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WSTEP

1. Wstep

Nitrogliceryna jest jednym z najczgsciej stosowanych lekow w niedotlenieniu migsnia
sercowego [3, 26, 38, 40, 61, 85, 90, 116, 135], gdyz dziala szybko i skutecznie w ostrych
napadach dusznicy bolesnej. Od ponad wieku wykorzystuje si¢ jej wlasciwosci rozszerzajace
naczynia w takich chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, jak choroba wiencowa,
zastoinowa niewydolno$¢ serca, czy zawat serca [1, 28, 40, 47, 81, 91, 135].

RozluZznia ona mig$nie gltadkie naczyn, gtéwnie zylnych, co prowadzi do rozszerzenia
zyt trzewnych, brzusznych oraz w kofczynach, wzrostu objgtosci krwi w tych regionach, a
takze do zmniejszenia ilo$ci krwi powracajacej do serca 1 pluc. Wiaze sig to ze spadkiem
ci$nienia zylnego oraz tetniczego krwi i zmniejszeniem wyrzutu z serca. Dochodzi do spadku
wypelnienia serca i zmniejszenia obciazenia wstgpnego, co przeklada si¢ na zmniejszenie
objetosci wyrzutowej. Obcigzenie wstgpne 1 nastgpcze zmniejsza si¢ w obu komorach,
skutkuje spadkiem zuzycia tlenu w migsniu sercowym. Dziata ona takze bezposrednio na
naczynia wiencowe, z najwigksza sita w najbardziej dystalnych naczyniach nasierdzia.
Wykazuje dzialanie przeciwptytkowe 1 przeciwzakrzepowe. Nitrogliceryna zmniejsza
nadwrazliwo$¢ naczyn miazdzycowych na czynniki naczyniokurczace [2, 40].

Nitrogliceryna reaguje z grupami —SH zwiazkow tiolowych w komorkach migéni
gladkich. Reakcje te utatwiaja powstawanie reaktywnych produktoéw posrednich: tlenku azotu
(NO) 1 S-nitrozotioli, ktore aktywuja cyklaz¢ guanylanowa (CG), nasilaja produkcje
cyklicznego monofosforanu guanozyny (¢cGMP). Prowadzi to do fosforylacji biatek przez
kinaz¢ bialkowa I zalezna od cGMP, ktore reguluja poziomy wewnatrzkomérkowe wapnia 1
do spadku dostgpnosci jonéw wapnia w komorce oraz rozszerzenia naczyn [19, 47, 51, 61, 83,
115].

Sugeruje si¢ takze, iz nitrogliceryna i NO wywotuja rozszerzenie naczyn przez
aktywacje cyklooksygenazy-1. Wykazano, ze nitrogliceryna oraz NO silnie stymuluja syntaz¢
prostacykliny 2 (PGL), 1 Ze rozszerzenie naczyh indukowane nitrogliceryna w znaczacej
cze$ci zwigzane jest z uwalnianiem PGI, [47].

Nitrogliceryna wywotuje uwalnianie CGRP (peptyd zwiazany z genem kalcytoniny)
[20, 30, 39, 53, 72, 136], na drodze NO/cGMP [30, 94]. Ma on silne dzialanie
naczyniorozszerzajace i ochronne na miocyty oraz komorki $rodblonka. Uwalnianie tego
peptydu jest zaburzone w stanie tolerancji na nitrogliceryng [14, 20, 72, 94, 136], co jest

prawdopodobnie zwigzane z zahamowaniem dehydrogenazy aldehydowej ALDH-2 i
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spadkiem poziomu cGMP [20]. Sugeruje sig, ze uwalnianie CGRP przez nitrogliceryng jest
zwiazane z jej dzialaniem naczyniorozszerzajacym, antyagregacyjnym i wywotywaniem bolu
glowy [49].

S-nitrozotiole, powstajace podczas metabolizmu nitrogliceryny jako produkty

posrednie, sa takze zdolne do aktywacji cyklazy guanylanowej i rozszerzania naczyn [40].
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Rys. 1. Schemat dzialania nitrogliceryny.

NTG - nitrogliceryna, sGC — cyklaza guanylanowa, GTP — 5’trifosforan guanozyny, cGMP — cykliczny
monofosforan guanozyny, PKG — kinaza biatkowa G cGMP zalezna, COX-1 — cyklooksygenaza 1, PGI, —
prostacyklina 2, AC — cyklaza adenylowa, cAMP — cykliczny monofosforan adenozyny, cAK — kinaza biatkowa
cAMP zalezna, P-VAS — bialka stymulujace rozszerzanie naczyn, Ca; — kanaty wapniowe typu L, Katps —

kanaty potasowe ATP-zalezne.

Proces biotransformacji nitrogliceryny do NO nie jest do kofica wyjasniony [25, 81,

115]. W literaturze $wiatowej podaje si¢ coraz wigksza liczbg potencjalnych enzymow
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mogacych bra¢ udzial w tym procesie, wiaczajac: niescharekteryzowany system
naczyniowych enzymoéw mikrosomalnych [23, 25], enzymy podobne do cytochromu P-450
[19, 25, 28, 47, 82, 86, 87, 91, 115], S-transferaze glutationowa [19, 25, 28, 47, 63, 115],
oksydoreduktaz¢ ksantynowa [19, 28, 47, 115,]. Ostatnie wyniki badan sugeruja, ze
uwalnianie NO z organicznych azotanéw odbywa si¢ przy udziale mitochondrialnej
dehydrogenazy aldehydowej (ALDH-2) [6, 18, 19, 34, 47, 54, 62, 88, 89, 90, 91, 101, 115,
118, 127].

W chwili obecnej jest sprawa bezsporna, ze zwiazki tiolowe wspomagaja uwalnianie
NO z nitrogliceryny [11]. Do bioaktywacji przez nitrogliceryng cylkazy guanylanowe]
bezwzglednie konieczna jest obecnos¢ tioli [112]. W czasie inkubacji zwiazkow tiolowych z
nitrogliceryna dochodzi do spontanicznego, nieenzymatycznego uwalniania tlenku azotu.
Tiole jako antyoksydanty przeciwdzialaja utlenieniu cyklazy guanylanowej, zachowujac jej

funkcje oraz chronia NO przed inaktywacja do ONOO™ przez reaktywne formy tlenu [11].

Zjawisko tolerancji na nitrogliceryne

Przewlekte 1 zbyt czgste stosowanie nitrogliceryny prowadzi do rozwoju tolerancji [1,
3, 25, 27, 35, 39, 42, 43, 83, 115, 116, 118, 127, 135], objawiajacej si¢ spadkiem sily
dziatania klinicznego i hemodynamicznego leku [25, 47]. Z farmakologicznego punktu
widzenia tolerancja moze by¢ okreslona jako zaburzenie dziatania po wielokrotnym Iub
ciagtym podawaniu leku [35].

Tolerancja na nitrogliceryng moze wynika¢ ze zmniejszenia zdolnosci migsni gladkich
naczyn krwiono$nych do przeksztatcania nitrogliceryny i uwalniania NO, co zwane jest
rzeczywista tolerancja naczyniowa oraz z aktywacji mechanizméw pozanaczyniowych, tj.
pseudotolerancji. Nitrogliceryna moze takze znosi¢ wrazliwo$¢ naczyn na inne donory tlenku
azotu, czym wywoluje tzw. tolerancj¢ krzyzowa [27, 90, 115]. Nasilenie tolerancji jest
funkcja dawki 1 czgstotliwosci stosowania.

Mechanizm powstawania tolerancji na nitrogliceryng nie jest do konca wyjasniony
[38, 61, 90], dlatego rozwaza si¢ rozne mozliwe jej przyczyny [3, 35, 61, 83, 90, 92, 101, 118,
127,]. Prowadzone przez lata badania wskazuja, ze tolerancja na nitrogliceryng jest zwiazana
z: 1) zaburzeniem biotransformacji nitrogliceryny [34, 115], 2) ,,wyczerpaniem” grup
tiolowych, a przez to ze zmniejszeniem przemian metabolicznych nitrogliceryny [2, 11, 25,
135], 3) rozszerzeniem objgtosci osocza [2, 25, 33, 102], 4) aktywacja mechanizmow
wyroéwnujacych spadek cisnienia, czyli czynnikdw naczyniokurczacych, jak angiotensyna,

katecholaminy i endotelina [25, 33, 103], 5) zaburzeniami w przekazywaniu sygnatlu w
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procesie kurczenia migsni na poziomie cyklicznego monofosforanu guanozyny cGMP [25],
6) wzrostem aktywnos$ci fosfodiesterazy 1A1 [2, 42, 115], 7) spadkiem aktywnos$ci kinazy
guanylanowej zaleznej od cGMP [2, 47], 8) spadkiem biodostgpnosci tlenku azotu [25, 47].
Jednakze, obecnie za najbardziej prawdopodobna teori¢ rozwoju tolerancji na nitrogliceryne,
uznawana jest teoria zwigzana ze stresem oksydacyjnym [28, 43, 47, 48, 59, 88, 101, 90, 92,
115, 116, 127].
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Rys. 2. Proponowane drogi prowadzace do tolerancji na nitrogliceryng w teorii

zwiazane]j ze stresem oksydacyjnym [101 - modyfikacja rysunku].

Doswiadczenia z udzialem zaré6wno zwierzat jak i1 ludzi dowodza, ze w stanie
tolerancji na nitrogliceryng wzrasta dostgpnos¢ anionorodnika nadtlenowego (+O;") [1, 42, 83,
91, 92, 116]. Jako potencjalne przyczyny tego wzrostu sugeruje si¢ indukcj¢ naczyniowych
oksydaz NADPH [47, 91, 116] 1 syntazy NO [91, 116]. Powstawanie NO z nitrogliceryny jest
zwigzane z tworzeniem si¢ malych ilosci wolnych rodnikéw tlenowych, a przewlekle
podawanie nitrogliceryny prowadzi do wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu i zaltamania
mechanizméw obronnych organizmu [42, 118]. Do tolerancji dochodzi zatem w skutek
zaburzenia procesu uwalniania NO z nitrogliceryny, przy podniesionym stgzeniu reaktywnych
form tlenu i zahamowania aktywno$ci enzymdéw bioracych udzial w biotransformacji
nitrogliceryny, jak np.: dehydrogenazy aldehydowej (ALDH-2) [18, 34, 48, 88, 89, 90, 101,
115, 118, 127, 128]. Do prawidlowego dzialania tego enzymu niezbgdna jest obecnos¢

zredukowanych tioli, np.: kwasu liponowego [6, 47, 88, 127, 128]. Grupy tiolowe w centrum
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aktywnym ALDH-2 sa utleniane w czasie biotransformacji nitrogliceryny do NO, a
aktywnos$¢ tego enzymu jest odzyskiwana przez redukcje¢ wiazania disiarczkowego S-S przez
kwas dihydroliponowy [88, 127]. W stanie tolerancji, wzrost stgzenia nitrogliceryny
wywotuje stan stresu oksydacyjnego, co prowadzi do inaktywacji ALDH-2 bezposrednio oraz
posrednio przez spadek stezenia kwasu dihydroliponowego oraz zmniejszenie mozliwosci

redukcji tego kwasu [88].
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Rys. 3. Udziat ALDH-2 w zjawisku tolerancji na nitrogliceryng [na podstawie 88]

Nitrogliceryna ulega bioaktywacji przy udziale ALDH, (dehydrogenazy aldehydowej). Enzym ten wymaga
dwoch grup tiolowych, ktore sa utleniane, podczas przemiany NTG do NO, NO, oraz innych metabolitow.
Aktywno$¢ enzymu jest odzyskiwana przez redukcje wiazania S-S przy udziale zredukowanego kwasu
liponowego (dihydroliponowego). Kwas liponowy jest ponownie redukowany przy udziale reduktazy liponianu
(LAR) oraz uktadu glutation (GSH)/ reduktaza glutationu (GR).

10
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Sugeruje si¢ szczeg6lna role srédblonka naczyn w pojawianiu si¢ tolerancji [27, 90,
101, 116]. Przewlekle stosowanie nitrogliceryny powoduje dysfunkcj¢ endotelium [47, 48, 90,
115, 125], co przyczynia si¢ do powaznych zaburzen klinicznych. Istnieje hipoteza, iz
endotelium moze albo uwalnia¢ przewlekle czynniki naczyniokurczace lub tez NO zostaje
inaktywowany zanim moze stymulowac¢ cyklaz¢ guanylanowa w mig$nidwce naczyn.
Usunigcie endotelium zapobiega powstawaniu nadtlenkéw w naczyniach z tolerancja [90].
Podawanie tetrahydrobiopteryny (BH4) odwraca dysfunkcj¢ endotelium wywotana podaniem
nitrogliceryny, co wskazuje, iz dysfunkcja ta moze by¢ nastgpstwem wewnatrzkomorkowego
wyczerpania BHy [44, 125]. Takze kwas foliowy, substrat dla BH4, zapobiega dysfunkcji
endotelium, a jego podawanie rowniez zapobiega powstawaniu tolerancji na nitrogliceryng
[41].

Stres oksydacyjny wywotany nitrogliceryna stymuluje produkcje endoteliny-1 w
srodblonku 1 komorkach migéni gladkich, co prowadzi do tatwiejszej aktywacji kinazy
biatkowej C (PKC) [27, 90, 125]. PKC moze aktywowa¢ oksydazy NADPH w naczyniach,
prowadzac do wzrostu powstawania nadtlenkow [90].

Przewlektemu stosowaniu nitrogliceryny towarzyszy takze zwigkszona aktywnos$¢
fosfodiesterazy IA1l. Powoduje to spadek dostgpnosci cGMP, gdyz ulega on szybszemu
katabolizmowi. Enzym ten jest zalezny od jonow wapnia i czynniki zwigkszajace poziom
Ca®" w cytoplazmie (np. angiotensyna II) indukuja go [42, 43]. Obnizony poziom cGMP
ogranicza aktywnos$¢ kinazy zaleznej od cGMP, co wiaze si¢ z zahamowaniem powstawania
fosfobiatek stymulujacych rozszerzanie naczyn (P-VAS) [42, 43, 48].

Spadek biodostgpnosci NO moze by¢ takze spowodowany degradacja NO przez
reaktywne formy tlenu w naczyniach [25, 47, 90, 118]. Dodatkowo ‘O, wiaze NO i powstaje
bardzo reaktywny 1 niebezpieczny ONOO" (anion nadtlenoazotynowy) [27, 47, 85, 89, 90, 91,
118, 137], ktéry migdzy innymi hamuje S$rédbtonkowa syntazg prostacykliny - enzymu
niezbednego do produkcji naczyniorozszerzajacej prostacykliny (PGL) [27, 47, 90, 91, 137],
co w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia powstawania PGI, i nasilenia powstawania
prostaglandyny H, (PGH;) [27, 90, 137] oraz wzrostu napigcia naczyn [27, 90]. Anion
nadtlenoazotynowy jest silnym oksydantem grup tiolowych i powoduje nitrowanie zwiazkdéw
aromatycznych, jak tyrozyna, tryptofan czy guanina. Nitracja tyrozyny moze prowadzi¢ do
zahamowania enzymow, takich jak np. dysmutaza ponadtlenkowa, a utlenianie krytycznych
grup tiolowych jest przyczyna zahamowania enzymow mitrochondrialnych, wiaczajac

dehydrogenaze aldehydowa [137].

11
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Nadtlenoazotyny zaburzaja funkcj¢ syntazy tlenku azotu (eNOSIII) poprzez utlenienie
jej kofaktora - BH4 do dihydrobiopteryny (BH») [27, 42, 43, 48]. W wyniku dysfunkcji
eNOSIII nastgpuje przenoszenie elektronéw na tlen czasteczkowy, ale pdzniejsza reakcja z
L-argining nie jest mozliwa 1 w konsekwencji dochodzi do peroksydacji — eNOSIII uwalnia
‘O," oraz inne reaktywne formy tlenu [27, 90]. ‘O, oraz nadtlenoazotyny bezposrednio
hamuja takze ALDH-2 [115].

Zarowno -O; jak 1 nadtlenoazotyny sa silnymi, bezposrednimi inhibitorami cyklazy
guanylanowej, zmniejszajac zarOwno jej podstawowa, jak 1 stymulowana tlenkiem azotu
aktywnos¢ [27, 90].

Wykazanie wzrostu produkcji wolnych rodnikow w tolerancji na nitrogliceryng
sugeruje mozliwo$¢ zapobiegania rozwojowi tolerancji poprzez podawanie antyoksydantéw
[27, 38, 90, 101, 125]. Zostato to zbadane dla kilku antyoksydantow [7, 38, 86, 90, 99].
Dlatego nasuwa si¢ pytanie: Czy zwiazki zmniejszajace stres oksydacyjny, takie jak:
inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyng, blokery receptorow AT, statyny,
L-arginina, BH4, askorbinian, ebselen, kwas moczowy, ktore moga odzyskiwac¢ aktywnos¢

NTG, moga tez redukowac przyczyny powstawania tolerancji?

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH-2)

Dehydrogenaza aldehydowa (ALDH) jest metaloflawoproteinowym homotetramerem,
zwiazanym z dinukleotydem flawinoadeninowym (FAD). W grupie prostetycznej tego
enzymu znajduje si¢ molibden 1 zelazo. ALDH jest gtownym enzymem katalizujacym reakcje
utlenienia aldehydoéw, odgrywa wazna rol¢ w biotransformacji lekow 1 ksenobiotykow.
Zidentyfikowano 12 izoenzyméw ALDH, o zréznicowanej specyficzno$ci substratowej [26].

ALDH-2 jest mitochondrialna izoforma dehydrogenazy aldehydowej 1 do tej pory
poznano jej trzy aktywnosci enzymatyczne: 1. dehydrogenazy, ktéra wymaga jako kofaktora
NAD', 2. esterazy oraz 3. reduktazy. Enzym ten posiada w centrum aktywnym grupy
sulfhydrylowe reszt Cys, niezbgdne do jego aktywnos$ci, ktére moga by¢ utleniane do
disiarczku, co prowadzi do zahamowania aktywnosci [89, 127].

Gltowna rola ALDH-2 jest eliminacja toksycznych aldehydéw, jak np. aldehyd
octowy, gldowny metabolit etanolu [26, 59, 81, 89, 128]. Na tej drodze spetnia bardzo wazna
rolg, gdyz zapobiega akumulacji toksycznych aldehydow, jak dialdehyd malonowy lub
4-hydroksynonenal prowadzacych do powstawania adduktow z biatkami 1 nastepnie
peroksydacji lipidow, dysfunkcji bialek (w tym enzymdw), zniszczen strukturalnych i

apoptozy [128]. ALDH-2 ma takze wlasciwosci antyoksydacyjne [116, 128].
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ALDH-2 jest odpowiedzialna za biotransformacj¢ nitrogliceryny [19, 76, 81, 116],
w tym procesie wykorzystuje aktywnos$¢ reduktazy [48, 127]. Niezbgdnym kofaktotem jest
np. kwas dihydroliponowy, ktory odzyskuje aktywno$¢ enzymu, przez redukcje grup
tiolowych w jego centrum aktywnym [127]. Mechanizm bioaktywacji nitrogliceryny i
uwalniania NO przy udziale tego enzymu nie jest jeszcze do konca znany [81].

ALDH-2 jest hamowana w stresie oksydacyjnym, a takze przez NO, w wyniku
utlenienia grup tiolowych w centrum aktywnym tego enzymu [80].

________________________ -
Kwasy karboksylowe kwasy karboksylowe
NADH + alkohole
estry kwasow
aldehydy ALDH-2 karboksylowych

kwas
o-liponowy

GTN NO

|
|
!
|
!
|
!
: NAD+
|
|
|
|
|
|

Rys. 4. Aktywnosci ALDH-2

Kwas a-liponowy

Kwas o-liponowy jest organicznym, o$smiowgglowym, nasyconym kwasem
tluszczowym. Nazwa chemiczna to: kwas 1,2-ditiolano-3-pentanowy, a systematyczna: kwas
6,8-ditiooktanowy. W swojej budowie chemicznej posiada pierscien ditiolowy, a wystgpujace
w nim atomy siarki moga ulega¢ redukcji do grup —SH, dajac zredukowana forme kwasu
liponowego — kwas dihydroliponowy.

Kwas a-liponowy ma dwa enancjomery, biologicznie aktywny R oraz S [17, 129].

Kwas a-liponowy i dihydroliponowy maja silne wlasciwosci antyoksydacyjne [4, 8, 9,
15, 78, 93, 100, 123, 129]. Naturalnie wystgpuje we wszystkich rodzajach komorek
eukariotycznych i prokariotycznych [93]. Uwaza sig, ze jest on syntetyzowany przez
organizmy z kwasu oktanowego i cysteiny [9, 93, 100]. Jest koenzymem w
wieloenzymatycznych kompleksach enzymatycznych dehydrogenaz, jak np.: dehydrogenzazy
a-ketoglutaranu, dehydrogenzazy purynowej [4, 78, 123, 129], dehydrogenazy a-ketokwasow
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o rozgalezionych tancuchach, dehydrogenazy pirogronianowej oraz w kompleksie
rozszczepiajacym glicyne.

Wykazano korzystny efekt kwasu a-liponowego w terapii wielu chordb, wiaczajac
cukrzyce, miazdzyce tetnic [8, 9, 15, 100, 132], choroby neurodegeneracyjne [8, 9, 15, 17, 73,
78, 100,], chorobe Alzheimera [52], zawal serca, udar niedokrwienny mozgu [8, 15, 100],
choroby stawow [9], nabyty zespdt braku odpornosci (AIDS) [8, 9, 73, 78], zatrucie
alkoholowe, zapalenie watroby [8, 15, 100], chorobg Wilsona, kwasic¢ mleczanowa [73] oraz
w stanach zatrucia lekami [4, 77]. Kwas o-liponowy poprawia funkcje srodblonka zaburzone
w procesie starzenia si¢ [113], w miazdzycy [106], w otytosci [69]. Zmiejsza otytos¢ [132],
hamuje taknienie [69]. Zapobiega utlenianiu frakcji LDL cholesterolu [106, 129], zapobiega
powstawaniu dyslipidemii [131], korzystnie wplywa na metabolizm glukozy [123], dziala
przeciwnadcis$nieniowo [84, 117, 122, 123, 129], wykazuje dziatanie przeciwzapalne [133,

134].

| e o o —— —— — —— — — — — — — — —— — — — — —— — ——— ——— —————— ————————————

R® witamina E
) ) . X kwas
RH witamina E

dihydroaskorbinowy
kwas kwas
liponowy dihydroliponowy
NADH NADT

Rys. 5. Rola kwasu liponowego w odzyskiwaniu aktywnosci antyoksydacyjnej witamin [122

— modyfikacja rysunku].

Zainteresowanie wspotczesnej farmakologii doswiadczalnej oraz medycyny kwasem
a-liponowym wiaze si¢ gtownie z jego wyjatkowa sita redukcyjna oraz niskim potencjatem
oksydo-redukcyjnym [9, 15, 93]. Potencjal redukcyjny kwasu dihydroliponowego / kwasu

liponowego wynosi -0,29V, wigc jest on najsilniejszym reduktorem w komodrkach [9].
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Dodatkowo kwas ten jest rozpuszczalny zard6wno w wodzie, jak 1 w tluszczach, co jest
wyjatkowa cecha wsrdd antyoksydantéw [9, 93, 100, 123]. Charakteryzuje si¢ on wysoka
reaktywnos$cia przeciw wolnym rodnikom i zdolno$cia regeneracji witamin C i E oraz
zredukowanej formy glutationu (GSH) [8, 9, 15, 73, 78, 90, 100, 123, 129] 1 koenzymu Q
[73]. Zapobiega powstawaniu oksydantow, niszczy oksydanty lub hamuje ich aktywnos¢
chemiczng, chroni enzymy przed utlenieniem [73]. Z tych powodow nazywany jest
antyoksydantem antyoksydantow [9, 100].

Kwas a-liponowy podnosi poziom siarki sulfanowej oraz zwigksza aktywnos¢
rodanazy w tkankach, a takze wspotdziata z rodanaza w przemianach siarki sulfanowej [10,
24], odgrywajac istotna rol¢ w uwalnianiu siarkowodoru [10], ktory ma dzialanie
naczyniorozszerzajace [21, 75], uczestniczy w regulacji kurczliwosci kardiomiocytéw,

neurotransmisji, wydzielaniu insuliny [75].

CYSTEINA

metabolizm
beztlenowy

ZWIAZKI ZAWIERAJACE ZWIAZKI BEZ
SIARKE SULFANOWA S* SIARKI SULFANOWEJ S*
RODANAZA kwas
kwas liponowy
dlhydrohponOMf_\ L § +H,S
i< SH SH / S
SH L< S~ S*H
BIALKA BIALKA — S*

Rys. 6. Rola kwasu liponowego w przemianach siarki sulfanowe;.

Kwas dihydroliponowy stuzy jako akceptor siarki sulfanowej w reakcji katalizowanej przez rodanazg. Nastgpnie
uwalnia siarke sulfanowa w formie H,S. Uczestniczy takze w przenoszeniu siarki sulfanowej na grupy tiolowe
biatek (receptorow, enzymdow), zmieniajac ich aktywnose¢.
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Kwas a-liponowy zwigksza katabolizm aldehydéw, moze bezposrednio wiazad
aldehydy [123], wlaczajac bardzo reaktywny metyloglioksal, prowadzac do ich wydalenia z
z0lcia 1 moczem. Zmniejszajac poziom aldehydow w tkankach, chroni grupy SH biatek
kanaléw wapniowych. Zachowuje ich funkcje, co prowadzi do zmniejszenia wolnych jonow
wapnia w komorce 1 spadku napigcia naczyn. Kwas a-liponowy przez zmniejszenie poziomu
aldehydow w tkankach zapobiega inaktywacji enzyméw antyoksydacyjnych zawierajacych w
centrum aktywnym grupy SH, jak np. peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa,
syntaza NO, cyklaza guanylanowa, zapewniajac ich witasciwe funkcjonowanie. Zapobiega
takze zmniejszeniu ilo$ci argininy, substratu dla syntazy NO, a zachowanie syntezy NO w
odpowiedniej ilo$ci utrzymuje wtasciwa, prawidtowa oporno$¢ naczyn [122].

Dodatkowymi zaletami kwasu o-liponowego jest to, ze moze on by¢ podawany
doustnie, poniewaz jest fatwo wchianiany w zotadku [9, 100] 1 nie wykazuje dziatania
toksycznego w dawkach stosowanych w profilaktyce i proponowanych w terapii [9]. Dawka
Smiertelna (LDsp) po podaniu dozotadkowym wynosi 1130 i 502 mg/kg, a po podaniu
dootrzewnowym 200 i 160 mg/kg, odpowiednio dla szczurow i myszy. Co w przetozeniu
oznacza, ze przyjecie przez cztowieka kilku gramow doustnie jest dobrze tolerowane [129].

Kwas a-liponowy wybrano do badan, poniewaz jest on zwiazkiem tiolowym z silnymi
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi. W procesie biotransformacji nitrogliceryny do NO
niezbgdne sa grupy tiolowe, ktorych jest donorem. Jako antyoksydant antyoksydantéw, o
niskim potencjale oksydo-redukcyjnym moze takze odzyskiwac¢ zdolnos¢ redukcyjng innych
bardzo istotnych antyoksydantow w organizmie. Co jest bardzo istotne w $wietle
najnowszych teorii powstawania zjawiska tolerancji na nitrogliceryng. Dodatkowo odzyskuje
on aktywno$¢ ALDH-2, enzymu, ktory obecnie jest uznawany jako kluczowy w rozwoju

tolerancji na nitrogliceryng.
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L. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto oznaczenie wplywu kwasu a-liponowego na rozwdj

tolerancji u szczurdw po wielokrotnym podawaniu nitrogliceryny oraz proba wyjasnienia

mechanizmu jej powstawania.

Badania farmakologiczne obejmowaty:

o

o

Oznaczenie wptywu nitrogliceryny na cis$nienie tgtnicze szczura

Oznaczenie wptywu kwasu o-liponowego na cisnienie tgtnicze szczura po
wielokrotnym podaniu

Wywotywanie tolerancji na nitrogliceryng u szczuréw w badaniach in vivo
Oznaczenie wptywu kwasu a-liponowego na rozw9j tolerancji na nitrogliceryne
Oznaczenie wpltywu kwasu o-liponowego na hipotensyjny efekt nitrogliceryny po

jednokrotnym 1 wielokrotnym podaniu

Badania biochemiczne obejmowaty:

o

Oznaczenie wptywu wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego
na procesy peroksydacyjne oraz enzymy antyoksydacyjne w tkankach i osoczu
SZCZUrow

Oznaczenie wptywu wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego
na poziom niebiatkowych tioli, aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej oraz aktywnos¢
y-glutamylotranspeptydazy w tkankach i osoczu szczurow

Oznaczenie wptywu wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego
na poziomy NO oraz S-nitrozotioli w tkankach 1 osoczu szczurow

Oznaczenie wptywu wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego

na poziom siarki sulfanowej oraz aktywno$¢ rodanazy w tkankach i osoczu szczurow.
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III. Materialy

1. Zwierzeta doswiadczalne

Badania przeprowadzono na szczurach rasy Wistar, samcach o masie ciata 180-220g.
Zwierzgta przebywaty w standardowych klatkach, odpowiednich do ich rozmiaréw, w
pomieszczeniach klimatyzowanych, o temperaturze 20 — 24 °C i cyklu $wietlnym 12/12
godzin. Zwierzg¢ta karmiono pasza Muligran lub LSH przeznaczona dla zwierzat

laboratoryjnych, przy wolnym dostepie do wody wodociagowej. Grupy liczyly 6 — 8 zwierzat.

2. Uzyte leki i zwiqzki

Nitrogliceryna (Nitroglycerinum, tabletki podjezykowe, Lek S.A.), Nitrogliceryna
(Nitroglycerinum, roztwér do wlewow dozylnych, Pliva Krakow), Kwas a-liponowy (Neurex,
roztwor do wstrzykiwan, Hexal® AG), Heparyna (Heparinum, Polfa S.A.), Tiopental sodu
(Thiopental Natrium, HEFA-Frenon Arzeimittel).

Kwas tiobarbituranowy (Sigma-Aldrich), 1,1°,3,3 -tetractoksypropan (Sigma-Aldrich),
Kwas trichlorooctowy (Sigma-Aldrich), Dioctan 2’,7’-dichlorohydrofluoresceiny (DCFH-
DA) (Sigma-Aldrich), Dichlorofluorescein (Sigma-Aldrich), CDNB (Sigma-Aldrich),
Glutation zredukowany (GSH) (Sigma-Aldrich), 2,3-Diaminonaftalen (Sigma-Aldrich),
Chlorek rteci (Sigma-Aldrich), Kwas 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowy (Sigma-Aldrich),
Sulfanilamid (Sigma-Aldrich), N-(1-naftylo)-etylenediamina (Sigma-Aldrich), Reduktaza
azotynowa (Sigma-Aldrich), L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid (Fluka), Gly-Gly
(Fluka), Chlorek magnezu (Sigma-Aldrich), Cytochrom c (Sigma-Aldrich), Ksantyna (Sigma-
Aldrich), Oksydaza ksantyny (Sigma-Aldrich), Reduktaza glutationowa (Sigma-Aldrich),
NADPH (Sigma-Aldrich), EDTA (POCH), Odczynnik Folin-Ciocalteau’a (POCH). Pozostate
odczynniki pochodzity z firmy POCH S.A. (Polskie Odczynniki Chemiczne).
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3. Dawkowanie lekow i drogi podania

Nitrogliceryn¢ podawano podskérnie (s.c.), w dawce 30 mg/kg m.c./dzien, w trzech
dawkach podzielonych (3 x 10 mg/kg m.c.), w postaci zawiesiny w soli fizjologicznej oraz
dozylnie (i.v.), w dawce 150 pg/kg m.c.

Kwas a-liponowy podawano dootrzewnowo (i.p.) w dawce 35 mg/kg m.c./dzien oraz
100 mg/kg m.c./ dzieh, w dwoch dawkach podzielonych (2 x 50 mg/kg m.c.).

Do znieczulenia ogdlnego zwierzat uzywano tiopentalu sodu, w dawce 70 mg/kg m.c.,
ktory wstrzykiwano dootrzewnowo.

Heparyne stosowano w celu zapobiegania powstawania zakrzepu w tgtniczy szyjnej

szczuréw podczas pomiaru ci$nienia tgtniczego krwi.

4. Grupy doswiadczalne

Zwierzgta podzielone na poszczeg6lne grupy eksperymentalne otrzymywaty:

Grupa 1 (grupa kontrolna): Sol fizjologiczna (0,9% NaCl), 0,6 ml s.c., przez 8 dni.
Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 2 (NTG4): Nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzieh w trzech dawkach
podzielonych, s.c., przez 4 dni. Piatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 3 (NTGS): Nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzien w trzech dawkach
podzielonych, s.c., przez 8 dni. Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 4 (NTG+KL): Nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzien w trzech dawkach
podzielonych, s.c., przez 8 dni. Kwas a-liponowy jednorazowo w 8 dniu w dawce 35 mg/kg
m.c./dzien, i.p.. Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 5 (NTG+KL35): Nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzien w trzech
dawkach podzielonych, s.c. 1 kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien, 1.p., przez 8
dni. Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 6 (KL35): Kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien, i.p., przez 8 dni.
Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 7 (NTG+KL100): Nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzien w trzech
dawkach podzielonych, s.c. i kwas a-liponowy w dawce 100 mg/kg m.c./dzien w dwoch
dawkach podzielonych, i.p., przez 8 dni. Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;

Grupa 8 (KL100): Kwas a-liponowy w dawce 100 mg/kg m.c./dzien w dwoch
dawkach podzielonych, i.p., przez 8 dni. Dziewiatego dnia 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny i.v.;
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5. Obliczenia statystyczne

Wyniki przedstawiono jako $rednie pomiaréw = btad standardowy s$redniej (SEM).
Przy porownaniu warto$ci $rednich stosowano test ANOVA. Roznice $rednich uznawano za

znamienng statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05.

6. Aparatura

o Aparat do pomiaru ci$nienia t¢tniczego u matych zwierzat DATAMAX BPL-8, firmy
Columbus Instruments, Ohio

o Spektrofotometr Marcel 330

o Spektrofotometr Hitachi U-2800

o Spektrofotometr fluorescencyjny Hitachi F-2000

o Chemiluminometr Lucy 1
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V. Wzory badanych lekow

NITROGLICERYNA

H,C—0—NO,
HC—0—NO,
H,C—0—NO,

KWAS a-LIPONOWY (a) 1 jego zredukowana forma - KWAS DIHYDROLIPONOWY (b).

a) s——s

CH, CH; CH;
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N R, ARy N

CH» CH: CH: COOH
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SH SH
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N N NN

CH, CH; CH, COOH
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V. Metodyka

1. Pomiar cisnienia tetniczego krwi

Szczury normotensyjne poddano znieczuleniu ogdlnemu poprzez podanie
dootrzewnowe tiopentalu sodu (70 mg/kg). Do tgtnicy szyjnej wspolnej wprowadzono
polietylenowa kapilar¢ wypelniona heparyna w celu pomiaru cis$nienia tgtniczego. Cisnienie
tetnicze krwi we wszystkich grupach mierzono przed dozylnym podaniem nitrogliceryny
(150 pg/kg) oraz przez 20 minut po jej podaniu.

Zwierzg¢ta poddano eutanazji przez skrwawienie 1 pobierano krew do probowek
heparynizowanych oraz narzady tj.: watroba, serce, aorta, nerki, moézg. Narzady
przeptukiwano w 0,9% NaCl i natychmiast zamrazano w cieklym azocie. Krew wirowano w
celu oddzielania osocza. Probki przechowywano w temperaturze -80°C, az do wykonania

oznaczen biochemicznych.

2. Oznaczenie wplywu nitrogliceryny na cisnienie tetnicze krwi szczura

Wplyw nitrogliceryny na ci$nienie tgtnicze krwi szczura oznaczono przed oraz po

dozylnym podaniu 150 pg/kg m.c. nitrogliceryny.

3. Oznaczenie wphywu kwasu a-liponowego na cisnienie tetnicze szczura po

wielokrotnym podaniu
Cis$nienie tetnicze krwi mierzono w tetnicy szyjnej wspolnej dziewiatego dnia u

szczurdw, ktorym podawano przez 8 dni kwas a-liponowy w dawkach 35 mg/kg m.c./dzien

oraz 2 x 50 mg/kg m.c./dzien.

4. Indukcja tolerancji na nitrogliceryne in vivo u szczurow

Tolerancj¢ wywotywano podajac podskérnie szczurom nitrogliceryng, w dawce 10
mg/kg m.c. trzy razy dziennie, przez 4 kolejne dni (grupa 2) lub przez 8 kolejnych dni (grupa

3). Grupa kontrolna zwierzat otrzymywata podskoérnie sol fizjologiczna, trzy razy dziennie
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przez 8 dni, w objetosci 0,6 ml (grupa 1). Odpowiednio piatego lub dziewiatego dnia u
zwierzat z grup badanych i grupy kontrolnej, mierzono cis$nienie krwi w tgtnicy szyjnej
wspolnej, przed i po podaniu dozylnym nitrogliceryny w dawce 150 pg/kg m.c., przez okres

20 minut.

5. Wpbw kwasu a-liponowego na rozwdj tolerancji po wielokrotnym podawaniu

nitrogliceryny

Szczurom podawano nitrogliceryng w dawce 10 mg/kg m.c. trzy razy dziennie przez 8
dni. Dodatkowo zwierzgta otrzymywaty kwas o-liponowy dootrzewnowo: jednokrotnie w
6smym dniu doswiadczenia, w dawce 35 mg/kg m.c. (grupa 4) lub codziennie (rownolegle z
nitrogliceryna) przez okres 8 dni, jeden raz w ciagu dnia, w dawce 35 mg/kg m.c./dzien
(grupa 5) oraz w dawce 50 mg/kg m.c. dwa razy dziennie (grupa 7). Grupom kontrolnym
podawano podskornie sol fizjologiczna, trzy razy dziennie przez 8 dni, w objgtosci 0,6 ml
(grupa 1) lub tylko kwas a-liponowy: codziennie przez okres 8 dni, jeden raz w ciagu dnia, w
dawce 35 mg/kg m.c./dzien (grupa 6) oraz w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien (grupa 8).
Dziewiatego dnia u wszystkich zwierzat mierzono cisnienie krwi w tgtnicy szyjnej wspolnej,

przed i po podaniu dozylnym nitrogliceryny w dawce 150 pg/kg m.c., przez okres 20 minut.

6. Oznaczenie wphywu kwasu o-liponowego na hipotensyjny efekt nitrogliceryny

po jednokrotnym i wielokrotnym podaniu

Dziewiatego dnia u zwierzat leczonych przez 8 dni kwasem a-liponowym w dawce 35
mg/kg m.c./dzien oraz 2 x 50 mg/kg m.c./dzien mierzono cis$nienie krwi w tgtnicy szyjnej
wspolnej, przed 1 po podaniu dozylnym nitrogliceryny w dawce 150 pg/kg m.c., przez okres

20 minut.

7. Oznaczenie poziomu peroksydacji lipidow (MDA) w tkankach i osoczu

SZCZUrOW

Poziomy MDA mierzono metoda spektrofotometryczng z uzyciem kwasu

tiobarbiturowego. Jako standard zastosowano 1,1°,3,3’-tetractoksypropan [96]. Do 250 ul

23



METODYKA

probki dodano 250 pl wody destylowanej, 500 ul 15% kwasu trichlorooctowego (TCA) w
0,25M HCI 1 500 pl 0,37% TBA w 0,25M HCI. Probki gotowano w tazni wodnej przez 10
minut, a nastgpnie wirowano przez 10 minut (10000 g). Absorbancj¢ supernatantu mierzono

przy dtugosci fali 535 nm.

8. Oznaczenie poziomu reaktywnych form tlenu (RFT)

Dioctan 2’,7’-dichlorohydrofluoresceiny (DCFH-DA) w homogenacie ulega
deestryfikacji do dichlorohydrofluoresceiny, a nastgpnie jest utleniany do dicholofluoresceiny
przez RFT [13]. 10 pl probki dodawano do 900 ul 0,1M buforu fosforanowego (pH 7,4).
Nastepnie dodawano 10 pl DCFH-DA. Prébki inkubowano w tazni wodnej w 37°C przez 30
minut, a nastgpnie wirowano (12000 g, 8 minut). Fluorescencje mierzono przy dlugosciach

fali 488 nm 1 525 nm. Poziom RTF odczytano z krzywej wzorcowej dla dichlorofluoresceiny.

9. Oznaczenie aktywnosci peroksydazy glutationowej

Oznaczenie aktywno$ci peroksydazy glutationowej wykonywano metoda posrednia
pomiaru spadku absorbancji NADPH. W metodzie tej utleniony glutation GSSG tworzacy si¢
w reakcji katalizowanej przez peroksydaze¢ glutationowa jest redukowany przez reduktaze
glutationowa przy jednoczesnym utlenieniu NADPH. Oksydacja NADPH powoduje spadek
absorbancji przy 340 nm w temp. 37 °C [5]. W kuwecie spektrofotometrycznej umieszczano:
500 pl 0,IM buforu fosforanowego (pH 7.0) zawierajacego 0,1mM EDTA, 100 pl 10mM
GSH (zredukowanego glutationu), 100 pl 1,5mM NADPH w 0,1% NaHCO;, 100 pl
reduktazy glutationowej (2,4 U/ml), 100 pl homogenatu lub osocza I 100 pl 1,5mM H,0,.
Spadek absorbancji mierzono przez 2 minuty. Aktywno$¢ enzymu obliczono na podstawie

milimolowego wspodtczynnika absorpcji dla NADPH, wynoszacego 6,22 mmol/cm.

10. Oznaczenie aktywnosci katalazy

Oznaczenie aktywnosci katalazy bazuje na pomiarze szybko$ci rozpadu substratu —
H,0, [5]. 650 pl 0,05M buforu fosforanowego (pH 7,0) 1 300 pl 54 mM H,O, w buforze
umieszczono w kuwecie spektrofotometrycznej i nastegpnie dodawano 50 pl homogenatu

tkankowego lub osocza. Spadek absorbancji mierzono przy dtugosci fali 240 nm w 25 °C. Za
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jednostke aktywnosci przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktora w ciagu minuty rozktada 1 pmol

nadtlenku wodoru.

11. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej oznaczano posrednio poprzez pomiar
hamowania redukcji cytochromu c [5]. 0,97 ul mieszaniny roztworu ksantyny w 1 mM NaOH
1 roztworu cytochromu ¢ w 0,05M buforze fosforanowym (pH 7,8) umieszczano w kuwecie
spektrofotometrycznej i dodawano 16,6 pl roztworu oksydazy ksantynowej (0.2U/ml) 1 16,6
pl homogenatu lub osocza. Mierzono wzrost absorbancji przez 2 minuty przy dlugosci fali
550 nm w temperaturze 25°C. Wzgledna szybkos$¢ redukcji (W) cytochromu ¢ obliczono

wedlug ponizszego wzoru:

W[%] = ﬁb x100% , gdzie A, jest proby badanej, a A, proby kontrolne;j.

C

12. Oznaczenie poziomu grup tiolowych

Oznaczenie oparte jest na metodzie Ellman’a: kwas 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoesowy
(DTMB) wulega redukcji przy wudziale grup tiolowych do kwasu 2-nitro-5-
merkaptobenzoesowego [111]. 25 ul kwasu tiooctowego (TCA) dodawano do 475 pul
homogenatu lub osocza i nast¢pnie probki wirowano (10000 x g, 10 min, 0°C). Nastgpnie
100 pl supernatantu, 800 pl 0,2M buforu fosforanowego (pH 8,2) mieszano z 100 pl 6 mM
DTNB. Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali 412 nm. [lo$¢ powstajacego w reakcji kwasu
2-nitro-5-merkaptobenzoesowego obliczono z krzywej wzorcowej wyznaczonej dla 1mM

roztworu GSH w 2,5% TCA.

13. Oznaczenie aktywnosci S-transferazy glutationowej

S-transferaza glutationowa katalizuje reakcj¢ pomiedzy glutationem i CDNB, w ktore;j
powstaje 2,4-dinitrofenylo-S-glutation, wykazujacy maksimum absorbancji przy dlugosci fali
340 nm [45]. 50 pl 20 mM roztworu GSH, 50 pl 20 mM roztworu CDNB i 50 pl
rozcigczonego 50 razy homogenatu lub osocza dodawano do 850 ul 0,IM buforu

fosforanowego (pH 6,5). Absorbancj¢ zmierzono trzydziesci 1 dziewigcdziesiat sekund
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pozniej przy dtugosci fali 340 nm. Aktywno$¢ enzymu oznaczono jako rdznicg pomiedzy
wzrostem absorbancji proby badanej i kontrolnej podzielong przez warto$¢ milimolowego

wspotczynnika absorpcji dla powstajacego koniugatu (9,6 mmol/cm).

14. Oznaczenie aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy

W tej metodzie bezbarwny substrat L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid ulega
enzymatycznej przemianie do p-nitroaniliny [97]. Mieszanina reakcyjna (450 pl) zawierata
5 mM L-y-glutamylo-3-karboksy-4-nitroanilid, 11 mM MgCl, 1 22,2 mM Gly-Gly w 111 mM
buforze Tris-HCI (pH 9). Homogenat lub osocze (50 ul) inkubowano z mieszaning reakcyjna
przez 5 minut w temperaturze 37°C. Reakcje przerywano dodajac 1 ml 1,5 M kwasu
octowego. Probki wirowano przez 5 minut (12000xg), po czym mierzono absorbancjg
p-nitroaniliny przy dlugosci fali 410 nm. Aktywnos$¢ enzymu okre§lono w pmolach produktu
reakcji (odczytanych z krzywej standardowej dla p-nitroaniliny) powstajacego w czasie

1 minuty inkubacji.

15. Oznaczenie poziomu azotanow Il i V

Azotany III (NOy) 1 V (NOj3") — koncowe produkty metabolizmu tlenku azotu (NO)
oznaczono metoda Griess’a. Test opiera si¢ na reakcji azotanéw III z sulfanilamidem
i dihydrochloranem N-(1-naftylo)-etylodiaminy, ktore tworza kolorowy produkt [60]. 750 ul
podwdjnie destylowanej wody 1 250 pl homogenatu tkankowego lub osocza gotowano w tazni
wodnej w temperaturze 100 °C przez 15 minut. Po ochtodzeniu probki wirowano przez 10
minut (10000 x g). Oznaczenie azotanow III: 75 pl supernatantu i 75 pl podwojnie
destylowane; wody inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 492 nm 1 dodawano po 50 pl odczynnika Griess’a
(1% roztwér sulfanilamidu w  2,5% H,PO;) 1 0,1% roztwdr dihydrochloranu
N-(1-naftylo)-etylodiaminy w 2,5% H,POs;. Po 15 minutach inkubacji w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej ponownie mierzono absorbancje przy diugosci fali 492 nm.
Oznaczenie azotandw V: Azotany V redukowano do azotandéw III przy pomocy reduktazy
azotanow III. 75 pl supernatantu, 4 pl reduktazy (4U), 50 pl 0,017% roztworu NADPH
121 pl wody podwdjnie destylowanej inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.

Nastegpnie mierzono absorbancje przy dtugosci fali 492 nm i dodawano po 50 pl odczynnika
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Griess’a (1% roztwoér sulfanilamidu w 2,5% H,POs3) 1 0,1% roztwor dihydrochloranu
N-(1-naftylo)-etylodiaminy w 2,5% H,POs;. Po 15 minutach inkubacji w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej ponownie mierzono absorbancje przy diugosci fali 492 nm.

Krzywa wzorcowa przygotowano dla roztworu azotanu III sodu.

16. Oznaczenie poziomu S-nitrozotioli

S-nitrozotiole oznaczano wg Marzinzig’a. W metodzie tej DAN (2,3-diaminonaftalen)
jest nitrowany do 2,3-naftotrizolu (NAT), co pozwala oznaczy¢ poziom azotanow III.
S-nitrozotiole ulegaja rozpadowi w obecnosci jonéw rteci (Hg?"). Roznica poziomow
azotanow III w obecnosci i nieobecnosci jondw rteci wyraza poziom S-nitrozotioli [79]. 50 ul
homogenatu tkankowego zmieszano z 750 ul wody podwdjnie destylowanej i 250 pl 1,58 mM
roztworu DAN w 0,62 M HCI lub 250 ul DAN + HgCl, (1,11lmM) (mieszanina 4:1).
Inkubowano przez 10 minut w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej. Reakcje przerwano
dodajac 50 ul 10 M roztworu NaOH. Fluorescencj¢ mierzono przy dtugosciach fali 364 1 410
nm. Poziom S-nitrozotioli obliczono z krzywej wzorcowej przygotowanej dla mieszaniny

10 uM L-cysteiny i 10 uM NaNO, w 0,62 M HCIl.

17. Oznaczenie poziomu siarki sulfanowej

Poziom siarki sulfanowej oznaczano metoda zimnej cyjanolizy [130]. Zmieszano 400
ul homogenatu tkankowego z 420 pl wody destylowanej, 80 pl 1IN roztworu NHsz 1 100 pl
0,5M roztworu KCN. Nastgpnie powstala mieszaning inkubowano przez 45 minut w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie dodano 20 pl 38% roztworu formaldehydu i 200 pl
odczynnika Goldsteina (Fe(NO); + HNO; + H,O). Wirowano 10 minut (12000g), a nastgpnie
mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 460 nm. Krzywa wzorcowa przygotowano dla 1 mM

roztworu KSCN.

18. Oznaczenie aktywnosci rodanazy

Aktywnos$¢ rodanazy oznaczono wg Sorbo [114]. Mieszaning reakcyjna zawierajaca:
50 ul homogenatu tkankowego rozcienczonego 100x, 150 ul wody destylowanej, 125 pl
0,25M roztworu Na,S,0s3, 125 ul 0,2 M roztworu KH,PO4 1 75 pl 0,5 M roztworu KCN
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inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Reakcje zatrzymywano przez dodanie
125 pl 38% roztworu formaldehydu i 600 pl odczynnika Golsteina (Fe(NO); + HNO; + H,0).
Produkt reakcji (tiocyjanek) tworzyt z jonami Fe kolorowy kompleks, ktorego absorbancje
mierzono przy dtugosci fali 460 nm. Aktywno$¢ enzymu wyrazono w umolach produktu
powstalego w czasie 1 minuty inkubacji na 1 mg biatka. Krzywa wzorcowa wykonano dla

tiocyjanku.
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VI. Wyniki

1. Wphw nitrogliceryny na cisnienie tetnicze szczura po jednokrotnym jej

podaniu

Nitrogliceryna podana dozylnie w pojedynczej dawce 150 pg/kg m.c. powodowata

istotny statystycznie spadek cisnienia tetniczego krwi u normotensyjnych szczurow,

(Wykres 1).

Wykres 1. Cisnienie tetnicze krwi po dozZylnym podaniu nitrogliceryny 150 ug/kg m.c.,

u szczurow w grupie 1 (kontrola).

150 -
140 -
130 -
120 -
110 -
100 -
90 -
80 -
70
B0 e T
50

cisnienie [mmHg]

kontrola 1 2 3 5 10 15 20

czas [min]

‘—O—Ciénienie skurczowe —@— cisnienie rozkurczowe

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
cisnienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05;

*#p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001.
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2. Wphw nitrogliceryny na cisnienie tetnicze szczura po wielokrotnym jej

podawaniu

Cisnienie tetnicze krwi u zwierzat, ktorym podawano nitrogliceryng¢ podskornie
w dawce 30 mg/kg m.c./dzien, w trzech podzielonych dawkach przez 4 (grupa 2) oraz przez
8 dni (grupa 3), bylo znamiennie statystycznie nizsze w poréwnaniu do ci$nienia u szczuréw

kontrolnych (grupa 1), (Tabela 1).

Tabela 1. Srednie skurczowe i rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi u szczurow

Grupa Srednie ci$nienie tetnicze [mmHg|
LK skurczowe 133,50+ 1,15
rozkurczowe 110,88 + 2,68
skurczowe ok ok
) - NTG4 97,75 +£2,32
rozkurczowe 77,25 + 1,80%***
skurczowe 104,33 + 3,93 %%
3-NTG8
rozkurczowe 88,83 + 2,85k

Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
ci$nienia w grupie kontrolnej; ****p<0,001

K — kontrola; NTGS8 — nitrogliceryna w dawce 30 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni; NTG4 — nitrogliceryna w dawce
30 mg/kg m.c./dzien przez 4 dni;

3. Wplyw kwasu o-liponowego na cisnienie tetnicze krwi u szczurow

Kwas a-liponowy, podawany szczurom dootrzewnowo przez 8 dni w dawce
35 mg/kg m.c./dzien, obnizat skurczowe cis$nienie tgtnicze krwi, (Tabela 2).

Kwas a-liponowy, podawany szczurom dootrzewnowo przez 8 dni w dawce
2 x 50 mg/kg m.c./dzief, nie wpltywat znamiennie statystycznie na cis$nienie t¢tnicze krwi. Po
tym czasie, ci$nienie t¢tnicze krwi byto porownywalne z ci$nieniem w grupie kontrolnej (brak

istotnych roznic statystycznych), (Tabela 2).
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Tabela 2. Srednie skurczowe i rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi u szczurow

Grupa Srednie ci$nienie tetnicze [mmHg]
LK skurczowe 133,50+ 1,15
rozkurczowe 110,88 + 2,68
skurczowe 125, 13 £ 3,24%**
6 - KL35
rozkurczowe 110,75+ 3,14
skurczowe 133,86 + 1,44
8 - KL100
rozkurczowe 110,57 £ 2,76

Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
ci$nienia w grupie kontrolnej; **p<0,02

K — kontrola; KL35 — kwas a-liponowy, w dawce 35 mg/kg m.c./dzien; KL100 — kwas a-liponowy, w dawce
2 x 50 mg/kg m.c./dzien

4. Tolerancja na nitrogliceryne u szczurow w badaniach in vivo

U szczuréw, ktérym podawano podskdrnie nitrogliceryng przez 4 dni, w dawce
30 mg/kg m.c./dzien, w trzech dawkach na dobeg (grupa 2), nie obserwowano rozwoju
tolerancji, (Tabela 3 oraz Wykres 2). Po dozylnym podaniu nitrogliceryny w 5 dniu, w dawce
150 pg/kg m.c., dochodzito do istotnego statystycznie spadku ci$nienia tgtniczego krwi.
Procenty spadku cis$nienia tgtniczego w tej grupie byly porownywalne do procentow spadku
cisnienia w grupie kontrolnej (grupa 1). W grupie kontrolnej, w pierwszych minutach po
podaniu dozylnym, nitrogliceryna istotnie statystycznie obnizata ci$nienie tgtnicze krwi.

Podawanie nitrogliceryny przez 8 dni w dawce 30 mg/kg m.c./dzien, w trzech
dawkach na dobeg, (grupa 3), prowadzito do rozwoju tolerancji, (Tabela 3 oraz wykres 3). Po
dozylnym podaniu nitrogliceryny w 9 dniu, w dawce 150 pg/kg m.c., nie dochodzilo do

istotnego statystycznie spadku cis$nienia tgtniczego krwi, co wskazuje na rozwoj tolerancji.
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Wykres 2. Cisnienie tetnicze krwi po dozZylnym podaniu nitrogliceryny w piqtym dniu,

u szczurow w grupie 2 (NTG4).
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do

ci$nienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05;

**p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001.

Wykres 3. Cisnienie tetnicze krwi po doZylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,

u szczurow w grupie 3 (NTGS).
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Wyniki przedstawiajg $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie;
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Tabela 3. Procentowy spadek cisnienia tetniczego krwi u szczurow po dozZylnym podaniu

nitrogliceryny w dawce 150 ug/kg m.c. w 9 dniu badania

Procent spadku ci$nienia tetniczego krwi [%]

Grupa Cisnienie Czas obserwacji [min]
1 2 3 5 10 15 20
skurczowe 23,41 | 11,51 8,14 5,80 2,90 3,37 3,74
! rozkurczowe | 27,62 | 11,05 | 6,88 2,93 0,05 0,23 0,79
skurczowe 26,85 | 16,88 | 12,28 | 5,63 4,35 5,37 5,37
: rozkurczowe | 30,42 | 14,24 | 10,36 | 3,56 2,91 2,59 4,21
skurczowe 6,55 3,03 1,59 0,48 0,80 1,75 1,92
3 rozkurczowe | 6,75 2,62 1,13 0,37 0,93 2,62 2,25
skurczowe 5,79 1,27 0,99 1,27 1,41 2,26 1,84
! rozkurczowe | 3,49 -0,34 | -0,50 0,16 0,33 1,65 2,15

Wyniki przedstawiajq $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie;

Grupa 1: 0,9% NaCl 0,6 ml, s.c., 3 razy dziennie przez 8 dni + nitrogliceryna 150 pg/kg m.c., i.v. w 9 dniu —
kontrola;

Grupa 2: nitrogliceryna — 30 mg/kg m.c./dzien, s.c., przez 4 dni + nitrogliceryna 150 ug/kg m.c., i.v.
w 9 dniu — NTG4;

Grupa 3: nitrogliceryna — 30 mg/kg m.c./dzien, s.c., przez 8 dni + nitrogliceryna 150 ug/kg m.c., i.v.
w 9 dniu — NTGS;

Grupa 4: nitrogliceryna 30 mg/kg m.c./dzien, s.c., przez 8 dni + nitrogliceryna 150 pg/kg m.c., i.v.
w 9 dniu + kwas a-liponowy 1 raz w 8 dniu - 35 mg/kg m.c., i.p. — NTG+KL;

5. Wplyw kwasu o-liponowego na rozwdj tolerancji na nitrogliceryne

Jednokrotne podanie kwasu a-liponowego, w dawce 35 mg/kg m.c., i.p., w 6smym
dniu wywolywania tolerancji u szczur6w nie przywrdcito efektu hipotensyjnego
nitrogliceryny, (Tabela 3 oraz Wykres 4). Po dozylnym podaniu nitrogliceryny w 9 dniu, w
dawce 150 pg/kg m.c., nie dochodzito do istotnego statystycznie spadku cisnienia tgtniczego
krwi, tak jak w grupie 3 (NTGS).

W grupie 5, ktoérej podawano kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c., i.p., przez 8

dni jeden raz dziennie rownolegle z nitrogliceryna w dawce 3 x 10 mg/kg m.c./dzien, s.c., nie
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doszto do rozwoju catkowitej tolerancji na nitrogliceryng, (Wykres 5). Po podaniu
nitrogliceryny w dawce 150 pg/kg m.c., i.v., obserwowano istotny statystycznie spadek
ci$nienia tgtniczego krwi. Efekt hipotensyjny byl jednak mniej nasilony niz w grupie
kontrolnej. Tolerancja na nitrogliceryng nie rozwingta si¢, ale dziatanie nitrogliceryny byto
ostabione.

W grupie 7, ktérej podawano kwas a-liponowy w dawce 100 mg/kg m.c./dzien, i.p.,
w dwoch podzielonych dawkach, przez 8 dni réwnolegle z nitrogliceryna, w dawce
3 x 10 mg/kg m.c./dzien, s.c., nie doszlo do rozwoju tolerancji na nitrogliceryng, (Wykres 6).
Po dozylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiatym dniu, w dawce 150 pg/kg m.c.,
obserwowano istotny statystycznie spadek cis$nienia tg¢tniczego krwi. Dziatanie hipotensyjne

nitrogliceryny w tej grupie byto porownywalne do dziatania w grupie kontrolne;.

Wykres 4. Cisnienie tetnicze krwi po doZylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,
u szczurow w grupie 4 (NTG+KL).
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Wyniki przedstawiajg srednie + SEM z 8 zwierzat w grupie;
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u szczurow w grupie 5 (NTG+KL35).
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Wykres 5. Cisnienie tetnicze krwi po dozylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,

Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do

ci$nienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05.

Wykres 6. Cisnienie tetnicze krwi po dozZylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,

u szczurow w grupie 7 (NTG+KL100).
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do

ci$nienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05;

*H*p<0.01; ****p<0.001.
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6. Wplyw kwasu a-liponowego na efekt hipotensyjny nitrogliceryny

W obu grupach, w ktorych podawano zwierzgtom przez 8 dni tylko kwas
a-liponowy, odpowiednio w dawkach 35 mg/kg m.c./dzien oraz 2 x 50 mg/kg m.c./dzien —
grupa 6 1 grupa 8, nie obserwowano wpltywu na efekt hipotensyjny podawanej dozylnie
nitrogliceryny. Nie bylo istotnych statystycznie réznic spadkow cisnienia tgtniczego w

porownaniu do grupy kontrolnej (grupa 1), (Wykresy 7, 8, 9, 10).

Wykres 7. Spadki skurczowego cisnienia tetniczego krwi po podawaniu kwasu o-liponowego
przez 8 dni (grupa 6 i grupa 8), po dozylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym
dniu (150 ug/kg m.c.).

Procent spadku cisnienia [%]
o

5 ] 1 2 3 5 10 15 20

czas [min]

Ekontrola B kw.liponowy 35 mg/kg/dzien Okw.liponowy 100 mg/kg/dzien

Wyniki przedstawiajq $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie;
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Wykres 8. Spadki rozkurczowego cisnienia tetniczego krwi po podawaniu kwasu
a-liponowego przez 8 dni (grupa 6 i grupa 8), po dozylnym podaniu
nitrogliceryny w dziewiqtym dniu (150 ug/kg m.c.).

Procent spadku cisnienia [%]
o

czas [min]

Ekontrola B kw.liponowy 35 mg/kg/dzien Okw.liponowy 100 mg/kg/dzien

Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do

ci$nienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05.

Wykres 9. Cisnienie tetnicze krwi po dozZylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,

u szczurow w grupie 6 (KL35).
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
ci$nienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05;

*#p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001.
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Wykres 10. Cisnienie tetnicze krwi po dozZylnym podaniu nitrogliceryny w dziewiqtym dniu,

u szczurow w grupie 8 (KL100).
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
cisnienia kontrolnego zmierzonego przed podaniem nitrogliceryny i.v. w dawce 150 pg/kg m.c.; *p<0.05;

*¥*p<(0.02; ***p<0.01; ****p<0.001.

7. Wplyw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego na
procesy peroksydacyjne oraz enzymy antyoksydacyjne w aortach, osoczu i

sercach szczurow

Stezenie RFT w aortach zwierzat w grupie kontrolnej oznaczono na poziomie
0,19575 nmoli/mg biatka. W grupie, w ktoérej rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng
(NTGS) stezenie RFT w aortach istotnie statystycznie wzrosto w poréwnaniu do stgZenia

kontrolnego. Kwas a-liponowy obnizatl stezenie RFT w aortach, (Wykres 11).
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Wykres 11. Stezenia RTF w aortach szczurow w badanych grupach
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Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * Iub do grupy NTGS (tolerancja) - A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Poziom  stgzen MDA  istotnie  statystycznie =~ wzréost w  osoczu,
w grupie, w ktorej rozwingta si¢ tolerancja na nitrogliceryng (NTGS), w stosunku do stgzenia
w grupie kontrolnej, (Wykres 12). Stgzenie MDA w grupie kontrolnej w osoczu oznaczono na
poziomie 0,08 nmola/mg biatka. W grupie NTGS stezenie MDA znamiennie statystycznie
wzroslo w poréwnaniu do kontroli i stanowito $§rednio 298% st¢zenia kontrolnego. W
grupach, ktore otrzymywaty nitrogliceryng i kwas o-liponowy przez 8 dni (NTG+KL35 i
NTG+KL100), nie dochodzito do istotnego statystycznie wzrostu stgzen MDA w osoczu. We
wszystkich grupach zwierzat otrzymujacych kwas o-liponowy poziomy stezen MDA w

osoczu byly poréwnywalne z poziomem w grupie kontrolne;.
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Wykres 12. Stezenia MDA w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w porownaniu do

grupy kontrolnej - * Iub do grupy NTGS (tolerancja) - A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Poziomy stgzeh MDA oraz RFT istotnie statystycznie wzrosty w sercach, w grupie,

w ktorej rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng (NTGS), w stosunku do st¢zenia w grupie

kontrolnej, (Wykresy 13 1 14).

Poziom st¢zenia MDA w sercach szczurdw w grupie kontrolnej wynosit $rednio

0,09678 nmoli/mg bialka. W grupie NTG8 wzrost o 45% 1 wynidst $rednio 0,17447

nmola/mg biatka. Podawanie kwasu a-liponowego prowadzilo do znamiennego statystycznie

spadku poziomow stgzen MDA w stosunku do poziomu w tolerancji, we wszystkich grupach,

ktore go otrzymywaty. W grupie NTG+KL35, ktorej podawano rownolegle z nitrogliceryna

kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien, stgzenie MDA bylo poroéwnywalne do

stezenia kontrolnego. Procentowy spadek st¢zenia w tej grupie w porownaniu do st¢zenia w

40



WYNIKI

grupie z tolerancja wynosit 55%. W grupie NTG+KL100, ktora otrzymywata rownolegle z
nitrogliceryna kwas o-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien, stgzenie MDA bylo
istotnie statystycznie nizsze w poréwnaniu z grupami: NTGS8 oraz kontrolna. Poziom st¢zenia
MDA w tej grupie wynosil 59% poziomu kontrolnego. Takze w grupach KL35 1 KL100,
ktore byly otrzymywaty tylko kwas oa-liponowy doszto do istotnego statystycznie spadku

stezen MDA w sercach, w porownaniu z grupami: kontrolng i NTGS.

Wykres 13. Stezenia MDA w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;
*HHEp<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dziefi + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Wykres 14. Stezenia RFT w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;
**%*p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzief + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Stezenie RFT w sercach szczurow z grupy kontrolnej wynosito $rednio
0,0878 nmola/mg biatka. W grupie NTGS, w ktdrej rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng,
poziom tego stgzenia istotnie statystycznie wzrdst 1 wynosit 190% poziomu kontrolnego,
(Wykres 14). W grupie NTG+KL35, kwas a-liponowy podawany rownolegle z nitrogliceryna
obnizyt poziom RFT do poziomu kontrolnego. Natomiast w grupie NTG+KL100, gdzie kwas
a-liponowy byl podawany réwnolegle z nitrogliceryna w wigkszej dawce (2 x 50 mg/kg
m.c./dzien) stgzenie RFT spadlo znamiennie statystycznie w porownaniu z grupa NTGS8 oraz
z grupa kontrolna. Podobny poziom st¢zenia RFT oznaczono w grupie KL100, ktora
otrzymywata tylko kwas a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien.
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Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w aortach szczur6w w grupie kontrolnej
oznaczono na poziomie 0,1035 U/min/mg biatka, (Wykres 15). U zwierzat, u ktérych
rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng aktywnos$¢ tego enzymu w aortach istotnie
statystycznie wzrosta w poréwnaniu do aktywnosci oznaczonej w grupie kontrolnej (ok.
149% poziomu kontrolnego). Kwas a-liponowy istotnie statystycznie obnizal poziom tego
enzymu w aortach szczuréw w poréwnaniu do grupy NTGS. Spadek aktywnos$ci w grupach
otrzymujacych réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w poréwnaniu do grupy NTG8

wynosit ok. 32 1 54, odpowiednio w grupie NTG+KL35 i NTG+KL100.

Wykres 15. Aktywnosé peroksydazy glutationowej w aortach szczurow w badanych grupach
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Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dziefi + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Procent hamowania redukcji cytochromu c, a wigc takze aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w aortach byt znamiennie statystycznie nizszy w grupie z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryng w porownaniu do aktywno$ci w grupie kontrolnej, (Wykres 16).
W grupach, ktore otrzymywaly kwas a-liponowy réwnolegle z nitrogliceryna, procent
hamowania redukcji cytochromu c¢ byt istotnie statystycznie wyzszy w porownaniu do
procentu hamowania redukcji cytochromu ¢ w grupie z rozwinigta tolerancja na
nitrogliceryng. W grupach, ktorym podawano kwas a-liponowy aktywno$¢ SOD nie rdznita

si¢ istotnie statystycznie od aktywnosci w kontroli.

Wykres 16. Aktywnosé dysmutazy ponadtlenkowej w aortach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w osoczu szczurOw w grupie kontrolnej
oznaczono na poziomie 0,109 U/min/mg biatka, (Wykres 17). W grupie NTG8, w ktorej
rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng, aktywno$¢ tego enzymu w osoczu byla istotnie
statystycznie obnizona w porownaniu do aktywnosci w grupie kontrolnej (ok. 60%
aktywnosci kontrolnej). W grupie NTG+KL35, ktorej podawano réwnolegle z nitrogliceryna
kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, aktywno$¢ tego enzymu w
osoczu takze byla znamiennie statystycznie obnizona w poréwnaniu do aktywnosci w grupie
kontrolnej (ok. 74% aktywnosci kontrolnej). W grupie KL35, ktorej podawano tylko kwas
a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, aktywno$¢ peroksydazy glutationowe;j
nie roznila si¢ istotnie statystycznie w pordéwnaniu do aktywno$ci oznaczonej w grupie
kontrolnej, ale byla istotnie statystycznie wyzsza w poréwnaniu do aktywno$ci w grupie
NTGS8 oraz w grupie NTG+KL35. W obu grupach, ktére otrzymywaty kwas a-liponowy w
dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni (NTG+LA100 i LA100), aktywnos$¢ peroksydazy
glutationowej byla istotnie statystycznie obnizona w pordéwnaniu do aktywnosci w grupie
kontrolnej. Aktywnosci w tych grupach oznaczono na poziomach 0,062 i 0,067 U/min/mg
biatka, odpowiednio w grupie NTG+LA100 i LA100, co stanowilo 56,4 1 62,5% poziomu

aktywnosci kontrolne;.

Aktywnosci katalazy w osoczu szczuré6w w grupach: kontrolnej, z tolerancja na
nitrogliceryn¢ oraz otrzymujacej nitrogliceryn¢ 1 kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg
m.c./dzien, nie r6znily si¢ istotnie statystycznie, (Wykres 18). W grupach, ktorym podawano
tylko kwas a-liponowy oraz w grupie NTG+KL100, otrzymujacej rownolegle z nitrogliceryna
kwasem o-liponowym w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien, aktywnos$¢ tego enzymu w osoczu
byta wyzsza w porownaniu do aktywnos$ci w grupie kontrolnej. W grupie 8, aktywnos¢ byta
istotnie statystycznie podwyzszona 1 wynosita 234,4% poziomu aktywno$ci w grupie

kontrolne;j.
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Wykres 17. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;
*E*%p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Wykres 18. Aktywnosc katalazy w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTG8 (tolerancja) — A; ***p<0.01;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzief + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Procent hamowania redukcji cytochromu ¢, a wigc 1 aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w osoczu szczuréw istotnie statystycznie obnizyl si¢ w grupie, w ktorej
rozwingta si¢ tolerancja na nitrogliceryng, w poréwnaniu do aktywnosci w grupie kontrolne;,
(Wykres 19). W pozostalych grupach nie bylo r6znic w poréwnaniu do kontroli. W grupach,
ktorym podawano réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy aktywno$¢ SOD bytla istotnie
statystycznie podniesiona w porownaniu do grupy NTGS8 1 nie roznila si¢ znamiennie

statystycznie w poroéwnaniu do kontroli.
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Wykres 19. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do

grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;
KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzief + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej w sercach szczurow w grupie kontrolnej

oznaczono na poziomie 0,1566 U/min/mg biatka, (Wykres 20). W grupie, w ktorej rozwingta

si¢ tolerancja na nitrogliceryng aktywno$¢ tego enzymu w sercach szczurow wzrosta o ok.

26% w porownaniu do poziomu kontrolnego. Takiego istotnego statystycznie wzrostu nie

obserwowano w grupie NTG+KL35, ktorej rownolegle z nitrogliceryna podawano kwas

a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien. Poziom aktywnosci peroksydazy glutationowej w

tej grupie wynosit ok. 109% poziomu aktywnosci oznaczonego w grupie kontrolnej. Réznica

aktywnosci tego enzymu w sercach pomigedzy grupami NTG+KL35 oraz NTGS (tolerancja)

nie byta znamienna statystycznie.

W  pozostatych grupach aktywno$¢ peroksydazy

glutationowej w sercach szczuréw nie réznita si¢ znamiennie statystycznie w pordwnaniu z
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aktywno$cia w grupie kontrolnej 1 stanowita odpowiednio 101, 97 1 94% poziomu

oznaczonego w kontroli, odpowiednio w grupie KL35, NTG+KL100 i KL100.

Wykres 20. Aktywnosci peroksydazy glutationowej w sercach szczurow w badanych grupach
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kontrola NTG8 NTG+KL35 KL35 NTG+KL100 KL100

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzief + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ katalazy w sercach szczuréw nieznacznie wzrosta w grupie z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryng, w pordwnaniu do aktywnos$ci oznaczonej w grupie kontrolne;.
Wzrost ten nie byl jednak znamienny statystycznie, (Wykres 21). Aktywnos$¢ katalazy istotnie
statystycznie spadta u szczurow otrzymujacych przez 8 dni kwas a-liponowy w dawce 2 x 50
mg/kg m.c./dzien (grupy: NTG+KL100 i KL100), w poréwnaniu do aktywnos$ci oznaczonej

W grupie z rozwini¢ta tolerancja na nitrogliceryng.

Wykres 21. Aktywnos¢ katalazy w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W sercach szczurdéw, aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej istotnie statystycznie
spadla w grupie, w ktoérej rozwingta si¢ tolerancja na nitrogliceryng¢ w poréwnaniu do
kontroli, (Wykres 22). Procenty hamowania redukcji cytochromu ¢ w grupie KL35, leczonej
samym kwasem o-liponowym w dawce 35 mg/kg m.c./dzien, w grupie NTG+KL100 —
otrzymujacej rownolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce 2x 50 mg/kg m.c./dzien
przez 8 dni i w grupie KL100 — ktorej podawano tylko kwas a-liponowy w tej samej dawce

istotnie statystycznie wzrosty w poréwnaniu do grupy NTGS.

Wykres 22. Aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w sercach szczurow w badanych grupach
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% hamowania redukcji cytochromu c/mg biatka

kontrola NTG8 NTG+KL35 KL35 NTG+KL100 KL100

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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8. Wplyw wielokrotnego podawania nitrogliceryny oraz kwasu a-liponowego na
poziom tioli niebiatkowych, aktywnos¢ S-transferazy glutationowej oraz

aktywnos¢ y-glutamylotranspeptydazy w osoczu oraz sercach szczurow

Stezenia tioli niebiatkowych w osoczu szczuréw w grupach: kontrolnej, z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryna oraz otrzymujacych kwas o-liponowy w dawce
35 mg/kg m.c./dzien, nie r6znity sig istotnie statystycznie od siebie, (Wykres 23). W grupach,
ktorym podawano kwas a-liponowy w dawce 2 x50 mg/kg m.c./dzien, stezenia tioli
niebiatkowych istotnie statystycznie wzrosty w porownaniu do grupy kontrolnej i wynosity

odpowiednio 220,5 i 247,2% stezenia kontrolnego.

Wykres 23. Poziomy stezen tioli niebiatkowych w osoczu szczurow w badanych grupach
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kontrola NTG8 NTG+KL35 KL35 NTG+KL100 KL100

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTG8 (tolerancja) — A; ****P<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W sercach, poziom st¢zenia tioli niebiatkowych w grupie NTGS8 — tolerancja na
nitrogliceryng — spadt w stosunku do stezenia w grupie kontrolnej, spadek ten byt jednak nie
znamienny statystycznie, (Wykres 24). W grupach otrzymujacych kwas a-liponowy w dawce
2 x 50 mg/kg/dzien przez 8 dni, poziom st¢zenia tioli niebiatkowych wzrdst istotnie

statystycznie w stosunku do grupy z tolerancja.

Wykres 24. Poziomy stezen tioli niebiatkowych w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej] w osoczach szczurOw z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryng byta istotnie statystycznie nizsza w pordwnaniu do aktywnosci
oznaczonej w grupie kontrolnej (o 39,2%), (Wykres 25). W pozostatych grupach poziom
aktywnos$ci tego enzymu w sercach nie rdéznit si¢ istotnie statystycznie od aktywnos$ci

oznaczonej w grupie kontrolne;j.

Wykres 25. Poziomy aktywnosci S-transferazy glutationowej w osoczach szczurow

w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dziefi + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej w sercach szczuréw z rozwinigta tolerancja
byta istotnie statystycznie nizsza w poroéwnaniu do aktywno$ci oznaczonej w grupie
kontrolnej (0 37,5%), (Wykres 26). W pozostatych grupach poziom aktywnosci tego enzymu

w sercach nie rdznit si¢ istotnie statystycznie od aktywnos$ci oznaczonej w grupie kontrolnej.

Wykres 26. Poziomy aktywnosci S-transferazy glutationowej w sercach szczurow

w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dziefi + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywnos$¢ y-glutamylotranspeptydazy w osoczu szczurow nie roznila si¢ istotnie
statystycznie w poszczegdlnych grupach, (Wykres 27). Jednak aktywnos$¢ tego enzymu w
osoczach szczurdw, ktore otrzymywaty kwas a-liponowy byla wyzsza w poréwnaniu do grup,
gdzie kwas ten nie byt podawany. Aktywno$¢ w tych grupach byla wyzsza w porownaniu do
aktywnos$ci oznaczonej w grupie kontrolnej o 66,1; 54,9; 58,2 1 68,9%, odpowiednio w grupie
NTG+KL35, KL35, NTG+KL100 i KL100.

Wykres 27. Poziomy aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy w osoczach w badanych grupach
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Wyniki przedstawiajg Srednie + SEM z 8 zwierzat w grupie;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;
KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywnos$¢ y-glutamylotranspeprydazy w sercach szczuréw z rozwinigta tolerancja
na nitrogliceryng byla istotnie statystycznie nizsza w poroéwnaniu do aktywnosci oznaczonej
w grupie kontrolnej, (Wykres 28). W pozostalych grupach aktywno$¢ nie réznita sig

znamiennie statystycznie w pordwnaniu do aktywnosci kontrolnej.

Wykres 28. Poziomy aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy w sercach w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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9. Wplyw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu a-liponowego na
poziom tlenku azotu (NO) w aortach, osoczu i sercach oraz S-nitrozotioli

w osoczu i sercach szczurow

Stgzenie azotandéw III i V w grupie kontrolnej w aortach szczurzych oznaczono na
poziomie 0,12125 nmola/mg biatka, (Wykres 29). W grupie, w ktoérej doszto do rozwoju
tolerancji na nitrogliceryng st¢zenie bylo znamiennie statystycznie nizsze. W grupach
otrzymujacych kwas a-liponowy, zardowno sam, jak i réwnolegle z nitrogliceryna stwierdzono
istotny statystycznie wzrost poziomu azotanow IIl i V w aortach, w pordwnaniu do grupy

NTG8. A w grupach, ktorym podawano tylko kwas a-liponowy takze do grupy kontrolne;.

Wykres 29. Stezenia tlenku azotu (azotany I1li V) w aortach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie azotanoéw III 1 V w osoczach szczuréw z grupy kontrolnej oznaczono na
poziomie 0,02385 nmola/mg biatka, (Wykres 30). W grupie NTGS8 (tolerancja na
nitrogliceryng) oraz NTG+KL35 stgzenia byly nizsze, i wynosily odpowiednio 0,01293 i
0,01467 nmola/mg biatka, co stanowilo znamienny statystycznie spadek w poréwnaniu do
stezenia kontrolnego o 45,8% w grupie NTGS 1 nieznamienny spadek w grupie NTG+KL35.
W pozostatych trzech grupach (KL35, NTG+KL100 i KL100) stezenia azotanow w aortach
byly zblizone do st¢zenia w grupie kontrolnej i wynosity odpowiednio 102,6%, 104,8% oraz
109,4%.

Wykres 30. Stezenia tlenku azotu (azotany 11l i V) w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W sercach szczuréw kontrolnych, stezenie azotanow III i V oznaczono na poziomie
0,01725 nmola/mg biatka, (Wykres 31). W grupie, w ktdrej doszto do rozwoju tolerancji na
nitrogliceryng st¢zenie spadlo do poziomu 0,01245 nmola/mg biatka (72,2% kontroli), jednak
ta zmiana nie byla znamienna statystycznie. W grupie NTG+KL35, ktérej podawano
rownolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien, stgzenie
azotan6éw III 1 V w sercach nie réznilo si¢ istotnie od stezenia w grupie kontrolnej (97,3%).
Natomiast w pozostalych grupach oznaczono znamienny statystycznie spadek st¢zen
azotanow IIl 1 V w sercach w poréwnaniu do grupy kontrolnej, odpowiednio o 57,6%, 57,2%

i 72,1%, dla grupy KL35, NTG+KL100 i KL100.

Wykres 31. Stezenia tlenku azotu (azotany Il i V) w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; *p<0.05; ***p<0.01;
*EXEN<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie S-nitrozotioli w osoczu byto najwyzsze w grupie kontrolnej, (Wykres 32).
Istotny statystycznie spadek st¢zenia zanotowano w grupie, w ktorej rozwingla si¢ tolerancja
na nitrogliceryng (o 29%) w poréwnaniu do kontroli oraz w grupie otrzymujacej rownolegle z
nitrogliceryna kwas o-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien (o 28,3%). W pozostalych

grupach st¢zenia S-nitrozotioli nie roznito sig istotnie od st¢zenia w grupie kontrolne;.

Wykres 32. Stezenia S-nitrozotioli w osoczu szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W sercach, oznaczono istotnie statystycznie wyzsze stezenie S-nitrozotioli w grupie
z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng w poréwnaniu do stezenia w kontroli (wzrost o
61%), (Wykres 33). W grupie otrzymujacej rownolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w
dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni stezenie S-nitrozotioli spadto w poréwnaniu z grupa z
tolerancja, jednak spadek ten byl nieznamienny statystycznie. Stezenie w tej grupie nie byto
takze istotnie statystycznie rdézne w poroOwnaniu ze stgzeniem kontrolnym. W grupie
NTG+KL100, ktorej podawano rdéwnolegle z nitrogliceryna wigksze dawki kwasu
a-liponowego przez 8 dni, spadek stgzenia S-nitrozotioli w poréwnaniu z grupa NTGS8 byt
istotny statystycznie. Niewielkie st¢zenie S-nitrozotioli odnotowano w grupie, ktora
otrzymywata tylko kwas o-liponowy w wigkszej dawce (KL100). Poziom stgzenia w tej

grupie byt znamiennie nizszy w poréwnaniu z grupa kontrolna oraz z grupa NTGS.

Wykres 33. Stezenia S-nitrozotioli w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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10. Wphw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu o-liponowego na
procesy peroksydacyjne oraz enzymy antyoksydacyjne w waqtrobach, nerkach i

mozgach szczurow

W watrobach poziomy stgzen zard6wno MDA, jak i RTF istotnie statystycznie
wzrosty w grupie, w ktorej rozwingla sig tolerancja na nitrogliceryng (NTG8) w stosunku do

poziomdw w grupie kontrolnej, (Wykresy 34 1 35).

Wykres 34. Stezenia MDA w watrobach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie MDA w grupie kontrolnej wynosito §rednio 0,2532 nmol/mg biatka. U
szczurdw z tolerancja stezenie MDA istotnie statystycznie wzrosto do poziomu 158% stgzenia
kontrolnego. Zmiang t¢ korygowal kwas a-liponowy. W grupie NTG+KL35, ktorej podawano
nitrogliceryne¢ 1 kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, stezenie MDA
osiagneto 119% poziomu kontrolnego (spadek o 75% w poréwnaniu do szczurdéw z tolerancja
na nitrogliceryng). Wigksza dawka kwasu a-liponowego (2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8
dni) zmniejszyta stgzenie MDA do poziomu kontrolnego. Istotne statystycznie obnizenie
poziomu MDA obserwowano takze w grupach, ktorym podawano kwas a-liponowy bez

nitrogliceryny.

Wykres 35. Stezenia RFT w wqtrobach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie RTF w watrobach zwierzat kontrolnych $rednio osiagneto poziom
0,09575 nmol/mg biatka. W grupie NTGS8 stezenie RFT wzrosto do 147% stgzenia
kontrolnego. Zmiana ta byla korygowana przez kwas a-liponowy. We wszystkich grupach,
ktorym podawano kwas o-liponowy, stezenia RFT byly poréwnywalne ze st¢zeniem
kontrolnym. Stgzenia RFT, w grupach NTG+KL35 i NTG+KL100 spadly odpowiednio o
74% 1 75%, w porownaniu z grupa kontrolna.

Stezenie MDA w nerkach, w grupie kontrolnej wynosito $rednio 0,1062 nmol/mg
biatka, (Wykres 36). U zwierzat z tolerancja na nitrogliceryng wzrosto o 111 % (wyniosto
211% poziomu st¢zenia kontrolnego). Podawanie kwasu a-liponowego korygowato ten
wzrost 1 we wszystkich grupach otrzymujacych przez 8 dni kwas a-liponowy poziomy st¢zen

nie r6znily sig istotnie statystycznie w stosunku do st¢zenia kontrolnego.

Wykres 36. Stezenia MDA w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Poziom stezen RFT w nerkach, w grupie NTG8 wzrést statystycznie znamiennie w
porownaniu z poziomem kontrolnym, o 17%, (Wykres 37). W grupie NTG+KL35, ktorej
podawano réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien nie
bylo istotnej statystycznie roznicy w pordéwnaniu do st¢zenia w tolerancji. Obserwowano
natomiast znamienno$¢ statystyczna pomigdzy ste¢zeniem w tej grupie, a w grupie, ktorej
podawano sam kwas a-liponowy w tej samej dawce (grupa KL35). Jednak w grupie
NTG+KL100, ktorej podawano réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce 2 x 50
mg/kg m.c./dzien poziom stgzenia RFT znamiennie statystycznie spadt w stosunku do grupy z
tolerancja o 30% 1 wynosit 82% poziomu kontrolnego. Stgzenie RFT w tej grupie byto jednak
istotnie statystycznie wyzsze od grupy otrzymujacej sam kwas a-liponowy w tej samej dawce
(grupa KL100). W grupach, ktére otrzymywaty sam kwas a-liponowy przez 8 dni poziomy
stezen RFT byty istotnie statystycznie nizsze w stosunku do stezenia kontrolnego 1 st¢zenia w
grupie NTGS.

Wykres 37. Stezenia RFT w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS8 (tolerancja) — A, do grupy KL35 — o Iub do grupy KL100 - o; *p<0.05;
*#p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001; NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Poziomy stezen MDA oraz RFT istotnie statystycznie wzrosty w modzgach,
w grupie NTG8, w stosunku do stgzenia w grupie kontrolnej, (Wykresy 38 i 39).

Stgzenie MDA w grupie kontrolnej zostalo oznaczone na poziomie
0,07683 nmola/mg biatka. W grupie z tolerancja na nitrogliceryn¢ obserwowano istotny
statystycznie wzrost do 153% poziomu kontrolnego. Kwas o-liponowy obnizal stezenia
MDA. Znamienny statystycznie spadek, w pordwnaniu do grupy NTGS8, obserwowano w
grupie NTG+KL100, ktorej rownolegle z nitrogliceryna podawano kwas a-liponowy w dawce
2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni oraz w grupach KL35 i KL100, ktore otrzymywaty tylko

kwas a-liponowy przez 8 dni.

Wykres 38. Stezenia MDA w mozgach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; ***p<0.01; ****p<(.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

67



WYNIKI

Stezenia RFT w mozgach szczurOw wzrosly nieznacznie w grupie z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryng oraz w grupie, ktorej podawano rownolegle z nitrogliceryna kwas
a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Srednie stezenia w tych grupach oznaczono na poziomie 114 i 115% poziomu kontrolnego.
W grupie NTG+KL100, ktéra otrzymywata rownolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy
w wigkszej dawce: 2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, stezenie RFT nie rdéznito si¢ istotnie
statystycznie od stgzenia kontrolnego (104%). Natomiast w grupach KL35 i KL100, ktore
przyjmowaty tylko kwas a-liponowy przez 8§ dni, st¢zenia RFT spadty istotnie statystycznie w

poréwnaniu do poziomu kontrolnego.

Wykres 39. Stezenia RFT w mozgach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS8 (tolerancja) — A, do grupy KL.35 — o lub do grupy KL100 - o; *p<0.05;
**%p<0.01; NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Watrobowa aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej istotnie statystycznie wzrosta u
szczurOw z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng, (Wykres 40). Procent wzrostu w tej grupie
wyniodst 134% poziomu kontrolnego. Kwas a-liponowy podawany w obu dawkach istotnie
wyrownywat ten wzrost i w grupach otrzymujacych oprocz nitrogliceryny kwas a-liponowy
przez 8 dni poziomy aktywnosci peroksydazy glutationowej w watrobie byly porownywalne
do poziomu w grupie kontrolnej. W grupach, ktére byly leczone tylko kwasem a-liponowym
aktywno$¢ watrobowa peroksydazy glutationowej byla istotnie obnizona wzglgdem

pozostatych grup.

Wykres 40. Aktywnosci peroksydazy glutationowej w watrobach szczurow w badanych

grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS8 (tolerancja) — A, do grupy KL35 — o Iub do grupy KL100 - o; *p<0.05;
*AXEN<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Watrobowy poziom aktywnos$ci katalazy w grupie kontrolnej oznaczono na
poziomie 230,58 + 12,01 U/min/mg biatka. Aktywnos$¢ katalazy w watrobach szczuréw, u
ktorych wywotano tolerancj¢ na nitrogliceryng istotnie statystycznie spadta w poroéwnaniu z
aktywnos$cia w grupie kontrolnej, (Wykres 41). W grupie NTG+KL35, ktorej podawano
rownolegle z nitrogliceryna kwas oa-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni,
aktywnos$¢ katalazy wzrosta w porownaniu do grupy NTGS8 (wynosita 113% poziomu grupy
NTGS8), jednak wzrost ten nie byl znamienny statystycznie. W grupie NTG+KL100, ktora
otrzymywata réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien
przez 8 dni, aktywno$¢ katalazy w watrobie podniosta si¢ do poziomu 125,5% grupy NTGS.
Natomiast w grupach, ktore byty leczone samym kwasem a-liponowym aktywno$¢ katalazy

w watrobie byla na podobnym poziomie jak w grupie kontrolne;j.

Wykres 41. Aktywnosci katalazy w wqtrobach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej istotnie statystycznie spadata w watrobach
zwierzat, ktorym podawano nitrogliceryng przez 8 dni (grupa NTG), (Wykres 42). W tej
grupie, procent hamowania redukcji cytochromu c spadt o okoto 47% w pordéwnaniu z grupa
kontrolna. Podawanie kwasu a-liponowego réwnolegle z nitrogliceryna przywracato
aktywnos$¢ watrobowa tego enzymu. Procent hamowania redukcji cytochromu ¢ okre§lono na
poziomie okolo 89% i1 151% poziomu kontrolnego, odpowiednio w grupie NTG+KL35 i
NTG+KL100. Kwas a-liponowy podawany w dawce 100 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni
indukowal aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w watrobie. Procent hamowania redukcji
cytochromu ¢ w grupach leczonych samym kwasem a-liponowym oznaczono na poziomie:

104% 1 154% poziomu kontrolnego, odpowiednio w grupie KL35 i KL100.

Wykres 42. Aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w waqtrobach szczurow w badanych
grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w nerkach istotnie statystycznie wzrosta w
grupie NTG8 w pordwnaniu z aktywnoscia kontrolna, (Wykres 43). Kwas ao-liponowy
podawany rownolegle z nitrogliceryna przez 8 dni w dawce 35 mg/kg m.c./dzien zmniejszyt
ten wzrost, jednak takze w tej grupie poziom aktywnosci tego enzymu w nerkach byt istotnie
statystycznie wyzszy niz w grupie kontrolnej. Poziom aktywnosci peroksydazy glutationowej
w grupie NTG+KL100, ktérej przez 8 dni réwnolegle z nitrogliceryna podawano kwas
a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien nie r6znit si¢ istotnie statystycznie od poziomu
kontrolnego. Znamienny statystycznie spadek aktywnosci peroksydazy glutationowej w
nerkach w stosunku do aktywno$ci w grupie kontrolnej zanotowano w grupie KL100, ktéra

otrzymywata przez 8 dni tylko kwas a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien.

Wykres 43. Aktywnosci peroksydazy glutationowej w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ katalazy w nerkach ulegla statystycznie znamiennemu zmniejszeniu u
zwierzat, u ktérych wywotano tolerancje na nitrogliceryng, (Wykres 44). W grupie
NTG+KL35 poziom aktywnos$ci tego enzymu w nerkach byl porownywalny z poziomem
kontrolnym. W grupach, w ktorych podawano kwas o-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg
m.c./dzien aktywnos$¢ tego enzymu takze byla istotnie statystycznie obnizona w stosunku do
aktywnosci w kontroli, a takze w stosunku do aktywno$ci w grupie z tolerancja na

nitrogliceryng.

Wykres 44. Aktywnosci katalazy w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; ****p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryne;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej byta nizsza w grupie, u ktorej
wywotano tolerancj¢ na nitrogliceryng w stosunku do aktywnos$ci w grupie kontrolnej,
(Wykres 45). Procent hamowania redukcji cytochromu c¢ przy udziale dysmutazy
ponadtlenkowej w nerkach byt istotnie statystycznie wyzszy w grupie leczonej a-kwasem

liponowym w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien, w poréwnaniu do grupy z tolerancja.

Wykres 45. Aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej w mozgach szczurow istotnie statystycznie
wzrosta w grupie z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng, w pordwnaniu z grupa kontrolna,
do poziomu 240% poziomu kontrolnego, (Wykres 46). W grupie NTG+KL35, ktérej oprocz

nitrogliceryny podawano kwas o-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni,
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aktywno$¢ tego enzymu w moézgach takze byla istotnie statystycznie podwyzszona w
stosunku do aktywnosci u zwierzat kontrolnych. Wzrost ten jednak byt mniejszy (175%
aktywnos$ci kontrolnej). Znamienny spadek aktywnosci peroksydazy glutationowej w
mozgach w poréwnaniu do grupy z rozwinigta tolerancja oznaczono w grupach KIL35,
NTG+KL100 i KL100. W grupie NTG+KL100, w ktorej zwierze¢ta otrzymywaty kwas
a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien rownolegle z nitrogliceryna przez 8 dni spadek
ten byl mniejszy niz w grupach leczonych samym kwasem a-liponowym. W tych trzech
grupach aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej nie byla istotnie statystycznie roézna w

poréwnaniu do aktywnos$ci w grupie kontrolne;.

Wykres 46. Aktywnos¢ peroksydazy glutationowej w mozgach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W poszczegdlnych badanych grupach nie obserwowano istotnych statystycznie

roéznic w aktywnosci katalazy w mozgach szczurdéw, (Wykres 47).

Wykres 47. Aktywnos¢ katalazy w mozgach szczurow w badanych grupach.

U/min/mg biatka

kontrola tolerancja NTG+KL35 KL35 NTG+KL100 KL100

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;
KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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11. Wpbhw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu o-liponowego na
poziom tioli niebiatkowych, aktywnos¢ S-transferazy glutationowej oraz

aktywnos¢ y-glutamylotranspeptydazy w watrobach i nerkach szczurow

W watrobach szczurow poziom tioli niebialkowych nie zmieniat si¢ istotnie
statystycznie, w porownaniu do poziomu kontrolnego, po podawaniu nitrogliceryny przez 8
dni (tolerancja na nitrogliceryng), a takze w grupach otrzymujacych kwas a-liponowy w
dawce 35 mg/kg/dzien przez 8 dni, (Wykres 48). Jednak w grupach, ktérym podawano
wigksze dawki kwasu a-liponowego (2 x 50 mg/kg/dzien) wykazano istotny statystycznie

wzrost tioli niebiatkowych, w stosunku do grupy kontrolne;.

Wykres 48. Poziomy stezen tioli niebiatkowych w watrobach w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Poziomy stezen tioli niebiatkowych w nerkach w grupie kontrolnej oraz z wywotana
tolerancja na nitrogliceryng nie r6znily si¢ znamiennie statystycznie, (Wykres 49). Natomiast
we wszystkich grupach, ktorym podawano kwas a-liponowy, poziomy stezen tych zwiazkow

istotnie statystycznie wzrosty w porownaniu do kontroli.

Wykres 49. Poziomy stezen tioli niebiatkowych w nerkach w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

Poziom aktywno$ci S-transferazy glutationowej w watrobach byl istotnie
statystycznie obnizony w grupie z rozwini¢ta tolerancja na nitrogliceryng w stosunku do
grupy kontrolnej (66% poziomu kontrolnego), (Wykres 50). W grupach, ktérym podawano
kwas a-liponowy aktywnos$¢ tego enzymu w watrobach byla odzyskiwana. W grupie

NTG+KL35, ktora otrzymywata réwnolegle z nitrogliceryna kwas a-liponowy w dawce
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35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej byta jednak nadal
istotnie statystycznie nizsza w porownaniu do aktywnosci w grupie kontrolnej. Wigksze
dawki kwasu a-liponowego (grupa NTG+KL100) wyréwnywaty poziom aktywnos$ci tego
enzymu w watrobie do poziomu kontrolnego. W grupach, ktére otrzymywaty tylko a-kwas
liponowy poziomy aktywnos$ci S-transferazy glutationowej w watrobie nie réznily si¢

znamiennie w stosunku do kontroli.

Wykres 50. Poziomy aktywnosci S-transferazy glutationowej w wqtrobach w badanych
grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach istotng statystycznie zmiang aktywnos$ci S-transferazy glutationowej w
poréwnaniu do aktywnos$ci w grupie kontrolnej zanotowano w grupie KL100, w ktorej
zwierzgta otrzymywaty sam kwas a-liponowy przez 8 dni w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien.
(Wykres 51). W pozostatych grupach poziomy aktywnosci tego enzymu w nerkach nie

roznity si¢ znamiennie statystycznei w porownaniu do kontroli.

Wykres 51. Poziomy aktywnosci S-transferazy glutationowej w nerkach szczurow

w badanych grupach

100 +

90 -

80 -

70 - S g

U/min/mg biatka
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; **p<0.02; ***p<0.01;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ y-glutamylotranspeptydazy nie zmieniata si¢ istotnie statystycznie
w watrobach zwierzat z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng w poréwnaniu do aktywnosci
w grupie kontrolnej, (Wykres 52). Kwas a-liponowy znamiennie statystycznie podwyzszat
aktywnos$¢ tego enzymu w watrobie w grupach, ktorym podawano go w dawce 2 x 50 mg/kg

m.c./dzien przez 8 dni.

Wykres 52. Poziomy aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy w watrobach w badanych
grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdoznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach, aktywnos$¢ y-glutamylotranspeptydazy istotnie statystycznie spadia w
grupie z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng w poréwnaniu do aktywnosci kontrolnej
(spadek o 22%), (Wykres 53). Aktywnos$¢ w grupie otrzymujacej rownolegle z nitrogliceryna
kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, byta pordwnywalna do poziomu
kontrolnego. U zwierzat z grupy NTG+KL100, ktérym podawano réwnolegle z nitrogliceryna
kwas a-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni oraz w grupach leczonych tylko
kwasem o-liponowym, aktywno$¢ y-glutamylotranspeptydazy w nerkach istotnie

statystycznie spadta w poréwnaniu do aktywnosci w grupie kontrolnej.

Wykres 53. Poziomy aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy w nerkach w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;
NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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12. Wphw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu o-liponowego na

poziom tlenku azotu (NO) oraz S-nitrozotioli w wqtrobach i nerkach szczurow

Wykres 54. Stezenia tlenku azotu (azotany Il i V) w waqtrobach szczurow w badanych

grupach
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Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do

grupy kontrolnej - *, do grupy NTG8 (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;

W watrobach szczurow, ktorym podawano przez 8 dni nitrogliceryng 1 u ktorych

rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng nie bylo istotnej statystycznie zmiany poziomu

stezenia azotanow w porownaniu do grupy kontrolnej, (Wykres 54). Takze w grupie

NTG+KL35, ktorej podawano rownolegle nitrogliceryng z kwasem a-liponowym w dawce 35

mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, nie zanotowano zmiany. Jednak w grupach otrzymujacych

tylko kwas a-liponowy oraz w grupie, ktora otrzymywata rownolegle z nitrogliceryng kwas
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a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni, poziomy st¢zen azotanow IIl 1 V
bytly znamiennie statystycznie nizsze w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Procent spadku
stezen w tych grupach w poréwnaniu do grupy kontrolnej wynosit odpowiednio: 42%, 50% i
43%.

Stezenie azotandéw III 1 V w nerkach szczuréw po wielokrotnym podawaniu
nitrogliceryny nie znienito si¢ istotnie statystycznie w pordwnaniu do stgzenia kontrolnego,
(Wykres 55). W grupach, ktoére otrzymywaty tylko kwas a-liponowy oraz w grupie, ktorej
réwnolegle z nitrogliceryna podawano kwas a-liponowy w wigkszej dawce stgzenie azotanow

II1 1 V istotnie statystycznie wzrosto w porownaniu do poziomu kontrolnego.

Wykres 55. Stezenia tlenku azotu (azotany Il i V) w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie S-nitrozotioli w watrobach szczurdw statystycznie znamiennie wzrosto w
grupie, w ktorej rozwingta si¢ tolerancja na nitrogliceryng, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. W pozostatych grupach stgzenia S-nitrozotoli byly pordéwnywalne ze stgzeniem w

grupie kontrolnej, (Wykres 56).

Wykres 56. Stezenia S-nitrozotioli w waqtrobach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach szczuréw kontrolnych stezenie S-nitrozotioli bylo istotnie statystycznie
wigksze w porownaniu z grupami: NTGS8 (tolerancja na nitrogliceryng) oraz NTG+KL35 1
KL35, (Wykres 57). W grupie NTG+KL100, ktorej podawano rownolegle z nitrogliceryna
kwas a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni oraz w grupie KL100,
otrzymujacej tylko kwas a-liponowy w tej samej dawce, stezenia S-nitrozotioli nie roznity sie

istotnie statystycznie od st¢zenia kontrolnego.

Wykres 57. Stezenia S-nitrozotioli w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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13. Wphw wielokrotnego podawania nitrogliceryny i kwasu o-liponowego na
poziom siarki sulfanowej oraz aktywnos¢ rodanazy w sercach, waqtrobach,

nerkach i mozgach szczurow

Stezenie siarki sulfanowej w sercach szczuréw w grupie kontrolnej oznaczono na
poziomie 1,57 nmola/mg biatka, (Wykres 58). W grupach otrzymujacych nitrogliceryng
stgzenia byty podobne. W grupie KL35, ktorej podawano tylko kwas a-liponowy w mniejszej
dawce, stezenie siarki sulfanowej w sercach bylo nieznacznie wyzsze w porownaniu do grupy
kontrolnej (wzrost o 15,8%). Natomiast w grupie KL100, ktora otrzymywata réwniez tylko
kwas a-liponowy, ale w wigkszej dawce, stgzenie siarki sulfanowej w sercach byto istotnie

statystycznie wyzsze w poroOwnaniu z grupa kontrolna (wzrost o 21,2%).

Wykres 58. Stezenia siarki sulfanowej w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Rdoznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Poziom aktywno$ci rodanazy w sercach szczurow byt istotnie statystycznie nizszy w
grupie, w ktorej rozwingla si¢ tolerancja na nitrogliceryng w poréwnaniu z pozostalymi
grupami, (Wykres 59). Aktywno$¢ tego enzymu w tej grupie spadta o 27,7%, w pordwnaniu
do aktywnosci w grupie kontrolnej. W grupach NTG+KL35 i NTG+KL100, ktérym
rownolegle z nitrogliceryna podawano kwas a-liponowy, aktywno$¢ rodanazy byta istotnie
statystycznie wyzsza odpowiednio o 31,7% oraz 56,9%, w porownaniu do grupy NTGS
(tolerancja na nitrogliceryng). W grupie KL100, otrzymujacej tylko kwas a-liponowy w
dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien, poziom aktywno$ci rodanazy w sercach byt znamiennie
statystycznie wyzszy w porownaniu do aktywnosci kontrolnej i wynosit 128,6% poziomu

kontrolnego.

Wykres 59. Poziomy aktywnosci rodanazy w sercach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Stezenie siarki sulfanowej w watrobach w grupie NTGS8 bylo istotnie statystycznie
nizsze w poréwnaniu do stezenia kontrolnego, (Wykres 60). W grupach, ktérym podawano
kwas o-liponowy w dawce 35 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni nie obserwowano istotnych
statystycznych roznic w stezeniach siarki sulfanowej w poréwnaniu do st¢zenia w grupie
kontrolnej oraz w grupie z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryng. Natomiast w grupach
otrzymujacych kwas a-liponowy w wigkszej dawce, st¢zenia siarki sulfanowej istotnie
statystycznie wzrosty w poréwnaniu ze st¢zeniami w grupie kontrolnej oraz w grupie z

tolerancja na nitrogliceryng.

Wykres 60. Stezenia siarki sulfanowej w watrobach szczurow w badanych grupach

2,5 -
AAAA AAAA
*% *%
21 ama 1 1
2es |1
<
g *k% T T
= 1 I
T
o . | | = | | | | | [ -
=z
o5+~ |-+ "1 1 |- -1 f==
0 T T T T
kontrola tolerancja NTG+KL35 KL35 NTG+KL100 KL100

Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8§ dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach stgzenie siarki sulfanowej wzrosto istotnie statystycznie w poréwnaniu
do stezenia kontrolnego w grupach otrzymujacych kwas a-liponowy w dawce 2 x 50 mg/kg
m.c./dzien przez 8 dni (grupy: NTG+KL100 1 KL100), (Wykres 61). Nie bylo istotnych
roznic pomigdzy grupa kontrolna a grupa z tolerancja na nitrogliceryng.

Wykres 61. Stezenia siarki sulfanowej w nerkach szczurow w badanych grupach

nmol/mg biatka
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Wiyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTG8 (tolerancja) — A lub do grupy KL100 — o; *p<0.05; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Aktywno$¢ rodanazy w watrobach w grupie z rozwinigta tolerancja na nitrogliceryne
byta istotnie statystycznie nizsza w porownaniu do aktywno$ci w grupie kontrolne;j,
(Wykres 62). W grupach NTG+KL35 i KL35 aktywno$¢ tego enzymu w watrobach byla na
poziomie kontrolnym, a w grupach NTG+KL100 i KL100 byla istotnie statystycznie

podwyzszona w poréwnaniu do aktywnosci kontrolne;j.

Wykres 62. Poziomy aktywnosci rodanazy w wqtrobach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie + SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w porownaniu do
grupy kontrolnej - * lub do grupy NTGS (tolerancja) — A; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01; ****p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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W nerkach nie obserwowano istotnych statystycznie roznic w aktywnos$ci rodazany
pomigdzy grupami: kontrolng i NTG8. Aktywno$¢ rodanazy byla istotnie statystycznie
wyzsza w porownaniu do aktywnos$ci w grupie kontrolnej w grupach, ktorym podawano tylko
kwas a-liponowy oraz w grupie NTG+KL100. Zanotowano takze istotna statystycznie rdznice

pomiedzy aktywnoscia rodanazy w grupach: NTG+KL35 1 KL35, (Wykres 63).

Wykres 63. Poziomy aktywnosci rodanazy w nerkach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja srednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Roznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do
grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL35 — o; **p<0.02; ***p<0.01;
*HH%p<0.001;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + § dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Tolerancja na nitrogliceryng¢ nie miata istotnego wplywu na poziom siarki
sulfanowej oraz aktywno$¢ rodanazy w mozgach badanych szczurdw. Stezenia siarki
sulfanowej w mozgach nie zmienialy si¢ istotnie statystycznie w poszczego6lnych grupach,
(Wykres 64). Aktywno$¢ rodanazy w mozgach zwierzat, ktorym podawano kwas a-liponowy

byla nieznacznie nizsza od aktywnos$ci w grupie kontrolnej, (Wykres 65).

Wykres 64. Stezenia siarki sulfanowej w mozgach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiajg $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie;

NTGS8 — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;
KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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Wykres 65. Poziomy aktywnosci rodanazy w mozgach szczurow w badanych grupach
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Wyniki przedstawiaja $rednie = SEM z 8 zwierzat w grupie; Réznica statystycznie znamienna w poréwnaniu do

grupy kontrolnej - *, do grupy NTGS (tolerancja) — A lub do grupy KL100 — o; *p<0.05; **p<0.02; ***p<0.01;

*E*%p<0.001;

NTGS — tolerancja na nitrogliceryng;

NTG+KL35 — 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;
KL35 — 8 dni kwas liponowy 35 mg/kg m.c./dzien;

NTG+KL100 - 8 dni nitrogliceryna 3 x 10 mg/kg m.c./dzien + 8 dni kwas liponowy 100 mg/kg m.c./dzien;

KL100 — 8 dni kwas liponowy 2 x 50 mg/kg m.c./dzien;
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VII. Dyskusja

Przeprowadzone badania farmakologiczne mialy na celu zbadanie wptywu kwasu
a-liponowego na rozwoj tolerancji na nitrogliceryng. Przypuszczano bowiem zgodnie
z najnowszymi teoriami, ze ten zwiazek tiolowy, jako bardzo silny antyoksydant moze
zapobiega¢ rozwojowi tolerancji po  wielokrotnym podawaniu  nitrogliceryny.
Przeprowadzone badania biochemiczne wykonano w celu zbadania mechanizmu dzialania
kwasu a-liponowego w powyzej przedstawionym aspekcie oraz proby wyjasnienia przyczyny
tolerancji na nitrogliceryng.

Mimo, ze nitrogliceryna jest stosowana od ponad 100 lat, a zjawisko tolerancji opisano
niedtugo potem [2], to do tej pory nie wyjasniono przyczyny jej powstawania,
a jest to powazny problem kliniczny ze wzglgdu na jej powszechne stosowanie. Zjawisko
tolerancji na nitrogliceryng¢ objawia si¢ spadkiem sity dzialania klinicznego
1 hemodynamicznego leku [25, 47]. Wiaze si¢ to z ograniczeniem stosowania calej grupy
lekow — nitratow [61]. Poszukuje si¢ zatem skutecznych i bezpiecznych zwiazkéw mogacych
zapobiec temu zjawisku. Do tej pory przebadano wiele zwiazkéw w roznych modelach
doswiadczalnych tolerancji na nitrogliceryng, wlaczajac inhibitory enzymu konwertujacego
angiotensyng, blokery receptoréw AT, statyny, L-argining, BH4, ebselen, kwas moczowy,
kwas askorbowy, ktore dzigki swoim wilasciwosciom w roéznym stopniu zapobiegaja
powstawaniu tolerancji na nitrogliceryng. Jednak nadal stawia si¢ pytanie: jaki jest
mechanizm powstawania tolerancji na nitrogliceryng i czy mozna zapobiegaé jej rozwojowi

poprzez podawanie innego leku/zwiazku?

W badaniach stosuje si¢ rozne modele wywotywania tolerancji na nitrogliceryng, np.:
podanie podskornie szczurom: duzej dawki — 100 mg/kg m.c., przez 3 dni [135], dawki
15 mg/kg m.c./dzien przez 8 tygodni [55, 56], myszom dawki 20 mg/kg m.c. trzy razy
dziennie przez trzy dni [124], podanie w postaci plastrow na skornych szczurom dawki
15 mg/24 h przez dwie doby [65] dawki 0,4 mg/h przez 48 godzin [28] lub dawki
62 mg/kg/dzien przez 48 godzin [66], infuzja dozylna szczurom dawki: 0,2 mg/godzing przez
3 dni [44], 0,5 mg/godzing przez 3 dni [86], 0,48 wmol/godzing przez 3 dni [115], myszom
dawki: 25 pg/godzing przez 4 dni [88]. W niniejszych badaniach tolerancj¢ na nitrogliceryng
uzyskano u szczuréw po 8 dniach podawaniu nitrogliceryny 3 razy dziennie w dawce
10 mg/kg m.c./dzien. Objawiala si¢ ona brakiem spadku cisnienia tgtniczego krwi

w dziewiatym dniu po dozylnym podaniu 150 ug/kg m.c. nitrogliceryny. Krotsze podawanie
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podskodrnie nitrogliceryny przez 4 dni w analogicznej dawce nie prowadzito do rozwoju
tolerancji. W piatym dniu po podaniu nitrogliceryny dozylnie, w pierwszych minutach
obserwowano wyrazny, znamienny statystycznie spadek cis$nienia tgtniczego. Potwierdza to,
ze zjawisko tolerancji na nitrogliceryng wystepuje dopiero po odpowiednio dlugim czasie jej
stosowania, zaleznym od dawki. Taki schemat rozwoju tolerancji na nitrogliceryng stosowali
wczesniej rowniez Zhou 1 wspotpracownicy [135, 136]. Model wywolania tolerancji przez
podawanie nitrogliceryny podskornie, jest najbardziej zblizony do stosowania podjgzykowego
nitrogliceryny przez pacjentow.

W grupach, ktorym podawano jedynie nitrogliceryng, zarowno przez 4 dni, jak i przez
8 dni zaobserwowano istotny statystycznie (P<0,001) spadek cis$nienia tgtniczego krwi,
zmierzonego przed podaniem dozylnym nitrogliceryny, w porownaniu do wyjSciowego
ci$nienia w grupie kontrolnej. Mogtoby to §wiadczy¢, ze nitrogliceryna przewlekle stosowana
obniza ci$nienie t¢tnicze krwi. Jednak w pracach znalezionych w literaturze nie obserwowano
spadku cis$nienia tgtniczego po wielokrotnym podawaniu nitrogliceryny podskornie [20, 135,
136].

Kwas a-liponowy podawany w dawce 100 mg/kg m.c./dzien przez 8 dni nie wplywat
na ci$nienie tgtnicze krwi. Wczesniejsze badania takze wskazuja, iz kwas a-liponowy nie
obniza ci$nienia tgtniczego krwi po przewleklym podawaniu u szczuréw normotensyjnych
[84, 117, 119], ale wykazuje takie dziatanie u szczurdw z nadci$nieniem [84, 117, 123].
W niniejszych badaniach podawanie dootrzewnowo kwasu a-liponowego w dawce
35 mg/ mg m.c., przez 8 dni prowadzilo do istotnego statystycznie spadku wyjsciowego
ci$nienia tgtniczego krwi.

Kwas o-liponowy nie powodowal nasilenia efektu hipotensyjnego nitrogliceryny
podanej dozylnie w dawce 150 pg/kg m.c.. Jest to bardzo istotne, poniewaz wskazuje, ze
spadek cis$nienia tgtniczego krwi po dozylnym podaniu nitrogliceryny w dawce
150 pg/kg m.c. u szczuréw z grupy, ktéra otrzymywata przez 8§ dni rownolegle kwas
a-liponowy 1 nitrogliceryng, wynika tylko z dzialania nitrogliceryny. Kwas a-liponowy
przeciwdziatal tu jedynie rozwojowi tolerancji na nitrogliceryng, nie wptywal natomiast na
efekt hipotensyjny leku.

Kwas a-liponowy podany w dawce 35 mg/kg m.c. w 8 dniu rozwoju tolerancji na
nitrogliceryng¢ nie wykazat oczekiwanego efektu. W grupie, w ktorej byl podawany przez
8 dni w dawce 35 mg/kg m.c. réwnolegle z nitrogliceryna, po dodaniu dozylnym
nitrogliceryny w 9 dniu obserwowano efekt hipotensyjny, jednak nie byl on tak wyrazny jak

w grupie kontrolnej. Natomiast podawanie kwasu a-liponowego w dawce 50 mg/kg m.c.
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2 razy dziennie przez 8 dni réwnolegle z nitrogliceryna zapobieglto rozwojowi tolerancji na
nitrogliceryng, (Wykres 3). W grupie tej doszto do spadku ci$nienia tgtniczego krwi po
dozylnym podaniu nitrogliceryny w 9 dniu. Mechanizm tego dziatania wiaze si¢ na pewno z
wlasciwosciami antyoksydacyjnymi kwasu a-liponowego. Dowodza tego przeprowadzone
badania, ktéore wykazaty wzrost poziomu reaktywnych form tlenu (RFT) 1
malonylodialdehydéw (MDA) oraz zmiany w aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych
(SOD, POX) w tkankach oraz osoczu zwierzat z tolerancja na nitrogliceryng. Nie
obserwowano tego u zwierzat ktorym réwnoczesnie podawano kwas a-liponowy. Wzrost
pozioméw RFT 1 MDA dowodzi, iz tolerancji na nitrogliceryng towarzyszy rozwoj stresu
oksydacyjnego, co potwierdzaja takze inne badania [46, 48, 115, 116].

W badaniach in vitro dowiedziono, ze ditiole takie jak ditiotreitol i kwas a-liponowy
powoduja odzyskiwanie aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej (ALDH-2) [27, 48, 127].
Poniewaz ALDH-2 posrednio wykazuje aktywnos$¢ antyoksydacyjna przez zapobieganie
akumulacji toksycznych aldehydow [128], dziatanie kwasu a-liponowego w zapobieganiu
rozwojowi tolerancji na nitrogliceryng prawdopodobnie moze takze polegaé na
podtrzymywaniu aktywnos$ci antyoksydacyjnej posrednio, przez odzyskiwanie aktywnosci
tego enzymu. Obecnie uwaza si¢, ze ALDH-2 jest enzymem uczestniczacym w
biotransformacji nitrogliceryny [6, 18, 91, 127], wigc odzyskiwanie aktywnosci tego enzymu
przez kwas a-liponowy wiaze si¢ tez z niedopuszczeniem do blokowania przemian
nitrogliceryny, co moze takze by¢ mechanizmem zapobiegania rozwojowi tolerancji na
nitrogliceryng.

Wazrost produkcji RFT obserwowany jest w wielu chorobach zwiazanych z uktadem
naczyniowo-sercowym, takich jak miazdzca i nadci$nienie [16, 58, 67, 68, 110, 121, 126]
1 jest on zwiazany ze zmniejszeniem odpowiedzi §rddblonka na NO [67]. RFT obnizaja
poziom cyklazy guanylanowej i1 zaburzaja rozszerzanie naczyn na drodze NO/cGMP [37].
Zmniejszenie powstawania reaktywnych form tlenu zapobiega dysfunkcji $rdédbtonka i
umozliwia rozszerzanie naczyn na drodze NO/cGMP. Kwas o-liponowy dzigki dziataniu
antyoksydacyjnemu poprawia funkcj¢ srodbtonka w réznych stanach chorobowych [69, 106,
113]. Kwas a-liponowy zmniejsza stres oksydacyjny wystgpujacy w stanie tolerancji na
nitrogliceryng, przywraca dziatanie hipotensyjne nitrogliceryny, co moze by¢ zwigzane z
poprawa funkcji srodblonka zaburzonych w tolerancji na nitrogliceryng.

W  stresie oksydacyjnym poziom aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych,
powiazanych w detoksykacje reaktywnych form tlenu, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD) 1 katalaza obniza si¢ [71, 107, 120]. U szczuréw z wywotana podaniem
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streptozotocyny cukrzyca nast¢puje takze spadek poziomu tych enzyméw 1 ich mRNA. Kwas
a-liponowy podnosi aktywno$¢ i poziom obydwu enzyméw, nie wptywajac jednak na mRNA.
Dziata wigc na poziomie translacji [107]. Obnizony poziom SOD obserwuje si¢ takze u
chorych na miazdzce naczyn [67], czy na nadcisnienie [121]. Wykazano, ze wzrost
powstawania anionorodnika nadtlenowego 1 spadek aktywno$ci SOD towarzyszy réwniez
tolerancji na nitrogliceryng [29, 92]. W przedstawionych badaniach takze poziom aktywnosci
SOD w tolerancji zostaje obnizony, a kwas a-liponowy przywraca aktywno$¢ enzymu. Dalsze
badania dotyczace poziomu biatka enzymu 1 jego mRNA pozwolityby okresli¢, na jakim
etapie kwas a-liponowy dziata w tym przypadku. Wiadomo, ze aktywnos$¢ SOD jest kluczowa
dla dostgpnosci NO w S$rodbtonku, a spadek jej aktywno$ci prowadzi do zaburzen
rozszerzania naczyn zaleznego od NO [67]. Podawanie antyoksydantow lub SOD przywraca
dziatanie NO w naczyniach, zaburzone w stanie stresu oksydacyjnego, w takich chorobach
jak cukrzyca, czy nadci$nienie [67, 68, 109]. Dlatego kwas a-liponowy podnoszac aktywnos$¢
SOD w aortach w czasie przewleklego stosowania nitrogliceryny moze korygowa¢ dziatanie
NO na naczynia.

Niniejsze badania wykazaly, iz w stanie tolerancji na nitrogliceryng¢ dochodzi do
wzrostu aktywnosci peroksydazy glutationowej (POX) w aortach, sercach, watrobie, nerkach
oraz mozgach, cho¢ teoretycznie mozna byloby si¢ spodziewa¢ spadku aktywnosci tego
enzymu w zwiazku ze stresem oksydacyjnym. W obecnosci kwasu o-liponowego nie
dochodzi do tego wzrostu. Inaczej jednak jest w osoczu, gdzie w tolerancji na nitrogliceryne
obserwujemy spadek aktywnosci POX. Wzrost aktywnos$ci peroksydazy glutationowej
w tkankach oznacza, iz nitrogliceryna wzmaga t¢ cz¢$¢ obrony antyoksydacyjnej oraz ze jest
to enzym adaptacyjny w przebiegu tolerancji na nitrogliceryng, co sugeruje powiazanie tego
enzymu w jej patomechanizm. Jednak pomimo wzrostu aktywnosci tego enzymu w tkankach,
procesy peroksydacyjne sa wciaz nasilone, a aktywno$¢ innego enzymu antyoksydacyjnego
SOD jest obnizona, co §wiadczy o roli SOD w tolerancji. Podobny wzrost aktywnosci POX
i spadek aktywnos$ci SOD obserwowano u pacjentdw z nadci$nieniem samoistnym [105],
gdzie rOwniez rola stresu oksydacyjnego jest niezaprzeczalna.

W niniejszych badaniach nie wykazano istotnych réznic w aktywnosci katalazy (CAT)
W osoczu, sercach oraz mozgach szczurow z tolerancja na nitrogliceryng. Podobnie wzrost
aktywnosci POX 1 brak zmian aktywno$ci katalazy stwierdzono w sercach u szczurdéw
z nadci$nieniem [108]. Rowniez w watrobie 1 nerkach dochodzi do spadku aktywnosci CAT
w stanie tolerancji na nitrogliceryng, co oznacza wzrost stresu oksydacyjnego takze

w tych narzadach i zmniejszenie si¢ zwiazanej z tym obrony antyoksydacyjnej. Spadek
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aktywnosci CAT w watrobie 1 nerkach szczuréw obserwowano rowniez w cukrzycy
wywotanej podawaniem fruktozy, czemu takze towarzyszy wzrost stresu oksydacyjnego
[120]. W obu przypadkach tj.: tolerancji (Wykres 42 i 45), jak i hiperinsulinemii kwas o-
liponowy wyrownywal poziom aktywnosci katalazy do poziomu kontrolnego.

W literaturze brak jest uniwersalnego schematu wyjasniajacego wptyw stresu
oksydacyjnego na aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych. Spadkowi aktywnos$ci enzymow
przypisuje si¢ ich inaktywacjg¢ przez reaktywne formy tlenu, podczas gdy wzrost wskazuje na
mechanizmy adaptacyjne w warunkach stresu oksydacyjnego [104].

Poziom tioli niebialkowych nieznacznie spada w sercach zwierzat z rozwinigta
tolerancja na nitrogliceryng (Wykres 25), czemu towarzyszy istotny statystycznie spadek
aktywnos$ci y-glutamylotranspeptydazy (Wykres 29). Spadek aktywno$ci tego enzymu
zaobserwowano takze w nerkach w stanie tolerancji na nitrogliceryng, co moze powodowac
spadkek poziomu zredukowanego glutationu i cysteiny w pozostatych tkankach. Zwazywszy
na fakt, iz zredukowany glutation stanowi prawie cata pulg komoérkowych tioli niebiatkowych
(ok. 95%), dziwnym jest, ze w niniejszych badaniach poziom tioli niebiatkowych nie ulega
istotnemu spadkowi w tkankach i1 osoczu, w stanie tolerancji, w czasie nasilonego stresu
oksydacyjnego. Oznaczenia jednak nie przeprowadzono w aortach, gdzie spadek mogiby
wystapi¢, poniewaz badania innych autorow wskazuja na istotny spadek poziomu
zredukowanego glutationu w §rodbtonku naczyn w tolerancji na nitrogliceryng [12, 63, 95].

Spadek poziomu tioli niebiatkowych moze wiaza¢ si¢ z nasileniem biodegradacji
nitrogliceryny przy udziale S-transferazy glutationowej, enzymu wymagajacego
zredukowanego glutationu jako kofaktora [95]. W niniejszych badaniach aktywno$¢
S-transferazy glutationowej spada w osoczu 1 sercach w stanie tolerancji na nitrogliceryng.
Podobny efekt wystepuje w watrobie. Istnieja badania wykazujace, ze nitrogliceryna
czesSciowo inaktywuje S-tansferaze glutationowa w watrobie, co jest zwiazane z utlenieniem
grupy —SH tego enzymu [70]. Obserwacja ta potwierdza udzial tego enzymu
w biodegradacji nitrogliceryny, a takze jej ewentualny wptyw na tolerancj¢ na ten lek. Kwas
a-liponowy przywraca aktywno$¢ tego enzymu w osoczu, sercach i watrobie, co moze by¢
roOwniez zwigzane z przeciwdziataniem tego ditiolu rozwojowi tolerancji na nitrogliceryneg.

Korzystny wplyw kwasu a-liponowego na rozwoj tolerancji na nitrogliceryng jest
niewatpliwie zwiazany z jego dzialaniem antyoksydacyjnym. Nie nalezy zapomina¢, iz
zwiazek ten posiada grupy tiolowe, a w tolerancji na nitrogliceryng¢ dochodzi do spadku
poziomu zredukowanych tioli [12, 22]. Tiole sa niezbgdne do redukcyjnej biodegradacji

nitrogliceryny do tlenku azotu, a takze do biologicznego dziatania tlenku azotu [36, 57]. NO
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ma krotki biologiczny okres poéitrwania (ok. 3 s), a w obecnosci tioli ulega przemianie w
procesie S-nitrozylacji do znacznie stabilniejszych S-nitrozotioli (SNT). Potaczenia te sa
uwazane za formy magazynowe 1 transportowe tlenku azotu w organizmie [50]. W
przeprowadzonych badaniach wykazano, ze poziom NO w aortach i osoczu oraz poziom S-
nitrozotioli w osoczu istotnie statystycznie obniza si¢ w stanie tolerancji na nitrogliceryng, a
w grupie leczonej réwnolegle nitrogliceryna i kwasem a-liponowym w wigkszej dawce nie
dochodzi do tego spadku. Oznacza to, ze efektem jego dziatania jest utrzymanie wysokiego
poziomu NO, co wiaze si¢ z niedopuszczeniem do rozwoju tolerancji na nitrogliceryng. W
sercach wyniki sa odwrotne: w stanie tolerancji obserwowano wzrost poziomu NO 1 S-
nitrozotioli, a kwas a-liponowy istotnie statystycznie zmniejsza ich poziom. Przypuszczalnie
moze to by¢ efektem wiazania przez kwas a-liponowy NO do SNT [129] lub z faktem, iz
nadtlenoazotyny, ktorych poziom istotnie wzrasta w stanie tolerancji na nitrogliceryne [101],
szybko rozpadaja si¢ do azotanow 111 V (czas pottrwania <1 s w pH fizjologicznym) [47], co
moze zaburza¢ wynik oznaczenia NO. Poziom S-nitrozotioli w stanie tolerancji jest
podwyzszony w watrobach, a obnizony w nerkach, a nie ma wtedy zmian w poziomach NO w
obu tkankach. Wyniki te sugeruja, iz watroba w stanie tolerancji na nitrogliceryn¢ wykazuje
tendencj¢ do magazynowania NO w formie S-nitrozotioli.

Poza tlenkiem azotu 1 tlenkiem wegla, siarkowodor jest trzecim waznym
nieorganiczym gazowym mediatorem spetniajacym funkcje regulatorowa w uktadzie
naczyniowo-sercowym [75]. H,S jest uwalniany migdzy innymi ze zwiazkéw zawierajacych
siarke sulfanowa (S*), ktora jest modulatorem aktywnosci biologicznej tioli (przez
wytwarzanie H,S, ktorego jest prekursorem) i wykazuje wiasciwos$ci antyoksydacyjne. Kwas
a-liponowy wspotdziata z rodanaza w przemianach siarki sulfanowej [10, 24]. Aktywno$¢
rodanazy, zwiazana z transferem siarki sulfanowej na rézne akceptory, jak CN", SO;7?, moze
by¢ hamowana przez S-nitrozylacje¢ grupy tiolowej zlokalizowanej w centrum aktywnym
enzymu [64]. Moze to wptywa¢ na spadek powstawania H,S w reakcji katalizowanej przez
rodanazg¢ z kwasem dihydroliponowym jako akceptorem S*. Wykazano, ze kwas a-liponowy
podnosi poziom siarki sulfanowej 1 zwigksza aktywno$¢ rodanazy w sercu, watrobie 1 nerkach
szczuroOw [10]. Dlatego ciekawym bylo zbadanie: 1) czy tolerancja na nitrogliceryng bedzie
wplywaé na powstawanie siarki sulfanowej 1 aktywnos$¢ rodanazy oraz 2) czy dziatanie kwasu
a-liponowego w zapobieganiu tolerancji na nitrogliceryng moze by¢ takze powiazane z ta
droga jego dziatania. Zatem wykonano dodatkowe oznaczenia w sercach, mozgach, a takze w
tkankach bioracych udzial w metabolizmie siarki (watroba, nerki). Pomimo tego, ze

najwigksze stezenie siarki sulfanowej wystepuje w nerkach, w niniejszych badaniach w stanie
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tolerancji na nitrogliceryng obserwowano tylko niewielki, nie istotny statystycznie spadek jej
poziomu w tych narzadach. W sercach takze nie obserwowano istotnych statystycznie réznic
w poziomach siarki sulfanowej pod wptywem przewlektego podawania nitrogliceryny, ale
aktywno$¢ rodanazy w stanie tolerancji na nitrogliceryng istotnie statystycznie spadta.
W mozgach tez nie wykazano zmian. Natomiast w watrobie zaro6wno poziom siarki
sulfanowej, jak 1 aktywno§¢ rodanazy w stanie tolerancji na nitrogliceryng istotnie
statystycznie si¢ obnizyly, co sugeruje udzial w reakcjach antyoksydacyjnych, jak i1
zahamowanie transportu siarki sulfanowej na rozne akceptory. Poniewaz H,S pozostaje
w rownowadze z siarka sulfanowa, moze to zaburza¢ jego poziom 1 wlasciwosci
naczyniorozszerzajace. Wynika z tego, ze tolerancja na nitrogliceryng rowniez moze wplywaé
na powstawanie i transport siarki sulfanowej w poszczegdlnych narzadach. Wydaje sig
jednak, ze zmiany poziomu siarki sulfanowej sa w tym przypadku konsekwencja stresu
oksydacyjnego towarzyszacego tolerancji na nitrogliceryng. Niniejsze badania takze
wskazuja, iz kwas a-liponowy podnosi aktywnos$¢ rodanazy i poziom siarki sulfanowej w
sercach, nerkach 1 watrobach szczuréw, co jak si¢ wydaje moze by¢ zwiazane ze

zmniejszeniem stresu oksydacyjnego w wyniku jego podawania.

Uwaza sig, ze azotany organiczne sa bezpiecznymi lekami, pozbawionymi
potencjalnych dzialan toksycznych przy przewleklym stosowaniu [81]. Niektory autorzy
sugeruja dodatkowo, iz ich stosowanie jest korzystne w przewleklej miazdzycy,
z powodu kompensacji spadku dostgpnosci NO, co charakteryzuje ten stan chorobowy [101].
Leczenie nitratami prowadzi do rozszerzenia migs$ni gladkich w naczyniach, ukladzie
oddechowym, pokarmowym, moczowym, rozrodczym. Egzogenny NO moze takze wplywac
na fizjologiczne funkcje ptytek, uktadu immunologicznego 1 nerwowego. Dlatego nitraty sa
stosowane nie tylko w chorobach zwigzanych z uktadem naczyniowo-sercowym, ale takze
np.. do rozszerzania szyjki macicy, w terapii jaskry, impotencji, skurczach zwieraczy,
osteoporozie [25].

Jednak liczne badania wskazuja, iz to przekonanie o bezpieczenstwie stosowania
nitratbw jest nie do konca wilasciwe. Do gléwnych dziatan niepozadanych w wyniku
stosowania nitrogliceryny naleza: niedocis$nienie, bol gtowy i tolerancja [51]. Badania u ludzi
leczonych nitrogliceryna wskazuja na powazne zaburzenia w funkcji $rodbtonka: zmiany w
odpowiedzi na $rodki rozszerzajace naczynia zalezne od $rodbtonka, zardwno w tetnicach
wiencowych, jak 1 obwodowych [125]. Udowodniono, zZe terapia nitrogliceryna powoduje

wzrost produkcji wolnych rodnikéw w mitochondriach w sercu oraz zaburzenia aktywnosci
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ALDH-2 w aorcie, co $wiadczy o powaznych zaburzeniach w oddychaniu mitochondrialnym
1 zuzywaniu tlenu [101]. Dodatkowo zaburzenie aktywnosci ALDH-2 prowadzi do
akumulacji reaktywnych, toksycznych aldehydéw, a w konsekwencji do zniszczenh w
organizmie, co wykazano w watrobie [71], mézgu, erytrocytach, kardiomiocytach [51].
Przeprowadzone badania pokazuja, iz w tolerancji na nitrogliceryng wystepuja
zaburzenia zwigzane ze stresem oksydacyjnym: wzrost produkcji wolnych rodnikow
tlenowych, spadek aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych (SOD), wywotane wielokrotnym
podaniem nitrogliceryny. Zmiany te obecne sa nie tylko w §cianach naczyn krwiono$nych, ale
takze w takich narzadach jak: serce, watroba, nerki, czy nawet w mézg. Uzyskane wyniki
wskazuja jak waznym z punktu widzenia klinicznego jest poznanie przyczyn powstawania

tolerancji na nitrogliceryng jak rowniez znalezienie sposobu jej zapobiegania.

Przyczyny pojawiania si¢ tolerancji na nitrogliceryng nie sa do konca wyjasnione i od
wielu lat wysnuwa si¢ rozne hipotezy na ten temat. Znalezienie rozwigzania tego problemu
jest bardzo wazne z punktu widzenia wspolczesne] medycyny, gdyz nitrogliceryna i inne
nitraty sa jednymi z podstawowych lekow stosowanych w niedotlenieniu mig$nia sercowego.

Do tej pory opublikowano ponad 15000 artykutow traktujacych o nitroglicerynie i
innych nitratach, a jednak ciagle pozostaje wiele niewiadomych kwestii odnoszacych si¢ do
sposobu ich dziatania [81]. I rdwniez wyniki zawarte w tej pracy zostaly juz w wigkszosci
opublikowane [31, 32].

Niniejsza praca takze nie rozwiazuje do konca kwestii powstawania tolerancji na
nitrogliceryng i potrzeba przeprowadzi¢ jeszcze wiele badan zwigzanych z tym tematem, aby
zblizy¢ si¢ do rozwiazania tej intrygujacej od lat zagadki.

Nie mniej jednak w przedstawionej pracy wykazano, ze zjawisko tolerancji na
nitrogliceryng nie jest obojgtne dla organizmu. W stanie tym dochodzi do rozwoju stresu
oksydacyjnego w catym organizmie, obserwuje si¢ podwyzszone st¢zenia reaktywnych form
tlenu 1 zmiany w aktywno$ci enzymoOw antyoksydacyjnych, a takze S-transferazy
glutationowej 1 y-glutamylotranspeptydazy w tkankach oraz osoczu. W tolerancji na
nitrogliceryng obnizony jest poziom NO aortach 1 osoczu oraz S-nitrozotioli w osoczu, a takze
poziom siarki sulfanowej w watrobie oraz aktywnos$¢ rodanazy w sercach i1 watrobie.

Kwas a-liponowy zapobiega zmianom poziomdéw reaktywnych form tlenu, NO,
S-nitrozotioli 1 siarki sulfanowej oraz aktywnosci enzyméw takich jak: dysmutaza
ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, katalaza, S-transferaza glutationowa,

y-glutamylotranspeptydaza i rodanaza, zaburzonym w stanie tolerancji na nitrogliceryng.
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Nie budzi zadnych watpliwosci fakt, ze bezposrednie dziatanie antyoksydacyjne
kwasu a-liponowego, przywracanie aktywno$ci enzymow antyoksydacyjnych oraz enzymow
uczestniczacych w biotransformacji nitrogliceryny wiaze si¢ z hamowaniem rozwoju
tolerancji na nitrogliceryng. Wplyw kwasu a-liponowego na zjawisko tolerancji na
nitrogliceryng jest niezaprzeczalny, ale poznanie wszystkich mechanizméw jego korzystnego

dziatania w tym aspekcie wymaga dalszych badan.
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VIII. Wnioski

Na podstawie zebranych wynikoéw badan mozna stwierdzi¢, ze:

Podawanie nitrogliceryny przez 4 dni w dawce 3 x 10 mg/kg m.c./dzien nie prowadzi do
rozwinigcia tolerancji na nitrogliceryng, jednakze prowadzi do obnizenia wyjSciowego
ci$nienia tgtniczego krwi u szczuréw normotensyjnych

Podawanie nitrogliceryny przez 8 dni w dawce 3 x 10 mg/kg m.c./dzien prowadzi do
rozwinigcia tolerancji na nitrogliceryng i obnizenia wyj$ciowego cisnienia krwi u szczurOw
normotensyjnych

Podawanie kwasu a-liponowego przez 8 dni w dawce 2 x 50 mg/kg/dzien nie wplywa na
ci$nienie tetnicze krwi u szczurow

Wielokrotne podawanie kwasu a-liponowego nie wplywa na efekt hipotensyjny
nitrogliceryny podanej jednorazowo w dawce 150 pg/kg m.c.

Jednokrotne podanie kwasu a-liponowego w dawce 35 mg/kg m.c./dzien nie wptywa na
tolerancjg na nitrogliceryng

Podawanie kwasu a-liponowego przez 8 dni w dawce 35 mg/kg m.c./dzien czgsciowo
zapobiega rozwojowi tolerancji

Podawanie kwasu a-liponowego przez 8 dni w dawce 2 x 50 mg/kg m.c./dzien catkowicie
zapobiega rozwojowi tolerancji na nitrogliceryng.

Pojawianie si¢ tolerancji na nitrogliceryng w wyniku wielokrotnego podawania
nitrogliceryny 1) nasila procesy peroksydacyjne w naczyniach, sercu, watrobie, nerkach 1
moézgu oraz wpltywa w sposob zrdéznicowany na enzymy antyoksydacyjne, 2) zmniejsza
stezenie NO w aortach 1 osoczu oraz st¢zenie S-nitrozotioli w osoczu, 3) obniza aktywnos$¢
S-transferazy glutationowej w osoczu i sercu

Niekorzystne zmiany, zwiazane ze wzrostem stresu oksydacyjnego, zaobserwowane
podczas tolerancji na nitrogliceryng nie ograniczaja si¢ tylko do naczyn, ale wystepuja
takze w innych narzadach (serce, watroba, nerki 1 modzg), co wydaje si¢ by¢

niebezpiecznym dziataniem niepozadanym przy przewleklym stosowaniu nitrogliceryny
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Przyczyny rozwoju tolerancji na nitrogliceryne:

Nasilenie stresu oksydacyjnego, ktory moze by¢ spowodowany spadkiem aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowe;j

Spadek aktywnos$ci S-transferazy glutationowej czyli zahamowanie jej udziatu w procesie
bioaktywacji nitrogliceryny

Spadek stgzenia NO w aortach i osoczu

Przypuszczalny mechanizm zapobiegania przez kwas o-liponowy rozwojowi
tolerancji na nitrogliceryne:

Silne dziatanie antyoksydacyjne

Zmiana aktywno$ci zaburzonych w przebiegu tolerancji na nitrogliceryng enzymow
antyoksydacyjnych (SOD, POX, CAT) oraz enzymoéw zwiazanych z biodegradacja
nitrogliceryny (S-transferaza glutationowa)

Dostarczanie grup tiolowych, ktore sa niezbedne w procesie biodegradacji nitrogliceryny

Utrzymanie wysokiego poziomu tlenku azotu w aortach i osoczu
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IX. Streszczenie

Nitrogliceryna jest najcze$ciej stosowanym lekiem w ostrych napadach dusznicy
bolesnej. Jednakze przewlekte 1 zbyt czeste jej stosowanie prowadzi do rozwoju tolerancji,
objawiajacej si¢ spadkiem sity dziatania klinicznego i hemodynamicznego. Mechanizm
powstawania tolerancji na nitrogliceryng nie jest do konca wyjasniony. Przypuszczalnie
tolerancja na nitrogliceryng jest wynikiem wzrostu produkcji reaktywnych form tlenu i
zalamania mechanizméw obronnych organizmu. Do tolerancji dochodzi w skutek zaburzenia
procesu uwalniania NO z nitrogliceryny, przy podniesionym stgzeniu reaktywnych form tlenu
1 zahamowania aktywnos$ci enzymow bioracych udzial w biotransformacji nitrogliceryny, jak
np.: dehydrogenazy aldehydowej (ALDH-2).

Celem niniejszej pracy bylo oznaczenie wpltywu kwasu a-liponowego na rozwdj
tolerancji u szczurow po wielokrotnym podawaniu nitrogliceryny oraz préoba wyjasnienia
mechanizmu jej powstawania.

Kwas o-liponowy wybrano do badan, poniewaz: wykazuje silne dziatanie
antyoksydacyjne, jest zdolny do stabilizacji 1 regeneracji grup tiolowych, jest niezbgdny do
odzyskiwania aktywno$ci ALDH-2.

Badania farmakologiczne obejmowaty: oznaczenie wptywu nitrogliceryny na ci$nienie
tetnicze szczura, wywotywanie tolerancji na nitrogliceryn¢ u szczuro6w w badaniach in vivo
oraz oznaczenie wpltywu kwasu a-liponowego na rozwdj tolerancji na nitrogliceryng, na
ci$nienie tgtnicze szczura po wielokrotnym podaniu, a takze na efekt hipotensyjny
nitrogliceryny po jednokrotnym i wielokrotnym podaniu. Wykazano, Zze po podawaniu
nitrogliceryny przez 8 dni w dawce 10 mg/kg m.c. 3 razy na dzien dochodzi do rozwoju
tolerancji na nitrogliceryng. Kwas o-liponowy podawany rownolegle z nitrogliceryna w
dawce 50 mg/kg m.c. 2 razy na dzien przez 8 dni zapobiegal rozwojowi tolerancji na
nitrogliceryng. Dowodzi tego spadek ci$nienia tgtniczego krwi po dozylnym podaniu
nitrogliceryny 9 dnia, przeciwnie niz w grupie z rozwini¢ta tolerancja na nitrogliceryng.

Badania biochemiczne obejmowaly: oznaczenie wptywu wielokrotnego podawania
nitrogliceryny 1 kwasu a-liponowego na: 1) procesy peroksydacyjne oraz enzymy
antyoksydacyjne, 2) poziom niebiatkowych tioli, aktywno$¢ S-transferazy glutationowej oraz
aktywnos¢ y-glutamylotranspeptydazy, 3) poziomy tlenku azotu oraz S-nitrozotioli, 4) poziom
siarki sulfanowej 1 aktywnos¢ rodanazy w tkankach oraz osoczu szczura. Wykazano, ze w

stanie tolerancji na nitrogliceryng: 1) nasilaja si¢ procesy peroksydacyjne w naczyniach,
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sercu, watrobie, nerkach 1 moézgu oraz zmienione sa aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych, 2) zmniejszone jest stgzenie NO w aortach i osoczu oraz stg¢zenie
S-nitrozotioli w osoczu, a takze 3) obnizona jest aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej w
osoczu 1 sercu. RoOwnoczesne podawanie kwasu a-liponowego z nitrogliceryna zapobiegato
tym niekorzystnym zmianom.

Na przypuszczalny mechanizm zapobiegania przez kwas a-liponowy rozwojowi
tolerancji na nitrogliceryng sktada sig¢: 1) silne dzialanie antyoksydacyjne, 2) zmiana
aktywno$ci  zaburzonych w  przebiegu tolerancji na nitrogliceryng enzymow
antyoksydacyjnych oraz enzymow zwiazanych z biodegradacja nitrogliceryny,
3) dostarczanie grup tiolowych, ktére sa niezbedne w procesie biodegradacji nitrogliceryny,
4) utrzymanie wysokiego poziomu tlenku azotu w aortach i osoczu.

Wplyw kwasu o-liponowego na zjawisko tolerancji na nitrogliceryng jest
niezaprzeczalny, ale catkowite poznanie wszystkich mechanizméw jego korzystnego

dziatania w tym aspekcie wymaga dalszych badan.
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