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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Srédbtonek naczyniowy pehni istotna role w utrzymaniu homeostazy naczyniowej poprzez syn-
teze i uwalnianie czynnikéw regulujacych napigcie Sciany naczyn krwionosnych, takich jak: pro-
stacykliny (PGL,), tlenek azotu (NO) i niezidentyfikowany jeszcze do kofica czynnik hiperpola-
ryzujacy pochodzenia srédbtonkowego — EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor).
Natura EDHF budzi wiele kontrowersji, jednak ten dodatkowy, zalezny od srédbtonka szlak hi-
perpolaryzacji, zostal potwierdzony w wielu naczyniach krwionosnych réznych gatunkéw zwie-
rzat, a takze cztowieka. Mimo znacznych réznic gatunkowych i tkankowych, dominujacy udziat
EDHF w relaksacji poszczegdlnych tozysk naczyniowych dotyczy gtéwnie naczynn oporowych
i mikrokrazenia. Najbardziej prawdopodobnymi kandydatami do miana EDHF sa kwasy epoksy-
eikozatrienowe, jony K* pochodzace z komoérek srédbtonka i nadtlenek wodoru. Hiperpolaryzacja
zalezna od srédbtonka prawdopodobnie wiaze si¢ takze z pobudzeniem zaleznych od st¢zenia jo-
néw wapnia matych i srednich srédbtonkowych kanatéw potasowych (SK_, i IK ). Wskazuje sig
réowniez, ze odpowiedzZ hiperpolaryzacyjna rozprzestrzenia si¢ dzigki istnieniu elektrycznej komu-
nikacji w postaci potaczen szczelinowych ,,gap junction” migedzy komérkami Srédbtonka a mio-
cytami. Odpowiedz relaksacyjna zachodzaca z udziatem EDHF jest zalezna od plci i wyraznie
zmniejsza si¢ wraz z wiekiem, a takze w réznych stanach patologicznych zwiazanych z dysfunk-
cja srédbtonka, m.in. hipoksji, nadcisnieniu, miazdzycy, cukrzycy. Wydaje sig, iz odpowiednie
postgpowanie terapeutyczne moze przywréoci¢ wiasciwe dziatanie EDHF. Pobudzenie Srédbton-
kowych kanatéw potasowych czy oddziatywanie na potaczenia szczelinowe typu ,,gap” moga
w przysziosci stanowic interesujacy cel terapeutyczny.

srédbtonek ¢ hiperpolaryzacja ¢ czynnik hiperpolaryzujacy pochodzenia srodbtonkowego
- EDHF - tlenek azotu  prostacyklina  kwasy epoksyeikozatrienowe ¢ kanaly potasowe °
nadtlenek wodoru ° potaczenia szczelinowe - ,,gap junction”

Summary

Vascular endothelium plays an important role in maintaining vascular homeostasis by synthesi-
zing and releasing some vasodilating factors, such as prostacyclin (PGIL,), nitric oxide (NO), and
a yet unidentified endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). Although the nature of
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EDHEF is still controversial, this additional endothelial pathway, endothelium-dependent hyper-
polarization, has been demonstrated in many blood vessels of different species, including hu-
mans. Despite tissue- and species-specific site differences, endothelium-dependent hyperpola-
rization plays an important role in the regulation of resistance of vessels and microcirculation.
The most probable candidates for EDHF include epoxyeicosatrienoic acids, endothelium-deri-
ved potassium ions (K*), and hydrogen peroxide (H,O,). Endothelium-dependent hyperpolari-
zation also probably involves the activation of two populations of endothelial potassium chan-
nels, i.e. the small- and intermediate-conductance calcium-activated potassium channels (SK_,
and IK_ ). Electrical communication between endothelial and smooth muscle cells through gap
junctions has also been suggested to be involved in endothelium-dependent hyperpolarization.
EDHF-mediated responses are clearly sex-dependent and altered in aging and various patholo-
gical conditions, such as hypoxia, hypertension, atherosclerosis, and diabetes, which are mainly
related to endothelial dysfunction. Suitable therapeutic treatment can restore these impaired va-
scular responses. Activating endothelial potassium channels or improving myo-endothelial com-
munication could become interesting therapeutic targets.

Key words: endothelium ¢ hyperpolarization ¢ endothelium-derived hyperpolarizing factor - EDHF ¢ nitric
oxide ° prostacyclin * epoxyeicozatrienoic acids ¢ potassium channels ¢ hydrogene peroxide
* “gap junction”
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Wstep

Odkrycie przez Furchgotta i Zawadzkiego [39] w 1980 r.
zjawiska hiperpolaryzacji zaleznej od srédbtonka zapoczat-
kowato obiecujace badania nad jego rola w regulacji napie-
cia $ciany naczyn krwionosnych. Wykazano, iz zmiana ta,
czyli powstanie bardziej ujemnego potencjatu wewnatrz-
komérkowego na skutek wyptywu dodatnich jonéw z wne-
trza komorki i relaksacja naczynia, jest nastepstwem uwol-
nienia z komérek Srédbtonka jednej lub kilku substancji
wazoaktywnych (hiperpolaryzujacych), m.in.: tlenku azo-
tu (NO) i prostacykliny (PGI,) [39,83]. W ostatnich latach

stalo sie¢ oczywiste, ze nie s to jedyne substancje odpo-
wiedzialne za rozkurcz naczyn. Tlenek azotu i prostacy-
klina hiperpolaryzuja miocyty i hamuja aktywno$¢ mio-
genng Sciany naczyniowej zar6wno posrednio przez drugie
przekazniki (odpowiednio cGMP i cAMP), jak i bezpo-
Srednio przez aktywacje kanatu potasowego K, ., zalez-
nego od ste¢zenia ATP w komoérce (ryc. 1).

ATP?

Zauwazono, ze hiperpolaryzacja miocytéw naczyn krwio-
no$nych szczura i $winki morskiej stymulowana chemicznie
(np. przez acetylocholing, bradykining), badZ mechanicznie
(tzw. napigcie $cinajace ,,shear stress”) utrzymywata si¢ za-
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Ryc. 1. Kompensacyjne dziatanie $rédbtonkowych czynnikéw
hiperpolaryzacyjnych. Hiperpolaryzacja migéni gtadkich moze
zachodzi¢ za posrednictwem trzech réznych szlakéw: tlenku azotu
(NO), érédbtonkowego czynnika hiperpolaryzujacego (EDHF)
i prostacykliny (PGL). Hiperpolaryzacja zalezna od NO odbywa
sie przez pobudzenie kanatéw potasowych bezposrednio lub
posrednio przez drugi przekaznik cGMP, a zalezna od PGI, wymaga
posrednictwa przekaznika cAMP. EDHF aktywuje kanaty potasowe.
W warunkach ostabionej syntezy NO (np. dysfunkcje srédbtonka,
hipercholesterolemia) EDHF moze kompensowac dziatanie NO

réwno po zablokowaniu wytwarzania przez srodblonek NO
i PGIL, jak i K, , w migsniach [22,58,89]. Potwierdzito to
istnienie dodatkowego, parakrynnego regulatora tonu na-
czyniowego NO- i PGI,-niezaleznego — Srédblonkowego
czynnika hiperpolaryzujacego komoérki migsni gtadkich
naczyn krwionosnych — EDHF (endothelium-derived hy-
perpolarizing factor) [24,81,84].

EDHEF jest prawdopodobnie syntetyzowang w §rédbtonku
substancja, wrazliwg na blokery kanaléw potasowych i/lub
wzrost zewnatrzkomoérkowego stezenia jonow K* i uwalnia-
na w wyniku stymulacji fizycznej czy tez farmakologiczne;j.
Moze by¢ takze zmiang potencjatu blonowego generowana
w komorkach srédbtonka. Dyfundujac do miocytéw pro-
wadzi do hiperpolaryzacji ich blony komérkowej, a w kon-
sekwencji do rozkurczu bez wzrostu, charakterystycznego
dla klasycznych substancji rozszerzajacych naczynia, we-
wnatrzkomoérkowego st¢zenia cyklicznych nukleotydow —
c¢GMP badz cAMP. W warunkach eksperymentalnych po-
przez zalezna od EDHF relaksacj¢ naczynia rozumiemy
dziatanie w obecnosci blokady NO i PGI, [26,31].

Historia EDHF sigga 1988 r., kiedy to Félétou i Vanhoutte
[27] opisali po raz pierwszy, czynnik powodujacy rozkurcz
izolowanej tetnicy wieficowej psa, uprzednio skurczonej
pod wplywem fenylefryny. Mimo zastosowania L-NAME
(ester metylowy N®-nitro-L-argininy) i indometacyny (blo-
kujacych odpowiednio powstawanie tlenku azotu i prosta-
cykliny), acetylocholina wciaz powodowata relaksacje tych
naczyn [27,83]. Obserwacje te sktonity do wysunigcia hipo-
tezy o istnieniu dodatkowego, niezaleznego od NO i PGI,,
czynnika wytwarzanego przez komorki srédbtonka, kto-

ry powoduje hiperpolaryzacj¢ i rozkurcz naczyn krwiono-
$nych [7,28,61]. Mimo iz mechanizm dziatania EDHF do-
tad nie zostal do korica poznany, niewatpliwe jest istnienie
dodatkowej drogi oddziatywania migdzy komdrkami $rod-
btonka a komérkami migsni gtadkich naczyn.

Obecnos¢ EDHF zostala potwierdzona w wielu tozy-
skach naczyniowych u réznych gatunkéw zwierzat i u lu-
dzi. Mimo znacznych réznic gatunkowych i tkankowych,
udziat Srédbtonkowego czynnika hiperpolaryzujacego do-
tyczy gtéwnie rozkurczu naczyn oporowych i mikrokraze-
nia [26]. Istnieje prosta zaleznos¢ funkcjonowania EDHF
od Srednicy naczyn. Jego znaczenie wzrasta, gdy Sredni-
ca naczynia maleje (wyjatek stanowi krazenie wieficowe
i naczynia nerkowe, gdzie pelni gléwna rol¢ niezaleznie
od wielkosci tetnicy) [82]. O ile w doswiadczeniach z uzy-
ciem zwierzecych naczyn o funkcji transportowej: aorta
[48], tetnica piersiowa [87], blokada tlenku azotu i pro-
stacykliny catkowicie znosita wazorelaksacjg, to zalezne
od srédbtonka zdolnosci rozkurczowe naczyn o Srednicy
co najmniej 300 uM byly zwiazane z dziataniem zaréwno
NO, jak i EDHF [34]. W tetnicach o srednicy mniejszej niz
300 uM znaczenie tlenku azotu jako wazodylatatora maleje
na rzecz EDHF [26,65]. Badania funkcjonalne, wskazuja-
ce na zalezno$¢ wielkosci Srednicy naczynia a obecnoscia
substancji rozkurczowych i punktéw uchwytu ich dziata-
nia zostaty réwniez potwierdzone badaniami elektrofizjo-
logicznymi, w ktérych udowodniono, ze zalezne od Sréd-
btonka zmiany potencjatu btonowego koreluja ze Srednica
naczynia i s3 znaczaco wigksze w naczyniach o mniejszym
przekroju [44,78].

HiperpoLARYZACIA Z uDzZIALEM EDHF A RoZKURCZ MIESNI
GLADKICH SCIANY NACZYNIA TETNICZEGO

Hiperpolaryzacja komoérek srodbtonka pod wptywem che-
micznych ligandéw (m.in. acetylocholiny, bradykininy),
a takze napigcia $cinajacego przeptywajacej krwi, nasi-
laja gradient elektryczny wejscia do komoérki jonéw Ca?*.
W warunkach dos§wiadczalnych sytuacje taka mozna sy-
mulowaé za pomoca jonoforéw Ca®*, np.: A 23187 — [47].
Inng mozliwoscia jest uwolnienie Ca?* z magazynéw we-
wnatrzkomérkowych (farmakologiczna blokada Ca?*-
ATP-azy sarkoplazmatycznej tapsigaryna czy kwasem
cyklopiazonowym — [38]). Wszystkie powyzsze metody
prowadza do globalnego wzrostu wewnatrzkomdrkowe-
2o stezenia jonéw Ca?*, co koreluje z nasileniem syntezy
i uwalniania parakrynnych czynnikéw naczyniorozszerza-
jacych, w tym EDHF [7]. Wskazuje sie, iz jony Ca** uwol-
nione z siateczki sarkoplazmatycznej inicjuja wytwarza-
nie EDHF, podczas gdy ich przezblonowy naptyw przez
nieswoiste kanaty jest istotny dla odpowiedzi zaleznej od
EDHF [37,62,79]. Niewatpliwym potwierdzeniem istotno-
Sci jonéw Ca?* w regulacji zaleznych od EDHF proceséw
naczyniowych (w obecnosci blokeréw syntazy tlenku azotu
i prostacykliny) jest obserwacja ostabionej odpowiedzi na
bradykining w Srodowisku bezwapniowym badZ w obecno-
Sci blokeréw dokomérkowych kanatéw wapniowych, m.in.
jonéw Ni** [79]. Nie stwierdzono ostatecznie, czy rozprze-
strzenianie si¢ hiperpolaryzacji z komérek srédbtonka na
miocyty ma charakter chemiczny, tj. odbywa si¢ za posred-
nictwem réznych przekaznikéw, czy tez moze polega na
przenoszeniu fadunkéw elektrycznych przez niskooporowe
zlacza szczelinowe, tzw. ,,gap junction” [42,43].
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Ryc.2.Potencjalne mechanizmy dziatania
srédbtonkowego czynnika hiperpolaryzujacego
(EDHF). Pobudzenie receptordw Srddbtonkowych
(neurohumoralne, farmakologiczne, napiecie
Scinajace ,shear stress”) prowadzi do wzrostu
stezenia jonéw wapnia (Ca**) w komérkach
$rédbtonka, w wyniku czego dochodzi do
uwalniania czynnika hiperpolaryzujacego
— EDHF. Potencjalne mechanizmy dziatania
tego czynnika moga sie opiera¢ na
bezposrednim pobudzeniu $rddbtonkowych
kanatéw potasowych (SKCa, IK(a), aktywadji
w srddbfonku i miocytach kanatéw potasowych
(SK&, IKCa, BKCa, K,.) za posrednictwem
wtornych przekaznikéw, takich jak kwasy
epoksyeikozatrienowe (EETs) powstajace
z kwasu arachidonowego (AA), nadtlenek
wodoru (H,0,), jony K*. Hiperpolaryzacja
zkomérek $rédbtonka przenosi sie na sasiednie
komorki $rédbtonka badz na potozone ponizej
miocyty, prawdopodobnie za posrednictwem
potaczen mio-endotelialnych —,gap junction”

PoTENCIALNE MECHANIZMY DZIALANIA EDHF

Istnieje kilka teorii thumaczacych, czym jest i jak dziata
EDHF. Uznanie jednej z nich za nadrzedna nie jest moz-
liwe, co wynika z tego, ze u réznych gatunkéw, a nawet
w réznych naczyniach, inny czynnik moze odpowiadac za
hiperpolaryzacje [84]. Na przestrzeni kilku ostatnich lat,
EDHEF byt okreslany najczesciej jako jony potasu, kwasy
epoksyeikozatrienowe, nadtlenek wodoru, potaczenia ,,gap
junction” oraz rzadziej jako peptyd natiuretyczny C, anan-
damid [1,7,32,42] (ryc. 2).

Jony K* 1ako EDHF

W doswiadczeniach na izolowanych naczyniach zwierzat
i cztowieka wielu autoréw [13,14,22,24] potwierdzito zwia-
zek migdzy mechanizmem dziatania czynnika hiperpola-
ryzujacego EDHF i pobudzeniem (zaréwno bezposred-
nim jak i poSrednim) kanatéw potasowych w §rédbtonku
i miocytach. Wzrost zewnatrzkomérkowego stgzenia jo-
néw K* powyzej 25 mM znosit zjawisko hiperpolaryza-
¢ji [12], natomiast zastosowanie zwiazkéw powodujacych
hiperpolaryzacje blony komérkowej (m.in. acetylocholiny,
bradykininy) prowadzito do wyptywu znakowanych radio-
aktywnie jonéw K [7].

W 1998 1. po raz pierwszy opublikowano, ze jony K* moga
by¢ EDHF [22]. W szczurzej tetnicy watrobowej dochodzi-
o do wzrostu zewnatrzkomérkowych pradéw potasowych
po podaniu acetylocholiny czy bradykininy, co powodo-
wato hiperpolaryzacje zaréwno Srédbtonka, jak i komo-
rek migsni gtadkich. Reakcja rozkurczowa naczyn krwio-
nosnych tetnicy szyjnej swinki morskiej badz szczurzej
tetnicy watrobowej wywotana przez EDHF byta catkowi-
cie, badZ prawie catkowicie hamowana przez podane jed-
noczesnie apaming i charybdotoksyng (blokujacych odpo-
wiednio kanaty potasowe o matej (SK_,), Sredniej (IK)
i duzej (BK,) przewodnosci).Nie byla natomiast zmniej-
szana przez iberiotoksyng (selektywnego blokera kana-
16w potasowych o duzej przewodnosci dla jonéw wapnia

(GAP), prowadzac do hiperpolaryzagji
i rozkurczu miesni gtadkich. 1-6 miejsce
dziatania i blokery kanatéw potasowych
zaleznych od Ca**

BK_,) [16,22]. Wskazywatoby to na udzial w komponen-
cie srédbtonkowej ,,odpowiedzi z EDHF” kanaléw potaso-
wych zaleznych od wapnia o matej (SK_. ) i Sredniej (IK.)
przewodnosci. Prawdopodobnie toksyny blokujace kana-
ty potasowe zalezne od wapnia K, (apamina i charyb-
dotoksyna) dzialaja na srédblonek naczyniowy, gdyz ich
podanie bezposrednio do komoérek srédblonka zapobie-
gto zaleznej od EDHF relaksacji mig$ni gtadkich naczyn
krwiono$nych [21], a ich hamujace wtasciwosci polegaty
na obnizeniu sity napedowej wejscia jonéw wapniowych
do komorki [80] (ryc. 2).

Dodatkowo, 1-etyl-2-benzimidazolinon (1-EBIO), akty-
wator IK . i prawdopodobnie SK_, ale nie BK . powo-
dowat hiperpolaryzacj¢ srédbtonka, a odpowiedz ta byta
wrazliwa na charybdotoksyng, a niewrazliwa na iberio-
toksyng [15,23]. Nastepstwem otwarcia tych kanatéw jest
wyplyw jonéw potasu i zwigkszenie ich st¢zenia w prze-
strzeni pomigdzy komorkami Srédbtonka a miocytami.
Umiarkowany wzrost [K*] w tej przestrzeni (tj. <15 mM)
moze wywolaé hiperpolaryzacj¢ i rozkurcz migsni glad-
kich przez pobudzenie kanaléw potasowych ,,wewnatrz-
prostowniczych™ — K . oraz aktywacje Na'/K*-ATP-azy
obecnej w btonie miocytéw [13] (ryc. 2). W badaniach na
tetnicy watrobowej i krezkowej szczura Edwards i wsp.
[22] zauwazyli, ze hiperpolaryzacja migsni gtadkich moze
by¢ czgsciowo zahamowana przez ouabaing (inhibitor Na*/
K*-ATP-azy) i niskie stezenia jonéw Ba?* (30 uM) (bloker
K,) lub zniesiona catkowicie przez podanie tych dwéch
zwigzkéw razem. Utrzymana hiperpolaryzacja srédblon-
ka, mimo zniesionej hiperpolaryzacji miocytéw wskazuje,
ze blokery te dzialaja tylko na poziomie migsni gtadkich
[22]. Niewatpliwie zmiany w stezeniu zewnatrzkomorko-
wych jonéw K* odgrywaja istotna rol¢ w regulacji napigcia
naczyniowego naczyfi o matej srednicy, a wigc tej czgsci
tozyska naczyniowego, gdzie dominujaca role rozkur-
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Ryc. 3. Metabolizm kwasu arachidonowego. Kwas
arachidonowy, uwalniany z bton komdrkowych,
pod wptywem epoksygenaz cytochromu
P-450 zostaje zmetabolizowany do aktywnych
produktéw — kwaséw epoksyeikozatrienowych
(EET), ktdre pretenduja do miana czynnika
hiperpolaryzujacego — EDHF

czowa odgrywa EDHEF. Zastanawia jednakze to, czy 7r6-
dlem jonéw K" sa rzeczywiscie komorki srédbtonka, kté-
re zajmuja relatywnie do komoérek migsni gtadkich naczyn
krwiono$nych mata powierzchni¢ i czy niewielki wzrost
stgzenia jonow K* jest wystarczajacy do pobudzenia ka-
naléw potasowych i zmian napigcia w mig$niéwce naczy-
niowej? Istnieje réwniez hipoteza potwierdzona licznymi
modelami badawczymi, z uzyciem mikroelektrod, volta-
ge clamp 1 miograféw o wysokim stopniu specjalizacji
EDHF w zaleznosci od tozysk naczyniowych uzytych do
doswiadczen [15]. Zmiany zewnatrzkomérkowego steze-
nia jonéw K* powodowaty zaleznag od EDHF odpowiedZ
W tetnicy watrobowej szczura, ale nie w tetnicach podslu-
zéwkowych i1 wiedcowych §winki morskiej czy ludzkich
naczyn podskérnych [15].

Z pewnoscia jony K* sa w niektérych tozyskach naczy-
niowych (m.in. w naczyniach krezkowych szczura, myszy
i $winki morskiej) jednym z gtéwnych lecz nie jedynym,
kofaktorem reakcji zaleznych od EDHF [18,19,20,22].

Kwasy epoksyEikozATRIENOWE (EETs) Jako EDHF

Kwas arachidonowy pochodzacy z bton komérkowych jest
przeksztalcany przez rézne enzymy do wielu metaboli-
téw, ktére wptywaja na napigcie migsni gladkich naczyn
krwionosnych (tromboksan, prostaglandyny, prostacykli-
ny). Kwasy epoksyeikozatrienowe (5,6-EETs, 8,9-EETs,
11,12-EETs, 14,15-EETs) powstaja w wyniku przemiany
kwasu arachidonowego pod wplywem epoksygenaz cyto-
chromu P-450 stymulowanych wzrostem stgzenia wewnatrz-
komoérkowego jonéw Ca?* [9,10,33] (ryc. 3).

Kwasy epoksyeikozatrienowe, zaréwno endo-, jak i egzo-
genne rozkurczaly migsnie gtadkie naczyn poprzez wptyw
na Srédbtonkowe kanaty potasowe —IK . i SK, oraz mig-
$niowe BK_., [7,9,10,32] (ryc. 2).

Role kwasow EETs, jako EDHF potwierdzono gtéwnie na
izolowanych naczyniach wieficowych $wini, psa, bawo-
tu, a takze ludzkich tetnicach wiericowych [7]. W naczy-
niach tych hiperpolaryzacja byta hamowana przez inhibi-
tory cytochromu P-450 (klotrimazol, proadifen, 17-ODYA

— kwas oktadecynowy), a zwigkszana przez czynniki akty-
wujace cytochrom P-450 (3-metylcholantren lub beta-naf-
toflawon) [67]. Podobne obserwacje poczyniono w naczy-
niach ludzkich: t¢tnicy wiericowej, piersiowej wewnetrzne;j
oraz podskornej [3,33].

Jednak brak wptywu inhibitora cytochromu P-450
-17-ODYA i egzogennie podanych EETs wykluczaty poten-
cjalny udziat EETs w relaksacji izolowanej tgtnicy szyjnej
Swinki morskiej [10]. Rola pochodnych kwasu arachidono-
wego byta dodatkowo kwestionowana, poniewaz dziata-
ly one przez kanaly potasowe zalezne od jonéw wapnia
(BK_,), blokowane przez iberiotoksyng, a nie przez kana-
ty potasowe wrazliwe na apaming i charybdotoksyne (SK_.,
iIK. ), czyli mechanizm charakterystyczny dla EDHF [58].
Co wigcej, Fisslthaler i wsp. [29] wykazali brak wrazliwo-
Sci tetnicy wiericowej Swini na jony Ba?* i ouabaing (blo-
kery kanatéw K, i Na*-K*-ATP-azy) w wyniku stymulacji
agonista odpowiedzi zaleznej od EDHF, a rozkurcz wywo-
tany podaniem 11,12-EET w t¢tnicy wiericowej wotu byt
identyczny w przypadku naczyfi z zachowanym i usunig-
tym Srédblonkiem, co przeczy teorii kwaséw epoksyeiko-
zatrienowych, jako giéwnych autokrynnych modulatoréw
funkcji komérek srédbtonka [69].

Jak wynika z wielu badani kwasy EETs nie sa w stanie od-
powiadac za catos¢ hiperpolaryzacji. W niektorych naczy-
niach moga by¢ jedynie czynnikiem modulujacym odpo-
wiedZ hiperpolaryzujaca, poprzez zwigkszanie naptywu
jonéw wapnia do komérek, zwigkszenie wrazliwosci ka-
natéw potasowych zaleznych od st¢zenia wapnia (wrazli-
wych na iberiotoksyne), a takze przez stymulacje potaczen
,.gap junction” [7,10,84].

NabTLENEK woDoRU JAko EDHF

Nadtlenek wodoru (H,0,) jest wytwarzany z anionorodni-
kéw ponadtlenkowych pod wptywem dysmutazy nadtlen-
kowej w wielu komoérkach organizmu, w tym w Srédbton-
ku naczyniowym. Ich Zrédiem sa: syntaza tlenku azotu
(eNOS), cyklooksygenazy, lipooksygenazy, epoksygenazy
cytochromu P-450 i oksydazy NADPH. Nasilona synteza
H,0, z udziatem eNOS zachodzi przy braku jej substratu
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Ryc.4.Nadtlenek wodoru jako potencjalny EDHF. W wyniku
pobudzenia receptorow $rddbtonkowych (neurohumoralnego,
farmakologicznego, napieciem $cinajacym, shear stress”) dochodzi
do wzrostu stezenia jonéw Ca** w komdrkach Sradbtonka i aktywadji
wielu enzymow — syntazy tlenku azotu (eNOS), cyklooksygenazy
(COX), peroksydazy cytochromu P-450 (CYP). Aktywacja tych
enzyméw prowadzi do powstania reaktywnych form tlenu (0,),
ktére zredukowane przez dysmutaze ponadtlenkowa (Cu/Zn — SOD)
s Zrédtem m.in. nadtlenku wodoru (HZOZ). Uwaza sig, ze HZO2
wywotuje odpowiedz hiperpolaryzacyjng za posrednictwem
réznych mechanizméw, m.in. potaczen szczelinowych ,gap
junction’, a takze aktywuje bezposrednio i posrednio $rédbtonkowe
i miocytowe kanaty potasowe (K i K, ) wptywajac na uwalnianie
kwasu arachidonowego (AA) poprzez pobudzenie fosfolipazy A,
(PLA,). Pod wptywem katalazy H.0, rozkfadany jest do H,0i 0,

(L-argininy), badZ kofaktora BH4 (tetrahydrobiopteryna)
[64], prowadzac do upoSledzonego wytwarzania tlenku
azotu. Powstaty H,O, pobudza kanaty potasowe zalez-
ne od wapnia (K,) i ATP (K, ) w komérkach srédbton-
ka i w komérkach migsni gtadkich naczyn co prowadzi do
ich hiperpolaryzacji [51,58,75] (ryc. 4).

Nadtlenek wodoru uznano po raz pierwszy za EDHF
w izolowanych tetnicach krezkowych myszy pozbawio-
nych Srédbtonkowej syntazy tlenku azotu [57]. W bada-
niach tych zauwazono, ze rozkurcz naczyn krwionosnych
pod wplywem acetylocholiny byt zmniejszany przez kata-
laze (enzym rozktadajacy nadtlenek wodoru), co wskazuje
na powigzanie ze Srddbtonkowa synteza nadtlenku wodo-
ru. Katalaza zmniejszata réwniez hiperpolaryzacje wywo-
tana podaniem bradykininy w tetnicy krezkowej szczura
i naczyniach mézgowych §wini [75].

Teorig o nadtlenku wodoru jako czynniku EDHF potwier-
dzono réwniez w doswiadczeniach na tetnicach krezko-
wych i wieficowych cztowieka. W naczyniach tych kata-
laza znaczaco ostabiata, a podanie egzogennego nadtlenku
wodoru przywracato hiperpolaryzacje i rozkurcz zalez-
ny od EDHF po podaniu agonistéw (m.in. acetylocholiny
(Ach), bradykininy) [56,75].

Uznanie EDHF za nadtlenek wodoru otworzyto nowe ob-
szary badan nad czynnikami hiperpolaryzujacymi w wa-
runkach fizjologicznych i patologicznych. Dalsze prace po-
zwola wyjasni¢ proces powstawania H,O, w srédblonku,
mechanizm jego naczyniorozszerzajacego dziatania, a tak-

ze role, jaka odgrywa w fizjologii i patofizjologii uktadu
krazenia [72,75].

Potaczenia szczeLINowE ,,GAP JuncTioN” Jako EDHF

,-Gap junction” pod wzgledem strukturalnym sa matymi,
niskooporowymi porami w blonach przylegajacych do sie-
bie komérek, co umozliwia bezposrednie, dwukierunkowe
przekazywanie sygnatéw migdzy komoérkami, jak tez mo-
lekut o budowie hydrofilnej (np.: cAMP, cGMP, IP,, czy
tez nieorganicznych jonéw, w tym Ca**). Niskooporowe
zlacza przypominaja kanaty, dlatego tez zostaty nazwane
,.hemichannels” — pseudokanatami, zbudowanymi z pod-
jednostek proteinowych — koneksyn, przy czym za najistot-
niejsza pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym i to
zaréwno w Srédbtonku, jak i w komérkach migsni gtadkich,
uwaza si¢ koneksyng 43 [80]. Pojedyncze ,,gap junction”
moga taczy¢ si¢ w agregaty, tworzac rozbudowana i ge-
sta sie¢ potaczen, widocznych pod mikroskopem elektro-
nowym. Taka sie¢ znacznie utatwia komunikacje migdzy
komoérkami, a tym samym przekaZnictwo réznych czyn-
nikéw [42,43] (ryc. 2).

,-Gap junction” moga wystgpowaé pomig¢dzy komérkami ho-
motypowymi: komdrka srédblonka — komérka srédbtonka,
miocyt — miocyt, ale takze pomigdzy komdrkami heteroty-
powymi, np. komérka srédbtonka — miocyt, umozliwiajac
przekazywanie hiperpolaryzacji z jednej komérki na druga.
Istnienie tych swoistych zespoleri po czesci thumaczy zjawisko
powstania i rozprzestrzeniania si¢ hiperpolaryzacji z endote-
lium na sasiednie komorki srodbtonka, a takze na potozone
nizej komoérki migsni gtadkich, w odpowiedzi na dziatanie
agonistow, np. Ach, bradykininy i substancji P [42] (ryc. 2).
Wiele doswiadczen wskazuje na posrednictwo polaczen mio-
endotelialnych w zjawisku EDHF (,,EDHF phenomenon”)
[42], wykluczajac tym samym istnienie EDHF jako poten-
cjalnie funkcjonalnej molekuty. Badania dowodza, ze liczba
tych heterotypowych zespolen (mio-endotelialnych) wzrasta,
gdy Srednica naczyi maleje, co oznacza, ze ,,gap junction”
odgrywaja rolg gtéwnie w mikrokrazeniu [7]. Powyzsza za-
leznos¢ koreluje zatem z gtéwnym miejscem wystgpowa-
nia i dziatania EDHF. Emmerson i Segal [25] potwierdzili
istnienie polaczen szczelinowych i gtéwna role Sréodbton-
ka w inicjowaniu i transdukcji zmian hiperpolaryzacyjnych
w tetniczkach odzywcezych migsni szkieletowych chomika
po podaniu Ach. Reakcja byta catkowicie zniesiona w przy-
padku zniszczenia Srédbtonka, a zachowana przy uszkodze-
niu warstwy migsniowej. Dodatkowo istnienie funkcjonalne;j
komunikacji elektrycznej migdzy Srédbtonkiem i miocyta-
mi wykazano m.in. w badaniach z uzyciem podsluzéwko-
wych arterioli jelita cienkiego Swinki morskiej. Ach w spo-
sob wrazliwy na charybdotoksyneg i apaming indukowata
wyptyw jonéw K* z komérki Srédbtonkowej i migsniowe;j,
natomiast podanie Ach w obecnosci nieselektywnych blo-
keréw potaczen ,,gap junction” (halotan, heptanol, kwas 18-
a-glicyryzynowy) wywotato ucieczke jonéw K* z komorek
srédbtonka przy braku jakichkolwiek zmian w przeptywie
jonéw w komoérkach migsni gladkich [15,88].

,,Gap junction” umozliwia rozprzestrzenianie si¢ hiperpo-
laryzacji ze sSrédbtonka na mig¢$nie gtadkie naczyn powo-
dujac zamykanie w btonie miocytéw zaleznych od poten-
cjatu kanatéw wapniowych typu L (VGCC-L) i tym samym
zmniejszenie st¢zenia jonéw wapnia w miocycie i relak-
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sacj¢ migsni gtadkich. Badania strukturalne potwierdzaja
udzial ,,gap junction” w integracji komunikacji srédbton-
kowo-mig$niowej, pomimo bliskich kontaktéw komorek
endotelium i miocytéw, charakter przekazywanej hiper-
polaryzacji pozostaje nadal niewyjasniony.

Badania Edwardsa i wsp. [23] poréwnujace odpowiedZ
zalezna od EDHF w tetnicy szyjnej wewngtrznej Swinki
morskiej i szczurzej te¢tnicy krezkowej, wykazaty, ze o ile
w naczyniach szczura potaczenia ,,gap junction” odgrywa-
ja gtéwna rolg komunikacyjna, a jony K* spelniaja funkcje
EDHEF, to w naczyniach Swinki morskiej potaczenia szcze-
linowe sa dominujacym mechanizmem hiperpolaryzacji za-
leznej od srédblonka. Istnieja, zatem dwie gléwne hipotezy
dotyczace EDHF i ,,gap junction”. Jedna méwi o przekaz-
nictwie elektrycznych tadunkéw przez ,,gap junction”, dru-
ga natomiast o transporcie czynnikéw chemicznych z ko-
morek Srédbtonka do miocytéw [4,7,42].

W pewnych stanach fizjologicznych (np. ciaza) oraz pa-
tologicznych (nadci$nienie) zwigksza si¢ ekspresja ko-
neksyn, a wigc i liczba potaczenn mio-endotelialnych.
Prawdopodobnie jest to mechanizm kompensujacy zmniej-
szone dziatanie NO [26] (ryc. 1).

INNE TEORIE

W 1994 r. powstata hipoteza, iz to endogenny kannabi-
noid anandamid pelni funkcj¢ Srédbtonkowego czynni-
ka hiperpolaryzujacego [70,71]. Antagonista receptora
kannabinoidowego CB, SR 141716 (rimonabant) ostabiat
stymulowany podaniem karbacholu i jonoforu wapnio-
wego (,,egzogenny EDHF”) rozkurcz izolowanej tgtnicy
krezkowej czy wienicowej szczura w obecnosci inhibito-
row syntazy tlenku azotu i cytochromu P-450 klotrimazo-
lu. Antagonista ten hamowat takze rozkurczowe dziatanie
anandamidu czy tez wysokich st¢zen potasu. Wyniki ba-
dari dwéch grup naukowych Chataigneaua [10] 1 Zygmunta
[91] wykazaly niezaleznie r6znice w rodzaju kanatéw za-
angazowanych w hiperpolaryzacj¢ migsni gtadkich na-
czyn krezkowych szczura wywotana podaniem anandami-
du i EDHF. Co wigcej, pojawily si¢ prace donoszace, iz to
nie anandamid per se, a jego metabolity sa odpowiedzial-
ne za rozkurcz naczyn krwionosnych [68].

Rola srédbtonkowego peptydu natriuretycznego C (CNP)
jako potencjalnego EDHF ograniczona jest do szczurzego
tozyska krezkowego i wienicowego, w ktérych pod wpty-
wem stymulacji acetylocholina, uwolniony ze sSroédbtonka
CNP prowadzit do hiperpolaryzacji i rozkurczu naczynia
za posrednictwem niezaleznego od cGMP pobudzenia ka-
natéw K i Na*/K* ATP-azy [11,46]. Mechanizm dziata-
nia hiperpolaryzacyjnego nowego pretendenta do miana
EDHF angazowat jednak pobudzenie kanatu BK_, a nie
SK., i IK., a dodatkowo jego dziatanie byto catkowicie
hamowane przez podanie kwasu 18a-glicyryzynowego,
ktéry powodowat jedynie nieznaczne ostabienie rozkur-
czu zaleznego od EDHF [45]. CNP moze peti¢ zatem do-
datkowa rolg zabezpieczajaca naczynia przed nadmiernym
skurczem w przypadku zmniejszonego dziatania klasycz-
nych czynnikéw Srédbtonkowych, tj. PGI, i NO. Moze tez
modulowa¢ dziatanie ,,gap junction”, jednak z pewnoscia
nie jest on uniwersalnym srédbtonkowym czynnikiem hi-
perpolaryzujacym [1,73].

Inna czasteczka powodujaca hiperpolaryzacjg i rozkurcz ko-
morek miegsni gladkich naczyn krwionos$nych, przez wptyw
na duze kanaty potasowe (BK_ ), jest tlenek wegla (CO) [5].
Powstaje on w §rédbtonku i miocytach w wyniku rozktadu
hemu pod wptywem oksygenaz hemowych (gtéwnie HO-
2). Jednakze w tgtnicach wieicowych wotu, gdzie EDHF
odgrywa znaczaca role stwierdzono jedynie nieznaczna,
w poréwnaniu z innymi naczyniami ekspresje HO-2 [90].
Ponadto, okazato sig¢, ze CO pobudza cyklazg¢ guanylowa.
Powyzsze fakty podwazaja rolg CO jako EDHF [80].

Axtywnosé EDHF w rizioLoan

Zaleznos¢ aktywnosci czynnika EDHF od wieku badano
m.in. w do§wiadczeniach przeprowadzonych na izolowane;j
tetnicy krezkowej szczuréw 3-, 6-, 12- i 24- miesigcznych.
Stwierdzono, ze kurczone noradrenalina naczynia szczu-
row starszych ulegalty w mniejszym stopniu rozkurczowi
pod wptywem Ach w obecnosci indometacyny i L-NAME
(wykluczajacych potencjalny udziat PGI, i NO w rozkur-
czu) w poréwnaniu z mtodszymi zwierzetami [40,41].
Podobne wyniki uzyskano poréwnujac odpowiedZ w ba-
daniach tetnicy nerkowej szczuréw 3- i 18-miesigcznych
na podanie Ach i bradykininy [8,52,53]. Sugerowana przy-
czyna stabszego dziatania hiperpolaryzacyjnego zalezne-
go od EDHF jest zmniejszajaca si¢ z wiekiem aktywnos¢
oraz liczba potaczen typu ,,gap junction” [49].

Stwierdzono, ze wielkos$¢ odpowiedzi hiperpolaryzacyjnej
iudziatl w niej — EDHF (% rozkurczu naczyn w warunkach
blokady NO i PGL)) zalezy réwniez od pici. Zenskie hor-
mony plciowe, szczegélnie estrogeny, zwigkszaja udziat
EDHF w relaksacji niektérych naczyn krwionosnych i po-
teguja jego dzialanie [54,85]. Zaobserwowano bowiem,
ze rozkurcz naczyn obwodowych, zachodzacy za posred-
nictwem EDHEF, jest wigkszy u kobiet niz u me¢zczyzn.
Mechanizm wiazacy estrogeny z EDHF polega prawdo-
podobnie na zwigkszeniu liczby potaczen ,,gap junction”.
Opisywany jest takze korzystny wptyw estrogenéw na eks-
presje kanatéw potasowych zaleznych od stezenia jonéw
wapnia — K, [14,26,59]. Zaobserwowano réwniez zwigk-
szone uwalnianie czynnikéw hiperpolaryzujacych ze $réd-
btonka, w tym EDHF, podczas ciazy [26,59,66].

EDHF w WYBRANYCH STANACH PATOLOGICZNYCH DOTYCZACYCH
SCHORZEN SERCOWO-NACZYNIOWYCH

W ostatnich latach wykazano, iz nie tylko uposledzone wy-
twarzanie tlenku azotu czy prostacykliny, ale tez innych $réd-
btonkowych czynnikéw wazodylatacyjnych, w tym EDHF,
odgrywa wazng role¢ w patogenezie zmian naczyniowych
[83]. EDHF wspdtdziatajac z NO stanowi pewien margines
bezpieczefistwa w sytuacjach patologicznych, zastgpujac NO,
jesli jego synteza i dziatanie jest uposledzone na skutek nad-
miernej generacji aktywnych form tlenu, np. w miazdzycy,
chorobie niedokrwiennej serca, po zawale [7] (ryc. 1).

Zaobserwowano, ze obnizona prezno$¢ tlenu (hipoksja)
w naczyniach krwionos$nych, szczegdlnie w krazeniu moé-
zgowym i wieicowym zmniejsza syntez¢ i uwalnianie
NO, co prowadzi do ostabienia odpowiedzi relaksacyjne;j.
To uposledzone dziatanie moze by¢ kompensowane przez
zwigkszong aktywnos$¢ EDHF, ktory stanowi swoisty mar-
gines bezpieczenstwa w stanach patologicznych [26,43].
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Taki mechanizm kompensujacy zauwazono u szczuréw
rasy Dahl, bedacych na diecie bogatosodowej, u ktérych
z powodu uposledzonej zaleznej od NO komponenty roz-
kurczowej naczyn rozwingto si¢ nadcisnienie [28]. W in-
nym genetycznym modelu nadci$nienia — podwéjnej delecji
genu Srédblonkowej syntazy tlenku azotu i genu cyklook-
sygenazy 1, zaobserwowano zaleznie od ptci zmiany tonu
naczyniowego. Podczas gdy samice byty normotensyjne,
samce myszy wykazywaty wysokie cisnienie krwi [74].
Zachowanie prawidlowego przeptywu krwi i oporu naczy-
niowego u samic nie byto uposledzone w wyniku zaleznej
od EDHF (wg autoréw aktywacja K, i pompy sodowo-po-
tasowej) kompensacji uposledzonej zdolnosci wazore-
laksacyjnej (nieobecnos¢ srédbtonkowych zwiazkow re-
laksacyjnych — NO i PGL) (ryc. 1). U samcow natomiast
wskutek powaznego uszkodzenia srédbtonka nie obserwo-
wano kompensacyjnego dziatania EDHF. Podobne wyniki
uzyskano u pacjentéw z nadcisnieniem, u ktérych odpo-
wiedZ zalezna od EDHF po podaniu bradykininy dziatata
jako mechanizm kompensujacy wobec ostabienia aktyw-
nosci NO [77]. Réwniez w przebiegu miazdzycy naczyn
(tetnica nerkowa krélika [6]) zauwazono wzrost aktywno-
Sci EDHF i znacznie stabsze dziatanie NO.

Inne badania wskazuja, iz to uposledzone wytwarzanie
EDHEF, a nie NO moze prowadzi¢ do stabszej zaleznej od
Srédbtonka relaksacji naczyn krwiono$nych w warunkach
nadcisnienia. W tetnicy krezkowej szczuréw SHR, tj. z ge-
netycznie uwarunkowanym nadci$nieniem, obserwowano
ostabienie odpowiedzi zaleznej od EDHF (odpornej na za-
blokowanie syntazy tlenku azotu i prostacykliny) [35] z za-
chowaniem odpowiedzi z udziatem NO [41]. Jedna z teorii
wyjasniajacych uposledzone dziatanie EDHF u szczuréw
SHR moze by¢ wzrost grubosci warstwy mig$niowej i/lub
supresja kanatéw wewnatrzprostowniczych K, w nadci-
$nieniu [28,60].

Obecnie zwraca si¢ coraz wigksza uwage na uposledzo-
na role EDHF w przebiegu cukrzycy, gdzie dochodzi do
zaburzen funkcji §rédbtonka, zwtaszcza w naczyniach
mikrokrazenia i do powstania powiktan naczyniowych,
takich jak mikroangiopatie, nefropatie, czy nawet neu-
ropatie [17,26,83]. W cukrzycy typu 1 i 2, zaréwno u lu-
dzi [2], jak tez u zwierzat doswiadczalnych [36,55] zalez-
na od EDHF relaksacja naczyn, gtéwnie mikrokrazenia,
jest uposledzona [26]. Taki mechanizm wykazano w wielu
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roznych tozyskach naczyniowych: naczyniach oporowych
pracia cztowieka [2] oraz szczurzych tgtnicach: krezko-
wej, szyjnej 1 tetniczkach nerkowych [30]. Ponadto hiper-
glikemia zaburza czynnos$¢ kanaléw potasowych, zarow-
no tych umiejscowionych w srédbtonku, jak i obecnych
w miocytach [14,17,86].

W modelu dos§wiadczalnie wywotanej cukrzycy u szczu-
réw, ktéorym podawano streptozotocyng, wykazano, osta-
bione dziatanie EDHF, wynikajace z zaburzen komunika-
¢ji mio-endotelialnej przy braku zmian w uwalnianiu NO
[63]. Podobnie w cukrzycy typu 2 odpowiedZ z udzialem
EDHEF jest zahamowana, co jest konsekwencja zaburzenia
funkcjonowania, dystrybucji i wrazliwosci kanaléw pota-
sowych (K, K., K, ), [50,55], natomiast nie zauwazono
zmian w relaksacji naczyn przez NO [26], a nawet zaob-
serwowano jej nasilenie [55,63,76]. Odmienne wyniki ba-
danl uzyskano natomiast u myszy z genetycznie wrodzona
cukrzyca typu 2 (myszy db™/db™") [64], u ktérych stwier-
dzono uposledzona aktywnos¢ wazodylatacyjna zalezna
od tlenku azotu i kompensacyjne zalezne od EDHF nasi-
lenie rozkurczu naczyn krezkowych myszy.

Pobsumowanie

EDHF wzbudza coraz wigksze zainteresowanie. Jednak
doswiadczenia prowadzone na réznych naczyniach krwio-
nosnych, pochodzacych od réznych gatunkéw nie dostar-
czyly jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czym jest
EDHF? Nadal bowiem zadnego z domniemanych czyn-
nikéw hiperpolaryzujacych: jonéw K*, kwaséw epoksy-
eikozatrienowych, nadtlenku wodoru czy potaczen ,.gap
junction” nie mozna okresli¢ jako ,,uniwersalnego” EDHF.
Wykazano, ze czynniki te uczestnicza w odpowiedzi zwia-
zanej z EDHF, moduluja przenoszaca si¢ ze Srddbtonka na
miocyty hiperpolaryzacjg, ale nie wiadomo, ktéry z tych
czynnikéw dziata jako EDHF per se [84].

OdpowiedzZ hiperpolaryzujaca zalezna od EDHF ulega
pewnym zmianom w stanach patologicznych. Wielu bada-
czy widzi w tym czynniku punkt uchwytu nowoczesnych
lekéw stosowanych w schorzeniach uktadu krazenia i cu-
krzycy. Zwigkszenie ekspresji kanatéw potasowych oraz
ich pobudzenie, a takze zwigkszenie ekspresji potaczen
szczelinowych ,,gap junction” wydaja si¢ najpowazniej-
szymi celami terapeutycznymi [26].
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