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Rozdział 4. Rozprawa Doktorska 

4.1. Wykaz stosowanych skrótów i oznaczeń 

NT Nadciśnienie tętnicze 

PTNT Polskie Towarzystwo Nadciśnienia Tętniczego 

SBP Ciśnienie skurczowe (ang. Systolic blood pressure) 

DBP Ciśnienie rozkurczowe (ang. Diastolic blood pressure) 

mmHg Milimetr słupa rtęci 

SHR  Szczury ze spontanicznym nadciśnieniem (ang. spontaneously 

hypertensive rats) 

DOCA Octan deoksykortykosteronu 

WKY  Szczury Wistar Kyoto, kontrola do SHR 

UNX,  Szczury poddane jednostronnej nefrektomii (ang. uninephrectomised 

rats) 

DMF Dimetyloformamid (ang. dimethyloformamide) 

NaCl Chlorek sodu (ang. sodium chloride)  

NO  Tlenek azotu (ang. nitric oxide) 

Wg  Wingless 

TCF  T-cell factor 

APC Adenomatous polyposis coli 

CK1  Casein kinase1 

GSK-3β Glycogen synthase kinase 3β 

Fzd Frizzled 

LRP Low density lipoprotein receptor related protein 

Gro/TLE  Groucho/Transducing-Like Enhancer 

PCR Reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

GAPDH Gen referencyjny - glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

RAA/RAAS Układ renina-angiotensyna-aldosteron 

VSMC Vascular smooth muscle cell  

LMP7 Large Multifunctional Protease 7 

CacyBP/SIP Calcyclin-Binding Protein and Siah-1 Interacting Protein 

β-MHCs Łańcuchy ciężkie β-miozyny (ang. β-Myosin heavy chains) 

SE Błąd standardowy (ang. standard error) 
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4.2. Wstęp 

4.2.1. Definicja nadciśnienia tętniczego 

Na przestrzeni lat rozwój cywilizacyjny oraz naukowy pozwolił na 

wyeliminowanie wielu groźnych schorzeń. Niestety, intensywne przemiany 

demograficzne i środowiskowe pociągają za sobą w konsekwencji rozprzestrzenianie na 

ogromną skalę wielu chorób cywilizacyjnych. Ich zasięg obejmuje ogólnoświatową 

populację oraz szacuje się, że odpowiadają za około 80% zgonów na świecie. Te 

niezakaźne schorzenia, o charakterze przewlekłym, są jak dotąd niemożliwe do 

wyeliminowania. Pomimo starań niezliczonych zespołów badawczych oraz 

prowadzonych badań nad etiologią oraz potencjalnymi metodami leczenia, choroby 

cywilizacyjne oraz ich powikłania stanowią poważny problem obecnych czasów. 

Nadciśnienie tętnicze (NT) jest jedną z najczęściej występujących chorób 

w populacji ogólnoświatowej. Jest najistotniejszym modyfikowalnym czynnikiem 

ryzyka występowania chorób układu krążenia oraz główną przyczyną przedwczesnych 

zgonów na świecie. Choroba nadciśnieniowa rozwija się powoli i skrycie, przez długi 

czas nie dając odczuwalnych objawów, dlatego bywa nazywana „cichym zabójcą”. 

Powikłania długotrwałych efektów nieleczonego nadciśnienia, jakimi są przede 

wszystkim incydenty sercowo-naczyniowe czy niewydolność narządowa, stanowią 

poważne zagrożenie dla zdrowia i życia [1-4]. Nadciśnienie tętnicze jest skutkiem 

działania wielu czynników biologicznych. Najczęściej czynniki patogenne NT są 

pochodzenia nerkowego, nerwowego, humoralnego, a także biofizycznego [5]. 

Nadciśnienie tętnicze rozpoznaje się w sytuacji, kiedy w dwóch gabinetowych pomiarach 

ciśnienia tętniczego krwi, podczas dwóch oddzielnych wizyt uzyskuje się przekroczenie 

wartości prawidłowych. Według współczesnych wytycznych Polskiego Towarzystwa 

Nadciśnienia Tętniczego (PTNT) leczenie hipotensyjne zaleca się, gdy średnie wartości 

ciśnienia tętniczego skurczowego (SBP, systolic blood pressure) są równe lub wyższe niż 

140 mmHg (milimetry słupa rtęci) i/lub 90 mmHg dla ciśnienia rozkurczowego (DBP, 

diastolic blood pressure) [4]. Takie same wartości rozpoznania nadciśnienia tętniczego 

zalecają wytyczne amerykańskie i europejskie. Dane PTNT wskazują, że NT występuje 

u ok. 30% dorosłej populacji Polaków. Rozpowszechnienie nadciśnienia tętniczego na 

całym świecie oszacowano na 1,13 miliarda w 2015 roku, przy ponad 150 milionach 
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przypadków w Europie Środkowej i Wschodniej oraz prognozuje się dalszy wzrost liczby 

zachorowań [6]. 

4.2.2. Etiologia i patogeneza nadciśnienia tętniczego 

Wciąż aktualna jest teoria mozaikowa nadciśnienia tętniczego sformułowana 

w 1949 roku przez Irvina Page’a, który jako pierwszy wskazał na wieloczynnikową, 

złożoną przyczynę tej jednostki chorobowej [7]. W połowie ubiegłego wieku odkryto 

wiele czynników wpływających na rozwój NT, takich jak peptydy natriuretyczne, 

angiotensyna, prostacyklina, tlenek azotu, endotelina i inne. Od tego czasu, dzięki 

osiągnięciom wielu dyscyplin klinicznych i nauk podstawowych dokonał się istotny 

postęp w zakresie wiedzy dotyczącej znaczenia genów, roli układu współczulnego, 

metabolizmu sodu czy procesów zapalnych w patogenezie nadciśnienia tętniczego [5].  

Dynamiczne badania ostatnich dekad wskazały także na genetyczne podłoże NT, 

budowę ściany naczynia, aktywność biologiczną śródbłonka oraz udział wielu substancji 

i szlaków molekularnych, mających wpływ na rozwój nieprawidłowych wartości 

ciśnienia krwi [1-3]. Wykazano również wpływ czynników modyfikowalnych, 

wynikających z warunków środowiskowych i stylu życia, na przebieg choroby 

nadciśnieniowej [3]. Główne mechanizmy, uczestniczące w regulacji ciśnienia krwi to 

czynność skurczowo-rozkurczowa serca, które tłoczy krew do naczyń. Naczynia 

krwionośne, poprzez zmiany średnicy ich światła, wpływają na opór obwodowy. 

Intensywność filtracji kłębuszkowej zachodzącej w nerkach ma wpływ na objętość 

krążącej krwi, a tym samym na objętość minutową serca. Wiele substancji wytwarzanych 

w powyższych narządach, wpływa na regulację ciśnienia tętniczego, poprzez 

rozszerzanie lub skurcz naczyń. W stanie fizjologii związki te pozostają w równowadze. 

U ponad 90% chorych, nadciśnienie tętnicze ma charakter pierwotny, którego 

bezpośrednia przyczyna pozostaje nieznana. Przyjmuje się, że rozwój tej postaci 

nadciśnienia tętniczego jest wynikiem nakładających się czynników dziedzicznych 

i środowiskowych, powodujących zaburzenie funkcjonowania układów regulujących 

ciśnienie krwi. Obciążenia genetyczne odgrywają decydującą rolę, natomiast pewne 

czynniki zewnętrzne mogą w znacznym stopniu przyczynić się do ujawnienia się 

choroby. Około 10% przypadków to nadciśnienie wtórne, towarzyszące różnym stanom 

chorobowym i zaburzeniom funkcjonowania organizmu, a jego przyczyna jest najczęściej 

odwracalna. Ma to miejsce w przebiegu takich chorób jak: zwężenie tętnicy nerkowej, 
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choroby nerek, pierwotny hiperaldosteronizm, zespół Cohna, zespół Cushinga i wiele 

innych [8]. 

4.2.3. Modele zwierzęce badania nadciśnienia tętniczego 

Biorąc pod uwagę wieloczynnikową etiologię oraz różnorodność procesów 

zaangażowanych w rozwój nadciśnienia tętniczego i jego przebieg, w przeprowadzanych 

badaniach istotną rolę odgrywają zwierzęce modele eksperymentalne, w których czas 

uzyskania wyników jest relatywnie krótki, a warunki prowadzonych badań ściśle 

kontrolowane [9]. Z uwagi na całkowicie poznany genom oraz jego istotne podobieństwo 

z genomem ludzkim (około 99%), znaczna ilość badań eksperymentalnych prowadzona 

jest na szczurach [10].  

Modelem odwzorowującym nadciśnienie pierwotne jest model SHR (spontaneously 

hypertensive rats) z genetycznie uwarunkowanym nadciśnieniem systemowym [11]. Jest 

to najczęściej stosowany zwierzęcy model nadciśnienia samoistnego [12, 13]. Model 

SHR został stworzony poprzez skojarzenie szczura Wistar Kyoto o wysokim ciśnieniu 

tętniczym (>150 mmHg) z niespokrewnioną samicą o niepodwyższonym ciśnieniu. 

Następnie kojarzono męskie i żeńskie szczury z nadciśnieniem, pochodzące z jednego 

miotu, powtarzając proces do uzyskania szóstego pokolenia. W ten sposób 

wyselekcjonowano szczury SHR z wysokim ciśnieniem tętniczym [14]. Zwierzęta SHR 

są odpowiednim modelem do badań udziału określonych genów w chorobie 

nadciśnieniowej oraz związanych z nią powikłań. Identyfikacja genów odpowiedzialnych 

za nadciśnienie tętnicze u szczurów, może być wykorzystana do badania roli ludzkich 

genów ortologicznych, w złożonych chorobach sercowo-naczyniowych i metabolicznych 

oraz do identyfikacji nowych ścieżek i celów interwencji farmaceutycznych [15].  

Model eksperymentalny nadciśnienia wtórnego, DOCA-salt (octan 

deoksykortykosteronu), polega na podaży 1% NaCl (chlorek sodu) w wodzie pitnej oraz 

podskórnym podaniu octanu deoksykortykosteronu, zwierzętom po jednostronnej 

nefrektomii. Mineralokortykoidy lub ich syntetyczne pochodne, w tym DOCA prowadzą 

do zatrzymania sodu i wody w organizmie [16]. W tym typie nadciśnienia wtórnego 

dochodzi do zwiększenia oporu naczyniowego, wzrostu napięcia ściany naczyniowej, 

zwężenia światła naczynia oraz hiperwolemii [17]. 
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4.2.4. Mięsień sercowy a nadciśnienie tętnicze 

Prawidłowe wartości ciśnienia tętniczego zapewniają odpowiedni przepływ krwi 

przez narządy organizmu, warunkując ich prawidłowe odżywienie i funkcjonowanie 

[18]. Nadciśnienie tętnicze powoduje zaburzenia homeostazy wielu narządów, zarówno 

poprzez zmiany mikronaczyniowe, jak i makronaczyniowe [19, 20]. Około 40% zgonów 

z przyczyn sercowo-naczyniowych powoduje choroba nadciśnieniowa. Nadciśnienie 

tętnicze powoduje przebudowę układu krążenia, modyfikacje te widoczne są głównie 

w sercu. Aby sprostać wymaganiom zmieniającego się organizmu (zwiększenie oporu 

obwodowego i powrotu żylnego), serce ulega przerostowi. Dzieje się to na skutek 

zwiększenia masy głównie lewej komory i przerostu kardiomiocytów. Badania 

doświadczalne wskazują na przerost również prawej komory serca, a także pogrubienie 

ściany aorty. Zmiany morfologiczne i czynnościowe w układzie naczyniowo-sercowym 

(zmniejszenie średnicy światła i wzrost zmienności rytmu serca) mogą być korzystne 

w krótkim czasie, ale przyczyniają się do pogłębiania zmian oraz stanu, w którym 

powikłania nadciśnienia stają się nieodwracalne. Pacjenci chorujący na NT są 

wielokrotnie bardziej narażeni na niewydolność serca niż ci, którzy mają unormowane 

ciśnienie krwi [19, 21]. Ponadto, nadciśnienie tętnicze uznawane jest za odwracalną 

przyczynę migotania przedsionków [22]. Jednym z najczęstszych i najwcześniej 

rozwijających się powikłań jest przerost kardiomiocytów (wzrost pola powierzchni 

przekroju poprzecznego komórek) i upośledzenie czynności lewej komory serca [19]. Na 

skutek utrzymującego się podwyższonego ciśnienia krwi, dochodzi do przeciążenia 

hemodynamicznego lewej komory serca, a w konsekwencji jej kompensacyjnej 

przebudowy. Dochodzi do przerostu koncentrycznego kardiomiocytów, co prowadzi do 

wzrostu grubości ściany i masy lewej komory [23]. Zmiany te prowadzą do zaburzeń 

funkcjonowania mięśnia sercowego i jego niewydolności oraz zwiększają ryzyko zdarzeń 

sercowo – naczyniowych, a w konsekwencji śmiertelności [24]. W stanie podwyższonego 

ciśnienia tętniczego śródbłonek jest stale aktywowany do wydzielania czynników 

prozapalnych oraz prozakrzepowych. Zaburzone jest jednocześnie wydzielanie tlenku 

azotu (NO), który ma działanie wazodylatacyjne [19, 25]. Zwiększone wydzielanie 

aldosteronu i angiotensyny II w przebiegu nadciśnienia, sprzyja nasilonemu odkładaniu 

kolagenu w ścianie lewej komory oraz ścianie naczyń krwionośnych, co skutkuje ich 

włóknieniem. Zaburza to przepływ krwi przez zmienione patologicznie naczynia, co 

prowadzi do niedokrwienia narządów [26]. Dysfunkcja endotelium oraz nadmierne 
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wydzielanie angiotensyny II, przy niedoborze NO, powoduje aktywację płytek krwi, ich 

agregację, a w konsekwencji zwiększone ryzyko incydentów zakrzepowo – zatorowych 

[19]. 

4.2.5. Odkrycie szlaku Wnt oraz jego funkcjonowanie w stanie fizjologii i patologii 

organizmu 

Szlak Wnt bierze udział w szerokim spektrum procesów fizjologicznych, jak 

i związanych ze stanami chorobowymi. Ścieżka sygnałowa Wnt opisana została po raz 

pierwszy na przełomie lat 70 i 80 ubiegłego wieku. Pierwszymi odkrytymi białkami 

szlaku Wnt były homologiczne cząstki Wg (wingless) oraz Int (MMTV integration site), 

od których pochodzi nazwa tego szlaku [27]. Ścieżka sygnałowa Wnt stanowi 

rozbudowany zbiór ligandów, receptorów oraz efektorów [28]. Białka Wnt w auto- 

i parakrynnym oddziaływaniu, wpływają na poziom aktywności czynników 

transkrypcyjnych oraz genów, odpowiedzialnych za metabolizm komórek, procesy 

adhezji czy różnicowania oraz ich wzrostu. Wyróżnia się dwie ścieżki sygnalizacyjne 

szlaku Wnt: klasyczną (kanoniczną), zależną od β-kateniny - regulującą ekspresję genów 

poprzez kompleks β-katenina/TCF (T-cell factor) oraz ścieżki nieklasyczne, działające 

niezależnie od β-kateniny oraz czynnika TCF – jak dotąd, słabiej poznane [27, 28]. 

Aktywacja klasycznego szlaku sygnałowego jest związana z poziomem β-kateniny 

zgromadzonej w cytoplazmie. Poziom cytoplazmatyczny β-kateniny jest fizjologicznie 

utrzymywany na niskim poziomie, poprzez ciągłą proteasomalną degradację zależną od 

ubikwityny [29]. Proces ten jest regulowany poprzez kompleks degradacyjny, do którego 

należą: białko gruczolakowatego polipa okrężnicy (APC, adenomatous polyposis coli), 

kinaza kazeinowa 1 (CK1, casein kinase1) oraz kinaza syntazy glikogenu 3β (GSK-3β, 

glycogen synthase kinase 3β). β-katenina ulega fosforylacji przy udziale kinaz: GSK3β 

i CK1, następnie zostaje zdegradowana przez kompleks 26S proteasomu [27]. 

Transdukcja sygnału rozpoczyna się od połączenia ligandów Wnt z receptorem Frizzled 

(Fzd), który współdziała z koreceptorem LRP (low density lipoprotein receptor related 

protein) odpowiedzialnym za auto- i parakrynny mechanizm oddziaływania. Aktywacja 

receptora Fzd oraz przyłączenie koreceptora LRP hamuje, poprzez fosforylację, działanie 

kinazy 3β syntazy glikogenu (GSK3β), co prowadzi do zahamowania aktywności 

kompleksu destrukcyjnego β-kateniny. Następuje wzrost poziomu β-kateniny 

w cytoplazmie komórki i jej translokacja do jądra komórkowego, gdzie poprzez 
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zwiększoną aktywność czynników transkrypcyjnych, indukuje ekspresję genów 

zależnych od Wnt [27]. Po wniknięciu do jądra komórkowego β-katenina zmienia rolę 

czynników TCF/LEF z represorów na aktywatory transkrypcji docelowych genów Wnt, 

poprzez odłączenie od nich korepresorów Gro/TLE (Groucho/Transducing-Like 

Enhancer). Następuje rekrutacja kompleksów przebudowy histonów i zmiany 

w strukturze chromatyny. Dzięki temu dochodzi do wzmożonej aktywności 

transkrypcyjnej w obszarach chromatyny [30]. Regulacja ujemnego sprzężenia 

zwrotnego pomiędzy składnikami szlaku Wnt/β-katenina pozwala na utrzymanie 

ekspresji β-kateniny na odpowiednim poziomie [31]. Nieprawidłowości w sygnalizacji 

szlaku Wnt/β-katenina, w tym zaburzenia ekspresji genów regulatorowych Wnt i ich 

mutacje wykrywane są w wielu chorobach organizmu. Niedobór czynników kompleksu 

degradacyjnego lub mutacje genów, kodujących β-kateninę, a w konsekwencji nadmierna 

aktywacja szlaku Wnt/β-katenina, prowadzi do wzmożonej proliferacji komórek 

i rozwoju nowotworów [32]. Mutacje genów kodujących LPR5 (receptor lipoproteiny 5) 

i geny kodujące receptor Frizzled 4 są związane z występowaniem rodzinnej 

witreoretinopatii wysiękowej, czy zmian naczyniowych w przebiegu retinopatii 

cukrzycowej [33, 34].  

4.2.6. Funkcjonowanie szlaku Wnt w mięśniu sercowym 

Wyniki badań ostatnich lat wskazują na udział szlaku Wnt/β-katenina 

w embriogenezie oraz proliferacji komórek mięśnia sercowego. Stwierdzono pozytywną 

korelację między aktywacją szlaku, a procesem różnicowania komórek 

pluripotencjalnych w kierunku kardiomiocytów [35]. Szlak Wnt/β-katenina jest 

zaangażowany w proces prawidłowego przebiegu miogenezy [36], jak również bierze 

udział w mechanizmach przebudowy kardiomiocytów w stanach patologii tego narządu 

[37]. Aktywacja szlaku Wnt, następująca po urazach serca, od ostrego niedokrwienia, do 

przewlekłego przeciążenia ciśnieniowego, może mieć związek z zapoczątkowaniem 

procesu przerostu komórek mięśnia sercowego. Hipertrofia kardiomiocytów i włóknienie 

mięśnia sercowego, mają związek z nadmierną syntezą β-kateniny oraz brakiem jej 

degradacji przez GSK-3β. Jednocześnie zbyt duża aktywność kompleksu 

degradacyjnego, zaburza prawidłowy rozwój i wzrost kardiomiocytów [38]. Związana 

z nadmierną aktywacją szlaku klasycznego, zmiana morfologii kardiomiocytów, 

prowadzi do dysfunkcji skurczowej. Może być to bezpośrednią przyczyną zaburzeń 



19 
 

rytmu serca, w postaci migotania przedsionków [39]. Aktywność szlaku Wnt ulega 

zmianom wraz z wiekiem, co potwierdza badanie serc ludzkich, gdzie wykazano znaczny 

wzrost poziomu β-kateniny, CacyBP/SIP, galektyny-3 oraz LMP7 w sercach osób, 

powyżej 45 roku życia. Odnotowano również różnice w liczbie komórek mięśnia 

sercowego na 1 mm2 oraz zwiększoną szerokość kardiomiocytów u osób powyżej 45 roku 

życia (Kasacka et al.) [40]. Udowodniono wpływ podwyższonego poziomu β-kateniny 

na przeżycie kardiomiocytów, ich apoptozę oraz proces włóknienia. Wysokiej ekspresji 

β-kateniny towarzyszy wzrost poziomu białek inicjujących apoptozę komórek oraz 

wzrost ekspresji markerów włóknienia, co zostało stwierdzone u szczurów 

z nadciśnieniem, przy jednoczesnym spadku ekspresji białek poprawiających przeżycie 

kardiomiocytów [41]. Związek poziomu jądrowej β-kateniny z hipertrofią 

kardiomiocytów w ludzkim sercu po zawale oraz szczurzych kardiomiocytach został 

wykazany w badaniach Lee et al., gdzie autorzy dowiedli, że wraz ze wzrostem poziomu 

jądrowego β-kateniny wzrasta poziom białek, biorących udział w procesie hipertrofii 

kardiomiocytów [42]. Wykazano również udział kanonicznej ścieżki sygnalizacyjnej 

Wnt w odbudowie serca po uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym. Zwiększona 

ekspresja Wnt1 i β-kateniny w epicardium i fibroblastach prowadzi do pobudzenia 

proliferacji fibroblastów w miejscu uszkodzenia. Autorzy udowodnili udział szlaku 

Wnt/β-katenina w powyższych procesach, poprzez inhibicję β-kateniny, co spowodowało 

zahamowanie proliferacji fibroblastów w odpowiedzi na uszkodzenie [43].  

4.2.7. Związek funkcjonowania szlaku Wnt z nadciśnieniem tętniczym 

Przypuszcza się, że przerost mięśnia sercowego w stanach patologicznych jest 

wynikiem zaburzenia procesów adaptacyjnych i zwykle prowadzi do zmian w aparacie 

skurczowym. Przerostowi temu, często towarzyszy zwiększona ekspresja białek, 

niebiorących udziału w skurczu, co prowadzi do włóknienia mięśnia sercowego,  

a w konsekwencji do niewydolności serca [19].  

W chorobie nadciśnieniowej wywołanej ogólnoustrojowym pobudzeniem układu 

renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS) potwierdzono indukcję ligandów Wnt 

i aktywację β-kateniny w kardiomiocytach i fibroblastach. β-katenina, poprzez indukcję 

hipertroficznych markerów łańcuchów ciężkich β-miozyny (β-MHC) i α-aktyniny, 

aktywuje czynniki transkrypcyjne c-Myc i Snail1 oraz stymuluje ekspresję białek, co 

ostatecznie prowadzi do przerostu kardiomiocytów i dysfunkcji serca [44].  
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U szczurów z nadciśnieniem pierwotnym SHR oraz nadciśnieniem indukowanym 

dietą wysokofruktozową, obserwowano obniżoną aktywność szlaku Wnt w stosunku do 

zwierząt normotensyjnych. Wykazano, że dokomorowy wlew Wnt3a do mózgu szczurów 

nadciśnieniowych powoduje hamowanie GSK-3β, obniża ciśnienie tętnicze, zmniejsza 

tętno oraz zwiększa uwalnianie wazodylatacyjnego tlenku azotu [45]. Dysregulacja 

sygnalizacji szlaku Wnt może prowadzić do zaburzeń układu RAA, inicjując dysfunkcję 

nerek, a w konsekwencji prowadzić do zaburzeń ciśnienia tętniczego [46]. Wykazano, że 

infuzja angiotensyny II prowadzi do wzrostu ciśnienia skurczowego i zwiększenia 

ekspresji wielu genów szlaku Wnt. Natomiast zastosowanie inhibitora szlaku  

Wnt/β-katenina powoduje obniżenie wartości ciśnienia tętniczego [47]. Badania 

z wykorzystaniem kardiomiocytów lewej komory, w zaawansowanym stadium jej 

włóknienia wykazały, obniżoną ekspresję β-kateniny we wstawkach hipertroficznych 

kardiomiocytów, szczurów z nadciśnieniem pierwotnym oraz zwiększoną akumulację  

β-kateniny, w jądrach tych komórek [48]. Z kolei w badaniach Kasacka et al. wykazano 

obniżenie ekspresji β-kateniny i zwiększoną ekspresję białka CacyBP/SIP oraz LMP7 

(podjednostki proteasomu) w sercu szczurów z nadciśnieniem w porównaniu do zwierząt 

normotensyjnych. Białko CacyBP/SIP wpływa na proteasomalną degradację β-kateniny 

[49].  
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4.3. Omówienie prac składających się na rozprawę doktorską 

4.3.1. Cel pracy 

 Nadciśnienie tętnicze jest złożoną jednostką chorobową, której etiologia 

nie została w pełni poznana. Utrzymanie homeostazy i prawidłowych wartości ciśnienia 

tętniczego ma wpływ na funkcjonowanie, nie tylko wybranych narządów, ale przede 

wszystkim organizmu jako całości. Głównym narządem, dotkniętym powikłaniami 

nadciśnienia tętniczego jest serce. Z przeprowadzonych dotychczas badań wynika, iż 

szlak sygnałowy Wnt/β-katenina odgrywa kluczową rolę w rozwoju przerostu mięśnia 

sercowego, jego włóknienia oraz przebudowy komór, a przez to niewydolności serca 

i innych procesów patofizjologicznych tego narządu. Nieprawidłowości 

w funkcjonowaniu narządów bezpośrednio odpowiedzialnych za regulację ciśnienia krwi 

mogą mieć związek z dysregulacją sygnalizacji szlaku Wnt/β-katenina. Fenotypy 

nadciśnienia tętniczego u ludzi różnią się w zależności od typu nadciśnienia. W inny 

sposób rozwija się nadciśnienie genetycznie odziedziczone, w inny postać neurogenna 

nadciśnienia tętniczego związana, np. z dietą, lub wysoką zawartością soli.  

 Niewielu autorów porusza problematykę związku występowania nadciśnienia 

tętniczego z funkcjonowaniem szlaku sygnalizacyjnego Wnt/β-katenina. Mając 

powyższe na uwadze, przeprowadzono badania, mające na celu ocenę głównych 

elementów szlaku Wnt/β-katenina w sercu szczurów z nadciśnieniem o pierwotnej 

i wtórnej etiologii. 

 

Cel pracy zrealizowano poprzez szczegółowe zadania badawcze: 

1. Immunohistochemiczna detekcja receptora Fzd8, ligandu Wnt1, kinazy 

kompleksu degradacyjnego - GSK-3β oraz β-kateniny w sercach szczurów 

z nadciśnieniem tętniczym pierwotnym (SHR) i wtórnym DOCA-salt, oraz 

odpowiadającym im grupom kontrolnym. 

2. Ocena porównawcza immunoreaktywności Fzd8, Wnt1, GSK-3β i β-kateniny 

w sercach zwierząt z nadciśnieniem pierwotnym i wtórnym oraz szczurów 

normotensyjnych. 

3. Ocena ekspresji genów Fzd8, WNT1, GSK-3β i CTNNB1 u szczurów 

z nadciśnieniem pierwotnym i wtórnym oraz kontrolnych zwierząt 

normotensyjnych. 
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4.3.2. Materiał i metody 

Procedury przeprowadzone na zwierzętach eksperymentalnych zostały 

zatwierdzone przez Lokalną Komisję Etyczną ds. Badań na zwierzętach w Olsztynie. 

Materiał biologiczny stanowiła tkanka lewej komory serca, pobrana od szczurów 

pochodzących z Zakładu Fizjologii i Patofizjologii Doświadczalnej Uniwersytetu 

Medycznego w Białymstoku (Uchwała nr 73/2015).  

4.3.2.1. Zwierzęta doświadczalne 

6-tygodniowe zwierzęta, o masie początkowej 170-200g przebywały 

w warunkach stałej wilgotności (60±5%) oraz temperatury (22 ± 1°C). Utrzymywano 

cykl 12/12 godzin światło/ciemność. Szczury miały swobodny dostęp do standardowej 

granulowanej karmy i wody pitnej. Badania przeprowadzono na 24 samcach szczurzych:  

SHR – 7 szczurów z genetycznie uwarunkowanym nadciśnieniem układowym, szczep 

wsobny wyhodowany ze szczurów rasy Wistar wyselekcjonowanych pod kątem 

wysokiego ciśnienia krwi 

WKY – 5 normotensyjnych szczurów Wistar Kyoto, jako kontrola dla szczurów SHR 

DOCA-salt — 7 szczurów rasy Wistar, poddanych jednostronnej nefrektomii, z następnie 

indukowanym nadciśnieniem wtórnym 

UNX – 5 szczurów Wistar poddanych jednostronnej nefrektomii, jest punktem 

odniesienia dla szczurów z nadciśnieniem DOCA 

DOCA-salt – zwierzęta znieczulano przez dootrzewnowe wstrzyknięcie pentobarbitalu 

sodu (300 μmol lub ~70 mg/kg masy ciała (m.c.)). Prawą nerkę usunięto przez prawe 

boczne nacięcie brzuszne. Po tygodniowym okresie rekonwalescencji nadciśnienie 

indukowano przez okres 4 tygodni przez s.c. iniekcje DOCA (67 μmol lub ~25 mg/kg 

w 0,4 ml/kg dimetyloformamidu; DMF) dwa razy w tygodniu i zastąpienie wody pitnej 

1% roztworem chlorku sodu NaCl. Pięć szczurów kontrolnych (UNX) z prawidłowym 

ciśnieniem tętniczym, również pozbawiono nerki, i dwa razy w tygodniu otrzymywały 

nośnik (DMF, 0,4 ml/kg, podskórnie) piły wodą bieżącą. 

4.3.2.2. Pomiar ciśnienia krwi metodą pośrednią u szczura czuwającego 

Po 6 tygodniach hodowli dokonano pomiarów ciśnienia skurczowego metodą 

nieinwazyjną z użyciem mankietu na ogon (monitor ciśnienia krwi na ogonie szczura, 

Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Niemcy). Pomiary 
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uznano za miarodajne, jeżeli 3 kolejne próby nie różniły się o więcej niż 5 mmHg, 

następnie wyliczono średnią. Weryfikowano, czy u zwierząt SHR i DOCA-salt występuje 

nadciśnienie (wartości SBP równe lub wyższe niż 150 mmHg). 

4.3.2.3. Badania histologiczne 

Sposób pobierania i utrwalenie materiału do badań 

Po sześciu tygodniach od wszystkich szczurów pobrano fragmenty tkanki mięśnia 

sercowego w głębokim znieczuleniu pentobarbitalem (50 mg/kg masy ciała). Otrzymane 

tkanki serca natychmiast utrwalono w 4% buforowanej formalinie i rutynowo zatopiono 

w parafinie lub umieszczono w roztworze RNA-later (AM7024 Thermo Fisher, 

Waltham, MA, USA) i przechowywano w temperaturze -80 °C. Przy użyciu mikrotomu 

saneczkowego, bloki parafinowe pocięto na skrawki o grubości 4 μm.  

Stosowane barwienia immunohistochemiczne 

Skrawki parafinowe poddano obróbce immunohistochemicznej w celu zbadania 

obecności antygenów Fzd8, Wnt1, GSK-3β i β-kateniny, przy użyciu odpowiednich 

przeciwciał: 

− Fzd8 (1:400; ab155093, Abcam, Cambridge, UK) 

− Wnt-1 (1:500; ab189001, Abcam, Cambridge, UK) 

− GSK-3β (1:100; ab68476, Abcam, Cambridge, UK) 

− β-katenina (1:2000; ab32572, Abcam, Cambridge, UK) 

Równocześnie przeprowadzono reakcje kontrolne. Barwienia immunohistochemiczne 

przeprowadzone zostały według odpowiedniego protokołu (Kasacka et al., 2018) [49]. 

Procedura przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznej 

 Skrawki parafinowe na szkiełkach adhezyjnych inkubowano przez 20 godzin 

w cieplarce, w temperaturze 37 °C oraz przez 1 godzinę w temperaturze 60°C.  

Tak przygotowane skrawki parafinowe poddano odparafinowaniu i uwodnieniu: 

1. Ksylen I, II, III – po 10 minut 

2. Alkohol etylowy 99,8% + Ksylen (1:1) – 5 minut 

3. Alkohol etylowy 99,8% I i II - po 4 minuty  

4. Alkohol etylowy 95% I i II – po 4 minuty 

5. Alkohol etylowy 70% - 10 minut 

6. Woda destylowana – 3 razy po 15 minut 
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W celu odsłonięcia antygenów w badanej tkance, materiał umieszczono 

w dedykowanym buforze, odpowiednio: TRS pH=9.0 (S 2367; Agilent Technologies, 

Inc. Santa Clara, CA, USA) dla Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz Target Retrieval Solution 

Citrate pH=6.0 (S 2369; Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA, USA) dla  

β-kateniny. Preparaty pozostawały w komorze ciśnieniowej Pascal. Po schłodzeniu 

roztworu do temperatury pokojowej, szkiełka osuszono. Następnie, skrawki obrysowano 

DakoPenem, tworzącym barierę dla wykorzystanych odczynników, co pozwala na 

utrzymanie odczynników bezpośrednio na tkance. W celu zablokowania endogennej 

peroksydazy, skrawki inkubowano przez 10 minut w roztworze Dako REAL Peroxidase-

Blocking Solution (S 2023; Agilent Technologies, Inc. Santa Clara, CA, USA), następnie 

płukano w wodzie destylowanej oraz buforze płuczącym Wash Buffer - 3 razy po 5 minut 

(S3006 Dako Denmark A/S, Produktionsvej 42, DK-2600, Glostrup, Denmark). 

Otrzymane w ten sposób preparaty, inkubowano z rozcieńczonymi 

przeciwciałami pierwszorzędowymi przez 24 godziny w temperaturze +4°C, w wilgotnej 

komorze. Następnie, ponownie płukano w Wash Buffer. Skrawki inkubowano 

z przeciwciałem drugorzędowym, polimerem znakowanym peroksydazą chrzanową 

(REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse detection kit 

(K5007; Agilent Technologies Denmark Ap/S, Produktionsvej 42, 2600 Glostrup, 

Denmark) oraz płukano w Wash Buffer. Tak przygotowane preparaty, inkubowano 

w roztworze chromogenu DAB Flex, celem wizualizacji związanych przeciwciał. 

Następnie płukano w wodzie destylowanej, by przerwać reakcję barwną. Kolejno, 

skrawki barwiono hematoksyliną QS (H-3404 Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) przy obserwacji w mikroskopie świetlnym i płukano w wodzie bieżącej oraz 

destylowanej.  

 Wykonano odwodnienie oraz prześwietlenie skrawków w roztworach alkoholi 

o wzrastających stężeniach oraz roztworach Ksylenu:  

1. Alkohol etylowy 70% - 3 minuty 

2. Alkohol etylowy 95% I i II- po 3 minuty  

3. Alkohol etylowy 99,8% I i II – po 2 minuty 

4. Alkohol etylowy 99,8% + Ksylen (1:1) – 5 minut 

5. Ksylen I, II, III – po 10 minut 

Przygotowane preparaty zamknięto szkiełkiem nakrywkowym z użyciem balsamu 

Entellan (Merek). 
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4.3.2.4. Ocena stopnia intensywności reakcji immunohistochemicznej 

 Dokumentacja fotograficzna oraz ocena wyników przeprowadzonych reakcji 

immunohistochemicznych, zostały wykonane przy użyciu mikroskopu świetlnego 

Olympus BX43, sprzężonego z kamerą cyfrową Olympus DP12. Porównywano 

intensywność reakcji przy użyciu programu komputerowego Nikon NIS-Elements 

Advanced Reaserch. Mierzono średnią gęstość optyczną badanych preparatów. 

Pomiarów dokonano w skali szarości od 0 do 256, gdzie wartość 0 oznacza piksel 

całkowicie biały oraz 256 piksel całkowicie czarny.  

4.3.2.5. Izolacja RNA  

 Próbki tkanki analizowano metodą PCR w czasie rzeczywistym w celu oceny 

ekspresji genów kodujących Fzd8, Wnt1, GSK-3β i β-kateninę. Tkanki serca 

przechowywano w roztworze RNA-later (AM7024 Thermo Fischer 168 Third Avenue 

Waltham, MA USA 02451) i mrożono w temperaturze -80 °C. RNA całkowite izolowano 

w komorze z laminarnym przepływem powietrza, w odpowiedniej temperaturze  

i w wyznaczonym czasie, zgodnie z załączoną procedurą (NucleoSpin® RNA Isolation 

Kit (Machery-Nagel)). Przy użyciu sterylnych probówek eppendorf, eluowano RNA, 

w wodzie pozbawionej RNAaz. Stężenie wyizolowanego RNA sprawdzono, 

wykorzystując spektrofotometr NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Oceniano 

absorbancje przy długości fali 260nm oraz 280nm. Próbę ślepą stanowiła woda 

dejonizowana, wolna od nukleotydów. Do dalszych etapów badania wyselekcjonowano 

próbki, których stosunek absorbancji przy długości fali 260nm do absorbancji przy 

długości fali 280nm (260/280Ratio) znajdował się w przedziale 1,8 – 2,1. 

Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Równowartość 1 μg całkowitego RNA w reakcji odwrotnej transkrypcji 

przepisano na cDNA, używając iScriptTM Advanced cDNA Synthesis Kit for RT qPCR 

(BIO-RAD), w całkowitej objętości 20μl, zgodnie z załączoną metodyką. Podczas 

przeprowadzania reakcji odwrotnej transkrypcji, mieszaninę inkubowano przez 20 minut 

w 46°C, a następnie przez 1 minutę w 95°C. 
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Łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) 

Celem określenia ilości transkryptów badanych genów w odniesieniu do krzywej 

standardowej przeprowadzono reakcję qPCR. Wcześniej, utworzono niezależne dla 

każdego genu krzywe standardowe. W tym celu przygotowano mieszaninę matryc 

cDNA. Zmieszano 1 μl cDNA każdego ze szczurów, po czym wykonano serię 

rozcieńczeń. Na matrycy cDNA, przeprowadzono ilościowe reakcje PCR w czasie 

rzeczywistym, przy użyciu Stratagene Mx3005P (Aligent Technologies) 

z SsoAdvanced™ Universal SYBER® Green Supermix (BIO-RAD). Reakcję 

przeprowadzono w 20 µl objętości reakcyjnej w dwóch powtórzeniach dla każdego 

szczura. Gen GAPDH (GAPDH) wykorzystano jako gen referencyjny do oceny 

ilościowej. Produkty PCR otrzymano poprzez amplifikację cDNA przy użyciu 

specyficznych primerów: FZD8 (qRnoCED0054913, BIO-RAD), WNT1 

(qRnoCED0003949, BIO-RAD), GSK3β (qRnoCID0001683, BIO-RAD), CTNNB1 

(qRnoCID0053256, BIO-RAD), i GAPDH (qRnoCID0057018, BIO-RAD). QRT-PCR 

przeprowadzono w dublecie w końcowej objętości 20 µl w następujących warunkach: 

aktywacja polimerazy przez 2 minuty w temperaturze 95°C, denaturacja przez 5 sekund 

w temperaturze 95°C, hybrydyzacja przez 30 sekund w temperaturze 60°C przez  

35 cykli. Sprawdzono reakcje PCR, oceniając wykres krzywej topnienia, aby upewnić 

się, że amplifikowano tylko jeden produkt (pojedynczy pik w specyficznej temperaturze). 

Względną ocenę ilościową ekspresji genów określono poprzez porównanie wartości Ct 

przy użyciu metody ΔΔCt. 

4.3.2.6. Analiza statystyczna wyników 

Wszystkie dane przydzielono do dwóch grup kontrolnych (WKY, UNX) i dwóch 

grup badanych (SHR, DOCA-salt). Dla cech mierzalnych obliczono średnią 

arytmetyczną i błąd standardowy (SE). Następnie, korzystając z pakietu komputerowego 

STATISTICA 13.3, przeprowadzono analizę statystyczną za pomocą 

jednoczynnikowego testu ANOVA. Do przeprowadzenia analizy post-hoc wykorzystano 

test najmniejszych znaczących różnic Fishera. Za poziom istotności statystycznej 

przyjęto p<0,05. 
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4.3.3. Wyniki  

Nadciśnienie tętnicze skurczowe stwierdzono u wszystkich zwierząt grup 

badanych. W tabeli 1 przedstawiono średnie wartości ciśnienia tętniczego dla każdej 

grupy szczurów. 

 

Tabela 1. Średnie wartości skurczowego ciśnienia krwi (mmHg) szczurów w grupach 

kontrolnych i z nadciśnieniem (średnia ± SD). 

Model Nadciśnienia Grupa kontrolna Grupa badana 

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 badana 

SHR: model nadciśnienia pierwotnego; DOCA-salt: model nadciśnienia wtórnego 

4.3.3.1. Wyniki zastosowanych barwień immunohistochemicznych 

W sercach wszystkich badanych szczurów reakcje immunohistochemiczne 

z użyciem przeciwciał skierowanych przeciwko Fzd8, WNT1, GSK-3β i β-kateniny dały 

pozytywny wynik, z różnym nasileniem reakcji u zwierząt kontrolnych  

i z nadciśnieniem.  
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Rycina 1. Reakcja immunohistochemiczna wykazująca Fzd8 w sercu szczura: A – WKY, 

B – SHR, C – UNX, D – DOCA-salt 

 

Intensywność reakcji immunohistochemicznej wykazującej Fzd8, w porównaniu 

do kontroli (ryc. 1A) była osłabiona w sercach szczurów z pierwotnym nadciśnieniem 

(ryc. 1B) i nasilona u szczurów z nadciśnieniem wtórnym (ryc. 1D) w stosunku do 

zwierząt normotensyjnych (ryc. 1C).  
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Rycina 2. Reakcja immunohistochemiczna wykazująca Wnt1 w sercu szczura:  

A – WKY, B – SHR, C – UNX, D – DOCA-salt 

 

Intensywność immunoreaktywności Wnt1 w sercach szczurów z prawidłowym 

ciśnieniem była silna (ryc. 2A) lub umiarkowana (ryc. 2C). W sercach szczurów 

z nadciśnieniem pierwotnym reakcja była osłabiona (ryc. 2B), a w grupie DOCA-salt 

uległa znacznemu nasileniu (ryc. 2D)  
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Rycina 3. Barwienie immunohistochemiczne wykazujące GSK-3β w sercu szczura:  

A – WKY, B – SHR, C – UNX, D – DOCA-salt 

 

Umiarkowana intensywność reakcji wykazującej GSK-3β w sercach szczurów 

normotensyjnych WKY (ryc. 3A) i UNX (ryc. 3C), uległa osłabieniu w sercach SHR 

(ryc. 3B) i znacznemu nasileniu u szczurów z nadciśnieniem wtórnym (ryc. 3D).  
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Rycina 4. Detekcja β-kateniny w sercu szczura: A – WKY, B – SHR, C – UNX,  

D – DOCA-salt 

 

W sercach wszystkich szczurów reakcja immunohistochemiczna z użyciem 

przeciwciała przeciwko β-kateninie jest dodatnia we wstawkach kardiomiocytów  

(ryc. 4). W sercach SHR immunoreaktywność β-kateniny była osłabiona (ryc. 4B) 

w porównaniu z WKY (ryc. 4A), natomiast w sercach szczurów z nadciśnieniem 

wtórnym (ryc. 4D) reakcja była intensywniejsza w porównaniu z UNX (ryc. 4C). 
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4.3.3.2. Wyniki badań morfometrycznych 

 W celu obiektywizacji oceny intensywności reakcji immunohistochemicznych, 

przeprowadzono analizę densytometryczną obrazów mikroskopowych serc szczurów 

kontrolnych oraz z nadciśnieniem pierwotnym i wtórnym. Badania morfometryczne 

wykazały spadek intensywności reakcji wykazujących Fzd8, Wnt1, Gsk3β oraz  

β-kateninę w sercach szczurów z nadciśnieniem pierwotnym w stosunku do zwierząt 

kontrolnych WKY, oraz zwiększoną intensywność reakcji w sercach szczurów  

DOCA-salt w stosunku do zwierząt normotensyjnych UNX. Wyniki przedstawiono 

w tabeli 2. 

 

Tabela 2. Intensywność reakcji immunohistochemicznej wykazującej Fzd8, Wnt1, 

Gsk3β oraz β-kateninę w sercach szczurów kontrolnych i nadciśnieniowych  

(średnia ± SE; p<0,05) 

Grupa 

szczurów 

Intensywność reakcji immunohistochemicznej w sercach  

Skala od 0 (piksel biały) do 256 (piksel czarny) 

Fzd8 WNT1 GSK-3β β-katenina 

WKY 143.2 ± 4.12 157.72 ± 5.99 93.67 ± 1.87 157.27 ± 1.98 

SHR 64.52 ± 8.37 *↓ 72.79 ± 7.35 *↓ 67.82 ± 2.97 ↓ 86.29 ± 4.63 *↓ 

UNX 110.67 ± 4.51 116.84 ± 2.61 75.08 ± 5.23 162.88 ± 1.75 

DOCA-salt 174.67 ± 5.58 *↑ 168.09 ± 6.97 *↑ 136.65 ± 6.45 *↑ 183.67 ± 1.57 *↑ 

*p < 0,05 nadciśnienie vs kontrola; ↑ - nasilenie reakcji immunohistochemicznej;  

↓ - osłabienie reakcji immunohistochemicznej 

4.3.3.3. Ocena ekspresji genów metodą Real Time PCR 

Aby porównać profil ekspresji genów w sercach szczurów grup kontrolnych 

i nadciśnieniowych wykorzystano metodę RT-qPCR, która pozwala na analizę ilościową 

produktu w czasie rzeczywistym. Porównywano ekspresję genów: FZD8, WNT1,  

GSK-3β oraz CTNNB1, kodujących odpowiednio Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateninę. 

W sercach szczurów SHR zaobserwowano spadek ekspresji genów kodujących Fzd8, 

WNT1, GSK-3ß i β-kateninę w porównaniu z grupą kontrolną WKY (ryc. 5). 
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W przypadku WNT1 (ryc. 5B) i β-kateniny (ryc. 5D) różnice były istotne statystycznie. 

Natomiast w sercach szczurów z nadciśnieniem wtórnym stwierdzono wzrost ekspresji 

genów wszystkich badanych białek w stosunku do grupy kontrolnej UNX. Istotność 

statystyczną stwierdzono w ekspresji genów kodujących Wnt1 (ryc. 5B) i β-kateninę  

(ryc. 5D). 

 
Rycina 5. Ekspresja genów kodujących: A – FZD8; B – WNT1; C – GSK-3β;  

D – β-kateninę w sercu szczurów z normotensyjnych i z nadciśnieniem * p<0,05 

  



34 
 

4.3.4. Wnioski 

1. Poziom immunoreaktywności Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateniny jest różny 

w sercach szczurów normotensyjnych i z nadciśnieniem.  

2. Immunoreaktywność Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateniny w sercach szczurów 

z nadciśnieniem pierwotnym spada w stosunku do zwierząt normotensyjnych oraz 

wzrasta w nadciśnieniu wtórnym. 

3. Wzrost ekspresji genów kodujących Fzd8, Wnt1, GSK-3β, β-kateninę w sercu 

szczurów DOCA-salt w stosunku do zwierząt normotensyjnych wskazuje na 

zasadniczą rolę szlaku Wnt zależnego od β-kateniny w przebiegu nadciśnienia 

tętniczego wtórnego. 

4. Obniżenie immunoreaktywności i ekspresji genów kodujących Fzd8, Wnt1, 

GSK-3β i β-kateniny w sercu szczurów SHR w stosunku do zwierząt kontrolnych 

wskazuje na inny rodzaj zaangażowania szlaku sygnalizacyjnego Wnt/β-katenina 

w nadciśnieniu pierwotnym. 

5. Wykazane zmiany immunoreaktywności oraz ekspresji genów badanych 

składowych kanonicznego szlaku Wnt mogą sugerować, iż zmiany jego 

aktywności w nadciśnieniu tętniczym mogą zachodzić na każdym poziomie tej 

ścieżki sygnałowej. 

 

Wyniki przeprowadzonych badań dowodzą, że w nadciśnieniu dochodzi do zaburzeń 

funkcji serca oraz istotnych zmian (różnych w zależności od etiologii) w ekspresji 

poszczególnych elementów szlaku sygnalizacyjnego Wnt/β-katenina. Niezbędne są 

dalsze badania, które mogą doprowadzić do szczegółowego wyjaśnienia mechanizmów 

prowadzących do zmian ekspresji elementów szlaku Wnt/β-katenina w nadciśnieniu 

pierwotnym i wtórnym. 
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Rozdział 5. Publikacje stanowiące rozprawę doktorską 

5.1. Publikacja I 
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 5.2. Publikacja II 
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Rozdział 6. Streszczenie w języku polskim 

  

Nadciśnienie tętnicze jest najistotniejszym modyfikowalnym czynnikiem ryzyka 

występowania chorób układu krążenia oraz główną przyczyną przedwczesnych zgonów 

na świecie. Bez wątpienia, w globalnym i powszechnym wymiarze należy do chorób 

cywilizacyjnych. Zrozumienie wieloczynnikowej etiologii nadciśnienia oraz 

mechanizmów interakcji wazoaktywnych mediatorów regulujących, jest ważne  

w ustaleniu odpowiedniego i skutecznego leczenia. Nadciśnienie tętnicze jest podstępną 

chorobą, przez długi czas może być niezdiagnozowane ze względu na utajony, 

bezobjawowy charakter, prowadząc do poważnych powikłań narządowych. Niestety, 

etiologia tego schorzenia jest na tyle złożona, że jej profilaktyka skupia się głównie na 

leczeniu objawowym, obniżaniu ciśnienia tętniczego oraz leczeniu powikłań. W 90% 

przypadków nadciśnienie ma charakter pierwotny, o nieznanej przyczynie, pozostałe 

przypadki są związane z innymi schorzeniami i dysfunkcjami organizmu, co nadaje mu 

wtórny charakter. 

Jedne z najgroźniejszych powikłań narządowych nadciśnienia tętniczego dotyczą 

serca. Stan przewlekle utrzymującego się wysokiego ciśnienia krwi prowadzi do 

zaburzeń perfuzji, niedokrwienia, a w konsekwencji kompensacyjnych zmian w budowie 

tego narządu. W wyniku przebudowy tkanki oraz remodelingu kardiomiocytów dochodzi 

do dysfunkcji skurczowej, zaburzeń rytmu serca, a w zaawansowanym stadium, jego 

niewydolności. Pociąga to za sobą dalsze konsekwencje w postaci dysfunkcji kolejnych 

narządów, poprzez niedostateczne utlenienie tkanek. 

Wiele czynników oraz szlaków molekularnych zaangażowanych jest w procesy 

regulacji ciśnienia tętniczego krwi. Zaburzenia ich wzajemnych oddziaływań, równowagi 

czynników naczynioskurczowych i rozkurczowych, na korzyść tych pierwszych, biorą 

udział w patogenezie nadciśnienia.  

Szlaki przekazywania sygnału między komórkami zaangażowane są we wszystkie 

procesy zachodzące w organizmie. Szlak Wnt/β-katenina bierze udział w szerokim 

spektrum procesów zachodzących w organizmie. Obejmuje rodzinę białek, które 

odgrywają kluczową rolę w prawidłowym rozwoju i różnicowaniu komórek, w tym 

kardiomiocytów. Jednocześnie, zaburzenia sygnalizacji szlaku stwierdzane są  

w procesach remodelingu oraz włóknienia mięśnia sercowego, co przyczynia się do jego 

niewydolności. 
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Mając na uwadze wieloczynnikową etiologię nadciśnienia tętniczego oraz brak 

doniesień na temat roli szlaku Wnt/β-katenina w tej jednostce chorobowej, w obecnym 

badaniu dokonano oceny immunohistochemicznej, morfometrycznej oraz ekspresji 

genów kodujących Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateninę w sercach szczurów  

z nadciśnieniem tętniczym pierwotnym i wtórnym.  

Badania przeprowadzono na sercach pobranych od 24 samców szczurzych:  

7 szczurów z nadciśnieniem pierwotnym (SHR) oraz 5 kontrolnych zwierząt 

normotensyjnych (WKY), 7 szczurów z wywołanym nadciśnieniem wtórnym  

(DOCA-salt) oraz 5 kontrolnych, normotensyjnych szczurów po jednostronnej 

nefrektomii (UNX). Po utrwaleniu w zbuforowanej formalinie, materiał przeprowadzono 

do bloczków parafinowych w rutynowy sposób. W celu immunodetekcji Fzd8, Wnt1, 

GSK-3β oraz β-kateniny, przeprowadzono  reakcje z wykorzystaniem przeciwciał 

skierowanych przeciwko badanym białkom. Wyniki powyższych reakcji oceniano  

w mikroskopie sprzężonym z komputerem wyposażonym w program NIS-Elements 

Advanced Research firmy Nikon. Aby porównać profil ekspresji genów FZD8, WNT1, 

GSK-3β oraz CTNNB1 w sercach szczurów kontrolnych i nadciśnieniowych 

wykorzystano metodę real-time PCR. Genem referencyjnym był gen GAPDH. 

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej z wykorzystaniem pakietu 

statystycznego STATISTICA 13.3. Dla cech mierzalnych obliczono średnią 

arytmetyczną i błąd standardowy (SE). Przeprowadzono analizę statystyczną za pomocą 

jednoczynnikowego testu ANOVA. Do przeprowadzenia analizy post-hoc wykorzystano 

test Fishera. Za poziom istotności statystycznej przyjęto p<0,05.  

 Obserwacja i analiza densymetryczna wykazały spadek intensywności reakcji 

immunohistochemicznej dla Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateniny w sercach szczurów  

z nadciśnieniem pierwotnym (SHR) i wzrost tych parametrów w kardiomiocytach 

szczurów z nadciśnieniem wtórnym (DOCA-salt) w stosunku do normotensyjnych 

zwierząt kontrolnych WKY i UNX.  

 Podobnie, badania PCR wykazały spadek ekspresji genów FZD8, WNT1, GSK-3β 

oraz CTNNB1 w sercach zwierząt SHR w porównaniu do kontroli, szczególnie 

znamienny w przypadku WNT1 i CTNNB1. Natomiast w przypadku szczurów  

DOCA-salt odnotowano wzrost ekspresji powyższych genów, istotny statystycznie  

w przypadku WNT1 i CTNNB1, w porównaniu do szczurów normotensyjnych UNX.  

 Otrzymane wyniki badań ujawniły zmiany w immunoreaktywności i ekspresji 

genów kodujących Fzd8, Wnt1, GSK-3β oraz β-kateninę w sercach szczurów  
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z nadciśnieniem pierwotnym i wtórnym. Spadek aktywności szlaku Wnt/β-katenina  

w sercach szczurów z nadciśnieniem pierwotnym oraz wzrost jego aktywności  

w nadciśnieniu wtórnym wskazują na inny rodzaj zaangażowania tej ścieżki sygnałowej 

w zależności od etiologii nadciśnienia tętniczego. Wyniki przeprowadzonych badań 

mogą przyczynić się do lepszego poznania etiologii nadciśnienia oraz stanowić podstawę 

do dalszych badań tej jednostki chorobowej. 

 

  



57 
 

Rozdział 7. Streszczenie w języku angielskim 

 

Hypertension is the most significant modifiable risk factor for cardiovascular 

diseases and the leading cause of premature death worldwide. Undoubtedly, on a global 

and widespread scale, it is considered a civilization disease. Understanding the 

multifactorial etiology of hypertension and the mechanisms of interaction of vasoactive 

regulatory mediators is crucial in establishing appropriate and effective treatment. 

Arterial hypertension is an insidious disease which, due to its latent, asymptomatic nature, 

may remain undiagnosed for a long time and lead to serious organ complications. 

Unfortunately, the etiology of this condition is so complex that its prevention mainly 

focuses on symptomatic treatment, lowering blood pressure, and treating complications. 

In 90% of cases, hypertension is primary of unknown cause, in the remaining cases, 

hypertension is secondary, related to other diseases and body dysfunctions. 

One of the most severe organ complications of hypertension affects the heart. 

Chronic high blood pressure leads to perfusion disturbances, ischemia, and compensatory 

structural changes in this organ. As a result of tissue reconstruction and cardiomyocyte 

remodeling, systolic dysfunction, cardiac arrhythmias and in advanced stages, heart 

failure occurs. This leads to further consequences in the form of dysfunction of other 

organs due to insufficient tissue oxygenation. 

Many factors and molecular pathways are involved in the regulation of blood 

pressure. Disruptions in their interactions and the balance of vasoconstrictive and 

vasodilatory factors, favoring the former, contribute to the pathogenesis of hypertension. 

Signal transmission pathways between cells are involved in all processes occurring in the 

body. The Wnt/β-catenin pathway participates in a wide spectrum of processes, including 

the proper development and differentiation of cells, such as cardiomyocytes. At the same 

time, disturbances in this signaling pathway are observed in the case of myocardial 

remodeling and fibrosis, which contribute to heart failure. 

Considering the multifactorial etiology of hypertension and the lack of reports on 

the role of the Wnt/β-catenin pathway in this condition, the current study evaluated the 

immunohistochemical, morphometric, and gene expression profiles of Fzd8, Wnt1, GSK-

3β, and β-catenin in the hearts of rats with primary and secondary hypertension. 

The study was conducted on hearts collected from 24 male rats: 7 with primary 

hypertension (SHR) and 5 normotensive control animals (WKY), 7 with induced 

secondary hypertension (DOCA-salt), and 5 normotensive control rats post-unilateral 
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nephrectomy (UNX). After fixation in buffered formalin, the material was routinely 

processed into paraffin blocks. For the immunodetection of Fzd8, Wnt1, GSK-3β, and β-

catenin, reactions were performed using antibodies against the studied proteins. The 

results of above reactions were assessed under a microscope connected to a computer 

equipped with Nikon’s NIS-Elements Advanced Research software. Real-time PCR was 

used to compare the expression profile of FZD8, WNT1, GSK-3β and CTNNB1 genes in 

the hearts of control and hypertensive rats. The reference gene was the GAPDH gene. 

The obtained data were subjected to statistical analysis using the STATISTICA 

13.3 software package. For measurable features, the arithmetic mean and standard error 

(SE) were calculated. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. Fisher's 

test was used for post-hoc analysis, with a significance level of p<0.05. 

Observation and densitometric analysis showed a decrease in the intensity of the 

immunohistochemical reaction for Fzd8, Wnt1, GSK-3β and β-catenin in the hearts of 

rats with essential hypertension (SHR) and an increase in these parameters in 

cardiomyocytes of rats with secondary hypertension (DOCA-salt) compared to 

normotensive animals WKY and UNX. 

PCR results demonstrated a decrease in the expression of FZD8, WNT1, GSK-3β, 

and CTNNB1 genes in the hearts of SHR animals compared to controls, particularly 

significant for WNT1 and CTNNB1. However, an increase in the expression of these 

genes, statistically significant for WNT1 and CTNNB1, was observed in DOCA-salt rats, 

compared to normotensive UNX rats. 

The obtained results revealed changes in immunoreactivity and expression of 

genes encoding Fzd8, Wnt1, GSK-3β, and β-catenin in the hearts of rats with primary and 

secondary arterial hypertension. The decrease in the activity of Wnt/β-catenin pathway in 

the hearts of rats with essential hypertension and its increase in secondary hypertension 

suggest a different type of involvement of this signaling pathway depending on the 

etiology of hypertension. These results may contribute to a better understanding of the 

etiology of hypertension and constitute a basis for further research on this condition. 
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