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Endogenne mechanizmy kardioprotekcyjne
— co to takiego i jak to dziata?

Endogenous cardioprotective mechanisms — what is it about and how does it work?

Andrzej Beresewicz

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

Streszczenie

Reperfuzja stanowi obecnie podstawowa metode leczenia zawatu serca. Zabieg ten jest jedynym znanym sposobem ratowa-
nia niedokrwionego miokardium, ale réwnoczesnie powoduje jego reperfuzyjne uszkodzenie, ograniczajace korzystne efek-
ty reperfuzji. Kardioprotekcja farmakologiczna skutecznie zmniejsza niepozadane efekty reperfuzji w modelach ekspery-
mentalnych, ale nie ma dowodéw na jej kliniczna skutecznosé. Dlatego wielkie nadzieje wiaze sie z mozliwoscia klinicznego
wykorzystania endogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych, znanych jako ischaemic preconditioning i ischaemic post-
conditioning, odpowiednio hartowanie niedokrwieniem i hartowanie reperfuzja. Coraz lepiej udokumentowana jest hipote-
za, ze hartowanie dziafa kardioprotekcyjnie, dlatego Zze zapobiega aktywacji przez reperfuzje megakanatu mitochondrialne-
go, ktéry jest integratorem i ostatecznym mediatorem r6znych mechanizméw reperfuzyjnego uszkodzenia.

Stowa kluczowe: reperfuzyjne uszkodzenie serca, kardioprotekcja, hartowanie niedokrwieniem, hartowanie reperfuzja,
megakanat mitochondrialny

Abstract

Reperfusion therapy is the primary treatment for acute myocardial infarction. Its infarct-limiting effectiveness is, however,
limited by so called reperfusion-induced myocardial injury likely related to reperfusion-mediated opening of the mitochon-
drial permeability transition pore (mPTP). While pharmacologic cardioprotection has proved to effectively reduce infarct size
in the experimental models its clinical usefulness is problematic. In this context, a clinical exploitation of endogenous cardio-
protective mechanisms, known as ischaemic preconditioning and ischaemic postconditioning, emerges as an attractive ther-
apeutic alternative. This is particularly so because ischaemic pre- and post-conditionig seem to afford cardioprotection by
preventing reperfusion-induced deleterious opening of mPTP.

Key words: myocardial reperfusion injury, cardioprotection, ischaemic preconditioning, ischaemic postconditioning,
mitochondrial permeability transition pore

Kardiol Pol 2011; 69, supl. Ill: 59-66

USZKODZENIE SERCA SPOWODOWANE tologii ludzkiej wystepuja liczne stany (tab. 1), w ktérych za-
NIEDOKRWIENIEM I REPERFUZJA chodzi nieréwnos¢:

Zrédiem energii zasilajacej prace mechaniczna pompy ser-

cowej saw > 95% tlenowe przemiany glukozy i kwaséw tfusz- Przeptyw wiencowy < Zapotrzebowanie na przeptyw
czowych zachodzace w mitochondriach. Dlatego produkcja

ATP, a nastepnie czynno$¢ skurczowa miokardium w sposéb Wszystkie one sg definiowane jako niedokrwienie mio-
krytyczny zaleza od réwnowagi miedzy aktualnym przepty-  kardium, gdyz towarzyszy im uwalnianie z serca kwasu mle-
wem wieficowym i zapotrzebowaniem na przeptyw. W pa-  kowego (produkt glikolizy beztlenowej) oraz adenozyny (pro-

Adres do korespondencji:
prof. dr hab. n. med. Andrzej Beresewicz, Zakiad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, ul. Marymoncka 99,
01-813 Warszawa, tel: +48 22 569 38 40, faks: +48 22 569 38 49, e-mail: aberesew@cmkp.edu.pl
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Tabela 1. Kliniczne postaci niedokrwienia

Niedokrwienia Niedokrwienia

spoczynkowe wysitkowe

Zawat serca Angina wysitkowa

Spazm naczyniowy Proba wysitkowa
Niedokrwienia okotoproceduralne
— plastyka wiencowa

— krazenie pozaustrojowe

— transplantacja serca

Niedokrwienie |Reperfuzja

Uszkodzenie
niedokrwienne
stabo modyfikowalne

N
V

Uszkodzenie
reperfuzyjne
modyfikowalne

J

Uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne
(ischaemia/reperfusion injury)
Angina, arytmie, | kurczliwos¢, martwica

Rycina 1. Koncepcja niedokrwienno-reperfuzyjnego uszkodze-
nia serca. Niedokrwienie i oddzielnie reperfuzja sg zrédtem
uszkodzenia. W warunkach klinicznych efekty te sumuija sie.
Dtugos¢ niedokrwienia jest gféwng modyfikowalng determi-
nanta niedokrwiennego uszkodzenia (i wtérnie uszkodzenia
reperfuzyjnego). Kardioprotekgja, jezeli w ogoéle dziata, skutkuje
redukcjg jedynie reperfuzyjnego uszkodzenia

dukt katabolizmu ATP). Jezeli deficyt przeptywu trwa odpo-
wiednio dfugo, niedokrwienie skutkuje r6znymi postaciami
uszkodzenia migsnia sercowego.

Kliniczne postaci niedokrwienia (tab. 1) koncza sie naj-
czesciej spontaniczng badz indukowana reperfuzjg, skutkujaca
przynajmniej czeSciowym powrotem réownowagi miedzy prze-
ptywem wieficowym i zapotrzebowaniem na przeptyw. Re-
perfuzja stanowi jedyny znany sposéb ratowania niedokrwio-
nych komorek, ale jest rownoczesnie czynnikiem uszkadzaja-
cym i ostateczny wynik reperfuzji jest suma jej korzystnych
efektow i efektow tzw. reperfuzyjnego uszkodzenia serca.

Uszkodzenia niedokrwienne i reperfuzyjne ,w czystej
postaci” daja sie badac¢ tylko w warunkach eksperymentu
zwierzecego. Natomiast w warunkach klinicznych z reguty
spotyka sie mieszanine efektéw samego niedokrwienia i re-
perfuzji. Dlatego w kontekscie klinicznym méwimy o uszko-
dzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym (ischaemia/reperfusion
injury) (ryc. 1).

Nasilenie niedokrwiennego uszkodzenia jest wypadkowa
stopnia ograniczenia perfuzji wieficowej oraz czasu trwania
tego ograniczenia:

Efekt niedokrwienia = % ograniczenia
perfuzji wiericowej X czas niedokrwienia

Dodatkowa komplikacja polega na tym, ze uszkodzenie
reperfuzyjne jest tym wieksze, im wieksze jest poprzedzajace
uszkodzenie niedokrwienne. Oznacza to, ze obie postaci
uszkodzenia zalezg ostatecznie od czasu trwania i wielkosci
niedokrwienia.

W obrazie kliniczno-patofizjologicznym niedokrwienia
dominuja: bl wieicowy, zaburzenia kurczliwosci miokardium,
zaburzenia rytmu, utrata rownowagi energetycznej miokardium
skutkujaca rozktadem ATP, m.in. do AMP i adenozyny, ktére
staja sie substancjami sygnalowymi. Adenozyna wywotuje bdl
wienicowy i powoduje rozszerzenie naczyn. Adenozynomo-
nofosforan, poprzez kinaze AMP, przekierowuje metabolizm
energetyczny komoérek na produkcje ATP z glukozy. Od pew-
nego etapu niedokrwienia, miokardium ulega martwicy, kt6-
ra powoli postepuje od wsierdzia do nasierdzia. Niedokrwie-
nie skutkuje dodatkowo zaburzeniami, ktére sg substratem
dla patologicznych proceséw uruchamianych w miokardium
dopiero w reperfuzji. Najwazniejsze z nich to: (i) niskie ko-
morkowe poziomy ADP i AMP i wysokie fosforu nieorganicz-
nego; (ii) zmiany w mitochondriach przygotowujace je do
zwiekszonej reperfuzyjnej produkcji anionorodnika ponad-
tlenkowego (O,") i innych reaktywnych form tlenu (ROS) oraz
(iii) kwasica komorkowa skutkujaca komérkowa akumulacja
Ca?*. Kulminacja tych procesow jest reperfuzyjna aktywacja
megakanatu mitochondrialnego (mPTP, mitochondrial pre-
meability transition pore), ostatecznie skutkujaca reperfuzyjna
$miercig komorek.

Na efekty reperfuzji skfadaja sie:

— czedciowa odbudowa czynnosci skurczowej miokardium
i/lub ochrona kardiomiocytéw przed $miercig w wyniku nie-
dokrwienia. Jest to dziatanie korzystne i reperfuzja stanowi
jedyny znany spos6b ratowania niedokrwionych komérek;

— reperfuzyjne uszkodzenie miokardium — jego istnienia
dowodzi fakt, ze r6zne interwencje zastosowane tuz przed
reperfuzjg zmniejszaja rozlegfos¢ zawatu serca (MI) u zwie-
rzat i ludzi. Wyrdznia sie 4 typy zaburzer reperfuzyjnych:
(i) ogtuszenie miesnia sercowego; (i) reperfuzyjne zabu-
rzenia rytmu; (iii) $mier¢ komérek w wyniku nekrozy
i apoptozy oraz (iv) uszkodzenie Srédbtonka, ktérego kon-
sekwencjami sa: akumulacja granulocytéw w reperfundo-
wanym obszarze i toksyczno$¢ z tym zwigzana oraz no-
reflow phenomenon — stan, w ktérym podczas reperfuzji
doszto do embolizacji mikrokrazenia, co ogranicza powrét
perfuzji miokardium i korzysci reperfuzji.

KARDIOPROTEKCJA NIEDOKRWIONEGO/

/REPERFUNDOWANEGO MIOKARDIUM

Wyro6znia sie (ryc. 2):

— kardioprotekcje bezposrednia, w ktérej substancje o spo-
dziewanym dziataniu protekcyjnym sg podawane przed,

www.kardiologiapolska.pl
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1. Kardioprotekcja
bezposrednia

Interwencja

A\
Niedokrwienie | Reperfuzja

(mata skutecznos¢

w zawale/reperfuzji)

Bodziec

2. Hartowanie \J \j

Niedokrwienie | Reperfuzja

| ,Pamie¢” — 1 tolerancja IR

Rycina 2. Schemat dwoch typéw kardioprotekeji niedokrwionego/reperfundowanego miokardium (szczegéty w tekscie)
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Rycina 3. Schemat pokazujacy hipotetyczng dynamike postepu martwicy zawatowej od wsierdzia (Endo) do nasierdzia (Epi) oraz
wptyw kardioprotekcji i reperfuzji na te dynamike i ostateczng wielkos¢ martwicy; A. Kontrolny zawat (linia ciggta) i kardioprotekcja
(linia przerywana). Kardioprotekcja zwalnia proces umierania miokardium, ale nie zmniejsza ostatecznej wielkosci martwicy;

B. Zawat bez reperfuzji (linia przerywana), reperfuzja (linia ciagta) i reperfuzja z kardioprotekcja (linia wykropkowana). Zwraca
uwage fakt, ze reperfuzja zmniejsza wielko$¢ zawatu o ok. 50% i ze kardioprotekcja dodana do reperfuzji zmniejsza wielkos¢
zawatu o kolejne ok. 50%. Martwica zawatowa ratowana przez kardioprotekcje dodang do reperfuzji jest miarg reperfuzyjnego

uszkodzenia miokardium

w trakcie lub po niedokrwieniu, z zatozeniem, ze ich ko-
rzystne dziatanie dotyczy jedynie okresu, w ktérym maja
one kontakt z miokardium;

kardioprotekcje w mechanizmie , hartowania” miokar-
dium — wykorzystuje sie tu endogenny mechanizm kar-
dioprotekcyjny polegajacy na tym, ze pod wptywem
pewnych bodzcéw (np. krétkotrwate nieuszkadzajace
niedokrwienie) w miokardium pozostaje ,pamiec”
w postaci przediuzajacego sie w czasie okresu zwiek-
szonej tolerancji miokardium na niedokrwienie/reper-
fuzje. Jezeli kolejny incydent niedokrwienia/reperfuz;ji
trafi na okres zwiekszonej tolerancji, spowodowane nim
uszkodzenie bedzie mniejsze.

Intensywne poszukiwania sposobéw ograniczania kon-
sekwendji niedokrwienia/reperfuzji zaczety sie w 1974 r., kiedy
to Braunwald i Maroko [1], na podstawie obserwacji, ze ro-
kowanie pacjentéw z MI pogarsza sie wraz z iloscia utraco-
nego miokardium, stworzyli hipoteze, ze sposobem na po-
prawe rokowania mogfoby by¢ leczenie nastawione na ogra-
niczanie rozmiaru martwicy zawatowej. Mniej wiecej w tym

samym czasie wykazano, ze rozwdj martwicy zawafowej jest

procesem rozciggnietym w czasie (zaczyna sie w warstwie

podwsierdziowej i powoli postepuje w kierunku nasierdzia)

(wave-front phenomenon) (2, 3] (ryc. 3), co pokazato, ze ist-

nieje dos¢ diugi przedziat czasowy, w ktérym proponowane

przez Braunwalda i Maroko [1] leczenie kardioprotekcyjne
mogfoby by¢ skuteczne. W kolejnych latach przebadano ty-
sigce interwencji o potencjalnym dziataniu kardioprotekcyj-
nym, gtéwnie w zwierzecych modelach MI. W 1980 r. uka-
zata sie publikacja DeWooda i wsp. [4] dowodzaca, Ze przy-
czyna Ml jest niedroznos¢ tetnicy wienicowej spowodowana
skrzeplina. W efekcie rozpoczat sie okres trombolitycznego
leczenia MI oraz fascynadji reperfuzjq i jej konsekwencjami.

Badania dotyczace kardioprotekcji mozna podsumowac

w nastepujacych punktach:

1. W modelach eksperymentalnych interwencje farmako-
logiczne lub metaboliczne o dziafaniu kardioprotekcyj-
nym jedynie zwalniajg proces rozwoju martwicy zawa-
towej i nie wptywaja na jej ostateczng wielkos¢ (ryc. 3).
Podobnie, nie ma dowodéw na to, by ktéras z tych in-
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terwengji dziatata korzystnie u pacjentéw z Ml bez reper-
fuzji (badania sprzed ery trombolitycznego leczenia Ml);

2. Reperfuzja, wykonana odpowiednio wczesnie jest jedyna
znana interwencja ratujaca niedokrwione komérki przed
$miercig, wiec zgodnie z definicjg jest interwencjg o dzia-
taniu kardioprotekcyjnym. Zgodnie z hipotezg Braunwal-
da i Maroko [1], reperfuzja, jezeli skutkuje redukcja roz-
legtosci MI, poprawia rokowanie pacjentéw z Ml;

3. Ostateczny wynik reperfuzji stanowi sume jej korzystnych
i niekorzystnych efektow. Innymi stowy, spodziewany ko-
rzystny efekt reperfuzji jest zwykle pomniejszany o skutki
reperfuzyjnego uszkodzenia miokardium (ryc. 3);

4. W modelach zwierzecych wykazano, ze rézne interwen-
cje kardioprotekcyjne nacelowane wybiérczo na reper-
fuzyjne uszkodzenie (interwencje przeciwzapalne, anty-
rodnikowe, zapobiegajace komérkowej akumulacji Ca**,
hartowanie i inne), zmniejszaja martwice w niedokrwio-
nym/reperfundowanym sercu nawet o 30-50% (ryc. 3)
(przeglad literatury wg [51);

5. Badania kliniczne testujace mozliwosci farmakologicz-
nego ograniczania reperfuzyjnego uszkodzenia serca w
kontekscie ostrych zespotéw wiencowych (OZW) zakon-
czyly sie spektakularnym niepowodzeniem, ktérego po-
wody nie sg jeszcze znane [5-7]. W efekcie w Stanach
Zjednoczonych i Europie nie zarejestrowano dotad zad-
nego leku przeznaczonego do ograniczania rozlegtosci
Ml u pacjentow z OZW;

6. Pozytywnymi przyktadami skutecznosci kardioprotekgji
w warunkach klinicznych sg jedynie kardioplegia w kar-
diochirurgii i ewentualnie skutecznos¢ lekéw ,wieico-
wych” w leczeniu stabilnej choroby wiericowej. Praw-
dopodobnie wynika to z tego, ze kardioprotekcja farma-
kologiczna jest skuteczna u ludzi jedynie w postaciach
tagodnego i/lub krétkotrwatego niedokrwienia;

7. Ograniczanie reperfuzyjnego uszkodzenia serca pozostaje
ciggle waznym, cho¢ niezrealizowanym celem terapeu-
tycznym. Ostrozne nadzieje w tym wzgledzie budza wstep-
ne doniesienia o klinicznej skutecznosci endogennych
mechanizméw kardioprotekcyjnych, w tym hartowania.

HARTOWANIE SERCA

Hartowanie jest forma kardioprotekcji z wykorzystaniem en-
dogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych (ryc. 2). W
1986 r. Murry i wsp. [8] wykonali stawny eksperyment, w
ktérym grupie kontrolnej pséw podwiazywali na 40 min tet-
nice wieficowa, a w grupie badanej 40-minutowe niedokrwie-
nie poprzedzali czterema 5-minutowymi epizodami niedo-
krwienia rozdzielonymi 5-minutowymi okresami reperfuzji
(ryc. 4A, B). Okazafo sie, ze krotkie poprzedzajace niedo-
krwienia/reperfuzje skutkuja drastyczng redukcja martwicy
zawatowej (z 30% obszaru niedokrwionego w grupie kontro-
Inej do 7% w grupie badanej), mimo ze niedokrwienie w gru-
pie badanej trwato 50% dtuzej. Autorzy nazwali to zjawisko

Niedokrwienie (A)
_Hartowanie |_| |_||_| |_| | Niedokrwienie (B)
niedokrwieniem
(preC)
Hartowarjie Niedokrwienie (@)
reperfuzja
(postC)

Rycina 4. Schemat klasycznego protokotu hartowania: (B)
niedokrwieniem (ischaemic preconditioning) oraz (C) reperfuzja
(ischaemic postconditioning). Szczegdty w tekicie

ischaemic preconditioning (conditioning — indukowanie od-

ruchu warunkowego). W polskiej literaturze funkcjonuije ter-

min hartowanie (serca) niedokrwieniem (HN).

W 2003 r., w podobnym eksperymencie na psach, Zhao
i wsp. [9] wykazali, ze analogiczne dziatanie ograniczajace
rozlegtos¢ Ml jak HN ma takze HR — hartowanie reperfuzja
(ischaemic postconditioning), tj. zabieg, w ktérym miokardium
poddaje sie dziafaniu krétkich incydentéw niedokrwienia
i reperfuzji (w tym wypadku trzy 30-sekundowe niedokrwie-
nia nastepujace w 30-sekundowych odstepach) na poczatku
reperfuzji, a nie przed niedokrwieniem (ryc. 4C).

Wykazano ponadto, ze krétkie hartujace zamkniecie tetni-
cy pozasercowej (ramiennej, udowej etc.) skutkuje zwigkszona
odpornosciag miokardium na uszkodzenie niedokrwienne/reper-
fuzyjne. Zjawisko to znane jest jako hartowanie na odlegtos¢
(remote preconditioning, preconditioning at a distance).

W modelach eksperymentalnych wykazano, ze trening
fizyczny odnosi efekty sercowe analogiczne do HN (exercise
preconditioning, hartowanie wysitkiem fizycznym) [10].

W przypadku HN i HR wiadomo, Ze zabiegi te redukuja
martwice w niedokrwionym/reperfundowanym miokardium
poprzez zapobieganie reperfuzyjnej aktywacji mPTP i reper-
fuzyjnej komponencie uszkodzenia [11].

Najlepiej scharakteryzowano HN, o ktérym wiemy, ze
[12-14]:

— jest endogennym i do tego niezwykle silnym mechani-
zmem cytoprotekcyjnym;

— wystepuje u wszystkich badanych dotad ssakéw, w tym
u cztowieka;

— dotyczy, obok miokardium, takze innych narzadéw
(mozg, nerka, zotadek, oko, watroba);

— obok 4 epizodéw niedokrwienia/reperfuzji (patrz ekspe-
ryment Murry i wsp. [8]), wywoluja je takze inne bodZce
wytracajagce miokardium z réwnowagi energetycznej,
w tym:
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* pojedynczy epizod catkowitego niedokrwienia trwa-
jacy 1,5-2,5 min,

* 15-minutowa czesciowa okluzja tetnicy wiencowe;j,

e krotkie okresy szybkiej stymulacji serca niewywotu-
jacej niedokrwienia,

 krotkie okresy niedotlenienia,

* krotkie epizody przeciazenia objetosciowego komory,

* 15-minutowy pobyt w Srodowisku o temperaturze
42°C (heat shock);

— redukcja martwicy zawatowej nie jest jedynym korzyst-

nym efektem HN. Inne to [13]:

* wolniejszy spadek poziomu ATP i fosfokreatyny w nie-
dokrwionym miokardium,

* mniej zaburzen rytmu w czasie niedokrwienia i re-
perfuzji,

* szybsza i bardziej kompletna odbudowa skurczu mie-
$nia po reperfuzji,

* redukcja apoptozy,

* mniejsze reperfuzyjne uszkodzenie srédbtonka naczyn
wieicowych, w tym mniejsze uszkodzenie glikokalik-
su srodbfonkowego, mniejsza ekspresja srédbtonko-
wych czastek adhezyjnych oraz mniejsza adhezja gra-
nulocytéw w reperfundowanym miokardium [15, 16],

* mniejsze wykrzepianie w naczyniach wieficowych za-
lezne od ptytek krwi;

— kardioprotekcja zwigzana z HN ma przebieg dwufazowy

(ryc. 5).

MOLEKULARNY MECHANIZM HARTOWANIA
Od dawna podejmuije sie proby zastapienia inwazyjnej i skom-
plikowanej technologicznie procedury HN hartowaniem farma-
kologicznym (zastapienie hartowania lekiem). Skutecznos¢ tych
usifowan jest ograniczona przez brak powszechnie akceptowa-
nej hipotezy na temat molekularnego mechanizmu HN. Trud-
nos¢ wynika z tego, ze w mechanizm HN jest zaangazowanych
kilka rownolegtych Sciezek sygnalizacyjnych, ze gatunki r6znia
sie ich udziatem w mechanizmie kardioprotekgji i ze niewiele
wiadomo na temat ich udziatu w mechanizmie hartowania
u czlowieka. Zgodnie z aktualng hipoteza, na komérkowy me-
chanizm HN skfadaja sie nastepujace elementy (ryc. 6):
— wwyniku hartujacego niedokrwienia z miokardium uwal-
niaja sie substancje czynne wyzwalajace proces hartowa-
nia, w tym adenozyna (dziatajaca przez receptory A, i A)),
opioidy (receptor d,), bradykinina (receptory B,) oraz nor-
adrenalina (gtéwnie w sercu szczura, receptory a,) [17];
— substancje te, dziafajac na odpowiednie receptory bto-
nowe, inicjuja wewnatrzkomérkowe Sciezki sygnalizacyj-
ne prowadzace do aktywacji kanatu potasowego regulo-
wanego stezeniem ATP zlokalizowanego w wewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej (mitochondrialny kanat po-
tasowy ATP-zalezny, mitoK-ATP), ktéra to aktywacja skut-
kuje niewielka mitochondrialng produkcja O, i innych
ROS [17, 18]. Substancjami aktywujacymi mitoK-ATP

Faza
pdzna

Faza
wczesna

Protekcja

<«——— Bodziec

0 1h2h 24 h 48 h 72 h 96 h
B
g
2 @ Geny poznej protekcji
[min/h] [dni]

Rycina 5. Dwie fazy zwiekszonej odpornosci miokardium na
uszkadzajace dziatanie niedokrwienia i reperfuzji spowodowane
hartowaniem. Faza wczesna rozpoczyna sie prawie natychmiast
po bodZcu hartujgcym, trwa 1-2 h i jest spowodowana
aktywacja tzw. kinaz biatkowych wczesnej protekcji. Faza pdzna
rozpoczyna sie 24 h po bodzcu, trwa 3 doby i jest spowodowa-
na aktywacjq ,,genéw pdznej protekcji”

Niedokrwienie hartujace
Adenozyna (A1), bradykinina (B2), opioidy (d,)
Aktywacja receptoréow btonowych

Aktywacja mitoK-ATP i produkcja ROS

4/’////////////\\\\\\\\\\“\;

Aktywacja kinaz Synteza biatek
mitochondrialnych (SOD, iINOS, COX-2)
(Akt, ERK 1/2, GSK-38, HK)

}

1 Szczelno$¢ megakanatu

| Faza protekcji Il Faza protekcji

Rycina 6. Uproszczony schemat $ciezek sygnalizacyjnych
odpowiedzialnych za wczesng i pdzng faze hartowania
niedokrwieniem. Szczegoty w tekscie

i nasladujacymi dziatanie HN sg diazoksyd i pinacidyl.
Clibenklamid i inne pochodne sulfonylomocznika blo-
kuja mitoK-ATP i efekty HN [17, 18];

— mitochondrialne ROS aktywuja Sciezki sygnalizacyjne,
ktorych efektorami sa:

e kaskada mitochondrialnych kinaz efektorowych [kinazy
wczesnej protekcji — RISK (reperfusion injury salvage
kinases). Aktywacja RISK skutkuje ,uszczelnieniem”
mPTP w reperfuzji (kinazy zapobiegaja reperfuzyjnej
aktywacji mPTP), co stanowi wazny argument na rzecz

www.kardiologiapolska.pl



S64

Andrzej Beresewicz

hipotezy o jego centralnej roli w mechanizmie reper-
fuzyjnego uszkodzenia miokardium. Waznymi ele-
mentami kompleksu kinaz RISK sa: kinaza Akt, kina-
za Erk 1/2, kinaza 3 syntazy glikogenu (GSK-3f) oraz
enzym glikolityczny heksokinaza (HK). Korficowymi
efektorami kaskady sa najpewniej HK i GSK-34 i ten
ostatni enzym prawdopodobnie fosforyzuje nieziden-
tyfikowany dotad komponent mPTP, co skutkuje
zmniejszong wrazliwoécig mPTP na czynniki aktywu-
jace [19, 20]. Aktywacja RISK moze sie okazac atrak-
cyjnym celem dziatania interwencji kardioprotekcyj-
nych. Wskazuje na to fakt, ze do aktywacji RISK do-
chodzi (przynajmniej w modelach eksperymental-
nych) w wyniku dziatania takich interwengji kardio-
protekcyjnych, jak HN, HR oraz podawanie razem
z reperfuzja insuliny, erytropoetyny, peptydéw natriu-
retycznych czy statyn [17].

e geny licznych biatek, w tym indukowalnej syntazy
tlenku azotu (iNOS) i mitochondrialnej izoformy dyz-
mutazy ponadtlenkowej (MnSOD), co prawdopodob-
nie jest waznym elementem mechanizmu p6znej fazy
kardioprotekgji [21].

MITOCHONDRIALNY MEGAKANAL
INTEGRATOREM MECHANIZMOW
REPERFUZYJNEGO USZKODZENIA I MIEJSCEM
DZIALANIA ROZNYCH FORM HARTOWANIA
Mitochondria stanowia ok. 30% objetosci kardiomiocytéw,
produkuja w procesie fosforylacji oksydacyjnej > 95% ATP
dostepnego w kardiomiocytach, ale réwnoczesnie moga sta-
nowi¢ przyczyne uszkodzenia, w tym zwigzanego z reperfuzja.
Fosforylacja oksydacyjna jest procesem, w ktérym enzy-
my oksydoredukcyjne, zwigzane z wewnetrzng btong mito-
chondrialng i tworzace tzw. taficuch oddechowy (sktadajacy

sie z komplekséw mitochondrialnych I, I, 11 IV) (ryc. 7):

— transportuja elektrony z NADH i FADH, poprzez kolej-
ne kompleksy mitochondrialne -1V i w kompleksie 1V
(oksydaza cytochromowa) dochodzi do tzw. 4-elektro-
nowej redukgji O, i powstania wody, a wyzwolona ener-
gia stuzy do syntezy ATP (niewielka czes¢ elektronow
»wycieka” z fancucha oddechowego na poziomie kom-
pleksow I, I1'i Il i reagujac z O,, skutkuje produkcja tok-
sycznego anionorodnika ponadtlenkowego (O,"). Pro-
dukcja O, znaczaco roénie w reperfundowanych mito-
chondriach/komérkach) [22];

— przenosza H* z NADH/FADH, obecnych w macierzy mi-
tochondrialnej do przestrzeni miedzybtonowej, co spra-
wia, ze wnetrze mitochondriéw ma potencjat ujemny
w stosunku do potencjatu na zewnatrz mitochondriéow
(w cytoplazmie komérek), ze stezenie H* w macierzy
jest mniejsze niz w przestrzeni miedzybfonowej i ze wo-
bec tego istnieje gradient elektrochemiczny H* (AWm)
faworyzujacy ich przechodzenie z powrotem do macie-
rzy mitochondrialnej [22];

Glukoza
Kwas mlekowy

Kwasy ttuszczowe }

| : III: IV:
tancuch oddechowy)

Rycina 7. Schemat tlenowych przemian substratéw energetycz-
nych i fosforylacji oksydacyjnej. Produktem spalania kwasow
ttuszczowych, glukozy i kwasu mlekowego sg zredukowane
kofaktory NADH i FADH,. tancuch oddechowy zwigzany z
wewnetrzng bfona mitochondrialng przenosi z NADH i FADH,:
(i) elektrony na O, (przez kompleksy I-1V) oraz (i) protony do
przestrzeni miedzybtonowej (kompleksy I, 11l i V), co buduje
gradient elektrochemiczny H* w poprzek wewnetrznej btony
(A®m). H* wracajg do macierzy przy udziale kompleksu syntazy
ATP zgodnie z AWm, czemu towarzyszy fosforylacja ADP do
ATP. Aktywacja mitochondrialnych biatek rozprzegajgcych (UCP)
i/lub megakanatu roztadowuje AWm, co skutkuje konsumpcja
0, bez produkcji ATP, czyli stanem rozprzegania fosforylacji
oksydacyjnej

— transportuje H*, zgodnie z AWm i przy udziale syntazy
ATP z przestrzeni miedzybtonowej z powrotem do ma-
cierzy, czemu towarzyszy fosforylacja ADP do ATP (elek-
trochemiczny gradient H* jest Zrodfem energii dla synte-
zy ATP) [22].

Istnieje Sciste sprzezenie transportu elektronéw z NADH/
FADH, na O, w tfaficuchu oddechowym, transportu H* do
przestrzeni miedzybtonowej oraz procesu fosforylacji ADP do
ATP. Dlatego o wielkosci mitochondrialnej produkcji ATP
decyduja: (i) wielkos¢ AWm, ktéry jest pochodng dostepno-
éci NADH/FADH, oraz O,, a takze (i) poziomy ADP i fosforu
nieorganicznego (P) w macierzy mitochondrialnej, ktore
zaleza od wielkosci zuzycia ATP w aparacie kurczliwym. Pro-
dukcja ATP zwalnia, kiedy maleje dostepnos¢ zredukowa-
nych kofaktoréw, O, i/lub ADP i P [22].

Na wielkos¢ AWm wptywaja rézne biatka wewnetrznej
btony mitochondrialnej tworzace w niej kanaty jonowe lub
pory. W tym kontekscie szczegblne zainteresowanie budzg
megakanat mitochondrialny (mPTP) i biatka rozprzegajace
(UCPs, uncoupling proteins). Tworzone przez nie kanaty/pory
umozliwiaja naptyw H* do macierzy, co skutkuje zmniejsze-
niem AWm i produkcji ATP, mimo ze mitochondria ciagle
konsumuja O,. Jest to stan okreslany jako rozprzeganie fosfo-
rylacji oksydacyjnej, ktéremu na poziomie cafego serca to-
warzyszy spadek efektywnosci mechanicznej migsnia serco-
wego (normalna konsumpcja O, i mniejsza produkcja ATP).
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Dodatkowo, przy braku AWm lub kiedy jest on niewielki,

reakcja katalizowana przez syntaze ATP odwraca sie i enzym

zamiast produkowac ATP, rozktada go do ADP i P [22]. W

niedokrwionym miokardium wykazano, ze syntaza ATP pra-

cujagca w odwréconym trybie konsumuje ATP powstajacy

poza mitochondriami w procesie glikolizy [23].

Aktywacja mPTP nastepuje gtéwnie pod wptywem zwiek-
szonych stezeri jondw Ca?*. W wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej powstaje wtedy nieselektywny por (kanaf), przez ktéry
moga przechodzi¢ do i z mitochondrium substancje o cieza-
rze do 1,5 kDa, w tym jony H*, Ca?*, cytochrom c i inne.
Sktad biatkowy mPTP i jego rola fizjologiczna sa ciagle przed-
miotem kontrowersji. Do$¢ pewne sg natomiast nastepujace
fakty [20, 24, 25]:

— regulatorem mPTP jest biatko cyklofilina-D, zwiazane z
wewnetrzng btong mitochondrialna [11, 24, 26];

— jony Ca**, wigzac sie z cyklofiling-D, aktywuja mPTP [11,
24, 26];

— lek cyklosporyna-A, ktéry wiaze sie z cyklofiling-D, prze-
ciwdziafa aktywacji mPTP przez Ca?* i inne czynniki [11,
24, 26];

— nieodwracalna aktywacja mPTP jest prawdopodobna
koncowa przyczyna reperfuzyjnego uszkodzenia miokar-
dium. Z badan eksperymentalnych wiadomo, ze do ta-
kiej aktywacji dochodzi w pierwszych minutach reper-
fuzji (izolowane serce szczura) [20] i Ze jest katastrofalna
w skutkach dla dotknietego nig mitochondrium, a naste-
pnie catej komorki, gdyz powoduje [11, 24-26] (ryc. 8):
* rozprzezenie fosforylacji oksydacyjnej i utrate komor-

kowych zasobéw ATP (produkcja ATP maleje, a mi-
tochondria staja sie konsumentem ATP powstatego
w innych nieuszkodzonych mitochondriach i/lub
w procesie glikolizy),

* obrzek mitochondriéw, pekanie ich zewnetrznej bto-
ny i przedostawanie sie z przestrzeni miedzybtono-
wej do cytoplazmy cytochromu c i innych biatkowych
aktywatoréw apoptozy,

* uwalnianie do cytoplazmy duzych ilosci jonéw Ca?*,
co ma dziatanie toksyczne (ryc. 9), m.in. skutkujace
nekrozg.

Za udzialem mPTP w mechanizmie reperfuzyjnego
uszkodzenia przemawiaja badania eksperymentalne [11, 26]
i kliniczne [27] pokazujace, ze blokowanie cyklofiliny-D za
pomoca cyklosporyny-A (w warunkach klinicznych jedna
iniekcja cyklosporyny-A tuz przed reperfuzjq) redukuje wiel-
kos¢ martwicy zawatowej o 30-50%.

W mPTP spotykaja sie i sumuja rézne procesy, ktore tra-
dycyjne obciazano odpowiedzialnoscia za powstawanie re-
perfuzyjnego uszkodzenia miokardium. Wéréd nich najwaz-
niejsze to zwiazane z reperfuzja: (i) obfadowanie komérek
Ca** (ryc. 9); (i) zwiekszona komérkowa produkcja ROS
i stres oksydacyjny (tzw. reperfuzyjny paradoks tlenowy); (iii)
spadek komdérkowego stezenia ATP i ADP, a takze wysokie
stezenie fosforu nieorganicznego (P) oraz (v) reperfuzyjne wy-

Alkalizacja

Hartowanie niedokrwieniem

Hartowanie reperfuzjg

| Produkcja ATP
1 Konsumpcja ATP

tUwalnianie cyt. C
Apoptoza

1 Uwalnianie Ca™
Nekroza

| Potencjat
mitochondrialny

Rycina 8. Centralna rola megakanatu mitochondrialnego (mPTP)
w mechanizmie reperfuzyjnego uszkodzenia miokardium.
Alkalizacja kardiomiocytédw w reperfuzji umozliwia dziatanie
aktywatoréw mPTP, w tym Ca?* i ROS. Konsekwencjg nieodwra-
calnej aktywacji mPTP jest katastrofa energetyczna komérki,

a takze jej apoptoza i/lub nekroza. Rézne formy hartowania
przeciwdziataja reperfuzyjnej aktywacji mPTP, co ma dziatanie
kardioprotekcyjne

Reperfuzja

Aktywacja Na'/H"

t Naptyw Ca
Alkalizacja

G
@

Reperfuzyjne
uszkodzenie

oksyd.

Rycina 9. Procesy aktywowane przez toksyczng akumulacje
Ca?* w reperfundowanych komérkach i zmiany czynnosciowe

z tym zwigzane. Wzrost komdérkowego Ca?* w reperfuzji jest
wtoérny do reperfuzyjnej alkalizacji przestrzeni pozakomérkoweyj,
aktywacji wymiennika Na*/H*, obtadowania kardiomiocytéw
Na* i dokomdrkowego naptywu Ca?* przez wymiennik Na*/Ca2*.
Toksycznos¢ Ca?* wigze sie m.in. z ,trwonieniem” ATP przez
ATP-azy, aktywacja proteaz (kalpainy) i fosfolipaz, a takze
aktywacjag mPTP, ktéra zwieksza dodatkowo poziom Ca?*

w cytoplazmie [7, 25]

ptukiwanie H* z zakwaszonego niedokrwionego miokardium
(tzw. reperfuzyjny paradoks pH) (przeglad literatury wg [5]).
Kazdy z wymienionych mechanizméw ma swoj indywidual-
ny mechanizm toksycznosci (ryc. 9), ale wszystkie sa takze
czynnikami skutkujacymi szkodliwa aktywacja mPTP. Klasycz-
ne aktywatory mPTP to czynniki wymienione w punktach
(i)—(iii), ktore sa czeSciowo obecne juz w czasie niedokrwie-
nia. Jednak ich stymulujacemu dziataniu na mPTP zapobiega
wtedy niskie komérkowe pH. Reperfuzyjna alkalizacja mio-
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kardium usuwa ten blok, a dodatkowo reperfuzja zwieksza
obecno$¢ aktywatorow. Coraz powszechniejsze jest obecnie
przekonanie, ze endogenne mechanizmy kardioprotekcyjne,
znane jako hartowanie, dziatajg poprzez zapobieganie reper-
fuzyjnej aktywacji mPTP (ryc. 8) [11, 24-26].

Na obecno$¢ hartowania w sercu cztowieka wskazuja:
(1) badania eksperymentalne na fragmentach ludzkiego mio-
kardium; (2) obserwacje sugerujace, ze béle wieficowe, kt6-
re sygnalizuja fakt niedokrwienia miokardium, paradoksalnie
zwiekszaja tolerancje serca na kolejne diuzsze niedokrwienia
oraz (3) nowe obserwacyjne prace kliniczne sugerujace: (a)
skutecznos¢ HN w ograniczaniu okotoproceduralnego uszko-
dzenia miokardium (HN jest nieprzydatne w leczeniu Ml, gdyz
wymaga zastosowania bodZca hartujacego przed niedokrwie-
niem, ryc. 4B) oraz (b) skuteczno$¢ HR, hartowania na odle-
glos¢ i ,mimetykow” hartowania uzywanych jako uzupetnie-
nie leczenia reperfuzyjnego M.
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Streszczenie

Najbezpieczniejsza i najskuteczniejsza terapia reperfuzyjna w ostrym zawale serca polega na bezzwfocznym wykonaniu
pierwotnej angioplastyki wieficowej potaczonej z odessaniem skrzepliny z nasierdziowego odcinka i implantacji stentu
w miejsce odpowiedzialne za incydent w ostonie lekéw przeciwptytkowych i przeciwzakrzepowych. Niestety, u duzego
odsetka pacjentéw model ten nie gwarantuje dobrego odlegtego wyniku klinicznego ani poprawy funkcji lewej komory.
Mimo bezsprzecznych korzysci zwiazanych z reperfuzja, naukowcy dysponuja dowodami na to, ze jej poczatkowa faza
prowadzi do dodatkowego uszkodzenia wczesniej niedokrwionego obszaru, a zatem koricowy efekt stanowi wypadkowa
korzysci i zniszczenia, jakie wigza sie z falg reperfuzji. Badania doswiadczalne wskazuja, ze hartowanie reperfuzja polegajace
na kilku cyklach naprzemiennie wystepujacych krétkich epizodéw reperfuzji i niedokrwienia bezposrednio po zakoriczeniu
fazy niedokrwienia, a przed rozpoczeciem fazy reperfuzji, ogranicza strefe zawatu. Komérkowym efektorem tego procesu
odpowiedzialnym za dziatanie ochronne sa mitochondrialne megakanaty. Wciaz brak klinicznego potwierdzenia skuteczno-
Sci zaréwno procesu hartownia reperfuzja, jak i farmakoterapii nasladujacej hartowanie z udziatem cyklosporyny w randomi-
zowanych, wieloosrodkowych badaniach klinicznych z odpowiednio zaprojektowanym punktem koricowym. Dotychczas
wiekszos¢ klinicznie przebadanych preparatéw nasladujacych endogenna kardioprotekcje, takich jak m.in. adenozyna, ery-
tropoetyna, inhibitor kinazy biatkowej C-0, przedsionkowy peptyd natriuretyczny, atorwastatyna czy nikorandil, okazafa sie
nieskuteczna. Czas pokaze, czy hartowanie reperfuzja i jego nasladowanie spetniag pokfadane nadzieje i znajda uznanie
w zaleceniach dotyczacych leczenia zawatu.

Stowa kluczowe: ostry zawat serca, pierwotna angioplastyka wieficowa, hartowanie reperfuzja, mitochondialny megakanat

Abstract

A prompt primary percutaneous coronary intervention with aspiration thrombectomy and subsequent stent implantation at
the culprit lesion combined with optimal anti-platelet and anti-thrombotic pharmacotherapy is the safest and most effective
reperfusion strategy. Unfortunately, this therapy does not guarantee always a good, long-term clinical outcome and left
ventricular function recovery. Despite the unquestionable benefit of reperfusion, we have evidence that its initial phase leads
to additional damage at the area at risk, so the final effect is the compromise between benefits and destruction, which come
with the reperfusion wavefront. Experimental studies suggest that postconditioning with several very brief cycles of ischaemia
alternating with reperfusion applied immediately after relief of a prolonged epicardial occlusion is associated with the infarct
size limitation. The cellular protective effect of postconditioning seems to be related to prevention of mitochondrial perme-
ability transition pore activation. We have still to wait for confirmation of the clinical effectiveness of both postconditionig as
well as pharmacotherapy that mimics postconditioning effects (e.g. with cyclosporine) in a randomised, multicenter clinical
trial with properly designed endpoint. To date, most clinically tested agents that induced endogenous cardioprotection such
as adenosine, erythropoietin, protein kinase C-0 inhibitor, atrial natriuretic peptide, atorvastatin and nicorandil were failed to
reduce infarct size. Time will tell whether postconditioning and therapy that it mimics meet expectation and find place in the
recommendations concerning management of acute myocardial infarction.

Key words: acute myocardial infarction, primary percutaneous coronary intervention, postconditioning, mitochondrial
permeability transition pore
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WSTEP

Pekniecie blaszki miazdzycowej lub owrzodzenie powierzchni
srédbtonka w obrebie nasierdziowego odcinka tetnicy wien-
cowej z nastepczym wytworzeniem skrzepliny zamykajacej
Swiatfo naczynia, a rzadziej postepujace, krytyczne zwezenie
miazdzycowe, skurcz naczynia lub mikrozatorowos¢ sa od-
powiedzialne za powstanie zawatu serca (Ml). Podczas fazy
niedokrwienia tempo i rozlegfos¢ martwicy sa pochodnymi
stopnia rozwoju krazenia obocznego [1], poprzedzajacej nie-
dokrwienie indukcji endogennych mechanizméw ochron-
nych [2], czasu niedokrwienia [3] i rozlegfosci strefy zagrozo-
nej zawatem [4]. Bez przywrécenia przeptywu wiericowego
proces martwicy postepuje szybko, od najwrazliwszej na nie-
dokrwienie warstwy podwsierdziowej w kierunku nasierdzia,
obejmujac w pierwszych 2 h 70-80% strefy ryzyka, a po upty-
wie 3-6 h prowadzac do powstania petnosciennej martwicy
[1, 3, 4]. Ponad wszelka watpliwos¢ najpierw wykazano w
badaniach doswiadczalnych, a nastepnie potwierdzono wie-
lokrotnie w obserwacjach klinicznych, Zze bezzwloczna re-
perfuzja stanowi najskuteczniejszy sposéb ograniczenia
wszystkich konsekwencji MI. Mimo bezsprzecznie korzyst-
nego dziatania procesu reperfuzji, badacze dysponuja dowo-
dami na to, ze jej poczatkowa faza wywotuje dodatkowe nie-
korzystne efekty we wczesniej niedokrwionym obszarze, dla-
tego koricowy efekt jest wypadkowa korzysci i zniszczenia,
jakie wiaza sie z falg reperfuzji (ryc. 1) [5]. Te dwa oblicza
reperfuzji sprawiaja, ze laboratoria badawcze i osrodki kli-
niczne sprawdzaja metody umozliwiajace optymalizacje re-
perfuzji poprzez kliniczne wykorzystanie mechanizméw en-
dogennej kardioprotekcji. W efekcie optymalna repefuzja
powinna stanowi¢ korzystny bilans miedzy uszkodzeniem,
jakie w ogole wiaze sie z niereperfundowanym niedokrwie-
niem, a szkoda podczas reperfuzji z zastosowaniem wszyst-

kich klinicznie sprawdzonych, w tym réwniez endogennych,
sposobéw kardioprotekgji.

REKOMENDOWANA TERAPIA REPERFUZYJNA

Wytyczne towarzystw kardiologicznych europejskiego [6] i
amerykanskich [7] méwig, ze u pacjentéw z bélem/dyskom-
fortem w klatce piersiowej utrzymujacym sie < 12 h i towa-
rzyszacym uniesieniem odcinka ST lub ostrym blokiem lewej
odnogi peczka Hisa nalezy zastosowac terapie reperfuzyjna
(klasa zalecer: |, poziom wiarygodnosci: A; tab. 1). Reperfu-
zje trzeba réwniez rozwazy¢ po uptywie 12 h od poczatku
objawéw u chorych z klinicznymi i/lub elektrokardiograficz-
nymi dowodami na postepujace niedokrwienie (lla, C). Jesli
warunki logistyczne na to pozwalaja i czas od pierwszego kon-
taktu pacjenta z lekarzem do napetnienia balonu w tetnicy
wieicowej nie przekroczy 2 h, a w przypadku oséb z wczesng
(pierwsze 2 h) prezentacja rozlegtego Ml — 90 min, to w
pierwszej kolejnosci zaleca sie reperfuzje metoda pierwotnej
angioplastyki wiericowej (PCl) polegajaca na mechanicznym
udroznieniu tetnicy wierficowej (I, A). Niezaleznie od czasu
opdznienia zwigzanego z transportem, pierwotna PCI jest
wskazana zawsze u chorych we wstrzasie i z przeciwwskaza-
niami do terapii fibrynolitycznej (I, B). Jesli kryteria czasowe
dla wykonania pierwotnej PCl z powodu niedostepnosci pra-
cowni hemodynamicznej sa nieosiagalne, to zwfoka czaso-
wa jest nieuzasadniona i woéwczas nalezy rozpoczac leczenie
trombolityczne (I, A) o duzym powinowactwie do fibryny (I,
B), najszybciej jak to mozliwe, nawet juz w ambulansie (lla,
A). W razie nieskutecznego leczenia fibrynolitycznego stwier-
dzonego klinicznie lub na podstawie niedostatecznej norma-
lizacji uniesienia odcinka ST (< 50%), gdy obraz kliniczny
i EKG wskazuja na rozlegly Ml, nalezy rozwazy¢ wykonanie
ratunkowej PCl do 12 h od wystapienia pierwszych objawéw

Brak reperfuzji

IS/AAR
Zysk z reperfuzjiw 2 h
3/4 | f------m----
12 Zysk z reperfuzji w 40 min

Reperfuzjaw 2 h

Reperfuzja w 40 min

2h

Rycina 1. Czas niedokrwienia i reperfuzja a strefa zawatu. Wielko$¢ strefy zawatu (IS) zalezy od czasu trwania fazy niedokrwienia (1)
i skutecznosci reperfuzji (R). W pierwszych 2 h niedokrwienia strefa zawatu rozwija sie najszybciej. Kazda reperfuzja po okresie
niedokrwienia dfuzszym niz 10-20 min wigze si¢ z dodatkowym uszkodzeniem, niemniej im wczedniej jest ona przeprowadzona,
tym wiekszy obszar zagrozonego niedokrwieniem miokardium (AAR) zostaje uratowany przed nieodwracalnym uszkodzeniem
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Tabela 1. Klasy zalecen i poziomy wiarygodnosci

Klasa Procedura/terapia

zalecen

I Korzystna, przydatna i skuteczna A
Il Dane niejednoznaczne

lla Raczej przydatna i skuteczna B
b Brak danych na przydatnosc i skutecznosc¢
Il Nieprzydatna/nieskuteczna C

Poziom

Pochodzenie danych

wiarygodnosci

= 2 badania z randomizacja lub metaanalizy

1 badanie z randomizacja lub duze badania
bez randomizacji

Opinie ekspertow

(Ila, A). W ostrej fazie MI kazdy pacjent powinien niezwfocz-
nie otrzymac¢ 150-325 mg kwasu acetylosalicylowego (I, B),
600 mg klopidogrelu (I, C) i heparyne (I, C) lub biwalirudyne
(lla, B) w dawce dostosowanej do masy ciafa. Systematyczny
przeglad badan z randomizacja pokazat, ze abciksimab po-
dany w ramach wspomagajacej przeciwptytkowej terapii pod-
czas pierwotnej PCl (lla, A) zmniejszat Smiertelno$¢ 30-dniowa
(2,4% v. 3,4%, p < 0,05) oraz po 6—12 miesigcach (4,4% v.
6,2%, p = 0,01), zmniejszat ryzyko ponownego Ml (1,0% v.
1,9%, p = 0,03), jednoczesnie nie wplywajac na czestos¢
wystapienia udaru krwotocznego (0,61%v. 0,62%, p = 0,62)
i innych powaznych powikfan krwotocznych (4,7% v. 4,1%,
p = 0,36). Podobnych korzystnych dla abciksimabu zalez-
nosci nie wykazano w odniesieniu do fibrynolizy. Ostatnio
wykazano, ze abciksimab podany przed PCI w grupie pacjen-
tow nasyconych klopiodgrelem nie przynosi dodatkowej ko-
rzysci klinicznej i nie zmniejsza strefy MI. Torowana PCI po-
legajaca na podaniu farmakologicznej reperfuzji (fibrynoliza
z lub bez inhibitora receptora GP IIb/llla) i niezaleznie od jej
wyniku wykonaniu przezskérnej interwencji nie jest obecnie
zalecana.

Aktualnie intensywnie bada sie role systeméw umozli-
wiajacych zmniejszenie tadunku skrzepliny w nasierdziowym
odcinku podczas pierwotnej PCI. W duzym badaniu klinicz-
nym TAPAS wykazano, ze zaaspirowanie skrzepliny przed PCl
wiazato sie z lepsza reperfuzja tkankowa i wyzszym wskazni-
kiem przezycia po roku w poréwnaniu z konwencjonalng PCl
(3,6% v. 6,7%, p = 0,02) (llb, B). W przeprowadzonym na-
stepnie systematycznym przegladzie badan z randomizacja
[8] potwierdzono, ze to manualna trombektomia aspiracyjna
zmniejsza Smiertelno$¢ podczas pierwotnej PCl, ale nie trom-
bektomia mechaniczna ani systemy zapobiegajace emboli-
zacji. Nalezy jednak pamieta¢, ze zasadniczy wplyw na re-
zultat tych metaanaliz miat wynik najwiekszego badania TA-
PAS. W zapobieganiu i leczeniu zespotu braku reperfuzji pod-
czas pierwotnej PCl zaleca sie aspiracje skrzepliny (lla, B) lub
podanie abciksimabu (lla, B). Wyniki najnowszych badan
dotyczacych odlegtej obserwacji pacjentéw z Ml z uniesie-
niem odcinka ST (STEMI) wskazuja, Ze stenty pokryte lekami
antyproliferacyjnymi zmniejszaja ryzyko ponownych inter-
wengji i nawrotu zwezenia w poréwnaniu ze stentami meta-

lowymi, bez istotnego wptywu na ryzyko zakrzepicy w sten-
cie, ponownego Ml, udaru czy zgonu [9].

Podsumowujac, obecnie najskuteczniejsza i najbezpiecz-
niejsza terapia reperfuzyjna w ostrym Ml polega na bezzwtocz-
nym wykonaniu pierwotnej PCl, w trakcie ktérej w pierw-
szym etapie zostaje odessana skrzeplina z nasierdziowego
odcinka, a nastepnie zabezpiecza sie miejsce odpowiedzial-
ne za incydent stentem w ostonie lekéw przeciwptytkowych
(kwasu acetylosalicylowego i tienopirydyny) oraz przeciwza-
krzepowych (heparyny/biwalirudyny). Niestety u duzego od-
setka pacjentow model ten nie gwarantuje dobrego wyniku
odlegtego ani w odniesieniu do twardych klinicznych punk-
tow koncowych, ani do poprawy funkgji lewej komory; dla-
tego sa badane nowe farmakologiczne i niefarmakologiczne
strategie majace wspomoc proces reperfuzji.

HARTOWANIE REPERFUZJA

Definicja

Hartowanie reperfuzja (postconditioning, HR) to proces po-
legajacy na wykonaniu kilku cykli naprzemiennie wystepuja-
cych krétkich epizodéw reperfuzji i niedokrwienia miedzy
faza niedokrwienia (1) i reperfuzji (R) [10]. Warunkiem sine
qua non dla zaistnienia HR jest wykonanie pierwszego hartu-
jacego cyklu krotkiego epizodu R/ bezposrednio po zakon-
czeniu fazy niedokrwienia. Ten relatywnie prosty mechanicz-
ny manewr ma by¢ sygnatem wigczajacym biologiczne i mo-
lekularne endogenne mechanizmy ochronne znajdujace sie
w obrebie reperfundowanego miokardium. Jego prosta kon-
strukcja jest atrakcyjna z medycznego punktu widzenia, gdyz
tatwo ja przenies¢ na grunt kliniczny, szczeg6lnie podczas
pierwotnej PCl u pacjentéw z ostrym MI [11-14].

Protokot HR i jego konsekwencje

Hartowanie reperfuzja skutecznie ogranicza strefe Ml (IS) w
modelu I/R zaréwno u matych (mysz, szczur [15-17]), jak i
duzych (krélik [18, 19], pies [10, 19, 20], $winia [21]) zwie-
rzat do$wiadczalnych. Aby proces HR byt efektywny, nalezy
spetnic¢ kilka warunkéw dotyczacych przede wszystkim cza-
su trwania fazy niedokrwienia, okresu miedzy koricem fazy
niedokrwienia a reokluzja podczas pierwszego cyklu hartuja-
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Tabela 2. Badania eksperymentalne dotyczace hartowania reperfuzjg

Gatunek  Czas I/lR Liczba Czas cykli IS/AAR w grupach Efekt PiSmiennictwo
[min] cykli HR HR [s] HR v. kontrolna przeciwzawatowy

Pies 60/180 3 30/30 15+ 2%v. 25 £ 3% 1 40% (10]

Pies 90/360 4 60/60 12 £5%Vv. 37 = 5% | 65% [20]

Swinia 30/180 4 30/30 38 +5%vVv. 27 = 5% Brak efektu [25]

Swinia 60/180 4 30/30 37 = 4%v. 34 = 8% Brak efektu [21]
8 30/30 10+ 1%v. 34 = 8% 1 70%

Krélik 30/180 4lub 6 30/30 20 =3%vV. 35 += 3% 1 43% (18]

Krélik 30/180 4 30/30 39 = 7%vV. 56 = 4% 1 30% [19]

Krélik 30/180 4 30/30 35+ 6%Vv. 29 = 4% Brak efektu [i]
4 60/60 45 = 4% v. 42 = 6%

Krélik 30/120 4 30/30 25 +3%V. 33 2% 1 24% [24]
6 10/10 10 +=3%v. 33 2% 1 70%

Szczur 30-45/120 4 x 10/10; 4 x 20/20; 8 x 30/30; 20 x 10/10 Brak efektu [ii]

Szczur 20/30 3,6 10/10 40 =3%V. 53 = 2% 1 25% [16]

Szczur 30/180 3 10/10 40 = 2% V. 52 = 3% 1 25% [15]

| — niedokrwienie; R — reperfuzja; IS/AAR — wskaznik strefa zawatu/strefa niedokrwienia; HR — hartowanie reperfuzjg; [i] Hale SL, Mehra A, Leeka J,
Kloner RA. Postconditioning fails to improve no reflow or alter infarct size in an open-chest rabbit model of myocardial ischemia-reperfusion. Am J
Physiol, 2008; 294: H421-H425; [ii] Dow J, Kloner RA. Postconditioning does not reduce myocardial infarct size in an in vivo regional ischemia rodent

model. J Cardiovasc Pharmacol Ther, 2007; 12: 153-163

cego, czasu trwania faz hartujacego cyklu i liczby cykli hartu-
jacych (tab. 2). Optymalny czas trwania fazy niedokrwienia
dla zadziatania HR zalezy od modelu do$wiadczalnego i np.
u szczura wynosi 30-45 min, a gdy przekroczy 60 min,
ochronne dziatanie HR zostaje znacznie ograniczone [22].
Réwniez zbyt krétki czas fazy niedokrwienia w modelu Ml
u szczura czy $wini spowodowat, ze HR nie przynosifo spo-
dziewanego efektu [23]. Utrate przeciwzawaftowych wtasci-
wosci HR obserwowano takze wtedy, gdy czas od zakoncze-
nia fazy niedokrwienia do pierwszej okluzji cyklu hartujace-
go, np. w sercu krélika, byt dtuzszy niz 10 min [18], a w sercu
szczura przekraczat 1 min [15].

Ze wzgledu na réznice miedzygatunkowe nie udafo sie
stworzy¢ jednego protokotu dla HR. Z wigkszosci dotych-
czas zakonczonych badan wynika, ze im mniejsze zwierze
doswiadczalne, tym krétsze powinny by¢ cykle hartujace.
W pierwszym badaniu dedykowanym HR Zhao i wsp. [10]
porownywali skuteczno$¢ hartowania niedokrwieniem (ischa-
emic preconditioning, HN) i hartowania reperfuzja w modelu
Ml u psa. Po okresie 60-minutowego niedokrwienia zastoso-
wano 3 cykle hartujace o 30-sekundowej okluzji i 30-sekun-
dowej reperfuzji (zapis w skréconej formie 30 5/30s), ktére w
poréwnywalny sposéb do HN ograniczyty strefe Ml o 40%,
zmniejszyty nagromadzenie neutrofiléw w strefie zagrozonej
Ml o 70% i poprawity funkcje srédbtonka o 50%. W modelu
serca krolika in situ strefe MI udaje sie skutecznie ograniczy¢
za pomocg zaréwno 4-6 cykli hartujacych 30s/30s[18, 19],
jak i 6 cykli 10 s/10 s [24]. Z kolei skuteczny zabieg HR
w modelach serca szczura in situ [25] i izolowanego serca

krolika [24] wymaga 3-6 cykli 10 s/10 s. Ochronne dziatanie
HR w modelu MI u $wini zalezy od liczby cykli hartujacych.
Schwarzt i Lagranha [25] wykazali, ze 4 cykle 30 s/30 s nie
ograniczaty strefy MI u $wini. lliodromitis i wsp. [21] potwier-
dzili te obserwacje, dodajac, ze 8 cykli 30 s/30 s wywotywato
znamienng 70-procentowa redukcje 1S. Konieczno$¢ zasto-
sowania wiekszej liczby cykli hartujacych w celu osiagniecia
ochronnego efektu badacze ttumaczyli potrzebg utrzymania
niskiego pH w niedokrwionej tkance przez okres > 4 min
potrzebny do aktywacji mechanizméw ochronnych.

Wiele argumentéw przemawia réwniez za tym, ze HR
zmniejsza liczbe i nasilenie wywotanej reperfuzja arytmii ko-
morowej, gldwnie migotania i czestoskurczu, natomiast nie
ogranicza czynnosciowego ogtuszenia niedokrwionego mio-
kardium niezaleznego od wielkosci strefy martwicy [19, 23].

Mechanizm HR

W proces HR sa zaangazowane liczne uwolnione do prze-
strzeni miedzykomérkowej podczas I/R czynne substancje
wyzwalajace go, receptory bfonowe dla tych substancji i we-
wnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne [22, 23]. Naukowcy
dysponuja argumentami za tym, ze koncowym ogniwem za-
angazowanym zaréwno w proces uszkodzenia, jak i harto-
wania reperfuzja sa mitochondrialne megakanaty (mPTP,
mitochondrial permeability transition pore).

Niskie pH podczas fazy niedokrwienia spowodowane
nagromadzeniem protondw w przestrzeni wewnatrz- i zewna-
trzkomorkowej zapobiega aktywacji mPTP, hamujac translo-
kacje zaleznej od Ca?* cyklofiliy D. Podczas poczatkowej fazy
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pH N
Mitochondrium d) Cf) - | AWy = | ATP - smier¢ komorki
Mitochondrium ® d) d) Q d) - ochrona
pH 1ROS - szlaki\sygnalizacyjne
HR
(il
T -mPTP | HR R

Rycina 2. Rola mitochondrialnych megakanatéw w procesie hartowania reperfuzjg. Niskie pH podczas fazy niedokrwienia (1)
zapobiega aktywacji megakanatu mitochondrialnego (mPTP). Podczas poczatkowej fazy reperfuzji (R), zwigzanej z szybkim
wzrostem pH, mPTP ulegajg nieodwracalnej aktywacji, co prowadzi do rozprzezenia fosforylacji oksydacyjnej, redukcji mitochon-
drialnego potencjatu btonowego (AWm), przerwania produkcji ATP, obrzeku mitochondrium, destrukcji jego btony, uwolnienia
aktywatoréw biatkowych i Ca?* do przestrzeni wewngtrzkomdrkowej i ostatecznie $mierci komérki. Fazy perfuzji kolejnych cykli
hartowania reperfuzjg (HR) przynosza wystarczajacg ilos¢ tlenu do produkgji wolnych rodnikéw tlenowych (ROS), bedac jedno-
czednie zbyt krotkie, aby doprowadzi¢ do normalizacji pH. Z kolei ROS aktywuja szlak kinaz wczesnej protekcji, zapobiegajac

trwatej aktywacji mPTP i w ten sposéb chronig komaorke

reperfuzji zwiazanej z szybkim wzrostem pH, mPTP nieak-
tywne w Srodowisku kwasnym, ulegaja nieodwracalnej akty-
wadji, co prowadzi do rozprzezenia fosforylacji oksydacyjnej,
przerwania produkcji ATP, obrzeku mitochondrium, destruk-
cji jego btony, uwolnienia aktywatoréw biatkowych oraz Ca?*
do przestrzeni wewnatrzkomorkowej i ostatecznie smierci ko-
morki (ryc. 2) [17].

Mechanizm wzbudzania przez cykle krétkiego niedo-
krwienia i reperfuzji podczas HR endogennych mechanizméw
kardioprotekcyjnych, bez jednoczesnego uszkodzenia reper-
fuzyjnego, nie zostat do konca poznany. Wedtug Cohena
i wsp. [26] fazy perfuzji podczas HR przynosza wystarczajaca
ilos¢ tlenu do produkcji wolnych rodnikéw tlenowych, ale sa
zbyt krétkie, aby doprowadzi¢ do normalizacji pH. Z kolei
wolne rodniki tlenowe aktywuja szlak kinaz wczesnej pro-
tekgji (RISK, reperfusion injury salvage kinases), ktorego kon-
cowym efektorem sg biatka mPTP [23]. Istnieje coraz wiecej
argumentéw za tym, ze w proces przenoszenia kardiopro-
tekcji zwiazanej z HR na mPTP sa zaangazowane m.in. izo-
forma € kinazy biatkowej C, kinaza biatkowa G odpowiedzial-
na za synteze cGMP, syntaza tlenku azotu, kanat potasowy
zalezny od ATP (K,,,) oraz szlak kinaz poprawiajacych prze-
zycie (SAFE, survivor activating factor enhancemnet). Szlaki
zalezne od produkcji wolnych rodnikéw sa niezalezne od pH
tkankowego, a swoja funkcje ochronna moga efektywnie
wykorzysta¢ tylko wowczas, gdy zdaza trwale uszczelni¢
mPTP, zanim ten ostatni zostanie otwarty w srodowisku nor-
malizujacego sie pH.

Podsumowujac, HR zapobiega aktywacji mPTP poprzez
wydtuzenie i zmniejszenie tempa powrotu pH do normy
w pierwszych minutach reperfuzji. Jednoczesnie powstajace

w reperfundowanym miokardium wolne rodniki aktywuja
dziatajace ochronnie mechanizmy hamujace aktywacje
mPTP, zanim pH ulegnie normalizacji [26].

Kliniczne znaczenie HR

Kolejne argumenty dotyczace korzystnych efektéow HR pty-
nace z badan przedklinicznych zachecaja do klinicznej apli-
kacji HR (tab. 3). W 2005 r. Staat i wsp. [11] opublikowali
wyniki badania z randomizacja, do ktérego wiaczono 30 pa-
cjentéw ze STEMI o wezesnej prezentacji (b6l do 6 h). Cho-
rych leczono klasycznie metoda pierwotnej PCI lub PCI po-
przedzano 4 hartujacymi cyklami 60 s/60 s. W grupie podda-
nej hartowaniu pole powierzchni pod krzywa uwalniania
enzymoéw w ciagu pierwszych 72 h, uznane za ekwiwalent
strefy MI, byto mniejsze o 36%. Trzy lata pézniej ci sami ba-
dacze wykazali, ze HR wigzato sie z mniejsza strefa Ml w ba-
daniu scyntygraficznym po 6 miesigcach i lepsza funkcja le-
wej komory w badaniu echokardiograficznym po 12 miesia-
cach [27]. Korzystny efekt HR zwiazany z mniejszg szkoda
enzymatyczng odnotowali takze Darling i wsp. [13], analizu-
jac retrospektywnie pacjentéw poddawanych pierwotnej PCI,
oraz Yang i wsp. [14] w matej, przeprowadzonej prospektyw-
nie z randomizacja probie klinicznej obejmujacej 41 pacjen-
tow. Z kolei Laskey i wsp. [12] przydzielili losowo 24 pacjen-
tow z wezesnym (do 6 h) zawatem Sciany przedniej do grupy
leczonej klasycznie i poddanej hartowaniu dwoma cyklami
90 s/180 s. Hartowanie reperfuzja wiazato sie z dynamicz-
niejsza rezolucja uniesienia odcinka ST i poprawa rezerwy
wienicowej. Ostatnio grupa dunskich kardiologow [28] prze-
prowadzita badanie, przydzielajac losowo 118 pacjentéw ze
STEMI do grupy leczonej klasycznie i poddanej hartowaniu
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Tabela 3. Badania kliniczne nad reperfuzja zawatu serca wspomagang endogennymi mechanizmami kardioprotekcyjnymi

Projekt Liczba Czas Protokot PiSmiennictwo
badania pacientéw bélu
Wieloosrodkowe, 30 <6h 4 cykle 60 5/60 s Uwalnianie CK | 0 36% [11]
randomizacja
Jednoosrodkowe, 24 <6h 2 cykle 905/180's Szybsza rezolucja ST w EKG, [12]
randomizacja poprawa rezerwy wiencowej
Jednoosrodkowe, 41 <12h 3 cykle305/30's Uwalnianie CK | 027% [14]
randomizacja
Wieloosrodkowe, 118 <12h 3 cykle305/30s Po 3 mies.: 19% | ISw MRI, [28]
randomizacja LVEF bez zmian
Jednoosrodkowe, 58 <12h Cyklosporyna Uwalnianie CK | 0 40% [31]
randomizacja 2,5 mg/kg i.v.
Jednoosrodkowe, 28 <12h Cyklosporyna Po 6 mies.: 24% | ISw MRI [32]
randomizacja 2,5 mg/kg i.v.
Wieloosrodkowe, 569 <12h 72 h wlew ANP Uwalnianie CK | 0 15% [33]
randomizacja Po 6-12 mies.: 1 LVEF02,2%
Wieloosrodkowe, 545 <12h 24 h wlew Brak efektu [33]
randomizacja nikorandilu
Jednoosrodkowe, 112 <12h Adenozyna Brak wptywu na IS w MRI [34]
randomizacja 4mgi.c
Wieloosrodkowe, 222 <12h 4 h wlew Brak wptywu na IS w MRI, [35]
randomizacja etyropoetyny wiece] MACE
Wieloosrodkowe, 1176 <6h 2,5 h wlew Brak wptywu na uwalnianie [i]
randomizacja inhibitora PKC-0 CK-MB, rezolucje ST w EKG, a po
3 mies. na wynik kliniczny i LVEF

Jednoosrodkowe, 171 <12h 80v. 10 mg 1 cTFC 0 24% [36]
randomizacja atorwastatyny Brak wptywu na wynik

przed PCl kliniczny po 1 mies.

CK/CK-MB — kinaza kreatynowa/izoenzym MB; MRI — rezonans magnetyczny; IS — strefa zawatu; LVEF — frakcja wyrzutowa lewej komory;
MACE — niepozadane zdarzenia sercowo-naczyniowe; cTFC — skorygowana liczba klatek ruchomego obrazu w angiografii; PKC-6 — izoenzym
kinazy biatkowej C; [i] Wyniki badania PROTECTION-AMI opublikowane podczas American College of Cardiology w kwietniu 2011 roku

4 cyklami 30 /30 s. W badaniu metoda rezonansu magne-
tycznego (MRI) po 3 miesigcach wykazano mniejszg strefe
MI (IS/AAR: 51% v. 63%, p < 0,01), jednocze$nie nie znaj-
dujac réznic w wartosci frakcji wyrzutowej lewej komory (53%
w obu grupach).

Na komentarz zastuguje prospektywne badanie [29],
w ktérym 333 pacjentéw ze STEMI podczas transportu do szpi-
tala losowo przydzielano do grupy, u ktérej wykonywano
4 cykle 5-minutowej inflacji i 5-minutowej deflacji mankietu do
mierzenia cisnienia (PerC, perconditioning) lub nie wykonywano
podobnej procedury. Po 30 dniach indeks uratowanego miokar-
dium oznaczony w badaniu scyntygraficznym u pacjentéw pod-
danych PerC byt wiekszy (0,69 v. 0,57, p = 0,033).

FARMAKOLOGICZNA KARDIOPROTEKCJA
REPERFUZ]JI

W modelu doswiadczalnym farmakologiczna blokada mPTP
za pomoca cyklosporyny A wigzata sie z redukcja strefy Ml

0 45%, podczas gdy atraktylozyd otwierajacy mPTP catkowi-
cie ja zniost [30]. Piot i wsp. [31] wykazali w mafej grupie
58 pacjentéw, ze bolus cyklosporyny podany losowo w dawce
2,5 mg/kg mc., 10 min przed wykonaniem pierwotnej angio-
plastyki zredukowat o 40% (p = 0,04) uwalnianie CK-MB
w ciagu pierwszych 72 h reperfuzji w stosunku do grupy kon-
trolnej. Dwa lata pdzniej ci sami badacze pokazali odlegty
efekt leczenia niewielkiej grupy 28 pacjentéw, z ktérego wy-
nika, ze dozylne podanie cyklosporyny wiaze sie z redukcja
strefy MI po 6 miesigcach i mniejsza przebudowa lewej ko-
mory zmierzong metoda MRI [32].

W duzym, wieloosrodkowym badaniu z randomizacja J-
WIND [33] grupa japoriskich badaczy sprawdzata, czy doda-
nie przedsionkowego peptydu natiuretycznego, ktéry hamu-
je uktad renina—angitensyna—aldosteron i receptory dla en-
doteliny lub nikorandilu aktywujacego kanaty K, poprawia
wyniki terapii reperfuzyjnej. Do badania zakwalifikowano
pacjentéw poddanych zaréwno terapii trombolitycznej, jak
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i mechanicznej reperfuzji. Okazalo si¢, ze 72-godzinny wlew
przedsionkowego peptydu natriuretycznego spowodowat
15-procentowa (p = 0,016) redukcje uszkodzenia enzymatycz-
nego i poprawe frakcji wyrzutowej w badaniu echokardio-
graficznym po 6-12 miesigcach srednio 0 2,2% (p = 0,024),
podczas gdy 24-godzinny wlew nikorandilu nie przyni6st zad-
nej poprawy.

Po serii pozytywnych badan AMISTAD, ktérych rezulta-
ty wykazaty korzys¢ z podania adenozyny podczas reperfuzji
u pacjentéw z zawatem Sciany przedniej i duza dawka ade-
nozyny (70 ug/kg/min podawanej dozylnie przez 3 h), ostat-
nio ukazaty sie wyniki badania SALVAGE, w ktérym dowien-
cowe podanie adenozyny w dawce 4 mg podczas pierwot-
nej PCI nie miato wptywu na wielko$¢ strefy MI i obstrukcji
mikrokrazenia mierzonej za pomoca MRI [34]. W ostatnich
miesigcach oprécz badania SALVAGE opublikowano takze
wyniki 2 duzych, negatywnych préb klinicznych z randomi-
zacja dedykowanych kardioprotekcji podczas reperfuzji. W
pierwszym z badan — PROTECTION AMI — ktérego wyniki
ogfoszono podczas kongresu American College of Cardiology
w kwietniu 2011 r., 2,5-godziny wlew inhibitora kinazy pro-
teinowej 0 rozpoczety jeszcze przed otwarciem tetnicy od-
powiedzialnej za MI, nie zmniejszyt uszkodzenia enzymatycz-
nego i nie przyspieszyt rezolucji odcinka ST. Ponadto w od-
niesieniu do badanego leku nie zaobserwowano korzystne-
go efektu klinicznego ani poprawy funkgji lewej komory
w badaniu scyntygraficznym po 3 miesiacach. W drugim ba-
daniu — REVEAL [35] — 4-godzinny wlew erytropoetyny nie
zmniejszyt strefy Ml mierzonej w MRI miedzy 2. a 6. doba.
Obserwowano natomiast wieksza liczbe niepozadanych zda-
rzer sercowo-naczyniowych. Opierajac sie na przeciwzapal-
nym, przeciwzakrzepowym, antyoksydacyjnym i poprawia-
jacym funkcje srodbtonka dziataniu statyn, zaprojektowano
badanie STATIN STEMI, w ktérym sprawdzano skutecznos¢
duzej (80 mg) i matej (10 mg) dawki atorwastatyny podanej
przed pierwotna PCI [36]. W losowo przydzielonej grupie 171
pacjentéw duza dawka atorwastatyny nie przyniosta popra-
wy klinicznej, niemniej wigzata sie z poprawa parametrow
angiograficznych po zabiegu.

Interesujacych wynikéw moze dostarczy¢ trwajace aktu-
alnie wieloosrodkowe badanie NOMI, w ktérym pacjenci ze
STEMI do 12 h od poczatku bélu sa losowo przydzielani do
grupy inhalowanej przez 4 h tlenkiem azotu o stezeniu 80 ppm
(zawieszonym w N, i O,) lub mieszaning N, i O,. Inhalacja
rozpoczyna sie co najmniej 10 min przed PCl, a pierwszorze-
dowym punktem koficowym jest strefa Ml mierzona w MRI
w 2.-3. dobie od PCl i po 4 miesigcach. Badanie to zostato
poprzedzone fazg doswiadczen na Swiniach zakorczonych po-
zytywnym wynikiem, w ktérych inhalacja NO podczas poczat-
kowej fazy reperfuzji wiazata sie z istotng redukcja strefy M.

PERSPEKTYWY KARDIOPROTEKC]I REPERFUZJI
Jesli spojrzy sie na aktualne zalecenia dotyczace reperfuzji
w MI, to mimo kilku dekad badan przedklinicznych p6zniej

przenoszonych na grunt kliniczny, zaden z lekéw nasladuja-
cych endogenne kardioprotekcyjne mechanizmy nie znalazt
uznanego miejsca w praktyce klinicznej. Czy to przypadek?
Pomiedzy sterylna, precyzyjnie zaplanowang praca laborato-
ryjna a rzeczywistoscia, i to nawet ta z zastosowaniem badarn
klinicznych (najbardziej sterylna rzeczywisto$¢ kliniczna), ist-
nieje ogromny rozdzwiek. Jesli nawet w laboratorium uda sie
wykazag, ze jakas substancja lub procedura jest efektywna,
to aby pomyslnie przeszta ona dalsze fazy kliniczne i badanie
takie zostato zakwalifikowane do grupy liczacych sie w bu-
dowaniu rekomendacji, musi spetni¢ restrykcyjne wymogi.
Nowoczesne badanie kliniczne testujace hipoteze dotyczaca
endogennej kardioprotekcji musi: i) by¢ przeprowadzone
w duzej populagji, ktorej liczebnos¢ wezesniej odpowiednio
zaplanowana pozwoli sformutowac uprawnione statystycz-
nie wnioski; i) obejmowac pacjentéw z rozlegtym MI; tylko
wowczas mozna zauwazy¢ korzysci z dodatkowych sposo-
bow leczenia; iii) dotyczy¢ pacjentéw z wczesng prezentacja;
trzeba bowiem pamieta¢, ze po 2 h niedokrwienia 70-80%
mie$nia sercowego w obszarze zagrozonym ulega martwicy;
iv) mie¢ zaplanowany, precyzyjny sposéb pomiaru efektu te-
rapii; wydaje sie, ze narzedziem optymalnym do badan do-
tyczacych Ml u cztowieka jest MRI umozliwiajacy ocene za-
rowno strefy M, jak i strefy zagrozonej MI. Sposréd badan
klinicznych dotyczacych HR jedynie praca Lonborga i wsp.
[28] spetnia te kryteria, natomiast wiréd badan nad farmako-
logiczng kardioprotekcja reperfuzji trzy — SALVAGE [34],
PROTECTION AMI i REVEAL [35] — spetniaja wiekszos¢
z tych kryteridw, ale sa jednoczesnie badaniami negatywny-
mi. Jest to odpowiedZ na pytanie, dlaczego kardioprotekcja
reperfuzji wciaz nie znalazta miejsca w rekomendacjach kli-
nicznych. Czy ma na to szanse? Czas pokaze, jednak patrzac
na wysitek zwiazany z juz zakoficzonymi badaniami, w obec-
nym ksztafcie raczej nie.

Praca powstafa dzieki finansowemu wsparciu pochodzacemu
z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego [N402
187435].
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Trening fizyczny jako skuteczny sposob
ochrony serca przed niedokrwieniem

Physical training as an effective way to protect the heart against ischaemia

Iwona Korzeniowska-Kubacka

Klinika Rehabilitacji Kardiologicznej i Elektrokardiologii Nieinwazyjnej, Instytut Kardiologii, Warszawa

Streszczenie

Wyniki badar eksperymentalnych na zwierzetach wskazuja na to, ze regularne ¢wiczenia fizyczne moga ochroni¢, zaharto-
wac serce przed uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym (IR). Nie jest pewne, czy mechanizm komérkowy jest doktad-
nie ten sam co w przypadku hartowania niedokrwieniem, ale ostateczny efekt jest identyczny — bodziec stresowy, w tym
wypadku powtarzany wysitek, pozostawia w sercu ,pamie¢” przekfadajaca sie na zwiekszona odpornosé na niedokrwienie.
Obecnie precyzyjny mechanizm odpowiedzialny za kardioprotekcje indukowang treningiem nie jest jasny. Rozwaza sie
licznych kandydatéw tej kardioprotekcji, wiaczajac w to: rozwéj krazenia obocznego, wzrost biatek stresu SE, zwiekszenie
aktywnosci COX-2, wzrost stezenia biafek szoku termicznego HSP72, zwiekszenie aktywnosci kanatéw mitoK-ATP i sarco-
K-ATP oraz wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej migsnia sercowego. Wyniki dotychczasowych badar sugeruja, ze aktywnosé
enzyméw antyoksydacyjnych, a zwfaszcza manganowej dyzmutazy ponadtlenkowej MnSOD, i wzrost ekspresji sarcoK-ATP
odgrywaja role w kardioprotekcji wywotanej wysitkiem. By¢ moze sg tez inne mechanizmy odpowiedzialne za ten rodzaj
kardioprotekgji, jednak wymaga to przeprowadzenia dalszych badain w tym zakresie. W niniejszej pracy przedstawiono
aktualny stan wiedzy na ten temat.

Stowa kluczowe: hartowanie serca treningiem fizycznym, mechanizmy hartowania wysitkiem

Abstract

The findings from experimental animal studies show that regular physical trainings can protect via preconditioning the heart
against the ischaemia-reperfusion (IR) injury. It is not clear if the cellular mechanism is the same as in the case of ischaemic
preconditioning, but the final effect is the same, i.e. a stress stimulus, in this case a repeated effort leaves the heart with the
‘memory’, which translates into an increased resistance to ischaemia. At present, the precise mechanism responsible for
training-induced cardioprotection is not clear. Candidate factors responsible for this cardioprotection are numerous and
include collateral circulation development, enhanced ER stress proteins, increased COX-2 activity, increased heat shock
protein (HSP-72) levels, increased activity of mitoK-ATP and sarcoK-ATP channels, and increased myocardial antioxidative
capacity. The studies performed so far have suggested that MnSOD activity and increased sarcoK-ATP expression did play
a role in exercise-induced cardioprotection. There may exist some other mechanisms responsible for this type of cardiopro-
tection, but finding them will be possible only through further relevant studies. The paper presents the up-to-date knowledge
in this field.

Key words: exercise-induced myocardial preconditioning, mechanisms of exercise-induced preconditioning
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WSTEP

Juz 25 lat temu Murry i wsp. [1] wykazali, ze liczne, krotkie
epizody niedokrwienia moga chroni¢ serce przed kolejnym
dtugim epizodem niedokrwienia. Zjawisko to nazwali ischa-
emic preconditioning, czyli hartowanie niedokrwieniem. Jego
wystepowanie potwierdzono w przypadku boléow wiericowych
poprzedzajacych wystapienie zawatu serca (M) (preinfarction
angina), zmniejszenia wysitkowych dolegliwosci dtawicowych
podczas wysitku kontynuowanego mimo ich wystapienia (warm
up angina) oraz w trakcie zabiegéw przezskérnej angioplastyki
wieficowe] i pomostowania aortalno-wieficowego [2]. Mniej
inwazyjnym sposobem hartowania migsnia sercowego, i by¢
moze jedynym skutecznym klinicznie, moze by¢ hartowanie
wysitkiem fizycznym. Nie jest pewne, czy mechanizm ko-
morkowy jest dokfadnie ten sam co w przypadku hartowania
niedokrwieniem, ale ostateczny efekt jest identyczny — bo-
dziec stresowy, w tym przypadku powtarzany wysitek, pozo-
stawia w sercu ,pamie¢” przektadajaca sie na zwiekszong
odpornos¢ na niedokrwienie. Bezposrednich dowodéw
Swiadczacych o mozliwosci hartowania miesnia sercowego
poprzez trening fizyczny dostarczaja jedynie badania ekspe-
rymentalne na zwierzetach. Ich wyniki wskazuja na to, ze
regularne ¢wiczenia moga ochroni¢, zahartowac serce przed
uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym (IR, ischaemia-
reperfusion).

KARDIOPROTEKCYJNA ROLA REGULARNE]
AKTYWNOSCI FIZYCZNEJ U LUDZI

Dotychczas nie ma dowodéw $wiadczacych bezposrednio
o mozliwosci hartowania serca przed uszkodzeniem IR. Do-
wodéw posrednich dostarczajg badania epidemiologiczne.
W ponad 40 badaniach obserwacyjnych i epidemiologicz-
nych wykazano odwrotng zaleznos¢ miedzy aktywnoscig fi-
zyczna a ryzykiem choroby niedokrwiennej serca. Wsréd tych
badan znajduje sie ponad 100 opublikowanych raportéw,
z ktérych prawie 75% potwierdza odwrotng zaleznos¢ mie-
dzy aktywnoscia fizyczna i dobra sprawnoscia fizyczna a ry-
zykiem wystapienia MI. Metaanalizy dowodza, ze wéréd osob
uczestniczacych w tych badaniach, prowadzacych siedzacy
tryb Zycia, stwierdzono 2-krotnie wieksza czestos¢ zgonow
z powodu choroby niedokrwiennej serca, w poréwnaniu
z uczestnikami bardziej aktywnymi fizycznie. Natomiast naj-
mniej sprawne fizycznie osoby byly narazone na ok. 5-krot-
nie wieksze ryzyko zgonu z powodu choroby niedokrwien-
nej serca w poréwnaniu z osobami o najwiekszej sprawnosci
fizycznej. Na podstawie tych danych ustalono, Ze jest koniecz-
na co najmniej 30-minutowa umiarkowana aktywnosc¢ fizycz-
na, najlepiej codziennie lub przez wigksza czes¢ tygodnia. A
zatem regularne ¢wiczenia fizyczne moga stanowi¢ swoista
fizjologiczng , polise ubezpieczeniowa” przeciwko uszkodze-
niu IR [3].

ROLA KROTKO- I DEUGOTERMINOWYCH
CWICZEN W KARDIOPROTEKC]JI

W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze ¢wiczenia
wytrzymatosciowe zwiekszaja tolerancje na niedokrwienie u
zwierzat obojga pfci [4-6]. Trening wytrzymatosciowy zwiek-
sza zdolno$¢ do wykonywania wysitku zaréwno submaksy-
malnego, jak i maksymalnego, co objawia sie zdolnoscia do
dtuzszego wykonywania ¢wiczen przy podobnym obcigze-
niu. Poprawa wytrzymatosci jest spowodowana wieksza do-
stepnoscig tlenu do éwiczacych miesni, wiekszym udziatem
proceséw tlenowych, wzrostem ilosci glikogenu w miesniach,
mniejszym stezeniem mleczanéw, podwyzszeniem progu dla
przemian beztlenowych oraz mniejszym iloczynem czesto-
tliwosci rytmu serca i ci$nienia tetniczego dla okreslonego wy-
sitku fizycznego, co sugeruje mniejsze zapotrzebowanie mie-
$nia sercowego na tlen dla danego poziomu pracy [3]. Intere-
sujace jest to, ze niektérzy badacze wykazali, iz krotkie tre-
ningi, przez 3-5 kolejnych dni powoduja taka sama
kardioprotekgcje jak treningi dtugoterminowe (tygodnie, mie-
sigce) [5]. W badaniu Demirela i wsp. [7] poréwnano zwie-
rzeta z 3 grup: kontrolnej, ¢wiczacej przez 3 i 5 kolejnych
dni 60 min dziennie na biezni. Serca zwierzat byty poddawa-
ne in vivo protokotowi IR, czyli uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnemu w warunkach eksperymentu. Zwierzeta
(szczury) byty znieczulane, wentylowane mechanicznie,
a nastepnie poddane torakotomii. Dokonywano okluzji gate-
zi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wiericowej przez 30 min,
po ktérej nastepowat 30-minutowy okres reperfuzji. Badano
funkcje miesnia sercowego zwierzat w okresie niedokrwienia
i reperfuzji. U zwierzat ¢wiczacych z obu grup wystepowata
lepsza funkcja miesnia sercowego (wyzsze cisnienie wewnatrz-
komorowe) w czasie protokotu IR, w poréwnaniu z grupa
kontrolna [7]. Natomiast Bowles i Starnes [8] wykazali, ze serca
izolowane ze zwierzat, ktére trenowaty 5 dni w tygodniu przez
11-16 tygodni, charakteryzowaly sie lepsza kurczliwoscia
i mniejsza sztywnoscia rozkurczowa lewej komory po global-
nym niedokrwieniu, w poréwnaniu ze zwierzetami, ktére nie
trenowaty. Z kolei w badaniach Powersa i wsp. [6] zwierzeta
trenowaly 4 dni w tygodniu przez 10 tygodni na biezni i byty
poddane protokotowi IR. Wykazano, ze diugoterminowy tre-
ning spowodowal poprawe wydolnosci migsnia sercowego
u zwierzat poddanych niedokrwieniu i reperfuz;i.

ROLA INTENSYWNOSCI CWICZEN

W KARDIOPROTEKC]I

Intensywnos¢ wysitku moze by¢ zdefiniowana w kategoriach
bezwzglednych i wzglednych. Bezwzgledne natezenie wysit-
ku odzwierciedla szybkos¢ wydatkowania energii podczas
wysitku i jest zwykle wyrazana w MET-ach. Réwnowaznik
metaboliczny MET jest jednostka spoczynkowego poboru tle-
nu (ok. 3,5 ml/kg/min). Wzgledne natezenie wysitku wyraza-
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ne jest jako odsetek maksymalnej czestotliwosci rytmu serca
lub jako odsetek maksymalnego zuzycia tlenu VO, max. Cwi-
czenia o mafej intensywnosci to ¢wiczenia do 40% VO, max,
$redniej — 40-60% VO,max, a duzej intensywnosci — po-
wyzej 60% VO,max [3]. Nie jest jasne, czy ¢wiczenia o ni-
skiej intensywnosci moga zwiekszy¢ tolerancje migsnia ser-
cowego na uszkodzenie IR. Starnes i wsp. [9] trenowali szczury
na biezni z intensywnoscig 55-60% VO,max 40 min dzien-
nie, 5 dni w tygodniu przez 16 tygodni. Zwierzeta z grupy
kontrolnej nie ¢wiczyty. Nastepnie serca szczuréw byty wyizo-
lowane oraz poddane niedokrwieniu i reperfuzji. Autorzy wy-
kazali, Ze trening 55-60% VO, max jest ponizej progu inten-
sywnosci potrzebnej do kardioprotekcji zapobiegajacej uszko-
dzeniu IR migsnia sercowego. Natomiast Lennon i wsp. [10]
trenowali szczury z umiarkowana intensywnoscia (60 min, 55%
VO,max) i wysoka intensywnoscig (60 min, 75% VO, max).
Wyniki poréwnano z grupa kontrolng, ktéra nie ¢wiczyfa. Serca
szczurbw byty wyizolowane i poddane protokotowi IR. Wyka-
zano, ze grupa ¢wiczaca z umiarkowana i wysoka intensywno-
Scia osiagneta istotnie wieksza objeto$¢ wyrzutowa i minutowa
serca w poréwnaniu z grupa kontrolna. Nie byto istotnych r6z-
nic miedzy grupami trenujacymi. A zatem oba treningi spowo-
dowaty poréwnywalna ochrone przed uszkodzeniem IR [6].

CZAS UTRZYMYWANIA SIE KARDIOPROTEKC]JI
PO PRZERWANIU CWICZEN

W wiekszosci badan wykazano, ze ¢wiczenia wytrzymatos-
ciowe sg kardioprotekcyjne. Jednak nie wiadomo, jak dfugo
utrzymuje sie ten kardioprotekcyjny efekt. Lennon i wsp. [10]
kwalifikowali szczury do 5 grup: kontrolnej, kontynuujacej éwi-
czenia po 1-dniowej, 3-dniowej, 9-dniowej i 18-dniowej prze-
rwie. Autorzy wykazali na podstawie badania stezenia enzy-
moéw antyoksydacyjnych i biafek szoku termicznego HSP72,
ze kardioprotekcja indukowana wysitkiem utrzymata sie 9 dni
od zaprzestania ¢wiczen, a po 18 dniach zanikata.

MOZLIWE MECHANIZMY KARDIOPROTEKC]I

WYWOLANE] TRENINGIEM FIZYCZNYM

Obecnie mechanizmy molekularne odpowiedzialne za kar-

dioprotekcje indukowana wysitkiem nie sg do konca pozna-

ne. Badacze skupiaja sie na 8 mechanizmach, ktére moga

odpowiadac za kardioprotekcyjny efekt ¢wiczen:

— zmiany w anatomii naczyn wieficowych;

— indukcja biatek szoku termicznego HSPs w miokardium;

— wazrost aktywnosci cyklooksygenazy COX-2 w miegsniu
sercowym;

— wazrost biafek stresu w siateczce endoplazmatycznej (SE);

— wazrost produkgji tlenku azotu;

— wazrost aktywnosci ATP-zaleznych kanatéw potasowych
w mitochondriach;

— wzrost aktywnosci ATP-zaleznych kanatéw potasowych
w sarkolemmie;

— wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej miokardium.

Zmiany w anatomii naczyn wieficowych

Rozwéj krazenia obocznego moze zredukowac ryzyko uszko-
dzenia niedokrwiennego przez podtrzymanie perfuzji mie-
$nia sercowego poprzez krazenie oboczne. Cwiczenia diu-
goterminowe (miesiace, lata) moga przyczyniac sie do roz-
woju angiogenezy (modele zwierzece). Kilkudniowe ¢wicze-
nia réwniez moga spowodowac kardioprotekcje, jednak
obecnie nie ma dowodéw na to, ze rozwoj krazenia oboczne-
go wystepuje w pierwszych kilku dniach treningéw. Zatem an-
giogeneza nie jest najmocniejszym argumentem w wyjasnie-
niu kardioprotekcji poprzez krétkotrwaty trening [11, 12].

Indukcja bialek szoku termicznego HSPs

w miokardium

Wiadomo, ze wzrost stezenia biatek szoku termicznego HSPs
moze chroni¢ komoérki przed réznego rodzaju stresem, w tym
uszkodzeniem IR. S dowody na to, Ze biatka HSP27, HSP90,
jak réwniez inne HSPs, a zwlaszcza HSP72, odpowiadaja za
ochrone komérek przed uszkodzeniem IR. Mechanizm, przez
ktéry HSP72 chroni miokardium przed uszkodzeniem IR, jest
nadal przedmiotem badan. Biatka HSP72 sg zaangazowane
w synteze, transport i degradacje biatek [13]. W badaniach
eksperymentalnych wykazano, ze nadmierna ekspresja bia-
tek HSP72 chroni serce przed uszkodzeniem IR [14]. Obec-
nie dobrze udokumentowano fakt, ze trening fizyczny uta-
twia ekspresje biatek HSP72 w sercu, czego rezultatem jest
3-5-krotny wzrost stezenia tych biatek pod wptywem ¢éwi-
czen fizycznych [15]. Wyniki badan dotyczace mechanizméow
tej kardioprotekcji sa kontrowersyjne. Uwaza sie, ze wzrost
HSPs chroni serce przed uszkodzeniem IR poprzez zwiek-
szenie zdolnosci antyoksydacyjnej. Istniejg jednak rowniez
badania, w ktérych wykazano, ze HSP72 chronig mitochon-
dria przed uszkodzeniem IR i powoduja ochrone komorki
przed apoptoza [12]. Jednak w dwoch niezaleznych badaniach
stwierdzono, ze trening moze chroni¢ przed uszkodzeniem IR,
bez wzrostu stezenia HSPs. Zwtaszcza Tylor i wsp. [16] udo-
wodnili, ze kardioprotekcja wywotana wysitkiem moze by¢
osiagnieta bez wzrostu stezenia HSP72. Réwniez w badaniach
Powersa i wsp. [12] wykazano, ze indukcja biatek szoku ter-
micznego HSP10, 27, 40, 60, 72, 73 i 90 nie jest niezbedna
do osiagniecia kardioprotekcji pod wptywem wysitku.

Wazrost aktywnosci cyklooksygenazy COX-2

w miesniu sercowym

Cyklooxygenaza-2 jest enzymem uczestniczacym w biosynte-
zie prostaglandyn katalizujgcym przemiane kwasu arachido-
nowego do prostaglandyn. Cyklooksygenaza-2 jest indukowana
przez stres komorki i uwaza sie, ze COX-2 jest niezbedna, by
osiagna¢ poézna faze hartowania (HN) [17]. Ponadto postuluje
sie, ze COX-2 indukuje syntaze tlenku azotu (iNOS, induced
nitric oxide synthase) w szlaku ochronnym péznej fazy harto-
wania, ekspresja iINOS i COX-2 sa zatem niezbedne do osia-
gniecia korzysci kardioprotekcyjnych tej fazy hartowania [18].
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W badaniach Powersa i wsp. [12] wykazano, Ze trening fizycz-
ny nie powoduje wzrostu COX-2 i iNOS w sercach szczuréw.
Autorzy sugeruja zatem, ze wzrost COX-2 i/lub iNOS nie jest
niezbedny do kardioprotekcji wywotanej wysitkiem przeciw-
ko uszkodzeniu IR. Ponadto fakt, ze nie udowodniono, iz COX-
2 iiNOS sa niezbedne, sugeruje, ze mediatory kardioprotekgji
indukowanej wysitkiem i niedokrwieniem sie réznia.

Wzrost bialek stresu w siateczce
endoplazmatycznej

Pojawiaja sie wyniki badan, ktére wskazuja, ze biatka stresu
w SE uczestnicza w kardioprotekgji przeciwko uszkodzeniu
IR. Dysfunkcja siateczki endoplazmatycznej moze zapoczat-
kowac¢ zaréwno mitochondrialnozalezng, jak i mitochondrial-
noniezalezna $mier¢ komorki [19]. Dwa biatka stresu SE moga
sie przyczynia¢ do kardioprotekgji: Grp78 i Grp94. Wykaza-
no, ze biatka te chronia hodowle kardiomiocytéw przed ob-
tadowaniem wapniem i przed stresem oksydacyjnym oraz
powoduja zmniejszenie nekrozy i apoptozy indukowanej IR.
Dlatego sugeruje sie, ze ekspresja biafek stresu spowodowa-
na wysitkiem moze powodowa¢ ochrone SE w czasie IR,
i tym samym — warunkowac kardioprotekcje indukowana
wysitkiem [12, 20]. Natomiast Powers i wsp. [12] wykazali,
ze trening fizyczny nie podnosi stezenia biatek stresu i nie
redukuje poziomu kaspazy-12 w SE, a w zwiazku z tym —
wzrost stezenia biafek stresu nie jest niezbedny do osiagnie-
cia kardioprotekcji wywotanej treningiem.

Wzrost produkcji tlenku azotu

Tlenek azotu odgrywa podwdjng role — jako inicjator i me-
diator kardioprotekcji. Cho¢ w kilku badaniach wykazano
wzrost dostepnosci tlenku azotu w kardioprotekgji, to tylko
w dwoéch udowodniono jego wptyw na kardioprotekcje indu-
kowang wysitkiem. Rezultaty tych dwdch badar sg sprzeczne.
Babai i wsp. [21] wykorzystali protokét IR in vivo i wykazali, ze
¢wiczenia podnoszg stezenie tlenku azotu, co moze sie przy-
czynia¢ do redukgji groznej arytmii w czasie niedokrwienia.
Ponadto kardioprotekcja indukowana wysitkiem byta znoszo-
na przez inhibitor tlenku azotu, wiec autorzy konkluduja, ze
tlenek azotu jest mediatorem kardioprotekcji wywotanej wy-
sitkiem. Natomiast Taylor i wsp. [22] udowodnili na sercach
szczurdéw wypreparowanych in vitro, ze kardioprotekcja indu-
kowana wysitkiem nastepowata takze wtedy, gdy produkcja
tlenku azotu byta zablokowana. Wykorzystanie modeli zwie-
rzecych réznych gatunkéw mogto wptywac na réznice w wy-
nikach badan. Babai i wsp. [21] uzywali pséw in vivo, a Taylor
i wsp. [22] — szczurdw in vitro. Istnieje wiec potrzeba prze-
prowadzenia dalszych badan w celu petnego wyjasnienia roli
tlenku azotu w kardioprotekcji indukowanej wysitkiem.

Wzrost aktywnosci ATP-zaleznych kanalow
potasowych w mitochondriach

Kanaly potasowe ATP-zalezne w mitochondriach (mitoK-ATP)
sa waznymi mediatorami hartowania niedokrwieniem prze-

ciwko uszkodzeniu reperfuzyjnemu. Rola tych kanaféow w
kardioprotekcji wywotanej wysitkiem pozostaje niewyjasnio-
na. Brown i wsp. [4] stwierdzili, ze kanaly ATP-zalezne w mi-
tochondriach nie sa zasadniczym mediatorem kardioprotek-
¢ji indukowanej wysitkiem. Z kolei Domenach i wsp. [23]
wykazali, Ze we wczesnej fazie kardioprotekeji wywotanej wy-
sitkiem posrednicza kanaty mitochondrialne. Badacze uzy-
wali kwasu 5-hydroksydekanowego jako specyficznego inhi-
bitora tych kanatéw. Jednak kilku autoréw kwestionuje spe-
cyficznos¢ tego zwiazku i formutowanie wnioskéw na pod-
stawie tych badan [5]. A zatem réwniez w tej kwestii s3
potrzebne dalsze badania.

Wzrost aktywnosci ATP-zaleznych kanalow
potasowych w sarkolemmie

Kanaty potasowe ATP-wrazliwe w sarkolemmie zostaty od-
kryte w 1983 r. Ich rolg jest modulowanie otwarcia kanatéw
potasowych w odpowiedzi na czynniki aktywujace, takie jak
przemijajace niedokrwienie, wzrost adenozyny, wzrost
MgADP, jak réwniez aktywacja kinazy proteinowej [12]. Liczni
badacze udowodnili, ze farmakologiczne otwarcie kanatow
potasowych (sarcoK-ATP) utatwia wyptyw potasu z kardio-
miocytéw i powoduje kardioprotekcje w czasie uszkodzenia
IR [24]. Otwarte kanaty potasowe chronig komérke miesnia
sercowego przed uszkodzeniem IR poprzez skrécenie poten-
cjatu czynnosciowego, co hamuje naptyw wapnia do komor-
ki i zapobiega przetadowaniu jej wapniem [24]. Dotad tylko
Brown i wsp. [25] wykazali, Ze trening powoduje wzrost eks-
presji kanatéw potasowych sarcoK-ATP w kardiomiocytach.
Ponadto dowiedli, ze farmakologiczna blokada kanatéw po-
tasowych w wyizolowanych i perfundowanych sercach ogra-
nicza korzysci wynikajace z kardioprotekcji wywotanej wysit-
kiem [4]. Interesujacy jest fakt, ze u zeriskich osobnikow zwie-
rzecych wystepuje wieksza gestos¢ ATP-zaleznych kanatow
potasowych w poréwnaniu z osobnikami meskimi [25]. Ist-
nieja badania, w ktérych wykazano, ze to estrogeny moga
wptywac na ekspresje tych kanatéw [6].

Wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej miokardium

Badacze sugeruja, ze korzysci kardioprotekcyjne z ¢wiczen
moga przynajmniej czesciowo spowodowac redukcje produk-
cji wolnych rodnikéw tlenowych i wzrost zdolnosci antyok-
sydacyjnej miesnia sercowego [7, 10]. Istnieja dowody na to,
ze wysitek uruchamia enzymy antyoksydacyjne, ktére przy-
czyniaja sie do kardioprotekcji. W zwiazku z tym zaréwno
krotko-, jak i dfugoterminowy trening przyczynia sie do wzro-
stu zdolnosci antyoksydacyjnej, ktéra odgrywa kluczowa role
w osiagnieciu kardioprotekcji spowodowanej uszkodzeniem
IR [5]. Kardiomiocyty zawieraja sie¢ systeméw antyoksyda-
cyjnych, ktére zmniejszaja nasilenie zmian spowodowanych
wolnymi rodnikami tlenowymi. Podstawowa linie obrony sta-
nowig manganowa dyzmutaza ponadtlenkowa (MnSOD),
peroksydaza glutationu i katalaza. Wielu badaczy zajeto sie
wplywem treningu wytrzymatosciowego na endogenne en-
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zymy antyoksydacyjne; uzyskane przez nich wyniki sg
sprzeczne. Jedne wykazaly, Zze trening wytrzymatosciowy
powoduje wzrost zdolnosci antyoksydacyjnej miesnia serco-
wego (39 publikacji), z kolei inni badacze nie stwierdzili tego
efektu (46 publikacji) [5]. By¢ moze byto to spowodowane
réznicami metodologicznymi tych badan, wiaczajac w to in-
tensywnos¢ treningu, czas trwania, biochemiczne techniki
uzyte do analiz, r6znice gatunkowe oraz czas od ostatniej
sesji treningowej do uzyskania tkanek do badan. Ponadto
kardiomiocyty posiadaja tez inne systemy enzymatyczne (thio-
redoxin, glutaredoxin, peroxiredoxin), uczestniczace w reak-
cjach na stres oksydacyjny [5]. A zatem systemy antyoksyda-
cyjne w miesniu sercowym sg ztozone i istnieje potrzeba dal-
szych badan, by ustali¢, czy wszystkie, czy tylko niektére spo-
$rod nich moga przyczynia¢ sie do kardioprotekcji
spowodowanej treningiem fizycznym.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach osiggnieto znaczacy postep w okreslaniu
mechanizméw odpowiedzialnych za kardioprotekcje spowo-
dowana treningiem fizycznym. Jednak wiele pytan z tego za-
kresu nadal pozostaje bez odpowiedzi i wymaga przeprowa-
dzenia dalszych badan. W dotychczasowych badaniach eks-
perymentalnych wykazano, ze regularne dawki ¢wiczer chro-
nig serce przed uszkodzeniem IR na wszystkich etapach,
tacznie z MI. Obecnie precyzyjny mechanizm odpowiedzial-
ny za kardioprotekcje indukowana treningiem nie jest jasny.
Rozwaza sie licznych kandydatéw tej kardioprotekgji. Na
podstawie dotychczasowych badan sposréd tych mechani-
zmobw sugeruje sie, ze wzrost aktywnosci enzymoéw antyok-
sydacyjnych, w tym MnSOD, i wzrost ekspresji sarcoK-ATP
odgrywaja wazna role w kardioprotekcji wywotanej wysitkiem.
W ostatnio przeprowadzonych badaniach wykazano, ze mi-
tochondria uczestnicza w adaptacji biochemicznej serca,
w odpowiedzi na trening wytrzymatosciowy, prowadzac do
zmniejszenia podatnosci kardiomiocytéw na apoptoze spo-
wodowang wolnymi rodnikami tlenowymi. Jednak mechani-
zmy zachodzace w mitochondriach pozostaja nieznane
i wymagaja dalszych badan [5]. Nadal nie wiadomo, czy har-
towanie niedokrwieniem i hartowanie wysitkiem fizycznym
to wynik tego samego endogennego mechanizmu kardiopro-
tekcyjnego. Mechanizmy 1 i Il fazy hartowania niedokrwie-
niem sa do$¢ dobrze poznane. Wydaje sie, ze dla Il fazy pro-
tekcji wazne sg iNOS, COX-2 i enzymy antyoksydacyjne. Na
podstawie dotychczasowych badari eksperymentalnych udziat
iNOS i COX-2 w hartowaniu wysitkiem jest kontrowersyjny,
natomiast wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych
jest wspdlny dla obu form kardioprotekgji. By¢ moze istnieja
tez inne mechanizmy odpowiedzialne za ten rodzaj kardio-
protekgji, jednak wymaga to przeprowadzenia dalszych ba-
dan w tym zakresie.
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Conditioning the heart in cardiac surgery
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Streszczenie

Zabieg kardiochirurgiczny wiaze sie z uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym miesnia sercowego. Wzbudzenie me-
chanizméw endoprotekcyjnych, takich jak hartowanie niedokrwieniem, hartowanie reperfuzja i hartowanie na odlegtos¢,
wydaje sie oczywistym kierunkiem dziatai zmierzajacych do ochrony migsnia sercowego w trakcie operacji. Niemniej mimo
niemal 20 lat, jakie minety od pierwszej préby planowego hartowania migsnia sercowego w kardiochirurgii, mechanizmy te
nie doczekaly sie powszechnego zastosowania klinicznego. Wyniki uzyskiwane przez r6znych autoréw sa dos¢ rozbiezne,
a czasem wrecz sprzeczne. W niniejszej pracy streszczono proby klinicznego wykorzystania hartowania w kardiochirurgii,
w tym préby farmakologicznego wzbudzenia opornosci na szkode niedokrwienno-reperfuzyjna.

Stowa kluczowe: kardiochirurgia, niedokrwienie/reperfuzja, hartowanie niedokrwieniem, hartowanie reperfuzja, hartowanie
na odlegfos¢, hartowanie farmakologiczne

Abstract

Cardiac surgery is associated with ischaemic and reperfusion injury to the myocardium. It seems natural to seek a possibility
of inducing the natural endoprotective mechanisms known as myocardial conditioning, including preconditioning, postcon-
ditioning, and remote conditioning. Still, in spite of almost 20 years of research in the field, we are far from routine wide-
spread usage of these methods, with published reports describing quite various, and often contradictory results. Current
review summarises the trials of using the conditioning in cardiac surgical practice including pharmacological manipulations to

induce resistance to ischaemia-reperfusion.

Key words: cardiac surgery, ischaemia/reperfusion, ischaemic preconditioning, ischaemic postconditioning, remote

preconditioning, pharmacological preconditioning

WSTEP

W ciagu ostatnich 20 lat poznano liczne mechanizmy endo-
protekcyjne zwane hartowaniem (conditioning), czyli meto-
dy wzbudzania naturalnej odpornosci na szkode niedokrwien-
no-reperfuzyjng w miesniu sercowym [1]. S3 to kolejno: har-
towanie niedokrwieniem (ischaemic preconditioning), zaréw-
no ostre, jak i op6éznione (SWOP, second window of
preconditioning), hartowanie reperfuzja (ischaemic postcon-
ditioning) oraz hartowanie na odlegfos¢ (remote ischaemic pre-
conditioning). Sa to mechanizmy ogélnoustrojowe, dotycza-
ce nie tylko serca, ale rowniez wielu innych narzagdéw (méz-
gu, nerek, watroby, jelit itp.).
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Chociaz hartowanie jest podstawowym zjawiskiem fizjo-
logicznym i daje sie je wywotac eksperymentalnie u cztowie-
ka, jak dotad nie znalazfo ono powszechnego zastosowania
w warunkach klinicznych. W wypadku zawatu serca oczywi-
sta trudnos¢ polega na tym, Ze pacjent moze zosta¢ poddany
interwencji dopiero po zr6znicowanie dtugim okresie trwa-
nia niedokrwienia. Zastosowanie moga mie¢ wiec jedynie
strategie oparte na hartowaniu przez reperfuzje i ewentual-
nie hartowaniu przez reperfuzje na odlegtosc.

Wydaje sie natomiast, ze interwencje, w trakcie ktérych
wywotuje sie planowo okres niedokrwienia i reperfuzji, takie
jak przezskorna plastyka wieficowa, a przede wszystkim za-
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bieg kardiochirurgiczny, moga by¢ bardzo dobrym celem
dziatari ochronnych opartych na zjawiskach hartowania —
mechanicznego czy farmakologicznego. Trzeba jednak pa-
mieta¢, ze uszkodzenie migsnia sercowego w trakcie opera-
cji kardiochirurgicznych wiaze sie nie tylko ze szkoda niedo-
krwienno-reperfuzyjna, ale réwniez z innymi czynnikami, jak
embolizacja naczyh wieficowych czy uszkodzenie mechanicz-
ne zwiazane z manipulacjami w trakcie operacji. W praktyce
kardiochirurgicznej obecnie stosuje sie metody ochronne oparte
glownie na stosowaniu kardioplegii. Nalezatoby wiec wykazac,
ze zastosowanie dziatai ochronnych opartych na hartowaniu
doprowadzi do dalszego zmniejszenia uszkodzenia w poréw-
naniu z dotychczas uzywanymi technikami.

HARTOWANIE NIEDKRWIENIEM

W 1993 r. Yellon i wsp. [2] po raz pierwszy wykazali mozli-
wos¢ hartowania niedokrwieniem w operacjach kardiochi-
rurgicznych. Sposrod 14 pacjentéw poddanych pomostowa-
niu naczyn wieficowych u 7 wywotywali hartowanie za po-
mocg dwdch 3-minutowych okreséw niedokrwienia (zakle-
mowania aorty) z 2-minutowa reperfuzja. W grupie kontrolnej
temu okresowi odpowiadato 10 min krazenia pozaustrojo-
wego bez klemowania aorty. Nastepnie wykonywano zespo-
lenie wiericowe w trakcie 10-minutowego okresu zaklemo-
wania aorty z wywotanym elektrycznie migotaniem komor.
U wszystkich pacjentéw 3-krotnie wykonywano biopsje Sciany
przedniej mig$nia sercowego: na poczatku, po okresie harto-
wania oraz po zaklemowaniu. Zawarto$¢ ATP w miesniu ser-
cowym po 10 min zaklemowania byta 2-krotnie wyzsza
w grupie poddanej hartowaniu [2].

W tej samej grupie wykazano, ze taki sam protokét har-
towania skutkowat takze obnizeniem stezenia troponiny T
w surowicy, w okresie pooperacyjnym u pacjentéw podda-
nych rewaskularyzacji naczyn wiericowych (réznica byta zna-
mienna dopiero 72 h po operagji) [3].

Réwniez inni autorzy wykazali, ze hartowanie przez nie-
dokrwienie prowadzi do zmniejszenia uwalniania troponiny
przez miesier sercowy w nastepstwie operacji rewaskulary-
zacji naczyn wiencowych z zastosowaniem techniki przery-
wanego zaklemowania, z migotaniem komér, i to zaréwno
w normotermii, jak i umiarkowanej hipotermii [4].

Teoh i wsp. [5] wykazali rowniez przewage hartowania
przez niedokrwienie nad kardioplegia krystaliczna typu St Tho-
mas 2, gdy chodzi o uwalnianie troponiny T. Nie dokonano
jednak takich poréwnan z kardioplegia krwista.

W pismiennictwie mozna znalez¢ rozbiezne wyniki do-
tyczace korzysci z zastosowania hartowania przez niedokrwie-
nie jako dodatkowej ochrony migsnia sercowego opartej na
kardioplegii. Liczne doniesienia na temat korzysci z zastoso-
wania hartowania niedokrwieniem w postaci 2 cykli 2 min
niedokrwienia z 3-minutowa reperfuzjg przed pomostowa-
niem naczyi wieficowych, z zastosowaniem zimnej, krwi-
stej, przerywanej kardioplegii pochodzg z Uniwersytetu Tam-

pere w Finlandii. Wu i wsp. [6] wykazali, ze hartowanie po-
prawia czynno$¢ prawej i lewej komory [7] po zabiegu ope-
racyjnym, a takze zmniejsza czesto$¢ wystepowania komo-
rowych zaburzen rytmu (VT/VF) [8] oraz migotania przed-
sionk6w [9], i to zaréwno bezposrednio po operacji, jak row-
niez 24 h pézniej, co moze sugerowac indukcje drugiego okna
kardioprotekcji. Hartowanie nie prowadzito jednak do zmniej-
szenia uwalniania troponiny | czy CK-MB.

Wielokierunkowe dziatanie ochronne hartowania niedo-
krwieniem (2 X 2 min niedokrwienia/3 min reperfuzji) opisata
rowniez grupa z Chin [10]. Prace tych badaczy s o tyle cieka-
we, ze dotycza pacjentéw poddawanych operacjom wieloza-
stawkowym, ze zdecydowanie dtuzszym (Sr. 110 min) czasem
niedokrwienia niz w wypadku rewaskularyzacji serca. Badacze
ci wykazali, ze 2 cykle 2-minutowego niedokrwienia i 3-minu-
towej reperfuzji przed zaklemowaniem aorty z zastosowaniem
zimnej kardioplegii krystalicznej poprawiaja kurczliwo$¢ miesnia
sercowego, zwiekszaja zawartos¢ ATP w miesnidwce i zmniej-
szaja uwalnianie CK-MB w okresie pooperacyjnym.

W pi$miennictwie mozna znalez¢ réwniez prace wska-
zujace na brak jakichkolwiek pozytywnych efektéw harto-
wania niedokrwieniem w trakcie zabiegéw kardiochirurgicz-
nych, a nawet ostrzegajace przed mozliwymi negatywnymi
skutkami hartowania. Na przyktad, brak korzysci ze stosowa-
nia hartowania (3 min niedokrwienia/2 min reperfuzji oraz
5 min niedokrwienia/5 min reperfuzji) obserwowaty grupy
z Frangji [11] i Finlandii [12]. W obu wypadkach stwierdzono
wrecz tendencje do wyzszych stezeii enzyméw sercowych
(CK-MB, troponina T) w surowicy krwi w okresie pooperacyj-
nym w wyniku hartowania. Charakterystyczne jest, ze w obu
tych doniesieniach stosowano ciagfa, krwista, ciepfa kardio-
plegie jako metode ochrony miesnia sercowego, co moze
oznacza¢, ze uraz niedokrwienny, zwiazany z zaklemowa-
niem aorty, w obu badaniach byt dos¢ niewielki.

Niewatpliwie rozbieznosci w obserwowanych (lub nie-
obserwowanych) efektach hartowania przez niedokrwienie
w trakcie zabiegéw kardiochirurgicznych w réznych donie-
sieniach moga wynika¢ z r6znorodnosci stosowanych metod
ochrony mie$nia sercowego (przerywane zaklemowanie
v. kardioplegia) oraz odmiennych protokotéw samej kardio-
plegii (cieptav. zimna, krwista v. krystaliczna, ciagta v. przery-
wana), jak i z faktu, ze stosowane protokoty hartowania r6z-
nig sie miedzy badaniami. Ponadto istniejg doniesienia, ze
samo zastosowanie krazenia pozaustrojowego moze wzbu-
dza¢ ochrone oparta na mechanizmach typowych dla harto-
wania [13]. Dlatego tez dalsze hartowanie serca, na krazeniu
pozaustrojowym, moze nie by¢ mozliwe.

Ochronny efekt hartowania niedokrwieniem w zabiegach
pomostowania naczyi wieficowych bez krazenia pozaustro-
jowego wykazata grupa z Uniwersytetu Tampere w Finlandii.
Hartowanie obejmowato 2 cykle zamkniecia tetnicy zstepuja-
cej przedniej na 2 min z 3-minutowa reperfuzja [14]. Grupa ta
wielokrotnie badata hartowanie niedokrwieniem, réwniez
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w zabiegach w krazeniu pozaustrojowym z uzyciem zimnej,
przerywanej, krwistej kardioplegii [6-9], ale jedynie w zabie-
gach bez krazenia autorzy wykazali — oprécz poprawy kurcz-
liwosci — istotny spadek stezenia uwolnionej po operagji tro-
poniny | i tendencje do nizszych stezeih CK-MB.

W 2008 r. opublikowano metaanalize badan dotycza-
cych hartowania niedokrwieniem w kardiochirurgii [15].
Wszystkie randomizowane badania dostepne w pismiennic-
twie, dotyczace hartowania, skupiaty sie na udowodnieniu
stusznosci koncepcji i jako gtféwne punkty koficowe wybie-
rano w nich gféwnie parametry biochemiczne lub czynno-
Sciowe. W metaanalizie skupiono si¢ na klinicznych punk-
tach koricowych. W nastepstwie analizy wynikéw 22 badan
obejmujacych 933 pacjentéw stwierdzono, ze hartowanie
niedokrwieniem prowadzi do znaczacego zmniejszenia licz-
by arytmii komorowych (OR: 0,11; 95% Cl: 0,04-0,29), za-
potrzebowania na leki inotropowe (OR: 0,34, 95% CI: 0,17—
-0,68) i skrocenia pobytu na oddziale intensywnej terapii po-
operacyjnej (o srednio 3 h; 95% Cl: 4,6-1,5 h). Efekty doty-
czyly pacjentéw operowanych z zastosowaniem kardioplegii,
ale nie chorych operowanych z uzyciem przerywanego za-
klemowania aorty z migotaniem komor.

Warto tez zwréci¢ uwage, ze technika przerywanego
zaklemowania aorty z migotaniem komor najpewniej sama
w jakim$ stopniu wykorzystuje zjawisko hartowania niedo-
krwieniem. Pierwsze zaklemowanie aorty prowadzi do znacz-
nego spadku wewnatrzkomérkowego stezenia ATP, ale przy
kolejnych zaklemowaniach stezenie ATP spada tylko nie-
znacznie i nie wystepuje ogluszenie. Mozna réwniez wykazac
na modelu zwierzecym, ze efekt ochronny przerywanego za-
klemowania aorty daje sie zablokowac¢ inhibitorami kinazy biat-
kowej C i antagonistami mitochondrialnego kanatu K, .,
sg typowymi posrednikami procesu hartowania [16].

Brak powszechniejszego zastosowania hartowania nie-
dokrwieniem w praktyce klinicznej mozna ttumaczy¢ wielo-
ma czynnikami. Po pierwsze, chirurdzy niechetnie stosuja

ktore

protokét formalnego hartowania przez niedokrwienie, gdyz
przedfuza on operacje i krazenie pozaustrojowe. Po drugie,
inwazyjne hartowanie przez klemowanie i odklemowywanie
aorty wywoluje dodatkowe ryzyko powiktan zatorowych. Po
trzecie, na podstawie dotychczasowych doniesierr trudno
ustali¢ jednoznacznie wiasciwy protokét hartowania (dtugos¢
okresu niedokrwienia i reperfuzji, liczba powtérzen), a za-
réwno zbyt tagodny, jak i za bardzo nasilony bodziec hartu-
jacy moga nie skutkowa¢ dodatkowa ochrona. W koncu,
,dodatkowa korzy$¢” moze nie by¢ tatwo osiagalna przy za-
stosowaniu wspotczesnych metod ochrony miesnia sercowe-
go. Ponadto wziewne anestetyki moga same wywiera¢ dzia-
tanie hartujace, uniemozliwiajac jego dalsze nasilenie. Warto
tez pamietac, ze istnieje wiele watpliwosci co do mozliwosci
hartowania miesnia sercowego w starszym wieku czy u 0séb
plci zenskiej, co budzi liczne zastrzezenia dotyczace sensow-
nosci stosowania hartowania Srédoperacyijnie.

HARTOWANIE FARMAKOLOGICZNE

Zastrzezenia dotyczace inwazyjnej natury srédoperacyjnego
,mechanicznego” hartowania niedokrwieniem skutkowaty
poszukiwaniem innych mozliwosci hartowania miesnia ser-
cowego. Jedng z nich jest hartowanie farmakologiczne. Pole-
ga ono na stosowaniu srodkéw, o ktérych wiadomo, Ze sty-
muluja poszczegdlne ogniwa szlakéw sygnatowych zwiaza-
nych z hartowaniem niedokrwieniem, a ich stosowanie in-
vitro czy na modelach zwierzecych wywotuje stan odpornosci
na szkode niedokrwienno-reperfuzyjna, nasladujacy skutki
klasycznego hartowania.

Jednym z pierwszych srodkéw badanych pod katem
mozliwosci wywotania hartowania farmakologicznego w trak-
cie operacji kardiochirurgicznej byta adenozyna. W 1995 r.
przeprowadzono mate randomizowane badanie w grupie
14 pacjentéw z frakcja wyrzutowa ok. 30%, poddanych po-
mostowaniu naczyn wieficowych w tréjnaczyniowej choro-
bie wieficowej [17]. Siedmiu pacjentéw otrzymato wlew ade-
nozyny 250-350 ug/kg przez 10 min, poprzedzajacych kra-
Zenie pozaustrojowe; wszyscy otrzymali zimna, przerywana,
krwista kardioplegie. Pacjenci hartowani wlewem adenozy-
ny po operacji charakteryzowali sie lepszym wskaznikiem
sercowym i uwolnito sie u nich znacznie mniej CPK w ciagu
pierwszych 24 h po operacji. Efekty te zostaty nastepnie po-
twierdzone przez innych badaczy. Mentzer i wsp. [18] prze-
prowadzili badanie, w ktérym zrandomizowali 253 oséb do
3 grup: otrzymujacej zimna, krwistg kardioplegie bez dodat-
kow, z dodatkiem 500 uM adenozyny i wzbogacong 2 mM
adenozyny. Pacjentom otrzymujacym wzbogacona kardio-
plegie podano dodatkowo wlew adenozyny 200 ug/kg/min
10 min przed zaklemowaniem aorty i 15 min po jej odkle-
mowaniu. Autorzy wykazali, ze wysoka dawka adenozyny
byta zwiazana z mniejsza liczba ztozonego punktu koficowe-
go (zgon lub zawat albo IABP badz uzycie adrenaliny lub uzy-
cie wysokiej dawki dopaminy w okresie pooperacyjnym) [18].
Niestety, podawanie wysokich stezeri adenozyny wiazato sie
z duzymi spadkami ci$nienia tetniczego, co utrudniato jej sto-
sowanie.

W celu unikniecia zaburzet hemodynamicznych pro-
bowano zastapi¢ adenozyne agonista receptora adenozyny
A1, jednak nie wykazano korzysci z jego zastosowania [19].
W duzym badaniu klinicznym Mangano i wsp. [20] zrando-
mizowali 2698 os6b poddanych pomostowaniu aortalno-
wieficowemu w 54 osrodkach, miedzy placebo a wlewem
akadezyny (modulator endogennej adenozyny) przez 7 h,
wraz z jej dodaniem do kardioplegii. Pacjenci, ktérzy otrzy-
mali akadezyne, odniesli korzys¢ tylko wowczas, jezeli wy-
stapit u nich zawat okotooperacyjny. Akadezyna zmniejszyta
Smiertelnos¢ w tej podgrupie z 27,8% do 6,5%.

Innym autakoidem, ktéry jest mimetykiem hartowania,
a usitowano go zastosowac w praktyce, jest bradykinina. Grupa
z Uniwersytetu Tampere w Finlandii [21] w badaniach, w kto-
rych pacjentom przed krazeniem pozaustrojowym podawa-
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no 7-minutowy wlew bradykininy (25 ug), wykazata, ze ob-
nizata ona pooperacyjne stezenie CK-MB (ale nie troponiny
1), nie wplywajac réwnoczesnie na poprawe czynnosci serca
po operacji. Na podstawie zmniejszenia stosunku stezer IL-8
do IL-10 autorzy wywnioskowali, ze bradykinina obnizata re-
akcje zapalna po operacji. Rbwnoczes$nie zaobserwowano
znaczace spadki cisnienia tetniczego, ktére byly zwiazane
z podawaniem bradykininy.

Ta sama grupa zastosowata réwniez diazoksyd (domnie-
many aktywator mitochondrialnego kanatu K, ) w dawce 1,5
mg/kg w ciagu 5 min z 5-minutowym okresem wyptukania
dozylnie przed krazeniem pozaustrojowym, wykazujac po-
prawe czynnosci serca w okresie pooperacyjnym, bez obni-
Zenia stezenia CK-MB [22] oraz efekt przeciwzapalny (obni-
zenie stosunku IL-6 do IL-10 oraz IL-8 do IL-10).

Roéwniez grupa autoréw niniejszej pracy badata mozli-
wosc¢ zastosowania diazoksydu w ochronie miesnia sercowe-
go w trakcie operacji kardiochirurgicznych. Pierwotnie usta-
lono optymalne stezenie ochronne diazoksydu przeciw szko-
dzie niedokrwienno-reperfuzyjnej w ludzkiej migsniéwce ser-
ca in vitro [23] i wykazano, ze dziatanie protekcyjne
diazoksydu jest najwieksze, gdy stosuje sie go w trakcie nie-
dokrwienia [24]. Dziafanie to, jak si¢ wydaje, zalezy nie tylko
od aktywacji mitochondrialnych kanatéw K, [24]. Nastep-
nie przeprowadzono randomizowang prébe kliniczng w gru-
pie 40 chorych, stosujac w niej diazoksyd jako dodatek do
cieptej, przerywanej, krwistej kardioplegii w stezeniu 100 uM
[25]. Takie zastosowanie diazoksydu nie wywotywato zabu-
rzeri hemodynamicznych. W grupie leczonej diazoksydem
zaobserwowano szybszy powrét metabolizmu tlenowego
miesnia sercowego do normy w okresie reperfuzji. Stwier-
dzono réwniez lepsza czynno$¢ migénia sercowego w okre-
sie pooperacyjnym oraz obnizenie stezenia NT-proBNP, bez
wptywu diazoksydu na niskie w obu grupach pooperacyjne
stezenia CK-MB i troponiny I. W materiale biopsyjnym wy-
kazano, ze diazoksyd zapobiega obrzekowi mitochondriéw,
kt6ry obserwowano w grupie kontrolnej.

Lekami o szczeg6lnej pozycji wsrod mediatoréw harto-
wania farmakologicznego sa anestetyki. O ile dziatanie
ochronne wziewnych anestetykdéw na miesieft sercowy —
i to zarbwno zapobiegajace ogluszeniu, jak i zmniejszajace
obszar martwicy — opisano do$¢ dawno, o tyle dowody na
to, ze te efekty s zwigzane ze szlakami typowymi dla harto-
wania pojawity sie znacznie pézniej. W warunkach ekspery-
mentalnych wykazano, Ze leki te moga aktywowac szlaki
odpowiedzialne za hartowanie, w tym wywotywac fosforyla-
cje Akt, translokacje kinazy biatkowej C, zahamowanie mPTP,
a w ich dziataniu ochronnym role odgrywaja wolne rodniki
tlenowe. Wyniki wielu prac dostepnych w pismiennictwie sg
sprzeczne. W czesci z nich wskazano na zmniejszanie uwal-
niania markeréw martwicy miesnia sercowego, a w innych
— tylko na poprawe czynnosci miesnia sercowego w okresie

pooperacyjnym [26]. Metaanaliza 32 badan klinicznych (2841
pacjentéw) potwierdzifa, ze sewofluran i desfluran obnizaja
stezenie troponiny | po zabiegach pomostowania aortalno-
wieficowego w poréwnaniu ze znieczuleniem dozylnym. Jed-
nak nie udato sie wykaza¢ statystycznie istotnego spadku
$miertelnosci czy liczby zawaléw okotooperacyjnych, jak row-
niez poprawy w zakresie innych, klinicznie istotnych punk-
tow koncowych [27].

HARTOWANIE NA ODLEGLOSC

Jeszcze inng metoda, ktéra pozwala uniknaé hartowania jako
inwazyjnej procedury zwiazanej z klemowaniem i odklemowy-
waniem aorty, jest hartowanie na odlegtos¢. Zjawisko to pozwa-
la na wywotanie odpornosci na uszkodzenie niedokrwienno-
reperfuzyjne wskutek przejsciowego niedokrwienia odlegfego
narzadu, takiego jak nerka, jelito czy koriczyna. Chociaz me-
chanizm, w ktérym dochodzi do hartowania odlegtego narza-
du, nie jest jasny, wiadomo, ze uczestnicza w nim te same prze-
kazniki co w klasycznym hartowaniu niedokrwieniem. Réwniez
nie ma pewnosci co do sposobu przekazywania informacji
z niedokrwionego narzadu do odlegtego narzadu (np. serca), ktory
podlega hartowaniu. Postulowano obecnos¢ zaréwno nerwo-
wych, jak i humoralnych drég przekaznictwa.

Pierwsze zastosowanie tej metody w trakcie kardiochi-
rurgii miato miejsce u dzieci poddawanych zabiegom korek-
cyjnym [28]. Siedemnascioro dzieci poddano hartowaniu po-
przez 4 cykle po 5 min niedokrwienia koriczyny dolnej (na-
dmuchany mankiet do pomiaru ci$nienia). Grupe kontrola
stanowito 20 dzieci. Po operacji stwierdzono nizsze stezenia
troponiny I, mniejsze zapotrzebowanie na leki inotropowe
i nizsze opory oddechowe u dzieci poddanych hartowaniu.

Hausenloy i wsp. [29] opublikowali nastepnie 2 badania
potwierdzajace pozytywne efekty hartowania na odlegfos¢
w kardiochirurgii dorostych. Badacze stosowali 3 cykle 5-mi-
nutowego niedokrwienia kofczyny gérnej u 27 pacjentéw
(30 stanowito grupe kontrolng) poddanych pomostowaniu
aortalno-wieficowemu z zastosowaniem przerywanego za-
klemowania aorty lub kardioplegii, wykazujac ponad 40-pro-
centowy spadek stezenia troponiny | w 72 h po zabiegu
w grupie leczonej. Ta sama grupa [30] powtérzyta badanie
u 45 chorych poddanych pomostowaniu aortalno-wierico-
wemu z zastosowaniem zimnej, przerywanej, krwistej kar-
dioplegii, ponownie wykazujac, ze hartowanie na odlegtos¢
obniza stezenie troponiny w okresie pooperacyjnym.

Niedawno opublikowano wyniki wiekszego badania ran-
domizowanego (284 pacjentéw), poréwnujacego efekty har-
towania na odlegtos¢ za pomoca 3 okreséw 5-minutowego
niedokrwienia konczyny goérnej ze standardowa kardiople-
gia. W przeciwienstwie do wczesniejszych, mniejszych ba-
dan, nie wykazano ani mniejszego uwalniania troponiny T,
ani poprawy hemodynamiki, ani lepszej funkcji nerek czy ptuc
pod wptywem hartowania na odlegtos¢ [31].
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HARTOWANIE REPERFUZJA

Jeszcze jedna metoda hartowania, ktéra mozna zastosowac
w trakcie zabiegu kardiochirurgicznego, jest hartowanie re-
perfuzja. W 2007 r. Luo i wsp. [32] opisali badanie u 24 dzie-
ci operowanych z powodu tetralogii Fallota. Dzieci, u kt6-
rych w okresie reperfuzji 2-krotnie zaklemowano i odklemo-
wano aorte na okres 30 s, charakteryzowato mniejsze uszko-
dzenie migsnia sercowego po operacji, potwierdzone nizszym
stezeniem troponiny T i CK-MB oraz mniejszym zapotrzebo-
waniem na leki inotropowe. Ta sama grupa badaczy [33]
w 2 innych badaniach wykazata mniejsze zapotrzebowanie
na leki inotropowe i nizsze uwalnianie enzyméw sercowych
u dzieci poddanych operacji wad wrodzonych z uzyciem zim-
nej, krwistej kardioplegii oraz u dorostych poddanych opera-
cjom wad zastawkowych z uzyciem takiej samej protekgji [34].

PODSUMOWANIE

W wielu badaniach wykazano mozliwo$¢ zastosowania r6z-
nych form hartowania w trakcie zabiegéw kardiochirurgicz-
nych. Jednoczesnie czesci badaczy nie udalo sie potwierdzi¢
klinicznie istotnego efektu hartowania. Jeden z probleméw
moze polegac¢ na tym, ze badania zazwyczaj sa prowadzone
u pacjentéw z grup niskiego ryzyka, gdzie obecnie stosowa-
ne metody kardioprotekcji zapewniaja bardzo dobre wyniki
kliniczne. Mozliwe, ze grupa, ktéra moze odnies¢ najwiek-
sze korzysci z zabiegéw hartowania, sa pacjenci poddawani
bardziej ztozonym i dtugotrwatym zabiegom, a takze chorzy
z podwyzszonym ryzykiem oraz operowani w ostrym zespo-
le wiericowym czy poddawani reperacjom. Nalezy wiec prze-
prowadzi¢ duze badania randomizowane u pacjentéw z grup
podwyzszonego ryzyka, jesli hartowanie w zabiegach kardio-
chirurgicznych ma znalez¢ swoje miejsce w praktyce klinicz-
nej jako wartosciowa metoda postepowania, a nie tylko cieka-
wostka znamiennie przedtuzajaca i komplikujaca zabieg, nie-
znacznie wplywajaca na wymierne efekty operacji.

Konflikt interesow: nie zgtoszono
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Czy kazde serce mozna zahartowac?
Wplyw wieku i chorob wspotistniejacych

Can any heart be preconditioned? Influence of aging and comorbidities on cardioprotection

Maria Bilinska
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Streszczenie

Krétkie epizody niedokrwienia i reperfuzji, poprzedzajace dtuzsze niedokrwienie i reperfuzje (hartowanie niedokrwieniem)
lub zastosowane na poczatku reperfuzji (hartowanie reperfuzja), uruchamiaja endogenny mechanizm protekcyjny uodpar-
niajacy serce na negatywne skutki niedokrwienia i reperfuzji. W niniejszej pracy oméwiono wptyw choréb wspétistniejacych

i wieku na zjawisko hartowania miesnia sercowego.

Stowa kluczowe: hartowanie serca, przerost serca, niewydolnos¢ serca, cukrzyca, starzenie

Abstract

There is experimental and clinical evidence showing that brief episodes of ischaemia and reperfusion applied either prior to
prolonged ischaemia (ischaemic preconditioning), or at the onset of reperfusion (postconditioning) have the ability to protect
the heart against ischaemic-reperfusion injury. The aim of this review is to discuss whether this endogenous protective mechanism
is effective in the aging heart and in patients with co-morbidities.

Key words: ischaemic preconditioning, cardiac hypertrophy, heart failure, diabetes, ageing

WSTEP

Krétkie epizody niedokrwienia i reperfuzji, poprzedzajace
dtuzsze niedokrwienie i reperfuzje (HN, hartowanie niedo-
krwieniem) lub zastosowane na poczatku reperfuzji (HR, har-
towanie reperfuzja), uruchamiajg endogenny mechanizm kar-
dioprotekcyjny uodparniajacy serce na negatywne skutki nie-
dokrwienia i reperfuzji [1, 2].

Dotychczas wiekszos¢ publikacji dotyczy HN i pocho-
dzi z badan eksperymentalnych, ktére byty prowadzone wsréd
zdrowych zwierzat. Nieliczne prace dotycza hartowania serc
z patologia wywotang w modelu zwierzecym (przerost serca,
cukrzyca) [3-5].

Roéwnoczesnie, patrzac na zjawisko hartowania z punk-
tu widzenia cztowieka, trzeba uwzgledni¢ obecnos¢ wielu
czynnikéw ryzyka i choréb wspétistniejacych, ktore nie tylko
sprzyjaja rozwojowi choroby niedokrwiennej serca (CAD), ale

Kardiol Pol 2011; 69, supl. Ill: 85-88

moga tez zaktéca¢ endogenna kardioprotekcje. Ideatem by-
toby wiec wynalezienie srodkéw farmakologicznych, ktére
mogtyby nie tylko nasladowa¢, ale tez wzmacnia¢ endogen-
ne zjawisko hartowania serca. Problem polega na tym, ze
wcigz sfabo poznany jest molekularny mechanizm tego zja-
wiska. Wiadomo jedynie, ze kluczowa role w procesie HN
spefniaja mitochondria i Zze proces ten zaczyna sie od pobu-
dzenia receptorow btony komérkowej zwigzanych z biatkiem
Gi przez substancje uwalniane w trakcie krétkiego niedokrwie-
nia (adenozyna, noradrenalina, bradykinina, opioidy itp.),
a dalej sygnat jest przekazywany do zlokalizowanych w bfo-
nie wewnetrznej mitochondriéw kanatéw potasowych zalez-
nych od ATP (mito K, ), ktérych aktywacja skutkuje zwigk-
szong produkcja wolnych rodnikéw tlenowych (WRT) [6, 7].

Z kolei WRT, aktywujac szereg kinaz biatkowych, w tym
kinaze C (PKC) oraz kinazy wczesnej protekgji (RISK, reperfu-
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sion injury salvage kinases), zapobiegaja otwarciu tzw. mega-
kanatow (MPTP, mitochondrial permeability transition pore)
w reperfuzji, ktére maja byc¢ efektorem HN.

W praktyce klinicznej HN mozna obserwowac u pacjen-
tow z anging wysitkowa (warm-up phenomenon, first effort
angina), a takze u chorych poddanych angioplastyce wierico-
wej (PTCA) lub operacji pomostowania tetnic wieficowych
(CABQ) [7, 8].

Ponadto krotki, 24-72-godzinny wywiad boléw w klatce
piersiowe]j (prodromal angina) poprzedzajacych dokonanie
zawatu serca (MI) moze uruchamia¢ endogenne mechani-
zmy hartujace serce, ktérych konsekwencja jest mniejsza
Smiertelno$¢ szpitalna, a takze rzadsze wystepowanie takich
powikfan, jak niewydolno$¢ serca i wstrzas kardiogenny [9].

Pozostaje pytanie, czy mozna zahartowa¢ kazde serce
narazone na skutki niedokrwienia i jaki wptyw na urucho-
mienie tego zjawiska maja choroby wspdtistniejace oraz sto-
sowane leki.

W pracy oméwiono kolejno niektére problemy klinicz-
ne i choroby wspétistniejace, mogace wptywac na endogen-
ne zjawisko hartowania u os6b z CAD: (1) przerost miesnia
sercowego; (2) pozawatowa niewydolnos¢ serca; (3) cukrzy-
ca; (4) wiek > 65. rz.

PRZEROST MIESNIA SERCOWEGO

Przerost miesnia sercowego jest najczesciej konsekwencja nad-
cisnienia tetniczego, ale moze takze towarzyszy¢ innym scho-
rzeniom, takim jak: stenoza zastawki aortalnej, MI, choroby
nerek, otytos¢. Obecno$¢ czynnikow stymulujacych przerost
miocytéw prowadzi do zmian na poziomie molekularnym,
a w konsekwencji do zmiany wielkosci i ksztattu serca (cardiac
remodelling), ktorych nastepstwem jest dysproporcja miedzy
gruboscia miesnia a gestoscig naczyn krazenia wieficowego,
co prowadzi do zmniejszenia rezerwy wieficowej, mimo obec-
nosci droznych tetnic nasierdziowych. Wiadomo, ze obecnos¢
echokardiograficznych (ECHO) cech przerostu migsnia serco-
wego (wskaznik masy lewej komory) jest, poza wiekiem, naj-
silniejszym i niezaleznym czynnikiem ryzyka zdarzen serco-
wo-naczyniowych, w tym zgonu z powodu CAD i nagfego zgo-
nu, a takze niewydolnosci serca i udaru mézgu [10, 11].

Czy zatem bedaca nastepstwem przerostu przebudowa
na poziomie molekularnym, a w konsekwencji zmiana czynno-
Sci kardiomiocytéw wptywa na jego zdolno$¢ do hartowania?

Z badan eksperymentalnych wynika, ze przerost spowo-
dowany przeciazeniem cisnieniowym, prowadzac do morfo-
logicznych i biochemicznych zmian w sercu, zwigksza po-
datno$¢ miesnia na nieodwracalne uszkodzenie w czasie nie-
dokrwienia i reperfuzji [12]. Réwnoczesnie obnizenie warto-
Sci ciSnienia tetniczego za pomoca inhibitorow enzymu
konwertujacego angiotensyne sprzyja regresji przerostu
i zwigksza odpornos¢ migsnia sercowego na bodzce uszka-
dzajace. Warto podkresli¢, ze czas utrzymywania sie nadcis-
nienia tetniczego, a takze starzenie sie¢ zwierzat mogg nieza-
leznie wptywac na utrate zjawiska HN w modelu zwierze-

cym. Ochronny efekt HN zaobserwowano w sercach szczu-
row z genetycznie uwarunkowanym nadcisnieniem, ale je-
dynie u zwierzat mtodszych (do 7.-8. miesiaca zycia) i w ser-
cach z zachowang funkcja kurczliwg [3, 4].

Ostatnio opublikowano prace kliniczna, w ktérej Takeu-
chi i wsp. [13] oceniali wptyw 48-godzinnego wywiadu bo-
6w w klatce piersiowej poprzedzajacego Ml Sciany przed-
niej na wielko$¢ martwicy zawatowej u chorych z nadcisnie-
niem tetniczym i przerostem lewej komory. Okazato sie, ze
efekt hartujacy sygnalizowanych bélem epizodéw niedo-
krwiennych poprzedzajacych MI wystepowat jedynie u cho-
rych z prawidfowymi wartosciami ci$nienia tetniczego i bez
cech przerostu w badaniu ECHO.

POZAWALOWA NIEWYDOLNOSC SERCA
Badania kliniczne potwierdzaja, ze przebyty Ml istotnie wpty-
wa na rokowanie u pacjentéw z chorobami uktadu sercowo-
naczyniowego [14]. Mimo powszechnie stosowanych zabie-
géw przywracajacych droznosc tetnicy odpowiedzialnej za
zawal wystepowanie niewydolnosci serca w tej grupie cho-
rych systematycznie wzrasta [11]. Nasuwa sie zatem pytanie,
czy w sercu ,pozawatlowym” sa zachowane endogenne me-
chanizmy kardioprotekcyjne, ktére chronig je przed nieko-
rzystnymi skutkami niedokrwienia i reperfuzji. Wiadomo
obecnie, ze konsekwencja martwicy zawatowej jest przebu-
dowa miesnia sercowego, charakteryzujaca sie zmianami w
zakresie liczby i wymiaréw kardiomiocytéw (w sercu poza-
watowym przerost wzdtuzny jest silniejszy niz poprzeczny),
zwiekszonym wi6knieniem, a takze zmianami molekularny-
mi w samych miocytach, co uposledza ich zdolno$¢ do akty-
wagcji skurczu [15]. Zmiany strukturalne i molekularne serca
,pozawatowego” moga zatem zakféci¢ przekazywanie sygna-
tow istotnych dla aktywacji mechanizméw kardioprotekceyj-
nych. Z badan eksperymentalnych wynika, ze przebyty Ml i
przebudowa serca uniemozliwiaja ograniczenie rozlegtosci Ml
za pomoca zjawiska HN, podczas gdy zachowane jest harto-
wanie za pomoca takich srodkéw farmakologicznych, jak dia-
zoksyd, znany jako aktywator mito K, ., [16]. Prawdopodobna
przyczyna utraty zdolnosci hartowania jest zmniejszona ak-
tywacja PKC, gdyz zahamowanie przebudowy za pomoca
walsartanu, antagonisty receptora AT1 dla angiotensyny I,
przywracato aktywno$¢ PKC i zdolnos¢ wywotywania HN [17].
Ponadto badania przeprowadzone na beleczkach izolo-
wanych z miesnia prawego przedsionka pobranych od cho-
rych z zachowang (> 50%) i uposledzona frakcja wyrzutowa
(EF < 30%) lewej komory wykazaty, ze jedynie w beleczkach
pobranych z serc z EF > 30% zaobserwowano istotnie mniej-
sze uwalnianie kinazy kreatynowej (CPK), jezeli przed dtuzsza
hipoksja i reoksygenacja (imitujaca niedokrwienie i reperfu-
zje) zastosowano krotka hipoksje i reoksygenacje [16].
Mozna zatem przypuszcza¢, ze w niewydolnym sercu,
zarébwno w modelu zwierzecym, jak i u cztowieka, zaburzo-
ne jest przekazywanie sygnatéw z receptora pobudzonego
przez agoniste na efektor, ktérym prawdopodobnie sa MPTP.
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CUKRZYCA

Z badan epidemiologicznych wynika, ze cukrzyca jest nieza-
leznym czynnikiem ryzyka CAD, a u chorych z juz rozpo-
znana CAD niekorzystnie wptywa na rokowanie po dokona-
nym MI [18]. Nie mozna wykluczy¢, Zze to wieksza podat-
no$¢ miesnia sercowego na uszkodzenie w czasie niedokrwie-
nia i reperfuzji z powodu utraty endogennego zjawiska HN
odpowiada za wieksza $miertelnos¢ z przyczyn sercowo-na-
czyniowych u chorych na cukrzyce, a takze za wiecej powi-
ktan, w tym wieksza Smiertelnos¢, w ostrym MI.

Badania przeprowadzone u réznych gatunkéw zwierzat,
z cukrzyca wywotang eksperymentalnie (alloksan, streptozo-
cyna) i trwajaca co najmniej 2 tygodnie, potwierdzajg, ze za-
rowno HN, jak i HR nie hartowaty serca poddanego niedo-
krwieniu i reperfuzji [19].

Podobnie obserwacje kliniczne potwierdzaja, ze u cho-
rych z cukrzyca i CAD sa uposledzone mechanizmy kardio-
protekcyjne. Zaréwno angina przedzawatowa, jak i HN przed
PTCA nie ograniczaly rozlegtosci martwicy zawatowej, nie
zapobiegaly reperfuzyjnym zaburzeniom kurczliwosci, nie
zmniejszaly tez Smiertelnosci w ostrym MI [20].

Pozostaje pytanie, czy i w jaki sposéb sama cukrzyca wpty-
wa na zjawisko hartowania? Z badan eksperymentalnych wyni-
ka, ze przekazywanie sygnatéw w cukrzycy moze by¢ zaburzo-
ne na wielu etapach kaskady HN. Jedna z mozliwych przyczyn
,niewydolnej” endogennej kardioprotekgji jest dysfunkcja ka-
natéw mito K, .. Okazato sie, ze podanie diazoksydu uniemoz-
liwiato wywotanie HN u pacjentéw z cukrzyca, podczas gdy
aktywatory PKC i kinaz aktywowanych przez mitogeny (MAPK,
mitogen-activated protein kinases) zachowaty zdolno$¢ harto-
wania [5, 21]. Réwnoczesnie u 0séb bez cukrzycy zastosowanie
diazoksydu skutkowato aktywacja mito K, , ktérej nastepstwem
jest niewielki wzrost mitochondrialnej produkcji WRT, niezbed-
nego elementu w kaskadzie HN, oraz mniejsze obftadowanie
mitochondriéw jonami wapnia w czasie reperfuzji.

Warto zaznaczy¢, ze tylko mito K, ., a nie K, , zlokalizo-
wane w bfonie komérkowej biorg udziat w hartowaniu serca.
Jezeli zatem aktywowane (otwarte) mito K, , odpowiadaja za
HN, to ich blokada moze uniemozliwi¢ hartowanie miesnia
sercowego. | tu pojawia sie problem terapii chorych na cu-
krzyce typu 2 za pomoca pochodnych sulfonylomocznika
(SNM), ktére blokujac K, , komérek beta trzustki, zwiekszajg
uwalnianie insuliny [22]. Réwnoczesnie SNM moga bloko-
wac zaréwno btonowe, jak i mito K, , w innych tkankach, w
tym w komoérkach miesnia sercowego i w komérkach miesni
gladkich naczyn.

Z dotychczas opublikowanych prac wynika, ze $miertel-
nos¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych byta wieksza u cho-
rych leczonych starsza generacja SNM (tolbutamid, gliben-
klamid) w poréwnaniu z pacjentami leczonymi insuling [23].
Badania kliniczne potwierdzajg niekorzystny wptyw nieselek-
tywnych SNM na HN. Przewlekia terapia glibenklamidem u
0s6b z wysitkowa CAD i cukrzyca typu 2 znosita hartujacy
wplyw pierwszego dodatniego testu wysitkowego, a u pacjen-

téw leczonych PTCA z powodu MI zwiekszafa Smiertelnos¢
po zabiegu [24, 25].

Woprowadzenie nowej generacji pochodnych SNM (gli-
mepirid), wykazujacych duzg selektywnos$¢ wobec komérek
beta trzustki, moze poprawi¢ bezpieczenstwo chorych na
cukrzyce typu 2. Wykazano, ze przewlekfa terapia glimepiri-
dem nie wptywata na zdolnos¢ wywotywania HN u oséb z
cukrzyca poddanych PTCA [26]. Stosujac zatem SNM, trze-
ba pamieta¢, ze zaréwno cukrzyca, jak i leki moga dziata¢
synergistycznie na mito K, ., a w konsekwencji utrudniac pro-
ces hartowania. Ponadto blokada btonowych K, ,, wptywa-
jac na czas trwania potencjatu czynnosciowego w kardiomio-
cytach, moze maskowac uniesienie odcinka ST w EKG i utrud-
nia¢ rozpoznanie MI [25].

WIEK
Z badan epidemiologicznych wynika, ze $Smiertelnos¢ z po-
wodu CAD i Ml wzrasta istotnie u os6b > 65.rz. [8, 11, 27].

Wsréd przyczyn zwiazanego z wiekiem, niekorzystnego
rokowania wymienia sie m.in.: czestsze wystepowanie czyn-
nikow ryzyka CAD (nadcisnienie tetnicze, hiperlipidemia,
cukrzyca), przebudowe uktadu sercowo-naczyniowego cha-
rakteryzujaca sie zwiekszeniem masy miesnia sercowego,
uposledzeniem jego funkgji skurczowej i rozkurczowej, a tak-
ze pogorszeniem, zaleznej od $rédbtonka, zdolnosci rozkur-
czowej naczyn. Jednak mechanizm tej przebudowy nie zo-
stat do korica wyjasniony.

Z badan eksperymentalnych wynika, ze zwigzana z wie-
kiem zwiekszona produkcja WRT i zmniejszona aktywnos¢
enzymow antyoksydacyjnych (dysmutaza nadtlenkowa, kata-
laza, peroksydaza glutationowa) moze prowadzi¢ do oksyda-
cyjnej modyfikacji biatek, w tym enzymow, lipoprotein i DNA,
aw konsekwencji do pogorszenia funkgji kardiomiocytow [27].
Ponadto waznym nastepstwem stresu oksydacyjnego jest de-
strukcja mitochondriéw i upo$ledzona synteza ATP.

Sam wiek moze zatem zwieksza¢ podatno$¢ serca na
uszkodzenie w czasie niedokrwienia i reperfuzji poprzez zanik
endogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych. Pozostaje
pytanie, czy mozliwe jest zahartowanie ,starczego” serca?

Wyniki dotychczasowych badan eksperymentalnych nie
sa jednoznaczne i zaleza od gatunku badanych zwierzat.
Niemniej potwierdzono, ze wiek moze niekorzystnie wpty-
wac na funkcje wielu kluczowych elementéw kaskady kar-
dioprotekcyjnej, takich jak PKC i mitochondrialna koneksy-
na 43 [28].

Z kolei u os6b starszych angina przedzawatowa jako kli-
niczna forma HN ani nie zmniejszata Smiertelnosci szpitalnej
w ostrym MI, ani tez nie poprawiata 5-letniego przezycia
w poréwnaniu z osobami < 65 rz. [27]. Podobnie u starszych
pacjentéw z anging wysitkowa, a takze u chorych poddanych
PTCA lub CABG nie obserwowano efektu ochronnego HN[29].

Nalezy jednak podkresli¢, Zze zastosowanie silnego bodzca
hartujacego moze usprawni¢, obnizony z wiekiem, endogen-
ny mechanizm kardioprotekcyjny [30].

www.kardiologiapolska.pl



S 88

Maria Bilinska

Wydtuzenie czasu trwania krétkiego niedokrwienia przed
PTCA, ze 120 do 180 s, przywracato jego hartujacy wptyw
u chorych > 70. rz. Ponadto regularna aktywnos¢ fizyczna
zwiekszata odpornos¢ serca ,starczego” na negatywne skutki
niedokrwienia i reperfuzji. Wéréd korzysci wymienia sie m.in.
zahamowanie zwiazanej z wiekiem niekorzystnej przebudo-
wy miesnia sercowego, wzrost aktywnosci enzyméw antyok-
sydacyjnych (dysmutaza nadtlenkowa), synteze biatka szoku
cieplnego (heat shock protein) oraz odbudowe zasobéw no-
radrenaliny w miesniu sercowym, ktéra jest niezbedna do
wywotywania HN [27, 30]. Ponadto ograniczenie podazy
kalorii w diecie réwniez przywracafo obnizong u starszych
zwierzat zawarto$¢ noradrenaliny w miesniu sercowym oraz
jej uwalnianie z zakonczen adrenergicznych w odpowiedzi
na bodziec hartujacy [30].

Obserwacje kliniczne potwierdzaja, ze zaréwno regular-
ny wysitek fizyczny, jak i normalizacja masy ciafa przywracaty
hartujacy wptyw anginy przedzawafowej u 0séb > 65.rz.[27].

Podsumowujac, warto podkresli¢, ze wysitek fizyczny
tacznie z dieta dziataja synergistycznie na zdolno$¢ wywoty-
wania HN u zwierzat i u ludzi. Zmiana stylu zycia, zwfaszcza
uoséb > 65. rz., jest zatem niezbedna dla zachowania spraw-
nosci endogennych mechanizméw kardioprotekcyjnych.

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie nowych metod leczenia MI, majacych na celu
szybkie udroznienie zamknietej tetnicy, istotnie poprawito
rokowanie u chorych z CAD. Nalezy jednak pamieta¢, ze
szybkie przywrécenie doptywu krwi do niedokrwionych tka-
nek wiaze sie z ryzykiem reperfuzyjnego uszkodzenia serca.
Szczegoblnie istotne jest zachowanie sprawnosci endogennych
mechanizméw zabezpieczajacych serce przed niekorzystny-
mi nastepstwami niedokrwienia i reperfuzji. Wiadomo obec-
nie, ze wiek, a takze choroby wspétistniejace, takie jak nad-
cisnienie tetnicze, niewydolnos¢ serca, cukrzyca, moga inge-
rowa¢ w endogenne mechanizmy kardioprotekcyjne u pa-
cjentéw z CAD. Jednoczesnie u oséb zdrowych > 65. rz.
regularna aktywnosc fizyczna w pofaczeniu z dietg przywra-
cata ochronny, obnizony z wiekiem, wptyw HN. Zatem u
chorych, ktérych serca sa szczegélnie narazone na negatyw-
ne skutki niedokrwienia, konieczna jest modyfikacja stylu zycia
oraz intensywne leczenie czynnikéw ryzyka CAD. Jedno-
czes$nie poznanie molekularnego mechanizmu hartowania,
a w konsekwencji mozliwos¢ jego farmakologicznego nasla-
dowania, moze stworzy¢ nowe podstawy terapii standw kli-
nicznych przebiegajacych z ostrym niedokrwieniem miesnia
sercowego.
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Streszczenie

Apelina jest niedawno odkrytym biologicznie czynnym peptydem wystepujacym w kilku postaciach izoformicznych, beda-
cych agonistami dla sierocego receptora APJ. Zaréwno apeling, jak i jej receptory wykryto w mézgu oraz w wielu narzadach
obwodowych. W ukfadzie sercowo-naczyniowym wystepuje ona w sercu, w Srédbfonku oraz w komérkach miesni gtadkich
naczyn. Dziafajac na kardiomiocyty, apelina wywiera wptyw inotropowy dodatni. W $rédbfonku uwalnia tlenek azotu, po-
Sredniczacy w jej dziataniu naczyniorozszerzajacym, podczas gdy jej bezposredni wptyw na miesnie gladkie naczyn prowa-
dzi do ich skurczu. Apelina wchodzi w interakcje z innymi zwiazkami regulujagcymi cisnienie tetnicze, m.in. z angiotensyna
Il i wazopresyng oraz z uktadem wspétczulnym. Szczegblng uwage poswieca sie mozliwosci jej korzystnego dziafania w
nadcisnieniu tetniczym, poczatkowych stadiach niewydolnosci serca (HF), a takze w chorobie niedokrwiennej serca. Synteza
apeliny w adipocytach pozwala zaliczy¢ ja do adipokin. Wytwarzanie apeliny w tkance ttuszczowej wzrasta w otytosci i pod
wptywem insuliny, dlatego wydaje sie, ze moze ona odgrywac istotna role w patogenezie otyfosci z towarzyszaca insulino-
opornoscig. U pacjentéw z cukrzyca typu 2 apelina poprawia tolerancje glukozy w poczatkowych etapach choroby. Do
pefnej oceny fizjologicznego znaczenia apeliny i jej roli w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego i zaburzeniach metabo-
licznych konieczne sa jednak dalsze badania.

Stowa kluczowe: apelina, receptor APJ, uktad sercowo-naczyniowy, zaburzenia metaboliczne

Abstract

Apelin is a recently discovered biologically active peptide present in several isoforms that are agonists for orphan receptor
APJ. Apelin and APJ receptor were found in the central nervous system and in different peripheral tissues. In the cardiovascu-
lar system the peptide is present both in the heart and in the endothelium and smooth muscles cells of the vascular wall.
Acting on cardiomyocytes apelin exerts positive inotropic effect, in the endothelium it releases nitric oxide, which mediates
its vasodilatory action, while acting directly on smooth muscles cells it causes vasoconstriction. Apelin interacts with other
compounds regulating blood pressure; for instance with angiotensin I, vasopressin, and with the sympathetic nervous sys-
tem. Special attention is focused on the possibility of positive role of apelin in hypertension, initial stages of heart failure and
ischaemic heart disease. Synthesis of apelin in adipocytes permits to include this peptide among adipokines. In the adipose
tissue its production is increased in obesity and by insulin. It appears that apelin may play essential role in pathogenesis of
insulin-resistant obesity. In patients with type 2 diabetes apelin improves glucose tolerance in initial stages of the illness.
However, further experimental and clinical studies are required for full evaluation of significance of positive and negative
aspects of the role of apelin in the cardiovascular and metabolic diseases.
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WSTEP

Apeline odkryto pod koniec lat 90. XX wieku w Scianie prze-
wodu pokarmowego. Wkrétce okazafo si¢, ze wystepuje ona
w licznych narzadach, m.in. w sercu, ptucach, nerkach i tkan-
ce tluszczowej oraz w moézgu, co wskazywato na jej plejotro-
powe dziatanie regulacyjne. Prace doswiadczalne i kliniczne,
w ktérych badano zmiany stezenia endogennej apeliny w
réznych stanach fizjologicznych i patologicznych lub efekty
jej dziatania, wskazuja na jej udziat w regulacji funkcji uktadu
sercowo-naczyniowego, pokarmowego, immunologicznego,
gospodarki wodno-elektrolitowej, a takze w embriogenezie i
rozwoju narzadow w zyciu ptodowym. Podjeto badania nad
rolg apeliny w stanach patofizjologicznych, takich jak: nadci-
$nienie tetnicze, HF, otytos¢, cukrzyca typu 2, a takze w cho-
robie wrzodowej, osteoporozie, zakazeniu wirusem HIV.

PEPTYDY UKLADU APELINERGICZNEGO

Po raz pierwszy apeling wyizolowali w 1998 r. Tatemoto
i wsp. z nabtonka gruczotowego zotadka wotu jako 77-ami-
nokwasowy peptyd (preproapelina, apelina 77). Ta sama grupa
badaczy wykazata, ze 36-aminokwasowy C-koncowy frag-
ment wykrytego zwiazku jest agonistg dla odkrytego wcze-
Sniej sierocego receptora APJ [1]. N-koncowy fragment apeli-
ny wptywa prawdopodobnie z kolei na proces interakcji
ligandu z receptorem. Stwierdzono, ze stopniowe odcinanie
aminokwaséw od N-korca przyspiesza dysocjacje peptydu
od receptora APJ. Gen kodujacy apeline zlokalizowano na
chromosomie X w pozycji Xq25-26.1. Ekspresje mRNA dla
apeliny stwierdzono w nerkach, sercu, ptucach, gruczole sut-
kowym i w tozysku. W ukfadzie sercowo-naczyniowym wy-
stepuje ona w sercu, w $rodbfonku oraz w komérkach mie-
$ni gtadkich naczyi. Preproapelina (apelina 77) jest prekur-
sorem nie tylko apeliny 36, ale takze apeliny 17 (apelina
61-77) oraz apeliny 13 (apelina 66-77), zwiazkéw o duzej
aktywnosci biologicznej (ryc. 1). W badaniach in vitro oraz
in vivo najczesciej stosuje sie postac glutamylowa apeliny 13,
charakteryzujaca sie najdtuzszym okresem poéttrwania [2, 3].

RECEPTOR AP]

Gen dla receptora APJ, odkryty w 1993 r. przez O’'Dowd
i wsp. [4], znajduje sie¢ w chromosomie 11 w pozycji 11q12.
Receptor AP) wykazuje znaczna analogie do receptora AT,
dla angiotensyn, jednak angiotensyna Il (Ang Il) nie powo-
duje jego aktywacji. Wykazano, ze receptor APJ nalezy do
rodziny siedmiodomenowych receptoréw transbfonowych
sprzezonych z biatkiem G (GCPRs). Obecnos¢ receptora
APJ stwierdzono w strukturach osrodkowego ukfadu ner-
wowego, m.in. w jadrach podwzgdrza, hipokampie i prze-
grodzie oraz w szyszynce i przysadce. Receptory APJ wy-
kryto takze w narzadach obwodowych, m.in. w ptucach
i sercu. Szczegblnie duza aktywnos¢ receptorow AP)
wykazano w $rédbtonku naczyh nerkowych i ptucnych,

Gen kodujacy apeling

(1) Insulina, ANG Il, TNF-¢, otytos¢,
odwodnienie
| (}) Glikokortykosteroidy

Apelina 77 Preproapelina

Modyfikacja potranslacyjna

v
Apelina 36

Apelina 17 Peptydy aktywne biologicznie

Apelina 13
ACE2

Peptydy nieaktywne biologicznie
(< 12 aminokwaséw)

Rycina 1. Synteza, modyfikacja potranslacyjna oraz metabolizm
apeliny; Ang Il — angiotensyna II; ACE2 — enzym konwertujacy
typu 2; TNF-a — czynnik martwicy nowotworow «

a takze w krazeniu wieficowym, wsierdziu oraz w miesniach
gtadkich naczyn [2, 3].

INTERAKCJA APELINA-RECEPTOR AP]
Podstawowy szlak transdukcyjny zwiazany z dziafaniem apeli-
ny w $rédbtonku naczyniowym charakteryzuje sie wspotdzia-
taniem receptora AP) z biatkiem Gi. Przytaczenie sie ligandu
(apeliny) do receptora AP) pobudza kinaze fosfatydyloinozy-
tolowa 3 (PI3K), ktéra z kolei aktywuje kinaze biatkowa B
(biatko Akt). Fosforylacja i aktywacja srédbfonkowej syntazy
tlenku azotu (eNOS) prowadzi do uwolnienia tlenku azotu
(NO) oraz cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP),
wpltywajacych relaksacyjnie na migsniéwke naczyin. W pro-
cesach patologicznych przebiegajacych z uszkodzeniem $rod-
btonka naczyniowego receptory APJ obecne w bfonie komé-
rek srodbtonkowych sa mniej aktywne. Apelina faczy sie
wowczas w wiekszym stopniu z aktywnymi receptorami AP
w miesniach gladkich naczyn. Kaskada sygnatéw, ktéra naste-
puje w konsekwengji tego procesu, rozpoczyna sie od wsp6t-
dziatania receptoréw APJ z biatkiem Gi. Dochodzi do pobudze-
nia kinazy biatkowej typu C (PKC), ktéra nastepnie aktywuje wy-
mienniki Na*/H* (NHE) oraz 3Na*/Ca** (NCX). W pobudzonej
komorce prowadzi to do dokomdrkowego naptywu jonéw Ca**.
Konsekwencja wzmozonego dokomérkowego pradu wapnio-
wego jest alkalizacja srodowiska wewnatrzkomérkowego oraz
zwiekszona podatno$¢ miofilamentéw na jony Ca** i fosforyla-
cja tancuchow lekkich miozyny (ryc. 2). Wzrost aktywnosci wy-
miennika Na*/H* i 3Na*/Ca’* wydaje sie odpowiadac takze za
40% inotropowego dodatniego dziatania apeliny [3].
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KREW

AP)

GD

PI3K—— Akt

eNOS
Llarg———NO

Uszkodzony
Srodbtonek

Prawidtowy
srédbtonek

Miesnie gtadkie

ROZKURCZ NACZYN

SKURCZ NACZYN

Rycina 2. Interakcja apeliny z receptorem APJ w naczyniach z
prawidtowym i uszkodzonym srodbtonkiem; Akt (biatko Akt) —
kinaza biatkowa B; AP — apelina; APJ — receptor apeliny; CG
— cyklaza guanylanowa; cGMP — cykliczny guanozynomono-
fosforan; DAG — diacyloglicerol; eNOS — syntaza tlenku azotu;
Gi — hamujace biatko G; GTP — trifosforan guanozyny; IP, —
trifosforan inozytolu; L-arg — L-arginina; NO — tlenek azotu;
PI3K — kinaza fosfatydyloinozytolowa 3; PKC — kinaza
biatkowa typu C; PLC — fosfolipaza C

APELINA W UKLADZIE
SERCOWO-NACZYNIOWYM

Synteza apeliny i receptoréw APJ w ukfadzie sercowo-na-
czyniowym rozpoczyna sie juz w zyciu pfodowym. Badania
na modelach zwierzecych dowiodly, ze apelina stanowi
gléwny mediator w procesie réznicowania sie uktadu ser-
cowo-naczyniowego, m.in. poprzez swoéj wptyw na prolife-
racje komérek srédbtonka oraz kardiomiocytéw [5]. Praw-
dopodobnie apelina jest takze czynnikiem angiogennym.
Podczas rozwoju postnatalnego ekspresja receptoréw AP)
wzrasta w miesniu sercowym oraz w Srodbtonku duzych i
matych naczyn [6].

Rola apeliny w fizjologii uktadu sercowo-naczyniowego
nie zostala w petni poznana. Wyniki badan obwodowego
dziafania apeliny, wykonanych w warunkach in vivo na zwie-
rzetach, nie sa jednoznaczne. Prawdopodobnie rozbiezno-
Sci sa spowodowane stosowaniem przez badaczy niejedna-
kowych srodkéw znieczulajacych, ktére w zréznicowany spo-
sob wptywaja na aktywnos¢ uktadu autonomicznego. Moga
tez sie wigzac ze stosowaniem réznych dawek i postaci izo-
formicznych apeliny przez rozmaicie dtugi czas. Stwierdzo-
no np., ze w niewielkiej dawce (< 20 ug/kg mc.) apelina mia-
ta dziatanie hipotensyjne, powodowane pobudzeniem syn-
tazy NO. Dawki apeliny kilku- lub kilkunastokrotnie wyzsze
wywotywaly wzrost ci$nienia tetniczego, najprawdopodob-

niej poprzez aktywacje wymiennikéw Na*/H* i 3Na*/Ca**
w miesnidéwee tetnic [7]. W opublikowanych dotychczas pra-
cach apelina zwiekszafa czesto$¢ rytmu serca lub nie wpty-
wala na jej warto$¢ w istotny sposéb. Niewiele wiadomo tak-
ze o oSrodkowym dziataniu apeliny. W pojedynczych pra-
cach prowadzonych na normotensyjnych szczurach opisano
wzrost ci$nienia tetniczego z towarzyszagcym wzrostem cze-
stosci skurczow serca [8]. Inna natomiast grupa badaczy nie
obserwowata zmiany parametréow hemodynamicznych po
dokomorowym podaniu apeliny [9].

Wykazano inotropowy dodatni wptyw apeliny na uktad
sercowo-naczyniowy. Apelina 16 zwigkszata kurczliwos¢ izo-
lowanych serc szczurzych, osiagajac 70% efektu maksymal-
nego izoprenaliny [2]. Zblizone wyniki uzyskano w badaniach
in vivo na szczurach zdrowych i na zwierzetach z HF [10].
Uwaza sig, ze inotropowo dodatnie dziatanie apeliny wigze
sie z aktywacja lekkiego faricucha miozyny bedaca efektem
pobudzajacego wptywu apeliny na PKC [3].

Apelina a uktad angiotensynergiczny

Woptyw apeliny na uktad sercowo-naczyniowy jest czescio-
wo zalezny od interakcji z uktadem renina—angiotensyna
(RAS). Interakcja apeliny z receptorem AP) powoduje pobu-
dzenie tych samych szlakéw wewnatrzkomérkowych co in-
terakcja angiotensyny Il z receptorem AT, , a budowa apeliny
wykazuje homologie w sekwencji aminokwaséw do fragmen-
tu angiotensynogenu i podobng do niego ekspresje narza-
dowa i tkankowa. Ponadto apelina podobnie do angiotensy-
ny | i Il jest podatna na dziafanie enzymu konwertujacego
typu 2 (ACE2), ktoéry przeksztafca jg w posta¢ nieaktywna
poprzez odciecie od jej C-koiica fenyloalaniny (ryc. 1). Bez-
posrednich dowoddw na zachodzace interakcje miedzy ukta-
dem apelinergicznym a angiotensynergicznym dostarczaja
badania przeprowadzone na szczurach. Zwierzeta z HF, le-
czone przewlekle telmisartanem, bedacym antagonistg recep-
tora AT,, wykazywaty wzrost ekspresji apeliny i receptoréw
APJ [11]. U szczuréw z uwarunkowanym genetycznie nadci-
Snieniem tetniczym (SHR) zaobserwowano znaczacy spadek
aktywnosci apeliny i receptoréw AP) z towarzyszacym wzro-
stem mRNA receptora AT, w aorcie i migsniu sercowym [12].

Apelina a uktad wazopresynergiczny

Badania histochemiczne wskazuja na mozliwos$¢ udziatu ape-
liny w regulacji wydzielania wazopresyny. Apelina i wazo-
presyna sa magazynowane w pecherzykach neuronéw wa-
zopresynergicznych jader podwzgoérza. Uwalnianie obu neu-
ropeptydéw zachodzi pod wptywem wytadowan elektrycz-
nych, o réznej czestotliwosci, wptywajacych na zmiany
wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw wapnia [13].

W nerce stwierdzono wysoka aktywnosc¢ apeliny i recep-
torow APJ w naczyniach prostych rdzenia [14], ktére wyka-
zuja réwniez wysoka ekspresje receptoréw V, dla wazopre-
syny oraz pefnig zasadnicza funkcje w regulacji gospodarki
wodnej i sodowej organizmu [15].
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APELINA W ZABURZENIACH CZYNNOSCI
UKEADU SERCOWO-NACZYNIOWEGO

Apelina w nadcisnieniu tetniczym

U pacjentéw z nadci$nieniem pierwotnym stwierdzono ob-
nizenie stezenia apeliny w osoczu [16]. Badania przeprowa-
dzone na szczurach szczepu SHR wykazaty spadek ekspres;ji
genu dla receptora APJ oraz obnizenie stezenia apeliny w
osoczu, komorach serca i w aorcie w poréwnaniu z normo-
tensyjnymi szczurami szczepu WKY. U szczuréw SHR pod-
danych wysitkowemu treningowi fizycznemu zaobserwowa-
no wzrost aktywnosci apeliny i receptoréw AP w mig$niu
sercowym.

Rola apeliny w niewydolnosci serca

U pacjentéw z HF opisano spadek stezenia apeliny w oso-
czu. Proces ten przebiega niezaleznie od klasy czynnoscio-
wej NYHA czy tez frakcji wyrzutowej lewej komory [3]. Dal-
sze badania dowiodly, Ze stezenie apeliny wzrasta w poczat-
kowym stadium HF, po czym obniza sie wraz z postepem
choroby. Jednak minimalne wahania stezenia apeliny w oso-
czu u pacjentéw z HF wykluczaja mozliwos¢ wykorzystania
jej jako markera do oceny stopnia zaawansowania choroby
[3, 17]. Obnizenie stezenia apeliny we krwi u 0s6b z zaawan-
sowana HF moze czesciowo wynikac z zaleznosci jej steze-
nia w osoczu od czynnosci nerek. Wykazano, ze u pacjen-
tow ze schytkowa HF poddanych terapii resynchronizacyjnej
stezenie apeliny w osoczu wzrasta [18].

Apelina a zawal serca

Na podstawie badan wykonanych zaréwno u ludzi, jak
i u zwierzat, wykazano, ze w ostrej fazie zawatu serca, poza-
watowe]j HF oraz niestabilnej chorobie niedokrwiennej serca
dochodzi do obnizenia stezenia apeliny w osoczu [19, 20].

Apelina w innych schorzeniach serca

U pacjentéw z samoistnym napadowym migotaniem przed-
sionkéw zaobserwowano ujemna korelacje miedzy obnize-
niem sie stezenia apeliny a stezeniem proBNP w osoczu [21].
Spadek stezenia apeliny we krwi byt widoczny réwniez u
pacjentéw z ciezka sSrodmiazszowa choroba ptuc i prawidtowa
funkcja serca, a takze u os6b z idiopatycznym ciezkim nadci-
$nieniem ptucnym oraz pacjentéw ze schytkowa HF. Porow-
nanie wszystkich grup badawczych dowiodto, ze ujemna
korelacja miedzy stezeniem apeliny a N-koficowego fragmen-
tu mozgowego peptydu natriuretycznego (NT-proBNP) w
osoczu wystepowata gféwnie u chorych z nadcisnieniem ptuc-
nym i ciezkg HF. Dzieki tym spostrzezeniom mozliwe wyda-
je sie wykorzystanie apeliny jako markera pomocnego w r6z-
nicowaniu dusznosci pochodzenia sercowego i ptucnego [22].

Kardioprotekcyjny wplyw apeliny
Dowodoéw na kardioprotekcyjne dziatanie apeliny dostarczyty
badania przeprowadzone na szczurach z uszkodzonym mie-

$niem sercowym, u ktérych dootrzewnowo podana apelina
poprawiata kurczliwos¢ lewej komory i obnizafa cisnienie
p6znorozkurczowe [23]. U szczuréw szczepu Lewis ekspre-
sja genu dla apeliny wzrastata podczas pierwszych 24 godzin
po dokonaniu zawatu serca, ale powracata do stanu wyjscio-
wego w ciagu 2 tygodni. Wykazano ponadto dodatnig kore-
lacje miedzy ekspresja genu dla apeliny a aktywnoscig czyn-
nika indukowanego przez hipoksje niedokrwienna (HIF-1).
Przypuszcza sie, ze jest to mechanizm adaptacyjny w odpo-
wiedzi na hipoksje. Bezposrednia reakcja na hipoksje wydaje
sie wzrost aktywnosci apeliny i receptoréw AP} w kardiomio-
cytach oraz w komérkach ttuszczowych, ktéry moze odgry-
wac role w pobudzaniu angiogenezy [24, 25].

APELINA A BILANS ENERGETYCZNY
Apelina nalezy do adipokinin, gdyz ekspresje jej MRNA stwier-
dzono w tkance ttuszczowej. Stezenie apeliny w tkance ttusz-
czowej wzrasta wraz z réznicowaniem sie adipocytow, po czym
w dojrzatych komérkach ttuszczowych dochodzi do jej eks-
presji. W tkance ttuszczowej na synteze apeliny wptywaja
przede wszystkim insulina, hormon wzrostu i czynnik martwi-
cy nowotwordw (TNF-a), ktory zwieksza stezenie mRNA ape-
liny, zaréwno w tkance ttuszczowej, jak i w osoczu. Hamujace
dziatanie wywieraja za$ glikokortykosteroidy (ryc. 1) [26].

Na podstawie doswiadczer stwierdzono, ze dokomoro-
wa, przewlekta infuzja apeliny 13 powodowata zwigkszenie
przyjmowania pokarmu i wzrost masy ciata u myszy [27].

APELINA A ZABURZENIA METABOLIZMU
Na podstawie doswiadczen stwierdzono, ze dieta wysoko-
tluszczowa zwieksza ekspresje receptoréw AP) w podwzgo-
rzu, natomiast dokomorowe podanie apeliny 13 u tych zwie-
rzat redukowato ekspresje wspomnianych receptoréw. U oty-
tych pacjentéw wykazano dodatnia korelacje miedzy masa
ciata a stezeniem apeliny i insuliny w osoczu. Badania prze-
prowadzone na otytych myszach z hiperinsulinemia wykaza-
ty, ze ekspresja mRNA apeliny zalezy nie tyle od otytosci, co
od stezenia insuliny. Myszy, u ktérych redukowano sekrecje
insuliny za pomoca streptozotocyny, wykazywaty drastyczny
spadek uwalniania apeliny przez tkanke ttuszczowa; efekt ten
ulegat odwrdceniu po podaniu insuliny. U tych samych zwie-
rzat dochodzito do obnizenia aktywnosci apeliny pod wpty-
wem glodzenia [26]. Wykazano, ze u myszy pozbawionych
genu dla apeliny podanie tego zwiazku zwieksza wrazliwo$¢
komdrek miesni szkieletowych na insuling, przeciwdziafajac
tym samym hiperinsulinemii. Istnieniu dodatniej zaleznosci
miedzy apeling a insuling wydaja sie przeciwstawia¢ badania
na komoérkach beta wyspiaka trzustki, w ktérych apelina ha-
mowata uwalnianie insuliny [28]. Badania przeprowadzone
w warunkach in vivo na myszach szczepu C57BL/6 potwier-
dzaja negatywny wptyw apeliny na sekrecje insuliny.

W badaniach na zwierzetach oceniano réwniez mozliwos¢
terapeutycznego oddziatywania apeliny w cukrzycy. Badania
na myszach z cukrzycg wykazaty podwyzszone stezenie apeli-
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ny w osoczu i obnizong ekspresje receptora AP) w aorcie. Po-
danie apeliny w celach terapeutycznych myszom z cukrzyca
wywotywato u nich zmniejszenie odpowiedzi naczyniozwe-
Zajacej na angiotensyne |l oraz zwigkszafo odpowiedz naczy-
niorozszerzajaca na acetylocholine za posrednictwem insuli-
nozaleznego szlaku PI3K/Akt/eNOS [29]. Znaczny wzrost ste-
zenia apeliny i insuliny w osoczu zaobserwowano u pacjen-
tow z cukrzyca typu 2. Podwyzszone stezenie apeliny w osoczu
w badanej grupie wykazywato dodatnig zaleznosc ze wskazni-
kiem masy ciafa, stezeniem glukozy i triglicerydéw, natomiast
ujemnga z wrazliwoscig na insuling [30].

PODSUMOWANIE

Dotychczasowe badania dostarczajg wielu interesujacych ob-
serwacji wskazujacych na udziat apeliny w regulacji cisnienia
tetniczego, przeptywu krwi, kurczliwosci miesnia sercowego i
gospodarki lipidowej oraz na istnienie zwiazku miedzy zabu-
rzeniami wydzielania i dziafania apeliny a patogeneza choréb
uktadu sercowo-naczyniowego oraz zaburzeniami metaboli-
zmu. Badania te wydaja sie bardzo obiecujace, jednak ze wzgle-
du na to, ze zostaly podjete stosunkowo niedawno, informa-
cje dostepne w pismiennictwie s3 zbyt fragmentaryczne, aby
mozna byto sformutowac jednoznaczne wnioski co do zna-
czenia ukfadu apelinergicznego i mozliwosci terapeutycznego
zastosowania agonistow lub antagonistow apeliny.
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Streszczenie

Stres oksydacyjny odgrywa istotna role w etiopatogenezie choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Zachwianie réwnowagi
miedzy czynnikami antyoksydacyjnymi a wolnymi rodnikami tlenowymi przyczynia sie do uszkodzenia srédbtonka i sprzyja
rozwojowi nadci$nienia tetniczego. Doktadne poznanie tych proceséw moze mie¢ duze znaczenie dla zapobiegania i leczenia
choréb sercowo-naczyniowych. W niniejszym artykule oméwiono role metylowanych arginin w patogenezie nadcisnienia
tetniczego, ktére sa obecnie obiektem powszechnego zainteresowania, a szlaki zwigzane z ich powstawaniem i metabolizo-
waniem sg coraz czesciej wskazywane jako potencjalne cele dla lekéw kardiologicznych.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, nadcisnienie tetnicze, ADMA, arginina

Abstract

Oxidative stress plays significant role in pathogenesis of cardiovascular diseases. Imbalance of antioxidants and reactive
oxygen species contributes to endothelium damage and leads to hypertension. The knowledge on these processes may
contribute to prevention and therapy of cardiovascular diseases. This paper describes the role of methylated arginines in
pathogenesis of arterial hypertension, which are nowadays object of wide research and pathways involved in their formation
and metabolism are often recognised as potential targets for cardiovascular drugs.

Key words: oxidative stress, hypertension, ADMA, arginine
Kardiol Pol 2011; 69, supl. 1ll: 94-99

WSTEP

Stres oksydacyjny odgrywa istotng role w etiopatogenezie
choréb uktadu sercowo-naczyniowego, a zainteresowanie jego
znaczeniem stale rosnie. Do stresu oksydacyjnego, czyli stanu
zaburzonej réwnowagi miedzy iloscia wytwarzanych reaktyw-
nych form tlenu (ROS, reactive oxigen species) a zdolnoscig
do ich usuwania, dochodzi w wyniku nadmiernej produkgji
ROS lub uszkodzenia mechanizméw obronnych. Zrédtem

reaktywnych form tlenu jest gtéwnie oddechowy taricuch mi-
tochondrialny, a takze oksydaza ksantynowa, oksydaza
NAD(P)H czy srédbtonkowa syntaza tlenku azotu (eNOS).
W fizjologicznych procesach metabolizmu komoérkowego
w Scianie naczyi krwionosnych tlen ulega przemianom z wy-
tworzeniem reaktywnych form, takich jak anion ponadtlen-
kowy (O,-) czy nadtlenek wodoru (H,0,). Wspomniana
powyzej oksydaza NAD(P)H zlokalizowana na réznych
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komérkach $ciany naczyn katalizuje powstanie O,- przez jed-
noelektronowa redukcje tlenu z uzyciem NAD(P)H lub NADH
i jest zdolna do wytworzenia duzej liczby wolnych rodnikéw
tlenowych. Enzym ten moze by¢ aktywowany przez angio-
tensyne Il, trombine, czynnik martwicy nowotworu (TNF-)
lub przez stres mechaniczny. Kazdy zywy organizm posiada
zdolno$¢ usuwania reaktywnych form tlenu i obrony przed
stresem oksydacyjnym. Obecnos¢ odpowiednich mechani-
zmow obronnych — enzymoéw oraz szlakéw metabolicznych
— pozwala utrzymac prawidtowy potencjat oksydoredukcyj-
ny wewnatrz komorek, a takze naprawia¢ szkody wyrzadzo-
ne przez ROS. Role antyutleniaczy w organizmie petnig en-
zymy — dysmutazy ponadtlenkowe (SOD), peroksydaza glu-
tationowa, katalazy i inne mniej poznane enzymy, jak np.
peroksydyny nalezace do rodziny ubikwityn, a takze zwiazki
matoczasteczkowe, np. tauryna.

Wolne rodniki tlenowe zwiekszaja ekspresje receptora
dla angiotensyny Il (AT1R), powoduja skurcz naczyn, a od-
dziatujac na nerki, przyczyniaja sie do retencji sodu i wody, a
w konsekwencji do wzrostu cisnienia tetniczego. Mimo ze
juz tylko te dwa mechanizmy moga by¢ odpowiedzialne za
rozwdéj nadcisnienia tetniczego, dziatanie ROS wydaje sie
bardziej ztozone. Reaktywne formy tlenu wzmagaja bowiem
reakcje zapalne, ktére — jak sie ostatnio podkresla — odpo-
wiadaja za dalszy wzrost cinienia tetniczego [1]. Wykazano,
ze ROS aktywuja prozapalne czynniki transkrypcyjne, takie
jak Nrf2, NF-kB czy AP1, ktére z kolei wptywaja na ekspresje
genéw zwigzanych z adhezjg molekut i chemokin odpowie-
dzialnych za gromadzenie komérek zapalnych. ROS uszka-
dzaja Srodbtonek, zwiekszajac w ten sposdb jego przepusz-
czalnos¢ dla lipoprotein, ktére w formie utlenowanej wzma-
gaja proces zapalny. Reaktywne formy tlenu wptywaja row-
niez bezposrednio na komérki zapalne, powodujac
uwalnianie cytokin przez limfocyty T. Ponadto makrofagi i
granulocyty moga wytwarza¢ ROS, amplifikujac w ten spo-
séb stres oksydacyjny [2].

METYLOWANE POCHODNE ARGININY IN VIVO
Znanym wskaznikiem zaburzen produkcji, a w konsekwengji
biodostepnosci NO, jest asymetryczna dimetyloarginina
(ADMA), ktéra jest endogennym, kompetytywnym inhibitorem
wszystkich trzech izoform syntazy tlenku azotu (NOS). Asy-
metryczna dimetyloarginina jest jedna z trzech metylowanych
arginin, ktére wystepuja w tkankach i ptynach ustrojowych
cztowieka. Kolejne to N-monometyloarginina (L-NMMA)
i symetryczna dimetyloarginina (SDMA). Metyloargininy po-
wstaja w wyniku hydrolizy biatek bogatych w reszty argininy,
gléwnie histonéw [3-5], a dokfadniej powstaja z biafek,
w ktorych reszty argininy sa poddane posttranslacyjnej mety-
lacji przez rodzing enzyméw — metylotransferaz (PRMT) —
obejmujaca 10 izoform nalezacych do dwoch klas (PRMT |
i PRMT 1I), obecnych w wiekszosci komoérek jadrzastych
[4, 5]. Uznaje sie, ze PMRT | wystepuja w organizmie powszech-

niej i wykazuja bardziej uniwersalne zdolnosci do metylowa-
nia arginin w réznych biatkach (dziatanie PRMT Il dotyczy
gléwnie histonow) [4]. Wykazano, ze ekspresja PRMT | w
komérkach srodbtonka zwieksza sie w odpowiedzi na stres
mechaniczny i sity Scinajace (shear stress), a takze wskutek
dziafania ROS [6]. Metylacja arginin posiada wielkie znacze-
nie biologiczne [7, 8]. Najlepiej poznane jest znaczenie me-
tylowania arginin w biatkach chromatyny. W przypadku hi-
stonéw proces ten jest jednym z elementéw tzw. epigene-
tycznej regulacji ekspresji genéw i wiaze sie z modulowaniem
dostepnosci DNA dla biatek prowadzacych transkrypcje i
naprawe uszkodzert DNA [7]. Zaburzenia epigenetycznej re-
gulacji ekspresji genéw coraz powszechniej uznaje sie za
jedne z gtéwnych czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi no-
wotworéw i przewlektych schorzeri cywilizacyjnych [9, 10].
Nalezy podkresli¢, ze metylacji podlegaja nie tylko biatka
chromatyny. Coraz wiecej dowoddéw wskazuje na wazng role
metylacji arginin w regulacji aktywnosci niektorych enzyméw
[11] i w umozliwianiu oddziatywar typu biatko-biatko uczest-
niczacych w wewnatrzkomérkowym przekazywaniu sygna-
tow i transkrypcji genéw, np. metylacji ulega receptor dla es-
trogenéw i wiele waznych czynnikéw transkrypcyjnych za-
angazowanych w reakcje zapalne i immunologiczne [8, 12—
15]. Nie do korica wiadomo, czy wytwarzanie ich jest state,
zmienia sie z aktywnoscig PRMT czy kluczowa role odgrywa
regulacja obrotu biatek w komérce. Sama synteza metyloar-
ginin przebiega zgodnie ze schematem: grupa metylowa prze-
noszona jest z S-adenozylometioniny na arginine z wytwo-
rzeniem metylowych pochodnych argininy oraz S-adenozy-
lohomocysteiny, ktéra w wyniku dalszych przemian zamie-
nia sie w homocysteine (ryc. 1). Chociaz obie klasy PRMT
przeprowadzaja reakcje pojedynczej metylacji argininy, do-
taczenie drugiej reszty metylowej zachodzi nieco inaczej w
przypadku klasy i [l. PRMT | odpowiadaja za asymetryczna,
a PRMT Il za symetryczng metylacje azotu w reszcie guani-
dynowej argininy, dlatego PRMT Il nalezy taczy¢ gléwnie z
produkcja SDMA, w mniejszym stopniu z L-NMMA, nato-
miast PRMT I, majaca zdolnoscia metylacji wielu biafek, taczy
sie z wytwarzaniem gtéwnie ADMA. Metyloargininy sa usu-
wane z organizmu w postaci niezmienionej przez nerki i
metabolizowane przez dimetyloaminohydrolaze dimetyloar-
ginylowg (DDAH). Enzym ten przeksztafca je w cytruline i
metyloaminy. DDAH posiada dwie izoformy, pierwsza wy-
stepuje gféwnie w tkankach wykazujacych ekspresje izofor-
my ,neuronalnej” NOS (tkanka nerwowa, mig$nie szkieleto-
we, watroba, nerki), druga w komérkach charakteryzujacych
sie wysoka ekspresja ,Srodbtonkowej” NOS lub indukowal-
nej izoformy NOS (Srédbtonek naczyniowy, serce, tozysko,
komérki uktadu immunologicznego) [16]. Aktywnos¢ DDAH
zalezy od wielu czynnikéw, a stres oksydacyjny, hiperhomo-
cysteinemia czy wysokie stezenia ox-LDL zmniejszajq jej ak-
tywnosc¢ [16, 17]. Na ekspresje DDAH moze takze wptywac
wiele lekéw. Sposrod metyloarginin SDMA nie hamuje NOS
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Rycina 1. Synteza ADMA, SDMA i L-NMMA; Arg — arginina; PRMT — metylotransferaza argininy; SAM — S-adenozylometionina;
SAH — S-adenozylohomocysteina; DDAH — dimetyloaminohydrolaza dimetyloarginylowa; ADMA — asymetryczna dimetyloarginina;
SDMA — symetryczna dimetyloarginina; L-NMMA — N-monometyloarginina

(moze jednak konkurowac z L-argining o jej dokomérkowy
transporter). Ponadto w przeciwiefstwie do ADMA i L-
NMMA, SDMA jest eliminowana z ustroju wyfacznie drogg
nerkowa, natomiast nie jest substratem dla DDAH. Dotych-
czas nie ustalono, czy stres oksydacyjny nieodwracalnie ha-
muje DDAH. Co ciekawe, wykazano istnienie fizjologiczne-
g0 ujemnego sprzezenia zwrotnego zapobiegajacego nadmier-
nemu wytwarzaniu NO — wieksze ilosci NO (powstajace np.
podczas indukcji iNOS) hamuja aktywnos¢ DDAH (zwigksza
to komoérkowe stezenia ADMA i prowadzi do zahamowania
syntezy NO) [6, 17].

Sposréd metyloarginin w najwyzszych stezeniach w oso-
czu wystepuje ADMA [16]. Z kolei uwaza si¢, ze w tkankach
wewnatrzkomorkowe stezenia ADMA i L-NMMA moga by¢
zblizone i woéwczas obie substancje nalezy bra¢ pod uwage
jako znaczace inhibitory NOS [17]. Uwaza sie, ze w wielu
komérkach (np. w komérkach nerwowych i komérkach $rod-
btonka naczyn) stezenia ADMA przekraczaja ponad 10-krot-
nie jej stezenia we krwi [17]. Ze wzgledu na to, ze SDMA nie
hamuje znaczaco NOS, a takze stezenia SDMA w surowicy
krwi i w komérkach sg duzo nizsze niz ADMA [18], do nie-
dawna nie przywiazywano wiekszej wagi do SDMA jako mar-
kera stresu oksydacyjnego. Dopiero Kiechl i wsp. [19] wyka-
zali, ze ADMA nie jest lepszym markerem w ocenie ryzyka

rozwoju choréb serca i naczyn niz SDMA. Nalezy jednak pod-
kresli¢, Ze ADMA jest nie tylko markerem schorzeii sercowo-
naczyniowych, ale takze ich waznym czynnikiem sprawczym
[20, 21]. Vallance i wsp. wykazali [22], Ze dotetnicze podanie
ADMA powoduje zmniejszenie przeptywu krwi w przedramie-
niu u zdrowych ochotnikéw. Na podstawie innych badan
stwierdzono, ze podanie ADMA dozylnie (w postaci bolusa 3
mg/kg) zmniejsza czestotliwos¢ rytmu serca i pojemno$¢ mi-
nutowa serca, a zwieksza op6r naczyr obwodowych oraz pod-
nosi ciénienie tetnicze [23]. Dotychczas wysuwane sg jedynie
sugestie co do sprawczego dziatania SDMA w schorzeniach
nerek i uktadu sercowo-naczyniowego [24].

METYLOARGININY W NADCISNIENIU

TETNICZYM — ROLA STRESU OKSYDACYJNEGO
Zwiazek miedzy stresem oksydacyjnym a nadcisnieniem tet-
niczym, mimo wielu badan, pozostaje ciagle niedostatecznie
wyjasniony. Uwaza sie, ze w rozwoju choroby mamy do czy-
nienia z ,btednym kotem” — ROS sa przyczyna (wywotuja
rozwdj nadcisnienia tetniczego) i skutkiem schorzenia (ich
nadprodukcja jest np. wynikiem dysfunkcji srédbtonka w prze-
biegu nadcisnienia tetniczego). Stres oksydacyjny prowadzi
do wzrostu oporu naczyniowego poprzez ograniczenie do-
stepnosci tlenku azotu, peroksydacje lipidéw bfonowych i
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uposledzenie rozkurczu oraz nasilenie proliferacji miesni gtad-
kich Sciany naczynia. Podwyzszone ci$nienie z kolei, np. po-
przez dziafanie angiotensyny Il [nadaktywnos¢ uktadu reni-
na—-angiotensyna—-aldosteron (RAAS)], oksydazy ksantynowe;j
(jej aktywnos$¢ w Scianie naczyh wzrasta), stresu mechanicz-
nego i sity Scinajacej, wzmaga dziafanie ROS na Sciane na-
czynia. Kluczowa dla wezesnych stadiéw choroby wydaje sie
interakcja miedzy stresem oksydacyjnym a $rédbfonkiem.
Dysfunkcja $rodbtonka polega na zmniejszeniu jego
potencjatu wazodylatacyjnego oraz wzroscie aktywnosci pro-
zapalnej i proagregacyjnej. Podstawowe mechanizmy obej-
muja zmniejszong synteze NO i stres oksydacyjny, ktory
zmniejsza biodostepnos¢ NO. W 1980 r. Furchgott i Zawadzki
wykazali, ze srodbtonek naczyi wytwarza czynnik rozszerza-
jacy naczynia (EDRF, endothelium-derived relaxing factor) [25].
W 1987 r. Ignarro i wsp. zidentyfikowali, Zze tym czynnikiem
jest NO [26]. Tlenek azotu jest obecnie uwazany za kluczo-
wy mediator regulujacy czynnos¢ srodbtonka i utrzymujacy
homeostaze $ciany naczyniowej. Powstaje w reakcji katali-
zowanej przez $rédbtonkowa syntaze NO. Tlenek azotu to
nie tylko wazodylatator, uczestniczy réwniez w transmisji sy-
naptycznej w centralnym i obwodowym uktadzie nerwowym
i w reakcjach uktadu immunologicznego. Na poziomie sub-
komorkowym petni takze nie do kofica poznang role regula-
cyjna w mitochondriach. Anion ponadtlenkowy (O,-) nie-
zwykle skutecznie ,zmiata” NO, a w czasie tej reakcji po-
wstaje bardzo reaktywny, uszkadzajacy biatka nadtlenoazo-
tyn (ONOO-). Zmniejszona biodostepnos¢ NO zwieksza
m.in. ekspresje czasteczki adhezyjnej VCAM-1 na powierzchni
komorek srodbtonka (gtéwnie poprzez aktywacje czynnika
transkrypcyjnego NF-kB). Czasteczka VCAM-1 odpowiada za
interakcje komoérek $rédbtonka z limfocytami T oraz mono-
cytami, co sprzyja przechodzeniu tych komérek do Sciany
naczynia i zapoczatkowuje reakcje zapalna. Nasilona ekspresja
chemokiny MCP-1 (kolejny efekt zmniejszenia stezenia NO)
przyciaga makrofagii, ktére fagocytuja ox-LDL i zamieniaja
sie w komérki piankowate. Stan zapalny i jeden z jego glow-
nych mediatorow — TNF-a — powoduje w komérkach $réd-
btonka zaburzenia regulacji stabilnosci mRNA dla eNOS, co
prowadzi do zmniejszenia ekspresji enzymu i syntezy NO.
Powstawanie NO zalezy réwniez m.in. od dostepnosci jed-
nego z kofaktoréw reakcji — tetrahydrobiopteryny — oraz
od endogennych kompetycyjnych inhibitorow NOS, jak
ADMA czy L-NMMA. Istotny jest fakt, ze pozbawiona doste-
pu do kofaktoréow eNOS oprécz NO wytwarza rowniez anion
ponadtlenkowy (O,-), a wiec staje si¢ istotnym Zrédtem ROS.
Wiele dowodéw $wiadczy o waznej roli ADMA w pato-
genezie dysfunkgji Srodbfonka i rozwoju nadcisnienia tetni-
czego [20, 21, 27]. Asymetryczna dimetyloarginina, oprocz
bezposredniego hamowania syntezy NO, wykazuje jeszcze
jeden wazny z punktu widzenia patologii srédbfonka mecha-
nizm, tj. zdolno$¢ do zwiekszania syntezy nadtlenkéw [28,
29] i podwyzszania ekspresji enzymu konwertujacego angio-

tensyne (ACE) [30]. Z kolei zwigkszone powstawanie angio-
tensyny I, poprzez stymulacje jej receptorow (AT1R), powo-
duje spadek ekspresji DDAH i w konsekwencji przyrost ste-
zeih ADMA [31].

Przydatnos¢ ADMA w surowicy krwi jako markera wy-
stepowania schorzen uktadu sercowo-naczyniowego oraz role
ADMA w rozwoju patologii naczyniowych analizowano w
wielu badaniach klinicznych. Miyazaki i wsp. [32] stwierdzili
dodatnia korelacje miedzy stezeniem ADMA a wartosciami
$redniego ci$nienia tetniczego (MAP) w grupie nieobciazonej
zadnym ze schorzen uktadu sercowo-naczyniowego. Wyka-
zano, ze ADMA prowadzi do wzrostu ciénienia tetniczego,
wywotuje skurcz naczyn i zwieksza adhezyjnos¢ komoérek
ukfadu immunologicznego oraz ptytek krwi do endotelium
[22]. Bech i wsp. [33] wykazali rowniez, ze podanie L-NMMA
powoduje redukcje wydalania sodu przez nerki, co prawdo-
podobnie istotnie wptywa na rozwdj nadci$nienia tetnicze-
go. Podkredla sie role NO w adaptacji oséb z prawidfowym
cisnieniem tetniczym do diety wysokosodowej — podanie
L-NMMA istotnie podnosifo cisnienie tetnicze w tej grupie,
a zaobserwowany efekt byt bezposrednio zwigzany z sodo-
wrazliwoscig [34]. W modelach zwierzecych zwiekszona
podaz L-argininy w diecie — substratu dla produkcji NO, kon-
kurujacego z ADMA o miejsce aktywne NOS — spowalnia
rozwdéj miazdzycy [35]. Wydaje sie, ze efekt ten moze wyste-
powac takze u ludzi, chociaz w badaniu Adamsa i wsp. [36]
nie stwierdzono, by suplementacja L-argininy przynosifa ko-
rzysci zdrowym, mtodym mezczyznom. Podobnych obser-
wagcji dostarczyto badanie Malczewskiej-Malec i wsp. [37],
w ktérym ochotnikom chorym na pierwotne nadci$nienie tet-
nicze podawano dozylnie L-arginine — obnizenie ci$nienia
tetniczego obserwowano tylko w pierwszym dniu 4-dniowej
terapii, co przemawia za ograniczong rolg suplementag;ji
L-argininy w terapii nadcisnienia. Z kolei wykazano, ze steze-
nie ADMA w surowicy odwrotnie koreluje z zaleznym od
funkcji srodbtonka wzrostem przeptywu krwi w przedramie-
niu po podaniu acetylocholiny (podanie L-argininy w bada-
niu tym powodowato przywrdcenie prawidtowego wzrostu
przeptywu) [38]. Z powyzszych obserwacji moze wynikac,
ze podawanie L-argininy zwieksza produkcje NO gféwnie
w stanach jego niedoboru lub w sytuacji podwyzszonego ste-
zenia ADMA we krwi lub w komérkach (zwtaszcza w komér-
kach $rodbtonka).

Osoby starsze z nadcisnieniem tetniczym charakteryzo-
waly sie znamiennie wyzszymi wartosciami ADMA w suro-
wicy w poréwnaniu z osobami bez nadci$nienia w tej samej
grupie wiekowej. Zaleznosci tej nie wykazano dla SDMA [24].
Interesujacy jest rowniez fakt, ze podanie L-argininy przyczy-
nito sie do poprawy odpowiedzi na acetylocholine u pacjen-
téw z nadci$nieniem tetniczym, a takze u oséb z prawidto-
wym ci$nieniem tetniczym obcigzonych rodzinnie nadcisnie-
niem tetniczym, u ktérych wystepowato uposledzenie odpo-
wiedzi naczyniorozkurczowej na acetylocholine. Zjawiska
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tego nie obserwowano u 0s6b z prawidtowym cisnieniem
tetniczym bez rodzinnego obcigzenia tym schorzeniem [39].
Weber i wsp. [40] zaobserwowali, ze stezenie ADMA w suro-
wicy wiaze sie ze sztywnoscig tetnic oceniang za pomoca
centralnego wskaznika wzmocnienia fali tetna (Alx), jak row-
niez szyjno-udowej predkosci fali tetna. Podobne obserwa-
cje dotycza pacjentéw w terminalnym stadium niewydolno-
Sci nerek, u ktorych stezenie ADMA korelowato z gruboscia
kompleksu btony wewnetrznej i sSrodkowej (IMT, intima-me-
dia thickness). Wykazano réwniez, ze ADMA koreluje z przy-
rostem IMT po 15-miesiecznej obserwacji, ale tylko u 0séb z
wyjéciowo prawidtowa gruboscig kompleksu. Zoccali i wsp.
[41] stwierdzili, Zze podwyzszone warto$ci ADMA byty nieza-
leznym predyktorem przyrostu IMT.

Wiele mechanizméw, poprzez ktore stres oksydacyjny
wplywa na funkcje srodbtonka i homeostaze $ciany naczy-
niowej, poznano dzieki badaniom prowadzonym in vitro.
Wykazano w nich m.in., Zze utlenowane lipoproteiny o ni-
skiej gestosci wptywaja proaterogennie na funkcje srédbfon-
ka [42], komorek miesni gtadkich [43], monocytéw i makro-
fagow [44] oraz fibroblastow [45]. Z kolei w badaniach ex
vivo na krélikach wykazano, ze ox-LDL lokalizuja sie w apop-
tycznych blaszkach miazdzycowych. Wykazano réwniez do-
datnig korelacje miedzy zaawansowaniem miazdzycy i ste-
zeniem przeciwcial przeciwko ox-LDL u myszy i u ludzi [46].
Co wazne, utlenowane lipoproteiny o niskiej gestosci wpty-
waja réwniez na cisnienie tetnicze, wchodza bowiem w inte-
rakcje z uktadem RAAS. Polega ona na zwiekszeniu przez
ox-LDL ekspresji ACE oraz receptora typu 1 dla angiotensyny Il
(AT1R) [47]. Badania przeprowadzone na ludzkich tkankach
wykazaty aktywacje RAAS szczeg6lnie w rejonie niestabilnych
blaszek miazdzycowych [48]. Kolejnym dowodem na wzajem-
ne interakcje ox-LDL i RAAS jest wptyw leczenia statynami na
ekspresje AT1R. Inhibitory reduktazy HMG CoA obnizaja ste-
zenie ox-LDL i zmniejszaja ekspresje receptora dla angioten-
syny w komoérkach miesni gtadkich i srédbtonku [49] zaréwno
w modelach zwierzecych, jak i u ludzi. Nalezy tez nadmie-
ni¢, ze angiotensyna Il zwieksza synteze cholesterolu i oksyda-
cje LDL oraz wptywa na wiekszg kumulacje utlenionych lipo-
protein w $cianie naczynia. Stres oksydacyjny odgrywa wiec
istotna role w aktywacji komoérek srédbtonka (adhezja i migra-
¢ja monocytéw), proliferacji i migracji komérek miesni gtad-
kich oraz fibroblastéw (przerost $ciany naczynia i zwezenie jego
Swiatfa), a takze jest odpowiedzialny za utlenianie lipoprotein
o niskiej gestosci. Istnieje rowniez bliski zwiazek miedzy ADMA
a procesem miazdzycowym. Asymetryczna dimetyloarginina
poprzez hamowanie syntezy NO nasila ekspresje MCP-1, che-
mokiny przyciagajacej makrofagi, ktére z kolei fagocytuja ox-
LDL i zamieniaja sie w tzw. komérki piankowate.

FARMAKOTERAPIA A STRES OKSYDACYJNY
Wiele uznanych lekéw kardiologicznych (np. inhibitory ACE,
statyny, niektérzy antagonisci kanatéw wapniowych), korzy-

stajac z bardzo réznych mechanizméw, wykazuje, oprécz
swojego zasadniczego dziatania, zdolno$¢ do niwelowania
stresu oksydacyjnego. Co ciekawe, ostatnio coraz czesciej
wskazuje sie szlaki zwigzane z powstawaniem i metabolizmem
metylowanych arginin, jako potencjalne ,cele” dla lekdw kra-
zeniowych [21, 50-52]. Wykazano, ze zaréwno inhibitory
ACE, jak i antagonisci receptorow dla angiotensyny Il zmniej-
szaja stezenie ADMA we krwi. Obie grupy lekoéw niweluja
nasilanie przez angiotensyne Il wytwarzania ROS i zapobie-
gaja ich wptywowi na ekspresje enzyméw zaangazowanych
w powstawanie i rozklad ADMA. Niektére leki obnizajace
stezenie ADMA we krwi (nebiwolol, fibraty, pochodne wita-
miny A) maja zdolno$¢ do bezposredniej indukcji enzymu
rozktadajacego ten aminokwas (DDAH) w komérkach $ciany
naczyr. Dla nebiwololu moze to by¢ wazny mechanizm od-
powiedzialny za zwiekszanie przez ten lek uwalniania NO z
komérek srodbtonka. Z kolei tiazolidynodiony (np. rosiglita-
zon) — stosowane w leczeniu cukrzycy typu 2 — obnizaja
osoczowe stezenie ADMA poprzez zmniejszenie ekspres;ji
enzyméw odpowiedzialnych za metylacje arginin. Kilka ba-
dan poswieconych wptywowi statyn na stezenie ADMA w
surowicy przyniosto sprzeczne wyniki [21]. Nalezy doda¢, ze
spadek stezenia ADMA we krwi wystepuje pod wptywem
wielu lekéw (niacyna, metformina, estrogeny, witaminy B12
i B6, kwas foliowy, pochodne sulfonylomocznika), ale me-
chanizmy odpowiedzialne za wptyw poszczeg6lnych substan-
¢ji na metabolizm ADMA nie sa jasne. Poszukiwanie lekow
zmniejszajacych powstawanie lub nasilajacych rozklad ADMA
jest interesujacym kierunkiem dla opracowania nowych le-
kow krazeniowych.

PODSUMOWANIE

Stres oksydacyjny odgrywa istotna role w etiopatogenezie
choréb ukfadu sercowo-naczyniowego. Zachwianie réwno-
wagi miedzy czynnikami antyoksydacyjnymi a wolnymi rod-
nikami tlenowymi przyczynia sie do uszkodzenia srédbtonka
i sprzyja rozwojowi nadci$nienia tetniczego. Metylowane
pochodne argininy w $wietle aktualnych badar sa postrzega-
ne jako markery stresu oksydacyjnego, ale takze jako czynni-
ki aktywnie uczestniczace w patogenezie dysfunkcji Srédbton-
ka i nadci$nienia tetniczego. Szlaki zwiazane z ich syntezg
moga stanowi¢ zatem nowe cele terapeutyczne w leczeniu
nadci$nienia tetniczego.
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Streszczenie

Pochodne 1,4-dihydropirydyny naleza do grupy antagonistow kanatu wapniowego i stanowia liczng rodzine lekéw o po-
twierdzonej skutecznosci w terapii nadcisnienia tetniczego. Szczegélna struktura czasteczkowa i obecnos¢ wysoce reaktyw-
nych grup podstawnikowych sprawia, ze 1,4-dihydropirydyny zalicza sie do tzw. ,struktur uprzywilejowanych”, cechujacych
sie mozliwoscia ingerencji w ich budowe i zmiany wfasciwosci farmakologicznych. Dotyczy to nie tylko nowych pochodnych,
ale réwniez metabolitéw tych lekéw. Szczegélnie interesujacym przyktadem sa wyniki prac eksperymentalnych nad metabo-
litami furnidypiny, ktére wykazuja odmienny profil dziatania oraz sa pozbawione niektérych dziatain niepozadanych leku
macierzystego. Artykut zwraca uwage na potencjalne, nowe mozliwosci wykorzystania pochodnych 1,4-dihydropirydyny,
a takze ich metabolitéw jako Srodkéw o bardziej ,celowanym” efekcie terapeutycznym.

Stowa kluczowe: 1,4-dihydropirydyny, kardiologia eksperymentalna, ,struktury uprzywilejowane”

Abstract

Derivatives of 1,4-dihydropyridine belong to group of calcium channel blockers and remain large group of antihypertensive
agents. Particular chemical structure and presence of highly reactive binding groups make 1,4-dihydropyridines “privileged
structures”, which can be modified and change their pharmacological effects. This fact applies to new derivatives as well as
metabolites of those drugs. Particularly interesting are outcomes of experiments with metabolites of furnidypine, which tend
to cause different pharmacological effect, as well as have different profile of adverse effects from mother drug. Our paper
concerns with potential new possibilities of using derivatives of 1,4-dihydropyridines, as well as their metabolites, as agents of
more “optimised” effect.

Key words: 1,4-dihydropyridines, experimental cardiology, “privileged structures”
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WSTEP wapniowych typu L i hamujacy wptyw na przezbtonowy naptyw
Pochodne 1,4-dihydropirydyny stanowia najwiekszg i najbardziej  jonéw wapnia. Co charakterystyczne, w zaleznosci od budowy
réznorodna grupe lekow nalezacych do rodziny antagonistow  wystepuja réznice w miejscach i mechanizmach wptywu na prze-
kanafu wapniowego i posiadaja ugruntowana pozycje w terapii  ptyw jondéw Ca**. Wynika to najprawdopodobniej ze zréznico-
nadcisnienia tetniczego. Ich podstawowy efekt dziatania uzyskuje  wania molekularnej budowy zaréwno kanatéw wapniowych, jak
sie poprzez antagonizm wobec napieciowozaleznych kanaféw i struktury chemicznej dostepnych dihydropirydyn [1].
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Rycina 1. Stany przemawiajace za zastosowaniem dihydropiry-
dyn jako lekédw hipotensyjnych

Antagonisci kanaféw wapniowych znajduja zastosowa-
nie w wielu schorzeniach kardiologicznych, przede wszyst-
kim w terapii nadcis$nienia tetniczego. Do stanéw szczegol-
nie przemawiajacych za stosowaniem lekéw z grupy pochod-
nych 1,4-dihydropirydyny jako preferowanych preparatéw
hipotensyjnych naleza m.in. izolowane nadciénienie skurczowe
(szczegblnie u 0s6b w podesztym wieku), dtawica piersiowa
o podtozu naczynioskurczowym (np. dfawica Prinzmetala),
przerost lewej komory, miazdzyca tetnic szyjnych, ciaza czy
nadcisnienie u pacjentéw rasy czarnej (ryc. 1) [2]. Dodatkowo
warto zwréci¢ uwage na plejotropowe, korzystne dziatania
dihydropirydyn, takie jak wptyw na $rédbtonek naczyniowy
i uwalnianie tlenku azotu [3], hamowanie agregacji ptytek [4],
czy dziafanie przeciwmiazdzycowe i antyoksydacyjne [5]. Ge-
neralnie jednak ta grupa lekéw wydaje sie w ostatnich latach
traci¢ na znaczeniu. Wynika to po czesci z profilu dziatan
niepozadanych wywotywanych przez pochodne 1,4-dihydro-
pirydyny. Sktadaja sie na to: béle glowy, nagte zaczerwienie-
nie twarzy, zawroty glowy i wystepowanie obrzekéw obwo-
dowych. Takze przy wskazaniach do szybkiego obnizenia cis-
nienia krwi w przypadku wystapienia przetomu nadcisnienio-
wego, stosowanie nifedypiny jest kontrowersyjne ze wzgledu
na mozliwy odruchowy wzrost aktywnosci ukfadu wspétczul-
nego z towarzyszaca tachykardia [1]. Z tego powodu oraz
z powodu istnienia innych skutecznych i dobrze tolerowa-
nych lekéw hipotensyjnych doszto do stopniowego zaweza-
nia wskazan do stosowania pochodnych dihydropirydyny.

Z kolei istnieja liczne przestanki na temat nowych po-
tencjalnych korzysci ze stosowania tej grupy lekéw. Co prawda
tradycyjnie uwaza sie, ze sposréd antagonistow kanatu
wapniowego w terapii arytmii zastosowanie znajduja leki z
grupy werapamilu i diltiazemu, jednak istniejg doniesienia na
temat korzystnego wptywu pochodnych dihydropirydyny w

)

‘ L NO,
H,CO0C COOCH, *K >

‘ 0

X

H,C CH,
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Rycina 2. Struktura dihydropirydyn na przyktadzie furnidypiny

terapii arytmii zwigzanych z niedokrwieniem miesnia serco-
wego, a takze w miazdzycy [6-12]. Sposrod wskazan poza-
kardiologicznych zwraca uwage korzystny wptyw w leczeniu
dyskinez wystepujacych w czasie terapii neuroleptykami[13],
a takze potencjalnie nefroprotekcyjny wptyw w cukrzycy typu 2
[14]. Ponadto wyniki niektérych badan wskazuja na szcze-
golnie istotng role metabolitéw i pochodnych niektérych le-
kow z tej grupy w wystepowaniu powyzszych cech [14, 15].
Swiadczy to o duzym potencjale farmakologicznym grupy
1,4-dihydropirydyn i ich metabolitéw, wéréd ktérych moga
sie znajdowac zwiazki kandydujace wrecz do miana poten-
cjalnych lekéw. W niniejszej pracy skupiono sie na analizie
pochodnych 1,4-dihydropirydyn pod katem ewentualnych
nowych mozliwosci ich zastosowania, ze szczegélnym
uwzglednieniem metabolitéw furnidypiny.

1,4-DIHYDROPIRYDYNY

JAKO ,,STRUKTURY UPRZYWILEJOWANE”
Termin ,struktury uprzywilejowane” (priviledged structures)
zostat wprowadzony po raz pierwszy w 1988 r. przez Evansa
i wsp. [16], ktérzy opisali powinowactwo 3-(Acylamino)-5-
-phenyl-2H-1,4-benzodwuazepin jako selektywnych antago-
nistow receptora dla peptydowego hormonu cholecystokini-
ny. W tym przypadku celowane modyfikacje czasteczki le-
kow zaliczanych do klasy anksjolitykéw skutkowaty pojawie-
niem sie aktywnosci wobec zupetnie innych receptoréw.
Wiasciwosci strukturalnego jadra 1,4-dihydropirydyn, z obec-
noscig wysoce reaktywnych grup podstawnikowych, takich
jak grupa nitrowa czy etylowana grupa karboksylowa, decy-
duja o mozliwosci ingerenciji i ewentualnych zmian budowy,
a takze cech farmakologicznych (ryc. 2). Ta szczegélna sytu-
acja sprawia, ze 1,4-dihydropirydyny zalicza sie do powyz-
szych ,struktur uprzywilejowanych”, ktérych budowa moze
stuzy¢ jako swego rodzaju ,rusztowanie”, a odpowiednie
modyfikacje grup podstawnikowych powoduja oddziatywa-
nie na inne receptory, takie jak kanaty potasowe czy sodowe
[17]. Zmiany moga w efekcie prowadzi¢ do uzyskania no-
wych wiasciwosci farmakologicznych. Szczegélnie zacheca-
jace sg pod tym wzgledem wnioski z doswiadczer nad meta-
bolitami innych ,struktur uprzywilejowanych”, takich jak np.
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Tabela 1. Wptyw 1,4-dihydropirydyn na receptory inne niz
kanaty wapniowe

Receptory Aktywnos¢

p-adrenergiczne Blokada
Tromboksan Blokada
NMDA Blokada
Histaminowy H2 Blokada
Endotelina Blokada
Muskarynowe m1im3 Blokada
Pregnan X Aktywacja

wspomniane wcze$niej benzodwuazepiny, ktérych modyfi-
kacje strukturalne réwniez prowadzity do uzyskania aktyw-
nych zwiazkow [18].

Prace nad najlepiej poznang dihydropirydyna — nifedy-
pina (Nlitro pH(F)Eyl DIhydroPyridINE) doprowadzity do po-
znania innych, bardziej tkankowo-specyficznych pochod-
nych, takich jak nitrendypina czy nimodipina. Badania nad
miejscami wigzacymi leki z tej grupy wskazuja na istnienie
miejsc receptorowych scisle zwiazanych z kanatami wapnio-
wymi w wielu tkankach, takich jak np. migsniéwka gtadka,
poprzecznie prazkowana czy miesnia sercowego, a takze
struktur mézgowia czy linii klonalnej komoérek P12 w guzie
chromochtonnym nadnerczy [19]. Ponadto dostrzezono ak-
tywnos$¢ 1,4-dihydropirydyn wobec innych receptoréw niz
kanaty wapniowe (tab. 1) [17]. Modyfikacje strukturalne pod-
stawnikéw i ingerencja w czasteczkowy ,szkielet” tych le-
kow moga skutkowac¢ zwigkszeniem powinowactwa do wy-
branych receptoréw.

Powyzsze spostrzezenia sugeruja takze wielokierunkowe
dziatanie pochodnych 1,4-dihydropirydyny, ktére musi by¢
uwzgledniane szczegdlnie przy wykorzystywaniu tej grupy le-
kow do badai w zakresie farmakologii eksperymentalnej.
Ponadto mimo wykazanej korelacji miejsc wiazacych na re-
ceptorach z efektami farmakologicznymi tej grupy lekéw
w wielu tkankach, takich jak np. tkanka mézgowa, istnieja
pewne sprzecznosci miedzy miejscem wigzania a obserwo-
wanym wptywem dihydropirydyn. Réwniez w badaniach nad
izolowanymi komoérkami miesnia sercowego dostrzezono
stabszy od spodziewanego wptyw nitrendypiny na jej miej-
sce wiazace, co jednak moze by¢ ttumaczone zmianami struk-
turalnymi w obrebie receptora w czasie ekstrahowania ko-
morek do badania [20].

Szczegolnie interesujace pod katem kardiologicznym sa
badania nad korzystnymi wtasciwosciami metabolitow furni-
dypiny. Furnidypina nalezy do lekéw cechujacych sie dobra
biodostepnoscia po podaniu doustnym oraz wysokim wskaz-
nikiem terapeutycznym, potwierdzonym w badaniach przed-
klinicznych. Ponadto, poza dziataniem hipotensyjnym, po-

siada pozytywny, kardioprotekcyjny i antyarytmiczny wptyw
w modelu wczesnych arytmii reperfuzyjnych [21]. W porow-
naniu z wyzej wspomniana nifedyping odznacza sie bardziej
korzystnym profilem dziatania, gtéwnie ze wzgledu na mniej-
sze dziafanie kardiodepresyjne i silne rozszerzanie naczyn
wiericowych [15]. Co wiecej, oksydowane metabolity tego
leku: M-2 i M-3 wywieraty odmienne dziatania w poréwna-
niu z lekiem matczynym i cechowaly sie innymi wtasciwo-
Sciami farmakokinetycznymi. Metabolit M-2 nie wptywat na
czestos¢ akgji serca ani nie powodowat obnizenia ciénienia
tetniczego krwi, natomiast zaréwno M-2, jak i M-3 dziataty
kardioprotekcyjnie, chroniac izolowane kardiomiocyty przed
hipoksja, uszkodzeniem struktury komérkowej czy przetado-
waniem jonami wapnia [15]. Ponadto furnidypina cechuje
sie relatywnie krétkim okresem poftrwania w osoczu, nato-
miast stezenia jej metabolitéw dtuzej utrzymuja sie na wyso-
kim poziomie [15]. Powyzsze obserwacje sugeruja udziat
wymienionych metabolitow jako sktadowych czynnikéw, kté-
re ksztattuja wypadkowa efektu terapeutycznego wywiera-
nego przez furnidypine. Brak okre$lonych dziatar niepoza-
danych, przede wszystkim dziatania depresyjnego na cisnie-
nie tetnicze, sugeruje mozliwos¢ wykorzystania metabolitéw
tej dihydropirydyny jako lekéw o bardziej ,celowanym” pro-
filu, jak rowniez lepiej tolerowanych przez pacjenta. Przykfa-
dem takiego ,celowanego” dziatania moze by¢ zmniejszenie
negatywnego wptywu na cisnienie systemowe i odruchowej
tachykardii, przy zachowaniu dziatania kardioprotekcyjnego,
jakie wykazuje metabolit M-2 furnidypiny. Ponadto ze wzgle-
du na powyzsze dziafania plejotropowe i wptyw na r6zno-
rodne ukfady i receptory odpowiednie modyfikacje struktu-
ralne moga wpltyna¢ na zwiekszenie korzysci ze stosowania
pochodnych i metabolitéw 1,4-dihydropirydyn, jak np. dzia-
tania na srédbtonek naczyniowy i uwalnianie tlenku azotu
czy elementy hemostazy, jak réwniez dziatania przeciw-
miazdzycowego, antyoksydacyjnego i przeciwzapalnego.

PODSUMOWANIE

Antagonisci kanatéw wapniowych nalezacy do grupy pochod-
nych 1,4-dihydropirydyny stanowia cenna grupe lekéw bar-
dzo czesto stosowanych w terapii nadcisnienia tetniczego,
chociaz coraz rzadziej w leczeniu innych schorzeri uktadu
sercowo-naczyniowego. Ponadto zalicza sie je do specyficz-
nej grupy ,struktur uprzywilejowanych” ze wzgledu na tatwo
modyfikowalna strukture i obecno$¢ wysoce reaktywnych
grup podstawnikowych. Ponadto metabolity i zmodyfikowa-
ne strukturalnie 1,4-dihydropirydyny stanowia potencjalne
zrédfo nowych lekéw, ktére mogg sie odznaczac bardziej ko-
rzystnym profilem dziatania od zwiazkéw macierzystych.
Obiecujace wyniki doswiadczer nad wtasciwosciami anty-
arytmicznymi metabolitow furnidypiny sugeruja koniecznos¢
dalszych badan zaréwno w obrebie eksperymentalnych mo-
deli zwierzecych, jak i w przysztosci — badan klinicznych.

Konflikt interesow: nie zgloszono
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Ztozony profil odruchowej
odpowiedzi na nurkowanie

Complex profile of the reflex diving response
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Streszczenie

Zatrzymanie oddychania skojarzone z oziebieniem twarzy inicjuje sekwencje odruchowych odpowiedzi ukfadu sercowo-
-naczyniowego, okreslanych jako odruch na nurkowanie. Podstawowymi efektami odpowiedzi odruchowej sa zwolnienie
rytmu serca i skurcz naczyn obwodowych ze wzrostem cisnienia tetniczego, prowadzace do centralizacji krazenia, preferen-
cyjnie zabezpieczajacej doptyw krwi do mézgu i serca. Reakcja odruchowa wykazuje znaczng zmienno$¢ osobnicza i podat-
nos¢ na warunki Srodowiskowe, a jej indywidualny zakres czesto trudno przewidzie¢. Niekorzystnym, czasami fatalnym
powiktaniem reakcji odruchowej sa zaburzenia rytmu serca. W niniejszej pracy podsumowano okolicznosci, mechanizmy
i przebieg odruchu na nurkowanie, ze szczegélnym uwzglednieniem skutkéw praktycznych, w tym czynnikéw ryzyka kry-
tycznych zaburzer rytmu serca wywotywanych podczas nurkowania.

Stowa kluczowe: odruch na nurkowanie, odruch na oziebienie twarzy, zatrzymanie oddechu, bezdech, hipoksja,
bradykardia, uktad autonomiczny, regulacja krazenia, arytmia

Abstract

Breath-holding coupled with face cooling triggers a set of the reflex cardiovascular responses, defined as a diving reflex. The
major reflex responses include a decrease in heart rate and peripheral vasoconstriction with an increase of arterial pressure to
evoke central blood pooling with preferential provision of the brain and heart perfusion. Due to high individual variability
and situational dependence the individual course of the reflex response is hardly predictable. Heart rhythm disturbances are
the major, sometimes fatal complications of the response. This review is an outline of causing factors, circumstances, mecha-
nisms and the effects of the diving reflex and their practical implications, including risk factors of the critical arrhythmias
occurred in diving.

Key words: diving reflex, facial cooling reflex, breath-holding, apnea, hypoxia, bradycardia, autonomic regulation,
cardiovascular regulation, arrhythmia
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ODRUCH NA NURKOWANIE JAKO ZEOZONY Zatrzymanie oddychania potaczone z oziebieniem twarzy,
ODRUCH KARDIODEPRESYJNY do czego typowo dochodzi podczas nurkowania bez uzycia
Odruchy kardiodepresyjne, w ktérych podstawowa odpowie-  aparatu tlenowego, wyzwala ztozona odpowiedz odruchowa,
dzig jest zwolnienie czestotliwosci rytmu serca (HR), wzbu-  okreslang mianem odruchu na nurkowanie, na ktéra skfada
dzaja duze zainteresowanie ze wzgledu na czeste wystepo-  sie zwolnienie HR, zmniejszenie rzutu serca przy zachowa-
wanie okolicznosci inicjujacych odpowiedz odruchowa, nie-  nej lub zwiekszonej objetosci wyrzutowej, skurcz naczyn ob-
jednokrotnie spektakularny przebieg, nie do korica poznane  wodowych prowadzacy do wzrostu ci$nienia tetniczego i cen-
mechanizmy oraz wspdfistniejace ryzyko nagtego zgonu [1].  tralizacji krazenia, preferencyjnie zabezpieczajacej doptyw
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Ztozony profil odruchowej odpowiedzi na nurkowanie

krwi do mézgu i serca [2, 3]. Charakterystyczny profil odpo-
wiedzi na zanurzenie glowy potaczone z zatrzymaniem od-
dechu sprawia, ze opracowano préby czynnosciowe, ktére
znalazly zastosowanie w dydaktyce, poszukiwaniach badaw-
czych, a do niedawna w doraznym postepowaniu terapeu-
tycznym [4, 5].

Nurkowanie, ktére jest od niepamietnych czasow zaje-
ciem uzytkowym, stafo sie takze wyzwaniem do testowania
wiasnych mozliwosci, wykorzystywanym w réznych rodza-
jach wspoétzawodnictwa o charakterze rekreacyjnym i spor-
towym. W babilonskim eposie zachowanym na glinianych
tabliczkach z XVIII w p.n.e. tytutowy bohater, Gilgamesz,
nurkuje na dno morza, zeby zdoby¢ ziele nieSmiertelnosci
dla zmartego przyjaciela, a na asyryjskich ptaskorzezbach
sprzed niemal 3000 lat zachowaty sie wizerunki nurkujacych
potawiaczy peret i ryb oraz wojownikow wykorzystujacych
podczas zanurzenia worki wypetnione powietrzem.

PODEOZE ODPOWIEDZI ODRUCHOWE]J
Czynnikami inicjujagcymi odruchowa odpowiedz sercowg sa:
pobudzenie obwodowych chemoreceptoréw i centralnych
chemodetektoréw przez hiperkapnie i hipoksje, podraznie-
nie zimnem zakoriczefi nerwowych na powierzchni twarzy,
a takze pobudzenie baroreceptoréw tetniczych przez wzrost
ci$nienia tetniczego. Ponadto, podczas gtebokiego nurkowa-
nia bez uzycia skafandra ci$nieniowego czesto dochodzi do
mechanicznego pobudzenia baroreceptoréw zatoki szyjnej
lub lokalnych wtékien nerwu btednego, przez bezposredni
ucisk cisnieniowy.

Mechanizm odpowiedzi odruchowej zawiera pozorny
paradoks: podczas nurkowania dochodzi do réwnoczesne-
go pobudzenia uktadu wspétczulnego i dosercowych projekgji
przywspotczulnych (ryc. 1) [6].

Bradykardia jest pochodna aktywacji dosercowych wté-
kien nerwu btednego, obkurczenie naczyi i wzrost cisnienia
tetniczego wynikaja zas z pobudzenia obwodowych wi6kien
wspotczulnych. Zahamowanie HR w odpowiedzi na hipok-
sje, obserwowane u wielu zwierzat, w tym u wiekszosci gry-
zoni, uwaza sie za filogenetycznie pierwotna odpowiedz ser-
cowa na niedobér tlenu. Przy zachowanym oddychaniu, hi-
poksja wywotuje u cztowieka najczesciej przyspieszenie HR
w stopniu proporcjonalnym do niedoboru tlenu [6, 7]. Czyn-
ny naped oddechowy hamuje odpowiedz kardiodepresyjng
na poziomie interneuronéw jadra pasma samotnego (NTS)
w rdzeniu przedtuzonym (ryc. 1) [8]. Jednak przy zahamowa-
niu oddychania pobudzenie chemoreceptoréw daje efekt
chronotropowy ujemny, a w wywotywanie odruchowej bra-
dykardii sa zaangazowane jadro dwuznaczne (nucleus ambi-
guus) i jadro grzbietowe (nucleus dorsalis) nerwu btednego
[9]. Nalezy zaznaczy¢, ze wtdkna przywspodtczulne, dociera-
jace do serca w gatazkach nerwu btednego, zaopatruja
w dominujacy sposéb przedsionki serca i znaczng czes¢ ukfa-
du bodzcoprzewodzacego w obrebie przegrody miedzyko-
morowej [10]. Pobudzenie tych widkien hamuje automatyzm
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Rycina 1. Uproszczony model organizacji odruchu na nurkowa-
nie; n.V — nerw tréjdzielny; NTS — jadro pasma samotnego
nerwu btednego; PS — przywspdtczulny; S — wspdtczulny;
RVLM — przedni dolno-boczny obszar rdzenia przedtuzonego;
IML — jadro posrednio boczne rdzenia kregowego; kolorem
czarnym oznaczono wtdkna S; linia przerywana odpowiada
dziataniu hamujacemu

naturalnych rozrusznikéw przedsionkowych: weztéw zato-
kowo-przedsionkowego i przedsionkowo-komorowego, co
prowadzi do zwolnienia HR. Wagotonia hamuje przewodze-
nie fali przewodzenia z przedsionkéw do komér, prowadzac
do zmniejszenia szybkosci rozprzestrzeniania fali pobudze-
nia w komorach serca, co z kolei skutkuje zmniejszeniem
synchronizacji skurczu i mniejsza dynamika jego narastania.
Przy znacznej zmiennosci osobniczej unerwienia przywspof-
czulnego serca oraz jego podatnosci na endogenne czynniki
modulujgce (niedokrwienie, neuropatie, zaburzenia metabo-
liczne, starzenie) [11-14], rozrusznik pierwszorzedowy ser-
ca, zlokalizowany w wezle zatokowo-przedsionkowym, wy-
kazuje zazwyczaj wieksza podatnos$¢ na hamujace dziafanie
nerwu btednego niz komérki bodZcotworcze wezta przed-
sionkowo-komorowego. Przy znaczacym pobudzeniu przy-
wspotczulnym, czestotliwos¢ rytmu pobudzen generowane-
go przez wezet zatokowo-przedsionkowy czesto zmniejsza
sie ponizej chwilowej czestotliwosci wezta przedsionkowo-
komorowego, ktéry przejmuje funkcje gtéwnego rozrusznika
serca. Jezeli w przebiegu reakcji odruchowej dochodzi takze
do istotnego zahamowania rozrusznika drugorzedowego, to
wystepuja warunki do ujawnienia dotychczas przyttumionej
bodZcotwoérczosci w obrebie komér serca, czego przejawem
s pobudzenia dodatkowe pochodzenia komorowego [13].
Ujawnieniu automatyzmu w obrebie komor serca sprzyja
noradrenalina uwolniona z pobudzonych zakonczen wi6kien
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wspdtczulnych. Zahamowanie przewodzenia w ukfadzie
bodZcoprzewodzacym moze prowadzi¢ do nagfej asystolii
[13,15].

Dosercowe wibékna wspoétczulne zaopatrujg zaréwno
przedsionki, jak i komory serca. Na poziomie przedsionkéw
uwidacznia sie wyrazna przewaga czynnosciowa wtdkien przy-
wspotczulnych. Przy réwnoczesnym pobudzeniu doserco-
wych wiékien wspofczulnych i przywspoétczulnych zazwyczaj
dochodzi do zwolnienia HR. Zmniejszenie pojemnosci mi-
nutowej podczas odruchu na nurkowanie jest przede wszyst-
kim pochodna zwolnienia HR. Maksymalne napiecie rozwi-
jane w skurczu przez migsniéwke komor nie tylko nie ulega
zmniejszeniu, ale zwykle wzrasta wskutek bezposredniego
dziatania noradrenaliny uwolnionej w miesniéwce komor
z pobudzonych zakoriczeri widkien wspdtczulnych, a takze
w nastepstwie zwiekszenia obcigzenia nastepczego wywota-
nego skurczem obwodowych naczyn tetniczych (komponenta
naczyniowa odruchu na nurkowanie).

ODRUCHOWE REAKCJE NA ZIMNO

Oziebienie twarzy, zwfaszcza przedsionka nosa [16], wywo-
tuje niezalezng odpowiedz odruchowa, ktérej efektami sg bra-
dykardia i skurcz obwodowych naczyi tetniczych prowadzacy
do centralizacji krazenia, wzrostu ci$nienia tetniczego i istot-
nego zwiekszenia perfuzji mézgowej [3, 17-20]. Odruch, ini-
cjowany przez pobudzenie powierzchownych zakoriczen
czuciowych nerwu tréjdzielnego, nalezacy do tzw. odruchéw
tréjdzielno-sercowych [21], poteguje reakcje kardiodepresyjna
na hipoksje przy zatrzymanym oddychaniu [22], zwiekszajac
ryzyko wyzwolenia arytmii lub asystolii [15]. Badania doswiad-
czalne polegajace na stymulacji elektrycznej zakoriczen ner-
wowych przedsionka nosa, jak rowniez obserwacje poczy-
nione podczas zabiegdéw chirurgicznych w obrebie twarzo-
czaszki ujawnity, ze pobudzenie czuciowych zakonczen ner-
wowych w tej okolicy, takze przez bodzce nieswoiste moze
zainicjowac gteboka bradykardie, do asystolii wiacznie, ze
spadkiem cisnienia tetniczego i pobudzeniem motoryki zotad-
ka [21, 22]. Pospolitym czynnikiem draznigcym, o potencjal-
nie niekorzystnym wptywie na odpowiedZ sercowa na nur-
kowanie, moze by¢ nieswoiste zapalenie bfony $luzowej nosa
(rhinitis), w ktérego przebiegu dochodzi do zwiekszonego
pobudzenia wi6kien przywspdtczulnych zainicjowanego za-
nurzeniem glowy w wodzie [23]. Po kilku, a czasem kilkuna-
stu sekundach od zatrzymania krazenia dochodzi do utraty
przytomnosci, co wiaze sie z utrata Swiadomej kontroli nad
czynnoéciami fizjologicznymi, w tym kontroli swiadomego
zatrzymania oddychania. Podczas zanurzenia w wodzie pro-
wadzi to do zachtysniecia, ktére wywotuje kolejng reakcje
kardiodepresyjna, znacznie ograniczajaca szanse przywroce-
nia prawidtowej HR [1, 8, 24]. Czynnikiem nieznacznie wy-
dtuzajacym czas od rozpoczecia asystolii do utraty przytom-
nosci jest odruchowa redystrybucja krwi w uktadzie serco-
wo-naczyniowym, preferencyjnie zabezpieczajaca perfuzje
mozgowa. Nieznaczny, zaledwie kilkusekundowy ,zysk”, za-

lezny od komponenty naczyniowej odruchu na nurkowanie,
byt w wielu przypadkach warunkiem przezycia przy wysta-
pieniu przejsciowej asystolii podczas zanurzenia w wodzie.
Bradykardia wywotana oziebieniem twarzy jest inicjowana nie-
zaleznie od odruchu na pobudzenia baroreceptoréw tetni-
czych przez rownoczesny wzrost ci$nienia tetniczego [17, 25].

Oziebienie korczyn lub tutowia nie wywotuje bradykar-
dii. W przeciwienstwie do twarzy i jamy nosowej, ekspozycja
tutowia lub konczyn na zimno inicjuje odpowiedz termore-
gulacyjng, przebiegajaca z przyspieszeniem HR i wzrostem
ci$nienia tetniczego, niekiedy znacznym [26]. Zanurzenie
przedramion w zimnej wodzie podczas bezdechu nie wpty-
wa na HR badZ ogranicza rozwéj odpowiedzi kardiodepre-
syjnej na hipoksje lub oziebienie twarzy, natomiast ogrzanie
przedramion w warunkach hipoksji przy zachowanym oddy-
chaniu zwieksza zalezne od hipoksji przyspieszenie HR [26—
29]. Ekspozycja na zimno koriczyn dolnych, réwnoczesna z
oziebieniem twarzy, w znacznej mierze przeciwdziata zwol-
nieniu HR wywotanemu pobudzeniem twarzowych zakon-
czen nerwu tréjdzielnego i ogranicza bradykardie wywotfana
zatrzymaniem oddechu [30, 31], ale nasila tez odpowiedz
presyjna wskutek dodatkowego pobudzenia witékien wspot-
czulnych. W praktyce mozna przyjaé, ze ochtodzenie kon-
czyn, zwlaszcza dolnych, przed planowanym zanurzeniem
w wodzie, moze czeSciowo ograniczac ryzyko wystapienia
arytmii zwigzanej z odruchem na nurkowanie.

CZAS DOWOLNEGO BEZDECHU

Niektore gatunki wielorybéw nurkuja nawet > 2 h do gtebo-
kosci przekraczajacej 2000 m [32], a podczas zanurzenia
dochodzi do znaczacego zwolnienia HR, do 2—6 skurczéow/
/min, z towarzyszacym spadkiem ci$nienia tetniczego. Moz-
liwosci cztowieka i granice przetrwania w srodowisku wod-
nym sa niewspétmiernie mniejsze. Przecietna niewytrenowa-
na osoba rzadko potrafi wstrzymac oddech dtuzej niz kilka-
dziesiat sekund, jakkolwiek osoby regularnie trenujace i za-
adaptowane do nurkowania czesto utrzymuja bezdech przez
3 do > 5 min [33, 34]. W pierwszym konkursie nurkowania
oficjalnie zarejestrowanym w czasach nowozytnych, ktéry
odbyt sie w 1911 r., grecki rybak i potawiacz peret, Jorgos
Haggi Statti, osiagnat gteboko$¢ 77 m przy swobodnym zanu-
rzeniu. Aktualne rekordy sg znacznie bardziej ,wysrubowane”:
oficjalnie odnotowano udang prébe swobodnego nurkowa-
nia bez uzycia zasobnika tlenowego do glebokosci 265 m,
a najdtuzszy czas zanurzenia wyniést 11 min 35 s, przy czym
jezeli statyczne zanurzenie byto poprzedzone hiperwentylacja
czystym tlenem, to maksymalny czas bezdechu przekroczyt
20 min.

Procedura czesto stosowana przed nurkowaniem jest
hiperwentylacja, ktéra nieznacznie zwigksza zasoby ustrojo-
we tlenu. Wyniki najnowszych badan wskazuja, ze nasilone
oddychanie zwieksza potencjat antyoksydacyjny limfocytéw,
redukujac poziom reaktywnych postaci tlenu [35]. Przyjmuje
sie, ze przy optymalnie przeprowadzonej hiperwentylagji
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bezposrednio przed zatrzymaniem oddechu, czas dowolne-
go bezdechu moze przedtuzy¢ sie o 10-60 s [36]. Nieko-
rzystnym nastepstwem hiperwentylacji jest nadmierne wy-
dalanie dwutlenku wegla z powietrzem wydechowym. Wy-
wotana hipokapnia wywiera dziatanie euforyzujace i hamuje
oddychanie. Zahamowanie napedu oddechowego podczas
nurkowania z bezdechem jest istotnym czynnikiem ryzyka
niespodziewanego utoniecia. Brak lub zmniejszona percep-
cja koniecznosci wykonania wdechu wptywa korzystnie na
samopoczucie nurka, co zacheca do kontynuowania bezde-
chu. Przy szybko spadajacej preznosci tlenu moze docho-
dzi¢ do dysfunkcji neuronéw pnia mézgu, czego efektem jest
nagfe ograniczenie Swiadomosci lub jej utrata, wystepujace
bez ostrzegawczych objawdéw prodromalnych (shallow blac-
kout). Przy zanurzeniu w wodzie prowadzi to do zachtysnie-
cia, z aspiracja wody do dr6g oddechowych, a w efekcie —
do utoniecia [36, 37].

Innym sposobem stosowanym przy wspétzawodnictwie
o charakterze sportowym, polegajacym na osiagnieciu najdtuz-
szego czasu lub najwiekszej gtebokosci nurkowania, jest zwiek-
szenie dostepnych zasobow tlenowych przez wzrost objetosci
powietrza w ptucach powyzej standardowej catkowitej pojem-
nosci ptuc. Osiaga sie to przez okredlane kolokwialnie , pako-
wanie pfuc”, ktérego istota jest wprowadzenie do ptuc dodat-
kowej objetosci powietrza w tzw. wdechu gardfowo-krtanio-
wym (glossopharyngeal insufflation). Zawodnik bezposrednio
po dokonaniu maksymalnego wdechu szybko powtarza wcze-
$niej wyc¢wiczong procedure, w ktérej po zamknieciu ust i za-
tkaniu nosa przepycha do otwartej nagtosni dodatkowa obje-
tos$¢ powietrza przy wykorzystaniu policzkow i tylnej Sciany
gardta. Wywotany w ten sposéb wzrost cisnienia w klatce pier-
siowej zmniejsza powr6t zylny i wtérnie rzut serca, powodujac
spadek cisnienia tetniczego, niekiedy drastyczny. Ponadto roz-
ciagniecie klatki piersiowej zwieksza wagotonie podczas nur-
kowania z bezdechem. Opisano przypadki omdlenia w wo-
dzie ze spadkiem ci$nienia tetniczego i asystolia po nadmier-
nym wypetnieniu ptuc powietrzem [38].

BRADYKARDIA PODCZAS NURKOWANIA

Zwolnienie HR, srednio o 10-30% wartosci wyjsciowej,
a u wyczynowych nurkéw nawet o > 50% [32, 39], jest we-
dtug wiekszosci danych z pismiennictwa regularna odpowie-
dzig odruchowa na nurkowanie [40], jakkolwiek Heek i wsp.
[41] zanotowali spadek HR jedynie u 66% testowanych ochot-
nikéw. Odpowiedz sercowa na nurkowanie zalezy od wieku
i wytrenowania, a jej najwieksze nasilenie przypada na okres
niemowlecy, w ktérym petni funkcje protekcyjna podczas
przypadkowych epizodéw hipoksji [42]. Podczas prob gte-
bokiego swobodnego nurkowania wykonywanych przez nur-
kéw reprezentujacych mistrzowska klase sportowa rejestro-
wano bradykardie < 15/min, ze wstawkami 8-10-sekundo-
wej asystolii [36, 40, 43]. W badaniach wiasnych polegaja-
cych na ocenie odpowiedzi sercowo-naczyniowej na
zanurzenie glowy w zimnej wodzie u zdrowych, niewytreno-

wanych ochotnikéw w wieku 17-21 lat, u wszystkich bada-
nych wystapita bradykardia podczas wykonywania préby,
a maksymalne zwolnienie HR wynosito 10,7-54,6% wyjscio-
wej HR [44].

Z wyjatkiem niemowlat, u ktérych reakcja kardiodepre-
syjna jest prawie natychmiastowa, bradykardia ujawnia sie w
wiekszosci przypadkéw po kilkunastosekundowym okresie la-
tencji [36, 44], a jej czas jest odwrotnie proporcjonalny do
wyjéciowej HR. U o0s6b wytrenowanych czas latendji jest wy-
raznie krétszy, a w poczatkowej fazie bezdechu dochodzi do
zmniejszenia objetosci wyrzutowej [45]. Czas od rozpoczecia
bezdechu do rozwoju bradykardii zalezy od wielu czynnikéw,
takich jak: temperatura, pojemnos¢ zyciowa ptuc, wydolnos¢
fizyczna i stopien wytrenowania, poprzedzajaca hiperwentyla-
cja, ruchy dowolne, pozycja ciata, podfoze emocjonalne.

Odpowiedz kardiodepresyjna jest zwykle poprzedzona
zwiekszeniem HR z towarzyszacym wzrostem cisnienia tet-
niczego [39, 44, 46]. Te pierwsza faze reakcji na zanurzenie
twarzy lub nurkowanie okresla sie mianem efektu antycypa-
cyjnego i jest ona pochodng uogoélnionego pobudzenia ukta-
du wspotczulnego. Wstepne pobudzenie rozpoczyna sie naj-
czesciej od kilku do kilkudziesieciu sekund przed rozpocze-
ciem préby i trwa srednio kilka—kilkanascie sekund poczat-
kowego nurkowania [44]. Efekt antycypacyjny, z maksy-
malnym przyrostem HR czesto przekraczajacym 30/min, jest
najbardziej zaznaczony u nastolatkéw bez doswiadczenia w
nurkowaniu lub prébach zanurzenia twarzy z bezdechem,
co wiaze sie z lekiem przed nieznanym lub nie do korica
rozpoznanym do$wiadczeniem oraz z poczatkowa nieswo-
ista odpowiedzig o typie reakcji alarmowej [44, 47, 48]. Mak-
symalne przyspieszenie HR i czas latencji wykazuja odwrotng
korelacje z bradykardia, ktéra rozwija sie w pézniejszej fazie
odpowiedzi. Przyjmuje sie, ze im szybsze jest tempo prze-
mian metabolicznych, czego wyrazem jest HR, tym dynami-
ka rozwoju hipoksji po zatrzymaniu oddychania jest wieksza,
co sprzyja nasilonej odpowiedzi kardiodepresyjnej. Zatem
kazde pobudzenie organizmu, bez wzgledu na szczegétowy
czynnik sprawczy, bedzie podczas przedtuzonego bezdechu,
np. podczas nurkowania, skutkowato tendencja do nasilonej
bradykardii, proporcjonalnej do chwilowej hipoksji [36, 49,
50]. Posrednim potwierdzeniem powyzszej koncepcji jest
wieksza odpowiedZ kardiodepresyjna na nurkowanie z to-
warzyszacym wysitkiem od obserwowanej przy zanurzeniu
statycznym [51, 52]. To dlatego nurkowanie bezposrednio
poprzedzone wysitkiem wiaze sie z wiekszym ryzykiem kry-
tycznych incydentéw sercowych.

KINETYKA ZWOLNIENIA RYTMU SERCA

I ZMIENNOSC OSOBNICZA ODRUCHU

NA NURKOWANIE

Do maksymalnego zwolnienia HR dochodzi po 30-60 s od
zatrzymania oddychania [36, 44, 47]. Kontynuowanie bez-
dechu nie powoduje u wigkszosci 0séb postepujacego zmniej-
szenia HR.
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Dane z pismiennictwa dotyczace kinetyki zwolnienia HR
sa niespdjne. Usredniony przebieg odpowiedzi obliczony
w najwiekszej jak dotad metaanalizie [53], utworzonej na
bazie 8 niezaleznych badan, uwzgledniajacej dane 205
uczestnikow w wieku 19-25 lat, ktérzy wykonali poréwny-
walne préby laboratoryjne zanurzenia glowy w wodzie ze
wstrzymaniem oddechu, odpowiada krzywej jednowyktad-
niczej ze stata czasowa — tau réwna 10,4 s™', co odpowiada
czasowi po’rowicznego zmniejszenia HR (tw) —7,2s. W do-
Swiadczeniach wiasnych, z udziatem zdrowych, niewytreno-
wanych ochotnikéw w wieku 17-21 lat [44], dynamika od-
powiedzi byta istotnie mniejsza, a Srednia wartos¢ tau wy-
nosifa 22,5 s™, co odpowiada t,, 32,5 s. Czynnikiem utrud-
niajacym ocene jest poczatkowe przyspieszenie HR, réznice
w ocenie kinetyki zwolnienia HR mogg za$ wynika¢ z od-
miennego sposobu interpretacji poczatku odpowiedzi kar-
diodepresyjne;j.

Charakterystyczng cechg odruchu na nurkowanie jest
znaczna zmienno$¢ osobnicza i zwigzana z nig niepewnosé
prognozowania indywidualnego przebiegu reakgji, przy braku
wczesniejszych doswiadczen [40]. Baranova i wsp. [54] wy-
réznili 4 typy odpowiedzi sercowej na nurkowanie: nadpobu-
dliwa, standardowa, niereaktywna i paradoksalna. W badaniach
wiasnych [44] jedynie u 40% uczestnikow krzywa jednowy-
ktadnicza wiarygodnie odzwierciedlala rozwd;j bradykardii,
u pozostatych 60% zwolnienie HR miafo przebieg ztozony,
dwuwykfadniczy, z poczatkowa faza szybkiego zmniejszenia
HR i p6Zniejsza znacznie wolniejszego spadku HR. Wyrazem
zmiennosci osobniczej byt znaczny zakres zarejestrowanych
wskaznikéw: latencji odpowiedzi kardiodepresyjnej: 0-43 s;
czasu od rozpoczecia bezdechu do wystapienia maksymalnej
bradykardii: 19-78 s (koniec proby); wzglednego zmniejsze-
nia HR: 11-55%; wzglednego przyspieszenia HR w poczatko-
wej fazie proby: 13-84%. Na rycinie 2 przedstawiono przykfa-
dy indywidualnych przebiegéw odpowiedzi sercowej na za-
nurzenie twarzy w zimnej wodzie.

Przyktad 1 ilustruje dwufazowe zwolnienie HR z wyrazng
fluktuacja HR poprzedzone minimalnym pobudzeniem
wstepnym. Rytm zastepczy z wezta przedsionkowo-komo-
rowego, zakfécony pojedynczymi pobudzeniami dodatkowy-
mi komorowymi dominuje od 40. s préby. Przyktad 2 repre-
zentuje odpowiedZ ze znacznym poczatkowym przyspiesze-
niem HR. PdéZniejsza bradykardia rozwija sie dwufazowo, a
po 40 s HR sie stabilizuje, po ujawnieniu nadkomorowego
rozrusznika zastepczego. W przyktadzie 3 przebieg zwolnie-
nia HR najlepiej opisuje funkcja jednowykfadnicza, a maksy-
malna odpowiedz wystepuje po 32 s od rozpoczecia préby,
po czym funkcje dominujacego rozrusznika przejmuje wezet
przedsionkowo-komorowy. Przyktad 4 przedstawia dwufazowa
odpowiedz kardiodepresyjng, ktéra rozpoczyna sie po wstep-
nym pobudzeniu zainicjowanym juz po zanurzeniu glowy.
W trakcie préby utrzymuje sie rytm zatokowy, a HR stopnio-
wo ulega zmniejszeniu, bez osiagniecia jednoznacznego mini-
mum. Przykfad 5 odpowiada jednofazowemu zwolnieniu HR,

z szybka stabilizacja HR, poprzedzonemu znaczacym pobu-
dzeniem antycypacyjnym. W koricowych 30 s proby zazna-
cza sie tendencja do wzrostu HR, co moze odpowiadac Il fa-
zie odpowiedzi kardiodepresyjnej na nurkowanie, zaobserwo-
wanej przez Guaraldiego i wsp. [55] u elitarnej grupy nurkéw
wyczynowych. Przyktad 6 ilustruje probe, ktéra przerwano po
40 s wskutek wystapienia salwy réznoksztattnych pobudzen
komorowych. Zwraca uwage wybitne pobudzenie wstepne,
zapoczatkowane przed rozpoczeciem proby, w przebiegu kto-
rego HR wzrasta do 151/min. Po kilku sekundach od zanurze-
nia faza pobudzenia ustepuje stopniowemu zwolnieniu HR,
po czym w ok. 20. s dochodzi do nagfego spadku HR do
40-45/min. W dalszym przebiegu pojawiaja sie pobudzenia
dodatkowe, najpierw nadkomorowe, péZzniej komorowe, kt6-
re wymusity zakorczenie testu.

Dwufazowy rozwdj odpowiedzi kardiodepresyjnej na
nurkowanie lub oziebienie twarzy opisali w 1990 r. Paulev i
wsp. [56], sugerujac, ze pierwszej fazie zwolnienie HR jest
reakcja na pobudzenie baroreceptoréw tetniczych wywota-
ne wzrostem ci$nienia tetniczego, w drugiej zas fazie docho-
dzi do stopniowego zwiekszenia aktywnosci dosercowych
wiékien wspotczulnych, co skutkuje ustabilizowaniem HR.
Dalsze badania podwazyty wiodaca role baroreceptoréw w za-
inicjowaniu bradykardii. Khurana i Wu [25] obliczyli, ze cho¢
wzrost ci$nienia tetniczego w odpowiedzi na oziebienie lub
zanurzenie twarzy zwykle poprzedza odpowiedz kardiodepre-
syjna [36], to latencja odpowiedzi sercowej i ci$nieniowej na
oziebienie twarzy znacznie przekracza odpowiedzi sercowe
inicjowane pobudzeniem baroreceptoréw tetniczych. U wy-
trenowanych nurkow, ktérzy potrafig wstrzymac oddech przez
ponad 3 min, podczas przedtfuzonego zanurzenia ujawnia sie
czesto |ll faza odpowiedzi sercowej, okredlana jako faza walki
[55, 57]. Dochodzi w niej do przyspieszenia HR, zwykle niere-
gularnego, przy znacznie podwyzszonym cisnieniu tetniczym.
U niektorych oséb podczas nurkowania z bezdechem reje-
strowano bardzo wysokie wartosci ci$nienia tetniczego:
290/150, 280/200, 345/150 mm Hg [58]. Podfozem p6znej
fazy odpowiedzi sercowo-naczyniowej, korelujacej z rozwo-
jem gtebokiej hipoksji, jest narastajace pobudzenie widkien
wspotczulnych, interpretowane jako przejaw desperackiej re-
akgji alarmowej i wyczerpanie zakresu fizjologicznej odpo-
wiedzi na nurkowanie. Reakcje presyjna promuje oziebienie
tutowia i konczyn, zwtaszcza dolnych [26].

ADAPTACYJNY CHARAKTER ODRUCHU

NA NURKOWANIE

Fizjologiczna, kardiodepresyjna odpowiedz na nurkowanie,
ktéra jest najbardziej zaznaczona u nurkujacych ssakéw, ma
charakter adaptacyjny, gdyz umozliwia organizmom oddy-
chajacym powietrzem atmosferycznym stosunkowo dtugo-
trwate przebywanie pod woda. Odruch na nurkowanie przy-
czynia sie do istotnego zmniejszenia zuzycia tlenu oraz do
przekierowania rezerw tlenowych dostepnych w krwi i tkan-
kach obwodowych do narzadéw centralnych, kluczowych
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Rycina 2. Przyktady indywidualnych (1-6) zmian czestotliwosci rytmu serca (HR) przed i podczas zanurzenia twarzy w zimnej
wodzie (8°C) z zatrzymanym oddechem wykonanych przez zdrowych niewytrenowanych ochotnikéw w wieku 17-21 lat. Czas
zanurzenia w wodzie w probach 1-5 odpowiada czasowi dowolnego bezdechu. Prébe 6 przerwano w 40. sekundzie po ujawnie-
niu salwy réznoksztattnych pobudzen komorowych; linia przerywana wyprowadzona z czarnego punktu po lewej stronie kazdego
wykresu odpowiada HR zarejestrowanej 5 min przed zanurzeniem twarzy, pozostate punkty odpowiadajg HR w kolejnych cyklach
serca, punkty szare oznaczajg rytm zatokowy, punkty czarne — odpowiadajg rytmowi weztowemu lub pobudzeniom dodatkowym

przedsionkowym lub komorowym

dla podtrzymania czynnosci zyciowych organizmu, w tym
zwlaszcza do mézgu, szczegdlnie wrazliwego dla hipoksje [2,
59]. Zwolnienie HR i przedtuzenie rozkurczu, przy réwno-
czesnym skurczu obwodowych naczyr oporowych, prowa-
dzacym do wzrostu ci$nienia rozkurczowego, sprzyja wydfu-
Zeniu czasu efektywnej perfuzji warstwy podwsierdziowej le-
wej komory, najbardziej narazonej na niedokrwienie. Pod-
czas nurkowania czesto dochodzi do obkurczenia $ledziony,
zaleznego od pobudzenia lokalnych receptoréw alfa-2-adre-
nergicznych [60]. Skurcz ledziony, nierzadko z towarzysza-
cym ostrym bélem w lewym podzebrzu, wyciska znaczna
pule krwinek czerwonych do krwiobiegu, zwigkszajac do-
stepna rezerwe tlenowa.

Zmniejszenie HR potfaczone z centralizacja krazenia,
z towarzyszaca hipotermia tkankowa, wiazaca sie ze spowol-
nieniem tempa przemian metabolicznych, ttumaczy przypad-
ki kilkudziesieciominutowego przezycia niektérych oséb,
zwlaszcza dzieci, bliskich utonieciu w wodzie o temperatu-
rze < 10°C [24, 51, 59] oraz pomyslne zakonczenie znacz-
nego odsetka zabiegdw resuscytacyjnych, przeprowadzonych
po wylowieniu poszkodowanych os6b z zimnej wody w sta-
nie hipotermii [61-63]. Wykazano, ze odruch na nurkowa-
nie zabezpiecza noworodki przed utonieciem podczas poro-
du w wodzie [63]. Procedury ozigbiania twarzy i wstrzymy-
wania oddechu byty przez wiele lat stosowane jako dorazne
metody przerywania tachyarytmii nadkomorowych [64]. Prze-
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stanki empiryczne wskazuja, ze wielokrotnie powtarzane za-
nurzanie twarzy w zimnej wodzie, na zasadzie krétkotrwate-
go treningu, moze przyczyniac sie do lepszej adaptacji do
hipoksji wysokogorskiej [65]. Zanurzenie twarzy w zimnej
wodzie jest jedng z empirycznie stosowanych metod przy-
spieszenia powysitkowej odnowy [66]. Chociaz obiektywne
korzysci ze stosowania tej procedury, zwiazanej ze zwigksze-
niem powysitkowej aktywnosci przywspéftczulnej, nie sa ewi-
dentne [67, 68], to percepcja subiektywna testowanych spor-
towcow byta zdecydowanie pozytywna [67]. Wyniki badar do-
$wiadczalnych z udziatem ochotnikéw wskazuja, ze zanurzenie
twarzy w zimnej wodzie poprzedzajace wysitek ogranicza wysit-
kowy wzrost stezenia prolaktyny i amin katecholowych [65, 69],
poprawia subiektywny komfort termiczny podczas wysitku [69],
a takze sprzyja uzyskaniu dobrego wyniku w wysitkach typu wy-
trzymatosciowego o znacznej intensywnosci [29, 70]. Korzystny
efekt jest najprawdopodobniej pochodng zwiekszonej aktyw-
nosci przywspotczulnej we wstepnej fazie wysitku, co skutkuje
mniejsza poczatkowa HR i zmniejszonym uwalnianiem kwasu
mlekowego.

PATOLOGICZNE IMPLIKACJE REGULACY]JNE

Coraz wigksza dostepnos¢ akwenéw wodnych, wynikajaca
z rozwoju cywilizacyjnego, faczy sie ze wzrostem krytycznych
incydentéw zwiazanych z przebywaniem w wodzie. Zabawy
i konkursy polegajace na najdtuzszym zatrzymaniu oddechu,
przeptynieciu pod woda najdtuzszego dystansu, najgtebszym
nurkowaniu, wytawianiu z wody przedmiotéw, a takze réz-
norodne procedury treningowe ukierunkowane na zwieksze-
nie rezerw tlenowych organizmu w nastepstwie wielokrotnie
powtarzanego nurkowania, zwiekszaja ryzyko wystapienia na-
glych incydentéw sercowych zwiazanych z przekroczeniem
zakresu regulacji odruchowej odpowiedzi o charakterze ada-
ptacyjnym. Poetyckim wyrazem skutkéw nadmiernej ambi-
cji i wiary we wilasne mozliwosci jest tragiczny los nurka opi-
sany w 1797 r. przez Friedricha Schillera w balladzie ,Nu-
rek” [71]. Statystyki nagtych zgonéw, do ktérych doszto w
wodzie, wskazuja, ze utoniecie i nagte zatrzymanie krazenia
podczas przebywania w wodzie jest jedng z wazniejszych
przyczyn zgondw u 0s6b w wieku 4-59 lat, a w Stanach Zjed-
noczonych, Wielkiej Brytanii, Australii i Oceanii sa w grupie
nastolatkdw 3. przyczyna zgonu po wypadkach komunika-
cyjnych i nowotworach [50, 72, 73]. Oprécz ewidentnych
przypadkéw utonie¢ zwigzanych z zachty$nieciem przy na-
glym wpadnieciu do wody, urazem mechanicznym lub ci-
$nieniowym, nagla dekompresja, wyczerpaniem zasobow tle-
nu przy nurkowaniu z uzyciem butli, bezposrednia przyczy-
na nagtego zgonu w wodzie jest czesto niefatwa do ustalenia,
ze wzgledu na to, ze arytmia lub nagfa asystolia nie pozosta-
wiaja znamiennych markeréw po$miertnych [1]. Sposréd tra-
gicznych incydentéw, do ktérych doszto w akwenach wod-
nych w Stanach Zjednoczonych, ponad pofowa miafa miej-
sce w obrebie publicznych lub prywatnych basenéw, przy
nadzorze os6b trzecich, przy czym wiekszos¢ poszkodowa-

nych prowadzita aktywny tryb Zycia, potrafita ptywac i nie-
jednokrotnie nurkowata [74, 75]. Wskazuje to na nagly incy-
dent sercowy jako przyczyne zgonu.

Indywidualny zakres fizjologicznej odpowiedzi adapta-
cyjnej jest trudny do przewidzenia, zwlaszcza jezeli proba
wyzwalajaca odruch ma charakter sporadyczny. Nagly kon-
takt uprzednio rozgrzanej powierzchni twarzy z zimnym
i wilgotnym powietrzem, do ktérego dochodzi np. po wyjs-
ciu z cieptego pomieszczenia i napotkaniu intensywnego wia-
tru o przeciwnym kierunku, nie tylko moze wywota¢ odpo-
wiedz kardiodepresyjna, ale niekiedy powoduje odruchowe
zatrzymanie oddychania, przechodzace w sptycony tor od-
dechowy z niepetnym wydechem [17, 76, 77]. Taka sytuacja
imituje warunki odruchu na nurkowanie, promujac ujawnie-
nie niebezpiecznych arytmii. Uposledzeniu wydechu pod-
czas wysitku w zimnym otoczeniu sprzyja skurcz oskrzeli,
czasami wystepujacy jako dodatkowa komponenta odpowie-
dzi na nurkowanie [78]. Nagfe oziebienie twarzy moze takze
wywota¢ odmienna odpowiedz oddechowa, o typie reakgji
alarmowej, charakterystycznej dla nieoczekiwanego kontak-
tu z zimng woda, wystepujacej np. przy wpadnieciu do wody,
w ktorej po szybkim, gtebokim wdechu dochodzi do przejs-
ciowej hiperwentylacji. Odpowiedzi tej nie towarzyszy istotna
bradykardia [79], a zwiazane z nig zagrozenie wynika z zachty-
$niecia podczas zanurzenia w wodzie. Dynamika i nasilenie
odpowiedzi kardiodepresyjnej w znacznym stopniu zalezg od
reakgji na oziebienie twarzy. Znaczny kontrast termiczny, wil-
gotna skora twarzy o wysokiej przewodnosci cieplnej, roz-
szerzenie naczyf powierzchownych twarzy, np. po spozyciu
alkoholu, intensywny przeptyw zimnego powietrza, zwiek-
szaja ryzyko nadmiernej odpowiedzi sercowej.

Odruch na nurkowanie zwrécit uwage badaczy jako po-
tencjalny czynnik patogenetyczny zespotu nagtego zgonu nie-
mowlat (SIDS, sudden infant death syndrome), w przebiegu
ktérego dochodzi do nagtej Smierci podczas snu dotychczas
zdrowego niemowlecia [9]. Czynnikiem wywotujacym nad-
mierng odpowiedz odruchowa z bezdechem i asystolig moze
by¢ podraznienie sluzéwki nosa lub przedsionka nosa przez
nieswoisty czynnik drazniacy, np. mokry, zimny skrawek
materiatu lub ubrania, ciato obce, powiew zimnego powie-
trza na wilgotng powierzchnie twarzy. Dane autopsyjne wska-
zujg, ze SIDS czesto towarzyszy hipoplazja jadra tukowatego
(nucleus arcuatus) i nadmierny rozwoj astrocytéw (glejoza) w
obszarze jader pnia mézgu zawierajacych neurony sterujace
napedem krazeniowo-oddechowym [9]. Badania ekspery-
mentalne na szczurach wskazuja, ze nadmierne pobudzenie
dosercowych wtékien nerwu btednego jest pochodng akty-
wacji osrodkowe] neurotransmisji glutaminergicznej przy
udziale receptoréw muskarynowych M4 [80].

W ostatniej dekadzie uwage badaczy zwrdcity podobien-
stwa odpowiedzi na hipoksje przy zatrzymanym oddychaniu
z zaburzeniami autonomicznej regulacji krazenia wystepuja-
ce w zespole bezdechu sennego (sleep apnea). Chapleau [81]
zauwazyt, ze u wyczynowych nurkéw dzienna liczba bezde-
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chéw w sezonie treningowo-sportowym odpowiada czesto-
tliwosci bezdechdéw w zespole bezdechu sennego. Zaréwno
u wyczynowych nurkéw pod koniec nurkowania, jak i u 0séb
z zespotem bezdechu sennego dochodzi do zwiekszonej ak-
tywacji odruchu z chemoreceptoréw tetniczych, z pobudze-
niem obwodowych wi6kien wspétczulnych prowadzacym do
istotnego wzrostu ci$nienia tetniczego [82]. Efekt presyjny jest
proporcjonalny do spadku preznosci tlenu we krwi i jest za-
znaczony w wiekszym stopniu u dobrze wytrenowanych
nurkéw, zdolnych do kilkuminutowego wstrzymania oddy-
chania, a takze u 0séb, u ktérych wystepuja liczne epizody
bezdechu podczas snu. Znang cecha zespotu bezdechu sen-
nego, a takze zastoinowej niewydolnosci serca jest obnizona
wrazliwos$¢ chemoreceptoréw tetniczych, zwlaszcza na hi-
perkapnie [27, 83]. Dwutygodniowy trening nurkowania z
bezdechem znaczaco wydtuza czas dowolnego bezdechu,
co koreluje ze zmniejszong odpowiedzig odruchu z chemo-
receptoréw tetniczych na narastajaca hipoksje lub hiperkap-
nie [27]. W rezultacie naped oddechowy ulega przyttumie-
niu, co utatwia dtuzsze powstrzymanie sie od zainicjowania
wdechu. Zmniejszenie wrazliwosci na hipoksje i hiperkapnie
nie wiaze sie bezposrednio ze zwigkszonym pobudzeniem
chemoreceptoréw tetniczych i ze zwigkszong toniczna spo-
czynkowa aktywnoscig wtékien wspétczulnych, zalezna od
tego pobudzenia chemoreceptoréw tetniczych. Powtarzalne
epizody hipoksji wywotane wielokrotnym dfugotrwatym nur-
kowaniem, epizodami bezdechu sennego, nietypowym to-
rem oddechowych z niepetnym wydechem pochodzenia
obturacyjnego lub wynikajacym z emocjonalnego lub wysit-
kowego przesterowania toru oddechowego, wywotuja dtu-
gotrwaty wzrost aktywnosci chemoreceptoréw o charakterze
dtugotrwatej potencjalizacji (sLTF, sensory long term facilita-
tion). Podtozem sLTF sa zmiany transmisji synaptycznej, eks-
presji receptoréw, a takze syntezy neuronalnych biatek sy-
gnatowych [84, 85]. W detekgji tlenu na poziomie chemore-
ceptoréw uczestnicza jego reaktywne postaci, w tym rodniki
tlenowe, generowane przy udziale NAD(P)H oksydazy (Nox2,
Nox4) [86]. Wptyw nurkowania i bezdechu sennego na réw-
nowage oksydacyjna zalezy od lokalnych czynnikéw komér-
kowych i tkankowych. W dfugotrwatej potencjalizacji odru-
chu z chemoreceptoréw tetniczych zmniejsza sie aktywnos¢
lokalnej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-2), co promuje
stres oksydacyjny, ktory z kolei aktywuje czynniki transkryp-
cyjne, takie jak HIF-1, czynniki jadrowe zaktywowanych lim-
focytow T (NFAT), czynnik jadrowy NFjB [84, 85, 87]. Po-
wtarzalna ekspozycja na hipoksje, zwigzana z czestym
nurkowaniem, zwieksza ekspresje endogennych antyoksydan-
tow w limfocytach, neutrofilach, erytrocytach i osoczu, ale
promuije tez stres oksydacyjny w srédbtonku [88, 89]. Sprzy-
ja to rozwojowi dysfunkgji srédbtonka w warunkach odru-
chowego wzrostu ci$nienia tetniczego wywotanego zwieksze-
niem aktywnosci obwodowych wtékien wspétczulnych.
Whyniki najnowszych badarn wskazuja, ze aktywne nurkowa-
nie z towarzyszacym wysitkiem i zatrzymanym oddychaniem

zwieksza obrét komoérek puli granulocytarnej przez zwiek-
szenie apoptozy i przyspieszenie liczby podziatow komérko-
wych, co moze przypominac tkankowe procesy przyspieszo-
nego starzenia [90]. Koreluje to z wcze$niejszymi danymi
z badan eksperymentalnych, w ktérych stwierdzono cechy
oksydacyjnego uszkodzenia limfocytarnego DNA kilkadzie-
sigt minut po zakonczeniu submaksymalnego wysitku [91].

ZABURZENIA RYTMU

Najpowazniejszym, niejednokrotnie fatalnym powiktfaniem
odruchowej odpowiedzi na nurkowanie sg zaburzenia HR,
ktére podczas nurkowania opisali po raz pierwszy Scholan-
der i wsp. [92] w 1962 r. Zaobserwowano, ze czestos¢ ich
wystepowania wzrasta przy zanurzeniu w zimnej wodzie [58]
oraz ze indywidualne ryzyko arytmii zwigzanej z nurkowa-
niem jest trudne do oszacowania ze wzgledu na znaczng
zmienno$¢ osobnicza i istotny wptyw chwilowej predyspo-
zycji oraz warunkéw nurkowania [36]. Zaburzenia czynnosci
elektrycznej serca podczas przedtuzonego bezdechu i ozie-
bienia twarzy maja charakter nieswoisty i wynikajg z zaha-
mowania rozrusznikéw przedsionkowych i czesciowego lub
catkowitego wytaczenia ich nadrzednego wptywu na auto-
matyzm mies$niowki komér [13, 15]. Zwiekszona pobudli-
wos¢ kardiomiocytéw wywotana niedokrwieniem, hipokalie-
mia, kardiomiopatia lub czynnikami metabolicznymi utatwiaja
zainicjowanie arytmii.

Najczestszg nieprawidiowoscia sa pobudzenia dodatko-
we nadkomorowe i komorowe, wystepujace u wiekszosci osob
podczas przedtuzonego bezdechu [33, 43, 44]. Heterogenne
pobudzenia dodatkowe komorowe moga degenerowa¢ do
roznoksztattnych pobudzenn gromadnych, wieloksztattnego
czestoskurczu komorowego i do migotania komér. Zaburze-
nia przewodzenia przedsionkowo-komorowego ujawniaja sie
najczesciej pod postacia bloku | stopnia, ktory niekiedy trans-
formuje do bloku Il stopnia, zwtaszcza typu Mobitz |, z progre-
sywnym wydfuzaniem odstepu PQ, az do wypadniecia kolej-
nego pobudzenia zatokowego (43, 44, 93]. Wyrazem catko-
witego zahamowania przewodzenia przedsionkowo-komoro-
wego jest wystepowanie kilkusekundowych lub przedtuzonych
epizod6w asystolii, szczegdlnie u dzieci [43, 93]. Stosunkowo
rzadko pojawiaja sie bloki odnogi peczka Hisa, zwfaszcza od-
nogi prawej [33, 94]. Rytm zastepczy, zwykle pochodzenia
weztowego, ujawnia sie rutynowo przy zwolnieniu rytmu za-
tokowego do ok. 40/min, a sporadycznie przy wiekszej HR,
przekraczajacej 60/min, w postaci krétkotrwatych wstawek lub
jako zmiana utrwalona do korica wykonywanej proby [33, 40,
44]. Obraz zmian elektrokardiograficznych uzupetniaja wyste-
pujace nieregularnie zaburzenia repolaryzacji pod postacia
wydtuzenia odstepu QT, nieswoistych zmian morfologii zatam-
ka T, uniesienia odcinka ST [13, 43, 93].

Wybrane doniesienia z pimiennictwa wskazuja [40, 56,
95], ze arytmie mogg by¢ wyzwalane niemal natychmiast po
zanurzeniu twarzy w zimnej wodzie, co jest efektem nad-
miernej reakcji na pobudzenie zakofczen czuciowych ner-

www.kardiologiapolska.pl



S 112

Tomasz H. Wierzba, Arkadiusz Ropiak

wu tréjdzielnego i wynika z nadmiernej reakcji na oziebienie
twarzy i przedsionka nosa. Zalecenia Hieberta i Burcha [4],
odnoszace sie do warunkow dydaktycznego testowania od-
ruchu na nurkowanie, a takze ponad 25-letnie doswiadcze-
nia wlasne (dane nieopublikowane), zwiazane z rejestracja
elektrokardiograficzna podczas przeprowadzonych w celach
dydaktycznych préb zanurzenia twarzy w zimnej wodzie lub
prob dowolnego bezdechu, wskazuja, ze u zdrowych ochot-
nikéw w wieku 18-30 lat podejmujacych préby czynnoscio-
we z bezdechem trwajacym nie dtuzej niz 30-50 s, zaburze-
nia czynnosci elektrycznej serca wystepuja sporadycznie,
a ich czesto$¢ wzrasta przy przedtuzonym wstrzymywaniu od-
dychania. Liczne obserwacje wskazuja, ze zwigkszone ryzy-
ko ujawnienia arytmii komorowych wiaze sie z rozwojem hi-
poksji podczas przedtuzonego bezdechu, do czego w naj-
wiekszym stopniu dochodzi podczas kilkuminutowego nur-
kowania z bezdechem [37, 40, 43, 59]. Prébie takiej potrafig
sprosta¢ osoby dobrze wytrenowane o znacznym doswiad-
czeniu. W praktyce oznacza to, ze trening dowolnego bez-
dechu lub nurkowania bez sprzetu wspomagajacego nie tyl-
ko nie zmniejsza prawdopodobieristwa sprowokowania aryt-
mii, ale jest czynnikiem predysponujacym, przez umozliwie-
nie przekroczenia kolejnych barier wydolnosciowych
organizmu. Zwraca uwage fakt, ze zwiekszona sktonnos¢ do
arytmii wystepuje, mimo ze u 0séb wytrenowanych obcigze-
nie serca jest w poréwnywalnych warunkach mniejsze niz
w standardowej grupie referencyjnej [45].

Wadomo, ze wysitek poprzedzajacy prébe lub towarzy-
szacy nurkowaniu, jak tez przyspieszenie metabolizmu wy-
wotane inng przyczyng, zwiekszaja pobudliwo$¢ komorowych
osrodkéw arytmogennych [36, 39]. Znaczny wzrost obcigze-
nia nastepczego, przy wysokim stezeniu amin katecholowych
i zahamowanym przewodzeniu przedsionkowo-komorowym
istotnie zwieksza ryzyko wystapienia arytmii komorowych.
Obserwacje Ferrigno i wsp. [43, 58], ktorzy dokonali rejestra-
cji elektrokardiograficznej u wyczynowych nurkéw podczas
ekstremalnego zanurzenia w zimnej wodzie, ujawnity wyste-
powanie licznych polimorficznych pobudzeit komorowych,
nierzadko dominujacych w HR, okresowo ukfadajacych sie
w rytm bigeminii, przerywanych wstawkami kilkusekundo-
wej asystolii.

Tipton i wsp. [96] wykazali, Ze okresem zwigkszonej
podatnosci na wystapienie ektopowych arytmii komorowych
jest pierwsze 10 s po wznowieniu oddychania. W ponad 80%
prob doswiadczalnego zanurzenia w wodzie czynnikiem pro-
wokujacym arytmie byto wznowienie oddychania przy uzy-
ciu systemu rur potaczonych z zasobnikiem z mieszanka od-
dechowa. Przebieg doswiadczenia sugeruje znaczaca role
zwiekszonego oporu oddechowego. Ewentualny mechanizm
reperfuzji jest mafto prawdopodobny ze wzgledu na niemal
natychmiastowy efekt po rozpoczeciu oddychania. Najpraw-
dopodobniej uruchomienie napedu oddechowego odhamo-
wuje dotychczas czesciowo przyttumione dosercowe wtok-
na wspofczulne, wywotujac chwilowy efekt batmotropowy.

PODSUMOWANIE

Odruch na nurkowanie jest ztozong odpowiedzig o charak-
terze adaptacyjnym, umozliwiajaca cztowiekowi krétkotrwa-
te przetrwanie w Srodowisku wodnym, a takze przetrwanie
epizodéw hipoksji. Istota zmiennej osobniczo odpowiedzi
sercowej jest zwolnienie HR, a w jej przebiegu moze docho-
dzi¢ do réznorodnych zaburzen rytmu i przewodzenia,
w skrajnych przypadkach do migotania komor i asystolii. Tre-
ning nurkowania z bezdechem nie zabezpiecza przed roz-
wojem powiktani. Wystapieniu arytmii sprzyja gwattowne ozie-
bienie twarzy, zwiekszona szybko$¢ przemian metabolicz-
nych, wywotana np. wysitkiem, a takze nadmierny wzrost cis-
nienia w klatce piersiowej. Poprzedzajaca hiperwentylacja
sprzyja omdleniu podczas nurkowania. Oziebienie twarzy,
konczyn i tutowia przed zanurzeniem w zimnej wodzie ogra-
nicza efekt kardiodepresyjny nurkowania i redukuje ryzyko
powikfan sercowych.
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Prevalence and incidence of myocardial
dysfunction and chronic heart failure
in type 1 diabetes — a still unresolved issue
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Background: Diabetic patients (DP) are exposed to an in-
creased risk of chronic heart failure (CHF), as compared to the
non-diabetic ones, yet a majority of studies to date focused on
type 2 diabetes. Consequently, prevalence and incidence of
CHF in type 1 diabetes still remains an unresolved issue.

Aims: To evaluate prevalence and incidence of myocar-
dial dysfunction and CHF in long-lasting type 1 diabetes, esti-
mated by echocardiography, levels of NT-pro BNP, chest ra-
diographs and clinical symptoms.

Methods: 1217 type 1 DP (baseline mean age 51.29 =+
+ 10.37 years) and 1204 non-diabetic controls, matched in
gender and age, following initial clinical examinations, under-
went a 7-year follow-up in terms of CHF.

Results: There were no differences between the prevalen-
ce of CHF in DP (3.70% vs. 2.54% in the controls; p = 0.07),
whereas the incidence was 0.02% per year vs. 0.01%, respecti-
vely. Only in both coronary and hypertensive subjects diastolic
CHF was revealed in 32.26% of DP and 14.29% of the controls;
p = 0.006, whereas both diastolic and systolic CHF occurred in
10.75% of DP vs. in 12.99% of the controls; p = 0.65.

Conclusions: In the era of modern insulin therapy, CHF
in type 1 diabetes manifests itself only when it is actually com-
plemented with hypertension or coronary disease. In hyper-
tensive DP the incidence of CHF was similar to the hypertensi-
ve controls, which might potentially be due to pharmacothera-
py. It was the coexistence of coronary disease, hypertension,
nephropathy and ageing in DP that actually caused higher inci-
dence of CHF in DP vs. the controls.
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Badanie przeciwmiazdzycowego potencjalu
beta-blokerow, ze szczegolnym uwzglednieniem
nebiwololu — na modelu eksperymentalnym
miazdzycy: myszy z wylaczonym genem dla
apolipoproteiny E (apoE-knockout mice)

Katarzyna Kus, Jacek Jawien, Ryszard Korbut

Katedra Farmakologii, Collegium Medicum,
Uniwersytet Medyczny, Krakdw

Ostatnie badania wykazaty dobroczynne dziatanie kardio-
logiczne nebiwololu — beta-adrenolityku Il generacji. Hipote-
za robocza niniejszej pracy zaktadata, ze nebiwolol moze ha-
mowac rozwoj zmian miazdzycowych. Badania prowadzone
byly na najnowszym eksperymentalnym modelu zwierzecym
miazdzycy: myszach z wytaczonym genem dla apolipoprote-
iny E (myszy apoE-knockout) — jedynym, jak dotad, w Polsce.
Poddano badaniu 30 samic myszy apoE-knockout w wieku
8 tygodni (podzielonych na grupy o liczebnosci n = 10), o pod-
tozu genetycznym C57BL/6). Oprécz grupy kontrolnej, grupy
eksperymentalne (w kazdej n = 10) otrzymywaty te sama die-
te, zmieszana z nebiwololem w dawce 2 umol/kg mc./dobe
oraz z metoprololem w dawce 90 mg/kg mc./dobe. W wieku
6 miesiecy wszystkie myszy poddano eutanazji i pobrano od nich
osocze, serca i wypreparowane aorty. Aorty réznity sie stop-
niem miazdzycy pomiedzy grupa kontrolna a grupami, ktérym
podawano leki. Mierzony metoda ,en face” procent catkowitej
powierzchni aorty zajetej przez barwione Sudanem IV zmiany
wynosit: w grupie kontrolnej 14,6 = 2,1%, podczas gdy w gru-
pie traktowanej nebiwololem 9,23 + 1,8% (p < 0,05), za$
w grupie otrzymujacej metoprolol 12,4 + 2,1% (p > 0,05). ,Cross-
section” korzeni aorty ujawnit rowniez réznice w powierzchni
zmian miazdzycowych. Liczona w 8 kolejnych skrawkach sred-
nia zmian = SEM zajetych przez barwione ORO zmiany wyno-
sita: 91 416 + 8 357 um? w grupie kontrolnej przeciwko
63 125 = 8 455 um?* w grupie otrzymujacej nebiwolol (p < 0,05),
za$ 82 947 = 9 373 um? w grupie z podawanym metoprolo-
lem (p > 0,05). Podane zwiazki nie zmienity w sposéb staty-
stycznie znamienny profilu lipoproteinowego cholesterolu
w osoczu oraz catkowitego stezenia cholesterolu i triglicery-
doéw. Wskazniki zapalenia: sVCAM-1, MCP-1, IL-6, IL-12 oraz
SAA wykazywaty tendencje do spadku pod wptywem nebiwo-
lolu. Niniejsze badanie jest pierwszym na Swiecie doniesieniem,
w ktérym wykazano na najnowszym eksperymentalnym mo-
delu zwierzecym miazdzycy pozytywny efekt farmakologicz-
nego podawania nebiwololu na proces aterogenezy.
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Beneficial effects of L-leucine and L-valine on
arrhythmias, hemodynamics and myocardial
morphology in rats

Katarzyna Mitrega', Michat Zorniak', Benoy Varghese',
Dariusz Lange?, Jerzy Nozyriski3, Szymon Biatka!,
Tadeusz F. Krzemiriski'

Chair and Department of Pharmacology, Medical University of
Silesia, Zabrze

2Department of Tumor Pathology, M. Sktodowska-Curie Memorial
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Branched chain amino acids (BCAA) have been shown to
have a general protective effect on the heart in different animal
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models as well as in humans. However, so far no attempt has been
made to specifically elucidate their influence on arrhythmias. Our
study was performed to evaluate whether an infusion of either
L-leucine or L-valine in a dose of 1 mg/kg/h 10 min before a 7-min
period of left anterior descending artery occlusion followed by
15 min of reperfusion, had an effect on arrhythmias measured
during the reperfusion phase in the ischemia- and reperfusion-
induced arrhythmias model in rats in vivo. The effect of the infu-
sion of these substances on mean arterial blood pressure was
monitored throughout the experiment. Both of the tested amino
acids exhibited significant antiarrhythmic properties. L-leucine
reduced the duration of ventricular fibrillation (p < 0.05) and
L-valine decreased the duration of ventricular fibrillation (p < 0.001)
and ventricular tachycardia (p < 0.05). The two amino acids
were generally hypotensive. L-valine lowered blood pressure in
all phases of the experiment (p < 0.05) while L-leucine lowered
this parameter mainly towards the end of occlusion and reperfu-
sion (p < 0.05). In addition, 30 min infusion of the amino acids
in the used dose did not produce any apparent adverse histolo-
gical changes that were remarkably different from control. In sum-
mary, the results of our study suggest that L-leucine and L-valine
in the dose that was used attenuates arrhythmias and are hypo-
tensive in their influence. Our findings lend support to the many
ongoing investigations into the benefit of the application of
L-leucine and L-valine in cardiology like their addition to cardio-
plegic solutions.

1738

Hamujacy wplyw aliskirenu na rozwoj
zakrzepicy zylnej u szczura

Justyna Magdalena Hermanowicz, Agnieszka Leszczynska,
Karol Kramkowski, Andrzej Mogielnicki, Witodzimierz Buczko

Zaktad Farmakodynamiki, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku,
Biatystok

Dotychczasowe badania wskazuja na istnienie powigzar mie-
dzy uktadem RAS a procesami krzepniecia i fibrynolizy (Thromb
Haemost 1997, Circulation 1993). Miedzy innymi wykazano, ze
mechanizm korzystnego wptywu lekéw blokujacych RAS na ukfad
sercowo-naczyniowy zwiazany jest z zahamowaniem procesu za-
krzepowego, a efekt ten zalezy od uwalniania ze srédbtonka tlen-
ku azotu (NO) i prostacykliny (PGI2) () Physiol Pharmacol 1999,
Thromb Haemost 1998). Pojedyncze doniesienia sugeruja, ze ali-
skiren, pierwszy doustny inhibitor reniny, poza wiasciwosciami
hipotensyjnymi moze posiada¢ réwniez dziatanie przeciwzakrze-
powe (Hypertension 2008). Celem niniejszego badania byta oce-
na wplywu aliskirenu na zylny proces zakrzepowy u szczuréw
normotensyjnych (Wistar) oraz szczuréw z nadci$nieniem naczy-
niowo-nerkowym (2K-1C). Zbadano réwniez potencjalny udziat
NO w tym procesie. Po 6 tygodniach 2K-1C rozwinety nadcisnie-
nie naczyniowo-nerkowe (2K-1C wg Coldblatta) (cisnienie skur-

czowe powyzej 140 mm Hg). Zwierzeta otrzymywaly aliskiren
w dawce 10, 30, 100 mg/kg p.o. przez 10 dni. Zakrzepice zylna
wywolywano poprzez podwiazanie zyly gléwnej brzusznej wg
Reyers i wsp. W osoczu oznaczono aktywnos¢ t-PA, PAI-T metoda
immunoenzymatyczng ELISA. Aliskiren w najwyzszej dawce
(100 mg/kg) obnizyt skurczowe cisnienie tetnicze krwi (SBP) w gru-
pie zwierzat nadcisnieniowych (168 = 4,79 mm Hg przedv. 150 =+
+ 4,37 mm Hg po podaniu aliskirenu; *p < 0,05). Nie stwierdzo-
no natomiast zmian SBP u zwierzat normotensyjnych. Zaobser-
wowano zalezne od dawki zmniejszenie masy uformowanego za-
krzepu u osobnikéw hipertensyjnych (0,39 + 0,16; 0,31 = 0,1
i 0,13 = 0,09 mg odpowiednio w dawkach 10, 30, 100 mg/kg
v. 0,6 = 0,13 mg w grupie kontrolnej; NS, NS; *p < 0,05), jak
réwniez u osobnikéw normotensyjnych (0,37 = 0,05; 0,32 = 0,13;
0,10 = 0,07 mg odpowiednio w dawkach 10, 30, 100 mg/kg
v. 0,68 = 0,17 mg w grupie kontrolnej; NS; NS; *p < 0,05). Wy-
kazano takze wzrost aktywnosci t-PA (1,56 = 0,17; 1,62 = 0,17;
2,29 = 0,35 ng/ml odpowiednio dla dawek 10, 30,1700 mg/kg
v. 1,33 = 0,14 w grupie kontrolnej; NS; NS; *p < 0,05) oraz brak
wptywu aliskirenu na aktywnos¢ PAI-1 (3,95 + 0,33; 4,26 = 0,21;
4,38 = 0,38 ng/ml odpowiednio dla 10, 30, 100 mg/kgv. 4,06 +
+ 0,17 w grupie kontrolnej; NS; NS; NS). Podanie inhibitora syn-
tazy tlenku azotu (L-NAME) (30 mg/kg s.c.) skutkowato zniesie-
niem przeciwzakrzepowego dziatania aliskirenu. Podsumowujac
uzyskane wyniki, mozna stwierdzi¢, ze aliskiren poprzez wzrost
aktywnosci fibrynolitycznej hamuije rozwéj zakrzepicy zylnej, praw-
dopodobnie w mechanizmie zaleznym od NO, a niezaleznym od
cisnienia krwi.
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Charakterystyka fenotypow komoérek
srodblonka serca podczas angiogenezy
i limfangiogenezy w rozwoju osobniczym myszy
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Przedmiotem pracy bylo zweryfikowanie hipotezy, Ze fe-
notypy komérek srédbtonka wykazuja dynamiczng zmiennosé
w czasie poprzedzajacym oraz podczas formowania sie naczyn
limfatycznych i krwiono$nych w sercu ptodowym. Serca po-
chodzace z r6znych etapéw rozwoju ptodowego myszy bada-
no pod wzgledem ekspresji antygenéw $rédbtonka naczynio-
wego metodami immunohistochemicznymi. Analize prowadzo-
no w mikroskopach swietlnym, konfokalnym i stereoskopowym.
Proces angiogenezy rozpoczyna sie od bieguna zylnego serca
i postepuje od bruzdy przedsionkowo-komorowej powierzchni
przeponowej serca w kierunku obu koniuszkéw. Poczatkowo
w rejonie bruzdy przedsionkowo-komorowej serca w stadium
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11,5 dpc pojawiaja sie struktury podobne do tubul naczynio-
wych wykazujace obecnos¢ antygenéw Lyve i CD31. Na pozo-
statej powierzchni serca dostrzega sie pod nasierdziem poje-
dyncze, rozproszone komérki Lyve+, ktére nie maja charakte-
ru angioblasta/srédbtonka, gdyz brak w nich ekspresji antygenu
CD31. Rozmieszczenie tych komérek wykazuje gradient: jest ich
najwiecej przy bruzdzie przedsionkowo-komorowej, a najmniej
w kierunku koniuszkéw serca. Gradient ten zanika w stadium
13,5 dpc. Rozproszone pojedyncze komérki o fenotypie Lyve+,
CD31- znajdowane sg pomiedzy tubulami naczyniowymi do
korica zycia pfodowego, a nawet w okresie postnatalnym. Ko-
morki Lyve+, w miare dalszego rozwoju, grupuja sie w skupie-
nia nietworzace poczatkowo $wiatla, ale wykazujace ekspresje
antygenu potfaczeri miedzykomérkowych srédbfonka naczynio-
wego: VE-kadheryny. Niektére skupienia komérek sktadaja sie
z dwéch populagji: o fenotypach Lyve+ lub CD31+. Podczas for-
mowania sie $wiatta naczynia /tubul naczyniowych ekspresja Lyve
pokrywa sie z ekspresja antygenu CD31 w wiekszosci komérek
$rodbtonka. Pomiedzy komérkami srédbtonka zréznicowanych
naczyh wystepuje antygen pofaczen miedzykomérkowych VE-
-kadheryna; antygen ten jest réwniez obecny w odgatezieniach
angiogennych penetrujacych do miokardium z podnasierdzia.
W niektérych naczyniach komérki srédbtonka wykazuja odmien-
ny fenotyp: populacja komérek o fenotypie Lyve+ CD31- loka-
lizuje sie obok populacji komérek Lyve-, CD31+. Czynnik trans-
krypcyjny Prox-1 pojawia sie w populacji komérek srédbtonka
bieguna zylnego serca w stadium 13 dpc oraz w srédbfonkach
w poblizu wielkich naczyi serca (aorty i pnia ptucnego) w 15 dpc.
Znajdowany jest takze w populacji komérek o fenotypie Lyve+
tworzacej struktury naczyniowe. Czynnik transkrypcyjny Prox-1
obecny jest rowniez w niektorych komérkach wsierdzia (przy
ptatkach zastawek przedsionkowo-komorowych). Wyniki wska-
zuja, ze naczynia o fenotypie Lyve+ pochodza z komérek pro-
genitorowych Lyve+ rozproszonych pod nasierdziem. Komoérki
te nie maja charakteru srédbtonka/angioblasta (CD31-), ale na-
bywaja go po utworzeniu $wiatta naczynia. Antygen Lyve, po-
dobnie jak Prox1 nie jest charakterystyczny jedynie dla komérek
$rédbtonka naczyn limfatycznych.
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»Wyspy krwiotwdrcze” serca myszy jako
struktury progenitorowe powstajacych
naczyn wiencowych w zyciu osobniczym
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Nazwa ,wyspy krwiotwércze” wywodzi sie z opisu struk-
tur o budowie pecherzyka otoczonych $rédbfonkiem naczy-
niowym oraz zawierajacych erytroblasty. Wyspy krwiotwércze
sg zrédtem erytroblastéw i strukturami poczatkowymi dla no-
wopowstajacych naczyn krwionosnych pecherzyka Zéttkowe-
go zarodka. Struktury podobne do wysp krwiotwérczych zna-
leziono takze w sercu ptodowym w poczatkowym okresie two-
rzenia naczyn wieficowych. Celem pracy byfo zbadanie roz-
mieszczenia wysp krwiotwérczych w sercu ptodowym oraz
scharakteryzowanie struktury i fenotypéw sktadnikéw komor-
kowych wysp krwiotwérczych myszy w okresie poprzedzaja-
cym rozpoczecie krazenia krwi w systemie wieficowym, tj. do
stadium 13,5 dpc. Badania prowadzono za pomoca metod hi-
stologicznych, ultrastrukturalnych oraz immunohistochemicz-
nych z wykorzystaniem swoistych przeciwciat. Wyspy krwio-
tworcze lokalizuja sie dystalnie od ognisk pierwotnej angioge-
nezy wieficowej, ktéra rozpoczyna sie intensywna tubuloge-
neza na biegunie zylnym serca w bruzdzie przedsionkowo-
-komorowej powierzchni przeponowej serca i maleje w kie-
runku koniuszkéw serca. Wyspy krwiotwoércze znajdowane sa
w bruzdach miedzykomorowych: przystozkowej oraz podza-
tokowej u myszy lub w ich poblizu oraz w rejonie obu koniusz-
kow serca. W bruzdach miedzykomorowych serc 12-13 dpc
wyspy wystepuja zwykle po kilka w odlegfoéciach 30-40 um
od siebie. W sercach wczesnych stadiéw rozwoju (11 dpc) moga
pojawia¢ sie w mniejszej liczbie. Rozmieszczenie wysp krwio-
tworczych serca jest skorelowane z gruboscia $ciany miokar-
dium: tj. wyspy pojawiaja sie w miejscach najdalszych od stru-
mienia krwi omywajacego wsierdzie. Wnetrze wysp jest wy-
petnione krwinkami czerwonymi, stanowigcymi przewage li-
czebna, oraz limfocytami i ptytkami krwi, ktére pojawiaja sie
w wyspach w mniejszej liczbie. Krwinki czerwone znajduja sie
na réznych etapach rozwoju i dojrzafosci, najczesciej sa to komor-
ki linii wczesnego erytroblasta wykazujacego ekspresje antyge-
nu Terr119, a niektére z nich wykazuja tez ekspresje antygenu
CD34. Nie znaleziono komérek o fenotypie Lyve+ w wyspach
krwiotwérczych serca. Niektére wyspy krwiotwércze sa podzie-
lone na mniejsze obszary komérkami (Srédbtonka? fibroblasta-
mi?) lub pasmami tkanki tacznej; w mniejszych obszarach znaj-
duja sie krwinki czerwone. Krwinki moga przemieszcza¢ sie
poza Sciane otaczajacego je Srédbtonka naczyniowego. Prze-
mawiaja za tym obrazy morfologiczne znacznie odksztafconych
krwinek z dtugimi, kretymi wypustkami tkwigcymi w $cianie
wyspy pomiedzy komérkami srédbtonka. Krwinki znajdowane
sa takze luzno rozmieszczone w miokardium lub pod nasier-
dziem, bez zwiazku ze $ciang naczyniowa. W miare rozwoju
naczyn wieficowych wyspy krwiotwércze wydtuzaja sie w po-
dobne do tubul struktury naczyniowe wypetnione krwinkami,
ale znaczna ich czes¢ nie wykazuje droznosci z naczyniami kra-
zenia wiericowego. Dopiero po nawiazaniu pofaczenia zawiaz-
kéw naczyniowych z aorta i zatoka wieficowa tubule naczy-
niowe zlewaja sie w jeden system naczyn wieficowych. Podsu-
mowujac, analiza morfologii wysp krwiotwérczych serca
w poszczegdlnych stadiach ich dojrzewania jest wstepnym eta-
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pem prowadzacym do blizszego poznania mechanizméw an-
gio- i waskulogenezy naczyr wieficowych serca.

1742

Ocena poréwnawcza wlasciwosci
protekcyjnych réznych rodzajow kardioplegii
krystalicznej z wykorzystaniem hodowli
kardiomiocytéw in vitro
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Wstep: Powszechnie uznana metoda ochrony serca przed
skutkami niedokrwienia podczas zabiegu kardiochirurgiczne-
go jest zastosowanie kardioplegii. Kardioplegia to ptyn zawie-
rajacy m.in. jony potasu; podawany do naczyn wieficowych
(po zatrzymaniu krazenia wieficowego) w postaci roztworu
wodnego (kardioplegia krystaliczna) lub po zmieszaniu z krwig
pacjenta (kardioplegia krwista). Pomimo licznych badar do-
Swiadczalnych na zwierzetach oraz obserwaciji klinicznych po-
réwnujacych rézne rodzaje, sposoby i warunki podawania kar-
dioplegii nie wypracowano dotychczas uniwersalnego sposobu
protekgji serca podczas operacji. Rodzaj stosowanej kardioplegii
zalezy obecnie od do$wiadczen poszczegélnych osrodkéw lub
konkretnego kardiochirurga. Niewielu autoréw wykorzystuje
hodowle komérkowe do badari nad poréwnaniem, udoskona-
leniem lub wzbogaceniem preparatéw kardioplegicznych.

Cel: Celem pracy byto wykorzystanie prostego modelu
badawczego, jakim sa ludzkie kardiomiocyty hodowane in vi-
tro (HCM), do poréwnania wtasciwosci biochemicznych i kar-
dioprotekcyjnych stosowanych powszechnie preparatéw kar-
dioplegii krystalicznej: handlowych (Plegisol, Custodiol), jak
i przygotowanego laboratoryjnie na bazie formuty z St. Tho-
mas’ Hospital w Londynie (STH2).

Metody: Ludzkie kardiomiocyty (HCM) inkubowano
w temp. 37°C w ptynie hodowlanym Myocyte Growth Medium
z dodatkiem 10% surowicy ptodowej i antybiotykéw w atmos-
ferze 5% CO,. Nastepnie komérki przenoszono do roztworéw
kardioplegii krystalicznej (Custodiol, Plegisol, ST2) i inkubowa-
no w temperaturze pokojowej 0,5; 1; 2 i 4 godziny. Stan meta-
boliczny mitochondriéw kardiomiocytéw oznaczono na pod-
stawie pomiaru aktywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej
(testem MTT). Do oceny stresu oksydacyjnego wykorzystano
badanie stezenia dialdehydu malonowego (MDA) oraz ozna-
czenie ekspresji MnSOD metoda immunocytochemiczng (ABC).
Badania wykonano po 0,5; 1; 2 i 4 godzinach inkubacji.

Wyniki: Wszystkie rodzaje kardioplegii nie wptynety zna-
czaco na poziom dehydrogenazy mitochondrialnej (IC > 50).

Jednak Custodiol wydaje sie optymalnym roztworem, gdyz
w czasie inkubacji od 0,5 do 2 h stan metaboliczny mitochon-
driéw utrzymywat sie na poziomie wyjsciowym (ok. 100%). Po
4 h inkubacji stan ten byt zblizony we wszystkich prébkach,
niezaleznie od rodzaju kardioplegii, w ktérej inkubowano kar-
diomiocyty. Poziom MDA byt podwyzszony w stosunku do pré-
by kontrolnej. W czasie od 0,5 h do 2 h inkubacji we wszyst-
kich grupach (najbardziej w przypadku STH2, najmniej w przy-
padku Custodiolu) peroksydacja lipidéw stopniowo malata, aby
po 4 h inkubacji ponownie wzrosnaé. Tendencja spadkowa po
4 h inkubadji utrzymata sie jedynie w przypadku Custodiolu.
Ekspresja enzymu antyoksydacyjnego — MnSOD byta najwyz-
sza po 0,5 h inkubacji, po czym stopniowo spadata we wszyst-
kich roztworach bez wyraznych réznic.

Whioski: Z przeprowadzonego testu MTT wynika, ze wszyst-
kie rodzaje kardioplegii nie zaburzaja w istotny sposéb funkgiji
mitochondrium, jednak najbardziej bezpiecznym roztworem
wydaje sie Custodiol. Do podobnego wniosku mozna dojs¢ po
analizie stezenia MDA, ktore po 0,5 h i 4 h inkubagiji jest najniz-
sze w przypadku Custodiolu. Nie zaobserwowano istotnych r6z-
nic w obu roztworach kardioplegicznych opartych na formule
St. Thomas’ Hospital, niezaleznie, czy byt to gotowy preparat
handlowy (Plegisol), czy tez robiony w warunkach laboratoryj-
nych roztwér. Biorac pod uwage niskie koszty tego ostatniego,
wynik badania moze mie¢ istotne przestanki ekonomiczne.
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Ekspresja mRNA receptoréw Vlia wazopresyny
w sercu i nerkach u szczuréw Sprague Dawley
z zawalem mies$nia sercowego i chronicznie
stresowanych
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Ekspresja mRNA receptoréw V1a wazopresyny w sercu
i nerkach u szczuréw Sprague Dawley z zawatem miesnia ser-
cowego i chronicznie stresowanych. Zaréwno zawat miesnia
sercowego, jak i chroniczny stres prowadza do wzrostu aktyw-
nosci ukfadu wazopresynergicznego i zwiekszonego wydziela-
nia wazopresyny. Wazopresyna reguluje czynnos¢ uktadu ser-
cowo-naczyniowego i gospodarke wodno-elektrolitowa, a efek-
tywnos¢ jej dziatania zalezy od poziomu receptoréw w sercu
i w nerkach. Celem pracy byto wyjasnienie, czy zawat migsnia
sercowego i chroniczny stres wywotuja zmiany ekspresji mRNA
receptoréw V1a wazopresyny w prawej i lewej komorze serca
oraz w korze i rdzeniu nerek. Badania wykonano na szczurach
Sprague Dawley. W 10. tygodniu zycia szczury byty poddane
operacji podwigzania lewej tetnicy wieicowej w celu wywofa-
nia zawatu miesnia sercowego lub operacji pozorowanej we-
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dtug metody opisanej przez Seyle i wsp. (1960) i zmodyfiko-
wanej przez Dobrucha i wsp. (2005). Czes$¢ zwierzat z zawa-
tem i czes¢ z operacja pozorowana zostata poddana chronicz-
nemu stresowaniu wedtug procedury Grippo i wsp. (2002)
zmodyfikowanej przez Cudnoch-Jedrzejewska i wsp. (2010).
Pozostate zwierzeta stanowity grupe kontrolng w stosunku do
chronicznie stresowanych. Ekspresja mRNA receptoréw Vi1a
byta dobrze wyrazona we wszystkich badanych fragmentach
narzadow. Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji V1aR
mRNA u zwierzat z zawatem i bez zawalu ani w sercu, ani
w nerkach. U zwierzat chronicznie stresowanych i chronicznie
stresowanych z zawatem ekspresja V1a w rdzeniu i w korze
nerek byta istotnie wyzsza niz u zwierzat kontrolnych. Badania
wskazuja, ze chroniczny stres wywotuje istotny wzrost ekspre-
sji mRNA receptoréw V1a wazopresyny w nerkach, co moze
przyczyniac sie do redukcji przeptywu nerkowego krwi w ner-

kach podczas stresu.

Dobruch, Cudnoch-Jedrzejewska A, Szczepariska-Sadowska E. En-
hanced involvement of brain vasopressin V1 receptors in cardiovascular
responses to stress in rats with myocardial infarction. Stress, 2005; 8:
273-284; Cudnoch-Jedrzejewska A, Szczepariska-Sadowska E, Dobruch
J, Gométka R, Puchalska L. Brain vasopressin V(1) receptors contribute
to enhanced cardiovascular responses to acute stress in chronically stressed
rats and rats with myocardial infarction. Am J Physiol, 2010; 298: R672—
—-R680.
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Komérkowy mechanizm zwiekszonej
naczyniowej produkcji O2- pod wpltywem
angiotensyny i endoteliny

Emilia Klemenska, Anna Konior, Andrzej Beresewicz

Zakfad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Centralnym elementem procesu miazdzycowego i desta-
bilizacji juz uformowanych blaszek miazdzycowych sa: (i) na-
czyniowa nadprodukcja anionorodnika ponadtlenkowego (O2-)
i stres oksydacyjny; (ii) dysfunkcja srodbtonkowa oraz (jii) zmiana
fenotypu srédbtonka na prozapalny i prokrzepliwy. Czynnika-
mi zwiekszajacymi naczyniowa produkcje O2- sa czynniki ry-
zyka choroby sercowo-naczyniowej, dziatajace gléwnie poprzez
wzrost produkgji angiotensyny (AT-11) i/lub endoteliny (ET-1)
i stymulacje przez te hormony naczyniowej produkcji O2-.
Rezultaty obecnej pracy sugeruja, ze komérkowy mechanizm
prooksydacyjnego dziatania AT-I1i ET-1 jest podobny i ze skfa-
da sie na niego nastepujaca sekwencja wydarzen (ryc. 1): sty-
mulacja przez hormony receptoréw btonowych, stymulacja ki-
nazy biatkowej C (PKC), ,aktywacja” mitochondriéw i mito-
chondrialnej produkgji ROS, aktywacja naczyniowej oksydazy
NADPH (NOX), stymulacja przez ten enzym: wewnatrzkomor-
kowo — MAP-kinaz i zewnatrzkomérkowo — aktywnosci oksy-
dazy ksantynowej (XO) i wewnatrznaczyniowej produkgji

ET-1 ATl

Do &

MITOCHONDRIUM
komplex Il K
*0, 038
ERK 1/2

pa7phox

Oksydaza
NADPH &§

Oksydaza
ksantynowa,
ANV 4
%0,

Dysfunkcja srédbtonka

Rycina 1. [1744]

O2-przez NOX i XO. Eksperymenty zostaty wykonane na izo-
lowanych sercach $winki morskiej perfundowanych metoda
Langendorfa; 10-minutowa perfuzja serc z 20 pM ET-1 lub
2 UM AT-II powodowata podobny przejéciowy wzrost sercowej
produkcji O2- (pomiar metoda z cytochromem c) oraz dys-
funkcja srédbtonkowa (test z acetylocholing mierzacy wazody-
latacje zalezng od NO). Towarzyszyt temu wzrost aktywnosci
enzymatycznej NOX i XO w homogenatach serc oraz zwiek-
szona fosforylacja p47phox (biatkowy aktywator NOXNOX) oraz
MAP-kinaz (p38 i ERK1/2). Zmianom tym zapobiegaty: (i) blo-
kada receptoréw AT-1 i ET-A, (i) chelerytryna — bloker PKC;
(iii) TTFA i kwas 5-hydroksydekanowy — blokery mitochon-
drialnych kompleksu Il i kanatéw potasowych ATP-zaleznych;
(iv) tempol — wymiatacz rodnikéw penetrujacy do komoérek
oraz (v) apocynina — inhibitor fosforylacji p47phox i tym sa-
mym inhibitor NOX. PMA, aktywator PKC, miat takie same efek-
ty dziatania jak AT-Il i ET-1 i wszystkie wymienione powyzej
inhibitory zapobiegaty efektom PMA, co lokuje PKC ponad mi-
tochondriami (ryc. 1). Interwencje, o ktérych wiadomo, ze
zwiekszajg mitochondrialng produkcje O2—, w tym: (i) diazok-
syd (aktywator mitochondrialnych kanaféw potasowych ATP-
zaleznych); (ii) 3-NPA (inhibitor mitochondrialnej dehydroge-
nazy bursztynianowej) oraz benomyl (inhibitor mitochondrial-
nej dehydrogenazy alkoholowej), wszystkie mialy takie same
efekty dziatania jak AT-I1i ET-1 i wszystkie wymienione powy-
zej inhibitory (z wyjatkiem chelerytryny) zapobiegaty ich efek-
tom, co lokuje mitochondria pomiedzy PKC i NOX (ryc. 1).
Dodanie do ptynu perfuzyjnego beta-NADH (substrat NOX)
powodowato wzrost sercowej produkcji O2—, aktywacje NOX
i XO oraz zwiekszong fosforylacje p38 i ERK1/2. Efektom
tym zapobiegata apocynina, co lokuje p38 i ERK1/2 oraz XO
ponizej NOX. Poznanie mechanizmu naczyniowego stresu
oksydacyjnego moze by¢ pomocne przy opracowywaniu stra-
tegii leczniczych uzytecznych w prewencji choroby sercowo-
-naczyniowej.
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Osrodkowa infuzja oksytocyny obniza reakcje
presyjna w odpowiedzi na ostry bodziec
stresowy w nadciS$nieniu tetniczym

Agnieszka Wsot, Stanistaw Kowalewski, Liana Puchalska,
Ewa Szczepanska-Sadowska

Katedra i Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Warszawski
Uniwersytet Medyczny, Warszawa

Wstep: Liczne badania wskazuja na istotny udziat oksyto-
cyny (OXY) w regulacji wydzielania osrodkowych neuropepty-
déw w odpowiedzi na stres oraz regulacji cisnienia tetniczego.
Dotychczas przeprowadzone w naszym osrodku badania wy-
kazaty, ze OXY reguluje odpowiedZ sercowo-naczyniowa na
ostry bodziec stresowy w pozawatowej niewydolnosci serca.

Cel: Celem pracy byto wyjasnienie roli mézgowego uktadu
oksytocynergicznego u zwierzat z nadcisnieniem tetniczym (SHR)
w warunkach podstawowych i w warunkach ostrego stresu.

Metody: Badania przeprowadzono na zwierzetach czu-
wajacych w grupie 10-12-tygodniowych samcéw z nadcisnie-
niem tetniczym SHR (n = 28) i ich macierzystym szczepie nor-
motensyjnym (WKY; n = 25). W obu grupach na tydzien przed
planowanym doswiadczeniem implantowano kaniule do ko-
mory bocznej mézgu (LV), a na dziei przed doswiadczeniem
wprowadzano cewnik do tetnicy udowej. Pomiary obejmujace
monitorowanie cisnienia tetniczego (MABP) oraz czestosci skur-
czéw serca (HR) wykonywano za pomoca aparatu BIOPAC
MP100 (Biopac Systems, Inc.). W trakcie doswiadczenia poda-
wano 0,9% NaCl, OXY lub antagoniste OXY (OXYANT) w infu-
zji LV. Po 40 min infuzji zwierzeta poddawane byly dziafaniu
ostrego bodZca stresujacego pod postacia air-jet stress.

Wyniki: Nie stwierdzono istotnych zmian MABP i HR pod-
czas dokomorowej infuzji OXY, OXYANT lub 0,9% NaCl w spo-
czynku. Jednoczesnie wykazano, ze odpowiedz uktadu kraze-
nia na ostry stres jest istotnie wyzsza u szczurow SHR niz
w odpowiadajacych im grupach kontrolnych (p < 0,05). Infu-
zja OXY istotnie redukowata odpowiedZ presyjna na stres
w grupie SHR (p < 0,05), natomiast zwiekszyta w grupie zwie-
rzat kontrolnych (p < 0,05). Podanie OXANT zwiekszyto od-
powiedz presyjna jedynie w grupie kontrolnej WKY (p < 0,05).

Whioski: Wyniki badania sugeruja nieistotny udziat ukfa-
du oksytocynergicznego w regulacji parametréw hemodyna-
micznych w warunkach podstawowych, uposledzona odpo-
wiedz uktadu krazenia na stres przez endogenny uktad oksyto-
cynergiczny w nadcisnieniu tetniczym SHR. Wzrost ci$nienia
w warunkach normotensji w trakcie infuzji OXY moze wynika¢
z pobudzenia innych receptoréw niz oksytocynergicznych (np.
receptoréw dla wazopresyny V1a), co wymaga kontynuagji
badania.
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Wplyw atorwastatyny na gojenie sie uszkodzen
srodbtonka naczyniowego in vitro

Katarzyna Korybalska, Edyta Kawka, Janusz Witowski

Katedra i Zaktad Patofizjologii, Uniwersytet Medyczny
im. K. Marcinkowskiego, Poznan

Wstep: Przezskérne interwencje wiericowe (PCl) moga
prowadzi¢ do uszkodzen srédbtonka naczyniowego. Poniewaz
naruszenie integralnoci srédbtonka sprzyja restenozie, zabu-
rzenia jego regeneracji moga wptywac na odlegte wyniki PCI.
Pomimo ochronnego wptywu statyn na funkcje naczyn, dane
literaturowe z ostatnich lat nie s jednoznaczne co do oceny
wplywu tych lekéw na proces gojenia sie srédbtonka. W zwiazku
z tym celem niniejszej pracy byta ocena wptywu atorwastatyny
na proliferacje i regeneracje srédbtonka po uszkodzeniach imi-
tujacych w warunkach in vitro urazy po PCI.

Metody: Badania przeprowadzono na komérkach $réd-
btonka pochodzacych z zyty pepowinowej (HUVEC). Komérki
inkubowano w standardowym medium hodowlanym (M199)
z wymaganymi suplementami i w obecnosci atorwastatyny (AT)
w stezeniach, w jakich wystepuje ona we krwi pacjentéw pod-
danych typowemu leczeniu (0,01-0,1 uM). Proliferacje HUVEC
oceniano za pomocg testu MTT i inkorporacji bromodezoksy-
urydyny. Natomiast regeneracje po uszkodzeniu przez zadra-
$niecie monitorowano za pomoca mikroskopii time-lapse i ana-
lizy morfometrycznej. Wyniki przedstawiono jako Srednie +
+ SD. Oceniono réwniez, jakie procesy (migracja, proliferacja)
decyduja o procesie regeneracji.

Wyniki: Stwierdzono, ze eksperymentalne rany srédbtonka
goja sie w ciagu 12 godz. gléwnie poprzez migracje komorek
z brzegéw rany, a jedynie w matym stopniu przez ich prolifera-
cje (11 = 3% komorek proliferujacych). Atorwastatyna w bada-
nych stezeniach nie zmieniata istotnie ani kinetyki regeneracji,
ani proliferacji HUVEC. Wyniki przedstawiono w tabeli.

Whioski: W warunkach in vitro atorwastatyna w stezeniach
istotnych klinicznie nie upoéledza proliferacji i nie zaburza go-
jenia sie uszkodzer komérek srédbtonka naczyniowego.

1747

Metabolizm angiotensynogenu w aorcie
szczura: powstawanie proangiotensyny-12

Aneta Stachowicz, Beata Bujak-Gizycka, Maciej Suski,
Rafat Olszanecki, Ryszard Korbut

Katedra Farmakologii, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw
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Tabela. Wptyw atorwastatyny (AT) na proliferacje i regeneracje srodbtonka naczyniowego [1746]

Kontrola AT 0,01 uM AT 0,1 uM
Proliferacja (% kontroli, n = 3) 100 102 =6 99 +8
Regeneracja (% zamkniecia rany, n = 5):
po 2 godz. 15+9 18 £12 20 £ 16
po 4 godz. 34 =11 33+12 3517
po 8 godz. 79 =22 67 =17 76 = 21
po 12 godz. 97 =5 92 = 11 92 =8

Uktad renina—angiotensyna (RAS) petni bardzo wazna role
w regulacji homeostazy $ciany naczynia. Proangiotensyna-12
(proAng-12) jest nowo odkrytym metabolitem angiotensynoge-
nu, ktory moze stuzy¢ jako alternatywny substrat do lokalnej
produkcji angiotensyn i tym samym przetamywac¢ tradycyjna,
zalezna od reniny konwersje angiotensynogenu do angiotensy-
ny I. W niniejszej pracy przy zastosowaniu metody LC-MS
zidentyfikowano proAng-12 jako gtéwny produkt metabolizmu
angiotensynogenu ex vivo w aorcie szczura. Wobec tego wyda-
je sie, ze proAng-12 jest nie tylko przewazajacym metabolitem
angiotensynogenu, ale takze moze stuzy¢ jako substrat do po-
wstawania Ang | i Ang Il. Funkcjonalne znaczenie uzyska-
nych wynikéw wymaga dalszych badan.

1749

Mechanizmy przeciwmiazdzycowego dzialania
agmatyny — badania na modelu
eksperymentalnym miazdzycy: myszy

z wylaczonym genem dla apolipoproteiny E
(apoE-knockout mice)

Anna Niepsuj, Rafat Olszanecki, Ryszard Korbut

Katedra Farmakologii, Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow

Agmatyna — wystepujacy w organizmie produkt dekar-
boksylacji argininy — wykazuje wiele aktywnosci biologicznych.
Unikatowa konstelacja dziatania przeciwzapalnego, hamujacego
proliferacje komérek miesni gtadkich, ochronnego wobec mi-
tochondriéw i antyapoptotycznego czyni z agmatyny substan-
cje o potencjalnym dziafaniu przeciwmiazdzycowym. Celem
pracy jest zbadanie wptywu egzogennej agmatyny na rozwoj
zmian miazdzycowych w mysim modelu tej choroby (myszy
z wylaczonym genem dla apolipoproteiny E— apoE-knockout
mice) oraz okrelenie jej najbardziej prawdopodobnego me-
chanizmu przeciwmiazdzycowego. Do eksperymentéw uzyto
samcow myszy apoE KO w wieku 8 tygodni. Badane bylty na-
stepujace grupy zwierzat: grupa kontrolna (karmiona standar-
dowa pasza laboratoryjna, n = 8) i grupa badana (agmatyna
zmieszana ,na zimno” z pasza, podawana w dawce 20 mg/kg
mc./dobe przez 4 miesiace, n = 8). Zarébwno w ocenie metoda
,en face”, jak i metoda ,cross section” agmatyna spowodowata

znamienne (0 40%) zmniejszenie zmian miazdzycowych
w aorcie myszy apoE KO. Barwienia immunohistochemiczne
wykazaly, ze agmatyna dziafafa stabilizujgco na blaszki miazdzy-
cowe — zmniejszafa w nich zawartos¢ makrofagéw, a takze
zwiekszata liczba komérek miesni gtadkich. Co ciekawe, agma-
tyna okazata sie silnie zwiekszac stezenie lipoprotein o wysokiej
gestosci (HDL), nie wplywajac jednoczesnie na stezenie lipopro-
tein o niskiej gestosci (LDL) i triglicerydéw. Obecnie prowadzo-
ne oznaczenia i eksperymenty maja na celu wyjasnienie mole-
kularnych mechanizméw odpowiedzialnych za przeciwmiazdzy-
cowe dziatanie agmatyny. Wydaje sie, ze za przeciwmiazdzyco-
we dziatanie agmatyny w modelu myszy apoE KO odpowiada
jej wptyw na watrobe, w szczegoélnosci na watrobowy, mitochon-
drialny metabolizm lipidéw i tworzenie sie HDL. Wplyw agma-
tyny na ekspresje czynnikéw zaangazowanych w regulacje funk-
cji mitochondriéw i metabolizm lipidéw badany jest technikami
biologii molekularnej i proteomiki. Jest to pierwsze doniesienie,
w ktoérym opisano hamujacy wplyw agmatyny na rozwéj miazdzy-
cy w eksperymentalnym modelu zwierzecym tej choroby.
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Effects of morin-5'-sulfonic acid sodium salt
(NaMSA) on cyclophosphamide-induced
changes in ADMA plasma levels and DDAH
activity in rat liver and kidney

Anna Merwid-Lad', Matgorzata Trocha', Ewa Chlebda',
Tomasz Sozariski', Jan Magdalan', Maria Kopacz?,
Anna Kuzniar?, Matgorzata Piesniewska',

Lidia Fereniec-Gotebiewska!, Adam Szelag!

'Department of Pharmacology, Wroclaw Medical University,
Wroclaw

2Department of Inorganic and Analytical Chemistry,
Rzeszow University of Technology, Rzeszow

Background: Elevated level of asymmetric dimethylargi-
nie (ADMA) due to e.g. decreased activity of the main enzyme
responsible for ADMA metabolism — dimethylarginine dime-
thylaminohydrolase (DDAH) is very well known factor incre-
asing cardiovascular risk. Such changes are observed e.g. in case
of increased oxidative stress. Cyclophosphamide (CPX) is an
anticancer drug with strong immunosuppressive properties and
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is also known prooxidative factor. Cardiotoxicity is not the most
common averse effect of CPX, but cardiomyopathy, heart fa-
ilure or cardiac arrhythmias are also observed during treatment.
Flavonoids are constituents of plants and vegetables with strong
antioxidant properties and may prevent from some adverse ef-
fects induced by anticancer drugs. Naturally-occurring morin is
poorly soluble in water, therefore in our previous works its water-
soluble derivative — morin-5"-sulfonic acid sodium salt (Na-
MSA) was tested as antidote in acute and subacute heavy me-
tals intoxications. Till now little is known about the influence of
CPX or NaMSA on plasma ADMA level and/or DDAH activity.

Aim: The aim of the present study was to evaluate effects
of NaMSA on cyclophosphamide-induced changes in plasma
ADMA level and DDAH activity in rat liver and kidney.

Methods: The study was performed on Wistar rats of both
sexes (203.9 g + 18.6 g) divided into three experimental gro-
ups (N = 12): group C — receiving 0.9% saline solution; group
CX — receiving CPX (15 mg/kg) and group M-CX — receiving
CPX (15 mg/kg) and NaMSA (100 mg/kg). All studied substan-
ces were given intragastrically for 10 consecutive days. On the
11" day of the experiment blood sample was collected for
ADMA measurements. Part of the liver and one kidney were
homogenised and in the obtained supernatants DDAH activity
was evaluated. ADMA concentration was measured using HPLC
method and expressed as uM. DDAH activity was measured
spectrophotometrically and presented as uM L-citrulline for-
mation/g protein/min at 37°C.

Results: ADMA level was significantly lower in group CX com-
paring to the control group (group Cx vs. C, p < 0.001). This effect
of CPX was not reversed by addition of NaMSA (group M-CX vs.
C, p < 0.001, and M-CX vs. CX, p = NS, non significant). No
significant differences were observed in DDAH activity in liver.
However, CPX induced increase in DDAH activity and the diffe-
rence to control group was on the significance border (group CX
vs. C, p = 0.05). Addition of NaMSA to CPX tended to reverse
those changes. No significant changes between groups were obse-
rved in DDAH activity in kidneys (p = NS in all comparisons).

Conclusions: CPXis considered as strong prooxidative agent;
therefore we have expected rather increased plasma ADMA le-
vel with decreased DDAH activity. Our results are quite opposi-
te. In the same model of CPX administration we have demon-
strated that 10 days treatment with CPX at 15 mg/kg dose caused
significant decrease, not increase in malonodialhedyde level (in-
dicator of lipid peroxidation), but with the decrease in superoxi-
de dismutase activity and glutathione level (manuscript under
review). This requires further detailed studies on the impact of
CPX and newer flavonoids derivatives on ADMA level and DDAH
activity in the context of cardiovascular risk.
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Zwiazek pomiedzy markerem apoptozy
(sTRAIL) a ryzykiem sercowo-naczyniowym
wyrazonym stezeniem NT-proBNP

i wskaznikow stanu zapalnego

u chorych hemodializowanych

Danuta Fedak!, Marek KuzZniewski?, Paulina Dumnicka3,
Maria Kapusta', Beata Kusnierz-Cabala!, Bogdan Solnica!,
Wiadystaw Sutowicz?

1Zaktad Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej, Collegium
Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

2Katedra i Klinika Nefrologii, Collegium Medlicum, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakéw

3Zakfad Diagnostyki Medycznej, Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakéw

Wstep: Przewlekta choroba nerek (PChN) charakteryzuje
sie przyspieszonym rozwojem miazdzycy i przewleklym stanem
zapalnym. Stezenie NT-proBNP u chorych z PChN poddawa-
nych przewlekfej dializoterapii jest znamiennie podwyzszone
w poréwnaniu z pacjentami niedializowanymi oraz populacja
z prawidtowa funkcja nerek i koreluje z dysfunkcja rozkurczowa
i przerostem lewej komory serca, przewlektym uszkodzeniem
miesnia sercowego, wzrostem ryzyka zdarzei sercowo-naczy-
niowych, a takze jest wskaznikiem wystepowania oraz oceny
ciezkosci przebiegu choroby niedokrwiennej serca zwiekszaja-
cej ryzyko Smiertelnosci pacjentéw. Zaréwno hsCRP, jak i IL-6
sa uznanymi czynnikami ryzyka $miertelnosci sercowo-naczy-
niowej chorych z PChN. Dodatkowo wykazano, ze IL-8 jest
réwniez patogennym mediatorem w procesie miazdzycowym
i bywa uznawana za najsilniejszy czynnik predykcyjny $mier-
telnosci ogolnej i sercowo-naczyniowej, po uwzglednieniu wie-
ku i czasu dializowania u chorych w schytkowym stadium PChN.
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) jest cytoking na-
lezaca do rodziny TNF, produkowana w licznych komérkach
i tkankach, ktéra moze by¢ odpowiedzialna za indukcje lub
hamowanie apoptozy. Dostepne dane wskazuja na role TRAIL
w modulacji stanu zapalnego oraz rozwoju miazdzycy.

Cel: Celem przeprowadzonych badar byta ocena zalez-
nosci pomiedzy rozpuszczalnym TRAIL (sTRAIL) a NT-proBNP
i wybranymi wskaznikami stanu zapalnego u chorych z PChN
leczonych powtarzanymi hemodializami.

Metody: Badaniami objeto 76 chorych (36 kobiet i 40 mez-
czyzn) w wieku 60 = 12 lat leczonych hemodializami przez
okres 74,8 = 58,0 miesiecy. sTRAIL, IL-6 i IL-8 oznaczano
metoda ELISA, hsCRP za pomoca metody immunonefelome-
trycznej, a NT-proBNP metoda elektrochemiluminescencyjna.

Wyniki: Przeanalizowano zwiazki pomiedzy badanymi
parametrami i wykazano istnienie ujemnej zaleznosci pomie-
dzy stezeniem sTRIAL a stezeniem NT-pro-BNP (r = -0,246;
p = 0,0378), IL-6 (r = —0,275; p = 0,0483), IL-8 (r = —0,305;
p = 0,0152). Nie stwierdzono zaleznosci z hsCRP, natomiast
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wykazano dodatnig zaleznos¢ z albuming (r = 0,451;
p = 0,0000).

Whioski: 1. Pomimo braku istotnych zaleznosci pomie-
dzy sTRAIL a hsCRP stwierdzona ujemna korelacja pomiedzy
sTRAIL a IL-6 i IL-8 pozwala przypuszczaé, ze sSTRAIL moze by¢
ujemnym wskaznikiem stanu zapalnego. 2. Stwierdzona kore-
lacja pomiedzy NT-proBNP a sTRAIL moze by¢ potwierdze-
niem zfozonego zwiazku pomiedzy stanem przewodnienia,
ryzykiem sercowo-naczyniowym a mechanizmami regulujacy-
mi procesy apoptozy. 3. Dodatnia korelacja pomiedzy steze-
niami sTRIAL i albuming bedaca ujemnym biatkiem ostrej fazy
moze wskazywac na protekcyjng role sTRIAL w ograniczaniu
zapalenia u chorych hemodializowanych i hamowaniu poste-
pu miazdzycy, a w konsekwencji zmniejszeniu powikfan ser-
cowo-naczyniowych i $miertelnosci w tej grupie chorych.

1752

Rola kwaséw tluszczowych
w réznicowaniu sie komorek SVF

Anna Polus', Beata Kie¢-Wilk', Urszula Czech!,
Urszula Razny', Tatiana KonovalovaZ?, Alexander Sigruener?,
Gerhard Liebisch?, Gerd Schmitz?, Aldona Dembiriska-Kie¢!

TKatedra i Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

2Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, University of
Regensburg, Regensburg

Kwasy ttuszczowe stanowia integralna czes¢ lipidéw bton
komérkowych decydujaca o ich ptynnosci, o funkgji biatek (re-
ceptoréw, kanatéw jonowych), jak i mobilnosci organelli ko-
morkowych. Dostarczane z pozywieniem i syntetyzowane en-
dogennie kwasy ttuszczowe (FFA) i ich metabolity sa nie tylko
substratem energetycznym, ale petnia role regulatoréw proce-
séw metabolicznych (indukcja enzyméw: katabolizm-termoge-
neza) i ekspresji genéw zwiazanych z réznicowaniem sie ko-
moérek. Dziataja tak jako ligandy aktywujace czynniki transkryp-
cyjne lub bezposrednio przytaczaja sie do miejsc regulatoro-
wych w sekwencji promotoréw genéw (FARE, fatty acid response
element). FFA moga réwniez regulowac procesy potranskryp-
cyjne, wplywajac na stabilnos¢ mRNA biatek. Celem badari byto
wykazanie wptywu kwaséw ttuszczowych na réznicowanie
i odréznicowanie komérek progenitorowych izolowanych
z podskérnej tkanki ttuszczowej (tzw. SVF, stromal vascular frac-
tion). Korelowano zmiane profilu lipidowego komérek (lipido-
mika) z ekspresja gendw (transkryptomika) na réznych etapach
réznicowania i odréznicowania sie komérek SVF. Komoérki pro-
genitorowe SVF izolowane z podskérnej tkanki ttuszczowej (me-
toda Haunera) byly ré6znicowane in vitro do adipocytéow
[48 godzin — MDI, deksametazon (0,25 uM), IBMX (0,5 mM),
insulina (66 nM)]. Na ostatnie 24 godziny dodawano wybrane
FFAs (PA, OA, AA lub EPA w nietoksycznym stezeniu 30 uM).

W celu petnego zréznicowania komérki hodowano przez ko-
lejne 15 dni w medium adipogennym [DMEM, transferyna
(10 mg/ml), insulina (66 nM), hydrokortyzon (100 nM), T3
(1 nM)]. Po tym okresie odréznicowywano komérki przez ko-
lejne 15 dni przez hodowle w medium (DMEM) z dodatkiem
FCS (10%). Oznaczenia profilu lipidowego komérek SVF na po-
szczegblnych etapach réznicowania (48 godzin; 15 i 30 dni)
wykonano metoda spektrometrii mas (liquid chromatography/mass
spectrometry (LC/MS), gas chromatography/mass spectrometry
(GC/MS), ion mobility spectrometry (IMS/MS), w ramach pro-
jektu UE Lipidomic-Net). Analizowano $rednia procentowa
zawarto$¢ poszczeg6lnych klas lipidéw w komérkach oraz za-
warto$¢ kwaséw tluszczowych o réznej diugosci weglowych
tainicuchéw w poszczegélnych frakcjach lipidéw. Analizowano
réwnocze$nie zmiany w ekspresji genéw na réznych etapach
réznicowania sie komérek przy uzyciu mikromacierzy oligonu-
kleotydowych (Single Colored Agilent Array 23043). Uzyskane
wyniki korelowano programem ExPlain 3,0 (we wspéfpracy
z miedzynarodowa firma biotechnologiczna BIOBASE). Kore-
lacja zaleznosci pomiedzy ekspresja poszczegélnych genéw
a klasami lipidéw oraz z dtugoscia fancuchéw weglowych kwa-
sow ttuszczowych budujacych te lipidy w analizowanych pro-
cesach wykazata, ze zawartos¢ kwasu ttuszczowego o 40 we-
glowym fancuchu i 4 wigzaniach nienasyconych w fosfatydylo-
serynie byla zwiazana z ekspresja genéw zwiazanych ze stre-
sem siateczki endoplazmatycznej, co wydaje sie mie¢ istotny
zwiazek z tworzeniem kropli lipidowych.

Praca finansowana ze Srodkéw FP7 EU LIPIDOMICNET
projekt nr 202272.
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Mitochondria-related activity of different free
fatty acids in endothelial cells exposed to stress

Joanna Géralska, Anna Polus, Agnieszka Sliwa, Anna Knapp,
Anna Gruca, Urszula Czech, Aldona Dembinska-Kiec¢

Department of Clinical Biochemistry, Jagiellonian University
Medical College, Cracow

Background: Exposition of endothelium to free fatty acids
may exert different effects depending on saturation and length
of chain, including induction of apoptosis and lipotoxicity, as
well as prosurvival effects against cell death. Omega-3 fatty acids
have been found to favorable modulate impaired endothelial
function, as determined by in vitro assessment of vasodilation
mechanisms and vasoconstrictive responses, potentially due to
enhanced nitric oxide formation and increased vascular smo-
oth muscle relaxation but the mechanism remains elusive.

Aim: The aim of the study was to investigate the mitocho-
dria-related effect of FFAs in endothelium model cells (HU-
VEC) exposed to metabolic stressor.

www.kardiologiapolska.pl



S 126

Kardiologia Polska 2011; 69 (supl. Ill)

Methods: Endothelial cells (HUVEC, human umbilical vein
endothelial cells) were preincubated with FFAs: palmitic acid (PA),
oleic acid (OA), arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid
(EPA) at 30 uM for 24 h. For the last 4 hours of incubation, HU-
VEC cells were exposed to TNF-alpha at 5 ng/ml as cellular stres-
sor. Mitochondrial metabolic activity was monitored by measu-
rements of the mitochondrial oxygen consumption rates (ORO-
BOROS® Oxygraph-2k) and ATP level. Measurement of mito-
chondrial membrane potential (MMP) was performed by flow
cytometry using JC-1 by and BD Bioimager 855 microscopy.

Results: HUVEC cells were affected by TNF-alpha which
decreased the MMP, though the other mitochondrial functions
studied were changed not significantly. The mitochondrial re-
spiration, mitochondrial membrane potential and ATP genera-
tion was significantly increased by pretreatment of endothelial
cells with EPA. This study has demonstrated that EPA may im-
prove mitochondrial function in endothelium and exert pro-
tective effect in the stressed cells.

Supported by: CMUJ K/ZBW/000577, Polish-Norwegian
grant PNRF-104-Al-1/07, Lipidomicnet (Crant 202272).
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Asymetria zmiennosci rytmu serca
Monika Petelczyc, Jan J. Zebrowski

Pracownia Fizyki Uktadu Krazenia, Wydziat Fizyki, Politechnika
Warszawska, Warszawa

Nocne zapisy zmiennosci rytmu serca zostaty poddane ana-
lizie wymagajacej wyznaczania momentéw warunkowych. Sa one
znane jako wspétczynniki rozwiniecia Kramersa-Moyala i stuza
do opisu wlasciwosci badanego procesu w obrazie fizyki proce-
séw stochastycznych (proceséw przypadkowych). Na szczegélng
uwage zastuguja dwa pierwsze momenty (czyli wspétczynniki
dryfu oraz dyfuzji), gdyz moga by¢ wykorzystane do rekonstruk-
cji szeregébw czasowych. Ich analiza umozliwita przedstawienie
zmiennosci rytmu serca jako procesu regulowanego przez dwa
wspdtistniejace mechanizmy przyspieszania oraz zwalniania ryt-
mu. Wihasciwosci otrzymanych wspofczynnikéw dyfuzji pozwa-
laja wprowadzi¢ parametry charakteryzujace te mechanizmy.
Nowe parametry zaproponowane w pracy sa miarg zdolnosci
do przyspieszania (skracania interwatu RR) oraz zwalniania (wy-
dtuzania interwatu RR) w kolejnych cyklach pracy serca. Ich inter-
pretacja wynika z zaproponowanego uproszczonego modelu dy-
namiki zmiennosci rytmu serca, a takze ze sposobu obliczania
momentéw warunkowych. Okazuje sig, ze zwalnianie rytmu jest
tatwiejsze fizjologicznie i dominuje nad przyspieszaniem rytmu.
Procesy zwalniania oraz przyspieszania rytmu serca nie sg rowno-
rzedne i w tym sensie mozna wprowadgzi¢ pojecie asymetrii zmien-
nosci rytmu serca. Postugujac sie modelami fizycznymi, mozna
pokaza¢ zwiazek obserwowanej asymetrii z niemiarowoscia od-

dechowa rytmu serca, ktéra jest odbiciem stanu aktywnosci obu
gafezi autonomicznego uktadu nerwowego. Opisane wyniki beda
poréwnane z innymi metodami oceny asymetrii rytmu serca.

1755

Zmiany aktywno$ci ukladu autonomicznego
serca po stymulacji TENS

Agata Furgala, Joanna Szmigiel, Anna Machowska,
Katarzyna Ciesielczyk, Piotr Thor

Katedra Patofizjologii, Collegium Medicum, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakéw

Wstep: Przezskérna elektryczna stymulacja nerwodw (TENS)
jest metoda neuromodulacji o wielu zastosowaniach. Mecha-
nizm dziatania TENS polega na bezposrednim wptywie na zmia-
ny napiecia ukfadu autonomicznego oraz na pobudzeniu wy-
dzielania neurotransmiteréw.

Cel: Celem pracy byla ocena zmian aktywnosci ukfadu autono-
micznego w odpowiedzi na stymulacje nerwéw za pomoca TENS.

Metody: Do badania zakwalifikowano 30 ochotnikéw (wiek
22,5 * 2 lata, 11 mezczyzn, 19 kobiet). Wykluczono osoby
z cukrzyca, otytoscia, chorobami ukfadu sercowo-naczyniowego,
stosujace leki wptywajace na aktywnos¢ uktadu autonomicznego.
Podczas badania rejestrowano aktywnos¢ autonomicznego ukta-
du nerwowego poprzez ocene parametréw: zmiennosci rytmu
serca (HRV) i zmiennosci ciénienia tetniczego (BPV), aktywnosci
baroreceptoréw (BRS) oraz hemodynamicznych serca za pomoca
aparatu Task Force Monitor 3040i (CNSystems, Austria) w warun-
kach podstawowych (20 min), w trakcie 15-minutowej stymulagji
TENS (Sinus 5 stimulator — impuls — 0,7 ms, 10-20 mA) oraz po
stymulacji (20 min). Dwukrotnie pobrano krew do oznaczenia ste-
Zenia noradrenaliny (przed i po stymulagji).

Wyniki: Po stymulacji TENS zmianie ulegly wartosci wskaz-
nikéw hemodynamicznych serca: spadek CI (3,2 + 0,65 v. 2,97 +
+ 0,52; p = 0,001) i LVWI, natomiast wzrost TPR (1212 *
+ 275 v. 1341 = 254; p = 0,001). Czestos¢ rytmu serca nie
ulegta zmianie. W zakresie widma HRV zanotowano wzrost
InLF (6,94 + 0,81 v. 7,35 = 0,85; p = 0,0001) oraz wzrost
wsp6tczynnika LF/HF (1,22 + 1,06 v. 1,59 = 1,36; p = 0,004).
W zakresie widma BPV stwierdzono spadek wartosci InTP, InLF
i INHF. Aktywnos¢ baroreceptoréw BRS zmniejszyta sie z 33,78 +
+ 13,5 ms/mm Hg do 31,32 = 13,5 ms/mm Hg; p = 0,049.
Aktywnos¢ osoczowa noradrenaliny wzrosta pod wptywem sty-
mulacji z 342,57 = 153,40 do 418 + 210 pg/ml; p = 0,03).

Whioski: Zmiany wartosci wskaznikéw hemodynamicznych
ukfadu krazenia (TPR), wzrost wartosci parametréw HRV (InLF,
LF/HF) oraz zmniejszenie aktywnosci baroreceptoréw i wskazni-
kéw zmiennosci cisnienia tetniczego, jak rowniez wzrost steze-
nia noradrenaliny w osoczu jednoznacznie wskazuja na pobu-
dzenie komponenty wspétczulnej uktadu autonomicznego.
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Biatko wiazace lipopolisacharyd w chorobie
niedokrwiennej serca, zwiazek z dynamika
objawow i rozlegloscia procesu miazdzycowego
tetnic wieicowych

Tomasz Rechcinski!, Agnieszka Matusiak?,
Matgorzata Kurpesa!, Wiestawa Rudnicka?,
Jarostaw D. Kasprzak!, Magdalena Chmiela?

"l Katedra i Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w todzi, £t6dz
2Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet tédzki, todz

Wstep: Biatko wiazace lipopolisacharyd (LBP) to , pierwszoli-
niowe” biatko reagujace z bakteryjnym lipopolisacharydem, umoz-
liwiajace dalsze interakcje ze strukturami w docelowych komérkach.
Sugeruje sie, ze jego obecnos¢ to wiarygodny marker pobudzenia
wrodzonej odpornosci, jak réwniez marker procesu aterogenezy.

Cel: Celem tego badania byta ocena, czy pacjenci (pts.)
z réznym stopniem zaawansowania miazdzycy tetnic wierico-
wych, a takze ci w stabilnej i niestabilnej fazie choroby wien-
cowej (CAD) r6znig sie miedzy soba i w poréwnaniu z osobami
zdrowymi osoczowymi stezeniami LBP.

Metody: Badaniem objeto 140 pts. z CAD potwierdzong
w koronarografii i 60 zdrowych ochotnikéw. Pacjenci z CAD
zostali sklasyfikowani do 3 kategorii: stabilna angina CCS I i Il
(STAB) — 75 pts., troponino-dodatni ostry zesp6t wieficowy
(OZW) — 34 pts., choroba tr6jnaczyniowa z kwalifikacja do
planowego zabiegu ,by-passéow” (CABG) — 31 pts. Pacjenci
z grupy STAB to osoby po planowej angioplastyce z powodu
stenozy = 70% w jednej lub dwéch tetnicach wiericowych.
Pacjenci w grupie STAB i CABG mieli negatywne wyniki testu
na troponine |. Zaden z uczestnikéw nie miat ostrej infekcji
podczas pobierania probek krwi. Krew na badanie pobierano
w ciagu 12 godzin po planowej koronarografii w grupie STAB
i CABG lub w ciggu 12 godzin od poczatku spoczynkowego
bolu zamostkowego w grupie OZW. Proébki przechowywano
w temperaturze —70°C do dnia, w ktérym jednoczesnie wyko-
nano oznaczenia ze wszystkich prébek. Do okreslenia osoczo-
wych stezeri LBP zostaly uzyte komercyjne zestawy ELISA.

Wyniki: W grupie osé6b z CAD $rednie + SD stezenie LBP
wynosito 41,5 * 33,9 ug/ml, a w grupie kontrolnej oséb zdro-
wych 13,8 = 13,3 (p < 0,0001). Wéréd os6b z CAD: nalezacy
do grupy STAB mieli Srednie + SD stezenie LBP: 24,8 + 23,3
ug/ml, do grupy CABG: 47,2 = 32,1 ug/ml, aciz OZW: 72,4
+ 32,2 ug/ml. Réznice stezen LBP pomiedzy trzema grupami
pacjentéw z CAD byly znamienne: p < 0,001. Takze réznica
Sredniego stezenia LBP miedzy osobami zdrowymi a grupa STAB
byta znamienna: p = 0,0015.

Whioski: Powyzsze dane potwierdzaja, ze pacjenci
z miazdzyca tetnic wieficowych charakteryzuija sie zdolnoscia do
syntezy biatka wigzacego lipopolisacharyd w wysokich steze-
niach, ktére sa zalezne nie tylko od zaostrzonej fazy choroby,
lecz takze od liczby naczyn zajetych procesem miazdzycowym.
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Oznaczenia parametréw gospodarki lipidowej
u pacjentéw poddawanych angiografii naczyn
wienicowych

Pawet Burchardt!, Tomasz KubackiZ,
Jakub Zurawski2, Henryk Wysocki'

TKatedra i Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej i Chordb
Wewnetrznych, Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego,
Poznan

2Katedra Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Medyczny
im. K. Marcinkowskiego, Poznan

Wstep: Wysokie stezenia LDL, cholesterolu catkowitego
(TO), triglicerydéw (TG) i niskie HDL sa uznanymi czynnikami
ryzyka choroby niedokrwiennej serca (CNS) w populacji ogol-
nej. Niemniej, oznaczenie tych parametréw wydaje sie niewy-
starczajace w ocenie zaawansowania choroby u os6b juz sto-
sujacych preparat statyny. Projekt zakfadat, na podstawie ruty-
nowo stosowanych w praktyce klinicznej oznaczei parame-
tréow gospodarki lipidowej, prébe wyznaczenia wskaznika
wykazujacego zwiazek ze stopniem zaawansowania CNS
u pacjentéw stosujacych terapie hipolipemizujaca, kwalifiko-
wanych do badania angiograficznego tetnic wieficowych.

Metody: Oznaczenia apoproteiny B100, apoproteiny A1, LDL,
TC, HDL, TG za pomoca rutynowo stosowanych technik laborato-
ryjinych wykonano u 140 kolejnych pacjentéw zakwalifikowanych
do badania koronarograficznego. Miazdzyce naczyn wiericowych
oceniano na podstawie istotnosci pojedynczego zwezenia oraz ilo-
Sciowo z wykorzystaniem skali/kalkulatora Gensiniego.

Wyniki i wnioski: Stwierdzono, ze stosunek osoczowych ste-
zen cholesterolu catkowitego do apoproteiny B100 byt istotnie
statystycznie nizszy w grupie os6b z hemodynamicznie istotnymi
zwezeniami w $wietle tetnic wiericowych przyjmujacych leczenie
hipolipemizujace (niezaleznie od stopnia intensywnosci terapii)
w poréwnaniu z osobami bez jakichkolwiek zmian w naczyniach
wiericowych stosujacych preparat statyny. Mechanizm odpowie-
dzialny za to zjawisko pozostaje w sferze spekulacji. Z kolei u oséb
bez angiograficznych zmian w $wietle tetnic wieficowych stosu-
nek stezen cholesterolu catkowitego do apoproteiny B100 byt istot-
nie statystycznie wyzszy w grupie stosujjcej preparat statyny
w poréwnaniu z osobami bez takiego leczenia. Wyniki analizy
wymagaja potwierdzenia w wiekszej grupie badanej.
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Angiotensin-converting enzyme inhibitors
modulate activation of the tissue factor-
-thrombin pathway within aortic valves in
patients with aortic stenosis: links between
coagulation, inflammation and
neovascularisation

Joanna Natorska', Grzegorz Grudzien?, Jerzy Sadowski!,
Anetta Undas'

"Institute of Cardiology, Jagiellonian University School of Medicine,
Cracow
2John Paul Il Hospital, Cracow

Background: There is evidence that tissue factor (TF) and
prothrombin expression coexists with inflammatory infiltrate and
calcification within human aortic stenosis (AS) valves.

Aim: To investigate clinical variables that might affect the
magnitude of expression of selected coagulation proteins and
inflammatory markers in AS valves.

Methods: 111 consecutive patients with AS (62 M, 49 F,
aged 63.3 + 11.2 years, mean transvalvular gradient, 58.8 + 23
mm Hg) scheduled for isolated valve replacement were studied.
Valvular TF, TF pathway inhibitor (TFPI), prothrombin,
C-reactive protein (CRP), and interleukin-6 (IL-6) expression was
evaluated by immunostaining, and their transcripts were analysed
by real-time quantitative PCR. Plasma TF, TFPI, prothrombin frag-
ment F1+42, CRP and IL-6 were also determined.

Results: TF-, TFPI-, and prothrombin expression within va-
Ive leaflets was not related to demographics, body mass index,
concomitant diseases, statin administration as well as plasma TF,
free-TFPI, IL-6 and F1+2. Unexpectedly, patients treated with
angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEls, n = 37) showed
decreased percentage of immunoreactive areas for TF (13.64 +
+ 6.43% vs. 18.05 = 6.81%, p = 0.03), TFPI (32.6 = 7.8% vs.
47.15 £ 9.5%, p = 0.04), prothrombin (23.47 + 1.93% vs. 26.61 =
+ 1.4%, p = 0.002), and CRP (0.75 [0-91% vs. 1.4 [0-8]%,
p = 0.03) within aortic valve leaflets. The 4 antigens were colo-
calised. Valvular mRNA expression for prothrombin (0.13 + 0.07
vs. 0.81 £ 0.37, p = 0.001) and TF (1.22 = 0.47 vs. 2.27 *
+ 1.42, p = 0.041) was also lower in patients treated with ACEI.
IL-6 expression was unaffected by ACEls.

Conclusions: Use of ACEls, but not statins, is associated with
reduced expression of TF, and prothrombin along with CRP wi-
thin aortic valves in AS patients, which might suggest novel po-
tentially beneficial effects of these agents on AS progression.
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Identification of SSEA-4+ very small
embryonic-like stem cells in human
myocardium

Marcin Syzdét', Wojciech Wojakowski!, Ewa Zuba-Surma?,
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Stanistaw Wos3, J6zef Dulak?, Mariusz Ratajczak®,
Michat Tendera!
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2Department of Medical Biotechnology, Jagiellonian University, Cracow
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4Department of Cell Biology, Jagiellonian University, Cracow

>Stem Cell Institute, Louisville, USA

Background: Very small embryonic-like cells (VSELs) is rare
population of cells expressing pluripotent stem markers (Oct-4,
Nanog, SSEA-4). The adult bone marrow-derived VSELs may
be expanded and differentiated into all three germ layers. VSELs
were identified in murine bone marrow and solid organs, umbi-
lical cord blood and peripheral blood in humans.

Aim: Was to assess the endogenous presence of VSELs in
human hearts and their mobilisation induced by cardiac surgery.

Methods: Patients with CAD undergoing CABG were en-
rolled. Fragments of right atrial appendage (RAA), internal mam-
mary artery and BM samples were harvested. Blood samples
(VSELs, EPCs, SDF-1, HGF, SCF, VEGF) were taken before, after
weaning from cardiopulmonary bypass, after 24 h and 5-7 days.
Fragments of RAA were cut (0.5-1.0 cm?), and enzymatically
digested in collagenase | (2 mg/ml) for 3045 min in 37°C. Cell
suspension was stained with antibodies against stem cell mar-
kers, CD34 (FITC), CD133 (APC), SSEA-4 (PE),and CD45 (APC-
Cy?7) for 30 min. Cell were washed, fixed in 2% paraformalde-
hyde and resuspended in PBS. Nuclei were stained with
10 mM of Hoechst 33342 10 min before the analysis. Analyses
were carried out on ImageStream X cytometer which is a plat-
form combining classical flow cytometer and fluorescence mi-
croscope and collects real images of identified cells.

Results: Cardiac tissue contains very small (4.8 = 0.6 um)
roundish (aspectratio 1:1) nucleated VSEL cells expressing em-
bryonic antigens. ImageStreamsystem showed the presence of
early developmental marker SSEA-4 on the surface of these cells.
The cells express CD34 and CD133 stem cellmarkers and lack
CD45 indicating their non-hematopoietic origin.

Conclusions: We demonstrated for the first time the pre-
sence of VSEL cells expressing embryonic marker SSEA-4 in adult
human myocardium.

VSEL

VSEL CD457/CD34+*/SSEA-4+/CD133*
—————— =

Figure. [1759]
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Tabela. [1760]
Parametr Pacjenci: Pacjenci: Pacjenci: Ochotnicy Istotnos¢:
heterozygoty zmutowane oba warianty p hetero-v.
homozygoty tacznie homozygoty
SDDN 125 = 30 115+ 24 121 =28 142 =41 0,16
rMSSD 26 + 12 26 =10 26 =11 27+ 8 0,66
LF 1079 = 1716 651 + 725 865 + 1389 510 = 388 0,18
HF 248 + 263 407 = 512 326 + 407 632+ 631 0,17
LF/HF 5,18 = 4,65 2,58 + 2,22 49 + 4,22 2,5+35 0,01
1760 1761

Ocena aktywnosci ukladu autonomicznego na
podstawie monitorowania EKG metoda Holtera
a haplotypy genu interleukiny-1beta

u pacjentow z choroba wiencowa

Tomasz Rechciriski!, Agnieszka Matusiak?, Barbara Uznariska!,
Urszula Cieslik-Guerra', Ewa Trzos!, Dominik Strapagiel®,
Matgorzata Kurpesa!, Jarostaw D. Kasprzak!,
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Wstep: Celem pracy bylo poréwnanie wptywu uktadu
parasympatycznego na rytm serca na podstawie 24-godzinnych
holterowskich zapiséw EKG w zaleznosci od wariantu gene-
tycznego zwiazanego z intensywnoscia biosyntezy prozapalnej
interleukiny-1beta (IL-1b). Zbadano polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu w locus -511 i -31 regionu promotorowego genu
IL-1b. Za wariant zwiazany z tendencja do silnej produkgji
IL-1b przez monocyty i makrofagi uznano zmutowane homo-
zygoty, tj. TT w locus -31 i CC w -511, a za wariant ze sfaba
odpowiedzig — heterozygoty w obu loci.

Metody: Badaniem objeto 80 pacjentéw po OZW z po-
twierdzona angiograficznie miazdzyca tetnic wieficowych (20%
kobiet, 25% z cukrzyca typu 2 i 65% z nadcisnieniem tetni-
czym) oraz 20 ochotnikéw bez choroby wieficowej. Do reje-
stracji i analizy zmiennych analizy czasowej i czestotliwoscio-
wej HRV (SDNN, rMSSD, LF, HF, LF/HF) uzyto aparatu i opro-
gramowania firmy Delmar Reynolds. Genotypowanie przepro-
wadzono metoda real-time PCR, uzywajac technologii TagMan
SNP Genotyping Assays.

Wyniki: Haplotyp -31TT i -511CC zidentyfikowano
u 27 pacjentéw, a -31CT, -511CT u 20 os6b. Wartosci uzyska-
ne z analizy zapiséw holterowskich w cafej badanej grupie oraz
po uwzglednieniu haplotypéw przedstawiono w tabeli.

Whioski: Przedstawione wyniki wskazujg na mozliwos¢
adaptacji aktywnosci uktadu parasympatycznego do uwarun-
kowanych genetycznie cech wptywajacych na intensywnosc¢
subklinicznego stanu zapalnego.

Mobilisation of Oct4+ very small embryonic-
-like cells induced by physical exercise
in patients with coronary artery disease

Edyta Nabiatek!, Wojciech Wojakowski!, Bogustaw Machaliriski?,
Maciej KotowskiZ, Ewa Zuba-Surma3, Maciej Kazmierski',
Magda Kucia®, Sebastian Dworowy!, Mariusz Ratajczak?,
Michat Tendera'

1314 Clinic of Cardiology, Silesian Medical University, Katowice
2Department of General Pathology, Pomeranian Medical University,
Szczecin

3Department of Medical Biotechnology, Jagiellonian University,
Cracow

4Stem Cell Institute, Louisville, USA

Background: Very small embryonic-like cells (VSELS) is rare
population of cells expressing pluripotent stem markers (Oct-4,
Nanog, SSEA-4). The adult bone marrow-derived VSELs may be
expanded and differentiated into all three germ layers. VSELs were
identified in murine bone marrow, umbilical cord blood and peri-
pheral blood in humans. They may be mobilised in acute corona-
ry syndromes and stroke and participate in tissue repair.

Aim: To assess the mobilisation of VSELs in healthy sub-
jects and patients with CAD following physical exercise during
treadmill stress test.

Methods: 60 patients with previous acute myocardial in-
farction treated with PCl and 30 healthy subjects were enrol-
led. Blood (10 mL) samples were taken before, 15 and 60 mi-
nutes after the treadmill exercise test. VSELs (CD34+lin-
CD133+CD45-) were sorted using multiparameter cell sorting
system (FACSAria) and used for real-time RT-PCR, Image Stre-
am and immunochemistry. Plasma levels of von Willebrand fac-
tor, 1I-18, SDF-1, HGF, VEGF, SCF were measured.

Results: In healthy subjects and CAD patients number of
circulating VSELs is low (1.4 £ 0.3 cells/uL). After treadmill exer-
cise test VSELs were mobilised into peripheral blood after
60 min (3.2 = 0.8; p < 0.03 vs. baseline). VSELs are small (7-8 um),
enriched in mRNA of PSC (Oct-4, Nanog), cardiac (CATA-4,
Nkx2.5/Csx, MEF2C) and endothelial markers (VE-cadherin),
coexpressed Oct-4, Nanog and CXCR4. Mobilisation was posi-
tively correlated with SCF levels (R = 0.36; p = 0.04) and nega-
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Figure. [1761]

tively with extent of CAD in angiography (1- vs. 2- and
3-vessel disease).

Conclusions: Short period of physical exercise induces
mobilisation of VSELs expressing early developmental markers.
Mobilisation is reduced in patients with diffuse coronary athe-
rosclerosis.
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Nieinwazyjna ocena hemodynamiki
os6b z zespotem Williamsa
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Wprowadzenie nowych metod nieinwazyjnych diagnostyki
ukfadu sercowo-naczyniowego rozszerzyto zakres etycznie ak-
ceptowalnych badar diagnostycznych, z udziatem oséb, u kto-
rych nie wystepuja bezposrednie wskazania do diagnostyki in-
wazyjnej. Dotychczas nie przeprowadzono analizy czynnoscio-
wej uktadu krazenia w reprezentatywnej grupie oséb z zespo-
tem Williamsa, w ktérym opisano liczne warianty uszkodzenia
genéw, wiazacych sie z zaburzeniem struktury Scian naczyn
krwionosnych i elementéw podporowych serca. Zesp6t Wil-
liamsa jest rzadkim, genetycznie uwarunkowanym zespofem
wad wrodzonych wystepujacym z czestotliwoscig 1:10 000 uro-
dzen, z charakterystyczng dysmorfia twarzy, czestym wspotist-
nieniem wad serca i naczyn i niepetnosprawnoscia intelektu-
alna. Zmniejszona wytrzymafo$¢ na rozciaganie i na czynniki
metaboliczne o wiasciwosciach utleniajacych, zwigzana z niedo-
borem lub nieprawidtowa budowa elastyny, moga prowadzi¢
do przyspieszonej destrukgji cian naczyn, czego efektem jest
przedwczesne starzenie i zwiekszone ryzyko naglego zgonu.
Celem badan byta ocena czynnoéciowa ukfadu krazenia u os6b
z zespotem Williamsa, w tym wyznacznikéw: objetosci wyrzuto-
wej, kurczliwosci serca, dystrybucji osocza i ptynu tkankowego
w klatce piersiowej, rozprzestrzeniania fali tetna, obciazenia ci-
$nieniowego Scian tetnic i serca, odruchowego sterowania ryt-
mem serca przy uzyciu nieinwazyjnych metod diagnostycznych:
elektrokardiografii o wysokiej rozdzielczosci, kardiografii impe-
dancyjnej i tonometrii aplanacyjnej. Badang grupe stanowito
15 0s6b z zespotem Williamsa w wieku 10-22 lata oraz 15 zdro-
wych os6b w réwnowaznym wieku stanowigcych grupe kon-
trolng. W grupie os6b z zespotem Williamsa odnotowano: zwiek-
szony opor naczyn obwodowych, ze zwiekszong dynamika fali
tetna i wspotczynnikiem odbicia, obnizonymi wskaznikami kurcz-
liwosci lewej komory serca i wieksza zawartoscig ptynu w klatce
piersiowej. Ponadto zarejestrowano wieksza spoczynkowa cze-

stos¢ akji serca, zwiazana ze zwiekszonym udziatem kompo-
nenty wspétczulnej autonomicznej regulacji rytmu serca, na co
wskazuje podwyzszona wartos¢ wspétczynnika LF/HF zmienno-
Sci rytmu serca (HRV). Profil hemodynamiczny oséb z zespotem
Williamsa odpowiada charakterystyce krazeniowej oséb zdro-
wych o 20-30 lat starszych, co potwierdza koncepcje przed-
wczesnego starzenia sie. Dotychczasowe wstepne badania wska-
zuja natomiast na prawidtowa odpowiedz sercowa i cisnieniowa
podczas proby wysitkowej o umiarkowanej intensywnosci, co
nie potwierdza potencjalnych przeciwwskazarh do rutynowej
aktywnodci fizycznej tych osob.
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Mast cells in stenotic aortic valves: associations
with inflammation and the severity of stenosis
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Aortic stenosis (AS) is characterised by fibrosis and infiltra-
tion of inflammatory cells notably macrophages, T lymphocy-
tes, and mast cells (MCs). The presence of activated MCs and
their mediators in the fibrotic lesions of the aortic valves sug-
gest that they may participate in the induction of fibrosis and
calcification with ensuing valve stiffening (Helske 2006, 2004).
The aim of the current study was to investigate the presence of
MCs expressed in aortic valves obtained from AS patients vs.
patients with aortic insufficiency (Al) and their correlations with
echocardiographic parameters and inflammatory and fibrino-
lytic protein expression within aortic valves. We studied
40 patients (16 men, 24 women) with dominant AS (age 62.2 +
+ 11.12 years, mean gradient 59.55 + 19.16 mm Hg), and
20 well matched patients with dominant aortic insufficiency (Al)
undergoing elective aortic valve replacement. Immunohistoche-
mistry was performed on decalcified leaflets using appropriate
primary antibodies and followed by avidin-biotin complex im-
munoperoxidase system. AS valves were characterised by an
increased (all, p < 0.001) percentage of MC positive (7.5 +
+ 2.95%) and macrophages containing (27.6 = 7.1%) areas
detected mainly on the aortic side of the leaflets, compared
with Al valves (1 £ 3.91% and 7.4 + 2.3%, p < 0.001, respec-
tively). Macrophages and MCs colocalised in the valvular tis-
sue. Percentage of MC positive areas positively correlated with
aortic jet velocity (V max, r = 0.68, p = 0.0005), maximal (r =
=0.73,p < 0.0001) and mean (r = 0.78, p < 0.0001) gradients
and calcification degree (r = 0.44, p = 0.004). The inverse
correlation with aortic valve area (AVA, r = -0.71, p = 0.00004)
was observed. Moreover, expression of plasminogen activator
inhibitor 1 (PAI-1) and C-reactive protein (CRP) were positively
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correlated with percentage of MC-positive cells (r = 0.54, p =
=0.0003 and r = 0.58, p = 0.0001, respectively). We conclu-
de that MCs may enhance inflammation and impair fibrinolysis
within stenotic aortic valves thus contributing to AS progres-
sion. One might speculate that high shear stress in advancing
AS may activate MC and increase their infiltration within aortic
valves. Like in atherosclerosis, in AS MCs are implicated in the
development of the disease.
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Potential role of osteoprotegerin in stem cells
homing behavior after hypoxia
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Background: Hypoxia induces stem cells migration thro-
ugh different mechanisms. We tested the hypothesis that oste-
oprotegerin may contribute to hypoxia-associated migration of
non-differentiated stem cells.

Methods: Osteoprotegrin, SDF-1 and the phenotype and
the number of circulating stem cells were determined in
14 STEMI patients admitted within 12 hours after the pain chest
onset and 14 healthy control subjects matched by sex and age.
In the in vitro model, the osteoprotegrin release and chemota-
xis of hypoxic endothelial cells were investigated.

Results: Plasma osteoprotegerin and SDF-1 levels were
significantly elevated in STEMI patients compared to control:
3.79 (2.54-5.83) vs. 3.0 (1.3-6.5) pM, p < 0.005 and 3446
(2478-4459) vs. 2256 (1871-2881) pg/mL, p < 0.001, respec-
tively. A trend toward decrease in cell number of different po-
pulations of lymphocytes was observed 72 hours after percuta-
neous cardiac intervention. The significantly lower number of
CD34+CD133+CXCR4+ and CD34+CD117+ circulating
cells after angioplasty was detected (p < 0.005). Hypoxia sti-
mulated endothelial cells to secretion of osteoprotegrin as de-
monstrated in the in vitro study. The percentage of migrated
non-differentiated stem cells in response to the hypoxia pre-
conditioned endothelial cell medium was significantly higher
than in harvested during normoxia medium (58% [53—62] vs.
68% [63-71], p < 0.005).
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Figure. Chemokinesis of mesenchymal stem cells induced by
hypoxia preconditioned HUVEC medium [1764]

Conclusions: Above findings indicate that osteoprotege-
rin may contribute to migration and homing of the non-diffe-
rentiated cells after myocardial infarction by the hypoxia-indu-
ced endothelial guidance.
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Wplyw kardiowersji elektrycznej
na agregacje plytek krwi
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Wstep: Migotanie przedsionkéw jest jedng z gtownych przy-
czyn kardiogennego udaru mézgu. Mechanizmy uczestniczace
w powstawaniu materiatu zatorowego w jamach przedsionkéw
uwzgledniaja wszystkie sktadowe triady Virchowa. Rola ptytek
krwi w powstawaniu powiktari zatorowych oraz tworzenie przez
nie agregatéw do chwili obecnej nie sa w petni wyjasnione.

Cel: Celem badania jest ocena wptywu kardiowersji elek-
trycznej migotania przedsionkéw na aktywacje ptytek krwi wy-
razona liczba agregatéw ptytkowych, ptytkowo-leukocytarnych
oraz mikroptytek.

Metody: Do badania wiaczono grupe 30 mezczyzn z sa-
moistnym migotaniem przedsionkéw kierowanych do plano-
wej kardiowersji elektrycznej. Sposob przeprowadzenia kardio-
wersji elektrycznej (EC, electric cardioversion) byt zgodny z obo-
wigzujacymi standardami Polskiego Towarzystwa Kardiologicz-
nego. Pacjenci z przetrwatym migotaniem przedsionkéw
zgodnie z zaleceniami PTK otrzymywali leki przeciwkrzepliwe
(Acenocumarol pod kontrolg INR 2,0-3,0) na 4 tygodnie przed
kardiowersja. Kazdy pacjent kierowany do kardiowersji elek-
trycznej wyrazit Swiadoma zgode na sposéb przerwania arytmii
— kardiowersje oraz na wiaczenie do badania. Kardiowersje
wykonywano energia dwufazowa 50-200 J (defibrylator Zoll-
—Zoll Corp. USA). Krew obwodowa w celu oceny ptytek krwi
oraz stezenia fibrynogenu (Fbg) pobierano w dwéch punktach
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czasowych: TO — w trakcie trwania migotania przedsionkéw,
T1 — 30 minut po wykonaniu kardiowersji elektrycznej. Oce-
na aktywacji plytek krwi, tworzenia agregatéw plytkowych
i ptytkowo-leukocytarnych, sredniej objetosci ptytek (MPV) oraz
liczby mikroptytek zostata przeprowadzona z uzyciem cytometru
przeptywowego Becton Dickinson. Stezenie fibrynogenu oznaczo-
no metoda Claussa (Multifibren U; Dade Behring Diagnostics;
Behring Fibrintimer).

Wyniki: Odsetek agregatéw ptytkowych i mikroptytek istot-
nie statystycznie zwiekszyty sie po wykonaniu kardiowersji elek-
trycznej (TOv. T14,9 = 1,6%Vv. 6,7 = 1,6%; p < 0,01, mikro-
ptytki— 1,68 = 0,98 v. 2,25 = 1,45; p < 0,005). MPV ulegla
znamiennemu obnizeniuw T1 (TOv. T1 9,3 + 0,4 flv. 8,8 =
+ 0,5 fl; p < 0,01). Liczba agregatéw ptytkowo-leukocytar-
nych i ekspresja skfadowej receptora dla fibrynogenu CD41
(MFI) nie ulegly istotnym zmianom. Stwierdzono istotne zmniej-
szenie stezenia Fbg po wykonaniu EC (TO v. T1: 350,3 + 33,1
mg/dlv. 297,7 = 45,1 mg/dl; p < 0,0005).

Whioski: Zwiekszona ilos¢ agregatow ptytkowych, mikro-
ptytek oraz obserwowane zmiany w objetosci ptytek krwi wska-
zuja na bezposredni aktywujacy wptyw impulsu elektrycznego
stosowanego w kardiowersji na uktad ptytek. Zmiany stezenia
Fbg po kardiowersji elektrycznej oraz wzrost liczby agregatéw
ptytkowych moga odgrywac role w patogenezie powiktan za-
krzepowo-zatorowych w nastepstwie kardiowersji elektrycznej
migotania przedsionkéw.
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Influence of ezetimibe on antioxidant
parameters in rat liver subjected to ischaemia/
/reperfusion
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Lidia Fereniec-Gotebiewska, Adam Szelag
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Elevation of cholesterol and lipoproteins are well-known
risk factors of atherosclerosis. Ezetimibe is a new class of selec-
tive inhibitors of cholesterol intestinal absorption, but its pleio-
tropic effects are not well known till known. Antioxidant action
of this drug might play a great role in organ undergoing ischa-
emia/reperfusion e.g. liver. In such conditions overproduction
of reactive oxygen species is observed what results in liver cells
damages. Aim of the study was to evaluate influence of ezeti-
mibe on the oxido-redox status in rat liver subjected to ischa-
emia/reperfusion (I/R). The study was carried out on Wistar male
rats. Four experimental groups of rats (n = 8-9), were housed
in standard laboratory conditions. Rats in groups CO and C-I/R
did not receive ezetimibe, groups EO and E-I/R were treated
with ezetimibe intragastrically at the daily dose of 5 mg/kg b.w.,

Table 1. Antioxidant parameters in rat liver [1766]

SOD [U/mg of protein]; GSH [micromol/L];

mean * SD mean = SD

C0 1021.55 = 117.6 90.69 =+ 8.87

C-I/R 989.83 + 90.51 90.51 = 4.21
(p < 0.05, C-I/R vs. E-I/R)

EO 971.338 = 75.56 96.56 + 6.65

E-I/R 962.38 + 69.32 99.91 = 9.01

once a day for 21 days. Rats were anesthetised with intramu-
scular injection of ketamine (7 mg/kg) and medetomidine
(0.1 mg/kg). After a suitable level of anesthesia was achieved,
the rats underwent midline laparotomy. In groups: C-I/R and
E-I/R rats were subjected to ischaemia/reperfusion. A 70% liver
ischaemia (left lateral and median lobes) was achieved by occ-
luding the branches of the portal vein and hepatic artery using
a microvascular clip. Rats were given heparin (200 U/kg) to
prevent blood coagulation. After 60 min of ischaemia, the clip
was removed to allow reperfusion for 4 h. The abdomen was
subsequently closed and the rats were observed during reper-
fusion. Thereafter, the experiment was terminated and the li-
vers were isolated, weighted and homogenised on ice using
lysis buffer (140 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10% glycerol, 1%
NP40, 20 mM Tris base, pH 7.5). The homogenised tissues were
thereafter centrifuged at 14,000 rpm for 25 min at 4°C and
supernatants were collected. In liver homogenates superoxide
dismutase (SOD) and glutathione (GSH) were estimated using
the colorimetric methods. SOD activity was expressed as U/mg
of protein. Ezetimibe did not alter significantly SOD activity.
Significant difference was also found between groups subjected
to I/R. In ezetimibe-treated group GSH level was significantly
higher than in non-treated group (C-I/R vs. E-I/R, p < 0.05). In
our work antioxidant effect of ezetimibe in rat liver subjected to
IR was revealed. These results may indicate that ezetimibe admi-
nistered chronically could have a protective action in patients
undergoing such procedures as liver transplantation (tab.).

1767

Zaburzenia czynnosci kinaz Src jako substrat
czynnoSciowy predysponujacy do migotania
przedsionkow
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Iwona Dmitruk?, Karol Kamiriski3, Maria M. Winnicka'
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Wstep: Migotanie przedsionkéw (MP) jest zwiazane z za-
burzeniami funkcjonowania kanatéw jonowych, w tym przede
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wszystkim z zaburzeniem funkcji wolnego kanatu wapniowe-
go. Wykazano, ze kinaza tyrozynowa Src wywiera efekt hamu-
jacy na kanat wapniowy, stad hipoteza, iz biatko to moze bra¢
udziat w patogenezie migotania przedsionkow.

Cel: Celem niniejszej pracy byfa ocena ekspresji i aktyw-
nosci kinazy Src w tkance prawego przedsionka u chorych pod-
dawanych operacjom kardiochirurgicznym i jej powiazanie
z wystapieniem pooperacyjnego migotania przedsionkéw.

Metody: Fragment uszka prawego przedsionka pobrano
od 42 pacjentéw bez wczedniejszego wywiadu MP poddawa-
nych operacjom kardiochirurgicznym, ktérych nastepnie ob-
serwowano pod katem wystapienia epizodu pooperacyjnego
MP w okresie pobytu w szpitalu. Ekspresje catkowitg oraz sto-
pier fosforylacji biatka Src, a takze ekspresje biatek reguluja-
cych aktywnos¢ Src wykonano metoda western blot.

Wyniki: Pooperacyjne MP wystapito u 14 chorych, nie-
rézniacych sie od pozostatych pod wzgledem podstawowych
wskaznikéw demograficznych i echokardiograficznych. Ekspre-
sja i fosforylacja Src w grupie pooperacyjnego MP byfa istotnie
wyzsza niz u os6b bez arytmii. Nadekspresja Src w grupie MP
wykazywata istotng dodatnig korelacje z podwyzszonym po-
ziomem receptoréw dla PDGF oraz czynnika STAT3.

Whioski: Nadmierna aktywnosci kinazy Src moze by¢ sub-
stratem czynnosciowym predysponujacym do wystapienia po-
operacyjnego migotania przedsionkéw, a jej dodatnie korela-
cje z ekspresja PDGFR oraz STAT3 sugeruja zaangazowanie
w patogeneze tej arytmii lokalnych mechanizméw zapalnych.
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Rola interleukiny-6 w zaleznej od stymulacji
beta-adrenergicznej aktywacji szlaku MEK/ERK
W Sercu myszy
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Przewlekta aktywacja uktadu wspétczulnego (w przebiegu
takich choréb, jak nadcisnienie tetnicze, choroba wieicowa,
niedokrwienie miesnia sercowego) moze doprowadzi¢ do nie-
korzystnych zmian w miesniu sercowym. Wynikaja one mie-
dzy innymi z aktywacji procesu zapalnego oraz indukcji apop-
tozy, aczkolwiek doktadny patomechanizm tych proceséw nie
zostat jeszcze poznany. Dotychczasowe doniesienia sugeruja,
ze interleukina-6 moze by¢ zaangazowana w efekty stymulacji
beta-adrenergicznej. Celem pracy byta ocena wptywu IL-6 na
aktywacje szlakéw przekaznictwa wewnatrzkomérkowego po
dtugotrwatym podawaniu izoproterenolu. Badania prowadzo-
no na 12-tygodniowych 28 samcach myszy (w tym potowa
zwierzat transgenicznych, niewytwarzajacych IL-6); 16 zwie-

rzat otrzymywato izoproterenol w dawce 50 mg/kg/d. i.p. przez
15 dni; pozostate 12 myszy otrzymywato placebo. Dwadzie-
Scia cztery godziny po ostatniej iniekcji zwierzeta usmiercono
oraz pobrano migsier lewej komory serca do dalszych badan.
Wykonano ocene ekspresji szeregu genéw bioracych udziat
w wewnatrzkomérkowym przekazywaniu sygnatéw na poziomie
transkrypcji (ilos¢ MRNA metoda RT-PCR), a nastepnie ocene
ilosci oraz aktywnosci wybranych bialek metoda Western Blot-
ting. U zwierzat pozbawionych IL-6 otrzymujacych izoprotere-
nol stwierdzono wyzsza fosforylacje biatek ERKT i ERK2 (nale-
zacych do szlaku MEK/ERK), co byto komplementarne z nad-
ekspresja mRNA czynnikéw zaleznych od szlaku MEK/ERK (myc
(2,3x), CEBPB (1,95x), BMP4 (3,6x), Fasn (3,2x), Tert (2x), Tank
(2,1x). Ponadto u zwierzat transgenicznych zaobserwowano
zwiekszona ekspresje mRNA dla czynnikéw prozapalnych na-
lezacych do kaskad Jak-Stat, NFAT, PKC, NFkB oraz szlaku ini-
cjowanego przez insuline. IL-6 wydaje sie petnic¢ istotng role
w hamowaniu nadmiernej aktywacji szlaku MEK/ERK w sercu
w odpowiedzi na stymulacje beta-adrenergiczna.
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Ktére sposrod parametrow osoczowych
najlepiej odzwierciedlaja poziom zelaza
w sercu oraz bialek odpowiedzialnych
za jego metabolizm?

Przemystaw Leszek!, Barbara Sochanowicz?,
Matgorzata Szperl!, Piotr Kolsut!, Kamil Brzoska?,
Walerian Piotrowski'!, Tomasz Rywik', Bozena Danko?,
Jacek Rézariski!, Marcin Kruszewski?

'Instytut Kardiologii, Warszawa
2Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, Warszawa

Wstep: Na podstawie badan klinicznych wiadomo, ze i.v.
korekta niedoboru Zelaza (Fe) prowadzona w terapii niewydol-
nosci serca (NS) przynosi obiecujace krétkotrwate wyniki, pod-
czas gdy jej dfugotrwaly efekt jest nieznany. Rozpoznanie nie-
doboru oraz dalsza kwalifikacja do suplementacji Fe prowa-
dzone sa na podstawie oceny osoczowych markeréw gospo-
darki Fe: poziom ferrytyny (FR), transferyna/wysycenie (TR/
/TSAT). Brakuje prac oceniajacych w niewydolnym miokardium
zawarto$¢ Fe (Fe-M), ferrytyny (FR-M) i receptora transferyny
(STFR-M) oraz zwiazku z uznanymi osoczowymi markerami
gospodarki Fe. FR to gléwne biatko wiazace, sTfR zas reguluje
akwizycje Fe do komérki.

Cel: Celem pracy byto ocena zwiazku pomiedzy Fe-M,
FR-M, sTfR-M a osoczowymi markerami Fe w populacji cho-
rych z zaawansowang NS.

Metody: Grupa badana to 33 pacjentéw poddanych trans-
plantacji serca (Sredni wiek 48 lat), w ktérej oceniono parametry:
Fe, FR, TR/TSAT, sTfR sTfR/logFR TIBC, UIBC, EPO w osoczu.
W NS oceniono: Fe-M (Neutron Activation Analysis — uig/g), FR-M,
sTfR-M (ELISA — ng/mg biatka), poréwnujac do zdrowych serc.
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Wyniki: Grupa NS prezentowata: powiekszenie lewej ko-
mory (LK) (EDD/ESD 69 = 10/60 = 13 mm; EF 22 = 11%),
prawej komory (PK) (31,5 = 10 mm); NTproBNP (5464 = 4825
pg/ml); hsCRP (0,71 £ 0,99 mg/dl), TNFa (15,5 + 9,7 pg/ml).
Analiza regresji wielu zmiennych/korelacja Pearsona pomiedzy
oznaczonymi markerami osoczowymi niezalezne czynniki dla
LK: Fe-M—sTfR/logFR (R? = 0,18; p = 0,04; r = —0,49, p = 0,04,
odpowiednio), sTfR-M-sTfR/logFR (R?* = 0,52; p < 0,0001;
r=-0,77; p < 0,0001), FR-M-FR (R* = 0,17; p = 0,03;
r = 0,42; p = 0,03); PK: Fe-M-sTfR (R* = 0,29; p = 0,03;
r =-0,44; p = 0,03, odpowiednio), sTFR-M-sTfR/logFR (R* = 0,38;
p = 0,0005; r = -0,62; p = 0,0005), FR-M-TR (R? = 0,24;
p = 0,009; r = -0,48; p = 0,009). W zaleznosci od Fe-M
chorych podzielono na dwie podgrupy: z obnizonym (n = 14)
i nieobnizonym Fe-M (n = 19). Obie podgrupy prezentowaty
podobny stopieri uszkodzenia LK/PK, NT-proBNP. Poziom FR-
-M byt nizszy w podgrupie z obnizonym Fe-M (LK: 178 = 80 v.
199 + 51; p = 0,08) oraz (PK: 159 = 46 v. 189 = 39; p = 0,024),
bez ré6znic w sTfR-M.

Whioski: W niewydolnym miesniu sercowym adekwatna
charakterystyka gospodarki Fe wymaga oznaczenia w osoczu
TR, FR, jak réwniez sTfR i kalkulacji sTfR/logFR. W podgrupie
z obnizonym Fe-M stezenie biatka wigzacego Fe—FR-M jest niz-
sze, przy braku istotnych réznic w stopniu uszkodzenia LK/PK.
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Wplyw wieku na czynnosé¢ rozkurczowa
okolonaczyniowej tkanki tluszczowej

Marek Deja, Marcin Malinowski, Krzysztof Gotba,
Stanistaw Wos

Il Klinika Kardiochirurgii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Cel: Celem pracy byta ocena, czy wptyw rozkurczowy ludz-
kiej okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej zalezy od czynnikéw
klinicznych.

Metody: Analizie poddano rekcje rozkurczowa w odpo-
wiedzi na ADRF wydzielany z tkanki okotonaczyniowej ludz-
kiej tetnicy piersiowej wewnetrznej (ITA). W trakcie operagji
kardiochirurgicznych pobierano odrzucone fragmenty ITA.
W laboratorium tetnice uwalniano z otaczajacej tkanki i 3 mm
pierscienie montowano w kapieli tkankowej natlenianej kar-
bogenem. Osobno inkubowano tkanke okotonaczyniowa. Po
okresie stabilizacji i normalizacji napiecia Sciany naczyniowej
fragmenty naczyn obkurczano 60 mM KCl. Po odptukaniu na-
czynie obkurczono 10*°M serotoniny. Nastepnie do kapieli
tkankowej wprowadzano fragment tkanki ttuszczowej okoto-
naczyniowej i obserwowano rozkurcz, ktéry zgodnie z wcze-
$niejszymi doswiadczeniami przypisujemy wydzielaniu ADRF.
Wielkos¢ rozkurczu wyrazano procentach skurczu wywotane-
go serotoning. Réwnoczesnie odnotowywano szereg cech de-
mograficznych i klinicznych pacjenta.

Whyniki: Przebadano segmenty tetnic pochodzace od 168
pacjentoéw (125 mezczyzn; wiek 65,3 = 8,4 roku). Rozkurcz pod

wptywem tkanki thuszczowej wynosit érednio 50,4 = 2,1%. Sred-
nia waga segmentu tluszczu to 713 = 501 g. Nie stwierdzono
jednoznacznej zaleznosci wielkosci rozkurczu od masy fragmentu
tkanki ttuszczowej (p = 0,059). Obserwowano wzrost sity rozkur-
czu wraz z nasileniem otyfosci (r = 0,14; p = 0,04) oraz spadek
sity rozkurczu wraz z wiekiem (r = —0,28; p = 0,002). Nie obser-
wowano zmian sity rozkurczu w cukrzycy ani w nadci$nieniu.
Obserwowano mniejszy wptyw rozkurczowy tkanki okotonaczy-
niowej u pacjentéw z wyzsza klasa dtawicy wg CCS: odpowiednio
CCS0:57,7 =7,9%, CCS1: 51,9 = 4,5%, CCS 2: 56,9 = 3,1%,
CCS 3: 46,7 = 3,6%, CCS 4: 30,2 + 6,9% (p = 0,005). W analizie
wieloczynnikowej najsilniejszym predyktorem sity dziatania roz-
kurczowego tkanki tluszczowej okotonaczyniowej byt wiek.
Whioski: Zmienno$¢ wptywu rozkurczowego tkanki okoto-
naczyniowej w zaleznosci od parametréow klinicznych i demo-
graficznych moze wskazywac na role fizjologiczna tego zjawiska.
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Suplementacja kwasem dokozaheksaenowym,
ale nie kwasem eikozapentaenowym, hamuje
aktywnos¢ NF-kappaB i zapobiega dysfunkcji
lewej komory serca w odpowiedzi

na przeciazenie ciSnieniowe

Monika Duda', Pawet Dobrzyri?, Michat Maczewski',
Agnieszka Dobrzyni?, Urszula Mackiewicz'

1Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

2Pracownia Sygnatéw Komdrkowych i Zaburzen Metabolicznych,
Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Nenckiego, Warszawa

Wzrost aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-«B oraz
NF-kB-zaleznych Sciezek sygnalizacyjnych odgrywa istotna role
w rozwoju niewydolnosci serca. Wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe omega-3 — kwas dokozaheksaenowy (DHA) i kwas eiko-
zapentaenowy (EPA) — sg inhibitorami NF-xB, co moze by¢
skuteczne w zapobieganiu rozwoju niewydolnosci serca. Ba-
dania pokazuja, ze suplementacja diety mieszaning kwaséw
DHA i EPA dziata kardioprotekcyjnie, natomiast niewiele wia-
domo o efekcie, jaki wywiera na serce kazdy z kwaséw nieza-
leznie. Celem pracy byto poznanie i poréwnanie wptywu DHA
i EPA na aktywno$¢ NF-«B i patologie lewej komory serca (LV)
w odpowiedzi na przeciazenie ci$nieniowe. U szczuréw kar-
mionych dieta kontrolng oraz dietami wzbogaconymi DHA lub
EPA (3% catkowitej energii) indukowano przeciazenie cisnie-
niowe, zwezajac aorte brzuszna. Po 12-tygodniowej obserwa-
cji wykonano badanie echokardiograficzne i oceniono aktyw-
no$¢ NF-«B (ELISA), aktywnos¢ metaloproteinazy MMP-2 (zy-
mografia), ekspresje genéw szlakéw NF-kB-zaleznych (RT-PCR)
i sktad lipidowy LV (chromatografia). Po 12 tygodniach u zwie-
rzat karmionych dieta standardowa przeciazenie ciSnieniowe
prowadzito do 40% przerostu lewej komory (stosunek masy LV
do dtugosci kosci piszczelowej) oraz przebudowy i uposledze-
nia funkcji skurczowej LV, co przejawiato sie odpowiednio
wzrostem objetoéci p6znorozkurczowej (ryc. 1A) i péznoskur-
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Rycina 1. Objeto$¢ poéznorozkurczowa (A) i pdznoskurczowa
(B) LV oraz zawarto$¢ DHA we krwi wolnych kwaséw ttuszczo-
wych LV (C) i aktywnos¢ NF-kappaB w LV (D) po 12 tygodniach
przecigzenia cisnieniowego; #p < 0,05 v. Sham, *p < 0,05 v.
Standardowa dieta [1771]

czowej (ryc. 1B). Towarzyszyt temu wzrost aktywnosci NF-kB
(ryc. 1D) oraz zmiany w NF-kB-zaleznych $ciezkach sygnaliza-
cyjnych: (a) wzrost ekspresji mRNA dla prozapalnych cytokin
TNFa i IL-18, (b) wzrost ekspresji mRNA dla proapoptycznej
kaspazy 3, (c) wzrost ekspresji mRNA dla sztywnego kolagenu
typu I, (d) wzrost aktywno$ci MMP-2. Suplementacja diety DHA
zwiekszata zawartos¢ DHA we frakcji wolnych kwaséw ttusz-
czowych (ryc. 1C), zapobiegata wzrostowi masy oraz objetosci
poéznorozkurczowej i péznoskurczowej. Dodatkowo obserwo-
wano spadek aktywnosci NF-«B oraz (a) spadek ekspresji mRNA
dla TNFe i IL-18, (b) wzrost ekspresji mRNA dla czynnika bcl2
hamujacego kaspaze 3, (c) spadek ekspresji mRNA dla kolagenu
typu I, (d) wzrost ekspresji mRNA dla tkankowych inhibitoréw
metaloproteinaz TIMP1 i TIMP4, (e) spadek aktywno$ci MMP-2.
Efektow tych nie obserwowano w przypadku suplementacji die-
ty EPA. Podsumowuijac, suplementacja diety jedynie DHA, a nie
EPA, zapobiega przerostowi, przebudowie i uposledzeniu funk-
cji skurczowej LV. Efekty te sa zwigzane ze zmniejszona aktyw-
noscig NF-xB oraz NF-«xB-zaleznych sciezek sygnalizacyjnych re-
gulujacych odpowiedz zapalng, apoptoze i strukture macierzy
zewnatrzkomérkowej miokardium. Zmiany te moga by¢ wtérne
do pojawienia sie we frakcji wolnych kwaséw tluszczowych LV
DHA, ktéry moze bezposrednio regulowac aktywnos¢ jadrowych
czynnikéw transkrypcyjnych.
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Zmienno$¢ rytmu oddechowego jako
dominujacy czynnik w zmiennosci rytmu serca?

Teodor Buchner

Pracownia Fizyki Uktadu Krazenia, Wydziat Fizyki, Politechnika
Warszawska, Warszawa

Istnieje coraz wiecej przestanek za przyjeciem tezy, ze
dominujaca role w zmiennoéci rytmu serca ma rytm oddecho-
wy i to jego zmiennos$¢ obserwujemy. Niniejsze doniesienie
porzadkuje dane literaturowe na ten temat i na ich podstawie
prezentuje wyniki dziatania modelu matematycznego, wskazu-
jac na jego Sciste zwiazki z obserwacjami fizjologicznymi. Od
czasu eksperymentéw Katony i wsp. [1] wiadomo, ze wychto-
dzenie nerwu btednego prowadzi do redukcji zmiennosci ryt-
mu, podobnie jak farmakologiczny blok gatezi przywspétczulnej
AUN. Resztkowa zmiennos¢ rytmu w tych warunkach pozba-
wiona jest zupetnie informacji klinicznych, decydujacych cho-
ciazby o wartoéci rokowniczej zmiennosci rytmu. W zwiazku
z tym nasuwa sie pytanie o faktyczne zrédto zmiennosci rytmu
serca: czy nie jest nim zmienno$¢ rytmu oddechowego? Zmien-
no$¢ rytmu oddechowego obserwowana jest przede wszystkim
w pasmie HF, ale brak aktywnosci w tym pasmie nie $wiadczy
jeszcze o braku zwiazku pomiedzy rytmem oddechowym a ryt-
mem serca. W nerwie bfednym obserwuje sie takze aktywnos¢
w pasmie LF. TakZze zwiazek pomiedzy Srednimi czestosciami
obu rytméw (a Scidlej rzecz biorac pomiedzy przeptywem w tozy-
sku ptucnym a wentylacjg) ma charakter homeostatyczny, jest
bardzo silny i gwarantuje utrzymanie wtasciwego poziomu pCO,
we krwi. Rytm oddechowy wykazuje réwniez zmiennos¢ w pa-
$mie LF i VLF, za§ widmo mocy we wszystkich pasmach niskich
czestotliwosci ma cechy szumu 1/f. Co wiecej, takze lokalizacja
anatomiczna osrodkéw AUN majacych wplyw na zmiennos¢
rytmu serca i rytmu oddechowego pokrywa sie [2]. Wszystkie te
obserwacje skfaniaja do postawienia pytania o to, czy i na ile
HRYV daje informacje niezalezna od (trudniejszej do oceny) zmien-
nosci rytmu oddechowego i czy mozna uwazac ja za wielkos¢
autonomiczng, czy jedynie za pochodng zmiennoéci rytmu od-
dechowego. Prezentowane w pracy wyniki dla modelu mate-
matycznego wykazuja silng wspotzalezno$¢ obu rytméw.

1. Katona PG, Jih F. Respiratory sinus arrhythmia: noninvasive mea-
sure of parasympathetic cardiac control. J Appl Physiol, 1975; 39: 801-
—805. 2. Richter DW. Neural regulation of respiration: Rhythmogenesis

and afferent control. In: Greger R, Windhorst U eds. Comprehensive
human physiology. Vol. 2, Springer Verlag, Berlin 1996.
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Histological assessment of myocardium and
coronary vessels in lethal ethanol intoxication

Pawet Laskowski!, Elzbieta Litwiejko-Pietryriczak',
Magdalena Szkudlarek!, Janusz Dzieciot',

Anna Niemcunowicz-Janica?, Magdalena Oktota?,
Andrzej Namiot!, Beata Klim!, Urszula Lapiriska?,
Andrzej Szpak3

"Department of Human Anatomy, Medical University of Biatystok,
Biatystok

2Department of Forensic Medicine, Medical University of Biatystok,
Biatystok

3Department of Public Health, Medical University of Biatystok,
Biatystok
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Figure. Hypertrophy of individual cardiomyocytes with signifi-
cant enlargement of cell nuclei. HE, mag. 200x [1773]

The aim of the study is the histological assessment of my-
ocardium and coronary vessels in lethal ethanol intoxication.
The study was based on the histological assessment of specimens
of myocardium and coronary vessels taken from 30 deceased males
in the 29-45 age range. Autopsies were carried out in the Depart-
ment of Forensic Medicine of UMB. Material for examination was
taken from free wall of left ventricle, myocardium of interventricu-
lar septum, and part of myocardium directly after arising of left
coronary artery from aorta. Material was fixed in the buffered for-
malin and embedded in paraffin blocks. After fixation material
was stained (H+E) and examined in standard histological proce-
dure. Morphometric examination was carried out in the Depart-
ment of Human Anatomy of UMB. The results of the examina-
tions revealed: 1) hypertrophy of individual cardiomyocytes with
significant enlargement of cell nuclei, 2) separation of particular
cardiomyocytes by connective tissue and visible fibroblasts, 3) pro-
liferation of small vessels, 4) distinct perivascular fibrosis.
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Morphometric assessment of cardiomyocytes
in lethal ethanol intoxication

Beata Klim!, Elzbieta Litwiejko-Pietryriczak!,

Anna Niemcunowicz-Janica?, Magdalena OktotaZ,
Magdalena Szkudlarek', Justyna Klimek', Andrzej Namiot',
Pawet Laskowski!, Janusz Dzieciot'

"Department of Human Anatomy, Medical University of Biatystok,
Biatystok
2Department of Forensic Medicine, Medical University of Biatystok,
Biatystok

The reason of sudden cardiac death caused by ethanol into-
xication is not entirely explained. Morphologic alterations of the
cardiomyocytes may affect the conduction of electrical stimuli,
which can result in dangerous arrhythmias and cardiac conduc-
tion disturbances. The aim of the study was assessment of the
circular deviation (CD), area of the cardiomyocytes and their
nuclei and nuclear-cytoplasmic ratio. Examined group consisted
of 30 males who died from ethanol intoxication in the 29-45
age range. The concentration of ethanol in the samples of blood

of the analysed cases ranged between 2.5-4.4%o. The control
group consisted of 10 male patients who died of the cerebral
stroke. Material for examination was taken from free wall of the
left ventricle and interventricular septum of the heart, fixed in
10% buffered formalin and embedded in paraffin blocks. The
6 um sections was routinely HE-stained and examined in standard
histological procedure. The morphometric measurements were
made only on transverse sections using the morphometric set of
Olympus BX41 system Camedia 3030 digital photography and
the program Cell-Imaging Software for Life Sciences Microsco-
py. Differentiation was observed and the shape of the nuclei of
cardiomyocytes, increasing their area and decreased nuclear-
cytoplasmic ratio. Obtained initial results may indicate the influ-
ence of ethanol on the morphology of the cardiomyocytes, which
may be manifested clinically as a sustained ventricular tachycar-
dia or ventricular fibrillation resulting in death.
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Przebudowa kardiomiocytéw, cytoszkieletu
komérkowego i macierzy zewnatrzkomaérkowej
w mysim modelu genetycznie uwarunkowanej
kardiomiopatii

Urszula Mackiewicz!, Elzbieta Czarnowska?,

Magdalena Brudek?, Gabor Csanyi3, Andrzej Fedorowicz?,
Elzbieta Grochal®, Urszula Tyrankiewicz?, Tomasz Skérka?,
Bohdan Lewartowski', Stefan Chtopicki?

1Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

2Zaktad Patologii, Instytut Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka,
Warszawa

3Zakfad Farmakologii Doswiadczalnej, Katedra Farmakologii,
Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

4Zaktad Tomografii Magnetyczno-Rezonansowej, Instytut Fizyki
Jadrowej, Polska Akademia Nauk, Krakéw

Wstep: Patologiczna przebudowa serca prowadzaca osta-
tecznie do jego niewydolnosci zachodzi zaréwno na poziomie
kardiomiocytéw, jak i macierzy zewnatrzkomoérkowej. Ostat-
nio za wazny czynnik prowadzacy do rozwoju niewydolnosci
serca uznawane s3 réwniez zaburzenia transmisji sygnatéw
pomiedzy macierza a kardiomiocytami, wynikajace ze zmian
ekspresji i struktury biatek cytoszkieletu komérkowego. Pomi-
mo licznych badar nad patomechanizmami rozwoju niewy-
dolnosci serca kolejnos¢ zmian pojawiajacych sie na poziomie
poszczegblnych elementéw migsnia sercowego i ich wzajem-
na zaleznos¢ nie jest znana. Rozwéj niewydolnosci serca u myszy
transgenicznych Tgaq*44 jest nastepstwem nadeksprsji stale
aktywnej podjednostki « biatka Gq. Nasladuje to przewlekty
stymulacje neurohormonalna (prowadzaca do aktywacji biatka
Gq) odgrywajaca kluczowa role w rozwoju niewydolnosci ser-
ca, zarbwno w modelach zwierzecych, jak i u ludzi. Myszy
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Tgaq*44 stanowia dogodny model niewydolnosci serca pozwa-
lajacy na ustalenie czasowej sekwencji pojawiajacych sie w
miesniu sercowym zmian. Wynika to z faktu, ze spadek funkgji
lewej komory i objawy niewydolnosci serca w tym modelu
pojawiaja sie stosunkowo p6zno (w 12.-14. miesigcu zycia).

Metody: U Myszy Tgaq*44 w wieku 4, 8, 12 i 14 miesie-
cy i u réownowiekowych myszy szczepu kontrolnego FVB zba-
dano funkcje skurczowa i rozkurczowa lewej komory in vivo
metoda obrazowania rezonansowo-magnetycznego, wymiary
i funkcje skurczowa kardiomiocytéw, wewnatrzkomérkowy
obieg Ca2+ (amplitude sygnatu Ca2 + i funkcje gtéwnych trans-
porteréw wapniowych: ATP-azy Ca2+ siateczki sarkoplazma-
tycznej-SERCA i wymiennika Na+/Ca2+ -NCX) za pomoca
sondy fluorescencyjnej INDO-1, stopiert zwtéknienia miesnia
sercowego (barwienie Trichromem Massona) oraz ekspresje,
lokalizacje i strukture gléwnego biatka cytoszkieletu komérko-
wego, jakim jest desmina (metoda immunohistochemiczna).

Wyniki: Spadek funkcji skurczowej lewej komory pojawit
sie w 12. miesigcu zycia myszy Tgaq*44. W 14. miesigcu obec-
ny byt juz spadek funkgji skurczowej i rozkurczowej, odpo-
wiednio 0 40% i 30%. Mimo to parametry skurczu i rozkurczu
izolowanych kardiomiocytéw byly zachowane nawet u myszy
14-miesiecznych. Amplituda sygnatu Ca2+ rosta u myszy 12-
i 14-miesiecznych, odpowiednio 0 33% i 49%. Jest to prawdo-
podobnie wynik retencji Ca2 + w komérce spowodowany spad-
kiem funkgji transportowej NCX (0 37% u myszy 14-miesiecz-
nych). Funkgja transportowa SERCA byta niezmieniona. Z ko-
lei u 4-miesiecznych myszy Tgaq*44 widknienie byto bardzo
nasilone (20% v. 5% u myszy kontrolnych) i rosto z wiekiem
(30% u myszy 14-miesiecznych). Zawarto$¢ desminy byta
6-krotnie zwigkszona w kardiomiocytach 4-miesiecznych myszy
Tgaq*44 w poréwnaniu z rownowiekowymi myszami kontrol-
nymi. Struktura i lokalizacja desminy pomimo ogromnego wzro-
stu zawartosci byty u miodych myszy Tgaq*44 prawidtowe.
Poczynajac od 8. miesiaca, zawartos¢ desminy u myszy Tgaq*44
sukcesywnie spadata i w wieku 14 miesiecy nie réznita sie od
jej zawartodci u myszy kontrolnych. Rozmieszczenie desminy
w kardiomiocytach myszy Tgaq*44 po uptywie 8 miesiecy zycia
byto wysoce niehomogenne. U najstarszych badanych myszy
Tgaq*44 ok. 20% kardiomiocytéw zawierato sladowe ilosci
desminy, podczas gdy w pozostatych kardiomiocytach obser-
wowany byt zanik formy filamentowej i pojawienie sie formy
ziarnistej desminy, co prawdopodobnie uniemozliwia prawi-
dtowa transmisje sygnatu z kardiomiocytow do macierzy.

Whioski: U myszy Tgaq*44 zmiany zachodzace na po-
ziomie cytoszkieletu komoérkowego i macierzy zewnatrzkomor-
kowej pojawiaja sie znacznie wczesniej niz te na poziomie bia-
tek odpowiedzialnych za aktywacje skurczu kardiomiocytow
i to one (a w szczegb6lnoéci zmiana struktury i lokalizacji desmi-
ny), a nie zaburzenia czynnosci skurczowej poszczegélnych kar-
diomiocytéw, sa odpowiedzialne za rozwéj niewydolnosci ser-
ca. Zmiany w wewnatrzkomérkowym obiegu Ca2+ maja cha-
rakter kompensacyjny i prawdopodobnie przyczyniaja sie do
utrzymania funkgji skurczowej kardiomiocytow.
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Okolooperacyjna zmienno$¢ rytmu serca
po pomostowaniu aortalno-wieficowym
a polimorfizm Ser49Gly genu beta-1
adrenoreceptora

Piotr Mazur', Ewelina Nowak!, Lukasz Janik?,
Marcin Waligéra', Pawet KoZlik!, Grzegorz Wasilewski?,
Lukasz Durajski!, Ewa StepieriZ, Roman Pfitzner?

TStudenckie Koto Naukowe Kardiochirurgiczne przy Klinice Chirurgii
Serca, Naczyn i Transplantologii, Instytut Kardiologii, Collegium
Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw

ZKlinika Chirurgii Serca, Naczynh i Transplantologii, Instytut
Kardiologii, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakdw

Wstep: Zmiennos¢ rytmu serca (HRV) pozwala skwantyfi-
kowa¢ odpowiedz serca na impulsacje autonomiczng. Choro-
by ukfadu sercowo-naczyniowego i zabiegi kardiochirurgiczne
negatywnie wplywaja na autonomiczna regulacje pracy serca,
skutkujac obnizeniem HRV. Podstawa pomiaru HRV jest anali-
za czas6w trwania odcinkéw R-R w prawidlowym zapisie EKG.
Polimorfizm Ser49Cly genu receptora beta-1 adrenergicznego
(ADRB1) moze wptywa¢ na reaktywno$¢ receptora zaréwno
na agonistow, jak i antagonistéw, czego efektem jest wptyw na
czestoS¢ rytmu serca i cinienie tetnicze.

Cel: Celem pracy byfa weryfikacja wptywu polimorfizmu
Ser49Gly genu ADRB1 na odpowiedz serca, wartosci parame-
tréw czestotliwoéciowych HRV po pomostowaniu aortalno-
-wiencowym (CABQG).

Metody: Do badania wiaczono 91 o0séb w Srednim wieku
65,6 = 7,6 roku, zakwalifikowanych do pierwszorazowego pla-
nowego CABG. Wykluczono osoby po ostrym zespole wierico-
wym w ciggu miesiaca przed wiaczeniem do badania oraz pa-
cjentéw z chorobg organiczna serca (wady zastawkowe, tet-
niaki), zaburzeniami rytmu i chorych z rozrusznikiem. Pomiar
HRV wykonano 2-krotnie metoda Short Time Measurement —
przed operacja oraz w 6. dobie pooperacyjnej. Po usunieciu
artefaktow i ekstrasytolii analizie poddano wartosci mocy spek-
trum HRV w zakresie bardzo niskich (VLF, very low frequency),
niskich (LF, low frequency) i wysokich czestotliwosci (HF, high
frequency) oraz wsp6tczynnik LF/HF. Probke krwi zylnej (2,6 ml)
pobierano po pierwszym pomiarze HRV. Po odwirowaniu ko-
zuszek leukocytarny zamrazano w temperaturze —26°C. Geno-
typowanie polimorfizmu przeprowadzone zostato z uzyciem
znakowanych fluorescencyjnie sond TagMan metodami Real
time PCR. Wszyscy pacjenci udzielili pisemnej zgody na udziat.
Badanie zaakceptowata Komisja Bioetyczna Collegium Medi-
cum Uniwersytetu Jagiellofiskiego.

Wyniki: Wartosci VLF, LF i HF spadly po CABG odpo-
wiednio 0 47,6%, 71,7% i 47,6% w dobie 6. (p < 0,0001).
Osoby z cukrzyca mialy nizsze wartosci przedoperacyjne wsp6t-
czynnika LF/HF 0 35,7% (p < 0,025). Pacjenci z choroba tréj-
naczyniowa wykazywali nizsze wyjsciowe wartosci w zakresie
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LF w poréwnaniu z pozostatymi osobami (p < 0,0001). Dystry-
bucja genotypéw byfa zgodna z prawem Hardy-Weinberga
(p = 0,24; x* = 2,8). W poréwnaniu z homozygotami Ser49Ser,
heterozygoty Ser49Cly cechowaly sie nizszymi wartosciami
wyjsciowymi w zakresie LF (p < 0,025) oraz wiekszym spad-
kiem LF po CABG (p < 0,025).

Whioski: Regulacja autonomiczna pracy serca ulega upo-
Sledzeniu sie po CABG. Bardziej zaawansowana choroba wien-
cowa wiaze sie z gorsza odpowiedzia serca na stymulacje wspot-
czulng. Polimorfizm Ser49Gly genu ADRB1 wptywa na odpo-
wiedz serca na okotooperacyjna stymulacje wspdtczulna.

IL-6 oraz aktywacja LXR/RXR (liver X receptor/retinoid X recep-
tor). Najwieksze zmiany ekspresji genetycznej obejmowaty geny
kodujace nastepujace biatka: SOCS3 (suppressor of cytokine sig-
naling 3; p = 1,60E20), FAM198B (family with sequence simila-
rity 198, member B; p = 7,00E17), ST14 (suppression of tumori-
genicity 14; p = 1,68E16), ASGR?2 (asialoglycoprotein receptor 2;
p = 5,82E16) oraz AQP9 (aquaporin 9; p = 1,71E15).
Whioski: Zawat serca powoduje szereg zmian w ekspres;ji
genéw w leukocytach krwi obwodowej. Najbardziej zmienia sie
ekspresja genéw szlakéw metabolicznych dotyczacych PPAR, in-
terleukiny 10 i 6 oraz receptora glikokortykosteroidéw i LXR/RXR.

1778
Ekspresja genéw w swiezym zawale serca

Marek Kiliszek', Beata Burzyriska?, Marcin Michalak!,
Monika Géra?, Aleksandra Winkler', Monika Niewiadomska?,
Katarzyna Rawa?, Grzegorz Opolski'

'] Katedra i Klinika Kardiologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
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2Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa

Wstep: Zawaly serca, mimo coraz lepszych metod dia-
gnostyki i leczenia, nadal maja duzy wptyw na $miertelnos¢
w populacji. W $wiezym zawale serca zwieksza sie stezenie
leukocytow i stanowi to czynnik prognostyczny kolejnych zda-
rzen sercowo-naczyniowych. Dokfadne poznanie patofizjologii
zawatu serca przyczyni sie do poprawy skutecznosci leczenia
i prewencji ostrych zespotéw wiericowych.

Cel: Celem pracy bylo zbadanie ekspresji genetycznej
w $wiezym zawale serca w leukocytach.

Metody: Do badania wiaczano pacjentéw ze Swiezym
zawatem serca z uniesieniem odcinka ST, leczonych pierwotna
angioplastyka wieficowa. Od wszystkich chorych izolowano
RNA z krwi obwodowej w pierwszej dobie zawatu (grupa ba-
dana), a nastepnie po 6 miesigcach od zawatu (kontrola). Ana-
liza ekspresji gendw zostata wykonana przy uzyciu mikroma-
cierzy firmy Affymetrix Human Gene 1.0 ST i systemu GCS3000
TG (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Analiz funkcjonalnych
genéw (modelowanie sieci genowych i Sciezek sygnafowych)
dokonano za pomoca programu Ingenuity Pathway Analysis (In-
genuity® Systems, www.ingenuity.com).

Wyniki: Do badania wiaczono 28 pacjentéw ze Swiezym
zawatem serca [$rednia wieku 54,8 + 10,2 roku; 7 kobiet (25%)].
Wszyscy chorzy zglosili sie na badanie kontrolne po 6 miesia-
cach. Przyjmujac kryteria zmiany ekspresji 1,5-krotnie oraz p <
< 0,05 (1. doba zawatu serca v. kontrola po 6 miesigcach) stwier-
dzono zmiane ekspresji 91 genéw, z czego 57 zmapowanych
(3 duplikaty, w sumie 54 geny), 34 geny bez anotacji. W analizie
funkcjonalnej najwieksza zmiana ekspresji dotyczyta szlakéw
metabolicznych zwigzanych z PPAR (peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor), I1L-10, receptorem glukokortykosteroidéw,
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Ocena farmakokinetyki i efektow tkankowych
uwolnionego paklitakselu z cewnika
balonowego w $cianie naczynia na modelu
hiperplazji neointimy tetnic wienicowych

i obwodowych $wini domowej

Piotr P. Buszman, Krzysztof Milewski, Michat Jelonek,
Wanda Jackiewicz, Wojciech Wojakowski, Pawet E. Buszman

Centrum Badawczo Rozwojowe, Polsko-Amerykanskie Kliniki Serca,
Ustron

Wstep: Jednym z osiagniec¢ ostatnich lat kardiologii inter-
wencyjnej jest wprowadzenie balonéw powlekanych lekami
(DEB), ktére udowodnity swoja wyzszo$¢ w leczeniu restenozy
w poréwnaniu z balonami niepowlekanymi i stentami elutuja-
cymi lek (DES). Szeroko przyjetym modelem eksperymental-
nym potwierdzajacym bezpieczenstwo i skutecznos¢ DEB jest
badanie farmakokinetyczne i efektéw tkankowych na modelu
tetnic wieicowych Swini domowe;j.

Metody: Do badania wiaczono 11 $wii domowych.
W pierwszym etapie badania farmakokinetyki przenikania pa-
klitakselu do $wiatta naczynia u 4 zwierzat wykonano po trzy
angioplastyki badanymi cewnikami pokrytych paklitakselem
w stezeniu 2 ug/mm? (Pax, Balton®) w kazdej tetnicy wiefico-
wej i biodrowej. Eutanazje wykonano po 1, 24 i 72 godzinach
oraz po 1 tygodniu, po jednym zwierzeciu na badany punkt
czasowy. Badane segmenty tetnic zostaty wypreparowane i pod-
dane analizie wysokosprawna chromatografia cieczowa celem
oznaczenia stezenia Sroédsciennego i pozostatego na balonie
paklitakselu. W drugim etapie do badania witaczono 7 swin
celem oceny efektéw tkankowych badanych DEB. U kazdego
ze zwierzat dokonano implantacji stentéw do trzech tetnic wien-
cowych technika nadmiernego rozprezenia celem uszkodze-
nia i indukgji proliferacji neointimy. Nastepnie po randomiza-
cji wykonano postdylatacje cewnikiem badanym (Pax), refe-
rencyjnym (Sequent Please, Braun®) oraz balonem niepowle-
kanym. Po 28 dniach wykonano ilosciowa koronarografie
(QCA), badanie ultrasonografii wewnatrznaczyniowej oraz oce-
ne histopatologiczng badanych stentow.
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Wyniki: W pierwszym etapie badana uzyskano nastepu-
jace stezenia paklitakselu w Scianie naczynia tetnic wieficowych:
10,94 = 3,3 ug/g po jednej godzinie obserwacji; 0,40 ug/g po
24 godzinach; 0,20 = 0,1 ug/g po 72 godzinach oraz 0,05 =+
+ 0,1 ug/g po 7 dniach. Na balonach pozostato 12% dawki
wyjéciowej leku. W Scianie tetnic biodrowych dla powyzszych
dtugosci obserwacji oznaczono nastepujace stezenia leku: 154,5 +
+ 152,9 ug/g; 3,0 = 1,5 ug/g; 3,0 = 1,5 ug/g; 3,0 = 1,5 ug/g.
Na balonach biodrowych pozostato 29% poczatkowej dawki
leku. Badanie efektéw tkankowych jest w trakcie, wyniki zo-
stang opublikowane podczas prezentacji.

Whioski: Badane cewniki balonowe zapewnity dostarcze-
nie paklitakselu do $ciany w niskim stezeniu, utrzymujacym sie
az do 7. dnia obserwacji. Badanie efektéw tkankowych roz-
strzygnie, czy dostarczony lek zahamuje przerost neointimy.

nych przejsciowo konstrukcja genowa zawierajaca ORF dla
proangiogennego genu eNOS oraz ocena wptywu tej modyfi-
kacji genetycznej na podstawowe procesy komérkowe w wa-
runkach in vitro. Skuteczno$¢ modyfikacji okreslono na pozio-
mie transkryptu i biatka, oceniajac jednoczesnie jego funkcjo-
nalnos¢. Ponadto zbadano wplyw transfekcji na proliferacje
komoérek oraz cykl komérkowy, jak réwniez oceniono ekspre-
sje czynnikéw transkrypcyjnych szlaku miogennego. Okreslo-
no tez wpltyw nadekspresji badanego enzymu na proces apop-
tozy oraz nekrozy w warunkach stresu oksydacyjnego. Uzyska-
ne wyniki sugeruja, ze transplantacja mioblastéw z wymuszong
ekspresja eNOS moze zosta¢ wykorzystana w przysztosci w pro-
bie regeneracji pozawalowego miesnia sercowego, stanowiac
podstawe dla badan przedklinicznych przeprowadzanych na
mysim modelu zawatu.
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Modyfikacja genetyczna ludzkich
macierzystych komérek miesniowych
proangiogennym genem endotelialnej syntazy
tlenku azotu

Agnieszka Janeczek!, Agnieszka Zimna', Monika Fraczek',
Monika Seidel!, Marek RuciriskiZ, Tomasz MietkiewskiZ,
Maciej Kurpisz!

TInstytut Genetyki Cztowieka, Polska Akademia Nauk, Poznan
20ddgziat Ortopedii i Chirurgii Urazowej Narzadu Ruchu,
Szpital Wojewddzki, Poznan

Komérki macierzyste miesnia szkieletowego od lat bada-
ne sa pod wzgledem przydatnosci w regeneracji pozawatowe-
go miokardium. Zastosowanie ich w terapii miatoby na celu
wypetnienie zwtéknionego obszaru blizny pozawatowej komér-
kami miesniowymi zdolnymi do skurczu, wykazujacymi sie
wytrzymatoscia na warunki niedotlenienia. Kolejnym podej-
$ciem do terapii uszkodzonego miesnia sercowego jest dazenie
do zwiekszenia ukrwienia wczesniej wspomnianej blizny po-
zawatowej, poprzez wytworzenie nowych naczyr krwiono$nych
w jej obrebie. tatwos¢ pozyskania mioblastéw i ich modyfika-
cji genetycznej to kolejne czynniki przemawiajace za ich wy-
korzystaniem, dzieki ktérym mozliwe staje sie osiagniecie obu
wyzej wymienionych celéw. W przypadku terapii komérkowej
mioblastami wykazujacymi nadekspresje eNOS (endotelialnej
syntazy tlenku azotu), proces angiogenezy moze by¢ induko-
wany posrednio dzieki produktowi tego enzymu, ktéry wply-
wa na wzrost syntezy czynnika wzrostu srédbtonka naczynio-
wego (VEGF). Tlenek azotu (NO), o ktérym mowa, charaktery-
zuje sie szerokim zasiegiem dziatan fizjologicznych, miedzy in-
nymi wplywa réwniez na rozszerzenie naczyf krwionosnych,
stymuluje rozwoj Srédbtonka i uniemozliwia adhezje leukocy-
téw do niego oraz zapobiega agregacji ptytek krwi. Celem pra-
cy byfo uzyskanie populacji ludzkich mioblastéw transfekowa-
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Obserwacja zmian architektury jadrowe;j
podczas procesu réoznicowania ludzkich
mioblastéow w hodowli in vitro

Tomasz Kolanowski, Natalia Rozwadowska, Ewa Wiland,
Michat Lach, Marta Olszewska, Maciej Kurpisz

Zakfad Biologii Rozrodu i Komérek Macierzystych, Instytut Genetyki
Cztowieka, Polska Akademia Nauk, Poznan

Przez ostatnig dekade mioblasty miesni szkieletowych byty
szeroko wykorzystywane w badaniach klinicznych nad regene-
racjag pozawalowego miokardium. Niestety, mimo poczatko-
wych, obiecujacych wynikéw, nie spetnity one poktadanych
w nich oczekiwan. Analiza wlasciwosci tych komoérek wykazata
brak sprzezenia elektrofizjologicznego miedzy przeszczepianymi
mioblastami a kardiomiocytami obecnymi in situ. Z tego po-
wodu, mimo wielu pozadanych cech mioblastéw (np. zdolnos¢
do skurczu badz opornoé¢ na warunki hipoksji), istnieje po-
trzeba doktadnego scharakteryzowania subpopulacji miobla-
stow oraz czynnikéw transkrypcyjnych, ktérych odpowiednia,
sekwencyjna obecnos¢ moze mie¢ wptyw na ich pdzniejsze
wiasciwosci. Niestety, dotychczas nie poznano markeréw umoz-
liwiajacych dywersyfikacje wspomnianych subpopulacji, jed-
nak doktadne dane dotyczace czasu ekspresji odpowiednich
czynnikéw transkrypcyjnych wraz z obserwacja aktywacji re-
gionéw chromosoméw oraz scharakteryzowaniem zmian tery-
toriow chromosomowych powinny umozliwi¢ wspomniane
zadanie. Ponadto ogélnodostepna literatura podaje niewiele
danych na temat architektury chromosomowej ludzkich mio-
blastéw oraz jej zmian podczas procesu réznicowania. Zamie-
rzeniem przedstawianego projektu byta ocena zmian topologii
wyselekcjonowanych telomeréw podczas hodowli in vitro oraz
réznicowania ludzkich komérek macierzystych miesni szkiele-
towych. Chromosomy poddawane badaniu wybrano na pod-
stawie lokalizacji genomowej genéw kodujacych czynniki trans-
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krypcyjne znaczace dla proceséw utrzymania potencjatu roz-
wojowego mioblastéw lub ich réznicowania. Analize przepro-
wadzono poprzez wykonanie dwu- badz tréjwymiarowej hy-
brydyzacji in situ (FISH) z p6zniejsza analiza komputerowa uzy-
skanych obrazéw. W celu klasyfikacji jadra podzielono na
5 region6w, bazujac na odlegfosci sygnatéw od punktu central-
nego. Jak dotad przeprowadzono analize centromeréw chro-
mosoméw 1,7, 11,12, 16 i 17 w dwéch punktach czasowych
— tuz po izolacji oraz po zréznicowaniu in vitro komérek
w miotuby. Zmiany zaobserwowano w centromerach chromo-
soméw 1, 11112, co warte uwagi — we wszystkich przypad-
kach byt to ruch w strone peryferyjna. Podsumowujac, wyko-
nano pierwszy krok w kierunku zbadania zmian terytoriéw chro-
mosomowych podczas procesu réznicowania w ludzkich ko-
morkach macierzystych miesni szkieletowych. Niestety jednak
zanim obserwowane zmiany zostang dokfadnie scharakteryzo-
wane, nalezy wykonac¢ analize 3D FISH. Kolejnym krokiem be-
dzie ocena modyfikacji terytoriéw wybranych chromosoméw
z wykorzystaniem techniki malowania chromosoméw. Ponadto
przewiduije sie sledzenie zmian lokalizacji jadrowej wybranych
genéw poprzez specyficzne sondy fluorescencyjne, umozliwia-
jac poréwnanie danych molekularnych i cytogenetycznych oraz
prawdopodobnie ustalenie wnioskéw koficowych badania.
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Wplyw wysitku fizycznego na aktywnosé
N-metylotransferazy nikotynamidu (NNMT)
i wytwarzanie endogennego
1-metylonikotynamidu (MNA) u myszy

— rola IL-6
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Wstep: 1-metylonikotynamid (MNA), gtéwny produkt re-
akcji metylacji katalizowanej przez NNMT, stanowi aktywny
biologicznie metabolit posiadajacy wiasciwosci naczyniopro-
tekcyjne. Jednak mechanizm regulacji aktywnosci szlaku NNMT-
-MNA do tej pory nie zostat dobrze poznany.

Cel: Celem przedstawionej pracy byfa analiza udziatu IL-6
w aktywacji szlaku NNMT-MNA podczas krétkotrwatego wy-
sitku fizycznego myszy.

Metody: Myszy FVB, C57BI/6) IL6** i C57BI/6) IL-6" pod-
dano prébie wytrzymatoéciowej polegajacej na ptywaniu przez

okres 90 minut. Nastepnie analizowano wywotane wysitkiem
fizycznym zmiany aktywnosci NNMT w watrobie oraz zmiany
stezenia MNA i jego metabolitéw w osoczu.

Wyniki: W badaniach wykazano, ze u dwéch szczepéw
myszy (FVB oraz C57BI/6) IL6*/*) poddanych wysitkowi ptywa-
nia przez 90 minut, 2-3-krotnie wzrosta aktywno$¢ NNMT (od-
powiednio od 0,14 + 0,03 do 0,421 + 0,02 pmol/min/mg;
p < 0,05 oraz od 0,2 = 0,06 do 0,35 = 0,07 pmol/min/mg;
p < 0,01 dla FVB i C57BI/6) IL6%/"), a takZze nastapit wzrost ste-
zenia MNA w osoczu (odpowiednio od 157 + 15,06 do 230 =
+ 16,2 ng/ml; p < 0,01 oraz od 77,05 = 14,6 ng/mL do 152,55 +
+ 58,4 ng/mL; p < 0,01 dla FVB i C57BIl/6J IL6*/*). Natomiast
u myszy C57BI/6) IL-67 po 90-minutowym czasie ptywania nie
zaobserwowano zadnych zmian w aktywnosci NNMT w wa-
trobie (od 0,25 + 0,07 do 0,23 + 0,06 pmol/min/mg), podczas
gdy stezenie MNA w osoczu wzrosfo prawie dwukrotnie (od
65,3 + 30,9 ng/ml do 124,8 + 35,8 ng/ml; p < 0,05).

Whioski: Podsumowujac, w przedstawionej pracy po raz
pierwszy wykazano, ze szlak NNMT-MNA jest aktywowany
przez wysitek fizyczny. Co wiecej, wykazano, ze za aktywacje
szlaku NNMT-MNA w watrobie wywotana przez wysitek fizycz-
ny odpowiada IL-6, podczas gdy wzrost stezenia MNA w oso-
czu jest czeSciowo niezalezny od IL-6. Biorac pod uwage far-
makologiczne wiasciwosci MNA, mozna przypuszczac, ze szla-
ki aktywacji NNMT, zaréwno zalezne od IL-6 (w watrobie), jak
i od niej niezalezne (w innych tkankach) moga mie¢ znaczenie
w regulacji wydolnosci wysitkowej.
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Wstep: Zaburzenia czynnosci skurczowo-rozkurczowe;j
serca moga by¢ uwidaczniane na wczesnych etapach dysfunk-
gji, nie tyle w warunkach spoczynkowych, co za pomoca stymu-
lacji beta-adrenergicznej (np. z wykorzystaniem dobutaminy).

Cel: Celem pracy byta ocena zmian poszczegélnych para-
metréw charakteryzujacych czynnos¢ skurczowa i rozkurczowa
lewej komory w przebiegu niewydolnosci serca w mysim mo-
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delu kardiomiopatii rozstrzeniowej (myszy Tgaq*44) oraz cho-
roby niedokrwiennej serca (myszy ApoE/LDLR—/-) z wykorzy-
staniem testu dobutaminowego w niskiej i wysokiej dawce.

Metody: Do badan wykorzystano (1) myszy Tgaq*44 (roz-
wijajace stopniowo kardiomiopatie rozstrzeniowa) w czterech
punktach czasowych odpowiadajacych r6znym etapom zmian
czynnosciowych lewej komory oraz (2) myszy ApoE/LDLR—/-
na stosunkowo wczesnym oraz zaawansowanym etapie cho-
roby niedokrwiennej serca. Czynnoé¢ lewej komory mierzo-
no za pomoca obrazowania magnetyczno-rezonansowego,
w anestezji izofluranowej, w osi krétkiej lewej komory, na
poziomie miesni brodawkowatych (grubo$¢ warstwy: 1,5 mm).
Oceniano: powierzchnie kofncowoskurczowa/rozkurczowa,
dynamike skurczu/rozkurczu, powierzchniowa frakcje wyrzu-
towa, warstwowy rzut i objeto$¢ wyrzutowa oraz cykl serca.
Badanie wykonano w warunkach spoczynkowych oraz po sty-
mulacji beta-adrenergicznej (dobutaming w dawkach: 0,5
i 5 mgkg, i.p.).

Wyniki: Uzyskane wyniki potwierdzity wczesne upodle-
dzenie czynnosci lewej komory serca u myszy Tgaq*44 juz
w wieku 4 miesiecy (jako mniejsza powierzchniowa frakcje/
/objeto$¢ wyrzutowa i zmniejszony rzut serca oraz nieznaczne
zmiany w dynamice fazy wczesnorozkurczowej, przy stale za-
chowanej rezerwie we wszystkich badanych parametrach).
Zaréwno u myszy Tgaq*44 w wieku 8 miesiecy, jak i u myszy
ApoE/LDLR-/- na wczesnym etapie choroby niedokrwiennej

zaobserwowano brak rezerwy rzutu serca przy stale zachowa-
nej rezerwie kurczliwosci (powierzchniowej frakcji wyrzutowej),
sugerujace wptyw zmian relaksacji serca na globalna funkcje
lewej komory. Istotny spadek warstwowej objetosci wyrzuto-
wej i rzutu serca w grupie myszy Tgaq*44 w wieku 12 miesie-
cy przy jednoczesnym braku rezerwy powierzchniowej frakgji
wyrzutowej wskazuja na wspotistniejace i dominujace zabu-
rzenia funkgji skurczowej serca. Na zaawansowanym etapie
niewydolnosci serca w grupie myszy ApoE/LDLR-/- oraz
Tgaq*44 (w wieku 16-18 miesiecy), czynnos¢ lewej komory
znacznie wzrosta po stymulacji dobutaming w niskiej dawce
(pomimo istotnie obnizonych wartosci spoczynkowych) i spa-
dta w odpowiedzi na wysoka dawke, sugerujac istotne uposle-
dzenie perfuzji serca.

Whioski: W obu badanych modelach wczesne oznaki nie-
wydolnosci serca uwidaczniane sa jedynie w warunkach sty-
mulacji beta-adrenergicznej i wyprzedzaja uposledzenie rezer-
wy inotropowej, co sugeruje wptyw dysfunkcji rozkurczu na
wczesne zaburzenia globalnej czynnosci serca.

Praca wspdlfinansowana ze srodkéw Unii Europejskiej
w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (pro-
jekt nr WND-POIG.01.01.02-00-069/09-00 koordynowany
przez Jagielloriskie Centrum Rozwoju Lekéw — Jagiellonian Cen-
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