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1. Wpykaz skrotow

Tab. 1 Wykaz skrotow uzytych w tekscie.

Rozwinigcie w j.

Skrot angielskim Rozwiniecie w j. polskim
adrenocorticotropic .
ACTH hormone adrenokortykotropina
cyclic guanosine cykliczny guanozyno-3',5'-
cGMP
monophosphate monofosforan
: . : kortykoliberyna; hormon
corticotropin-releasing .
CRH h uwalniajgcy
ormone :
kortykotropine
damage associated struktury molekularne
DAMP . .
molecular patterns zwigzane z uszkodzeniem
disseminated intravascular zespot rozsianego
DIC . wykrzepiania
coagulation :
wewnatrznaczyniowego
extracorporeal membrane ciggte pozaustrojowe
ECMO . o :
oxygenation natlenianie krwi
o receptor
GCR glucocorticoid receptor glikokortykosteroidowy
IL-10 interleukin 10 interleukina 10
IL-12 interleukin 12 interleukina 12
IL-18 interleukin 18 interleukina 18
IL-1B8 interleukin 18 interleukina 1B
LPS lipopolysaccharide lipopolisacharyd
neutrophil extracellular neutrofilowe sieci
NET .
traps zewnatrzkomérkowe
nuclear factor kappa-light- czynnik J‘i!d“’wy, kappa-
) . wzmachniacz fancucha
NF-xB chain-enhancer of activated .
lekkiego aktywowanych
B cells )
komorek B
NO nitric oxide tlenek azotu (1)
NOS nitric oxide synthase syntaza tlenku azotu
NR3C1 nuclear receptor subfamily receptor jgdrowy
3 group C member 1 glikokortykoidowy
pathogen-associated wzorce molekularne
PAMP : .
molecular patterns zwigzane z patogenami
sGC soluble guanylyl cyclase rozpuszczalna cyklaza
guanylowa
SIRS systemic inflammatory zespot ogolnoustrojowe;j
response syndrome reakcji zapalnej
. transformujgcy czynnik
TGF-B transforming growth factor 3 wzrostu beta
TLR toll-like receptors receptory toll-podobne
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2. Streszczenie pracy w jezyku polskim

Sepsa jest ciezkim stanem chorobowym, spowodowanym nieprawidtowg
odpowiedzig gospodarza na zakazenie, co prowadzi do rozwoju niewydolnosci
wielonarzgdowej. Pomimo stosowania nowoczesnej intensywnej terapii Smiertelnos¢
wewnatrzszpitalna nadal waha sie miedzy 30 a 45%. Liczne badania przedkliniczne
wskazujg na kluczowg role wrazliwosci na endogenne glikokortykosteroidy
w modulowaniu przebiegu sepsy m.in. poprzez ograniczenie nadmiernej reakcji
zapalnej. Z tego wzgledu w wielu randomizowanych badaniach klinicznych testowano
glikokortykosteroidy jako element terapii wspomagajgcej w przebiegu sepsy

i wstrzgsu septycznego. Wyniki tych badan sg jednak niejednoznaczne.

Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy moze by¢ tzw. opornosé na
glikokortykosteroidy, czyli nieodpowiednia odpowiedz receptora
glikokortykosteroidowego (GCR), czesto obserwowana W przebiegu sepsy
i prawdopodobnie przyczyniajgca sie do braku oczekiwanej poprawy po zastosowaniu
glikokortykosteroidéw w terapii sepsy. Z drugiej strony, terapia skojarzona -
jednoczesne podawanie dozylne kortykosteroidu i wziewnego tlenku azotu (iNO)
w swinskim modelu wstrzgsu endotoksycznego (indukowanego wlewem bakteryjnego
lipopolisacharydu, LPS) osfabita odpowiedz zapalng i pozwolita na zachowanie

normalnego obrazu histologicznego w ptucach i innych waznych organach.

Dlatego w rozprawie wykorzystano swinski model wstrzgsu endotoksycznego
do oceny wptywu w/w terapii skojarzonej na liczbe i lokalizacje receptora
glikokortykosteroidowego w ptucach, nerkach i watrobie za pomocg dwodch
komplementarnych metod — immunohistochemii i Western blot. Dodatkowo
sprawdzono aktywnos¢ GCR poprzez pomiar ekspresji gendw kontrolowanych przez

ten receptor.

Wstrzgs endotoksyczny indukowano 10-godzinng dozylng infuzjg
lipopolisacharydu z E. coli, a po jej zakonczeniu obserwacje kliniczng kontynuowano
przez kolejnych 10 godzin. W grupie badanej 12 swin otrzymywato tlenek azotu
w inhalacji (INO) w skojarzeniu z dozylng podazg hydrokortyzonu. Terapie iNO (30

ppm) wraz hydrokortyzonem (w trzech dawkach po 25 mg. i.v.) rozpoczynano
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w trzeciej godzinie od rozpoczecia infuzji LPS i kontynuowano do konca
eksperymentu. 11 swin stanowito grupe kontrolng, w grupie tej zastosowano taki sam
schemat infuzji dozylnej LPS. W obu grupach resuscytacje wstrzgsu prowadzono

wedtug zalecen SSC (Surviving Sepsis Campaign 2016).

Frakcje biatek cytoplazmatycznych i frakcje biatek jadrowych zwigzanych
z chromatyng izolowano z ptuc, watroby i nerek, a nastepnie ilo§¢ GR analizowano za
pomocg techniki Western blot. Lokalizacje GCR w ptucach, watrobie i nerkach
oceniano korzystajgc z barwienia immunohistochemicznego. Ekspresje genow
prozapalnych (IL-18, TNF-a, IL-6, TGF-B) zmierzono wykorzystujgc reakcje PCR

W czasie rzeczywistym.

Western blot wykazat, ze liczba GCR we frakcji biatek cytoplazmatycznych
i frakcji biatek jagdrowych zwigzanych z chromatyng w ptucach, watrobie i nerkach
pozostaje na podobnym poziomie w grupie kontrolnej i w grupie swin poddanych terapii
skojarzonej (iNO i hydrokortyzon). Analiza immunohistochemiczna wykazata, ze
reakcja jgdrowa i cytoplazmatyczna nie roznita sie w obu grupach badanych zwierzat.
Ekspresja gendw prozapalnych, kontrolowanych przez GCR réwniez pozostata

u wszystkich zwierzat na podobnym poziomie.

W Swinskim modelu wstrzgsu endotoksycznego zwierzeta poddane terapii
skojarzonej, z jednoczesnym podawaniem iNO i hydrokortyzonu wykazaty podobng
liczbe, lokalizacje i aktywnosc¢ receptora glikokortykosteroidowego w ptucach, watrobie

i nerkach jak zwierzeta z grupy kontrolnej.
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3. Streszczenie pracy w jezyku angielskim

Sepsis is an aggressive and multifactorial disease state resulting from the
dysregulated host response to infection, leading to multiple organ failure. Despite
modern intensive care the hospital mortality in sepsis still varies between 30-45%.
Multiple preclinical studies have proven the central role of endogenous glucocorticoids
tolerance against sepsis by counteracting several of the sepsis characteristics i.a.
excessive inflammation. Therefore, glucocorticoids (GCs) have been tested as an
adjunctive therapy in sepsis and septic shock in different randomized clinical trials.
Nonetheless, these studies produced conflicting results.

Glucocorticoid resistance - inadequate response of the glucocorticoid receptor
(GCR) is a well-known manifestation in sepsis and may contribute to the failure of GCs
to improve sepsis patients. On the other hand, a combination therapy - simultaneous
administration of both a NO intravenous corticosteroid and an inhaled nitric oxide (iNO)
in a porcine endotoxemia model (infusion of bacterial lipopolysaccharide, LPS)
attenuated the inflammatory response and almost preserved or restored normal

histology of both lung and systemic organs.

Thus, a long-term porcine endotoxic shock model was used to evaluate the
influence of this combination therapy on amount and localization of GR in lung, kidney,
and liver, using two complementary methods — immunohistochemistry and Western
blotting (after protein subfractionation) as well as GCR activity (expression of genes
controlled by GCR).

An endotoxic shock was established in 23 animals by continuous infusion of
E. coli LPS for 10 hours. Then the animals were observed for 10 hours. 12 pigs
received iNO and intravenous hydrocortisone (iNO treatment started 3 hours after the
initial LPS infusion and continued until experiment end) as well as standard treatment.

11 pigs were controls (with standard treatment).

Cytoplasmic and nuclear protein fractions were extracted from lungs, liver, and
kidney for Western blot analysis of GCR. GCR localization in porcine lungs, liver, and
kidneys was analyzed using immunohistochemistry (IHC). Expression of

proinflammatory genes (IL-1B, TNF-qa, IL-6, TGF-) was measured by real-time PCR.
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Western blotting demonstrated that amount of GCR in cytoplasmic and nuclear
protein fractions in lungs, kidneys and livers remained on similar levels in pigs treated
with iINO and hydrocortisone and in controls. The IHC analysis revealed that the
cytoplasmic and nuclear staining pattern was comparable in both analyzed groups.
Expression of proinflammatory genes, controlled by GCR, remained on similar level in

all animals.

In porcine endotoxemic shock model animals treated with the combination of
iNO, and hydrocortisone and controls represented similar amounts, localization, and

activity of GR in pulmonary, hepatic, and renal tissue
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4. Wstep

4.1. Sepsa i wstrzgs septyczny

Sepsa definiowana jest wspotczesnie jako zagrazajgca zyciu niewydolnos$é
narzgdéw wewnetrznych zwigzana z nieprawidtowg odpowiedzig gospodarza na
zakazeniel. Jej istote stanowi rozwdj ogolnoustrojowej odpowiedzi zapalnej (SIRS,
ang. Systemic Inflammatory Response Syndrome) w odpowiedzi na czynnik
infekcyjny. W szczegolnie ciezkich przypadkach sepsa moze przejS¢ we wstrzgs
septyczny. Wstrzgs septyczny charakteryzuje sie utrzymujgcym sie niedocisnieniem
(pomimo odpowiedniej resuscytacji ptynami) i koniecznoscig stosowania
wazopresoréw, takich jak np. norepinefryna, w celu utrzymania odpowiedniego
cisnienia krwi. Postepowanie we wstrzgsie septycznym wymaga szybkiej i skutecznej
resuscytacji, ktorej celem jest przywrdcenie i utrzymanie odpowiedniego przeptywu
krwi do waznych organéw oraz wczesnego rozpoczecia odpowiedniej terapii

przeciwbakteryjnej w celu opanowania zakazenia?.

Szacuje sieg, ze w skali globalnej na sepse zapada rokrocznie 49 milionéw 0s6b,
z czego okoto 11 miliondw umiera. Szacunki wskazujg, ze sepsa odpowiada za blisko
20% wszystkich zgonow w skali catego swiata3, zas $miertelno$¢ wewnatrzszpitalna

w przypadku rozwiniecia sie wstrzgsu septycznego dochodzi¢ moze nawet do 60%*.

Sepsa, mimo zwiekszania dostepnosci ustug medycznych i sukcesywnej
poprawy warunkéw sanitarnych, nadal stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia
publicznego na $wiecie®. Zwigzane jest to gtdwnie z takimi czynnikami jak starzenie
sie spoteczenstwa, wzrastajgca liczba oséb o obnizonym statusie immunologicznym

i coraz szersze rozpowszechnienie zjawiska antybiotykoodpornosci bakterii®.

W celu poprawy przezywalnosci i ograniczenia dtugofalowych nastepstw
przebycia sepsy konieczne staje sie poszukiwanie doskonalszych metod jej leczenia

i wczesnego rozpoznawania.

4.2. Etiopatogeneza sepsy

Doktadna patogeneza sepsy pozostaje nie w petni wyjasniona, wiadome jest
jednak, ze sktada sie na nig szeroka gama oddziatywan pomiedzy patogenami oraz
uktadem immunologicznym i krzepniecia pacjenta®. Do rozwoju sepsy moze dochodzi¢

w przebiegu zakazenia wirusowego, grzybiczego lub pasozytniczego (np. ameboza),
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najczestszg przyczyne sepsy stanowi jednak zakazenie bakteryjne. Pierwotnym
zrédtem infekcji pozostajg najczesciej dolne drogi oddechowe, uktad moczowy, jama
brzuszna oraz cewniki wewnatrznaczyniowe i wentylacja mechaniczna’.
W ograniczonym i niepowiktanym zakazeniu proces =zapalny ma charakter

samoograniczajacy sie.

Cechy gospodarza: Organizmy chorobotworcze:
Wiek Bakterie
Plec Grayby
L, Wirusy
Podatnos$¢ genetyczna
Choroby wspétistniejgce

Zrédto infekcji

x / Niejednorodnos¢

Niejednorodnos¢ SEPSA

|

Neutrofile, monocyty, makrofagi, limfocyty T, trombocyty, komdrki srédbtonka l

/ DAMPs i PAMPs N

Niejednorodnos¢
Niejednorodnos¢

Niekontrolowana odpowiedz gospodarza: Zaburzenia narzagdowe:
SIRS Wstrzas
Zaburzenia krzepnigcia Ostra niewydolnos$¢ oddechowa (ARDS)
Immunosupresja |:> Ostre uszkodzenie przewodu pokarmowego (AGI)
Zaburzenia neuroendokrynne Ostra niewydolno$¢ nerek (AKI)
Zaburzenia metaboliczne Uszkodzenie watroby

Encefalopatia

Ryc.1 Schematyczne ujecie sepsy obrazujgce procesy patofizjologiczne i typy komorek zaangazowane
w proces®.

U podstaw rozwoju sepsy lezg wieloptaszczyznowe zaburzenia subtelnej
réownowagi pomiedzy procesami prozapalnymi i przeciwzapalnymi. Na poczgtkowym
etapie rozwoju sepsy dochodzi do zakazenia tkanek prowadzgcego do wzbudzenia
odpowiedzi immunologicznej. W klasycznym zakazeniu np. bakteriami Gram ujemnymi
z grupy E. coli po pojawieniu sie w organizmie wzorcéw molekularnych zwigzanych
z patogenami (PAMPs, ang. pathogen-associated molecular patterns) oraz struktur
molekularnych zwigzanych z uszkodzeniem (DAMPs, ang. damage associated
molecular patterns) dochodzi do aktywacji swoistych receptoréw typu Toll (TLRs, ang.
Toll-like receptors) znajdujgcych sie m.in. na powierzchni komoérek dendrytycznych,
makrofagéw, neutrofili oraz fibroblastow®. W efekcie czynnik prozapalny NF-kB
przemieszcza sie do jgdra komoérkowego i stymuluje transkrypcje interleukin
prozapalnych, takich jak interleukina-18 (IL-1pB), interleukina-12 (IL-12), interleukina-

18 (IL-18), interferondw oraz czynnika martwicy nowotworéw (TNF-a). Biatka
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kodowane przez te geny posredniczg w ogodlnoustrojowej reakcji zapalnej i rekrutaciji
komorek odpornosciowych do miejsca zakazenial®!! oraz prowadzg do aktywacji
kolejnych grup cytokin (m.in. IL-6, IL-8, IFN-y), uktadu krzepniecia krwi, szlaku
dopetniacza i ostabienia adaptacyjnego uktadu odpornosciowego, rozumianego m.in.
jako: limfopenia (zmniejszona liczba limfocytow w krgzgcej krwi) oraz utrata przez
monocyty zdolnosci do prezentacji antygendw oraz produkcji cytokin
prozapalnych'?13,  Uwalnianie cytokin powoduje uogdlniong wazodylatacje
naczyniowg, uszkodzenie srodbtonka naczyniowego i zaburzenia mikrokrgzenia,
prowadzgc do niedocisnienia i zmniejszenia perfuzji tkanek, co przyczynia sie do

rozwoju niewydolnosci narzgdowej'4.

Rozwijajgcy sie stres oksydacyjny i uwalniany systemowo tlenek azotu (NO)
moze prowadzi¢ posrednio do uszkodzenia srédbtonka, co pocigga za sobg dysfunkcje
wielu tkanek i narzgddéw, prowadzac do dalszego nasilenia ogolnoustrojowej reakciji
zapalnej®®>. W prawidlowo funkcjonujgcym uktadzie immunologicznym opisane
powyzej reakcje ulegajg modulacji m.in. wskutek uwalniania cytokin przeciwzapalnych,
takich jak np. IL-10 i aktywacji limfocytow T regulatorowych®l’. Fizjologicznie
dziatania prozapalne sg limitowane przez czynniki przeciwzapalne, co prowadzi do
samoograniczania sie nastepstw zakazenia. W sepsie réwnowaga pomiedzy
reakcjami pro- i przeciwzapalnymi zostaje zaburzona, co w rezultacie prowadzi do
uszkodzen narzgdowych, a wielu wypadkach w dalszej konsekwencji do stanu

immunoparezy, rozwoju niewydolnosci wielonarzgdowej i Smierci.

Podczas sepsy rozwijajgcy sie stan zapalny doprowadza do uszkodzenia
srodbtonka wysScielajgcego sciany naczyn krwionosnych, migracji komorek
jednojadrzastych i aktywacji uktadu krzepniecia, w wyniku czego dochodzi do zuzycia
czynnikdw krzepniecia'®. Wedtug tradycyjnej koncepcji aktywaciji uktadu krzepniecia
wyréznia sie zewnagtrzpochodny i wewnatrzpochodny szlak krzepniecia.
Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia inicjowany jest przez transmembranowg
glikoproteine — tromboplastyne tkankowg!®. Glikoproteina ta uwalniana jest przez
komorki okotonaczyniowe w wyniku uszkodzenia sciany naczynia (np. przerwania jego
ciggtosci)?°. Produkowana jest ona takze przez intensywnie migrujgce w przebiegu
sepsy neutrofile, makrofagi i monocyty, co prowadzi do aktywacji zewnatrzpochodnego
szlaku krzepniecia?l. Wydaje sie, ze stan prokoagulacyjny w przebiegu sepsy

spowodowany jest nieprawidtowo zwiekszong ekspresjg tromboplastyny tkankowej
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i gwattownym spadkiem jej inhibitora, jakim jest inhibitor szlaku czynnika tkankowego
(TFPI??. Stan ten prowadzi¢ moze do mikrozakrzepowej niewydolnosci

wielonarzgdowe;.

Dodatkowo w przebiegu sepsy dochodzi¢ moze do tzw. immunotrombozy. Jak
wspomniano wyzej komérki ukfadu odpornosci wrodzonej posiadajg zdolnosé
aktywowania zewnagtrzpochodnego szlaku krzepniecia w odpowiedzi na wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (PAMPS) oraz wzorce molekularne zwigzane
z uszkodzeniem (DAMPSs). Aktywacja zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia w ten
Sposob nazywana jest immunotrombozg i wigze sie z dalszymi nastepstwami. W jej
przebiegu dochodzi do rekrutacji oraz aktywacji neutrofilii, ktére w konsekwenciji tego
uwalniajg neutrofilowe putapki zewnatrzkomérkowe (NET, ang. neutrophil extracellular
traps)?3. Niniejsze putapki zawierajg przede wszystkim histony, DNA, nukleosomy oraz
enzymy promujgce zakrzepice?*. W ostatnich latach zaobserwowano, ze w przebiegu
sepsy wyraznie wzrasta osoczowe stezenie histonbw, co moze stanowié
odzwierciedlenie uwalniania putapek zewnatrzkomérkowych przez neutrofile?.
Histony wzmagajg agregacje ptytek krwi, nasilajg obumieranie komérek nabtonka oraz
promujg migracje neutrofili’®, Immunotromboza ma na celu ograniczenie
rozprzestrzenienia sie zakazenia lub uszkodzen, natomiast w niektérych przypadkach
dochodzi do dysproporcji pomiedzy krzepnieciem a trombolizg, w wyniku czego rozwija
sie rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe (DIC, ang. Disseminated
Intravascular Coagulation)?®. DIC charakteryzuje sie zuzyciem czynnikdéw krzepniecia

i ptytek krwi i przyczynia sie do rozwoju dysfunkcji narzgdéw we wstrzgsie?’.

Podsumowujgc, patogeneza sepsy polega na wieloptaszczyznowym
wspotoddziatywaniu gospodarza i drobnoustrojéw, co wywotuje aktywacje odpowiedzi
immunologicznej gospodarza i rozwdj ogolnoustrojowego stanu zapalnego, ktéry moze

doprowadzi¢ do niewydolnosci wielonarzgdowej i Smierci.

4.3. Lipopolisacharydy
Lipopolisacharydy (LPS) stanowig gtowny sktadnik btony zewnetrznej bakterii

Gram-ujemnych i sg rozpoznawane przez TLR zwigzane z membranami komérek
uktadu odpornosciowego. Sg one uwalniane w niewielkich stezeniach ze Sciany
komdrkowej bakterii podczas replikacji lub poprzez wytwarzanie pecherzykéw btony

zewnetrznej, za$ w wiekszych stezeniach podczas $mierci lub lizy bakteriiZ8,
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TLR sg wyksztatconymi i utrwalonymi w toku ewolucji receptorami zaliczanymi
do rodziny receptoréw rozpoznajgcych wzorce. U ssakéw opisano dotychczas
wystepowanie trzynastu TLR (TLR1-13), w tym u cziowieka wykazano obecnosc
dziesieciu z nich (TLR1-10). Poszczegolne TLR réznig sie miedzy sobg lokalizacja,
pochodzeniem (wirusowe lub niewirusowe), koreceptorem, budowg formy aktywnej
i drogg sygnatowa. TLR sg zwigzane z btong komoérkowg i bezposrednio odpowiadajg
za regulacje reakcji zapalnych i aktywacje wrodzonej lub swoistej odpowiedzi
immunologicznej po zwigzaniu rozpoznawanych wzorcow PAMP. Pierwszym
z poznanych TLR byt TLR4, za posrednictwem ktorego komorki wrodzonego uktadu

odpornosciowego rozpoznajg endotoksyny.

Lipopolisacharydy zbudowane sg z trzech zasadniczych czesci: hydrofobowe;j
czesci lipidowej A, oligosacharydu rdzeniowego i powtarzajgcego sie
polisacharydowego fancucha bocznego O. Czes¢ lipidowa A charakteryzuje sie
najwiekszg zmiennos$cig i jest zarazem odpowiedzialna za toksycznos¢. Stopien
toksycznosci danego lipopolisacharydu zwigzany jest ze wzorcami acylowania,
fosforylowania i obecnoscig lub brakiem dodatkowych grup?®. Rdzen oligosacharydu
jest wysoce konserwatywnym regionem czgsteczki. Sktad gtéwnego oligosacharydu
moze by¢ rézny u réznych gatunkoéw bakterii Gram-ujemnych i uwaza sig, ze ma on
wptyw na przebieg infekcji wywotywanych przez te bakterie. Lancuch polisacharydowy
O-antygenu stanowi najbardziej zmienng cze$¢ LPS i jest odpowiedzialny za
serotypowg specyficznosé bakterii Gram-ujemnych. Sktada sie on z powtarzajgcych
sie jednostek réznych cukréw, w tym glukozaminy, ramnozy i mannozy i moze miec¢
dtugo$¢ do kilkuset jednostek3C. Zwigzanie LPS do TLR powoduje aktywacje
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych i uwalnianie cytokin prozapalnych, co

prowadzi do aktywacji wrodzonej odpowiedzi immunologicznej.

Uwaza sie, ze LPS odgrywa kluczowg role w patogenezie wstrzgsu
septycznego wywotanego przez bakterie Gram-ujemne. Narazenie nawet na niewielkg
ilos¢ LPS wywotuje silng odpowiedz immunologiczng®. Uwalnianie cytokin
prozapalnych i innych czynnikdw, takich jak np. histamina moze prowadzi¢ do
rozszerzenia naczyn, obnizenia napiecia naczyniowego i zmniejszenia rzutu serca, co
moze przyczyni¢ sie do rozwoju wstrzgsu septycznego®?. Co wiecej, ze wzgledu na
swojg zdolnos¢ do aktywowania ptytek krwi (poprzez receptor TLR4), LPS ma silne

dziatanie prozakrzepowe, co znaczgco zwieksza ryzyko wystgpienia incydentéw
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zatorowo-zakrzepowych, a nawet rozwoju rozsianego wykrzepiania
wewnatrznaczyniowego (DIC). Co wazne oddziatywanie LPS jest istotne nie tylko
w sepsie, ale takze w rozwoju wielu zapalnych chorob przewlektych, w tym choréb

neurodegeneracyjnych.

4.4, Zarys leczenia sepsy

Podstawowym problemem we wczesnym wdrozeniu leczenia sepsy jest brak
wtasciwego rozpoznania. Ma to zwigzek z réznymi definicjami tego zespotu objawdw,
btedami systemowymi i brakiem jednoznacznych, szybkich, wysoce specyficznych

i odpowiednio czutych markeréw tego stanu3?.

Badaniem potwierdzajgcym sepse jest stwierdzenie obecnosci bakterii
(w przypadku sepsy o podtozu bakteryjnym) w posiewie krwi. Jest to jednak badanie
czasochtonne, co ogranicza jego przydatnos¢ na poczgtkowym etapie procesu
diagnostyczno- terapeutycznego. Pierwszym filarem leczenia jest jak najszybsza
podaz dozylna s$rodkdéw przeciwdrobnoustrojowych — w ciggu 60 minut od
odnotowania podejrzenia wstrzgsu septycznego lub sepsy. Opo6znienie w ich podaniu

wigze sie ze zwiekszong $miertelnoscig®.

Zalecenia stosowania konkretnych chemioterapeutykow i schematy ich
podawania ulegajg okresowym modyfikacjom i majg zwigzek m.in. z uwarunkowaniami
lokalnymi i narastaniem zjawiska antybiotykoodpornosci. Drugi filar stanowi
utrzymanie perfuzji narzagdowej monitorowane wartosciami Sredniego cisnienia
tetniczego na poziomie = 65 mmHg. Cel ten osigga sie dwutorowo. Pierwszym
elementem jest resuscytacja ptynowa, gtéwnie z uzyciem zbilansowanych roztworéw
krystaloidow. Nadal jednak dyskutowane sg optymalne ilosci podawanych ptynéw
i metody monitorowania hemodynamicznego efektow ich podazy. Przecigzenie
lozyska naczyniowego we wczesnej fazie resuscytacji na skutek masywnych
przetoczen moze okaza¢ sie szkodliwe®3’, Dobrze udokumentowany jest
niekorzystny wptyw syntetycznych roztworéw koloidowych w resuscytacji ptynowej
pacjentow we wstrzgsie septycznym383°, Drugim elementem utrzymania $redniego
cisnienia tetniczego krwi jest cigglty wlew lekéw wazoaktywnych, gdzie lekiem
pierwszego wyboru jest norepinefryna3®. W przypadkach opornych na leczenie jako
lek drugiego rzutu stosuje sie wazopresyne lub jej analogi np. terlipresyne. Gdy

nasilenie wstrzgsu jest bardzo duze i towarzyszy temu niewydolnos¢ serca, dodatkowo
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do terapii wtgczana jest epinefryna®. Dodatkowo u pacjentow z sepsg lub wstrzgsem
septycznym zaleca sie stosowanie skutecznej profilaktyki przeciwzakrzepowej,

najczesciej z zastosowaniem heparyn drobnoczgsteczkowych?!.

W szczegdlnie ciezkich przypadkach stosowane mogg by¢ rozne
zaawansowane techniki terapii pozaustrojowych, nazywane ECOS (ang.
Extracorporeal Organ Support) majgce za zadanie podtrzymanie funkcji krytycznie
uszkodzonych narzaddéw pacjenta. Do technik tych zalicza sie miedzy innymi ciggte
terapie nerkozastepcze CRRT (ang. Continous Renal Replacement Therapy) lub
hemodialize, metody pozaustrojowego oczyszczania krwi oraz ECMO (ang.
Extracorporeal Membrane Oxygenation). Wspotczesnie jednak, majgc na uwadze
mozliwosci tych bardzo zaawansowanych technik podtrzymywania funkcji zyciowych,
podnosi sie coraz czesciej rbwniez kwestie etyczne tak zwanej uporczywej terapii,
odstepujgc lub nie rozszerzajgc w niektorych przypadkach bardzo inwazyjnych

i kosztownych zabiegéw o ograniczonym wptywie na przezycie pacjentow?2.

Wcigz poszukuje sie mozliwosci zastosowania réznych wspomagajgcych
metod leczenia sepsy i wstrzgsu septycznego, w celu ograniczenia lub kontrolowania
reakcji zapalnej, a w rezultacie ograniczenia uszkodzen tkankowych. Obecnie
wykorzystywanie glikokortykosteroidow jako leczenia wspomagajgcego w leczeniu
sepsy nie wzbudza kontrowersji. Aktualne wytyczne sugerujg ich stosowanie

u dorostych wymagajgcych leczenia wazopresyjnego?.

Odpowiedz immunologiczna w sepsie jest procesem niezwykle ztozonym
i niezwykle trudno jest wychwyci¢ wszystkie wielokierunkowe cechy odpowiedzi
gospodarza, obejmujgce  wzajemne  oddzialywanie @ miedzy  komdrkami
odpornosciowymi, kaskadg krzepniecia krwi, cytokinami, odpowiedzig srédbtonka,
mikrobiomem jelitowym, niewydolnoscig uktadéw i catych narzadoéw, w potgczeniu
dodatkowo ze zréznicowang interwencjg farmakologiczng. Wszystko to powoduje, ze
pojedyncze podejscie farmakodynamiczne w leczeniu sepsy konhczy sie bardzo czesto
niepowodzeniem. Pojawia sie w zwigzku z tym coraz wiecej koncepcji bazujgcych na
stosowaniu kombinacji interwencji terapeutycznych jako istotnej wartosci dodanej
w poprawie skutecznosci leczenia. Przyktadem takiej terapii moze by¢ jednoczesne
stosowanie inhalacyjnie podawanego tlenku azotu oraz ogélnoustrojowego podawania

hydrokortyzonu“344,
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4.5. Tlenek azotu - znaczenie biologiczne i zastosowanie medyczne

Tlenek azotu (NO) jest gazem stabo rozpuszczalnym w wodzie, pozbawionym
barwy i woni. Gaz ten naturalnie wystepuje w atmosferze, w stezeniu od 10 do 500
czgstek na miliard, za$ w silnie zanieczyszczonych obszarach jego stezenie moze
wynosi¢ nawet 1.7 czgstek na milion czgstek powietrza®®. Substancja ta stanowi
uboczny produkt pracy silnikow spalinowych i uwazana jest za czynnik
zanieczyszczajgcy powietrze. Ze wzgledu na niskg stabilnosc¢ tlenek azotu z tatwos$cig

ulega utlenieniu do toksycznych tlenkéw azotu np. NO2 czy N2O4*.

Tlenek azotu byt pierwszg endogenng, gazowg czgsteczkg sygnalizacyjng,
ktérej dziatanie biologiczne*® zostato odkryte i opisane przez naukowcéw?’. Jest to
wysoce reaktywna czgsteczka, ktora odgrywa kluczowg role w wielu procesach
fizjologicznych ssakéw*®. Najwazniejszym efektem biologicznym dziatania tlenku

azotu jest rozszerzanie swiatta naczyn krwionosnych (wazodylatacja).

In vivo czgsteczka ta syntetyzowana jest z aminokwasu L-argininy i tlenu przez
rodzine enzymdw, znanych jako syntazy tlenku azotu (NOS). Zidentyfikowano trzy
izoformy NOS: neuronalna NOS (nNOS lub NOS 1), indukowalna NOS (iNOS lub NOS
I1) i $rédbtonkowa NOS (eNOS lub NOS II)*°. Ta ostatnia jest konstytutywng formg
w komorkach srédbtonka, dlatego w warunkach fizjologicznych odpowiada za poziom

tlenku azotu w naczyniach krwionosnych.

Po wytworzeniu w $rodbtonku NO dyfunduje zaréwno do potozonych ponizej
miocytéw, jak i oddziatuje na przeptywajgce blisko obwodu naczynia trombocyty>0->1,
Po wniknieciu do miocytu podstawowym dziataniem tlenku azotu jest pobudzanie
rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej (sGC, ang. soluble Guanylyl Cyclase) do
syntetyzowania cGMP aktywujgcego kinaze biatkowg G, co powoduje rozkurcz naczyn
krwionosnych®?. NO, dzieki zdolnosci do dyfuzji przez btony komérkowe, petni role
czgsteczki sygnalizacyjnej i przekazuje informacje z komorki, ktéra go wytwarza, do
pobliskich komodrek docelowych®. Dzieki temu jest wszechstronnym i silnym
regulatorem wielu funkcji fizjologicznych, w tym przeptywu krwi, neurotransmisji
i odpowiedzi immunologicznej. NO pefni niezwykle wazng funkcje w komérkach uktadu
odpornosciowego ze wzgledu na dziatanie przeciwdrobnoustrojowe powstajgcego
z niego jonu ONOO- (nadtlenoazotynowego) oraz witasnosci immunomodulujgce

poprzez liczne szlaki hamowania limfocytéw oraz apoptozy®. Wiasciwosci te
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ttumaczy¢ mogg wysokg ekspresje INOS m.in. w komorkach NK, tucznych,
dendrytycznych czy fagocytujacych®4.

W celach terapeutycznych tlenek azotu moze by¢ podawany miejscowo,
wziewnie lub ogolnoustrojowo za posrednictwem donorow tlenku azotu takich jak
nitrogliceryna lub nitroprusydek sodu®>°¢. Tlenek azotu jest czgsteczkg o ograniczone;
stabilnosci, w zwigzku z czym czas jej dziatania jest bardzo krotki. W przypadku
podania wziewnego dziatanie NO ogranicza sie do krgzenia ptucnego, za$
w przypadku podania dozylnego dochodzi do uogdlnionego dziatania

wazodylatacyjnego®”.

Dotychczasowe badania wykazaty, ze NO podawany wziewnie zmniejsza
nadcisnienie w krgzeniu ptucnym, poprawia perfuzje tkanek i natlenienie, a takze
zmniejsza stres oksydacyjny i produkcje cytokin prozapalnych u pacjentéw we

wstrzgsie endotoksycznym?*3:45:%8,
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Ryc. 2 Woziewnie podawany tlenek azotu odwraca hipoksemie i nadcisnienie ptucne

w przebiegu wazokonstrykcji hipoksemicznej. Prowadzi to do zwigkszonego natlenowania krwi®.

Tlenek azotu dziata jako silny wazodylatator, wywotujgc rozluznienie komérek
miesni gtadkich w naczyniach krwionosnych, co prowadzi do zwiekszenia przeptywu

krwi i obnizenia ci$nienia*’. NO ma réwniez silne dziatanie przeciwzapalne, hamujgc
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produkcje i uwalnianie cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a i interleukina IL-1f3,
kluczowych w przebiegu sepsy i wstrzgsu septycznego®>%°. Ponadto NO posiada
wiasciwosci antyoksydacyjne, chronigc komérki przed stresem oksydacyjnym poprzez
wychwytywanie reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species)
i hamowanie aktywacji wrazliwych na stres oksydacyjny czynnikow transkrypcyjnych,
takich jak czynnik NF-xB*°. Uwaza sie, ze tlenek azotu moze inaktywowaé proteaze
SARS-CoV-2 poprzez jej S-nitrozylacje co czyni go obiecujgcg substancjg w terapii
choroby powodowanej przez ten patogen®®.

Zastosowanie tlenku azotu podlega jednak pewnym ograniczeniom zwigzanym
z potencjalng toksycznoscig tego zwigzku®. W badaniach in vitro odnotowano
aberracje chromosomalne w ludzkich komérkach limfoblastoidalnych poddanych
dziataniu NO®2. Tworzenie wspomnianego powyzej jonu ONOQO-, ze wzgledu na jego
wysokg reaktywnosé, moze powodowac peroksydacje lipidow oraz hamowac
oddychanie na poziomie mitochondrialnym. Podaz tlenku azotu w wysokich dawkach

- 100 ppm moze prowadzi¢ do uszkodzenia surfaktantu®s.

Doniesienia ostatnich lat wskazujg, ze wziewne stosowanie NO prowadzi do
powstawania szeregu aktywnych zwigzkéw chemicznych, gtéwnie z grupy S-
nitrozotioli, oraz nitrozylacji grup sulfhydrylowych réznych biatek. Aktywno$é tlenku
azotu moze byé réwniez uzyskiwana posrednio poprzez azotyny i azotany, produkty
jego metabolizmu. Wszystkie te zwigzki mogg przenosié aktywnos$é biologiczng tlenku
azotu do krgzenia systemowego i dziataé jako bardziej stabilne zrodito jego
magazynowania. Dodatkowo wykazano, ze wziewny tlenek azotu selektywnie
zwieksza przeptyw krwi w tkankach niedokrwionych, jednoczesnie nie wykazujgc
dziatah hemodynamicznych w tkankach perfundowanych prawidtowo. Wydaje sie, ze
leczenie wziewnym tlenkiem azotu, ze wzgledu na prosty sposéb podazy oraz
natychmiastowe dziatanie, moze byé przydatne jako terapia ratunkowa w roznych
stanach niedokrwienia, w ktérych istotna jest poprawa przeptywu naczyniowego do
czasu wystgpienia naturalnej lub interwencyjnej reperfuzji, w tym réwniez w sepsie
i wstrzgsie septycznym, pomimo nasilonej ogdlnoustrojowej wazodylatacii

spowodowanej aktywacjg indukowalnej NOS®4-68,
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4.6. Glikokortykosteroidy

Kortykosteroidy sg syntetycznymi  analogami  kortyzolu, naturalnie
wystepujgcego hormonu, odkrytego w 1946 roku, ktory moduluje odpowiedz
gospodarza na infekcje. Te hydrofobowe czgsteczki bedgce pochodnymi cholesterolu
z tatwoscig przenikajg przez btony komodrkowe. Endogenne glikokortykoidy sg

niezbedne do zycia, gdyz regulujg wiele proceséw fizjologicznych i rozwojowych.

Podobnie jak pozostate hormony steroidowe sg one syntetyzowane
z cholesterolu w procesie steroidogenezy (w mitochondriach). U wiekszosci ssakow
w tym ludzi, $win, chomikow i pséw, gtdbwnym endogennym glikokortykosteroidem jest
kortyzol. Z kolei u ptakow, wiekszosci gadéw, myszy oraz szczuréw funkcje te pemni
kortykosteron. Gtownym miejscem produkcji, tak kortyzolu jak i kortykosteronu
jest kora nadnerczy, moze on jednak powstawac takze w jelitach, skérze czy grasicy®®.
Wydzielanie kortykosteroiddw podlega regulacji poprzez sprzezenie zwrotne za
pomocg osi podwzgorze-przysadka-nadnercza — tzw. o§ HPA (ang. hypothalamic-
pituitary-adrenal axis).

Os$ HPA to kompleksowe oddziatywania pomiedzy podwzgorzem, przysadkag
mdzgowg oraz nadnerczami, co tworzy gtéwny ukfad neuroendokrynny w organizmie
ssakow’®. W jadrze przysrodkowym podwzgorza syntetyzowany jest hormon
uwalniajgcy kortykotropine (CRH, ang. corticotropin-releasing hormone). Hormon ten
oddziatuje na przedni ptat przysadki moézgowej, ktdéry w odpowiedzi na stymulacje
wydziela hormon adrenokortykotropowy (ACTH, ang. Adrenocorticotropic Hormone).
Hormon ten oddziatuje z kolei na kore nadnerczy prowadzgc do zwiekszenia
uwalniania kortykosteroidéw’!. Kortykosteroidy poprzez ujemne sprzezenie zwrotne
hamujg uwalnianie ACTH oraz CRH’?. Stezenie kortykosteroidéw podlega
nieustajgcym zmianom w odpowiedzi na rozmaite czynniki biologiczne, chemiczne

i fizyczne — tak w sytuacjach fizjologicznych jak i patologicznych.

Hormony te stanowig podstawe terapii wielu choréb zapalnych
i autoimmunologicznych, takich jak astma oskrzelowa, przewlekta choroba ptuc,
choroba Lesniowskiego-Crohna, kiebuszkowe zapalenie nerek, reumatoidalne
zapalenie stawow czy stwardnienie rozsiane?t737446.74.75  \Wykazano, ze
kortykosteroidy zmniejszajg uwalnianie cytokin prozapalnych i ograniczajg odpowiedz

gospodarza na infekcje we wstrzgsie endotoksycznym#*4.76,
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Wbrew  wczesniejszym  poglgdom, wspotczesnie uwaza sie, ze
glikokortykosteroidy majg zaréwno przeciwzapalne jak i prozapalne dziatanie. Sposob
ich dziatania ma najprawdopodobniej zwigzek z czasem ekspozycji lub charakterem
oddziatujgcego bodzca’. Za wszystkie efekty wywotywane przez endo i egzogenne
glikokortykosteroidy opowiadajg ich interakcje z receptorem glikokortykosteroidowym
(GCR). Jednak doktadne mechanizmy lezgce u podstaw skutecznosci
kortykosteroidow we wstrzgsie endotoksycznym nie sg w petni zrozumiate i potrzebne

sg dodatkowe badania w celu okreslenia optymalnego dawkowania i czasu terapii ®.

Obserwowana w badaniach skutecznos¢ kliniczna podazy egzogennych
glikokortykosteroidéw ma prawdopodobnie zwigzek z quasi przyczynowym dziataniem
tych lekéw w przebiegu wzglednej niewydolnosci osi HPA zwigzanej z ciezkg chorobg
(CIRCI, ang. Critical illness-related corticosteroid insufficiency)’”. Wyniki
dotychczasowych badan nie sg jednak jednoznaczne i ukazujg sie takze publikacje
wskazujgce na brak poprawy przezywalnosci po zastosowaniu
glikokortykosteroidow’. Dotychczas opisywano zaréwno stosowanie niskich
jak i wysokich dawek kortykosteroidow, zaréwno z pozytywnym jak niepomysinym
rezultatem’-81, Aktualnie, wg najnowszych zalecen dotyczacych leczenia sepsy (wg
ogolnoswiatowej Surviving Sepsis Campaign, w ktdérg sg zaangazowane m.in. Society
of Critical Care Medicine (SCCM), European Society of Intensive Care Medicine
(ESICM) mozna rozwazac dozylng podaz kortykosteroidéw u pacjentéw we wstrzgsie
endotoksycznym wymagajgcych terapii wazopresyjnej w dawce 200 mg

hydrokortyzonu na dobe*!.

4.7. Receptor glikokortykosteroidowy (GCR)

Receptor glikokortykosteroidowy (GCR, ang. glucocorticoid receptor) jest
polimorficznym biatkiem, ktore wptywa na ekspresije tysiecy genow®?. Receptor ten
zaliczany jest do nadrodziny receptoréw jgdrowych, liczgcej sobie 49 biatek, miedzy
innymi receptor mineralokortykosteroidowy oraz estrogenowy. Szacuje sie, ze miedzy
1000 a 2000 gendw jest regulowanych za posrednictwem tego receptora®. GCR
uczestniczy w regulacji wielu procesow np. odpowiedzi zapalnej, metabolizmu kwasu
ttuszczowych oraz glukoneogenezy. Nadmierna lub niedostateczna stymulacja GCR
jest przyczyng powaznych schorzen, takich jak zespét Cushinga i choroba
Addisona®84, Receptor ten podlega silnej ekspresji w wielu tkankach i narzgdach:

mozgu, ptucach, miesniach szkieletowych, nerkach, watrobie i sercu.
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Receptor glikokortykosteroidowy posiada budowe modutowg i sktada sie z:
- regulatorowej domeny N-koncowej (NTD),

- domeny wigzgcej DNA,

- regionu zawiasowego,

- domeny wigzgcej ligand (LBD).

Do tej pory poznano wiele izoform  biatkowych  receptora
glikokortykosteroidowego. Jest to wynikiem istnienia 8 alternatywnych miejsc inicjacji
translacji w obrebie egzonu 2 (domena NTD) oraz alternatywnego splicingu®.
Alternatywny splicing egzonu 9 prowadzi do powstania dwdch réznych wariantéw,
klasycznego GCRa o dtugosci 777 aminokwasow (94 kDa) oraz GCR[ o dtugoséci 742
aminokwasow (91 kDa). Sekwencja aminokwasowa obu izoform jest identyczna do
pozycji 727, krotsza domena LBD w izoformie GCR[ sprawia, ze nie jest ona zdolna
do wigzania glikokortykosteroidow i z racji tego, ze wystepuje tylko w jadrach

komdrkowych jest uwazana za antagoniste izoformy GCRa®®.

GCRa, klasyczny receptor glikokortykosteroidowy, przed zwigzaniem ligandu
jest zawieszony w cytoplazmie w wielobiatkowym kompleksie z biatkami
chaperonowymi oraz immunofilinami. Kompleks ten zapewnia konfiguracje optymalng
do wigzania ligandu z duzg swoistos$cig?®’. Po zwigzaniu ligandu receptor zmienia
konformacje, w wyniku czego odigczajg sie od niego zwigzane z nim biatka.
Odstonieciu ulegajg fragmenty stanowigce sygnat do translokaciji do jgdra, co skutkuje
szybkim przejsciem GCRa ze zwigzanym ligandem do jgdra komérkowego poprzez
pory jadrowe®’. Bezposrednio przed zwigzaniem z DNA, juz w jadrze komorkowym,
GCRa tworzy homodimery. Cze$s¢ GCRa nie ulega dimeryzacji. Powszechnie uwaza
sie, ze homodimeryzacja ma znaczenie dla funkcji GCRa. Zakiada sie, ze tak
monomery jak i dimery GCRa wigzg sie z pewnymi sekwencjami DNA i wptywajg tym
samym na proces transkrypcji®28. Eksperymentalnie wykazano, ze w odpowiedzi na
farmaceutyczne dawki glikokortykosteroidow uczestniczg dimery GCRa, a nawet
struktury wyzszego rzedu®®. W jgdrze komdérkowym homodimery receptora rozpoznajg
i wigzg sie z odpowiednimi fragmentami DNA (GRE, ang. Glucocorticoid-responsive

element). Prowadzi do indukcji docelowych gendw. Interakcja pomiedzy GCRa a DNA
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jest bardzo dynamiczna, receptor krgzy pomiedzy roznymi GRE modyfikujgc ekspresje

wielu réznych genéw®.

4.8. Swinia jako model w badaniach translacyjnych

Swinie sg szeroko wykorzystywane jako zwierzeta modelowe ze wzgledu na ich
anatomiczne, fizjologiczne i genetyczne podobienstwo do ludzi w badaniach
w obszarach takich jak: kardiologia, onkologia, neurologia i neurochirurgia oraz
medycyna transplantacyjna. Charakteryzujg sie one wzglednie duzymi rozmiarami
ciata, podobnymi do ludzkich, co pozwala na badanie efektow nowych lekow i terapii
w skali bardziej reprezentatywnej dla ludzi. Anatomia i fizjologia uktadu sercowo-
naczyniowego i oddechowego swin jest podobna do ludzkiej, co czyni Swinie

odpowiednim modelem do badania wstrzagsu septycznego i jego mechanizmow?®?,

Kolejng zaletg wykorzystania swin jako modelu do badan translacyjnych jest
dostepno$¢ narzedzi i modeli genetycznych. Swinie sg jednym z niewielu gatunkéw
zwierzat, dla ktérych opracowano zestaw licznych narzedzi genetycznych, takich jak
modele transgeniczne, narzedzia do edycji genow i techniki biologii molekularne;.
Narzedzia te pozwalajg naukowcom badaé mechanizmy molekularne oraz role

wybranych genéw w rozwoju i progresiji poszczegdlnych choréb®.

Istniejg jednak pewne wady wykorzystania $win jako modelu do badan
translacyjnych. Jedng z gtéwnych wad jest koszt zwigzany z utrzymaniem i hodowlg
$win, jak rowniez koszt testowanych interwenciji i leczenia. Swinie sg réwniez podatne
na infekcje, co moze wptywa¢ na wyniki badan. Praca ze swiniami wymaga
specjalistycznego szkolenia i sprzetu, co czyni je mniej dostepnymi dla niektorych grup

badawczych®:.

Pomimo tych wad, swinie pozostajg szeroko stosowanym modelem zwierzecym
w badaniach translacyjnych ze wzgledu na ich podobienstwo do ludzi oraz dostepnosc¢
narzedzi i technik genetycznych. W zwigzku z tym wazne jest, aby podczas
projektowania i prowadzenia badan naukowcy doktadnie rozwazyli zalety i wady

wykorzystania swin jako modelu do badan.
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4.9. Zwierzece modele sepsy

Dotychczas opisano i wielokrotnie wykorzystywano kilka réznych modeli
wstrzgsu septycznego. Modele oparte o mate zwierzeta laboratoryjne takie jak np.
myszy charakteryzujg sie ograniczong przydatnoscia w badaniach nad sepsg ze
wzgledu na szereg odmiennosci fizjologicznych. Myszy w przeciwienstwie do ludzi
charakteryzujg sie naturalng opornoscig na dziatanie endotoksyn. Odmiennie niz
ludzie, w przebiegu sepsy u myszy czestos¢ oddechdw ulega obnizeniu, zwierzeta te
rozwijajg bradykardie i1 hipotermie oraz charakteryzujg sie niskg aktywnoscig
osoczowg uktadu dopetniacza, za$ gtowng frakcje ich krwinek biatych stanowig
limfocyty (u ludzi neutrofile)®*. Znacznie wiarygodniejsze sg modele oparte o $winie

domowa.

Wszystkie wykorzystywane powszechnie modele mozna podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy: modele niejatowe lub jatowe. W przypadku modeli niejatowych
doprowadza sie do zakazenia zwierzecia modelowego drobnoustrojem lub
drobnoustrojami np. poprzez iniekcje dootrzewnowg zawiesiny katowej lub kultury
bakteryjnej, perforacje jelita Slepego przez naktucie, enterektomie i nieszczelne
zespolenie jelit. Istniejg takze modele narzgdowo-specyficzne, nasladujgce np.
pneumosepse (posocznice pneumokokowaq) lub urosepse (posocznice moczowg). Do
modeli jatowych zalicza sie przede wszystkim iniekcje lub wlew ciggty dostepnego
komercyjnie LPS lub TNF-a.

Jednym z najbardziej kompleksowych i sterowalnych modeli jest model opisany
przez Frostella w 2014 roku, z podzniejszymi modyfikacjami. Model ten zostat
opracowany w celu oceny efektow klinicznych réznego postepowania terapeutycznego
w przebiegu wywotanej wlewem LPS niewydolnosci wielonarzadowej. Zwierzeta we
wstrzgs endotoksyczny wprowadzano poprzez cigglg infuzje dozylng endotoksyny
w dawce 5 ug/kg/godz. przez okres 2 godzin, nastepnie zas w dawce 1 pg/kg/godz.
przez okres 28 godzin®. W podzniejszych latach model zmodyfikowano i wdrozono
w badaniach dotyczgcych wptywu wziewnie podawanego tlenku azotu
i hydrokortyzonu na przebieg wstrzgsu septycznego. W modelu tym dawka i czas
trwania wlewu endotoksyny zostat istotnie skréocony - zwierzeta we wstrzgs
endotoksyczny wprowadzano poprzez ciggtg infuzje dozylng endotoksyny w dawce
2,5 ug/kg/godz. przez okres 90 minut, nastepnie zas w dawce 0,5 ug/kg/godz. przez
okres 8,5 godziny?®®,
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5. Cel pracy

Smiertelno$¢ w przebiegu sepsy u ludzi, pomimo szerokiego stosowania
nowoczesnej antybiotykoterapii i nowych technik intensywnej terapii w dalszym ciggu
jest wysoka. Skojarzona terapia matymi dawkami kortyzonu i wziewnie podawanego
tlenku azotu (NO) w modelu endotoksycznym u $wih po aktywacji zapalnej z uzyciem
lipopolisacharydu wykazuje zahamowanie zapalnej odpowiedzi ogolnoustrojowe;.
Jako, ze w proces odpowiedzi przeciwzapalnej zaangazowany jest szlak sygnatowy
receptora glikokortykosteroidowego, wazne jest podjecie préby oceny, jak
zastosowanie wziewnie podawanego tlenku azotu w potgczeniu z matymi dawkami
hydrokortyzonu wptywa na ekspresje i wewnatrzkomérkowg lokalizacje receptora
glikokortykoidowego w narzagdach, w ktérych dochodzi do ciezkiej niewydolnosci

w przebiegu sepsy.
Celem przedstawionej rozprawy byto:

1. Przygotowanie swinskiego modelu wstrzgsu endotoksycznego i zastosowanie
skojarzonej terapii matymi dawkami kortyzonu i wziewnie podawanego tlenku azotu.

2. Zbadanie ekspres;ji receptora glikokortykosteroidowego na poziomie biatka technikg
Western blot w ptucach oraz w takich narzgdach jak watroba i nerki.

3. Ocena aktywacji receptora glikokortykosteroidowego - przeprowadzenie
subfrakcjonowania  komérkowego w  celu uzyskania frakcji  biatek
cytoplazmatycznych i frakcji biatek jgdrowych zwigzanych z chromatyng (ptuca,
watroba, nerki) i pomiar biatka metodg Western blot. Nasilona aktywacja powinna
skutkowa¢ zwiekszonym transportem receptora z cytoplazmy do jadra
komaorkowego.

4. Ocena aktywacji receptora glikokortykosteroidowego — analiza nasilenia reakcji
jadrowej i cytoplazmatycznej w preparatach immunohistochemicznych (ptuca, nerki,
watroba).

5. Ocena aktywacji receptora glikokortykosteroidowego — pomiar ekspresji genow
(kodujgcych cytokiny prozapalne), regulowanych przez ten receptor, zarébwno w

ptucach, jak i w nerkach i watrobie.
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6. Materialy i metody

6.1. Opis modelu zwierzecego

Doswiadczenie przeprowadzono w Katedrze Chorob Wewnetrznych z Klinikg
Koni, Pséw i Kotow Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu w ramach projektu
,Ocena skutecznosci ztozonej przedtuzonej terapii kortyzonem i wziewnie stosowanym
tlenkiem azotu na indukowang LPS niewydolnos¢ narzadowg u $win”. Na
przeprowadzenie niniejszego doswiadczenia uzyskano zgode | Lokalnej Komisiji
Etycznej ds. doswiadczen na zwierzetach we Wroctawiu nr 43/2016. Procedury
wykonywane byty przez lekarzy specjalistow anestezjologii i intensywnej terapii pod
nadzorem lekarza weterynarii. Wobec wszystkich zwierzat w petni stosowano
wytyczne dotyczace opieki i wykorzystania zwierzat laboratoryjnych (Dyrektywa UE
2010/63/UE dotyczgca eksperymentow na zwierzetach).

W badaniu uczestniczyto 23 osobnikéw $wini domowej rasy polska biata
zwistoucha, o przyblizonej masie ciata 27 kg (wiek - 16 tygodni). Zwierzeta podzielono
na dwie grupy: badang (n = 12) oraz kontrolng (n = 11). Przed rozpoczeciem
eksperymentu wszystkie swinie poddano gtodéwce trwajgcej 12 godzin, zapewniajgc

jednoczesnie nieograniczony dostep do wody pitne;j.

Premedykacje zwierzat wykonywano z uzyciem domiesniowej podazy
mieszaniny tiletaminy (2 mg/kg), zolazepamu (2 mg/kg) i medetomidyny (0,08 mg/kg)
sporzgdzonej poprzez rozpuszczenie suchej mieszaniny tiletaminy i zolazepamu
(Zoletil 100, Virbac, Francja) w dostepnym komercyjnie roztworze medetomidyny
(Domitor, Orion Corp., Finlandia). Po uzyskaniu obwodowego dostepu dozylnego do
zyty ucha i ewentualnym pogtebieniu znieczulenia przeprowadzono intubacje
dotchawiczg pod kontrolg wzroku przy uzyciu laryngoskopu. Znieczulenie
podtrzymywano poprzez ciggty wlew propofolu (3-6 mg/kg/godz. dozylnie; Propofol 1%
MCT/LCT Fresenius, Fresenius Kabi Polska, Warszawa, Polska) oraz fentanylu (0,8-
1,3 ug/kg/godz. dozylnie; Fentanyl WZF, Polfa Warszawa, Polska). Podczas
instrumentacji dawki lekdw okresowo zwiekszano. Zwierzeta wentylowano
mechanicznie w trybie IPPV (wentylacja przerywana dodatnim cisnieniem)
z wykorzystaniem respiratora Servo 900C (Siemens-Elema AB, Solna, Szwecja),
frakcjg tlenu (FiO2) 0,3 i dodatnim kohcowo-wydechowym cisnieniem (PEEP)
w wysokosci 5 cm H>O. Wartosci cisnienia szczytowego, FiO2 w gazach oddechowych
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oraz czestosci oddechow dostosowywano indywidualnie w celu osiggniecia

normokapnii i normoksemii.

Instrumentacje zwierzat przeprowadzano po pogtebieniu analgezji dozylnej
wraz z zastosowaniem znieczulenia nasiekowego. Skfadato sie na nig wprowadzenie
zylnego dostepu centralnego przez zyte szyjng celem podazy lekéw, w tym
wazopresyjnych, ptynoéw infuzyjnych oraz dokonywania pomiarow OCZ. Przez tg samg
zyte wprowadzano réwniez cewnik Swana-Ganza do pomiaréw hemodynamicznych,
ktérego koniec umieszczano w jednej z gatezi tetnicy ptucnej. Dostepu tetniczego
dokonywano przez wprowadzenie cewnika naczyniowego przez tetnice szyjna.
Celem pomiaréw diurezy godzinowej, wprowadzano do pecherza cewnik moczowy
z dostepu poprzez minilaparotomie. Po wstepnej instrumentaciji zwierzeta poddawano
60-minutowe] obserwacji celem stabilizacji stanu klinicznego i oceny potencjalnych
komplikacji. Po okresie stabilizacji wstrzas endotoksyczny indukowano poprzez
trwajgcy 10 godzin wlew dozylny LPS z Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich,
Gothenburg, Szwecja).

U wszystkich zwierzat roztwér LPS podawany byt dwufazowo — przez pierwsze
1,5 godziny podawano go w dawce 2,5 ug/kg/godz., natomiast przez kolejne 8,5
godziny w dawce zredukowanej do 0,5 ug/kg/godz. Po zakonczeniu trwajgcego tgcznie
10 godzin infuzji LPS zwierzeta podlegaty dalszej obserwacji przez dziesie¢ godzin.
W celu zapewnienia profilaktyki zakazenia chirurgicznego wszystkim zwierzetom
przed instrumentacjg oraz 8 godzin po niej dwukrotnie podano dozylnie cerufoksym

(Zinacef, GlaxoSmithKline, Solna, Szwecja) w dawce 750 mg.

Zwierzetom z grupy badanej od trzeciej godziny trwania wlewu LPS podawano
hydrokortyzon (Corhydron 100, Bausch Health) dozylnie oraz wziewnie tlenek azotu
(iNO). Hydrokortyzon (25 mg) podawano trzykrotnie: w 3, 8 oraz 16 godzinie trwania
eksperymentu. Tlenek azotu (PulmonoxMesser Griesheim 800 ppm NO w 9000 azotu)
podawano w stezeniu 30 ppm do linii wdechowej ukfadu respiratora z urzgdzenia
Pulmomix Mini (Messer Griesheim, Gumpoldskirchen, Austria). Podaz tlenku azotu
rozpoczynano po 3 godzinach od wtgczenia wlewu LPS-u i kontynuowano do kohca
trwania obserwacji. Zwierzeta z grupy kontrolnej podlegaty jedynie obserwaciji

i leczeniu objawowemu wstrzgsu
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Przez caty okres trwania eksperymentu wszystkie zwierzeta otrzymywaty ciggty
wlew roztworu NacCl 0,45% z glukozg 2,5% (Glucosum 5% et Natrium chloratum 0,9%
1:1 Fresenius r-r do infuzji (25 mg + 4,5 mg)/ml); Fresenius Kabi, Polska)
z predkoscig 15 ml/kg m.c./godzine. W obu grupach resuscytacje wstrzgsu
prowadzono wedtug zalecen SSC (Surviving Sepsis Campaign 2016). Resuscytacje
ptynowg prowadzono pod kontrolg wolemii i Sredniego cisnienia tetniczego, wedtug
ustalonego wczesniej algorytmu. W sytuacji, gdy $rednie cisnienie tetnicze (MAP)
spadato ponizej 60 mmHg i przy cisnieniu zaklinowania tetnicy ptucnej 6 mmHg lub
mniej, zwierzetom podawano dozylne bolusy soli fizjologicznej, az do osiggniecia
wartosci cisnienia zaklinowania tetnicy ptucnej co najmniej 8 mmHg. W przypadku
utrzymywania sie Sredniego cisnienia tetniczego ponizej 60 mmHg przy wartosci
PCWP wyzszej lub rownej 8 mmHg wtaczano dozylny wlew norepinefryny (Levonor,
Polfa Warszawa, Polska) w dawce od 0,025 pg/kg/min i stopniowo zwiekszano do
maksymalnie 0,6 pug/kg/min, az do osiggniecia wartosci sredniego cisnienia tetniczego
powyzej 60 mmHg. W przypadku utrzymywania sie sredniego ci$nienia tetniczego
powyzej 60 mmHg dawke norepinefryny redukowano do minimalnej, pozwalajgcej

utrzymaé MAP w wartosciach docelowych.

Temperature ciala monitorowano w tetnicy ptucnej za pomocg termistora
wbudowanego w cewnik donaczyniowy. Zwierzeta utrzymywano w normotermii przy
pomocy kocow grzewczych lub chtodzenia zewnetrznego. Po 20 godzinach od
rozpoczecia wlewu lipopolisacharydu zwierzeta usmiercono poprzez iniekcje dozylng
pentobarbitalu sodowego (Morbital, Biowet, Putawy, Polska) o stezeniu 133,3 mg/ml

w ilosci 0,6 ml/ kg m.c.

6.2. Pozyskanie materiatu

Prébki narzgdéw wewnetrznych (ptuca, watroba, nerki) przeznaczone do badan
biochemicznych pobierano podczas autopsji bezposrednio po usmierceniu zwierzat,
zamrazano Ww cieklym azocie, a nastepnie przenoszono do zamrazarki
niskotemperaturowej (-80°C). Materiat przeznaczony do badan histopatologicznych
uzyskiwano poprzez wykrojenie odpowiedniej wielkosci fragmentu narzadu
z uwzglednieniem wszystkich istotnych warstw danego narzadu. Tak pobrany materiat
utrwalano w zbuforowanym weglanem wapnia roztworze aldehydu mrowkowego
o stezeniu 7%. Po utrwaleniu i dehydratacji materiat zatapiano w bloczkach

parafinowych.
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6.3. Western blotting

llos¢ oraz lokalizacje receptora glikokortykosteroidowego badano za pomocg
metody Western Blot. Do mechanicznej homogenizacji tkanek stosowano urzadzenie
Tissue Ruptor (Qiagen). W przypadku okres$lania catkowitej ilosci GR fragmenty tkanki
o masie okoto 50 mg (nerki, watroba, ptuca) homogenizowano w 200 ul buforu RIPA
(150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0.5% deoksycholan sodu, 0.1% siarczan dodecylu
sodu, 50 mM Tris-HCI, pH 8) z mieszaning inhibitorow proteaz (Sigma-Aldrich). Probki
inkubowano na lodzie przez 30 min i wirowano 15 min przy predkosci 10 000 x ¢
w temp. 4°C. Nastepnie Sciggano supernatant i mierzono w nim stezenie biatka
metodg BCA (Pierce), zgodnie z instrukcjg producenta. W przypadku badania
lokalizacji GR wykonywano subfrakcjonowanie homogenatéw tkankowych za pomocg
komercyjnego zestawu (Subcellular Protein Fractionation Kit for Tissues, Thermo
Fisher) zgodnie z zaleceniami producenta. Po przeprowadzeniu subfrakcjonowania
otrzymywano frakcje biatek cytoplazmatycznych i frakcje biatek jgdrowych zwigzanych
z chromatyng, w ktérych mierzono ilos¢ biatka metodg BCA (Pierce), zgodnie

z instrukcjg producenta.

Do rozdziatu elektroforetycznego metodg SDS-PAGE wykorzystywano
komercyjne zele Criterion TGX 10% (Bio-Rad). Do homogenatéw (25 ug biatka dla
catkowitych homogenatéw, 25 ug biatka dla frakcji biatek cytoplazmatycznych, 7,5 ug
dla frakcji biatek jagdrowych zwigzanych z chromatyng) dodawano odpowiednig ilos¢
redukujgcego buforu prébkowego (Pierce™ Lane Marker Reducing Sample Buffer),
podgrzewano 5 min w 95°C, schtadzano na lodzie i nanoszono na zel
poliakrylamidowy. Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy statym napieciu
wynoszgcym 90V przez 2 godziny i 15 minut. Nastepnie przeprowadzano tzw. transfer
suchy przy uzyciu programu TURBO dla biatek o mieszanej masie (Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System) na membrane PVDF (Trans-Blot Turbo RTA Midi 0.2 um
PVDF Transfer Kit). Po dokonaniu transferu membrany PVDF barwiono w roztworze
Ponceau S lub odpowiednika (Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for PVDF
Membranes) i fotografowano w urzgdzeniu Chemidoc. W dalszej kolejnosci membrany
przeptukiwano w roztworze Pierce Western Blot Signal Enhancer zgodnie z instrukcjg
producenta. Membrany poddawano blokowaniu przez 60 minut w komercyjnym
buforze blokujgcym StartingBlock™ T20 (PBS) Blocking Buffer (Thermo Fisher).
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Membrany inkubowano z przeciwciatem | rzedowym anty-GCR (ab183127)
w buforze do blokowania komercyjnego przez noc (15-16 godzin) (1:2000),
w temperaturze 4°C. Nastepnie membrany przeptukiwano 3 razy po 8 min w roztworze
TPBS (PBS zawierajgcy 0,5% Triton X-100, v/v). W kolejnym kroku membrany
inkubowano z przeciwciatem Il-rzedowym (antykrdlik 1:40000) w buforze do
blokowania komercyjnym przez 1 h w temp. pokojowej Membrany ponownie 3 razy
przeptukiwano w roztworze TPBS, kazdorazowo po 8 minut. Do
chemiluminescencyjnej detekcji sygnatu stosowano substrat SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Pierce). Uzyskane obrazy archiwizowano cyfrowo
przy pomocy oprogramowania Quantity One (BioRad).

Przed uzyciem kolejnych przeciwciat (w celu normalizacji, antyGAPDH dla
petnych homogenatéw i biatek z frakcji cytoplazmatycznej, antyhiston dla biatek
z frakcji jadrowej) membrany odblokowywano za pomocg Restore Plus Western Blot
Stripping Buffer (Thermo Scientific) zgodnie z zaleceniami producenta. Potem
membrany poddawano blokowaniu przez 30 minut w komercyjnym buforze blokujgcym
StartingBlock™ T20 (PBS) Blocking Buffer (Thermo Scientific). W celu normalizacji pH
membrany ponowne przeptukiwano 2-3 x w PBS 1x Triton 0,5%. W dalszej kolejnosci
membrany, na ktérych analizowano biatka z frakcji jgdrowej inkubowano
z przeciwciatem antyhiston H3 (ab12079, przez noc, w 4°C 1:1000
w komercyjnym buforze do blokowania), z kolei membrany, na ktérych analizowano
biatka z petnych homogenatéw i z frakcji biatek cytoplazmatycznych (CEB)
inkubowano z przeciwciatem antyGAPDH (przez noc, w 4°C, 1:1000 w komercyjnym
buforze do blokowania). Po odmyciu niezwigzanych przeciwciat pierwszorzedowych
(jw.) membrany z frakcjg jgdrowg (NEBC) inkubowano z przeciwciatem Il rzedowym
antykoza przez 60 minut w temp. pokojowej (1:30000 w komercyjnym buforze do
blokowania, zas membrany z biatkami cytoplazmatycznymi (CEB) inkubowano
z przeciwciatem ll-rzedowym antymysz przez 60 minut w temp. pokojowej
(1:20000, w komercyjnym buforze do blokowania). Membrany przeptukiwano (jw.) i do
chemiluminescencyjnej detekcji sygnatu stosowano substrat SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Pierce). Uzyskane obrazy archiwizowano cyfrowo

przy pomocy oprogramowania Quantity One (BioRad).

Intensywnos¢ prgzkdédw oceniano za pomocg oprogramowania Image Lab.

Zarchiwizowane w formie cyfrowej skany dokumentujgce chemiluminescencije,
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zaréwno dla prgzkéw odpowiadajgcych GCR (dwa najwyzsze prazki o masie okoto
100 kDa i 80 kDa) jak i obrazujgce GAPDH (dla frakcji cytoplazmatycznej) oraz histon
H3 (dla frakcji jgdrowej) poddawane byty analizie densytometrycznej z wykorzystaniem
oprogramowania Image Lab. Na kazdym skanie recznie wyznaczano poszczegolne
Sciezki i opisywano je.

Na dalszym etapie recznie oznaczano oraz precyzyjnie okreslano granice
poszczegolnych pragzkéw poddawanych analizie. Oprogramowanie na podstawie pola
powierzchni danego prgzka odpowiadajgcego receptorowi glikokortykosteroidowemu
oraz natezenia zaciemnienia obrazu obliczato bezwzgledng warto$¢ liczbowg
odzwierciedlajgcg nasilenie reakcji. W toku analizy bezwzgledne wartosci uzyskane
przez program odnoszono do przypadku o najbardziej przecietnym natezeniu reakcji
na danej membranie. W wyniku tych dziatan uzyskano wzgledne wartosci, ktére mogty
by¢ poréwnywane pomiedzy blotami. Dziatania te powtdérzono po strippingu
i inkubowaniu membran z przeciwciatami przeciw biatkom markerowym —
odpowiednio GAPDH lub histonowi H3.

Majgc na celu znormalizowanie uzyskanych wynikdw na zawarto$¢ biatka
uzyskane wartosci wzgledne dla receptora glikokortykosteroidowego odnoszono do
wartosci wzglednych uzyskanych dla biatka markerowego. Uzyskane w ten sposob
wzgledne wyniki znormalizowane na GAPDH lub histon H3 poddawano dalszej

analizie statystyczne,.
6.4. Immunohistochemia

Fragmenty tkanek po utrwaleniu w 7% roztworze buforowanego formaldehydu
zatapiano w bloczkach parafinowych i $cinano na skrawki o grubosci 3 um. Skrawki
nanoszono na szkietka podstawowe Superfrost Plus (Menzel Glaser, Niemcy).
Barwienie zostato wykonane na urzgdzeniu LEICA BOND-MAX (Leica Biosystems) wg
ponizszego protokotu. W pierwszej kolejnosci tkanki zostaty odparafinowane (Bond
Dewax Solution, Leica Biosystems) i poddane wstepnej obrébce roztworem Bond
Epitope Retrieval Solution 2 (Leica Biosystems) przez 20 minut. Aktywnosc¢
endogennej peroksydazy zostata zablokowana przy uzyciu roztworu wodnego
inhibitora peroksydazy dostarczonego przez producenta zestawu. W celu okreslenia
obecnosci badanego antygenu na szkietka nanoszono roztwor przeciwciata anty-GCR

(Abcam, ab183127) o stezeniu 1:500 w Bond Primary antibody Diluent (Leica
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Biosystems) i pozostawiano na okres 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
prébki inkubowano z roztworem Post Primary and Polymer uzywajgc BOND Polymer
Refine Detection System (Leica Biosystems). Jako substrat do barwnej reakcji
zastosowano 3,3'-diaminobenzydyne (DAB Chromogen), ktérg nanoszono na
szkietka. Wszystkie preparaty poddano barwieniu kontrastowemu hematoksyling.
W procedurze uwzgledniono kontrole negatywng z pominieciem etapu nanoszenia
przeciwciata pierwszorzedowego. Po przygotowaniu szkietek zamykano je pod

szkietkiem nakrywkowym przy uzyciu balsamu kanadyjskiego.

Tak sporzadzone preparaty immunohistochemiczne poddawano badaniu
mikroskopowemu. W celu przeprowadzenia kompleksowej analizy odrebnej ocenie
poddawano jgdro komorki oraz jej czesS¢ cytoplazmatyczng. Intensywnos¢ reakcji
w jgdrach komoérkowych okreslano jako odsetek pozytywnie zabarwionych jgder

komorkowych, przy czym przyjeto, ze:
5% = brak reakciji (-)

6- 25% = reakcja staba (+)

26-50% = reakcja umiarkowana (++)
50% i powyzej = reakcja silna (+++)

Stopien ekspresiji receptora glikokortykosteroidowego w btonach komérkowych

lub w cytoplazmie oceniano na podstawie skali pétilosciowej IRS wg Remmele®’.

Tab. 2 Kryteria oceny mikroskopowej preparatow immunohistochemicznych.

Liczba komérek reagujacych Intensywnos¢ koloru reakcji
pozytywnie
0 pkt — brak 0 pkt. — brak
1 pkt — do 10% 1 pkt — mato intensywny
2 pkt —od 11 do 50% 2 pkt — $rednio intensywny
3 pkt — od 51 do 80% 3 pkt — intensywny

4 pkt — od 81% do 100%
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Liczba punktéw, ktdrg uzyskiwat dany preparat stanowita iloczyn liczby punktow
z prawej i lewej kolumny (Tab. 2). Zakresom liczby punktéw przyporzgdkowywano

nastepujgce opisy intensywnosci reakcji w preparacie:
0 punktow — brak reakcji

1 do 2 punktéw (+) — reakcja staba

3 do 4 punktow (++) — reakcja umiarkowana

6 do 12 punktéw (+++) — reakcja silna

Majac na celu przeprowadzenie mozliwie rzetelnej i kompleksowej analizy
uzyskane preparaty immunohistochemiczne poddano cyfrowemu skanowaniu.
Uzyskane skany preparatéw analizowano przy pomocy oprogramowania lmageJ.
Oprogramowanie przy pomocy odpowiedniego algorytmu kwalifikuje poszczegdlne
obszary preparatu jako wykazujgce silnie pozytywng, pozytywng, stabo pozytywng lub
negatywng reakcje immunohistochemiczng. Wynik procedury stanowi odsetek pola
powierzchni preparatu zakwalifikowany do okreslonej grupy. Odrebnie oceniano

nasilenie reakcji cytoplazmatycznej oraz natezenie reakcji jgdrowej®e.
6.5. Real- Time PCR

Fragmenty tkanek o masie okoto 40-60 mg (kazdy fragment wazono)
homogenizowano w buforze RLT z B-merkaptoetanolem (300 ul) za pomocg koncowek
jednorazowego uzytku do recznego homogenizatora tkanek TissueRuptor (Qiagen).
Catkowite RNA izolowano na kolumienkach RNeasy (Qiagen). Na matrycy tego RNA
przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypciji, uzyskujgc tzw. cDNA (SuperScript Il
First-Strand Synthesis System, Invitrogen), zgodnie z zaleceniami producenta,

z wykorzystaniem startera oligo(dT) 20.

Wzgledny poziom ekspresji transkryptu dla genéw kodujgcych IL-18, IL-6, TNF-
a oraz TGF-B okreslano poprzez ilosciowg reakcje PCR w czasie rzeczywistym.
Badania przeprowadzono na aparacie CFX Optical System (Bio-Rad) przy uzyciu
zestawu odczynnikébw SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad). Sekwencje
zastosowanych starterow pokazano w ponizszej tabeli. Warunki reakcji: wstepna
denaturacja w 95°C przez 30 s, 35 cykli - 95°C przez 10 s, 62°C przez 15s. Wszystkie

pomiary wykonano w trzech powtorzeniach.

33|Strona



Tabela 3. Startery zastosowane w ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Gen Sekwencja 5’- 3’
GAPDH TCACTGCCACCCAGAAGA
TACCAGGAAATGAGCTTGAC
TNF-a TCTTCTCCTTCCTCCTGGTC
ACGATGATCTGAGTCCTTGG

IL-18 GAAGAAGAGCCCATCATCCTTG
TTGTTGTTGCTATCATCTCCTTGC
IL-6 | AGAAAGGAGATGTGTGAGAAGTATG
GGGTGGTGGCTTTGTCTGG
TGF-B1 CTACTACGCCAAGGAGGTCAC
GCCCGAGAGAGCAATACAGG

Startery projektowano korzystajgc z programu Molecular Beacon
Software (Bio-Rad) i danych dostepnych w bazie Pubmed.

Produkt reakcji PCR wykrywano poprzez pomiar wzrostu fluorescencji
spowodowanego wigzaniem barwnika EvaGreen do dwuniciowego DNA.
Specyficzno$¢ kazdej przeprowadzonej reakcji potwierdzano analizujgc krzywag
topnienia w kazdym dotku ptytki. Jako gen referencyjny zastosowano gen kodujgcy
dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego (ang. GAPDH), aby znormalizowaé
ilosci cDNA (RNA) w poszczegodlnych prébkach. Do okredlania wzglednej ekspresii
docelowych genéw w probkach pochodzgcych z watroby, ptuc i nerek zastosowano
metode Pfaffla®®. Ekspresje gendéw na poziomie mRNA przedstawiono w jednostkach
wzglednych (JW) przyjmujgc poziom ekspresji dla jednej ze swin w grupie kontrolnej

jako punkt odniesienia.

6.6. Odczynniki i zestawy analityczne

Tab. 4 Odczynniki wykorzystane podczas realizacji czesci laboratoryjnej badania

Odczynnik lub zestaw analityczny Producent

Alkohol etylowy (C2Hs0H) POCH S.A., Polska

Chlorek sodu (NaCl) POCH S.A., Polska
Deoksynukleotydy (dNTP) Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Dodecylosiarczan sodu (SDS) Sigma- Aldrich Co., USA

Triton X-100 Sigma- Aldrich Co., USA
Diwodorofosforan potasu (KH2POa4) POCH S.A., Polska
Wodorofosforan potasu (Na:HPO4) POCH S.A., Polska
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Restore™ Western Blot Stripping Buffer
Pierce™ Western Blot Signal Enhancer
SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

Subcellular Protein Fractionation Kit for
Tissues

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Pierce™  Bovine  Serum
Standard Ampules, 2 mg/mL
PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder, 10 to 250 kDa

Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for
PVDF Membranes
StartingBlock™  T20
Buffer

TRI Reagent® RNA Isolation Reagent
Trans-Blot Turbo RTA Midi 0.2 um PVDF
Transfer Kit

10% Criterion™ TGX Stain-Free™
Protein Gel, 26 well, 15 pl

Pierce™ Lane Marker Reducing Sample
Buffer

RNeasy Micro Kit (50)

SuperScript™ [ll Reverse Transcriptase
SsoFast EvaGreen Supermix
Recombinant Anti-Glucocorticoid
Receptor antibody [EPR19621]
(ab183127)

Anti-Histone H3 antibody — ChIP Grade
(ab12079)

Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Goat
IgG (H+L) code: 705-035-003
Peroxidase AffiniPure Goat Anti-Rabbit
IgG (H+L) code: 111-035-045
Anti-Mouse IgG  (Fab  specific)—
Peroxidase antibody produced in goat
Product numer: A9917

Albumin

(PBS) Blocking

Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Sigma- Aldrich Co., USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Thermo Fischer Scientific Inc., USA

Quiagen, Inc., USA

Thermo Fischer Scientific Inc., USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Abcam

Abcam

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.

Jackson ImmunoResearch Laboratories
Inc.

Sigma- Aldrich Co., USA
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6.7. Oprogramowanie i narzedzia bioinformatyczne

W przeprowadzonych badaniach uzyto nastepujgcego oprogramowania:

1) Image Lab
2) Statistica 13.3
3) Microsoft Excel

4) ImageJ

6.8. Analiza statystyczna

Do analiz statystycznych uzywano testow nieparametrycznych ze wzgledu na
odbiegajgcy od normalnego rozstep danych. Wszystkie oznaczenia biochemiczne
i molekularne wykonano w trzech powtdrzeniach. Dane sg przedstawione jako
mediana = kwartyle £ minimum, maksimum. Do poréwnywania danych pomiedzy
grupami zastosowano test U-Manna Whitneya. W przypadku analizy zmiany
parametréw klinicznych pomiedzy stanem wyjsciowym i kolejnymi czasami od
momentu rozpoczecia eksperymentu w obrebie danej grupy zastosowano test
Wilcoxona dla par obserwacji. Warto$¢ p<0,05 przyjeto jako istotng statystyczna.

Analizy statystyczne przygotowywano korzystajgc z programu Statistica 13.3.

6.9. Aparatura

Tab. 5 Wykaz aparatury wykorzystanej do przeprowadzenia badan.

Urzadzenie Producent

Criterion™ Cell Bio-Rad Laboratories Inc., USA
PowerPac™ HC High-Current Power  Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Supply

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad Laboratories Inc., USA
CFX Connect™ Real-Time PCR | Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Detection System

The Spark® multimode microplate | Tecan Group Ltd., Szwajcaria
reader

Wirdéwka z chtodzeniem 5415R Eppendorf, Niemcy
ChemiDoc™ MP Imaging System Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Termocykler (MJ-Mini) Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Wealtec HB-2 — blok grzejny Wealtec corp., USA
Wytrzgsarka do ptytek- Titramax 101 Heidolph Instruments, Niemcy
Wytrzgsarka Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc., USA
TKA Micromed Demineralizator | Thermo Scientific

destylator wody

TissueRuptor Qiagen, Inc., USA
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6.10. Roztwory przygotowywane samodzielnie wykorzystywane w pracy

Tab. 6 Wykaz roztwordw przygotowywanych samodzielnie wykorzystywanych w badaniach

laboratoryjnych.

Nazwa roztworu
(zastosowanie)

PBS

Bufor elektrodowy

KH2PO4
NaCl
NaHPO4
Tris base
Glicyna
SDS

1,47 mM
137 mM
4,3 mM
25,01 mM
192,4 mM
3,467 mM
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7.  Wyniki
7.1. Dane kliniczne

Badania wykonano na 23 swiniach rasy polska biata zwistoucha w wieku 16
tygodni. Zwierzeta wazyly przecietnie 27 kilogramow. Grupe badang stanowito 12 (n =
12), grupe kontrolng 11 zwierzat. Wszystkie zwierzeta wtgczone do badania przezyty

20-godzinny czas obserwaciji.

W celu potwierdzenia wprowadzenia zwierzat we wstrzgs endotoksyczny
oceniano wybrane parametry zyciowe, przedstawione w Tab. 7. Przed rozpoczeciem
wlewu endotoksyny stan kliniczny zwierzat byt stabilny, a odczytane wartosci
parametréw zyciowych miescity sie w zakresie norm. Po czterech godzinach w obu
grupach odnotowano zwiekszenie czestosci pracy serca, silne obnizenie rzutu serca,
gwattowny wzrost ci$nien w tetnicy ptucnej wraz ze wzrostem oporéw w krgzeniu
systemowym i ptucnym oraz blisko dwukrotny wzrost stezenia mleczanéw we krwi
w stosunku do czasu wyjsciowego, co jednoznacznie Swiadczyto o wystgpieniu
hipodynamicznego wstrzgsu endotoksycznego i niedotlenieniu organizmu.
Parametrem, ktory istotnie statystycznie réznit sie miedzy grupami, byto Srednie
cisnienie w tetnicy ptucnej, zaréwno po 4 jak i 8 godzinach od rozpoczecia wlewu
endotoksyny, wyraznie kontrolowane inhalacjg tlenku azotu w grupie badanej.
W 8 godzinie trwania obserwacji utrzymywata sie tachykardia oraz notowano dalszy
wzrost temperatury ciata. Rzut serca powrdcit do wartosci bliskich wyjsciowym, zas
spadajgce stezenie mleczanow odzwierciedlito prawidtowo prowadzone leczenie. W
12 i 20 godzinie w obu grupach utrzymywata sie tachykardia i gorgczka, natomiast
poziom mleczandw konsekwentnie spadat. W catym czasie trwania eksperymentu
stabilne pozostawato cisnienie tetnicze krwi i osrodkowe cisnienie zylne, parametry te

byty bowiem bezposrednim celem interwencji medycznych.
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Tabela 7. Wskazniki wstrzgsu wywotanego przez wlew lipopolisacharydu (czestosé
akcji serca, rzut serca, srednie ciSnienie w tetnicy ptucnej, Srednie cisnienie tetnicze,
osrodkowe cisnienie zylne, cisnienie zaklinowania, temperatura) oraz hipoperfuzji
(stezenie mleczanu) zarejestrowane na poczatku badania oraz w 4, 8, 13 i 20 godzinie
jego trwania.

Grupa wyjsciowo 8 godzin 12 20
P vl godziny & godzin godzin
HR, kontrolna 70£5 129 + 13* 134 + 8 125+ 8 121+ 8
uderzenia/min badana 83+8 105+ 11% | 122 +12 124 + 9 116 £ 10
kontrolna 34+£03 24+01% | 34+04 4.4 +0.5 49+0.5
CO, L/min/m?
badana 4.2+0.3 24+03" | 36+04 4.2+0.3 49+04
kontrolna 19+1 38+3 34+3 29+ 2 26 £+ 2
MPAP, mmHg
badana 18+ 1 29 + 2* 27 +1* 25+ 1 21 +1
kontrolna 93+3 90+7 99 +6 877 82+3
MAP, mmHg
badana 102 +3 94+6 101 +8 103 +8 92+6
kontrolna 7+1 6+1 7+1 8+1 8+1
CVP, mmHg
badana 6+1 5+2 8+1 9+1 8+1
kontrolna 9+1 12+3 10+1 10+1 13+2
PCWP, mmHg
badana 8+1 102 11+1 11 +1 12 +1

kontrolna 371+0,3 | 387+04 | 39.8+05  40.3+04 | 40404
Temperatura,°C
badana 36.9+0.18 | 385+0.2 | 39.1+04 39.6+04 | 40.2+0.6

Mleczany, kontrolna 249039 | 4.19+0.46 | 3.42+0.61 @ 2.15+0.29 | 1.16+0,13
mmol/L badana 2.21+0.34 | 4.02+0.71 | 2.8940.47 H 2.09+0.56 | 1.55+0.44

CO, rzut serca; CVP, osrodkowe cisnienie zylne; HR, czestos¢ pracy serca; MAP, srednie cisnienie
tetnicze; MPAP, $rednie cisnienie w tetnicy ptucnej; PCWP, cisnienie zaklinowania. Wartosci
przedstawiono jako srednie + odchylenie standardowe.

* p<0,05 w stosunku do grupy kontrolnej (test U Mann-Whitney)

# p<0,05 w stosunku do danego parametru w czasie wyjsciowym (t=0) (test kolejnosci par Wilcoxona)
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7.2. Nerki

7.2.1. Ocena histologiczna preparatow

W nerkach w grupie badanej, jak i kontrolnej zaobserwowano liczne zmiany
histopatologiczne (Ryc.3). Do najczesciej obserwowanych zaliczaty sie patologie
dotyczgce ktebuszkow oraz cewek nerkowych. Ktebuszki nerkowe w wielu preparatach
nosity znamiona obrzeku, zas w czesci z nich byty obkurczone. W cewkach nerkowych
obserwowano najczesciej poszerzenie ich sSwiatta oraz niejednokrotnie wyrazng
wakuolizacje cytoplazmy komérek nabtonka wyScietajgcego kanaliki mogacg
odpowiadac¢ wydalaniu duzej ilosci niezageszczonego moczu wtérnie do agresywnej
ptynoterapii oraz uwarunkowan patofizjologicznych. W niektérych preparatach
stwierdzono obecnos¢ naciekéw srodmigzszowych oraz podtorebkowych. W czesci

prébek stwierdzono takze pogrubienie tgcznotkankowej torebki narzadu.
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Ryc. 3 Mikrofotografie wybranych zmian histopatologicznych w nerkach. Po stronie lewej
zamieszczono mikrofotografie preparatéw nerki z grupy badanej natomiast po stronie prawej
mikrofotografie preparatow nerki z grupy kontrolnej. A. praktycznie niezmieniony patologiczne
fragment rdzenia nerki. Widoczne kanaliki proste o typowej budowie, gtdwnie w przekrojach
stycznych; B. fragment rdzenia nerki, uwage zwraca poszerzone swiatto kanalikow, mogace
by¢ swiadectwem nasilonej diurezy; C. praktycznie niezmieniony patologicznie fragment kory
nerki, prawidtowe morfologiczne ktebuszki nerkowe; D. zmieniony patologiczne fragment kory
nerkowej, widoczne silnie obkurczone ktebuszki nerkowe; E. torebka nerkowa
i powierzchowna warstwa kory nerki; F. pogrubiafa torebka nerkowa z widocznym z widocznym
przekrwieniem w gornej czesci preparatu.
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7.2.2. Analiza ekspresji GR w homogenatach biatkowych nerek

Aby sprawdzi¢, czy wziewnie podawany tlenek azotu potgczony z matymi dawkami
kortyzonu w badanym modelu wstrzgsu endotoksycznego prowadzi do zwigkszenia
iloéci receptora glikokortykosteroidowego w nerkach, zastosowano technike Western
blot. Analizowano homogenat uzyskany z nerek jako biatko referencyjne wykorzystano
GAPDH. Woyniki uzyskane dla homogenatu tkankowego nerek nie potwierdzity
wystepowania statystyczne istotnych réznic dla prgzka o masie czgsteczkowej okoto
100 kDa. Odnotowano statystyczng istotnie réznice pomiedzy grupami dla prgzka

o masie okoto 85 kDa. Wyniki przedstawiono na Ryc. 4.
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Ryc. 4 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego — GAPDH oznaczona metodg Western blot w homogenacie nerek. A. wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle +
zakres nieodstajgcych = minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem
,X~ 0znaczono srednig arytmetyczng B. wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 85 kDa;
Dane sg przedstawione jako mediana * kwartyle * zakres nieodstajgcych + minimum,
maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono $rednig arytmetycznag
. C. reprezentatywny obraz receptora glikokortykosteroidowego, prgzki o masie 100 kDa oraz
85 kDa; D. reprezentatywny obraz biatka referencyjnego, wykorzystywanego do
znormalizowania wynikéw - GAPDH o masie okoto 36 kDa.

W kolejnym kroku wykonano subfrakcjonowanie komérkowe, uzyskujgc
z homogenatow nerek frakcje biatek cytoplazmatycznych oraz biatek jadrowych
zwigzanych z chromatyng. Pozwolito to na sprawdzenie metodg Western blot, czy
efektem dziatania tlenku azotu potgczonego z matymi dawkami kortyzonu w nerkach
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moze by¢ nasilona aktywacja receptora glikokortykosteroidowego, a w konsekwencji

zwiekszony transport jego aktywnej formy do jgdra komoérkowego.

Wyniki uzyskane dla frakcji biatek cytoplazmatycznych pozyskanej z nerek
poddano analizie w oprogramowaniu ImagelLab. Analizowano dwa prazki o masie
odpowiednio okoto 100 kDa oraz 85 kDa. Podobnie jak w homogenacie tkankowym
nie odnotowano statystycznych istotnie réznic pomiedzy grupami w przypadku prazka
o masie 100 kDa oraz dodatkowo roznic takich nie stwierdzono takze dla nizszego

prazka. Wyniki zostaty przedstawione na Ryc. 5.
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Ryc. 5 Wozgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyinego - GAPDH oznaczona metodg Western blot we frakcji biatek

cytoplazmatycznych, pozyskanej z nerek. A. wzgledna ekspresja pragzka o masie okoto 100
kDa; Dane sg przedstawione jako mediana * kwartyle £ minimum, maksimum. Dodatkowo w
celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono srednig arytmetyczng B. wzgledna ekspresja
prazka o masie okofo 85 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle + zakres
nieodstajgcych + minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem X"
oznaczono $rednig arytmetyczng C. reprezentatywny obraz dla receptora
glikokortykosteroidowego, prazki o masie 100 kDa oraz 85 kDa; D. typowy obraz dla biatka
referencyjnego GAPDH, wykorzystywanego do znormalizowania wynikow - pragzek o masie
okoto 36 kDa.

Wyniki uzyskane dla frakcji biatek jgdrowych zwigzanych z chromatyng z nerek
poddawano analizie w oprogramowaniu ImagelLab. Badano dwa prgzki o masie
odpowiednio okoto 100 kDa oraz 85 kDa. Podobnie jak we frakcji biatek
cytoplazmatycznych z nerki nie odnotowano statystycznych istotnie réznic pomiedzy

grupami dla zadnego z badanych prgzkow (Ryc. 4).
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Ryc. 6 Wozgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego - histonu H3 oznaczona metodg Western blot we frakcji biatek jadrowych
zwigzanych z chromatyng z nerek. A. wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa;
Dane sg przedstawione jako mediana * kwartyle + zakres nieodstajgcych £ minimum,
maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,.X” oznaczono $rednig arytmetyczng
B. wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 85 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana +
kwartyle £ minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono
srednig arytmetyczng C. typowy obraz - prgzki o masie 100 kDa oraz 85 kDa odpowiadajg
receptorowi glikokortykosteroidowemu; D. typowy obraz dla biatka referencyjnego - prazek o
masie okoto 17 kDa odpowiada histonowi H3 wykorzystanemu do znormalizowania wynikéw.

7.2.3. Analiza immunohistochemiczna preparatow nerek

Preparaty z nerek wybarwione na obecnosc¢ receptora glikokortykosteroidowego
badano dwutorowo: poddawano je ocenie manualnej z zastosowaniem skali IRS wg
Remelle¥, zas cyfrowe skany preparatéw analizowano przy pomocy oprogramowania
Imaged. Odrebnej ocenie podlegata reakcja cytoplazmatyczna oraz reakcja jgdrowa.
Ekspresje receptora glikokortykosteroidowego odnotowano przede wszystkim
w komorkach nabtonkowych wyscietajgcych kanaliki nerkowe. Wyniki oceny
manualnej zamieszczono w Tab. 8, natomiast wyniki analizy wykonanej przy pomocy
oprogramowania zamieszczono na Ryc. 7. Analiza statystyczna danych nie wykazata

obecnosci istotnych réznic pomiedzy grupg badang a kontrolng.
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Silnie Pozytywne Stabo Negatywne Silnie Pozytywne Stabo Negatywne
-20 pozytywne pozytywne -20 pozytywne pozytywne
B GRUPABADANA B GRUPA KONTROLNA B GRUPABADANA M GRUPA KONTROLNA

Ryc. 7 Nerki - ekspresja receptora glikokortykosteroidowego, badanie immunohistochemiczne.
Cyfrowe skany preparatéw analizowano przy uzyciu oprogramowania ImagedJ. Poprzez
natozenie odpowiednich masek program kwalifikowat obszary danego preparatu
0 poszczegdinym natezeniu reakcji barwnej do jednej z kategorii: wysoce pozytywne,
pozytywne, stabo pozytywne lub negatywne. Koncowy wynik dla kazdej kategorii wyrazony
zostat jako procent pola powierzchni badanych preparatow o danej intensywnosci zabarwienia.
A. reakcja cytoplazmatyczna, srednia + odchylenie standardowe; B. reakcja jgdrowa, srednia
+ odchylenie standardowe; C. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy preparat z grupy
kontrolnej, charakteryzujgcy sie umiarkowanym natezeniem reakcji cytoplazmatycznej oraz
jadrowej; D. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy preparat z grupy badanej
charakteryzujgcy sie umiarkowanym natezeniem reakcji cytoplazmatycznej oraz jgdrowe;.
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Tab. 8 Wynik badania immunohistochemicznego w kierunku ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego w nerkach. Do pofilosciowej oceny natezenia reakcji postuzono sie
skalg IRS wg Remelle.

REAKCJA
CYTOPLAZMATYCZNA JADROWA

Grupa Grupa Grupa Grupa
badana kontrolna badana kontrolna

P17Q ++ P19S N/A P17Q - P19S N/A

pP22v + P21U ++ P22v - P21U -

P24z +++ P23X + P247 - P23X -
P26BA N/A P25W - P26BA N/A P25W -
P28BC + P27BB N/A P28BC - P27BB N/A
P33BH - P29BD +++ P33BH ++ P29BD -
P34BI ++ P31BF N/A P34BI ++ P31BF N/A
P37BL ++ P32BG N/A P37BL + P32BG N/A
P38BM +++ P35BJ ++ P38BM + P35BJ +++
P41BP +++ P36BK ++ P41BP +++ P36BK +++
P42BQ +++ P39BN N/A P42BQ - P39BN N/A
P45BT ++ P45BT -

7.2.4. Analiza ekspresji mRNA wybranych cytokin w nerkach

Aktywnosc receptora glikokortykosteroidowego badano dodatkowo poprzez pomiar
ekspresji wybranych gendw, kontrolowanych przez ten receptor - kluczowych cytokin
zapalnych, takich jak IL-1B, IL-6, TNF-a oraz TGF-B3. Z prébek nerek od wszystkich
osobnikéw wyizolowano RNA, przeprowadzono odwrotna transkrypcje, a nastepnie
reakcje PCR w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 8. Nie
stwierdzono roznic istotnych statystycznie pomiedzy badanymi grupami dla zadnego

z analizowanych gendw.
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Ryc. 8 Wzgledna ekspresja wybranych cytokin zapalnych w nerkach osobnikéw z grupy
kontrolnej i osobnikdéw z grupy badanej zmierzona metodg PCR w czasie rzeczywistym.
Wykres ramka - wagsy przedstawia uzyskane wyniki w podziale na grupy. Dane sg
przedstawione jako mediana * kwartyle + zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum.
Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono srednig arytmetyczng Przypadki
odstajgce nie byly wytgczane z analizy. A. IL-1B; B. IL-6; C. TNF-a; D. TGF- B.

7.3. Ptuca
7.3.1. Ocena histologiczna preparatow

Zarowno w grupie badanej jak i kontrolnej w badaniu mikroskopowym stwierdzono
przekrwienie ptuc z krwawieniem do przestrzeni pecherzykowych. Obserwowano
takze obecno$¢ makrofagow obtadowanych hemosyderyng. W obu grupach
obserwowano mikrozakrzepy szkliste w swietle naczyn wiosowatych. Wsréd czestych
obserwacji notowano takze srodmigzszowe nacieki zapalne z pogrubieniem scian
pecherzykow ptucnych. Czestos¢ i stopien nasilenia naciekdéw w grupie kontrolnej byta

wieksza niz w grupie badanej. Poglgdowe mikrofotografie zamieszczono na Ryc. 9.
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Ryc. 9 Mikrofotografie preparatéw ptuc barwionych metodg H&E. Po stronie lewej
przedstawiono obrazy obserwowane w grupie badanej, po stronie prawej obrazy
obserwowane w grupie kontrolnej. A. Nieznacznie pogrubione przegrody
miedzypecherzykowe, brak wysieku w Swietle pecherzykdéw ptucnych B. Obrzek ptuc, duze
nacieki limfocytarne. W pecherzykach ptucnych obserwowano wysigk; C Umiarkowanie
pogrubione przegrody miedzyprzedsionkowe nacieczone jednojgdrzastymi komdrkami uktadu
biatokrwinkowego.; D masywny naciek zapalny w przestrzeniach miedzypecherzykowych
zaburzajgcy budowe histologiczng ptuc; E niewielki zastoj krwi F. obraz masywnego zastoju
krwi w ptucach, widoczne ztogi hemosyderyny.
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7.3.2. Analiza ekspresji GR w homogenatach biatkowych ptuc

Aby sprawdzi¢, czy wziewnie podawany tlenek azotu potgczony z matymi
dawkami kortyzonu w swinskim modelu wstrzgsu endotoksycznego prowadzi do
zwiekszenia ilosci receptora glikokortykosteroidowego w ptucach, zastosowano
technike Western blot. Analizowano homogenat uzyskany z tkanki ptucnej jako biatko
referencyjne zastosowano GAPDH. Wyniki uzyskane dla homogenatu tkankowego
ptuc nie potwierdzity wystepowania statystyczne istotnych réznic dla prgzkéw o masie

czgsteczkowej okoto 100 kDa oraz 85 kDa. Wyniki zostaty przedstawione na Ryc. 10.
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Ryc. 10 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego - GAPDH oznaczona metodg Western blot w homogenacie ptuc.
Przedstawiono wyniki dla dwoch prgzkéw o masie czgsteczkowej okoto 100 i 85 kDa. Nie
odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupg badang a kontrolng. A. wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle +
zakres nieodstajgcych + minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem
,X” 0znaczono Srednig arytmetyczng B. wzgledna ekspresja prazka o masie okoto 85 kDa;
Dane sg przedstawione jako mediana * kwartyle + zakres nieodstajgcych * minimum,
maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,.X” oznaczono $rednig arytmetyczng
C. reprezentatywny obraz - prgzki o masie okoto 100 kDa oraz 85 kDa; D. reprezentatywny
obraz przedstawiajacy ekspresje biatka referencyjnego GAPDH, wykorzystywanego w celu
znormalizowania wynikow - prgzek o masie okoto 36 kDa.
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W kolejnym kroku wykonano subfrakcjonowanie komérkowe, uzyskujgc z ptuc
frakcje biatek cytoplazmatycznych oraz biatek jgdrowych zwigzanych z chromatyna.
Pozwolito to na sprawdzenie metoda Western blot, czy efektem dziatania tlenku azotu
potgczonego z matymi dawkami kortyzonu w ptucach moze by¢ nasilona aktywacja
receptora glikokortykosteroidowego, a w konsekwencji zwiekszony transport jego

aktywnej formy do jgdra komérkowego.

Wyniki uzyskane dla frakcji biatek cytoplazmatycznych z tkanki ptucnej poddano
analizie w oprogramowaniu ImageLab. Analizowano dwa prazki o masie odpowiednio
okoto 100 kDa oraz 85 kDa. Podobnie jak w homogenacie tkankowym nie odnotowano
statystycznych istotnie réznic pomiedzy grupami w przypadku obu badanych prazkéw.

Wyniki przedstawiono na Ryc. 11.
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Ryc. 11 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego- GAPH oznaczona metodg Western blot we frakcji biatek cytoplazmatycznych
z ptuc. Nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupg badang a kontrolng. A.
wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana +
kwartyle + zakres nieodstajgcych + minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych
znakiem ,X” oznaczono $rednig arytmetyczng B. wzgledna ekspresja prazka o masie okoto
85 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana * kwartyle t zakres nieodstajgcych £ minimum,
maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,.X” oznaczono $rednig arytmetyczng
C. typowy obraz - prazki receptora o masie 100 kDa oraz 85 kDa; D. typowy obraz dla biatka
referencyjnego GAPDH, wykorzystanego w celu znormalizowania wynikdéw - prgzek o masie
okoto 36 kDa.
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Wyniki uzyskane dla frakcji biatek jagdrowych zwigzanych z chromatyng z ptuc
poddano analizie w oprogramowaniu ImagelLab. Analizowano dwa prazki o masie
odpowiednio 100 kDa oraz 85 kDa. Biatkiem referencyjnym w tym przypadku byt histon
H3. Podobnie jak we frakcji biatek cytoplazmatycznych z ptuc nie odnotowano
statystycznych istotnie roznic pomiedzy grupami dla zadnego z badanych prgzkow.

Wyniki zostaty zaprezentowane na Ryc. 12.
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Ryc. 12 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego - histonu H3 oznaczona metodg Western blot we frakcji biatek jadrowych
zwigzanych z chromatyng z ptuc. Nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy
grupg badang i kontrolng. A. wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane s3g
przedstawione jako mediana * kwartyle + zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum.
Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono srednig arytmetyczng B. wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 85 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle +
zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem
X'~ o0znaczono s$rednig arytmetyczng C. reprezentatywny obraz dla receptora
glikokortykosteroidowego - prgzki o masie okoto 100 kDa oraz 85 kDa; D. reprezentatywny
obraz dla biatka referencyjnego histon H3, wykorzystanego w celu znormalizowania wynikow
- prgzek o masie okoto 17 kDa.
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7.3.3. Analiza immunohistochemiczna preparatow ptuc

Preparaty immunohistochemiczne badano dwutorowo: poddawano je ocenie
histopatologicznej (skala IRS wg Remelle)¥, za$ cyfrowe skany preparatow
analizowano przy pomocy oprogramowania Imaged. Odrebnej ocenie podlegata
reakcja cytoplazmatyczna oraz reakcja jadrowa. Wyniki analizy przeprowadzonej przy
pomocy oprogramowania przedstawiono na Ryc. 13, natomiast wyniki analizy
manualnej przedstawiono w Tab. 9. Ekspresje receptora glikokortykosteroidowego
notowano przede wszystkim w komérkach nabtonkowych wyscietajgcych pecherzyki
ptucne - pneumocytach oraz komérkach typowych dla naciekdw zapalnych (makrofagi,
neutrofile). Analiza statystyczna danych nie wykazata obecno$ci statystycznie

istotnych réznic pomiedzy grupg badang a kontrolna.

Tab. 9 Wynik badania immunohistochemicznego w kierunku ekspresji receptora
glikokorykosteroidowego w ptucach. Do pétilosciowej oceny natezenia reakcji postuzono sie
skalg IRS wg Remelle.

REAKCJA
CYTOPLAZMATYCZNA JADROWA

Grupa Grupa Grupa Grupa
badana kontrolna badana kontrolna

P17Q ++ P19S N/A P17Q - P19S N/A

pP22v ++ P21U N/A pP22v - P21U N/A

P24z ++ P23X N/A P247 ++ P23X N/A
P26BA +++ P25W + P26BA ++ P25W -
P28BC ++ P27BB ++ P28BC - P27BB -
P33BH +++ P29BD + P33BH ++ P29BD -
P34BI + P31BF ++ P34BI - P31BF +++
P37BL + P32BG ++ P37BL ++ P32BG +++
P38BM - P35BJ ++ P38BM - P35BJ +++
P41BP +++ P36BK ++ P41BP - P36BK +++
P42BQ ++ P39BN ++ P42BQ - P39BN ++
P45BT +++ P45BT -
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Ryc. 13 Pluca - ekspresja receptora  glikokortykosteroidowego, badanie

immunohistochemiczne. Cyfrowe skany preparatoéw analizowano przy uzyciu oprogramowania
Imaged. Poprzez natozenie odpowiednich masek program kwalifikowat obszary danego
preparatu o poszczegolnym natezeniu reakcji barwnej do jednej z kategorii: wysoce
pozytywne, pozytywne, stabo pozytywne lub negatywne. Koncowy wynik dla kazdej kategorii
wyrazony zostat jako procent pola powierzchni badanych preparatow o danej intensywnosci
zabarwienia. A. reakcja cytoplazmatyczna, srednia + odchylenie standardowe; B. reakcja
jadrowa, srednia * odchylenie standardowe; C. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy
preparat z grupy badanej charakteryzujgcy sie niewielkim natezeniem reakgciji
cytoplazmatycznej oraz jgdrowej; D. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy preparat z
grupy kontrolnej charakteryzujgcy sie umiarkowanym natezeniem reakcji cytoplazmatycznej
oraz niewielkim jgdrowe;j.

7.3.4. Analiza ekspresji mRNA wybranych cytokin w ptucach

Aktywnosc¢ receptora glikokortykosteroidowego analizowano poprzez badanie
ekspresji wybranych genow, kontrolowanych przez ten receptor - kluczowych cytokin
zapalnych: IL-1B, IL-6, TNF-a oraz TGF-B. Z probek ptuc od wszystkich osobnikow
wyizolowano RNA, przeprowadzono odwrotng transkrypcje, a nastepnie reakcje PCR
w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 14. Nie stwierdzono
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réznic istotnych statystycznie pomiedzy badanymi grupami dla Zadnego

z analizowanych genow. Uwage zwraca relatywnie duza ilos¢ przypadkow

odstajgcych.
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Ryc. 14 Wzgledna ekspresja wybranych cytokin zapalnych w ptucach osobnikéw z grupy
kontrolnej i osobnikéw z grupy badanej zmierzona metodg PCR w czasie rzeczywistym.
Wykres ramka - wasy przedstawia uzyskane wyniki w podziale na grupy. Dane sa
przedstawione jako mediana * kwartyle £ zakres nieodstajgcych + minimum, maksimum.
Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono srednig arytmetyczng Przypadki
odstajgce nie byly wylgczane z analizy. A. IL-1B; B. IL-6; C. TNF-a; D. TGF- B.

7.4. Watroba
7.4.1. Ocena histologiczna preparatow

W badanych preparatach zaobserwowano liczne zmiany histopatologiczne, ale
stopien ich nasilenia lub liczebnos¢ nie byly zwigzane z dang grupg. Do najczesciej
obserwowanych zmian w preparatach watroby nalezy stluszczenie watroby,
przekrwienie narzgdu oraz obecnos¢ zmian autolityczne. W wielu przypadkach
obserwowano cechy zastoju zo6tci oraz obrzeku narzaddéw. U niektorych zwierzat
wystepowaty nacieki miedzyzrazikowe. Przyktadowe mikrofotografie zamieszczono na
Ryc. 15.

54| Strona



Ryc. 15 Mikrofotografie obrazujgce wybrane zmiany histopatologiczne stwierdzone podczas
badania watroby. Po stronie lewej zamieszczono mikrofotografie preparatow nerki z grupy
badanej, natomiast po stronie prawej mikrofotografie preparatoéw watroby z grupy kontrolne;.
A. praktycznie niezmieniony patologiczne fragment watroby. Widoczna zachowana budowa
zrazikowa. W przestrzeniach bramno - zétciowych swoiscie gatunkowo cienka warstwa tkanki
tacznej luznej oddzielajgcej zraziki anatomiczne. B. widoczne poszerzenie warstwy
tacznotkankowe] z cechami zastoju zétci. C. triada watrobowa - zyta wrotna, tetnica watrobowa
i przewdd zotciowy, prawidtowy obraz. D. triada watrobowa - zyta wrotna, tetnica watrobowa i
przewod zétciowy. Widoczny zastodj zéici oraz ztogi hemosyderyny. E. fragment gronka
watrobowego z wyraznie zaznaczong wakuolizacjg - prawdopodobnie na tle steatozy watroby
w przebiegu sepsy. F. Obraz watroby o znacznie mniejszym nasileniu steatozy.
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7.4.2. Analiza ekspresji GR w homogenatach biatkowych watroby

Aby sprawdzi¢, czy wziewnie podawany tlenek azotu potgczony z matymi dawkami
kortyzonu w badanym modelu wstrzgsu septycznego prowadzi do zwiekszenia ilosci
receptora glikokortykosteroidowego w watrobie, zastosowano technike Western blot.
Analizowano homogenaty uzyskane z watroby jako biatko referencyjne zastosowano
GAPDH. Wyniki uzyskane dla homogenatu z watroby nie potwierdzity wystepowania
statystyczne istotnych réznic dla prgzkow o masie czgsteczkowej okoto 100 kDa oraz
85 kDa (Ryc.14).
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Ryc. 16 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego - GAPDH oznaczona metodg Western blot w homogenacie watroby. Nie
odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupg badang a kontrolng. A. wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane s3g przedstawione jako mediana + kwartyle +
zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem
,X~ 0znaczono $rednig arytmetyczng B. wzgledna ekspresja prgzka o masie okoto 85 kDa;
Dane sg przedstawione jako mediana = kwartyle * zakres nieodstajgcych + minimum,
maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono $rednig arytmetycznag
C. reprezentatywny obraz, prgzki o masie 100 kDa oraz 85 kDa odpowiadajgce receptorowi;
D. typowy obraz przedstawiajgcy biatko referencyjne GAPDH, wykorzystane do
znormalizowania wynikéw - prgzek o masie okoto 36 kDa.

W kolejnym kroku wykonano subfrakcjonowanie komérkowe, uzyskujgc
z probek watroby frakcje biatek cytoplazmatycznych oraz biatek jgdrowych zwigzanych
z chromatyng. Pozwolito to na sprawdzenie metodg Western blot, czy efektem

dziatania NO potgczonego z matymi dawkami kortyzonu w watrobie moze by¢ nasilona
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aktywacja receptora glikokortykosteroidowego, a w konsekwencji zwiekszony

transport jego aktywnej formy do jagdra komérkowego.

Wyniki uzyskane dla frakcji biatek cytoplazmatycznych z watroby poddawano
analizie w oprogramowaniu ImagelLab - prazki o masie odpowiednio okoto 100 kDa
oraz 85 kDa. Podobnie jak w homogenacie tkankowym nie odnotowano statystycznych

istotnie réznic pomiedzy grupami w przypadku obu badanych prazkéw (Ryc. 17).
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Ryc. 17 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjinego - GAPDH oznaczona metodg Western blot we frakcji biatek
cytoplazmatycznych z watroby. Przedstawiono wyniki dla dwéch prazkéw o masach,
odpowiednio 100 i 85 kDa. Nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupa
badang a kontrolng. A - wzgledna ekspresja prazka o masie okoto 100 kDa; Dane sa
przedstawione jako mediana * kwartyle + zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum.
Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono $rednig arytmetyczng B. wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 85 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle *
minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem ,X” oznaczono srednig
arytmetyczng C. reprezentatywny obraz - prazki receptora o masie okoto 100 kDa oraz 85
kDa; D. reprezentatywny obraz przedstawiajgcy biatko referencyjne GAPDH, wykorzystane
w celu znormalizowania wynikow, prazek o masie okoto 36 kDa.

Wyniki uzyskane dla frakcji biatek zwigzanych z chromatyng homogenatu
z watroby poddano analizie w oprogramowaniu ImagelLab (Ryc. 18). Analizowano
wybrany prgzek o masie okoto 100 kDa. Nie odnotowano statystycznych istotnie réznic

pomiedzy grupami dla badanego prgzka.
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Ryc. 18 Wzgledna ekspresja receptora glikokortykosteroidowego wzgledem biatka
referencyjnego - histonu H3 oznaczona metodg Western blot - we frakciji biatek zwigzanych z
chromatyng z watroby. Przedstawiono wyniki dla prgzka o masie czgsteczkowej 100 kDa. Nie
odnotowano istotnej statystycznie réznicy pomiedzy grupg badang a kontrolng. A - wzgledna
ekspresja prgzka o masie okoto 100 kDa; Dane sg przedstawione jako mediana + kwartyle +
zakres nieodstajgcych £ minimum, maksimum. Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem
X~ 0znaczono s$rednig arytmetyczng B - reprezentatywny obraz receptora, prgzek o masie
100 kDa; D - reprezentatywny obraz przedstawiajacy biatko referencyjne, histon H3,
wykorzystane do znormalizowania wynikow, prgzek o masie okoto 17 kDa.

7.4.3. Analiza immunohistochemiczna preparatow watroby

Preparaty immunohistochemiczne badano dwutorowo: poddawano je ocenie
histopatologicznej (skala IRS wg Remelle, Tab. 10)%’, zas§ cyfrowe skany preparatow
analizowano przy pomocy oprogramowania ImagedJ (Ryc. 19). Odrebnej ocenie
podlegata reakcja cytoplazmatyczna oraz reakcja jgdrowa. Ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego w wiekszosci przypadkéw nie odnotowano. W preparatach,
w ktorych obserwowano ekspresje wystepowata ona w hepatocytach. Analiza
statystyczna danych uzyskanych w toku analizy cyfrowej skanéw oraz badania
mikroskopowego nie wykazata statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupg badang

a kontrolna.
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Ryc. 19 Watroba - ekspresja receptora glikokortykosteroidowego, badanie

immunohistochemiczne. Cyfrowe skany preparatoéw analizowano przy uzyciu oprogramowania
ImageJ. Poprzez natozenie odpowiednich masek program kwalifikowat obszary danego
preparatu 0 poszczegdlnym natezeniu reakcji barwnej do jednej z kategorii: wysoce
pozytywne, pozytywne, stabo pozytywne lub negatywne. Koncowy wynik dla kazdej kategorii
wyrazony zostat jako procent pola powierzchni badanych preparatow o danej intensywnosci
zabarwienia. A. reakcja cytoplazmatyczna, srednia + odchylenie standardowe; B. reakcja
jadrowa, srednia * odchylenie standardowe; C. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy
preparat z grupy badanej charakteryzujgcy sie brakiem wystgpienia reakcji cytoplazmatycznej
oraz jgdrowej; D. mikrofotografia przedstawiajgca przyktadowy preparat z grupy kontrolnej
charakteryzujgcy sie niewielkim natezeniem reakgji cytoplazmatycznej jgdrowe;.
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Tab. 10 Wynik badania immunohistochemicznego w kierunku ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego w watrobie. Do oceny postuzono sie skalg IRS wg Remelle.

REAKCJA
CYTOPLAZMATYCZNA JADROWA

Grupa Grupa Grupa Grupa
badana kontrolna badana kontrolna

P17Q - P19S - P17Q - P19S +

P22v - P21U N/A P22v - P21U N/A

P247 - P23X - P24z - P23X -
P26BA - P25W - P26BA - P25W -
P28BC - P27BB N/A P28BC - P27BB N/A
P33BH - P29BD - P33BH ++ P29BD ++
P34BI - P31BF N/A P34BI - P31BF N/A
P37BL - P32BG - P37BL - P32BG ++
P38BM - P35BJ - P38BM - P35BJ ++
P41BP - P36BK - P41BP - P36BK -
P42BQ - P39BN - P42BQ + P39BN -
P45BT - P45BT +

7.4.4. Analiza ekspresji mRNA wybranych cytokin w watrobie

Aktywnosc receptora glikokortykosteroidowego badano poprzez badanie ekspresji
wybranych genow, kontrolowanych przez ten receptor -  kluczowych cytokin
zapalnych: IL-1B, IL-6, TNF-a oraz TGF-3. Z prébek watroby od wszystkich osobnikow
wyizolowano RNA, przeprowadzono odwrotna transkrypcje, a nastepnie reakcje PCR
w czasie rzeczywistym. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 20. Nie stwierdzono
réznic istotnych statystycznie pomiedzy badanymi grupami dla Zzadnego
z analizowanych genéw. Uwage zwraca relatywnie duza ilos¢ przypadkéw
odstajgcych.
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Ryc. 20 Wzgledna ekspresja wybranych cytokin zapalnych w watrobach osobnikéw z grupy
kontrolnej i osobnikdw z grupy badanej zmierzona metodg PCR w czasie rzeczywistym.
Wykres ramka - wasy przedstawia uzyskane wyniki w podziale na grupy. Dane sa
przedstawione jako mediana * kwartyle * zakres nieodstajgcych = minimum, maksimum.
Dodatkowo w celach ilustracyjnych znakiem X" oznaczono $rednig arytmetyczng. Przypadki
odstajgce nie byty wytgczane z analizy. A. IL-18; B. IL-6; C. TNF-a; D. TGF-.
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8. DYSKUSJA

Sepsa jest ciezkg, ogolnoustrojowg chorobg, ktéra stwarza wiele trudnosSci
diagnostycznych oraz terapeutycznych i wigze sie z niepewnym rokowaniem. O ile
w krajach z wysokim wskaznikiem rozwoju spotecznego prowadzi sie doktadng
ewidencje przypadkéw i zgondéw oraz dostepne sg zaawansowane terapie, to
w krajach rozwijajgcych sie sytuacja jest znacznie gorsza i skala problemu jest
prawdopodobnie niedoszacowana**. Etiopatogeneza wstrzgsu septycznego oraz jego
leczenie od dziesigtek lat stanowig przedmiot zainteresowania lekarzy klinicystéw,
farmakologdw i innych specjalistéw, zajmujgcych sie szeroko pojeta medycyng. Na
przestrzeni lat badano wiele potencjalnych terapii, jednak nie znaleziono
uniwersalnego i skutecznego lekarstwa. Obiecujgce wyniki badan przedklinicznych
wielokrotnie nie znajdowaty potwierdzenia w praktyce klinicznej®*. Wspdtczesnie
postuluje sie zwiekszenie znaczenia indywidualizacji w podejsciu do leczenia oraz
stratyfikacje pacjentéw septycznych wedtug stanu ich systemu odpornosciowego, co
umozliwi w przysztosci podejmowanie decyzji o zastosowaniu réznych wariantéw
terapii skojarzonych i adjuwantowych, stanowigcych obiecujgcg perspektywe
przysztych badan klinicznych®. W rozprawie przedstawiono wyniki uzyskane podczas
badania przedklinicznego, oceniajgcego skutecznosé terapii kombinowane] -
wziewnego tlenku azotu potgczonego z dozylnym podawaniem hydrokortyzonu
w przebiegu wstrzgsu endotoksycznego. Celem przeprowadzonych badan byta ocena,
jak zastosowana terapia kombinowana wptywa na liczbe i wewngtrzkomorkowg
lokalizacje receptora glikokortykosteroidowego w narzgdach, w ktérych dochodzi do
ciezkiej niewydolnosci w przebiegu sepsy — w ptucach, watrobie i nerkach. Wykazano,
ze swinskim modelu wstrzgsu endotoksycznego w ptucach, watrobie i nerkach
zarbwno  ekspresja, jak i  wewngtrzkomoérkowa lokalizacja  receptora
glikokortykosteroidowego nie zmienia sie po zastosowaniu terapii kombinowanej

w poréwnaniu do standardowe;j terapii.

Ze wzgledu na powszechng ekspresje receptora glikokortykosteroidowego
w tkankach organizmu i wptyw tego receptora na ekspresje tysiecy gendw o0$
podwzgoérzowo-przysadkowo-nadnerczowa (HPA) stanowi jeden z kluczowych
mechanizméw adaptacyjnych i moduluje wiele proceséw w organizmie, a poprzez

mechanizm wielostopniowego sprzezenia zwrotnego ma bezposredni wptyw na
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dynamike uwalniania kortyzolu™. Wykazano, ze aktywacja osi HPA jest kluczowa dla
przezycia  sepsy*, za§ z drugiej strony nadekspresja  receptora
glikokortykosteroidowego (transgeniczne myszy) ogranicza stan zapalny i zwieksza
przezywalno$é po wstrzgsie endotoksycznym indukowanym podaniem LPS!®,
Dlatego zastosowanie glikokortykosteroidow w procesie leczenia sepsy wydaje sie
dobrym pomystem, poniewaz jednak wnioski z dotychczas przeprowadzonych badan
klinicznych sg sprzeczne**, wg. najnowszych zalecen dotyczacych leczenia sepsy
mozna rozwaza¢ dozylng podaz kortykosteroidéw u pacjentow we wstrzgsie
endotoksycznym wymagajgcych terapii wazopresyjnej w dawce 200 mg
hydrokortyzonu na dobe*'. Prawdopodobng przyczyng tych problemoéw jest fakt, ze
u wiekszosci pacjentdw w przebiegu sepsy pojawiajg sie odwracalne zaburzenia osi
HPA, od roku 2008 okreslane jako niedoczynnos¢ kory nadnerczy zwigzana
z ciezkim stanem klinicznym (CIRCI - ang. Critical lliness-Related Corticosteroid
Insufficiency)’’. Obok dysfunkcji elementow osi HPA, do CIRCI moze przyczyniac¢ sie
tzw. opornos¢ na glikokortykosteroidy, ktéra powoduje, ze tkanki peryferyjne nie
odpowiadajg we wiasciwy sposdb na sygnat ptyngcy od osi HPA?'. Za rozwdj
opornosci na glikokortykosteroidy prawdopodobnie moze by¢é odpowiedzialny nizszy
poziom ekspresji receptora glikokortykosteroidowego u pacjentow z sepsg*, jak
réwniez obnizona zdolnos¢ do wigzania ligandu przez receptor glikokortykosteroidowy
(wptyw endotoksyn)!®, co uposledza transport receptora do jgdra komoérkowego, a co
za tym idzie odpowiedz komorki na sygnat ptyngcy z pobudzonej osi HPA%4. Stad duze
nadzieje poktada sie w tzw. terapii kombinowanej, gdzie razem
z glikokortykosteroidem uzywa sie dodatkowego czynnika, tak aby w efekcie unikngé
rozwoju opornosci na glikokortykosteroidy i skorzystaé¢ z ich potencjatu leczniczego“.
Przyktadem takiej terapii kombinowanej jest potgczenie hydrokortyzonu z NO,
zastosowane w Swinskim modelu wstrzgsu septycznego indukowanego
endotoksyng*3. Autorzy tej publikacji wykazali, ze terapia, polegajgca na jednoczesny
podawaniu hydrokortyzonu w dawce 3.5 mg/kg oraz wziewnej podazy tlenku azotu (30
ppm), spowodowata zahamowanie odpowiedzi zapalnej i ograniczenie zmian
histopatologicznych, typowych dla sepsy, obserwowanych w ptucach, nerkach
i watrobach. Jednoczesnie, w tej samej grupie zwierzat, stosujgc barwienie
immunohistochemiczne, wykazano nasilong ekspresje receptora
glikokortykosteroidowego w ptucach, nerkach i watrobie. Nalezy podkresli¢, ze jest to
jedyna dostepna publikacja opisujgca ekspresje receptora glikokortykosteroidowego
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w  Swinskim modelu wstrzgsu septycznego indukowanego endotoksyng po
zastosowaniu terapii kombinowanej hydrokortyzonem i wziewnym NO. Przedstawione
w rozprawie wyniki wskazujg, ze w $winskim modelu wstrzgsu septycznego
indukowanego  endotoksyng,  stworzonym  przez  prof. C. Frostella
i wspotpracownikdéw®%, po zastosowaniu terapii kombinowanej hydrokortyzonem
i wziewnym NO nie stwierdzono zmian w ekspresji i lokalizacji receptora
glikokortykosteroidowego w ptucach, nerkach i watrobie. Da i wspotpracownicy*
preparaty immunohistochemiczne oceniali jedynie metodg manualng (koncentrujgc sie
na ocenie licznosci komdérek pozytywnie wybarwionych), natomiast w rozprawie obok
metody manualnej, w ktorej postuzono sie skalg IRS wg Remelle®’, do oceny natezenia
reakcji cytoplazmatycznej i jagdrowej wykorzystano réwniez program Imaged. Obydwie
metody analizy nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy badanymi grupami zwierzat.
Co wiecej analogiczne rezultaty uzyskano po przeprowadzeniu subfrakcjonowania
komoérkowego w homogenatach uzyskanych z badanych narzgdéw, analizowanych
technikg Western blot. Analiza ilosci receptora glikokortykosteroidowego w petnym
homogenacie tkankowym metodg Western blot rowniez nie wykazata réznic pomiedzy
grupami. Do rozbieznosci w koncowych wnioskach w ocenie ekspresji receptora
glikokortykosteroidowego mogt sie przyczyni¢ fakt, ze metodologia i czas trwania
eksperymentu byly rézne, Da i wspotpracownicy*® wstrzas endotoksyczny uzyskali
poprzez trwajgcy szes¢ godzin wlew LPS — przez pierwsze 2,5 godziny substancje
podawano w dawce 25 upg/kg/godz., za$ przez pozostate 3,5 godziny w dawce 5
Mg/kg/godz., po czym (po 6 godz.) eksperyment zakonczono. W modelu, nad ktérym
pracowano w rozprawie, podawano LPS w tempie 2,5 ug/kg/godz. przez pierwsze 1,5
godziny, natomiast przez kolejne 8,5 godziny w tempie 0,5 ug/kg/godz., a nastepnie
kontynuowano eksperyment przez kolejne 10 godzin. Taki sposdb przeprowadzenia
eksperymentu jest blizszy realiom klinicznym, w poréwnaniu do 6 godzin
zastosowanych przez Da i wspoétpracownikdw. Zazwyczaj pacjenci nie rozpoczynajg
kompleksowego leczenia tak szybko a rozwiniecie petnego spektrum wstrzgsu

septycznego moze wymagac dtuzszego czasu.

Dluzszy czas pomiedzy zakonczeniem wlewu endotoksyny a eutanazjg (10
godzin) pozwolit na ocene dtugoterminowych efektéw kombinowanej terapii. Zmiany
histopatologiczne obserwowane w badanych narzgdach (ptuca, nerki, watroba) byty

typowe dla przebiegu sepsy u ludzit%2103, W preparatach z ptuc odnotowano cechy

64|Strona



obrzeku ptuc, nacieki zapalne i zastoj krwi. W grupie zwierzat poddanych terapii
kombinowanej stwierdzono mniejsze nasilenie naciekow zapalnych w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Szereg zmian obserwowano takze w watrobie (hepatoliza,
wakuolizacja hepatocytéw, nacieki zapalne, cechy zastoju krwi) oraz nerkach
(zaburzenia w obrebie kiebuszkéw nerkowych, nacieki zapalne i obraz kanalikow,
wskazujgcy na nasilong diureze), przy czym nie stwierdzono réznic pomiedzy grupami.
Z przeprowadzonych badan histopatologicznych wynika, Zze jedyne rdznice,
wskazujgce na mozliwe dziatanie przeciwzapalne terapii kombinowanej, pojawity sie
w ptucach. Ten lokalny efekt mozna wynika¢ z faktu, ze tlenek azotu podawany byt

w formie wziewnej i ptuca byty organem, w obrebie ktérego mogt dziata¢ bezposrednio.

Tak jak wspomniano wyzej, oprocz badan immunohistochemicznych
przeprowadzono analize ilosci i lokalizacji receptora glikokortykosteroidowego za
pomocg metody Western blot. We wszystkich preparatach, zaréwno petnych
homogenatach, jak i po przeprowadzeniu subfrakcjonowania komorkowego w celu
uzyskania frakcji biatek cytoplazmatycznych i frakcji biatek zwigzanych z chromatyng
stwierdzono obecnos¢ wiecej niz jednego prazka. Prgzek o najwyzszej masie
czgsteczkowej (okoto 100 kDa) to receptor glikokortykosteroidowy, natomiast prgzek
o wielkosci okoto 85 kDa to najprawdopodobniej produkt proteolizy badanego
receptora. Receptor glikokortykosteroidowy jest niezwykle labilny w warunkach in vitro,
m. in. z powodu podatnosci na dziatanie roznorakich proteaz, m.in. proteaz
serynowych, cysteinowych oraz elastaz!®*1%, i mimo zastosowania mieszaniny
inhibitorow podczas przygotowywania preparatéw najprawdopodobniej nastgpit
proces trawienia receptora. Dla pewnosci przeprowadzono analize densytometryczng
obu prgzkow, ktora dala analogiczne wyniki. Terapia kombinowana polegajgca na
jednoczesny podawaniu hydrokortyzonu oraz wziewnej podazy tlenku azotu nie
spowodowata spodziewanego wzrostu ilosci receptora glikokortykosteroidowego w
badanych narzgdach, pozostat on na podobnym poziomie jak u zwierzat we wstrzgsie
endotoksycznym poddanych standardowej terapii. Nie wptyneta réwniez na
wewnatrzkomorkowg lokalizacje receptora glikokortykosteroidowego, ilos¢ receptora
w cytoplazmie i jgdrze komérkowym nie réznita sie pomiedzy badanymi grupami.
Oznaczatoby to, ze zastosowana terapia kombinowana (niska dozylna dawka

hydrokortyzonu i wziewny tlenek azotu) nie przyczynita sie do degradacji receptora
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glikokortykosteroidowego, jak rowniez nie zahamowata jego zdolnosci do wigzania

liganddéw (glikokortykosteroiddw) i przemieszczania sie do jgdra komorkowego.

Dopetnieniem przeprowadzonych badan byto sprawdzenie ekspresji genow,
ktére regulowane sg przez receptor glikokortykosteroidowy. Receptor ten wptywa na
ekspresje bardzo wielu gendéw, wsrdd nich znajdujg sie kluczowe cytokiny prozapalne,
takie jak IL-1B, IL-6, TNF-a oraz TGF-B. Powstajgce z tych transkryptéw biatka majg
bezposredni zwigzek z nasileniem reakcji zapalnej oraz przebiegiem procesu leczenia.
W Zadnym z badanych organow nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie
pomiedzy badanymi grupami w zakresie ekspresji analizowanych gendéw. Taki wynik
jest zgodny z tym, ze nie zaobserwowano réznic w ilosci i wewnatrzkomorkowej
lokalizacji receptora glikokortykosteroidowego w badanych organach, co przetozyto sie
na podobny poziom ekspresji genéw, regulowanych przez ten receptor. Na podstawie
tych wynikédw mozna wnioskowaé, ze w badanym modelu wstrzgsu septycznego
indukowanego endotoksyng u zwierzat poddanych kombinowanej terapii nie rozwineta

sie oporno$¢ na glikokortykosteroidy.

Podczas przeprowadzania eksperymentu zauwazono, ze zwierzeta z grupy
poddanej terapii kombinowanej znajdowaty sie w nieco lepszej kondyciji klinicznej od
zwierzgt z grupy kontrolnej, co znalazio odzwierciedlenie w lepszych wartosciach
cisnienia w tetnicy ptucnej w czwartej i 6smej godzinie trwania wlewu endotoksyny
(lokalny efekt wazodylatacyjny tlenku azotu w krgzeniu ptucnym). Poniewaz zwierzeta
w niejednorodny sposob reagowaty na infuzje endotoksyny, utrzymanie ich
w doswiadczeniu wymagato terapii o réznym stopniu intensywnosci. Byto to
spowodowane tym, ze osiggniecie minimalnych wartosci parametrow, takich jak
saturacja, cisnienie tetnicze krwi, czestosc pracy serca, kohcowo-wydechowe stezenie
dwutlenku wegla, zwiekszajgcych prawdopodobienstwo pomysinego ukonczenia
doswiadczenia, wymagato stosowania roznych parametrow wentylacji, objetosci
boluséw ptynéw oraz réznych dawek norepinefryny. Zaréwno niejednakowa reakcja
zwierzagt na endotoksyne, jak i konieczne modyfikacje leczenia, mogty mie¢ wpltyw na
duzy rozrzut uzyskanych wynikéw. Do eksperymentu nie wprowadzono dodatkowych
grup kontrolnych, wychodzgc z zatozenia, Zze dostepne dane literaturowe
jednoznacznie wskazujg, ze terapia kombinowana — wziewny tlenek azotu potgczony
z wlewem kortykosteroidu wykazujg najbardziej obiecujgce dziatania

terapeutyczne*39%_ Pozwolito to na ograniczenie liczby zwierzgt, uzytych
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w doswiadczenie, zgodnie z zaleceniami, zwigzanymi z ochrong zwierzat (zasada 3R
- Replacement, Reduction, and Refinement, czyli zastepowanie, zmniejszenie,
udoskonalanie).

Podsumowujgc, w rozprawie wykazano, ze zastosowanie terapii kombinowanej,
polegajagcej na jednoczesnym podawaniu tlenku azotu w formie wziewnej
i hydrokortyzonu w formie wlewéw nie wptywa na ilos¢ i lokalizacje receptora
glikokortykosteroidowego w swinskim modelu wstrzgsu septycznego indukowanego
endotoksyng. W badanym modelu u zwierzat poddanych kombinowanej terapii (niska
dozylna dawka hydrokortyzonu i wziewny tlenek azotu) najprawdopodobniej nie

rozwineta sie opornos¢ na glikokortykosteroidy.

Gtéwne wnioski:

1. Wziewnie podawany tlenek azotu potgczony z matymi dawkami hydrokortyzonu
w swinskim modelu wstrzgsu endotoksycznego nie zmienia ekspresji receptora

glikokortykosteroidowego na poziomie biatka w ptucach oraz w watrobie i nerkach.

2. Pod wptywem dziatania tlenku azotu potgczonego z matymi dawkami kortyzonu nie
nastepuje nasilona aktywacja receptora glikokortykosteroidowego (zwiekszony
transport do jgdra komoérkowego), co potwierdzono dwiema technikami, opartymi
o wykrywanie biatka (Western blot i immunohistochemia) oraz analizg ekspresji
genow, regulowanych przez ten receptor, zarbwno w ptucach, jak i w nerkach

i watrobie.

3. Zmiany histopatologiczne obserwowane w badanych narzgdach w obu grupach
zwierzat byty charakterystyczne dla wstrzgsu endotoksycznego, jedynie w ptucach
swin poddanych terapii kombinowanej stwierdzono mniej naciekdw zapalnych

w poréwnaniu z grupg kontrolng.
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