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WYKAZ SKROTOW

1K1C — model stuzacy do badania nadcisnienia wtérnego (ang. one kidney one clip)
2K1C — model nadci$nienia naczyniowo- nerkowego (ang. two-kidney, one-clip)

2K2C — zwierzgcy model do badania nadci$nienia wtornego (ang. two kidney two clip)
ACTH — hormon adrenokortykotropowy (ang. adrenocorticotropic hormone)

Ang Il — angiotensyna Il (ang. angiotensin 1)

AP-1 — czynnik transkrypcyjny (ang. activating protein-1)

ASK1 — kinaza regulujgca czynnik apoptotyczny (ang. apoptosis signal regulating
kinase 1)

ATF2 — aktywujacy czynnik transkrypcyjny (ang. activating transcription factor 2)
ATPazy — adenozynotrifosfatazy (ang. ATPases)

BAX — biatko z rodziny biatek Bel-2 (ang. BCL2 Associated X)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. Body Mass Index)

BP — cisnienie krwi (ang. blood pressure)

CacyBP/SIP — biatko CacyBP/SIP (ang. calcyclin binding protein/Siah-1 interacting
protein)

CD42 — glikoproteina Ib (ang. Cluster of differentiation 42)

cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

c-fos, c-myc — geny zwigzane z proliferacjg (ang. Fos Proto-Oncogene, MYC Proto-
Oncogene)

CRP - bialko c-reaktywne (ang. C reactive protein)

CS - érodkowa domena biatka CacyBP/SIP (ang. domain present in CHORD and Sgt1)
DAB — chromogen 3,3’- dwuaminobenzydyny (ang. 3,3"- Diaminobenzidine)

DMF — dimetyloformamid (ang. dimethylformamide)



DOCA-salt - model nadcisnienia  wtornego,  indukowany  octanem
deoksykortykosteronu (ang. deoxycorticosterone acetate - salt rat)

Elk-1 — czynnik transkrypcyjny (ang. ETS Transcription Factor ELK1)

EPC — progenitorowe komorki srodbtonka (ang. endothelial progenitor cells)

ERK - kinaza regulowana zewnatrzkomorkowo (ang. extracellular signal regulated kinase)
ET-1—endotelina 1 (ang. endothelin 1)

Gapdh — gen referencyjny (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

GR — receptor glikokortykoidow (ang. glucocorticoid receptor)

GTP — guanozyno-5’trifosforan (ang. guanosine- 5 triphosphate)

HEp-2 — linia komorkowa (ang. Human Epithelioma-2)

Hsp90 — biatko szoku cieplnego (ang. heat shock protein 90)

JNK — kinaza c-Jun N-terminalna (ang. c-Jun N-terminal kinase)

JNK/SAPK — kinazy aktywowane stresem (ang. c-Jun N-terminal/stress-activated
protein kinase)

KIM — motyw pozwalajacy na oddziatywanie z kinazami (ang. kinase interaction motif)
MAP, MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen activated kinases)
MAPKAPK 2 — biatko aktywowane kinazg MAP 2 (ang. MAP kinase activated protein 2)
MAPKAPK 3 — biatko aktywowane kinazg MAP 3 (ang. MAP kinase activated protein 3)
MAPKK (MAP2K) — kinaza kinaz MAP (ang. mitogen activated protein kinase kinase)
MAPKKK (MAP3K) - kinaza kinaz kinaz MAP (ang. mitogen activated protein
kinase kinase kinase)

MEF2C - specyficzny dla miocytéw czynnik wzmacniajacy 2C (ang. Myocyte
Enhancer Factor 2C)

MEK - aktywator kinazy ERK (ang. ERK activator kinase)

MEKK 1-4 — kinazy MEK 1-4 (ang. MEK kinase 1-4)



MKK - kinaza MAPK (ang. MAPK kinase)

MKK3 — aktywator p38 (ang. mitogen activated protein kinase kinase 3)

MKK4 — kinaza aktywowana mitogenem o podwdjnej specyficznoséci (ang. mitogen-
activated protein kinase kinase 4)

MKKG6 — aktywator p38 (ang. mitogen activated protein kinase kinase 6)

MKKK - kinaza kinazy MAPK (ang. MAPK kinase kinase)

MKP — fosfataza MAPK (ang. MAP kinases phosphatase)

MNK - kinaza MNK (ang. MAPK signal interacting kinase)

MRNA — informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

MSK — kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen i stres (ang. mitogen and stress-
activated protein kinase)

MTT — test stuzacy do analizy aktywnosci metabolicznej komoérki (ang. MTT assay)
NaCl — chlorek sodu (ang. sodium chloride)

NB2a — komorki nerwiaka zarodkowego (ang. neuroblastoma NB2a)

NF-kB — czynnik jadrowy- kB (ang. nuclear factor- «B)

NOS — syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase)

NPM1 — nukleofosmina (ang. nucleophosmin)

oxyLDL — utlenione lipoproteiny o matej gestosci (ang. oxidised low-density lipoprotein)
p38 — kinaza nalezaca do rodziny MAP

p53 — biatko o masie czasteczkowej 53 kDa, supresor nowotworow (ang. tumor protein p53)
PAN — Polska Akademia Nauk

pH — iloSciowa skala kwasowos$ci 1 zasadowosci roztwordw wodnych zwigzkow
chemicznych (ang. potential of hydrogen)

RAA, RAAS - uklad renina—angiotensyna—aldosteron (ang. renin—angiotensin—

aldosterone system)



Racl — mate biatko G z rodziny Rho (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)
RAF — specyficzna kinaza serynowo - treoninowa (ang. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)
RAS — uktad renina-angiotensyna (ang. rennin-angiotensin system)

Rho — biatko nalezace do rodziny matych biatek G (ang. Ras homologous)

RNA — kwasy rybonukleinowe (ang. ribonucleic acid)

RNazy — enzymy z klasy hydrolaz (ang. RNase)

RSK - kinaza rybosomalna (ang. ribosomal S6 kinase)

RT-gPCR — ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang.
quantitative reverse transcription PCR)

S100 - rodzina niskoczasteczkowych biatek, ktore wykazujg powinowactwo do jonoéw wapnia
S100A6 — biatko wigzace wapn, kalcyklina (ang. S100 Calcium Binding Protein A6)
SBP — ci$nienie skurczowe (ang. systolic blood pressure)

SCFTBLL _ kompleks ligazy ubikwityny (ang. Skp1-cullin-1-F-box)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SE — blad standardowy (ang. standard error)

SGS — domena C-koncowa CacyBP/SIP (ang. Sgtl specific)

Sgtl — biatko zaangazowane w ubikwitynacje (ang. suppressor of the G2 allele of skpl)
SHR — szczury ze spontanicznym nadcisnieniem (ang. spontaneously hypertensive rats)
Siah-1 — sktadnik kompleksu ligazy ubikwityny E3 (ang. seven in absentia homolog 1)
Skp1l — biatko, sktadnik kompleksu ligazy ubikwityny (ang. S-phase kinase associated
protein 1)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism)
SSRP - biatko rozpoznajace specyficzne struktury (ang. SSRP-DNA Structure-Specific

Recognition Protein)



TAK 1 — kinaza aktywowana transformujagcym czynnikiem wzrostowym (ang.
transforming growth factor-activated kinase 1)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworéw (ang. tumor necrosis factor a)

TXY — motyw Thr-X-Tyr, ktory zawieraja wszystkie kianzy MAP

UNX — szczury Wistar poddane uninefrektomii (ang. uninephrectomised rats)

UV — promieniowanie nadfioletowe (ang. ultraviolet)

VEGF — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor)
WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WKY - szczurzy model do badan, grupa kontrolna szczurow SHR, (Wistar Kyoto)

WNT - szlak sygnalowy bioragcy udzial w embriogenezie, procesach fizjologicznych

I karcynogenezie



I. WSTEP
1. NADCISNIENIE TETNICZE

Istotnym problemem i zagrozeniem spoleczenstw rozwini¢tych i rozwijajacych
si¢ s3 choroby cywilizacyjne, ktore wystepuja powszechnie, czgsto nazywane epidemia
XXI wieku i sg skutkiem ubocznym postepu oraz rozwoju cywilizacyjnego. Sa to
choroby, ktore glownie wystepuja w panstwach wysoko zurbanizowanych i tych,
w ktorych nie ma wilasciwej profilaktyki chronigcej przed ich rozwojem. Choroby
cywilizacyjne, szerzace si¢ w skali catego $§wiata, odpowiedzialne za 80% wszystkich
zgondw, glownie wynikajg z szybkiego i niezdrowego odzywiania, niskiej aktywnos$ci
fizycznej, zanieczyszczenia $rodowiska oraz wzrostu napigcia nerwowego i stresu.
Kluczowe miejsce na dlugiej liscie chordb cywilizacyjnych zajmuja choroby serca
i naczyn krwiono$nych, ktore powoduja najwicksza $miertelnos¢. Wedtug danych
Narodowego Funduszu Zdrowia 31,5% dorostej populacji Polakéw choruje na
nadcis$nienie tetnicze. Wielu pacjentow choruje na nadci$nienie nieSwiadomie i tym
samym nie leczy choroby, poniewaz objawy kliniczne nadci$nienia sa malo
Charakterystyczne i moze ono przebiega¢ bezobjawowo, nie powodujac uchwytnych
dolegliwosci. Powazne konsekwencje zdrowotne, rozwijajace si¢ w przebiegu
nadcisnienia zwykle zaleza od powiktan narzagdowych, bedacych nastgpstwem
negatywnego wplywu podwyzszonego ci$nienia krwi na uktad sercowo-naczyniowy.
Powiktania narzgdowe moga ujawnia¢ si¢ w réznym okresie trwania choroby. Dotycza
one przede wszystkim serca, nerek 1 mozgu. Zatem poznanie patomechanizmoOw
warunkujacych powstanie nadci$nienia i czynnikow wptywajacych na jego przebieg
oraz funkcjonowanie organizmu w stanie podwyzszonego cisnienia ma istotne

znaczenie dla opracowania lepszej strategii zapobiegania i zwalczania tej choroby.
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1.1. Definicja nadcisnienia te¢tniczego

Jest to stan chorobowy, w ktorym stwierdza si¢ podwyzszenie ci$nienia
tetniczego krwi powyzej normy fizjologicznej. O nadcis$nieniu tetniczym moéwimy
wowczas, gdy podczas kilkakrotnych pomiaréw, dokonywanych w spoczynku, ci§nienie
przekracza warto$ci graniczne uznane za prawidtowe. Za warto$¢ graniczng uznaje si¢
cisnienie 140/90 mm Hg (milimetry stupa rteci).

Terapia w nadci$nieniu wigze si¢ ze zmiang trybu zycia polegajacg na unikaniu
uzywek, zdrowym odzywianiu i regularnej aktywnosci fizycznej. Uzupelnieniem zmian
nawykowych jest leczenie farmakologiczne. Jednak najwigkszg przeszkoda
w prawidlowej terapii tego schorzenia jest niestosowanie si¢ chorych do zalecen
lekarza. Patogeneza nadcis$nienia t¢tniczego ma wieloczynnikowy, ztozony charakter
1 pomimo ogromnego postepu jaki dokonal si¢ dzigki wysitkom wielu dyscyplin,
zarobwno klinicznych jak 1 nauk podstawowych, dotychczas nie wudato si¢
zidentyfikowa¢ wielu czynnikow 1 mechanizmoéw patofizjologicznych powigzanych
z rozwojem nadcis$nienia. Potwierdza si¢ i wcigz jest aktualna teoria Irvine H. Page,
o mozaikowej patogenezie nadci$nienia tetniczego, dlatego nalezy poszukiwaé
alternatywnych metod walki z ta chorobg [Staessen i wsp., 2003; Harrison, 2013;
Rimoldi i wsp., 2014].

1.2. Rys historyczny nadcisnienia tetniczego

Poczatkow wiedzy o cisnieniu krwi mozna szuka¢ w czasach starozytnych.
Juz wtedy, pomimo ze nie znano metod pomiaru nadci$nienia tetniczego badano puls
chorego. Pierwsza wzmianka o pulsie oraz metodzie jego starannego badania zostata
Zaczerpnigta ze starozytnego traktatu ,,The Yellow Emperor’s Classics of Internal
Medicine” (jedno z najnowszych ttumaczen), ktérego powstanie datuje si¢ na okoto

2600 rok p.n.e. Juz w starozytnosci dokonywano wielu odkry¢, ktére byly sumag
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pomystow 1 doswiadczen. Owe wielkie odkrycia jednoczes$nie otwieraly drzwi do
dalszych poszukiwan jak i catkowicie burzyly 6wczesng wiedze, przez co byly trudne
do zaakceptowania przez $rodowiska naukowe. Dzieta medyczne tamtych czaséw
przyczynity si¢ do odkrycia czym jest uklad krwiono$ny, ci$nienie krwi i jakie
mechanizmy pozwalaja utrzymaé prawidlowe jego wartosci a jakie prowadza
do nadcis$nienia. W miar¢ uptywu czasu zostat opracowany precyzyjny i nieinwazyjny
sposob pomiaru cisnienia krwi. Historia nadci$nienia to historia ludzi, ktérzy
przyczynili si¢ do poszerzenia wiedzy o mechanizmach rzadzacych nadci$nieniem —
choroby, ktora poczatkowo nie daje objawow, badz kiedy jej objawy s3 niezauwazalne
przez pacjenta, ktory zyje w zludnym poczuciu dobrego zdrowia [Paszun & Stanisz,

2008].

W latach 50 ubiegltego wieku uwazano, ze tylko czynnik nerwowy i nerkowy
czynnik presyjny sa odpowiedzialne za rozwoj nadci$nienia. Bardzo dynamiczne
badania w nastepnych latach, pozwolily na poznanie wielu czynnikow, ktore moga
regulowac ci$nienie krwi. W tym czasie Irvine Page sformutowat teori¢ mozaikowego
charakteru nadci$nienia tetniczego, zwracajagc uwage na wieloczynnikowy 1 zlozony
charakter choroby. Ztozony mechanizm fizjologicznej regulacji ci$nienia krwi
powoduje, ze patofizjologia nadcis$nienia tgtniczego wcigz pozostaje nie w pelni
wyjasniona. Ogromny postep wiedzy w kolejnych latach przyczynit si¢ do wykazania
biologicznej aktywnosci $rodblonka wyscielajacego $ciany naczyn krwionosnych.
Udato si¢ wykry¢ 1 opisa¢ wilasciwosci substancji syntetyzowanych przez komorki
srodbtonka, takie jak: tlenek azotu, prostacykling czy endoteling. Badania kolejnych lat
pozwolity na poznanie nowych witasciwosci angiotensyny II i aldosteronu, wykazanie
zwigzku aktywno$ci wspoélczulnej z zaburzeniami metabolicznymi, ktore czesto

wspotistniejg z nadci$nieniem tetniczym [Paszun & Stanisz, 2008].
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1.3. Epidemiologia nadcisnienia tetniczego

Nadcisnienie jest jednym z gléwnych czynnikow ryzyka chordb serca i udaru
moézgu, ktore sg gtéwnymi przyczynami zgondéw na catym $wiecie. Ze wzgledu na
wcigz rosnaca liczbe osoéb cierpigcych na nadci$nienie (prawie jedna czwarta dorostej
swiatowej populacji) mozna méwié o epidemii [Staessen 1 wsp., 2003, Rimoldi i wsp.,
2014]. Nadci$nienie tetnicze stanowi obecnie powazny problem zdrowotny, spoteczny
i ekonomiczny wigkszos$ci panstw na $wiecie. Podobnie jak inne choroby uktadu
krazenia nalezy do chorob cywilizacyjnych, ktérych czgsto$¢ wystepowania wcigz
wzrasta, szczegdlnie w krajach o niskich i $rednich dochodach. Nadci$nienie tetnicze
najczesciej wystepuje w Afryce, ok. 46% populacji, najrzadziej w Ameryce, ok. 35%
populacji (ostatnie dane WHO). Ze wzgledu na promocje¢ zdrowego stylu zycia i dostep
do skutecznej terapii, liczba 0s6b z podwyzszonym ci$nieniem w krajach wysoko
rozwini¢tych spada. Stad zasadne jest szerzenie profilaktyki, wtasciwa diagnostyka
i skuteczne leczenie nadcisnienia t¢tniczego. W krajach o niskich i srednich dochodach,
ze wzgledu na niewystarczajace dziatania prewencyjne, diagnostyczne i terapeutyczne,
notuje si¢ gwaltowny wzrost $§miertelnosci z powodu zawatu 1 udaru mozgu.

Nadcis$nienie tetnicze jest najczestszg diagnoza stawiang w gabinecie lekarskim.
Liczba os6b z nadcisnieniem tgtniczym, w roku 1980 wynosita 600 milionow, a w 2008
wzrosta do okoto miliarda [WHO, 2013]. Wedtug raportéow Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) powiklania nadcisnienia tetniczego
stanowig przyczyne 12,8% wszystkich zgonow [WHO, 2014]. Prognozuje si¢, ze
wystepowanie nadcis$nienia tetniczego w populacji calego globu bedzie rosnaé i w 2025
roku osiggnie warto$¢ 29,2%, wowczas choroba ta bedzie dotyczy¢ okoto 1650 min

0sob [Kearney 1 wsp., 2004].
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Polska zaliczana jest do krajow o wysokim odsetku chorujacych na nadci$nienie
tetnicze [Mancia i wsp., 2013]. Badania epidemiologiczne przeprowadzane w Polsce
w ostatnich latach wskazuja, ze od 1997 do 2017 roku, nadcis$nienie tetnicze
wystepowato u 45% dorostych (WOBASZ 1I), a takze u 75% oséb w wieku 65+
(PolSenior) [NFZ, 2019]. W 2018 roku zrealizowano az 55,2 mln recept na ok 128 min
opakowan lekow, ktore sg stosowane w leczeniu nadcisnienia [NFZ, 2019]. Jednym
z ostatnich opracowan, ktore dotycza nadci$nienia t¢tniczego w Polsce, jest praca
z 2019 roku przeprowadzona na prébie okolo 6 tysigca oséb. Badanie to wykazato,
ze nadcis$nienie tetnicze wystepowato u 35,2% badanej populacji po 18 roku zycia
[Matyszko 1 wsp., 2019]. Niepokojacym jest fakt, ze nadci$nienie tetnicze pozostaje
niezdiagnozowane u okoto 3 milionow mieszkancow naszego kraju. Niepokojace sa
rowniez prognozy wskazujace, ze czesto$¢ wystepowania tej choroby wzrosnie
w najblizszych latach nawet do 50%, tym samym liczba chorych na nadci$nienie

przekroczy 15 min [Suligowska i wsp., 2014].

Tabela 1. Wybrane polskie badania epidemiologiczne dotyczace rozpowszechnienia
nadci$nienia [Podolec i wsp., 2006; Zdrojewski i wsp., 2012; Baszczuk 1 wsp., 2014,
Niklas 1 wsp., 2018; Matyszko 1 wsp., 2019].

NATPOL Il 1997 1664 18 -91 44%
NATPOL PLUS 2002 3051 18-94 29 — 36%
WOBASZ 2003 — 2005 14755 20—74 37%
NATPOL 2011 2011 2413 18-79 33%
PolSenior 2012 4929 65+ 76%
WOBASZ Il 2013 — 2014 6163 19-99 45%
MMM2017 2017 5834 18+ 35%
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1.4. Etiologia i patogeneza nadcisnienia tetniczego

Regulacja wtasciwego ci$nienia krwi (ilosci krwi pompowanej przez serce oraz
szybkosci jej przeptywu przez drobne te¢tniczki) odbywa si¢ za posrednictwem bardzo
wielu substancji (najczesciej hormondéw), wytwarzanych w réznych narzadach m.in.
w naczyniach Kkrwionos$nych i sercu, moézgu, nerkach i nadnerczach. Czeg$¢ tych
substancji powoduje podniesienie ci$nienia krwi, a niektére z nich odwrotnie,
rozszerzajac tetniczki, obnizaja cis$nienie tetnicze. Zwigzki te wzajemnie na siebie
wptywaja i w warunkach fizjologicznych pozostaja w rownowadze. Nadci$nienie
tetnicze pojawia si¢ w warunkach zaburzenia tej rownowagi, na korzy$¢ pierwszej
grupy substancji [Lacka & Czyzyk, 2008].

Na podstawie wykrywalnosci i odwracalnosci bezposredniej przyczyny choroby
rozroznia si¢ dwa typy nadci$nienia. Nadci$nienie pierwotne (samoistne) obserwuje si¢
u okoto 85-90% pacjentéw cierpigcych na nadcisnienie. W tym typie nadci$nienia nie
mozna zidentyfikowaé bezposredniej przyczyny choroby. Nadci$nienie wtorne
(objawowe) wystepuje u 5-10% pacjentow z nadci$nieniem, charakteryzuje si¢
mozliwoscig okreslenia bezposredniej przyczyny nadci$nienia, ponadto przyczyne tg
mozna odwrodci¢. Najczestszymi postaciami nadcis$nienia tetniczego typu wtdrnego jest
nadci$nienie naczyniowo-nerkowe i nadciSnienie migzszowo-nerkowe. Ponadto,
nadci$nienie objawowe wystepuje w przebiegu takich chorob jak: zespot Cohna, zespot
Cushinga, reninoma, pierwotny hiperaldosteronizm, hiperkortycyzm lub guz
chromochtonny rdzenia nadnerczy [Staessen 1 wsp., 2003, Rimoldi i wsp., 2014].

Nadci$nienie t¢tnicze czgsto bywa nazwane ,,cichym zabdjca”, poniewaz rozwija
si¢ powoli i1 przez dlugi czas moze nie dawa¢ uchwytnych dolegliwos$ci. Diugotrwale,
nieleczone nadci$nienie tetnicze jest przyczyng zmian w ukladzie sercowo-

naczyniowym, nerek, mézgu i innych narzadéw. Ze wzgledu na wielonarzadowe skutki
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dlugotrwatego dziatania podwyzszonego cis$nienia krwi, ostatnio czesto uzywa sie
okreslenia choroba nadci$nieniowa [Wang i wsp., 2005; Schmieder, 2010].
1.4.1. Samoistne nadcisnienie tetnicze — etiopatogeneza

Jezeli przeprowadzone odpowiednie badania diagnostyczne nie wskazaly
przyczyny, to takie nadci$nienie nazywamy pierwotnym lub samoistnym. Pomimo
licznych badan klinicznych i doswiadczalnych, geneza nadcis$nienia t¢tniczego nadal nie
zostata w petni wyjasniona. U 90% chorych na nadci$nienie diagnozuje si¢ jego
pierwotng postaé, ktéra powoduja zakldcenia ztozonych mechanizméw regulujacych
cisnienie krwi. Rdzne obserwacje przemawiaja za mechanizmami dziedzicznymi
nadci$nienia pierwotnego. Badania potwierdzily, ze nadci$nienie samoistne wystepuje
czg$cie] u potomstwa rodzicow cierpigcych na chorobe nadcis$nieniowa. Badania
wykazaty rowniez, ze osoby obcigzone rodzinnym wystepowaniem nadcis$nienia reaguja
szybciej, wickszym wzrostem cisnienia krwi na sytuacje zyciowe (stres, wysitek
fizyczny) w odniesieniu do oséb bez dziedzicznego obcigzenia. Czynniki zewnetrzne
(srodowiskowe), takie jak: naduzywanie alkoholu, otylo$¢, niewtasciwa dieta, brak
aktywnosci fizycznej czy napigcie psychiczne, w duzym stopniu mogg mie¢ wptyw na
ujawnienie si¢ choroby [Ciechanowicz & Czekalski, 2011].

Nadci$nienie pierwotne zwykle przez dlugi czas przebiega bezobjawowo, nie
dajac uchwytnych dolegliwos$ci. Czasami dynamika procesow chorobowych ma szybki
przebieg, prowadzac do powaznych objawow klinicznych, wynikajacych z powiktan
narzadowych. Ten typ nadci$nienia najczesciej ujawnia si¢ miedzy 30 a 40 r.z. [Suvila
I wsp., 2019].

Nadcis$nienie samoistne ma poligeniczny charakter co oznacza, ze kazdy gen
z nim zwigzany bierze udzial w wyksztalceniu ostatecznego fenotypu [Charchar i wsp.,

2008]. W swietle wspoélczesnej wiedzy opisano 29 polimorfizméw charakteryzujacych
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si¢ zmiang nukleotydu SNP, ktorych obecnos¢ wskazuje na powigzanie
z nadci$nieniem. Polimorfizmy te zostatly odnalezione w sekwencjach gendw, ktore
koduja angiotensynogen, receptory -adrenergiczne, enzym konwertujacy angiotensyng
I, syntazg tlenku azotu czy cytochrom P450 [Ehret i wsp., 2011]. Mozna uznaé, ze
wielogenowy charakter oraz niejednorodno$¢ nadci$nienia tg¢tniczego generuja
trudno$ci w rozpoznaniu genetycznych determinant tej jednostki chorobowej
[Ciechanowicz & Czekalski, 2011].

Naukowcom japonskim udalo si¢, kojarzac odpowiednio zwierzeta
z podwyzszonym cis$nieniem krwi, wyhodowaé szczepy szczurow z nadci$nieniem
tetniczym [Lerman i wsp., 2019]. Ten model nadci$nienia nazywany nadci$nieniem
spontanicznym jest najbardziej zblizonym modelem doswiadczalnym, odpowiadajacym
nadci$nieniu pierwotnemu u ludzi. By¢ moze kolejne badania pozwolg na ustalenie,
ktore z licznych czynnikow maja decydujaca rolg w powstaniu i rozwoju nadci$nienia
pierwotnego.

Czynnikiem S$rodowiskowym, ktéory ma duzy wplyw na ujawnienie si¢
nadcis$nienia pierwotnego jest otytos¢ [Ram, 2014]. Dane wskazuja, ze 80% wszystkich
przypadkow nadci$nienia w naszym kraju charakteryzuje osoby z BMI wyzszym niz 25
kg/m?, a procent dorostych Polakow, ktorzy sa otyli, ciagle rosnie [Chrostowska i wsp.,
2007; Stepaniak 1 wsp., 2016]. Wykazano, ze tkanka tluszczowa bierze udziat
w aktywacji uktadu renina-angiotensyna i uktadu wspotczulnego, retencji sodu,
zaburzeniach krzepnigcia, procesach zapalnych oraz uposledzeniu dziatania $rédbtonka
naczyn [Chrostowska i wsp., 2007].

Ostatnie badania sugeruja, ze w nadcis$nieniu pierwotnym dochodzi do zmian
transportu jonow w wyniku defektu btony komorkowej. U pacjentow z nadci$nieniem

pierwotnym stwierdzono wzrost zawarto$ci sodu wewnatrz komorki, co moze
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prowadzi¢ do zaburzenia st¢zenia wapnia pociagajac za soba wzrost pobudliwosci
miocytéw oraz zwigkszenie uwalniania katecholamin.

Literatura ostatnich lat wskazuje na role hormonu natiuretycznego,
wytwarzanego najprawdopodobniej w mozgu ktory, jak sie sadzi, jest krazacym
inhibitorem enzymu ATPazy sodowo-potasowej odpowiedzialnej za transport sodu
przez blony komorkowe. Genetyczne uwarunkowania moga zaburza¢ deaktywacje
1 usuwanie tego hormonu. Warto zauwazy¢, ze pomigdzy stezeniem sodu w moczu
a cisnieniem te¢tniczym istnieje istotna statystycznie korelacja [He & MacGregor, 2007].
W S$wietle wspotczesnej wiedzy zmniejszenie spozycia soli z 9-12 g dziennie do
zalecanego poziomu ponizej 6 g na dzien gwarantuje obnizenie ci$nienia te¢tniczego
oraz zmniejszenie ryzyka zgonu z powodu nadci$nienia [He & MacGregor, 2007].
Z kolei inni autorzy wskazuja na negatywne skutki zwigzane z ekstremalnie niskim
spozyciem soli w diecie, ktore grozi $miercia z powodu zaburzen sercowo-
naczyniowych [Ha, 2014]. Pewne znaczenie w regulacji ci$nienia krwi przypisuje si¢
roOwniez zawartosci potasu w diecie. Wykazano, ze dieta bogata w potas moze
korzystnie wptywac na cisnienie krwi [Buendia i wsp., 2015].

Rozwojowi nadcisnienia sprzyja rowniez palenie tytoniu. Nawet jednorazowa
ekspozycja na dym papierosowy podnosi ci$nienie krwi, a efekt takiej ekspozycji
utrzymuje si¢ przez 20 minut po kazdym zapaleniu papierosa [Virdis i wsp., 2010].

Czynnikiem behawioralnym, ktéry rowniez pelni wazng role w patogenezie
nadci$nienia jest stres psychogenny. Czynniki stresogenne aktywuja uktad wspotczulny
1 prowadza do zwezenia naczyn. Jednakze przedstawiono przekonywujace dowody, ze
istotne sa tylko =zalezno$ci pomiedzy nadci$nieniem a stresem przewleklym

[Sparrenberger i wsp., 2009].
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1.4.2. Nadcisnienie wtorne — etiopatogeneza

Jezeli badania diagnostyczne ujawnig nieprawidlowosci w budowie lub funkcji
narzadéw bioracych udzial w regulacji ci$nienia tegtniczego, woOwczas moOwimy
o nadci$nieniu wtdrnym lub objawowym. Ten typ nadci$nienia wystepuje w przebiegu
takich chorob jak: pierwotny hiperaldosteronizm, choroby nerek, guz chromochtonny,
choroba Cushing’a, zespot Cohna, reninoma, zwgzenie te¢tnicy nerkowej, choroby
neurologiczne i wielu innych. Z innych przyczyn nadci$nienia nalezy wymienic¢
substancje narkotyczne, a takze niektore leki, naduzywanie alkoholu i bezdech senny

[Ram, 2014].

Nadci$nienie tetnicze jest niewatpliwie chorobg, ktéra wymaga od serca
dodatkowej pracy, aby pokona¢ zwigkszone obcigzenie. Podwyzszone cisnienie
prowadzi do zaburzen wielu narzadow, niezaleznie od wieku czy plci chorego. Pacjenci
chorujacy na nadcis$nienie t¢tnicze wykazujg mniejsza tolerancje wysitkowa, dusznos¢
1 obrzeki konczyn dolnych, ktére sag wynikiem niewydolnosci serca. Objawy zglaszane
przez pacjentow z nadci$nieniem takie jak: bole glowy, szum w uszach, uczucie
kotatania i bole w okolicy serca, zmeczenie 1 senno$¢ nie sg specyficzne dla tej choroby,
dlatego chorzy nie sa $wiadomi istniejacego zagrozenia. Zatem bardzo wazne jest
potwierdzenie lub wykluczenie nadci$nienia (przynajmniej trzema niezaleznymi
pomiarami) i stwierdzenie ewentualnych powiktan narzadowych oraz identyfikacja
wtornych przyczyn nadcis$nienia [Wang i wsp., 2005; Schmieder, 2010; Williams
I wsp., 2018].

Aktualne mozliwo$ci oddziatywania medycyny na czynniki genetyczne,
srodowiskowe i psychogenne sa bardzo ograniczone, dlatego istotne jest coraz lepsze
poznawanie patomechanizméw choroby. Leczenie hipotensyjne polega przede

wszystkim na zabezpieczeniu pacjentow przed powiklaniami sercowo-naczyniowymi
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prowadzacymi do przedwczesnych zgondéw oraz inwalidztwa. Badania kliniczne
wykazaty, ze samodzielna forma terapii polegajaca na modyfikacji trybu zycia nie tylko
obniza ci$nienie, ale rowniez zmniejsza ryzyko powiktan, szczegolnie w przypadku
fagodnego nadcisnienia. W przypadku nadci$nienia bardziej zaawansowanego
konieczne jest polaczenie leczenia niefarmakologicznego z farmakoterapia [Mancia

I wsp., 2013].

1.5. Klasyfikacja cisnienia tetniczego krwi

Wytyczne Polskiego Towarzystwa Nadcisnienia Tgtniczego z 2015 roku,
zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego i Europejskiego
Towarzystwa Hipertensjologii z 2018 roku podaja nastepujaca klasyfikacje cisnienia
Krwi:

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy aktualng klasyfikacje cisnienia tetniczego

(opracowanie wlasne).

Klasyfikacja ci$nienia tetniczego

Wysokie
prawidiowe

100-109

Norma: < 130/85 mmHg
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Zgodnie z charakterystyka stopni nadcisnienia, wg WHO nadci$nienie 1 stopnia
(tagodne), czesto zdiagnozowane przypadkowo, przebiega bez zmian narzadowych.
Nadci$nienie 2 stopnia (umiarkowane) charakteryzuja wspolistniejagce zmiany
w naczyniach galki ocznej oraz przerost lewej komory serca. Natomiast w nadci$nieniu
3 stopnia stwierdza si¢ wspotistniejaca niewydolnos¢ serca, glebokie zmiany w obrebie
naczyn dna oka objawiajace si¢ krwawieniem i obrzgkiem siatkowki.

Ponadto, wyodrebnia si¢ tzw. izolowane nadci$nienie skurczowe, ktore
wystepuje, gdy wysokos¢ cisnienia skurczowego jest rowna lub wyzsza niz 140 mm Hg
1 nizsza niz 90 mm Hg dla ci$nienia rozkurczowego.

W zaleznosci od warto$ci cisnienia skurczowego, medycyna wyrdznia 3 stopnie
izolowanego nadci$nienia skurczowego:

— stopien 1 —140-159 mm Hg,

— stopien 2 — 160-179 mm Hg,

— stopien 3 — powyzej 180 mm Hg,
Ten typ nadcis$nienia charakteryzuje niska (60-70 mm Hg) warto$¢ ciSnienia
rozkurczowego, co stanowi dodatkowy czynnik ryzyka. Wyrdznia si¢ dwie gldéwne
grupy przyczyn tego rodzaju nadci$nienia. Pierwsza stanowig chorzy z nadczynnos$cia
tarczycy, cukrzyca, niedomykalnos$cia zastawki aorty. Druga grupe przyczyn stanowig
czynniki takie jak: otylo$¢, palenie papieroséw czy naduzywanie alkoholu. Szczegdlnie
narazeni na izolowane nadci$nienie skurczowe sa pacjenci genetycznie obcigzeni
chorobami uktadu krazenia i osoby, u ktorych odnotowuje si¢ dwie przyczyny
zachorowania np. cukrzyce i1 chorob¢ nerek. Objawy izolowanego nadci$nienia
skurczowego, takie jak: dusznosci, bole glowy, dlugotrwate zmeczenie, ucisk w okolicy

serca, czeste krwawienie z nosa, nie sg charakterystyczne tylko dla tej choroby, dlatego
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rozpoznanie izolowanego nadcisnienia skurczowego jest trudne [Tykarski i wsp., 2015;

Williams i wsp., 2018].

1.6. Modele zwierzece do badania nadcisnienia tetniczego

., Kazdy wiekszy postep w medycynie mozna przypisac eksperymentom na zwierzetach”.

Ztozony, wieloczynnikowy patomechanizm nadci$nienia t¢tniczego, ktory wigze
si¢ z wieloma szlakami sygnatowymi, jest przyczyng braku terapii, ktora moglaby
odwréci¢ zmiany patomorfologiczne i hemodynamiczne. Wcigz poszukuje si¢ nowych
metod terapeutycznych, ktore poprawityby jako$¢ Zycia pacjentow 1 wydhuzyty czas

przezycia. Stluza temu badania na modelach zwierzecych.

Badania przedkliniczne na modelach zwierzecych  przyczynity —sie
do zrozumienia patogenezy wielu chordéb cywilizacyjnych, ustawienia skutecznego
leczenia 1 profilaktyki roznych stanéw patologicznych organizmu. Modele te sg rowniez
wykorzystywane w celu uzyskania informacji na temat etiopatogenezy nadcis$nienia.
Bardzo czgsto badania eksperymentalne w temacie nadci$nienia prowadzone s3 na
szczurach, ze wzgledu na fakt catkowitego zmapowania genomu tych zwierzat, ktory
w 99% wykazuje homologie sekwencji z ludzkim genomem [Twigger i wsp., 2002].
Poza tym, patomechanizm i1 wiele czynnikéw etiologicznych odpowiedzialnych za
nadci$nienie tetnicze u ludzi, takie jak nadmierne spozycie soli, zaburzenie aktywnoS$ci
uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) oraz czynniki genetyczne, sa podobne
u szczuréw [Trippodo & Frohlich, 1981; Lin 1 wsp., 2016].

Modele doswiadczalne chordb cztowieka sa wykorzystywane do badania
czynnikdw patofizjologicznych zwigzanych z nadci$nieniem i1 oceny preparatow
obnizajacych ci$nienie krwi. Nalezy jednak pamigtac, ze na podstawie wynikow badan

na zwierzgtach mozna jedynie przewidywac reakcje ludzi. Podstawowe badania
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naukowe na modelach zwierzgcych pomagaja rowniez w uniknigciu btedoéw w praktyce
klinicznej [Lin i wsp., 2016].

Modele zwierzece do badania nadci$nienia mozna podzieli¢ na kategorie wedtug
ich etiologii. Do badania nadci$nienia samoistnego czesto wykorzystuje si¢ model
szczurow SHR 1 szczury Dahl wrazliwe na NaCl. Inne modele molekularne, szczepy
transgeniczne, kongeniczne i konsomiczne w polaczeniu z technikg nokautu genow sa
wykorzystywane do badan mechanistycznych podstaw nadci$nienia pierwotnego.

Choroby nerek, w tym zwg¢zenie tetnic nerkowych sa glownymi przyczynami
wtornego nadcisnienia tetniczego. W modelu 2K1C (two kidney one clip) zwezenie
tetnicy nerkowej otrzymuje si¢ przez zatozenie wystandaryzowanego zacisku w jednej
nerce, natomiast druga nerka pozostaje nietknieta. Model 1K1C (one kidney one clip)
charakteryzuje zatozenie zacisku w jednej nerce i usunigcie drugiej nerki, natomiast
w modelu 2K2C (two kidney two clip) stosuje si¢ dwa zaciski w dwoch nerkach.
Do badania patofizjologii niedokrwienia nerek, nadci$nienia migzszowego nerek oraz
zwloknienia okotonerkowego opracowano inne systemy. Natomiast model indukowany
octanem  deoksykortykosteronu (DOCA) nasladuje  dzialanie = nadcis$nienia
indukowanego mineralokortykoidami i glikokortykoidami. Nadcisnienie wywotuje si¢
rowniez poprzez metody farmakologiczne z zastosowaniem inhibitora syntazy tlenku
azotu (NOS), aktywacj¢ uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) oraz
wprowadzenie stresorow Srodowiskowych takich jak niska temperatura, dieta czy stres
[Lin i wsp., 2016].

Ponizej szerzej opisano modele nadci$nienia pierwotnego (SHR) i wtérnego

(DOCA- salt), ktore zostaty zastosowane w badaniach wlasnych.
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1.6.1. Model nadcisnienia samoistnego

Model SHR (spontaneously hypertensive rat), ktory $cisle symuluje nadci$nienie
samoistne u ludzi zostal utworzony w 1963 r. poprzez skrzyzowanie niespokrewnionego
samca Wistar Kyoto (0 wysokim cisnieniu krwi) z samicg (o0 nieznacznie
podwyzszonym cisnieniu krwi) [Okamoto & Aoki, 1963]. Nastepnie przeprowadzono
kojarzenie miotu pomigdzy braémi a siostrami, co pozwolilo na wyselekcjonowanie
potomstwa o najwyzszym cisnieniu krwi [Okamoto & Aoki, 1963]. W 4 tygodniu zycia
u szczurow SHR stwierdzono wzrost ci$nienia skurczowego do 180-200 mmHg,
natomiast u szczurow Wistar-Kyoto (WKY) cisnienie t¢tnicze byto prawidlowe. Warto
zauwazy¢, ze szczepy WKY nie sg wsobne, a zatem istnieje znaczna heterogeniczno$é
genetyczna migdzy tymi szczepami oraz mi¢dzy koloniami w obrebie kazdego szczepu
[Kurtz & Morris, 1987]. W zwiazku z tym w kontrolnej grupie WKY z nadci$nieniem
nie sg zwigzane zadne specyficzne komponenty genetyczne. SHR sg dobrym modelem,
ktory jest wykorzystywany do okreslenia genow odpowiedzialnych za nadcisnienie, do
oceny powikltan narzadowych oraz do badania potencjalnych  $rodkow

farmakologicznych [Tobian i wsp., 1984].

1.6.2. Model doswiadczalny DOCA-salt (nadcisnienie endokrynologiczne)

Liczne doniesienia literaturowe dotyczace badan klinicznych i do§wiadczalnych
wskazuja, ze nadci$nienie czesto wynika z nadczynno$ci wspotczulnego uktadu
nerwowego 1 zaburzonej rownowagi w ukladzie renina-angiotensyna (RAS) [Guyenet,
2006; Basting & Lazartigues, 2017]. Mineralokortykoidy lub ich syntetyczne pochodne,
w tym DOCA powoduja zatrzymanie sodu i wody w organizmie. PO raz pierwszy
nadci$nienie tetnicze u szczuréw wywolane podaniem octanu deoksykortykosteronu
(DOCA) zostato wykazane przez Selye & Bois [1957]. Ten typ nadci$nienia wywotany

jest, w gldwne] mierze, zwigkszonym zwrotnym wchtanianiem sodu i wody, co
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powoduje zwickszenie objetosci krwi. Stwierdzono rowniez zwigkszong sekrecje
wazopresyny prowadzaca do retencji wody i zwezenia §wiatta naczyn krwiono$nych.
Ponadto, dochodzi do zmiany aktywnosci RAAS 1 zwigkszonej aktywnosci
wspotczulnej. Model ten charakteryzuje si¢ podaniem podskornym octanu
deoksykortykosteronu (DOCA) i 1% NaCl w wodzie do picia oraz nefrektomia jednej
nerki u szczuréw Wistar. Podwyzszone cisnienie u sodowrazliwych szczurow DOCA
stwierdza si¢ wyltacznie przy podaniu obu substancji — DOCA i 1% NaCl [lyer i wsp.,
2010; Lin i wsp., 2016]. Model DOCA-salt nasladuje wigkszo$¢ zmian obserwowanych
w przewlektej przebudowie ukladu sercowo-naczyniowego u ludzi, lacznie
z nadci$nieniem, zwloknieniem, przerostem, nieprawidtowosciami W przewodnictwie
elektrycznym, dysfunkcji naczyn oraz przeroscie prawej i lewej komory serca [Iyer

I wsp., 2010].

1.7. Powiklania narzgdowe w nadcisnieniu tetniczym

Utrzymanie ci$nienia tgtniczego, ktore zapewnia prawidlowa perfuzje narzadow,
jest waznym ogniwem w$rod mechanizmoéw regulujacych homeostazg ustroju. Czynniki
regulujagce ci$nienie krwi, takie jak czynniki hemodynamiczne, hormonalne czy
nerwowe, tworza wzajemnie powigzany uktad, ktory w warunkach fizjologicznych
utrzymuje odpowiednie cis$nienie tetnicze zapewniajace prawidtowa perfuzje tkanek.
Zmiana, juz w obrebie jednego czynnika powoduje zachwianie stanu réwnowagi
1 prowadzi do rozwoju nadci$nienia. Niewykryte odpowiednio wczesnie i nieleczone
nadci$nienie tetnicze moze doprowadzi¢ do powaznych powiklan, groznych dla zycia,
takich jak uszkodzenie nerek, przerost lewej komory serca i w efekcie niewydolno$¢
serca, retinopati¢ oraz powiklania ze strony uktadu nerwowego, w tym udar mézgu

[Wang i wsp., 2005; Schmieder, 2010].
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Istotng role w regulacji ci$nienia krwi pelni angiotensyna II. Efektem jej
dziatania jest silny skurcz mi¢snidwki drobnych naczyn krwiono$nych, konsekwencja
czego jest wzrost ci$nienia te¢tniczego oraz zwigkszenie czgstotliwo$ci pracy serca.
Ponadto, angiotensyna Il odpowiada za regulacj¢ homeostazy wodno-elektrolitowej
w organizmie i sekrecj¢ niektorych hormonéw wytwarzanych w korze nadnerczy oraz
aktywacje wspolczulnego uktadu nerwowego [Lacka & Czyzyk, 2008]. Wzrastajaca
liczba dowodow wskazuje, ze podwyzszone stezenie angiotensyny |l wzmaga
wytwarzanie czynnikow prozapalnych, preaktywuje krazace we krwi monocyty oraz
wzmaga adhezj¢ leukocytdow do $rodbtonka naczyn. Ponadto, wywoluje nacieki
podsrédbtonkowe co prowadzi do powstania zmian miazdzycowych w naczyniach
[Ruiz-Ortega i wsp., 2006; Ozawa i wsp., 2007].

Podwyzszone cisnienie krwi uszkadzajac naczynia krwiono$ne ogranicza
transport krwi do waznych narzadéow w tym nerek. Nadci$nienie jest gldwng przyczyna
przewleklej choroby nerek. Na skutek uszkodzenia mikroskopijnych jednostek
filtrujacych, nerki z czasem przestajg usuwac z organizmu nadmiar ptyndéw 1 zbedne
produkty przemiany materii. Mechanizmy te prowadzg do jeszcze wigkszego wzrostu
ci$nienia krwi, dlatego nadci$nienie moze by¢ nie tylko przyczyng ale 1 powiktaniem
przewlektej choroby nerek. Efektem nieprawidlowos$ci zwigzanych z funkcjonowaniem
nerek jest niewydolno$¢ serca [Schmieder, 2010].

Nadcis$nienie tgtnicze prowadzi do niewydolno$ci serca bezposrednio jak i na
skutek: obcigzenia hemodynamicznego, zmniejszonej kurczliwosci miokardium,
przebudowy lewej komory i jej przerostu, uposledzeniu mikrokrazenia wiencowego
1 zmian dotyczacych wiencowego przeplywu krwi. Na skutek przewlektego
przecigzenia ci$nieniowego dochodzi do zwigkszenia ilo$ci sarkomerdéw oraz objgtosci

miocytow czego efektem jest pogrubienie $ciany i remodeling serca. Warto dodac,
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ze hormony, w tym angiotensyna II i aldosteron, oraz cytokiny wzmagaja zwldknienie
sroédmigzszowe. Zardwno naprawcze jak i zastgpcze widknienie czy tez zwyrodnienie
miocytow uszkadza miokardium nieodwracalnie. Nie nalezy zapominaé, ze
nadci$nienie jest takze czynnikiem rozwoju zmian miazdzycowych w nasierdziowych
tetnicach wiencowych oraz choroby wiencowej prowadzacej do rozwoju niewydolno$ci
serca [Wang i wsp., 2005; Schmieder, 2010].

Chorzy na nadci$nienie borykaja si¢ réwniez ze zmianami w naczyniach
siatkobwki oka, a zaawansowanie choroby mozna oceni¢ na podstawie badania dna oka.
Podwyzszone cisnienie wywoluje sklerotyzacje naczyn, prowadzi do poszerzenia
naczynia zylnego i zwezenia naczynia te¢tniczego, a w zaawansowanej fazie choroby do
ognisk degeneracji. Natomiast nagte podniesienie ci$nienia krwi moze doprowadzi¢ do
obrzgku tarczy nerwu wzrokowego [Wang i wsp., 2005; Wong & Mitchell, 2007,
Schmieder, 2010].

Chorobie tej rowniez towarzyszg silne bole glowy. W przebiegu nadcis$nienia
tetniczego dochodzi do nadmiernej produkcji wolnych rodnikow tlenowych, ktore
prowadza do zamierania tkanki moézgowej bardzo wrazliwej na stres oksydacyjny.
Efektem tego procesu sg ubytki w istocie szarej 1 biale] moézgu. Wysokie cisnienie krwi
prowadzi do udaréw niedokrwiennych oraz wylewdéw wewnatrzczaszkowych [Poulet
i wsp., 2006].

Wykazano réwniez, ze nadci$nieniu t¢tniczemu towarzysza zaburzenia w pracy
uktadu pokarmowego takie jak objawy ostrego zapalenia trzustki oraz stan zapalny
1 krwawienia z blony $luzowej zoltadka [Burak i wsp., 2001; Bexelius i wsp., 2013; Li
I wsp., 2013].

W przebiegu tej choroby dochodzi do zaburzen funkcji wielu innych narzadow,

w tym nadnerczy. Nadci$nieniu tg¢tniczemu towarzyszy nieprawidlowe wydzielanie
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zarbwno mineralokortykosteroidéow (bioragcych udziat w regulacji gospodarki
elektrolitowej), jak i1 katecholamin, ktére wplywaja na homeostazg ukladu krgzenia
[Staessen i wsp., 2003; Rimoldi i wsp., 2014]. Co wigcej, zwezenie naczyn skutkuje
niedostatecznym doptywem krwi do narzadéw dokrewnych, co w istotny sposob
wptywa na aktywnos$¢ komodrek endokrynowych, natomiast towarzyszacy nadci$nieniu
stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do apoptozy tych komoérek [Desole i wsp., 1997;
Drews 1 wsp., 2010]. Mimo duzego postepu w diagnostyce i terapii, nadci$nienie

tetnicze obarczone jest duzg $miertelnoscia [Kearney i wsp., 2005].

2. NADNERCZA

Nadnercza sg parzystymi narzadami nalezagcymi do ukladu wydzielania
wewnetrznego. Nazwa gruczotéw wskazuje na ich lokalizacje na goérnym biegunie
nerek. Nadnercza zbudowane s3 z czgsci korowej i rdzennej, ktore roznig sie¢
pochodzeniem, budowg 1 czynnoscig [Rosol 1 wsp., 2001].

2.1. Budowa anatomiczna nadnerczy

Nadnercza (tac. glandulae suprarenalis) charakteryzuja si¢ trojkatnym ksztaltem,
maja okoto 5 cm dtugosci 1 3-4 cm szerokos$ci. Lewe nadnercze ma wigksza szerokos¢
1 zajmuje przestrzen pomiedzy gornym biegunem, a wngka nerki. Jak wczesniej
wspomniano nadnercza sktadajg si¢ z dwoch czesci: kory 1 rdzenia. Narzad na catej
powierzchni pokryty jest torebka tacznotkankowg [Junqueira & Carneiro, 2003].

2.2. Budowa histologiczna nadnerczy

Zewngtrznie potozona kora pochodzi z mezodermy posredniej i stanowi ok. 90%
masy gruczotu dorostych ludzi. Glgbiej potozony rdzen pochodzi z komorek
neuroektodermalnych, wydzielajacych katecholaminy. Podczas rozwoju kora nadnerczy

przechodzi szereg zmian histologicznych 1 procesow réznicowania, ktore prowadza do
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powstania trzech koncentrycznie utozonych warstw komoérek o odrgbnych
wlasciwos$ciach ultrastrukturalnych i funkcjonalnych. Najbardziej zewngtrzna warstwa,
lezaca tuz pod torebka narzadu, charakteryzuje si¢ organizacja komorek podobng do
klebuszkow. Komorki tej warstwy wytwarzajg mineralokortykoidy, gtoéwnym jest
aldosteron odpowiedzialny za dlugotrwale utrzymanie cisnienia krwi, poprzez
promowanie reabsorpcji sodu i zwigkszone wydzielanie jonow potasu i wodoru
w dystalnych kanalikach kretych 1 przewodach zbiorczych nerek. Hormon ten
kontrolowany przez potas i uktad renina-angiotensyna moze prowadzi¢ do zmniejszenia
objetosci ptynu pozakomoérkowego i $mierci w wyniku wstrzasu hipowolemicznego.
Ponadto, wewnetrzna cze$¢ warstwy klebuszkowatej kory nadnerczy stuzy jako nisza
dla komoérek progenitorowych, ktére utrzymuja homeostaz¢ komoérkowa gruczohu.
Pod warstwa klebuszkowata leza komorki uktadajace si¢ w dosrodkowo biegnace
sznury, czy pasma. Pod kontrola ACTH przysadki, wytwarzaja one glikokortykoidy,
gtéwnie kortyzol, podnoszacy poziom glukozy np. w sytuacjach stresowych. Rolg tego
hormonu jest takze uwalnianie aminokwasow, przyspieszenie glukoneogenezy czy
zatrzymanie soli w organizmie. Wydzielanie hormonow warstwy pasmowatej pozostaje
przede wszystkim pod kontrolg osi podwzgorze-przysadka-nadnercza i mechanizmu
sprz¢zenia zwrotnego, w odpowiedzi nastepuje stymulacja wydzielania ACTH.
Mineralokortykoidy i glikokortykoidy nadnerczy nie sa magazynowane, ale
bezposrednio po syntezie sa wydzielane do krwi. Najglebiej potozone komorki kory,
kontaktujace si¢ z rdzeniem, tworza trzecig warstwe siatkowata, wytwarzajg hormony
plciowe, gtdéwnie androgeny.

Rdzen nadnerczy tworza wieloScienne komorki chromafinowe i komorki
zwojowe (zmodyfikowane komorki autonomicznego uktadu nerwowego) wraz z bogata

siecia naczyn krwiono$nych. Aktywnos$¢ komodrek gruczotowych pozostaje pod
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bezposrednig kontrola autonomicznego uktadu nerwowego. Komorki chromochionne
rdzenia nadnerczy sa gtdownym miejscem przeksztalcania tyrozyny w katecholaminy,
epinefryng, norepinefryn¢ i dopaming. Uwolnienie hormonéw w odpowiedzi na stres
moze nastgpi¢ bardzo szybko, tzw. reakcja walki lub ucieczki, a skutki obejmuja
zwigkszong czesto$¢ akcji serca i skurcz serca, reakcje na komorki migsni gladkich
naczyn oraz wzrost glikogenolizy i uwolnienie kwaséw thuszczowych z adipocytow
[Rosol i wsp., 2001; Junqueira & Carneiro, 2003].

Strefa korowa zbudowana z trzech warstw charakteryzuje naczelne.
W przypadku gryzoni rozrdznia si¢ dwie koncentryczne warstwy komorek o réznych
wlasciwo$ciach funkcjonalnych. Zewngtrzna warstwa kigbkowata kory nadnerczy
u gryzoni znajduje si¢ pod torebka nadnerczy oraz wytwarza mineralokortykoidy pod
kontrolg angiotensyny II. Moze stuzy¢ réwniez jako nisza dla progenitorow kory
nadnerczy [Walczak & Hammer, 2015]. Warstwa pasmowata w nadnerczach gryzoni,
tak jak u naczelnych, jest zlokalizowana bezposrednio pod strefg klgbkowatg. Komorki
tej warstwy u naczelnych produkuja kortyzol, natomiast u gryzoni kortykosteron.
Warstwe siatkowatg, ktora jest potozona w bliskim kontakcie z rdzeniem nadnerczy

wyroznia si¢ tylko u naczelnych [Yates 1 wsp., 2013].

Tabela 2. Zr6znicowanie czynnosciowe i morfologiczne kory nadnerczy.

- Prz iciel gr
Warstwa kory nadnerczy | Produkowane steroidy So el Sy

steroidow
Warstwa klebkowata mineralokortykoidy aldosteron
Warstwa pasmowata glikokortykoidy kortyzon (cztowiek),

kortykosteron (gryzonie)

Warstwa siatkowata androgeny dehydropiandrosteron
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2.3. Zaburzenia w wydzielaniu hormonow nadnerczy w nadcisnieniu tetniczym

Dane literaturowe dowodza, ze nadci$nieniu tetniczemu towarzysza zard6wno
nieprawidlowe wydzielanie mineralokortykoidéw, odpowiedzialnych za regulacje
gospodarki wodno-mineralnej, jak i katecholamin, wptywajacych na funkcjonowanie
uktadu sercowo- naczyniowego [Bankova i wsp., 1980; Hashimoto i wsp.,1989;].

Zasadnicze znaczenie w rozwoju nadci$nienia tg¢tniczego odgrywa réwniez
kortykosteron. W jednym z badan naukowych wykazano, ze zwigkszona aktywno$¢
korowonadnerczowa u szczuréw SHR zmniejsza odpowiedz ACTH na stres oraz
poziom egzogennej kortykoliberyny. Moze to by¢é przyczyng zwigkszonego
osoczowego stezenia kortykosteronu, ktory jest kluczowy w rozwoju nadci$nienia
u szczur6w SHR [Hashimoto i wsp.,1989].

Bankova i wspotautorzy wykazali, ze ostry stres u szczurOw normotensyjnych
aktywowal funkcje glikokortykoidow kory nadnerczy bez podwyzszania syntezy
aldosteronu badz jego zawartosci we krwi. Natomiast u szczurow z nadci$nieniem ten
sam stres prowadzil do aktywacji funkcji mineralokortykoidow kory nadnerczy oraz do
istotnego zwigkszenia poziomu aldosteronu. U szczurow normotensyjnych stres
prowadzi do obnizenia aktywnosci reniny 1 podniesienia zawartos$ci angiotensyny I, za$
u szczuréw nadci$nieniowych aktywno$¢ ukladu renina-angiotensyna pozostaje
niezmieniona [Bankova i wsp., 1980]. Wzrost st¢zenia mineralokortykoidow
u szczuréw z nadci$nieniem samoistnym moze petnié istotng funkcje w podnoszeniu
ci$nienia tetniczego [Bankova i wsp., 1980].

W jednym z badan skupiajacych si¢ na zmianach histologicznych w warstwie
korowej nadnerczy szczuréw z roéznym rodzajem eksperymentalnego nadci$nienia
dowiedziono, ze podanie octanu dezoksykortykosteronu wywotato atrofie¢ i ubytek

lipidow strefy kiebkowatej kory nadnerczy. Najwigksza uwage poswiecono tej
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warstwie, poniewaz jest to strefa wydzielajaca mineralokortykoidy [Deane & Masson,
1951]. Ta atrofia moze by¢ efektem podwyzszonego stosunku sodu do potasu we krwi,
a zapotrzebowanie na hormon regulujacy poziom soli moze by¢ zmniejszone, tak aby

strefa klebkowata ulegta inwolucji [Deane i wsp., 1948].

3. BIALKO CACYBP/SIP

Bialka stanowig okoto 20% masy ciata czlowieka i s3 najwazniejszymi
sktadnikami komorek odpowiedzialnymi za prawidlowy przebieg wszystkich procesow
biologicznych. Sa to zwiazki wielkoczasteczkowe, utworzone z 20 aminokwasow,
podlegajace réznym modyfikacjom chemicznym warunkujacym ich aktywnosé
biologiczng. Okreslone funkcje biatek sg uwarunkowane wzajemnymi oddziatywaniami
migdzy okreSlonymi biatkami i tworzeniem bardziej ztozonych kompleksow. Sa to
zwigzki niezbedne do prawidlowego funkcjonowania organizmu, ze wzgledu na
petlione rozliczne funkcje m.in. budulcowa, regeneracyjng, regulacyjng, katalityczng
czy transportowg. Ponadto, s3 waznym elementem wymiany informacji miedzy
komorkami.

Kazda komorka posiada zdolno$¢ odbierania sygnatow ze $rodowiska
zewnetrznego 1 odpowiedzi na te bodzce. Odbywa si¢ to za pomocag receptorow,
z ktorymi facza si¢ wlasciwe ligandy uruchamiajac kaskade wewnatrzkomoérkowej
transdukcji sygnatu. Biologiczna odpowiedZz komorki odbywa si¢ poprzez aktywacje
istotnych procesow.

Aktywnos¢ niektorych biatek zalezy od kowalencyjnego przylaczenia grupy
fosforanowej, za ktory to proces odpowiedzialne sg biatka enzymatyczne zwane

kinazami. Inne enzymy, zwane fosfatazami, odpowiadaja za defosforylacje, a zatem
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deaktywacje¢ danego biatka. Badania ostatnich lat wykazaly nowa aktywno$¢
fosfotazowa biatka CacyBP/SIP (ang. calcyclin binding protein/Siah-1 interacting
protein), ktore wchodzac w interakcje z kinazami, np. ERK1/2 czy p38, powoduja ich
defosforylacje [Topolska-Wos i wsp., 2017].

CacyBP/SIP jest wielofunkcyjnym biatkiem o masie czasteczkowej 30 kDa,
wystepujacym w réznych komorkach i tkankach nie tylko ssakow, ale réwniez
w organizmach nizszych. Czasteczka CacyBP/SIP charakteryzuje si¢ obecnoscig trzech
domen: N-koncowej oraz srodkowej CS (ang. domain present in CHORD and Sgtl)
o charakterze globularnym, a takze nieustrukturyzowanej domeny C-koncowej SGS
(ang. Sgtl specific). Sekwencja aminokwaséw domeny C-koncowej biatka
CacyBP/SIP, wykazuje duze podobienstwo do sekwencji aminokwasowej domeny SGS
biatka Sgtl [Kitagawa i wsp., 1999; Bhattacharya i wsp., 2005]. Potaczenie tej domeny
z biatkiem S100A6 przeksztalca jej konformacje co prowadzi do powstania dwoch
a-helis [Lee i wsp., 2008].

3.1. Odkrycie i wlasciwosci biatka CacyBP/SIP

CacyBP/SIP jest niewielkim, wielodomenowym biatkiem odkrytym w latach
90-tych ubiegtego wieku w komorkach raka wysickowego Ehrlicha [Filipek & Wojda,
1996; Filipek & Kuznicki, 1998]. Szczegdlnie wysoki poziom CacyBP/SIP wykazano
w mozgu 1 $ledzionie, umiarkowany w sercu, watrobie i migs$niu gladkim zotadka,
natomiast nizszy w nerkach, odbytnicy i wezlach chtonnych [Filipek & Kuznicki, 1998;
Zhai i1 wsp., 2008]. Analiza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze CacyBP/SIP jest
biatkiem zasadowym o stosunkowo krotkim okresie pottrwania i1 nie wykazuje
podobienstwa do zadnego znanego biatka. Potwierdzily to badania sekwencji
nukleotydowej genu kodujacego CacyBP/SIP, ktore nie wykazaly podobienstwa do

sekwencji genow dostepnych w roznych bazach danych (m. in. w GenBank) [Filipek &
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Kuznicki, 1998]. Natomiast, wysokie podobienstwo sekwencji nukleotydéw genow
kodujacych to bialtko do gendéw kodujacych biatka z rodziny SSRP (SSRP-DNA
Structure-Specific Recognition Protein) sugeruje, ze CacyBP/SIP moze bra¢ udziat
w regulacji ekspresji gendw. Dzigki interakcji z réznymi biatkami CacyBP/SIP bierze
udziat w wielu procesach komoérkowych. Moze wplywac na procesy defosforylacji,
proliferacji i roznicowania si¢ komorek, reorganizacji cytoszkieletu, ubikwitynacji oraz
odpowiedzi na stres. Mimo licznych badan nie wyjasniono doktadnie roli CacyBP/SIP
w omawianych procesach.

Badania z wykorzystaniem komoérek neuroblastoma NB2a wykazaty,
iz CacyBP/SIP jest gléwnie biatkiem cytozolowym, jednak w pewnych warunkach, np.
stres oksydacyjny czy wzrost stezenia jonéw Ca?* moze przemiescié¢ sic do jadra
komoérkowego [Filipek i wsp., 2002; Topolska-Wos i wsp., 2015]. Wysoki poziom
CacyBP/SIP obserwowano rowniez w jadrach zr6znicowanych komorek neuroblastoma
oraz w jadrach innych komorek nowotworowych [Wu 1 wsp., 2003; Zhai 1 wsp., 2008;
Kilanczyk i wsp., 2009]. Okazuje si¢, ze CacyBP/SIP defosforyluje odpowiedzialne za
proliferacj¢ bialko NPMI1, ktore jest nowym i obiecujacym celem w terapiach
przeciwnowotworowych, dlatego dalsze badania w tej dziedzinie moga rzuci¢ nowe
swiatto na role CacyBP/SIP w regulacji aktywnosci NPM1 lub innych biatek [Rosinska
& Filipek, 2018].

Wyniki dotychczasowych badan wykazaty kilka biatek wchodzacych
w interakcj¢ z CacyBP/SIP. Wsrod nich mozna wyr6zni¢ biatka z rodziny S100,
sktadniki kompleksu ligazy ubikwityny E3: Skpl i Siah-1, bialko Hsp90, biatka
cytoszkieletowe: aktyna, tropomiozyna, tubulina, bialko tau, oraz kinazy z rodziny

MAP: ERK1/2 i p38 [Filipek & Lesniak, 2018].
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Juz pierwsze badania wykazaty, ze CacyBP/SIP wiaze si¢ z biatkiem S100A6,
jednak rola tego kompleksu nadal nie zostala w pelni wyjasniona. Przypuszcza sie,
ze kompleks CacyBP/SIP-S100A6 moze hamowaé aktywno$¢ ligazy ubikwityny
Siah-1-CacyBP/SIP-Skp1-TBL1 (SCFtgL1), jednoczesnie wplywajac na poziom
protoonkogenu B-kateniny [Ning i wsp., 2012]. Szczegdélowe badania wykazaty,
ze zwigzanie C-koncowej domeny CacyBP/SIP z S100A6 thumi aktywno$¢ fosfatazowa
biatka CacyBP/SIP wobec biatka tau [Wasik i wsp., 2013].

CacyBP/SIP oraz Siah-1, Skpl i biatko TBL1 tworza kompleks ligazy
ubikwityny tak zwany SCFteL1 identyfikujacy nieufosforylowang [-katening
[Matsuzawa & Reed, 2001]. Aktywno$¢ SCFrsL1 nie zostala w pelni potwierdzona,
przypuszcza si¢ jednak, ze CacyBP/SIP przylaczajac inne biatka aktywuje t¢ ligaze
[Bhattacharya i wsp., 2005; Dimitrova i wsp., 2010]. Biorgc pod uwage udziat
B-kateniny w procesach proliferacji i nowotworzenia mozna wnioskowacd, ze
CacyBP/SIP za pomoca ligazy ubikwityny SCFtgL1 hamuje namnazanie komorek
nowotworowych [Jiang i wsp., 2015]. Potwierdzajg to wyniki badan wykazujace, ze
biatko CacyBP/SIP obnizajac poziom B-kateniny jednoczesnie zmniejsza proliferacje
komorek w raku nerki i zotgdka [Ning i wsp., 2007; Sun i wsp., 2007].

CacyBP/SIP bierze udziat w ochronie komorek przed dzialaniem czynnikow
stresowych oraz charakteryzuje si¢ wlasciwosciami opiekuficzymi wobec innych biatek.
Dowiedziono, ze CacyBP/SIP tak jak Hsp90 zmniejsza termicznie indukowanag
agregacj¢ syntazy cytrynianowej oraz zabezpiecza lucyferaze przed denaturacja.
Potwierdzono, ze inhibitory Hsp90, szok cieplny, nowobiocyna czy radicikol nie
obnizajg poziomu CacyBP/SIP w komorkach HEp-2. Okazuje si¢, ze CacyBP/SIP nie
jest substratem, a biatkiem wspotopiekunczym wobec Hsp90. Natomiast po

przeprowadzeniu testu MTT stwierdzono, ze komorki HEp-2, ktére charakteryzuja si¢
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nadprodukcja CacyBP/SIP i ktore byly narazone na dziatanie stresu, wykazujg wigksza
przezywalnos$¢ niz komorki z grupy kontrolnej [Filipek & Goral, 2018].

Odziatywanie CacyBP/SIP z biatkami cytoszkieletu takimi jak aktyna, tubulina,
tropomiozyna czy tau oraz kinazami ERKI1/2 i p38 wskazuja na posredni lub
bezposredni udziat CacyBP/SIP w reorganizacji cytoszkieletu w stanie fizjologicznym
jak 1 nowotworzeniu, podczas proliferacji, migracji i réznicowania komorek oraz
w chorobach neurodegeneracyjnych i w starzeniu si¢ [Au i wsp., 2006; Filipek i wsp.,

2008].

Ryc.2. Schemat prezentujacy domene N-koncows, srodkowa CS oraz C-koncowg SGS
biatka CacyBP/SIP wraz z miejscami wigzania biatek efektorowych. Biatko tau, Hsp90
1 tropomiozyna zostaly uwzglednione na schemacie jednak jak dotad miejsce ich

wigzania nie zostato zidentyfikowane [Filipek & Goral, 2018].

tau/tropomiozyna/Hsp90

aktyna/tubulina

CacyBP/SIP H.n= N -I cs l—@—COOH

Siah-1 Skp1l S100A6
ERK1/2 p38 ERK1/2

3.2. Rola biatka CacyBP/SIP jako fosfatazy

Istotng role w komorkowych szlakach sygnatowych odgrywaja kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami MAP (ang. mitogen activated protein kinases). Stanowig klase
kinaz serynowo—treoninowych, do aktywacji ktérych niezbedna jest fosforylacja

motywu Thr-X-Tyr (TXY) w obrebie petli aktywacyjnej. Wyrdzniamy trzy podstawowe
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rodziny kinaz MAP: ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinase), JINK/SAPK
(ang. c-Jun N-terminal/stress-activated protein kinase) oraz kinazy p38 [Kleina, 2002].
Niedawno wykazano, ze CacyBP/SIP wiaze i defosforyluje kinaz¢ ERK1/2 [Kilanczyk
1 wsp.,, 2009; 2011]. Aktywnos$¢ fosfatazy CacyBP/SIP w kierunku ERKI1/2
zaobserwowano w komorkach neuroblastoma NB2a, a nadekspresja CacyBP/SIP byla
skorelowana z redukcja ilosci fosforylowanej ERK1/2 we frakcji jadrowej [Kilanczyk
i wsp., 2012; Rosinska i wsp., 2016; Topolska-Wo$ 1 wsp., 2017]. Badania
na komorkach NB2a wykazaty, iz nie tylko ERK1/2 ale rowniez p38 oraz biatko tau sa
ligandami fosfatazy CacyBP/SIP. Badania na komorkach neuroblastoma NB2a,
wykazaty znacznie skuteczniejsza fosfatazowa aktywnos¢ CacyBP/SIP w stosunku do

biatka p38 w obecnos$ci nadtlenku wodoru [Topolska-Wos$ 1 wsp., 2017].

4. KINAZA ERK1/2

Kinazy biatkowe aktywowane mitogenami (MAPK) to rodzina wysoce
konserwatywnych kinaz biatkowych seryny/treoniny, ktorych regulacja aktywnos$ci
odbywa si¢ przez odwracalng fosforylacje w odpowiedzi na dzialanie wiele r6znych
sygnatow. Biologiczng odpowiedzig komodrki na bodzce zewngtrzne sg kaskady
sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej, w ktorych biorg udziat MAPK. Kinazy te,
do ktorych nalezag ERK1/2 (kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym), JNK
(kinaza c-Jun N-koncowa) i p38 MAPK, maja szerokie spektrum dzialania, poniewaz
wptywaja na aktywnos$¢ wielu enzymow, biatek i czynnikdéw transkrypeyjnych.

ERK1/2 jest pierwsza zidentyfikowang kinazg z rodziny MAPK [Cuschieri &
Maier, 2005; Rubinfeld & Seger, 2005]. Sktada si¢ ona z izoformy ERK1 oraz izoformy
ERK2 1 jest aktywowana na drodze szlaku Raf:MEK:ERK w odpowiedzi na dziatanie

wielu sygnatow pozakomorkowych. Aktywowana ERK1/2 kontroluje rézne jadrowe
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czynniki transkrypcyjne poprzez fosforylacje np.: c-myc, c-fos, Elk-1 oraz kinaz
biatkowych MNK (MAPK signal interacting kinase), kinaz rybosomalnych (RSK)
I MSK (mitogen and stress-activated protein kinase). Sygnalizacja kinazg regulowang
sygnatem pozakomorkowym (ERK1/2) posredniczy w komunikacji mi¢dzy receptorami
czynnika wzrostu a jadrem komoérkowym 1 zostala powigzana z kluczowymi
wydarzeniami w procesie transformacji i proliferacji [Cuschieri & Maier, 2005;
Rubinfeld & Seger, 2005].

Wiadomym jest, ze uklad renina-angiotensyna—aldosteron (RAA) poprzez
regulacje homeostazy wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej jest zaangazowany
w patogenez¢ nadci$nienia [Kokot & Ficek, 2001]. Wykazano, ze 90% catkowitej
reniny, ktora krazy we krwi stanowi jej prekursor — prorenina [Derks i wsp., 1987;
Toffelmire i wsp., 1989]. Spos$réd niewielu narzadow, ktore majg zdolnosc
produkowania proreniny i reniny wyrdznia si¢ nadnercza [Miiller i wsp., 1998; Nguyen,
2006; Oliver, 2006]. Prorenina i renina oddzialujac na swoiste dla nich receptory
aktywuja nie tylko szlak angiotensynowy ale i szlak ERK1/2 [Danser & Deinum, 2006;
Nabi i wsp., 2006]. Efektem zwiekszonej ekspresji receptora proreninowego jest wzrost
ci$nienia Krwi i tetna, aldosteronemia, a takze zwigkszona ekspresja cyklooksygenazy 2
w korze nerek [Burckle i wsp., 2006; Kaneshiro i wsp., 2006]. Coraz cz¢$ciej mowi si¢
o rozszerzaniu klasycznego ukladu RAA, poza komponentami klasycznymi obecnie do
uktadu zaliczane s3 réwniez czasteczki zgrupowane w trzy odmienne osie takie jak
ACE-2/Ang(1-7)/receptor Mas; prorenina/PRR/kinaza ERK1/2 oraz Ang-4/AGTR-
4/IRAP [Zhuo i wsp., 2013].

Kinazy MAP reguluja odpowiedZ komorek na zmiany warunkow srodowiska, na

przyklad w ich adaptacji do ischemii lub hipoksji. Biorg rowniez udziat w procesach
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przerostu i rozwoju niewydolnosci serca. Szczegdlnie dobrze udokumentowane w tym

zakresie jest dzialanie kinazy ERK1/2 [Petrich & Wang, 2004].

5. KINAZA P38

Dotychczas zidentyfikowano u ssakow cztery izoformy biatka p38 (alfa, beta,
gamma 1 delta), kazda z nich posiada inne wzory ekspresji tkankowej [Saba-El-Leil
I wsp., 2016]. Izoformy p38a i p38B wystepuja w wickszosci réznych typow komorek,
natomiast izoformy p38y i1 p38d ulegaja ekspresji w specyficznych komodrkach
i tkankach. Po aktywacji dzialaniem stresu $rodowiskowego lub cytokin zapalnych,
kinaza p38a stymuluje, adekwatng do sygnatu odpowiedz biologiczng komoérki [Cai
I wsp., 2006; Cuenda & Rousseau, 2007; Harada i wsp., 2014 ]. Aktywacja kinazy p38
wymaga fosforylacji, ktora indukuje zmiany konformacyjne pozwalajace na interakcje
Z substratem. Udzial roznych aktywatorow p38a zalezy od stresu/bodzca, jak réwniez
od typu komorki. Na okreslone wyniki dziatania p38, podobnie jak innych kinaz, ma
wptyw nie tylko aktywacja, ale takze wazng role odgrywa dezaktywacja.
Za najwazniejsze aktywatory p38 MAPK uznaje si¢ MKK3 oraz MKK6 1 MKK4, ktore
z kolei sg aktywowane przez MKKK takie jak TAK1, MEKK 1-4 i ASK1. Kinaza p38,
podobnie jak wszystkie kinazy MAP, uczestniczy w szlaku sygnalizacyjnym
przebiegajacym w trojpoziomowej aktywacji kolejnych enzymow [Raman i wsp.,
2007]. Bodziec zewngtrzny powoduje fosforylacje kinazy MKKK/MAP3K, ktora
aktywuje kinazy MAPKK lub MAP2K czy MKK, aktywujagce MAPK 1 nastepuje
regulacja fizjologii komorki. Kinazami kinaz aktywujacych p38 MAPK moga by¢
biatka MEKK 1-4 — kinazy MEK1-4 (MEK kinase 1-4), TAK 1 (transforming growth
factor-activated kinase 1) czy ASK 1 (apoptosis signal regulating kinase). Glownymi

MKK dla biatka p38 sa kinazy MKK3 i MKK6. Inna kaskada reakcji prowadzaca do
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aktywacji kinazy p38 wiaze si¢ z biatkkami GTP z rodziny Rho (Cd42 i Racl).
Zaktywowany enzym p38 fosforyluje, a tym samym aktywuje inne kinazy, jak
MAPKAPK 2 i 3 (MAP kinase activated protein kinase), zwane réwniez MK2 i MK3
czy tez MNK i MSK i wiele czynnikow transkrypcyjnych, wiaczajac w to ATF2,
MEF2C (monocyte enhancer factor 2 C), Elk-1, p53, NF-kB (nuclear factor kB) i inne.
Funkcjonalng konsekwencjg aktywacji kaskady kinazy p38 jest regulacja cyklu
komodrkowego, apoptozy i réznicowania oraz procesu zapalnego [Cuschieri & Maier,

2005; Zarubin & Han, 2005].

Ryc. 3. Schemat przedstawiajacy kaskade przekazywania sygnatu przez kinazy MAP
[Bryk i wsp., 2014].
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Niektore aktywatory szczeg6lnie silnie aktywuja szlak p38 MAPK, ktory
odgrywa istotng rolg¢ w regulacji przezycia i rdznicowania komorek, czy tez

w procesach reakcji immunologicznych. Dotychczasowe badania dostarczyty waznych
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informacji zwigzanych z regulacja aktywnosci biatka p38a i jego funkcji w organizmie.
Wykazano, ze ta kinaza moze uczestniczy¢ w utrzymaniu homeostazy tkanek, oraz
w niektorych stanach patologicznych, w tym w chorobach naczyniowo-sercowych,
nowotworach czy procesach zapalnych [Cuenda i Rousseau 2007]. Liczne doniesienia
wskazuja, ze kinaza MAP p38 jest aktywowana przez szereg cytokin prozapalnych, i ze
jej aktywacja skutkuje rekrutacja i uwolnieniem dodatkowych cytokin prozapalnych.
Na tej podstawie uwaza si¢, ze p38 odgrywa kluczowa role w licznych szlakach
sygnalizacyjnych zaangazowanych w inicjacje i utrzymanie stanu zapalnego w wielu
stanach patologicznych [Chung, 2011]. Te¢ hipotez¢ potwierdzaja dane kliniczne
pokazujace redukcje réznych czynnikéw stanu zapalnego u pacjentow leczonych za
pomocg inhibitoréw kinazy p38 MAP [Lee & Dominguez, 2005; Smith i wsp., 2006],
a takze wyniki badan doswiadczalnych [Underwood i wsp., 2000; Nath i wsp., 2006].

Sugeruje si¢ réwniez mozliwo$¢ udziatu p38 MAPK w braku wrazliwos$ci
komoérek na  kortykosteroidy poprzez obnizenie powinowactwa  receptora
glukokortykoidéw (GR) w jadrze [Irusen 1 wsp., 2002; Mercado 1 wsp., 2011].

Doniesienia dotyczace kinaz MAP wskazuja, Zze moga one ogrywa¢ wazng role
w patogenezie chordb uktadu krazenia. Kinazy te mogg by¢ zaangazowane w aktywacje
procesow zapalnych 1 komorek srodblonka, proliferacje komorek miegsni gladkich,
rekrutacj¢ makrofagéw i monocytow [Libby, 2006; Libby i wsp., 2011].

Kinaza p38 MAPK posredniczy w uposledzaniu, zaleznej od tlenku azotu,
wazodylatacyjnej funkcji $rédblonka. Dowiedziono réwniez, ze na skutek aktywacji
p38 MAPK, CRP hamuje t¢ funkcje srodbtonka [Qamirani i wsp., 2005]. Natomiast,
hamowanie tej kinazy, skutkuje przywroceniem, zaleznej od tlenku azotu, relaksacji

$cian naczyn u szczurOw z nadci§nieniem [Ju i wsp., 2003].
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Badania przeprowadzone przez zespot Nakagami dowiodly, Ze kinaza p38
poprzez aktywacj¢ kaspazy 3 i biatka bax odpowiada za apoptoz¢ komorek srodbtonka
[Nakagami i wsp., 2001]. Ponadto udokumentowano, ze zwigzek homocysteiny
z kinaza p38 moze indukowac apoptoze komodrek srodblonka. Zgodnie z trescig tych
badan, homocysteina wzmaga wytwarzanie reaktywnych form tlenu aktywujacych
kinaz¢ p38 [Bao i wsp., 2009].

Pacjentow borykajacych si¢ z chorobami sercowo-naczyniowymi charakteryzuje
zredukowana ilo$¢ progenitorowych komorek $rodblonka (endothelial progenitor
cells - EPC), ktore petnig wazng role w angiogenezie 1 naprawie uszkodzonego naczynia
[Hill 1 wsp., 2003; Seeger i wsp., 2010]. Progenitorowe komorki srédblonka od oséb
borykajacych si¢ z chorobami sercowo-naczyniowymi charakteryzujg si¢ wyzszymi
poziomami fosforylacji kinazy p38 niz EPC od 0s6b zdrowych [Seeger i wsp., 2010].

Dane z niektorych badan klinicznych pokazuja korzystne zmiany w przebiegu
1 aktywnos$ci choroby u pacjentéw leczonych inhibitorami kinazy p38 MAP, co moze
wigza¢ si¢ z zahamowaniem rekrutacji i uwalniania cytokin prozapalnych [Kumar

I wsp., 2003].

6. ODDZIALYWANIE CACYBP/SIP Z MAPK
6.1. CacyBP/SIP jako fosfataza dla ERK1/2
Niedawno odkryto, ze kinaza ERK1/2 jest ligandem biatka CacyBP/SIP, ktore
poprzez defosforylacj¢ tej kinazy moduluje aktywno$¢ transkrypeyjng Elk-1 [Kilanczyk
I wsp., 2009, 2011]. Okazuje si¢, ze ERK1/2 i biatko S100A6 konkuruja o interakcje
z CacyBP/SIP, poniewaz maja wspolne miejsce wigzania, zlokalizowane w obrebie
C-koncowej domeny CacyBP/SIP. Badania wykazaly, ze modyfikacja kwasu

glutaminowego na lizyng¢ w pozycji 217 CacyBP/SIP, wysoce zmniejsza mozliwo$¢
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wigzania si¢ tego bialka z kinazag ERK1/2, co moze wskazywac na elektrostatyczng
specyfike oddziatywania CacyBP/SIP-ERK1/2 [Kilanczyk 1 wsp., 2015; Rosinska
i wsp.,, 2016]. Biatko CacyBP/SIP wykazuje duza zgodno$§¢ w strukturze
pierwszorzgdowej do fosfataz z rodziny MKP (ang. MAP kinase phosphatases).
Sekwencja CacyBP/SIP charakteryzuje si¢ dwoma motywami KIM (ang. kinase
interaction motif), ktére oddziatuja z kinazami. Jeden z nich jest usytuowany w obrebie
domeny C- koncowej, natomiast drugi w obrebie N-koncowej. Badania dowodza, ze do
pelnej aktywnosci fosfatazowej CacyBP/SIP konieczne sg oba motywy [Topolska-Wo$
1 wsp., 2015]. Interesujacym wydaje si¢ catkowity zanik aktywnos$ci biatka CacyBP/SIP
jako fosfatazy wzgledem ERK1/2, na skutek zamiany lizyny w pozycji 25 oraz argininy
w pozycji 26 wchodzacych w sktad N-koncowego motywu KIM. W obrebie tego
samego motywu KIM zlokalizowane sg reszty, ktore odpowiadaja za tworzenie dimeru
CacyBP/SIP, co wskazuje na zwigzek pomiedzy dimeryzacja a aktywnos$cig
fosfatazowg tego biatka [Topolska-Wo$ i wsp., 2015]. Natomiast motyw KIM
znajdujacy si¢ w obrebie C-koncowej domeny CacyBP/SIP, jest zbiezny
z miejscem wigzania biatek S100, co tltumaczy wspdlzawodnictwo pomiedzy ERK1/2
a S100A6 o wigzanie si¢ z CacyBP/SIP [Kilanczyk 1 wsp., 2009; 2011]. Warto
podkresli¢, ze oprocz S100A6 rowniez modyfikacje potranslacyjne, a w szczegdlnosci
fosforylacja, pelnig istotng funkcje w regulowaniu aktywnos$ci fosfatazowej biatka
CacyBP/SIP. Pozytywny wplyw na aktywno$¢ fosfatazowg CacyBP/SIP ma
fosforylacja reszt seryny w pozycji 22 i treoniny w pozycji 23 przez kinazg biatkowa C
[Kilanczyk 1 wsp., 2012]. Antagonistyczny efekt ma fosforylacja reszty treoniny
w pozycji 184 przez kinazg kazeinowa II. Co ciekawe, mutant biatka CacyBP/SIP, ktéry
nasladowat fosforylacje w tej pozycji (CacyBP/SIP-T184E) charakteryzowat si¢ nizsza

aktywnos$cig fosfatazowa wobec ERK1/2 anizeli CacyBP/SIP typu dzikiego [Wasik
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1 wsp., 2016]. Ostatnie wyniki badan wskazuja, ze CacyBP/SIP moze uczestniczy¢
w procesach odpowiedzi na stres oksydacyjny, a takze w szlakach sygnatowych
zaangazowanych w rozwdj wielu nowotworow, co moze by¢ zwigzane z defosforylacja
ERK1/2 [Kilanczyk i wsp., 2011, 2012].
6.2. CacyBP/SIP jako fosfataza dla p38

Z najnowszych doniesien literaturowych wynika, ze $rodkowa domena CS
CacyBP/SIP  jest odpowiedzialna =za defosforylacj¢ kinazy p38. Wigzanie
i defosforylacja tej kinazy przez CacyBP/SIP wykazuje duza specyficznosé
1 doktadno$¢, ze wzgledu na defosforylacje w petli aktywacyjnej, zwigzanej z gldwna
aktywnoscia kinazy p38 [Topolska-Wos$ i wsp., 2017]. Badania przeprowadzone na
komoérkach NB2a narazonych na dziatanie stresu oksydacyjnego dowiodty,
ze defosforylacja kinazy p38 przez biatko CacyBP/SIP jest bardziej skuteczna niz
w komorkach grupy kontrolnej. Szlak sygnatowy z udzialem kinazy p38 bierze udziat
w S$ciezkach przesytania sygnatu, ktére odpowiadajg za przezywalno$¢ 1 $mierc
komorek. Wobec tego biatko CacyBP/SIP, wigzac 1 defosforylujac kinazy ERK1/2
1 p38, reguluje S$ciezki przekazywania sygnatu odpowiadajace za roznicowanie,
proliferacje lub $mier¢ komorki. Dotychczasowe badania dostarczyly wynikow
potwierdzajacych bezposredni lub chociazby posredni udziat CacyBP/SIP w organizacji
cytoszkieletu w warunkach fizjologicznych, jak rowniez w stanach réznych patologii.
Dane literaturowe wskazuja na bezposrednig interakcj¢ CacyBP/SIP z podstawowymi
biatkami cytoszkieletu, takimi jak tubulina, aktyna czy tropomiozyna. Warta uwagi jest
rowniez mozliwo$¢ wigzania jednoczesnie dwoch tego typu bialek, co sugeruje role
CacyBP/SIP jako lacznika poszczeg6élnych struktur cytoszkieletu. Regulujac aktywnosé
biatka tau i1 kinazy ERK1/2 oraz p38, CacyBP/SIP peli posrednig funkcje

w reorganizacji cytoszkieletu [Pullikuth & Catling, 2007]. Poprzez udzial CacyBP/SIP

44



jako fosfatazy regulujacej kinazy ERK1/2 i p38 staje si¢ to biatko istotnym elementem
szlakow sygnatowych zwigzanych z przezyciem komorek lub ich apoptoza [Filipek &

Lesniak, 2018].
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II. ZALOZENIA 1 CEL PRACY

CacyBP/SIP jest niedawno odkrytym, w laboratorium Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN, wielofunkcyjnym biatkiem, a ostatnie badania tego Zespotu
pokazaty, ze wykazuje ono réwniez aktywnos¢ fosfatazows. Oddziatywanie
CacyBP/SIP z ERK1/2 i p38, a zatem regulacja aktywnos$ci i wewnatrzkomorkowej
lokalizacji tych kinaz moze mie¢ istotny udziat w szlakach sygnatowych zwigzanych
z patogenezg nadci$nienia.

Celem zaplanowanych badan bylo wykazanie dzialania biatka CacyBP/SIP
w roli fosfatazy dla kinazy ERK1/2 i p38 w réznym typie nadci$nienia. Jako model
nadci$nienia samoistnego wykorzystano szczury SHR, a nadcis$nienia wtornego model

DOCA-salt.

Zatozony cel realizowano poprzez:

1. Immunohistochemiczng identyfikacje 1 lokalizacj¢ CacyBP/SIP, p-ERK1/2
I p-p38 w nadnerczach szczuréw z nadci$nieniem pierwotnym i wtornym oraz
odpowiadajagcym im grupom kontrolnym.

2. Oceng porownawczg immunoreaktywnosci CacyBP/SIP, p-ERK1/2 i p-p38
w nadnerczach badanych grup szczuroéw.

3. Oceng ekspresji genéw Cacybp, Mapk3, Mapkl i Mapkl4 za pomocg metody

RT-qPCR u szczuré6w normotensyjnych i nadcisnieniowych.
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III. MATERIAL I METODY

1. MODEL DOSWIADCZENIA

Zatozenia, cel 1 plan badania oraz podejscie do zwierzat zostaly zaakceptowane
przez Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach

w Biatymstoku.

Materiat biologiczny stanowity nadnercza pobrane od szczuréw pochodzacych
z Zakladu Fizjologii 1 Patofizjologii Doswiadczalnej] Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku (Uchwata nr 73/2015).

Dos$wiadczenia przeprowadzono na 24 szczurach, samcach rasy Wistar,
normotensyjnych oraz z do$wiadczalnym nadci$nieniem spontanicznym i wtornym.
Masa ciala szczuréw na poczatku eksperymentu wynosita 170-200 g. Zwierzgta
przebywaty w pomieszczeniu o statej temperaturze (22 + 1°C) 1 wilgotnosci (60 = 5%)
z zachowaniem rytmu snu 1 czuwania (12 godzin $§wiatta 1 12 godzin ciemnosci) 1 miaty
staty dostep do standardowej paszy granulowanej oraz wody pitnej. Wszystkie

do$wiadczenia przeprowadzono o tej samej porze dnia.

Zwierzgta podzielono na dwie grupy kontrolne i dwie grupy doswiadczalne

z wywotanym nadci$nieniem t¢tniczym:

WKY pig¢ normotensyjnych szczurow Wistar, stanowigcych grupe kontrolna,
dla szczuréw SHR

SHR siedem szczurOw z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem
ukladowym, szczep wsobny wyhodowany ze szczuréw rasy Wistar
wyselekcjonowanych pod katem wysokiego ci$nienia krwi.

UNX pie¢ szczuréw Wistar poddanych uninefrektomii, grupa kontrolna dla
szczur6w z nadcisnieniem DOCA-salt.

DOCA-salt siedem szczurow rasy Wistar, z do$wiadczalnie wywotanym

nadci$nieniem wtdérnym
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1.1. Wywolanie doswiadczalnego nadcisnienia DOCA-salt

Zwierzeta znieczulano przez dootrzewnowe wstrzyknigcie pentobarbitalu sodu
(300 pmol lub ~70 mg/kg masy ciala). Przez prawe boczne naciecie brzucha szczurom
usuni¢to prawa nerke. Po jednotygodniowym okresie rekonwalescencji indukowano
nadci$nienie poprzez iniekcje DOCA (67 pmol lub ~25 mgkg w 0,4 mlkg
dimetyloformamidu; DMF) dwa razy w tygodniu przez okres miesigca oraz zastgpienie
wody pitnej 1% roztworem NacCl.

1.2. Pomiar cisnienia krwi metodq posredniq u szczura czuwajgcego

Po 6 tygodniach eksperymentu u wszystkich zwierzat mierzono skurczowe
ci$nienie tetnicze za pomocg nieinwazyjnej metody z mankietem na ogon (przy uzyciu
cisnieniomierza Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus, March-Hugstetten,
Niemcy). Pomiary ci$nienia krwi uznano za wazne tylko wtedy, gdy trzy kolejne
odczyty nie réznity si¢ o wigcej niz 5 mmHg. Nastepnie z trzech otrzymanych
odczytow wyciagnigto Srednig wartos¢. Pomiary ci$nienia krwi wykazaly nadcisnienie
skurczowe u szczuréw SHR i DOCA-salt (zwierzeta te mialy wartosci SBP rowne lub

wyzsze niz 150 mmHg).

2. BADANIA HISTOLOGICZNE
2.1. Sposob pobierania i utrwalenie materiatu do badan

Po szesciu tygodniach trwania dos$wiadczenia, w glebokim znieczuleniu
pentobarbitalem (50 mg/kg masy ciala) od badanych zwierzat pobrano nadnercza
I umieszczono w 10% zbuforowanej formalinie. Po utrwaleniu przeprowadzono do
bloczkéw parafinowych w rutynowy sposéb. Za pomoca mikrotomu saneczkowego
MICROM 440 E Zeiss bloczki krojono na 4 pm grubosci skrawki i naklejano na

adhezyjne szkietka podstawowe.
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2.2. Stosowane barwienia immunohistochemiczne

Na skrawkach parafinowych wykonano reakcje immunohistochemiczne majace
na celu wykrycie okreslonych antygendw w nadnerczach badanych szczurow.
W badaniach zostaly zastosowane swoiste przeciwciala skierowane przeciwko
CacyBP/SIP, p-ERK1/2 oraz p-p38. Réwnoczesnie przeprowadzano reakcje kontrolne.
W kontroli negatywnej pomini¢to specyficzne przeciwciato i zastgpiono je buforem do
rozcienczen Antibody Diluent (S 0809 Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-
2600, Glostrup, Denmark). Kontrola pozytywna polegata na przeprowadzeniu reakcji
z przeciwciatem pierwotnym na odpowiednim materiale tkankowym zalecanym przez
producenta (Tabela 3).
Zastosowane przeciwciata:

— Krolicze poliklonalne przeciwciato skierowane przeciw biatku CacyBP/SIP (Nr
kat. ab190950; Abcam, Discovery Drive, Cambridge Biomedical Campus,
Cambridge, CB2 0AX, UK)

— Krolicze poliklonalne przeciwciato skierowane przeciw p-ERK1/2 (Nr kat. 44-
680G; Invitrogen; Thermo Fisher Scientific 168 Third Avenue Waltham, MA
USA 02451)

— Krolicze poliklonalne przeciwciato skierowane przeciw p-p38 (Nr kat. 44-684G;
Invitrogen; Thermo Fisher Scientific 168 Third Avenue Waltham, MA USA
02451)

Wszystkie przeciwciala dajg reakcje krzyzowa u szczura.
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Tabela 3. Odczynniki wykorzystane w reakcjach immunohistochemicznych

oraz warunki przeprowadzania reakcji.

inkubacja Bufor odstaniajacy i kc Zba - Kontrola
. s . - Inkubacji
Lp. p/ciato Rozcieficzenie czas/ temp, antygen / nr Zestaw detekcyjny E dodatnia
katalogowy polimerem
1. | cacyBP/SIP 1:600 Watroba
szczurza
. Dako REAL™ EnVision™
Target Retrieval .
Solution Citrate Detection System, Mysi
2. p-ERK1/2 1:50 24 h/+4°C H=6,0 (S 2369: Peroxidase/DAB+, 1 godz. ol )iiek
pDalzo)’ ' Rabbit/Mouse (K50071; o2
Dako)
3. | p-pss 1:50 Serce
szczurze

2.3. Procedura przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznej

1. Skrawki parafinowe, ktdre zostaly wczesniej naklejone na adhezyjne szkietka

podstawowe (Menzel Gldaser Ultra Plus MZ-J3800AMNZ; Braunschweig,

Germany) umieszczono w cieplarce nagrzanej do temperatury 37°C na 20

godzin. Nastepnie przed odparafinowaniem na 1 godzing w temperaturze 58 °C.

2. Skrawki parafinowe poddano odparafinowaniu i uwodnieniu zgodnie ze

standardowg procedura:

— Kasylen I, II, I - po 10 minut kazdy

— Ksylen + alkohol etylowy 99,8% (1:1) - 5 minut

— Alkohol etylowy 99,8% | i Il - po 4 minuty kazdy

— Alkohol etylowy 95% I i Il - po 4 minuty kazdy

— Alkohol etylowy 70% - 10 minut

— Woda destylowana - 3 x 5 minut

3. W celu odstonigcia determinant antygenowych, przygotowane preparaty

przeniesiono do odpowiedniego buforu (Tabela 3) i umieszczono w komorze

ci$nieniowej Pascal. Antygeny odmaskowywano w 125 °C, pod ci$nieniem
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10.

11.

137,9 kPa w czasie 1 minuty. Kolejnym etapem byto schtodzenie preparatow do
temperatury pokojowe;j i kilkukrotne przeplukanie woda destylowana.

Skrawki obrysowano DakoPenem, tworzacym hydrofobowa barier¢ dla
wykorzystanych odczynnikéw czyli blokera peroksydazy, chromogenu oraz
przeciwcial |- 1 ll-rzedowych. Pozwolilo to na utrzymanie uzytych
odczynnikow w odpowiednim miejscu na szkietku.

Preparaty inkubowano przez 10 minut w REAL Peroxide Blocking Reagent
Solution (S2023 Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-2600, Glostrup,
Denmark) w celu zablokowania peroksydazy tkankowej.

Plukano w wodzie destylowanej - 3 x 5 minut.

Nastepnie preparaty ptukano w dziesigciokrotnie rozcienczonym buforze Wash
Buffer (S3006 Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-2600, Glostrup,
Denmark) - 3 x 5 minut.

Preparaty osuszono, a nast¢gpnie inkubowano w komorze wilgotnej
z przeciwcialami  [-rzgdowymi, postepujac  zgodnie z  warunkami
przedstawionymi w Tabeli 3. Przeciwciata rozcieficzono w Antibody Diluent
(S 0809 Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-2600, Glostrup, Denmark).
Ptukano w Wash Buffer - 3 x 5 minut.

Inkubowano z przeciwciatem II- rzgdowym — polimerem znakowanym
peroksydaza chrzanowa, zwigzanym z kozimi immunoglobulinami przeciw
kroliczymi 1 przeciw mysimi (Dako REAL™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse; K50071; Dako Denmark A/S, Produktionsvej

42, DK-2600, Glostrup, Denmark) — Tabela 3.

Ptukano w Wash Buffer - 3 X 5 minut.
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12. W celu wizualizacji powstatego kompleksu inkubowano przez 1 minute
w roztworze chromogenu 3,3’-dwuaminobenzydyny (DAB). Reakcje
kontrolowano pod mikroskopem.

13. W celu zatrzymania barwnej reakcji kilkukrotnie plukano w wodzie
destylowanej.

14. Skrawki wybarwiono hematoksyling QS (H - 3404 Vector Laboratories, Inc.
Burlingame, CA, USA) aby skontrastowac obraz.

15. Ptukano w wodzie destylowanej - 3 X 2 minuty.

16. Odwodnienie i przeswietlenie skrawkow:

— Alkohol etylowy 70% - 3 minuty

— Alkohol etylowy 95% 1 i Il - po 3 minuty kazdy
— Alkohol etylowy 99,8% | i Il - po 2 minuty kazdy
— Alkohol etylowy 99,8% i ksylen (1:1) - 5 minut
— Ksylen I, I1i I - po 10 minut kazdy

17. Preparaty zamkni¢to w balsamie Entellan firmy Merck.

Wyniki reakcji immunohistochemicznych oceniano w mikroskopie $wietlnym
Olympus BX43, zwracajac szczegdlng uwage na komodrki wykazujace pozytywna
reakcje immunohistochemiczng 1 ich lokalizacje w poszczegdlnych czesciach

nadnerczy.
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3. OCENA STOPNIA INTENSYWNOSCI REAKCJI
IMMUNOHISTOCHEMICZNEJ

Ocena rezultatéw przeprowadzonych reakcji immunohistochemicznych oraz
dokumentacja fotograficzna zostaly wykonane przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
OLYMPUS BX43, sprzezonego z kamerg cyfrowa, potaczonego z komputerem
wyposazonym w program do analizy obrazu NIKON NIS-Elements Advanced
Research.

Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego wyposazonego w tor wizyjny i program
morfometryczny wykonano, w jednakowych warunkach (powigkszenie x200 oraz
jednakowa intensywnos$¢ o$wietlenia), dokumentacje fotograficzng. W celu okreslenia
stopnia intensywno$ci reakcji, w komorkach z pozytywnym wynikiem reakcji,
mierzono $rednig gegsto$¢ optyczna badanych obiektow. Pomiaréw dokonano w skali
szaro$ci od 0 do 256, gdzie wartos¢ 0 oznacza piksel catkowicie biaty, natomiast 256

calkowicie czarny.

4. 1ZOLACJA RNA

Pobrane od badanych szczuréw nadnercza umieszczono w roztworze RNA-later
(AM7024 Thermo Fischer 168 Third Avenue Waltham, MA USA 02451) i zamrozono
w —80°C. Catkowite RNA izolowano wykorzystujac komore¢ z laminarnym przeptywem
powietrza. Przestrzegajac czasu 1 temperatury inkubacji, postepowano zgodnie
z procedurg izolacji RNA dotaczong do zestawu firmy Macherey — Nagel. Catkowite
RNA eluowano 35 ul wody wolnej od RNaz, wykorzystujac do tego nowag sterylng
probowke typu eppendorf. Nastepnie w badaniu wykorzystano spektrofotometr Thermo
Scientific NanoDrop 2000, ktory pozwolit na sprawdzenie stezenia 1 jakosci

wyizolowanego catkowitego RNA, nanoszgc 1ul wyeluowanego RNA, sprawdzano
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absorbancj¢ zaro6wno przy dlugosci fali 260nm jak i 280nm. Jako préoby $lepej uzyto
wolnej od nukleotydow wody dejonizowanej. Prébkami zakwalifikowanymi do dalszej
analizy byty te, ktérych stosunek absorbancji przy dt. fali 260nm do absorbancji przy dt.
fali 280nm (260/280Ratio) znajdowatl si¢ w przedziale 1,8 — 2,1.

4.1. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Rownowarto§¢ 1 pg catkowitego RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji
przepisano na cDNA uzywajac iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-qgPCR
(BIO-RAD), w calkowitej objetosci 20ul, zgodnie z dotaczong metodyka.
Przeprowadzajac reakcje odwrotnej transkrypcji, mieszaning inkubowano przez 20
minut w 46°C, a nastgpnie przez 1 minutg w 95°C.

4.2. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR)

Reakcje qPCR przeprowadzano w komorze z laminarnym przeplywem
powietrza. Wykorzystujac qPCR okre§lono wzgledng ilos¢ transkryptow badanych
genow w odniesieniu do krzywej standardowej. Jako matryce do przeprowadzenia
reakcji zastosowano cDNA, ktore uzyskano w reakcji odwrotnej transkrypcji. Przed
przystapieniem do procedury zwigzane] z przeprowadzeniem reakcji, sporzadzono
niezalezne dla kazdego genu krzywe standardowe. W tym celu przygotowano
mieszaning matryc cDNA. Zmieszano 1 pl ¢cDNA kazdego ze szczurdéw, po czym
wykonano rozcienczenia, uzyskujac stezenia: 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%. Sposdb

przygotowania serii rozcienczen zostal zobrazowany na Ryc. 4.
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Ryc. 4. Przygotowanie matrycy do krzywych wzorcowych (Archiwum Zaktadu

Histologii i Cytofizjologii).

Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym zostala przeprowadzona

z wykorzystaniem CFX96 Real-Time System (BIO-RAD Laboratories, Inc.; 1000

Alfred Nobel Drive; Hercules, California 94547 USA) oraz zestawu komercyjnego

SsoAdvancedTM Universal SYBER® Green Supermix (BIO-RAD Laboratories, Inc.;

1000 Alfred Nobel Drive; Hercules, California 94547 USA). Reakcje przeprowadzono

w 20 pl objetosci reakcyjnej w dwdch powtdrzeniach dla kazdego szczura. Profil

termiczny reakcji oraz czas zostaty przedstawione na Ryc. 5.
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Ryc. 5. Profil termiczny. W krokach od 1 do 4 zostatla zobrazowana amplifikacja
W czasie rzeczywistym; w 5 1 6 krzywa topnienia produktow PCR (Archiwum Zaktadu

Histologii i Cytofizjologii).

W badaniu uzyto specyficzne primery zaprojektowane przez firm¢ BIO-RAD
Laboratories, Inc.; 1000 Alfred Nobel Drive; Hercules, California 94547 USA. Genem
referencyjnym byt Gapdh (QRnoCID0057018, BIO-RAD), natomiast genami badanymi
byty: Cacybp (QRnoCEDO0006717, BIO-RAD), Mapk3 (gRnoCID0002469, BIO-RAD),
Mapkl (QRnoCID0003206, BIO-RAD) i Mapk14 (qRnoCID0005775, BIO-RAD).

Aby wykluczy¢ sygnaty fluorescencji pochodzace ze zrédet innych niz produkty
reakcji, sporzadzono analiz¢ krzywej topnienia reakcji. Polega ona na stopniowym
podwyzszaniu temperatury mieszaniny i1 pomiarze fluorescencji co 0,5°C, az do
denaturacji powstatego produktu. W chwili osiggniecia przez produkt temperatury
topnienia dochodzi do denaturacji oraz gwattownego spadku fluorescenciji.

O prawidlowo przeprowadzonej reakcji PCR $wiadczy wykres krzywej
topnienia wystepujacy w postaci jednego piku, przy temperaturze specyficznej dla
konkretnego produktu reakcji. Ponadto, aby sprawdzi¢ specyficznos¢ uzywanych

primerdw 1 odczynnikow do kazdej krzywej standardowej dolaczono prébe Slepa,
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w ktoérej matryce cDNA zastgpiono woda. Wzgledna ocene iloSciowa ekspresji genow

okreslono porownujac wartosci Ct metodg AACt.

5. ANALIZA STATYSTYCZNA
Wszystkie zebrane dane dotyczace poszczegdlnych szczurow zgromadzono

1 przypisano do dwoch grup kontrolnych (WKY, UNX) oraz dwoch badanych (SHR,

DOCA-salt). Dla cech mierzalnych wyliczono $rednig arytmetyczng (; ) i blad
standardowy (SE), a nast¢pnie wykorzystujac pakiet komputerowy STATISTICA 13.3.,
wykonano analiz¢ statystyczna przy uzyciu jednoczynnikowego testu ANOVA. W celu
przeprowadzenia analizy post-hoc uzyto testu Najmniejszych Istotnych Roznic Fishera.

Za poziom istotnoSci statystycznej przyjeto p<0,05.
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IV. WYNIKI BADAN

Nadcis$nienie skurczowe stwierdzono u wszystkich szczurow z grup badanych
(SHR i DOCA-salt). Srednie wartoéci BP dla kazdej grupy szczuréw przedstawiono

w Tabeli 4.

Tabela 4. Srednie warto$ci skurczowego ci$nienia krwi (mmHg) szczuréw w grupach

kontrolnych i z nadci$nieniem ($rednia + SD).

Model nadci$nienia Grupa kontrolna Grupa nadci$nieniowa
SHR 122.3+£2.3 160.8 + 3.3*
DOCA-salt 126.0 £4.0 180.0 £ 13.0%*

*p < 0,05 grupa kontrolna vs. grupa nadci$nieniowa

SHR: model nadci$nienia pierwotnego; DOCA-salt: model nadci$nienia wtoérnego

1. WYNIKI ZASTOSOWANYCH BARWIEN IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH
1.1. Immunodetekcja biatka CacyBP/SIP

Badania immunohistochemiczne wykazatly obecnos¢ biatka CacyBP/SIP
w nadnerczach wszystkich szczurow uzytych w do$wiadczeniu. Natomiast
intensywno$¢ immunoreaktywnos$ci oraz rozmieszczenie struktur zawierajacych
CacyBP/SIP byty rozne w poszczegdlnych grupach zwierzat. O pozytywnym wyniku

reakcji $wiadczyto zabarwienie struktur na kolor brgzowy, o r6znym nasileniu barwy.

Grupa kontrolna WKY
W nadnerczach szczuréw kontrolnych WKY obserwowano pozytywny wynik
reakcji z uzyciem przeciwciata anty-CacyBP/SIP w catym narzadzie. O umiarkowanym

nasileniu w korze 1 nieco stabszym w czesci rdzennej (Fot. 11 2).
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Fot. 1. Pozytywny wynik reakcji wykazujacej biatko CacyBP/SIP
w korze nadnercza szczura kontrolnego WKY'. Pow. x200.

f:‘.l e :{tih"bi, J{'?" £,
-y &. ."."‘ o i.’- '% P ®
; \ L) - - st ®,
- LR T .‘.‘O ‘o @ :.. :: e B¢

Sy - e
SO g w B S Son O vl
O‘.A% » w‘} ..'.’ )k’ x.

> 2 %a % . iga e, Feete,
R K 3 ;.3';..‘.» o ’.'3;‘3.‘-‘
.r ‘ "o - :3.. .

Fot. 2. Immunoreaktywno$¢ CacyBP/SIP w rdzeniu nadnercza szczura

kontrolnego WKY. Pow. x200.
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Grupa badana SHR

U szczurdw z nadci$nieniem samoistnym stwierdzono znaczne ostabienie

immunoreaktywnosci CacyBP/SIP, zarbwno w czgéci korowej jak i rdzennej nadnercza

(Fot. 3114), w porownaniu do WKY (Fot. 11 2).

.

T e 4 ® ‘ .. .

‘,.’ .'o%~q" ..‘O 0% ® ‘.\ o Amats .-.: .::D e L
1 ﬁ... ® vy OVe ‘.0. ve®e

BRI 1ea 0T fer B ATy
5 o
.
Ll

Fot. 3. Sladowa immunoreaktywnos¢ biatka CacyBP/SIP w korze

nadnercza szczura z nadci$nieniem SHR. Pow. x200.
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Fot. 4. Stabsza immunoreaktywno$¢ CacyBP/SIP w rdzeniu nadnercza

szczura nadci$nieniowego SHR. Pow. x200.
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Grupa kontrolna UNX

Immunodetekcja CacyBP/SIP wykazata dos¢ silng intensywno$¢ reakcji
w warstwie klebuszkowatej i1 stabg w pozostatych warstwach kory nadnerczy szczurow
grupy kontrolnej UNX (Fot. 5). Natomiast w rdzeniu tych zwierzat stwierdzono

najsilniejsza reakcje (Fot. 6), w odniesieniu do wszystkich badanych szczurow.

Fot. 5. Fragment nadnercza szczura kontrolnego UNX. Pozytywna
reakcja immunohistochemiczna wykazujaca biatko CacyBP/SIP

w korze narzadu. Pow. x200.
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Fot. 6. Reakcja immunohistochemiczna z uzyciem przeciwciata
wykazujacego CacyBP/SIP w rdzeniu nadnercza szczura kontrolnego

UNX. Pow. x200.

Grupa badana DOCA-salt

W nadnerczach szczurow z nadcisnieniem wtornym DOCA-salt, CacyBP/SIP-
immunododatnie komorki, o stabym do umiarkowanego nasileniu, obserwowano
w warstwie klebuszkowatej i pasmowatej kory (Fot. 7). Natomiast w czg$ci rdzennej
narzadu tylko w pojedynczych komorkach wykazano obecnos¢ CacyBP/SIP. Nasilenie
reakcji immunohistochemicznej dla CacyBP/SIP w tych komoérkach byto do$¢ duze

(Fot. 8).
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Fot. 7. Reakcja immunohistochemiczna przeciwko CacyBP/SIP

w korze nadnercza szczura z nadcisnieniem DOCA-salt. Pow. x200.
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Fot. 8. Widoczny pozytywny immunosygnat wykazujacy biatko

CacyBP/SIP w rdzeniu nadnercza szczura z nadci$nieniem
DOCA-salt. Pow. x200.
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1.2. Immunodetekcja p-ERK1/2

Barwienie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwciala skierowanego
przeciwko p-ERK1/2, wykazato obecno$¢ tej kinazy w korze i rdzeniu nadnerczy
wszystkich badanych zwierzat. Reaktywno$¢ immunohistochemiczng dla p-ERK1/2

wykryto gléwnie w jadrach komoérek endokrynowych nadnerczy.

Grupa kontrolna WKY

W korze nadnerczy szczurow normotensyjnych WKY stwierdzono silng jadrowa
1 umiarkowang cytoplazmatyczng immunoreaktywno$¢ p-ERK1/2, szczegdlnie
w warstwie kiebuszkowatej oraz jadrowa o umiarkowanym nasileniu w czg$ci rdzennej

(Fot. 9 10).

Fot. 9. Immunoreaktywnos¢ p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura
kontrolnego WKY. Pow. x200.
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Fot. 10. Umiarkowana reaktywno$¢ p-ERK1/2 obserwowana w rdzeniu

nadnercza szczura normotensyjnego WKY. Pow. x200.

Grupa badana SHR

Poziom reaktywno$ci immunohistochemicznej dla p-ERK1/2 w nadnerczach
szczurdw z nadci$nieniem spontanicznym byt nieznacznie ostabiony w korze i nasilony
w rdzeniu (Fot. 11 1 12) w porownaniu do WKY. Wykryto silng jadrowa lokalizacje tej
kinazy w komorkach zaréwno kory jak i rdzenia nadnerczy szczurow SHR (Fot. 11
1 12). W warstwie klebuszkowatej kory tych zwierzat i w grupie komoérek rdzenia
wykazano dos$¢ silng p-ERK1/2-immunoreaktywno$¢ rowniez w cytoplazmie komorek

(Fot. 11 12).
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Fot. 11. Reakcja immunohistochemiczna z uzyciem przeciwciata

wykazujacego p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura SHR. Pow. x200.

Fot. 12. Fragment nadnercza szczura nadci$nieniowego SHR.
Widoczny pozytywny immunosygnat wykazujacy p-ERK1/2

w rdzeniu narzadu. Pow. x200.
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Grupa kontrolna UNX

W korze nadnerczy szczuréw UNX, reaktywnos¢ p-ERK1/2 byla nieco stabsza
(Fot. 13) niz w grupie kontrolnej dla SHR (Fot. 9). Umiarkowany poziom p-ERK1/2-
immunoreaktywnos$ci obserwowano w warstwie kiebuszkowatej kory tych zwierzat
(Fot. 13). Immunohistochemiczna detekcja wykryla obecnos¢ p-ERK1/2, gléwnie
w lokalizacji cytoplazmatycznej zarowno w korze, jak i rdzeniu nadnerczy (Fot. 13

i 14).

Fot. 13. Immunoreaktywnos$¢ p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura
kontrolnego UNX. Pow. x200.
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Fot. 14. Widoczna pozytywna reakcja wykazujaca p-ERK1/2

w komorkach rdzenia nadnercza szczura z grupy UNX. Pow. x200.

Grupa badana DOCA-salt

Poziom reaktywnos$ci immunohistochemicznej dla p-ERK1/2 w nadnerczach
szczuréw z nadcisnieniem wtdrnym byt znacznie nasilony w czesci korowej 1 wyraznie

ostabiony w rdzeniu (Fot. 15 1 16) w poréwnaniu do szczurow UNX (Fot. 13 i 14).
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Fot. 15. Pozytywny odczyn immunohistochemiczny po zastosowaniu

przeciwciata wykazujacego p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura

nadci$nieniowego DOCA-salt. Pow. x200.

a EV0L0 BT R e WAL - .’l.'.& :
Fot. 16. Immunoreaktywno$¢ p-ERK1/2 w rdzeniu nadnercza
z nadci$nieniem eksperymentalnym DOCA-salt. Pow. x200.
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1.3. Immunodetekcja p-p38

Reakcja immunohistochemiczna wykazujaca biatko p-p38, data pozytywny
wynik w nadnerczach wszystkich szczurow uzytych w doswiadczeniu. Przy czym
rozmieszczenie struktur p-p38-immunopozytywnych, a takze nasilenie reakcji byty

rézne u szczurdw poszczegdlnych grup.
Grupa kontrolna WKY

Zarowno w korze jak i rdzeniu nadnerczy zwierzat normotensyjnych WKY,
wykazano bardzo niski poziom immunoreaktywnosci p-p38 (Fot. 17 1 18). Silniejsza
p-p38-immunoreaktywnos$¢ obserwowano w jadrach komorek warstwy klgbuszkowatej
kory (Fot. 17), natomiast w czesci rdzennej immunohistochemiczna detekcja ujawnita

obecnos¢ tej kinazy, gtownie w przedziale cytoplazmatycznym (Fot. 18).
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Fot. 17. Fragment nadnercza szczura normotensyjnego WKY.
Staba reakcja immunohistochemiczna wykazujaca p-p38 w korze.
Pow. x200.
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Fot. 18. Umiarkowana reaktywnos$¢ p-p38 w rdzeniu nadnercza

szczura normotensyjnego WKY'. Pow. x200.

Grupa badana SHR

Badania immunohistochemiczne wykazaly znaczne nasilenie poziomu
immunoreaktywnosci dla p-p38 w nadnerczach zwierzat z grupy nadci$nieniowej SHR
(Fot. 19 i 20). Szczegblne wzmozenie immunoreaktywnosci p-p38 wykazano
w  warstwie  kilgbuszkowatej  kory, zarowno w  lokalizacji  jadrowej,

jak 1 cytoplazmatycznej (Fot. 19) oraz w czgsci rdzennej (Fot. 20).
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Fot. 19. Reakcja immunohistochemiczna wykazujaca p-p38 w korze

nadnercza szczura nadci$nieniowego SHR. Pow. x200.

Fot. 20. Pozytywny wynik reakcji wykazujacej p-p38 w komorkach

rdzenia nadnercza szczura z nadci$nieniem pierwotnym. Pow. x200.
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Grupa kontrolna UNX

Immunodetekcja p-p38 w nadnerczach szczurow UNX wykazata silng
reaktywnos$¢, zarowno jadrowa, jak i cytoplazmatyczng w warstwie kiebuszkowatej
1 umiarkowang, gtéwnie w przedziale cytoplazmatycznym w pozostatych warstwach
kory (Fot. 21). W cze$ci rdzennej nadnerczy tych zwierzat wykazano bardzo niski

poziom p-p38-immunoreaktywnosci, tylko w nielicznych komorkach (Fot. 22).
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Fot. 21. Pozytywny wynik reakcji wykazujacej p-p38 w korze
nadnercza szczura UNX. Pow. x200.
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Fot. 22. Pojedyncze komorki p-p38-immunoreaktywne w rdzeniu
nadnercza szczura kontrolnego UNX. Pow. x200.

Grupa badana DOCA-salt
Znaczne nasilenie immunoreaktywnos$ci p-p38, w odniesieniu do zwierzat grupy
kontrolnej, obserwowano w korze nadnerczy szczurow DOCA-salt (Fot. 23). Natomiast

w rdzeniu nadnerczy tych zwierzat reakcja nasilila si¢ nieznacznie (Fot. 24).

Fot. 23. Detekcja p-p38 w korze nadnercza szczura z nadci$nieniem

wtornym DOCA-salt. Pow. x200.
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Fot. 24. Staba immunoreaktywnos$¢ p-p38 w rdzeniu nadnercza szczura

nadci$nieniowego DOCA-salt. Pow. x200.

2. BADANIA MORFOMETRYCZNE

W celu obiektywizacji oceny intensywnosci reakcji immunohistochemiczne;j,
przeprowadzono analiz¢ densytometryczng obrazow mikroskopowych nadnerczy
szczuré6w kontrolnych oraz z nadci$nieniem pierwotnym i wtornym. Badania
morfometryczne wykazaly znamienny spadek intensywnosci reakcji wykazujacych
biatko CacyBP/SIP w nadnerczach szczurdéw z nadci$nieniem spontanicznym i wtornym
w poroéwnaniu do zwierzat z grup kontrolnych. Poréwnujac parametry morfometryczne
komorek zawierajacych p-ERK1/2 wykazano, ze w warstwie kigbuszkowatej kory
nadnerczy szczuréw SHR oraz w rdzeniu zwierzat DOCA-salt nastgpit spadek
intensywnos$ci reakcji immunohistochemicznej. W pozostalych warstwach kory
nadnerczy szczurOw z nadci$nieniem pierwotnym i1 wtdérnym oraz rdzeniu SHR
stwierdzono znamienny statystycznie wzrost immunoreaktywno$ci tej kinazy.

W badaniach densytometrycznych p-p38, wykazano istotny statystycznie wzrost
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immunoreaktywnosci p-p38 u szczuréw z nadci$nieniem pierwotnym 1 wtérnym

w odniesieniu do szczuréw normotensyjnych (Tabela 5).

Tabela 5.

CacyBP/SIP,

Intensywnos¢
p-ERK1/2 i

reakcji

p-p38 w

i nadci$nieniowych ($rednia = SE; p < 0,05).

immunohistochemicznej

nadnerczach

wykazujacej

biatko

szczuréw  kontrolnych

Intensywnos¢ reakcji immunohistochemicznej w skali 0 — 256

(0 — biaty piksel, 256 — czarny piksel)

WKY SHR UNX DOCA-salt
warstwa
67.2+3.06 43.5+3.80 93.8 +3.80 75.1+5.76
ktebuszkowata kory x| .
nadnerczy
W?\r?twa pasmowata 51.3+1.58 33.9+1.27 67.5+1.47 53.6+1.89
CacyBP/SIP i siatkowata kory x |
nadnerczy
rdzen nadnerczy 83.8+£2.82 65.7+3.00 129.3 +£5.49 83.9+5.50
£ %
l !
warstwa 14574501 | 14394484 | 1169+3.15 | 183.4+3.57
ktebuszkowata kory ! *y
nadnerczy
W.ar§twa pasmowata 84.4 +3.30 100.6 + 3.27 92.3+3.75 119.6 +4.44
p-ERK1/2 i siatkowata kory * *
nadnerczy
rdzen nadnerczy 110.5 +6.05 169.5+4.78 197.2 +2.86 178.7+4.22
* *
i !
warstwa 84.1£393 | 14384690 | 133.6 +4.10 | 186.4+3.84
ktebuszkowata kory x4 x4
nadnerczy
W_ar§twa pasmowata 64.1+1.92 108.2 £4.05 77.8+3.36 116.0+6.15
p-p38 i siatkowata kory * -
nadnerczy
, 96.7 + 6.65 148.4 +3.62 86.4+241 138.7+3.75
rdzen nadnerczy *p -

* p < 0,05 nadcisnienie vs kontrola

T - wzrost intensywnosci reakcji immunohistochemicznej

J - spadek intensywnosci reakcji immunohistochemiczne;j
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3. OCENA EKSPRESJI GENOW METODA REAL-TIME PCR

3.1. Ocena ekspresji genow kodujgcych biatko CacyBP/SIP, ERKI1/2, p38

w nadnerczach szczurow z grupy kontrolnej i badanej

Aby porownac profil ekspresji genéw w nadnerczach szczurow kontrolnych
1 nadci$nieniowych wykorzystano metod¢ RT-qPCR, ktéra pozwala na analiz¢ ilosci
produktu w czasie rzeczywistym. Istotne réznice w ekspresji badanych genow: Cacybp,
Mapk3, Mapkl i Mapkl4 wykazane w nadnerczach szczuréw kontrolnych

1 nadci$nieniowych zostaty przedstawione w Tabeli 6.

Tabela 6. Ekspresja gendéw kodujacych CacyBP/SIP (Cacybp), ERK1/2 (Mapk3,
Mapkl), p38 (Mapk14) w nadnerczach szczuréw kontrolnych i nadci$nieniowych.

Ekspresja genéw
GRUPA

Cacybp Mapk3 Mapkl Mapk14
WKY 1,19+0,1 1,21 £0,14 1,11 £0,16 1,18 £0,21
SHR 0,76 + 0,09 1,45+ 0,26 1,49+ 0,19 1,69+ 0,16

L A A A
UNX 1,49+ 0,14 1,37+0,18 1,40+ 0,15 1,30+ 0,17
DOCA-salt 1,3+0,15 1,81+0,15 1,80 £ 0,12 2,08+ 0,14

L A A A

* p < 0,05 nadci$nienie vs kontrola
T - nasilenie ekspresji genu

d - ostabienie ekspresji genu
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3.1.1. Ekspresja genu Cacybp kodujacego CacyBP/SIP

Wykazano, ze ekspresja genu kodujgcego biatko CacyBP/SIP w nadnerczach
szczuré6w z nadci$nieniem jest znacznie obnizona (szczego6lnie u SHR) w poréwnaniu
do zwierzat normotensyjnych. Szczegdlnie wysoki poziom ekspresji genu Cacybp

stwierdzono w nadnerczach szczurow grupy kontrolnej UNX (Tabela 6, Ryc. 6).

22

20}

18}

Ekspresja genu CACYBP w nadnerczach

B Srednia
WKY SHR UNX DOCA-salt 1 Srednia+Btad std

Ryc. 6. Ekspresja genu Cacybp w nadnerczach szczuréw kontrolnych

1 nadci$nieniowych

3.1.2. Ekspresja genow: Mapk3 i Mapkl kodujacych ERK1/2

W przypadku genu Mapk3 i Mapkl, czula metoda Real Time PCR wykryto

znamiennie wyzszg ekspresj¢, o podobnym profilu dla obu gendéw, w nadnerczach
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szczur6Ow nadci$nieniowych w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Zdecydowanie
najwyzszy poziom ekspresji genéw kodujacych ERK1/2 stwierdzono w nadnerczach

szczurow DOCA-salt (Tabela 6, Ryc. 7 i Ryc. 8).

22

20 *

Ekspresja genu MAPK3 w nadnerczach

O $rednia
WKY SHR UNX DOCA-salt T SredniatBtad std

Ryc. 7. Ekspresja genu Mapk3 kodujacego ERK1 w nadnerczach szczuréw kontrolnych

1 nadci$nieniowych
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2,2

20

Ekspresja genu MAPK1 w nadnerczach

O Srednia
WKY SHR UNX DOCA-salt T SredniatBtad std

Ryc. 8. Ekspresja genu Mapkl kodujacego ERK2 w nadnerczach szczuréw kontrolnych

I nadcisnieniowych

3.1.3. Ekspresja genu Mapk14 kodujacego p38

W przypadku genu Mapk14 kodujacego biatko p38, wyniki otrzymane technika
PCR czasu rzeczywistego wykazaty znamiennie wyzsza ekspresj¢ w nadnerczach
szczuréw nadci$nieniowych w stosunku do szczuréw grup kontrolnych. Zdecydowanie
najwyzszy poziom ekspresji genu Mapkl4 stwierdzono w nadnerczach szczuréw

z nadci$nieniem wtornym DOCA-salt (Tabela 6, Ryc. 9).
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Ekspresja genu MAPK14 w nadnerczach

B Srednia
WKY SHR UNX DOCA-salt 1 SredniatBtad std

Ryc. 9. Ekspresja genu Mapk14 kodujacego p38 w nadnerczach szczuréw kontrolnych

1 nadci$nieniowych

81



V. DYSKUSJA

Zmiany demograficzno-epidemiologiczne, nastgpujace W wyniku przemian
cywilizacyjnych, prowadza do masowego problemu zdrowotnego przejawiajacego si¢
réznorodnymi symptomami nazwanymi chorobami cywilizacyjnymi, ktorych lista jest
do$¢ przygnebiajaca. Pomimo wielkich nadziei, poktadanych w postgpie naukowych
metod leczenia tych choréb, do dzi§ nie udalo si¢ wyleczy¢ ani jednej choroby
cywilizacyjnej. Niestety zachorowalno$¢, szczegdlnie na choroby serca i uktadu
krazenia, wcigz ro$nie i w opinii specjalistdw tendencja wzrostowa utrzyma sig.
Tymczasem, niezaleznie czy etiologia jest okre§lona, niejasna czy nieznana, likwiduje
si¢ tylko objawy, ktéore ratuja zycie. Wazng kwestia w przypadku chorob
cywilizacyjnych jest to, ze dotycza one wszystkich niezaleznie od wieku, co wigcej
rozprzestrzeniaja si¢ bardzo szybko. Zachorowanie na jedng z nich powoduje
podwyzszone zagrozenie nabycia innej jednostki chorobowe;.

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, do ktorych nalezy miedzy innymi
nadci$nienie tetnicze, sg jedng z gtdwnych przyczyn przedwczesnych zgonow w Polsce
I w Europie. Dlatego, wcigz podejmowane sg wysitki klinicystow i naukowcow, aby
uzyskac lepsze 1 skuteczniejsze wyniki strategii farmakologiczne;.

Zaburzenie réwnowagi ztozonego uktadu wzajemnie powigzanych czynnikdéw
regulujacych cisnienie krwi, prowadzi do rozwoju nadci$nienia 1 nieprawidiowej
perfuzji tkanek. Ztozony, wieloczynnikowy mechanizm fizjologicznej regulacji
ci$nienia krwi, obejmujacy wiele szlakow sygnatowych sprawia, ze patofizjologia
nadci$nienia t¢tniczego wcigz pozostaje nie w pelni wyjasniona.

Szlaki transdukcji sygnalu wewnatrz komorki przekazywane sg szeregiem
czastek, zwanych wewnatrzkomérkowymi szlakami przekazywania sygnahi. Sciezke

sygnalizacyjng inicjuje zwigzanie receptora ze swoistym ligandem. Powoduje to zmiang
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receptora, ktéra wywotuje szereg zdarzen sygnalizacyjnych. Czasteczki przekazujace
sygnal, czesto sg biatkami, ktére moga by¢ aktywowane lub dezaktywowane. Jedng
z metod zmiany aktywnoS$ci bialka jest proces fosforylacji katalizowany przez enzymy
zwane kinazami. W zaleznosci od biatka fosforylacja moze powodowaé wzrost
aktywnos$ci biatka lub przeciwnie inaktywowac biatko. Aby przywroci¢ stan biatka
przed fosforylacja, komorki posiadaja enzymy zwane fosfatazami, ktoére usuwaja grupe
fosforanowa. Szeroko rozpowszechnione w biologii sg szlaki sygnatowe kinazy MAP.
Aktywna kinaza Raf fosforyluje i aktywuje kinaze¢ MEK, ktora fosforyluje i aktywuje
kinaz¢ ERK. Kinazy ERK fosforyluja i aktywuja wiele docelowych czasteczek. Razem
kinazy Raf, MEK i ERK tworzg trzypoziomowy szlak sygnatowy zwany kaskada kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPK). Szlak ERK przyczynia si¢ do kontroli wielu
procesow komodrkowych, poniewaz ERK po aktywacji moga fosforylowac¢ duzg liczbe
biatek. Istnieje wiele sposobow regulacji szlaku sygnalizacyjnego ERK przez fosfataze
czy inhibitory szlaku.

Wpisujac  si¢ w nurt badan poszukujacych nowych mechanizmoéw
zaangazowanych w patogenez¢ nadci$nienia tetniczego, w niniejszym badaniu
dokonano oceny biatka CacyBP/SIP w nowej roli fosfatazy i oddziatlywania z kinazami
ERK1/2 1 p38 w nadnerczach szczur6w z nadci$nieniem pierwotnym 1 wtdrnym.
Zgodnie z nasza najlepsza wiedza, to badanie jest pierwszym, w ktorym zbadano
zwigzek miedzy ekspresja CacyBP/SIP 1 ufosforylowanych kinaz ERK1/2 1 p38
w nadnerczach szczuréw z nadci$nieniem tetniczym.

W  niniejszej pracy przeanalizowano lokalizacj¢ 1 immunoreaktywno$¢
CacyBP/SIP oraz ekspresj¢ genu Cacybp w nadnerczach szczuréw z nadcis$nieniem
spontanicznym i wtéornym. Analiza uzyskanych wynikow wykazata obnizong

immunoreaktywnos$¢ i ekspresje genu Cacybp u szczuréw nadci$nieniowych.
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Mimo wieloletnich, wnikliwych badan nie udato si¢ pozna¢ dokladnej roli
CacyBP/SIP w réznych zaburzeniach organizmu. Poprzez swoje interakcje biatko to
wptywa na procesy komoérkowe w roézny sposob, zalezny od typu tkanki, w ktorej jest
zlokalizowane.

Dotychczasowe badania wykazaty udzial biatka CacyBP/SIP w wielu procesach,
jak reorganizacja szkieletu, ubikwitynacja, odpowiedz na stres oksydacyjny,
defosforylacje i inne. Ostatnie wyniki wskazuja, ze rola CacyBP/SIP w réznych
szlakach sygnatowych moze by¢ zwigzana z defosforylacja kinaz z rodziny MAP
[Filipek & Kuzmicki, 1998; Schneider i wsp., 2007; Kilanczyk i wsp., 2009; Kilanczyk
i wsp., 2011; Topolska-Wos i wsp., 2016].

Wyniki dotychczasowych badan wykazaty istotng role CacyBP/SIP w procesie
réznicowania kardiomiocytéw i rozwoju serca. Sugeruje si¢ rOwniez, ze podwyzszony
poziom CacyBP/SIP moze pehi¢ funkcje ochronng kardiomiocytow podczas zawatu
[Au, 2006]. Doniesienia Kasackiej 1 wsp. [2018], wykazaty zmiany ekspresji biatka
CacyBP/SIP w sercach szczuréw z nadciSnieniem pierwotnym i wtornym. Autorzy
przypuszczaja, ze réznice biosyntezy biatka w badanych typach nadci$nienia tgtniczego
moga by¢ podyktowane roéznymi mechanizmami zaangazowanymi w rozwdj lub
utrzymanie nadci$nienia 1 r6znymi mechanizmami uszkodzenia narzadu. Moze to
sugerowac¢ inne zaangazowanie CacyBP/SIP w patogenez¢ nadcis$nienia pierwotnego
1 wtornego.

Badania przeprowadzone na réznych liniach komodrkowych wykazaty istotny
wzrost ekspresji genu biatka CacyBP/SIP na skutek indukcji stresu oksydacyjnego
[Lesniak 1 wsp., 2005; Orre i wsp., 2007; Topolska-Wos 1 wsp., 2015].

Stres oksydacyjny jest gldéwnym czynnikiem odpowiadajacym za starzenie si¢

komorek i1 apoptoze [Mallat 1 wsp., 2001]. Potwierdzeniem tego pogladu moga by¢
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wyniki badan Piotrowskiej i wsp. [2018], ktorzy wykazali wzrost ekspresji CacyBP/SIP
w sercach mezczyzn powyzej 45 roku zycia w poréwnaniu do 0séb mtodszych, co moze
by¢ skutkiem zaburzenia rownowagi oksydacyjnej w starzejacych si¢ kardiomiocytach.
Ostatnie  badania  wykazaly, ze  CacyBP/SIP  wykazuje  wlasciwosci
opiekuncze/kochaperonowe i moze bra¢ udziat w komorkowej odpowiedzi na stres
[Goral 1 wsp., 2016].

Oprocz powyzej wymienionych nielicznych publikacji nie przebadano roli
biatka CacyBP/SIP w uktadzie sercowo-naczyniowym.

Poszukiwania funkcji CacyBP/SIP wykazaty udzial tego biatka w innych
stanach patologicznych, w tym w nowotworach [Zhai i wsp., 2008; Ning i wsp., 2016].

Zespot kierowany przez Sun i wsp., [2007] wykazal niskg ekspresj¢ biatka
CacyBP/SIP w raku nerki i linii komorek raka nerki. Przeciwne wyniki uzyskali
Piotrowska i wsp. [2020], ktorzy wykazali wzrost immunoreaktywnosci CacyBP/SIP
oraz podwyzszong ekspresj¢ genu tego bialkka w ludzkiej tkance raka
nerkowokomoérkowego w poréwnaniu do nienowotworowej nerki. Badania pierwszej
grupy badaczy wykazaty, ze CacyBP/SIP hamuje proliferacj¢ i onkogenez¢ komorek
raka nerki, na skutek obnizenia poziomu cykliny D1 poprzez redukcje biatka
B-kateniny.

Przypuszcza si¢, ze bialko CacyBP/SIP, poprzez przytaczenie innych biatek
aktywuje kompleks ligazy ubikwityny SCFT™B rozpoznajacy nieufosforyzowang forme
B-kateniny [Matsuzawa i wsp., 2003; Santelli 1 wsp., 2005]. Majac na uwadze fakt,
ze B-katenina jest zaangazowana w bardzo rézne procesy komorkowe i jest kluczowym
elementem kanonicznego szlaku sygnalizacyjnego Wnt, mozna przypuszczaé, ze
CacyBP/SIP poprzez wplyw na poziom [-kateniny uczestniczy w patogenezie

nadci$nienia. Dokladniejsza analiza wykazata, ze CacyBP/SIP moze powodowac
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zaburzenia degradacji B-kateniny, poprzez wpltyw na ligaz¢ ubikwityny [Matsuzawa &
Reed, 2001; Bhattacharya i wsp., 2005; Dimitrova i wsp., 2010]. Chociaz szczegblowy
mechanizm pozostaje do zbadania, mozna jedynie spekulowaé, ze obnizona aktywno$¢
biatka CacyBP/SIP, stwierdzona w niniejszym badaniu, wigze si¢ ze szlakiem
ubikwityny. Jednak dotychczas nie ustalono jednoznacznie czy CacyBP/SIP jest
zaangazowany w sygnalizacj¢ B-kateniny i jakie sg jej inne potencjalne funkcje.

Kilka lat temu ukazaly si¢ doniesienia wykazujace nowa role CacyBP/SIP
w szlakach sygnalizacyjnych, zwigzang z defosforylacja kinaz z rodziny MAPK.
Ze wzgledu na kluczowa role w czynno$ciach komorkowych, szlaki sygnalizacyjne
MAPK biorg udziat w patogenezie wielu chordb.

Majac na uwadze fakt, ze w nadci$nieniu tetniczym dochodzi do szeregu
zdarzen molekularnych, w niniejszej pracy skupiliSmy si¢ na ocenie biatka CacyBP/SIP
I jego interakcji z kinazami ERK1/2 oraz p38.

Strategie terapeutyczne, opierajgce si¢ na ingerencji w szlaki sygnalizacyjne
podlegajace kinazom p-ERK1/2 oraz p-p38, moga by¢ istotnym celem w terapii chordb
serowo-naczyniowych. Kinazy MAPK odpowiadajg za regulacj¢ aktywnos$ci enzymow,
biatek oraz czynnikow transkrypcyjnych. Zakres ich biologicznego dziatania jest bardzo
szeroki [Bryk i wsp., 2014].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wykazaty spadek intensywnosci
reakcji immunohistochemicznej wykazujacej p-ERK1/2 w warstwie kigbuszkowatej
kory nadnerczy szczuréw SHR 1 w rdzeniu zwierzat DOCA-salt oraz istotny
statystycznie wzrost immunoreaktywnos$ci tej kinazy w pozostalych warstwach kory
nadnerczy szczuréw z nadci$nieniem pierwotnym i wtornym oraz rdzeniu SHR.
Jednoczesnie stwierdzono istotny wzrost ekspresji genéw kodujacych ERK1 1 ERK2

w nadnerczach szczurdw z nadci$nieniem pierwotnym i wtoérnym. Ta niespojnosé
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pomiedzy wynikami badan immunohistochemicznych i biologii molekularnej moze by¢
spowodowana faktem, ze immunohistochemicznie oceniana jest ekspresja badanych
parametréw w komorkach nadnerczy, natomiast metodg qRT-PCR badana jest ekspresja
we fragmentach tkanek, zawierajacych rézne, nie tylko endokrynowe komorki, ktére
moga wykazywac ekspresje badanych biatek.

Rola kinazy ERKI1/2 1 p38 w patologii wielu chordb zostala szeroko
przedstawiona w literaturze naukowej [Irusen i wsp., 2002; Nath i wsp., 2006; Komers
I wsp., 2007; Cuenda & Rousseau, 2007; Chung, 2011; Mercado i wsp., 2011; Gaffey
I wsp., 2013; Dai i wsp., 2016; Li i wsp., 2016; Gao i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2017].
Aktywacja tych kinaz nast¢puje w odpowiedzi na réznego rodzaju stresy komorkowe,
migdzy innymi na hiperosmolarnos$¢, reaktywne formy tlenu, czy cytokiny zapalne.
Coraz czeSciej mowi sie, ze nadcis$nienie tetnicze jest przewlekla chorobg zapalng
[Sesso 1 wsp., 2003; Gluszek & Kosicka, 2011]. A zatem, powiktania narzagdowe moga
by¢ zwigzane nie tylko z czynnikami hemodynamicznymi, lecz takze z podwyzszonym
stezeniem wyktadnikow stanu zapalnego.

W dotychczasowych badaniach, co wynika z przegladu pisSmiennictwa, role
kinazy ERK1/2 w nadci$nieniu badano gltéwnie na modelu SHR. W niniejszym badaniu
reaktywno$ci immunohistochemicznej dla ERK1/2 wykazano nasilenie reakcji
w wigkszo$ci warstw kory nadnerczy i wzrost ekspresji genu tej kinazy u szczurdw
z nadci$nieniem tetniczym, w poroOwnaniu do zwierzat normotensyjnych. Podobne
obserwacje uzyskali Wei 1 wsp. [2014] oraz Xiao i wsp. [2021], ktérzy stwierdzili
istotny wzrost ekspresji p-ERK1/2 w nerkach, a Mao i wsp. [2010] w ciatach jamistych
szczuro6w z nadcisnieniem pierwotnym. Wysoka ekspresja p-ERK1/2 w raportowanych
badaniach oraz w niniejszym badaniu moze odzwierciedla¢ obecno$¢ cytokin

prozapalnych lub innych czynnikéw stresu komorkowego, ktére aktywuja szlak
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ERK1/2 MAPK w warunkach nadci$nienia tetniczego. W kilku innych badaniach
opisano rowniez wzrost ekspresji p-ERK1/2 w $cianie tetnic plucnych w stanie
nadci$nienia ptucnego [Gao i wsp., 2017; Zhang i wsp., 2017; Fan i wsp., 2020].

Sugeruje sie, ze aktywacja ERK1/2 przyczynia si¢ do przerostu i hiperplazji
komoérek migsni gladkich naczyn, co prowadzi do wzrostu oporu obwodowego
1 podniesienia ci$nienia t¢tniczego.

Na podstawie analizy przedstawionych danych mozna wigc postawi¢ hipoteze,
ze szlak sygnatowy ERK1/2 MAPK aktywnie uczestniczy w patogenezie zarOwno
nadci$nienia pierwotnego, jak i wtérnego.

Kinaza bialkowa p38 tworzy wewnatrzkomorkowy szlak transdukcji sygnatu
zaangazowany w wytwarzanie mediatorow zapalnych. Po ufosforylowaniu p38
przemieszcza si¢ do jadra i wplywa na transkrypcje genéw i wytwarzanie mediatorow
procesu zapalnego. Wykazano bez watpienia, ze zastosowanie inhibitorow p38 MAPK
hamuje szereg stanow zapalnych [Kumar i wsp., 2003; Renda i wsp., 2008; Gaffey
I wsp., 2013].

W badaniach wtasnych stwierdzono istotnie wyzsza ekspresj¢ biatka p38
w nadnerczach szczuro6w z nadciSnieniem tetniczym, szczegdlnie zaznaczong
u szczurOw z nadci$nieniem wtornym. By¢ moze wigze si¢ to z tym, Ze pierwotne
nadci$nienie tgtnicze jest chorobg zapalng o mniejszym nate¢zeniu, na co wskazuja dane
doswiadczalne 1 kliniczne [Sesso 1 wsp., 2003]. Zasugerowano nawet, aby kinazg¢ p38
traktowa¢ jako potencjalny cel terapeutyczny dla dysfunkcji zwigzanych
z nadcisnieniem tetniczym. Sugerowang hipoteze moga wspiera¢ wyniki badan
przeprowadzone na modelu nadci$nienia zaleznego od angiotensyny II, gdzie wykazano
poprawe plastycznosci synaptycznej i pamigci po zastosowaniu inhibitora kinazy p38

[Dai i wsp., 2016].
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Wykorzystujac model nadci$nienia pierwotnego, Ju i wsp. [2003] oraz Willette
1 wsp. [2009] wykazali, ze zastosowanie inhibitora kinazy p38 wigzato si¢ z relaksacja
srodblonka oraz obnizeniem ci$nienia krwi. W innych badaniach wykazano, ze
inhibitory p38 obnizaja CRP w chorobie niedokrwiennej serca [Dodeller & Schulze-
Koops, 2006]. Dane niektoérych badan klinicznych dokumentuja korzystne zmiany
w postepie leczenia choroby u pacjentéw po zastosowaniu inhibitoréw kinazy p38 MAP
[lrusen i wsp., 2002; Lee & Dominguez, 2005]. Cytowani autorzy wykazali,
ze zastosowanie inhibitoréw kinaz MAPK jest intersujagcym celem terapeutycznym
w procesie zapalnym.

Wzrost ekspresji p-p38 stwierdzono rowniez w nerkach szczuré6w cukrzycowych
[Komers i wsp., 2007] i plucach szczuréw z nadcis$nieniem plucnym [Ying i wsp.,
2017].

Sciezki sygnatowe ERK i p38 zaréwno niezaleznie, jak i wspolnie przyczyniaja
si¢ do powstawania wielu chorob. Badania pokazuja kluczowa role tych kinaz
w chorobach sercowo-naczyniowych [Costanzo i wsp., 2003; Ju i wsp., 2003; Petrich &
Wang, 2004; Willette i wsp., 2009; Bryk 1 wsp., 2014], a takze efekty stosowania
substancji/lekow ukierunkowanych na szlaki sygnalizacyjne MAPK w celu zapewnienia
skuteczniejszego leczenia [Ju i wsp., 2003; Kumar i wsp., 2003; Lee & Dominguez,
2005; Bao i wsp., 2010; Kyotani i wsp., 2010; Seeger i wsp., 2010; Tian i wsp., 2011;
Dai i wsp., 2016; Lee i wsp., 2016 oraz Liu i wsp., 2019].

Badania zespotu Fu i wsp. [2018] wykazaly, ze zastosowanie antagonisty p38
zapobiega dysfunkcji $rédblonka naczyn u szczurdw z nadci$nieniem pierwotnym
1 wtornym.

W literaturze opisano wyniki badan doswiadczalnych, ktére wykazaty

zmniejszenie ekspresji ERK1/2 i p38 w réznych stanach chorobowych, w patogenezie
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ktorych kluczowa rolg odgrywa stres oksydacyjny [Bao i wsp., 2010; Kyotani i wsp.,
2010; Tian i wsp., 2011; Lee i wsp., 2016 oraz Liu i wsp., 2019].

Wysoka ekspresje p-ERK1/2 oraz p-p38 wykazano w plucach w stanie
nadci$nienia ptucnego [Li i wsp., 2016]. Wedtug Li i wsp., [2016] $ciezka sygnatowa
ERK1/2 jest szczegOlnie zaangazowana w rozwo0j nadci$nienia phlucnego oraz
przebudowe tetnic wywotang wysokim przepltywem krwi w ptucach.

Poza rozlicznymi, potwierdzonymi funkcjami biatka CacyBP/SIP, badania
ostatnich lat wskazuja na nowa fosfatazowa role CacyBP/SIP w stosunku do kinaz
MAPK. Interakcje CacyBP/SIP z kinazami ERK1/2 i p38 sg wazne z punktu widzenia
roli obu bialek w szlakach sygnalizacyjnych zwigzanych z réznymi procesami
komorkowymi [Kilanczyk i wsp., 2012; Rosinska i wsp., 2016].

Bialko CacyBP/SIP w roli fosfatazy zostalo dotychczas przedstawione
w zaledwie kilku publikacjach naukowych.

Obserwowany w niniejszych badaniach spadek ekspresji biatka CacyBP/SIP
oraz wzrost kinazy p-ERK1/2 i p-p38 w nadnerczach szczuré6w nadci$nieniowych
zgodny jest z wynikami doniesienia Jurewicz i wsp. [2020]. Wyniki badan tego zespotu
wykazaty réwniez spadek poziomu CacyBP/SIP oraz wzrost p-ERK1/2 i p-p38 we
fragmentach rdzenia krggowego wycigtych po 1 1 3 miesigcach po jego przecigciu.
Autorzy badania sugeruja, ze odwrotna korelacja pomi¢dzy poziomami CacyBP/SIP
a p-ERK1/2 i p-p38 $wiadczy o roli CacyBP/SIP w defosforylacji kinaz MAPK.

Dane literaturowe oraz wyniki przedstawione w niniejszej pracy, dokumentujace
wzrost ekspresji kinazy p-ERK1/2 i p-p38 moga potwierdza¢ udziat CacyBP/SIP
w defosforylacji kinaz MAPK i wplyw na aktywno$¢ szlakéw sygnalowych
z udzialem tych kinaz, zaangazowanych w procesy zachodzace w nadnerczach

szczurOw W warunkach podwyzszonego ci$nienia tetniczego.
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Zaréwno w badaniach wilasnych jak i zespotu prowadzonego przez Jurewicz
[2020], dowiedziono, ze bardziej znaczace roznice migdzy grupa kontrolng a badang
byly widoczne dla p-p38 niz dla p-ERK1/2. Podobne wyniki dotyczace fosfatazowe;j
aktywnosci CacyBP/SIP uzyskano dla innej fosfatazy — MKP-1 [Hong i wsp., 2008].
W tym badaniu eksperymentalnym wykazano, ze w uszkodzonym rdzeniu kregowym
poziom fosfatazy MKP-1 zostat obnizony, a p-ERK1/2 podwyzszony.

Aktywnos¢ CacyBP/SIP jako fosfatazy wykazano rowniez w komorkach
nerwiaka niedojrzatego NB2a [Kilanczyk i wsp., 2012; Rosinska i wsp., 2016].
Stwierdzono, ze nadekspresja CacyBP/SIP byla skorelowana ze zmniejszeniem iloSci
fosforylowanej ERK1/2 we frakcji jadrowe;.

Potwierdzeniem, ze biatko p38 jest rowniez ligandem fosfatazy CacyBP/SIP
mogg by¢ wyniki badan na komoérkach NB2a [Topolska-Wos i wsp., 2017]. Uzyskane
dane moga $wiadczy¢ o defosforylacji kinaz MAPK Iub ich udziale w komodrkowe;j
odpowiedzi na stres oksydacyjny [Topolska-Wos i wsp., 2015].

Poziom CacyBP/SIP jest zmieniony w przypadku kilku nowotwordéw, co
podkresla jego udzial w utrzymaniu homeostazy komorkowej. Chen i wsp. [2018]
przedstawili dowody na to, ze CacyBP/SIP hamuje onkogeneze raka zotadka poprzez
defosforylacje kinazy ERK1/2 i degradacje¢ B-kateniny w komorkach nowotworowych.
Ostatnio Tang 1 wsp. [2016] wykazali, ze efektem akumulacji CacyBP/SIP w jadrze
oraz aktywacji sygnalizacji ERK1/2 jest ochrona komorek glejaka przed apoptoza.
Wyniki przedstawione przez tych autoréw moga mieé istotne znaczenie w terapii
leczenia glejaka.

Wyniki badan wlasnych sugeruja, ze na poziomie komdérkowym nadci$nieniu
tetniczemu towarzyszg istotne zdarzenia molekularne takie jak aktywacja kinaz ERK1/2

oraz p38, a w konsekwencji ekspresja genéw posredniczacych w odpowiedzi zapalanej
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[Luo i wsp., 2015]. Uznaje si¢, ze nadcisnienie tgtnicze jest chorobg zapalna, zas kinazy
aktywowane mitogenami MAPK odgrywaja wazng role w regulacji stanu zapalnego.
Aktywacja tej rodziny kinaz ma miejsce w odpowiedzi na stres komorkowy, dziatanie
reaktywnych form tlenu badz cytokin zapalnych. Aktywacja ERK1/2 w nadci$nieniu
tetniczym moze by¢ zwigzana z obecnos$cig cytokin prozapalnych aktywujacych ten
szlak, natomiast kinaza p38 po ufosforylowaniu reguluje transkrypcje gendéw
1 produkcje mediatorow zapalnych [Kumar i wsp., 2003; Petrich & Wang, 2004; Bryk
I wsp., 2014].

Procesy fosforylacji i defosforylacji odgrywaja kluczowa rolg w wigkszosci
szlakéw sygnatowych bezposrednio regulujac funkcje biatek. Te dwa przeciwstawne
procesy biora udzial w stabilizacji 1 degradacji biatek, jak rowniez maja wptyw na ich
lokalizacje komodrkowa. Fosforylacja nie jest procesem shuzacym wylacznie
przetaczeniu aktywno$ci biatek, lecz mechanizmem regulujacym wiele istotnych
procesOw zachodzacych w organizmie [Taracha i wsp., 2017].

Na podstawie wynikow wlasnych badan oraz przytoczonych danych
literaturowych mozna wnioskowa¢, ze oddziatywania pomiedzy CacyBP/SIP oraz
ERK1/2 1 p38 stanowig istotny element mechanizmu regulujgcego cisnienie krwi.
Odwrotna korelacja migedzy poziomem CacyBP/SIP a ekspresja badanych kinaz
sugeruje, ze w nadnerczach szczuré6w z nadcis$nieniem t¢tniczym CacyBP/SIP moze
przyczynia¢ si¢ do defosforylacji kinaz p-ERK1/2 i p-p38 i modulowa¢ ich funkcje
w roéznych procesach komoérkowych. Wzrost poziomu p-ERK1/2 i p-p38 moze by¢
spowodowany zwigkszeniem aktywno$ci kinaz lub obnizeniem poziomu fosfataz,
w tym CacyBP/SIP, co moze mie¢ znaczenie w patologii nadci$nienia tetniczego.

Hamowanie szlakow sygnalizacyjnych zwigzanych z kinazami MAPK moze
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potencjalnie wptywaé na rézne etapy rozwoju i utrzymania wysokiego ci$nienia krwi,
a ich blokada moze sta¢ si¢ wazna opcja leczenia nadcis$nienia tetniczego.

Niezbedna jest kontynuacja badan w tym zakresie ze wzgledu na unikalne cechy
biatka CacyBP/SIP i brak wiedzy na temat jego specyficznosci substratowej, a takze
z uwagi na kinazy MAPK, ktére moga aktywowa¢ wiele czynnikdw transkrypcyjnych
oraz fosforylowa¢ nieswoiste substraty, co moze wywola¢ nieoczekiwane efekty

biologiczne.
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VI. WNIOSKI

1. Poziom biatka CacyBP/SIP jest znamiennie obnizony w nadnerczach szczuréw
z nadci$nieniem w poréwnaniu do szczuréw normotensyjnych.

2. Ekspresja genéw kinazy ERKI1/2 i p38 jest istotnie statystycznie wyzsza
w nadnerczach szczuréw nadci$nieniowych w pordéwnaniu do zwierzat grup
kontrolnych.

3. Bardziej znaczace zmiany intensywnos$ci reakcji immunohistochemicznej
i ekspresji genéw miedzy szczurami kontrolnymi i z nadci$nieniem te¢tniczym
byty widoczne dla kinazy p-p38.

4. Odwrotna korelacja migdzy poziomami CacyBP/SIP, a p-ERK1/2 i p-p38 moze
sugerowac, ze biatko CacyBP/SIP defosforyluje kinazy p-ERK1/2 i p-p38 oraz
jest zaangazowane Ww procesy zachodzace w nadnerczach w stanie

podwyzszonego cisnienia krwi.

Wyniki przeprowadzonych badan dowodza, ze w nadcisnieniu dochodzi do
zaburzen funkcji nadnerczy oraz istotnych zmian w ekspresji biatka CacyBP/SIP oraz
jego substratow ufosforylowanych kinaz p-ERKL1/2 i p-p38. Niezbedne jest
kontynuowanie dalszych badan, ktére mogg umozliwi¢ zrozumienie mechanizmow
prowadzacych do zmian ekspresji CacyBP/SIP, p-ERK1/2 i p-p38 w nadcisnieniu

pierwotnym i wtornym.
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VIl. STRESZCZENIE

Nadcisnienie tg¢tnicze to choroba cywilizacyjna wystepujaca w globalnym
1 powszechnym wymiarze oraz jedna z najczestszych przyczyn zgondw na $wiecie.
Nadcisnienie bardzo czgsto pozostaje niezdiagnozowane, poniewaz chorobg te
charakteryzuje utajony 1 podstepny przebieg. Dlatego tak istotne jest wczesne
rozpoznanie, odpowiednia kontrola oraz leczenie farmakologiczne, jak
1 niefarmakologiczne. Powazne konsekwencje zdrowotne, rozwijajace si¢ w przebiegu
nadci$nienia, zaleza zwykle od powiklan narzadowych, bedacych nastgpstwem
negatywnego wplywu podwyzszonego ci$nienia krwi na uktad sercowo-naczyniowy.
Dotyczg one przede wszystkim serca, nerek i mdzgu, ale moga réwniez obejmowac
nadnercza. Nadci$nieniu tg¢tniczemu towarzyszy nieprawidlowe wydzielanie zardéwno
mineralokortykosteroidow jak i katecholamin, ktére wptywaja na homeostazg uktadu
krazenia. Co wiecej, zwezenie naczyn skutkuje niedostatecznym doptywem krwi do
narzagdow dokrewnych, co w istotny sposob wptywa na aktywno$¢ komorek
endokrynowych, natomiast towarzyszacy nadci$nieniu stres oksydacyjny moze
prowadzi¢ do aktywacji szlakéw sygnatowych regulujagcych transkrypcje genow
1 produkcje mediatorow zapalnych.

CacyBP/SIP jest wielofunkcyjnym biatkiem, ktore bierze udzial w wielu
waznych procesach komoérkowych. Ostatnie dane literaturowe sugeruja, ze rola tego
biatka w réznych szlakach sygnatowych moze by¢ zwigzana z defosforylacja kinaz
MAPK. Kinazy MAPK reguluja aktywnos$¢ biatek, enzymoéw oraz czynnikow
transkrypcyjnych. Zakres biologicznego dziatania tych kinaz jest bardzo szeroki, co
wskazuje na ich udziat w patogenezie wielu chorob. Majac na uwadze fakt, ze

w nadci$nieniu tetniczym dochodzi do szeregu zdarzen molekularnych, strategie
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terapeutyczne opierajace si¢ na ingerencji w szlaki sygnalizacyjne podlegajace kinazom
p-ERK1/2 oraz p-p38 moga by¢ istotnym celem w terapii tej choroby.

W celu poszerzenia wiedzy o patogenezie zaburzen nadnerczy w nadcis$nieniu
pierwotnym i wtdérnym oraz ze wzgledu na brak doniesien na temat nowej, fosfatazowe;j
funkcji biatka CacyBP/SIP w chorobach sercowo-naczyniowych postanowiono
przeprowadzi¢ badania, ktéore mialy na celu analiz¢ immunohistochemiczna,
morfometryczng 1 ocen¢ ekspresji genow CacyBP/SIP oraz ERKI1/2 1 p38
w nadnerczach szczurdéw z nadcisnieniem o rdznej etiologii.

Badania przeprowadzono na nadnerczach pobranych od 24 szczuréw: pigciu
szczurow normotensyjnych (WKY), siedmiu szczuréw z genetycznie uwarunkowanym
nadci$nieniem ukladowym (SHR), pigciu szczurow Wistar poddanych uninefrektomii
(UNX) 1 siedmiu szczurow z doswiadczalnie wywotanym nadci$nieniem wtornym
(DOCA-salt). Po utrwaleniu w zbuforowanej formalinie material przeprowadzono do
bloczkéw parafinowych w rutynowy sposdb. W celu immunohistochemicznej
identyfikacji biatlka CacyBP/SIP, p-ERK1/2 i p-p38 przeprowadzono reakcje
z wykorzystaniem przeciwcial skierowanych przeciwko badanym parametrom. Wyniki
reakcji immunohistochemicznych oceniano w mikroskopie $wietlnym sprzezonym
z komputerem i wyposazonym w program morfometryczny NIS-Elements Advanced
Research firmy Nikon. Aby porowna¢ profil ekspresji genow Cacybp, Mapk3, Mapkl
i Mapkl4 w nadnerczach szczuré6w kontrolnych i nadci$nieniowych wykorzystano
metode Real time PCR. Uzyskane w reakcji PCR wyniki zostaly znormalizowane do
genu referencyjnego Gapdh, natomiast ekspresj¢ genéw wyliczono za pomocg metody
AACt.

Dane dotyczace intensywnosci reakcji immunohistochemicznej poddano analizie

statystycznej z wykorzystaniem pakietu statystycznego STATISTICA 13.3. PL.
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We wszystkich uzyskanych wynikach wyliczono $rednig arytmetyczng i blad
standardowy oraz wykonano analiz¢ porownawczg za pomocg jednoczynnikowego testu
ANOVA. W celu przeprowadzenia analizy post-hoc uzyto testu Najmniejszych
Istotnych Réznic Fishera. Za poziom istotno$ci statystycznej przyjeto p<0,05.

Analiza densytometryczna wykazata znamienny spadek intensywnosci reakcji
wykazujacej biatko CacyBP/SIP w nadnerczach szczuréw nadci$nieniowych
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Poréwnujac parametry morfometryczne komorek
zawierajacych p-ERK1/2 wykazano, ze w warstwie kiebuszkowatej kory nadnerczy
szczurow SHR oraz w rdzeniu zwierzat DOCA-salt nastapit spadek intensywnosci
reakcji immunohistochemicznej. W pozostatych warstwach kory nadnerczy szczurow
z nadci$nieniem oraz rdzeniu SHR  stwierdzono  znamienny  wzrost
immunoreaktywnos$ci tej kinazy. Natomiast w przypadku p-p38, wykazano istotny
statystycznie wzrost immunoreaktywnosci tego parametru u szczur6w z nadci$nieniem
w odniesieniu do szczurow normotensyjnych.

Badania PCR czasu rzeczywistego wykazaly istotny statystycznie spadek
ekspresji genu kodujacego CacyBP/SIP w nadnerczach szczuréw z nadci$nieniem
pierwotnym 1 wtornym. Natomiast w przypadku kinaz ERK1/2 1 p38 wykazano
znamienny statystycznie wzrost ekspresji badanych genow w nadnerczach szczurow
nadci$nieniowych w poréwnaniu do grup kontrolnych.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty zmiany w immunoreaktywnosci
i ekspresji genow kodujacych CacyBP/SIP, p-ERK1/2 i p-p38 w nadnerczach szczurow
z nadcis$nieniem o roznej etiologii. Odwrotna korelacja pomiedzy ekspresja CacyBP/SIP
a poziomem p-ERK1/2 i p-p38 sugeruje, ze w nadnerczach szczuréw z nadci$nieniem

pierwotnym 1 wtornym CacyBP/SIP przyczynia si¢ do defosforylacji kinaz MAPK
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i regulacji ich funkcji w réznych procesach komoérkowych, co moze mie¢ znaczenie

w patologii nadci$nienia tetniczego.
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Vill. SUMMARY

Hypertension is a global disease of civilization and one of the most common
causes of death in the world. As hypertension is characterized by a latent and insidious
course, very often the disease remains undiagnosed. That is why early diagnosis,
appropriate control, pharmacological and non-pharmacological treatment are important.
The serious health consequences that develop in the course of hypertension usually
depend on organ complications. They arise as a result of elevated blood pressure on the
cardiovascular system. They mainly affect the heart, kidneys and brain, but they can
also include the adrenal glands. Hypertension is accompanied by abnormal secretion of
both mineralocorticosteroids and catecholamines which affect cardiovascular
homeostasis. Moreover, vasoconstriction results in insufficient blood supply to the
endocrine organs, which significantly affects the activity of endocrine cells, while the
oxidative stress accompanying hypertension may lead to the activation of signaling
pathways regulating gene transcription and the production of inflammatory mediators.

CacyBP/SIP is a multifunctional protein that is involved in many important
cellular processes. Recent literature data suggests that the role of this protein in various
signaling pathways may be related to dephosphorylation of MAPK kinases. MAPK
kinases regulate the activity of proteins, enzymes and transcription factors. The range of
biological activity of these kinases is very wide, which indicates their participation in
the pathogenesis of many diseases. Considering the fact that a number of molecular
events occurs in arterial hypertension, therapeutic strategies based on interfering with
the signaling pathways under the p-ERK1/2 and p-p38 kinases may be an important
target in the treatment of this disease.

In order to broaden the knowledge about the pathogenesis of adrenal disorders in

primary and secondary hypertension, and due to the lack of reports on the new
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phosphatase function of the CacyBP/SIP protein in cardiovascular diseases, it was
decided to conduct the research aimed at immunohistochemical and morphometric
analysis and evaluation of expressing genes such as CacyBP/SIP, ERK1/2 and p38 in
rat adrenal glands with hypertension of various etiologies.

The studies were conducted on adrenal glands of 24 rats: five normotensive
(WKY) rats, seven genetically determined systemic hypertension (SHR) rats, five
uninephrectomized Wistar rats (UNX) and seven rats with experimentally induced
secondary hypertension (DOCA-salt). After fixation in buffered formalin, the material
was transferred to paraffin  blocks in the routine manner. In order
to immunohistochemically identify the CacyBP/SIP, p-ERK1/2 and p-p38, reactions
were carried out with the use of antibodies against the tested parameters. The results
of immunohistochemical reactions were assessed in a computer-coupled light
microscope equipped with the Nikon NIS-Elements Advanced Research morphometric
program. The Real time PCR method was used to compare the expression profile of the
Cacybp, Mapk3, Mapkl and Mapkl4 genes in the adrenal glands of control and
hypertensive rats. The results obtained in the PCR reaction were normalized to the
Gapdh reference gene, while the gene expression was calculated using the AACt
method.

The data of the intensity of the immunohistochemical reaction was statistically
analyzed using the STATISTICA 13.3 package. In all the obtained results, the
arithmetic mean and standard error were calculated, and the comparative analysis was
performed using the one-way ANOVA test. Fisher's Least Significant Differences test
was used in order to perform the post-hoc analysis.

Densitometric analysis demonstrated a decrease in the intensity of the reaction

showing the CacyBP/SIP protein in the adrenal glands of the hypertensive rats
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compared to the control group. By comparing the morphometric parameters of cells
containing p-ERK1/2 it was shown that in the glomerular layer of the adrenal cortex
of SHR rats there was a decrease in the intensity of the immunohistochemical reaction
in the medulla of the DOCA-salt animals. In the remaining layers of the rat adrenal
cortex with hypertension and the SHR medulla, it was found a significant increase in the
immunoreactivity of this kinase. However, in the case of p-p38, a statistically
significant increase in the immunoreactivity of this parameter was demonstrated in rats
with hypertension compared to normotensive rats.

Real-time PCR studies showed a statistically significant decrease in the
expression of the gene encoding CacyBP/SIP in the adrenal glands of rats with essential
and secondary hypertension. On the other hand, in the case of ERK1/2 and p38 kinases,
a statistically significant increase in the expression of the studied genes in the adrenal
glands of hypertensive rats was demonstrated as compared to the control groups.

The results of the conducted research showed changes in immunoreactivity and
expression of the genes encoding CacyBP/SIP, p-ERK1/2 and p-p38 in the adrenal
glands of hypertensive rats of various etiologies. Negative correlation between
CacyBP/SIP expression, and the level of p-ERK1/2 and p-p38 suggests
that in the adrenal glands of rats with primary and secondary hypertension, CacyBP/SIP
contributes to the dephosphorylation of MAPK kinases and regulation of their functions
in various cellular processes, which may be important in the pathology of arterial

hypertension.
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wykazujacego p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura SHR.
Pow. x 200.
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Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

Fot.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Fragment nadnercza szczura nadcisnieniowego SHR. Widoczny
pozytywny immunosygnal wykazujacy p-ERK1/2 w rdzeniu narzadu.
Pow. x 200.

Immunoreaktywnos¢ p-ERK1/2 w korze nadnercza szczura
kontrolnego UNX. Pow. x 200.

Widoczna pozytywna reakcja wykazujaca p-ERK1/2 w komoérkach
rdzenia nadnercza szczura z grupy UNX. Pow. x 200.

Pozytywny odczyn immunohistochemiczny po zastosowaniu
przeciwciata wykazujacego p-ERK1/2 w Kkorze nadnercza szczura
nadci$nieniowego DOCA-salt. Pow. x 200.

Immunoreaktywno$¢ p-ERK1/2 w rdzeniu nadnercza z nadci$nieniem
eksperymentalnym DOCA-salt. Pow. x 200.

Fragment nadnercza szczura normotensyjnego WKY. Staba reakcja
immunohistochemiczna wykazujaca p-p38 w korze. Pow. x 200.
Umiarkowana reaktywno$¢ p-p38 w rdzeniu nadnercza szczura
normotensyjnego WKY. Pow. x 200.

Reakcja immunohistochemiczna wykazujaca p-p38 w Kkorze
nadnercza szczura nadcisnieniowego SHR. Pow. x 200.

Pozytywny wynik reakcji wykazujacej p-p38 w komorkach rdzenia
nadnercza szczura z nadci$nieniem pierwotnym. Pow. x 200.
Pozytywny wynik reakcji wykazujacej p-p38 w korze nadnercza
szczura UNX. Pow. x 200.

Pojedyncze komorki p-p38-immunoreaktywne w rdzeniu nadnercza
szczura kontrolnego UNX. Pow. x 200.

Detekcja p-p38 w korze nadnercza szczura z nadcis$nieniem wtornym
DOCA-salt. Pow. x 200.

Staba immunoreaktywnos$¢ p-p38 w rdzeniu nadnercza szczura

nadci$nieniowego DOCA-salt. Pow. x 200.
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