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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)
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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
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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.
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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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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 $ciang naczyniowa. W miare rozwoju
naczyn wieficowych wyspy krwiotwércze wydtuzaja sie w po-
dobne do tubul struktury naczyniowe wypetnione krwinkami,
ale znaczna ich czes¢ nie wykazuje droznosci z naczyniami kra-
zenia wiericowego. Dopiero po nawiazaniu pofaczenia zawiaz-
kéw naczyniowych z aorta i zatoka wieficowa tubule naczy-
niowe zlewaja sie w jeden system naczyn wieficowych. Podsu-
mowujac, analiza morfologii wysp krwiotwérczych serca
w poszczegdlnych stadiach ich dojrzewania jest wstepnym eta-
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pem prowadzacym do blizszego poznania mechanizméw an-
gio- i waskulogenezy naczyr wieficowych serca.
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Ocena poréwnawcza wlasciwosci
protekcyjnych réznych rodzajow kardioplegii
krystalicznej z wykorzystaniem hodowli
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Wstep: Powszechnie uznana metoda ochrony serca przed
skutkami niedokrwienia podczas zabiegu kardiochirurgiczne-
go jest zastosowanie kardioplegii. Kardioplegia to ptyn zawie-
rajacy m.in. jony potasu; podawany do naczyn wieficowych
(po zatrzymaniu krazenia wieficowego) w postaci roztworu
wodnego (kardioplegia krystaliczna) lub po zmieszaniu z krwig
pacjenta (kardioplegia krwista). Pomimo licznych badar do-
Swiadczalnych na zwierzetach oraz obserwaciji klinicznych po-
réwnujacych rézne rodzaje, sposoby i warunki podawania kar-
dioplegii nie wypracowano dotychczas uniwersalnego sposobu
protekgji serca podczas operacji. Rodzaj stosowanej kardioplegii
zalezy obecnie od do$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.

1743

Ekspresja mRNA receptoréw Vlia wazopresyny
w sercu i nerkach u szczuréw Sprague Dawley
z zawalem mies$nia sercowego i chronicznie
stresowanych

Elwira Milik, Ewa Szczepanska-Sadowska,
Agnieszka Cudnoch-Jedrzejewska

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

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 J, Cudnoch-Jedrzejewska A, Szczepariska-Sadowska E.
Enhanced 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,
Gomotka 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) diazo-
ksyd (aktywator mitochondrialnych kanatéw potasowych ATP-
-zaleznych); (i) 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.

1746

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 wa-
ter-soluble derivative — morin-5-sulfonic acid sodium salt
(NaMSA) was tested as antidote in acute and subacute heavy
metals 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-CXvs. C,
p < 0.001, and M-CX vs. CX, p = NS, non significant). No signifi-
cant differences were observed in DDAH activity in liver. How-
ever, CPX induced increase in DDAH activity and the difference
to control group was on the significance border (group CXvs. C,
p = 0.05). Addition of NaMSA to CPX tended to reverse those
changes. No significant changes between groups were observed in
DDAH activity in kidneys (p = NS in all comparisons).

Conclusions: CPX is 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
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1Zaktad Diagnostyki Katedry Biochemii Klinicznej,
Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow
2Katedra i Klinika Nefrologii, Collegium Medicum,
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 mitochon-
dria-related effect of FFAs in endothelium model cells (HUVEC)
exposed to metabolic stressor.
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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,
HUVEC cells were exposed to TNF-alpha at 5 ng/ml as cellular
stressor. Mitochondrial metabolic activity was monitored by me-
asurements of the mitochondrial oxygen consumption rates
(OROBOROS® Oxygraph-2k) and ATP level. Measurement of
mitochondrial 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, Krakow

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, a ciz OZW:
72,4 = 32,2 ug/ml. Réznice stezen LBP pomiedzy trzema gru-
pami 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.

1757

Oznaczenia parametréw gospodarki lipidowej
u pacjentéw poddawanych angiografii
naczyn wiencowych

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

TKatedra i Klinika Intensywnej Terapii Kardiologiczne;

i Chorob 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 stu-
died. 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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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¢: p
heterozygoty zmutowane oba warianty 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 518 + 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!,

Magdalena Chmiela®

"Il Katedra i Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w todzi, tédz
2Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet todzki, todz
3Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet £odzki, Lodz

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
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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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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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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 =
+0,5fl; p < 0,01). Liczba agregatéw ptytkowo-leukocytarnych
i ekspresja sktadowej receptora dla fibrynogenu CD41 (MFI) nie
ulegly istotnym zmianom. Stwierdzono istotne zmniejszenie
stezenia Fbg po wykonaniu EC (TO v. T1: 350,3 = 33,1 mg/dI
v.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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ischaemia/reperfusion
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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. 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.).
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Zaburzenia czynnosci kinaz Src jako
substrat czynnosciowy predysponujacy
do migotania przedsionkow

Tomasz Bonda', Magdalena Dziemidowicz!, Tomasz Hirnle?,
Iwona Dmitruk?, Karol Kamiriski3, Maria M. Winnicka'

1Zaktad Patologii Ogdlnej i Do$wiadczalnej, Uniwersytet Medyczny
w Biatymstoku, Biatystok

2Klinika Kardiochirurgii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Bialystok
3Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Biatystok

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

Magdalena Dziemidowicz', Karol KamiriskiZ,
Tomasz Bonda', Andrzej Taranta!, Wtodzimierz Musiat?,
Maria Matgorzata Winnicka!

1Zaktad Patologii Ogolnej i Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny
w Biatymstoku, Biatystok
ZKlinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Biatystok

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 stopien 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 réznic 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.

Wyniki: Przebadano segmenty tetnic pochodzace od 168 pa-
cjentéw (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.

1773

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 myo-
cardium 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,
Warszawa
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-
-activated receptor), 1L-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

Marta Kurdziel', Magdalena Sternak?, Matgorzata Szafarz3,
Joanna Szymura-Oleksiak3, Karol Kamiriski?, Jerzy A. Zotadz',
Stefan Chtopicki?

1Zaktad Fizjologii Mie$ni, Katedra Fizjologii i Biochemii,

Akademia Wychowania Fizycznego, Krakéw

2Zaktad Farmakologii Do$wiadczalnej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

3Zaktad Farmakokinetyki i Farmadji Fizycznej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

4Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Biatystok

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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Zaburzenia czynnosci rozkurczowej miesnia
sercowego w mysim modelu kardiomiopatii
rozstrzeniowej (myszy Tgaq*44) oraz miazdzycy
(myszy ApoE/LDLR-/-)

Urszula Tyrankiewicz', Tomasz Skérka!,
Magdalena Jabtoriska'* 2, Stefan Chtopicki® #

TInstytut Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego,

Polska Akademia Nauk, Zaktad Tomografii Magnetyczno-
-Rezonansowej, Krakow

2\Wydziat Fizyki i Informatyki Stosowanej, Katedra Fizyki Medycznej
i Biofizyki, Akademia Gorniczo-Hutnicza, Krakéw

3Zaktad Farmakologii Do$wiadczalnej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

4Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics (JCET),
Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

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
stymulacji beta-adrenergicznej (dobutaming w dawkach:
0,515 mglkg, i.p.).

Wyniki: Uzyskane wyniki potwierdzily 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-
tre for Experimental Therapeutics: JCET).
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