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2. OMÓWIENIE PUBLIKACJI WCHODZĄCYCH W SKŁAD ROZPRAWY 

 

Cukrzyca typu 2 nierozerwalnie związana jest z co najmniej wysokim ryzykiem sercowo-

naczyniowym. Należy zauważyć, że zapadalność na cukrzycę przyjęła już w ubiegłym wieku 

rangę epidemii, a choroby sercowo-naczyniowe stanowią obecnie kluczową przyczynę śmier-

telności osób w krajach rozwiniętych. Z tego względu poznawanie patomechanizmów inicju-

jących powikłania cukrzycy na poziomie molekularnym, we wczesnych stadiach jej zaawan-

sowania, jest niezmierne istotne ze względu na możliwość wdrożenia działań profilaktycz-

nych, niwelujących zarówno śmiertelność sercowo-naczyniową, jak i opóźniających wystą-

pienie klinicznie jawnych powikłań, stanowiących istotną przyczynę niepełnosprawności.  

Dysfunkcja śródbłonka naczyniowego od dziesięcioleci pozostaje uznawana za jeden z 

najistotniejszych etapów inicjujących oraz propagujących aterogenezę we wczesnych jej sta-

diach, jeszcze przed pojawieniem się nieodwracalnych zmian strukturalnych w ścianie naczy-

nia, a jej rozwój w konsekwencji zespołu metabolicznego jest zjawiskiem powszechnie wia-

domym. Tym niemniej mechanizmy prowadzące do zaburzenia funkcji śródbłonka, w tym 

prowadzące do spadku biodostępności tlenku azotu (II) (NO), pozostają nadal przedmiotem 

badań i dyskusji. Głównym źródłem tlenku azotu w naczyniach jest syntaza tlenku azotu 

(NOS). W układzie sercowo-naczyniowym, występuje ona w izoformie śródbłonkowej 

(eNOS) oraz indukowalnej (iNOS) i odpowiada za przekształcenie L-argininy w tlenek azotu 

oraz L-cytrulinę. Stres oksydacyjny, powstający m.in. wskutek reakcji zapalnej i wtórnie nasi-

lonej peroksydacji lipidów, stanowi istotny element patogenezy molekularnej powikłań cu-

krzycy i może prowadzić do nasilonej degradacji tlenku azotu (NO). Towarzysząca reakcja 

zapalna prowadzi do zakłócenia optymalnego przebiegu fosforylacji oksydacyjnej w mito-

chondriach i utleniania cząsteczek LDL do oksydowanych LDL (oxLDL). Rozprzężenie łań-

cucha oddechowego (obejmujące m.in. zmianę funkcji katalitycznej oksydaz ksantynowej 

(XOD) i NADPH (NOX)), poza destabilizacją metabolizmu energetycznego komórek śród-

błonka, skutkuje także stresem fosforylacyjnym. Prowadzi on do modyfikacji post-

translacyjnych wielu białek enzymatycznych i strukturalnych (fosforylacja), wskutek czego 

zmianie ulega ich funkcja (katalityczna, strukturalna lub czynnościowa) bądź podatność na 

proteolizę. Leży to u podstawy patogenezy wielu schorzeń układu sercowo-naczyniowego na 

poziomie molekularnym, jak choćby dysfunkcji skurczowej mięśnia sercowego w odpowiedzi 

na zmiany tkankowego potencjału redox w przebiegu uszkodzenia niedokrwienno-

reperfuzyjnego lub hipoksji-reoksygenacji.  OxLDL są z kolei bezpośrednim źródłem aniono-
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rodników ponadtlenkowych, nasilających dalsze zmiatanie tlenku azotu, z następczą syntezą 

nadtlenoazotynów (ONOO
-
), powodując z jednej strony spadek jego biodostępności w śród-

błonku i dysfunkcję wazodylatacyjną, z drugiej zaś eskaluje stres nitrozacyjny. Skutkuje to 

modyfikacjami post-translacyjnymi wielu białek (nitrowanie i S-nitrozylacja), prowadząc w 

efekcie do dalszego poważnego zachwiania homeostazy układu sercowo-naczyniowego. Co 

istotne, nadtlenoazotyny aktywują dodatkowo jądrowy czynnik transkrypcyjny κB (NF-κB), 

promując w efekcie dalszą ekspresję białek związanych z reakcją zapalną, w tym także indu-

kowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), która charakteryzuje się szybszą kinetyką katalizy, co 

wiąże się z dalszym wzrostem wytwarzania reaktywnych form tlenu i promocją stresu nitro-

zacyjnego. Skutkiem tego jest utlenianie tetrahydrobiopteryny (kofaktora dla syntazy tlenku 

azotu) oraz czynnościowy niedobór L-argininy prowadzące w efekcie do „rozprzęgania” pod-

jednostek NOS. Kaskada opisanych zdarzeń przekształca zatem najważniejszy czynnik wazo-

dylatacyjny w toksyczne pochodne, które nie pełnią funkcji regulatora przepływu mikrona-

czyniowego, a jednocześnie uszkadzają śródbłonek i nasilają powikłania naczyniowe.  

Co istotne, zwiększona synteza kompetycyjnych inhibitorów syntazy tlenku azotu, może 

także prowadzić do wystąpienia dysfunkcji śródbłonka i promować rozwój powikłań serco-

wo-naczyniowych. Wiadomym jest, że do najistotniejszych inhibitorów NOS zaliczamy asy-

metryczną dimetyloargininę (ADMA), zaś współtworzony z nią „symetryczny” enancjomer 

SDMA (symetryczna dimetyloarginina) cechuje się znacznie niższą zdolnością inhibicji 

eNOS. Cząsteczki te powstają między innymi wskutek nasilonej proteolizy białek bogatych w 

metylowe pochodne argininy (m.in. histonów) w reakcji katalizowanej przez metylotransfera-

zę argininową (PRMT). Taki mechanizm został wykazany jako sprawczy w zakresie rozwoju 

dysfunkcji śródbłonka u osób ze schorzeniami limfo- i mieloproliferacyjnymi, gdzie nasilona 

liza komórek jest źródłem zarówno kwasu moczowego, jak i ADMA. Wpływ na wewnątrz-

komórkowe stężenie ADMA, SDMA oraz L-argininy mają również białka transportowe błony 

komórkowej, które regulują gradient ich stężeń pomiędzy kompartmentami separowanymi 

przez błonę komórkową. Wśród nich najistotniejsze z perspektywy omawianych zjawisk są 

kationowe transportery aminokwasów (CATs). Poprzez regulowanie przezbłonowych różnic 

stężeń aminokwasów, wpływają one na procesy metaboliczne przebiegające z ich wykorzy-

staniem, a nasilenie ekspresji białek transportowych w błonie komórkowej zmienia się w od-

powiedzi na zapotrzebowanie na poszczególne aminokwasy. 

Badania dotyczące osi biotransformacji tlenku azotu przez wiele lat skupione były niemal 

wyłącznie na kompartmencie osoczowym, który pozostaje w bezpośredniej łączności z biał-
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kami efektorowymi komórek śródbłonka i mięśni gładkich ściany naczyniowej. Niewiele do-

niesień naukowych traktuje natomiast o roli erytrocytów w metabolizmie tlenku azotu. Należy 

zauważyć, że erytrocyty stanowią około 40% objętości krwi krążącej i są najliczniejszymi 

elementami morfotycznymi. Z tego powodu mogą one być niedocenianym, aczkolwiek nie-

pomijalnym elementem omawianych procesów biochemicznych. Przez wiele lat uważane 

były one za bezjądrzaste komórki o zmniejszonym metabolizmie, którym atrybuowano rolę 

wyłącznie transportera gazów oddechowych. Doniesienia ostatnich lat znacząco zmieniają ten 

paradygmat myślenia wskazując, że ich rola w utrzymaniu homeostazy naczyniowej jest o 

wiele bardziej złożona. Dzięki temu, że otacza je półprzepuszczalna błona komórkowa mogą 

stanowić one środowisko procesów (pato)fizjologicznych, podobnych do tych zachodzących 

w osoczu, podlegającym jednak większej regulacji.  Tworzą one pośrednio także układ bufo-

rowy i transportujący wiele biologicznie aktywnych mikrocząsteczek, w tym L-argininy. 

Wprawdzie istnieją już doniesienia potwierdzające ich znaczenie w parakrynnej regulacji 

funkcji śródbłonka, jednak ich rola w aspekcie regulacji biodostępności tlenku azotu na po-

ziomie interakcji ze śródbłonkiem w warunkach (pato)fizjologicznych pozostaje w dużej mie-

rze nieodkryta.  

Z powodów wspomnianych powyżej, zaburzenia metabolizmu tlenku azotu w erytrocy-

tach spowodowane cukrzycą mogą być niezmiernie ciekawym zagadnieniem badawczym z 

molekularnego punktu widzenia. Nasilona zaawansowana glikacja białek, stres oksydacyjny i 

reakcja zapalna z towarzyszącym zwiększonym obrotem komórek, mogą w istotny sposób 

wpływać na wyżej wskazane procesy regulacji homeostazy układu sercowo-naczyniowego. 

Ich znajomość ma ogromne znacznie w ujęciu praktycznym, gdyż ingerencja w ich przebieg 

może w znaczący sposób przyczynić się do modulacji tempa rozwoju powikłań, a zatem i 

ryzyka sercowo-naczyniowego w przebiegu schorzeń stanowiących, z epidemiologicznego 

punktu widzenia, jedno z największych wyzwań współczesnej medycyny. Jak powszechnie 

wiadomo powikłania mikronaczyniowe w cukrzycy stanowią istotny problem kliniczny. War-

to zauważyć, że to właśnie obszar naczyń małego kalibru, gdzie wazoreaktywność jest klu-

czowa dla perfuzji, stanowi najważniejsze miejsce oddziaływania tlenku azotu. Z tego powo-

du zaburzenia relaksacji naczyniowej, szczególnie u pacjentów z cukrzycą, nierozerwalnie 

wiążą się ze spadkiem przepływu i w konsekwencji redukcją dostępności tlenu w dystalnych 

obszarach tkankowych, prowadząc do wzrostu ryzyka wystąpienia lokalnej kwasicy mlecza-

nowej. Podkreśla to, jak bardzo istotnym celem terapeutycznym mogą być erytrocyty patrząc 

z perspektywy możliwości zapobiegania i leczenia powikłań mikronaczyniowych cukrzycy. Z 
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tej przyczyny poznanie patomechanizmów regulacji metabolizmu tlenku azotu w tych właśnie 

elementach morfotycznych krwi wydaje się być w pełni zasadne. 

Dlatego też nadrzędnym celem niniejszej pracy jest poszukiwanie osi biotranformacji 

tlenku azotu i ocena poszczególnych jej elementów wewnątrz erytrocytów u pacjentów, któ-

rzy rozwinęli cukrzycę typu 2, ale jeszcze bez istotnych klinicznie powikłań mikro- i makro-

naczyniowych. Dodatkowym celem jest powiazanie powyższych procesów z wybranymi 

aspektami funkcji śródbłonka naczyniowego oraz przedstawienie roli erytrocytów w regulacji 

biodostępności tlenku azotu. Ponadto w przedstawionej dysertacji omówiono funkcję krwinek 

czerwonych jako regulatorów przepływu w mikrokrążeniu, zwłaszcza w obszarach zmniej-

szonej dostępności tlenu, ze szczególnym uwzględnieniem roli tlenku azotu (NO).  

Dotychczas niewiele prac opisywało znaczenie metabolizmu tlenku azotu w erytrocytach. 

Wiedza dotycząca mechanizmów jego regulacji jest niepełna, brak jest również publikacji 

systematyzującej dotychczas przeprowadzone badania w tym zakresie. Z tego powodu w pra-

cy przeglądowej zatytułowanej „Role of Erythrocytes in Nitric Oxide Metabolism and Para-

crine Regulation of Endothelial Function”, dokonałem podsumowania aktualnej wiedzy do-

tyczącej metabolizmu tlenku azotu w krwinkach czerwonych oraz ich znaczenia w regulacji 

przepływu naczyniowego. 

Poprzednie publikacje potwierdziły, że erytrocyty zdolne są do transportu aminokwasów 

które z łatwością uwalniane są w miejscach zwiększonego ich zapotrzebowania. Udokumen-

towano także wewnątrzkomórkową ekspresję aktywnej śródbłonkowej izoformy syntazy tlen-

ku azotu (eNOS) oraz występowanie kationowych transporterów aminokwasów w błonie ko-

mórkowej. W krwinkach czerwonych potwierdzono obecność CAT1, CAT2a oraz CAT2b, 

stwierdzając jednocześnie, że CAT1 wykazuje najwyższe powinowactwo do L-argininy.  

Regulacja transportu przezbłonowego w erytrocytach odbywa się między innymi na po-

ziomie po-transkrypcyjnym poprzez interakcje mRNACAT z microRNA (miR-122) będącym 

negatywnym regulatorem translacji. Dodatkowo na ekspresję CATs wpływają także zmiany 

potencjału błony komórkowej oraz stres oksydacyjny. CATs w krwinkach czerwonych wyka-

zują również powinowactwo do ADMA i SDMA, co wskazuje na ich wielokierunkowy 

wpływ na metabolizm tlenku azotu oraz definiuje je jako potencjalnie interesujący cel tera-

peutyczny w leczeniu chorób układu sercowo-naczyniowego.    

Badania wykazały, że z uwagi na niewielki metabolizm peptydów w dojrzałych erytrocy-

tach, transportują one przede wszystkim ADMA pobrane z osocza. Jednakże potwierdzono, 
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że krwinki czerwone zdolne są do syntezy ADMA z białek nie-hemowych, z wykorzystaniem 

proteasomu oraz proteaz, co może mieć szczególne znaczenie, zważywszy na fakt, że liza 

jadra komórkowego (bogatego w histony) jest integralnym elementem procesu erytropoezy. 

Ponadto dowiedziono, że degradacja białek i związana z tym zwiększona synteza ADMA, 

nasilana jest przez aktywację proteasomu w wyniku stresu oksydacyjnego. Potwierdzono tak-

że, że erytrocyty wykazują ekspresję dimetyloarginino-dimetyloamino-hydrolazy (DDAH), 

która jest zdolna do wewnątrzerytrocytarnej degradacji ADMA do dimetyloaminy i L-

cytruliny, wpływając tym samym na relację inhibitor kompetycyjny-substrat dla NOS.  

L-arginina trafiająca do wnętrza erytrocytu stanowi substrat dla jednego z dwóch konku-

rujących szlaków przemian. Jest ona przekształcana przez NOS do tlenku azotu lub przez 

arginazę do L-ornityny i mocznika, bowiem ekspresję białek katalitycznych cyklu moczniko-

wego wykazano także w erytrocytach.  Jak już wspomniano wcześniej, w wyniku stresu ok-

sydacyjnego dochodzi do „rozprzęgania” syntazy tlenku azotu oraz wzrostu stężenia nadtle-

noazotynów (ONOO
-
). Znaczenie tego procesu u pacjentów z cukrzycą zostało udowodnione 

przez inkubację pobranych od nich erytrocytów ze związkami redukującymi ONOO
-
, co skut-

kowało przywróceniem upośledzonej wcześniej funkcji śródbłonka naczyniowego. Dodatko-

wo, oddziaływanie nadtlenoazotynami na erytrocyty pobrane od zdrowych osób wiązało się 

ze wzrostem aktywności arginazy i związanym z tym prawdopodobieństwem wystąpienia 

wazodylatacyjnej dysfunkcji śródbłonka. W efekcie - mimo, że erytrocyty posiadają sprawne 

systemy antyoksydacyjne - stają się one niewystarczające u pacjentów z chorobami układu 

sercowo-naczyniowego związanymi z nadmierną produkcją reaktywnych form tlenu. Wyka-

zano, że zmniejszenie aktywności arginazy (z równoczesną aktywacją szlaku eNOS) ma zna-

czenie kardioprotekcyjne w reperfuzyjnym uszkodzeniu mięśnia sercowego, a także wykazuje 

pozytywny efekt u pacjentów z nadciśnieniem tętniczym oraz miażdżycą naczyń. Powszech-

nie uznany ochronny efekt żeńskich hormonów płciowych może także być częściowo zależny 

od tlenku azotu, jako że dowiedziono zwiększenia jego syntezy pod wpływem estrogenów.     

Tlenek azotu powstający w erytrocytach w przeciągu milisekund reaguje z utlenowaną 

formą hemoglobiny, tworząc methemoglobinę oraz azotany. Doniesienia ostatnich lat po-

twierdzają jednak, że hemoglobina, poza możliwością zmiatania tlenku azotu, wykazuje także 

zdolność do jego wiązania i tworzenia stabilnych związków przejściowych zawierających 

inkorporowany azot. Są one następnie uwalniane w obszarach hipoksji lub zmniejszonego 

przepływu krwi. Proces ten zależny jest od konformacji allosterycznej hemoglobiny, która 

reguluje jej powinowactwo do tlenku azotu. W krążeniu płucnym hemoglobina przyłącza 2-3 
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atomy tlenu i zmienia swoją konformację ze struktury T do R. Umożliwia to szybsze przyłą-

czenie NO i uformowanie czasowego połączenia Hb(II)NO. NO jest następnie przekazywany 

na resztę cysteinową w pozycji 93, czego skutkiem jest wytworzenie S-nitrozohemoglobiny, 

która wykazuje większą stabilność. Powinowactwo tioli do tlenku azotu zmienia się wraz ze 

zmianą konformacji hemoglobiny, do którego dochodzi w mikrokrążeniu tkankowym. W ob-

szarze o zmniejszonym ciśnieniu parcjalnym tlenu dochodzi do zmiany struktury cząsteczki - 

przejścia w formę T oraz uwolnienia tlenku azotu do osocza.    

Ponadto wykazano, że hemoglobina może dostarczać tlenku azotu także poprzez swoje 

właściwości redukcyjne. W obszarze hipoksji methemoglobina zdolna jest do przekształcania 

azotanów (III) i odtwarzania puli tlenku azotu. Biorąc pod uwagę fakt, że erytrocyty są naj-

większym wewnątrznaczyniowym magazynem azotanów (III), mechanizm ich redukcji może 

wykazywać większe znaczenie niż przemiany nitrozotioli.         

Tlenek azotu może dodatkowo powstawać dzięki erytrocytarnej oksydoreduktazie ksanty-

nowej (XOR), dla której substratem są azotany. Wykazano, że jej znaczenie pozostaje nie-

wielkie w warunkach fizjologicznych, natomiast ilość syntezowanego tym szlakiem tlenku 

azotu istotnie wzrasta w przypadku kwasicy. Poza spadkiem prężności tlenu innymi stymu-

lantami wywołującymi wydzielanie tlenku azotu z erytrocytów do mikrokrążenia są siły ści-

nające działające na erytrocyty podczas przepływania przez zwężone naczynia krwionośne. 

Aktywacja mechanoreceptorów skutkuje wydzielaniem NO oraz aktywacją syntazy tlenku 

azotu. Potwierdzono, że tlenek azotu poprzez oddziaływanie na cytoszkielet krwinki czerwo-

nej reguluje jej zdolność do odkształcania, co zapobiega rozpadowi erytrocytów podczas ich 

przepływania przez zwężone naczynia krwionośne.  

Mechanizm wydzielania tlenku azotu przez błonę erytrocytarną nie jest do końca pozna-

ny. Niektóre prace wskazują, że krwinki czerwone posiadają domeny błonowe, które ułatwia-

ją jego transport do osocza. Zawierają one białko prążka 3 przenoszące aniony, które reaguje 

z hemoglobiną podczas zmiany jej konformacji i ułatwia przekazanie tlenku azotu na błonę 

komórkową. Dodatkowo w tym obszarze zakotwiczone są białka ułatwiające przezbłonowy 

transport NO, a strefa ta „otoczona” jest przez methemoglobinę, która zapobiega jego utlenie-

niu. Inne badania donoszą, że tlenek azotu transportowany jest do osocza w formie swoich 

stabilnych metabolitów. Wskazuje się tutaj na S-nitrozoglutation, S-nitrozo-L-cysteinę lub 

nitrozylowaną pochodną izomerazy disulfidowej białek.   

Erytrocyty wpływają także na funkcję śródbłonka poprzez wydzielanie do osocza ATP, 

które reaguję z receptorami błonowymi (P2Y) komórek mięśni gładkich, prowadząc do ich 
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relaksacji. Jest to możliwe dzięki błonowej paneksynie 1, która wydziela ATP w odpowiedzi 

na hipoksję, siły ścinające czy depolaryzację, poprzez formowanie kanałów błonowych. Wy-

kazano także, że tikagrelor stosowany jako lek przeciwpłytkowy, odpowiada za zwiększenie 

wydzielania ATP z erytrocytów, co może wyjaśniać jego skuteczniejsze działanie w porów-

naniu do innych leków z tej samej grupy, będących pochodnymi tienopirydyny. Ponadto w 

badaniach eksperymentalnych wykazano wpływ erytrocytarnego tlenku azotu na regulację 

systemowego ciśnienia tętniczego oraz potwierdzono, że zaburzenia reologii erytrocytarnej 

mogą stanowić przyczynę dławicy mikronaczyniowej.    

Praca zatytułowana “A Cross-Talk between the Erythrocyte L-Arginine/ADMA/Nitric 

Oxide Metabolic Pathway and the Endothelial Function in Subjects with Type 2 Diabetes 

Mellitus” jest pierwszym oryginalnym doniesieniem, w którym dokonano kompleksowej 

oceny funkcji śródbłonka naczyniowego i metabolitów szlaku przemian tlenku azotu w ery-

trocytach oraz osoczu osób z cukrzycą typu 2, we wczesnej fazie choroby. Do badania zostało 

wstępnie zakwalifikowanych 100 osób. Spośród nich wyłoniono ostatecznie 35-osobową gru-

pę badaną, którą stanowiły osoby w wieku 35-80 lat ze świeżo rozpoznaną cukrzycą typu 2, u 

których nie występowały powikłania naczyniowe. Grupę kontrolną utworzyło 45 zdrowych 

ochotników, którzy zostali dopasowani demograficznie do grupy badanej, po wcześniejszym 

wykluczeniu u nich zaburzeń metabolizmu glukozy.  

W obu grupach przeprowadzono oznaczenia parametrów osi biotransformacji tlenku azotu 

w osoczu oraz w izolowanych erytrocytach. Wyliczono stosunki stężeń poszczególnych me-

tabolitów względem siebie oraz pomiędzy kompartymentem osoczowym i erytrocytarnym, co 

umożliwiło dokładniejszą ocenę kierunku przemian metabolicznych oraz transportu przezbło-

nowego. Otrzymane wyniki porównano z parametrami odpowiedzi naczyniowej na zastoso-

wanie bodźca termicznego i niedokrwiennego podczas badan śródbłonka metodami Laser 

Doppler i EndoPAT.  

Poza niższym stężeniem L-cytruliny nie stwierdzono innych istotnych statystycznie różnic 

w stężeniach metabolitów w kompartmencie erytrocytarnym między grupą badaną, a kontrol-

ną. Wskazuje to, że erytrocyty pozostają buforem, który zachowuje względnie prawidłowy 

metabolizm tlenku azotu w początkowej fazie cukrzycy typu 2. Globalna biodostępność tlen-

ku azotu została porównana między kompartmentem osoczowym i erytrocytarnym, przy uży-

ciu stosunku L-arginina/ADMA. Wykazano istotnie większą biodostępność NO w komparty-

mencie erytrocytarnym, co dodatkowo podkreśla istotność tych komórek w utrzymaniu funk-

cji śródbłonka naczyniowego u osób z cukrzycą.  



12 
 

Istotne różnice w stężeniach metabolitów osi biotransformacji NO zostały natomiast 

stwierdzone w kompartmencie osoczowym. Wykazano znacząco niższe stężenie L-argininy, 

która włączana jest do szlaku przemian arginazy, na co wskazuje zwiększony stosunek L-

ornityny do L-argininy w osoczu. Jak już wcześniej wspomniano ma to związek ze zwiększo-

nym stresem oksydacyjnym oraz rozprzęganiem NOS, co zostało już uprzednio potwierdzone, 

jako jeden z patomechanizmów prowadzących do dysfunkcji śródbłonka u pacjentów z cu-

krzycą. Porównując stężenia argininy pomiędzy kompartmentami, potwierdzono także nasilo-

ny transport L-argininy do wnętrza erytrocytów, co stanowić może mechanizm adaptacyjny, 

mający utrzymać odpowiedni poziom syntezy tlenku azotu, pomimo nasilonego stresu oksy-

dacyjnego.  

Co więcej, stwierdzono znacznie obniżony osoczowy stosunek argininy do ADMA w 

grupie badanej, co wskazuje na zmniejszoną aktywność NOS. Biorąc pod uwagę równoczesne 

porównywalne stężenia ADMA oraz podwyższone stężenie dimetyloargininy (DMA-produkt 

rozpadu ADMA), należy stwierdzić, że w grupie badanej nasilony jest proces osoczowej 

przemiany metyloamin. Oznaczenia metabolitów osi biotransformacji tlenku azotu nie wska-

zywały pośrednio na upośledzoną funkcję DDAH w grupie badanej, co można wyjaśnić 

wczesnym etapem cukrzycy. Pozostaje to w zgodzie z badaniami, w których stwierdzono, że 

spadek aktywności DDAH, a co za tym idzie wzrost stężenia ADMA u cukrzyków, koreluje z 

powikłaniami makro-naczyniowymi, których nie stwierdzaliśmy w naszej grupie badanej.  

Ocena funkcji śródbłonka naczyniowego u osób z cukrzycą o krótkim czasie trwania wy-

kazała spadek reaktywności mikrokrążenia w odpowiedzi na bodziec cieplny, czego nie zaob-

serwowano w odpowiedzi na niedokrwienie. Różnica ta spowodowana jest odmiennymi szla-

kami przekaźnikowymi aktywowanymi w zależności od rodzaju działającego bodźca. Po-

twierdzono, że odpowiedź termiczna jest w większym stopniu zależna od tlenku azotu, dlate-

go metody oparte o ten mechanizm szybciej wykazują nieprawidłowości w funkcji śródbłon-

ka.  Zwiększony wskaźnik wzmocnienia (AI – augmentation index) w tej grupie potwierdza 

natomiast zwiększoną sztywność naczyń, która pojawia się u osób z cukrzycą już w począt-

kowej fazie choroby.  

Podsumowując, wykazano znaczne różnice w stężeniach metabolitów osi przemian tlenku 

azotu, dotyczące głownie kompartmentu osoczowego. Jednocześnie metabolizm tlenku azotu 

pozostaje w dużej mierze nienaruszony w erytrocytach pacjentów z cukrzycą typu 2. Co za 

tym idzie, biodostępność NO jest istotnie wyższa wewnątrz krwinek czerwonych. Badania 

przedstawione w niniejszej rozprawie mogą translacyjnie nieść za sobą dość istotne implika-
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cje kliniczne, bowiem poznanie dokładnych molekularnych aspektów przemian tlenku azotu 

w erytrocytach może pozwolić na opracowanie inhibitorów arginazy, leków przeciwdziałają-

cych rozprzęganiu NOS lub redukujących stres oksydacyjny. Dodatkowo zastosowanie prze-

pływomierza laserowego wraz z oceną odpowiedzi na bodziec termiczny może być istotnym 

narzędziem w ocenie wczesnych powikłań cukrzycy, pozwalając na pełniejszą stratyfikację 

ryzyka i formułowanie racjonalnych, spersonalizowanych przesłanek do eskalacji terapii w 

grupie osób bez jawnych klinicznie powikłań narządowych, lecz z dużym ryzykiem ich szyb-

kiego wystąpienia. 
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3. PRACA NR 1: 
 

Role of Erythrocytes in Nitric Oxide Metabolism and Paracrine Regulation 

 of Endothelial Function 
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4. PRACA NR 2: 
 

A Cross-Talk between the Erythrocyte L-Arginine/ADMA/Nitric Oxide Metabolic Pathway 

and the Endothelial Function in Subjects with Type 2 Diabetes Mellitus 

 

  



30 
 

 



31 
 



32 
 



33 
 



34 
 



35 
 



36 
 



37 
 



38 
 



39 
 



40 
 



41 
 



42 
 



43 
 



44 
 



45 
 

 



46 
 

5. OŚWIADCZENIA WSPÓŁAUTORÓW 
 

  



47 
 



48 
 



49 
 



50 
 



51 
 



52 
 



53 
 

 



54 
 

 



55 
 

6. STRESZCZENIE 

Cukrzyca typu 2 nierozerwalnie związana jest z co najmniej wysokim ryzykiem sercowo-

naczyniowym. Spośród wielu cząsteczek regulujących funkcję śródbłonka naczyniowego największe 

znaczenie wydaje się mieć niezmiennie tlenek azotu (NO). Mimo, że powikłania obejmujące mikro- i 

makro-krążenie były dotychczas przedmiotem licznych prac, wiedza na temat roli zaburzeń osi bio-

transformacji tlenku azotu, w tym kontekście pozostaje niepełna. 

Przez wiele lat koncentrowano się na przemianach tlenku azotu wyłącznie w kompartmencie oso-

czowym. Potwierdzono jednak, że szlaki biotranformacji NO wykazują swoją ekspresję także we wnę-

trzu krwinek czerwonych. Mając na uwadze fakt, że erytrocyty stanowią około 40% objętości krwi 

krążącej i są najliczniejszymi elementami morfotycznymi, mogą one być niedocenianym, a jednocze-

śnie niepomijalnym elementem regulatorowym złożonych procesów biochemicznych. Szczególnie 

istotna wydaje się ich rola w zależnej od tlenku azotu regulacji perfuzji na poziomie mikrokrążenia.  

Z tego powodu nadrzędnym celem niniejszej pracy jest poszukiwanie osi regulującej biodostęp-

ność NO i ocena poszczególnych jej elementów wewnątrz erytrocytów, u pacjentów, którzy rozwinęli 

już cukrzycę typu 2, ale nie obserwuje się u nich jeszcze istotnych klinicznie powikłań narządowych. 

Ponadto powiązano otrzymane oznaczenia biochemiczne z czynnościowymi parametrami odpowiedzi 

mikrokrążenia, które oceniono w badaniach EndoPAT i Laser Doppler wykorzystując bodźce termicz-

ne i niedokrwienne. 

Wykazano znacząco niższe stężenia L-argininy i L-cytruliny w kompartmencie osoczowym, z 

równoczesnym obniżeniem stosunków L-arginina/ADMA oraz ADMA/DMA w grupie pacjentów z 

cukrzycą. Stwierdzono także zachowany metabolizm NO w krwinkach czerwonych z obniżonym stę-

żeniem L-cytruliny oraz znacząco wyższą biodostępnością tlenku azotu w tym kompartmencie. Ponad-

to obserwowano nieprawidłową odpowiedź śródbłonka w reakcji na bodziec termiczny w grupie pa-

cjentów z cukrzycą.  Przedstawione wyniki wskazują, że cukrzyca wiąże się z istotnymi zaburzeniami 

metabolizmu NO, co bardziej wyrażone jest w kompartmencie osoczowym. Erytrocyty mogą nato-

miast pozostawać buforem, który zachowuje względnie prawidłowy metabolizm NO w początkowej 

fazie cukrzycy typu 2. 

 Niniejsza dysertacja podkreśla niezwykle ważną rolę erytrocytów w utrzymaniu odpowiedniej 

funkcji śródbłonka naczyniowego w osób z cukrzycą typu 2 i może translacyjnie nieść za sobą dość 

istotne implikacje kliniczne, bowiem poznanie dokładnych molekularnych aspektów przemian tlenku 

azotu w erytrocytach może pozwolić na opracowanie inhibitorów arginazy, leków przeciwdziałających 

rozprzęganiu NOS lub redukujących stres oksydacyjny. Dodatkowo zastosowanie przepływomierza 

laserowego wraz z oceną odpowiedzi na bodziec termiczny może być istotnym narzędziem w ocenie 

wczesnych powikłań cukrzycy, pozwalając na pełniejszą stratyfikację ryzyka i formułowanie racjonal-

nych, spersonalizowanych przesłanek do eskalacji terapii w grupie osób bez jawnych klinicznie powi-

kłań narządowych, lecz z dużym ryzykiem ich szybkiego wystąpienia. 
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7. SUMMARY 
Type 2 diabetes mellitus (DM) is inseparably associated with at least high cardiovascular risk. 

Among numerous molecules regulating the vascular tone, the nitric oxide (NO) is considered to play a 

pivotal role. Even though the micro- and macrovascular abnormalities are being extensively studied, 

the alterations in the nitric oxide metabolic pathway still require further investigations. For many 

years, the studies on the NO were mostly focused on the plasma compartment. However, emerging 

data confirmed that nitric oxide metabolic pathway is present also in red blood cells. Taking into con-

sideration, that erythrocytes constitute about 40% of circulating blood, they can be an underappreciat-

ed, albeit indisputable part of complex biochemical processes. Their role in the nitric oxide-dependent 

regulation of perfusion at the level of microcirculation seems to be of particular importance.  

Therefore, the main scope of this dissertation was to evaluate the role of the erythrocytes’ ni-

tric oxide metabolism in preserving the appropriate vascular function, as well as to identify the altera-

tions that occur at the early stage of diabetes mellitus. Additionally, the biochemical results were com-

pared with the endothelial function parameters, obtained from EndoPAT and LaserDoppler flowmetry, 

in response to the thermal and ischemic stimuli.  

This study has demonstrated significantly decreased L-arginine and L-citrulline concentrations 

in the plasma compartment with reduced Arginine/ADMA and ADMA/DMA-ratios in the diabetes 

mellitus group.  Preserved nitric oxide metabolism in erythrocytes with reduced L-citrulline level and 

significantly higher NO-bioavailability have also been noted. What is more, an endothelial vasodilato-

ry dysfunction in microcirculation at the early stage of diabetes mellitus has been identified and, what 

is noteworthy - was more pronounced in response to the thermal-stimulus. 

The original paper is the first study to show that diabetes mellitus is associated with significant 

differences in the expression of the nitric oxide metabolic pathway, which are more pronounced in the 

plasma than in the erythrocyte compartment. Hence, the red blood cells could constitute a buffer with 

a higher nitric oxide bioavailability, less affected by the diabetes mellitus-related abnormalities. 

This dissertation points at the importance of erythrocytes in preserving the appropriate endo-

thelial function in subjects with diabetes mellitus.  The identification of the mechanisms responsible 

for limiting the nitric oxide bioavailability may lead to the discovery of novel drug targets, limiting the 

burden of nitrosative-stress and in a consequence induced this way damage to microcirculation. It pro-

vides a rationale for personalized therapy aiming at minimizing the residual cardiovascular risk in 

diabetic subjects without clinically relevant complications but being at high risk for their development.   
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8. ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ 
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