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WPLYW TLENKU AZOTU NA ODKSZTALCALNOSC
ERYTROCYTOW U SZCZUROW PODDANYCH STRESOWI
IMMERSJI WODNEJ
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Influence of modification of nitric oxide synthase activity on rat's erythrocyte deformability during water immersion
stress was investigated. It was shown that inhibition of nitric oxide activity significantly decreases erythrocyte deform-
ability during water immersion stress. On the other hand increase of the nitric oxide synthase activity induces slight in-
crease of erythrocyte deformabhility during water immersion siress.

WSTEP

Stres jest wyrazem caloksztaliu zmian, poprzez
ktore organizm odpowiada na czynniki majace
zdolno$¢ wywolywania okreslonych reakcji we-
wngtrznych, takich jak: wzmozone napigcie ner-
wowe, reakcje lekowe, wzrost pobudzenia itp. Jest
on rowniez zjawiskiem powszechnie wystgpuja-
cym w chirurgii. Zarowno sama choroba, jak row-
niez unieruchomienie chorego w tozku, oczekiwa-
nie na operacjg, & wreszcie czynniki uszkadzajace,
takie jak: operacja oraz ewentualne zakazenia sg
réwniez czynnikami stresorodnymi. Wéréd rozno-
rodnych zmian zwigzanych ze stresem moga za-
chodzi¢ réwniez istotne zmiany wlasciwosci czyn-
nikow reologicznych krwi, takie jak: zmniejszenie
odksztatcalnodei krwinek czerwonych i wzrost ich
agregacji oraz adhezja do Srodblonka naczyn
(Chang, Absolm, Strong, Stubley & Zingg, 1988;
Mohandas & Chasis, 1993).

Odksztalcalnosé  erytrocytow  odgrywa  rolg,
zarbwno na poziomie naczyn oporowych, jak | w
naczyniach wlosowatych. W naczyniach oporo-
wych, w ktérych gradient predkosei jest duzy,
dochodzi do odksztalcenia erytrocytow, tym wigk-
szego im mniejsza jest ich sztywnos¢. Erytrocyty
odksztalcone wykazuja zmniejszone oddziatywa-
nie hydrodynamiczne z fazg rozpraszajgca, wsku-
tek czego dochodzi do zwigkszenia phynnosci
krwi, W wypadku przeplywu erytrocytdw o
zmniejszonej odksztalcalnodci oddziatywania hy-
drodynamiczne si¢ zwigkszaja, za$ phynno$é krwi
ulega zmniejszeniu (Chien, 1987; Gaetgens,
Duhrssen & Albrecht, 1980; Stuart & Nash, 1990).
Natomiast na poziomie naczyn wlosowatych, kto-
rych érednica jest znacznie mniejsza niz krwinek

czerwonych, przeplyw erytrocytow staje sig moz-
liwy tylko wowcezas, gdy zmniejszy si¢ odpowied-
nio ich $rednica. Jest to mozliwe wowczas, gdy
krwinki sg elastyczne. W przypadku gdy krwinki
sq sztywne ich przeplyw przez naczynia odzywia-
jace staje sie niemozliwy. Prowadzi to do zaburzen
ukrwienia komorek i tkanek (Maeda & Shiga,
1994; Sarelius, 1995; Shiga, 1994). Zmniejszona
odksztalcalnosé  erytrocytow  prawdopodobnie
wystgpuje rowniez w stresie. Np. doswiadczalnie u
krolikéw stwierdzono, ze w takcie znieczulenia
mieszaning halotanu z pentabarbitalem wystepuja
rezkcje stresowe, ktorym towarzyszylo przejsicio-
we zmniejszenie odksztalcalnosci erytrocytow
(Yesilkaya, Ertug, Yegin, Melikoglu & Baskurt,
1998).

Jednym z doswiadczalnych modeli stresu jest
immersja wodna zwierzat. Prowadzi ona do akty-
wacji ukladu wspoltczulnego oraz zaburzen prze-
ptywu krwi w mikrokrgzeniu (Reilly, Rivalier,
Compagnon & Laplane, 1934). Niektorzy autorzy
obserwowali u ludzi wystgpowanie zaburzen prze-
ptywu krwi w naczyniach wlosowatych w wyniku
ciezkiego wysilku fizycznego, co {aczono ze
zmniejszona odksztalcalnodcig erytrocytéw (Van
der Brug, 1995). U zwierzat poddanych immersji
wodnej wystgpuje migdzy innymi uszkodzenie
blony $luzowej zoladka w postaci owrzodzen.
Przyjmuje si¢, ze uszkodzenia te s3 zwigzane z
nadmierng produkcja tlenku azotu, czego dowo-
dem ma by¢ to, ze zmiany w sluzowce Zoladka
mozna usunaé przez zastosowanie inhibitora syn-
tazy tlenku azotu (Nishida, Ohta & Ishigura,
1998).

Wphyw tlenku azotu na odksztalcalnoéé erytro-
cytow nie zostal dotychczas jednoznacznie ustalo-
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ny. Przyjmuje sig, ze zaréwno zbyt male, jak tez
zbyt duze stgzenie tego $rodka powoduje usztyw-
nienie erytrocytow (Korbut & Gryglewski, 1993).
Dotyczy to szczegolnie erytrocytow zwierzat pod-
danych stresowi oksydacyjnemu, ktory to stres
#nacznie uwrazliwia erytrocyty na dzialanie czyn-
nikow zmnigjszajacych elastycznosé erytrocytow
przez peroksydacje.

Celem pracy byla ocena wplywu modyfikcji
aktywnosci syntazy tlenku azotu na odksztalcal-
no$¢ erytrocytoéw podczas stresu wywolanego
immersja wodng u zwierzat do$wiadczalnych.

MATERIAL | METODY

Material badan stanowilo 30 szczurow — samcow
rasy Spraque Dawley o masie ciala od 250 do
300 g. Szczury podzielono na dwie grupy po 15
osobnikéw wybranych drogg losows. Jedng z nich
byla grupa kontrolna (A), druga za$ — poddawana
stresowi immersji wodnej — stanowita grupe (B). 2
kazdej grupy wyodrgbniono — rowniez drogg lo-
sowg — po trzy podgrupy, z ktorych kazda zlozona
byla z 5 osobnikow.

Podgrupom A-1 i B-1 podawano dootrzewnowo
jedynie 2ml 0,9% roztworu NaCl — podgrupom
A-2 i B-2 — do 2ml roztworu NaCl dodawano
10 mg/kg wagi ciala inhibitor syntazy tlenku azotu
w postaci Nw-nitro L-arginine methylester (L-

Name), natomiast — podgrupom A-3 i B-3 — doda-
wano |- Argining w ilosci 25 mg/kg wagi ciata.
Nastgpnie szczury grupy B poddawano stresowi
immersji wodnej. Procedura byla nastgpujaca.
Szczura umieszczano w indywidualnej klatce, a
nastgpnie zanurzano w pozycji pionowej do wyso-
kosci wyrostka mieczykowatego w wodzie o tem-
peraturze 23°C na cztery godziny, po czym usy-
piano eterem i po rozcigciu mostka pobierano z
komory serca krew. W pobranej krwi wykonywa-
no pomiary indeksu elongacji erytrocytow (IE) za
pomocg aparatu Rheodyn SSD firmy Myrenne
(Roengen — Niemcy).

Zasada dzialania aparatu opiera si¢ na automa-
tycznej analizie obrazow dyfrakeyjnych, uzyski-
wanych za pomocg promienia laserowego, prze-
chodzacego przez zawiesing erytrocytow w odpo-
wiednim roztworze dekstranu. Odksztatcenie
krwinek zachodzilo w wyniku dziatania rosnacych
naprezen 4cinajgcych  generowanych  migdzy
wspolosiowymi plytkami. Stosowano nastgpujace
naprezenia Scinajgce wyrazone w [Pal: 0.3 0.6;
1,2; 3,0; 6,0; 12,0; 30,0; 60,0. Procedurg pomia-
rowa sterowat odpowiednio oprogramowany kom-
puter.

Indeks elongacji wyliczano na podstawie pomia-
ru natgzenia $wiatla pierwszorzedowej czgSci
widma dyfrakcyjnego obrazu erytrocyta w obu
ortogonalnych osiach, rowno oddalonych od $rod-

Tabela 1. Analiza statystyczna indeksow elongacji w podgrupach grupy kontrolnej: X+ S, . oraz wspolezynnik

zmiennosci [%6].

Indeks elongacji [%]

NaprezZenie Scinajace

Pa Podgrupy
A-1 A2 A3
03 12,0307 1153+ 0.9 1257+ 1.2
5.8 7.8 9.5
0.6 1656+ 2,0 16,16+ 0.9 1693+ 15
12,0 5.5 LR
12 2135420 20.94 + 0.8 2152+ 13
9.3 40 6.0
3.0 2908+ 1,5 2893+ 07 28.97 % 1.1
5.0 24 38
6.0 35,1409 351406 345403
26 17 L4
12.0 39,5+ 08 399407 383+ 06
20 1.7 L5
30,0 429412 435410 409+13
2.8 23 32
60,0 432412 438+ 1.0 412413
28 23 3.1

Brak istotnosci pomigdzy indeksami elongacji w poszezegolnych podgrupach grupy kontrolnej.



Odksztalcalnosc erytrocytow u szczurdw 37

ka obrazu, wg wzoru:

_L-w
L+W

{E

100% ,

gdzie L — dlugosc elipsy, zad W — szerokosc.

U kazdego szczura wykonywano po 5 pomiarow
IE w pigciu réznych prébkach tej samej krwi.
Wynik pomiaru stanowila $rednia arytmetyczna.
Biad pojedynczego pomiaru nie przekraczal 0,5%.
Rownolegle przeprowadzano te same badania w
grupie kontrolnej. Istotno$¢ weryfikowano analizg
wariancji.

WYNIKI

W tabeli 1 zestawiono srednie wartosci IE, od-
chylenie standardowe oraz wspolczynnik zmien-
nosci w podgrupach grupy kontrolnej w funkeji
napre¢zenia $cinajacego.

Jak wynika z przedstawionych danych w zad-
nym z zastosowanych naprgzen s$cinajacych nie
wystapily istotne roznice odksztalcalnodci pomig-
dzy podgrupami tej grupy.

Wyniki badan w grupie B zestawiono w tabeli 2.

W podgrupie B-1 IE erytrocytow nie roznil sig
istotnie w poréwnaniu z podgrupq A-1. Pewne

Tabela 2. Analiza slatystyczna indeksow elongacji w
Zmiennosci [%o].

tendencje zmniejszenia 1IE w podgrupie B-1 w
poréwnaniu z podgrupa A-1 wystapily przy szyb-
kociach cinania od 3 Pa do 30Pa. Sredni
wzgledny spadek IE w tym zakresie nie przekra-
czal 2,3%, przy napr¢zeniu scinajgcym 60 Pa nie
zanotowano réznic. Oznacza to, ze zastosowany
stres immersji wodnej powodowal tylko nieznacz-
ny wzrost IE erytrocytow.

Dodatek substancji modyfikujacych aktywnoéé
syntazy tlenku azotu tacznie z zastosowanym stre-
sem wywolanym immersja wodng spowodowal
istotne zmiany IE. W podgrupie B-2 w poréwna-
niu zaréwno z podgrupa A-1, jak i B-1 wystapilo
istotne, znaczace obnizenie 1E erytrocytow, nato-
miast w podgrupie B-3 wystgpit istotny wzrost
tego parametru, zaréwno w poréwnaniu z podgru-
pa A-l, jak rowniez B-2. Wzglgdne zmiany |E w
badanych podgrupach zalezaly od naprezenia
$cinajacego. Zmiany te w podgrupach grupy bada-
nej wzgledem podgrupy A-1 przedstawiono na
rycinie 1.

Wzgledne zmniejszenie IE erytrocytow w pod-
grupie B-2 w poréwnaniu z podgrupa A-1 bylo
najwigksze przy naprezeniu 0,3 Pa, natomiast przy
naprezeniu 60 Pa wynosito ono 9,2%. Podobne
zmiany mialy miejsce w porownaniu z podgrupy
B-1. W podgrupie B-3 wystapil wzrost IE, przy
czym wzrost ten miescil si¢ w granicach od okoto
25% do okolo 10% przy naprezeniach Scinajgcych

podgrupach grupy badancj:?iS” , oraz wspdlczynnik

Indeks elongacji [%6]

Naprezenie scinajace Podgrupy
ka B-1 B-2 B-3
0.3 12,30 + 1,44 10,59+ 0,97 * [522 £ .02 ¥+
11,7 9.1 6.7
0.6 17,10 £ 1,60 14,14 £ 051 *** 18.83 + 0.51 %
9.3 3.6 27
1.2 21,52+ 1,56 19.01 + 1.20 ** 23724034 **
72 6.3 1.4
30 28.75+ 1,42 Z6.12:4 L1348 30,96 + 0,43 ***
49 43 1.4
6.0 3443 + 1,26 31,89 + 1,64 *+#* 36,79 + 0,88 ****
3.6 5.1 2.4
12.0 38,60+ 1,15 36.26 £ 2.68 ** 41,07 + 1,56 *=*
29 74 3.8
300 4144+ 1.12 3929+211* 4404 +228 %
=7 53 5.1
60.0 4323+ 1.19 39,55 +2.22 % 44,33 +233 %
27 36 52

* p< 0,05 #* p< 0,02 *** p< 0,01 *¥+*% p<0,002
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od 0,3 do 1,2 Pa, natomiast przy wyzszych napre-
zeniach Scinajgcych wzrost ten byl mniejszy i
wynosil odpowiednio od okolo 6-2,5% przy szyb-
kosciach $cinania 3,0 + 60,0 Pa.

OMOWIENIE

Wyniki naszych badan wskazuja, ze u szczurow
poddanych stresowi przez immersje wodng (pod-
grupa B-1) wystapilo jedynie nieznaczne obnize-
nie IE w poréwnaniu z podgrupg A-1. ObniZenie
to zaszlo jedynie w zakresie naprgzen Scinajacych
od 3,0 do 30,0 Pa. Zatem obnizka deformowalno-
Sci erytrocytow w obecnym doswiadczeniu byla
mniejsza w porownaniu z badaniami poprzednimi
(Chmiel, Grabowska-Bochenek &  Piskorska,
2001), w ktorych czas dzialania stresu immersji
wodnej wynosit 6 godzin. Prawdopodobnie stres
trwajacy 4 godziny byl za krétki by doszlo do
wyraznego obnizenia odksztalcalnosci krwinek
czerwonych. Obnizenie IE zachodzace pod wply-
wem stresu jest zwigzane z wytwarzaniem w orga-
nizmie produktéw o bardzo duzej reaktywnoéci,
takich jak: reaktywne formy tlenu, wodoru, rodni-
ki hydroksylowe, rodniki tlenu, a takze tlenki
azotu (Baskurt, Temiz & Meiselman, 1998).
Stwierdzono, ze produkty te sg przyczyna wielu
proceséow prowadzgcych do uszkodzenia komorek
i tkanek (Soczynski & Bartosz, 1996; Stour, Bilto
& Juma, 2000). Szczegolne znaczenie w tych
procesach ma oksydacja powierzchniowych sklad-
nikow komorek a zwlaszcza oksydacja lipidéw
blony komorkowej, protein oraz degradacja prote
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Rys. 1. Wzglgdna zmiana indeksu elongacji

erytrocytow wzgledem podgrupy A-1: € - w pod-
grupie B-1, B - w podgrupie B — 2, ® - w podgrupie
B-3

oglikanéw (Beckman, Beckman, Chen, Marshall
& Freeman, 1990). Wyzej opisane zmiany dotyczq
rowniez krwinek czerwonych (Soczynski & Bar-
tosz, 1997), w wyniku czego dochodzi do obnize-
nia ich odksztalcalno$ci. Jedynie nieznaczne obni-
zenie IE w naszych badaniach w podgrupie B-1
nalezy tlumaczy¢ stosunkowo krotkim czasem
ekspozycji na stres. Spadek odksztalcalnosci ery-
trocytow wywolany stresem oksydacyjnym po-
przez wewnatrz jak i zewnatrz komorkowsg gene-
racj¢ aniorodnika ponadtlenkowego obserwowal
Baskurt i wsp. (Baskurt ef al.. 1998).

Modyfikacja aktywnosci syntazy tlenku azotu
zastosowana w naszych badaniach u szczurow
grupy kontrolnej nie wywolata istotnych zmian
odksztalcalno$ci  erytrocytow. Wydaje sig to
sprzeczne z wynikami badan innych autorow (Sta-
rzyk, Korbut & Gryglewski, 1999), ktorzy obser-
wowali spadek odksztalcalnosci erytrocytow po
podaniu L-Name zwierz¢tom doswiadczalnym.
Stosowali oni jednak krotszy czas obserwacji oraz
inng droge podania leku, co moze tlumaczy¢ ob-
serwowang rozbiezno$¢ wynikow.

Natomiast w warunkach stresu wywolanego
immersjg wodna zablokowanie syntazy tlenku
azotu (podgrupa B-2) wywolalo - w naszych ba-
daniach - #naczne obnizenie odksztalcalnosci
erytrocytow. Wyniki te sa zgodne z wynikami
autorow (Zinchuk & Borisiuk, 1998), ktorzy -
badajac wptyw rownoczesnego zastosowania L-
Name oraz hypertermii u szczurow — stwierdzili
rowniez spadek odksztalcalnosci erytrocytow. W
dalszym ciagu naszych badan stwierdzilismy, ze
nasilenie aktywnoéci syntazy tlenku azotu popra-
wia odksztatcalnosé¢ erytrocytéw (podgrupa B-3).
Podobne wyniki uzyskali inni autorzy (Starzyk ef
al., 1999), ktorzy stwierdzili wzrost odksztalcalno-
§ci erytrocytow po dozylnym podaniu donoru
tlenku azotu (SIN-1). Na podstawie uzyskanych
wynikow nasuwa sig hipoteza, ze stres wywolany
immersjg wodng uwrazliwia erytrocyty na dziala-
nie tlenku azotu. W rezultacie wzrost aktywnosci
syntazy laczy sie ze wzrostem odksztatcalnosci,
za$ spadek tej aktywnoSci z jej zmniejszeniem.
Badania in vitro przeprowadzone przez autoréw
pracy (Korbut & Gryglewski, 1993) wskazuja, ze
zardwno zbyt mala, jak i zbyt duza koncentracja
tlenku azotu powodowala usztywnienie erytrocy-
tow. Jak wynika z naszych wczesniejszych badan
— szczegolnie erytrocyty poddane stresowi oksy-
dacyjnemu — ulegajg w znacznym stopniu podat-
nosci na usztywnienie poprzez peroksydacjg
(Chmiel, Turczynski, Grabowska-Bochenek, Ol-
szowy & Kusmierski, 1999).
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WNIOSKI

Stres wywotany immersja wodng trwajaca okoto 4
godziny u szczura wywoluje nieznacznie zmniej-
szenie odksztalcalnosci erytrocytow.

Zablokowanie syntasy tlenku azotu podczas
immersji wodnej prowadzi do stosunkowo znacz-
nego zmniejszenia u szczurdw odksztatcalnosci
erytrocytow.

Zwickszenie aktywnosci tlenku azotu podczas
stresu wywolanego immersja wodna prowadzi u
szczurow do miernego zwigkszenia odksztalcalno-
§ci erytrocytow.
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