lek. Michal Proczka

Wplyw wazopresyny i receptora V1a na odpowiedz krazeniowa
i oddechowa u szczurow normo- i hipertensyjnych

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. n. med. i n. o zdr. Tymoteusz Zera

Katedra i1 Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Obrona rozprawy doktorskiej przed Rada Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Warszawa 2024



Stowa kluczowe w jezyku polskim
wazopresyna (AVP), hormon antydiuretyczny, odruch z chemoreceptoréw tetniczych,

receptor dla wazopresyny V1a, nadci$nienie tetnicze, regulacja oddychania, SHR

Stowa kluczowe w jezyku angielskim
Vasopressin (AVP), antidiuretic hormone, peripheral chemoreflex, vasopressin V1a receptor,

arterial hypertension, respiratory regulation, SHR



Nazwa i numer projektu badawczego

Badania do pracy doktorskiej wykonano w ramach realizacji Diamentowego Grantu (grant
numer: DI2018 020648) przyznanego w ramach VIII edycji konkursu przez Ministerstwo
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego.

Czes¢ uzyskanych wynikow prezentowana byta podczas konferencji naukowych:

e Experimental Biology 2021; Intravenous vasopressin leads to greater haemodynamic
and respiratory responses in spontaneously hypertensive SHR rats than in
normotensive controls; FASEB J. 2021;35:S1

e XXVIII Kongresie Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego; Vasopressin and Vla
receptors in hemodynamic and respiratory regulation in normotensive and
hypertensive rats. J Physiol Pharmacol. 2021;72 Sup.1:72.

e XXV Sympozjum Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego; Wptyw systemowego i lokalnego podania wazopresyny na
parametry krazeniowo- oddechowe u szczuréw normo- i hipertensyjnych; Folia Med
Cracov. 2021,61(4) Sup.1:21.

e Experimental Biology 2022; Systemic and local administration of vasopressin
differently affect hemodynamic and respiratory parameters in normotensive and

hypertensive rats. FASEB J. 2022;36:S1

Rozwazenia teoretyczne dotyczace udzialu wazopresyny w regulacji uktadu oddechowego
zostaly opublikowane w pracy pogladowej (Aneks, str. 136):
e Proczka M, Przybylski J, Cudnoch-Jedrzejewska A, Szczepanska-Sadowska E,
Zera T. Vasopressin and Breathing: Review of Evidence for Respiratory Effects of the
Antidiuretic Hormone. Front Physiol. 2021;12:744177.



Dziekuje Promotorowi mojej pracy
Panu dr hab. n. med. i n. o zdr. Tymoteuszowi Zera
za zaangazowanie, cenne uwagi i cierpliwos¢

w trakcie przygotowania niniejszej pracy doktorskiej.

Dziekuje rowniez mojej Rodzinie, a w szczegolnosci mojej Zonie,

za ogromne wsparcie, motywacje i zrozumienie.



Spis tresci

SPIS ADECL..cceeiiiinnriiiiiintiiiniintiicnisnnticssssssnicssssssnsssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
SPIS FYCINuuuuriiiiiiirnnricnissnnricssssssnesssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
WYKAZ SKEOOW .cccerreierseiessnicsssnncssnsssssnssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssssssssassss 10
Streszczenie W JEZYKU POISKIM a...cciievieriiiiiisnniicsissnnicssssnneicsssssnesssssssesssssssssssssssssssssssssssssnssns 12
Streszczenie W jJeZYKU an@ielSKim ......uueiiiiivveeieciisnnnicssssnricsssssnresssssssessssssssssssssssssssssssssssssssses 17
1 WVSEEP ceccnnrrecsisnnnncnssnnnncsssnsnsssssssssesssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 22
| B T o) 07 16 /31 L SR 22
1.2.  Wazopresyna i uktad WazopreSynergiCZny .........cccccveeeeuveeereieeeiueeenireeenneeesreeeneveeennns 23
1.2.1. SyNteZa WaAZOPTESYIY .eeevuviiieiriiiieeeniieeeeestteeeesstteeeesaseeeessseaeesssnseeeessnnseeessnnses 23
1.2.2. Regulacja wydzielania WazopreSYNY .........cccueeerveeerveeeiieeeiiieeeieeesieeesreeesaeeens 24
1.2.3.  Wazopresyna jako neuroprzekaznik ............cccoeevveeeriieiiieeniieecie e 25
1.2.4.  Receptory dla WaZOPIESYIY ....ccccuieeiiieeriiieeeiieeriieerireeeieeeesteeesvaeesseeessseesnsneeens 26
1.2.5. Udzial wazopresyny w regulacji uktadu krazenia ...........cccceevevieniieencieeennenne 26
1.2.6. Udzial wazopresyny w regulacji uktadu oddechowego..........c.ccceevcvveerverennnennne 29

1.3.  Wydzielanie wazopresyny w stanach chorobowych..........ccccceevvveviiiinciiiniiecee, 31
1.4.  Odruch z chemoreceptorow tetnICZYCh .........eeevviiiiiiieieeceeee e 32
1.4.1.  Chemoreceptory tEINICZE ....ccuvierurieeiieeeiieeeieeesteeereeeteeeeteeesreeesreeeseseeenaaeeens 32
1.4.1.1. Budowa histologiczna i neuroprzekazniki............ccceeeviervveerceeenireeenreeenne, 33

1.4.1.20 BOAZEE .t 34

1.4.2. Organizacja odruchu z chemoreceptorow tetniczych: ........ccceeevveevcieencieeennennne 35
1.4.3.  Odruch z chemoreceptorow tetniCZYCh........c.cceevuieeiiiieiiiecieecie e 36
1.4.3.1. Skladowa krgzeniowo-oddechowa ...........cccevvieeiiiieiiiinie e 36
1.4.3.2. Inne sktadowe 0dpOWICAZI ........cccveieriiieriiieiie e 37

1.5.  Odruch z chemoreceptorow tetniczych w stanach chorobowych ............ccccoeeeee 38
1.6, NadCISNIENIC tEINICZE......ueeeevereeieeeeiieeeieeerteeerteeerreeesreeesareessaeesseeeesseeensseesnsseesnnns 39
1.6.1. Nadci$nienie tetnicze — epidemioloZIa .......cceeevveeerieeeiieeeieeeiie e evee e 39
1.6.2. Nadci$nienie tetnicze — €tIOPALOZENECZA ....eecvvreerereeeereeerieeerreesreeesreeesreeenaneeens 39

1.6.3. Udzial uktadu wazopresynergicznego w patofizjologii nadci$nienia
L0513 1 DTo74<7 4 U RURRRPSRRPR 41

1.6.4. Udzial chemoreceptorow tetniczych w patofizjologii nadci$nienia
L5131 DTo74<7 o4 U RRRRRRRPSRPR 42

1.6.5. Zwiazek regulacji uktadu oddechowego z patofizjologia nadcisnienia
L5101 UTo74<7 o4 P RRURRRUSSRPRI 44



1.7. Pierwotne nadci$nienie t¢tnicze w doswiadczalnym modelu zwierzecym —

szczury Spontaneously Hypertensive........coecvveeuveeeciiieeiieeeie e 45
7.210ZenN1A 1 Cel PraCY ..cuueeiiiiiivniicsissnniicssssnnicssssnssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 46
0 DR Z7:1 (3. 1 T o) v Lo SR 46
W O] [ o) v 1o P 46
Material i MEtOAY ....cccevverieirivniiesissnricssssnnrcssssnnrssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 47
R I DR A 4 1<) /<] v BTSSR 48
3.2, Warunki utrZzymania ZWICTZAL ........cc.eeeruveeerreeeriieeeiereeeieeesrreesneeesseeessseeesssessssseesnnns 48
3.3.  Opieka okotozabiegowa 1 ZNi€CZUIENIC ..........cccuveeeeuieeriieeeiieeeiee e e 48
3.4. Cze¢s¢ I badania — pomiary cis$nienia tetniczego na t¢tnicy ogonowej u zwierzat
7AYoy o] o TR 49
3.5. Czes¢ I badania — pomiary parametréw krazeniowo-oddechowych u zwierzat
VA8 (sTo7701 (0] 1)1 s DR 49
3.5.1.  Procedury ChirUr@ICZNE ........c.ceevuiieriieeciieecieeeiteeeeeeetreeeree et eesereeesereeenaeeens 50
3.5.1.1. CewniKi NACZYNIOWE.......eeerrieeriiieeierieeitieeeiereeeeireesteeesbeeessseeessseeensseesnsseeens 50
3.5.1.2.  Sonda doppleroWsKa........ccccuieeriieeiiieeiiieeiee e 51
3.5.1.3. Elektrody EKG ....ccooiiiiiiiieieeeeeeee ettt 51
3.5.1.4.  Rurka tChawiCza ........ccoooiiiiiiiiiiiieee e 51
3.5.1.5. Cewniki do podan miejscowych w okolicy kigbka szyjnego...................... 52
3.5.1.6.  Odnerwienie ktebkOw SzyJnycCh.........ccccvviviiiiiiiiiieiiieeeee e 53
3.5.1.7.  USMICTCENIC ZWICTZL ..vveeeevieeiieeeireeeiieeeireeeitreesseeesseeesseeesseeensseesssseeens 53
3.5.2. Pomiary hemodynamiczne i oddechOWe ...........cccceeviiviiiiniiiiiiieciee e 54
3.5.3. Serie doswiadczen pomiaréw krazeniowo-oddechowych ..........ccccccvvveviiennenn. 56
3.5.3.1. Seria I — ocena odruchu z chemoreceptorow tetniczych............ccceeennenn. 56
3.5.3.2.  Seria 2 - ocena odruchu z chemoreceptoréw tetniczych po
odnerwieniu kiebkOw SZyJnyCh .........coocviieiiiiiiiieiieeee e 57
3.5.3.3. Seria 3 - dozylne podanie WazZoPpreSYNY ........cccveercrveerirreerireeesireeenveeenneeens 58
3.5.3.4. Seria 4 - dozylne podanie wazopresyny po odnerwieniu kiebkow
YA 41 117¢] 1 BRI 59
3.5.3.5. Seria 5 - dozylne podanie wazopresyny po podaniu antagonisty
JETo1S) o110 ) ;Y I PSPPSR 59
3.5.3.6.  Seria 6 - dotetnicze podanie wazopresyny przed 1 po podaniu
antagonisty 1€CEPLOra V1@ .....ccocuiieiiieeiieeiie e e 60
3.5.4. Zwiazki stosowane w pomiarach krazeniowo-oddechowych w czesci Il ......... 61

3.6. Czes¢ Il badania - ocena wystepowania receptora Vla dla wazopresyny
w klebkach szyjnych z wykorzystaniem immunobarwien i obrazowania
W mikroskopii KOnfoKalne]........ccoeooviieriiiiiiiieiicceceeeeeee e 62



3.6.1. Pobranie i przygotowanie tkanek do immunobarwienia...........c.ccceceeerveeennnennne 62

3.6.2. Barwienia immunofluOTESCENCYJNE ....ccvuvirereiieeiiieeiiieeiee e e eree e 63
3.6.3. Obrazowanie w mikroskopii konfokalnej..........c.cccccuveeeiieniiiiniiiiniii e 64
R TR R\, 1< 10 e A ] 721 51 07724 [ 64
WYNIKI oveeiiiininnniiniinnniicnssnnnicsissnnicssssssnessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 66
4.1. Czes¢ I badania — pomiary ci$nienia tetniczego na tetnicy ogonowej u zwierzat
CZUWAJGCYCR 1ottt e et e et e et e e e e e e saaeeesbeeesnseeensseeennneas 66
4.2. Cze$¢ Il badania — pomiary parametréw kragzeniowo-oddechowych u zwierzat
ZNIECZUIONYCR ..ot e 66
4.2.1. Wyjsciowe parametry krazeniowo-oddechowe dla poddanych pomiarom
zwierzat znieczulonych uretanem z protokoldw (serii) 1-6........cccceevvveeennennnee. 66
4.2.2.  Odruch z chemoreceptordw tetniCZYCh.........ccceeviieeiiiieeiiieeiie e, 67
4.2.3. Wplyw obustronnego odnerwienia klgbkow szyjnych na odruch
Z chemoreceptorOw tetNICZYCh........eieviiieiieeiece e 70
4.2.4. Dozylne podani€ WaZOPIESYILY ......eeerueeerreeerreeeirieeerieesiseeesseeesseeesssessssseesnsses 72
4.2.5. Dozylne podanie wazopresyny po obustronnym odnerwieniu kigbkow
YA 741 117¢] 1 RSP 72
4.2.6. Podanie antagonisty 1eCeptora VIa......ccccveeviieeiiieniieeeiiee e eeiee e 74
4.2.7. Dozylne podanie wazopresyny po podaniu antagonisty receptora Vla............ 74
4.2.8.  Dotetnicze podani€ WaZOPTESYINY .....c.eeeruveeerureeerrreerireeesireeessseeessseessssesssseessssees 76
4.2.9. Dotetnicze podanie wazopresyny po podaniu antagonisty receptora Vla......... 76
4.3. Czes$¢ Il badania- obrazowanie w mikroskopii konfokalnej
(ekspresja 1eCePtora V1a) .. ..cccuiieiiieeiie ettt 78
DYSKUSJA ceviierirnriinissnnnicssssannessssnsnesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss 80
5.1.  Szczury hipertensyjne jako doswiadczalny model pierwotnego nadcisnienia
1510 1 D174 4 TR 81
5.2. Odruch z chemoreceptorOw tetnICZYCh .........oeveuviieiiiieiieceeeee e 82
5.3, Uklad WazZoPpreSYNETZICZIY ......c..eeerveeerereeeiiieeeieieeeireesaeeessreesseeesseeessseessssesssssessnns 87
5.4, OZraniCZENIA PIACY ...vveervreerurreerireeessreeessseeessseeassseeassreesssseesssseessseeessseessssesssssesssssessnsns 94
5.5, POASUMOWANIE ....couviiiiiiiiiiieiicee ettt ettt e b e saeeeaee 95
5.6, WIHOSKI 1entiiiiiii ettt sttt e 96
PiSMIENNEICIWO c.cuueineiiniiiiiiiiiiinitinniisensnecstisstssessssesssicssnssssssssesssssssssssssssssasses 98
Z:g0da KomiSji ELYCZNEj..cccrsrerrirsssnrecssssnniicsssnnicssssnsrnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssnns 134
Aneks — praca pogladowa.........eccecceeiiinisnnicnsssnnnicssssnssissssssnssssssssssssssssssssssssssses 136



Spis tabel

Tabela 1. Ci$nienie tetnicze u czuwajacych szczurow SHR 1 WKY .....ooooiiiiiiiiiiiiiiiee,

Tabela 2. Parametry spoczynkowe krazeniowo-oddechowe u znieczulonych szczurow
SHR T WKLY ettt s s



Spis rycin

Rycina 1. Udzial wazopresyny w regulacji uktadu oddechowego .........ccceevvvvieiciiiiniinennennns 30

Rycina 2. Najwazniejsze bodzce oraz sktadowe odpowiedzi kragzeniowo-oddechowe;j
odruchu z chemoreceptoréw tetniczych wraz z postulowanym wplywem
WazZoPIeSyNY N OATUCK. ......eiiiiiiiiie et e e e e e 37

Rycina 3. Przyktadowe zdjecie cewnika naczyniowego wszczepionego do tetnicy
szyjnej zewnetrznej, ktory stuzy do podan miejscowych w okolice kigbka

A 418157 24 TSP 53
Rycina 4. Uktad pomiarowy dla podan dozylnych AVP ........cccooviiiiiiiieiieecieeee e 55
Rycina 5. Uktad pomiarowy do podan AVP w okolice kiebka szyjnego.......c.cccecvveeevevrnnennns 56
Rycina 6. Schemat pomiarOW W SEIIT 1 .....eeeviiiiiiiieiiieciee e 57
Rycina 7. Schemat poOmiIarOW W SETTL 2 .......eeevveeerieeeieieeeiiieesieeeeiteeeeteeesseeessseeensseeessseesnsseeens 58
Rycina 8. Schemat pomiarOW W SETTL 3 .......cceviiiiiiiieiiieeiieeeieeeeieeeeteeeereeesvee e seaeeesaaeesnseeens 58
Rycina 9. Schemat pomiarOW W SETTI 4 .......ccecveeeiieeeiiieeiieeeieeeeieeeeteeesreeesaeeesaeeesaaeeennseeens 59
Rycina 10. Schemat pomiarOw W SETI1 S .....ccciiiiiiieeiiieeiiee et eiee et svee e e e saeeeaneeens 60
Rycina 11. Schemat pomiarOw W SEIIL 6 ......cccuveeeriiieeiiieeiieeeiieeeieeeeieeeereeeeveeesaeeesaaeesereeens 60
Rycina 12. Odruch z chemoreceptorow tetniCZYCh .........cccvieviiiiriiieeieeeieeeee e 68

Rycina 13. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych w odpowiedzi na
farmakologiczne wywotanie odruchu z chemoreceptorow tetniczych oraz 1
minute po wystapieniu 0druchu ..........coocoiiiiiiiiii e 69

Rycina 14. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po obustronnym
odnerwieniu ktgbkoéw szyjnych i farmakologicznym wywotaniu odruchu.................. 71

Rycina 15. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po dozylnym podaniu
AVP po pozorowanym odnerwieniu oraz po dozylnym podaniu AVP po
obustronnym odnerwieniu klebkOw szyjnych..........ccoooviieiiiiiiiiiniicee e, 73

Rycina 16. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po dozylnym podaniu
antagonisty receptora Vla oraz podaniu dozylnym AVP po wczesniejszym
Zablokowaniu 1eCePtoTa V1a......cccvveiiiieiiiieiieeiee e e e 75

Rycina 17. Zmiana parametréw krazeniowych 1 oddechowych po dotgtniczym podaniu
wazopresyny, dozylnym podaniu antagonisty receptora V1a oraz po podaniu

dotetniczym wazopresyny po wczesniejszym zablokowaniu receptora Vla............... 77
Rycina 18. Immunobarwienie skrawkow kigbka szyjnego szczura SHR............ccoeeeiiiennnnnn. 78
Rycina 19. Immunobarwienie skrawkow kigbka szyjnego szczura WKY .....ccccovevvvveiiiinnenns 79



Wykaz skrotow

AP- pole najdalsze (area postrema)

ASIC3- kanat jonowy wrazliwy na kwasy typu 3 (acid-sensing ion channel 3)
AVP- wazopresyna (arginine vasopressin)

CBX- odnerwienie kiebka szyjnego

CO - tlenek wegla

CO»- dwutlenek wegla

DBH- beta hydroksylaza dopaminowa (dopamine beta hydroxylase)

DBP- rozkurczowe cis$nienie tetnicze (diastolic blood pressure)

DMN- jadro grzbietowe nerwu btednego (dorsal motor nucleus)

ESC- Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (European Society for Cardiology)
ESH- Europejskie Towarzystwo Nadci$nienia Tetniczego (European Society of Hypertension)
ETCO2- koncowo wydechowe stezenie dwutlenku wegla (end tidal CO:)

FABF- przeplyw przez tetnice udowa (femoral artery blood flow)

H>S - siarkowodoér

HR- czestos¢ serca (heart rate)

IML- istota posrednio boczna (intermediolateral nucleus)

MARBP- $rednie ci$nienie tetnicze (mean arterial blood pressure)

MV- wentylacja minutowa (minute ventilation)

NO- tlenek azotu (nitric oxide)

NS- nieistotne statystycznie (non significant)

NT- nadci$nienie tetnicze

NTS- jadro pasma samotnego (nucleus tractus solitarius)

O;- tlen

OVLT- narzad naczyniowy blaszki krancowej (organum vasculosum of the lamina terminalis)

PVN- jadro przykomorowe (paraventricular nucleus)
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RR- cze¢stotliwos¢ oddechow (respiratory rate)
RTN- jadro czworoboczne (retrotrapezoid nucleus)

RVLM- doglowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedtuzonego (rostral ventrolateral

medulla)

SBP- skurczowe ci$nienie tetnicze (systolic blood pressure)

SCN- jadro nadskrzyzowaniowe (suprachiasmatic nucleus)

SFO- narzad nadsklepieniowy (subfornical organ)

SHR- szczur z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym (Spontaneously Hypertensive Rat)
SON- jadro nadwzrokowe (supraoptic nucleus)

TH- hydroksylaza tyrozynowa (¢yrosine hydroxylase,),

VRC- brzuszna kolumna oddechowa (ventral lateral column)

WKY — szczur Wistar-Kyoto
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Streszczenie w jezyku polskim

Tytul: Wplyw wazopresyny 1 receptora Vla na odpowiedZz krazeniowg i oddechowg u

szczuréw normo- 1 hipertensyjnych.

Wstep: Wazopresyna (AVP), okreslana rowniez jako hormon antydiuretyczny, poza swoim
dzialaniem nerkowym zwigzanym z utrzymaniem réwnowagi wodno-elektrolitowej, jest
waznym neurohormonem zaangazowanym w adaptacje¢ do zaburzen homeostazy organizmu.
Odruch z chemoreceptoréw tetniczych jest kluczowym odruchem biorgcym udziat w
odpowiedzi krazeniowej i oddechowej na hipoksje. Najwazniejsza grupa chemoreceptorow
tetniczych znajduje si¢ w kiebkach szyjnych umiejscowionych w rozwidleniu tetnicy szyjnej
wspolnej. Nadci$nienie tetnicze (NT) jest jednym z glownych czynnikdéw ryzyka zgonu z
przyczyn sercowo-naczyniowych. Ma ono najczesciej posta¢ nadci$nienia pierwotnego o
wieloczynnikowym 1 nie w petni poznanym podtozu. W nadcisnieniu te¢tniczym wykazano
obecno$¢ nasilonego odruchu z chemoreceptorow tetniczych, a takze zmiany w regulacji
uktadu wazopresynergicznego. Powszechnie stosowanym w badaniach przedklinicznych
modelem zwierzgcym nadci$nienia tetniczego pierwotnego s3 szczury SHR (Spontaneously
Hypertensive Rat) z genetycznie uwarunkowanym NT, dla ktérych najcze$ciej stosowang

kontrolg sg normotensyjne szczury WKY (Wistar-Kyoto).

Cele: Badanie mialo na celu oceng, jaki jest udzial AVP, jej receptora typu la (Vla)
oraz klebkow szyjnych w regulacji krazeniowo-oddechowej w warunkach nadci$nienia
tetniczego pierwotnego. Do szczegdlowych celéw pracy nalezala odpowiedzenie na
nastepujace pytania badawcze: (1) Czy odpowiedzi krazeniowa i1 oddechowa na
farmakologiczne wywotanie odruchu z chemoreceptorow tegtniczych sga nasilone u
hipertensyjnych szczuréw SHR w poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY? (2) Czy
kigbki szyjne 1 toniczna aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych biorg udzial w
utrzymaniu spoczynkowych wartosci parametréw krazeniowych i oddechowych u szczuréw
SHR 1 szczurow WKY? (3) Czy odpowiedzi krazeniowa i oddechowa na obwodowo podang
AVP roznig si¢ pomigdzy hipertensyjnymi szczurami SHR a normotensyjnymi szczurami
WKY? (4) Czy odpowiedzi kragzeniowa i oddechowa na AVP podang w okolice klebkoéw
szyjnych ro6znig si¢ pomigdzy hipertensyjnymi szczurami SHR a normotensyjnymi szczurami
WKY? (5) Czy kigbki szyjne biorg udziat w odpowiedziach krazeniowej i oddechowej na
obwodowo podang AVP u szczuréw SHR 1 szczuréw WKY? (6) Czy receptor Vla dla AVP
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bierze udzial w utrzymaniu spoczynkowych wartosci parametrow krazeniowych 1
oddechowych u szczurow SHR 1 szczuréw WKY? (7) Czy odpowiedzi krazeniowa i
oddechowa na podanie AVP obwodowe 1 miejscowe w okolice kiebka szyjnego zalezg od
receptora Vla u szczurow SHR 1 szczurow WKY? (8) Czy receptory Vla dla AVP wystepuja
na komorkach chemowrazliwych (typu I) klgbkoéw szyjnych u szczurow SHR 1 szczurdéw

WKY?

Material i metody: Doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z przepisami krajowymi
oraz Dyrektywa Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych, po uzyskaniu zgody wydanej przez II Lokalng
Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy Szkole Giownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie [nr zgody WAW2/096/2019]. Badanie przeprowadzono na
dorostych samcach hipertensyjnych szczuréw SHR 1 kontrolnych normotensyjnych szczurow
WKY, w wieku 12- 14 tygodni. W doswiadczeniach uzyto: n = 36 szczurow SHR i n = 36
szczurow WKY. W pierwszej czesci doswiadczen wykonano pomiar ci§nienia tetniczego na
tetnicy ogonowej metoda nieinwazyjng u czuwajacych zwierzat. W drugiej czesci
doswiadczen wykonano pomiary zmiennych krazeniowo-oddechowych u zwierzat
znieczulonych uretanem, w ramach ktérych rejestrowano parametry hemodynamiczne
(Srednie ci$nienie tetnicze - MABP, czgstos¢ serca - HR, przeptyw przez tetnice udows -
FABF) ioddechowe (wentylacja minutowa - MV, czestotliwo$s¢ oddechow - RR oraz
koncowo-wydechowe stezenie dwutlenku wegla - ETCO2). W celu przeprowadzenia
pomiardw, szczurom wszczepiano cewniki do tetnicy 1 zyly udowej, ktore stuzyly
odpowiednio do pomiarow hemodynamicznych i podan dozylnych. Zaktadano takze sondg
dopplerowska na tegtnice udowag celem oceny przeptywu obwodowego. Nastepnie
wykonywano tracheostomi¢ z zaloZzeniem rurki tchawiczej oraz dotgczeniem do niej sondy
kapnografu w celu rejestracji pomiarow oddechowych. U czeéci zwierzat wykonywano
implantacj¢ cewnika do tetnicy szyjnej zewnetrznej, ktory umozliwial miejscowe podawanie
AVP w okolice klebka szyjnego. U wybranych szczurow wykonywano takze obustronne
odnerwienie kigbka szyjnego lub zabieg pozorowany. Zwierzeta podzielono na nastepujace 6
serii doswiadczalnych: (1) wywotanie odruchu zchemoreceptoréw tetniczych poprzez
dozylne podanie cyjanku potasu (KCN) (30 pg/100 pL); (2) wywotanie odruchu
z chemoreceptorow tetniczych poprzez dozylne podanie KCN (30 pg/100 pL) po odnerwieniu
ktgbkoéw szyjnych; (3) dozylne podanie AVP (10 ng/100 pL) po pozorowanym odnerwieniu
ktgbkoéw szyjnych; (4) podanie dozylne AVP (10 ng/100 pL) po odnerwieniu klebkéw
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szyjnych;  (5) dozylne podanie  selektywnego  antagonisty receptora  Vla
(d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8) Vasopressin (5 ug/100 pL) 1 podanie dozylne AVP (10 ng/100
puL); (6) podanie dotetnicze w okolice kiebka szyjnego AVP (4 ng/50 pL), przed 1 po
dozylnym podaniu selektywnego antagonisty receptora Vla (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8)
Vasopressin (5 pg/100 uL). Po przeprowadzeniu pomiaréw krazeniowo-oddechowych
zwierzeta poddano eutanazji. Od szczurd6w pobrano rozwidlenia tetnic szyjnych z ktebkami
szyjnymi 1 oceniono ekspresj¢ receptora Vla w komodrkach chemoreceptorowych z
wykorzystaniem  barwien immunofluorescencyjnych zuzyciem pierwszorzedowych
przeciwcial przeciw receptorowi Vla 1iprzeciwcial przeciw hydroksylazie tyrozynowej
(markerowi komorek chemoreceptorowych typu I). Preparaty obrazowano nastgpnie w

mikroskopii konfokalne;.

Wyniki: Szczury hipertensyjne SHR mialy istotnie wyzsze spoczynkowe wartosci
skurczowego, rozkurczowego 1 S$redniego ci$nienia tetniczego. Takze u znieczulonych
zwierzat wartosci Sredniego ci$nienia tetniczego 1 wentylacji minutowej byly istotnie wyzsze
niz u normotensyjnych szczuréw WKY. Odpowiedzi krazeniowa i oddechowa na wywotanie
odruchu z chemoreceptoréw tetniczych byly takze istotnie wigksze u zwierzat
hipertensyjnych niz u normotensyjnej kontroli. Obustronne odnerwienie klebkéw szyjnych
nie spowodowato istotnej zmiany parametrow krazeniowych i oddechowych u szczurow SHR
1 szczuréw WKY, atakze u obu grup wigzalo si¢ ono z zahamowaniem odpowiedzi na
farmakologiczne wywotanie odruchu z chemoreceptorow tegtniczych. Odpowiedz presyjna na
podanie dozylne AVP wystagpita w obu grupach, byla jednak istotnie wyzsza u szczurdéw
SHR. Tylko u szczurow hipertensyjnych w odpowiedzi na podang AVP wystapito
zmniejszenie wentylacji ptuc. Dozylne podanie antagonisty receptora V1a obnizyto ci$nienie
tetnicze w obu grupach, aspadek ten byl istotnie bardziej zaznaczony u szczurdw
hipertensyjnych. Zablokowanie receptora V1a prowadzito tez do zwigkszenia wentylacji ptuc,
ktory obserwowane byto jedynie u zwierzat z NT. Obustronne odnerwienie ktgbkow szyjnych
zmniejszyto odpowiedzZ presyjng na AVP u normotensyjnych szczuréw WKY, lecz nie miato
istotnego wplywu na zalezny od AVP wzrost ci$nienia u szczurow SHR. Natomiast u
szczurOw hipertensyjnych SHR odnerwienie kigbkow szyjnych znosilo zahamowanie
wentylacji pluc w odpowiedzi na podanie AVP, ktére bylo obserwowane u zwierzat bez
odnerwienia. Podanie AVP w okolice klebka szyjnego powodowato niewielki wzrost
ci$nienia t¢tniczego podobny w obu grupach, jednak prowadzito do istotnego zmniejszenia

wentylacji pluc jedynie u szczurow SHR. Zablokowanie receptora Vl1a znosito odpowiedzi
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kragzeniowa i oddechowa zarowno na dozylne jak i dotgtnicze podanie AVP. Barwienia
immunofluorescencyjne potwierdzity obecno$¢ receptora Vla dla wazopresyny na komorkach
chemowrazliwych (typu 1) kigbkow szyjnych zaréwno u szczurow hipertensyjnych SHR

1 normotensyjnych WKY.

Whioski:

1. Skfadowa krazeniowa i oddechowa odruchu z chemoreceptorow tetniczych sg wzmozone
u hipertensyjnych szczurow SHR w poréwnaniu do normotensyjnych szczuréw WKY, co
potwierdza zwigkszong czutos¢ tego odruchu w warunkach nadcis$nienia tetniczego.

2. Odruch z chemoreceptoréw tetniczych nie wykazuje tonicznej spoczynkowej aktywnosci
u hipertensyjnych szczurow SHR i1 normotensyjnych szczurow WKY w badanym uktadzie
do$wiadczalnym w warunkach znieczulenia ogolnego.

3. Odpowiedzi krazeniowa 1 oddechowa na dozylne podanie AVP s3 nasilone
u hipertensyjnych szczuréw SHR w poréwnaniu do normotensyjnych szczuréw WKY, co
wskazuje na zwigkszong aktywnos¢ ukladu wazopresynergicznego w regulacji
krazeniowo-oddechowej w warunkach nadci$nienia tetniczego.

4. Odpowiedz presyjna na miejscowo podang AVP w okolice kigbka szyjnego jest podobna
zarowno u szczuréw hipertensyjnych SHR jak i normotensyjnych szczurow WKY, co
wskazuje na brak nasilenia mechanizmoéw presyjnych zaleznych od AVP na poziomie
ktebkow szyjnych w warunkach nadcisnienia tetniczego.

5. Odpowiedz oddechowa na miejscowo podang AVP w okolice klebka szyjnego jest obecna
jedynie u szczuréw hipertensyjnych SHR, co wskazuje na udziat AVP w regulacji
sktadowej oddechowej zaleznej od klebkow szyjnych w warunkach nadci$nienia
tetniczego.

6. Obustronne odnerwienie klebkoéw szyjnych hamuje odpowiedZ presyjng na dozylnie
podang AVP jedynie u szczuréw normotensyjnych WKY, co wskazuje na udziat ktebkow
szyjnych w regulacji ukladu krazenia przez AVP w warunkach normotensji i silnie
wyrazone mechanizmy presyjne niezalezne od klebkéw szyjnych u zwierzat
hipertensyjnych.

7. Obustronne odnerwienie klebkéw szyjnych zapobiega wywolywanemu przez dozylnie

podang AVP zahamowaniu wentylacji ptuc u szczurow hipertensyjnych SHR,
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10.

co wskazuje na udziat kitgbkow szyjnych w regulacji sktadowej oddechowej odpowiedzi
na AVP w warunkach nadci$nienia tetniczego.

Odpowiedzi krazeniowo-oddechowe na zablokowanie receptora Vla sg obecne jedynie
u hipertensyjnych szczuréw SHR, co wskazuje na udzial tego receptora i AVP
w utrzymywaniu  spoczynkowych  warto$§ci  parametréw  hemodynamicznych
1 oddechowych w warunkach nadci$nienia t¢tniczego.

Odpowiedzi krazeniowo-oddechowe na AVP zalezg od receptora Vla, gdyz jego
zablokowanie zapobiegato zmianom wywotanym przez dozylne (systemowe) i dotgtnicze
(miejscowe) podanie AVP.

Receptor Vla znajduje si¢ na komodrkach chemowrazliwych (typu I) w kiebkach szyjnych
normotensyjnych szczurow WKY 1 hipertensyjnych szczurow SHR, co wskazuje na

mozliwos¢ oddzialywania AVP na chemoreceptory tetnicze.

Podsumowanie: Wyniki przedstawionych do§wiadczen dostarczajg nowej wiedzy dotyczacej

odruchu z chemoreceptorow tetniczych, w szczegdélnosci zlokalizowanych w kigbkach

szyjnych oraz udziatlu wazopresyny w regulacji krgzeniowo-oddechowej w nadcisnieniu

tetniczym pierwotnym. Obserwowane zmiany parametréw krazeniowych 1 oddechowych pod

wptywem dozylnego oraz miejscowego podania wazopresyny sugeruja, ze hormon ten

oddziatuje na czynnos¢ uktadu krazenia 1 ukltadu oddechowego réwniez poprzez kiebki

szyjne, wptyw ten jest bardziej nasilony u zwierzat hipertensyjnych i zalezy od receptorow

Vla dla wazopresyny. Wyniki te wskazuja na zwigkszone zaangazowanie uktadu

wazopresynergicznego w regulacje kragzeniowo-oddechowa u szczurow hipertensyjnych SHR,

co potencjalnie moze stanowi¢ punkt wyjscia dla poszukiwania nowych sposoboéw leczenia

nadci$nienia t¢tniczego.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Title: The impact of vasopressin and Vla receptor on cardiorespiratory response in

normotensive and hypertensive rats.

Introduction: Vasopressin (AVP), also referred to as an antidiuretic hormone, in addition
to its renal effects related to the maintenance of water-electrolyte balance, is an important
neurohormone involved in adaptation to disturbances in body homeostasis. The arterial
chemoreflex is a key cardiovascular reflex associated with the circulatory and respiratory
response to hypoxia. The most important group of arterial chemoreceptors are located
in the carotid bodies which are found in the bifurcation of the common carotid artery.
Hypertension is one of the major risk factors associated with death from cardiovascular
related causes. Most encountered is primary hypertension with a multifactorial and
incompletely understood origin. Hypertension has been shown to be associated with an
increased peripheral chemoreflex, as well as alteration in the regulation of the
vasopressinergic system. A common animal model of primary hypertension used in
preclinical studies are the SHR rats (Spontaneously Hypertensive) with genetically determined

hypertension, for which normotensive Wistar-Kyoto (WKY) rats are the most used control.

Aim: The aim of the study was to assess what is the contribution of vasopressin,
its type la receptor (V1a) and carotid body in cardiopulmonary regulation under conditions
of primary hypertension. The specific objectives of the study included answering the
following research questions: (1) Are cardiovascular and respiratory responses to
pharmacological induction of the arterial chemoreflex enhanced in hypertensive SHR rats
compared to normotensive WKY rats? (2) Are carotid bodies and tonic arterial chemoreflex
activity involved in maintaining resting circulatory and respiratory parameters in SHR rats
and WKY rats? (3) Do circulatory and respiratory responses to peripherally administered
AVP differ between hypertensive SHR rats and normotensive WKY rats? (4) Do circulatory
and respiratory responses to AVP administered to close to the carotid body differ between
hypertensive SHR rats and normotensive WKY rats? (5) Are carotid bodies involved in the
circulatory and respiratory responses to peripherally administered AVP in SHR rats and WKY
rats? (6) Is the vasopressin Vla receptor involved in maintaining resting circulatory and
respiratory parameters in SHR rats and WKY rats? (7) Do the circulatory and respiratory

responses to peripheral and local administration of AVP into the carotid body depend on the
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Vla receptor in SHR rats and WKY rats? (8) Are Vla receptors present on chemosensitive

(type I) cells of the carotid body in SHR rats and WKY rats?

Materials and methods: The experiments were conducted in accordance with national
regulations and Council Directive 2010/63/EU of September 22, 2010 on the protection of
animals used for scientific purposes, after approval by the 2nd Local Ethical Committee for
Animal Experiments at the Warsaw University of Life Sciences [approval number
WAW2/096/2019]. The study was conducted on adult male hypertensive SHR rats and
control normotensive WKY rats, aged 12- 14 weeks. The following number of animals were
used in the experiments: n = 36 SHR rats and n = 36 WKY rats. In the first part of the study,
blood pressure measurements were made on the tail artery using a non-invasive method in the
awake animals. In the second part of the experiments, cardiorespiratory variables were
measured in urethane-anesthetized animals, in which haemodynamic parameters (mean
arterial pressure - MABP, heart rate - HR, femoral artery flow - FABF) and respiratory
parameters (minute ventilation - MV, respiratory rate - RR and end-expiratory carbon dioxide
concentration - ETCO2) were recorded. For measurements, rats were implanted with arterial
and femoral vein catheters for hemodynamic measurements and intravenous administration,
respectively. A Doppler probe was also placed on the femoral artery to assess peripheral flow.
A tracheostomy was then performed with the insertion of a tracheal tube and the attachment
of a capnograph probe to record respiratory measurements. In some animals, catheter was
implanted into external carotid artery to allow local administration of AVP to the carotid
region. In selected rats, bilateral denervation of the carotid body or a sham procedure was also
performed. The animals were divided into the following 6 experimental series: (1) trigger of
arterial chemoreceptor reflex by intravenous administration of potassium cyanide (KCN) (30
ug/100 pl); (2) trigger of arterial chemoreceptor reflex by intravenous administration of KCN
(30 pg/100 pL) after carotid body denervation; (3) intravenous administration of AVP (10
ng/100 pL) after sham carotid body denervation; (4) intravenous administration of AVP (10
ng/100 pL) after denervation of carotid body; (5) intravenous administration of the selective
Vla receptor antagonist (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8) Vasopressin (5 pg/100 pl) and
intravenous administration of AVP (10 ng/100 uL); (6) intra-arterial administration of AVP (4
ng/50 pL), before and after intravenous administration of the selective Vla receptor
antagonist (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8) Vasopressin (5 pg/100 pL). After cardiorespiratory
measurements, the animals were euthanized. Carotid artery bifurcations with carotid bodies

were harvested from rats and Vla receptor expression in chemoreceptor cells was assessed
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using immunofluorescence staining with primary antibodies against the Vla receptor and
antibodies against tyrosine hydroxylase (a type I chemoreceptor cell marker). The

preparations were then imaged by confocal microscopy.

Results: Hypertensive SHR rats had significantly higher resting systolic, diastolic and mean
arterial blood pressure. Also, in anesthetized hypertensive animals, the values of mean arterial
pressure and minute ventilation were significantly higher than in normotensive WKY rats.
Circulatory and respiratory responses to arterial chemoreflex were also significantly greater
in hypertensive animals than in normotensive controls. Bilateral carotid body denervation
did not significantly alter haemodynamic and respiratory parameters in SHR and WKY rats,
and it was also associated with an inhibition of the response to pharmacological trigger of the
peripheral chemoreflex in both groups. The pressor response to intravenous administration
of AVP occurred in both strains but was significantly higher in SHR rats. Only in
hypertensive rats there was a significant reduction in lung ventilation after vasopressin
administration. Intravenous administration of a Vla receptor antagonist lowered blood
pressure in both groups, and the decrease was significantly more marked in hypertensive rats.
Blockade of the V1a receptor also led to an increase in lung ventilation, which was observed
only in hypertensive animals. Bilateral carotid body denervation reduced the pressor response
to vasopressin in normotensive WKY rats but had no significant effect on the vasopressin-
dependent increase in pressure in SHR rats. In contrast, in hypertensive SHR rats, denervation
of the carotid bodies abolished the inhibition of lung ventilation in response to vasopressin
administration that was observed in animals without denervation. Administration of
vasopressin to the carotid body region caused a slight increase in arterial pressure similar in
both groups but led to a decrease in lung ventilation only in SHR rats. Blockade of the Vla
receptor abolished the haemodynamic and respiratory responses to both intravenous and
intraarterial administration of vasopressin. Immunofluorescence staining confirmed the
presence of the Vla receptor for vasopressin on chemosensitive (type 1) cells of the carotid

bodies in both normotensive WKY and hypertensive SHR rats.

Conclusions:
1. The haemodynamic and respiratory responses to the arterial chemoreflex are increased in
hypertensive SHR compared to WKY rats, confirming the increased sensitivity of the

reflex under hypertensive conditions.
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10.

The arterial chemoreflex does not show tonic resting activity in anesthetized SHR
and WKY rats.

The haemodynamic and respiratory responses to intravenous vasopressin are enhanced
in hypertensive SHR compared to normotensive WKY rats, indicating increased activity
of the vasopressinergic system under hypertensive conditions.

The pressor response to locally administered AVP into the carotid body region is similar in
both hypertensive SHR rats and normotensive WKY rats, indicating that AVP- dependent
pressor mechanisms are not enhanced at the carotid body level under hypertensive
conditions.

The respiratory response to locally administered AVP into the carotid body region
is present only in hypertensive SHR rats, indicating that AVP is involved in the regulation
of the carotid body-dependent respiratory component under hypertensive conditions.
Bilateral carotid body denervation inhibits the pressor response to intravenously
administered AVP only in normotensive WKY rats, indicating the involvement
of the carotid body in cardiovascular regulation by AVP under normotensive conditions
and strongly expressed pressor mechanisms independent of the carotid body in
hypertensive animals.

Bilateral carotid body denervation inhibits the respiratory response to intravenously
administered AVP in hypertensive SHR rats, indicating involvement of the carotid body in
respiratory regulation by AVP under hypertensive conditions.

Cardiorespiratory responses to Vla receptor blockade are present only in hypertensive
SHR rats, indicating the involvement of this receptor and AVP in maintaining resting
values of haemodynamic and respiratory parameters under hypertensive conditions.
Circulatory and respiratory responses to AVP depend on the V1a receptor, as its blockade
prevented changes induced by intravenous (systemic) and intraarterial (local)
administration of AVP.

The Vla receptors are found in chemosensitive (type 1) cells in the carotid bodies

of hypertensive SHR and normotensive WKY rats.

Summary: The results of the presented study provide new knowledge regarding the arterial

chemoreflex, particularly for the peripheral chemoreceptors located in the carotid body,

and the involvement of vasopressin in cardiorespiratory regulation in primary hypertension.

The observed changes in circulatory and respiratory parameters after intravenous and local

administration of vasopressin suggest that the hormone also affects cardiovascular
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and respiratory function through the carotid body, that this effect is more pronounced
in hypertensive animals and depends on V1a receptors for vasopressin. These results indicate
an increased involvement of the vasopressinergic system in cardiorespiratory regulation
in hypertensive SHR rats, potentially providing a possibility of further research for new

treatment methods for hypertension.
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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Wazopresyna (AVP, arginine vasopressin), okreslana rowniez jako hormon
antydiuretyczny, jest kluczowym neurohormonem zwigzanym z utrzymywaniem réwnowagi
wodnej organizmu poprzez wywieranie efektu antydiuretycznego i zageszczenie moczu.
Wazopresyna jest takze waznym neurohormonem zaangazowanym w adaptacje organizmu
do zaburzen homeostazy. Oprocz nerkowego dziatania antydiuretycznego, AVP bierze udziat
w regulacji szeregu procesow fizjologicznych, w tym cisnienia tetniczego krwi, aktywnosci
wspotczulnej, wrazliwosci baroreceptoréw tetniczych, metabolizmu glukozy, uwalniania
hormonu adrenokortykotropowego, glukokortykosteroidow 1 katecholamin, a takze reakcji
na stres oraz termoregulacji. Postulowany jest takze udzial AVP w regulacji uktadu
oddechowego.

Odruch z chemoreceptorow tetniczych jest wywotywany przede wszystkim przez
spadek preznosci tlenu, wzrost preznosci dwutlenku wegla 1 spadek kwasowosci krwi.
Jego pobudzenie zwigzane jest z odpowiedzig zaréwno krazeniowg jak 1 oddechowas.
Najwazniejszg grupe chemoreceptorow tetniczych stanowig kiebki szyjne strategicznie
umiejscowione w rozwidleniu tetnicy szyjnej 1 monitorujace sktad krwi docierajacej
do osrodkowego uktadu nerwowego. Nadmierna aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow
tetniczych jest jednym z istotnych mechanizmow aktywacji wspoétczulnej w chorobach
sercowo-naczyniowych.

Pomiedzy ukladem sercowo-naczyniowym a uktadem oddechowym istnieje silny
zwiazek czynnosciowy wynikajacy z potrzeby optymalizacji wymiany gazowej w plucach
z dostarczaniem tlenu do tkanek przez ukiad krazenia. Czesto nieprawidtowosciom jednego
uktadu towarzyszg zmiany pracy drugiego. Mimo tego uktady te czesto badane sg niezaleznie
od siebie. Czynno$¢ ukladu oddechowego ma istotny wptyw na odruchowa regulacje
ci$nienia tetniczego.

Nadcis$nienie tetnicze (NT) jest wiodaca przyczyng chorobowosci iumieralnosci
w krajach rozwinigtych. Nadci$nienie pierwotne (okreslane tez jako samoistne) odpowiada
za okoto 85-95% przypadkéw NT. Cechuje je wieloczynnikowa etiologia i nie w peini
poznane patomechanizmy rozwoju. Pomimo, ze dostgpnych jest wiele farmakologicznych

sposobow leczenia tej choroby, osoby zlekooporng formg NT wcigz stanowig istotne
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wyzwanie kliniczne. Szacuje si¢, ze nawet 10-20% populacji pacjentow z NT jest opornych
na standardowg farmakoterapi¢ 1 nie osigga prawidtowych wartos$ci ci§nienia tetniczego.

W dotychczasowych badaniach udokumentowano udziat AVP w rozwoju NT
w modelach eksperymentalnych, a takze wykazano zwigzek AVP z NT u ludzi.
W patogenezie NT bierze takze udzial nieprawidtowa nerwowa regulacja ci$nienia tgtniczego,
co objawia si¢ migdzy innymi zaburzeniem dzialania odruchow sercowo-naczyniowych.
Wykazano udzial nadmiernej wrazliwo$ci 1 tonicznego pobudzenia odruchu
z chemoreceptorow tetniczych prowadzacych do nadmiernej aktywnosci wspotczulnej
w przebiegu NT. Jednocze$nie w modelach doswiadczalnych NT oraz u czg$ci pacjentow
obserwuje si¢ wzmocnione sprzezenie miedzy czynnoscig oddechowa, a aktywnos$cia
wspotczulng 1 wzrostem ci$nienia te¢tniczego. Badania w modelach doswiadczalnych oraz
u ludzi potwierdzily takze udzial AVP w regulacji ci$nienia tetniczego, jednak rola tego
neurohormonu w regulacji krgzeniowo-oddechowej w warunkach NT nie zostata dotychczas

dobrze poznana.

1.2. Wazopresyna i uklad wazopresynergiczny

1.2.1. Synteza wazopresyny

Wazopresyna jest cyklicznym nonapeptydem powstajacym z prekursorowego peptydu
pre-prowazopresyny (pre-pro-AVP), z ktérego oprocz AVP odlaczana jest neurofizyna II
oraz C-koncowy fragment pre-pro-AVP okre§lany jako kopeptyna [1]. Kopeptyna jest
biomarkerem uwalniania AVP, gdyz jest produkowana razem z AVP w réwnomolowych
ilosciach, a w odroznieniu od samej AVP, oznaczenie jej stezenia w probkach biologicznych
cechuje si¢ wysoka stabilno$cig 1 powtarzalnoscig [2,3]. Wazopresyna jest wytwarzana
gtownie w jadrze przykomorowym (PVN, paraventricular nucleus), w jadrze nadwzrokowym
(SON, supraoptic nucleus), a takze w jadrze nadskrzyzowaniowym (SCN, suprachiasmatic
nucleus) podwzgorza [4,5]. Neurony wazopresynergiczne mozna zaklasyfikowa¢ do dwéch
histologicznie i1 funkcjonalnie r6znych populacji komorek — neuronow wielkokomoérkowych
oraz neuronéw drobnokomoérkowych. Aksony neurondéw wielkokomorkowych tworza
projekcje do tylnego ptata przysadki mozgowej, skad AVP jest uwalniana do krazenia [6,7].
Neurony drobnokomorkowe oddajg projekcje do wyniostosci posrodkowej podwzgdrza 1 do
pozapodwzgdérzowych struktur mézgowia w tym do pnia mézgu [8—10], uktadu limbicznego

[8,11], kory mozgowej 1 wzgorza [12], gdzie AVP jest uwalniana w synapsach nerwowych.
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Oprécz syntezy podwzgorzowej, AVP lub mRNA AVP ulega takze miejscowej ekspresji w
narzadach obwodowych, takich jak rdzen nadnerczy 1 serce [13—-15]. Wazopresyna
wydzielana jest do krwiobiegu i dziata woéwczas jako neurohormon na narzady obwodowe
oraz na obszary o$rodkowego ukltadu nerwowego pozbawione bariery krew-mézg. Moze by¢

takze wydzielana w obrebie synaps nerwowych jako neuroprzekaznik.

1.2.2. Regulacja wydzielania wazopresyny

Uwalnianie AVP do krazenia nastepuje w odpowiedzi na bodzce osmotyczne
1 nieosmotyczne. Zmiana osmolalno$ci jest gléwnym czynnikiem, ktory wplywa na
uwalnianie AVP w warunkach fizjologicznych. Wykazano, ze stezenie AVP rosnie wprost
proporcjonalnie do wzrostu osmolalno$ci osocza 1 stezenia jonéw sodowych w ptynie
zewnatrzkomorkowym [6,16-19]. Zmiany osmolalno$ci osocza wykrywane s3 przez
osmoreceptory osrodkowe bedace wyspecjalizowanymi neuronami w obszarach mozgu
pozbawionych bariery krew-mozg, szczegoélnie w narzadzie nadsklepieniowym (SFO,
subfornical organ) 1 narzadzie naczyniowym blaszki krancowej (OVLT, organum vasculosum
of the lamina terminalis), a takze przez wielkokomorkowe neurony wazopresynergiczne PVN
1 SON [1,3,6,20]. Badania ostatnich dwéch dekad wskazujg na istotny udziat bodzcow
osmotycznych wykrywanych w przewodzie pokarmowym po spozyciu pokarmu o duzym
fadunku osmotycznym, ktére prowadza do zwigkszonego wydzielania AVP wyprzedzajacego
wzrost osmolalno$ci osocza [3,21].

Niezaleznie od regulacji zaleznej od osmolalnosci, AVP wydzielana jest pod
wpltywem dziatania bodZzcéw nieosmotycznych, do ktorych naleza przede wszystkim
hipowolemia, hipotensja, hipoksja, wysitek fizyczny, hipoglikemia [3,22-25]. Bodzce te
zwykle pojawiaja si¢ w przebiegu zaburzen homeostazy 1 prowadzg do zwigkszenia st¢zenia
AVP nawet w warunkach prawidlowej lub obnizonej osmolalnosci osocza [1,3].

Hipowolemia 1 hipotonia wykrywane s3 odpowiednio przez mechanoreceptory
obszaru sercowo-plucnego oraz baroreceptory tetnicze [1,19,23,26,27], a odbarczenie tych
receptorow prowadzi do odpowiedzi kompensacyjnej ze strony uktadu krazenia 1 uktadu
oddechowego przeciwdziatajgcej zmniejszeniu objetosci krwi krazacej 1 obnizeniu cisnienia
tetniczego. Kluczowymi sktadowymi takiej odpowiedzi kompensacyjnej jest silne pobudzenie
wspotczulne, zwickszone wydzielanie AVP, a takze wzrost wentylacji pluc [22,28,29].
W pracach doswiadczalnych wykazano, ze hipowolemia, hipotensja, a w szczegdlnosci

krwotok, powodujg masywne uwalnianie AVP do krwiobiegu [3,24,25,30-33].
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Wykazano takze, ze hipoksja powoduje podwyzszenie stezenia osoczowego AVP
u zwierzat [34-36] 1 ludzi [37]. Doswiadczenia w modelach zwierzecych wskazujg na istotny
udzial kigbkow szyjnych w zwigkszaniu przeptywu krwi w krazeniu podwzgoérzowo-
przysadkowym oraz w wydzielaniu AVP w odpowiedzi na hipoksje [36,38-41], jednak
wyniki badan u ludzi sg sprzeczne 1 nie wskazujg jednoznacznie na udzial chemoreceptorow
tetniczych w regulacji wydzielania AVP [42—-44].

Uwalnianie = AVP w  trakcie intensywnego wysitku moze  wynikad
z hiperoosmolalnosci osocza [44]. Jednak wzrost AVP w osoczu w trakcie wysitku
fizycznego byl takze obserwowany pomimo hiponatremii lub braku zmian osmolalnosci
osocza [45-47], co wskazuje réwniez na nieosmotyczne uwalnianiec AVP podczas
intensywnych ¢wiczen. Wywolana insuling hipoglikemia takze powoduje uwalnianie AVP do
kragzenia zaréwno uzwierzat [48-50] jak 1 ludzi [51,52]. Roznorodnosci bodzcow
prowadzacych do pobudzenia ukladu wazopresynergicznego i zwigkszonego wydzielania
AVP, odpowiada zréznicowana wrazliwo$¢ neurondéw wazopresynergicznych podwzgorza na

poszczegolne bodzce [5].

1.2.3. Wazopresyna jako neuroprzekaznik

Oprécz ogodlnoustrojowego dziatania w krwiobiegu, AVP sluzy takze jako
neuroprzekaznik peptydowy biorgcy udziat w przekaZnictwie synaptycznym. Wazopresyna
jest uwalniana w o$rodkowym uktadzie nerwowym z zakonczeh nerwowych
neurondw wazopresynergicznych, ktorych ciata komorkowe znajdujg si¢ w drobno-
komoérkowym  przedziale podwzgoérzowych jader PVN oraz  SON  [5,53,54].
Drobnokomoérkowe neurony wazopresynergiczne znajdujace si¢ w PVN odgrywaja kluczowa
role w regulacji ukladu krazenia [55]. Szacuje si¢, ze okolo 40% neurondéw
wazopresynergicznych oddaje projekcje do pnia mézgu, w szczegdlnosci do dogtowowego
brzuszno-bocznego obszaru rdzenia przedtuzonego (RVLM, rostral ventrolateral medulla),
gdzie tworza synapsy z cialami przedmotorycznych neuronéw wspoiczulnych [56,57].
Neurony wazopresynergiczne wywieraja zalezng od receptorow Vla stymulacje, ktora
skutkuje pobudzeniem wspotczulnym 1 w efekcie wzrostem ci$nienia tetniczego krwi [58,59].
Oddajg takze projekcje do neurondw oddechowych obszaru brzusznego rdzenia
przedtuzonego, gdzie za posrednictwem receptora Vl1a wpltywajga na aktywnos$¢ oddechows
[10,60,61]. Neurony wazopresynergiczne obszaru PVN unerwiajg takze jadra ruchowe nerwu

btednego, dzigki czemu moga zwickszac napigcie czesci przywspodiczulnej autonomicznego
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uktadu nerwowego 1 przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia czulo$ci odruchu z baroreceptoréw

tetniczych [1,62].

1.2.4. Receptory dla wazopresyny

Receptory dla AVP nalezag do rodziny metabotropowych receptorow zwigzanych
z biatkami G. Wyro6znia si¢ trzy podtypy receptorow dla wazopresyny: Vla, V1bi V2 [1,63].

W regulacji ukladu sercowo-naczyniowego 1 ci$nienia te¢tniczego najlepiej poznana
jestrola receptora Vla [63-65]. W ukladzie krazenia receptory Vla ulegaja ekspresji
w $cianach tetnic, tetniczek 1 zyl, gdzie odpowiadaja za skurcz naczyn spowodowany przez
AVP [66,67] oraz w sercu, gdzie reguluja kurczliwo$¢ i uczestnicza w rdznicowaniu
1 wzroscie kardiomiocytow [68—70]. Obecnos¢ receptorow Vla stwierdzana jest tez w takich
narzadach jak rdzen nadnerczy, trzustka, watroba, nerka 1 tkanka tluszczowa, gdzie biorg
udziat w regulacji metabolizmu 1 regulacji wydzielania wewnetrznego [1]. Receptory Vla
obecne sg tez na trombocytach i ptytkach krwi, a ich pobudzenie zwigksza aktywnos¢ plytek
krwi [71,72].

Receptory V1b znajduja si¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym, przede wszystkim
w przysadce mozgowej, a takze trzustce i nerkach [73,74]. Dziatajac w przednim ptacie
przysadki posrednicza w uwolnieniu adrenokortykotropiny (ACTH) [75], w podwzgorzu
w pobudzeniu neuronéw przedwspotczulnych [76,77], a w wysepkach trzustkowych
w zwigkszeniu wydzielania insuliny [78]. W nerkach postulowana jest rola receptora V1b
w rownowazeniu efektu antydiuretycznego stymulowanego przez receptor V2 [79].

Receptory V2 w nerkach odgrywaja kluczowg role w regulacji rownowagi wodno-
elektrolitowej. Ich stymulacja prowadzi do wbudowywania akwaporyny 2 w blon¢ gtéwnych
komorek kanalikow zbiorczych 1 zwigkszeniu resorpcji zwrotnej wody [80]. Receptory V2
ulegaja ekspresji rowniez w $rodbtonku naczyniowym, a ich pobudzenie prowadzi do
uwalniania czynnika von Willebranda, co przyczynia si¢ do zwigkszenia aktywnosci ptytek

1 proceséw hemostazy [81-84].

1.2.5. Udzial wazopresyny w regulacji ukladu krazenia

Wazopresyna uczestniczy w utrzymaniu homeostazy w ukladzie sercowo-
naczyniowym poprzez regulacj¢ ci$nienia tetniczego i ,,tonusu” naczyniowego, regulacje

pobudzenia wspotczulnego w osrodkowym uktadzie nerwowym, wplyw na odruch
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z baroreceptorow tetniczych, regulacje czynnosci serca i oddzialywanie na réwnowage
wodno-elektrolitowa poprzez nerki [1,63,85].

W pracach doswiadczalnych wykazano, ze obwodowe podanie AVP do uktadu
krwionos$nego prowadzi do skurczu naczyn i podwyzszenia ci$nienia tetniczego [86—88]. Za
posrednictwem receptora Vla [89], AVP powoduje nasilenie odpowiedzi skurczowej w
naczyniach, w tym takze wiencowych inerkowych, ze stopniem skurczu zaleznym jest od
docelowego tozyska naczyniowego [90-94].

Wpltyw AVP 1 receptora Vla na homeostaze¢ cisnienia tetniczego w warunkach
fizjologicznych wydaje si¢ by¢ drugorzedny dla utrzymania spoczynkowych wartosci
ci$nienia. Podanie antagonisty receptora Vla u normotensyjnych szczuréw nie wywotywato
istotnych zmian ci$nienia tetniczego [88,95]. Jednak w trakcie normalnej aktywnos$ci
ruchowej u myszy z delecja receptora Vla wartosci skurczowego 1 rozkurczowego ci$nienia
tetniczego byly wyraznie nizsze, co sugeruje, ze AVP uczestniczy w utrzymaniu ci$nienia
tetniczego przy aktywno$ci fizycznej [89]. Z kolei podanie antagonisty receptora Vla
prawidtowo nawodnionym pacjentom w spoczynku nie prowadzito do istotnej zmiany
ci$nienia tetniczego [96]. Z drugiej jednak strony, AVP najprawdopodobniej za
posrednictwem receptora V2 moze powodowal rozkurcz tetnic oraz zyl nerkowych
1 centralnych zard6wno w modelach zwierzecych, jak i u ludzi [97-100], co bedzie przyczyniac
si¢ do zmniejszenia powrotu zylnego i hamowania odpowiedzi presyjnej.

Znaczenie AVP w regulacji ci$nienia tetniczego uwidacznia si¢ szczegOlnie
przy zaburzeniach homeostazy. W warunkach patofizjologicznych takich jak hipowolemia,
hipotensja 1 krwotok, podczas ktorych stezenia osoczowej AVP wyraznie zwigkszajg sie,
naczynioskurczowy efekt istotnie przyczynia si¢ do ograniczenia spadku ci$nienia te¢tniczego
[101-104].

Jednoczesnie AVP dzialajac poprzez receptory Vla powoduje rozszerzenie tetnic
plucnych u zwierzat [105-108] 1 u ludzi [109,110], a efekt ten jest szczegdlnie wyrazny
w warunkach niedotlenienia naczyn plucnych [108,110]. Zmniejszenie oporéw ptucnych pod
wplywem dziatania AVP poprawia warunki hemodynamiczne pracy prawej komory 1 utatwia
utrzymanie powrotu zylnego do lewej komory [111,112].

Osrodkowo dzialajaca AVP petni kluczowa role w regulacji ukladu sercowo-
naczyniowego. Neurony wazopresynergiczne za posrednictwem receptoréw Vla odpowiadajg
za pobudzenie wspotczulne poprzez projekcje do obszaru RVLM rdzenia przedtuzonego

oraz przedzwojowych neuronéw  wspdiczulnych istoty posrednio bocznej (IML,
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intermediolateral nucleus) rdzenia kregowego 1 zwigkszenie aktywnos$ci przedmotorycznych
1 przedzwojowych neurondéw wspoétczulnych [113-115].

Wazopresyna obecna we krwi i1 plynie moézgowo-rdzeniowym lub egzogenna AVP
podana do uktadu komorowego moézgu moze takze zwigksza¢ aktywno$¢ wspotczulng
1 wplywaé na uklad krazenia poprzez oddzialywanie na obszary pozbawione bariery krew-
moézg w komorze trzeciej mozgu - SFO 1 obszarze przednio-brzusznym trzeciej komory
(AV3V, anteroventral third ventricle). Wazopresyna podana do ukltadu komorowego mozgu
wywotuje wzrost ci$nienia tetniczego u zwierzat laboratoryjnych uzywanych w badaniach
przedklinicznych, w tym u szczurow, myszy, krolikow, kéz, owiec 1 psow [116-122].
Z drugiej strony AVP dzialajac osrodkowo istotnie wpltywa takze na regulacje odruchu
z baroreceptorow. Oddzialujac poprzez pole najdalsze (AP, area postrema), ktére jest
narzadem okotokomorowym pozbawionym bariery krew-moézg zlokalizowanym w dnie
komory czwartej, powoduje uwrazliwienie odruchu z baroreceptorow tetniczych zatoki
szyjnej 1 w efekcie obniza warto$¢ cisnienia tetniczego [123-125]. W dziataniu tym
wspotuczestniczg rdwniez projekcje wazopresynergiczne z PVN do jader ruchowych nerwu
btednego, ktore zwigkszajag dosercowg aktywnos$¢ nerwu btednego [1,62]. Podsumowujac,
osrodkowo dziatajaca AVP z jednej strony wywiera efekt presyjny zalezny od zwigkszenia
aktywnos$ci wspotczulnej, z drugiej moze ograniczaé wzrosty cisnienia t¢tniczego poprzez
swoje dziatanie uwrazliwiajgce wzgledem odruchu z baroreceptorow tetniczych [62,126].

Badania ostatnich dwoch dekad wskazuja na udzial AVP w czynnosci migénia
sercowego oraz jego przebudowie [68—70]. W warunkach do$§wiadczalnych wykazano, ze
AVP moze zwigksza¢ kurczliwos¢ kardiomiocytow za posrednictwem receptora Vla [127]
1 V2 [128]. Pozostaje to jednak w sprzecznosci z doniesieniami innych autordéw, ktorzy
wykazali, ze obwodowo podana AVP poprzez bezposrednie oddziatywanie na serce
powodowata zmniejszenie objetosci wyrzutowej 1 czestosci skurczéw serca [129,130], co
najpewniej zwigzane jest z interakcjami AVP z innymi uktadami hormonalnymi, szczegdlnie
peptydami natriuretycznymi oraz przekaznictwem purynergicznym [68]. Niezaleznie od
efektow krotkoterminowych, AVP moze bra¢ udzial w hipertroficznej przebudowie migsnia
sercowego [131]. Nadekspresja receptorow Vla w sercu w warunkach doswiadczalnych
wywotywata hipertrofi¢ lewej komory, co wskazuje naudziat AVP ireceptora Vla w
przebudowie mig$nia sercowego [132].

Wazopresyna dzialajac jako hormon antydiuretyczny w nerkach wptywa na resorpcje
wody, czym pelni kluczowg role w utrzymaniu rownowagi wodno-elektrolitowe]

1 dlugoterminowej kontroli ci$nienia tg¢tniczego. Stymulacja receptorow V2 w nerkach
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prowadzi do wbudowywania akwaporyny 2 [80] 1 kanalow sodowych ENaC w btone
komorek kanalikéw zbiorczych [133—135].

Wazopresyna wplywa takze na regulacje ukladu sercowo-naczyniowego poprzez
interakcje z innymi ukladami hormonalnymi. Miedzy innymi pobudza wydzielanie
katecholamin w rdzeniu nadnerczy [136,137], a takze pobudza wytwarzanie reniny w nerce

[138], co przyczynia si¢ do odpowiedzi presyjnej i wzrostu ci$nienia tetniczego [1,63].

1.2.6. Udzial wazopresyny w regulacji ukladu oddechowego

Rola AVP w regulacji uktadu krazenia jest dosy¢ dobrze poznana. Duzo mniej
zbadany jest udzial AVP w regulacji uktadu oddechowego. Bodzce, ktore aktywuja neurony
wazopresynergiczne 1 zwigkszaja wydzielanie AVP do krwiobiegu, odpowiadaja
takze za zmiany w parametrach oddechowych, co zostalo podsumowane w Rycinie 1.
Rodzi to pytanie, czy istnieje czynnosSciowy zwigzek migdzy AVP a regulacjg ukladu
oddechowego [22].

Nieliczne badania wskazuja na wptyw AVP krazacej w krwioobiegu na wentylacje
phluc. Stwierdzono, ze AVP podana obwodowo przejSciowo zmniejsza wentylacje ptuc
1 aktywno$¢ nerwu przeponowego u czuwajacych psow [139], znieczulonych i czuwajacych
szczuréw [88,140-142] oraz ptodéw jagniecych [143]. Hamujacy wptyw obwodowo podanej
AVP na aktywno$¢ oddechowg zalezy od receptorow V1a, poniewaz blokada tych receptorow
za pomocg selektywnych antagonistow catkowicie zapobiegala zmianom w wentylacji ptuc
wywotanym ogolnoustrojowym podaniem AVP u znieczulonych szczurow [88,140,141].
Wyniki z blokowaniem receptora Vla dla spoczynkowej wentylacji pluc sg mniej
jednoznaczne. Walker 1 Jennigs stwierdzili, ze podanie antagonistow receptora Vla
powodowato wzrost wentylacji ptuc u czuwajacych psow [144], ale nie miato istotnego
wpltywu na wentylacje pluc u czuwajacych normotensyjnych szczurow [142]. Co wigcej,
dozylne podanie antagonisty receptora Vla ma nieistotny wplyw na indukowany
niedotlenieniem wzrost wentylacji pluc u czuwajacych psow [145]. Sugeruje to brak udzialu
receptora Vla we wzroscie wentylacji pluic  wywotanym aktywacja odruchu
z chemoreceptorow tetniczych u tego gatunku. Blokada receptora Vla uwidacznia
stymulujace dziatanie na uktad oddechowy substancji takich jak angiotensyna II i oksytocyna,
co dodatkowo wskazuje na udzial endogennej AVP 1 receptora Vla w regulacji uktadu

oddechowego [140].
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Rycina 1. Udzial wazopresyny w regulacji ukladu oddechowego

Bodzce, ktore powodujg uwalnianie AVP do krwiobiegu i aktywacje wazopresynergicznych neuronéw PVN,
zwigkszajg rowniez wentylacje ptuc. AVP w krwiobiegu dociera do narzqdow okotokomorowych (SFO, AP
i OVLT), ktore nie majq bariery krew-mozg i klebka szyjnego znajdujqcego si¢ w rozwidleniu tetnicy szyjnej
wspolnej. Wazopresynergiczne neurony PVN oddajg projekcje do osrodkow sercowo-naczyniowych (RVLM)
i oddechowych (preBC / BC, rVRG i jgdro przeponowe C4), co sugeruje ich udzial w kontroli oddychania
[9,60]. (1) AVP w AP hamuje aktywnos¢ nerwu przeponowego [139]; (2) projekcje wazopresynergiczne do
rVRG tonicznie stymulujg aktywnos¢ oddechowg [9], a AVP podany do rVRG lub kompleksu pre-Botzinger
stymuluje aktywnos¢é przepony [9,60], czemu towarzyszy wzrost cisnienia tetniczego krwi; jest to sprzeczne
z ustaleniami wskazujgcymi, ze AVP podawany do rVRG hamuje aktywnos¢ nerwu przeponowego i nie powoduje
zmian w cisnieniu tetniczym krwi [61,140,141]; (3) AVP podawana miejscowo w okolice rozwidlenia tetnicy
szyjnej nieznacznie zwigksza wentylacje [88]; oraz (4) receptory wazopresyny ulegajg ekspresji w SFO [142],
a elektryczna stymulacja SFO zwigksza aktywnos¢é oddechowq [143], ale efekty oddechowe AVP dziatajgcej na
SFO nie zostaly zbadane.

AP (area postrema)- pole najdalsze; AVP - wazopresyna; BC - kompleks Botzingera; C4 - jadra przeponowe;
CVLM (caudal ventro-lateral medulla) - doogonowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedtuzonego; cVRG -
doogonowa brzuszna grupa oddechowa; NTS (nucleus tractus solitarius) - jadro pasma samotnego; OVLT
(organum vasculosum lamina terminalis) - narzad naczyniowy blaszki krancowej; preBC - kompleks pre-
Botzingera; PVN (paraventricular nucleus) - jadro przykomorowe; RVLM (rostral ventrolateral medulla)-
dogtowowy brzuszno-boczny obszar rdzenia przedluzonego; rVRG (rostral ventral respiratory group)
dogtowowa brzuszna grupa oddechowa- SFO (subfornical organ) - narzad nadsklepieniowy; SON (supraoptic
nucleus) - jadro nadwzrokowe; VLM (ventral lateral medulla) — brzuszno-boczny obszar rdzenia przedtuzonego;
neurohypophysis — przysadka nerwowa.

Rycina zmodyfikowana z Proczka et al. [22] zgodnie z licencja CC BY.
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Hamujace dziatanie obecnej w krwiobiegu AVP wzgledem uktadu oddechowego
mozna tlumaczy¢ pobudzeniem odruchu z baroreceptorow tetniczych, wptywem AVP
na ktebek szyjny lub wplywem AVP na narzady okotokomorowe. Pobudzenie odruchu
z baroreceptorow tetniczych nie tylko zwigksza napiecie nerwu btgdnego 1 hamuje aktywnos¢
wspotczulng, ale tez hamuje aktywnos$¢ neurondw oddechowych rdzenia przedtuzonego [146—
149], comoze tlumaczy¢ hamujacy wptyw AVP na wentylacje wtornie do presyjnego
dziatania tego hormonu. Wptyw krazacej AVP na kontrole ukladu oddechowego moze
rowniez wynika¢ z jej oddziatywania na chemoreceptory tetnicze, w szczegolnosci na kigbek
szyjny. W pracy zKatedry 1 Zakladu Fizjologii Doswiadczalnej i1 Klinicznej WUM
wykazano, ze u szczuréw normotensyjnych Sprague-Dawley AVP podawana miejscowo do
kigbka szyjnego przez tetnice szyjng wewnetrzng powodowata niewielki wzrost wentylacji
phuc bez znaczacych zmian ci$nienia tetniczego krwi [88]. Efekt ten moze by¢ bezposrednio
zalezny od aktywacji chemowrazliwych komorek typu I, ktére maja na swojej powierzchni
receptor Vla [88]. Oprocz bezposredniego dzialania na komorki chemowrazliwe kigbka
szyjnego, istnieje mozliwos¢, ze AVP prowadzi do zwigkszenia aktywnosci komorek
chemoreceptorowych w mechanizmie skurczu naczyn zaopatrujacych kigbek szyjny i spadku
przeptywu krwi przez ten organ [150,151], co wymaga potwierdzenia eksperymentalnego.
Wazopresyna obecna we krwi iptynie mézgowo-rdzeniowym moze tez oddzialywaé na
narzady komorowe, w tym AP 1 SFO. Nieliczne prace wskazuja, ze AVP, szczego6lnie poprzez
oddziatywanie na AP, moze hamowac¢ aktywno$¢ nerwu przeponowego 1zmniejszac
wentylacje ptuc u szczuréw w sposéb zalezny od receptora Vla [152,153].

W podsumowaniu, dostgpna literatura naukowa wskazuje na hamujacy wptyw AVP
wzgledem uktadu oddechowego 1 udziat receptora Vla w tej odpowiedzi. Nalezy podkreslic,
ze dotychczasowe badania dotyczyly zwierzat z prawidlowym ci$nieniem tetniczym,
natomiast udziat AVP 1 jej receptora V1a w regulacji uktadu oddechowego nie byl badany w

warunkach nadci$nienia tetniczego.

1.3. Wydzielanie wazopresyny w stanach chorobowych

Wzrost stgzenia AVP lub jej biomarkera kopetyny stwierdzany jest w szeregu chorob
uktadu sercowo-naczyniowego, ktérym czgsto towarzysza zmiany wentylacji pluc 1 wzorca
oddychania, a takze obserwowany jest w wielu chorobach uktadu oddechowego. Z kolei

pogorszenie czynnosci wentylacyjnej pluc czegsto wigze si¢ z nasileniem procesow
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patologicznych prowadzacych do =zaburzen regulacji uktadu krazenia 1 zwigkszenia
chorobowosci sercowo-naczyniowej [154—156].

Wzrost stezenia osoczowego AVP 1 jej markera kopeptyny jako wyraz aktywacji
neuro-hormonalnej stwierdzany jest u pacjentow z niewydolnos$cig serca [157,158], a takze
poprzedza rozwinigcie si¢ niewydolnosci tego narzadu [159]. Zarazem wysokie wartosci AVP
sg dodatkowo czynnikiem predykcyjnym ztego rokowania w tej grupie chorych [157,160].
Jednoczesnie u chorych zniewydolnos$cig serca czgsto obserwuje si¢ zaburzenia wzorca
oddychania, m.in. w postaci oddechu Cheyne-Stokes’a, bezdechow obturacyjnych
1 osrodkowych, a takze przyspieszenia czestosci oddychania [161-165]. Wzrost stezenia
osoczowego AVP lub kopeptyny wystepuje takze u pacjentow z zawatem migsnia sercowego
[166—-168], 0séb po naglym zatrzymaniu krazenia [169,170], a takze u pacjentow z wadami
zastawkowymi serca [171,172]. Podwyzszone poziomy AVP obserwowane sg takze
u pacjentow z NT [173], co szczegdlowo jest przedstawione w rozdziale 1.6.2.

Zwigkszone stezenie AVP 1 jej markera kopeptyny w osoczu obserwuje si¢ rOwniez
w schorzeniach uktadu oddechowego. Wzrost st¢zenia AVP w osoczu obecny jest
w przewlektej obturacyjnej chorobie pluc [174,175] oraz w infekcjach dolnych drog
oddechowych [24,176]. Podwyzszone poziomy AVP obserwowane sg takze w ostrej
niewydolnosci oddechowej [177], nadcisnieniu ptucnym [178] oraz zatorowosci plucnej
[179]. W ostatnich latach wykazano takze, ze podwyzszony poziom kopeptyny stwierdzany
jest w przebiegu zakazenia wirusem SARS-CoV-2 u pacjentow z objawowym przebiegiem
COVID-19 [180,181].

Powyzsze obserwacje kliniczne wskazuja, ze zwickszone wydzielanie AVP moze
wystepowaé¢ w chorobach zwigzanych ze zmieniong regulacjg zaréwno uktadu sercowo-
naczyniowego, jak 1 uktadu oddechowego, co rodzi to pytanie, czy AVP jest jedynie
biomarkerem zaburzen homeostazy organizmu, czy tez dziatajac jako hormon wplywa

na dostosowanie regulacji tych uktadow do aktualnych zaburzen [22].

1.4.  Odruch z chemoreceptorow tetniczych

1.4.1. Chemoreceptory tetnicze

Najwigksze skupiska chemowrazliwych komorek w ukladzie krazenia znajduja si¢
w klebkach szyjnych oraz klebkach aortalnych, ktore sa wyspecjalizowanymi narzadami

okreslanymi jako chemoreceptory tetnicze [182]. Kigbki szyjne sg parzystymi niewielkimi
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strukturami zlokalizowanymi obustronnie w rozwidleniu tetnicy szyjnej. Cechuje je
najwyzszy przeptyw krwi w organizmie w przeliczeniu na mas¢ tkanki wynoszacy od
1 do 2 L/min/100g [183—185]. Sucha masa kiebka szyjnego wynosi okoto 60 pg u szczura
1okoto 13 mg u cztowieka [186]. Dluga 0§ kiebka szyjnego ma z kolei wymiary okoto
750 um u szczura 1 od 2 do 3 mm u czlowieka [186—188]. Kigbek szyjny u ludzi 1 szczuréw
unaczyniony jest zwykle przez krétka bocznice odchodzaca od tetnicy szyjnej zewnetrznej
okreslang jako "tetniczka ktebkowa” (glomic artery), jednak u ré6znych gatunkow stwierdzano
duzag zmienno$¢ pochodzenia tego naczynia [151,189]. Klebki aortalne sg wyraznie
mniejszymi od szyjnych strukturami znajdujacymi si¢ na $cianie t¢tnicy w obrebie tuku aorty
[190-192]. Mniej licznie chemoreceptory obwodowe znajdujg si¢ takze w sercu, ptucach
1 nerkach [193-195]. Odruch z chemoreceptoréw tetniczych zalezy przede wszystkim od
chemoreceptorow zlokalizowanych w kiebkach szyjnych, gdyz ich obustronne usunigcie lub

odnerwienie znosi odpowiedz oddechowg na hipoksje [196,197].

1.4.1.1. Budowa histologiczna i neuroprzekazniki

Kiebki szyjne zawierajg wlasciwe komorki chemoreceptorowe (typu I) oraz komorki
podporowe (typu II), ktére sg przestrzennie utozone w odrgbne klastry lub ,,gronka”
(glomera) oddzielone od siebie cienkimi przegrodami tacznotkankowymi, z bogata siecia
naczyn kapilarnych, zakonczeniami aferentych widkien nerwowych oraz nielicznych widkien
eferentnych [189,198]. Wigksze, majace kulisty ksztalt komorki typu I maja pochodzenie
nerwowe, natomiast komorki typu Il sg pochodzenia glejowego. Komorki typu I w oparciu
o wielko$¢ ziarnistosci w obrazie mikroskopii elektronowej mozna podzielic na typ A
1 typ B [199]. Obserwowane jest tez zroznicowanie komoérek chemoreceptorowych typu I pod
wzgledem ekspresji enzymoéw, receptorow oraz kanatow jonowych, w tym m.in.
hydroksylazy tyrozynowej (TH, #yrosine hydroxylase), beta hydroksylazy dopaminowe]
(DBH, dopamine beta hydroxylase), kanatow jonowych wrazliwych na kwasy typu 3 (ASIC3,
acid-sensing ion channel 3), receptorow dopaminowych typu 2 i purynergicznych typu
P2X2/3 [41,186].

Chemoreceptorowe komorki taczg si¢ z aferentnymi widknami nerwu zatokowego,
ktory jest odgatezieniem nerwu jezykowo-gardtowego (IX) [40,41]. Do kiebka dociera tez
unerwienie eferentne wspolczulne ze zwoju szyjnego gornego (galaz zwojowo-kigbkowa,
gangliomelular) [40,41]. W kigbkach szyjnych znajduje si¢ takze rozbudowana sie¢
mikrokrazenia sktadajaca si¢ z tetniczek, fenestrowanych naczyn wiltosowatych, zylek oraz

anastomoz pomiedzy tetniczkami a zytkami. Umozliwia ona wysoki przeptyw krwi oraz
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kontakt komorek chemowrazliwych z osoczem krwi 1 wykrywanie preznosci tlenu [151].
Naczynia kiebuszka szyjnego, w szczegoélnosci tetniczki, sa unerwione przez czes¢
wspotczulng autonomicznego uktadu nerwowego, co wskazuje na mozliwos¢ lokalnej
regulacji przeptywu kigbkowego i czutosci odruchu z chemoreceptoréw tetniczych w tym
mechanizmie [151,200].

Kluczowymi pobudzajacymi neuroprzekaznikami komorek chemoreceptorowych
kigbka szyjnego zaangazowanymi w przekazywanie aferentnej informacji do pnia mézgu sa:
acetylocholina, ATP oraz gazotransmitery, takie jak tlenek azotu (NO), tlenek wegla (CO)
1 siarkowodow (H2S), natomiast kluczowym przekaznikiem hamujagcym uwalnianym
w klebku szyjnym jest dopamina [41]. Stwierdzany jest wplyw szeregu hormondéw
1 mediatorow na regulacje czutosci kiebkdéw szyjnych, m.in. angiotensyny II, leptyny,
glukagonopodobnego peptytu typu 1 (GLP-1) [201]. Postulowany jest tez wptyw AVP na
aktywnos$¢ kiebka szyjnego [22].

1.4.1.2. Bodzce

Odruch z chemoreceptoréw tetniczych zalezy od pobudzenia wiasciwych komorek
chemoreceptorowych (typu I) [186,202]. Sa one przede wszystkim wrazliwe na spadek
preznosci tlenu (O2), a takze na wzrost preznosci dwutlenku wegla (CO»), wzrost kwasowosci
(obnizenie pH) krwi, 1 zmniejszenie przeptywu krwi przez kigbek szyjny [41,203-206]. Wraz
ze zmniejszaniem si¢ preznosci O we krwi tetniczej stopniowo rosnie liczba pobudzen
w chemowrazliwych widknach nerwu zatokowego. Odpowiedz ta ulega wyktadniczemu
nasileniu, gdy preznos¢ Oz spada ponizej 50-60 mm Hg [207,208]. Przy wartosci tej dochodzi
do gwaltownego zmniejszenia wysycenia hemoglobiny tlenem i1 niedotlenienia najbardziej
wrazliwych na hipoksje narzadéow - mozgowia 1 serca. Wykazano takze, Zze poszczeg6lne
komorki chemoreceptorowe cechujg si¢ zrdéznicowang wrazliwoscig wzgledem réznych
bodzcow. Lu i wspdlpracownicy opisali w izolowanych kigbkach szyjnych obecnos¢ komorek
typul wrazliwych jedynie na zmian¢ preznosci O», wylacznie na obnizenie pH oraz
wrazliwych na niedotlenienie 1 kwasowos$¢, odpowiednio dla 19%, 13% oraz 68% populacji
badanych komoérek chemowrazliwych 1 ich klastrow [209], co wskazuje na mozliwos¢
generowania roznych wzorcow odpowiedzi na pobudzenie odruchu z chemoreceptorow
tetniczych w zaleznos$ci od dziatajacych bodzcéw 1 ich natezenia [40,210]. Silne dziatanie
pobudzajaca odruch z chemoreceptorow tetniczych wywieraja cyjanki, ktore hamuja
oddychanie komorkowe poprzez blokowanie mitochondrialnej oksydazy cytochromowe;j

(kompleks IV) [40,41,208].
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1.4.2. Organizacja odruchu z chemoreceptorow tetniczych:

Informacja odebrana przez chemoreceptory tetnicze przekazywana jest do osrodkow
kragzeniowych oraz neurondéw oddechowych w pniu moézgu, skad wychodzi pobudzenie
do uktadu wspotczulnego 1 nerwu blednego zaopatrujacych uktad sercowo-naczyniowy oraz
do nerwu przeponowego [40,211].

Pobudzenie z kigbka szyjnego biegnie witdoknami aferentnymi nerwu zatokowego
(zwanego takze nerwem Heringa) do zwoju skalistego, w ktorym znajdujg si¢ ciata neuronow.
Nastepnie nerwem jezykowo-gardlowym (nerw czaszkowy IX) informacja dociera
do znajdujacego si¢ w grzbietowe] czesci rdzenia przedluzonego jadra pasma samotnego
(NTS, nucleus tractus solitarius). NTS jest gtownym osrodkiem, ktory integruje bodzce
pochodzace z receptorow uktadu sercowo-naczyniowego, a jego neurony posredniczg takze
w odruchu z chemoreceptoréow tetniczych [212-214]. Niezaleznie od kluczowych projekcji
z klebkow szyjnych do obszaru NTS, nieliczne badania wskazujg na obecnos¢ bezposrednich
potaczen nerwowych omijajacych NTS pomiedzy kiebkami szyjnymi a ruchowym jadrem
grzbietowym nerwu btednego (DMN, dorsal motor nucleus), jadrem dwuznacznym oraz AP
[215-217].

Bezposrednie projekcje z NTS pobudzaja neurony przedmotoryczne uktadu
wspotczulnego znajdujace si¢ w RVLM  [218,219]. W efekcie dochodzi do wzrostu
aktywnos$ci wspotczulnej do uktadu sercowo-naczyniowego [220-222]. Informacja z NTS
przekazywana jest takze do jadra dwuznacznego (nucleus ambiguus), ktore jest glownym
jadrem ruchowym nerwu blednego zwigzanym z unerwieniem przywspotczulnym serca.
Projekcje te odpowiadajg =za aktywacje komponenty przywspotczulnej odpowiedzi
w pierwotnym odruchu z chemoreceptorow tetniczych 1 pojawieniu si¢ bradykardii [223—
225]. Neurony jadra dwuznacznego hamowane s3 w trakcie wdechu przez neurony
oddechowe brzusznej kolumny oddechowej (VRC, ventral lateral column), coumozliwia
pojawienie si¢ tachykardii wtornie do hiperwentylacji [211,226].

Poprzez potaczenia NTS z jadrem czworobocznym (RTN, retrotrapezoid nucleus),
chemoreceptory klebka szyjnego wspotpracuja takze z osrodkowymi chemoreceptorami
wrazliwymi na wzrost stezenia CO; 1 zmiany pH [211,227-229]. Obecne s3 takze
wielosynaptyczne projekcje z NTS do PVN w podwzgorzu, ktore sa kluczowe dla
wydzielania AVP w odpowiedzi na hipoksje bedaca najsilniejszym bodzcem wywotujagcym

odruch z chemoreceptorow obwodowych [230-232].
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Pobudzenie z kigbka szyjnego jest takze przekazywane do neuronow oddechowych
znajdujacych sie¢ w kompleksie pre-Botzingera w VRC [233-235]. Skutkuje to przede
wszystkim pobudzeniem nerwu przeponowego unerwiajacego przepong, a takze nasileniem

aktywno$ci migsni wydechowych [236-239].

1.4.3. Odruch z chemoreceptorow tetniczych

1.4.3.1. Skladowa krazeniowo-oddechowa

Wywotanie odruchu zchemoreceptorow tetniczych prowadzi przede wszystkim
do pobudzenia osrodka oddechowego, pobudzenia wspolczulnego oraz zmian aktywnos$ci
nerwu btednego skutkujacymi odpowiedzia oddechowa i krazeniowa [115,240]. Odruch
z chemoreceptoréw tetniczych moze mie¢ charakter pierwotny lub wtdrny ze wzorcem
odpowiedzi kragzeniowej zaleznym od mozliwosci utrzymania wentylacji ptuc [241,242].

Odruch pierwotny obecny jest, gdy pomimo pobudzenia os$rodka oddechowego
nie zachodza ruchy oddechowe i ptuca nie sg wentylowane, co ma miejsce na przyklad
przy niedroznosci drog oddechowych [243,244]. Dochodzi wowczas do silnej aktywacji
uktadu wspoétczulnego do uktadu naczyniowego ido serca, co skutkuje wzrostem oporu
obwodowego, zmniejszeniem podatnosci uktadu zylnego oraz wzrostem kurczliwosci serca
[245]. W przypadku odruchu wywotanego przez hipoksj¢ odpowiedzi te przeciwdziatajg
spadkowi ci$nienia wywotanego przez rozszerzenie tozyska naczyniowego spowodowanego
niska preznoscig tlenu [203]. Pobudzenie komorek chemoreceptorowych klebkow szyjnych,
ktéremu towarzyszy brak pobudzenia aferentnego z mechanoreceptorow ptucnych, prowadzi
do aktywacji jader ruchowych nerwu biednego, ktore przy braku ruchow oddechowych klatki
piersiowej 1 przepony nie sg hamowane przez neurony obszaru VRC. Dochodzi wowczas do
silnego pobudzenia gat¢zi dosercowych nerwu blednego i1 rozwoju bradykardii [223,246].
Jezeli mozliwe jest zwickszenie wentylacji, neurony VRC hamujg przywspotczulne neurony
ruchowe nerwu blednego w rdzeniu przedtuzonym. Dochodzi wtedy do odruchu wtérnego
z chemoreceptorow tetniczych [224,245]. W jego trakcie takze wystepuje pobudzenie
wspotczulne, jednak towarzyszy mu zahamowanie nerwu btednego i tachykardia [224,246].

Najwazniejsze bodzce 1 skladowe odpowiedzi krazeniowo-oddechowej odruchu

z chemoreceptorow tetniczych kigbka szyjnego podsumowano na Rycinie 2.
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Rycina 2. Najwazniejsze bodzce oraz skladowe odpowiedzi krazeniowo-oddechowej
odruchu z chemoreceptorow tetniczych wraz z postulowanym wplywem wazopresyny na
odruch.

Spadek preznosci Oz, wzrost preznosci COa, wzrost kwasowosci krwi oraz farmakologiczne wywolanie odruchu
(KCN) z chemoreceptorow kigbkow szyjnych, poprzez struktury znajdujgce si¢ w osrodkowym ukiadzie
nerwowym skutkuje wzrostem wentylacji, pobudzeniem ukiadu wspolczulnego i hamowaniem nerwu blednego,
ktore przekiada sie na zwigkszenie czestotliwosci skurczu serca (odruch wtorny). W sytuacji braku zwigkszenia
wentylacji obserwowane jest pobudzenie nerwu blednego, ktore skutkuje spadkiem czestotliwosci skurczu serca
(odruch pierwotny). AVP oddziatuje na regulacje krgzeniowo-oddechowg w osrodkowym uktadzie nerwowym,
powoduje skurcz naczyn oporowych, postulowane jest takze jej dziatanie regulacyjne na kigbek szyjny i odruch
z chemoreceptorow tetniczych.

KCN- cyjanek potasu, AVP- wazopresyna. W przygotowaniu ryciny uzyto grafiki Servier Medical Art (licencja
CCBY 4.0).

1.4.3.2. Inne skladowe odpowiedzi

Szereg obserwacji wskazuje, ze oprocz odpowiedzi krazeniowo-oddechowe;]
wywotanej w ramach odruchu z chemoreceptoréw tetniczych, pobudzenie odruchu zwigzane
jest ze zmianami czynnosci licznych uktadéw organizmu [40]. Pobudzenie odruchu
z chemoreceptorow uczestniczy w zwiekszeniu kurczliwo$¢ kardiomiocytow [247] oraz
powoduje poszerzenie tetnic 1 zwigkszenie przeptywu wiencowego [248,249]. Dodatkowo
pobudzenie odruchu zmniejsza podatnos¢ uktadu zylnego, prowadzi do skurczu torebki
sledziony 1 zwigksza hematokryt krwi [249-251]. Lacznie ze wzrostem wentylacji ptuc
1 wzrostem ci$nienia tetniczego, zmiany te przyczyniaja si¢ do poprawy mozliwosci
utrzymania pojemnosci minutowej serca i zawartosci tlenu we krwi [40]. Zmiany wywotane

odruchem z chemoreceptorow obejmuja takze zlozong odpowiedZz endokrynna,
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na ktora sktadaja si¢: zwigkszony przeptyw krwi przez przysadk¢ mozgowa [36], nasilone
uwalnianie AVP [252], wzrost osoczowego stezenia adrenaliny, noradrenaliny [253], ACTH
[250] 1 kortyzolu [254]. Pobudzenie kiebkéw szyjnych wptywa takze na regulacje
metabolizmu, gdyz zmniejsza aktywno$¢ wspolczulng do brunatnej tkanki tluszczowej
1ogranicza termogeneze¢ [255], a takze pobudza wydzielanie glukagonu podczas
wysitku [256]. Modyfikuje takze czynno$§¢ nerki powodujac zmniejszenie filtracji
ktgbuszkowej 1wydalania jondéw potasu [257,258]. Obronny charakter odruchu
z chemoreceptorow tetniczych objawia si¢ tez poprzez skurcz oskrzeli [259,260]
oraz zmniejszenie przeptywu trzewnego 1 perystaltyki jelit [261,262]. W koncu odruch ten
wpltywa takze na reakcje behawioralne, powodujac pobudzenie i czuwanie [263,264],
przyczyniajac si¢ do odczuwania duszno$ci [265,266] oraz aktywujac reakcje walki

1 ucieczki [203,257,267].

1.5. Odruch z chemoreceptoréw tetniczych w stanach chorobowych

Wykazano istotny udziat zwigkszonej wrazliwos$ci 1 tonicznego pobudzenia odruchu
z chemoreceptorow tetniczych w patomechanizmie nadmiernej aktywnosci wspotczulnej
w przebiegu nadci$nienia te¢tniczego, niewydolnosci migsnia sercowego, obturacyjnego
bezdechu sennego, niewydolnosci nerek oraz w cukrzycy [183,268-273]. Usuniecie ktebkow
szyjnych lub ich odnerwienie w modelach zwierzecych nadci$nienia tetniczego,
niewydolnosci serca i1 cukrzycy wigzato si¢ ze zmniejszeniem aktywnos$ci wspoiczulnej,
obnizeniem ci$nienia t¢tniczego, zmniejszeniem reakcji presyjnej na wysitek fizyczny oraz
zmniejszeniem insulinoopornosci [274-277]. W przesztosci wykonywano jedno 1 obustronng
chirurgiczng resekcj¢ kiebka szyjnego celem tagodzenia dusznosci w przebiegu astmy
oskrzelowej oraz przewleklej obturacyjnej choroby ptuc [266,278]. Leczenie to zostato
zarzucone ze wzgledu na efekty uboczne w postaci zaburzen oddychania i1réwnowagi
kwasowo-zasadowej, a takze z powodu pojawienia si¢ 1 dynamicznego rozwoju wziewnych
lekow rozszerzajacych oskrzela [279,280]. Z powodu wykazania ich istotnej roli w
generowaniu nadmiernej aktywnos$ci wspoiczulnej, kiebki szyjne staty si¢ potencjalnym
celem terapeutycznym w leczeniu chorob uktadu sercowo-naczyniowego, co zostalo
przedstawione w dalszej czesSci pt. Udzial chemoreceptorow tetniczych w patofizjologii

nadcisnienia tetniczego 1.6.4 .
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1.6. NadciSnienie tetnicze

1.6.1. NadciSnienie tetnicze — epidemiologia

Nadcis$nienie tg¢tnicze jest jedng z wiodacych przyczyn chorobowosci 1 umieralnosci.
Zwigksza ono istotnie ryzyko rozwoju chorob sercowo-naczyniowych, w szczegdlnosci
choroby niedokrwiennej serca, niewydolno$ci serca, udaru, chordb tetnic obwodowych
oraz niewydolnosci nerek [281-284]. Wykazano, ze podwyzszenie wartosci skurczowego
ci$nienia tegtniczego o 10 mmHg zwigzane jest z 45% wigkszym ryzykiem choroby
niedokrwiennej serca 1 65% wigkszym ryzykiem udaru [285]. Z kolei obnizenie wartosci
ci$nienia tetniczego wigze si¢ z redukcja ryzyka powiklan sercowo-naczyniowych
1 przedwczesnego zgonu [286].

7Z danych WHO wynika, ze NT wystepuje u 1,28 miliarda os6b w przedziale
wiekowym 30-79 lat, a nieprawidlowo wysokie warto$ci cis$nienia t¢tniczego stwierdza si¢
u 34% dorostych mezczyzn i u 32% dorostych kobiet [285]. Polskie dane wskazujg nawet na
wyzszy odsetek o0soOb dorostych z NT, gdyz podaja standaryzowany wspdiczynnik
chorobowosci w badaniach krajowej populacji wynoszacy 42,7% dla mezczyzn 1 35,3%
dla kobiet [287,288].

Pomimo, ze niefarmakologiczne metody leczenia NT nacelowane na redukcje masy
ciatla 1 zmiang ,,stylu zycia” zwigzane sg z redukcjg ci$nienia tetniczego i ryzyka sercowo-
naczyniowego oraz pomimo, ze w farmakoterapii NT dost¢gpnych jest pie¢ grup lekoéw o
udowodnionej skutecznos$ci, osoby z NT opornym wcigz stanowig istotne wyzwanie kliniczne
[289-291]. Wedhug aktualnych wytycznych Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego
(ESC, European Society for Cardiology) oraz najnowszych wytycznych Europejskiego
Towarzystwa Nadci$nienia Tetniczego (ESH, European Society of Hypertension) 10 do 20%
pacjentow z NT spehia kryteria nadci$nienia opornego, do ktérych nalezy brak normalizacji
ci$nienia tetniczego pomimo leczenie przynajmniej trzema lekami hipertensyjnymi, w tym
diuretykiem, oraz pomimo wdrozenia interwencji niefarmakologicznych [281,284].
Wsrod postulowanych przyczyn NT opornego wymienia si¢ czynniki endokrynne,

w tym AVP, oraz nadmierng aktywnos$¢ uktadu wspotczulnego [281,292,293].

1.6.2. NadcisSnienie tetnicze — etiopatogeneza

Nadci$nienie tetnicze w okoto 85-95% przypadkéw ma zlozong oraz niejednorodng

etiopatogenez¢ 1 okreslane jest jako NT pierwotne, natomiast w pozostalych 5-15%
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ma ono charakter wtorny do jednoznacznie zdefiniowanego procesu patologicznego [281].
Do najczestszych przyczyn wtérnego nadcisnienia tetniczego nalezg choroby migzszu nerki
1naczyn nerkowych, hiperaldosteronizm oraz obturacyjny bezdech senny [281,294-296].
W przeciwienstwie do NT wtérnego, etiopatogeneza pierwotnego NT jest wieloczynnikowa
1nie w petni wyjasniona [281,297,298]. Badania eksperymentalne 1 kliniczne na przestrzeni
lat wykazuja, ze rozwoj pierwotnego NT zalezy miedzy innymi od zlozonych interakcji
pomiedzy predyspozycjami genetycznymi a czynnikami srodowiskowymi, zmian w uktadzie
renina-angiotensyna-aldosteron,  ukladzie  endotelin, w  wydzielaniu  peptydow
natriuretycznych, w aktywnos$ci uktadu wazopresynergicznego, w osrodkowej i obwodowe;]
regulacji nerwowej ukladu sercowo-naczyniowego, atakze od procesu starzenia 1
przewlektego stanu zapalnego [281,297-301].

Klasyczne modele regulacji ci$nienia tetniczego 1 rozwoju nadci$nienia tetniczego
zostaly przedstawione przez Arthura Guyton’a 1 Bjorna Folkow’a w drugiej potowie XX
wieku. Model Guytona zaktada, ze podstawowym czynnikiem prowadzacym do rozwoju NT
sg zaburzenia nerkowej regulacji ci$nienia tetniczego prowadzace do przesunigcia natriurezy
1 diurezy cisnieniowej w kierunku wyzszych warto$ci ci$nienia tgtniczego [302].

Zgodnie z ta koncepcja w przebiegu rozwoju nadci$nienia tgtniczego stan rOwnowagi
miedzy zwigkszaniem wydalania jonow sodowych w wyniku natriurezy presyjnej a wrodzong
tendencja nerek do zatrzymywania sodu i wody w warunkach aktywacji nerkowych
mechanizmow presyjnych osiggany jest poprzez wzrost ci$nienia tetniczego [302,303].
W kolejnych pracach podkreslano niedoskonatos$¢ tego modelu, poniewaz nie uwzglednial on
wptywu uktadu wspotczulnego i regulacji oporu naczyniowego na utrzymanie ci$nienia
tetniczego [304], a takze przeszacowywat role cisnienia perfuzyjnego w nerkach w regulacji
natriurezy 1wolemii [305]. Ponadto w badaniach jako czynniki dzialajace na nerki
1 sprzyjajace rozwini¢ciu nadci$nienia tetniczego wykazano aktywacje uktadu renina-
angiotensyna-aldosteron, zmiany w budowie lub funkcji transporterow jondéw sodowych i
potasowych w kanalikach nerkowych, przewlekly proces zapalny toczacy si¢ w migzszu
nerki, a takze uposledzenie perfuzji migzszu nerki wynikajace z nieprawidlowej budowy 1
funkcji naczyn mikrokrazenia [306].

Z kolei model Folkowa zaktada, ze rozw6j NT wynika z nieprawidtowosci budowy
1 czynnos$ci naczyn makro- 1 mikrokragzenia objawiajacych si¢ wrodzong sktonno$cig naczyn
oporowych do strukturalnej przebudowy charakteryzujacej si¢ zwigkszeniem grubosci $ciany
naczynia 1 ograniczeniem jego zdolnosci do rozkurczu, co w efekcie prowadzi do wzrostu

oporu obwodowego skutkujagcego wzrostem cisnienia tetniczego [307]. Do przyczyn
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przebudowy 1 pogrubienia $ciany naczyniowej oraz obnizonej reaktywnosci naczyn nalezy
uposledzenie zaleznego od $rodbtonka mechanizmu rozkurczu naczyn, wynikajacy ze spadku
wytwarzania tlenku azotu (NO, nitric oxide), przewlekly procesu zapalny, jak réwniez
zaburzenia autoregulacji napigcia $ciany oraz nasilong odpowiedz naczynioskurczowa
na takie czynniki, jak AVP, katecholaminy, czy endoteliny [306]. Model ten uwzgledniat
rowniez udzial aktywacji uktadu wspotczulnego w regulacji oporu naczyniowego i rozwoju
NT [307].

W etiologii NT stwierdza si¢ istotng role zaburzen rownowagi autonomicznego uktadu
nerwowego [212,270,308,309], w ramach ktérych dochodzi do przesunigcia rownowagi w
kierunku uktadu wspoéiczulnego, 1 ktore stwierdzane jest zar6wno we wcezesnym stadium jak 1
dhugotrwatym NT [212,299]. Towarzyszy temu takze zaburzenie odruchoéw sercowo-
naczyniowych objawiajace si¢ zmniejszeniem czutos$ci odruchu z baroreceptorow tetniczych
[310] oraz zwigkszong czutoscig 1 toniczng aktywno$cig odruchu z chemoreceptorow

tetniczych [200,277,311,312] .

1.6.3. Udzial ukladu wazopresynergicznego w patofizjologii nadciSnienia tetniczego

Zaréwno badania z udzialem ludzi, jak 1 w modelach doswiadczalnych wskazuja,
ze nadmierna aktywno$¢ ukladu wazopresynergicznego 1 zwiekszone wydzielanie
wazopresyny zwigzane sg z rozwojem NT. Wykazano, ze u szczurow z pierwotnym NT
(SHR, Spontaneously Hypertensive Rat) osoczowe stezenie AVP jest skorelowane ze
wzrostem ci$nienia tetniczego [313]. Jednoczesnie szczury te maja silniejszag odpowiedz
presyjng na obwodowo podang AVP w porownaniu do szczuréw normotensyjnych [313,314],
a odpowiedz ta zalezna jest od receptora V1a [315]. Na istotny udziat receptorow V1 dla AVP
w rozwoju NT wskazujg doswiadczenia, w ramach ktérych szczurom SHR w okresie
przednadci$nieniowym wiaczono leczenie selektywnym antagonista receptorow VI,
co skutkowato zahamowaniem rozwoju NT [316]. Jednak nieliczne prace nie potwierdzaja
nasilonego efektu presyjnego AVP u szczurdéw hipertensyjnych SHR [317], co moze zaleze¢
od uktadu eksperymentalnego oraz pochodzenia zwierzat z r6znych hodowli.

W  badaniach z udzialem ludzi stwierdzono zwigkszone wydzielanie
wazopresyny i jej biomarkera kopeptyny u nastolatkow z pierwotnym NT [318], otylych
dzieci z NT [319] a takze u pacjentdow z NT nocnym [320]. Podwyzszone wydzielanie AVP
opisano rowniez wsrod pacjentdow z opornym NT, u ktorych osoczowe st¢zenia kopeptyny

byly istotnie wyzsze niz u pacjentow z prawidlowo kontrolowanym ci§nieniem t¢tniczym
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[293]. Podwyzszone wartosci AVP 1 kopeptyny byly stwierdzane takze w nadci$nieniu
cigzowym 1 stanie przedrzucawkowym [321-323].

W NT obserwowane s3 takze zmiany w ukladzie wazopresynergicznym w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Wyniki badah wskazuja, ze osrodkowo dziatajaca AVP nie
peini istotnej roli w utrzymaniu spoczynkowej warto$ci ci$nienia tgtniczego krwi
w warunkach normotensji. Farmakologiczne blokowanie osrodkowych receptorow Vla
u zwierzat normotensyjnych nie powodowato istotnych zmian cis$nienia tetniczego [324,325].
Przeciwny efekt obserwowany jest u szczurow nadcisnieniowych SHR, u ktérych blokowanie
osrodkowych receptorow Vla doprowadzilo do obnizenia cis$nienia tetniczego [62,326,327].
Takze u szczurow z NT uwarunkowanym zwigkszong ekspresjg reniny (szczury szczepu
TGR) zablokowanie modzgowych receptorow Vla obnizato istotnie ci$nienie t¢tnicze
[324,328]. Jednoczesnie szczury hipertensyjne SHR wykazuja wigksza odpowiedz presyjng
na domoézgowe podanie AVP [329]. Ponadto szereg badan wskazuje, ze aktywacja uktadu
wazopresynergicznego 1pobudzenie receptorow Vla pniu modzgu ma znaczacg role

w rozwoju NT indukowanym hipoksja [9,60,183,212].

1.6.4. Udzial chemoreceptoréw tetniczych w patofizjologii nadcisnienia tetniczego

Odruch z chemoreceptorow tetniczych wykazuje fizjologiczng toniczng aktywnos$¢
w warunkach normoksji u ludzi [330]. Deaktywacja odruchu u zdrowych osobnikow poprzez
oddychanie 100% tlenem powoduje zmniejszenie aktywnosci wspoOlczulne; mierzonej
metodami mikroneurografii [331], jednak badania zaréwno u ludzi, jak i u normotensyjnych
szczuréw wskazuja, ze udziat odruchu dla utrzymywania spoczynkowych warto$ci cisnienia
tetniczego 1 wentylacji ptuc w warunkach normotensji jest stabo wyrazony [277,332-334].
Zwigkszong wrazliwos¢ oraz toniczng aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych
stwierdza si¢ w stanach patologicznych, w szczegolnosci w NT 1 niewydolnosci serca.

Nadmierna aktywnos$¢ chemoreceptorow tetniczych jest istotnym patomechanizmem
zwigzanym z rozwojem NT z ttem neurogennym, a modulowanie aktywnos$ci kiebkow
szyjnych 1 odruchu z chemoreceptoréw stanowi potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu NT.
W badaniach morfologicznych i histologicznych stwierdzono, ze ktebki szyjne szczurow SHR
z NT sg takze istotnie wigksze niz u normotensyjnych szczurow WKY (Wistar-Kyoto)
[335,336]. Towarzyszy temu remodeling sieci naczyniowej ze zmniejszeniem sktadnika
naczyniowego oraz pogrubieniem te¢tniczki kigbkowej u szczurow SHR [337]. W oparciu o

badanie histologiczne powigkszenie klgbkoéw szyjnych opisano réwniez u pacjentow z NT
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[338]. Potwierdzily to takze analizy badan obrazowych z wykorzystaniem naczyniowej
tomografii komputerowej, ktore pokazaty, ze ktebki szyjne sg istotnie wigksze u pacjentow z
NT w poréwnaniu do osdb normotensyjnych [339,340].

Praca doswiadczalna przeprowadzona na szczurach hipertensyjnych SHR,
ktora jako pierwsza zwrocita uwage na zwigzek odruchu z chemoreceptoréw tetniczych z NT,
zostala opublikowana przez profesora Jacka Przybylskiego pracujacego wowczas w Zaktadzie
Fizjologii Akademii Medycznej Akademii Medyczne; w Warszawie [341]. W kolejnych
badaniach w tym modelu zwierzegcym wykazano zwigkszong wrazliwos¢ 1 toniczng
aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych w NT [276,277,311,312,342].
Zwiekszong czuto$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych stwierdzono u mtodych szczurow
SHR jeszcze przed rozwinigciem nadci$nienia [342], co wskazuje na przyczynowy zwigzek
pomiedzy zwigkszona aktywnos$cig odruchu a rozwojem NT. Potwierdzaja to badania,
w ktorych odnerwienie kigbkow szyjnych u mtodych szczurow SHR w okresie
przednadci$nieniowym zapobiegalo rozwinigciu NT, a odnerwienie kilgbkow szyjnych
u dorostych szczuréw hipertensyjnych SHR powodowato spadek ci$nienia tetniczego Srednio
o 17 mmHg ocenianego w rejestracjach telemetrycznych [343].

We wczesnych latach 80-tych XX wieku, profesor Andrzej Trzebski ze
wspotpracownikami z Zaktadu Fizjologii Akademii Medycznej w Warszawie wykazali, ze
zwiekszona wrazliwo$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych na hipoksje przy utrzymane;j
stalej wartosci preznosci dwutlenku wegla we krwi 1 wyrazajaca si¢ zwigkszong sktadowa
kragzeniowa 1 oddechowa, obecna jest umtodych mezczyzn zpierwotnym NT [273]. W
kolejnych badaniach, u pacjentdéw przejsciowa hiperoksja w celu odwracalnej ostrej
inaktywacji chemoreceptorow tetniczych skutkowata obnizeniem aktywno$ci wspotczulnej
1 spadkiem ci$nienia tegtniczego krwi uoséb zNT [273,334,344-346]. Wykazanie
w badaniach do$§wiadczalnych 1 klinicznych istotnej roli kigbkoéw szyjnych w patogenezie NT
doprowadzito do prob klinicznych z obustronnym 1 z jednostronnym usuni¢ciem kigbkow
szyjnych w celu zmniejszenia nadmiernej aktywno$ci wspotczulnej odpowiednio w
niewydolnosci serca oraz w NT [347-350]. W pierwszym badaniu pilotazowym oceniajagcym
wykonalno$¢ 1 bezpieczenstwo jednostronnej resekcji kigbka szyjnego u 0séb z opornym NT,
u8 z 15 pacjentéw uzyskano obnizenie ci$nienia tetniczego Srednio o 26 mmHg, a takze
zmniejszenie aktywno$ci nerwow wspotczulnych zaopatrujacych migsnie szkieletowe [347].
Niedawno przedstawiono réwniez wyniki jednostronnej ablacji ultradzwigkowej klebkow
szyjnych u pacjentow z NT wskazujace na efekt hipotensyjny takiej interwencji [351]. Jednak

w obserwacji 5-letniej obustronna resekcja kitgbkow szyjnych u pacjentéw z niewydolnoscig

43



serca wigzala si¢ z pogorszeniem odpowiedzi na hipoksje 1 prowadzila do nasilonych
epizodow desaturacji hemoglobiny [352], co wskazuje na ograniczenia takiego podejscia
zabiegowego celowanego na zmniejszenie aktywnos$ci odruchu z chemoreceptorow

tetniczych.

1.6.5. Zwiazek regulacji ukladu oddechowego z patofizjologia nadcisnienia tetniczego

Czynno$¢ uktadu oddechowego jest nierozerwalnie zwigzana z czynno$cig uktadu
sercowo-naczyniowego i wptywa na jego regulacje, co umozliwia optymalizacj¢ dostarczania
tlenu do tkanek [353]. Cykliczne zmiany objetosci ptuc zwigzane z ich wentylacja, poprzez
sprzezenia migdzy osrodkami oddechowymi 1 krgzeniowymi rdzenia przedtuzonego 1 mostu,
odpowiadajg za wystepowanie oddechowej niemiarowos$ci zatokowej oraz modulowanie
aktywnos$ci wspoéiczulnej w przebiegu cyklu oddechowego [226,353]. Ponadto podczas
wdechu wzrasta objetos¢ pdznorozkuczowa oraz objetos¢ wyrzutowa prawej komory,
a parametry te ulegaja zmniejszeniu w komorze lewej [354]. Roéwniez odruch
z chemoreceptoréw tetniczych 1 odruch z baroreceptoréw tetniczych wzajemnie hamujg si¢
[245], co w przypadku zwigkszonej aktywnos$ci odruchu z chemoreceptoréw tetniczych w NT
moze przyczynia¢ si¢ do jednoczesnego oslabienia dzialania odruchu z baroreceptoréw
tetniczych. Oddzialywanie uktadu oddechowego na regulacj¢ ci$nienia t¢tniczego przejawia
si¢ obecnosciag w zapisie cigglym ci$nienia tgtniczego fal Traubego — Heringa
charakteryzujacych si¢ oscylacjami cisnienia skurczowego i1 rozkurczowego sprz¢zonymi
z cyklem oddechowym [353,355]. Fale te sg wynikiem zaleznych od oddechu zmianami
napigcia wspolczulnego, aktywnosci nerwu blednego oraz interakcji odruchdéw
z chemoreceptorow 1 baroreceptorow tetniczych [353,355]. ZmiennoSci ci$nienia tetniczego
zalezna od wentylacji ptuc jest nasilona w warunkach NT, zard6wno u szczurow SHR [356]
jak 1 u 0os6b z NT [357]. Wykazano, Ze nasilenie zmiennoS$ci ci$nienia tetniczego zwigzane z
wentylacja ptuc przyczynia si¢ do jego wyzszych wartosci u pacjentéw z NT [353,356,357].

Z kolei zmiana wzorca oddychania polegajaca na zwigkszeniu objetosci oddechowej
1 zwolnieniu czestosci oddychania nasila aktywno$¢ nerwu btednego 1 zwicksza czutos$¢
odruchu z baroreceptorow tetniczych, co moze przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia napigcia
wspotczulnego [353,358]. Wykazano, Zze ¢wiczenia oddechowe polegajace na spowolnieniu
1 poglebieniu oddechu moga by¢ stosowane jako niefarmakologiczna metoda obnizania

ci$nienia tetniczego [358,359]. Powtarzane ¢wiczenia oddechowe na przestrzeni tygodni
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wigzaty si¢ z dlugoterminowym obnizeniem skurczowego 1 rozkurczowego cisnienia
tetniczego [360,361].

Powyzsze obserwacje wskazuja, ze uktad oddechowy ma istotny wpltyw na
mechanizmy regulacyjne ci$nienia t¢tniczego zalezne od aktywnos$ci autonomicznego uktadu
nerwowego. W tym kontek$cie wydaje si¢ zasadnym, aby zarowno w badaniach klinicznych
jak 1 eksperymentalnych dotyczacych mechanizméw NT oceniane byty nie tylko parametry

hemodynamiczne, ale rOwniez parametrow oddechowe.

1.7. Pierwotne nadcis$nienie tetnicze w doSwiadczalnym modelu zwierzecym — szczury

Spontaneously Hypertensive

Szczury SHR maja genetycznie uwarunkowane NT is3 powszechnie stosowanym
zwierzecym modelem tej choroby u ludzi [362]. Hipertensyjne szczury SHR wywodzg si¢ od
normotensyjnych szczurow Wistar, z ktorych takze pochodza normotensyjne szczury Wistar-
Kyoto (WKY) bedace najczesciej stosowang normotensyjng kontrolg dla szczurow SHR
[363]. Szczury SHR majg stan przednadci$nieniowy przez pierwsze 6-8 tygodni Zycia ze
skurczowym ci$nieniem krwi wynoszacym okoto 100 - 120 mm Hg, a NT z warto$ciami
ci$nienia skurczowego dochodzacymi do 170-200 mm Hg rozwija si¢ natomiast po
osiggnieciu wieku 12-14 tygodni [364,365]. Podobnie jak u ludzi, NT rozwija si¢ szybciej
u samcow niz samic SHR [366].

Wykazano, ze hipertensyjne szczury SHR majg zmniejszong czuto$§¢ odruchu z
baroreceptorow tetniczych, a takze tonicznie nasilong aktywnos$¢ i1 zwigkszong czutosé
odruchu z chemoreceptorow tetniczych [343,367-369]. Zarowno zmiany w obrgbie odruchow
sercowo-naczyniowych, jak 1 zwigkszenie oporoOw naczyniowych w tozysku tetniczym

wyprzedzaja rozwdj NT [342,364,365,370].
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2. Zalozenia i cel pracy

2.1. Zalozenia pracy

Wazopresyna jest jednym 2z kluczowych neuropeptydow biorgcych udziat
w utrzymaniu homeostazy w uktadzie sercowo-naczyniowym. Wykazano, ze w warunkach
nadci$nienia tetniczego dochodzi do zmian w uktadzie wazopresynergicznym. Wyniki badan
opisane w literaturze wskazuja ponadto, ze w nadci$nieniu tgtniczym obserwowana jest
zwigkszona aktywnos$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych. Wykazano obecno$c
receptora Vla dla wazopresyny w kigbkach szyjnych u szczurow normotensyjnych Sprague-
Dawley, ajejpodanie w okolice kigbka szyjnego skutkowato zmiang parametrow
krazeniowych 1 oddechowych.

Analiza dost¢gpnych badan wskazuje, ze AVP wywiera efekt presyjny 1 istotnie
wpltywa naregulacje parametréw hemodynamicznych, a zjawiska te sg nasilone
w nadcis$nieniu tetniczym. Jednocze$nie nie jest dobrze poznany wptyw AVP na regulacje
krazeniowo-oddechowg zalezng od kiebkéw szyjnych, jak rowniez wpltyw AVP na regulacje
czynnosci oddechowej w warunkach nadci$nienia tetniczego.

W oparciu o opublikowane dotychczas wyniki badan mozna przypuszczaé, ze AVP
nasila aktywnos$¢ kigbkow szyjnych, co powinno wplywa¢ na zmiany w odpowiedzi
kragzeniowej 1 oddechowej. Ze wzgledu na zwigkszone dzialanie presyjne uktadu
wazopresynergicznego w nadci$nieniu tetniczym z nalezy przypuszczaé, ze wptyw AVP

na regulacje krazeniowo-oddechowg jest silniej wyrazony w warunkach hipertens;ji.

2.2. Cele pracy

Celem pracy byto zbadanie udziatu AVP 1 kiebkoéw szyjnych w regulacji kragzeniowo-
oddechowej u szczurow SHR z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym 1
poréwnanie z odpowiedzig u zwierzat normotensyjnych WKY.

Do szczegotowych celow pracy nalezala odpowiedzenie na nastgpujgce pytania

badawcze:

1. Czy odpowiedzi krazeniowa 1 oddechowa na farmakologiczne wywotanie odruchu
z chemoreceptorow tetniczych sg nasilone u hipertensyjnych szczurow SHR w

poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY?
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2. Czy kiegbki szyjne i toniczna aktywnos¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych
biorg udzial w utrzymaniu spoczynkowych warto$ci parametrow krazeniowych 1

oddechowych u szczurow SHR 1 szczuréw WKY?

3. Czy odpowiedzi kragzeniowa 1 oddechowa na obwodowo podang AVP roznig si¢

pomiedzy hipertensyjnymi szczurami SHR a normotensyjnymi szczurami WKY?.

4. Czy odpowiedzi krazeniowa i oddechowa na AVP podang w okolicg klebkoéw
szyjnych ro6znig si¢ pomig¢dzy hipertensyjnymi szczurami SHR a normotensyjnymi

szczurami WKY?

5. Czy kiebki szyjne biorg udziat w odpowiedziach krazeniowej i oddechowej na

obwodowo podang AVP u szczuréw SHR 1 szczurow WKY?.

6. Czy receptor Vla dla AVP bierze udziat w utrzymaniu spoczynkowych wartosci

parametrow krazeniowych 1 oddechowych u szczuréw SHR 1 szczurow WKY?

7. Czy odpowiedzi kragzeniowa i oddechowa na podanie AVP obwodowe 1 miejscowe
w okolice klebka szyjnego zaleza od receptora Vla u szczuréw SHR 1 szczurow

WKY?

8. Czy receptory Vla dla AVP wystepuja na komorkach chemowrazliwych (typu 1)
ktgbkow szyjnych u szczurow SHR 1 szczurow WKY?

3. Material i metody

Doswiadczenia przeprowadzono w Centrum Badan Przedklinicznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katedrze 1 Zaktadzie Fizjologii Doswiadczalnej 1 Kliniczne;.
Badanie zostato zatwierdzone przez II Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Doswiadczen na
Zwierzetach przy  Szkole Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w  Warszawie
[WAW2/096/2019]. Doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z przepisami krajowymi oraz
Dyrektywa Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych. Badania byly finansowane w ramach 8 edycji
programu Diamentowy Grant (numer DI2018 020648).

Badanie sktadato si¢ z trzech czesci:

I. Pomiary ci$nienia tetniczego na tetnicy ogonowej u zwierzat czuwajacych.
II. Pomiary parametrow krazeniowo-oddechowych u zwierzat znieczulonych, z oceng zmian

ci$nienia tg¢tniczego, czestosci serca, przeplywow tetniczych, wentylacji pluc,
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czestotliwosci  oddechow 1 koncowo-wydechowego stezenie dwutlenku wegla
w odpowiedzi na: farmakologiczne wywotanie odruchu z chemoreceptorow tetniczych,
odnerwienie kigbkow szyjnych, wazopresyn¢ podang ogolnoustrojowo 1 miejscowo
w okolice ktebka szyjnego, blokade receptora Vla.

ITII. Ocena wystgpowania receptora Vla dla wazopresyny w kigbkach szyjnych

z wykorzystaniem immunobarwien i obrazowania w mikroskopii konfokalne;.

3.1. Zwierzeta

W badaniu zostaty uzyte doroste samce szczurow Spontaneously Hypertensive Rat
(SHR, szczury hipertensyjne) oraz jako kontrola szczury Wistar Kyoto (WKY, szczury
normotensyjne) w wieku 12-14 tygodni 1 wazace 310-360g. Zwierzeta pozyskano z hodowli
w Centralnym Laboratorium Zwierzat Doswiadczalnych Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego.

3.2.  Warunki utrzymania zwierzat

Zwierze¢ta przebywaly po 2 osobniki w standardowych klatkach bytowych
zregulowang doba $wietlng (cykl $wiatto-ciemnos¢, 12h/12h), kontrolowang temperatura
(20-24°C) i wilgotnoscia wzgledna (50%). Srodowisko zycia zwierzat urozmaicone byto
tekturowymi domkami, a zwierz¢ta zywiono pasza bytowa dostosowang do wieku zwierzat.
Karma 1 woda dostepne byty ad libitum. Przed rozpoczgciem badan inwazyjnych zwierzeta

przechodzity co najmniej 2-tygodniowy okres aklimatyzacji.

3.3. Opieka okolozabiegowa i znieczulenie

Wszystkie procedury inwazyjne wykonywano w znieczuleniu terminalnym przy
uzyciu uretanu podawanego dootrzewnowo (1,5 g/kg m.c., Sigma-Aldrich, Europa).
Giebokos¢ znieczulenia oceniano poprzez monitorowanie czynno$ci zyciowych: czestosci
pracy serca, czestosci 1 wzorca oddychania, odruchow powiekowego 1 rogdéwkowego, prob
bolowych (szczypanie palcami skory 1 koncoéwki ogona), oraz ocen¢ stopnia zwiotczenia
miegs$ni. Czynnos$ci zabiegowe rozpoczynano dopiero po catkowitym ustgpieniu odruchow

obronnych.
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Doswiadczenia przeprowadzano w pracowni eksperymentalnej wentylowanej
mechanicznie zregulowang temperaturag pomieszczenia (temperatur¢ utrzymywano w

zakresie okoto 21-24°C).

3.4. Czes¢ I badania — pomiary ciSnienia tetniczego na tetnicy ogonowej u zwierzat

czuwajacych

Siedem dni przed rozpoczeciem pomiarow krazeniowo-oddechowych w warunkach
znieczulenia og6lnego, szczury SHR 1 szczury kontrolne WKY poddano pomiarowi ci$nienia
tetniczego w celu potwierdzenia wystgpowania wysokich wartosci ci$nienia tg¢tniczego
uzwierzat hipertensyjnych SHR 1 prawidlowego cisnienia tgtniczego u zwierzat
normotensyjnych WKY. Pomiar ci$nienia wykonywano nieinwazyjng metodg wolumetryczna
z uzyciem mankietéw zaktadanych na ogon szczura 1 podtgczonych do urzadzenia CODA®
High Throughput System (Kent Scientific, Stany Zjednoczone). Przed wykonaniem pomiarow
szczury umieszczano w poskramiaczach z plexi w ksztatcie cylindra o wymiarach 21 x 7 cm
(Kent Scientific, Stany Zjednoczone), ktére byty ktadzione na platformie grzewczej na okres
okoto 10 minut w celu uzyskania temperatury 34-35°C u nasady ogona zapewniajgcej
optymalne rozszerzenie naczyn krwiono$nych w ogonie i prawidlowg rejestracje cisnienia
tetniczego. U podstawy ogona umieszczano mankiet stuzacy do zamknigcia tetnicy ogonowej,
a dystalnie od niego mankiet do pomiaru zmian objetosci ogona zaleznych od przeptywu krwi
[371,372]. U kazdego szczura wykonywano 15 pomiarow, z ktorych pierwsze 5 stanowily
cykle aklimatyzacyjne, a kolejnych 10 bylo poddawane dalszej ocenie pod katem
poprawnosci technicznej wykonanego pomiaru. W ramach przeprowadzonych pomiarow
otrzymywano wartos$ci skurczowego cisnienia tetniczego (SBP, systolic blood pressure),
rozkurczowego cisnienia tetniczego (DBP, diastolic blood pressure) oraz $redniego ci$nienia
tetniczego (MABP, mean arterial blood pressure). Nastepnie wyliczano $rednig wartos¢ SBP,
DBP oraz MABP ze wszystkich technicznie poprawnych cykli pomiarowych zmierzonych

u danego osobnika. Wartos$ci §rednie byly nastepnie analizowane statystycznie.

3.5. Czes¢ 11 badania — pomiary parametrow krazeniowo-oddechowych u zwierzat

znieczulonych

Badania przeprowadzono na szczurach SHR i1 WKY w znieczuleniu ogolnym,
u ktorych rejestrowano w sposob ciggly cisnienie tetnicze, elektrokardiogram (EKG),

przeptyw krwi w tetnicy udowej, przeptywy powietrza w drogach oddechowych, stezenie
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dwutlenku wegla w powietrzu oddechowym. W oparciu o uzyskana rejestracje analizowano
nastepujace parametry: I) hemodynamiczne - Srednie ci$nienie t¢tnicze (MABP), czestosé
serca (HR, heart rate), przeptyw przez t¢tnice udowa (FABF, femoral artery blood flow); 11)
oddechowe - wentylacj¢ minutowg pluc (MV, minute ventilation), czgstotliwo$¢ oddechow
(RR, respiratory rate) oraz koncowo-wydechowe stezenie dwutlenku wegla (ETCO,, end-
tidal CO;). W celu przeprowadzenia pomiardw szczurom wszczepiano cewniki do tetnicy
1 zyly udowej, ktére stuzyty odpowiednio do pomiaréw ci$nienia tetniczego 1 do podan
dozylnych., zaktadano sonde dopplerowska na tetnice udowa celem oceny przeptywu krwi
oraz wkluwano elektrody iglowe w celu rejestracji EKG. Nastgpnie wykonywano
tracheostomi¢ z zatozeniem rurki tchawiczej oraz podigczeniem do niej sondy kapnografu
w celu rejestracji pomiarow oddechowych. U czes$ci zwierzat wykonywano implantacje
cewnika do tetnicy szyjnej zewngtrznej, ktory umozliwial miejscowe podawanie AVP w
okolice¢ klebka szyjnego. U cze¢sci szczurow wykonywano takze obustronne przecigcie nerwu
zatokowego bedacego odgalezieniem nerwu jezykowo-gardlowego w celu odnerwienia
kigbka szyjnego lub pozorowane odnerwienie. Procedury zabiegowe wykonywano
w znieczuleniu ogolnym z wykorzystaniem uretanu, a szczur umieszczany byl na grzbiecie na
stoliku operacyjnym z matg grzewcza. Przez caly okres trwania do§wiadczenia monitorowano
komfort cieplny zwierzgcia poprzez powtarzanie pomiary temperatury —mierzonej

w odbytnicy.

3.5.1. Procedury chirurgiczne

3.5.1.1. Cewniki naczyniowe

Po nacigciu skory w lewej okolicy pachwinowej szczura odstaniano pegczek
naczyniowo-nerwowy, a nastepnie odpreparowywano tetnice udowa i1 zyle udowa od
otaczajacych tkanek. Poliuretanowe cewniki naczyniowe (czg$¢ wewnatrznaczyniowa:
srednica wewnetrzna 0,30 mm, $rednica zewngtrzna 0,64 mm, dlugo$¢ 30-35 mm; numer
katalogowy BB520-25; cze$¢ zewnatrznaczyniowa: Srednica wewnetrzna 0,64 mm, Srednica
zewngetrzna 1,02 mm, dlugo$¢ 60 mm, numer katalogowy BB520-40; Scientific Commodities,
Inc., Lake Havasu City, AZ, Stany Zjednoczone) wypetniano heparynizowanym roztworem
0,9% NacCl (niefrakcjonowana heparyna 500 IU/ml; Polfa Warszawa SA, Polska). Po nacigciu
tetnicy 1 zyty cewniki wprowadzano do naczyn. Koncowke cewnika tetniczego umieszczono
na glebokosci 3 — 3,5 cm w aorcie brzusznej ponizej rozgalezienia tetnic nerkowych,

a koncowke cewnika zylnego w zyle gtownej dolnej tuz powyzej jej rozwidlenia. Cewniki
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dodatkowo mocowano podwigzka naczyniowg by zapobiec ich przemieszczeniu w trakcie
doswiadczenia 1 ewentualnemu krwawieniu. Dystalny odcinek naczyn podwigzywano.
Cewnik tetniczy byt polaczony z uktadem pomiarowym i stuzyt do rejestracji pulsacyjnego
ci$nienia krwi, a cewnik zylny stuzyl do systemowego podawania badanych substancji
1 dodatkowych dawek znieczulenia. Procedura implantacji cewnikéw naczyniowych oparta
byla na technice stosowanej w Katedrze Zakladzie Fizjologii Doswiadczalnej

i Klinicznej [88].

3.5.1.2. Sonda dopplerowska

Po nacigciu skory w prawej pachwinie odstaniano udowy peczek naczyniowo-
nerwowy. Prawg tetnice udowa ostroznie oddzielano od otaczajacych tkanek 1 zyly, a na
tetnicy umieszczano sond¢ dopplerowska. Pomiary przeplywu tegtniczego oceniano metoda
dopplerowska przy uzyciu akustycznej sondy przeptywowej polaczonej z dedykowanym
przeptywomierzem (typ T106, Transonic System Inc., Ithaca, N.Y., Stany Zjednoczone).
Procedura pomiaru przeptywu krwi oparta byla na technice stosowane;] w Warszawskim

Uniwersytecie Medycznym [373].

3.5.1.3. Elektrody EKG

Trzy elektrody iglowe ze stali nierdzewnej umieszczano podskornie w prawej i lewej
okolicy podobojczykowej oraz w prawym dolnym kwadrancie brzucha w celu uzyskania

odprowadzenia dwubiegunowego i zapisu EKG oraz HR.

3.5.1.4. Rurka tchawicza

W celu wprowadzenia rurki tchawiczej do dréog oddechowych przecinano skore
powyzej mostka 1 po odpreparowaniu tkanki podskérnej oraz odsunigcia mig$ni mostkowo-
gnykowych odstaniano tchawice. Wykonywano 2-3 mm poziome nacigcie wigzadta
pierscieniowego na Srodkowym poziomie mi¢dzy mostkiem a krtanig. Rurke polietylenowa
(Srednica wewngtrzna - 2 mm; Srednica zewnetrzna - 2,5 mm; dlugos¢ - 15 mm)
wprowadzano do tchawicy 1 zabezpieczano dodatkowo podwigzka chirurgiczng. Nastepnie
sciSle przytaczano glowice przeptywowa dedykowang matym zwierzetom laboratoryjnym
(RX237B, Biopac Systems, Goleta, CA, Stany Zjednoczone) do rurki tchawiczej przy uzyciu
facznika silikonowego w celu rejestracji przeplywu powietrza 1 czgstosci oddechow.
W kolejnym etapie do rurki podtagczano kapnograf dedykowany do gryzoni (CapnoScan, Kent

Scientific, Torrington, CT, Stany Zjednoczone) w celu rejestracji ETCO». Procedura pomiaru
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wentylacji 1 ETCO» oparta byla na technice stosowanej w Katedrze 1 Zaktadzie Fizjologii

Doswiadczalnej 1 Klinicznej [88,374].

3.5.1.5. Cewniki do podan miejscowych w okolicy klebka szyjnego

Po wszczepieniu rurki tchawiczej u czeSci zwierzat odstaniano pod mikroskopem
operacyjnym rozwidlenie tetnicy szyjnej wspolnej i izolowano tetnice szyjng zewnetrzng w jej
proksymalnej czes$ci. Tetnice szyjng zewnetrzng podwigzywano dystalnie od rozwidlenia
tetnicy szyjnej wspolnej, a cewnik tetniczy (czes¢ wewnatrznaczyniowa: srednica wewnetrzna
0,30 mm, srednica zewngtrzna 0,64 mm, dlugos¢ 6 mm; numer katalogowy BB520-25; czes$¢
zewnatrznaczyniowa: Srednica wewngtrzna 0,64 mm, Srednica zewnetrzna 1,02 mm, dtugosé
60 mm, numer katalogowy BB520-40; Scientific Commodities, Inc., Lake Havasu City, AZ,
Stany Zjednoczone) wypekniano heparynizowanym roztworem 0,9% chlorku sodu
(niefrakcjonowana heparyna 500 IU/ml; Polfa Warszawa SA, Polska), a nastgpnie
implantowano 6 mm powyze] rozwidlenia, jego koncowke umieszczajgc bezposrednio
w okolicy rozwidlenia. Cewnik dodatkowo mocowano podwigzka naczyniowa by zapobiec
jego przemieszczeniu w trakcie doswiadczenia 1 ewentualnemu krwawieniu. Cewnik stuzyt do
podawania AVP miejscowo w okolice kiebka szyjnego. Prezentowany sposob zatozenia
cewnika byl modyfikacjg techniki opisanej i stosowanej w badaniach w Katedrze i Zaktadzie

Fizjologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej [88].
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Rozwidlenie

Rycina 3. Przykladowe zdjecie cewnika naczyniowego wszczepionego do tetnicy szyjnej
zewnetrznej, ktory stuzy do podan miejscowych w okolice klebka szyjnego

ECA (external carotid artery) - tetnica szyjna zewnetrzna, ICA (internal carotid artery) - tetnica szyjna
wewnetrzna, CCA (common carotid artery) - t¢tnica szyjna wspolna.

3.5.1.6. Odnerwienie klebkow szyjnych

Z dostepu przez uprzednio wykonane nacigcie powlok w okolicy szyi w celu
wprowadzenia rurki tchawiczej, u wybranych zwierzat pod mikroskopem operacyjnym
ostroznie wypreparowywano oba rozwidlenia tetnic szyjnych. U czeséci z nich po ostroznym
atraumatycznym oddzieleniu nerwu zatokowego od sasiadujacych tkanek wykonano
obustronnie selektywne przecigte nerwu w celu trwalego zniesienia odruchu
z chemoreceptorow tetniczych. Technika odnerwienia kiebkéw szyjnych (CBX) oparta byta
o wczesniejsze doniesienia w literaturze [262,343,375]. Skuteczne odnerwienie kiebka
potwierdzano przez brak odpowiedzi na dozylne podanie cyjanku potasu (KCN)
(30 nug/100 pl) [343]. U zwierzat poddawanych operacji pozorowanej po odpreparowaniu

okolicy rozwidlenia tetnic szyjnych nie przerywano ciggtosci nerwéw zatokowych.

3.5.1.7. USmiercenie zwierzat

Bezposrednio po zakonczeniu badania parametréw hemodynamicznych, oddechowych

1 podaniu badanych substancji, znieczulone szczury usmiercano poprzez dyslokacj¢ kregow
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szyjnych. Przed usmierceniem zwierzat potwierdzano glteboko$¢ znieczulenia 1 podawano
dodatkowa dawke uretanu dozylnie. Po u$mierceniu zwierzat pobierane byly rozwidlenia

tetnic szyjnych z ktgbkami szyjnymi w celu wykonania barwien immunofluorescencyjnych.

3.5.2. Pomiary hemodynamiczne i oddechowe

Po kalibracji uktadu rejestrujgcego, przetwornik cisnienia byt podtaczany do cewnika
tetniczego, a przetwornik réznicy ci$nien do gtowicy przeptywu powietrza. Sygnaty ci$nienia
krwi, przeptywu powietrza i EKG byly wzmacniane i podawane do przetwornika analogowo-
cyfrowego, digitalizowane 1 rejestrowane w sposob ciggly w stacji PC (system MP100,
Biopac Systems, Goleta, CA, Stany Zjednoczone). Sygnaly z przeptywomierza
dopplerowskiego przeptywu krwi w tetnicy udowej oraz z kapnografu byly podawane do
aparatury pomiarowej (system MP100) 1 rejestrowane w sposob ciggly jednoczesnie
z cisnieniem tetniczym 1 przeptywem powietrza. Wszystkie sygnaty byly probkowane
z czgstotliwoscig 1 kHz. Korzystajac z oprogramowania AcqKnowledgde 3.7 (Biopac
Systems, Goleta, CA, Stany Zjednoczone), uzyskane surowe rejestracje przeksztatcano w celu
uzyskania nastepujacych parametrow: srednie ci$nienie te¢tnicze krwi (MABP) z pulsacyjnego
ci$nienia krwi, czestos¢ serca (HR) z EKG, $redni przeptyw przez tetnice udowa (FABF)
z przeptywu tetniczego, wentylacja minutowa (MV) 1 czestotliwos¢ oddechow (RR) z
przeptywu powietrza oraz koncowo wydechowe stezenie dwutlenku wegla (ETCO2) z
kapnografii. Uklady pomiarowe zwierzat przygotowanych do pomiaréow krazeniowo-
oddechowych podsumowano na Rycinie 4 dla podan dozylnych oraz Rycinie 5 dla podan do

tetnicy szyjnej zewnetrznej.
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Rycina 4. Uklad pomiarowy dla podan dozylnych AVP

Szczur przygotowany do rejestracji parametrow krgzeniowo-oddechowych w systemie Biopac (podigczone:
cewnik tetniczy do przetwornika cisnienia (BP); cewnik zylny do mikrostrzykawki do podan dozylnych; sonda
dopplerowska do przepltywomierza (Transonic/FBF); elektrody do EKG; rurka tchawicza do przetwornika
roznicy cisnien (MV); linia do kapnografu/ETCO?2). Zaznaczono miejsce (nozyce) obustronnego odnerwienia
kiebka szyjnego/zabiegu pozorowanego.

BP - cis$nienie tetnicze, MV - wentylacja minutowa, EKG - elektrokardiogram, FBF - przeptyw przez tetnice
udowa.
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Rycina 5. Uklad pomiarowy do podan AVP w okolice klebka szyjnego

Szczur przygotowany do rejestracji parametrow krgzeniowo-oddechowych w systemie Biopac (podigczone:
cewnik tetniczy do przetwornika cisnienia (BP); cewnik zylny do mikrostrzykawki; cewnik w tetnicy szyjnej
zewnetrznej do mikrostrzykawki (podania AVP w okolice kigbka szyjnego); sonda dopplerowska do
przeptywomierza (Transonic/FBF); elektrody do EKG, rurka tchawicza do przetwornika roznicy cisnien (MV);
linia do kapnografu/ETCO?2)..

BP- cisnienie tetnicze, MV- wentylacja minutowa, EKG- elektrokardiogram, FBF- przeptyw przez tetnice
udowa.

3.5.3. Serie do$wiadczen pomiarow krazeniowo-oddechowych

3.5.3.1. Seria 1 — ocena odruchu z chemoreceptorow tetniczych

U hipertensyjnych szczurow SHR (n=6) 1 normotensyjnych szczurow WKY (n=6)
z pozorowanym odnerwieniem kigbkow szyjnych badano odruch z chemoreceptorow
tetniczych metodg farmakologiczng. Po podiaczeniu zwierzecia do uktadu pomiarowego
1 stabilizacji parametrow krazeniowo-oddechowych przez okres 10 minut rejestrowano
spoczynkowe parametry hemodynamiczne i oddechowe. Nastepnie wykonywano pozorowane

odnerwienie kiebkéw szyjnych 1 u badanych zwierzat wywotywano odruch =z
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chemoreceptorow tetniczych poprzez dozylne podanie bolusu cyjanku potasu (KCN) (30
ug/100 pL) 1 kontynuowano rejestracj¢ badanych parametréw przez kolejne 10 minut.

Schemat podan przedstawia Rycina 6.

pozorowane CBX  KCN (i.v.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min

Rycina 6. Schemat pomiaréw w serii 1

Pozorowane CBX- pozorowane obustronne odnerwienie kigbkow szyjnych; KCN- cyjanek potasu; i.v.
(intravenous) - infuzja dozylna.

3.5.3.2. Seria 2 - ocena odruchu z chemoreceptorow tetniczych po odnerwieniu

klebkow szyjnych

U hipertensyjnych szczurow SHR (n=6) 1 normotensyjnych szczurow WKY (n=6)
badano odruch z chemoreceptoréw tetniczych metoda farmakologiczng po obustronnym
odnerwieniu klebkoéw szyjnych. Po podlaczeniu zwierzecia do ukladu pomiarowego
1 stabilizacji parametrow krazeniowo-oddechowych przez okres 10 minut rejestrowano
spoczynkowe parametry hemodynamiczne 1 oddechowe. Nastgpnie odnerwiono obustronnie
ktebki szyjne i wywotano odruch z chemoreceptorow poprzez dozylne podanie cyjanku

potasu (KCN) (30 nug/100 pL). Schemat podan przedstawia Rycina 7.
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CBX KCN (i.v.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min

Rycina 7. Schemat pomiaréw w serii 2

CBX- obustronne odnerwienie klebkoéw szyjnych; KCN- cyjanek potasu; i.v. (intravenous) — infuzja dozylna.

3.5.3.3. Seria 3 - dozylne podanie wazopresyny

U hipertensyjnych szczurow SHR (n=6) 1 normotensyjnych szczurow WKY (n=6)
z pozorowanym odnerwieniem oceniano odpowiedz na dozylne podanie AVP. Po podtaczeniu
szczura do uktadu pomiarowego 1 stabilizacji parametrow krazeniowo-oddechowych przez
okres 10 minut rejestrowano spoczynkowe parametry hemodynamiczne i1 oddechowe.
Nastepnie wykonywano pozorowane odnerwienie klebkow szyjnych i podawano dozylnie

AVP (10 ng/100 pL 1.v.; Sigma-Aldrich, Europa). Schemat podan przedstawia Rycina 8.

pozorowane CBX  AVP (i.v.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min

Rycina 8. Schemat pomiarow w serii 3

Pozorowane CBX- pozorowane obustronne odnerwienie kiebkow szyjnych; AVP — wazopresyna; i.v.
(intravenous) - infuzja dozylna
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3.5.3.4. Seria 4 - dozylne podanie wazopresyny po odnerwieniu klebkow szyjnych

U hipertensyjnych szczurow SHR (n=6) 1 normotensyjnych szczurow WKY (n=6)
z pozorowanym odnerwieniem oceniano odpowiedz na dozylne podanie AVP. Po podiaczeniu
zwierzecia do ukladu pomiarowego 1 stabilizacji parametrow krazeniowo-oddechowych przez
okres 10 minut rejestrowano spoczynkowe parametry hemodynamiczne i1 oddechowe.
Nastepnie odnerwiano obustronnie ktebki szyjne i podano dozylnie AVP (10 ng/100 pL i.v.;
Sigma-Aldrich, Europa). Schemat podan przedstawia Rycina 9.

CBX AVP (i.v.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min

Rycina 9. Schemat pomiaréw w serii 4

CBX- obustronne mechaniczne odnerwienie ktebkow szyjnych; AVP — wazopresyna; i.v. (intravenous) - infuzja
dozylna.

3.5.3.5. Seria 5 - dozylne podanie wazopresyny po podaniu antagonisty receptora Vla

Poddane doswiadczeniu zostato 12 szczuréw (SHR: n=6, WKY: n=6). Po podiaczeniu
uktadow pomiarowych dziesig¢ minut przeznaczono na stabilizacj¢ parametréw krazeniowo-
oddechowych. Selektywny antagonista receptora Vla - (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8)
Vasopressin (Tocris, Europe) - zostal podany dozylnie (5 pug/100 pL). Po ustabilizowaniu si¢
parametréw hemodynamicznych i oddechowych (10 minut) podano dozylnie AVP (10 ng/100
pL i.v.; Sigma-Aldrich, Europa). Schemat podan przedstawia Rycina 10.
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V1aR ANT (i.v.)  AVP (i.v.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min

Rycina 10. Schemat pomiaréw w serii 5

V1aR ANT- antagonista receptora V1a, AVP- wazopresyna, i.v. (intravenous)- infuzja dozylna

3.5.3.6. Seria 6 - dotetnicze podanie wazopresyny przed i po podaniu antagonisty

receptora Vla

Poddane doswiadczeniu zostato 12 szczuréw (SHR: n=6, WKY: n=6). Po podiaczeniu
uktadow pomiarowych dziesig¢ minut przeznaczono na stabilizacj¢ parametréw krazeniowo-
oddechowych. Zarejestrowano spoczynkowe parametry hemodynamiczne i oddechowe.
Podano miejscowo AVP (4 ng/50 pL i.a.; Sigma-Aldrich, Europa). Dziesi¢¢ minut
przeznaczono na stabilizacj¢ parametrow krazeniowo-oddechowych. Nastepnie podano
dozylnie selektywnego antagoniste receptora Vla (d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8) Vasopressin
(Tocris, Europe) (5 pg/100 puL). Po ustabilizowaniu si¢ parametrow hemodynamicznych
1 oddechowych (10 minut) powtoérzono drugie, miejscowe podanie AVP. Schemat podan

przedstawia Rycina 11.

AVP (i.a.) V1aR ANT (i.v.) AVP (i.a.)

Pomiar
spoczynkowy

10 min 10 min 10 min 10 min

Rycina 11. Schemat pomiarow w serii 6

AVP — wazopresyna; V1aR ANT - antagonista receptora Vla; i.a. (intraarterial) - infuzja dotetniczna; i.v.
(intravenous) - infuzja dozylna.

60



3.5.4. Zwiazki stosowane w pomiarach krazeniowo-oddechowych w czesci 11

Uretan (Sigma-Aldrich, Europa; numer katalogowy- U2500)

Substancjg stosowang do znieczulenia ogdélnego terminalnego szczuréw poddanych
dos$wiadczeniu byt uretan podawany dootrzewnowo w dawce 1,5g/kg masy ciata. Srodek ten
wykazuje ograniczony wplyw na parametry oddechowe i odruchy sercowo-naczyniowe,
w zwigzku z czym jest czesto stosowany w do$wiadczeniach terminalnych na zwierzgtach
w badaniach uktadu sercowo-naczyniowego oraz badaniach uktadu oddechowego [376-380] .
Uretan wykazuje wielogodzinne dzialanie, co daje mozliwosci wykonywania dtugotrwatych
pomiaréw oraz ogranicza konieczno$¢ S$rodoperacyjnego stosowania dodatkowych
analgetykow [381]. Dawka oraz droga podania byly oparte na doniesieniach z literatury [382]
oraz wczesniej prowadzonych doswiadczeniach w Katedrze 1 Zakladzie Fizjologii

Doswiadczalnej 1 Klinicznej [88,369].

Cyjanek potasu (KCN) (Sigma-Aldrich, Europa; numer katalogowy- 60178)

Cyjanek potasu (KCN) podawany w dawce (30 pg/100 pL) byt uzywany
w przeprowadzonych badaniach w celu farmakologicznego wywotania odruchu
z chemoreceptorow tetniczych. KCN jest inhibitorem oksydazy cytochromu C 1 blokuje szlak
fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach, a tym samym hamuje proces oddychania
komoérkowego, co prowadzi do hipoksji komorkowej. Podanie dozylne KCN aktywuje odruch
z chemoreceptorow tetniczych w mechanizmie hipoksji komorek chemowrazliwych kiebkow
szyjnych. Podawana w doswiadczeniach dawka byta opisywana w literaturze jako
odpowiednia do wywotania odruchu z chemoreceptorow tetniczych bez ogdlnoustrojowego
dziatania toksycznego 1 byla z powodzeniem stosowana w trakcie wczesniejszych

dogwiadczen [200,383,384].

Wazopresyna (AVP) (Sigma-Aldrich, Europa; numer katalogowy- V9879)

Argininowg wazopresyn¢ (AVP) podawano dozylnie w formie bolusa w dawce
10 ng/100 pL oraz miejscowo (dotgtniczo) w dawce 4 ng/50 uL. Dozylng i1 dotgtniczg dawke
AVP ustalono na podstawie wczesniejszych badan, w tym badan prowadzonych w Katedrze
1 Zaktadzie Fizjologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej [88]. Przyjmujac, ze objetos¢ osocza

uszczura o masie 310-360 g wynosi okoto 18 ml, maksymalne mozliwe st¢zenie AVP
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w osoczu powinno wynosi¢ okoto 500-600 pg/ml. Sg to wartosci porownywalne do stezen
AVP stwierdzanych w osoczu w szczurzych modelach ciezkiego niedotlenienia, krwotoku,
niewydolnosci serca po zawale migsnia sercowego lub udarze [31,88,385,386]. Okres
pottrwania egzogennie podanej AVP w krazeniu szczuréw wynosi ponizej jednej minuty,
wzwigzku z tym nalezy =zatozy¢, ze =zastosowanym modelu doswiadczalnym jej

oddziatywanie byto jedynie krotkotrwate [387].

Antanista receptora Vla

(d(CH2)51,Tyr(Me)2,Arg8)-Vasopressin (Tocris, Europe; numer katalogowy- 3377)
jest selektywnym peptydowym antagonistg receptora V1a. Hamuje on powodowany przez
AVP 1 oksytocyne wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia oraz hamuje dzialanie
presyjne AVP [1,388]. Antagonista ten podany dozylnie w bolusie w dawce 5 ug/100 pL
skutecznie znosit dziatanie presyjne AVP w trakcie wczesniejszych doswiadczen w Katedrze 1

Zakladzie Fizjologii Do$§wiadczalnej 1 Klinicznej [88].

Pozostale zwigzki

— jalowy roztwor izotoniczny 0,9% NaCl (Polpharma, Polska);

— izotoniczny roztwdér NaCl i1 KCl buforowany fosforanami, PBS (140 mmol/l NaCl,
10 mmol/l buforu fosforanowego, 3 mmol/l KCl; pH w 25°C 7.4) (Sigma-Aldrich,
Europa);

— heparyna niefrakcjonowana 5000 j.m./ml (Polfa Warszawa SA, Polska)

3.6. Czes¢ III badania - ocena wystepowania receptora Vl1a dla wazopresyny
w klebkach szyjnych z wykorzystaniem immunobarwien i obrazowania

w mikroskopii konfokalnej

W kolejnym etapie doswiadczenia przy uzyciu mikroskopii konfokalnej i barwien
immunofluorescencyjnych skrawkow rozwidlenia tetnicy szyjnej 1kiebkow szyjnych
oceniono ekspresje receptora Vla oraz jego lokalizacje w komorkach chemoreceptorowych

kigbka szyjnego u szczurdéw hipertensyjnych SHR oraz normotensyjnej kontroli WKY.

3.6.1. Pobranie i przygotowanie tkanek do immunobarwienia

Po przeprowadzeniu pomiarow krazeniowo-oddechowych 1 u$mierceniu zwierzat

delikatnie odpreparowywano rozwidlenie tetnicy szyjnej z kigbkiem szyjnym oraz
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zaopatrujagcym go nerwem zatokowym od otaczajacych tkanek, przecinano tetnice szyjna
wspolng, tetnice szyjng zewnetrzng oraz tegtnice szyjng wewnetrzng. Nastgpnie pobierano
tkanki do barwien immunofluorescencyjnych. Pobrane rozwidlenia tetnicy szyjnej ptukano
lodowatym roztworem PBS, a nast¢pnie umieszczano w 4% buforowanym roztworze
formaldehydu (4% PFA) na okres 24 godzin w temperaturze 4-6°C. Nastepnie rozwidlenia
tetnic szyjnych z klgbkami szyjnymi umieszczano w roztworach procentowych masowych
sacharozy o rosngcym stezeniu 10-20-30% w celu krioprotekcji uzyskanych tkanek. Do czasu
barwienia pobrane rozwidlenia tetnicy szyjnej z kiebkami szyjnymi przechowywano
w temperaturze -20°C.

Pobrane rozwidlenia tetnicy szyjnej cieto w kriostacie (Leica CM1850, Leica,
Niemcy) na skrawki o grubosci 20-30 pm. Skrawki umieszczano na silinizowanych
szkietkach mikroskopowych (Microscope slides 631-1163, VWR Europe) 1 przeprowadzano

immunobarwienia.

3.6.2. Barwienia immunofluorescencyjne

Utrwalone skrawki pochodzace z rozwidlen tetnicy szyjnej szczuréw SHR 1 WKY
barwiono immunofluorescencyjnie z uzyciem pierwszorzedowych przeciwciatl przeciw
receptorowi Vla dla AVP oraz pierwszorzedowych przeciwcial przeciw hydroksylazie
tyrozynowej (TH, tyrosine hydroxylase), ktora jest markerem komoérek chemoreceptorowym
typu I. Barwienie przeprowadzano w nastgpujacy sposob: skrawki trzykrotnie po 10 minut
ptukano w 1% roztworze Triton X-100 (Sigma Aldrich, Europa) w PBS w temperaturze
pokojowej. Nastgpnie inkubowano je dodatkowo przez 30 minut temperaturze pokojowej w
10% surowicy koziej w PBS (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) by
zablokowa¢ niespecyficzne wigzanie przeciwcial. W kolejnym etapie skrawki inkubowano
przez 24-godziny z przeciwcialami pierwszorzgdowymi w temperaturze 4°C w komorze
wilgotnej. W kolejnym kroku skrawki trzykrotnie ptukano w roztworze PBS po 10 minut.
Nastepnie inkubowano je przez 2 godziny z Il-rzedowymi przeciwcialami w temperaturze
pokojowej (24°C) w komorze wilgotnej chronionej przed $wiattem oraz trzykrotnie po 10
minut ptukano w roztworze PBS. Przed zamknigciem preparatoéw przeprowadzano barwienie
jader komorkowych przy uzyciu barwnika Hoechst 33342 rozpuszczonego w PBS (stezenie 1
ug/ml; nr katalogowy 14533 Sigma Aldrich, Europa), inkubacja trwata 20 minut i1 byla
prowadzona w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu barwienia skrawki byly ponownie

ptukane w roztworze PBS przez 10 minut. Na zakonczenie skrawki zostaly utrwalone
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preparatem ProLong Gold Antifade Mountant (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Stany
Zjednoczone) 1 przykryte szkietkiem nakrywkowym.

W  barwieniach wykorzystano nastgpujace przeciwciala pierwszorzgdowe:
poliklonalne krélicze przeciwciala przeciwko receptorowi Vla (1:200; nr katalogowy AVR-
010, Alomone Labs, Jeruzalem, Izrael) oraz mysie przeciwciata przeciwko hydroksylazie
tyrozynowej (1:200; nr katalogowy MAB318, Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy). Uzyto
kozie przeciwciata drugorzedowe IgG (H+L) adsorbowane krzyzowo, antymysie znakowane
fluorochromem Alexa Fluor 488 (rozcienczenie 1:1000; nr katalogowy A11001, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) i anty-krolicze znakowane fluorochromem
Alexa Fluor 546 (rozcienczenie 1:1000; nr katalogowy A11010, Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific, Stany Zjednoczone).

3.6.3. Obrazowanie w mikroskopii konfokalnej

Po zakonczeniu barwienia immunofluorescencyjnego skrawki obrazowano
w mikroskopii konfokalnej. Wykorzystano mikroskop konfokalny Zeiss LSM 710 (Carl
Zeiss, Niemcy) wraz z dedykowanym oprogramowaniem ZEN Black. Do wzbudzenia
sygnatu od poszczegdlnych fluorochroméw zwigzanych z przeciwcialami drugorzedowymi
oraz z barwnika jadrowego uzyto laserow o nastepujacych parametrach:
— Alexa Fluor 488 — laser argonowy niebieski, dtugos¢ fali 488 nm;
— Alexa Fluor 546 — laser helowo-neonowy, dtugos¢ fali 561 nm;

— Hoechst 33342 — laser dwufotonowy Chameleon Ultra Coherent 760 nm/380 nm.

3.7. Metody statystyczne

Wartosci cisnieh SBP, DBP i1 MABP mierzonych na tetnicy ogonowej u szczurdw
SHR 1 szczuréw WKY pordéwnano testem t-studenta dla pomiaréw niezaleznych. Do analizy
odpowiedzi krazeniowo-oddechowej w drugiej czesci badania wartosci MABP, HR, FABF
MV, RR, 1 ETCO, =zostaly usrednione w 30-sekundowych okresach dla wartosci
wyjs$ciowych. Po podaniu KCN do analizy wykorzystano 3-sekundowe okresy maksymalnych
odpowiedzi hemodynamicznych i1 oddechowych, natomiast usrednione wartosci z 30-
sekundowych zapiséw analizowano dla oceny parametréw po minucie od podania KCN.
Roéwniez usrednione wartosci 30-sekundowych rejestracji analizowano dla zmian parametrow
kragzeniowych 1 oddechowych po podaniu AVP, po podaniu antagonisty V1aR oraz po

odnerwieniu kigbkoéw szyjnych. FABF 1 MV zostaly porownane i przeanalizowane jako
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procentowa warto$§¢ wielkosci parametru zapisanego przed dang interwencje¢ w celu
uwzglednienia ewentualnego dryftu w rejestrowanych parametrach i przedstawione sg jako
%FABF 1 %MV. Wartosci parametréow krazeniowo-oddechowych przed i po interwencjach
oceniano w danych grupach za pomocg testu t-Studenta dla prob zaleznych. Wielko$¢ zmian
MABP, HR, %FABF, %MV, RR, i ETCO2 pomigdzy szczurami hipertensyjnymi SHR
1 kontrolnymi WKY poréwnano za pomocg testu t-Studenta dla prob niezaleznych. Do oceny
normalnosci rozktadu zastosowano test Shapiro-Wilksa. Jezeli byt istotny, stosowano test
Wilcoxona dla préb zaleznych i1 nieparametryczny test U Manna-Whitneya dla porownan
pomiedzy grupami. Wartos¢ p < 0,05 uznano za istotng.

Wszystkie dane przedstawiono jako wartosci §rednie z odchyleniem standardowym.
Jesli dane nie spetniaty kryteriow rozktadu normalnego, podano mediang z rozstgpem
miedzykwartylowym (IQR). Wykresy pudetkowe zostaly wygenerowane za pomocg
narzedzia internetowego BoxPlotR [389]. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie

Statistica 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, Stany Zjednoczone).
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4. Wyniki

4.1. Czes¢ I badania — pomiary ciSnienia tetniczego na tetnicy ogonowej u zwierzat

czuwajacych

W poréownaniu do normotensyjnych szczurow WKY, u szczuréw hipertensyjnych
SHR stwierdzono istotnie wyzsze wartosci zaréwno dla skurczowego (196,4 + 9,9, vs 106,9 +
7,6; p<0,001, test t-studenta), rozkurczowego (159,5 + 25,8, vs 79,8 + 8,5; p<0,001, test t-
studenta) 1 $redniego (171,6 = 17,7, vs 87,7 £ 8,2; p<0,001, test t-studenta,) ci$nienia

tetniczego mierzonego na ogonie. Wyniki podsumowano w Tabeli 1.

Tabela 1. CiSnienie tetnicze u czuwajacych szczuréw SHR i WKY

Parametr SHR WKY warto$¢ p
SBP (mm Hg) 196,44 + 9.9 106,9 7,6 <0,001
DBP (mm Hg) 159,5 £25,8 79.8+8,5 <0,001
MABP (mm Hg) 171,6 £ 17,7 87,7+8,2 <0,001

SBP - ci$nienie skurczowe, DBP - ci$nienie rozkurczowe, MABP - $rednie ci$nienie tetnicze.

4.2. Czesé¢ Il badania — pomiary parametrow krazeniowo-oddechowych u zwierzat

znieczulonych

4.2.1. Wyjsciowe parametry krazeniowo-oddechowe dla poddanych pomiarom zwierzat

znieczulonych uretanem z protokoléow (serii) 1-6

Spoczynkowe MABP 1 HR byly istotnie wyzsze u hipertensyjnych szczuréw SHR niz
u normotensyjnych szczurow WKY. W spoczynku nie bylo istotnej réznicy w FABF.
Spoczynkowe MV 1 RR byly odpowiednio wyzsze 1 nizsze u szczurow SHR z NT
w porownaniu z grupg kontrolng WKY. Nie stwierdzono jednak istotnych r6znic w ETCO..

Wszystkie parametry podsumowano w Tabeli 2.
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Tabela 2. Parametry spoczynkowe krazeniowo-oddechowe u znieczulonych szczurow
SHR i WKY

Parametr SHR WKY warto$S¢ p
MABP (mm Hg) 90,3+ 14,2 63,6 5,0 <0,001
HR (uderzen/min) 297 £ 31 236+ 44 <0,001
FABF (ml/min) 1,2+0,7 1,6 (1,2,2) 0,180
MYV (ml/ min) 289 £ 45 203 £ 38 0,007
RR (oddechy/min) 59+ 14 89, (67, 113) 0,002
ETCO2 (%) 4,4+0,3 4,5+0,5 0,373

MABP - érednie cisnienie tetnicze, HR — czestos$¢ serca, FABF- przeplyw przez tetnice udows, MV -
wentylacja minutowa, RR - czgstotliwos¢ oddechéw, ETCO2 - koncowo wydechowe st¢zenie
dwutlenku wegla.

4.2.2. Odruch z chemoreceptorow tetniczych

Surowe zapisy odpowiedzi hemodynamicznej 1 oddechowej na farmakologiczng
aktywacj¢ odruchu z chemoreceptoréw tetniczych u szczurow SHR 1 WKY przedstawiono na
Rycinie 12. U obu szczepow z pozorowanym odnerwieniem kigbkow szyjnych wystapit
istotny wzrost MABP w stosunku do wartosci wyjsciowych w odpowiedzi na
farmakologicznie wywotlany odruch z chemoreceptoréw tetniczych (p<0,0001, test t-studenta
dla prob zaleznych, SHR; p<0,001, test t-Studenta dla prob zaleznych, WKY). Jednak zmiana
MABP byta istotnie wigksza u szczurow SHR w poréwnaniu z grupg kontrolng WKY
(p<0,05, test t-studenta). Minute¢ po wywotaniu odruchu MABP powrécito do wartosci
wyjsciowych w obu grupach. Istotny wzrost HR w odpowiedzi na KCN wystapit w obu
grupach (p<0,01, test Manna-Whitneya dla prob zaleznych, SHR; p<0,001, test t-studenta dla
prob zaleznych, WKY). Nie byto znaczacej r6znicy w zmianach HR mig¢dzy obiema grupami.
Minutg po wywotaniu odruchu HR pozostalo znaczaco zwigkszone u szczuréw SHR w
poréwnaniu do wartosci spoczynkowej (p<0,05, test t-studenta dla prob zaleznych, SHR) i
powrdcito do wartosci wyjsciowych u szczurow WKY z normotensjg. Stwierdzono istotnie
wyzszg wartos¢ HR w stosunku do wartosci wyjsciowej migdzy szczurami SHR 1 WKY
(p<0,01, test t-studenta). Wywotany farmakologicznie odruch z chemoreceptoréw tetniczych
spowodowat rowniez istotny wzrost FABF tylko u szczurow SHR (p<0,05, test t-studenta dla

grup zaleznych, SHR; p=NS, test t-studenta dla grup zaleznych, WKY), jednak nie byto
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znaczacych roéznic w zmianach FABF miedzy hipertensyjnymi szczurami SHR 1

normotensyjnymi szczurami WKY'.
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Rycina 12. Odruch z chemoreceptordow tetniczych

Przykladowe surowe zapisy odpowiedzi hemodynamicznej i oddechowej na farmakologiczng aktywacje odruchu
z chemoreceptorow tetniczych u szczurow SHR i WKY.

Rejestracje w kolejnosci od gory do dotu: BP - ci$nienie tgtnicze; ECG — elektrokardiogram; HR - czgstos¢
serca; FABF- przeptyw przez tetnice udowa; V — wentylacja; MV - wentylacja minutowa; RR - czestotliwos¢
oddechéw; CO2 - wydechowe stezenie dwutlenku wegla. KCN- cyjanek potasu.

Wywotanie odruchu z chemoreceptoréw tetniczych spowodowalo istotny wzrost MV
(p<0,0001, test t-studenta dla grup zaleznych, SHR; p<0,001, test t-studenta dla préb
zaleznych, WKY) i istotny wzrost RR (p<0,01, test Manna-Whitneya dla préb zaleznych,
SHR; p<0,01, Manna-Whitneya dla prob zaleznych WKY), przy czym zmiana MV byla
istotnie wigksza u szczurow SHR niz u szczurow WKY (p<0,05, test t-studenta).
Podwyzszona wartos¢ MV utrzymywata si¢ rowniez w obu grupach po minucie od
wywotania odruchu z chemoreceptoréow tetniczych (p<0,01, test Manna-Whitneya dla prob
zaleznych, SHR; p<0,05, test t-Studenta dla prob zaleznych, WKY), jednak zmiany MV po
minucie od wywotania odruchu byty podobne u szczuréw SHR 1 WKY. Dodatkowo, minute
po farmakologicznie wywolanym odruchu, zmiany RR byly nieistotne statystycznie.
Zwiekszonemu MV podczas odruchu towarzyszyt znaczny spadek ETCO, w obu grupach
(p<0,01, test Manna-Whitneya dla prob zaleznych; p<0,01, test Manna-Whitneya dla prob
zaleznych, WKY), a istotnie nizsze ETCO, wystgpowalo roéwniez minute po

farmakologicznie wywotanym odruchu u szczurow SHR (p<0. 01, test Manna-Whitneya).
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Nie bylo jednak znaczacych réznic w zmianie ETCO; w stosunku do wartosci wyjsciowe;j
w minut¢ po wywolaniu odruchu migdzy szczurami SHR 1 WKY. Podsumowujac, wyniki te
wskazujg na zwiekszong odpowiedz krazeniowo-oddechowa na farmakologiczng aktywacje
odruchu z chemoreceptorow tetniczych u hipertensyjnych szczurow SHR w poréwnaniu
z normotensyjnymi szczurami WKY.

Zmiany w parametrach kragzeniowo-oddechowych w odpowiedzi na farmakologiczne
wywotanie odruchu z chemoreceptorow tetniczych oraz 1 minut¢ po wywotaniu odruchu

przedstawiono na Rycinie 13.
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Rycina 13. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych w odpowiedzi na
farmakologiczne wywolanie odruchu z chemoreceptoréow tetniczych oraz 1 minute po
wystapieniu odruchu

KCN - cyjanek potasu; AMABP — zmiana $redniego ci$nienie t¢tniczego; AHR — zmiana czestotliwosci skurczu

serca; AFABF - zmiana przeplywu przez tetnice udowa, AMV — zmiana wentylacji minutowej, ARR — zmiana
czestotliwoscei oddechow, AETCO2 — zmiana koncowo wydechowego stezenia dwutlenku wegla.
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4.2.3. Wplyw obustronnego odnerwienia klebkow szyjnych na odruch

z chemoreceptorow tetniczych

Obustronne odnerwienie kiebkéw szyjnych (CBX) obnizylo MABP u szczurow SHR,
jednak w analizie statystycznie zmiana ta nie osiggneta istotnosci. Ponadto CBX nie miato
wptywu na FABF, jednak spowodowato niewielki wzrost HR, ktory byl znaczacy tylko
u szczurow SHR. Wplyw CBX na parametry wentylacyjne byt nieistotny, z wyjatkiem
niewielkiego wzrostu ETCO; u szczurow WKY (ryc. 3F). Podanie KCN po CBX zmniejszyto
MARBP tylko u szczuréw SHR (p<0,05, test t-studenta dla grup zaleznych) 1 zwigkszyto HR
tylko u szczurow WKY (p<0,05, test t-studenta dla grup zaleznych). Zmiana HR
w odpowiedzi na KCN po CBX byta istotnie wyzsza u szczurow WKY niz u szczuréw SHR
(p<0,05, test t-studenta). Ponadto podawanie KCN po CBX nie miato znaczacego wplywu na
inne parametry krazeniowo-oddechowe. Sumarycznie przedstawione wyniki wskazujga na
skuteczne odnerwienie ktebkow szyjnych. Zmiany parametrow krazeniowych i oddechowych
po obustronnym odnerwieniu kiebkéw szyjnych i po probie farmakologicznego wywotania

odruchu przedstawiono na Rycinie 14.
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Rycina 14. Zmiana parametréow Kkrazeniowych i oddechowych po obustronnym
odnerwieniu klebkow szyjnych i farmakologicznym wywolaniu odruchu

CBX - odnerwienie klebkow szyjnych; KCN - cyjanek potasu; AMABP — zmiana $redniego ci$nienie t¢tniczego;
AHR — zmiana czestosciserca; AFABF - zmiana przeplywu przez tetnice udowa; AMV — zmiana wentylacji
minutowej; ARR — zmiana czgstotliwosci oddechow, AETCO2 — zmiana koncowo wydechowego stezenia
dwutlenku wegla.
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4.2.4. Dozylne podanie wazopresyny

Dozylne podanie AVP u zwierzat z pozorowanym odnerwieniem kigbkoéw szyjnych
wywotato istotny wzrost MABP zaréwno u szczurow SHR, jak 1 WKY (p<0,0001, test t-
studenta dla prob zaleznych, SHR; p<0,0001, test t-studenta dla prob zaleznych, WKY).
Zmiana MABP byla istotnie wigksza unadcisnieniowych szczurow SHR niz u
normotensyjnych szczuréw kontrolnych (p<0,0001, test t-studenta, szczury SHR vs szczury
WKY). Podanie AVP nie miato istotnego wptywu na HR u obu szczepdéw szczuréw. AVP
spowodowat niewielki, ale znaczacy wzrost FABP tylko u szczurow WKY z normotensjg
(p<0,05, test Manna-Whitneya dla prob zaleznych), jednak zmiany FABP po podaniu AVP
nie roznily si¢ istotnie migdzy szczurami SHR 1 WKY. Dozylne podanie AVP spowodowato
znaczny spadek MV u szczurow SHR (p<0,0001, test t-studenta dla grup zaleznych, SHR),
ale nie mialo istotnego wptywu na MV u szczuréw WKY. Ponadto zmiany MV wywolane
przez AVP u szczuréw SHR byly istotnie wigksze u szczurow SHR 1 niz u WKY (p<0,0001,
test t-studenta, szczury SHR vs szczury WKY). Zmniejszeniu MV u szczurow SHR
towarzyszyt znaczacy spadek RR (p<0,05, test t-studenta dla prob zaleznych, SHR), jednak
nie byto znaczacych réznic w zmianach RR migdzy szczurami SHR 1 WKY. Ponadto zmiany
ETCO> byly réwniez nieistotne. Zmiany parametrow krazeniowych 1 oddechowych po

dozylnym podaniu AVP u szczurow z pozorowanym CBX przedstawiono na Rycinie 15.

4.2.5. Dozylne podanie wazopresyny po obustronnym odnerwieniu klebkéw szyjnych

Podanie dozylne AVP po obustronnym odnerwieniu kigbkow szyjnych (CBX)
spowodowato istotny wzrost MABP u szczurow SHR (p<0,01, test t-studenta dla prob
zaleznych), ktory byl porownywalny ze szczurami SHR, ktore nie zostaly poddane
odnerwieniu (p = NS, test t-studenta dla zmiany MABP po AVP u szczurow SHR z
pozorowanym CBX vs SHR z CBX). Podanie AVP po CBX spowodowalo wzrost MABP u
szczuréw normotensyjnych WKY, ktory byt jednak nieistotny w analizie statystycznej. Co
wiecej, zmiana MABP bylta znacznie mniejsza u szczurow WKY z CBX niz zwierzat z
pozorowanym CBX (p<0,001, test t-studenta dla zmiany MABP po AVP u szczurow WKY z
pozorowanym CBX vs WKY z CBX). Podanie AVP po CBX nie miato znaczacego wptywu
na HR, FABF 1 wszystkie parametry oddechowe zaréwno u szczurow SHR, jak 1 WKY.
Ponadto stwierdzono istotng roznice w zmianach MV indukowanych przez AVP w zaleznosci
od wykonania CBX u szczuréw SHR. Obserwowano zmniejszenie MV u szczurow SHR z

pozorowanym CBX 1 brak zmian MV u szczuréw SHR z CBX (p<0,01, test t-studenta dla
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zmiany MABP po AVP u szczuréw SHR z pozorowanym CBX vs SHR z CBX). Zmiany
parametréw krazeniowych 1 oddechowych po dozylnym podaniu wazopresyny po

obustronnym odnerwieniu kiebkow szyjnych przedstawiono na Rycinie 15.

AVPiv. CBX-AVPi.v. AVPiv. CBX-AVPiv.
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Rycina 15. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po dozylnym podaniu
AVP po pozorowanym odnerwieniu oraz po dozylnym podaniu AVP po obustronnym
odnerwieniu klebkow szyjnych

AVP — wazopresyna; CBX- odnerwienie kiebkow szyjnych; AMABP — zmiana §redniego cis$nienia tg¢tniczego;
AHR — zmiana czestosci serca; AFABF- zmiana przeplywu przez tetnice udowa; AMV — zmiana wentylacji
minutowej; ARR — zmiana czgstotliwosci oddechéw; AETCO2 — zmiana koncowo wydechowego stezenia
dwutlenku wegla.
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4.2.6. Podanie antagonisty receptora Vla

Zablokowanie receptora Vla spowodowalo istotne zmniejszenie MABP zaréwno
u szczuréw SHR z nadci$nieniem, jak i1 normotensyjnych szczuréw WKY (p<0,01, test
t-studenta dla prob zaleznych, SHR; p<0,01, test t-studenta dla préb zaleznych, WKY).
Zmiany MABP r6znity si¢ istotnie miedzy szczurami SHR a WKY, przy czym szczury SHR
wykazywaty wigkszy spadek MABP niz zwierzeta kontrolne (p<0,05, test t-studenta).
Podanie antagonisty receptora V1a nie miato znaczacego wptywu na HR i FABF zar6wno
u szczuréw SHR, jak 1 WKY. Blokada receptora Vla spowodowala znaczacy wzrost MV
tylko u szczurow SHR (p<0,01, test t-studenta dla prob zaleznych), a zmiany MV byly
istotnie wigksze u szczuréw SHR niz u kontrolnych szczuréw WKY (p<0,01, test t-Studenta).
Nie stwierdzono istotnych zmian w RR 1 ETCO2 u obu szczepdw szczuréw. Zmiany
parametréw krazeniowych i oddechowych po dozylnym podaniu antagonisty receptora Vla

przedstawiono na Rycinie 16.

4.2.7. Dozylne podanie wazopresyny po podaniu antagonisty receptora Vla

Dozylne podanie AVP po wczesniejszej infuzji antagonisty receptora Vla miato
nieistotny wplyw na parametry hemodynamiczne u obu szczepdw szczurow. Nie
obserwowano takze istotnej zmiany w parametrach oddechowych. Zmiany parametrow
krazeniowych 1 oddechowych po dozylnym podaniu AVP po wcze$niejszym zablokowaniu

receptora Vla przedstawiono na Rycinie 16.

74



V1aR ANT V1aR ANT-AVPiv. V1aR ANT VIaRANT-AVPi.v.

=) 20 ##
T % 10
= S
£ 20 e 0~ == ——
% 0 i e > =
7 == = = 10
< ==
S 5 HE <
J - -20
-40 -
-30 -
100 100 -
< 5
E S
@ 50 ) 50 -
© =
3 S
= - == — 5 :
oc 0 E —= 2 0 - —t— _4__*
L o
< o
50 J
50 50 -
300 27
1 7 =
C\L\izoo 8 (1) . $E —+ ==
@ 100 e - E
T T W2 -
< 0+ éé e == 3
-100 - 4
[ T T | I [ T T I I
SHR WKY SHR WKY SHR WKY SHR WKY

Rycina 16. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po dozylnym podaniu
antagonisty receptora Vla oraz podaniu dozylnym AVP po wczeSniejszym
zablokowaniu receptora Vla

V1aR ANT - antagonista receptora V1a; AVP — wazopresyna; AMABP — zmiana $redniego ci$nienie tgtniczego;
AHR — zmiana czestosciserca; AFABF- zmiana przeptywu przez tetnice udowg; AMV — zmiana wentylacji
minutowej;,ARR — zmiana czestotliwosci oddechania; AETCO2 — zmiana koncowo wydechowego stezenia
dwutlenku wegla.
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4.2.8. Dotetnicze podanie wazopresyny

Dotetnicze (miejscowe) podanie AVP w okolice kigbka szyjnego wywotato istotny
wzrost MABP zaréwno u szczuréw SHR, jak 1 WKY (p<0,05, test Manna-Whitneya dla prob
zaleznych, SHR; p<0,0001, test t-studenta dla préb zaleznych, WKY). Zmiany MABP nie
roznity si¢ istotnie pomiedzy szczurami SHR 1 WKY. Podanie dotetnicze AVP nie mialo
znaczacego wptywu na HR 1 FABF zarowno u szczurow SHR, jak 1 WKY. Dotg¢tnicze
podanie AVP spowodowato istotny spadek MV u szczurow SHR (p<0,01, test t-studenta dla
prob zaleznych, SHR), ale nie mialo istotnego wpltywu na MV u szczurow WKY. Spadek MV
byl istotnie wigkszy u szczurow SHR niz u szczurow WKY (p<0,05, test t-studenta).
Zmniejszeniu MV u szczurow SHR towarzyszyt takze istotny spadek RR (p<0,05, test
t-studenta dla prob zaleznych, SHR), ktory nie wystapit u szczurow WKY. Nie stwierdzono
istotnych zmian w ETCO2 u obu szczepow. Zmiany parametrow krazeniowych

1 oddechowych po dotetniczym podaniu wazopresyny przedstawiono na Rycinie 17.

4.2.9. Dotetnicze podanie wazopresyny po podaniu antagonisty receptora Vla

Dotetnicze podanie AVP u szczurow hipertensynych SHR 1 szczuréw kontrolnych
WKY po wczesniejszym podaniu antagonisty receptora V1a nie miato istotnego wptywu na
parametry hemodynamiczne oraz na parametry oddechowych. Zmiany parametrow
krazeniowych 1 oddechowych po dotetniczym podaniu AVP po wcze$niejszym zablokowaniu

receptora V1a przedstawiono na Rycinie 17.
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Rycina 17. Zmiana parametréw krazeniowych i oddechowych po dotetniczym podaniu
wazopresyny, dozylnym podaniu antagonisty receptora Vla oraz po podaniu
dotetniczym wazopresyny po wczesniejszym zablokowaniu receptora Vla

AVP — wazopresyna; V1aR ANT - antagonista receptora V1a; AMABP — zmiana $redniego ci$nienie tetniczego,
AHR — zmiana czestotliwosci skurczu serca, AFABF- zmiana przeptywu przez tetnice udowa, AMV — zmiana
wentylacji minutowej, ARR — zmiana czgstotliwos$ci oddechow, AETCO2 — zmiana koncowo wydechowego
stezenia dwutlenku wegla.
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4.3. Czes¢ 111 badania- obrazowanie w mikroskopii konfokalnej

(ekspresja receptora V1a)

W obrazowaniu w mikroskopii konfokalnej skrawkow kiebkow szyjnych szczuréw
SHR i WKY barwionych immunofluorescencyjnie obserwowano wigzanie przeciwciat
przeciwko receptorowi Vla. Dodatkowo immunobarwienia przeciw hydroksylazie
tyrozynowej (TH) wykazatly kolokalizacje¢ receptora Vla 1 z markerem komorek
chemowrazliwych typu I. Analiza jako$ciowa nie wykazala istotnych réznic w wynikach
immunobarwien pomig¢dzy szczurami SHR 1 WKY. W negatywnej kontroli dla przeciwciat
drugorzedowych nie stwierdzono niespecyficznego wigzania do struktur komoérkowych.
Wyniki immunobarwien dla klebkow szyjnych szczurow SHR 1 WKY przedstawiono

odpowiednio na Rycinie 181 19.

Hoechst

Potaczone

Rycina 18. Immunobarwienie skrawkow klebka szyjnego szczura SHR
Komorki chemoreceptorowe typu I (czerwony), receptor Vla (zielony), jadra komdrkowe (niebieski; Hoechst).

Obecna jest kolokalizacja receptora Vla z TH (hydroksylaza tyrozynowa) - markerem komorek
chemoreceptorowych typu I w kiebku szyjnym szczuréw SHR.
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Hoechst

Potaczone

Ba: A,

Rycina 19. Immunobarwienie skrawkow klebka szyjnego szczura WKY
Komorki chemoreceptorowe typu I (czerwony), receptor Vla (zielony), jadra komdrkowe (niebieski; Hoechst).

Obecna jest kolokalizacja receptora Vla z TH (hydroksylaza tyrozynowa) - markerem komorek
chemoreceptorowych typu I w ktebku szyjnym szczuréw WKY.
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5. Dyskusja

Wazopresyna odgrywa istotng role¢ w regulacji ukladu sercowo-naczyniowego.
Postulowany jest takze wplyw AVP na regulacje uktadu oddechowego. Najwazniejsze nowe
wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych do$wiadczen wskazujg na istotny udziat AVP 1
jej receptora Vla w regulacji wentylacji ptuc, ktore sg nasilone u szczurow SHR z
genetycznie uwarunkowanym NT w poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY.
Wyniki doswiadczen potwierdzily réwniez opisywang przez innych autoréow zwigkszong
wrazliwo$¢ odruchu z chemoreceptoréow tetniczych objawiajaca si¢ nasilong odpowiedzig
kragzeniowa 1 oddechowa u szczurow hipertensyjnych SHR w pordéwnaniu do zwierzat
normotensyjnych. Uzyskane wyniki wskazuja tez, ze hipertensyjne szczury SHR
charakteryzowaty si¢ wickszg odpowiedzig presyjng na systemowe (dozylne) podanie AVP w
porownaniu do normotensyjnych szczurow WKY, ktorej towarzyszyl spadek wentylacji
phtucnej tylko u szczurow hipertensyjnych SHR. Miejscowe (dotetnicze) podanie AVP w
okolice kigbka szyjnego u obu szczepéw wywotalo niewielki, ale istotny wzrost ci$nienia
tetniczego. jednak tylko u szczurow hipertensyjnych SHR obserwowano zahamowanie
wentylacji ptuc. Odnerwienie kigbkow szyjnych mialo nieistotny wptyw na presyjny efekt
dozylnie podanej AVP u szczuréw SHR, jednak zmniejszalo ono wywolywany przez AVP
wzrost ci$nienia tetniczego u normotensyjnych szczurow WKY. Pomimo braku wptywu
odnerwienia kigbkow szyjnych na presyjne dzialanie AVP u szczurow SHR, odnerwienie
zapobieglto indukowanemu przez dozylne podanie AVP spadkowi wentylacji ptuc w
warunkach NT, co wskazuje na rozny udziat kiebkow szyjnych w regulacji krgzeniowo-
oddechowej u szczurow hipertensyjnych (odpowiedz oddechowa) 1 u szczurow
normotensyjnych (odpowiedZz krazeniowa). Badania wskazuja rowniez, Zze obserwowane
efekty krazeniowe oraz oddechowe na systemowe i miejscowe podanie AVP s3g zalezne od
receptora Vla, gdyz jego zablokowanie znosito efekty hemodynamiczne 1 wentylacyjne
wywotywane przez AVP. Ponadto przy wykorzystaniu barwien immunofluorescencyjnych
stwierdzono obecnos¢ receptora Vla na komorkach chemowrazliwych kigbkoéw szyjnych
szczuré6w SHR 1 oraz szczurow WKY, co wskazuje na mozliwy udziat receptoréw Vla w
kigbkach szyjnych w  posredniczeniu czesci efektow krazeniowo-oddechowych
wywotywanych przez AVP. Lacznie, uzyskane wyniki wskazuja na udziat AVP, receptorow
Vla oraz klebkow szyjnych w odpowiedzi krazeniowo-oddechowej, ktora jest silniej

wyrazona u hipertensyjnych szczuréw SHR.
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5.1.  Szczury hipertensyjne jako doswiadczalny model pierwotnego nadciSnienia

tetniczego

Szczury szczepu SHR charakteryzuja si¢ genetycznie uwarunkowanymi wysokimi
warto$ciami ci$nienia tetniczego krwi, zmianami regulacji nerwowej, humoralnej
1 naczyniowej ukladu krazenia, ktore odpowiadajg wielu cechom pierwotnego nadcisnienia
tetniczego u ludzi [362]. Z tego powodu szczury hipertensyjne SHR s3a powszechnie
stosowanym zwierzecym modelem pierwotnego NT w badaniach przedklinicznych [362,363].
Do istotnych cech NT w tym modelu do$wiadczalnym nalezy zwigkszona aktywno$¢
wspotczulna wynikaja m.in. ze zwigkszonej aktywnosci odruchu z chemoreceptoréw
tetniczych. Wykazano zwigkszong wrazliwo$¢ 1itoniczng aktywno$¢ odruchu z
chemoreceptoréw tetniczych u szczurow SHR [276,277,311,312,342]. Odnerwienie kiebkow
szyjnych u mtodych osobnikéw w okresie przednadci$nieniowym zapobiegato rozwinigciu
nadci$nienia tetniczego, a u dorostych szczurow spowodowato istotne obnizenie si¢ wartosci
ci$nienia tetniczego [343]. U szczuréw nadci$nieniowych SHR stwierdza si¢ tez zwigkszong
aktywnos$¢ uktadu wazopresynergicznego. Wystepuje u nich podwyzszone osoczowe stezenie
AVP, ktore jest skorelowane ze wzrostem ci$nienia tetniczego [313]. Zwierzeta te majg
silniejsza odpowiedz presyjng na obwodowo podang AVP w poréwnaniu do szczuréw
normotensyjnych [313,314], jednak takze blokowanie u nich osrodkowych receptorow Vla
prowadzitlo do obnizenia ci$nienia tetniczego [85,326,327]. Obserwacje te wskazuja na
nasilenie osrodkowej i obwodowej aktywnos$ci uktadu wazopresynergicznego u szczurdw
SHR bedacych modelem zwierzecym nadcisnienia tetniczego pierwotnego.

W przeprowadzonym badaniu potwierdzono, ze doroste szczury SHR wykazywatly
fenotyp nadcisnieniowy z wysokim, typowymi dla hipertensji, wartosciami skurczowego
1 rozkurczowego cisnienia tgtniczego mierzonymi u zwierzat czuwajacych oraz istotnie
wyZzszymi wartosciami ci$nienia tetniczego mierzonego w warunkach znieczulenia ogdlnego
w poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY. Analizowane wartos$ci ci$nienia
tetniczego byly porownywalne z wczesniejszymi doniesieniami zaréwno dla czuwajacych, jak
1 znieczulonych uretanem szczurow SHR oraz dla normotensyjnej kontroli [343,369,390,391].

Uzyskane wyniki wskazujg takze na zwigkszong wentylacje minutowg pluc w
spoczynku u szczurOw SHR, co jest zjawiskiem juz opisanym w dostepnej literaturze
[312,392]. Wykazano, ze szczury SHR charakteryzujg si¢ wyzszym tempem metabolizmu niz
zwierzeta normotensyjne [393,394], oraz ze wykazuja tendencje do kwasicy metabolicznej

juz w okresie przednadcisnieniowym [395]. Zwigkszong wentylacj¢ ptuc nalezy analizowaé
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wraz z stgzeniem koncowo-wydechowego dwutlenku wegla. W przeprowadzonych
doswiadczeniach wartosci ETCO, byly podobne zarowno u nadci$nieniowych szczurow SHR,
jak 1 normotensyjnych szczurow WKY. Wskazuje to, ze wyzsza wentylacja ptuc u szczurow
SHR powinna by¢ interpretowana nie jako hiperwentylacja, czemu powinno wowczas
towarzyszy¢ obnizenie ETCO», ale raczej jako wtéorna odpowiedz do przyspieszonego
metabolizmu 1 zwigkszonej produkcji COz u szczuréw nadcisnieniowych SHR [396,397].
Przeprowadzenie pomiaréw kalorymetrycznych w zastosowanym uktadzie doswiadczalnym
mogloby w pelni potwierdzi¢ taka interpretacje zwigkszonej wentylacji ptuc bez obnizenia

ETCO:2> u hipertensyjnych szczuréw SHR.

5.2. Odruch z chemoreceptorow tetniczych

Odpowiedzi krazeniowa i1 oddechowa odruchu z chemoreceptorow tetniczych sa
dobrze =zbadane 1 opisane [40,203]. Zgodnie z wczeSniejszymi doniesieniami,
w przeprowadzonym badaniu hipertensyjne szczury SHR cechowaty si¢ bardziej nasilong
odpowiedzig cisnieniowg 1 oddechowa na farmakologiczne wywotlanie odruchu
z chemoreceptorow  tetniczych niz  normotensyjne  szczury WKY. Szereg prac
doswiadczalnych wskazuje, ze nerw zatokowy 1 chemowrazliwe neurony zwoju skalistego,
ktore zapewniaja unerwienie aferentne kiebka szyjnego, wykazuja zwigkszong aktywnos¢
1 czgstotliwo$¢  potencjatow czynnosciowych w odpowiedzi na niedotlenienie lub
farmakologiczne wywolanie odruchu u szczurow SHR w pordéwnaniu do szczurow
normotensyjnych [200,311,398]. Wskazuje to na zwigkszong sygnalizacj¢ aferentng z kiebka
szyjnego do osrodkéw sercowo-naczyniowych i oddechowych pnia mozgu u zwierzat z NT.

W przeprowadzonym badaniu obserwowana byla wigksza odpowiedz presyjna na
farmakologicznie wywolany odruch z chemoreceptorow tetniczych u hipertensyjnych
szczuroOw SHR. Jest to zgodne z wczesniejszymi doniesieniami wskazujagcymi na nasilong
aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow tetniczych charakteryzujacymi si¢ zwigkszong
aktywnoS$cig wspolczulng 1 zwigkszong odpowiedzig presyjna w warunkach NT, co zostato
potwierdzone w licznych badaniach na hipertensyjnych szczurach SHR z genetycznie
uwarunkowanym wysokim cisnieniem tetniczym [277,343,368,369,399], u szczurow z NT
naczyniowo-nerkowym [398,400] oraz u ludzi z NT pierwotnym [273,347,401]. Nasilona
odpowiedz krazeniowa obserwowana u szczur6w SHR w poréwnaniu do normotensyjnych

szczuréw WKY wskazuje na zwigkszenie czutosci odruchu u zwierzat z nadcisnieniem.
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Z drugiej jednak strony w przeprowadzonym badaniu odnerwienie kiebkow szyjnych
nie mialo istotnego wplywu na parametry krgzeniowo-oddechowe u szczuréw
nadci$nieniowych w warunkach znieczulenia ogolnego. Sugeruje to, ze u znieczulonych
uretanem zwierzat wigczonych do doswiadczen, odruch z chemoreceptorow tetniczych nie byt
tonicznie aktywny. Wyniki te kontrastuja z doniesieniami innych autorow, w ktorych
wykazano spadek aktywnosci wspoéiczulnej 1 ci$nienia tetniczego po odnerwieniu lub
obliteracji ktebkdéw szyjnych u czuwajacych szczurow SHR przy braku wptywu odnerwienia
ktebkow szyjnych na te parametry u szczurow normotensyjnych [277,343,398]. Takze u ludzi
z NT inaktywacja odruchu z chemoreceptorow tetniczych poprzez oddychanie 100% tlenem
powodowata obnizenie ci$nienia tetniczego [332,334], co wskazuje u tych chorych na
toniczng aktywno$¢ odruchu. W powyzszych pracach ocena odruchu z chemoreceptorow
tetniczych byla przeprowadzana u osobnikéw czuwajacych. Prawdopodobnym
wytlumaczeniem braku tonicznej aktywnos$ci odruchu obserwowanego w obecnej pracy jest
przeprowadzenie pomiard6w w warunkach znieczulenia ogoélnego uretanem [380].
Przeprowadzenie badan z odnerwieniem klebkow szyjnych na czuwajacych szczurach SHR z
hodowli Centralnego Laboratorium Zwierzat Doswiadczalnych WUM mogtoby potwierdzié,
czy u zwierzat tych obecny jest tonicznie aktywny odruch z chemoreceptoréw tetniczych.

Zardwno u szczuréw nadcisnieniowych jak 1 normotensyjnych farmakologiczne
wywotanie odruchu z chemoreceptorow tetniczych prowadzitlo do tachykardii. Liczne
doniesienia, w szczegolnoSci z badan na preparatach in situ, opisywaly bradykardi¢
powodowang przez wywotanie odruchu [402—404]. Odmienny profil zmian cze¢stosci serca w
doswiadczeniach w preparatach in situ moze wynika¢ z faktu, ze aferentna impulsacja
z mechanoreceptoréw ptlucnych byla w nich nieobecna, a zatem badano pierwotny odruch
z chemoreceptorow  tetniczych. W przeprowadzonym  badaniu  drogi  aferentne
z mechanoreceptorow pluc byly aktywne z powodu obecnosci samoistnych ruchow
oddechowych u znieczulonego zwierzgcia. W zwigzku z powyzszym uzasadnione wydaje si¢
wystgpienie tachykardii jako dominujaca odpowiedz chronotropowej serca, a badany byt
wtorny odruch z chemoreceptorow tetniczych [40,203,243,405]. Podobny wzorzec
odpowiedzi hemodynamicznej u znieczulonych szczuréw hipertensyjnych SHR i szczurow
normotensyjnych z zachowanym spontanicznym oddechem obserwowany byl przez innych
badaczy u zwierzat normotensyjnych [369,406] oraz u czuwajacych szczuréw SHR 1 WKY,
u ktorych odruch wywolywany byt ekspozycjg na ktértkotrwata hipoksje [399]. Otrzymane
w doswiadczeniu wyniki sg jednak w sprzecznosci z doniesieniami, w ktorych opisywano

bradykardi¢ obecng wtornie do farmakologicznie wywotanego odruchu u szczurdéw
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czuwajacych [383,384]. Nalezy jednak podkresli¢, ze w powyzszych pracach stwierdzane
byly wzrosty MABP przekraczajace 50 mm Hg, co moglo doprowadzi¢ do silnego
pobudzenia odruchu z baroreceptorow tetniczych 1 wtdrnie wystgpienia bradykardii mimo
aktywacji odruchu z chemoreceptoréw tetniczych. Dodatkowo Hayward i wsp. analizowali
HR jedynie w poczatkowym etapie odruchu przed osiggnieciem maksymalnych wartosci
ci$nienia tetniczego, natomiast HR w okresie peilnej odpowiedzi presyjnej charakteryzowata
si¢ zwiekszong czgstoscig [407].

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty, ze farmakologicznie wywotany odruch
z chemoreceptoréw tetniczych prowadzit do prawie dwukrotnego zwigkszenia przeptywu
krwi w tetnicy udowej u szczuréw hipertensyjnych SHR w stosunku do wartosci
spoczynkowej, natomiast nie stwierdzono istotnego statystycznie wptywu na przeptyw
w tetnicy udowe] u szczuréw normotensyjnych WKY. Dostepna literatura naukowa
przedstawiajgca zagadnienia dotyczace indukowanej przez odruch z chemoreceptorow
tetniczych regulacji przeptywu w poszczegdlnych narzadach jest nieliczna 1 w przypadku
modeli zwierzecych dotyczy przede wszystkim warunkow normotensji. W badaniach na
zwierzetach w zaleznosci od warunkéw doswiadczalnych odruch ten byl zwigzany ze
skurczem lub rozkurczem tetnic wiencowych u zwierzat normotensyjnych [248,408].
Wywotanie odruchu z chemoreceptoréw tetniczych u znieczulonych szczuréw prowadzito do
skurczu tetnic trzewnych i spadku przeptywu w tozysku trzewnym [409]. Z kolei wyniki
badan na matych populacjach oséb zdrowych 1 pacjentow z NT sg niejednoznaczne.
U normotensyjnych o0so6b w  trakcie wysitku fizycznego, pobudzenie odruchu
z chemoreceptorow tetniczych ograniczato przeptyw przez tetnice udowa w warunkach
normoksji, a hamowanie odruchu przez hiperoksje lub dopamine zwigkszato przeptyw przez
tetnice udowa [410], wskazujac na naczyniozwe¢zajgce dziatanie odruchu w warunkach
normotensji. Odmienne wyniki uzyskano u oséb z prawidlowym ci$nieniem tetniczym, u
ktorych odruch z chemoreceptoréw tetniczych pobudzany byt poprzez ekspozycje na
normokapniczng hipoksj¢, co zwiekszato przeplyw przez tetnice udowa, natomiast u
pacjentow z NT pobudzenie odruchu nie miato wptywu na przepltyw w tetnicy udowej [411].
Odmienne wyniki przestawiono tez dla pacjentow z bezdechem obturacyjnym i NT, u ktorych
pobudzenie odruchu poprzez ekspozycje na hipoksj¢ prowadzito do zwigkszenia przeptywu
w tetnicy ramieniowej [412]. Nalezy podkresli¢, ze w powyzszych pracach ocena przeptywu
przez tetnice obwodowe nie jest tatwa do interpretacji ze wzgledu na naczyniorozszerzajace
dzialanie hipoksji, co bedzie przeciwstawnie dziata¢ wzgledem wzrostu pobudzenia

wspotczulnego wynikajacego z pobudzenia odruchu z chemoreceptoréw tetniczych.
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Aktywacja odruchu z chemoreceptoréw tetniczych prowadzi do silnego pobudzenia
wspotczulnego skutkujacego wzrostem oporu naczyniowego, zwigkszeniem powrotu zylnego
do serca 1 w efekcie zwigkszeniem rzutu serca [40,203]. Przeptyw krwi w danym lozysku
naczyniowym/narzadzie zalezy wprost proporcjonalnie od gradientu ci$nienia utrzymujacego
perfuzje 1 odwrotnie proporcjonalnie od oporu naczyniowego [413,414]. W zwiazku
z powyzszym obserwowany u szczurdw SHR przejsciowo zwiekszony przeplyw krwi
w tetnicy udowe] mozna interpretowaé raczej jako wynik wigkszego wzrostu ci$nienia
tetniczego niz obnizenia oporu naczyniowego. Natomiast u normotensyjnych szczurow WKY
brak zmian w przeptywie krwi w tetnicy udowej moze wynika¢ z porownywalnych zmian we
wzroscie ci$nienia krwi 1 wzroscie oporu naczyniowego.

W przeprowadzonym badaniu w trakcie odruchu z chemoreceptorow tetniczych
rejestrowano takze parametry oddechowe. Dostgpne pismiennictwo dotyczace odpowiedzi
oddechowej na pobudzenie odruchu u szczuréw hipertensyjnych SHR jest ubogie. Pierwsza
praca, ktora powigzala aktywnos$¢ kilebkow szyjnych z NT opublikowana zostala przez
profesora Jacka Przybylskiego w 1978, ktoéry wykorzystujac hipertensyjne szczury SHR
wykazat obecno$¢ hiperwentylacji u mtodych szczurow SHR w okresie rozwoju nadci$nienia
tetniczego [341]. W kolejnej pracy wykazat tez, ze u znieczulonych uretanem szczurow SHR
dezaktywacja odruchu z chemoreceptorow kiebkéw szyjnych poprzez oddychanie 100%
tlenem prowadzita do zmniejszenia wentylacji minutowej [312], co $wiadczylo
o zwigkszonym napedzie oddechowym zaleznym od chemoreceptoréw tetniczych u szczurow
hipertensyjnych. W pewnej sprzecznos$ci z tym doniesieniem sg obecne wyniki, gdyz
obustronne odnerwienie klebkow szyjnych nie prowadzito do istotnych zmian w parametrach
krazeniowo-oddechowych. Brak obnizenia wentylacji ptuc po odnerwieniu ktgbkow szyjnych,
podobnie jak w przypadku opisanych wcze$niej parametrow krazeniowych, sugeruje, ze
odruch z chemoreceptorow tetniczych nie byt tonicznie aktywny w spoczynku u
hipertensyjnych  zwierzat w zastosowanym w pracy ukladzie doswiadczalnym.
Prawdopodobng przyczyng nieobecnosci tonicznej aktywno$ci odruchu z chemoreceptoréw
tetniczych u hipertensyjnych szczuréw SHR jest przeprowadzenie pomiarow w warunkach
znieczulenia ogodlnego z uzyciem uretanu. Pomimo niewielkiego wplywu tej formy
znieczulenia na parametry hemodynamiczne i1 oddechowe, aktywnos$¢ 1 amplituda odruchow
krazeniowo-oddechowych w warunkach znieczulenia jest zmniejszona [415], co moze
thumaczy¢ obserwowany brak spoczynkowej tonicznej aktywnosci odruchu, przy

jednoczesnie zachowanej wigkszej czuto$ci odruchu przejawiajacej sie¢ wigkszg zakresem
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odpowiedzi presyjnej 1 hiperwentylacyjnej na farmakologiczne pobudzenie chemoreceptorow
tetniczych u szczurow SHR w poréwnaniu do kontrolnych szczurow WKY..

Wywotanie odruchu z chemoreceptorow tegtniczych wywotato wzrost czestotliwosci
oddechow (RR), ktory byl porownywalny pomigdzy szczurami hipertensyjnymi SHR
1 normotensyjng kontrolg WKY. Podobne wyniki w odniesieniu do cze¢stotliwosci oddechow
przedstawil Hayward 1 wsp., ktorzy nie stwierdzili istotnych roznic we wzroScie RR
pomiedzy znieczulonych uretanem szczurami SHR 1 szczurami WKY pod wplywem
pobudzenia odruchu z chemoreceptorow tetniczych [407]. Niedawno Aitken 1 wsp. réwniez
potwierdzili porownywalny miedzy szczurami SHR 1 WKY wzrost czgstotliwosci oddechow
pod wptywem farmakologicznego wywotania odruchu [416]. Jednak w zadnej z powyzszych
prac autorzy nie rejestrowali wentylacji ptuc.

Odpowiedz oddechowa na odruch z chemoreceptorow jest czgsto oceniana
w preparatach in situ poprzez rejestrowanie aktywno$ci nerwu przeponowego lub
czestotliwosci oddechow [417]. Niewielka liczba badan opisuje jednak wywolane przez
odruch zmiany w wentylacji u zwierzat bez rozlegtego urazy zabiegowego jaki jest konieczny
przy preparowania nerwOw przeponowych [88,312,418]. W przedstawionym badaniu
oceniano odpowiedz oddechowa poprzez rejestracj¢ wentylacji minutowej, czgstosci
oddechéw 1 koncowo-wydechowego dwutlenku wegla. Zaréwno u nadci$nieniowych
szczuréw SHR, jak 1 normotensyjnych szczurow WKY wystagpita zwiekszona wentylacja ptuc
1 czestotliwos¢ oddechéw z towarzyszacym istotnym spadkiem ETCO,, co wskazuje na
hiperwentylacje podczas odruchu z chemoreceptorow tetniczych. Co wiecej, u szczurow SHR
z NT wystapit wiekszy wzrost wentylacji niz u kontrolnych szczurow WKY, co wskazuje na
zwigkszong czulo$¢ odpowiedzi oddechowej na aktywacje odruchu z chemoreceptorow
obwodowym w NT. We wczes$niejszych badaniach opisano wyraznie wigksza odpowiedz na
hipoksje uszczurow SHR niz WKY oceniang za pomocg pomiaréw aktywno$ci nerwu
zatokowego [311]. Obserwowany istotnie wigkszy wzrost wentylacji pluc u szczurow
hipertensyjnych SHR niz u normotensyjnej kontroli jest tez zgodny z doniesieniami
wskazujacymi  na istotnie wigkszy przyrost wentylacji po pobudzeniu odruch
z chemoreceptorow tetniczych niska preznoscig tlenu w powietrzu oddechowym
u czuwajacych szczurow SHR w poréwnaniu do szczurow WKY [399]. Jest to zgodne takze
z doniesieniami z badan na ludziach, w ktérych opisano zwigkszong odpowiedz wentylacyjna
na aktywacje odruchu z chemoreceptoréw tetniczych u pacjentéw z NT [273,347].

Wartym odnotowania jest takze fakt, ze po jednej minucie od wywotania odruchu

cze$¢ parametréw nadal byta podwyzszona w stosunku do wartos$ci wyjsciowych. Efekt ten
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byl szczegolnie wyrazny u szczuréw SHR, u ktorych utrzymywata si¢ zwickszona wentylacja
minutowa, obnizone ETCO> 1 podwyzszona czgsto$¢ serca. U szczuréw normotensyjnych
WKY obserwowano jedynie nieznaczne podwyzszenie wentylacji minutowej i niewielkie
zmniejszenie przeplywu krwi w tetnicy udowej. Zmiany te utrzymywaly si¢ minute po
farmakologicznym wywotaniu odruchu, co wraz z wigksza odpowiedzig presyjna
1 hiperwentylacyjng, wskazuje na zwigkszong aktywno$¢ odruchu z chemoreceptorow
tetniczych przejawiajaca si¢ dtuzej trwajacg odpowiedzig krazeniowo-oddechowsg u szczurow

SHR z NT.

5.3. Uklad wazopresynergiczny

Przeprowadzone badania potwierdzity, ze szczury SHR z NT wykazuja wicksza
odpowiedz krazeniowa 1 odpowiedz oddechowa na dozylne podanie AVP niz normotensyjne
szczury WKY.

Oprocz dziatania nerkowego, dobrze poznany jest presyjny efekt AVP w regulacji
uktadu sercowo-naczyniowego [68,85]. W przeprowadzonych doswiadczeniach wzrost
ci$nienia tgtniczego w odpowiedzi na dozylne podanie AVP byt istotnie wigkszy u szczurow
z NT niz u szczuré6w normotensyjnych, przy czym w obu grupach wzrost ci$nienia tetniczego
w porownaniu do wartosci wyjsciowych byt istotny. Nasilony efekt presyjny AVP zostat po
raz pierwszy opisany przez Mohring’a 1 wsp., ktorzy pokazali, Ze u czuwajacych szczuréw
SHR obwodowe podanie AVP prowadzito do wigkszych wzrostow cisnienia tetniczego,
a wielko$¢ odpowiedzi presyjnej u szczurow SHR byla silniej wyrazona dla danych stezen
osoczowych AVP w porownaniu do kontrolnych szczurow WKY [313,419]. Rowniez
nasilony efekt presyjny AVP obserwowany byt u szczurow SHR w porownaniu do szczuréw
WKY w modelu perfundowanego tozyska trzewnego [420]. Czg$¢ autorow nie stwierdzata
jednak istotnych roznic w dziataniu presyjnym AVP pomiedzy czuwajacymi szczurami SHR
1 WKY [329,421]. Moze to wynika¢ z efektu naczynio-rozszerzajagcego AVP zaleznego od
receptora V2, gdyz podanie selektywnego antagonisty receptora V2 wyraznie nasila
odpowiedz presyjng na AVP u szczuréw SHR [314,422]. Niezaleznie od dziatania
obwodowego, u szczurow SHR stwierdzono roéwniez zwigkszong aktywnoS$¢ presyjna
mozgowego uktadu wazopresynergicznego, ktéra zalezy od pobudzenia receptorow Vla
[329,423].

W przeprowadzonych badaniach zablokowanie receptora Vla za pomoca

selektywnego antagonisty obnizylo cisnienie tetnicze krwi tylko u szczuréw SHR, co takze
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jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami z badan na szczurach SHR [314,324] oraz
upacjentow z NT [424]. Sugeruje to, ze u szczurOw nadci$nieniowych SHR uklad
wazopresynergiczny wykazuje toniczng aktywno$¢ w utrzymaniu spoczynkowych wartosci
ci$nienia t¢tniczego. Przemawiaja za tym roéwniez badania, w ktorych przez okres od 4 do
10 tygodni w sposob przewlekly podawano hipertensyjnym szczurom SHR selektywnego
antagoniste receptora V1a uzyskujac istotne obnizenie ci$nienia tetniczego [425,426].

Odpowiedzi presyjnej na AVP towarzyszyly tez zmiany przepltywu w tetnicy udowe;.
Istotny wzrost przeptywu przez tetnice udowa po dozylnym podaniu AVP obserwowany byt
jedynie u normotensyjnych szczurow WKY, natomiast u hipertensyjnych szczurow SHR nie
stwierdzono zmian tego parametru. Przeptyw w danym tozysku naczyniowym zalezy od
zmian ci$nienia perfuzyjnego, ktore jest pochodng sredniego cisnienia t¢tniczego oraz zmian
oporu naczyniowego. Wykazano istotne dziatanie naczynioskurczowe AVP wzgledem tetnic
trzewnych, nerkowych oraz tetniczek oporowych migéni szkieletowych, ktore nasilone jest
uszczurow SHR [427-431]. Jednoczesnie AVP poprzez wzrost ci$nienia tetniczego
prowadzacego do wzrostu przeplywu krwi moze wywotywaé efekty naczyniorozszerzajace
zalezne od $rdédbtonkowego uwalniania NO 1 prostaglandyn w obrgbie tetnicy udowej, co
zostalo stwierdzone u normotensyjnych szczuréOw znieczulonych uretanem [432,433].
Réwniez u 0s6b z prawidlowym cisnieniem tetniczym stwierdzano naczyniorozkurczowe
dziatanie AVP 1 wzrost przeptywu w naczyniach przedramienia [434]. Zarazem rozkurcz
tetnicy udowej zalezny od czynnikow $rodbtonkowych [422,433] oraz zalezny od receptorow
beta-adrenergicznych [435] jest ograniczony u hipertensyjnych szczurow SHR. Obserwowany
wzrost przeptywu w tetnicy udowej u normotensyjnych szczuréw WKY oraz brak zmian
przeptywu u hipertensyjnych szczurow SHR sa wiec prawdopodobnie wypadkowa
odpowiednio wzrostu cisnienia tetniczego 1 odpowiedzi naczyniorozkurczowej u szczurow
WKY oraz wzrostu ci$nienia tetniczego 1 odpowiedzi naczynioskurczkowej u szczurow SHR.
Badania in vitro z izolowanymi naczyniami tetniczymi od szczurow SHR 1 WKY uzytych w
obecnym badaniu mogtyby potwierdzi¢ takg interpretacje uzyskanych wynikow.

W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono istotnych zmian czgstosci serca
w odpowiedzi na dozylne podanie AVP, pomimo ze mozna by oczekiwac, iz wzrost ci$nienia
tetniczego spowoduje spowolnienie czestosci serca z powodu pobudzenia odruchu
z baroreceptoréw tetniczych. Ponadto odpowiedz taka powinna by¢ lepiej wyrazona
u normotensyjnych szczurow WKY ze wzgledu na uwrazliwiajace dziatanie AVP wzgledem
odruchu z baroreceptoréow tetniczych oraz wigksza czuto$¢ tego odruchu u zwierzat

normotensyjnych w poréwnaniu do hipertensyjnych szczurow SHR [419,421]. Uzyskane w
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pracy wyniki wskazujg jednak na stabag odpowiedz chronotropowg serca po podaniu AVP, co
moze wynika¢ z przeprowadzenia pomiaré6w w warunkach znieczulenia uretanem, ktory
preferencyjnie zmniejsza komponentg sercowg odruchu z baroreceptoréw tetniczych, co
w efekcie ogranicza odpowiedz chronotropowg serca na zmiany ci$nienia tg¢tniczego
krwi [436].

Podania selektywnego antagonisty receptora Vla zniosto wszystkie efekty
hemodynamiczne dozylnie podanej AVP, co wskazuje, ze odpowiedz presyjna u szczurow
hipertensyjnych SHR oraz u szczuréw normotensyjnych WKY, a takze wzrost przeptywu
w tetnicy udowej u szczurow WKY, sg zalezne od receptora Vla dla AVP. Obserwacja ta
potwierdza liczne wcze$niejsze doniesienia wskazujace na dominujacy udziat receptora Vla
w odpowiedzi hemodynamicznej na AVP.

Zmianom parametrOw hemodynamicznych towarzyszylo zmniejszenie wartosci
parametréw oddechowych pod wptywem dziatania egzogennej AVP. W przesztosci hamujacy
wptyw dozylnie podanej AVP na wentylacje ptuc stwierdzono u przytomnych i znieczulonych
szczurdw [88,140-142], czuwajacych psoéw [139] oraz u ptodéw jagniecych [143], jednak nie
badano wptywu AVP na wentylacj¢ w warunkach NT. Odpowiedz hamujaca AVP wzgledem
wentylacji pluc mozna tlumaczy¢ aktywacja baroreceptoréw tetniczych, oddziatywaniem
AVP obecnej we krwi na narzady okotokomorowe mozgu lub wptywem AVP na kiebki
szyjne 1 odruch z chemoreceptorow tetniczych.

Wzrost ci$nienia tetniczego wywotany podaniem AVP pobudza odruchu
z baroreceptoréw tetniczych [437]. Z kolei pobudzenie baroreceptorow tetniczych prowadzi
do hamowania aktywnosci neuronéw oddechowych, co skutkuje zmniejszeniem wentylacji
pluc [146-149]. W zwigzku z tym pobudzenie odruchu z baroreceptoréw tetniczych wtornie
do wzrostu ci$nienia tetniczego jest mozliwym wyjasnieniem efektu hamujgcego aktywnosc
uktadu oddechowego po dozylnym podawaniu AVP, ktory byt obserwowany u szczurdéw
hipertensyjnych SHR. W przeciwienstwie do szczurow SHR z NT, wzrostowi cis$nienia
tetniczego u szczuréw normotensyjnych WKY, cho¢ mniejszemu niz u szczurdw
hipertensyjnych, nie towarzyszylo istotne zahamowanie wentylacji. W badaniach
przeprowadzonych w Katedrze 1 Zaktadzie Fizjologii Doswiadczalnej 1 Klinicznej, podanie
AVP u normotensyjnych szczurow Sprague-Dawley spowodowato zmniejszenie wentylacji
minutowej, jednak wzrost ci$nienia tetniczego u tych szczuroOw byl znacznie wyzszy, niz
w obecnie analizowanym doswiadczeniu (~ 40 mm Hg vs ~ 20 mm Hg) [88]. Odruch
z baroreceptoréw tetniczych u szczurow SHR charakteryzuje si¢ nizszg czuloscia

W porownaniu ze zwierz¢tami normotensyjnymi [277,369,398], a tym samym powinien mie¢
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rowniez mniejszy wplyw na regulacj¢ wentylacji ptuc niz u zwierzat normotensyjnych.
Dodatkowo zaréwno u szczuréw SHR jak 1 u szczurow WKY wzrostowi ci$nienia tetniczego
po podaniu AVP nie towarzyszyto istotne obnizenie czestosci serca, co wskazuje na brak
istotnego pobudzenia odruchu z baroreceptoréw tetniczych. Argumenty te przemawiajg za
ograniczonym udziatem odruchu =z baroreceptorow tetniczych w obserwowanym
zmniejszeniu wentylacji pluc pod wptywem egzogennej AVP u hipertensyjnych szczurow
SHR. Dlatego mozliwe jest rowniez, ze AVP wywiera swoje dziatanie na uktad oddechowy
przez wptyw na chemoreceptory tetnicze, w tym kiebki szyjne.

Miejscowe podanie AVP w okolice kiebka szyjnego powodowato obnizenie
wentylacji 1 czgstotliwosci oddechu jedynie u szczurow SHR przy braku zmian w czynnosci
oddechowej u szczuréw normotensyjnych WKY. Dotetnicze podanie AVP w okolice kiebka
szyjnego powodowato istotny statystycznie wzrost ci$nienia tg¢tniczego u obu szczepow
szczurdéw, jednak jego amplituda byta mata (~3 mm Hg) i w zwigzku z tym nie mogta mie¢
istotnego wplywu na odruch z baroreceptorow tetniczych, a tym samym na zmiany wentylacji
wynikajagce z pobudzenia baroreceptoréw tetniczych. Wyniki te przemawiajg za tym, ze
efekty oddechowe AVP u szczuréw hipertensyjnych SHR zalezg od pobudzenia kigbkow
szyjnych. Brak zmian w wentylacji po miejscowym podaniu AVP u szczurow
normotensyjnych WKY pozostaje jednak w pewnej sprzecznosci z wczesniejszym
doniesieniem, w ktorym u szczurOw normotensyjnych Sprague-Dawley zaobserwowano
wzrost parametrow oddechowych [88]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w pracy tej cewnik do
podan dotetniczych znajdowat si¢ w tetnicy szyjnej wspolnej, w zwiagzku z czym catkowicie
byl zamkniety naptyw krwi do modzgu przez to naczynie. W tym kontek$cie nalezy
uwzgledni¢ potencjalny wptyw AVP na parametry oddechowe poprzez jej oddzialywanie
znarzadami okotokomorowymi. W wykonanych w obecnej pracy doswiadczeniach
umieszczenie cewnika w tetnicy szyjnej zewnetrzne] w duzo mniejszym stopniu ograniczato
fizjologiczny domézgowy przeptyw krwi. Roznice w umiejscowieniu cewnikow mogty miec
jednak wplyw na dostgp AVP do narzadow okotokomorowych mozgu (CVOs), ktoére
pozbawione sg bariery krew-mdzg 1 w zwigzku z tym sg dostepne dla substancji krazacych we
krwi oraz w ptynie mézgowo-rdzeniowym [374]. Wyniki opublikowanych badan wskazuja,
ze w CVOs, w tym narzadzie naczyniowym blaszki krancowej (OVLT), narzadzie
podsklepieniowym (SFO) 1 polu najdalszym (AP) ekspresji ulega gloéwnie receptor Vla
[9,438—442].Wiadomo, ze AVP oddziatujac na receptory Vla w obrebie AP wywierata
dziatanie hamujace wzgledem uktadu oddechowego [153]. Natomiast elektryczna stymulacja

SFO prowadzita do zwigkszenia objetosci oddechowej 1 wydluzenia odstepu pomigdzy
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kolejnymi wdechami u normotensyjnych szczur6w w znieczuleniu uretanem [443]. Rowniez
podanie AVP do komory bocznej mozgu, co umozliwia oddzialywanie tego hormonu na
swoje receptory w obszarze SFO, zwalniato czestotliwos¢ oddechéw [152]. Ze wzgledu na
zachowany domodzgowy przeptyw krwi przy umiejscowieniu cewnika w tetnicy szyjnej
zewnetrzne] do podan w okolice kiebka szyjnego, nie mozna wykluczy¢, ze czes$c
obserwowanej odpowiedzi w obecnych badaniach wynikata z oddziatywania AVP na CVOs.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mechanizmy regulujacych uklad oddechowy zalezne
od AVP sg silniej wyrazone u szczuréw hipertensyjnych SHR 1 mogg wynika¢ z oddziatania
AVP na kilebki szyjne. Potencjalne efekty AVP poprzez mechanizmy nerwowe zalezne od
oddziatywania AVP na moézgowe receptory, szczegoélnie zlokalizowane CVOs, wymaga
potwierdzenia w badaniach z celowanym blokowaniem lub pobudzeniem moézgowych
receptorow dla AVP.

Udziat chemoreceptoréw tetniczych i AVP w regulacji uktadu sercowo-naczyniowego
1 uktadu oddechowego jest dodatkowo potwierdzony przez zmieniony wzdér odpowiedzi
kragzeniowo-oddechowej] na AVP po obustronnym odnerwieniu kiebkéw szyjnych.
Odnerwienie kiebkow szyjnych miato nieistotny wplyw na presyjne dziatanie AVP
u szczurow SHR z NT, ale wzrost cisnienia tetniczego byly znacznie obnizony u szczurdéw
WKY. Dodatkowo, pomimo podobnego wzrostu ci$nienia tetniczego krwi u szczurow SHR
z odnerwionymi ktebkami szyjnymi i szczurow SHR bez odnerwienia, AVP miata nieistotny
wpltyw na wentylacje minutowg u hipertensyjnych szczuréw SHR z odnerwionymi kigbkami
szyjnymi. Obserwacje te w potaczeniu z oddechowg reakcja na miejscowo podang AVP
sugeruja, ze klebki szyjne biorg udziat w odpowiedzi presyjnej na AVP u zwierzat
normotensyjnych, natomiast efekty oddechowe AVP zalezne od kiebkdéw szyjnych wystepuja
gtownie u szczurow SHR z NT. Zrozumienie przyczyny roznic w efektach oddechowych
AVP miedzy hipertensyjnymi szczurami SHR 1 normotensyjnymi szczurami WKY wymaga
dalszych badan. Przeprowadzenie badan z bezposrednimi podaniami AVP do kigbkow
szyjnych w modelu in situ dzialajacego serca 1 pnia moézgu (working heart-brainstem
preparation), w ktorym wyeliminowany jest wptyw znieczulenia, natomiast zachowane sg
drogi aferentne z kiebkow szyjnych 1 baroreceptorow tetniczych oraz mozliwy jest pomiar
aktywno$ci nerwu zatokowego, nerwdéw wspotczulnych 1 nerwu przeponowego [417],
umozliwiloby potwierdzenie uzyskanych w pracy wynikow u znieczulonych uretanem
SZCZUrow.

Szczury SHR wykazywaty wigksza odpowiedz hipotensyjng i oddechowa zwigzang ze

wzrostem wentylacji pluc na podanie antagonisty receptora Vla niz normotensyjne szczury
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WKY. Podobny przejsciowy wptyw blokady receptora V1a na wentylacje ptuc stwierdzono
u czuwajacych pséw [144]. Hamujace dzialanie receptora V1a na oddychanie potwierdzajg
rowniez badania, w ktorych podanie antagonisty receptora Vla uwidacznia stymulujacy
wpltyw oksytocyny na aktywno$¢ oddechowg u szczuréw [140] i Ang Il u psow [444].
Obnizenie wentylacji ptuc po zablokowaniu receptora Vla sugeruje, ze endogenna AVP i
receptor Vla biorg udziat w pobudzaniu wentylacji ptuc w spoczynku u szczurow SHR.
W przeciwienstwie do szczuréw SHR, wplyw podania antagonisty receptora Vla na
parametry oddechowe byl nieistotny u normotensyjnych szczuréw WKY, co jest zgodne
z wezesniejszymi doniesieniami opisanymi przez zespol z Katedry i1 Zaktadu Fizjologii
u znieczulonych uretanem normotensyjnych szczuroOw Sprague-Dawley [88] oraz przez
Walkera 1 Jennings, ktorzy stwierdzili nieistotny wplyw blokady receptora V1a na wentylacje
pluc u czuwajacych szczurow normotensyjnych [142]. Optymalng metoda do pelnej
weryfikacji powyzszych obserwacji dotyczacych AVP i jej receptora wydaje si¢ by¢ celowana
regulacja w dot receptorow Vla w kigbkach szyjnych z wykorzystaniem interferujacych
mikroRNA, zaréwno u szczuréw hipertensyjnych jak 1 normotensyjnych, jednak
doswiadczenia z miejscowym modyfikowaniem ekspresji receptoréw w kiebkach szyjnych
opisano dotychczas jedynie dla receptora purynergicznego P2X3 w duzym modelu
zwierzecym u psow [445].

W opublikowanej przez nasz zespot pracy postulujemy, ze AVP moze dziata¢ jako
neurohormon, ktory poza regulacjg uktadu krazenia, przyczynia si¢ takze istotnie do regulacji
uktadu oddechowego w warunkach zaburzen homeostazy lub stresu [22]. Jednym
z potencjalnych celow dla AVP krazacej w krwioobiegu moze by¢ kiebek szyjny.
We wcezesniejszych pracach z Katedry 1 Zakladu Fizjologii Do$wiadczalnej 1 Klinicznej
potwierdzono w barwieniach immunofluorescencyjnych, ze chemowrazliwe komorki kigbka
szyjnego u normotensyjnych szczuréw Sprague-Dawley wykazuja obecnos¢ zarowno
N-koncowego, jak 1 C-koncowego fragmentu receptora Vla [88]. Ponadto biatko G ¢/11,
bedace wewnatrzkomérkowy sktadnikiem sygnalizacji receptora Vla, zostato takze
stwierdzone w chemowrazliwych komorkach kiebka szyjnego u myszy [446]. Kolejnym
etapem w badaniach nad rolg tego receptora jest potwierdzenie w pracy doktorskiej obecnosci
receptora Vla w klebkach szyjnych hipertensyjnych szczuréw SHR, jak réwniez w kiebkach
szyjnych normotensyjnych szczurow WKY. Jednak zastosowane w doswiadczeniu metody
nie pozwolity na ocen¢ iloSciowg wystepowania tego receptora u obu badanych szczepow.
W niedawno opublikowanej pracy dotyczacej roli receptora dla glukagonopodobnego peptydu
typu 1 (GLPIR) w kiebkach szyjnych, Pauza i wsp. wykorzystali narzedzia transkryptomiki
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do oceny ekspresji mRNA receptorow zwigzanych z bialkkami G w kiebku szyjnym
u szczuréw hipertensyjnych SHR 1 normotensyjnych szczurow WKY [447]. Analiza
zalaczonej do publikacji bazy wynikow wskazuje na istotnie wigksza ekspresj¢ mRNA
receptora Vla w kigbkach szczurow SHR niz normotensyjnych szczurow WKY, jednak
obecnos¢ biatka receptora Vla u szczuréw hipertensyjnych SHR nie zostala dotychczas
opisana w dostepnej literaturze. Uzyskane immunobarwienia w kierunku receptora Vla
u szczurow SHR 1 szczurow WKY wskazuje na obecno$¢ biatka receptora na komorkach
chemoreceptorowych kiebka szyjnego, co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami
u szczuréw normotensyjnych Sprague-Dawly [88]. W zwiazku z powyzszym mozna
przypuszczaé, ze krazaca AVP moze wplywaé na aktywno$¢ klebka szyjnego poprzez
wigzanie si¢ ze swoimi receptorem V1a w komorkach chemoreceptorowych kiebka szyjnego.
Warto zwroci¢ w tym miejscu uwage, ze oprocz bezposredniego wplywu na komorki
chemoreceptorowe kigbka szyjnego poprzez receptory Vla, efekt krazacej AVP moze
wynika¢ rowniez z dziatania zwe¢zajacego naczynia krwionos$ne 1 wtdrne zmiany 1 spadek
przeptywu krwi przez kigbek szyjny. Koncepcje spadku przeptywu przez chemoreceptory
tetnicze jako mechanizm zwigzany z wystgpowaniem NT jako pierwszy przedstawit
pracujagcy w Zaktadzie Fizjologii Akademii Medycznej w Warszawie profesor Jacek
Przybylski [150]. P6zZniejsze prace eksperymentalne potwierdzily, ze zmniejszony przeptyw
krwi przez kiebek szyjny moze prowadzi¢ do uwrazliwienia chemoreceptoréw tetniczych 1
nasilenia tonicznej aktywnosci 1 amplitudy odpowiedzi na pobudzenie klebkéw szyjnych
[150,151,200,448,449]. Jednak zrozumienie regulacyjnego wptywu AVP poprzez zmiany
oporu naczyniowego i redukcje przeplywu krwi w kiebkach szyjnych wymaga dalszych
badan.

Przeprowadzone badanie wykazato, ze zar6wno oddechowe, jak i hemodynamiczne
efekty AVP zalezg od receptor Vla, poniewaz selektywny antagonista receptora skutecznie
znosit odpowiedzi na dozylne i1 dote¢tnicze podanie AVP. Wyniki te sg zgodne z wczesniej
opublikowanymi badaniami, ktére pokazuja, ze blokada receptora Vla za pomoca
selektywnych antagonistow zapobiega zmianom wentylacji pluc i ci$nienia tgtniczego krwi
wywotanym dozylnym podaniem AVP u znieczulonych szczurow normotensyjnych
[88,140,141]. Uzyskane wyniki dodatkowo potwierdzaja doniesienia w literaturze naukowej
wskazujace, ze wptyw AVP na regulacje uktadu oddechowego i sercowo-naczyniowego

zalezy gtéwnie od receptora Vla [22,62,450].
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5.4. Ograniczenia pracy

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej maja pewne istotne
ograniczenie, ktore powinny by¢ brane pod uwage przy interpretacji wynikow. Przede
wszystkim pomiary krazeniowo-oddechowe przeprowadzono w znieczuleniu terminalnym
z wykorzystaniem uretanu. Warunki hemodynamiczne i1 wentylacyjne 1 ich regulacja
odruchowa w trakcie znieczulenia odbiegaja od tych obserwowanych u szczurow
czuwajacych. Doniesienia w literaturze opisujg jednak ograniczony wpltyw znieczulenia
uretanem na parametry krazeniowo-oddechowe 1 odruchy sercowo-naczyniowe w porownaniu
do innych form znieczulenia [376,378-380], a znieczulenie to jest szeroko stosowane
w podobnych doswiadczeniach.

Réwniez chirurgiczne przygotowanie zwierzat oraz uraz okolo zabiegowy mogag
istotnie wptywa¢ na funkcje regulacyjne uktadu krazenia 1 oddechowego. W celu
zmniejszenia wpltywu procedur chirurgicznych, w trakcie doswiadczen starano si¢ mozliwie
ograniczy¢ uszkodzenia tkanek 1 przeprowadza¢ czynno$ci zabiegowe w mozliwie
atraumatyczny sposoéb. W szczegdlnosci wszystkie kaniulacje naczyn przeprowadzano
w przestrzeni podskornej, bez otwierania jam ciala tak, aby nie zmienia¢ warunkow
ciSnieniowych w jamie brzusznej i klatce piersiowej zwigzanych z cyklem oddechowym.
Cewniki wprowadzano do naczyn poprzez pojedyncze naktucia, po rozpreparowaniu peczka
naczyniowo-nerwowego na mozliwie krotkim odcinku. Przeprowadzenie badan u zwierzat
czuwajacych z wszczepionymi przetwornikami do rejestracji telemetrycznych parametrow
sercowo-naczyniowych [451] oraz wykorzystanie komory do pletyzmografii calego ciata do
rejestracji parametrow oddechowych [452] ograniczyloby zaréwno wplyw znieczulenia jak
1 przeprowadzenia pomiarow fizjologicznych w warunkach okotozabiegowych.

Podania w okolice kiebka szyjnego poprzez iniekcje AVP do tetnicy szyjnej
zewngetrznej nie s3 tozsame z podaniem do samego klebka szyjnego. Mimo ograniczenia
dziatania ogdlnoustrojowego, tak podawana AVP mogla wywiera¢ tez efekty zalezne od
pobudzenia jej receptorow w CVOs. Przeprowadzenie badan z blokadg osrodkowych
receptorow Vla [122] lub uszkodzeniem CVOs [377] umozliwitloby ocen¢ udziato
mozgowych receptorow Vla w obserwowanych efektach. Natomiast wykorzystanie
preparatdéw in situ dzialajacego serca i pnia mozgu umozliwitoby precyzyjne podanie AVP do
kigbka szyjnego [417].

W analizie wynikdw pomiarow krazeniowo-oddechowych nie byliSmy w stanie

w pelni oddzieli¢ udziatu AVP w efektach oddechowych od wplywu aktywacji
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baroreceptorow  tetniczych na  wentylacje pluc. Wykorzystanie innych modeli
doswiadczalnych, w tym pomiardw in situ oraz celowanych na kilebki szyjne zahamowania
ekspresji receptorow Vla mogloby lepiej wyodrgbni¢ efekty AVP zwigzane z samymi
ktgbkami szyjnymi. Nalezy zwroci¢ uwage, ze celowane zmiany ekspresji receptorow
w kiebkach szyjnych opisano dotychczas jedynie w doswiadczeniach na psach, u ktérych
zahamowano ekspresj¢ receptora purynergicznego P2X3 z wykorzystaniem mikroRNA
dostarczanego w plazmidach uwalnianych z mikropecherzykow aktywowanych punktowo
w klebkach przy zastosowaniu wigzki ultradzwiekowej [445].

W trakcie do$wiadczen wystepowata duza zmienno$¢ pomiaru bezwzglednych
wartosci przeplywu krwi w tetnicy udowej pomiedzy poszczegdlnymi szczurami oraz pewna
zmienno$¢ wynikajacg z trudnosci technicznych w uzyskaniu stabilnego potozenia glowicy
dopplerowskiej przez caty okres do§wiadczenia, szczegolnie w trakcie manipulacji w obrgbie
szyi. Z tego wzgledu odstgpiono od obliczania oporu naczyniowego konczyny tylnej podczas
odruchu z chemoreceptorow tetniczych oraz w odpowiedzi na dozylne i miejscowe podanie
AVP, a analiz¢ oparto na samym przeptywie naczyniowym.

W barwieniach immunofluorescencyjnych udato nam si¢ potwierdzi¢ obecnos¢
receptora Vla w kiebkach szyjnych. Metody przez nas stosowane pozwolily jednak na
jedynie jako$ciowa ocen¢ wystepowania tego receptora. W celu pelnego poznania potrzebna
jest ilosciowa ocena jego wystepowania, a takze potwierdzenia przedstawionej przez Pauza
1 wsp. ekspresji mRNA dla receptora Vla dla AVP w kiebkach szyjnych [447]. Ponadto
zastosowanie technik hybrydyzacji in situ dla mRNA receptora V1a pozwolitoby dodatkowo
do wykonanych barwien potwierdzi¢ jego lokalizacj¢ komérkowa w kiebkach szyjnych [453].

5.5. Podsumowanie

Otrzymane wyniki dostarczajag nowej wiedzy dotyczacej odruchu z chemoreceptorow
tetniczych w kigbkach szyjnych i udzialu wazopresyny w regulacji krazeniowo-oddechowe;j
w pierwotnym  nadci$nieniu  tetniczym.  Potwierdzono  wygoérowanie  odruchu
z chemoreceptoréw tetniczych w warunkach nadcis$nienia tg¢tniczego. Obserwowane zmiany
parametréw krazeniowych 1 oddechowych pod wpltywem dozylnego oraz miejscowego
podania wazopresyny sugeruja, ze wazopresyna oddziatuje na czynno$¢ uktadu krazenia
1 uktadu oddechowego réwniez poprzez kigbki szyjne, a wplyw ten jest bardziej nasilony
u zwierzat hipertensyjnych 1 zalezy od receptorow Vla dla wazopresyny. W barwieniach

immunohistochemicznych potwierdzono obecno$¢ w kigbkach szyjnych szczurow
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hipertensyjnych SHR. Lacznie wyniki te wskazuja na zwigkszone zaangazowanie uktadu

wazopresynergicznego oraz receptora Vla dla wazopresyny w regulacje krazeniowo-

oddechowa u szczurow hipertensyjnych SHR, co potencjalnie moze stanowi¢ punkt wyjscia

dla poszukiwania nowych sposobow leczenia nadcisnienia tetniczego.

5.6.

Whioski

Wyniki otrzymane z przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej doswiadczen

pozwalajg na wyciggnigcie nastepujacych wnioskow:

1.

Sktadowa krazeniowa i oddechowa odruchu z chemoreceptoréw tetniczych sg wzmozone
u hipertensyjnych szczuréw SHR w poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY, co

potwierdza zwigkszong czutos$¢ tego odruchu w warunkach nadcis$nienia tetniczego.

Odruch z chemoreceptorow tetniczych nie wykazuje tonicznej spoczynkowej aktywnosci
u hipertensyjnych szczurow SHR 1 normotensyjnych szczurow WKY w badanym uktadzie

do$wiadczalnym w warunkach znieczulenia ogo6lnego.

Odpowiedzi krazeniowa 1 oddechowa na dozylne podanie AVP s3a nasilone
u hipertensyjnych szczurow SHR w poréwnaniu do normotensyjnych szczurow WKY, co
wskazuje na zwigkszong aktywno$¢ ukladu wazopresynergicznego w regulacji

krazeniowo-oddechowej w warunkach nadci$nienia tetniczego.

Odpowiedz presyjna na miejscowo podang AVP w okolice kigbka szyjnego jest podobna
zardwno u szczuroOw hipertensyjnych SHR jak i1 normotensyjnych szczurow WKY, co
wskazuje na brak nasilenia mechanizmow presyjnych zaleznych od AVP na poziomie

ktebkow szyjnych w warunkach nadcis$nienia tetniczego.

Odpowiedz oddechowa na miejscowo podang AVP w okolic¢ kiebka szyjnego jest obecna
jedynie u szczuréow hipertensyjnych SHR, co wskazuje na udziat AVP w regulacji
sktadowej oddechowej =zaleznej od kigbkow szyjnych w warunkach nadcisnienia

tetniczego.

Obustronne odnerwienie klgbkow szyjnych hamuje odpowiedZ presyjng na dozylnie
podang AVP jedynie u szczuréw normotensyjnych WKY, co wskazuje na udziat ktebkow
szyjnych w regulacji ukladu krazenia przez AVP w warunkach normotensji 1 silnie
wyrazone mechanizmy presyjne niezalezne od kilebkéw szyjnych u zwierzat

hipertensyjnych.
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7.

10.

Obustronne odnerwienie kiebkow szyjnych zapobiega wywotywanemu przez dozylnie
podang AVP zahamowaniu wentylacji pluc u szczuréw hipertensyjnych SHR, co
wskazuje na udzial kiebkéw szyjnych w regulacji sktadowej oddechowej odpowiedzi na

AVP w warunkach nadci$nienia tetniczego.

Odpowiedzi krazeniowo-oddechowe na zablokowanie receptora Vla sg obecne jedynie
u hipertensyjnych szczurow SHR, co wskazuje na udzial tego receptora i AVP
w utrzymywaniu  spoczynkowych  wartosci  parametréw  hemodynamicznych

1 oddechowych w warunkach nadci$nienia t¢tniczego.

Odpowiedzi krazeniowo-oddechowe na AVP zalezg od receptora Vla, gdyz jego
zablokowanie zapobiegalo zmianom wywotanym przez dozylne (systemowe) 1 dotetnicze

(miejscowe) podanie AVP.

Receptor V1a znajduje si¢ na komodrkach chemowrazliwych (typu I) w kiebkach szyjnych
normotensyjnych szczurow WKY 1 hipertensyjnych szczurow SHR, co wskazuje na

mozliwos¢ oddzialywania AVP na chemoreceptory tgtnicze.
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7.

Zgoda Komisji Etycznej

UCHWALA NR WAW2/096/2019
z dnia 28 czerwca 2019-.

Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1' ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej ,ustawg” po
rozpatrzeniu wniosku pt.: ,Wplyw receptora Vla dla wazopresyny na regulacje krazeniowo-
oddechowg u szczuréw normo- i hipertensyjnych” z dnia 05 czerwca 2019 roku, ztozonego przez
Warszawski Uniwersytet Medyczny, | Wydziat Lekarski, adres: ul. Zwirki i Wigury 61, 02-091 Warszawa,
zaplanowanego przez Tymoteusza Zera®
przy udziale® -
Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § , Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:
1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: badania podstawowe, kategoria obejmujaca wiele
uktadow.

2. Najwyzszy stopier dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.
3. Doswiadczenia bedq przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkow?:

Gatunek Wiek/stadium rozwoju Liczba
szczur wedrowny WKY 12-14 tygodni 66
szczur wedrowny SHR 12-14 tygodni 66

4. Doswiadczenia bedq przeprowadzane przez: Zera Tymoteusz, Proczka Michat, Trzciriski Adam,
Partyka Piotr.

5. Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 01.09.2019 do 31.08.2023r.

6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: Centrum Badan Przedklinicznych,
Banacha 1B, 02-097 Warszawa.

7. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: nie dotyczy.

8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

9. Doswiadczenie zestapie/nie zostanie—peddane—ocenie—retrospektywnej—w—terminie—do—6

! Niewtasciwy 2apis usunac

Yimig | nazwisko osoby, ktora zapl. ta | jest odp dzialna za przep d doswiadczenia
' Wypelni¢ w pr dku d zenia do posty organizac)l spoteczne).

* Podac liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

* Nie dluzejniz S lat

“ Podac jesli jest to inny oérodek nit uzytkownik
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Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 47.1. ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r.
o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266). Po
zapoznaniu sie z problematyka badawcza przedstawiong we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doswiadczer na zwierzetach. Na podstawie art.
107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postepowania administracyjnego z pozniejszymi
zmianami (Dz. U. z 2017 poz. 1257) odstapiono od sporzadzania uzasadnienia decyzji, gdyz uwzglednia
ona w catosci zadanie strony.

§4

Integralng czes$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

(/'/L) L '//(

(Pieczeé lokalne) komis)i etyczne)) (Podpls Rrzewodniczgce) komisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art, 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14 czerwca
1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 - tj.; dalej KPA) od uchwaty Lokalnej
Komisji Etycznej strona moze wnies¢, za jej posrednictwem, odwolanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw
Doséwiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwolania strona moze zrzec si¢ prawa do
jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydala uchwale. Z dniem
dorgczenia Lokalnej Komisji Etycznej oswiadczenia o zrzeczeniu sig prawa do wniesienia odwolania przez
ostatnig ze stron postgpowania, decyzja staje si¢ ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Ulytkownik,
2) Organizacja spoteczna dopuszczona do udzialu w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) afa
Utytkownik kopie przekazuje:
¢ Osoba planujjca doswiadczenie
. Zespol ds. dobrostanu
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Vasopressin (AVP) is a key neurohormone involved in the regulation of body functions.
Due to its urine-concentrating effect in the kidneys, it is often referred to as antidiuretic
hormone. Besides its antidiuretic renal effects, AVP is a potent neurohormone involved
in the regulation of arterial blood pressure, sympathetic activity, baroreflex sensitivity,
glucose homeostasis, release of glucocorticoids and catecholamines, stress response,
anxiety, memory, and behavior. Vasopressin is synthesized in the paraventricular (PVN)
and supraoptic nuclei (SON) of the hypothalamus and released into the circulation from
the posterior lobe of the pituitary gland together with a C-terminal fragment of
pro-vasopressin, known as copeptin. Additionally, vasopressinergic neurons project from
the hypothalamus to the brainstem nuclei. Increased release of AVP into the circulation
and elevated levels of its surrogate marker copeptin are found in pulmonary diseases,
arterial hypertension, heart failure, obstructive sleep apnoea, severe infections, COVID-19
due to SARS-CoV-2 infection, and brain injuries. All these conditions are usually
accompanied by respiratory disturbances. The main stimuli that trigger AVP release include
hyperosmolality, hypovolemia, hypotension, hypoxia, hypoglycemia, strenuous exercise,
and angiotensin Il (Ang Il) and the same stimuli are known to affect pulmonary ventilation.
In this light, we hypothesize that increased AVP release and changes in ventilation are not
coincidental, but that the neurohormone contributes to the regulation of the respiratory
system by fine-tuning of breathing in order to restore homeostasis. We discuss evidence
in support of this presumption. Specifically, vasopressinergic neurons innervate the
brainstem nuclei involved in the control of respiration. Moreover, vasopressin V1a receptors
(V1aRs) are expressed on neurons in the respiratory centers of the brainstem, in the
circumventricular organs (CVOs) that lack a blood-brain barrier, and on the chemosensitive
type | cells in the carotid bodies. Finally, peripheral and central administrations of AVP or
antagonists of V1aRs increase/decrease phrenic nerve activity and pulmonary ventilation
in a site-specific manner. Altogether, the findings discussed in this review strongly argue
for the hypothesis that vasopressin affects ventilation both as a blood-borne neurohormone
and as a neurotransmitter within the central nervous system.

hetic nervous sy

Keywords: antidiuretic hormone, respiration, cardiovascular system, carotid body, sy

cir icular organs, brai paraventricular nucleus of the hypothalamus
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INTRODUCTION

Vasopressin (AVP), also known as antidiuretic hormone, is a
neurohormone critically involved in maintaining body homeostasis.
It is synthesized in discrete nuclei of the hypothalamus and
transported to the posterior lobe of the pituitary gland, from
where it is released into the circulation in response to increase
of extracellular fluid osmolality. In the bloodstream, AVP is
paramount for maintaining water balance thanks to its renal
action resulting in water reabsorption and urine concentration.
The other stimuli for AVP release include hypovolemia, hypotension,
hypoxia, hypoglycemia, strenuous exercise, and angiotensin II
(Ang II; Szczepanska-Sadowska et al,, 2017). The same stimuli
also promote increases in pulmonary ventilation and are often
associated with life-threatening conditions (Doerschug et al., 2010;
Frier, 2014; Thompson et al, 2016; Convertino et al, 2019;
Liining et al, 2019).

In addition to its effects in the kidney, AVP exerts numerous
extra-renal effects, including circulatory, nervous, endocrine,
metabolic, and behavioral ones, which are discussed in detail
in recent reviews (Szczepanska-Sadowska et al., 2017; Japundzic¢-
Zigon et al, 2020). Together, these AVP-mediated responses
counteract disturbances of the body homeostasis and help in
adjusting body function to internal and environmental stressors.
Along with the control of circulatory and nervous system, the
precise regulation of the respiratory system is also critical for
the homeostatic adjustments. It is important to realize that
changes in pulmonary ventilation fulfil their adaptive role only
when they are matched with parallel changes in cardiac output
and body metabolism. In this review, we summarize the most
important studies analyzing regulation of AVP release and
discuss the effects of this neuropeptide on the respiration under
physiological and pathophysiological conditions, acting both
as a blood-borne neurohormone and as a neurotransmitter
within the central nervous system.

PHYSIOLOGY OF VASOPRESSIN

Vasopressin: Synthesis, Receptors, and
Release

Vasopressin is synthesized in the form of pre-pro-AVP, which
is processed into AVP, neurophysin I and C-terminal fragment
of pre-pro-AVP known as copeptin. The neurohormone is
produced predominantly in the paraventricular (PVN) and
supraoptic nuclei (SON) of the hypothalamus in two
histologically and functionally distinct pools of neurons -
magnocellular cells projecting to the posterior pituitary and
parvocellular cells projecting to the median eminence and
extrahypothalamic brain structures, especially to the limbic
system (Buijs, 1978; Dumais and Veenema, 2016) and the
brainstem (Buijs, 1978; Kc and Dick, 2010; Kc et al., 2010).
Vasopressin is released into the circulation together with
copeptin from the axonal terminals of the magnocellular
neurons located in the posterior lobe of the pituitary gland
(neurohypophysis; Schrier et al., 1979; Szczepanska-Sadowska
et al,, 2017; Bichet, 2019). Vasopressin is also released from

the nerve terminals of the PVN parvocellular cells in the
median eminence into the hypothalamic-pituitary circulation,
through which AVP reaches anterior lobe of the pituitary
gland and promotes ACTH release (Gonzalez-Luque et al.,
1970; Lee et al., 2015). Besides hypothalamic synthesis in
the PVN and the SON, AVP, or AVP mRNA is locally
expressed in peripheral organs, such as the adrenal medulla
and the heart (Nussey et al., 1987; Hupf et al., 1999; Takeda
et al,, 2002). Measurements of plasma concentrations of AVP
are highly variable due to binding of the neurohormone to
platelets and its short biological half-life (Nickel et al., 2012;
Bankir et al, 2017). Copeptin, co-released with AVP in
equimolar quantities, is very stable and may serve as a
biomarker of AVP release (Morgenthaler et al, 2006;
Bankir et al., 2017).

Vasopressin acts via three subtypes of receptors, which
belong to the G-protein coupled receptors: V1aR, V1bR, and
V2R. Vasopressin released into the circulation exerts its
cardiovascular effects mainly through VlaRs, which mediate
vasoconstriction and increase in vascular resistance in most
of the vascular beds (Szczepanska-Sadowska et al, 2017;
Iapundiic'iigon et al, 2020), and complex effects in the
coronary circulation and cardiac hemodynamics (Pelletier et al,,
2014). Binding of AVP to VlaRs expressed on thrombocytes
stimulates procoagulant activity of platelets (Launay et al., 1987;
Horstman et al, 1995; Colucci et al.,, 2014).

Vasopressin also exerts numerous endocrine effects mediated
by VlaRs and VIbRs that include regulation of insulin and
glucagon release from the pancreatic islets, release of
catecholamines in the adrenal medulla and glucocorticoids in
the adrenal cortex, and stimulation of corticotropin release
from the pituitary gland (Nussey et al., 1987; Aguilera and
Rabadan-Diehl, 2000; Takeda et al., 2002; Szczepanska-Sadowska
et al, 2017; Mohan et al, 2019). In addition, AVP released
into the circulation promotes gluconeogenesis and glycogenolysis
in the liver and lipid metabolism in the fat tissue
(Nakamura et al, 2017).

Vasopressin plays a critical role in the regulation of water-
electrolyte balance via its V2Rs in the kidney, which depends
on upregulation of the aquaporin 2 with resultant water trafficking
in the apical membrane of the principal cells of the collecting
duct (Wade et al., 1981; Schrier, 2008; Bankir et al., 2017).

Besides the systemic effects of AVP in the bloodstream,
the neurohormone serves as a peptidergic neurotransmitter
with both synaptic and “volume” mode of neurotransmission
(Landgraf and Neumann, 2004). Vasopressin is released in the
central nervous system from the nerve terminals of
vasopressinergic neurons, whose cell bodies are located in the
parvocellular division of the PVN. Up to 40% of the parvocellular
cells of the PVN synthesize AVP and project to the brainstem
and the spinal cord, where they terminate on sympathetic
neurons (Pyner, 2009; Nunn et al, 2011). Vasopressinergic
neurons exert either V1aR-dependent sympthoexcitatory effects
accompanied by a rise in arterial blood pressure, or
sympathoinhibition with activation of the parasympathetic
system and sensitization of the arterial baroreflex (Szczepanska-
Sadowska et al, 2017; Japundzi¢-Zigon et al., 2020).
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In addition to the central cardiovascular effects, both V1aRs
and VIbRs participate in the regulation of mood, anxiety,
aggression, pain, cognitive processes and memory, and adaptation
to stress (Aguilera and Rabadan-Diehl, 2000; Szczepanska-
Sadowska et al,, 2017). Emerging evidence indicates that V1bRs
may serve as autoreceptors on the vasopressinergic neurons
in the hypothalamus (Corbani et al., 2018). Recently, it has
been shown that V1bRs may be involved in SARS-CoV-2
infection by participating in the endocytosis of the virus’
particles (Yeung et al., 2021). The tissue distribution of AVP
receptors, their diverse biological functions, as well as agonists
and antagonists are discussed in detail elsewhere (Koshimizu
et al., 2012; Szczepanska-Sadowska et al., 2017). The respiratory
actions of AVP are discussed in detail in the following sections.

Vasopressin Release and Respiration:
Coincidence or Relationship?

The evidence discussed below indicates that stimuli that activate
vasopressinergic neurons and increase AVP levels also affect
respiratory activity (Figure 1). This raises a question whether
release of AVP and changes in respiration in response to these
stimuli are coincidental, or if there is a functional relationship
between AVP and the regulation of the respiratory system.
Next, we discuss studies showing increased release of AVP
and its surrogate marker copeptin under medical conditions
accompanied by respiratory disturbances. Then, we analyze the
evidence for AVP involvement in the regulation of
respiratory system.

Regulation of Vasopressin Release

Activation of the vasopressinergic neurons and release of AVP
into the circulation occurs in response to osmotic and
non-osmotic  stimuli. The magno- and parvocellular
vasopressinergic cells of the hypothalamus are distinctly activated
by various stimuli, with magnocellular cells being mostly
activated by increase in sodium ion concentration and osmolality,
hypovolemia, hypotonia, and hypoxia, while the parvocellular
cells are more sensitive to various stressors, such as pain, injury,
and psychological stress (Aguilera et al., 2008; Ueta et al.,
2011; Bankir et al,, 2017; Szczepanska-Sadowska et al., 2017).
Next, we discuss main stimuli for AVP release and how they
affect the respiratory system.

Osmotic - Dependent AVP Release

Vasopressin is released into the circulation in response to
increase in plasma osmolality and sodium ion concentration
in directly proportional manner (Verney, 1947; Quillen and
Cowley, 1983; Thornton et al., 1986; Baylis, 1987; Verbalis,
2007). In young healthy men, plasma AVP concentration
starts to increase at plasma osmolality of 285mOsm/kg,
and continues to rise till values of osmolality exceed
310mOsm/kg (Baylis and Robertson, 1980; Baylis, 1987).
The changes in osmolality are detected in the organum
vasculosum of the lamina terminalis (OVLT), in the
subfornical organ (SFO), and in the magnocellular neurons
of the PVN and the SON (Anderson et al, 2000, 2001;

Verbalis, 2007; Bankir et al., 2017; Szczepanska-Sadowska
et al, 2017). The changes of extracellular fluid osmolality
are mostly affected by changes in sodium ion concentration;
however, other osmotically active substances (e.g., mannitol)
that affect cell volume also trigger AVP release (Verbalis,
2007). On the other hand, osmotically active solutes freely
passing through the cell membrane (e.g., urea), have much
weaker effect on cell volume and AVP release (Verbalis,
2007). In addition, changes in activity of AVP neurons and
subsequent release of AVP in the posterior pituitary lobe
are regulated by availability of water and sensation of thirst
and may precede actual changes in the extracellular fluid
osmolality (Bankir et al,, 2017).

Several studies indicate that plasma osmolality and
concentration of sodium ions may contribute to the control
of respiration. Specifically, hyperosmolality was shown to inhibit
respiration and to reduce increase in pulmonary ventilation
evoked by thermoregulatory panting or adjustments to acid-
base balance disturbances in animals (Baker and Dawson, 1985;
Kasserra et al., 1991; Kasserra and Jones, 1993) and humans
(Senay, 1969; Moen et al,, 2014). However, it should be noted
that experiments in the in situ preparations revealed direct
excitatory effects of hyperosmolality on the carotid sinus nerve
and the phrenic nerve activity (Trzebski et al., 1978; Kasserra
et al,, 1991; O'Connor and Jennings, 2001; da Silva et al., 2019).

In contrast to hyperosmolality, acute hypoosmolality has
been shown to stimulate breathing in conscious dogs (Anderson
et al,, 1990) and transiently in rats (O’Connor and Jennings,
2001). In women and men, hypoosmolality induced by ingestion
of water also increases ventilation, although, this may be in
part compensatory response to metabolic acidosis induced by
ingestion of tap water (Moen et al., 2014).

Earlier experiments in vivo on cats have shown that perfusion
of the carotid bodies with hypoosmotic solutions increases
activity of the carotid sinus nerve (Gallego and Belmonte,
1979) that is associated with increase in breathing. This
stimulatory effect of hypoosmolality, at least in part, may
be attributed to activation of calcium currents and depolarization
of chemoreceptors in the carotid body directly induced by
hypoosmotic stimulus, as shown in a rat (Molndr et al., 2003).
Another potential mechanism may depend on vasoconstriction
of vessels supplying the carotid body, leading to decrease in
the carotid body blood flow and activation of the chemosensitive
glomus cells (Brognara et al., 2021). It has been shown that
hypoosmolality causes constriction of the vascular smooth
muscles in various vascular beds (Lang et al.,, 1995; Aoki et al,,
2014), and this mechanism was postulated to be involved in
the activation of carotid bodies and increased activity of the
carotid sinus nerve (Gallego and Belmonte, 1979).

Non-osmotic - Dependent AVP Release
Vasopressinergic neurons can be activated and AVP secreted
into the circulation in response to numerous non-osmotic
stimuli. The most critical ones are hypovolemia and hypotension,
physical exercise, hypoglycemia, hypoxia, and Ang II. Of note,
these stimuli also affect the pulmonary ventilation and/or
activate the carotid body and arterial chemoreflex.
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Glossopharyngeal nerve

AVP-CB
1 Respir.

Carotid body

1 Release of AVP: 1 Ventilation:
* Osmolality « Hypovolaemia
* Hypovolaemia « Hypotonia
* Hypotonia AVP-SFO + Hypoxia
* Hypoxia Respir, ? » Hypoglycaemia
* Hypoglycaemia SFO « Exercise
* Exercise

AVP-AP
| Respir.

1 Respir.
| Respir.

Phrenic nerve

Diaphragm

FIGURE 1 | Stimuli that cause AVP release into the bloodstream and activation of the vasopresinergic PVN neurons also increase the pulmonary ventilation.
AVP in the bloodstream accesses the circumventricular organs (SFO, AP, and OVLT) that lack the blood-brain barrier and the carotid body at the carotid
bifurcation. Vasopressinergic PVN neurons project to cardiovascular (RVLM) and respiratory (preBC/BC, rVRG, and C4 phrenic nucleus) centers, suggesting
their involvement in the respiratory control (Kc et al., 2002a, 2010). (1) AVP at the AP inhibits phrenic nerve activity (Yang et al., 2006); (2) vasopressinergic
projections to the rVRG tonically stimulate respiratory activity (Kc et al., 2010) and AVP applied into the WRG or pre-Botzinger complex stimulates activity of
diaphragm (Kc et al., 2002a, 2010), which is accompanied by increase in arterial blood pressure; this is in contrast to findings indicating that AVP administered
into the rVRG inhibits phrenic nerve activity with and without changes in arterial blood pressure (Chuang et al., 2003, 2005; Cheng et al., 2004); (3) AVP locally
administered into the carotid bifurcation slightly increases ventilation (Zera et al., 2018); and (4) vasopressin receptors are expressed in the SFO (Ostrowski

et al., 1994), and electric stimulation of SFO increases respiratory activity (Ferguson et al., 1989), but the respiratory effects of AVP acting at SFO have not
been determined. AP, area postrema; AVP, vasopressin; BC, Botzinger complex; C4, phrenic nuclei; CVLM, caudal ventrolateral medulla; cVRG, caudal ventral
respiratory group; NTS, nucleus of the solitary tract; OVLT, organum vasculosum of the lamina terminalis; preBC, pre-Bétzinger complex; PVN, paraventricular
nucleus of the hypothalamus; RVLM, rostral ventrolateral medulla; rVRG, rostral ventral respiratory group; SFO, subfornical organ; SON, supraoptic nucleus;

and VLM, ventral lateral medulla.

Hypovolemia and Hypotension

Vasopressinergic neurons are tonically inhibited by sensory
input from cardiopulmonary low-pressure mechanoreceptors
and high-pressure arterial baroreceptors located in the cardiac
atria and large systemic veins and the walls of the aortic arch
and the carotid sinus, respectively (Schrier et al, 1979; Baylis,
1987; Norsk, 1989). Decrease in the central blood volume and
arterial blood pressure leads to unloading of these two groups
of cardiovascular mechanoreceptors, which in turn results in
activation of the hypothalamic vasopressinergic neurons (Baylis,
1987; Szczepanska-Sadowska et al, 2017). Consequently,
hypovolemia, hypotension, or hemorrhage lead to massive
release of AVP and its surrogate marker copeptin into the
circulation (Arnauld et al., 1977; Fyhrquist et al,, 1981; Wehberg
et al,, 1991; Scott et al, 1994; Muller et al, 2007; Johnson
et al., 2014; Bankir et al., 2017). It has been shown that in
humans the arterial baroreceptors of the carotid sinus play a

critical role in AVP release induced by decrease in arterial
blood pressure (Norsk, 1989).

Hypovolemia and hypotension, caused by hemorrhage or
pharmacologically induced vasodilation, lead to the increase
in pulmonary ventilation (D’Silva et al, 1966; Ohtake and
Jennings, 1992; Matsuoka et al., 1994; Walker and Jennings,
1998). Progressive reduction of the central blood volume raises
ventilation in men (Convertino et al, 2009) and even small
decreases in arterial pressure exert stimulatory effects on
breathing in dogs (Ohtake and Jennings, 1992). Of note, under
conditions of reduced cardiac output, this increase in pulmonary
ventilation may serve as a pulmonary pump that by increasing
the amplitude of changes in intrathoracic and intraabdominal
pressures promotes venous return to the right cardiac ventricle
and limits the decrease in stroke volume (Skytioti et al., 2018).
The changes in respiratory activity are dependent on the intra-
sinus  pressure sensed by the arterial baroreceptors
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(Brunner et al., 1982). As the carotid baroreceptors are unloaded,
the pulmonary ventilation increases, and vice versa, stimulation
of the baroreceptors inhibits ventilation (Brunner et al,, 1982).
This inhibitory effect of the baroreflex on the respiratory system
is particularly prominent during expiration in the in situ
preparation in rat (Baekey et al., 2010) and is dependent on
the respiratory drive in anesthetized rats (McMullan et al., 2009).

Physical Exercise
Physical activity is an acute stressor for the body homeostasis
that robustly triggers release of AVP into the circulation
proportionally to the intensity of exercise (Wade and Claybaugh,
1980; Popovic et al, 2019). Although exercise-induced
hyperosmolality may be involved in the release of AVP (Takamata
et al,, 2000), during high-intensity physical activity the increase
in plasma AVP (or its surrogate marker copeptin) may be present
despite hyponatremia or lack of changes in plasma osmolality
(Wade and Claybaugh, 1980; Inder et al, 1998; Hew-Butler et al.,
2011), which indicates a non-osmotic release of AVP during
intense physical exercise. Furthermore, it appears that prominent
release of AVP in response to strenous exercise may lead to
exercise-induced hyponatremia (Hew-Butler et al, 2017).
Physical activity is also the main physiological stimulus for
the increase in pulmonary ventilation. In humans, both the
high intensity dynamic exercise and the isometric muscle
contractions may cause hyperventilation, especially at the end
of exercise or during recovery phase, respectively (Imms and
Mehta, 1989; Johnson et al., 1992). Thus, it is attractive to
conjecture that AVP released during physical exercise may
fine-tune respiratory responses and prevent excessive pulmonary
ventilation, however, this requires further investigations.

Hypoglycemia

Insulin-induced hypoglycemia causes AVP release into the
circulation both in animals (Plotsky et al., 1985; Berkenbosch
et al., 1989; Caraty et al., 1990) and in human subjects (Baylis
et al., 1981; Chiodera et al, 1992). The increased release of
AVP in response to hypoglycemia appears to be independent
of insulin (Chiodera et al., 1992).

The hypoglycemia-induced AVP release counteracts low
plasma concentrations of glucose by gluconeogenic and
glycogenolytic effects of AVP in the liver and on the AVP-induced
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal cortex axis
resulting in glucocorticoid release (Nakamura et al., 2017;
Szczepanska-Sadowska et al., 2017). Both experimental studies
in animals and clinical observations in humans suggest that
carotid bodies may be involved in mediating the counter-
regulatory response to decreased blood glucose (Koyama et al.,
2000; Wehrwein et al.,, 2015; Kakall et al., 2019). Both in men
and rats, hypoglycemia also induces pronounced hyperventilation,
which depends on the release of humoral factors, such as
adrenaline acting at the carotid bodies (Bin-Jaliah et al., 2004;
Ward et al, 2007; Thompson et al.,, 2016).

Hypoxia
Hypoxia is a key trigger for the peripheral chemoreflex elicited
from the carotid bodies, which results in increase of the

pulmonary ventilation, ~sympathoexcitation, and arousal
(Marshall, 1994; Kumar and Prabhakar, 2012; Zera et al., 2019).

Hypoxia is also an important chemical stimulus for AVP
release (Iovino et al, 2013; Szczepanska-Sadowska et al., 2017).
It increases neurohypophyseal blood flow and increases plasma
concentration of AVP both in animals (Wang et al, 1984;
Wilson et al., 1987; Hanley et al., 1988; Raff, 2011), and humans
(Koller et al, 1991). The effect of hypoxia on AVP release
depends on the sensory input from the carotid bodies (Levy,
1966; Wilson et al., 1987; lovino et al., 2013). The rise of
plasma AVP counteracts the hypoxia-induced vasodilation and
helps in maintaining the peripheral vascular resistance (Walker,
1986; Louwerse and Marshall, 1993), the action that complements
the hypoxia-evoked sympathoexcitation.

Angiotensin II
Angiotensin II is a potent hormone that causes vasoconstriction
and activates the sympathetic nervous system, promotes renal
reabsorption of sodium ions directly by acting on the renal
tubules and indirectly through the aldosterone pathway
(Sztechman et al, 2018). It is also the key hormonal factor
causing AVP release (Fyhrquist et al., 1979; Flor et al, 2018;
Szczepanska-Sadowska et al., 2018). This allows for integration
of water-electrolyte balance and regulation of osmolality and
volume of extracellular fluid (Szczepanska-Sadowska, 1996).
Besides its cardiovascular, renal and sympathetic effects, Ang
IT also increases ventilation in dogs (Potter and McCloskey,
1979) and rats (Melo et al, 2020), however acute studies in
humans show insignificant effect of Ang II on pulmonary
ventilation (Bristow et al, 1971; Solaiman et al, 2014). In
animals, the stimulatory effect of Ang II on the respiratory
system may be reciprocally inhibited by AVP in a VIaR-
dependent manner (Anderson et al., 1990; Walker and Jennings,
1994, 1995), which may involve inhibition of the renin release
(Bunag et al, 1967).

VASOPRESSIN/COPEPTIN RELEASE
UNDER PATHOLOGICAL CONDITIONS

Next, we briefly summarize clinical observations indicating that
AVP is released in excess under conditions of pulmonary
dysfunction and medical conditions associated with abnormal
breathing patterns. This raises a possibility that AVP is not
only a biomarker of respiratory disturbances and hypoxia, but
that it may also contribute to the regulation of the
respiratory system.

Respiratory Disorders

Increased plasma concentration of copeptin, which reflects
the increase in AVP release, is observed in several respiratory
disturbances (Szczepanska-Sadowska et al., 2017). It is present
in chronic obstructive pulmonary disease (COPD), in which
copeptin level is predictive for the recurrence of exacerbation
and all-cause mortality (Muller et al., 2007; Zhao et al,
2014). Increased plasma copeptin level is also present in
patients with lower respiratory tract infection, especially in
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patients with community acquired pneumonia, in whom it
has a predictive value for all-cause mortality, clinical instability,
and deterioration (Muller et al., 2007; Kruger et al., 2010;
Kolditz et al, 2012). High copeptin concentration is also
present in acute respiratory distress syndrome, acute lung
injury, and cardiopulmonary oedema, where elevated copeptin
has a better predictive value for short-term mortality than
NT-proBNP, a marker of cardiac ventricles’ overload (Lin
et al,, 2012). Finally, some studies also indicate the potential
role of copeptin in the diagnosis and risk stratification of
patients with pulmonary hypertension (Nickel et al., 2013)
and pulmonary embolisms (Hellenkamp et al., 2018). Recently,
it has been shown that elevated concentrations of copeptin
are associated with worse outcome in COVID-19 patients
with SARS-CoV-2 infection (Gregoriano et al., 2021) and
may discriminate between patients with COVID-19 and
patients with community-acquired pneumonia
(Kuluozturk et al., 2021).

Non-respiratory Disorders

Besides disturbances of the respiratory system, elevated plasma
concentrations of AVP or copeptin are found in several
non-respiratory disorders that are often accompanied by abnormal
respiratory patterns and increased ventilation. Specifically,
elevated copeptin concentration is predictive of worse outcome
in patients with traumatic brain injury (Yang et al., 2014; Zhang
et al.,, 2014; Choi et al, 2017), a condition associated with
increased expression of VlaRs in the brain (Szmydynger-
Chodobska et al., 2004) and abnormal respiratory patterns
(Racca et al,, 2020). They are also seen in children with febrile
and epileptic seizures (Evers et al., 2020). Furthermore, increased
plasma concentration of copeptin has been found in patients
with acute and chronic heart failure (Maisel et al., 2011; Diingen
etal., 2018; Schill et al., 2021), a condition usually accompanied
by abnormal respiratory patterns, such as Cheyne-Stokes
breathing and sleep apnoea (Cowie et al., 2021). Increase
copeptin levels are also found in patients admitted to intensive
care unit or emergency department with acute severe dyspnoea
due to non-respiratory causes and accompanied by hypoxia
and increased respiratory rate (Ara-Somohano et al,, 2017).

THE RESPIRATORY EFFECTS OF
VASOPRESSIN

Vasopressin affects the respiratory system both as a neurohormone
and as a neurotransmitter. Available evidence indicates that
its respiratory effects are mainly mediated by V1aRs. Vasopressin
present in the bloodstream may affect the respiratory system
by interacting with V1aRs expressed in the lungs (Tahara et al.,
1998), the circumventricular organs (CVOs; Raggenbass et al.,
1989; Ostrowski et al., 1994; Tribollet et al., 1999; Hindmarch
et al, 2011), and in the carotid bodies (Zera et al., 2018). In
addition to circulating AVP, vasopressinergic neurons projecting
to the brainstem respiratory centers affect respiratory activity
via V1aRs (Kc et al, 2002a, 2010; Chuang et al., 2005 Kc
and Dick, 2010). It appears that the effects of AVP on the

respiratory function is site-specific and may result in opposing
effects, as discussed below.

Vasopressin Receptors in the Respiratory
System, Chemoreceptors and Respiratory
Centers of the Brain

Lungs and Pulmonary Circulation

It has been shown that VlaRs are predominantly expressed
in the lung (Hirasawa et al.,, 1994; Tahara et al, 1998) and
in the pulmonary arteries (Enomoto et al, 2014). Contrary
to arteries in the systemic circulation, AVP does not cause
vasoconstriction of the pulmonary arteries, but rather it causes
vasodilation, especially under conditions of hypoxic
vasoconstriction of pulmonary vessels in animals (Walker et al.,
1989; Wallace et al, 1989; Enomoto et al.,, 2014; Sugawara
et al, 2019) and humans (Jeon et al, 2006; Currigan et al.,
2014). Thus, AVP does not increase pulmonary vascular resistance
and the right ventricle’s afterload, but it only selectively increases
the vascular resistance in systemic circulation (Walker et al., 1989;
Jeon et al., 2006).

Retrograde transneuronal labeling indicates that the airway-
related vagal preganglionic neurons receive innervation from
vasopressinergic neurons of the PVN (Kc et al., 2006, 2010).
Furthermore, AVP acting on VlaRs depolarizes and increases
firing rate of these preganglionic neurons (Yan et al, 2017),
which is suggestive of the broncho-constrictive and secretory
effect of AVP. Nonetheless, available evidence points to limited
effects of AVP on bronchoconstriction in laboratory animals
(Bhoola et al, 1962; Zheng et al, 2017) and humans
(Knox et al., 1989).

Arterial Chemoreceptors

Recently, we showed presence of immunostaining for both
C-terminal and N-terminal fragments of the VI1aR in the
chemosensitive glomus cells of the carotid bodies collected
from the normotensive Sprague-Dawley rats (Zera et al., 2018).
Furthermore, expression of G protein q/11 and phosphokinase
C, key intracellular components of the V1aR signaling, has
been detected in the chemosensitive glomus cells with the
single-cell transcriptomics in mouse (Zhou et al., 2016). These
findings indicate that circulating AVP may affect the glomus
cells expressing V1aRs and presumably modulate the activity
of the carotid body.

Circumventricular Organs

Circumventricular organs (CVOs) include the organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT) and the SFO that are
located close to the third cerebral ventricle, and the area
postrema (AP), which is situated in the dorsal surface of the
medulla oblongata. They express numerous receptors, lack the
blood-brain barrier and are accessible for hormones and
mediators circulating in the bloodstream (Ufnal and Skrzypecki,
2014). All CVOs express receptors for AVP, predominantly
VlaRs (Raggenbass et al., 1989; Jurzak and Schmid, 1998;
McKinley et al., 1999; Tribollet et al., 1999; Kc and Dick, 2010;
Hindmarch et al,, 2011). Upon binding to V1aRs in the CVOs
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of the third ventricle, AVP exerts sympathoexcitatory and
pressor effects (Ufnal and Skrzypecki, 2014; Szczepanska-
Sadowska et al., 2017; Iapundiic'—Zigon et al., 2020). In contrast,
stimulation of V1aRs in the AP sensitizes the arterial baroreflex
and results in hypotension (Hasser and Bishop, 1990; Japundzic¢-
Zigon et al,, 2020), which indicates opposite effects of AVP
depending on the place of its action. A limited number of
studies indicates that administration of AVP into the cerebral
ventricles or directly into the AP decreases respiratory rate
and phrenic nerve activity (Zerbe and Feuerstein, 1985;
Yang et al., 2006).

Respiratory Centers of the Brain

In rats, V1aRs are expressed on the sympathetic neurons of
the rostral ventrolateral medulla (RVLM) and the respiratory
neurons located in the rostral ventral respiratory column (rVRG;
Kc and Dick, 2010) and pre-Botzinger complex (Kc et al,
2002a). Retrograde labeling studies show that in addition to
these nuclei, the phrenic nuclei receive vasopressinergic
innervation from the PVN (Kc et al, 2002a,b). The expression
of V1aRs in these brainstem structures is augmented by exposure
of the animals to hypoxia (Kc and Dick, 2010; Kc et al., 2010).
Furthermore, a significant subpopulation of the vasopressinergic
PVN neurons are activated by hypercapnia (Kc et al., 2002b).
Importantly, binding of AVP to V1 receptors was found in
neurons across the nucleus of the solitary tract (NTS), including
its caudal part (Raggenbass et al., 1989) that receives sensory
input from the arterial chemoreceptors (Lipski et al., 1976, 1977;
Finley and Katz, 1992; Zera et al., 2019).

Respiratory Effects of Vasopressin Acting
as a Hormone

Circulating AVP may affect the neural control of the respiratory
system either by binding to its receptors in the CVOs or
receptors located in other peripheral tissues, especially the
arterial chemoreceptors (Figure 1). Overall, prevailing evidence
indicates that AVP as a hormone present in the bloodstream
supresses ventilation. We hypothesize that under conditions
of hypoxia, oligo/hypovolemia, hypotonia, hypoglycemia, exercise,
activation of renin-angiotensin system, the increase in AVP
plasma concentration may help in limiting excessive increase
in ventilation and prevent development of hypocapnia. Thus,
it is likely that inhibition of ventilation by AVP may provide
a fine-tuning mechanism that maintains respiratory activity at
the most efficient level.

Vasopressin Circulating in the Bloodstream

Intravenous infusions of AVP transiently decrease pulmonary
ventilation and phrenic nerve activity in conscious dogs (Ohtake
and Jennings, 1993), anesthetized and awake rats (Louwerse
and Marshall, 1993; Walker and Jennings, 1998; Zera et al.,
2018; Brackley and Toney, 2021) and fetal lambs (Bessho et al.,
1997). Recently published pilot study in patients with autosomal
dominant polycystic kidney disease showed that upon initiation
of treatment with tolvaptan, a selective V2R antagonist, plasma
copeptin level increased 6-fold and this was associated with

a modest but significant increase in arterial carbon-dioxide
and plasma acidity (Heida et al., 2021), suggestive of ventilatory
inhibition by increased AVP levels in the bloodstream and
enhanced stimulation of V1 receptors, which were not blocked
by tolvaptan.

The inhibitory effects of AVP on the respiratory activity
depend on V1aRs, as blockade of these receptors with selective
antagonists completely prevents changes in pulmonary ventilation
induced by systemic administration of AVP in anesthetized
rats (Louwerse and Marshall, 1993; Zera et al., 2018; Brackley
and Toney, 2021). Furthermore, administration of V1aR
antagonists may result in the increase in pulmonary ventilation
in awake dogs (Walker and Jennings, 1994). However, it should
be noted that insignificant effect of V1aR blockade on pulmonary
ventilation was seen in conscious rats (Walker and Jennings,
1998). Furthermore, intravenous administration of VI1aR
peptidergic antagonist, that does not cross the blood-brain
barrier, has insignificant effects on hypoxia-induced increase
in the pulmonary ventilation in conscious dogs (Overgaard
et al, 1996), suggesting lack of involvement of V1aRs located
in the peripheral organs or CVOs in the increase in ventilation
evoked by activation of the arterial chemoreflex in this species.
However, systemic administration of V1aR antagonist unmasks
stimulatory effects of Ang II on the respiration in dogs (Walker
and Jennings, 1995). Interestingly, oxytocin, which is structurally
related to AVP and acts as a weak agonist of the VlaRs
(Szczepanska-Sadowska et al,, 2017), is capable of reversing
the opioid-induced respiratory depression and this effect is
fully unmasked by blockade of V1aRs (Brackley and Toney, 2021).

One of the plausible explanations of the inhibitory action
of systemic administration of AVP on ventilation is a baroreflex-
mediated inhibition of the medullary respiratory neurons (Richter
and Seller, 1975; Brunner et al, 1982; Baekey et al., 2010;
McMullan and Pilowsky, 2010) due to the AVP-mediated rise
in arterial blood pressure. However, as mentioned above the
arterial baroreflex-mediated inhibition of the pulmonary
ventilation in the conscious rat is vaguely pronounced (Walker
and Jennings, 1996). Thus, another mechanism is presumably

at play.

Vasopressin and the Circumventricular Organs

Based on the experimental work, Jennings (1994) suggested
that angiotensin II and AVP present in the bloodstream may
affect ventilation via interaction with the CVOs. Thus, one of
such mechanisms may involve stimulation of the VlaRs in
the CVOs, specifically in the AP. In addition to the AP neurons
responding to both AVP and the rise in blood pressure,
indicating their pressure-sensitivity, there are at least two pools
of neurons in the AP that respond to circulating AVP
independently from the changes in arterial blood pressure,
indicating their AVP-sensitivity. One pool increases and another
one decreases the firing rate in response to intravenous AVP
(Smith et al,, 1994). Both types of responses are dependent
on vasopressin V1 receptors, as their inhibition abolishes
AVP-induced changes in the discharge frequency (Smith et al,
1994). Furthermore, in the medial regions of the NTS there
are neurons that respond with increased or decreased firing
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in response to AVP microinjections into the AP (Caietal.,, 1994),
indicating that the circulating neurohormone may affect activity
of the NTS involved in the baro- and chemoreflexes via the
neuronal pathway including the AP. In fact, application of
AVP into the AP significantly reduces the phrenic nerve activity
in mechanically ventilated, urethane anesthetized rats, and the
inhibitory effect is prevented by local administration of V1aR
antagonist into the AP or by pharmacological inhibition of
the NTS (Yang et al, 2006). This is further supported by
observations that AVP administered into the cerebral ventricles,
thus allowing for interaction of the neurohormone with the
CVOs, decreases respiratory rate in the anesthetized rat (Zerbe
and Feuerstein, 1985). However, it should be noted that
intracerebroventricular infusion of AVP in conscious macaque
monkey had no effect on ventilatory parameters (Lee et al.,
1985). This is contrary to the studies with electrical and
pharmacological stimulation of the AP neurons in rabbits,
which results in increased phrenic nerve activity (Srinivasan
et al, 1993; Bongianni et al., 1994). It should be noted that
electrical stimulation of the AP may trigger both excitation
or inhibition of the NTS neurons in rodents (Chrobok et al.,
2021). Similarly, electric stimulation of the SFO increases
ventilation in rats (Ferguson et al., 1989). Although, the V1aRs
are expressed in the SFO (Ostrowski et al., 1994), thus far it
has not been determined how their stimulation affects the
respiratory system. Available evidence and anatomical proximity
to the respiratory neurons of the brainstem point to the AP
as a putative CVO involved in mediating the respiratory effects
of circulating AVP. However, given the limited number of
studies that evaluated respiratory responses to AVP directly
administered into the CVO, the role of CVOs in neural control
of respiration by AVP awaits further corroboration from
experiments specifically targeting AVP and the AP and/or the
SFO, especially under conditions associated with activation of
vasopressinergic system and in awake animals.

Vasopressin and the Carotid Bodies

Circulating AVP may also affect control of the respiratory
system by binding to its receptors within the carotid body.
We showed that in normotensive rats, AVP administered locally
into the carotid body via the internal carotid artery causes a
modest increase in the pulmonary ventilation without significant
changes in the blood pressure (Zera et al., 2018). Further
studies are needed to determine whether these effects are
directly dependent on activation of the chemosensitive glomus
cells that express VlaRs (Zera et al, 2018) or rather on
AVP-mediated decrease in the carotid body blood flow that
may sensitize the chemoreceptors (Przybylski, 1981;
Brognara et al, 2021).

Respiratory Effects of Vasopressin Acting
as a Neurotransmitter in the Central
Nervous System

The paraventricular nucleus of the hypothalamus is the main
source of the vasopressinergic innervation of the brainstem
and provides projections to the discrete nuclei of the brainstem

and the spinal cord (Coote, 1995; Pyner, 2009; Coote and
Spyer, 2018). Available evidence indicates that these
vasopressinergic pathways may participate in the regulation
of breathing.

Vasopressin and the Paraventricular Nucleus
Retrograde labeling and functional studies show neural pathways
between the PVN and the NTS, the RVLM, and the
presympathetic neurons of the spinal cord (Yang and Coote,
1998; Yang et al, 2002; Ferguson et al., 2008; Affleck et al,
2012). The PVN is involved in the peripheral chemoreflex, as
the inhibition or disinhibition of the PVN neurons result in
the respective attenuation or augmentation of the peripheral
chemoreflex-evoked sympathetic and respiratory responses
(Reddy et al, 2005). Furthermore, retrograde labeling studies
combined with immunostaining for V1aRs show that the PVN
vasopressinergic fibers terminate on neurons in the RVLM,
the rVRC, the pre-Bétzinger complex, the NTS, and the phrenic
nuclei (Kc et al., 2002a, 2010; Jackson et al., 2005; Figure 1).
In a series of experiments, Kc et al. (2002b) showed that
hypercapnia activates vasopressinergic neurons in the PVN and
hypoxia upregulates V1aRs in the RVLM, the ventral respiratory
group and in the phrenic nuclei in the spinal cord (Kc et al,
2010). They also showed that in anesthetized mechanically
ventilated and vagotomized rats, disinhibition of the PVN leads
to increase in respiratory activity, as estimated by means of
electromyography of the diaphragm and genioglossal muscle
and that this increase can be prevented by a pre-treatment of
the RVLM and the rVRC with selective V1aR antagonist (Kc
et al, 2010). Along with the upregulation of VlaRs, the
respiratory responses were augmented by chronic intermittent
hypoxia (Kc et al,, 2010). The increases in respiratory activity
evoked by disinhibition of the PVN were accompanied by
pressor response and dependent on V1aRs (Kc and Dick, 2010,
Kc et al., 2010). Together, these studies indicate that activation
of the vasopressinergic PVN projections to the RVLM/rVRC
increases the respiratory activity via Vl1aRs.

Vasopressin and the Ventral Lateral Medulla

In addition, microinjections of AVP into the pre-Bétzinger
complex or RVLM/rVRC also increased the diaphragm’s muscle
activity in a Vl1aR-dependent manner (Kc et al, 2002a, 2010).
The increases in respiratory activity evoked by local application
of AVP was accompanied by pressor response (Kc et al., 2002a).
Furthermore, microinjection of the V1aR antagonist into the
RVLM/rVRC resulted in a decrease in respiratory activity in
rats exposed to chronic intermittent hypoxia (Kc et al,, 2010),
suggestive of tonic vasopressinergic input to the respiratory
neurons. Together, these studies indicate that AVP and V1aRs
in the RVLM and rVRC are involved in stimulation of the
respiratory activity.

Contrary effects were reported in a series of experiments,
in which AVP was microinjected into various sites of the
ventrolateral medulla (VLM) caudal from the RVLM determined
as a pressor region of the VLM in urethane anesthetized and
vagotomized rats that were paralyzed and mechanically ventilated.
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In these experiments, microinjections of AVP applied into the
VLM and the rostral ventral respiratory group (rVRG) caudal
from the RVLM resulted in apnoea with subsequent inhibition
of the phrenic nerve discharges (Chuang et al., 2003, 2005).
Although, the inhibitory effect of AVP on the respiratory activity
was consistent, the pressor response was dependent on the
site of injection. Applications of AVP into the lateral part of
the VLM decreased the phrenic nerve activity and concomitantly
elevated arterial blood pressure, whereas AVP application into
the medial part of the VLM attenuated only the phrenic nerve
activity, without significant effect on the arterial blood pressure
(Chuang et al., 2003, 2005; Cheng et al., 2004). Microinjections
of AVP into the VLM and the rVRG were also shown to
inhibit activity of the hypoglossal nerve (Chuang et al., 2005).
Of note, these inhibitory effects of AVP on phrenic nerve
activity were diminished by hypercapnia (Chuang et al., 2003;
Cheng et al., 2004) and were completely abolished by
pre-treatment with a selective V1aR antagonist (Chuang et al.,
2003, 2005; Cheng et al., 2004). Administration of the V1aR
antagonist under resting conditions had insignificant effect on
blood pressure and phrenic nerve activity in these experiments
(Chuang et al, 2003, 2005; Cheng et al.,, 2004), suggesting
lack of significant impact of vasopressinergic efferents innervating
these structures on ventilation at rest. Together, these findings
suggest inhibitory action of AVP on the respiratory neurons
of the rVRG located caudally from the RVLM.

These two series of reports provide apparently conflicting
results that may be caused by the several differences in the
experimental paradigms, including use of neuromuscular
blockade and atropine. In addition, mechanical ventilation with
continuous positive end-expiratory pressure potently increases
plasma concentration of AVP (Annat et al,, 1983; Venus et al.,
1985) and this activation of AVP release depends on the
hydration status of the ventilated animal (Venus et al., 1985).
Thus, various levels of baseline activity of vasopressinergic
system could have been present across the above studies. It
should be also noted that acute experiments under anesthesia
investigating the autonomic responses related to the function
of the brainstem and the hypothalamus may yield conflicting
results to physiological responses observed in conscious animals
(Kannan et al., 1989). Nonetheless, it seems that in the more
rostral part of the VLM/rVRC AVP promotes respiratory activity,
whereas in the more caudal area, it inhibits respiration.

Vasopressin and the Nucleus of the Solitary
Tract

The carotid body-evoked hyperglycemic response has been
recognized as a contributing factor in the pathophysiology of
metabolic syndrome (Conde et al., 2017) and blockade of
VlaRs in the NTS was shown to attenuate increase in the
plasma concentration of glucose induced by activation of the
peripheral chemoreflex (Montero et al, 2006). Moreover,
inhibition of the V1aRs in the NTS substantially reduces pressor
and tachycardic effects of electrical stimulation of the PVN
(Pittman and Franklin, 1985). Thus, it is probable that AVP
in the NTS also modulates respiratory reflexes, especially those
originating from the peripheral chemoreceptors. This assumption

is further substantiated by evidence indicating that almost half
of the NTS neurons respond with excitation to local application
of AVP in the coronal sections of the rat’s brainstem (Raggenbass
et al, 1989). Furthermore, in anesthetized cat, iontophoretic
applications of AVP into the NTS revealed excitatory effects
of the neuropeptide on the inspiratory neurons of the NTS
(Henry and Sessle, 1989). However, microinjections of AVP
into a discrete region of the NTS rostral to the calamus
scriptorius also produced inhibition of the phrenic nerve activity
in rats (Yang et al., 2006). Further investigations are required
to elucidate the significance of AVP action in the NTS for
regulation of respiration.

The role of endogenous AVP and vasopressinergic neurons
in the regulation of the respiratory system is also indirectly
supported by spectral analysis of the blood pressure variability,
the heart rate variability, and selective pharmacological inhibition
of AVP receptors in the central nervous system in awake rats,
which suggests that vasopressin and V1aR/V1bRs are involved
in enhancing ventilation and respiratory-induced blood pressure
oscillations (Japundzic-Zigon, 2001; Milutinovi¢ et al., 2006).
Furthermore, experiments in the Brattleboro rats lacking AVP
indicate that although under resting conditions their breathing
is normal, under challenging conditions of septic shock their
respiratory adaptation, i.e., increase in respiration, is absent
(Brackett et al., 1983), which suggests the important role of
the neuropeptide in respiratory adaptation to disturbed
homeostasis. This is further supported by known respiratory
problems, including sleep apnoea, decreased ventilation and
spells in patients with Wolfram syndrome characterized by
diabetes insipidus and a lack of AVP (Thompson et al., 1989;
Licis et al.,, 2019).

FUTURE PERSPECTIVES

Evidence pointing to the involvement of AVP in the regulation
of respiration mainly emerges from experimental studies in
anesthetized animals, in which either local or systemic injections
of the neuropeptide or its selective antagonists were performed.
Given the complexity of AVP-induced responses including
water-electrolyte, cardiovascular, metabolic and behavioral ones,
novel approaches are needed to decipher the integrative role
of AVP in the regulation of breathing in conscious and intact
animals  under  physiological ~ conditions and  in
disturbed homeostasis.

Targeted control and modification of the vasopressinergic
neurons with optogenetics and chemogenetics have been
proposed for determining the role of AVP in the regulation
of physiological functions and behavior (Murphy et al., 2012;
Yoshimura and Ueta, 2019). These novel techniques open
prospects for dissecting vasopressinergic pathways and
functional role of AVP in the regulation of the respiratory
system. Recently, chemogenetic activation of endogenous AVP
has been applied in figuring out the anorexigenic effects of
AVP (Yoshimura et al., 2017; Sanada et al., 2021). Targeted
optogenetic stimulation/inhibition of vasopressinergic neurons
in the hypothalamus and extra-hypothalamic regions or

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

October 2021 | Volume 12 | Article 744177

144



Proczka et al.

Vasopressin in Respiratory Regulation

vasopressinergic efferents innervating specific brain structures
have been used in various experimental models (Ishii et al.,
2016; Smith et al., 2016; Hume et al., 2019; Yoshimura and
Ueta, 2019; Tabarean, 2021)., Moreover, successful optogenetic
stimulation or inhibition of the SFO or the OVLT neurons
revealed novel information on the regulation of thirst and
drinking, vasopressinergic neurons and control of blood
pressure (Oka et al, 2015 Zimmerman et al., 2016; Pool
et al., 2020; Frazier et al, 2021). The optogenetic approach
has been also proposed (Abdala et al., 2015) and successfully
applied in delineating respiratory networks of the brainstem
(Alsahafi et al., 2015; Basting et al,, 2015; Koizumi et al,
2016; Cregg et al., 2017; Malheiros-Lima et al., 2018; Fortuna
et al., 2019; Ikeda et al., 2019; Souza et al., 2020). These
new technologies may help in dissecting the role of AVP
in regulation of breathing by precise chemogenetic or
optogenetic activation of vasopressinergic neurons projecting
to the brainstem, optogenetic inhibition or stimulation of
specific pools of respiratory neurons within the brainstem
and CVOs, especially ones with V1aR phenotype, and targeted
modulation of vasopressinergic fibers supplying them. Such
experimental manipulations carried out in awake animals in
physiological ~state and under conditions of hypo/
hyperosmolality, hypovolemia, hypotension, hypoglycemia,
hypoxia, exercise, or activation of renin-angiotensin system
will bring to light the integrative role of AVP acting both
as a neurohormone and a neurotransmitter in adjusting the
respiratory system to disturbed homeostasis.

CONCLUSION

Vasopressin is one of the key hormones involved in maintaining
body homeostasis and plays critical role in adjusting various
body systems to changing internal and external environments.
A great attention has been dedicated the role of AVP in
maintaining renal water-electrolyte balance and regulation
of the circulatory system. Recently, the central effects of
AVP related to cognition, mood, memory, and pain have
been recognized. Available evidence indicates that AVP also
plays a complex role in the regulation of the respiratory
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system. As a neurohormone present in the circulation, AVP
influences the respiratory activity via the circumventricular
organs, especially the AP, and the arterial chemoreceptors,
specifically those located in the carotid bodies. In the area
postrema, AVP inhibits the phrenic nerve activity, whereas
in the carotid bodies it appears to promote ventilation. Acting
as a neurotransmitter in the brainstem, AVP exerts both
stimulatory and inhibitory effects on the phrenic nerve activity
in a site-specific manner; however, this awaits further
investigations in conscious animals. The respiratory effects
of AVP appear to be predominantly mediated by the vasopressin
Vla receptors. Strong evidence indicates that vasopressin
may be an important neuropeptide involved in maintaining
respiratory homeostasis.
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