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Wykaz stosowanych skrótów  

ADP  - adenozyno-5`-difosforan (ang. adenosine 5′-diphosphate)  

ALI  - ostre uszkodzenie płuc (ang. acute lung injury) 

AMP - adenozyno-5`-monofosforan (ang. adenosine 5′-monophosphate)  

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

AMPKα2 - podjednostka α drugiej kinazy aktywowanej AMP  

AscH-  - anion kwasu L-askorbinowego  

ATP  - adenozyno-5`-trifosforan (ang. adenosine 5′-triphosphate)  

BE - niedobór 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 związane z uszkodzeniem (ang. damage associated molecular 

patern)  

DHR123  - dihyrorodamina 123(ang. dihydrorhodamine 123) 

DMSO  - dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)  

FACS  - sortowanie oparte o właściwości fluorescencyjne komórek (ang. fluorescence-

activated cell sorting)  

FAD  - dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide) 

FIH  - czynnik hamujący 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) 
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GPCR  - receptory sprzężone z białkami G (ang. G protein-coupled receptors)  

Gq - białko Gq (ang. Gq protein) 

Gαq - podjednostka α białka Gq 

H2O2  - nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide)  

H60/R15 - hipoksja 60 min, reoksygenacja 15 min 

H60/R240  - hipoksja 60 min reoksygenacja 240 min 

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

HIFα  - podjednostka α czynnika indukowanego hipoksją (ang. hypoxia-inducible factor  

alpha subunit) 

HR  - inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenacji. 

HRE - elementy odpowiedzi na hipoksję (ang. hypoxia-responsive elements) 

HSP  - białka szoku termicznego (ang. heat shock proteins) 

ICAM   - międzykomórkowa cząsteczka adhezyjna (ang. intercellular adhesion molecule) 

IL-1 - interleukina 1 (ang. interleukin 1) 

IL-10 - interleukina 10 (ang. interleukin 10)  

IL-1β  - interleukina 1β (ang. interleukin 1β) 

IL-6 - interleukina 6 (ang. interleukin 6) 

IL-8  - interleukina 8 (ang. interleukin 8, CXCL8) 

K/O  - stosunek stężenia leku we krwi do stężenia w osoczu 

L-Arg  - L-arginina (ang. L-arginine) 

L-NAME - ester metylowy Nω-nitro-L-argininy (ang. N(ω)-nitro-L-arginine methyl ester)  

LPA - kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid) 

LPS  - lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide) 

LTB4  - leukotrien B4 (ang. leukotriene B4) 

MDA  - dialdehyd malonowy (ang. malondialdehyde) 

MFI  - średnia intensywność fluorescencji (ang. mean channel intensity)  

MIP-1β  - białko zapalne makrofagów 1β (ang. macrophage inflammatory protein 1β) 

Mmol  - masa molowa 

MPO  - mieloperoksydaza (ang. myeloperoxidase)  

mPTP  - megakanał mitochondrialny (ang. mitochondrial permeability transition pore) 

mtRFT - RFT pochodzenia mitochondrialnego 

N - inkubacja w warunkach normoksji 

N300  - normoksja 300 min 

N75  - normoksja 75 min 
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NAD(P)H  - (fosforan) dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine 

dinucleotide (phosphate)) NAD(P)+ – forma utleniona (fosforanu) dinukleotydu 

NET - neutrofilowe pułapki zewnątrzkomórkowe (ang. neutrophil extracellular traps) 

NF-κB  - jądrowy 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, iNOS - 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  - komórki niestymulowane 

O2
•−   - anionorodnik ponadtlenkowy 

ONOO- - nadtlenoazotyn 

PAF - czynnik aktywujący płytki krwi (ang. platelet activating factor) 

PAMPs - stałe fragmenty strukturalne patogenów (ang. pathogen-associated molecular 

patterns) 

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

pCO2 - ciśnienie parcjalne dwutlenku węgla 

PE  - fikoerytryna (ang. phycoerythrin)  

PerCP  - peridininochlorofil (ang. peridinin chlorophyll)  

pH  - ujemny logarytm dziesiętny ze stężenia jonów wodorowych  

PHD - hydroksylazy prolinowe (ang prolyl hydroxylases,) 

pHi - pH śródkomórkowe (ang. intracellular pH) 

PI - jodek propidyny (ang. propidium iodide) 

pKa  - stała dysocjacji 

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

PLD  - fosfolipaza D (ang. phospholipase D) 

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

pO2 - ciśnienie parcjalne tlenu/prężność tlenu 

PRR  - receptor rozpoznający wzorce (ang. pattern recognition receptor) 

RFA  - reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species) 
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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  - przezskórna stymulacja elektryczna nerwów (ang. transcutaneous electrical nerve 

stimulation)  

THAM  - trometaamina (ang. tromethamine) 

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

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

TXA2 - tromboksan 2A (ang. thromboxane A2) 

UCP  - białka rozprzęgające (ang. uncoupling proteins) 

Vds  - objętość dysocjacji 

XD  - dehydrogenaza ksantynowa (ang. xanthine dehydrogenase) 

XO  - oksydaza ksantynowa (ang. xanthine oxidase,) 

Δψ  - elektrochemiczny gradient protonów  
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1. WSTĘP  

Tlen jest trzecim najczęściej występującym pierwiastkiem na ziemi, kluczowym dla życia 

organizmów aerobowych. Redukcja tlenu stanowi jeden z najwydajniejszych możliwych sposobów 

transferu energii. Zdolność wykorzystania tlenu w metabolizmie energetycznym wpłynęła na 

rozwój organizmów wielokomórkowych, doprowadziła do powstania łańcucha transportu 

elektronów i licznych enzymów, m.in. regulujących syntezę lipidów błonowych i białek 

strukturalnych1. 

Niedotlenienie w różnych postaciach, a także zespół zmian występujących po przywróceniu 

utlenowania tkanek ściśle powiązane z procesami zapalenia są zjawiskami występującymi 

powszechnie w patologii2. Mimo szerokiej dyskusji dotyczącej przyczyn i możliwości 

postępowania leczniczego wiele zagadnień czeka na wyjaśnienie. W patofizjologii 

hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji podkreśla się rolę reaktywnych form tlenu i azotu 

(RFTiA), które są integralną częścią kompleksowej reakcji ustroju na uszkodzenia i inicjują dalsze 

procesy zapalenia zarówno na poziomie lokalnym, jak i ogólnoustrojowym. Granulocyty 

obojętnochłonne, najliczniej reprezentowana w ustroju populacja leukocytów, należą do komórek 

zapalenia czynnie zaangażowanych w procesy hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji. 

Aktywność tych komórek może podlegać modulacji w wyniku stosowania szeregu leków 

i procedur, między innymi technik znieczulenia regionalnego. Anestetyki lokalne stosowane 

w blokadach centralnych w okresie porodu mogą modulować produkcję RFTiA w granulocytach 

płodu i noworodka. Nie badany jak dotychczas wpływ tych środków na granulocyty noworodka 

w warunkach hipoksji-reoksygenacji w porównaniu z granulocytami dorosłych domaga się 

wyjaśnienia. 

1.1. Hipoksja-reoksygenacja 

1.1.1.  Pojęcie normoksji, hipoksji, rodzaje hipoksji 

Zawartość tlenu w powietrzu atmosferycznym jest definiowana jako normoksja. Pojęcie to jest też 

odnoszone potocznie do prawidłowej zawartości tlenu w tkankach, niższej niż w powietrzu 

atmosferycznym i charakterystycznej dla rodzaju tkanki. Ostatnio pojawił się postulat 

wprowadzenia bardziej precyzyjnego terminu „fizjoksja”, określającego fizjologicznie prawidłowe 

stężenia tlenu w tkankach, które wynosi przeciętnie ok. 6% (zależnie od rodzaju tkanki od ok. 

4-7,5%); w badaniach doświadczalnych przyjmuje się kompromisowo wartość 5%3. Stopień 

utlenowania zapewniający normoksję (fizjoksję) tkanki jest wypadkową jego dostarczania, m.in. 

wydajności perfuzji oraz zapotrzebowania na tlen wynikającego z aktywności metabolicznej.  
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Hipoksja jest stanem, w którym zawartość tlenu w tkance spada poniżej progu normoksji (fizjoksji). 

Może mieć charakter ostry lub przewlekły, uogólniony lub występować lokalnie. Natężenie hipoksji 

jest klasyfikowane jako łagodne, średnie i ciężkie4. Głębokość hipoksji determinuje jej następstwa 

tkankowe i ogólnoustrojowe; ostatnio postuluje się potencjalne wykorzystanie kontrolowanej 

łagodnej hipoksji w leczeniu zespołów chorobowych związanych z zaburzeniami czynnościowymi 

mitochondriów5,6. Do hipoksji może dochodzić z przyczyn zewnętrznych, w wyniku obniżonej 

podaży tlenu, oraz wewnętrznych, związanych z czasowym lub stałym zwiększeniem zużycia tlenu. 

Ze względu na przyczynę zewnętrzną, zgodnie z tradycyjnym podziałem Wiggersa wyróżnia się 

hipoksję anoksyczną, anemiczną, ischemiczną i cytotoksyczną (Tab. 1-1).  

Tabela 1-1. Podział hipoksji z przyczyn zewnętrznych wg Wiggersa.  

Rodzaj hipoksji Mechanizm 

Anoksyczna (hipoksyczna) Zaburzenia dyfuzji tlenu w płucach (obniżona pO2 w pęcherzykach 

w związku z zaburzeniami oddychania lub zmniejszoną pO2 

w powietrzu wdechowym (h. środowiskowa, wysokościowa, 

geograficzna) 

Anemiczna Obniżenie transportu O2, spadek poziomu hemoglobiny  

Ischemiczna (niedokrwienna, zastoinowa) Upośledzenie przepływu; niewydolność krążenia, zator  

Cytotoksyczna  Brak możliwości wykorzystania O2 - zahamowanie aktywności 

enzymów, zatrucia  

pO2 – prężność tlenu 

 

Hipoksja z przyczyn wewnętrznych może być fizjologiczna lub patologiczna. Tkanki, zależnie od 

rodzaju, reagują już na ok.1% spadek stężenia tlenu. Hipoksja fizjologiczna występuje m.in. w tzw. 

niszach immunologicznych, w których jest utrzymywany stały gradient prężności tlenu (pO2): 

błonie śluzowej jelita (funkcja bariery), macicy (tolerancja immunologiczna trofoblastu), szpiku 

kostnym (homeostaza hematopoetycznych komórek macierzystych), rdzeniu nerki (produkcja 

erytropoetyny) i centrach namnażania w węzłach chłonnych (jakość przeciwciał, fenotyp 

limfocytów typu B7. Do hipoksji patologicznej, zazwyczaj głębszej niż fizjologiczna (≤5%)3, 

dochodzi m.in. w mikrośrodowisku nowotworu, w tkankach niedokrwionych i/lub zakażonych oraz 

stanach zapalenia przewlekłego7. Na zmniejszenie stężenia O2 w tkance patologicznej wpływa 

dodatkowo obecność komórek zapalenia, przede wszystkim granulocytów obojętnochłonnych, 

które w stanie pobudzenia zużywają O2. Określenie „hipoksja infekcyjna” odnosi się do obniżenia 

stężenia O2 w tkance objętej zakażeniem w następstwie aktywności metabolicznej bakterii 

i komórek zapalenia8.  
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Wyróżnia się hipoksję ciągłą lub przerywaną, kiedy okresy niedotlenienia występują naprzemiennie 

z okresami normoksji. Stan ten występuje w warunkach patologicznych (obturacyjny bezdech 

senny), a jego niekorzystne następstwa są związane m.in. z aktywacją ogólnoustrojowej reakcji 

zapalnej, pobudzeniem współczulnym, rozwojem nadciśnienia układowego i płucnego, 

zaburzeniami metabolicznymi i neurologicznymi. Jednak przy odpowiednim dobraniu parametrów 

stężenia O2 i częstotliwości okresów hipoksji ten wzorzec hipoksji może być wykorzystywany 

w leczeniu zaburzeń układu krążenia, metabolicznych i neurologicznych9. Powtarzane krótkie 

epizody ekspozycji na hipoksję o nieuszkadzającym natężeniu, tzw. hartowanie hipoksyczne, 

zastosowane przed lub krótko po urazie o większym natężeniu, może wpływać na zwiększoną 

tolerancję hipoksji/niedokrwienia tkanek w mechanizmie uruchomienia molekularnych 

mechanizmów adaptacyjnych. Reakcja ta może dotyczyć także odległych narządów (odległe 

hartowanie, ang. remote conditioning). 

Reoksygenacja jest wynikiem przywrócenia dostępności tlenu. Jeżeli do niedotlenienia doszło 

w wyniku niedokrwienia, przywrócenie krążenia nosi nazwę reperfuzji. Reoksygenacja i reperfuzja 

mogą nasilać hipoksyczne/niedokrwienne uszkodzenie tkanek w mechanizmie przede wszystkim 

nadmiernej produkcji czynników oksydacyjnych, czyli stresu oksydacyjnego. 

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

u noworodków i dorosłych  

W okresie życia wewnątrzmacicznego przewlekła hipoksja płodu występuje w patologii ciąży, m.in. 

w cukrzycy, zespołach nadciśnienia i otyłości matki. Do ostrego niedotlenienia i zagrożenia życia 

płodu i noworodka dochodzi w ostrej niewydolności krążenia łożyskowego, np. w zaburzeniach 

placentacji, przedwczesnym oddzielaniu się łożyska i krwotoku, a także w wyniku innych powikłań 

okołoporodowych. Asfiksja (hipoksja, hiperkarbia i kwasica) w okresie perinatalnym, obok 

zakażenia i wcześniactwa, należy do trzech najczęstszych przyczyn śmiertelności noworodków 

i jest następstwem niedotlenienia wewnątrzmacicznego, powikłań okołoporodowych i w zespole 

aspiracji smółki. Reoksygenacja po okresie niedotlenienia u noworodka powoduje zwłaszcza 

uszkodzenie ośrodkowego układu nerwowego i encefalopatię oraz martwicze zapalenie jelit10.  

U dorosłych zespół hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji leży u podstaw 

patofizjologicznych ostrych i przewlekłych zespołów chorobowych jedno- i wielonarządowych. 

Występuje on w patologii ośrodkowego układu nerwowego (udar, choroba Alzheimera), serca 

(ostre zespoły wieńcowe), stawów i kości (zapalenie stawów), przewodu pokarmowego (choroba 

wrzodowa żołądka i dwunastnicy, niedrożność jelit) i nerek (ostra niewydolność nerek). Patologia 

wielonarządowa dotyczy m.in. zespołu po nagłym zatrzymaniu krążenia, wstrząsu, obturacyjnego 
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bezdechu sennego i kryzysów w przebiegu niedokrwistości sierpowatokrwinkowej. Do 

reoksygenacji/reperfuzji może też dochodzić z przyczyn jatrogennych, w wyniku zastosowanych 

procedur medycznych, w tym terapii trombolitycznej, w przeszczepianych narządach, 

w kardiochirurgii i chirurgii naczyniowej po zwolnieniu zaciśnięcia tętnicy, po dekompresji 

zespołów ciasnoty (wewnątrzbrzusznej czy przedziałów międzypowięziowych), po uwolnieniu 

skrętu jajnika lub jądra2.  

1.1.3. Związek hipoksji z procesami zapalenia, adaptacja do hipoksji 

Hipoksja jako bodziec uszkadzający uruchamia procesy zapalenia, reakcję obronną organizmu na 

uszkodzenie, której celem jest przywrócenie homeostazy. W warunkach niedoboru O2 może dojść 

do rozwoju stanu zapalnego (np. w obrzęku płuc, zmianie nowotworowej, tkankach przeszczepu, 

tkance tłuszczowej). W obszarze zapalenia (np. w ostrym uszkodzeniu płuca, zapaleniu jelita 

grubego, zakażeniu) hipoksja jest związana m.in. z obecnością komórek odpornościowych, 

zwłaszcza granulocytów, które zużywają O2 w procesie aktywacji i wybuchu oddechowego11,12. 

W procesie przewlekłego zapalenia do hipoksji dochodzi w następstwie zaburzenia transportu tlenu 

w wyniku waskulopatii spowodowanej zakrzepicą i procesami włóknienia13. 

U podłoża współzależności procesów hipoksji i zapalenia leżą wzajemne powiązania między 

mechanizmami regulacyjnymi obu procesów na poziomie molekularnym. Dotyczą one jądrowych 

czynników transkrypcyjnych kappa B (nuclear factor kappa B, NF-κB) i czynników 

transkrypcyjnych indukowanych hipoksją (hypoxia inducible factors, HIF). Klasyczna droga 

aktywacji NF-κB, regulującego szeroki wachlarz genów kodujących mediatory zapalenia, jest 

uruchamiana przez cytokiny prozapalne oraz hipoksję. Charakter przeciw- czy prozapalny 

odpowiedzi zależy od rodzaju komórki, czasu aktywności czynnika oraz rodzaju patologii14. 

Zaburzenia regulacji zasadniczo korzystnej reakcji zapalnej mogą prowadzić do przewlekłego 

uszkodzenia tkanki i w rozwoju przewlekłych chorób zapalnych15. 

Niedotlenienie wyzwala szereg mechanizmów adaptacyjnych na poziomie ogólnoustrojowym, 

tkankowym i komórkowym zależnych od charakterystyki bodźca hipoksycznego. Tolerancja 

hipoksji jest osobniczo zmienna; u osobników wykazujących lepszą adaptację do hipoksji przebieg 

ogólnoustrojowej reakcji zapalnej wywołanej podaniem lipopolisacharydu jest łagodniejszy16. 

Ponieważ mitochondria zużywają 80-95% O2 w procesach fosforylacji oksydacyjnej, będącym 

głównym źródłem energii w większości komórek, niedobór O2 upośledza te procesy i powoduje 

deficyt energii. Przeżycie wymaga zatem uruchomienia alternatywnych źródeł energii w postaci 

glikolizy. Skądinąd kwasica związana z produkcją kwasu mlekowego w procesie glikolizy wpływa 

na zmiany strukturalne w mitochondriach, które zapobiegają ich fragmentacji i sprzyjają 
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utrzymaniu czynności tych struktur17. W procesie adaptacji w pierwszej kolejności dochodzi do 

aktywacji kinaz białkowych aktywowanych przez AMP (AMPK), a za ich pośrednictwem 

zwiększenia aktywności katalitycznej enzymów kluczowych dla glikolizy18. Efekt ten jest jednak 

krótkotrwały; przedłużona adaptacja do hipoksji odbywa się za pośrednictwem HIF, które wiążą się 

z elementami odpowiedzi na hipoksję (hypoxia-responsive elements, HRE) wywołując zmiany 

w transkryptomie komórek i inicjując procesy adaptacyjne. HIF są podlegającymi konstytutywnej 

ekspresji heterodimerami złożonymi z zależnej od stężenia tlenu podjednostki α (krótki czas 

półtrwania w warunkach normoksji, degradacja blokowana w hipoksji) oraz niewrażliwej na 

stężenie tlenu podjednostki β. HIF mogą regulować ekspresję ponad 100 genów zaangażowanych 

m.in. w procesy transportu O2 i glukozy do komórki, glikolizę, produkcję mediatorów zapalenia 

(m.in. cytokin i białek szoku termicznego (heat shock proteins, HSP), zwłaszcza rodziny HSP70), 

angiogenezę, erytropoezę, autofagię i apoptozę19,20. Rolę czujników O2 w komórce pełną enzymy 

odpowiedzialne za stabilność podjednostki HIFα, hydroksylazy prolinowe (prolyl hydroxylases, 

PHD1-3) oraz czynnik hamujący HIF (factor-inhibiting HIF, FIH). PHD hydroksylują reszty 

proliny w zależnej od tlenu domenie degradacyjnej HIFα, co z kolei umożliwia jego degradację. 

FIH i PHD regulują też aktywację NF-κB21,22. 

HIF regulują różne funkcje komórek układu odpornościowego (Tab.1-2)14. W granulocytach 

obojętnochłonnych pełnią kluczową rolę w regulacji czasu życia komórki, procesów 

metabolicznych oraz aktywności bakteriobójczej23.  

Tabela1-2. Wpływ czynnika HIF na funkcje komórek układu odpornościowego wg 14. 

Rodzaje komórek 
Rodzaj 

czynnika 
Efekty czynnościowe 

Komórki dendrytyczne HIF-1 
Przeżycie, synteza interferonu, migracja, różnicowanie, prezentacja 

antygenów 

Komórki NK HIF-2 Cytotoksyczność 

Limfocyty T HIF-1 Różnicowanie, przeżycie, proliferacja, migracja, promowanie Treg 

Limfocyty B HIF-1 Różnicowanie, przeżycie, transport jonów, autoimmunizacja 

Makrofagi HIF-1/2 Polaryzacja, ruch, aktywność biobójcza, potencjał rakotwórczy 

Granulocyty 

obojętnochłonne 
HIF-1/2 Apoptoza 

HIF – czynnik indukowany hipoksją 

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

Jeżeli mimo uruchomienia mechanizmów adaptacyjnych zapasy energetyczne komórki spadają 

poniżej poziomu krytycznego, dochodzi do uszkodzenia hipoksycznego (niedokrwiennego, jeżeli 

hipoksja jest następstwem upośledzenia przepływu naczyniowego) będącego funkcją nasilenia 

bodźca i czasu jego trwania. Metabolizm beztlenowy wiąże się ze spadkiem pH i produkcji ATP. 

Wymiennik Na+/H+ (NHE), powoduje napływ jonów Na+, a upośledzona funkcja 
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adenozynotrifosfataz powoduje m.in. dalsze zaburzenia homeostazy jonowej i akumulacji jonów 

Ca2+, m.in. aktywujących proteazy. Hiperosmolarność środowiska wewnątrzkomórkowego 

powoduje pęcznienie komórek. Zużywanie ATP wiąże się ze wzrostem stężeń ADP, AMP, 

adenozyny, inozyny i hipoksantyny. Hipoksja zmienia potencjał błonowy, zmniejsza płynność 

błony komórkowej oraz uszkadza cytoszkielet komórek. Dochodzi do upośledzenia aktywności 

enzymów, zbrylania się chromatyny, uszkodzenia i lizy organelli i błon. Śmierć komórki może 

następować w wielu mechanizmach. Do przedziału pozakomórkowego uwalnianie są czynniki 

odpowiadające molekularnym wzorcom związanym z uszkodzeniem (damage-associated molecular 

patterns, DAMPs), m.in. ATP, HSP, białka S100. Są one rozpoznawane przez receptory 

rozpoznające wzorce (pattern recognition receptors (PRRs) co prowadzi do aktywacji czynników 

transkrypcyjnych uczestniczących w procesach zapalenia i wpływa na infiltrację komórek 

zapalenia, m.in. granulocytów obojętnochłonnych, w niedotlenionych tkankach18. Podczas 

reoksygenacji wzrasta ilość O2 dostarczana do komórek, jednak może paradoksalnie dochodzić do 

dalszego uszkodzenia tkanek. Zjawisko to zostało opisane przez Jenningsa i wsp. w roku 1960 

w oparciu o badania nad niedokrwieniem mięśnia sercowego u psów24. W patomechanizmie tego 

uszkodzenia zasadniczą rolę odgrywa dalszy wzrost stężenia Ca2+ w komórce oraz zjawiska 

związane ze zwiększoną produkcją reaktywnych form tlenu (RFT), głównie pochodzenia 

mitochondrialnego (mtRFT) określane mianem „paradoksu tlenowego”. Dochodzi do zwiększonej 

przepuszczalności błon mitochondrialnych i otwarcia porów przejściowych o wysokiej 

przewodności, tzw. megakanałów (mitochondrial permeability transition pore, mPTP), uwalnianie 

cytochromu c i śmierć komórki. Kluczową rolę w uszkodzeniu reoksygenacyjnym/reperfuzyjnym 

odgrywa zapoczątkowana w okresie hipoksji /niedokrwienia reakcja naczyniowa, kompleks zjawisk 

obejmujący wzajemne oddziaływania między śródbłonkiem i komórkami układu odpornościowego. 

W procesie tym uczestniczą czynnie komórki śródbłonka. Dochodzi w nich kolejno do aktywacji 

kanałów potasowych ATP zależnych, hiperpolaryzacji błony komórkowej, zwiększonej produkcji 

RFT i ekspresji cząstek adhezyjnych25. Zmiany strukturalne i czynnościowe połączeń między tymi 

komórkami, prowadzą do zwiększonej przepuszczalności i ułatwienia przechodzenia leukocytów, 

w pierwszej kolejności granulocytów obojętnochłonnych, do tkanek. Pod wpływem czynników 

uwalnianych przez komórki śródbłonka dochodzi do zmian czynnościowych w granulocytach 

obojętnochłonnych, zwiększonej produkcji RFT i ekspresji odpowiedzialnych za adhezję molekuł 

powierzchniowych. Sekwestracja tkankowa granulocytów zapoczątkowana w okresie 

niedokrwienia ulega podczas reperfuzji znacznemu nasileniu. Po przejściu z naczyń włosowatych 

do wenuli postkapilarnych komórki te ulegają marginacji w kierunku ściany naczyniowej przez siły 

hydrodynamiczne, a następnie przywierają do komórek śródbłonka i ulegają kolejno toczeniu, 

adhezji i przesuwaniu się wzdłuż ściany naczyniowej. Migracja transendotelialna jest 
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kilkuetapowym skomplikowanym procesem. Dochodzi do niej w miejscu połączeń między 

komórkami śródbłonka, a granulocyty wykorzystują wolne przestrzenie między pericytami 

i obszary o obniżonej ekspresji białek w błonie podstawnej. W końcu następuje oderwanie się od 

zewnętrznej strony ściany naczyniowej i migracja w przestrzeni śródmiąższowej18. Dzięki ekspresji 

PRR granulocyty docierają do miejsca uszkodzenia w ciągu kilku minut26, rekrutując kolejne 

komórki. W następnej kolejności przechodzą monocyty regulujące migrację i funkcje efektorowe 

granulocytów27. Granulocyty wchodzą też w interakcje z limfocytami T i B, komórkami 

dendrytycznymi, tucznymi i NK oraz makrofagami biorąc udział w regulacji dalszej odpowiedzi 

immunologicznej27,28. W warunkach niedokrwienia i reperfuzji może też dochodzić do tzw. 

odwrotnej transmigracji – przechodzenia granulocytów z tkanek do krążenia układowego. Komórki 

te tracą jednak zdolność do ponownego przechodzenia do tkanek, charakteryzują się odrębnym 

fenotypem, zwiększoną aktywnością oksydacyjną i angiogenną. W procesie wygaszania reakcji 

zapalnej (rezolucji) granulocyty uczestniczą w usuwaniu martwiczych tkanek, m.in. uszkodzonych 

fragmentów naczyń i wytwarzaniu kanałów dla nowej sieci naczyniowej o dodatkowym znaczeniu 

dla angiogenezy a do ogniska rekrutowana jest (subpopulacja wykazująca ekspresję receptora dla 

naczyniowego śródbłonowego czynnika wzrostu)29. Efekty prorezolucyjne obejmują też 

blokowanie i wymiatanie chemokin, zmianę szlaków biostyntezy prozapalnych eikozanoidów 

w kierunku przeciwzapalnych lipoksyn, obniżających zdolność granulocytów do infiltracji tkanek30. 

Apoptoza granulocytów stymuluje makrofagi do usuwania apoptotycznych komórek z miejsca 

zakażenia i przyczynia się do wygaszania stanu zapalnego oraz wpływa na procesy gojenia. 

Fagocytoza neutrofili indukuje w makrofagach produkcję mediatorów wygaszania, rezolwin, 

protektyn i marezyn27,31. Lokalne procesy hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji mogą 

tez uruchamiać ogólnoustrojową reakcję zapalną i powodować uszkodzenie wielonarządowe.  

1.1.5. Rola RFTiA w uszkodzeniu reoksygenacyjnym i reperfuzyjnym 

Pełniące kluczową role w patomechanizmie hipoksji/niedokrwienia i reoksygenacji/reperfuzji 

RFTiA o charakterze rodnikowym i nie rodnikowym powstają jako produkty uboczne w procesach 

metabolicznych, przede wszystkim w mitochondrialnym łańcuchu oddechowym, oraz w procesach 

enzymatycznych z udziałem m.in. oksydoreduktaz i syntazy NO (NOS). Mogą też powstawać przy 

udziale grup hemowych białek oddechowych (hemoglobiny i mioglobiny) wydzielanych do 

przestrzeni międzykomórkowych po uszkodzeniu. Modulując przekaźnictwo sygnału, RFTiA za 

pośrednictwem oksydoredukcyjnych modyfikacji posttranslacyjnych, uczestniczą w kompleksowej 

reakcji komórek na hipoksję, m.in. za pośrednictwem HIF. Produkowane w dużych ilościach, 

powodują nieodwracalne modyfikacje oksydacyjne i nitracyjne cząstek biologicznie aktywnych 

oraz nasilają procesy zapalenia (m.in. przez aktywację inflamasomu NLRP3), które prowadzą do 
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zaburzeń czynnościowych i śmierci komórek32. W procesie hipoksji/niedokrwienia 

i reoksygenacji/reperfuzji rola przekaźnictwa sygnału związana z tlenkiem azotu (NO) jest 

zróżnicowana. W wielu komórkach dochodzi do aktywacji NOS2 za pośrednictwem HIF 

i zwiększenia produkcji NO. NO jest potencjalnie cytotoksyczny, hamuje fosforylację oksydacyjną, 

a nadtlenoazotyn (ONOO-) powoduje uszkodzenia nitracyjne enzymów, w tym inaktywację 

antyoksydantów. NO działa też protekcyjnie, ma właściwości antyoksydacyjne, a jego działanie 

ochronne potwierdzono w modelach hipoksji reoksygenacji. Pełni też rolę w mechanizmach 

hartowania hipoksycznego33.  

Punktem wyjścia dla tworzenia RFT jest anionorodnik ponadtlenkowy O2
•−, powstający w wyniku 

jednoelektronowej redukcji cząsteczki O2. O2
•− jest słabym utleniaczem posiadającym jednocześnie 

umiarkowane własności redukcyjne i słabe zdolności przenikania przez błony. Szybko reaguje 

z NO i innymi rodnikami oraz centrami żelazowo-siarkowymi, wolno zaś z tiolami, jego forma 

protonowana (HO2
 •) jest silniejszym utleniaczem34. Wewnątrzkomórkowa dysmutaza 

ponadtlenkowa (superoxide dismutase, SOD) dysproporcjonuje O2
•− z wytworzeniem nadtlenku 

wodoru (H2O2), który łatwo dyfunduje przez błony i utlenia grupy tiolowe oraz jony metali 

przejściowych, prowadząc do powstawania rodnika hydroksylowego OH• o bardzo silnych 

właściwościach utleniających. O2
•− może być także przekształcany w inne rodniki. 

Mieloperoksydaza (MPO) w granulocytach przekształca O2
•− bezpośrednio w tlen singletowy 

a H2O2 w kwas podchlorawy (HClO), mający silne właściwości bakteriobójcze35. 

 

Rycina 1-1. Reaktywne formy tlenu i azotu w układach biologicznych i zależności między nimi wg 37. 

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 między atomami tlenu i azotu. 
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Związek ten uczestniczy w przekaźnictwie sygnału oraz pełni rolę w zwalczaniu patogenów. 

W reakcji NO z O2
•− powstaje nie będący wolnym rodnikiem ONOO-, który jest prekursorem 

silnych utleniaczy NO2/HO•36.  

Wiele badań sugeruje, że pierwotnym źródłem powstawania RFT w hipoksji/niedokrwieniu 

i reoksygenacji/reperfuzji jest łańcuch transportu elektronów. Do uwalniania mtRFT, w pierwszej 

kolejności O2
•−, dochodzi w wyniku ucieczki elektronów głównie w obrębie kompleksu I i III. 

Wysoki stosunek NADH/NAD+ w macierzy mitochondrialnej i/lub rosnący elektrochemiczny 

gradient protonów (Δψ) zwiększają ucieczkę elektronów i produkcję O2
•−, powodując aktywację 

białek rozprzęgających (uncoupling proteins, UCP) i obniżenie Δψ. W badaniu kinetycznym 

z użyciem różnych rodzajów komórek (śródbłonka, kardiomiocytów i komórek nowotworowych) 

wykazano, że O2
•− powstaje w mitochondriach w pierwszych minutach hipoksji, po czym jego 

stężenie stopniowo spada, osiągając po upływie godziny poziom wyjściowy. Z pewnym 

opóźnieniem powstaje H2O2, który następnie dyfunduje do cytoplazmy i organelli. Ilość tego 

związku w komórce istotnie wzrasta w okresie reperfuzji38,39. Do modyfikacji oksydacyjnej grup 

tiolowych białek dochodzi już po 30 minutach hipoksji38.  

Innym ważnym enzymatycznym źródłem RFT jest oksydoreduktaza ksantynowa, występująca 

w dwóch ulegających wzajemnemu przekształcaniu formach, oksydazy (xanthine oxidase, XO) 

i dominującej w zdrowych tkankach dehydrogenazy ksantynowej (xanthine dehydrogenase, XD). 

W warunkach hipoksji ATP jest katabolizowany do hipoksantyny, a XD przekształcana w XO. 

Podczas reoksygenacji hipoksantyna reaguje z O2 w procesie katalizowanym przez XO 

z wytworzeniem O2
•− oraz H2O2, które dają początek kolejnym RFT. W warunkach niedokrwienia, 

przy zmianie potencjału redoks komórek z oksydacyjnego (NAD+>NADPH) na redukcyjny 

(NADPH>NAD+), także XD może w obecności ksantyny produkować zwiększone ilości O2
•−. 

Ponadto XO katalizuje jednoelektronową redukcję azotynów do NO, szczególnie w warunkach 

anoksji/hipoksji oraz kwasicy.  

Izoformy oksydazy NADPH (NOX), obecna w komórkach mieloidalnych i komórkach ściany 

naczyniowej izoforma NOX2, a także izoformy obecne w innych komórkach, stanowią kolejny 

układ enzymatyczny odpowiedzialny za produkcję RFT w warunkach niedokrwienia i reperfuzji. 

Preaktywacja (priming) pod wpływem szeregu czynników, m.in. lipidów prozapalnych, cytokin, 

chemokin, czynników mitochondrialnych i uwalnianych przez patogeny, uruchamiających różne 

szlaki przekaźnictwa, umożliwia, po kolejnym zadziałaniu czynnika aktywującego, wyzwolenie 

szybkiej, skutecznej reakcji efektorowej40. NOX2 przenosi elektron z cytozolowego NADPH na 

tlen znajdujący się po zewnętrznej stronie błony komórkowej, dzięki czemu O2
•− jest uwalniany 

zewnątrzkomórkowo lub do wnętrza pęcherzyka fagocytarnego (Ryc. 1-2)34. Kompleks NOX2 
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składa się z siedmiu komponentów: trzech podjednostek błonowych, gp91phox/NOX2, p22phox 

(tworzące razem stabilny heterodimer – cytochrom b558) i Rap1A, oraz czterech cytozolowych, 

p47phox, p67phox, p40phox i Rac2. Podczas aktywacji (Ryc.1-2) komponenty cytozolowe ulegają 

fosforylacji i przemieszczają się do błony komórkowej. Znaczenie ma zwłaszcza podjednostka 

p47phox, cząsteczka adaptorowa przyłączająca się do gp91phox i łącząca p22phox z p67phox, 

stabilizująca kompleks NOX40,41.  

 

 

Rycina 1-2. Aktywacja kompleksu oksydazy NADPH wg35. 

 

NO wewnątrzkomórkowo jest produkowany głównie w katalizowanej przez izoformy syntaz NO 

(NOS1-3) reakcji utleniania L-argininy (L-Arg) do L-cytruliny w obecności O2, NADPH 

i tetrahydrobiopteryny (BH4). NO powstaje też w wyniku nieenzymatycznej redukcji azotynów. 

NOS w formie aktywnej są homodimerami o podjednostkach zawierających domenę oksygenazową 

(N-końcową, wiążącą BH4, L-Arg, hem), środkową domenę wiążącą kalmodulinę i domenę 

reduktazową (C-końcową, wiążącą NADPH, FAD, FMN). Przyłączanie BH4 i hemu jest niezbędne 

do prawidłowej dimeryzacji NOS, a przyłączanie kalmoduliny do reakcji O2 do L-Arg i produkcji 

NO w mechanizmie transferu elektronów z części reduktazowej do oksygenazowej enzymu42. NOS 

może ulegać rozprzęganiu i produkować O2
•− przy obniżeniu stężenia BH4, np. pod wpływem 

utlenowania związku do BH2 oraz przy niedoborze L-Arg, wywoływanym zwiększoną 

w warunkach niedokrwienia aktywnością arginazy.  

Produkcja RFTiA znajduje się pod kontrolą mechanizmów antyoksydacyjnych, enzymatycznych 

i nieenzymatycznych, a głębokość i czas trwania hipoksji mają znaczenie w ich regulacji. W ostrej 

hipoksji w różnych rodzajach komórek może dochodzić do obniżenia aktywności m.in. SOD, 

peroksydazy glutationowej i katalazy, a tym samym do zwiększenia uszkodzenia 

reoksygenacyjnego33. W przewlekłej hipoksji może mieć miejsce regulacyjne zwiększenie 

aktywności antyoksydacyjnej43. RFT produkowane przez jeden z układów enzymatycznych mogą 
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aktywować i zwiększać produkcję RFT przez pozostałe układy, np. mtRFT w warunkach hipoksji 

zwiększają aktywność NOX. Wiele uwagi poświęcono wzajemnym oddziaływaniom między 

mtRFT a aktywnością oksydacyjną NOX; np. NOS moduluje aktywację XO, a RFT pochodne XO 

mogą hamować enzymy łańcucha transportu elektronów2. 

1.2. Hipoksja-reoksygenacja a granulocyty obojętnochłonne  

1.2.1. Charakterystyka granulocytów obojętnochłonnych  

Granulocyty obojętnochłonne, komórki pierwszej linii obrony w reakcji zapalnej są najliczniejszą 

frakcją leukocytów we krwi krążącej (u ludzi 50-70%). Pochodzą z mieloblastów, są produkowane 

(5-10x1010/dziennie) i przechodzą proces dojrzewania w szpiku kostnym, skąd są uwalniane do 

krążenia układowego. Pula marginalna w naczyniach płuc, śledziony, wątroby i szpiku stanowi 

fizjologiczny rezerwuar dojrzałych granulocytów44. Np. mikrokrążenie płucne stanowi 

czynnościową niszę immunologiczną, w której dochodzi do wybiórczej natychmiastowej 

neutralizacji patogenów45. Granulocyty przechodzą też w warunkach fizjologicznych do innych 

tkanek, m.in. jelita, co ma istotne znaczenie dla odporności ustroju. Wbrew wcześniejszym 

poglądom, granulocyty żyją do kilku dni (izolowane komórki w hodowli – ok. 8godzin), a ich czas 

przeżycia ulega wydłużeniu w procesach zapalenia46. Głównym źródłem pozyskiwania energii są 

procesy glikolizy wobec stosunkowo niewielkiej liczby mitochondriów.  

Granulocyty stanowią wysoce heterogenną populację komórek. Mają też zdolność do plastycznego 

dostosowywania fenotypu, obejmującego m.in. charakterystyczną ekspresję markerów 

powierzchniowych, do aktualnego stanu fizjologicznego lub patologicznego a także w procesach 

starzenia komórek oraz zgodnie z rytmem dobowym. Zidentyfikowano 17 różnych odmian 

fenotypu granulocytów w różnych stanach czynnościowych i patologii, m.in. w nowotworach44,47.  

Granulocyty w krążeniu układowym znajdują się w stanie nieaktywnym; ograniczona zdolność 

reakcji na bodźce stanowi ochronę przed uszkodzeniem tkanek. Granulocyty rozpoznają zagrożenie 

dzięki obecności swoistych receptorów PRR, których ligandami są stałe fragmenty strukturalne 

patogenów (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) i czynniki endogenne (DAMP). 

Preaktywacja (priming) następuje pod wpływem m.in. lipidów prozapalnych, cytokin, chemokin, 

czynników obecnych w mitochondriach i uwalnianych przez patogeny, które uruchamiają różne 

szlaki przekaźnictwa, umożliwia wyzwolenie szybkiej, skutecznej (10-20 krotnie większej) reakcji 

efektorowej po zadziałaniu bodźca uszkadzającego. Dochodzi też do wzrostu adhezji, reorganizacji 

cytoszkieletu, ekspresji i translokacji receptorów, przyspieszenia metabolizmu oraz opóźnienia 

apoptozy40. W procesie adhezji i interakcji z innymi komórkami zapalenia, zwłaszcza z komórkami 
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śródbłonka kluczowe znaczenie ma wzrost ekspresji integryn. Czynności efektorowe związane 

z obronną rolą granulocytów obejmują fagocytozę, degranulację i formowanie tzw. neutrofilowych 

pułapek zewnątrzkomórkowych (neutrophil extracellular traps, NET). Granulocyty produkują też 

i uwalniają szereg mediatorów pro- i przeciwzapalnych kluczowych w początkowej fazie i na etapie 

wygaszania reakcji zapalnej, RFTiA, cytokin, chemokin i mediatorów lipidowych.  

Granulocyty charakteryzuje bardzo niska aktywność transkrypcyjna i translacyjna. Większość 

białek jest zmagazynowana w czterech typach ziarnistości powstających w procesie dojrzewania: 

azurofilnych, specyficznych, zawierających żelatynazę i wydzielniczych, których zawartość jest 

uwalniana w sekwencyjnym procesie degranulacji. Uruchamiane w pierwszej kolejności 

ziarnistości wydzielnicze i zawierające żelatynazę, a następnie specyficzne, zawierają białka 

błonowe o kluczowym znaczeniu dla wczesnej odpowiedzi komórek; ziarnistości specyficzne 

i azurofilne są źródłem proteaz, białek przeciwbakteryjnych, a także arginazy, ułatwiają migrację 

i degradację patogenów. W procesie fagocytozy granulocyty pochłaniają opsonizowane struktury, 

m.in. patogeny, po ich rozpoznaniu przez receptory dla opsonin (np. Fc, dla lecytyn typu C 

i składników dopełniacza). Procesowi temu towarzyszy degranulacja ziarnistości do pęcherzyka 

fagocytarnego i uwalnianie RFT, pochodnych NOX2 i MPO oraz RFA.  

Mechanizmem zewnątrzkomórkowym eliminacji patogenów jest tworzenie NET. Zjawisko to wiąże 

się z dekondensacją DNA i formowaniem struktur będących siecią włókien chromatyny, do której 

przyczepione są histony, białka cytoszkieletu, MPO i proteazy zawarte w ziarnistościach. Do 

powstawania NET dochodzi w mechanizmie zależnym lub niezależnym od RFTiA; wiąże się ono 

ze śmiercią komórki, ale może też przebiegać przyżyciowo. Tworzenie NET jest istotne 

w zwalczaniu patogenów, ale może też mieć znaczenie w uszkodzeniu tkanek oraz interakcjach 

między granulocytami i układem krzepnięcia44.  

Niezależnie od roli obronnej i potencjału uszkadzania tkanek, granulocyty pełnią wspomnianą 

wyżej kluczową rolę w procesach gojenia i wygaszania reakcji zapalnej. Komórki te mają też 

istotne znaczenie w regulacji odpowiedzi swoistej, wpływają modulująco na czynność limfocytów 

T i B na różnych poziomach. Mogą ułatwiać różnicowanie odpowiedzi w kierunku TH1 i TH17, 

mogą też pełnić rolę komórek prezentujących antygen. W procesach rozrostowych granulocyty 

mogą ułatwiać lub hamować rozwój nowotworów44,47.  

Produkcja RFTiA 

Aktywacja granulocytów prowadzi do szybkiego, dużego wzrostu produkcji RFT w procesie 

wybuchu oddechowego związanego z aktywacją oksydazy NOX2 a następnie MPO. Aktywacja 

NOX wiąże się z przestrojeniem energetycznym z glikolizy w kierunku cyklu 
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pentozofosforanowego, który dostarcza donora elektronów, NADPH. RFT w granulocytach mogą 

być też uwalniane, głównie w celach regulacyjnych, przez mitochondria i stymulować NOX. 

Zjawisko to może mieć znaczenie w procesach hipoksji-reoksygenacji48. Produkcja RFT jest 

kluczowa dla aktywności bakteriobójczej granulocytów, jednak czynniki te mogą też uczestniczyć 

w uszkodzeniu tkanek i innych procesach, np. związanych z regulacja odpowiedzi swoistej44.  

Granulocyty produkują też NO i RFA w procesie enzymatycznym i pozaenzymatycznym 

(w wyniku wewnątrzkomórkowej redukcji azotynów). W granulocytach obserwuje się ekspresję 

wszystkich trzech izoform NOS. NOS2 występuje konstytutywnie w cytoplazmie i ziarnistościach 

wydzielniczych i zawierających żelatynazę. Podczas aktywacji w procesie fagocytozy, w wyniku 

interakcji z podjednostką NOX2 Rac2, NOS2 przemieszcza się do błony komórkowej i ulega 

aktywacji49. NOS w granulocytach, podobnie jak NOX2 może też ulegać aktywacji pod wpływem 

stymulacji czynnikami pochodzenia bakteryjnego, cytokinami i związkami syntetycznymi (PMA 

i jonofor Ca A23178), jednak wydajność tej stymulacji jest znacząco niższa niż w przypadku 

NOX2. Wzajemne oddziaływania między aktywnością układów enzymatycznych NOX2 i NOS 

pełnią istotną rolę funkcjonalną. Z jednej strony może dochodzić do hamowania oksydacyjnego 

NOS i zmniejszenia produkcji NO50. NO produkowany przez NOS2 może hamować NOX 

w mechanizmie fosforylacji p47phox za pośrednictwem izoform kinazy białkowej C (PKC)51. NO 

jest produkowany przez granulocyty wprawdzie w stosunkowo niewielkich ilościach, ale ma 

kluczowe znaczenie dla chemotaksji, adhezji, agregacji, apoptozy i, będąc źródłem RFA, 

neutralizacji patogenów w procesie fagocytozy i tworzenia NET52.  

Odrębności czynnościowe między granulocytami noworodków i dorosłych 

W krążeniu płodowym i noworodkowym liczniej występują formy niedojrzałe granulocytów 

obojętnochłonnych; ich liczba spada i osiąga proporcje zbliżone do występujących u dorosłych po 

około 72 godzinach życia. Czynność granulocytów noworodka jest związana z wiekiem 

urodzeniowym i stanem dziecka, wykazując szczególną niedojrzałość czynnościową u dzieci 

przedwcześnie urodzonych. Istnieją też różnice między granulocytami noworodków w porównaniu 

do osób dorosłych.  

Proces degranulacji granulocytów donoszonego noworodka przebiega podobnie jak u dorosłych, ale 

niektóre składniki ziarnistości występują w mniejszych ilościach. Upośledzona reakcja 

granulocytów noworodka na czynniki chemotaktyczne wynika z zaburzeń uruchamiania 

wewnątrzkomórkowych magazynów wapnia i opóźnionej reakcji ze strony cytoszkieletu. 

W związku z niższą ekspresją L-selektyny upośledzone są także procesy toczenia, adhezji do 

śródbłonka oraz transmigracji. Mniejsza ilość receptorów CR3 oraz zaburzenia wydzielania 

chemokin i cytokin przyczyniają się dodatkowo do obniżonej dynamiki naczyniowej reakcji 
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zapalnej. Procesy fagocytozy granulocytów noworodka są porównywalne do dorosłych natomiast 

tworzenie NET przebiega tylko w mechanizmie niezależnym od RFT53. 

Opinie na temat produkcji RFT przez granulocyty noworodka były zróżnicowane, wskazując na 

możliwą niższą, porównywalną lub wyższą dynamikę wybuchu oddechowego w porównaniu 

z granulocytami doroslych. Przedstawiono jednak przekonywujące dowody na różnice 

czynnościowe wybuchu oddechowego niezależnie od ewentualnych różnic ilościowych. 

W granulocytach krwi pępowinowej obserwowano niewielkie obniżenie ilości komponentów 

cytoplazmatycznych kompleksu oksydazy NOX2, p40phox, p47phox i p67phox przy dwukrotnie 

większej ilości błonowego cytochromu b558 w porównaniu do dorosłych. Stan ten może się wiązać 

z możliwym upośledzeniem produkcji RFT w sytuacji ciężkiego zagrożenia infekcyjnego54. 

W aspekcie produkcji NO przez granulocyty noworodka, w badaniach prowadzonych w Zakładzie 

Anestezjologii Doświadczalnej wykazano niższą produkcję enzymatyczną NO w stymulowanych 

izolowanych granulocytach krwi pępowinowej w porównaniu z granulocytami dorosłych52.  

1.2.2. Wpływ hipoksji/reoksygenacji na granulocyty obojętnochłonne 

Granulocyty są komórkami wykazującymi znaczną tolerancję na niedobór tlenu w związku z ich 

fizjologiczną rolą w procesach zapalenia. Ostatnio wykazano, że in vitro można znacznie wydłużyć 

czas przeżycia granulocytów, inkubując je w warunkach anoksji, pod warunkiem zapewnienia 

dostępności glukozy i aktywności HIF-1α46. W procesie hipoksji-reoksygenacji granulocyty pełnią 

istotną rolę w procesach angiogenezy i wygaszania zapalenia, mogą też działąć uszkadzająco29. 

Kluczowe znaczenie RFTiA uwalanianych przez granulocyty obojętnochłonne w patofizjologii 

uszkodzenia reperfuzyjnego zostało potwierdzone w pojedynczych narządach a także 

w uszkodzeniach wielonarządowych2. Jednak, mimo że aktywowane granulocyty są ważnym 

źródłem RFT, do uszkodzenia reoksygenacyjnego może dochodzić niezależnie od obecności tych 

komórek, co potwierdzono in vitro m.in. w komórkach śródbłonka, mięśnia sercowego 

i hepatocytach2. Uważa się, że do aktywacji granulocytów i produkcji RFTiA dochodzi wtórnie, 

pod wpływem interakcji tych komórek ze śródbłonkiem. Badania z użyciem antyoksydantów lub 

eliminacji granulocytów nie zawsze przyniosiły spodziewane efekty w leczeniu niedokrwienia 

reperfuzji w różnych narządach55. Stopień uszkodzenia reperfuzyjnego wynika raczej z fenotypu 

granulocytów; polaryzacja w kierunku fenotypu przeciwzapalnego N2 wiąże się z ułatwieniem ich 

fagocytozy przez makrofagi i optymalizacji procesów rezolucji zapalenia56. 

Hipoksja wpływa na ekspresję integryn i powoduje zwiększoną adhezję granulocytów do 

śródbłonka (reoksygenacja odwraca ten efekt). Dochodzi do intensyfikacji procesów fagocytozy 

zymosanu i bakterii, degranulacji (wydzielania MPO i proteaz: elastazy, laktoferyny oraz 
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metaloproteinazy 9 macierzy pozakomórkowej) oraz uwalniania mediatorów zapalenia (IL-1, IL-8, 

TNF-α, IL-6, IL-10, MIP-1β) niezależnie od stymulacji lipopolisacharydem (LPS)57,58,59,60,61. 

Hipoksja opóźnia konstytutywną apoptozę57.Upośledzeniu ulega tworzenie NET stymulowane 

PMA jednocześnie nie wpływając na indukcję tego zjawiska pod wpływem inkubacji z żywymi 

bakteriami gronkowca złocistego62. 

W warunkach hipoksji dochodzi do zmniejszenia wewnątrz- i zewnątrzkomórkowej produkcji RFT 

przy zachowanej ekspresji komponentów NOX2, co prowadzi do upośledzenia tlenozależnej 

aktywności bakteriobójczej (w odniesieniu do gronkowca złocistego)57,60. W warunkach 

reoksygenacji przywrócenie dostępności O2 powoduje odwrócenie zhamowania wybuchu 

oddechowego i wzrost produkcji RFT. Natężenie tego zjawiska opisanego w warunkach in vitro 

w granulocytach izolowanych oraz we krwi pełnej, a także w modelach in vivo, różniło się 

w zależności od modelu doświadczalnego; zależało od stopnia hipoksji, dynamiki procesu 

narastania hipoksji-reoksygenacji i rodzaju stymulacji komórek42,57,58,63,64. W mechanizmie tego 

zjawiska podkreślano znaczenie procesów związanych z aktywacją PKC i gospodarką 

wapniową63,65.  

Poglądy na produkcję NO w granulocytach w warunkach hipoksji i reoksygenacji są zróżnicowane. 

Obserwowano zarówno wzrost stężenia azotynów w granulocytach, jak i brak wpływu na produkcję 

NO przy jednoczesnym wzroście aktywności arginazy w tych komórksach, a także spadek 

produkcji NO66,67. 

Hipoksja-reoksygenacja in vivo powoduje zwiększenie ilości krążących neutrofili oraz wzrost 

aktywności mechanizmów oksydacyjnych, mi.in. MPO67. 

1.3. Anestetyki lokalne i ich wpływ na granulocyty obojętnochłonne w aspekcie 

hipoksji-reoksygenacji 

1.3.1. Charakterystyka anestetyków lokalnych  

Anestetyki lokalne są środkami farmakologicznymi czasowo blokującymi przewodnictwo 

impulsów elektrycznych przez błony komórkowe komórek pobudliwych. Środki te hamują 

przewodnictwo bodźców nocyceptywnych i czucie bólu bez wpływu na świadomość i są szeroko 

stosowane w znieczuleniu i analgezji regionalnej. 

Anestetyki lokalne są słabymi zasadami trudno rozpuszczalnymi w wodzie. Są zbudowane 

z lipofilowego pierścienia aromatycznego, połączonego wiązaniem estrowym lub amidowym 

z hydrofilową aminą trzeciorzędową (lub drugorzędową). Część hydrofilowa cząsteczki anestetyku 

może przyjmować formę niezjonizowaną lub zjonizowaną; stosunek formy zjonizowanej do 
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niezjonizowanej wyznacza stała dysocjacji (pKa) środka – wartość pH, przy której obie formy 

występują w równych ilościach. Im bardziej pKa środka jest zbliżona do fizjologicznego pH, tym 

szybszy początek jego działania68. Forma niezjonizowana łatwiej przechodzi przez błony, co 

przyspiesza wystąpienie efektu farmakologicznego. Siła działania jest wprost proporcjonalna do 

zależnej od ilości podstawników alkilowych rozpuszczalności w tłuszczach, która również decyduje 

o przechodzeniu przez błonę komórkową. Masa cząsteczkowa anestetyków lokalnych wpływa na 

szybkość ich dysocjacji od miejsca receptorowego; środki o mniejszej cząsteczce oddysocjowują 

szybciej69. Czas działania anestetyków lokalnych zależy od ich wiązania z białkami. W Tab. 1-3. 

zestawiono właściwości, a na Ryc.1-3. przedstawiono strukturę wybranych, badanych w niniejszej 

pracy anestetyków lokalnych.  

 

Tabela 1-3. Niektóre właściwości fizykochemiczne i farmakokinetyczne wybranych aminoamidowych 

anestetyków lokalnych wg 70 

Nazwa Mmol 

(g/mol) 

pKa Vds 

(l) 

Cl 

(l/min) 

T1/2 

(godz) 

Ekstrakcja 

wątrobowa 

Współczynnik 

olej/bufor 

Wiązanie z 

białkami 

K/O 

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

Lidokaina 234,38 7,7 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 dotyczą osób dorosłych Mmol - masa molowa; pKa - stała dysocjacji; Vds - objętość dysocjacji; Cl - klirens; 

T1/2 - czas półtrwania; K/O - stosunek stężenia leku we krwi do stężenia w osoczu 

 

   

 

Rycina 1-3. Struktura wybranych aminoamidowych anestetyków lokalnych wg 69. 

kolor czarny - hydrofobowy pierścień aromatyczny; kolor pomarańczowy - pośredni łańcuch amidowy; kolor czerwony - amina, 

region hydrofilowy 

 

Mechanizm działania anestetyków lokalnych 

Anestetyki lokalne działają głównie przez hamowanie napięciowo zależnych kanałów sodowych 

w nerwach czuciowych i kardiomiocytach – stabilizując ich formę nieaktywną (zamkniętą). 

Cząsteczki anestetyków wykazują powinowactwo do regionu D4-S6 α podjednostki kanału 

sodowego; dochodzi do zmian konformacji kanału i wytworzenia dodatniego ładunku w jego 

Bupiwakaina                                      Lidokaina                                    Ropiwakaina 
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świetle71. Niezależnie od interakcji z białkiem kanału, anestetyki lokalne działają też pośrednio, 

w wyniku interakcji z lipidami błony komórkowej. Mechanizm ten stanowi wspólny punkt uchwytu 

dla wszystkich anestetyków lokalnych, niezalenie od różnic w ich strukturze. Interakcje tych 

środków z lipidami błon komórkowych prowadzą do zmian strukturalnych i czynnościowych: 

zwiększa się upłynnienie błon, dochodzi do zaburzeń ich uporządkowania, mikrolepkości 

i przepuszczalności, a także przezbłonowego potencjału elektrostatycznego. Zmiany potencjału 

mogą też mieć znaczenie dla efektu hamującego kanały napięciowozależne. Niezależnie od wpływu 

na kanały sodowe, dochodzi do hamowania innych kanałów jonowych – potasowych, wapniowych 

i protonowych, a także modulacji innych struktur związanych z błonami: receptorów 

(cholinergicznych, adrenergicznych, GABA-ergicznych, glicynowych, 

N-metylo-D-asparaginianowych), enzymów (cyklazy adelynowej, fosfolipazy A2, Na,K-ATP-azy) 

i innych białek błonowych uczestniczących w przekaźnictwie sygnału, np. Gαq71,72,73. Anestetyki 

lokalne wykazują szczególne powinowactwo do błonowych platform lipidowych. Odziaływania 

błonowe zależą też od składu lipidowego błon, m.in zawartości cholesterolu i kardiolipiny. 

Komponenty chiralne błon, przede wszystkim cholesterol, decydują o efekcie stereoselektywności 

w przypadku enencjomerów lewoskrętnych. Skład błon ma też znaczenie dla błonowych efektów 

anestetyków lokalnych w warunkach patologicznych. Np. w warunkach kwasicy ugrupowanie 

kationowe cząsteczki anestetyku oddziałuje elektrostatycznie z grupami anionowymi kwaśnych 

fosfolipidów, a ONOO- produkowany w warunkach zapalenia nasila efekt anestetyku w błonach 

zawierających kardiolipinę (mitochondrialnych)73. Anestetyki lokalne mogą wpływać na 

przekaźnictwo sygnału, m.in. za pośrednictwem modulacji aktywności szeregu kinaz (np. kinaz 

białkowych A, C, p38 MAPK25,74,75. Pod wpływem anestetyków lokalnych dochodzi do 

rozprzężenia łańcucha oddechowego w mitochondriach25,76.  

1.3.2. Efekty przeciwzapalne anestetyków lokalnych 

Niezależnie od działania znieczulającego anestetyki lokalne wywierają szereg innych efektów 

farmakologicznych m.in. związanych z hamowaniem reakcji zapalnej i proliferacji komórek 

nowotworowych72,75. Związki te wpływają na procesy hemostazy i zapalenia za pośrednictwem 

hamowania białek Gαq i wpływu na receptory, m.in. dla kwasu lizofosfatydowego 

(lysophosphatidic acid, LPA), tromboksanu A2 (thromboxane, TXA2) i czynnika aktywującego 

płytki (platelet-activating factor, PAF)71. Potwierdzono hamujący wpływ lidokainy na 

przekaźnictwo sygnału związane z NFκB77. Modulacja reakcji zapalnej obejmuje wpływ na 

komórki śródbłonka i układu odpornościowego (granulocyty, monocyty, limfocyty, makrofagi, 

komórki tuczne). Anestetyki nie opóźniają procesów gojenia i nie zwiększają ryzyka występowania 

zakażeń71, mogą jednak opóźniać procesy wygaszania odpowiedzi zapalnej78.  
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Wpływ na granulocyty obojętnochłonne  

Wpływ anestetyków lokalnych na granulocyty obejmuje hamowanie procesów adhezji do komórek 

śródbłonka, migracji, fagocytozy i produkcji mediatorów zapalenia, m.in. cytokin i RFTiA. 

Zależnie od rodzaju i stężenia środki te modulują preaktywację, aktywację i aktywność 

granulocytów obojętnochłonnych72. Efekty te udokumentowano in vitro w granulocytach 

stymulowanych receptorowo (peptyd bakteryjny fMLP, LTB4, PAF, LPS) i pozareceptorowo (estry 

forbolu, jonofor A).  

Anestetyki mogą wpływać na preaktywację neutrofili przez hamowanie szlaku PKC i receptorów 

związanych z białkami G (GPCR)74,79,80. Hamując uwalnianie czynników chemotaktycznych 

i wpływając na cytoszkielet powodują odwracalny i zależny od dawki spadek chemotaksji, 

ruchliwości i migracji granulocytów72,81. Zjawisko to potwierdzono w modelach doświadczalnych 

in vivo, m.in. w zapaleniu otrzewnej i zapaleniu stawów72. Do hamowania adhezji leukocytów do 

komórek śródbłonka dochodzi w mechanizmie uwalniania prostacykliny i hamowania ekspresji 

integryn przez komórki śródbłonka72,82. W komórkach śródbłonka dochodzi też do upośledzonego 

wydzielania mediatorów zapalenia (IL-8 i IL-1β)83. Hamowanie fosfolipazy D (PLD) przez 

anestetyki lokalne wiąże się z upośledzeniem procesów fagocytozy i degranulacji84.  

Istnieją liczne doniesienia dotyczące wpływu anestetyków lokalnych na produkcję RFT przez 

granulocyty obojętnochłonne, zależnie od stężenia i rodzaju środka oraz stężenia i czasu działania 

stymulatora. Większość danych, zwłaszcza odnośnie bupiwakainy oraz lidokainy, wskazuje na 

efekty hamujące produkcję RFT85,86,87,88. Wykazano też, że lidokaina hamuje kompleks oksydazy 

NADPH89. Ropiwakaina podobnie do lidokainy hamowała produkcję O2
•−, H2O2 oraz OH-80. 

Badania własne in vitro sugerują hamowanie produkcji RFT pod wpływem klinicznie istotnych 

stężeń bupiwakainy90. Istnieją jednak doniesienia, że bupiwakaina ani ropiwakaina nie wpływają 

istotnie na wybuch oddechowy granulocytów89. Anestetyki lokalne zależnie od stężenia i rodzaju 

środka zwiększają enzymatyczną produkcję NO w granulocytach52. 

Wpływ na granulocyty obojętnochłonne płodu i noworodka 

W warunkach klinicznych wykazano hamujący wpływ lidokainy podanej matce zewnątrzoponowo 

na chemotaksję granulocytów obojętnochłonnych krwi pępowinowej91. Zaobserwowano też jednak, 

że granulocyty noworodków urodzonych siłami natury lub w wyniku cięcia cesarskiego 

w znieczuleniu ogólnym wykazywały niższe wartości wybuchu oddechowego niż granulocyty 

dzieci urodzonych cięciem cesarskim w znieczuleniu zewnątrzoponowym z użyciem lidokainy92. 

Wartości chemotaksji granulocytów noworodków, których matki znieczulono podpajęczynówkowo 

(mepiwakainą z sufentanylem) były wyższe niż w przypadku znieczulenia zewnątrzoponowego 

(ropiwakainą lub bupiwakainą z sufentanylem)93. Granulocyty obojętnochłonne noworodków 
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urodzonych cięciem cesarskim planowym (bez czynności skurczowej) w znieczuleniu 

zewnątrzoponowym (ropiwakainą lub bupiwakainą z sufentanylem) wykazywały niższą 

chemotaksję niż komórki dzieci urodzonych siłami natury. Zastosowanie blokady centralnej 

w analgezji porodu w porównaniu z analgezją układową wiązało się z niższą produkcją RFT przez 

granulocyty noworodka90. 

Badania in vitro przeprowadzone w Zakładzie Anestezjologii Doświadczalnej wskazują na 

znaczący wpływ anestetyków lokalnych w niskich stężeniach istotnych klinicznie na produkcję 

RFT w granulocytach obojętnochłonnych krwi pępowinowej: hamujący wpływ bupiwakainy 

w komórkach stymulowanych PMA i stymulujący wpływ lidokainy w granulocytach 

niestymulowanych90. Wykazaliśmy też, że anestetyki lokalne, bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina 

w stężeniach klinicznie istotnych nie wpływają na wewnątrzkomórkową produkcję NO 

w granulocytach krwi pępowinowej52.  

1.3.3. Efekty anestetyków lokalnych w uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym 

W modelach doświadczalnych i klinicznych wykazano, że anestetyki lokalne stabilizują procesy 

zapalenia w uszkodzeniu reperfuzyjnym serca, płuca i mózgu. Najwięcej spostrzeżeń opublikowano 

odnośnie lidokainy, która jest jedynym anestetykiem lokalnym podawanym układowo. 

W warunkach uszkodzenia reperfuzyjnego lidokaina hamowała akumulację granulocytów, 

modulowała czynność limfocytów i makrofagów, hamowała produkcję mediatorów zapalenia, m.in. 

cytokin, wolnych rodników, metabolitów cyklooksygenazy i zmniejszała nasilenie stresu 

oksydacyjnego72,79,81,94. 

W warunkach in vitro lidokaina w stężeniach wyższych niż terapeutyczne hamowała efekt wzrostu 

ekspresji integryn CD11b w granulocytach oraz ICAM-1 w komórkach śródbłonka w okresie 

reoksygenacji. Hamowanie wzrostu integryny CD18 następowało już w stężeniach 

terapeutycznych. Efekt ten obserwowano bezpośrednio w komórkach poddanych 

hipoksji/reoksygenacji, jak i w granulocytach inkubowanych z osoczem krwi pobranej 

z reperfundowanej kończyny w warunkach zabiegowych ale tylko we wczesnym okresie (po 15 

min) reperfuzji95,96. 

Bezpośrednie efekty anestetyków lokalnych na produkcję RFTiA w granulocytach w warunkach 

hipoksji-reoksygenacji nie były jak dotychczas badane. Kliniczne znaczenie tego zjawiska jest 

istotne zarówno dla płodu i noworodka, jak i dla dorosłych. Powszechne stosowanie blokad 

centralnych w położnictwie w celu uśmierzania bólu porodowego i znieczulenia do zabiegów 

położniczych wiąże się z potencjalnym wpływem anestetyków lokalnych na granulocyty płodu 

i noworodka, które z fizjologicznych warunków hipoksji w życiu wewnątrzmacicznym po porodzie 

są eksponowane na warunki normoksji. W okresie okołoporodowym może też dochodzić do 
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patologicznego niedotlenienia płodu i noworodka. U dorosłych metody znieczulenia regionalnego 

są często stosowane w zespołach reperfuzyjnych97. Niniejsza praca stanowi próbę zbadania wpływu 

anestetyków lokalnych na produkcję RFTiA przez granulocyty obojętnochłonne krwi pępowinowej 

i dorosłych poddane reoksygenacji po poprzedzającej hipoksji.  
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2. ZAŁOŻENIA I CELE PRACY 

W niniejszej pracy postawiono następujące hipotezy: 

1. Hipoksja-reoksygenacja in vitro wpływa na wewnątrzkomórkową produkcję RFT i NO 

w granulocytach obojętnochłonnych pełnej krwi pępowinowej i krwi dorosłych ochotników; 

2. Efekt ten zależy od czasu trwania reoksygenacji i jest słabiej nasilony w granulocytach krwi 

pępowinowej w porównaniu z granulocytami dorosłych; 

3. Anestetyki lokalne, bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina, modulują wewnątrzkomórkową 

produkcję RFT i NO w granulocytach reoksygenowanej pełnej krwi pępowinowej; 

4. Produkcja RFT i NO w granulocytach poddanych preekspozycji na anestetyki lokalne 

i inkubowanych w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro różni się zależnie od rodzaju 

i stężenia zastosowanego anestetyku oraz zależy od czasu trwania reoksygenacji. 

Cele ogólne pracy obejmowały: 

1. Ocenę wpływu hipoksji-reoksygenacji in vitro na wewnątrzkomórkową produkcję RFT i NO 

w granulocytach obojętnochłonnych pełnej krwi pępowinowej w porównaniu z granulocytami 

obwodowej krwi pełnej dorosłych ochotników; 

2. Porównanie wewnątrzkomórkowej produkcji RFT i NO w warunkach wczesnej i późnej 

reoksygenacji; 

3. Ocenę efektów anestetyków lokalnych, bupiwakainy, lidokainy oraz ropiwakainy, na produkcję 

RFT i NO w granulocytach pełnej krwi pępowinowej w porównaniu z granulocytami 

obwodowej krwi pełnej dorosłych ochotników w warunkach hipoksji-reoksygenacji. 

Do realizacji celów ogólnych wyodrębniono następujące cele szczegółowe: 

− skonstruowanie komory hipoksycznej do inkubacji krwi pełnej; 

− cytometryczną ocenę wewnątrzkomórkowej produkcji RFT w niestymulowanych 

i stymulowanych PMA granulocytach pełnej krwi pępowinowej oraz osób dorosłych 

w warunkach 75- i 300-min normoksji oraz 60-min hipoksji z następową 15- i 240-min 

reoksygenacją; 

− cytometryczną ocenę wewnątrzkomórkowej produkcji NO w niestymulowanych 

i stymulowanych PMA granulocytach pełnej krwi pępowinowej oraz osób dorosłych 

w warunkach 75- i 300-min normoksji oraz 60-min hipoksji z następową 15- i 240-min 

reoksygenacją; 
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− cytometryczną ocenę wewnątrzkomórkowej produkcji RFT w inkubowanych z bupiwakainą, 

lidokainą oraz ropiwakainą niestymulowanych i stymulowanych PMA granulocytach pełnej 

krwi pępowinowej oraz osób dorosłych w warunkach 60-min hipoksji z następową 15- i 240-

min reoksygenacją; 

− cytometryczną ocenę wewnątrzkomórkowej produkcji NO w inkubowanych z bupiwakainą, 

lidokainą oraz ropiwakainą niestymulowanych i stymulowanych PMA granulocytach pełnej 

krwi pępowinowej oraz osób dorosłych w warunkach 60-min hipoksji z następową 15- i 240-

min reoksygenacją.  
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Zgoda Komisji Bioetycznej 

Doświadczenia prowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie 

Medycznym w Poznaniu (przewodniczący Komisji prof. dr hab. Paweł Chęciński) nr 602/11 z dnia 

16.06.2011 oraz jej przedłużeń 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 odczynników. 

Zestawienie odczynników i buforów stosowanych w pracy przedstawiono w Tabeli 3-1. 

 

Tabela 3-1. Wykaz odczynników i buforów. 

Nazwa Stężenie/skład  Producent 

Roztwór soli fizjologicznej (PBS) 

0,138 M 

0,0027 M 

pH 7,4 

NaCl; 

KCl 

 

Sigma-Aldrich 

Dihydrorodamina 123 (DHR123) 10 mg  Sigma-Aldrich 

Roztwór dioctanu 4,5-

diaminofluoresceiny 

(DAF-2DA) w dimetylosulfotlenku 

(DMSO) 

5 mM DAF-2DA Sigma-Aldrich 

BD Pharm Lyse™ lysing solution 

Roztwór lizujący 

 

 

NH4Cl 

KHCO3 

H2O 

BD Biosciences 

Roztwór jodku propidyny (PI) 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 

specjalna 

1%  

94% 

5%  

O2 

N2 

CO2 

Air Products 

Sp. z o.o. 

 

3.3. Pobieranie krwi do badań 

Krew do badań w objętości 20 ml była pobierana z żyły pępowinowej bezpośrednio po zaciśnięciu 

pępowiny (n=16) oraz od dorosłych ochotników (n=16) z żyły przedramienia do probówek 

w systemie zamkniętym S-Monovette (Sarstedt) zawierających heparynę. Rodzące i ochotnicy 
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wyrażali na pobranie krwi pisemną zgodę, poprzedzoną zapoznaniem się z pisemną informacją 

o celu badania.  

Krew pępowinowa była pobierana przez położną na Oddziale Porodowym Ginekologiczno-

Położniczego Szpitala Klinicznego Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego 

w Poznaniu od noworodków w dobrym stanie ogólnym (>8 punktów w skali Apgar) urodzonych 

o czasie drogami natury. Ponadto kryteria włączenia obejmowały: dobry stan zdrowia matki 

(II° w skali ryzyka ASA - American Society of Anesthesiologists), niepodwyższoną ciepłotę ciała 

matki i zastosowanie w analgezji porodu wyłącznie metod układowych. Materiał transportowano do 

Zakładu Anestezjologii Doświadczalnej UMP, gdzie w ciągu najdalej godziny od momentu 

pobrania rozpoczynano inkubację z anestetykami lokalnymi. 

Obwodową krew żylną pobierano w Zakładzie Anestezjologii Doświadczalnej w godzinach 

rannych od ochotników - zdrowych, niepalących mężczyzn w wieku 20-38 lat, którzy nie 

przyjmowali alkoholu w dniu poprzedzającym badanie i byli na czczo. 

3.4. Inkubacja krwi z anestetykami lokalnymi 

Pełną krew pępowinową oraz obwodową krew żylną inkubowano z roztworami anestetyków 

lokalnych: bupiwakainy, lidokainy oraz ropiwakainy w czterech kategoriach stężeń w warunkach 

hipoksji-reoksygenacji lub normoksji przez 75 i 300 min. Najniższe użyte stężenia bupiwakainy 

i ropiwakainy odpowiadały stężeniom tych środków obserwowanych we krwi pępowinowej 

u noworodków matek u których wykonano blokady centralne98. Użyto także stężeń 10, 100 i 200 

razy wyższych. Najwyższe użyte stężenia o charakterze referencyjnym mogą występować lokalnie 

w tkankach objętych znieczuleniem regionalnym u dorosłych. Zastosowane stężenia anestetyków 

zostały dostosowane do różnic między nimi w sile działania analgetycznego, umożliwiając 

interpretację wyników z punktu widzenia klinicznego. Lidokaina wykazuje 0,25-0,3 siły działania 

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

 

Tabela 3-2. Stężenia anestetyków lokalnych (mM) z którymi inkubowano krew pełną. 

 Stężenie (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) anestetyków przygotowywano poprzez rozpuszczenie odważek w wodzie 

dejonizowanej o objętości pomniejszonej o objętość dziesięciokrotnie stężonego PBS. 

Bezpośrednio przed doświadczeniem do roztworów wodnych środków dodawano dziesięciokrotnie 
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stężony PBS, otrzymując wyjściowe stężenia 5 mM bupiwakainy, 20 mM lidokainy oraz 7 mM 

ropiwakainy w 1x PBS. 

Roztwory anestetyków w PBS lub roztwór PBS bez dodatku anestetyku (próby kontrolne) mieszano 

z krwią pełną poprzez delikatne pipetowanie, uzyskując zamierzone stężenia środków (Tab. 3-2).  

3.5. Model hipoksji-reoksygenacji in vitro 

Zastosowano model hipoksji-reoksygenacji in vitro wg McCourtie i wsp. z zastosowaniem 

nierozcieńczonej krwi pełnej99. Proces izolacji komórek z krwi pełnej, w tym granulocytów 

obojętnochłonnych, może prowadzić do niezamierzonej ich aktywacji, jest czasochłonny 

i, w przypadku krwi pępowinowej, technicznie skomplikowany52. Detekcja RFTiA we krwi pełnej 

jest uwarunkowana interakcjami wszystkich składników krwi i odzwierciedla w sposób zbliżony do 

optymalnego warunki fizjologiczne in vivo100. 

Krew pełną inkubowano w komorze hipoksycznej płukanej gazem w składzie 1% 02/94% N2/5% 

CO2, a następnie szczelnie zamkniętej i umieszczonej w inkubatorze CO2. Reoksygenacja 

następowała po przeniesieniu prób z komory hipoksycznej bezpośrednio do inkubatora CO2. 

Inkubację kontynuowano w atmosferze o składzie 21% 02/74% N2/5% CO2 przez dalszych 15 lub 

240 min. Czasy inkubacji odpowiadają reakcji dwufazowego wzrostu adhezji granulocytów do 

komórek śródbłonka w okresie wczesnej i późnej reoksygenacji2. Kontrolę normoksyczną stanowiły 

próby umieszczane bezpośrednio w inkubatorze i inkubowane odpowiednio przez 75 i 300 min 

(Ryc.3-1). 

 

 

Rycina 3-1. Schematyczne przedstawienie doświadczenia. 

 - pobranie prób do analiz 

          - dodanie anestetyku lokalnego 
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3.5.1. Komora hipoksyczna 

Inkubacja komórek w warunkach hipoksji-reoksygenacji prowadzona była w samodzielnie 

skonstruowanej komorze hipoksycznej (Ryc. 3-2). Komorę wykonano wg metody Wright i Shay 

z licznymi własnymi modyfikacjami101. Dotyczyły one zastosowania innego pojemnika 

(gazoszczelnego pojemnika GENbox 7 l (bioMérieux), przewodów do wprowadzania 

i wyprowadzania gazu z gazoszczelnymi zaworami umożliwiającymi w pełni gazoszczelne 

połączenia przewodów z komorą. Na długim boku nawiercono dwa otwory (ø6 mm), które 

zaopatrzono w obrotowe złącza kątowe wtykowe z gwintem zewnętrznym. Na gwint z obu stron 

pojemnika nałożono uszczelki typu o-ring, a nakrętkę przykręcono z użyciem kleju anaerobowego. 

Przyłączono przewody polietylenowe (ø4 mm). Na końcu lewego przewodu zamontowano złącze, 

gazoszczelny zawór kulowy oraz mosiężny tłumik. Na końcu prawego przewodu zamontowano 

złącze przewodu i mosiężne szybkozłącze jednostronnie odcinające. Króciec mosiężny 

udrożniający szybkozłącze zamontowano na przewodzie wyprowadzonym z butli z mieszaniną 

gazową. Wszystkie gwinty zabezpieczono klejem anaerobowym. Szczelność komory potwierdzono 

poprzez próbę zanurzeniową. 

 

 

Rycina 3-2. Komora hipoksyczna własnej konstrukcji. 

A - złącze kątowe wtykowe z gwintem zewnętrznym; B - przewód polietylenowy; C – złącze wtykowe; D - gazoszczelny zawór 

kulowy; E - mosiężny tłumik; F - mosiężne szybkozłącze jednostronnie odcinające; G - kieszenie pojemnika wypełnione wodą do 

wstrzykiwań. 

 

B 
A 

G 

F 

C 

D 

E 

C 
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Przed doświadczeniami do kieszeni komory wlewano 100 ml wody do wstrzykiwań (Fresenius) 

w celu utrzymania wysokiej wilgotności. Wilgotność w komorze w czasie inkubacji wynosiła 89% 

(Termohigrometr -50+70 / 20-99% DT-2, Chemland, Polska). Próby umieszczano w komorze, 

a następnie płukano ją mieszaniną gazową o składzie 1% 02/94% N2/5% CO2, przy przepływie 

3 l/min przez 7 min. Przepływ nastawiono za pomocą reduktora zamocowanego na butli 

zawierającej zakupioną mieszaninę gazową i zmierzono przepływomierzem. Po przepłukaniu 

mieszaniną hipoksyczną, zamknięciu zaworów oraz odłączeniu przewodu doprowadzającego gaz, 

komorę umieszczano w inkubatorze zapewniającym temperaturę 37˚C. 

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

Po zakończeniu inkubacji z anestetykami lokalnymi w warunkach hipoksji-reoksygenacji lub 

normoksji część prób krwi pełnej poddawano stymulacji 12-myrystynianem-13-octanem forbolu 

(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma-Aldrich, USA) w stężeniu 600 ng/ml (0,97 μM) 

przez 30 min. PMA stymuluje NOX2 i NOS w mechanizmie pozareceptorowym przez 

bezpośrednią aktywację PKC. Roztwór PMA o stężeniu 1mg/ml przygotowywano w DMSO, 

a następnie rozcieńczano w PBS, otrzymując stężenie robocze 3 μg/ml. Do 100 μl krwi z roztworem 

anestetyku lub analogiczną objętością PBS dodawano 25 μl roztworu PMA lub (PBS). 

3.7. Cytometryczna ocena wewnątrzkomórkowej produkcji reaktywnych form tlenu i azotu 

(RFTiA) w granulocytach obojętnochłonnych 

3.7.1. Pomiar wewnątrzkomórkowej produkcji RFT 

Wewnątrzkomórkową produkcję RFT mierzono metodą cytometryczną z wykorzystaniem 

dihydrorodaminy123 (2-(3,6-Diamino-9H-xanthene-9-yl)-benzoic acid methyl ester, DHR123, 

Sigma-Aldrich) w stężeniu 6,4 μM. DHR123 jest niespecyficznym ogólnym markerem 

wewnątrzkomórkowej produkcji RFT, pod wpływem których w obecności katalizatora 

(np. peroksydazy) ulega dwuelektronowej redukcji do fluorescencyjnego barwnika kationowego, 

rodaminy123 (Rho123), wykazującej, po wzbudzeniu niebieskim laserem, zieloną fluorescencję. 

Przekształcanie DHR123 do Rho123 może odbywać się także poprzez reakcję z nadtlenoazotynem 

ONOO-, jednak inkubacja neutrofili z L-NAME - inhibitorem NOS nie wpływała na zmiany 

w intensywności fluorescencji Rho123102. Mimo to DHR123 bywa też uważana za niespecyficzny 

detektor nadtlenoazotynu i jego tlenowych pochodnych103. Zalety DHR123 obejmują swobodną 

dyfuzję przez błonę komórkową w formie zredukowanej i nieprzenikanie przez błony komórkowe 

w formie utlenionej (Rho123), odporność na zmiany pH i wysoką czułość104.  
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DHR123 dodawano do prób po 15 min stymulacji PMA podając jednoczasowo jodek propidyny 

(propidium iodide, PI, Bioshop Canada) i inkubowano je w 37˚C, w ciemności przez kolejne 15 

min.  

W celu wyłączenia z analizy martwych komórek wykorzystano PI (Ryc.3-3B,C). Do 100 μl krwi 

dodawano 2,5 μl PI o stężeniu 1 mg/ml i inkubowano w 37˚C, w ciemności przez 15 min. PI 

przechodzi do komórek nekrotycznych oraz późnoapoptotycznych dzięki zwiększonej 

przepuszczalności błony komórkowej, wnika do jądra komórkowego i interkaluje DNA. Komórki te 

można zidentyfikować na fotopowielaczu 630/22. PI nie przechodzi natomiast do komórek 

o prawidłowej błonie komórkowej, żywych oraz wczesnoapoptotycznych, które nie wykazują 

fluorescencji w zakresie charakterystycznym dla tego barwnika.  

3.7.2. Pomiar wewnątrzkomórkowej produkcji RFA 

Produkcję RFA oceniano z wykorzystaniem dwuoctanu 4,5-diaminofluoresceiny (DAF-2DA, 

Sigma-Aldrich) w stężeniu 7,69 μM. Barwnik ten wnika do komórek, gdzie pod wpływem 

wewnątrzkomórkowych esteraz jest przekształcany do 4,5-diaminofluoresceiny a następnie pod 

wpływem RFA, głównie NO, do wykazującego po wzbudzeniu niebieskim laserem silną 

fluorescencję triazolu – triazolofluoresceina (DAF-2T) o emisji w zakresie 505-550 nm. 

Intensywność fluorescencji jest wykładnikiem wewnątrzkomórkowej produkcji NO102. 

DAF-2DA dodawano do prób jednoczasowo z PMA i inkubowano w 37˚C w ciemności przez 

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

Do probówek cytometrycznych, zawierających krew poddaną inkubacji i barwieniu, dodawano 2 ml 

rozcieńczonego buforu do lizy (BD Pharm Lyse™ lysing solution). Komórki z buforem 

inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut, następnie wirowano (500g, temperatura 

pokojowa, 5 min), zlewano supernatant i płukano przez zawieszenie w 1 ml PBS. Wirowanie 

i zawieszanie powtarzano. Po trzecim wirowaniu osad zawierający komórki zawieszano w 0,5 ml 

PBS. Tak przygotowany materiał poddawano analizie cytometrycznej. 

Fluorescencję mierzono za pomocą cytometru przepływowego FACS Canto II (BD, San Jose, CA, 

USA). Wyniki przedstawiono jako średnią intensywność fluorescencji (MFI, mean fluorescence 

intensity) bramkowanej populacji (Ryc.3-3B,3-3C).  
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Rycina 3-3. Reprezentatywne wykresy kropkowe („dot-plot”) pełnej krwi pępowinowej po lizie 

erytrocytów do analizy granulocytów.  

A. Wykres kropkowy parametrów FSC-A vs SSC-A. Bramka „granulocyty’ pokazuje populację zdarzeń identyfikowanych jako 

granulocyty. 

B. Wykres kropkowy z bramką krzyżową obrazujący strategię bramkowania granulocytów żywych, wykazujących fluorescencję 

Rho123 (bramkaQ1), na podstawie parametrów PerCP- (PI-) oraz FITC+ (Rho123+). 

C. Wykres kropkowy z bramką krzyżową obrazujący strategię bramkowania granulocytów żywych, wykazujących fluorescencję 

DAF-2T (bramkaQ1), na podstawie parametrów PerCP- (PI-) oraz FITC+ (DAF-2T+). 

D. Strategia bramkowania. 

 

3.7.3. Identyfikacja granulocytów  

Do cytometrycznej identyfikacji granulocytów obojętnochłonnych we krwi pełnej wykorzystano 

charakterystykę rozproszeń - parametry Forward oraz Side Scatter (FSC i SSC).  

Parametry te pozwalają na ocenę wielkości (FSC) oraz ziarnistości (SSC) zdarzeń ocenianych 

w analizie cytometrycznej. Granulocyty identyfikowano jako zdarzenia duże, zawierające 

ziarnistości (Ryc.3-3A). Uważa się, że taka strategia bramkowania jest wystarczająca dla oceny 

RFT zwłaszcza przy użyciu DHR123 w granulocytach; barwnik ten nie przechodzi do limfocytów 

(Peluso2012).  

Do dalszych analiz wyodrębniano zdarzenia niewykazujące świecenia w kanale fluorescencji FL3 – 

komórki żywe, PI- oraz wykazujące świecenie w kanale FL1 – Rho123+ lub DAF-2T+ zależnie od 

zastosowanego barwnika (Ryc.3-3B,C). Wszystkie oznaczenia z podziałem na grupy barwione 

DHR123 lub DAF-2DA prowadzono przy jednakowych ustawieniach cytometru: napięcia 

A B 

C 

D 
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fotopowielaczy, kompensacja. Przed każdym pomiarem dokonywano testu kalibracji urządzenia 

zgodnie z procedurą zalecaną przez producenta, wykorzystując CS&T beads (Cytometer Setup & 

Tracking Beads Kit, BD). 

3.8. Współczynnik stymulacji 

Współczynnik stymulacji granulocytów przedstawiono jako wartość odsetkową stosunku MFI 

komórek stymulowanych i niestymulowanych. 

3.9. Oznaczenie równowagi kwasowo-zasadowej 

W celu oznaczenia równowagi kwasowo-zasadowej nierozcieńczoną krew pełną inkubowano 

w warunkach normoksji oraz hipoksji-reoksygenacji. Przed wykonaniem pomiaru krew delikatnie 

mieszano przez pipetowanie. Analizy wykonywano w 75 i 300 minucie inkubacji za pomocą 

analizatora parametrów 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 

istotności przyjęto p<0,05. 

Opracowanie statystyczne danych obejmowało metody jedno- i wielowymiarowe. 

 

Normalność rozkładu weryfikowano przy użyciu testu Shapiro-Wilka. Ze względu na 

występowanie pośród analizowanych zmiennych danych niespełniających założeń rozkładu 

normalnego zastosowano testy nieparametryczne. Do porównania zmiennych zależnych stosowano 

test Wilcoxona oraz test kolejności par Wilcoxona. Do porównania zmiennych niezależnych użyto 

testu U-Manna Whitneya. Wyniki przedstawiono jako medianę z rozstępem międzyćwiartkowym. 

Dla grup danych wykazujących rozkład normalny zastosowano test parametryczny – test t-studenta 

dla zmiennych zależnych. Wyniki przedstawiono jako średnią z odchyleniem standardowym. 

 

W celu analizy jednoczesnego wpływu kilku czynników na badaną zmienną zastosowano 

wieloczynnikowy hierarchiczny model ANOVA. Poza wpływem czynników głównych 

uwzględniono także interakcje pomiędzy nimi oraz czynnik losowy związany ze zmiennością 

osobniczą zagnieżdżony w grupie. Ze względu na obecność efektów stałych (czynniki główne) oraz 
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efektu losowego układ doświadczalny był modelem mieszanym. Wyniki przedstawiono jako 

średnią i odchylenie standardowe. 

Przeanalizowano wpływ następujących sześciu czynników głównych na produkcję RFT i A: 

− ‘Grupa’ - granulocyty krwi pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników;  

− ‘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; 

− ‘Stężenie-kategoria’ - stężenia anestetyków zaszeregowane do czterech kategorii ze względu 

na siłę działania: 1-najniższe, 2-średnie, 3-wysokie, 4-najwyższe (stężenia mM 

por. Tab.3-]2); 

− ‘Atmosfera’ -granulocyty inkubowane w warunkach normoksji, granulocyty inkubowane 

w warunkach hipoksji-reoksygenacji; czynnik uwzględniony w analizie kontroli oraz 

najniższych stężeń badanych środków; 

− ‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina.  

W przypadku uzyskania p<0,05 dla interakcji między czynnikami głównymi odrzucono hipotezę 

zerową o braku współoddziaływania czynników, co wskazuje na ich wspólne oddziaływanie na 

badaną cechę. 
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4. WYNIKI 

4.1. Charakterystyka położnicza i dane noworodków 

Dane położnicze i charakterystykę noworodków, od których pobrano krew pępowinową zestawiono 

w Tabeli 4-1.  

Tabela 4-1. Charakterystyka położnicza i dane noworodków. 

Matka  

Pierwiastka/wieloródka (n) 6/10 

Wiek ciążowy (tyg.) 39 (1,2) 

Czas (min)  

 

Pęknięcia błon płodowych 160 (399) 

I okresu porodu 251 (138) 

II okresu porodu 28 (29) 

Analgezja porodu (n)  

 

Brak 8 

TENS 1 

Paracetamol 2 

Entonox 3 

Paracetamol/Entonox 2 

Temperatura ciała matki w II okresie porodu (C) 36,5 (0,3) 

  

Noworodek  

Płeć (męska/żeńska) (n) 9/7 

Masa ciała (g) 3454 (429) 

Masa łożyska (g) 570 (110) 

Apgar 1-sza min 10 (10; 10)* 

Apgar 5-ta min 10 (10; 10)* 

Gazometria krwi tętnicy pępowinowej  

 

pHa 7,3 (0,1) 

PaO2 (mmHg) 25,6 (12,5) 

PaCO2 (mmHg) 48,0 (11,3) 

BEa –4,8 (2,6) 

HCO3
- 21,9 (2,6) 

Gazometria krwi żyły pępowinowej  

 

pHv 7,4 (0,1) 

pvO2 (mmHg) 26,8 (9,1) 

pvCO2 (mmHg) 35,9 (6,9) 

BEv -4,5 (2,6) 

HCO3
- 20,0 (3,0) 

 
Dane skategoryzowane przedstawiono jako liczby; dane liczbowe o rozkładzie normalnym - jako średnią (odchylenie standardowe); 

zmienne o rozkładzie odbiegającym od normalnego - jako medianę (rozstęp ćwiartkowy)*. 

TENS - przezskórna stymulacja elektryczna nerwów; pH - ujemny logarytm dziesiętny ze stężenia jonów wodorowych; PO 2 - 

ciśnienie parcjalne tlenu; PC O 2 - ciśnienie parcjalne dwutlenku węgla; BE-niedobór zasad; HCO3
- - stężenie wodorowęglanów. 
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4.2. Ocena porównawcza wewnątrzkomórkowej produkcji reaktywnych form tlenu (RFT) 

i tlenku azotu (NO) w granulocytach obojętnochłonnych krwi pępowinowej oraz krwi dorosłych 

ochotników w warunkach hipoksji-reoksygenacji 

4.2.1. Produkcja RFT 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej nie zaobserwowano różnic w produkcji 

RFT w warunkach hipoksji-reoksygenacji w porównaniu z warunkami normoksji w żadnym 

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

Produkcja RFT w granulocytach krwi dorosłych ochotników w warunkach hipoksji-reoksygenacji 

oraz normoksji była porównywalna. Po 300 min inkubacji w warunkach normoksji oraz 60 min 

hipoksji-240 min reoksygenacji wartości MFI Rho123 były niższe niż po 75 min (odpowiednio 

P=0,047, P=0,036; Ryc. 4-1A).  

Między niestymulowanymi granulocytami krwi pępowinowej a dorosłych ochotników nie 

stwierdzono różnic fluorescencji Rho123 zarówno w analizie jednowymiarowej (Ryc.4-1A), jak 

i w wieloczynnikowej analizie wariancji (brak istotnego wpływu czynnika ‘Grupa’, p=0,9540, 

Tab.4-3). 

Stymulacji PMA odpowiadał wzrost fluorescencji Rho123, zarówno w granulocytach krwi 

pępowinowej jak i dorosłych ochotników (Tab.4-2), co potwierdzono w analizie wieloczynnikowej 

(czynnik ‘Stymulacja’ p<0,0001, Tab.4-3). 

Stymulowane PMA granulocyty krwi pępowinowej oraz dorosłych ochotników poddane ekspozycji 

na 60 min hipoksję z 15- i 240 min reoksygenacją wykazywały niższe wartości MFI Rho123 niż 

komórki kontrolne inkubowane w warunkach normoksji (Ryc. 4-1B, 4-2A). W stymulowanych 

PMA granulocytach krwi pępowinowej niższa produkcja RFT towarzyszyła dłuższej inkubacji 

w warunkach normoksji (75 vs 300 min, P=0,009) oraz dłuższemu czasowi reoksygenacji 

następującemu 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 obojętnochłonnych po inkubacji przez 300 minut (Ryc. 4-2B). 

Produkcja RFT po 300 min inkubacji była niższa niż po 75 min – normoksji (P=0,009); 

hipoksji-reoksygenacji (P=0,032) (Ryc.4-1B).  

4.2.2. Produkcja NO  

W niestymulowanych granulocytach obojętnochłonnych krwi pępowinowej oraz dorosłych 

ochotników hipoksja-reoksygenacja nie powodowały zmian wewnątrzkomórkowej produkcji NO 



45 

 

(Ryc.4-1C, 4-2C). Dłuższa inkubacja w warunkach normoksji wiązała się z wyższą produkcją NO 

(75 vs 300 min, P=0,016; Ryc.4-1C). 

Wartości MFI DAF-2T były wyższe w niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej 

w porównaniu z granulocytami krwi dorosłych ochotników po inkubacji zarówno w warunkach 

normoksji jak i hipoksji-reoksygenacji w obu analizowanych czasach (Ryc.4-1C, 4-2E), 

w komórkach stymulowanych produkcja ta była porównywalna między grupami (Ryc. 4-1D, 4-2E). 

Stymulacji PMA odpowiadał wzrost fluorescencji DAF-2T, zarówno w granulocytach krwi 

pępowinowej, jak i dorosłych ochotników (Tab.4-2; czynnik ‘Stymulacja’ p<0,0001, Tab.4-3). 

Pod wpływem inkubacji w warunkach hipoksji-reoksygenacji obserwowano niższe wartości 

fluorescencji DAF-2T w stymulowanych granulocytach krwi osób dorosłych i krwi pępowinowej 

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

Stymulowane granulocyty krwi dorosłych ochotników jak i krwi pępowinowej wykazywały wyższą 

fluorescencję DAF-2T po 300 min w porównaniu do 75 min inkubacji zarówno 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. Wewnątrzkomórkowa produkcja RFT (A,B) i NO (C,D) w granulocytach 

obojętnochłonnych krwi pępowinowej (n= 16) oraz dorosłych ochotników (n=16) niestymulowanych 

(A,C) oraz stymulowanych PMA (B,D) inkubowanych w warunkach normoksji oraz hipoksji-

reoksygenacji. 

Mediana (rozstęp ćwiartkowy). Różnice między czasami inkubacji: test Wilcoxona; różnice między warunkami tlenowymi inkubacji: 

test Wilcoxona; różnice między granulocytami krwi pępowinowej a dorosłych ochotników: test U-Manna-Whitneya. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T – średnia intensywność 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. 

A B 

C D 
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Tabela 4-2. Wartości bezwzględne fluorescencji Rho123 i DAF-2T oraz współczynnik stymulacji 

granulocytów krwi pępowinowej oraz krwi dorosłych ochotników inkubowanej w warunkach normoksji 

oraz hipoksji-reoksygenacji. 

Populacja 

granulocytów 

Warunki 

inkubacji 
MFI Rho123 

Współczynnik 

stymulacji [%] 
P 

  ns PMA   

Krew dorosłych  

N75 2828 (788) 23634 (13761) 836,31 0,0005 

H60/R15 2650 (783) 15628 (6242) 609,96 0,0005 

N300 2327 (597) 19378 (11128) 827,43 0,0005 

H60/R240 2117 (438) 15596 (8169) 772,37 0,0005 

Krew 

pępowinowa 

N75 3391 (2021) 23369 (8922) 821,87 0,0005 

H60/R15 3270 (2937) 17573 (5439) 741,19 0,0005 

N300 2979 (1933) 17700 (6789) 713,45 0,0005 

H60/R240 3217 (3665) 13260 (5805) 543,70 0,0006 

     

  MFI DAF-2T   

  ns PMA   

Krew dorosłych  

N75 1778 (167) 3218 (681) 184,18 0,0005 

H60/R15 1737 (133) 2677 (570) 155,84 0,0005 

N300 1908 (282) 3785 (989) 201,84 0,0005 

H60/R240 1824 (205) 3166 (838) 176,97 0,0005 

Krew 

pępowinowa 

N75 2102 (318) 3405 (953) 163,58 0,0005 

H60/R15 2204 (366) 2802 (513) 123,52 0,0006 

N300 2452 (495) 3653 (756) 151,49 0,0006 

H60/R240 2364 (382) 3262 (537) 139,00 0,0005 

Średnia (odchylenie standardowe). Różnice między granulocytami niestymulowanymi i stymulowanymi: test Wilcoxona. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji 

triazolofluoresceiny; ns – komórki 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 uwzględnieniem czynników wpływających na 

produkcję RFT i NO przez granulocyty obojętnochłonne inkubowane w warunkach normoksji oraz 

hipoksji-reoksygenacji i interakcji między tymi czynnikami. 

RFT      

  DF DF dla błędu 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 błędu 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 pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników; ‘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 wpływające na produkcję RFT 

lub NO w granulocytach zaznaczono pogrubioną czcionką. 

DF - liczba stopni swobody, DF dla błędu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji 

błędu, p - poziom istotności. 

 

 



49 

 

0

10000

20000

30000

40000
ns

PMA

c

b

a

c

N               H/R

M
F

I 
R

h
o

1
2
3

0

10000

20000

30000

40000

a
PMA

75          300   min

b

cc

ns

M
F

I 
R

h
o

1
2
3

 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000
ns

PMA

c

b

a

c

N               H/R

M
F

I 
D

A
F

-2
T

  

0

1000

2000

3000

4000

5000
a

PMAb

c
c

ns

75          300   min

M
F

I 
D

A
F

-2
T

  

0

1000

2000

3000

4000

5000

PMA

ns

c

a

b

a

krew
dorosłych

M
F

I 
D

A
F

-2
T

krew
pępowinowa

 

Rycina 4-2. Istotne interakcje między efektami czynników: ‘Stymulacja’ i ‘Atmosfera’ (A), 

‘Stymulacja’ i ‘Czas inkubacji’ (B) uwzględnionych w wieloczynnikowej analizie wariancji 

i wpływających na wewnątrzkomórkową produkcję RFT w granulocytach (por. Tab.4-3) oraz 

‘Stymulacja’ i ‘Atmosfera’ (C), ‘Stymulacja’ i ‘Czas inkubacji’ (D), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (E) 

uwzględnionych w wieloczynnikowej analizie wariancji i wpływających na wewnątrzkomórkową 

produkcję NO w granulocytach inkubowanych w warunkach normoksji oraz hipoksji-reoksygenacji 

(por. Tab.4-3). 

Średnia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczególnych wymienionych czynników. Średnie 

oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie między sobą; p>0,05; test post hoc Tukeya. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; MFI DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji 

triazolofluoresceiny; ns – niestymulowane; PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu; N – normoksja; H/R – hipoksja-reoksygenacja. 

C D E 

A B 
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4.3. Wpływ anestetyków lokalnych na produkcję RFT i NO w granulocytach krwi pępowinowej 

oraz dorosłych ochotników 

Bezwzględne wartości fluorescencji Rho123 granulocytów krwi dorosłych ochotników oraz krwi 

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

Bezwzględne wartości fluorescencji DAF-2T granulocytów krwi dorosłych ochotników oraz krwi 

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

Wpływ anestetyków lokalnych na wewnątrzkomórkową produkcję RFT w granulocytach krwi 

dorosłych ochotników oraz krwi pępowinowej przedstawiono na rycinie 4-3. 

Wpływ anestetyków lokalnych na wewnątrzkomórkową produkcję NO w granulocytach krwi 

dorosłych ochotników oraz krwi pępowinowej przedstawiono na rycinie 4-4. 
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Tabela 4-4. Bezwzględne wartości fluorescencji Rho123 granulocytów krwi pępowinowej (n=16) oraz krwi dorosłych ochotników (n=16) inkubowanych 

z anestetykami lokalnymi przez 75 i 300 minut. 

  Bupiwakaina (mM) 

  0,0005  0,005  0,05  1 

Populacja granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
75 3729 (1927) 18120 (10427)  3518 (1811) 18921 (13041)  3986 (2148) 17314 (9464)  4388 (4375) 22559 (16274) 

300 2586 (659) 17178 (11230)  3176 (1823) 14986 (8884)  3410 (2019) 17400 (12578)  3177 (2029) 18860 (12542) 

Krew pępowinowa 
75 3697 (2029) 18315 (6804)  3433 (1395) 16895 (5651)  2946 (1205) 17233 (7858)  4598 (4517) 20158 (6640) 

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  4 

Populacja granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
75 3625 (1306) 19008 (12352)  4295 (1786) 16480 (8749)  4550 (3857) 14716 (6087)  4894 (3628) 15660 (7883) 

300 4019 (2044) 1675 (9115)  2960 (1349) 14848 (8415)  2625 (1206) 12442 (3847)  3331 (1734) 13503 (4033) 

Krew pępowinowa 
75 3388 (2595) 16353 (4797)  4137 (2518) 16034 (4974)  3529 (1764) 17953 (6177)  4238 (2502) 19622 (5717) 

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 granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
75 3438 (1403) 21861 (14510)  3312 (1965) 20276 (12960)  3868 (2806) 19539 (11747)  5404 (6906) 21504 (8090) 

300 2952 (1165) 19254 (12146)  4488 (2344) 18470 (12743)  2381 (720) 19431 (11479)  3098 (1291) 22204 (12045) 

Krew pępowinowa 
75 4561 (6774) 22058 (7748)  3338 (1592) 21327 (8352)  3147 (2848) 20124 (6962)  4308 (2564) 20485 (5243) 

300 3619 (1975) 17403 (7121)  3367 (2038) 14614 (5795)  2484 (822) 15318 (4634)  3558 (1478) 15892 (5416) 

 

Średnia (odchylenie standardowe). 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123, ns – komórki niestymulowane, PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu, HR – inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenacji. 
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Tabela 4-5. Bezwzględne wartości fluorescencji DAF-2T granulocytów krwi pępowinowej (n=16) oraz krwi dorosłych ochotników (n=16) inkubowanych 

z anestetykami lokalnymi przez 75 i 300 minut. 

  Bupiwakaina (mM) 

  0,0005  0,005  0,05  1 

Populacja granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
75 1687 (120) 2635 (541)  1766 (175) 2742 (582)  1731 (169) 2946 (597)  1793 (153) 3013 (721) 

300 1788 (110) 3177 (949)  1818 (171) 3149 (841)  1896 (166) 3605 (1017)  2077 (347) 3777 (1130) 

Krew pępowinowa 
75 2102 (309) 2925 (575)  2159 (306) 3095 (465)  2222 (335) 3103 (633)  2200 (398) 3213 (745) 

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 granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
75 1779 (172) 2726 (571)  1749 (139) 2831 (510)  1978 (206) 3044 (610)  2046 (226) 3085 (570) 

300 1911 (227) 3092 (690)  1916 (235) 3221 (835)  2074 (404) 3484 (834)  2131 (311) 3627 (1077) 

Krew pępowinowa 
75 2247 (339) 3155 (606)  2214 (319) 3048 (549)  2247 (345) 3180 (583)  2177 (376) 3246 (652) 

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 granulocytów Inkubacja [min] ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR  ns/HR PMA/HR 

Dorośli 
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) 

Krew pępowinowa 
75 2095 (288) 3122 (634)  2223 (338) 3311 (653)  2207 (411) 3354 (634)  2137 (356) 3443 (665) 

300 2391 (413) 3703 (749)  2441 (495) 3755 (581)  2420 (469) 3651 (812)  2350 (443) 3595 (617) 

 

Średnia (odchylenie standardowe). 

DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji triazolofluoresceiny, ns – komórki niestymulowane, PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu, HR – inkubacja w warunkach hipoksji-reoksygenacji. 
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Rycina 4-3. Wpływ bupiwakainy (A,B), lidokainy (C,D) i ropiwakainy (E,F) na wewnątrzkomórkową produkcję RFT w granulocytach krwi dorosłych 

ochotników (n=16) oraz krwi pępowinowej (n=16) niestymulowanych (A,C,E) oraz stymulowanych PMA (B,D,F), poddanych 60 min hipoksji i 15 lub 

240 min reoksygenacji. 

Mediana (rozstęp ćwiartkowy) stosunku procentowego MFI Rho123 granulocytów inkubowanych z bupiwakainą do MFI Rho123 granulocytów kontrolnych inkubowanych bez anestetyku. Różnice 

w porównaniu do wartości kontrolnych (bez środka): test kolejności par Wilcoxona; różnice między czasami reoksygenacji: test Wilcoxona; różnice między granulocytami krwi pępowinowej 

a dorosłych ochotników: test U-Manna-Whitneya. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu. 
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Rycina 4-4. Wpływ bupiwakainy (A,B), lidokainy (C,D) i ropiwakainy (E,F) na wewnątrzkomórkową produkcję NO w granulocytach krwi dorosłych 

ochotników (n=16) oraz krwi pępowinowej (n=16) niestymulowanych (A,C,E) oraz stymulowanych PMA (B,D,F), poddanych 60 min hipoksji i 15 lub 

240 min reoksygenacji. 

Mediana (rozstęp ćwiartkowy) stosunku procentowego MFI DAF-2T granulocytów inkubowanych z bupiwakainą do MFI DAF-2T granulocytów kontrolnych inkubowanych bez anestetyku. Różnice 

w porównaniu do wartości kontrolnych (bez środka): test kolejności par Wilcoxona; różnice między czasami reoksygenacji: test Wilcoxona; różnice między granulocytami krwi pępowinowej 

a dorosłych ochotników: test U-Manna-Whitneya. 

MFI DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji triazolofluoresceiny; PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu. 
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Tabela 4-6. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzględnieniem czynników wpływających na produkcję RFT przez granulocyty obojętnochłonne 

poddane ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę, ropiwakainę i hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji między nimi. 

  

    Bupiwakaina Lidokaina Ropiwakaina 

  DF DF dla błędu F p F p F p 

Czynniki Grupa 1 30 0,4901 0,4893 0,0042 0,9486 0,2971 0,5897 

 Stężenie-kategoria 4 570 3,9676 0,0035 1,2176 0,3021 5,1024 0,0005 

 Stymulacja 1 570 861,3232 <,0001 1259,898 <,0001 1095,642 <,0001 

 Czas reoksygenacji 1 570 16,4853 <,0001 27,8606 <,0001 14,5536 0,0002 

Interakcje Grupa*Stężenie-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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja 4 570 1,0646 0,3732 0,6548 0,6237 2,0674 0,0837 

 Grupa*Stężenie-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 

 Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 4 570 0,3153 0,8678 0,4670 0,7600 0,1078 0,9798 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 4 570 0,3950 0,8123 0,3856 0,8190 0,6856 0,6021 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
4 570 0,1374 0,9684 0,2142 0,9305 0,2328 0,9199 

 

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników; ‘Stymulacja’ - granulocyty niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ – 15, 240 min; 

‘Stężenie-kategoria’ - stężenie anestetyku najniższe, średnie, wysokie, najwyższe. Czynniki i interakcje istotnie wpływające na produkcję RFT w granulocytach zaznaczono pogrubioną czcionką. 

DF - liczba stopni swobody, DF dla błędu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji błędu, p - poziom istotności. 

  



56 

 

 

Tabela 4-7. Tabela wieloczynnikowej analizy wariancji z uwzględnieniem czynników wpływających na produkcję NO przez granulocyty obojętnochłonne 

poddane ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę, ropiwakainę i hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji między nimi. 

    Bupiwakaina Lidokaina Ropiwakaina 

  DF DF dla błędu F P F P F p 

Czynniki Grupa 1 30 5,3432 0,0279 6,4698 0,0164 3,0451 0,0912 

 Stężenie-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*Stężenie-kategoria 4 570 1,4678 0,2105 3,1856 0,0133 2,6362 0,0333 

 Grupa*Stymulacja 1 570 27,6019 <,0001 6,5032 0,0110 34,1640 <,0001 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja 4 570 2,8657 0,0227 3,0185 0,0176 8,6330 <,0001 

 Grupa*Stężenie-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 0,3128 0,5762 0,1168 0,7327 

 Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 4 570 0,4642 0,7620 0,4928 0,7411 0,2569 0,9054 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 4 570 0,9178 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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 4 570 0,1999 0,9384 0,4484 0,7736 0,2194 0,9276 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
4 570 0,1674 0,9549 0,0561 0,9941 0,2709 0,8967 

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników; ‘Stymulacja’ - granulocyty niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ - 15, 240 min; 

‘Stężenie-kategoria’ - stężenie anestetyku: najniższe, średnie, wysokie, najwyższe. Czynniki i interakcje (maksymalnie dwóch czynników) istotnie wpływające na produkcję NO w granulocytach 

zaznaczono pogrubioną czcionką. 

DF - liczba stopni swobody, DF dla błędu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji błędu, p - poziom istotności. 
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Rycina 4-5. Istotny efekt stężenia bupiwakainy (A) i ropiwakainy (B) oraz istotne interakcje między 

efektami czynników: ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (C,D,E), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (F), ‘Grupa’ 

i ‘Czas reoksygenacji’ (G) uwzględnionych w wieloczynnikowej analizie wariancji i wpływających na 

wewnątrzkomórkową produkcję RFT w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakainę (A,C,F), 

lidokainę (D), ropiwakainę (B,E,G) i hipoksję/reoksygenację (por. Tab.4-6). 

Średnia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczególnych wymienionych czynników. Średnie 

oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie między sobą; p>0,05; test post hoc Tukeya. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; ns – niestymulowane; PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu. 
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Rycina 4-6. Istotne interakcje między efektami czynników: ‘Stężenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’ (A,B,C), 

‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (D,E,F), ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (G,H,I), ‘Grupa’ i ‘Stężenie-

kategoria’ (J,K) uwzględnionych w wieloczynnikowej analizie wariancji i wpływających na 

wewnątrzkomórkową produkcję NO w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakainę (A,D,G), 

lidokainę (B,E,H,J), ropiwakainę (C,F,I,K) i hipoksję/reoksygenację (por. Tab.4-7). 

Średnia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczególnych wymienionych czynników. Średnie 

oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie między sobą; p>0,05; test post hoc Tukeya. 

MFI DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji triazolofluoresceiny; ns – niestymulowane; PMA – 12-myrystynian-13-octan 

forbolu. 
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4.3.1. Bupiwakaina 

Produkcja RFT 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji 

dochodziło do wzrostu MFI Rho123 pod wpływem bupiwakainy w stężeniach 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 dorosłych po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji 

dochodziło do wzrostu MFI Rho123 pod wpływem bupiwakainy w stężeniach 0,005; 0,05 oraz 

1 mM (Ryc.4-3A). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten obserwowano dla stężeń środka 0,0005; 

0,005 oraz 0,05 mM (Ryc.4-3A). W tych warunkach doświadczenia bupiwakaina w stężeniu 

0,05 mM powodowała wyższy wzrost produkcji RFT w niestymulowanych granulocytach 

dorosłych w porównaniu z komórkami krwi pępowinowej (P=0,025; Ryc.4-3A). 

W stymulowanych granulocytach krwi pępowinowej po 60 min inkubacji hipoksycznej z następową 

15 min reoksygenacją dochodziło do wzrostu MFI Rho123 pod wpływem bupiwakainy w stężeniu 

1 mM (P=0,014; Ryc4-3B), a po 240 min reoksygenacji pod wpływem stężeń 0,0005 i 1 mM 

(Ryc.4-3B).  

W stymulowanych granulocytach dorosłych ochotników po 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji 

dochodziło do wzrostu MFI Rho123 pod wpływem bupiwakainy w stężeniach 0,005 oraz 1 mM 

(odpowiednio P=0,036; P=0,001; Ryc.4-3B). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten był 

obserwowany jedynie pod wpływem najwyższego stężenia bupiwakainy (1 mM; P=0,036; 

Ryc.4-3B). Bupiwakaina w stężeniu 0,005 mM powodowała wyższy wzrost produkcji RFT 

w granulocytach dorosłych w krótszym w porównaniu z dłuższym czasem reoksygenacji (P=0,014; 

Ryc.4-3B). 

W analizie wieloczynnikowej zaobserwowano wzrost wewnątrzkomórkowej produkcji RFT przez 

granulocyty obojętnochłonne poddane hipoksji-reoksygenacji jedynie pod wpływem najwyższego 

badanego stężenia bupiwakainy. Wskazuje na to istotny efekt czynnika ‘Stężenie’ (przy łącznym 

uwzględnieniu obu czasów reoksygenacji i badanych populacji (p=0,0035, Tab.4-6; Ryc.4-5A). 

Dłuższy zastosowany czas reoksygenacji powodował obniżenie produkcji RFT w granulocytach 

stymulowanych, co odzwierciedla istotna  interakcja czynników ‘Stymulacja’ i ‘Czas 

reoksygenacji’ (przy łącznym uwzględnieniu wszystkich zastosowanych stężeń bupiwakainy i obu 

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

Różnice między badanymi populacjami granulocytów stwierdzono w analizie jednowymiarowej po 

15 min reoksygenacji: pod wpływem 0,05 mM bupiwakainy fluorescencja Rho123 była niższa 

w stymulowanych granulocytach krwi pępowinowej niż w komórkach dorosłych ochotników 
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(P=0,024, Ryc.4-3B). W analizie wieloczynnikowej różnic nie potwierdzono, na co wskazuje brak 

istotności czynnika ‘Grupa’ (p=0,4893) i interakcji między czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stężenie-

kategoria’ (p=0,6400; Tab.4-6). Istotna interakcja między czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ 

potwierdza jedynie skuteczność stymulacji PMA w obu populacjach granulocytów poddanych 

ekspozycji na bupiwakainę, niezależnie od czasu reoksygenacji (p=0,0221, Tab.4-6; Ryc. 4-5F).  

Produkcja NO 

W niestymulowanych granulocytach obojętnochłonnych w analizie jedno- i wielowymiarowej 

bupiwakaina nie wpływała istotnie na produkcję NO niezależnie od zastosowanego czasu 

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

W analizie jednowymiarowej w stymulowanych PMA granulocytach krwi pępowinowej dochodziło 

do wzrostu MFI DAF-2T po 15 min reoksygenacji w obecności 0,005; 0,05 oraz 1 mM 

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

W stymulowanych granulocytach krwi dorosłych ochotników bupiwakaina w stężeniach 0,05 

i 1 mM powodowała wzrost fluorescencji DAF-2T w obu badanych czasach reoksygenacji 

(Ryc.4-4B). W stężeniu 1 mM środka produkcja NO była wyższa po 240 min niż po 15 min 

reoksygenacji (P=0,041), a także w stosunku do wartości obserwowanych w granulocytach krwi 

pępowinowej (P=0,023; Ryc.4-4B).  

W wieloczynnikowej analizie wariancji bupiwakaina tylko w dwóch najwyższych zastosowanych 

stężeniach zwiększała wewnątrzkomórkową produkcję NO przez stymulowane granulocyty 

niezależnie od czasu reoksygenacji i badanej populacji komórek. Wskazuje na to istotna interakcja 

między efektami czynników ‘Stężenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’ (p= 0,0227; Tab.4-7, Ryc.4-6A). 

Interakcja między czynnikami ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ potwierdza wzrost produkcji NO 

przy 240- vs. 15-min reoksygenacji w granulocytach stymulowanych niezależnie od stężenia 

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

W granulocytach obojętnochłonnych krwi pępowinowej, poddanych ekspozycji na bupiwakainę 

niezalenie od jej stężenia oraz hipoksji-reoksygenacji, produkcja NO była wyższa niż 

w granulocytach  dorosłych (istotność czynnika ‘Grupa’; p=0,0279; Tab.4-7). Interakcja czynników 

‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (p<0,0001) wskazuje jednak na ten efekt w niestymulowanych 

granulocytach krwi pępowinowej w przeciwieństwie do stymulowanych (p<0,0001; Tab.4-7, 

Ryc.4-6G). Jednak dla poszczególnych stężeń bupiwakainy efektu różnic między populacjami nie 

potwierdzono, na co wskazuje  brak interakcji pomiędzy czynnikami ‘Grupa’ i ‘Stężenie-kategoria’ 

(p=0,2105; Tab.4-7).  



61 

 

4.3.2. Lidokaina 

Produkcja RFT 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej lidokaina wywoływała wzrost fluorescencji 

Rho123 w stężeniach 0,02 mM po 15- i 240 min reoksygenacji (odpowiednio P=0,036 i P=0,019; 

Ryc.4-3C) oraz w stężeniu 4 mM po 15 min reoksygenacji (P=0,016; Ryc.4-3C).  

Pod wpływem lidokainy w stężeniach 0,002; 0,02 i 4mM dochodziło do wzrostu produkcji RFT 

przez niestymulowane granulocyty krwi dorosłych w obu badanych czasach reoksygenacji 

(Ryc.4-3C). Wzrost MFI Rho123 pod wpływem 0,02 mM lidokainy był wyższy po 15 min niż po 

240 min reoksygenacji (P=0,047; Ryc.4-3C). 

Stymulowane PMA granulocyty krwi pępowinowej wykazywały spadek produkcji RFT pod 

wpływem lidokainy w stężeniu 0,002 oraz 0,02 mM po 15 min reoksygenacji (P=0,036; P=0,0411; 

Ryc.4-3D). 4 mM lidokaina powodowała natomiast wzrost fluorescencji Rho123 w tych komórkach 

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

Stymulowane granulocyty dorosłych wykazywały wzrost produkcji RFT pod wpływem 0,002 mM 

lidokainy po 15 min reoksygenacji (P=0,021; Ryc.4-3D). 

Różnice produkcji RFT między obu badanymi populacjami granulocytów obserwowano po 15 min 

reoksygenacji i ekspozycji na niskie stężenia lidokainy 0,002 i 0,02 mM – w granulocytach krwi 

pępowinowej wartości fluorescencji Rho123 były istotnie niższe (P=0,005; P=0,026; Ryc.4-3D), 

natomiast po 240 min reoksygenacji i zastosowaniu wyższych stężeń środka – 0,2 i 4 mM, 

produkcja RFT była wyższa w granulocytach krwi pępowinowej (P=0,019 i P=0,019; Ryc.4-3D). 

W analizie wieloczynnikowej nie wykazano wpływu lidokainy na produkcję RFT w warunkach 

hipoksji-reoksygenacji, w poszczególnych zastosowanych stężeniach brak istotnego wpływu 

czynnika ‘Stężenie’ (p=0,3021, Tab.4-6). W stymulowanych granulocytach inkubowanych 

z lidokainą, niezależnie od jej stężenia i badanej populacji komórek, produkcja RFT w obecności 

lidokainy była wyższa po 15min niż po 240 min reoksygenacji (Ryc.4-5D). 

Produkcja NO 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej lidokaina nie powodowała zmian produkcji 

NO po obu zastosowanych czasach reoksygenacji. W obecności 0,2 mM lidokainy produkcja NO 

była wyższa po 15 min niż po 240 min reoksygenacji (P=0,019; Ryc.4-4C). 

W niestymulowanych granulocytach dorosłych lidokaina w stężeniach 0,2 i 4 mM powodowała 

wzrost produkcji NO w obu badanych czasach reoksygenacji, przy czym obserwowane wartości 

były wyższe w porównaniu z granulocytami krwi pępowinowej (Ryc.4-4C). W analizie 
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wieloczynnikowej nie wykazano wpływu lidokainy na produkcję NO przez niestymulowane 

granulocyty obojętnochłonne poddane hipoksji-reoksygenacji (Ryc.4-6B). 

W stymulowanych granulocytach krwi pępowinowej po 15 min reoksygenacji obserwowano wzrost 

fluorescencji DAF-2T w obecności wszystkich badanych stężeń lidokainy, natomiast  po 240 min 

reoksygenacji – po ekspozycji na 0,002; 0,02 i 4 mM lidokainę (Ryc.4-4D). 

W stymulowanych granulocytach krwi dorosłych ochotników lidokaina w stężeniach 0,02; 0,2 

i 4 mM powodowała wzrost produkcji NO po 15 min reoksygenacji, a w stężeniach 0,2 i 4 mM – po 

240 min reoksygenacji (Ryc.4-4D). 

W analizie wieloczynnikowej wykazano, że stymulowane granulocyty  poddane ekspozycji na 0,2 

i 4 mM lidokainę wykazują intensywniejszy wzrost produkcji NO w warunkach 

hipoksji-reoksygenacji (interakcja między czynnikami ‘Stymulacja’ oraz ‘Stężenie-kategoria’; 

p<0,0001; Tab.4-7; Ryc.4-6B). W stymulowanych granulocytach wyraźniej zarysował się też 

wzrost produkcji NO przy dłuższym czasie reoksygenacji (interakcja między czynnikami 

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

Odnośnie różnic między badanymi populacjami, potwierdzono je w analizie wieloczynnikowej 

(czynnik ‘Grupa’ p=0,0164; Tab.4-7, Ryc.4-6H) i dotyczyły one, zgodnie z wynikami analizy 

jednowymiarowej, wyższej produkcji NO w granulocytach niestymulowanych krwi pępowinowej 

(interakcja między czynnikami ‘Stymulacja’ oraz ‘Grupa’ ; p=0,0110; Tab.4-7; Ryc.4-6H). 

Niezależnie od stymulacji, wyższa produkcja NO w granulocytach krwi pępowinowej istotnie 

zaznaczyła się pod wpływem najwyższego zastosowanego stężenia lidokainy (interakcja między 

czynnikami ‘Stężenie-kategoria’ oraz ‘Grupa’; p=0,0133; Tab.4-7; Ryc.4-6J), a w granulocytach 

dorosłych ochotników pod wpływem dwóch najwyższych badanych stężeń lidokainy (interakcja 

między czynnikami ‘Stężenie-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 pępowinowej poddanych ekspozycji na 1,4 mM 

ropiwakainę dochodziło do wzrostu produkcji RFT po 15- i 240 min reoksygenacji (odpowiednio 

P=0,032 i 0,009; Ryc.4-3E). Najniższe zastosowane stężenie środka (0,0007 mM) powodowało 

wzrost fluorescencji Rho123 po 240 min reoksygenacji (P=0,028; Ryc.4-3E). 

W niestymulowanych granulocytach krwi dorosłych ochotników obserwowano wzrost fluorescencji 

MFI Rho123 po 15 min reoksygenacji pod wpływem 0,0007; 0,07 i 1,4 mM ropiwakainy 

(P= 0,047; 0,016 i 0,036; Ryc.4-3E). Po 240 min reoksygenacji wzrost ten zaobserwowano pod 

wpływem 0,0007; 0,007 i 1,4 mM ropiwakainy (P= 0,006; 0,002 i 0,007; Ryc.4-3E). Pod wpływem 

0,07 mM ropiwakainy produkcja RFT była istotnie niższa po 240 w porównaniu z 15 min 

reoksygenacji (P=0,021; Ryc.4-3E). 

W granulocytach stymulowanych PMA ropiwakaina we wszystkich zastosowanych stężeniach 

wywoływała wzrost produkcji RFT po obu czasach reoksygenacji oraz w obu badanych 

populacjach granulocytów (Ryc.4-3F). Wzrost ten okazał się nieistotny jedynie w granulocytach 

krwi pępowinowej poddanych ekspozycji na 0,007 mM ropiwakainę 240 min reoksygenacji 

(Ryc.4-3F). 

W obecności 1,4 mM ropiwakainy po 15 min reoksygenacji wzrost produkcji RFT był wyższy 

w granulocytach dorosłych niż w granulocytach krwi pępowinowej (P=0,029; Ryc.4-3F). 

W wieloczynnikowej analizie wariancji wykazano wzrost produkcji RFT w granulocytach 

obojętnochłonnych poddanych hipoksji-reoksygenacji pod wpływem ropiwakainy w stężeniach 

0,0007; 0,007 oraz 1,4 mM, istotny czynnik ‘Stężenie-kategoria’ (p=0,0005, Tab.4-6; Ryc.4-5B).  

Produkcja RFT w obecności ropiwakainy była wyższa w stymulowanych granulocytach po 15 min 

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

Zjawisko to ujawniło się szczególnie w granulocytach krwi pępowinowej interakcja między 

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

Produkcja NO 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej poddanych ekspozycji na 0,0007 mM 

ropiwakainę wykazano wyższe wartości MFI DAF-2T po dłuższym czasie reoksygenacji (P=0,041; 

Ryc.4-4E). W analizie wieloczynnikowej nie wykazano wpływu ropiwakainy na produkcję NO 

przez niestymulowane granulocyty obojętnochłonne poddane hipoksji-reoksygenacji (Ryc.4-6C). 
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W stymulowanych PMA granulocytach dorosłych i krwi pępowinowej ropiwakaina we wszystkich 

badanych stężeniach i po obu badanych czasach reoksygenacji powodowała wzrost produkcji NO, 

efekt obserwowano zarówno w analizie jednowymiarowej, jak i wielowymiarowej (Ryc.4-4F, 

4-6C).  

Wzrost fluorescencji DAF-2T pod wpływem 1,4 mM ropiwakainy w stymulowanych PMA 

granulocytach krwi pępowinowej był większy po 15 min niż po 240 min reoksygenacji (P=0,036; 

Ryc.4-4F); wartości te były niższe w porównaniu z granulocytami krwi dorosłych ochotników 

(P=0,014; Ryc.4-4F). 

W analizie wielowymiarowej wykazano, że ropiwakaina w stężeniu 0,07 i 1,4 mM powodowała 

wzrost produkcji NO w granulocytach dorosłych w warunkach hipoksji-reoksygenacji. 

W granulocytach krwi pępowinowej efektu tego nie obserwowano (Ryc.4-6K).  

Średnia fluorescencja DAF-2T granulocytów obojętnochłonnych pod wpływem stymulacji PMA 

w obecności ropiwakainy była porównywalna w obu grupach (Ryc.4-6I). 

W obecności ropiwakainy produkcja NO była niższa w granulocytach poddanych godzinnej 

hipoksji z 15 minutową reoksygenacją niż z 240 minutową reoksygenacją (Ryc.4-6F). 
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4.3.4. Porównanie wpływu bupiwakainy, lidokainy i ropiwakainy na produkcję RFT i NO 

w granulocytach obojętnochłonnych krwi pępowinowej i dorosłych w warunkach hipoksji-

reoksygenacji in vitro z wykorzystaniem wieloczynnikowej analizy wariancji 

Produkcja RFT  

W modelu porównawczym wieloczynnikowej analizy wariancji zaobserwowano, że produkcja RFT 

w granulocytach obojętnochłonnych poddanych ekspozycji na anestetyki lokalne, zależała od 

rodzaju i stężenia środka, stanu czynnościowego badanych komórek (stymulacja) i czasu 

reoksygenacji; rodzaj badanej populacji (grupa) okazał się nieistotny (Tab.4-8). Najwyższą 

wewnątrzkomórkową produkcję RFT obserwowano w granulocytach inkubowanych z ropiwakainą; 

ranking efektu dla wszystkich komórek łącznie: ropiwakaina > bupiwakaina =lidokaina (istotny 

czynnik ‘Anestetyk’, p<0,0001;Tab.4-8; Ryc.4-7A) dla komórek stymulowanych PMA: 

ropiwakaina > bupiwakaina=lidokaina (istotna interakcja ‘Anestetyk*Stymulacja’; p<0,0001; 

Tab.4-8; Ryc.4-7B). Wzrost produkcji RFT był obserwowany w obecności najwyższych badanych 

stężeń (czynnik ‘Stężenie-kategoria’, p<0,0001;Tab.4-8; Ryc.4-7C). Efekt wpływu stężenia był 

niezależny od rodzaju stosowanego anestetyku, na co wskazuje brak interakcji pomiędzy 

czynnikami ‘Anestetyk’ oraz ‘Stężenie-kategoria’ (p=0,9680, Tab.4-8). Niezależnie od rodzaju 

anestetyku produkcja RFT i przez stymulowane granulocyty obojętnochłonne była wyższa po 15 

min niż po 240 min reoksygenacji (interakcja ‘Stymulacja*Czas reoksygenacji’; p<0,0001; Tab.4-8; 

Ryc.4-7D), choć efekt ten nie był obserwowany w poszczególnych grupach osobno (Ryc.4-7F). 

MFI Rho123 była wyższa w granulocytach krwi dorosłych ochotników niż w krwi pępowinowej 

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 uwzględnieniem czynników wpływających na 

produkcję RFT przez granulocyty obojętnochłonne poddanych ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę 

i ropiwakainę oraz hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji między nimi - model porównawczy. 

  DF DF dla błędu F p 

Czynniki Grupa 1 30 0,3472 0,5601 

 Anestetyk 2 1410 15,6805 <,0001 

 Stężenie-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*Stężenie-kategoria 3 1410 0,0854 0,9680 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria 6 1410 0,7626 0,5994 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 1,5847 0,1912 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 0,5894 0,6220 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 0,2395 0,9635 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 1,3801 0,2191 

 Grupa*Czas reoksygenacji 1 1410 4,5280 0,0335 

 Anestetyk*Czas reoksygenacji 2 1410 0,0161 0,9840 

 Grupa*Anestetyk*Czas reoksygenacji 2 1410 0,6127 0,5420 

 Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 0,1151 0,9513 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 0,0838 0,9689 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 6 1410 0,2304 0,9668 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-kategoria*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,1830 0,9816 

 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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 3 1410 0,5532 0,6460 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
3 1410 0,2546 0,8581 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,6271 0,7088 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,1362 0,9916 

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników; ‘Stymulacja’ - granulocyty 

niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ - 15, 240 min; ‘Stężenie-kategoria’ - stężenia anestetyków 

zaszeregowane do czterech kategorii: najniższe, średnie, wysokie, najwyższe; ‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina. 

Czynniki i interakcje (maksymalnie dwóch czynników) istotnie wpływające na produkcję RFT w granulocytach znaczono 

pogrubioną czcionką. 

DF - liczba stopni swobody, DF dla błędu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji 

błędu, p - poziom istotności. 
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Rycina 4-7. Istotny efekt rodzaju anestetyku (A), stężenia anestetyków (C) oraz istotne interakcje 

między efektami czynników ‘Anestetyk’ i ‘Stymulacja’ (B), ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (D) 

‘Grupa’ i ‘Stymulacja’ (E), ‘Grupa’ i ‘Czas reoksygenacji’ (F) uwzględnionych w modelu 

porównawczym wieloczynnikowej analizy wariancji i wpływających na wewnątrzkomórkową 

produkcję RFT w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę, ropiwakainę 

i hipoksję/reoksygenację (por. Tab.4-8). 

Średnia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczególnych wymienionych czynników. Średnie 

oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie między sobą; p>0,05; test post hoc Tukeya. 

MFI Rho123 – średnia intensywność fluorescencji rodaminy 123; ns – niestymulowane; PMA – 12-myrystynian-13-octan forbolu. 
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Produkcja NO 

W modelu porównawczym wieloczynnikowej analizy wariancji istotny wpływ na 

wewnątrzkomórkową produkcję NO w granulocytach obojętnochłonnych, poddanych ekspozycji na 

anestetyki lokalne, miały: rodzaj i stężenia środka, stan czynnościowy komórek (stymulacja), czas 

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

Najwyższą wewnątrzkomórkową produkcję NO obserwowano w granulocytach inkubowanych 

z ropiwakainą; ranking efektu dla wszystkich komórek łącznie: ropiwakaina > lidokaina 

>bupiwakaina (istotny czynnik ‘Anestetyk’, p<0,0001;Tab.4-9; Ryc.4-8A), dla komórek 

stymulowanych PMA: ropiwakaina > bupiwakaina=lidokaina (istotna interakcja 

‘Anestetyk*Stymulacja’; p<0,0001;Tab.4-9; Ryc.4-8B).   

Stężenie anestetyku miało istotny wpływ na produkcję NO przez granulocyty stymulowane: efekt 

najniższego stężenia różnił się istotnie od efektów dwóch najwyższych stężeń, a efekt najwyższego 

stężenia – od pozostałych (interakcja ‘Stężenie-kategoria*Stymulacja’ p<0,0002; Tab.4-9; 

Ryc.4-8D). Efekt wpływu stężenia był niezależny od rodzaju stosowanego anestetyku, na co 

wskazuje brak interakcji pomiędzy czynnikami ‘Anestetyk’ oraz ‘Stężenie’ (p=0,9726, Tab.4-9).  

Niezależnie od rodzaju anestetyku i badanej populacji, produkcja NO przez zarówno 

niestymulowane jak i stymulowane granulocyty obojętnochłonne była niższa po 15 min niż po 240 

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

Różnice między granulocytami krwi pępowinowej i dorosłych zaznaczyły się w aspekcie 

odrębności wpływu kategorii stężenia – efekt był istotny tylko u dorosłych w zakresie dwóch 

najwyższych stężeń (interakcja ‘Grupa*Stężenie-kategoria’; p<0,0001; Tab.4-9; Ryc.4-8C) oraz 

wpływu stymulacji – produkcja NO była wyższa w niestymulowanych granulocytach krwi 

pępowinowej niż krwi dorosłych, w komórkach stymulowanych poziom MFI DAF-2T był 

porównywalny 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 uwzględnieniem czynników wpływających na 

produkcję NO przez granulocyty obojętnochłonne poddanych ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę 

i ropiwakainę oraz hipoksji-reoksygenacji oraz interakcji między nimi - model porównawczy. 

  DF DF dla błędu F p 

Czynniki Grupa 1 30 4,2598 0,0478 

 Anestetyk 2 1410 16,2810 <,0001 

 Stężenie-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*Stężenie-kategoria 3 1410 7,9689 <,0001 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria 6 1410 0,2137 0,9726 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 6,7837 0,0002 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja 3 1410 1,1464 0,3291 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja 6 1410 0,1563 0,9878 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-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 

 Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 0,5284 0,6628 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 3 1410 1,5314 0,2045 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Czas reoksygenacji 6 1410 0,4677 0,8326 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-kategoria*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,3812 0,8913 

 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 

 Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas reoksygenacji 3 1410 0,1179 0,9496 

 Grupa*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
3 1410 0,2116 0,8884 

 Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,4206 0,8657 

 Grupa*Anestetyk*Stężenie-kategoria*Stymulacja*Czas 

reoksygenacji 
6 1410 0,0823 0,9979 

Czynniki: ‘Grupa’ - granulocyty krwi pępowinowej, granulocyty krwi dorosłych ochotników; ‘Stymulacja’ - granulocyty 

niestymulowane, stymulowane PMA; ‘Czas reoksygenacji’ - 15 , 240 min; ‘Stężenie-kategoria’ - stężenia anestetyków 

zaszeregowane do czterech kategorii: najniższe, średnie, wysokie, najwyższe; ‘Anestetyk’ - bupiwakaina, lidokaina i ropiwakaina. 

Czynniki i interakcje (maksymalnie dwóch czynników) istotnie wpływające na produkcję NO w granulocytach zaznaczono 

pogrubioną czcionką. 

DF - liczba stopni swobody, DF dla błędu - liczba stopni swobody dla mianownika, F - stosunek wariancji czynnika do wariancji 

błędu, p - poziom istotności. 
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Rycina 4-8. Istotny efekt rodzaju anestetyku (A) oraz istotne interakcje między efektami czynników 

‘Anestetyk’ i ‘Stymulacja’ (B), ‘Grupa’ i ‘Stężenie-kategoria’ (C), ‘Stężenie-kategoria’ i ‘Stymulacja’ 

(D), ‘Stymulacja’ i ‘Czas reoksygenacji’ (E), ‘Grupa’ i ‘Czas reoksygenacji’ (F) uwzględnionych 

w modelu porównawczym wieloczynnikowej analizy wariancji i wpływających na 

wewnątrzkomórkową produkcję NO w granulocytach poddanych ekspozycji na bupiwakainę, lidokainę, 

ropiwakainę i hipoksję/reoksygenację (por. Tab.4-9). 

Średnia (odchylenie standardowe) wszystkich obserwacji na poziomie poszczególnych wymienionych czynników. Średnie 

oznaczone tą samą literą nie różnią się istotnie między sobą; p>0,05; test post hoc Tukeya. 

MFI DAF-2T – średnia intensywność fluorescencji triazolofluoresceiny; ns – niestymulowane; PMA – 12-myrystynian-13-octan 

forbolu. 
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4.4.  Równowaga kwasowo-zasadowa 

Dłuższy czas inkubacji wiązał się ze spadkiem pH oraz wzrostem ciśnienia parcjalnego dwutlenku 

węgla (pCO2) niezależnie od grupy oraz warunków inkubacji (Ryc.4-9A-D). 

Wartości pH krwi dorosłych poddanej 60 min hipoksji i 15 min reoksygenacji były wyższe niż krwi 

poddanej 75 min normoksji. (P=0,050; Ryc.4-9A).  

W obu badanych czasach inkubacji pCO2 krwi dorosłych było niższe po ekspozycji na 

hipoksję-reoksygenację (Ryc.4-9C). Jednocześnie parametr ten wzrastał we krwi dorosłych oraz 

pępowinowej po dłuższej inkubacji (Ryc.4-9C,D). 

Ciśnienie parcjalne tlenu (pO2) krwi dorosłych było wyższe w próbach poddanych dłuższej 

inkubacji bez względu na początkową hipoksję, jednak w grupie poddanej hipoksji-reoksygenacji 

było niższe niż w grupie normoksycznej po 300 minutach inkubacji (Ryc.4-9E). 
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Rycina 4-9. Wybrane parametry analizy równowagi kwasowo-zasadowej krwi dorosłych ochotników 

(A,C,E) (n=16) oraz krwi pępowinowej (B,D,F) (n=3) poddanej 75 i 300 min normoksji lub 60 min 

hipoksji oraz 15 i 240 min reoksygenacji. 

Zmienne o rozkładzie normalnym - średnia (odchylenie standardowe)*, test t-studenta dla prób zależnych; zmienne o rozkładzie 

odbiegającym od normalnego - mediana (rozstęp ćwiartkowy), test Wilcoxona. 

pH - ujemny logarytm dziesiętny ze stężenia jonów wodorowych; pCO2 - ciśnienie parcjalne dwutlenku węgla, pO2 – ciśnienie 

parcjalne tlenu. 
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5. DYSKUSJA  

Udział granulocytów obojętnochłonnych i stresu oksydacyjnego w patofizjologii uszkodzenia 

reoksygenacyjnego i reperfuzyjnego został wielokrotnie potwierdzony. Mimo, że dobrze 

udokumentowano uszkadzający wpływ RFT produkowanych przez granulocyty w reperfuzji 

i reoksygenacji, jednak ich źródłem są też inne komórki uczestniczące w reakcji zapalnej, 

w pierwszej kolejności komórki śródbłonka, a granulocyty stanowią dopiero kolejne ogniwo w tym 

procesie18. Stosunkowo niewiele doniesień odnosi się do bezpośredniego wpływu hipoksji-

reoksygenacji na czynność granulocytów obojętnochłonnych w aspekcie produkcji RFTiA przez te 

komórki, zwłaszcza w aspekcie ontogenetycznym. W oparciu o dostępne piśmiennictwo wydaje się, 

że reakcja na hipoksję może być porównywalna między granulocytami krwi pępowinowej i osób 

dorosłych105. Anestetyki lokalne w warunkach normoksji hamują produkcję RFT przez granulocyty 

obojętnochłonne, stymulując jednocześnie wewnątrzkomórkową produkcję NO; z naszych badań 

wynika, że efekty te są słabiej zaznaczone w komórkach krwi pępowinowej52,90. Dotychczas badano 

wpływ lidokainy na migrację i adhezję granulocytów w reperfundowanych tkankach72,95,96,106, 

oceniano też wpływ tego środka na wzajemne oddziaływania granulocytów i śródbłonka in 

vitro95,96, istotne z punktu widzenia patofizjolgii hipoksji-reoksygenacji. Efekt anestetyków na 

produkcję RFTiA w tych warunkach nie został wyjaśniony, mimo klinicznego znaczenia tego 

zjawiska zarówno u noworodków, jak i u dorosłych. Niniejsza praca stanowi próbę zbadania 

wpływu anestetyków lokalnych na produkcję RFTiA przez granulocyty obojętnochłonne krwi 

pępowinowej i dorosłych poddane reoksygenacji po poprzedzającej hipoksji.  

Główne obserwacje poczynione w tej pracy dotyczą: (1) niższej produkcji RFT i NO przez 

stymulowane PMA granulocyty obojętnochłonne krwi pępowinowej i krwi dorosłych w warunkach 

reoksygenacji w mikrośrodowisku krwi pełnej oraz (2) stymulującego wpływu anestetyków 

lokalnych na te procesy.  

5.1. Produkcja RFT i NO w granulocytach obojętnochłonnych pełnej krwi pępowinowej i dorosłych 

w warunkach hipoksji-reoksygenacji in vitro 

5.1.1. Wpływ hipoksji-reoksygenacji 

RFT 

W tej pracy w stymulowanych PMA granulocytach obojętnochłonnych pełnej krwi pępowinowej, 

jak również pełnej krwi dorosłych ochotników, stwierdzono istotnie niższą produkcję RFT po 

ekspozycji zarówno na 15- jak i 240-min reoksygenację po 60-min hipoksji w porównaniu 
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z inkubacją w tym samym czasie w warunkach normoksji. Dane uzyskane w tej pracy nawiązują do 

obserwacji dotyczących granulocytów obojętnochłonnych świńskich noworodków poddanych 

hipoksji-reoksygenacji, u których reoskygenacja z użyciem powietrza atmosferycznego 

powodowała spadek ilości H2O2 w granulocytach krwi pobranej z żylnej zatoki strzałkowej107. 

W mikrokrążeniu mózgowym u szczura, również in vivo, reoksygenacja wpływała na obniżenie, 

wzrastającej pod wpływem hipoksji, aktywacji PKC108.  

Badania in vitro, przeprowadzane na izolowanych stymulowanych granulocytach, dokumentują 

wzrost produkcji RFT w warunkach reoksygenacji, natomiast wyniki badań in vivo są 

zróżnicowane. In vitro, pod wpływem reoksygenacji izolowanych granulocytów stymulowanych 

PMA, McGovern i wsp. stwierdzili powrót produkcji RFT obniżonej w warunkach hipoksji do 

wartości wyjściowych, ale nie wyższych, dopiero po czasie 3 godzin. Skądinąd autorzy ci 

przedstawili po raz pierwszy przekonywujące dowody na hipoksyczne zahamowanie produkcji 

zarówno wewnątrzkomórkowych RFT, jak i zewnątrzkomórkowego O2
•− w granulocytach; 

wcześniejsze doniesienia na ten temat były niejednoznaczne57. Zaobserwowane w niniejszej pracy 

zjawisko niższej produkcji RFT w granulocytach inkubowanych w warunkach hipoksji-

reoksygenacji, a zatem występowanie fenotypu hipoksycznego, w przypadku wczesnej 

reoksygenacji mogło wynikać z krótkiego, 15 min czasu obserwacji. Jednak w izolowanych 

granulocytach szczura już po 30 min reoksygenacji (po 30 min hipoksji) Sethi i wsp. obserwowali 

ponad dwukrotny wzrost stymulowanej PMA chemiluminescencji zależnej od luminolu, 

wskazującej jednak na wzrost wewnątrz- i zewnątrzkomórkowej produkcji RFT66. 

Wydaje się, że w warunkach krwi pełnej nieekwilibrowanej znaczenie dla obserwowanego zjawiska 

niższej produkcji RFT w reoksygenowanych granulocytach mogło mieć rzeczywiste wolne tempo 

narastania bodźca hipoksycznego i reoksygenacji, także przypuszczalnie niewielki spadek pO2. 

Inkubacja izolowanych komórek w standardowym inkubatorze CO2 odbywa się standardowo 

w warunkach ekspozycji na stężenie O2 w powietrzu atmosferycznym, pO2 jest zatem 2-5 razy 

wyższe niż fizjologicznie w tkankach i wynosi ok.160 mmHg62. Inkubacja hipoksyczna (1% O2) 

izolowanych komórek pozwala na osiągnięcie pO2 poniżej 40 mmHg (ok. 5%) w ciągu 45 min, 

a ekwilibracja po 5 godz powoduje dopiero spadek pO2 poniżej 13 mmHg (ok.1,8 % O2)
62. 

W medium pozbawionym O2 , w którym przez 30 min inkubowano izolowane granulocyty szczura 

wartość pO2 wynosiła ok. 70 mmHg, a po 30 min reoksygenacji wracała do wartości wyjściowych 

ok.120 mm Hg66. Prawidłowe pO2 we krwi żylnej wynosi 25-40 mmHg, co odpowiada 3-5% O2. 

We krwi pełnej pępowinowej po 30 min płukania prób (ekwilibracji) 100% N2 Hoehn i wsp. 

uzyskali pO2 ok. 20 mmHg oraz ok. 30 mmHg we krwi dorosłych czyli spadek o ok.1/3. W modelu 

tym dochodzi też jednak do wypłukania CO2, co stwarza konieczność buforowania prób105. Czas 
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i natężenie bodźca hipoksycznego wpływają na typ reakcji, która, zależnie od stanu 

czynnościowego mitochondriów, może być zróżnicowana w zależności od rodzaju tkanki i modelu 

doświadczalnego109. Niewielki wzrost produkcji ROS w mitochondriach, w przeciwieństwie do 

dużego, prowadził do zmniejszenia uszkodzenia reoksygenacyjnego i reperfuzyjnego110. Zależność 

efektów reoksygenacji od tempa jej narastania wykazano w makrofagach. W poddanych 

20-godzinnej hipoksji makrofagach RAW 264.7 wolna reoksygenacja- stopniowy wzrost narastania 

prężności tlenu (0.8% co 15 min) w przeciwieństwie do szybkiej (natychmiastowa zmiana 

atmosfery na normoksję) wiązała się ze znacząco niższą cytotoksycznością i odsetkiem apoptozy. 

Odnotowano też niższą produkcję RFT, IL-1β, IL-6 oraz NO. Obserwowane zmiany zależały od 

aktywności NOX111.  

W oparciu o badania in vivo, bardziej odpowiadające warunkom mikrośrodowiska krwi pełnej, 

cześć autorów sugerowała znaczący wzrost aktywności oksydacyjnej granulocytów w okresie 

reoksygenacji64,112, podczas gdy inni nie potwierdzali tych obserwacji. Częściowo w nawiązaniu do 

uzyskanych w tej pracy wyników, Tamura i wsp. nie obserwowali zmian produkcji RFT przez 

granulocyty stymulowane PMA, mimo tendencji spadkowej, u osób poddanych narastającej przez 

45 min desaturacji, które następnie przez 30 min oddychały powietrzem atmosferycznym58. 

Podobnie Grabska-Kobylecka i wsp. nie odnotowali zmian w zakresie produkcji 

chemiluminescencji krwi pełnej stymulowanej fMLP (odzwierciedlającej produkcję RFT przez 

granulocyty) oraz produkcji H2O2 u chorych z obturacyjnym bezdechem113.  

W niniejszej pracy w analizie wieloczynnikowej wykazano istotną interakcję między czynnikami 

‘atmosfera’ oraz ‘stymulacja’, co wskazuje na ich wzajemne oddziaływanie. Izoformy PKC są 

wrażliwe na regulację oksydo-redukcyjną, która w warunkach hipoksji-reoksygenacji może 

powodować ich modulację czynnościową114.  

Wartości pO2 po 15 min reoksygenacji były porównywalne z wartościami wyjściowymi, nie 

obserwowano też kwasicy, co może wynikać z właściwości buforujących krwi pełnej (aktywność 

erytrocytów i osocza). Nie do pominięcia jest trudny do zdefiniowania wpływ czynników 

humoralnych, do uwalniania których może dochodzić w mikrośrodowisku krwi pełnej oraz 

ewentualnych interakcji między granulocytami i innymi komórkami. Natomiast po dłuższym czasie 

reoksygenacji (240 min) znaczenie mogły mieć dodatkowe czynniki, takie jak zaobserwowana w tej 

pracy w tym punkcie czasowym kwasica czy hipoglikemia 115.  

W tej pracy, niestymulowane granulocyty, zarówno krwi pępowinowej, jak i dorosłych, nie 

wykazywały różnic w zakresie produkcji RFT w odpowiedzi na hipoksję-reoksygenację, 

niezależnie od czasu reoksygenacji. Podobną obserwację poczynili Cho i wsp. w badaniu wpływu 

hipoksji-reoksygenacji na izolowane z krwi obwodowej granulocyty dorosłych. Autorzy ci po 
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dwugodzinnej hipoksji i czterogodzinnej reoksygenacji nie stwierdzili zmian w zakresie produkcji 

H2O2, skądinąd dochodziło jednak do wzrostu ekspresji receptora TLR4. Wzrost produkcji RFT 

i dalsze zwiększenie ekspresji TLR4 następowało dopiero pod wpływem stymulacji LPS 116.  

Potencjalne mechanizmy odpowiedzialne za obniżenie produkcji RFT w warunkach hipoksji-

reoksygenacji w granulocytach mogą obejmować aktywność układów antyoksydacyjnych oraz 

wpływ czynników humoralnych. Podczas hipoksji dochodzi do układowego wzrostu adenozyny, 

której ochronny wpływ jest szeroko dyskutowany w piśmiennictwie. Normalizacja następuje 

podczas reoksygenacji, a w warunkach układowej reakcji zapalnej proces ten ulega wydłużeniu117. 

Adenozyna hamuje aktywność prozapalną granulocytów za pośrednictwem receptora 

purynergicznego A2AR, jest jednak nieskuteczna w hamowaniu wybuchu oddechowego 

stymulowanego przez PMA118. Nie hamuje też produkcji RFT w granulocytach noworodka119. 

Z drugiej strony erytrocyty wydzielają enzym deaminazę adenozyny, która może zmniejszać lub 

hamować ewentualny wzrost stężenia adenozyny w warunkach hipoksji120. Ostatnio 

w niedokrwieniu-reperfuzji podkreśla się ochronną rolę białek opiekuńczych (chaperonowych) 

hamujących mechanizmy oksydacyjne. Udokumentowano uwalnianie HSP 70 z nieuszkodzonych 

komórek krwi pełnej i z izolowanej frakcji monocytów; początkowo szybkie, następnie wolniejsze 

utrzymujące się przez 24 godz.121.  

NO 

W tej pracy obserwowano niższą produkcję NO w warunkach hipoksji-reoksygenacji w obu 

badanych populacjach granulocytów. W izolowanych granulocytach szczura Sethi i wsp. 

odnotowali wzrost stężenia azotynów pod wpływem hipoksji, który w następstwie reoksygenacji 

uległ obniżeniu, nie osiągając jednak wartości kontrolnych66. W warunkach hipoksji 

wysokościowej obserwowano jednak spadek stosunku układowych stężeń cytruliny do argininy 

i niższą produkcję NO122. W modelu reoksygenacji u nurków Sureda i wsp. zaobserwowali istotnie 

podwyższoną aktywność arginazy w granulocytach, co mogłoby sugerować obniżenie dostępności 

substratu; badacze ci nie stwierdzili jednak jednocześnie istotnych różnic w stężeniu 

wewnątrzkomórkowym metabolitów NO, azotynów, a także aktywności NOS243. Wydaje się 

zatem, że zwiększona aktywność arginazy mogła mieć znaczenie dla obserwowanego w tej pracy 

zjawiska. Opisywano też zwiększoną aktywność arginazy w innych komórkach w warunkach 

hipoksji, reoksygenacji i niedokrwienia-reperfuzji. Efekt końcowy tego zjawiska zależy od rodzaju 

narządu; poza ośrodkowym układem nerwowym zwiększona aktywność arginazy nasila 

uszkodzenie tkanek123. W sepsie zaobserwowano związek między liczbą granulocytów we krwi 

krążącej i osoczową aktywnością arginazy124. 



77 

 

Zaobserwowany w tej pracy spadek produkcji NO w granulocytach krwi reoksygenowanej 

pośrednio nawiązuje do pracy Lan i wsp., którzy stwierdzili wzrost ekspresji integryn CD11b 

i CD18 w izolowanych granulocytach poddanych hipoksji-reoksygeancji in vitro96. Skądinąd 

udokumentowano ujemną korelację między ekspresją CD11b i CD18 a produkcją NO 

w granulocytach, jednak zjawisko to jest skomplikowane i zależy też od produkcji RFT125. 

Odnośnie aktywności NOS w tych warunkach w fagocytarnych komórkach jednojądrzastych 

autorzy nie do końca są zgodni. Do normalizacji obniżonej pod wpływem hipoksji aktywności 

NOS2 (przy stabilnej dostępności substratu, argininy) w makrofagach dochodziło wprawdzie 

w okresie reoksygenacji, ale dopiero po dłuższym czasie126,127. Większość prac wskazuje na 

zwiększenie ekspresji NOS2 pod wpływem hipoksji, jednak z towarzyszącym spadkiem ilości 

wewnątrzkomórkowego NO128.  

5.1.2. Wpływ czasu inkubacji 

Postępujący spadek produkcji RFT w miarę trwania czasu inkubacji nawiązuje do obserwacji 

McGovern i wsp., którzy w izolowanych granulocytach inkubowanych w warunkach hipoksji 

odnotowali znacząco niższy spadek fluorescencji dihydrofluoresceiny po dłuższym czasie 

inkubacji57. Wśród prawdopodobnych przyczyn obserwowanego w tej pracy obniżenia produkcji 

RFTiA w obu badanych populacjach granulocytów po dłuższym czasie reoksygenacji należy 

wymienić czynniki związane z równowagą kwasowo-zasadową i metabolizmem komórek. 300-min 

czas inkubacji wiązał się z występowaniem kwasicy krwi pełnej pępowinowej i dorosłych 

ochotników w porównywaniu do krótszego, 75-min czasu inkubacji. Wykazano, że równowaga 

kwasowo-zasadowa ma istotne znaczenie dla czynności komórek w modelu in vitro hipoksji 

reoksygenacji, a efekt reoksygenacji zależy od pH medium; zjawisko to obserwowano 

w odniesieniu do ekspresji ICAM-1 w komórkach śródbłonka (maksymalny efekt przy pH 7,0)129. 

Tzw. kwaśna reoksygenacja wiąże się z poprawą czynności śródbłonka i zmniejszeniem rozległości 

martwicy w preparatach mięśnia sercowego, w komórkach nerwowych natomiast działa 

uszkadzająco130,131.  

Kwasica zewnątrzkomórkowa wpływa na obniżenie pH śródkomórkowego (pHi) w granulocytach 

obojętnochłonnych. Istnieje zależność między pH a odpowiedzią granulocytów na stymulację 

PMA. W badaniu Suzuki i wsp. w warunkach obniżonego pod wpływem stymulacji PMA pHi, 

dystrybucja błonowa izoform PKC (β i delta) była upośledzona132. Z kolei dochodziło do obniżenia 

aktywności NOX2, a wewnątrzkomórkowa akumulacja H2O2 w granulocytach obojętnochłonnych 

stymulowanych PMA była niższa w związku z nieprawidłową translokacją p47phox (fosforylacja 

następuje pod wpływem PMA) do błony komórkowej, nie wpływała natomiast na 

wewnątrzkomórkową dystrybucję p22phox133. W granulocytach opisano ostatnio związek kwasicy 
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zewnątrz- i wewnątrzkomórkowej z upośledzeniem formowania zewnątrzkomórkowych pułapek 

neutrofilowych NET, zależnej od produkcji RFT i NO134,135. Khan i wsp. obserwowali wzrost 

produkcji RFT (oceniany, podobnie jak w tej pracy, metodą cytometryczną z zastosowaniem DHR) 

i NET w granulocytach niestymulowanych i stymulowanych PMA po zwiększeniu pHi przy użyciu 

roztworu wodorowęglanu sodu i THAM134. U chorych septycznych odnotowano ścisły związek 

kwasicy z hamowaniem tworzenia NET, które z kolei rzutowało na pogorszenie rokowania135. 

U szczurów z doświadczalnym uszkodzeniem płuca (ALI) również obserwowano ścisłą korelację 

między kwasicą a produkcją RFT przez granulocyty krwi obwodowej136. 

W zastosowanym w tej pracy modelu krwi pełnej hamujący wpływ kwasicy na produkcję RFT 

przez granulocyty może być kompensowany przez efekt prozapalny na inne komórki – może np. 

dochodzić do zwiększenia wydzielania IL-1 przez monocyty137. We krwi heparynizowanej 

obserwowano też aktywację układu dopełniacza138.  

Wydaje się, że w tej pracy do obserwowanej niższej wewnątrzkomórkowej produkcji RFT i NO 

mógł się przyczynić narastający w miarę czasu trwania inkubacji niedobór glukozy, który jest 

silnym bodźcem hamującym wybuch oddechowy w granulocytach115. W wyniku zmniejszenia 

dostępności glukozy może dochodzić do obniżenia jej stężenia wewnątrzkomórkowego i produktu 

jej przemiany przez heksokinazę-glukozo-6-fosforanu. Ponieważ związek ten jest substratem cyklu 

pentozofosforanowego, może dochodzić do zmniejszenia stężenia NADPH. Wykazano, że 

produkcja RFT (której miarą była fluorescencja DHR) w granulocytach stymulowanych PMA 

zależy od dostępności glukozy: przy braku glukozy wybuch oddechowy był znacząco obniżony139. 

W warunkach narastającego obniżenia dostępności glukozy – substratu energetycznego 

w zastosowanym modelu obniżenie produkcji RFT, narastające w miarę trwania czasu inkubacji, 

może odzwierciedlać niewydolność energetyczną komórki.  

Wzrost produkcji śródkomórkowego NO w miarę trwania inkubacji (niezależny od faktu 

hamowania w wyniku hipoksji-reoksygenacji) obserwowano w granulocytach stymulowanych 

PMA porównywalnie w obu badanych populacjach. Wzrost stężenia metabolitów NO, azotynów, 

w miarę trwania inkubacji powyżej 60 min został zaobserwowany w granulocytach stymulowanych 

LPS140. W tej pracy wzrastająca produkcja wewnątrzkomórkowego NO w miarę trwania inkubacji 

mogła przyczynić się do narastającego spadku RFT. NO hamuje NOX w mechanizmie interakcji 

z podjednostką p47phox 141. Jednak spadek produkcji RFT w miarę trwania czasu inkubacji został 

odnotowany tylko w populacji granulocytów krwi pępowinowej. Może to wynikać z różnic 

czynnościowych dotyczących NOX2 w granulocytach krwi pępowinowej54. Wydaje się, że 

u podłoża tego zjawiska mógł leżeć spadek stężenia glukozy i kwasica. Z kolei kwasica, powodując 
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zwiększenie nieenzymatycznej produkcji NO w wyniku redukcji azotynów, mogła być przyczyną 

wzrastającej w miarę trwania czasu inkubacji wzrostu wewnątrzkomórkowej produkcji NO. 

5.1.3. Różnice między granulocytami krwi pępowinowej i dorosłych 

Zasadniczo granulocyty krwi pępowinowej i krwi dorosłych wykazywały zarówno jakościowo, jak 

i ilościowo, podobną reakcję na reoksygenację w aspekcie produkcji RFT i NO. 

W niestymulowanych granulocytach krwi pępowinowej obserwowano jednak wyższe wartości 

wewnątrzkomórkowej produkcji NO. W poprzednim badaniu przeprowadzonym w Zakładzie 

Anestezjologii Doświadczalnej, w granulocytach izolowanych z krwi pępowinowej nie stwierdzono 

różnic w zakresie spoczynkowej wewnątrzkomórkowej produkcji NO w porównaniu 

z granulocytami osób dorosłych, zaobserwowano przy tym niższą aktywność enzymatyczną 

izoform NOS w komórkach noworodka potwierdzoną na poziomie transkrypcyjnym52. Obserwacja 

poczyniona w tej pracy wynika zatem najprawdopodobniej z wpływu warunków mikrośrodowiska 

krwi pełnej, albo jest związana z procedurą izolacji granulocytów. We krwi pępowinowej 

w warunkach porodu naturalnego obserwuje się zwiększone stężenia czynników prozapalnych 

i hormonów, które mogą stymulować produkcję NO52. Jednak, w warunkach krwi pełnej NO 

produkowany wewnątrzkomórkowo szybko dyfunduje przez błonę komórkową i może przechodzić 

do erytrocytów, gdzie reaguje z oksyhemoglobiną i zostaje utlenowany do azotynu142. Erytrocyty 

płodowe mają większą zdolność wychwytywania NO w związku z większym powinowactwem 

hemoglobiny płodowej do NO143. Wydaje się, że jednym z możliwych czynników wpływających na 

wyższe wewnątrzkomórkowe stężenie NO w niestymulowanych granulocytach w mikrośrodowisku 

krwi pełnej pępowinowej może być bilirubina, której stężenie jest fizjologicznie we krwi 

pępowinowej wyższe, niż u dorosłych. U chorych z marskością wątroby obserwowano wyższe 

stężenia azotynów w jednojądrzastych komórkach krwi obwodowej144; późniejsze doniesienia 

udokumentowały stymulujący wpływ bilirubiny na NOS2 i NOS3 w komórkach śródbłonka145,146. 

Porównywalne wartości stymulowanej PMA wewnątrzkomórkowej produkcji NO między 

granulocytami krwi pępowinowej i dorosłych, w zestawieniu z wyższymi wartościami 

w niestymulowanych komórkach noworodka, świadczą o niższym potencjale stymulacyjnym 

granulocytów noworodka. Zjawisko to jest zgodne z zaobserwowaną w poprzednim badaniu niższą 

aktywnością enzymatyczną NOS w granulocytach krwi pępowinowej52. 

Jedyne opublikowane badanie porównawcze na temat wpływu hipoksji na granulocyty 

obojętnochłonne krwi pępowinowej i dorosłych dotyczyło aktywności L-selektyny (CD62L); 

zahamowanie jej ekspresji następuje w wyniku stymulacji zapalnej tych komórek. Pod wpływem 

6-godzinnej hipoksji zaobserwowano znacząco niższą ekspresję CD62L w granulocytach dorosłych, 

sugerując względną odporność granulocytów krwi pępowinowej na warunki obniżonej dostępności 
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tlenu105. W tej pracy, mimo braku zasadniczych różnic ilościowych w reakcji na hipoksję-

reoksygenację między granulocytami noworodków i dorosłych, dotyczących badanej produkcji 

RFT i NO, niewykluczone, że mechanizm tych reakcji może być odrębny. We krwi pępowinowej 

znajduje się zwiększony odsetek form mniej dojrzałych; w niedojrzałych, posiadających większą 

ilość mitochondriów granulocytach (c-kit+) w porównaniu z formami dojrzałymi (c-kit-) 

w mikrośrodowisku nowotworowym stwierdzono zwiększone zużycie tlenu w warunkach kwasicy, 

a także zależność między aktywnością mitochondriów a wybuchem oddechowym w stanie 

niedoboru glukozy147. 

5.2. Wpływ anestetyków lokalnych na produkcję RFTi A w granulocytach obojętnochłonnych 

pełnej krwi pępowinowej i dorosłych w warunkach hipoksji-reoksygenacji 

W tej pracy zaobserwowano stymulujący wpływ anestetyków lokalnych na wewnątrzkomórkową 

produkcje RFT i NO w granulocytach obojętnochłonnych inkubowanych w warunkach hipoksji-

reoksygenacji. Zjawisko to występowało zarówno w granulocytach krwi pępowinowej i dorosłych.  

W warunkach normoksji anestetyki lokalne wywierają efekty przeciwzapalne i hamują wybuch 

oddechowy, co udokumentowano zarówno w granulocytach izolowanych, jak i we krwi 

pełnej85,89,90, działają natomiast stymulująco na produkcję NO w granulocytach izolowanych52,148. 

Wyniki uzyskane w tej pracy wskazują, że hipoksja-reoksygenacja odwraca wpływ anestetyków na 

produkcję RFT, natomiast w przypadku produkcji NO dochodzi do jej nasilenia, podobnie, jak 

w przypadku normoksji.  

Częściowe wyrównanie wpływu hipoksji-reoksygenacji pod wpływem lidokainy w aspekcie 

ekspresji integryn (zależnej od produkcji RFT i NO) w izolowanych granulocytach dorosłych 

opisali Lan i wsp. Lidokaina powodowała względny spadek ekspresji CD11b i CD18 ulegającej 

podwyższeniu w warunkach hipoksji-reoksygenacji już w stężeniu istotnym klinicznie u osób 

dorosłych (odpowiadającym zastosowanej w tej pracy kategorii 2)96. W innej pracy badacze ci 

zaobserwowali, że do zmniejszenia ekspresji integryn CD11b, CD18 dochodziło pod wpływem 

preekspozycji na lidokainę zależnie od stężenia i inkubacji z osoczem krwi pobranej 15 min po 

zwolnieniu uciśnięcia mankietu zaciskającego kończynę, wskazując na istotny udział czynników 

pochodzenia osoczowego95.  

W mechanizmie obserwowanych zmian przekaźnictwo sygnału związane z HIF1α, przynajmniej 

dla lidokainy i bupiwakainy, przypuszczalnie nie ma znaczenia149. Poza tym hipoksyczna aktywacja 

HIF w granulocytach była obserwowana po 6 godzinach150.  
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5.2.1. Rodzaj anestetyku, stężenie  

W modelu porównawczym analizy wieloczynnikowej wykazano, że w odniesieniu do produkcji 

zarówno RFT jak i NO najistotniejszy efekt globalnie we wszystkich granulocytach i granulocytach 

stymulowanych PMA wywierała ropiwakaina. Ranking wzrostu RFT ogólnie w reoksygenowanych 

granulocytach poddanych preekspozycji na anestetyki lokalne w odniesieniu do efektu środków był 

następujący: ropiwakaina>lidokaina=bupiwakaina, a w granulocytach stymulowanych: 

ropiwakaina>bupiwakaina>lidokaina. Odnośnie wzrostu produkcji NO ranking przedstawiał się 

następująco: ropiwakaina>lidokaina>bupiwakaina, a w komórkach stymulowanych: 

ropiwakaina>lidokaina=bupiwakaina.  

Ropiwakaina, anestetyk powszechnie stosowany w blokadach regionalnych zarówno 

w położnictwie, jak i chirurgii z uwagi na korzystny profil toksykologiczny, okazuje się być 

związkiem potencjalnie przydatnym w leczeniu zmian związanych z hipoksją. Pod wpływem 

blokady zewnątrzoponowej w odcinku piersiowym z użyciem ropiwakainy Yu i wsp. 

zaobserwowali odwrócenie efektu przewlekłej hipoksji w postaci nadciśnienia płucnego 

i przebudowy ściany naczyniowej (remodeling), a także wzrostu stężeń w surowicy cGMP i TNF-α, 

które ulegały normalizacji. Blokada powodowała też odwrócenie podwyższonej w następstwie 

hipoksji zwiększonej ekspresji związanego z odpowiedzią na hipoksję czynnika transkrypcyjnego 

CREB (Cyclic AMP responding-element binding protein) na poziomie transkrypcyjnym 

i translacyjnym151. Wyniki tych badań wskazują wprawdzie w pierwszym rzędzie korzystny wpływ 

blokady współczulnej w niwelowaniu patofizjologicznych następstw hipoksji spowodowanych 

zwieszoną aktywacją współczulną, ale bezpośredni wpływ ropiwakainy jest niewykluczony. Tym 

bardziej, że środek ten, w przeciwieństwie do lidokainy i bupiwakainy wykazuje zdolność 

modulacji przekaźnictwa sygnału związanego z THXA2, który uczestniczy w patogenezie 

nadciśnienia płucnego152. Skądinąd niewykluczone, że preferencyjny wpływ ropiwakainy na 

granulocyty, zaobserwowany w tej pracy, może też być związany z tym zjawiskiem; granulocyty 

produkują prostanoidy, w tym TXA2, do stymulacji produkcji dochodzi pod wpływem PMA; 

TXA2 pełni też szczególną rolę we wzajemnych oddziaływaniach granulocytów i limfocytów T153. 

W krwinkach płytkowych analogi TXA2 powodowały wzrost wewnątrzkomórkowej produkcji 

ROS w mechanizmie aktywacji NOX2154. W odniesieniu do produkcji NO preferencyjny efekt 

ropiwakainy może mieć związek z chiralnością związku; zjawisko to jest jednak skomplikowane, 

dotyczy zwłaszcza izoformy NOS1 i jest związane z dostępnością substratu i kofaktorów73,155. 

W warunkach normoksji preekspozycja granulocytów stymulowanych PMA z anestetykami 

lokalnymi prowadziła do zwiększenia ekspresji izoform na poziomie transkrypcyjnym, przy czym 

ropiwakaina nie wpływała na granulocyty krwi pępowinowej. Anestetyk ten wywierał istotny 
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wpływ na NOS2 w granulocytach dorosłych, bez istotnego efektu na pozostałe dwie izoformy 

pełniące przede wszystkim rolę regulacyjną w odniesieniu do NOS2. Wpływ lidokainy był 

porównywalny, jednak związek ten stymulował także dwie pozostałe izoformy, a zwłaszcza 

hamującą NOS3, stąd w efekcie końcowym wpływ ropiwakainy na wewnątrzkomórkową produkcję 

NO okazał się najistotniejszy52. Wyniki te nawiązują zatem do uzyskanych w niniejszej pracy. 

W tej pracy ropiwakaina globalnie wywoływała efekt farmakologiczny w odniesieniu do produkcji 

RFT we wszystkich zastosowanych stężeniach z wyjątkiem przedostatniego (kategoria (3), 

w przeciwieństwie do bupiwakainy, która stymulowała produkcję RFT w granulocytach krwi 

reoksygenowanej tylko w najwyższym stężeniu. Znaczenie stężenia lidokainy dla tego zjawiska 

okazało się nieistotne. W poprzedniej pracy oceniającej wpływ anestetyków lokalnych na 

granulocyty krwi pępowinowej i dorosłych w warunkach normoksji obserwowaliśmy efekt 

hamowania produkcji RFT w przypadku lidokainy w najwyższym stężeniu, natomiast bupiwakaina 

w tym stężeniu, w przeciwieństwie do stężeń niższych, RFT nie hamowała90. Zjawisko to mogło 

wynikać z kompensującego wpływu mtRFT, ponieważ bupiwakaina w wysokich stężeniach może 

powodować rozprzężenie łańcucha oddechowego w mitochondriach76. Obserwacja poczyniona 

w tej pracy może potwierdzać tę koncepcję; bupiwakaina w najwyższym stężeniu w granulocytach 

reoksygenowanych mogła potencjalizować efekt stymulacji mtRFT. Ostatnio wykazano 

potencjalizujący efekt ropiwakainy na produkcję mtRFT w komórkach raka piersi156. Preekspozycja 

na ropiwakainę we wszystkich użytych stężeniach potencjalizowała efekt wzrostu 

wewnątrzkomórkowej produkcji NO w reoksygenowanych granulocytach stymulowanych PMA. 

Dla porównania, w przypadku bupiwakainy i lidokainy powyższa interakcja między kategorią 

stężenia i stymulacją występowała tylko w dwóch najwyższych stężeniach (kategoria (3) i (4). 

Zatem jedynie wpływ ropiwakainy mógłby mieć znaczenie kliniczne w odniesieniu do 

granulocytów płodu i noworodka (najniższe stężenia); wpływ pozostałych anestetyków może mieć 

znaczenie w warunkach znieczulenia regionalnego u dorosłych. Jednak odnośnie 

reoksygenowanych granulocytów krwi pępowinowej w analizie wieloczynnikowej zaobserwowano 

jedynie stymulację produkcji NO pod wpływem lidokainy w najwyższym stężeniu, klinicznie 

nieistotnym. 

Globalnie we wszystkich reoksygenowanych granulocytach stymulowanych PMA lidokaina 

charakteryzowała się najsłabiej wyrażonym efektem stymulacji RFT. Wprawdzie lipofilność 

lidokainy jest porównywalna z lipofilnością ropiwakainy i niższa od bupiwakainy, jednak lidokaina 

najsłabiej wpływa na fluidyzację błon biomimetycznych, co koresponduje też z najniższą 

kardiotoksycznością spośród badanych anestetyków73. Skądinąd lidokainie poświęcono wiele 

zainteresowania w aspekcie jej ewentualnej przydatności w zespołach reperfuzyjnych. Na przykład 
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pod wpływem lidokainy udokumentowano poprawę żywotności płata tkankowego poddanego 

niedokrwieniu-reperfuzji, zmniejszając ilość produktów peroksydacji lipidów (MDA), jednak nie 

modyfikując nacieku granulocytów i zawartości MPO (wskaźnika aktywności granulocytów 

w tkance106. 

Upośledzenie procesów hamowania produkcji RFT w granulocytach pod wpływem hipoksji-

reoksygenacji zaobserwowane w tej pracy (wyższa wewnątrzkomórkowa produkcja RFT 

w porównaniu do analogicznych warunków doświadczenia bez inkubacji z anestetykiem) może 

wynikać z modulacji molekularnych struktur błonowych zaangażowanych w efekty anestetyków, 

w tym białek Gαq i kanałów jonowych, a także zmian strukturalno-czynnościowych błony 

komórkowej. Hipoksja może prowadzić do modulacji białek Gαq; w tętnicy płucnej wykazano 

zwiększenie ich palmitoylacji157. W odpowiedzi adaptacyjnej na hipoksemię może dochodzić do 

obniżenia ekspresji kanałów sodowych napięciowozależnych, których obecność wykazano ostatnio 

w granulocytach158,159.  

Domena lipidowa w chemicznej strukturze anestetyków lokalnych jest odpowiedzialna za interakcje 

tych związków z błonami komórkowymi. Hipoksja i reoksygenacja wywierają znaczący wpływ na 

dynamikę ruchu błon (trafficking): hipoksja działa przyspieszająco, podczas gdy reoksygenacja 

powoduje stabilizację160. Preekspozycja komórek na anestetyki lokalne może przypuszczalnie 

wpływać na te reakcje. Reorganizacja błon w wyniku wzajemnych oddziaływań ze związkami 

hydrofobowymi prowadzi do zwiększonej ekspozycji fosfolipidów błonowych na czynniki 

zewnętrzne, a tym samym może nasilać degradację tych związków. Jednym z produktów reakcji 

jest kwas arachidonowy, który może zwiększać produkcję RFT w granulocytach przez bezpośrednią 

aktywację kompleksu NOX2 oraz hamowanie I i III kompleksu mitochondrialnego161.  

Zarówno hipoksja-reoksygenacja, jak i anestetyki lokalne mogą wywierać wpływ na czynność 

mitochondriów, które wprawdzie w granulocytach są mniej liczne, jednak pełnią ważną rolę 

w przekaźnictwie sygnału162,163. W warunkach hipoksji, zwiększonej ekspresji HIF-1 

i zahamowania czynności mitochondriów obserwowano zmniejszenie efektu toksycznego 

lidokainy, śmierci komórki i produkcji RFT164. Niedokrwienie (hipoksja) wpływa modulująco na 

czynność kompleksu I i jego przechodzenie ze stanu aktywnego (A, active) do nieakatywnego (D, 

dormant) zależnie od warunków i dynamiki tego procesu162. W mysich granulocytach zahamowanie 

mitochondrialnego kompleksu I (przy użyciu metforminy) wiązało się ze wzrostem 

wewnątrzkomórkowej produkcji RFT165. Bupiwakaina może też działać w tym mechanizmie163, 

wpływ na aktywność mitochondriów wykazano też w przypadku lidokainy i ropiwakainy166,167. 

W granulocytach ludzkich mtRFT aktywowały NOX2 i procesy degranulacji, mogły też zatem 

prowadzić do uwolnienia zmagazynowanej w ziarnistościach NOS2 i wzrostu produkcji RFT 
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i NO48,49. Zjawiskiem sprzyjającym zwiększonej przepuszczalności megakanałów i produkcji RFT 

może być wzrost pHi168, do którego dochodzi w wyniku ekspozycji na anestetyki lokalne169.  

Inny ewentualny mechanizm wzrostu RFT pod wpływem anestetyków lokalnych w warunkach 

hipoksji-reoksygenacji może się wiązać ze zwiększeniem aktywności AMPK. Wykazano, że 

nadekspresja AMPKα2 zwiększa produkcję RFT i apoptozę w komórkach neuroblastoma 

inkubowanych z bupiwakainą25.  

5.2.2. Czas reoksygenacji  

Uzyskane wyniki wskazują, że ekspozycja na anestetyki nie wpływała na zaobserwowane 

w warunkach kontrolnych (bez anestetyków) różnice produkcji RFT i NO w zależności od długości 

czasu trwania reoksygenacji. Wzrost wewnątrzkomórkowej produkcji RFT w stymulowanych 

granulocytach krwi reoksygenowanej inkubowanej z wszystkimi zastosowanymi anestetykami 

lokalnymi był, podobnie jak w przypadku krwi z dodatkiem buforu bez anestetyku, wyższy po 

krótkim 15-minutowym w porównaniu z 240-minutowym czasem reoksygenacji. Istotna interakcja 

między czynnikami ‘stymulacja’ i ‘atmosfera’, podobnie jak w przypadku komórek nie poddanych 

preekspozycji na anestetyk, wskazuje na potencjalizację wpływu stymulacji PMA przez warunki 

hipoksji-reoksygenacji w zależności od czasu ich trwania. Wydaje się, że za efekt ten może być 

m.in. odpowiedzialna współistniejąca kwasica, w mechanizmie omówionym wyżej. Wzrost 

wewnątrzkomórkowej produkcji NO pod wpływem anestetyków, wyższy w przypadku dłuższego 

czasu reoksygenacji, może odzwierciedlać wzajemne oddziaływania między układem NOX2 

i NOS. Przy dłuższej reoksygenacji względny spadek produkcji oksydantów może odblokowywać 

zależne od nich mechanizmy enzymatyczne, a współistniejąca kwasica prowadzić do zwiększonej 

redukcji wewnątrzkomórkowych metabolitów NO (azotynów) do NO. 

5.2.3. Różnice między grupami 

Globalnie, niezależnie od rodzaju anestetyku, produkcja RFT w granulocytach reoksygenowanej 

krwi pępowinowej poddanej preekspozycji na anestetyki była niższa niż u dorosłych w obu czasach 

reoksygenacji; nie odnotowano różnic między długością trwania reoksygenacji w żadnej 

z badanych populacji. Stężenie anestetyku nie miało istotnego wpływu na efekt stymulacji 

produkcji NO w granulocytach krwi pępowinowej (w przeciwieństwie do komórek osób 

dorosłych). Efekt ten był bardziej istotny w niestymulowanych granulocytach noworodka.  

Zjawisko to można odnieść do różnic w budowie błon komórek krwi pępowinowej w porównaniu 

z dorosłymi. Błony komórek krwi pępowinowej charakteryzują się niższą płynnością, niższym 

stężeniem cholesterolu i niższym stosunkiem nienasyconych kwasów tłuszczowych do nasyconych, 
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co daje w efekcie niższą przepuszczalność i wyższą lepkość170,171. Ostatnio wykazano bezpośredni 

związek między zawartością cholesterolu w błonach i efektem anestetyków lokalnych: im niższa 

zawartość cholesterolu w błonie, tym większy efekt destabilizacji172. Skądinąd granulocyty krwi 

pępowinowej o sztywniejszych błonach komórkowych wykazują obniżenie funkcji efektorowych 

związanych z aktywnością oksydacyjną, np. chemotaksji oraz odrębnościami czynnościowymi 

struktur błonowych, m.in. receptorów173. 

W tej pracy w wieloczynnikowej analizie różnic pomiędzy badanymi populacjami w odniesieniu do 

poszczególnych badanych anestetyków zarysowują się jednak pewne odrębności. Odnośnie 

granulocytów krwi pępowinowej poddanych preekspozycji na ropiwakainę różnice dotyczyły 

produkcji RFT: była ona wyższa niż u dorosłych po krótszym czasie reoksygenacji. Możliwe, że 

wpływająca na efekt farmakologiczny enancjomerów lewoskrętnych niższa zawartość cholesterolu 

w błonie granulocytów krwi pępowinowej implikuje mniejsze nasilenie efektu ropiwakainy 

przeciwstawnego do hamowania RFT w warunkach reoksygenacji bez dodatku anestetyku73. 

Granulocyty noworodka inkubowane z bupiwakainą i lidokainą różniły się od dorosłych w zakresie 

wyższej wewnątrzkomórkowej niestymulowanej produkcji NO. W przypadku istotnego klinicznie 

najniższego zastosowanego stężenia lidokainy, zaobserwowano dodatkowo wyższą produkcję NO. 

Różnice te wskazują na zasadniczo odrębny mechanizm wpływu ropiwakainy oraz lidokainy 

i bupiwakainy. Jednak wspomniany już wyżej jedynie stymulujący efekt lidokainy w najwyższym, 

4mM stężeniu na produkcję NO w reoksygenowanych granulocytach krwi pępowinowej 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 są związane przede wszystkim z zastosowanym modelem doświadczalnym 

nierozcieńczonej pełnej krwi żylnej. Badanie granulocytów we krwi pełnej ma niewątpliwe zalety 

związane z oceną komórek w mikrośrodowisku bardziej zbliżonym do fizjologicznego, a przede 

wszystkim z uniknięciem procedury izolowania komórek, nieobojętnej dla ich stanu 

czynnościowego. Granulocyty w środowisku krwi pełnej wykazują istotnie niższą zdolność adhezji 

do komórek śródbłonka niż granulocyty izolowane. Procedura izolacji wpływa w większym stopniu 

na granulocyty niż na inne frakcje leukocytów174. Wpływ hipoksji-reoksygenacji na czynność 

granulocytów w modelu krwi pełnej był poprzednio opisywany63,105. Ograniczenia tego modelu 

obejmują wolne obniżanie prężności tlenu, która we krwi pełnej jest kompensowana przez 

deoksygenację hemoglobiny, zwłaszcza jeżeli krwi nie poddano uprzednio ekwilibracji175. Z kolei 

ten proces wymaga dodania buforu w związku z zasadowicą spowodowaną wypłukaniem CO2 

i intensywnego mieszania, co może wpływać na czynność komórek105,176. Model nie pozwalał na 

określenie rzeczywistego stopnia hipoksji – otwarcie komory hipoksycznej wiązało się 

z reekspozycją na warunki normoksji.  

Badania in vitro nie odzwierciedlają wprost warunków klinicznych i występuje w nich szereg 

odrębności w porównaniu do warunków in vivo. Zjawisko hipoksji-reoksygenacji w środowisku 

naczynia jest modyfikowane przez wpływ komórek ściany naczyniowej, zwłaszcza komórek 

śródbłonka, dochodzi też do wymiany między naczyniem i otaczającą tkanką. Zastosowany model 

miał charakter statyczny i kumulacja mediatorów uwalnianych w przebiegu hipoksji-reoksygenacji 

w osoczu oraz wzajemne oddziaływania między komórkami, zwłaszcza pod wpływem aktywacji 

PMA, mogły niewątpliwie wpływać na uzyskane wyniki. To samo dotyczy narastającej kwasicy 

i ograniczonego dostępu do substratów energetycznych, przede wszystkim glukozy, w związku 

z hipoglikemią narastającą we krwi pełnej in vitro115. Wpływ anestetyków lokalnych na czynność 

granulocytów obojętnochłonnych badano w komórkach izolowanych oraz we krwi pełnej85,90. 

Model krwi pełnej, mimo opisanych wyżej zalet, nie pozwala na dokładne określenie stężenia 

środków, m.in. w związku z wiązaniem z białkami osocza. Kolejne ograniczenie stanowi niepełna 

specyficzność zastosowanych fluorochromów, zwłaszcza DHR123. Mimo szerokiego zastosowania 

DHR123 w ocenie wewnątrzkomórkowej produkcji RFT, fluorescencja Rho123 może być jest 

efektem reakcji DHR123 z RFT i z ONOO-103. 
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6. WNIOSKI  

1. Hipoksja-reoksygenacja in vitro hamuje wewnątrzkomórkową produkcję RFT i NO 

w granulocytach obojętnochłonnych w mikrośrodowisku pełnej krwi pępowinowej oraz 

krwi dorosłych ochotników.  

2. Zjawisko to występuje z różnym nasileniem w warunkach wczesnej i późnej reoksygenacji 

i jest porównywalne w obu badanych populacjach granulocytów. 

3. Ekspozycja na bupiwakainę, lidokainę i ropiwakainę może modulować wpływ hipoksji-

reoksygenacji podwyższając produkcję RFT i NO w granulocytach. W granulocytach krwi 

pępowinowej efekty te nie mają znaczenia klinicznego. 



88 

 



89 

 

7. STRESZCZENIE 

Założenia: Procesy hipoksji-reoksygenacji leżą u podłoża chorób obarczonych dużą śmiertelnością 

u noworodków i u osób dorosłych. Granulocyty obojętnochłonne biorą czynny udział 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), uczestniczą w uszkodzeniu 

reoksygenacyjnym. Anestetyki lokalne modulują produkcję RFT i NO w granulocytach noworodka 

w stopniu porównywalnym lub niższym niż u osób dorosłych. Efekty te mogą występować już 

w stężeniach istotnych klinicznie, tj. obserwowanych w krążeniu noworodka po podaniu 

zewnątrzoponowo anestetyków matce podczas blokad centralnych w okresie porodu. W literaturze 

wskazano, że granulocyty noworodkowe mogą charakteryzować się większą odpornością na 

warunki hipoksji (zmieniony profil ekspresji cząstek adhezyjnych), z drugiej jednak strony 

anestetyki lokalne mogą odwrócić efekt reoksygenacji poprzez oddziaływanie na integryny 

granulocytarne. Nie wiadomo, czy anestetyki lokalne mogą wpływać na produkcję RFT i NO 

w granulocytach noworodka w warunkach hipoksji-reoksygenacji.    

Cel: Celem pracy była ocena (1) wpływu hipoksji reoksygenacji in vitro na produkcję RFT i NO 

przez granulocyty obojętnochłonne krwi pełnej pępowinowej w porównaniu z granulocytami 

dorosłych ochotników; (2) efektów bupiwakainy, lidokainy i ropiwakainy na te procesy.  

Materiał i metody: Pełną krew pępowinową (n=16) lub obwodową krew żylną (n=16) poddawano 

ekspozycji na atmosferę hipoksyczna 1% O2 przez 60 min, a następnie inkubowano w atmosferze 

21% O2 przez 15 i 240 min. Część prób inkubowano z anestetykami lokalnymi 

w 4 równopotencjalnych stężeniach: 0,0005; 0,005; 0,05; 1 mM bupiwakainą, 0,002; 0,02; 0,2; 

4 mM lidokainą oraz 0,0007; 0,007; 0,07; 1,4 mM ropiwakainą. Najniższe zastosowane stężenia 

były istotne klinicznie dla granulocytów noworodka. Wewnątrzkomórkową produkcję RFT i NO 

w granulocytach niestymulowanych i stymulowanych PMA mierzono metodą cytometryczną 

z wykorzystaniem odpowiednio dihydrorodaminy 123 (DHR123) i dwuoctanu 

4,5-diaminofluoresceiny (DAF-2DA). W opracowaniu statystycznym zastosowano metodę 

wieloczynnikowej analizy wariancji. 

Wyniki: Reoksygenowane granulocyty krwi pełnej wykazywały niższą produkcję RFT i NO niż 

inkubowane w warunkach kontrolnych (normoksycznych), porównywalną w obu badanych 

populacjach komórek. W miarę trwania czasu inkubacji produkcja RFT zmniejszała się, a produkcja 

NO wzrastała. Inkubacja z anestetykami lokalnymi wpływała na wzrost produkcji RFT i NO 

w reoksygenowanych granulocytach krwi pępowinowej i krwi dorosłych. W analizie 

wieloczynnikowej zaobserwowano następujące efekty globalne: (1) bupiwakaina, i w większym 

stopniu ropiwakaina, podwyższały produkcję RFT w granulocytach, (2) wszystkie badane 
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anestetyki powodowały wzrost produkcji NO w stymulowanych granulocytach, efekt ropiwakainy 

dotyczył wszystkich badanych stężeń, (3) ekspozycja na anestetyki lokalne nie wpływała na 

obserwowane trendy produkcji RFT i NO w dwóch zastosowanych czasach reoksygenacji, (4) 

w granulocytach inkubowanych z ropiwakainą produkcja RFT i NO była wyższa niż w przypadku 

buopiwakainy i lidokainy. W granulocytach krwi pępowinowej istotny efekt stymulacji 

zaobserwowano tylko odnośnie produkcji NO pod wpływem 4 mM lidokainy.   

Wnioski: (1) Hipoksja-reoksygenacja in vitro hamuje wewnątrzkomórkową produkcję RFT i NO 

w granulocytach obojętnochłonnych w mikrośrodowisku pełnej krwi pępowinowej oraz krwi 

dorosłych ochotników. (2) Zjawisko to występuje z różnym nasileniem w warunkach wczesnej 

i późnej reoksygenacji i jest porównywalne w obu badanych populacjach granulocytów. 

(3) Ekspozycja na bupiwakainę, lidokainę oraz ropiwakainę może modulować wpływ 

hipoksji-reoksygenacji, podwyższając produkcję RFT i NO w granulocytach krwi pępowinowej 

i krwi dorosłych. W granulocytach krwi pępowinowej efekty te nie mają 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% O2) for 60 min, and then incubated in 21% O2 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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