 2010r. nr 107 ’mL 679, 2 poin. zm.); Roqmru[:lume Ministra Fmanrdw z
dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawie ob §i cywnlnz/ sponsora i badacza k w wigzku 3 p i ballamn i
wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z tlma 18 marca 2011 r. n Urzgdzie Reje L i Wyrobéw Med, i .'L luktow Biobdjczych (DzU. 2011
nr 82 pox. 451); Rozporuydzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w tpmwu Dabntj Pmlt!ykl l(luuczm:/ (Dz U. 2012, poz. 489);. anmmylumz Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw dokumentéw przeditadanych w zwigzku z prmluklu oraz w sprawie wysukuvcl i sposobu uiszezania oplat za doienie
wniosku o rogpoczgeie badania klinicznego (Dz. U. 2012, Nr 0 por. 491); w oparciu o cje Helsiriskq - Zasady ep ia w Eksperymencie Medycznym z
Uldzialem Ludzi.

rozpatrzyta wniosek, ktory przedstawita Pani:
mgr inz. Katarzyna Buda
w sprawie prowadzenia badari w
Zaktadzie Anestezjologii Do$wiadczalnej
Katedry Anestezjologii i Intensywnej Terapii UM w Poznaniu

Glowny badacz:
mgr inz. Katarzyna Czerniak

Czlonkowie zespotu
badawczego: dr hab. n. med. Hanna Billert
mgr Karolina Kulinska

Temat badan:

"Wplyw anestetykéw lokalnych na produkcje reaktywnych form tlenu i
azotu w granulocytach krwi pepowinowej w warunkach hipoksji-
reoksygenacji in vitro”.

Dot. Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 602/11 oraz 1153/12.
Komisja podjeta Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do protokolu
powyiszego badania, polegajgcych na wydiuzeniu czasu trwania badania do korica 2016 roku.

Przewodniczgcy Komisji
C/\—(\V QAA~
prof. dr hab. med. Pawel Checirski
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Uchwata nr 525/15

Na podstawie przepiséw Ustawy z dnia § grudnia l996 r. o zawodach lekarza i Ielulrw dentysty (l)L U. 2011, Nr 277, poz 1634 ¢ payl am.); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad p oraz trybu dzialania komisji b (Dz U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. 2008 Nr 45, ’mz 271 z pdw m.); R ia Ministra Fi ow z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie olmwnqzkawegn
ubezpieczenia mlpmvmlanlnam cywilnej bmhu'm 1 sgonsare {DL U. 2004 nr 101, poz 1034 z ]mbu wm.); Rogporzgdzenia Ministra Finansow z dnia 18 maja 2005r. pnieniajgce
ie w sprawie i Inosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzuydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
Zlmlr w \prmwe qm.wbu prnwadunm bmlmi l(lmltwych z analzm maloletnich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie g0 cig. iale ,mnlulctu i (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); anporyplumz Mmmm Ztlmwm zdnia 15 h\'lnpmln 2010r.
w sprawie wzoréw whie lklade w zwx zku 7 ki kos aplnl za Hoienie wnioskow oraz z ia badania klinic
(Dz U. 2010r. nr 222 poz. 1453 z pduu n); Uslmvy z :lnm 20 maja 2010 r.o wymhach malycwych (Dz U. 2010r. nr In7pat 679, z poin. on.); Raqmrzqtlumc Ministra Finanséw z
dnia 6 paidziernika 2010 r. w sprawie obowi cyw:lnej sponsora i bmlm-w Klinicznego ». zlvlqdm z pmwadunmm bml-ma Klinicznego
wyrobdw (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290); l/\!zmn z dnm 18 marca 2011 r. n Urzguluz ji L Wyrobéw Meds b h (D2 U. 2011
nr 82 poz. 451); Rozporzqdzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja leer w vlmnwz Dabrq Pmlltykl l{lmmulq (Dz U. 2012, poz. lﬂﬂ) Raumrzqilume Ministra lermwn z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw dokumentéw przedktadanych w owigzku z b produktu I g0 oraz w \'prllwll W) ysulmm i spawbu wiszezania oplat za doienie
wniosku o rozpoczgeie badania klinicznego (Dz. U. 2012, Nr 0 por. 491); w oparciu o Dcklnm:_yg - Zasady Ei ey w Eksperymencie Medycznym z
Udzialem Ludz.

rozpatrzylta wniosek, ktory przedstawita Pani:
mgr inz. Katarzyna Buda
w sprawie prowadzenia badan w
Zakiadzie Anestezjologii Doswiadczalnej

Katedry Anestezjologii i Intensywnej Terapii UM w Poznaniu

Glowny badacz:
mgr inz. Katarzyna Czerniak

Czlonkowie zespotu
badawczego: dr hab. n. med. Hanna Billert
mgr Karolina Kulinska

Temat badan:

"Wplyw anestetykéw lokalnych na produkcje reaktywnych form tlenu i
azotu w granulocytach krwi pepowinowej w warunkach hipoksji-
reoksygenacji in vitro”.

Dot. Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 602/11 oraz 1153/12.
Komisja podjeta Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do protokolu
powyiszego badania, polegajgcych na wydtuzeniu czasu trwania badania do korica 2016 roku.

Przewodniczqgcy Komisji

o~ T QAANA~

prof. dr hab. med. Pawel Checinski
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Uchwata nr 1219/16

Na podstawie przepiséw Urmuo zdnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i Iclulrm dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz. 1634 7 lmi,n m.); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie golowych zasad ly ia orag trybu dzialania komisji by (Dz U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6
wrzeSnia 2001r. Prawo furmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45, por 271 1 [myl zm.); Rozp Izenia Ministra Fi iw 2 dnia 30 kwietnia 2004r. w rpmw:e nbqudtmvegn
ubezpieczenia od[lmwttlualnascx cywilnej bmlntw i sponisord (Da U. 2004 nr 101, poz. 1034 z ,u}zn um.); R Izenia Ministra Fi ow z dnia 18 maja 2005r. zmieniajgee
Zporyy ie w sprawie q Inosci cywilnej baducza i sponsora (Dz. U. NI llll poz 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w :prmwe spnsobu P lzeni qulnn i z udynlem ich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie igikieg lanego dziale pmdukru i (Dz. U. Nr 104, poz 1 107), anwmﬂlzcmc M' nistra ldronm zdnia 15 Ilslopmlu 2010r.
W sprawie wzoréw wie w zwu]dm 2 bud i kosci oplat za HoZenie wnioskéw oraz z ia badania klini
(Dz U. 2010r. nr 222 poz. 1 45 3,2 I’"U' an); lemvyzllmn 20 mrua lel Ilr ow yrnlmcl: nmlycwycll (Dz U. 2010r. nr lﬂ7/mz 679, z pbin. zm.); Razpyrzz[llumz Ministra Flmmsmv g
dnia 6 paidzernika 2010 r. w sprawie obowi Inosci cywilnej sponsora i badacza klini w owigzhu z p i bmlmml it
wyrobow (Dz. U. 2010, Nr 194 poz. 1290);Ustawa 3 dnia 18 marca 2011 r. o l/rz;dde Rejestracji Produk L iczych, Wyrobow Medycanych i F ktow Biobdjezych (Dz.U. 2011
nr 82 poz. 451);, Ra;pnry[/lumz Ministra Zdrowia z dnia 2 maja Zﬂllr w s[mmm Dnbrzj Praktyki Klmwwcj (Dz U. 2012, poz. 489); varqulzemc Ministru Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzoréw dokumentéw przedkladanych w zwiqzku z badi prmlukm /7 oraz w sprawie wysolmsu i sposobu uiszezania oplat za Zoienie
wniosku o rozpoczgcie badania klinicznego (Dz. U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Ef g0 Postey in w Eksperymencie Medycznym z
Udzialem Ludz oraz priepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 01 grudnia 2016 r.

rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu:
mgr inz. Katarzyna Czerniak

Miejsce prowadzenia badari:
Zaktad Anestezjologii Doswiadczalnej Katedry Anestezjologii i Intensywnej
Terapii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr inz. Katarzyna Czerniak
Czlonkowie zespolu
badawczego: dr hab. n. med. Hanna Billert

mgr Karolina Kulinska

Temat badari:
"Wplyw anestetykow lokalnych na produkcje reaktywnych form tlenu i azotu w
granulocytach krwi pepowinowej w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokotu powyziszego badania, polegajgcych na wydluzeniu czasu trwania badania do
czerwea 2017 roku, zgodnie 7 Aneksem nr 3 7 dnia 01.12.2016r. do Uchwaly Komisji
Bioetycznej nr 602/11 z dnia 16.06.2011r. (Aneks 1 — Uchwata 1153/12 7 dnia 06.12.2012r.;
Aneks 2 — Uchwala 525/15 7 dnia 11.06.2015r.)

Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczqcy Komisji

—

prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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