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Wplyw okolonaczyniowej tkanki ttuszczowej
na funkcje naczyn

The influence of perivascular adipose tissue on the vascular tone and function

Marcin Malinowski', Marek A. Deja, Krzysztof S. Gotba?, Piotr Janusiewicz!, Tomasz Roleder?, Stanistaw Wo$'

11| Klinika Kardiochirurgii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice
2Klinika Kardiologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

Streszczenie

Ostatnie badania sugeruja parakrynna role okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej w regulacji napiecia i funkcji naczyn. Udowodniono
wydzielanie przez adipocyty tkanki okotonaczyniowej szeregu substancji okreslanych tacznie jako adipokiny. Ich dziatanie zaréwno
lokalne, jak i ogélnoustrojowe wptywa na homeostaze masy ciata i liczne procesy metaboliczne. Adipokinom przypisuje sie gtéwng
role w procesach zapalenia, insulinoopornosci, cukrzycy i tworzenia zmian miazdzycowych. Szczegétowe komérkowe mechanizmy
taczace otytosé i nadcisnienie nie sa do kohca poznane, jednak uwaza sie, ze wazna funkcje petnia r6zne mediatory pochodzenia
ttuszczowego. W pracy opisano aktywnosé okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej i jej wptyw na czynnos¢ naczyn krwionosnych.
Przedstawiono wazoaktywne adipokiny, ze szczegélnym uwzglednieniem ich roli w procesie aterogenezy. Opisano takze znane
mechanizmy dziatania ttuszczopochodnego czynnika rozkurczowego (ADRF) — nowej adipokiny wptywajacej na utrzymanie wtasciwego
napiecia ciany naczyniowej.

Stowa kluczowe: adipokiny, tkanka ttuszczowa, ADRF, tkanka okotonaczyniowa, naczynia krwionosne

Abstract

Recent studies suggest paracrine role of perivascular adipose tissue in the regulation of vascular tone and function. It was proved
that adipocytes of perivascular tissue release several substances named adipokines. Their both local and systemic action influence
body mass homeostasis and many metabolic processes. Adipokines play the crucial role in inflammation, insulin resistance, diabetes
and atherogenesis. The precise mechanisms linking obesity and hypertension are not fully understood however adipocyte derived
mediators may significantly contribute to the development of these diseases. The authors present the activity of perivascular adipose
tissue and its influence on blood vessels function. The vasoactive adipokines are described with the emphasis on their role in the
process of atherogenesis. The up to date known mechanisms of action of adipocyte derived relaxing factor (ADRF) — new adipokine
influencing vascular tone are described as well.

Keywords: adipokines, adipose tissue, ADRF, perivascular tissue, blood vessels
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Sciana naczynia krwionosnego sktada sie z trzech
warstw: 1 — btony wewnetrznej (intima), 2 — warstwy $rod-
kowej (media) oraz 3 — przydanki (adventitia). Btona Srodko-
wa to warstwa ztozona gtéwnie z okreznie rozmieszczonej
miesnidwki gtadkiej naczyn oraz macierzy zewnatrzkomor-
kowej. W sktad przydanki wchodzg przede wszystkim liczne
fibroblasty zatopione w kolagenowej macierzy zewnatrzko-
morkowej, a ponadto zakonczenia nerwowe i naczynia na-
czyh (vasa vasorum).

Powszechnie wiadomo, ze za utrzymanie odpowiedniej
reakcji naczynioruchowej odpowiada miesniowa btona
srodkowa naczynia reagujaca odpowiednio skurczem lub
rozkurczem na substancje wydzielane z najbardziej we-
wnetrznej warstwy btony wewnetrznej — srédbtonka. Dtu-
go uwazano, ze rola btony zewnetrznej ogranicza sie
do funkgji strukturalnych i mechanicznych, z niewielkim
udziatem w reakcji naczyh poprzez bodZzce pochodzace
z ulokowanych w niej zakonczeh nerwowych [1]. Wiado-

Adres do korespondencji:

dr hab. n. med. Marek A. Deja, Il Katedra i Klinika Kardiochirurgii, Slgski Uniwersytet Medyczny, ul. Ziotowa 47, 40-635 Katowice,

tel.: +48 32 252 60 93, e-mail: mdeja@slam.katowice.pl
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mo jednak, ze przydanka jest zrédtem aktywnych form tle-
nu (ang. reactive oygen species, ROS), ktére zmniejszaja
dostepnosc tlenku azotu (NO) pochodzenia srédbtonko-
wego. Tlenek azotu moze by¢ takze produkowany w sa-
mej przydance poprzez neuronalng syntaze NO [2] lub po-
chodzi¢ z srédbtonka vasa vasorum. Na zewnatrz
od przydanki, nie bedac morfologicznie jej czescia, rozlo-
kowana jest okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa (ang.
perivascular adipose tissue, PVAT). Okotonaczyniowe adi-
pocyty sa komérkami pozostajacymi w scistym kontakcie
z warstwa zewnetrzng naczyh (odlegto$¢ mniejsza
niz 100 pm od naczynia) [3]. Z wyjatkiem aorty, gdzie wy-
stepuje mieszanka brazowej i biatej tkanki ttuszczowej,
tkanka okotonaczyniowa w wiekszosci naczyn sktada sie
z biatej tkanki ttuszczowej. Wspétczesne badania jasno
pokazuja niezaprzeczalna role adipocytéw w regulacji na-
piecia i przebudowy naczyf, co w sposéb bezposredni mo-
ze przektadac sie na ich role w patofizjologii takich cho-
réb, jak nadcisnienie tetnicze czy miazdzyca.

Endokrynna funkcja tkanki tluszczowej

Tradycyjny obraz tkanki ttuszczowej jako biernego ma-
gazynu energii odchodzi pomatu do lamusa. Tkanka ttusz-
czowa nie jest tylko magazynem triacylogliceroli i Zrodtem
wolnych kwaséw ttuszczowych. W trakcie rozwoju komér-
kowego preadipocyty zyskuja mozliwosé syntezy réznych
produktéw biatkowych, z ktérych wiele jest wydzielanych
jako: enzymy, cytokiny, chemokiny, czynniki wzrostu i hor-
mony dziatajace zaréwno na drodze endo-, jak i parakryn-
nej [4]. Po odkryciu leptyny w 1994 r. [5] bardzo szybko
wzrosta liczba odkrywanych substancji biatkowych wydzie-
lanych przez tkanke ttuszczowa. Obecnie wiadomo, ze adi-
pocyty wydzielaja prawie 50 réznych substancji zwanych
wspdlnie adipokinami (nazwa preferowana w stosunku
do wczesniej zaproponowanej — adipocytokiny) — Tabela I.
Do chwili obecnej wykazano, ze adipocyty tkanki okotona-
czyniowej wydzielaja szereg cytokin, takich jak: czynnik
martwicy nowotworéw (TNF-a), interleukina 1 (IL-1), anta-
gonista interleukiny 1 (IL-1Ra), interleukina 6 (IL-6), oraz
chemokin: biatko chemotaktyczne monocytéw (MCP-1), in-
terleukina 8 (IL-8), biatko wydzielane pod wptywem inter-
feronu y (IP-10) oraz chemokina CCL5 (ang. regulated upon
activation, normal T cell expressed and secreted, RANTES).
W zwigzku z tym, ze PVAT dopiero ,wchodzi na salony na-
uki” z pewnoscia wkroétce lista ta znacznie sie wydtuzy.

W opisie dziatania poszczegélnych adipokin skoncen-
trowano sie na ich wptywie na uktad naczyniowy, pomija-
jac szereg wielokierunkowych dziatah metabolicznych.

Uklad renina-angiotensyna

Wszystkie sktadniki uktadu renina-angiotensyna-aldo-
steron zostaty zidentyfikowane w tkance ttuszczowej [6].
Angiotensynogen jest prekursorem angiotensyny Il uzna-
wanej za najbardziej proaterogenny peptyd skurczowy. An-
giotensyna I, obok skurczu naczyn, powoduje ich przebu-
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dowe oraz wptywa na pekanie blaszki miazdzycowej, sty-
muluje molekuty adhezyjne: miedzykomérkowa (ICAM-1)
i naczyniowa (VCAM-1), biatko chemotaktyczne monocy-
toéw (MCP-1) oraz ekspresje czynnika pobudzajacego two-
rzenie koloni makrofagéw (M-CSF) w komérkach naczyn
[7]. Powoduje to wieksza adhezje monocytéw/makrofa-
gow oraz aktywacje ptytek krwi w Scianie naczyniowej. An-
giotensyna Il stymuluje takze tworzenie wolnych rodnikéw
tlenkowo-azotowych. Zmniejsza to dostepnosé NO oraz
powoduje niszczenie $ciany naczyniowej [8]. Z drugiej stro-
ny angiotensyna Il pobudza produkcje i wydzielanie pro-
stacykliny, ktéra z kolei jest czynnikiem powodujacym prze-
ksztatcanie preadipocytéw w dojrzate komérki ttuszczowe
[9]. Wzmozonga produkcje angiotensynogenu prze tkanke
ttuszczowa w otytosci powigzano tez z angiogeneza [10]
oraz rozwojem nadcisnienia tetniczego [4].

Leptyna

Leptyna to produkt genu ob o ciezarze czasteczko-
wym 16 kDa, ktéry dziatajac osrodkowo, wptywa gtéwnie
na kontrole zaspokajania gtodu, wydatkowania energii
oraz funkcje neuroendokrynne. Leptyna wywiera zarow-
no ochronny, jak i szkodliwy wptyw na uktad sercowo-
-naczyniowego [11]. Myszy pozbawine genu leptyny, gdy
s otyte, s3 oporne na nadcisnienie i zakrzepice; podaz lep-
tyny w tej grupie stymuluje rozrost neointimy, podczas gdy
zahamowanie dziatania leptyny przy pomocy przeciwciat
chroni myszy szczepu dzikiego przed zakrzepica — sugeru-
je to prozakrzepowe dziatanie leptyny [12]. Wtasciwosci na-
czynioruchowe leptyny sa wyjatkowe. Reguluje ona cis-
nienie krwi, angazujac dwa przeciwstawne mechanizmy:
rozkurcz naczyh poprzez wydzielanie NO i czynnika hiper-
polaryzujgcego pochodzenia srédbtonkowego (EDHF) [13]
oraz z drugiej strony skurcz naczyn poprzez osrodkowe
dziatanie na uktad wspétczulny [14].

Adiponektyna

Adiponektyna (Acrp30) jest biatkiem produkowanym
prawie wytacznie przez biata tkanke ttuszczowa. Jej ste-
zenie stanowi 0,01% catkowitego stezenia biatek krwi [15].
Adiponektyna ma wtasciwosci przeciwmiazdzycowe, od-
grywa gtéwna role w zapobieganiu rozwojowi choréb na-
czyn (w tym miazdzycy) w otytosci. Takie dziatanie jest
efektem zmniejszenia zaleznej od TNF-a adhezji monocy-
téw do srédbtonka, hamowania przeksztatcania makrofa-
gow w komérki piankowate oraz zmniejszenia aktywacji
komoérek srodbtonka [16]. Adiponektyna hamuje ekspre-
sje IL-8 w komérkach srédbtonka oraz zwieksza produk-
cje przeciwzapalnej IL-10 i tkankowego inhibitora metalo-
proteinazy-1 w makrofagach [17]. Dziata ona takze
antyapoptotycznie na komérki srédbtonka. Istnieja dowo-
dy na jej wptyw na wzrost nowych naczyn. Rola adiponek-
tyny w przebudowie naczyn krwionosnych to przede
wszystkich hamowanie proliferacji komérek miesnidwki
gtadkiej naczyn [hamowanie kinazy regulowanej sygna-
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Tabela I. Adipokiny i ich gtéwne kierunki dziatania

Adipokina Gtéwny wptyw

LPL metabolizm lipidow
HSL metabolizm lipidow
CETP metabolizm lipidow
Perilipina metabolizm lipidow
apoE metabolizm lipidow

aP2 metabolizm lipidow
RBP-4 metabolizm lipidow
Leptyna mechanizmy gtodu — sytosci, reprodukcja,

angiogeneza, odpornosc

Agouti metabolizm

Aromataza P450

metabolizm lipidow

Hormony sterydowe

metabolizm lipidow, insulinoopornosé

TNF-o

zapalenie, insulinoopornos¢, miazdzyca

IL-6

zapalenie, insulinoopornos¢, miazdzyca

Adiponektyna

zapalenie, insulinoopornos¢, miazdzyca

Angiotensynogen

homeostaza naczyniowa

PAI-1 homeostaza naczyniowa

TGF-B adhezja i migracja komarek, wzrost,
roznicowanie

IL-1/IL-Ra zapalenie, miazdzyca

FIAF mechanizmy gtodu — sytosci,
insulinoopornosé

MCP-1 miazdzyca

Rezystyna zapalenie, insulinoopornos¢, miazdzyca

Visfatyna insulinoopornosé

PPAR-y metabolizm lipidow, zapalenie,
homeostaza naczyniowa

IL-8 zapalenie, miazdzyca

IL-10 zapalenie

IGF-1 metabolizm lipidow, insulinoopornosé

CCL5 zapalenie

VEGF angiogeneza

Chemeryna odpornos¢, homeostaza metaboliczna

CRP zapalenie, insulinoopornos¢, miazdzyca

Apelina insulinoopornos¢

ZAG insulinoopornosé

Adipsyna/ASP odpowiedz immunologiczna

Monobutyryna rozkurcz mikronaczyn, angiogeneza

Metalotioneina

odpowiedz immunologiczna

LPL — lipaza lipoproteinowa, HSL — lipaza hormonowrazliwa, CETP — biatko transportujace estry cholesterolu, RBP — biatko wigzqce retinol, aP2 — adipocytowe
biatko wigzqce lipidy, PAI-1 — inhibitor aktywatoréw plazminogenu, FIAF — czynnik ttuszczowy indukowany gtodzeniem, TGF-B — transformujqcy czynnik
wzrostu, VEGF — naczyniowo-$rodbtonkowy czynnik wzrostu, MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytéw, PPAR-y — receptory aktywowane przez proliferatory
peroksysoméw, IGF-1 — insulinowy czynnik wzrostu, CCL5 — chemokina 5, CRP — biatko C-reaktywne, ZAG — cynkowa a.2-glikoproteina
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tem zewnatrzkomérkowym (ERK)]. Ponadto udowodniono
bezposredni wptyw rozkurczowy adiponektyny poprzez ak-
tywacje kanatéw potasowych zaleznych od potencjatu (Kv)
[18]. Stezenie adiponektyny jest zmniejszone w otytosci
i insulinoopornosci. Jej stezenia odwrotnie korelujg z czyn-
nikami ryzyka chordb sercowo-naczyniowych, jak hiperli-
pidemia, stezenie CRP czy nadciénienie. Zaobserwowano,
ze jej zwiekszone stezenie jest zwigzane z redukcja ryzy-
ka zawatu serca u mezczyzn [19]. Jednak s3 takze bada-
nia, w ktérych nie zaobserwowano tego zwigzku [20].

Interleukina 1

Okotonaczyniowe adipocyty produkuja zaréwno inter-
leukine 1 (IL-1a, IL-1B), jak i jej naturalnego antagoniste
IL-1Ra [21]. IL-1e i IL-1B wykazuja dziatanie prozapalne, pi-
rogenne oraz stymulujace wydzielanie innych cytokin.
IL-1 ma takze wtasciwosci proangiogenne. IL-1Ra jako an-
tagonista dziata przeciwzapalnie, wptywa stymulujaco
na réznicowanie adipocytéw oraz proliferacje fibroblatow
i komérek miedni gtadkich [3]. Produkcja IL-1/IL-1Ra po-
przez PVAT moze wiec odgrywac role modulujaca w two-
rzeniu lokalnych zmian miazdzycowych poprzez regulacje
stanu zapalnego i proliferacji komérek miesni gtadkich.

Interleukina 6

Interleukina 6 charakteryzuje sie plejotropowym dzia-
taniem na wiele tkanek. Powoduje m.in. wzrost aktywno-
ci lipolitycznej, wzrost produkcji biatek ostrej fazy,
aktywacje osi podwzgérze-przysadka oraz regulacje ter-
mogenezy. W zwiazku z tematem niniejszego artykutu in-
teresujaca jest rola IL-6 jako mediatora reakcji zapalnej
oraz jako cytokiny, ktérej wydzielanie jest indukowane re-
akcja stresowa. Prozapalna rola IL-6 i jej zaangazowanie
w rozw6j chordb uktadu sercowo-naczyniowego oparte sg
na jej zdolnosci od indukgji reakcji ostrej fazy [22]. Dziata-
nie to wyzwalane jest bezposrednio, jak i poprzez wzrost
wydzielania IL-1 i TNF-a.. Wszystkie te 3 cytokiny biorg
udziat w procesie aterogenezy w naczyniach krwionosnych
[22]. Ponadto wptyw IL-6 na proliferacje komorek
miesniowki gtadkiej naczynh oraz stymulacje ptytek krwi
i makrofagdéw powoduje stan prozakrzepowy oraz dysfunk-
cje $rodbtonka [22]. Istniejg takze doniesienia o rozkur-
czowym dziataniu IL-6 w warunkach in vivo na naczynia
oporowe miesni szkieletowych [23]. Udowodniono wzrost
zaréwno osoczowego, jak i lokalnego stezenia IL-6 w tkan-
ce ttuszczowej w otytosci i insulinoopornosci.

Interleukina 8

Interleukina 8 (IL-8) odgrywa gtéwng role w ostrej re-
akcji zapalnej poprzez rekrutacje i aktywacje neutrofili. Po-
woduje takze proliferacje i migracje komérek miesniéwki
gtadkiej naczyn, spetnia istotng role w chemotaksji oraz
adhezji monocytéw do komérek srédbtonka — najwazniej-
szym etapie zapoczgtkowujacym miazdzyce [24]. Rola
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IL-8 nie ogranicza sie do udziatu w reakcji zapalnej — po-
woduje ona takze proliferacje komérek srodbtonka oraz
ma silne wtasciwosci angiogenne. Udowodniono, ze PVAT
wydziela istotne ilosci IL-8 [21]. Moze to $wiadczy¢ o udzia-
le tej cytokiny w procesie lokalnego tworzenia blaszek
miazdzycowych. Osoczowe stezenie IL-8 jest wyraznie pod-
niesione nie tylko u 0séb otytych [25], ale takze w trakcie
ostrego zawatu miesnia sercowego i w niestabilnej posta-
ci choroby wiencowej [26].

Czynnik martwicy nowotworéw alfa

Pierwsza cytoking, ktérej wydzielanie z adipocytow odkry-
to w 1993 r, byt czynnik martwicy nowotwordw alfa (TNF-ou).
Jest to cytokina zapalna wydzielana w duzych ilosciach u 0s6b
otytych z insulinoopornoscia, ktéra nie tylko inicjuje, ale tak-
ze stymuluje przebieg tworzenia zmian miazdzycowych. Dzie-
je sie to poprzez jej wptyw na wzrost ekspresji molekut adhe-
zyjnych i E-selektyny na komérkach srédbtonka i miesni
gtadkich naczyn. TNF-a. zmniejsza biodostepnosé NO w $rod-
btonku, ostabiajac rozkurcz naczyn zalezny od srodbtonka oraz
powodujac uposledzenie funkgji srodbtonka [27]. Moze on tak-
ze powodowac apoptoze komérek srodbtonka, pogtebiajac
przez to jego dysfunkcje [28]. Czed¢ z negatywnych dziatan
TNF-a. na naczynia krwionosne moze wynikac z jego udziatu
w rozwoju insulinoopornej cukrzycy wraz z nastepcza znacz-
na hiperglikemia [29].

Biatko C-reaktywne

Biatko C-reaktywne (CRP) jest biatkiem ostrej fazy syn-
tetyzowanym gtéwnie w watrobie i tkance ttuszczowej, kt6-
rego stezenie jest regulowane przez inne cytokiny:
IL-6, IL-1 i TNF-o [30]. CRP bezposrednio uczestniczy w pro-
cesie aterogenezy poprzez wptyw na funkcje srodbtonka.
Stymuluje ekspresje molekut adhezyjnych, MCP-1 oraz
IL-6. CRP hamuje podstawowa i stymulowana produkcje NO
poprzez hamowanie tworzenia srédbtonkowej syntazy NO
(eNOS) [31]. Zmniejszenie produkcji NO ostabia rozkurcz na-
czyh oraz hamuje angiogeneze. Niekorzystny wptyw CRP
na funkcje srédbtonka jest wzmacniany w przypadku hiper-
glikemii. W komérkach mieéni gtadkich naczyn CRP wzma-
ga ekspresje receptoréw dla angiotensyny Il (AT II), wzmac-
niajac tym site skurczu naczyn. Przy udziale CRP zaburzona
jest wiec relacja skurczu/rozkurczu, co zaobserwowano
w nadcisnieniu tetniczym. CRP petni takze role moduluja-
€3, wzmagajac aktywnos¢ prozapalng innych adipokin,
np. prozakrzepowego biatka ostrej fazy (ang. plasminogen
activator inhibitor-1, PAI-1) [30]. Poziom CRP ewidentnie ko-
reluje z zespotem metabolicznym oraz jest istotnym czyn-
nikiem ryzyka rozwoju cukrzycy i zapadalnosci na choroby
uktadu sercowo-naczyniowego [32, 33].

Biatko chemotaktyczne monocytéw

Biatko chemotaktyczne monocytéw — MCP-1 (CCL2)
— jest chemoking bedaca gtéwnym mediatorem procesu
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rekrutacji makrofagéw w trakcie aterogenezy. Receptor dla
MCP-1 zlokalizowany jest na krazacych monocytach oraz
komérkach miesniéwki naczyn, co pokazuje takze role
MCP-1 w proliferacji miesniéwki. MCP-1 pobudza synteze
leptyny i wraz z nig uczestniczy w procesie neoangiogene-
zy. W badaniach immunohistochemicznych wyraznie wy-
kazano wydzielanie tej chemokiny przez PVAT [21]. Steze-
nie osoczowe MCP-1 koreluje ze wzrostem masy ciata.
MCP-1 kontroluje adipogeneze oraz odréznicowanie adi-
pocytéw poprzez mechanizmy para- i autokrynne.

Chemokina CCL5

Chemokina CCL5 (RANTES) to kolejna chemokina wy-
dzielana przez adipocyty, ktéra wptywa na rozwéj zmian
miazdzycowych w naczyniach. Jej produkcja przez PVAT jest
regulowana przez interferon beta i IL-1[3]. CCL5 dziata che-
motaktycznie w stosunku do limfocytéw T i makrofagdw.
Wykazano, ze antagonizm receptoréw dla tej chemokiny
wyraznie zmniejsza tworzenie blaszek miazdzycowych [34].

Rezystyna

Rezystyna to stosunkowo nowo odkryty hormon spe-
cyficzny dla tkanki ttuszczowej, ktérego poziom rosnie
w otytosci spowodowanej dieta lub genetycznie [35]. Udo-
wodniono, ze rezystyna wywiera swoje bezposrednie skur-
czowe dziatanie wazoaktywne poprzez wptyw na komorki
srodbtonka i wzrost wydzielania endoteliny (ET-1) [36] oraz
poprzez hamowanie aktywnosci enzymatycznej syntazy
eNOS [37]. Prowdopodobnie rezystyna uczestniczy w pro-
cesach zapalenia i aterogenezy, jako ze zwieksza ona eks-
presje molekut adhezyjnych na komérkach srédbtonka [36].
Powigzano tez rozwdéj nadcisnienia tetniczego w cukrzycy
typu 2 z hiperrezystynemia [38]. Rezystyna moze stuzy¢
takze jako marker zapadalnosci na zawat serca [39].

Monobutyryna

Monobutyryna (1-butyryl-glicerol) to pochodna lipido-
wa produkowana przez adipocyty w trakcie procesu lipo-
lizy. Jest ona silnym czynikiem proangiogennym, ktéry mo-
ze bra¢ udziat w procesie nowotworzenia naczyn w trakcie
rozrostu tkanki ttuszczowej [40]. Udowodniono takze sil-
ne dziatanie naczyniorozkurczowe monobutyryny na tet-
nice $rodkowa siatkdwki u szczuréw [41].

Parakrynna regulacja napigcia
naczyniowego — ADRF

W 1991 r. Soltis i Cassis jako pierwsi poréwnali funkcje
skurczowga fragmentéw aorty z zachowang przydanka
z fragmentami pozbawionymi przydanki. Pierwszym waz-
nym odkryciem byto utrzymanie wtasciwosci mechanicz-
nych naczynia niezaleznie od obecnosci przydanki. Po dru-
gie wykazali oni, ze okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa
odgrywa istotna role w odpowiedzi skurczowej aorty na
norepinefryne [42]. Idac tym $ladem, Lohn i wsp. w 2002 r.

opisali dziatanie czynnika rozkurczowego pochodzenia
przydankowo-ttuszczowego (ang. adventitium-adipocyte-
ederived relaxing factor, ADRF). Grupa ta wykazata, ze sub-
stancja rozkurczowa jest wydzielana przez tkanke okoto-
naczyniowg zaleznie od stezenia jondw Ca*2. Zasugerowa-
li oni takze, ze czynnik ma nature biatkowa, gdyz podczas
podgrzania dochodzi do dezaktywacji funkcji rozkurczo-
wej ADRF. Probujac ustali¢ doktadny mechanizm dziatania,
sprawdzono, ze synteza i dziatanie przeciwskurczowe nie
zalezy od szlaku powigzanego z cytochromem P450, two-
rzeniem NO czy aktywacja receptoréw adenozynowych
[43]. Kolejne badania ustality, ze wydzielanie ADRF regu-
lowane jest poprzez wewnatrzkomérkowe szlaki sygnato-
we, w ktérych bierze udziat kinaza tyrozynowa i kinaza
biatkowa A [44]. Po weryfikacji, ze dziatanie rozkurczowe
ADRF zanika przy wysokim zewnatrzkomérkowym steze-
niu jonéw K, zasugerowano kluczowa role kanatéw pota-
sowych dla ujawnienia efektu przeciwskurczowego. Pier-
wotnie podejrzewano, ze w aorcie szczura w dziataniu
ADREF uczestnicza kanaty potasowe ATP-zalezne (Karp) [43].
Verlohren i wsp. na szczurach szczepu Sprague-Dawley opi-
sali rozkurczowy wptyw tkanki okotonaczyniowej tetnicy
krezkowej. Dziatanie to w tym wypadku zalezne byto
od kanatéw potasowych regulowanych napieciem
miesniodwki gtadkiej naczyh (Kv) [45]. Kolejnym odkryciem
tej grupy byta dodatnia zaleznos¢ dziatania rozkurczowe-
go ADRF od ilosci ttuszczu okotonaczyniowego [45]. We
wspomnianej pracy pokazano ponadto wieksza hiperpo-
laryzacje spoczynkowego potencjatu btonowego tetnicy
krezkowej z nienaruszona przydanka w stosunku do na-
czyh pozbawionych tkanki okotonaczyniowej. Wynik ten
dobitnie pokazuje role PVAT w utrzymaniu napiecia spo-
czynkowego tetnicy krezkowej u szczura. Fakt roznych me-
chanizméw dziatania ADRF w zaleznosci od naczynia po-
twierdzili tez Gao i wsp., wykazujac, ze w tetnicy piersiowej
wewnetrznej ADRF ujawnia swoje wtasciwosci poprzez ak-
tywacje kanatow potasowych zaleznych od wapnia (K¢,)
[46]. Powdd réznorodnosci kanatéw K+ aktywowanych
przez ADRF pozostaje niejasny. Moze ona by¢ zwigzana
z robznym rozmieszczeniem tych kanatéw w réznych na-
czyniach i u réznych gatunkéw, moze jednak sugerowac
roznice w dziataniu tkanki okotonaczyniowej w zaleznosci
od naczynia lub istnienie kilku ré6znych substancji w ra-
mach grupy ADREF. Istotne rozbieznosci istnieja w odnie-
sieniu do udziatu srodbtonka w wydzielaniu i dziataniu
ADRE. Pierwotnie z faktu, ze naczynia otoczone tkanka oko-
tonaczyniowa kurczyty sie stabiej nawet po mechanicznym
usunieciu Srédbtonka, wyciaggnieto wniosek o niezalezno-
ci dziatania ADRF od endotelium [43]. Blokada syntazy
NO przy pomocy L-NMMA takze nie miata wptywu na osta-
biony skurcz w przypadku naczyn z PVAT [43]. Nasze ba-
dania réwniez potwierdzity, ze rozkurczowe wtasciwosci
rozpuszczalnego w wodzie czynnika przeciwskurczowego
wydzielanego z okotonaczyniowej tkanki ttuszczowej tet-
nicy piersiowej wewnetrznej nie sg zalezne od dwéch naj-
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Tabela Il. Wazoaktywne adipokiny

Adipokina

Dziatanie naczyniowe

Adiponektyna

1 rozkurcz naczyn poprzez aktywacje kanatow Ky

4 ICAM-1, VCAM-1, selektyna E

d NF-xB

{ przeksztatcanie makrofagéw do komérek piankowych
{ proliferacja komérek miesni gtadkich

Angiotensynogen

Angiotensyna Il T pobudzenie receptoréw AT, — skurcz naczyn
4 dostepnos¢ NO
T NF«B
T ICAM-1, VCAM-1, MCP-1, M-CSF
{ angiogeneza
CRP 4 NO poprzez destahilizacje eNOS mRNA i zmniejszenie ekspresji biatek

T uwalnianie ET-1, IL-6
T VCAM-1, ICAM-1, selektyna oraz MCP-1 w komarkach srodbtonka

{ angiogeneza

T apoptoza komérek $rédbtonka
T proliferacja komérek miesni gtadkich, restenoza
T ATL-R na komérkach migsni gtadkich

IL-6 T ICAM-1, selektyna E, VCAM-1, MCP-1
T proliferacja i migracja komérek miesni gtadkich
1 rozkurcz naczyn

IL-8 T proliferacja komérek srodbtonka

T angiogeneza

Leptyna

T skurcz, rozkurcz naczyh

T NO poprzez wzrost produkcji eNOS

T ET1

T proliferacja i migracja komérek érédbtonka i miesni gtadkich
T akumulacja ROS, stres oksydacyjny

T angiogeneza

1 uwalnianie M-CSF

PAI-1
7T restenoza

T tworzenie zakrzepu

Rezystyna

1 uwalnianie ET-1 - skurcz

{ spadek aktywnosci eNOS
T ekspresja chemokin i molekut adhezyjnych

4 TRAF-3

TNF-o

{ biodostepnos¢ NO

{ rozkurcz naczyh

T NF-xB poprzez ROS

T VCAM-1, ICAM-1, selektyna E, MCP-1 w komarkach srédbtonka i miesni gtadkich
T apoptoza komérek srodbtonka

PG,

1 rozkurcz naczyn

ADRF

silniejszych czynnikéw rozkurczowych wydzielanych przez
Srédbtonek — NO i PGl, [47]. Gao i wsp. zasugerowali jed-
nak, ze mechanizm dziatania ADRF moze by¢ dwukierun-
kowy, w tym jeden z gtéwna rolg $rodbtonka [48]. Sréd-
btonkowe dziatanie relaksacyjne PVAT wg badania Gao
i wsp. nie zalezy od jego bezposredniego wptywu na
miesnidwke naczynia, lecz na wczesniejszg stymulacje wy-
dzielania NO przez srodbtonek. Autorzy doszli do takiego
wniosku po stwierdzeniu, ze roztwér inkubacyjny z naczyn
z obecng PVAT oraz zachowanym srédbtonkiem wywoty-
wat rozkurcz w naczyniach bez PVAT i z obecnym srédbton-
kiem, w przeciwienstwie do naczyn, z ktérych mechanicz-
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1 rozkurcz naczyn poprzez aktywacje kanatéw Kca, Ky, Karp

nie usunieto endotelium. Ponadto rozkurcz zanikat po blo-
kadzie syntazy NO i zastosowaniu wymiatacza NO, a roz-
twor inkubacyjny PVAT zawierajacy potencjalnie ADRF za-
poczatkowywat wydzielanie NO z komérek srédbtonka
[48]. Wyniki prac Gao i wsp. potwierdzity jednak jedno-
znacznie, podobnie jak nasze badania, ze ADRF nie jest
substancja pochodzaca bezposrednio ze srédbtonka. Z dru-
giej strony obecnos¢ tkanki okotonaczyniowej ostabiata
odpowiedz skurczowg takze pierscieni naczyniowych po-
zbawionych srédbtonka. W mechanizmie dziatania ADRF
niezaleznym od srodbtonka zasugerowano udziat wydziela-
nego przez PVAT H,0,. Badajac mechanizm dziatania wa-
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(=) TNF-a,, leptyna, PAI-1, angiotensynogen, IL-6, CRP, rezystyna

(+) adiponektyna, NO

MIAZDZYCA

Dysfunkcja Inicjacja procesu
$rodbtonka

I NO Ticam-1

T ET1 T VCAM-1
TATI T MCP-1

T oxLDL T CD40

T adhezja leukocytow

Progresja zmian Destabilizacja

blaszki

T tworzenie komérek T aktywnos¢ MMP

piankowych T apoptoza komérek
T proliferacja i migracja srédbtonka i SMC
SMC 1 adhezja ptytek

T zakrzep

Rycina 1. Rola adipokin w procesie aterogenezy. Ttuszczowa tkanka okotonaczyniowa (PVAT) jest zrodtem licznych
cytokin prozapalnych, ktére powoduja dysfunkcje srédbtonka, insulinoopornosé i w konsekwencji kolejne etapy
miazdzycy naczyn. Produkcja adiponektyny i tlenku azotu ma dziatanie protekcyjne, ktére zmniejsza sie wraz

z narastaniem otytosci

NO — tlenek azotu, ET-1 — endotelina, AT Il — angiotensyna Il, oxLDL — utlenione LDL, MCP-1 — biatko chemotaktyczne monocytéw,
SMC — komérki miesni gtadkich, MMP — metaloproteinaza, ICAM-1, VCAM-1 — molekuty adhezyjne

zomodulujacego H,0,, zaobserwowano aktywacje rozpusz-
czalnej cyklazy guanylowej (sGC), co skutkowato efektem
przeciwskurczowym. Sam H,0, ma jednak zaréwno dzia-
tanie skurczowe, jak i rozkurczowe, ujawniajace sie w roz-
nych mechanizmach w zaleznosci od jego stezenia, typu
naczynia i gatunku [49]. Pomimo udowodnionej zdolnosci
PVAT do produkcji nadtlenku [50] oraz znacznej zawarto-
$ci SOD w tkance ttuszczowej [48] doktadny wptyw wy-
dzielanego przez PVAT H,0, na dziatanie ADRF i ich wza-
jemne powiazania wymagaja dalszych badan. Wyniki
badan Gao i wsp. sktaniajg do uznania, ze ADRF to byé mo-
Ze co najmniej dwie rézne substancje [48].

Wyniki dotychczas przedstawionych prac przyblizaja
nas stopniowo do chemicznej identyfikacji ADRF. Obecnie
wiemy wiec juz, ze mamy do czynienia z rozpuszczalna
w wodzie substancja o dziataniu rozkurczowym, wydzie-
lang najprawdopodobniej z adipocytéw w zaleznosci od ze-
wnatrzkomérkowego stezenia wapnia [44]. Ta biatkowa
substancja dziata poprzez rézne kanaty potasowe, a blo-
kada kinazy tyrozynowej i kinazy biatkowej A hamuje jej
wydzielanie przez tkanke ttuszczowa [44]. Dziatanie roz-
kurczowe ADRF odbywa sie bez udziatu receptorow dla
leptyny, adenozyny [43], receptoréw waniloidowych, kana-
binoidowych, receptoréw dla CGRP [44], szlakéw cytochro-
mu P450 czy cyklooksygenazy [43]. Niejasna pozostaje ro-
la endotelium, wydzielanego przez komérki srodbtonka
NO oraz wydzielanego przez PVAT H,0, [43, 48]. Wiado-

mo, ze pomimo wspélnego dziatania rozkurczowego po-
przez kanaty K, ADRF nie jest adiponektyna [18]. Wydaje
sie, ze w przeciwiefstwie do opisywanych powyzej adipo-
kin, ktérych mechanizm dziatania opiera sie niejednokrot-
nie na drodze endokrynnej (np. angiotensyna ll, rezysty-
na, CRP), ADRF jest substancjg gtownie o charakterze
lokalnym. Nie mozna wykluczy¢, ze takze wiele innych adi-
pokin (nieopisanych szczegdtowo, ale przedstawionych
w Tabeli ), dziata mniej lub bardziej bezposrednio na uktad
naczyniowy. Mechanizmy dziatania wazoaktywnego gtow-
nych adipokin przedstawiono w Tabeli Il.

Okolonaczyniowa tkanka tluszczowa
a choroby sercowo-naczyniowe

W krajach rozwinietych otytos¢ oraz zwigzane z nig po-
wiktania metaboliczne i sercowo-naczyniowe sg waznym
problemem epidemiologicznym i jedna z gtéwnych przy-
czyn przedwczesnych zgonéw [51]. Wedtug WHO w Euro-
pie czestos¢ wystepowania otytosci potroita sie od ro-
ku 1980, a szacuje sie, ze ponad 4 mln os6b staje sie
otytymi (BMI >30) kazdego roku. Wiadomo, ze dieta wy-
sokottuszczowa i w konsekwencji otytos¢ wigze sie ze
wzrostem ilosci tkanki ttuszczowej, takze tej otaczajacej
naczynia krwionosne [21, 52]. Stawia to PVAT w istotnym
szlaku patofizjologicznym chordb powigzanych z otytoscia,
a wiec nadcisnieniem i miazdzyca. Tkanka ttuszczowa ja-
ko bogate zrédto mediatoréw reakcji zapalnej moze bez-
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posrednio bra¢ udziat w uszkodzeniu naczyn, insulinoopor-
nosci i aterogenezie. Te prozapalne adipokiny to przede
wszystkim: TNF-a,, IL-6, IL-8, leptyna, angiotensynogen, re-
zystyna i CRP. Poprzez swoje dziatanie prowadza one
do dysfunkcji srodbtonka, co jest pierwszym etapem pro-
cesu tworzenia zmian miazdzycowych (Rycina 1.). Wzra-
sta liczba dowodéw potwierdzajacych jednoznaczny bez-
posredni wptyw adipokin na proces aterogenezy. PVAT to
takze zrédto tlenku azotu [53] i adiponektyny, chronigcych
przed zapaleniem i zwigzang z otytoscig insulinooporno-
Scig [54]. Zachwianie rownowagi poprzez wzmozong pro-
dukcje adipokin prozapalnych w otytosci powoduje inicja-
cje zmian prowadzacych do szybkiej przebudowy naczyn.
Tkanka okotonaczyniowa ma takze bezposredni mecha-
niczny wptyw na naczynia. Wiadomo, ze osoby otyte ma-
ja wieksza sztywnos¢ naczyn, ktéra zmniejsza sie wraz ze
spadkiem masy ciata [55]. Sztywnos¢ tetnic moze by¢ zwia-
zana z akumulacja i rozrostem PVAT. Tkanka ttuszczowa
to takze istotne zrédto angiotensyny Il w otytosci. Ta z ko-
lei powoduje skurcz naczyn, wzbudza produkcje srodbton-
kowego MCP-1, molekut adhezyjnych, oraz zaburza funk-
cje NO. Zmniejszenie elastycznosci naczyn oraz dziatania
endokrynne moga wptywaé na rozwéj nadcisnienia tetni-
czego zwigzanego z otytoscia. Zaburzeniu ulega takze ste-
rowana insuling, zalezna od wapnia regulacja napiecia
miesniowki gtadkiej naczyn. Tak wiec okotonaczyniowa
tkanka ttuszczowa jest fragmentem catego systemu,
ktérego zaburzenie poprzez jej rozrost w otytosci prowa-
dzi do takich patologii, jak nadcisnienie i miazdzyca.

Podsumowanie

W ciggu kilku ostatnich lat zmienity sie kierunki prac
badawczych oceniajacych role poszczegblnych elementéw
naczyn krwionoénych w fizjologii i patologii. Po udowod-
nieniu niekwestionowanej para- i endokrynnej roli $réd-
btonka i wydzielanych przez niego substancji wptywaja-
cych na homeostaze catego uktadu naczyniowego uwaga
coraz bardziej kierowana jest na zewnetrz naczynia. Tkan-
ka ttuszczowa rozpatrywana jest juz nie tylko jako bierny
magazyn energii, ale jako jeden z wazniejszych elementéw
uczestniczacych w regulacji napiecia naczyniowego. Po wy-
kryciu wielu substancji wydzielanych przez adipocyty, oko-
tonaczyniowa tkanka ttuszczowa uznawana jest za jeden
z elementéw uczestniczacych w szeregu proceséw patofi-
zjologicznych zwigzanych z otytoscia.
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Nieprawidlowa odpowiedz na kwas acetylosalicylowy
— definicje i zasady postepowania w Swietle poznanych
czynnikow ryzyka

Irregular aspirin response — definitions, therapeutic approaches, and known risk factors
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Streszczenie

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie zjawisku opornosci na leki przeciwptytkowe. Opornoscig na kwas
acetylosalicylowy (ASA) nazywamy zaburzenia adhezji i agregacji wynikajace z niepetnego zahamowania przez ASA syntezy
tromboksanu A, (TXA,). Potencjalne przyczyny aspirynoopornosci to: nieodpowiednia dawka, interakcje lekowe, rozne polimorfizmy
genetyczne, zwiekszenie pozaptytkowej syntezy tromboksanu oraz zwiekszony obrét ptytek krwi. Laboratoryjne sposoby oceny
odpowiedzi na ASA obejmujg metody oparte na pomiarze stezenia TXA, oraz zaleznej od niego funkgji ptytek krwi. Obecnie nie ma
jednak jednoznacznych wytycznych dotyczacych oceny zjawiska oraz postepowania w celu poprawy rokowania, a osoby z chorobami
uktadu sercowo-naczyniowego nie powinny mieé rutynowo wykonywanych testéw opornosci na ASA. Ponizszy artykut opisuje zjawisko

opornosci na ASA z uwzglednieniem definicji, czestosci, diagnostyki oraz postepowania w razie jego wystapienia.
Stowa kluczowe: kwas acetylosalicylowy, aspirynoopornos¢

Abstract

The concept of antiplatelet drug ‘resistance’ or nonresponsiveness has received increasing attention over recent years. Aspirin
resistance is defined as the inability of aspirin to reduce platelet production of thromboxane A, and thereby platelet activation and
aggregation. Potential causes of aspirin resistance include inadequate dose, drug interactions, different genetic polymorphisms,
upregulation of non-platelet sources of thromboxane biosynthesis, and increased platelet turnover. Laboratory methods used to
detect aspirin resistance include those that measure thromboxane A, production and thromboxane A,-dependent platelet function.
However, since there is currently no standardised approach to the diagnosis and there are no proven effective treatments for aspirin
resistance that improve outcome, patients with cardiovascular disease receiving aspirin should not be routinely tested for aspirin
resistance. This review article provides a comprehensive overview of the aspirin resistance, discussing its definition, prevalence,
diagnosis, and therapeutic approaches.

Key words: aspirin, aspirin resistance
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krwiennego mézgu, przemijajacych atakéw niedokrwien-
nych osrodkowego uktadu nerwowego (ang. transient

Wprowadzenie
Stosowanie kwasu acetylosalicylowego (ang. acety!-

salicylic acid, ASA) jest podstawowym elementem farma-
koterapii choroby niedokrwiennej serca. Do roku 1988 opu-
blikowano wyniki 25 kontrolowanych badan naukowych,
ktorych celem byta ocena skutecznosci terapii przeciwptyt-
kowej, w szczegblnosci zas przyjmowania ASA, w ramach
wtornej prewencji lub leczenia zawatu serca, udaru niedo-

ichemic attack, TIA) czy niestabilnej choroby niedokrwien-
nej serca. Kolejne lata przyniosty olbrzymi postep w tej
dziedzinie, co zaowocowato opublikowaniem do 2002 r. 287
badan z randomizacja na temat zastosowania ASA u po-
nad 135 tys. chorych. Otrzymane dane pozwolity na roz-
szerzenie potencjalnych wskazan o grupe chorych ze sta-
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bilna postacia choroby niedokrwiennej serca, po zabiegach
angioplastyki wiencowej, pomostowaniu aortalno-wienco-
wym czy z migotaniem przedsionkéw [1].

Terapia przeciwptytkowa, ktérej podstawa jest ASA,
stanowi obecnie niezbedny element prewencji wtornej
ostrych incydentéw zakrzepowych w przebiegu choréb
uktadu sercowo-naczyniowego. Catkowite zahamowanie
cyklooksygenazy typu 1 (COX-1) nastepuje przy przewle-
ktym przyjmowaniu leku w dawce >75 mg/dobe, natomiast
dawka 75-160 mg/dobe wydaje sie optymalna, poniewaz
redukcja ryzyka wzglednego po ASA maleje przy zastoso-
waniu zarébwno dawek mniejszych, jak i wiekszych. Korzy-
Sci z terapii ASA sa niezalezne od wieku, ptci, wystepowa-
nia nadcisnienia tetnicznego oraz cukrzycy, a stosowanie
lekéw przeciwptytkowych u chorych ze stabilng postacia
choroby wiefcowej powoduje 25-30% redukcje ryzyka zda-
rzefh sercowo-naczyniowych, obejmujacych zgon z przy-
czyn sercowo-naczyniowych oraz zawat serca i udar mo-
zgu niezakoficzone zgonem. W populacji chorych
z niestabilng chorobg wiehcowa redukcja ryzyka zdarzenh
sercowo-naczyniowych pod wptywem leczenia przeciw-
ptytkowego siega 46% [1]. Jednak u czesci chorych pomi-
mo profilaktycznego przyjmowania ASA wystepuja powi-
ktania zakrzepowe. W pismiennictwie dostepnych jest
coraz wiecej danych sugerujacych zwiazek pomiedzy
zwiekszong czestoscia zdarzen sercowo-naczyniowych
a niedostatecznym zahamowaniem aktywnosci ptytek krwi
przez ASA, ocenianym w badaniach laboratoryjnych, a okre-
Slanym mianem aspirynoopornosci [2].

Definicje zjawiska opornosci na kwas
acetylosalicylowy

W ostatnich latach coraz wiecej uwagi poswieca sie
zmiennosci osobniczej dotyczacej stopnia zahamowania
aktywnosci ptytek krwi pod wptywem ASA. Juz w 1966 .
Armand J. Quick zaobserwowat w grupie chorych rézne
wydtuzenie czasu krwawienia po podaniu takiej samej
dawki ASA. W 1978 r. Mehta i wsp. stwierdzili u 30% oséb
z chorobg niedokrwienng serca prawidtowa agregacje pty-
tek krwi pomimo stosowania ASA [3]. Wzrost zaintereso-
wania tym zagadnieniem rozpoczat sie wraz z opubliko-
waniem pracy dotyczacej nieprawidtowej odpowiedzi
na ASA, z ktérej wynikato, ze pomimo terapii ASA u 42%
chorych zakwalifikowanych do operacji pomostowania aor-
talno-wiencowego stwierdzono normalny czas krwawie-
nia, w poréwnaniu z 40% o0séb w grupie kontrolnej [4]. Jak
wynika z dotychczas przeprowadzonych badan, czestosé
braku odpowiedzi na ASA ocenianej réznymi metodami la-
boratoryjnymi w populacjach oséb z chorobami uktadu ser-
cowo-naczyniowego waha sie od 0,4 do 83% [5-9].

Wieloletnie doswiadczenia dotyczace zagadnienia
opornosci na ASA nadal nie przyniosty jednoznacznej i uni-
wersalnej definicji tego zjawiska. Probe okreslenia opor-
nosci na przeciwptytkowe dziatanie ASA podjat w ostat-
nich latach Patrono [10]. Obecnie wyréznia sie kliniczng

aspirynoopornosé, ktéra opiera sie na badaniach epide-
miologicznych dotyczacych skutecznosci przeciwptytko-
wego dziatania ASA. Terminem tym okresla sie sytuacje,
gdy przyjmowanie ASA nie przyczynia sie do zmniejszenia
ryzyka wystapienia epizodu ostrego niedokrwienia spo-
wodowanego powstaniem zakrzepu w Swietle naczynia
u 0séb z choroba naczyniowa. Ten typ nieprawidtowej od-
powiedzi na ASA moze by¢ rozpatrywany wytacznie retro-
spektywnie. Bardziej ztozona definicja dotyczy tak zwanej
biochemicznej aspirynoopornosci i zwigzana jest z wtasci-
wosciami farmakologicznymi oraz spodziewanym efektem
biologicznym, w tym zahamowaniem agregacji ptytek,
po podaniu ASA. Z biochemiczng opornoscig na ASA ma-
my do czynienia wtedy, gdy przyjmowanie ASA nie powo-
duje spodziewanego efektu w jednym lub kilku testach la-
boratoryjnych okreslajacych funkcje ptytek. Do oceny
biologicznej aktywnosci ASA stuzy oszacowanie dtugosci
czasu krwawienia oraz stopnia zahamowania agregacji
ptytek krwi. Przetrwata agregacja ptytek krwi w obecnosci
ASA moze by¢ wynikiem aktywacji ptytek krwi niezaleznej
od tromboksanu A, (TXA,). Na podstawie wtasciwosci far-
makologicznych z biochemiczng opornoscia mamy do czy-
nienia w razie braku zahamowania syntezy TXA,, co jest
wyrazem prawidtowej aktywnosci COX-1 [11].

Weber i wsp. zaproponowali farmakologiczny podziat
nieprawidtowej odpowiedzi na ASA na trzy podtypy, ktére
wyrézniono na podstawie jednoczesnych pomiaréw synte-
zy TXA, oraz zaleznej od kolagenu agregacji ptytek krwi
w tej samej prébce krwi po podaniu uczestnikom bada-
nia 100 mg ASA doustnie oraz ponownie po dodaniu do ba-
danej probki krwi 100 uM ASA [12]. Typem | opornosci na-
zwano brak skutecznosci ASA ocenianej in vivo po doustnej
dawce ASA, natomiast w testach in vitro obserwowano za-
hamowanie tych proceséw. Ten typ aspirynoopornosci okre-
slono mianem opornosci farmakokinetycznej. Wsrod
potencjalnych przyczyn wymienia sie zmiennos¢ farmako-
kinetyki leku przyjmowanego w niskich dawkach lub tez
nieprzestrzeganie zalecen lekarskich [13]. Inng przyczyna
tego typu opornosci moze byc¢ interakcja ASA z niestero-
idowymi lekami przeciwzapalnymi, wéréd ktérych wymie-
nia sie te najczesciej stosowane z punktu widzenia farma-
koepidemiologii: ibuprofen, indometacyne oraz naproksen
[14]. Za typ Il uznano opornos¢ farmakodynamiczna, ktéra
rozpoznawano w przypadku braku zahamowania syntezy
TXA, oraz agregacji zaleznej od kolagenu zaréwno w bada-
niach in vivo, jak i in vitro po dodaniu ASA do prébki krwi.
Za ten typ opornosci moze odpowiadac zwiekszona eks-
presja COX-2 w obrebie ptytek, ktéra jest mniej wrazliwa
na ASA. Uwaza sie, ze ten rodzaj nieprawidtowe]j odpowie-
dzi na ASA moze wystepowac w sytuacji zwiekszonego ob-
rotu ptytek krwi, miedzy innymi u chorych po operacji po-
mostowania aortalno-wieficowego [6]. Kolejnym — IIl typem
jest pseudoaspirynopornosé. Okresla sie tak sytuacje, gdy
w badaniach in vivo obserwujemy zahamowanie produk-
cji TXA,, natomiast dodanie ASA in vitro nie zwieksza stop-
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nia zahamowania tej syntezy przy jednoczesnie prawidto-
wej agregacji ptytek zaleznej od kolagenu. Przy prawidto-
wej farmakodynamicznej odpowiedzi na ASA, za ten typ
opornosci byé moze odpowiadaja mechanizmy niezalezne
od dziatania ASA, takie jak zwiekszona wrazliwos¢ ptytek
na agonistéw (kolagen, ADP) oraz wystepowanie alterna-
tywnych szlakéw aktywacji ptytek [12].

Mechanizmy rozwoju uposledzone;j
odpowiedzi na kwas acetylosalicylowy
i gléwne metody jej oznaczania

Podobnie jak w przypadku definicji samego zjawiska,
watpliwosci dotycza mechanizméw odpowiedzialnych
za rozw6j opornosci na przeciwptytkowe dziatanie ASA.
Z pewnoscig mamy jednak do czynienia z catym tancuchem
zdarzen, ktérego kohcowym efektem jest wzmozona akty-
wacja ptytek krwi oraz uposledzona odpowiedz na ASA

Tabela I. Potencjalne przyczyny i czynniki ryzyka
nieprawidtowej odpowiedzi na ASA

Potencjalne przyczyny uposledzonej odpowiedzi na ASA

Zmniejszenie biodostepnosci:

1. nieprzestrzeganie zalecen lekarskich

2. nieodpowiednia dawka

3. zaburzenia wchtaniania lub zwigkszony metabolizm

Zaburzone wigzanie z COX-1:

1. jednoczesne przyjmowanie niektérych NLPZ (ibuprofen,
indometacyna, naproksen)

Alternatywne szlaki syntezy TXA,:

1. COX-2 obecny w makrofagach/monocytach oraz komérkach
srédbtonka

Alternatywne szlaki aktywacji ptytek krwi:

1. interakcja miedzy erytrocytami, aktywacja ptytek w odpowiedzi
na kolagen, ADP, serotonine, trombine

2. zwiekszona wrazliwos¢ na kolagen i ADP

3. aktywacja ptytek zalezna od izoprostanoidéw

Zwiekszony obrét ptytek krwi

Aktywacja ptytek zalezna od katecholamin (stres, wysitek fizyczny)

Polimorfizmy genetyczne:

1. polimorfizmy COX-1, COX-2, syntetazy TXA,

2. polimorfizmy receptoréw glikoproteinowych la/lla, Ib/V/IX,
[Ib/1lla, receptoréw dla kolagenu i czynnika von Willebranda

3. polimorfizmy receptora GP IIb/llla (PIA2)

Ostabienie dziatania ASA w trakcie dtugotrwate] terapii

Czynniki ryzyka nieprawidtowej odpowiedzi na ASA

pte¢ zenska

podeszty wiek

otytos¢

nikotynizm

cukrzyca

nadcisnienie tetnicze

niewydolnos¢ serca

zaburzenia lipidowe — hipercholesterolemia
wysitek fizyczny

10. ostry zespot wiencowy

11. stan po operacji pomostowania aortalno-wiencowego
12. stan po zabiegu angioplastyki wiencowej

@9 N O P g W [N =

@

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne; pozostate skroty w tekscie
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(Tabela I). Potencjalne przyczyny braku skutecznosci dzia-
tania ASA mozna podzieli¢ ze wzgledu na mechanizm
na dwie grupy: farmakokinetyczne oraz farmakodynamicz-
ne. Czynniki farmakokinetyczne nieprawidtowej odpowie-
dzi na ASA zwiazane sa z brakiem przestrzegania zalecen
lekarskich, niewtasciwa dawka, postacia leku oraz poten-
cjalnymi interakcjami z innymi inhibitorami cyklooksygena-
zy. Przyczyny farmakodynamiczne powoduja brak petnego
zahamowania aktywnosci cyklooksygenazy pomimo odpo-
wiedniego stezenia ASA w osoczu. W tej grupie wymienia
sie gtownie zwiekszony obrét ptytek krwi, miedzykomérko-
we przemiany prekursoréw prostaglandyn, zmiennosci ge-
netyczne oraz potencjalne interakcje z innymi inhibitorami
cyklooksygenazy. Ten rodzaj opornosci wynika zatem przede
wszystkim ze zmian konformacyjnych w obrebie miejsca
docelowego dziatania ASA, jakim jest COX-1[10, 12, 15, 16].

Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze brak lub tez
zmniejszenie skutecznosci ASA w odniesieniu do zahamo-
wania aktywnosci COX-1 oraz produkgji TXA, nie zawsze jest
wynikiem prawdziwej opornosci. Postuluje sie, ze w niekté-
rych sytuacjach klinicznych mamy do czynienia z modyfiko-
walnymi czynnikami, ktére moga mie¢ wptyw na wtasciwo-
sci farmakologiczne ASA. Wsréd czynnikéw odgrywajacych
najwazniejsza role w uzyskaniu spodziewanego stopnia za-
hamowania funkcji ptytek krwi oraz efektu klinicznego wy-
mienia sie nieprzestrzeganie zalecen lekarskich dotyczacych
regularnego i codziennego przyjmowania ASA, nieodpowied-
nia dawke ASA oraz przyjmowanie leku co 2.-3. dzieh. We-
dtug niektérych doniesienh do 40% o0séb z chorobami ukta-
du sercowo-naczyniowego nie przestrzega zalecen lekarskich
dotyczacych regularnego przyjmowania odpowiednich da-
wek ASA [10, 13, 16].

Istnieje wiele koncepcji dotyczacych mechanizméw
odpowiedzialnych za powstanie zjawiska aspirynoopor-
nosci, dlatego tez wydaje sie, ze pewna role w wystepo-
waniu nieprawidtowe]j odpowiedzi na ASA moga miec sy-
tuacje kliniczne prowadzace do zwiekszonej aktywacji
ptytek krwi. Wsréd najczedciej wymienianych znajduja
sie: pte¢ zenska, zaawansowany wiek, cukrzyca, hiper-
cholesterolemia oraz otytos¢ [5, 10, 13, 16]. Wykazano tez,
ze zwiekszona aktywnos¢ ptytek i nieprawidtowa ich od-
powiedZ na leczenie przeciwptytkowe wystepuja u cho-
rych w okresie pooperacyjnym po zabiegu pomostowa-
nia aortalno-wiefAcowego, po zabiegu przezskérnej
angioplastyki wiencowej oraz w ostrej fazie zawatu ser-
ca. Jest wiele dowodéw przemawiajacych za zwigzkiem
miedzy nadreaktywnoscia ptytek krwi a wystepowaniem
czynnikéw ryzyka choroby niedokrwiennej, takich jak:
nadcisnienie tetnicze, cukrzyca, hipercholesterolemia czy
nikotynizm. Zwiekszong czestosé nieprawidtowej odpo-
wiedzi na ASA wykazano takze w populacji chorych z nie-
wydolnoscia serca [6, 10, 11, 16].

Podstawowym pytaniem pozostaje sam sposéb labo-
ratoryjnej oceny odpowiedzi na ASA. W ostatnich latach
zaobserwowano gwattowny rozw6j specjalistycznych me-
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tod laboratoryjnych pozwalajgcych na ocene skutecznosci
przeciwptytkowego dziatania ASA. ,,Ztotym standardem”
oceny funkgji ptytek nadal pozostaje agregometria optycz-
na, ktéra zostata opisana w 1962 r. niezaleznie przez Bor-
na oraz O’Briena. Do monitorowania aktywacji ptytek krwi
wykorzystywany jest takze pomiar stezenia biatek, ktére
uwalniane s3 z ziarnistosci ptytkowych w odpowiedzi
na ich pobudzenie takie jak beta-tromboglobulina oraz
ptytkowy czynnik 4 (PF 4). Do innych substancji uwalnia-
nych w procesie aktywacji ptytek krwi nalezy ADP, seroto-
nina oraz P-selektyna [18].

Wsr6d metod zalecanych do oceny stopnia reaktyw-
nosci ptytek niedawno opublikowany konsensus Grupy
Roboczej Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego ds. aspi-
rynoopornosci wymienia specyficzne testy oceniajace efekt
dziatania ASA, takie jak metody agregometryczne, w tym
agregometrie impedancyjna, agregometrie optyczng oraz
aparat przytézkowy VerifyNow. Zalecenie to sformutowa-
no w sposéb nastepujacy: ,,Dla oceny efektu dziatania ASA
zaleca sie wykonanie agregacji wywotanej kwasem ara-
chidonowym i oceny stezenia tromboksanu B, (TXB,) w su-
rowicy lub w supernatancie po agregacji z mozliwoscig do-
dania ASA in vitro” [15].

Do gtéwnych ograniczef przydatnosci agregometrii
w codziennej praktyce klinicznej naleza ztozonos¢ czyn-
nosci przedanalitycznych, takich jak odpowiednie pobra-
nie materiatu, przygotowanie bogatoptytkowego osocza,
jego inkubacja z agonistami w okreslonej temperaturze,
oraz doswiadczenie personelu. Warto réwniez podkresli¢,
ze warunki panujace w trakcie oznaczenia odbiegaja od fi-
zjologicznych: w agregometrze, w odréznieniu od naczyn
tetniczych, panuja mate sity Scinajace oraz brak przepty-
wu, pominiety zostaje udziat erytrocytéw w hemostazie
pierwotnej, a cytrynianu sodu uzyty jako Srodek antyko-
agulacyjny chelatuje zjonizowany waph, co obniza jego
stezenie we krwi pobranej do badania i w konsekwencji
zawyza pozytywny efekt dziatania ASA. Zaleta pozostaje
dobra dostepnos¢ i przystepny koszt oznaczenia. Trombo-
ksan B, jest gtownym metabolitem ptytkowego TXA, w su-
rowicy. Uwaza sie, ze stezenie jego stabilnej pochodnej
11-dehydro-tromboksanu B, (11-dTXB,) w moczu odzwier-
ciedla poziom aktywacji ptytek i maleje w wyniku skutecz-
nego dziatania ASA. Pomiar tego metabolitu cechuje sie
wysoka skutecznoscig w diagnostyce uposledzonej odpo-
wiedzi na ASA i zgodnoscia z najczesciej stosowang me-
toda agregometrii optycznej. Wydaje sie jednak, ze w prak-
tyce klinicznej najbardziej przydatne moga okazac sie
metody ,przyt6zkowe”, takie jak analizator PFA-100 czy
VerifyNow. Wynika to przede wszystkim z tatwosci obstu-
gi tych urzadzen oraz szybkiego uzyskania wyniku ozna-
czen. Nalezy réwniez pamietac o ograniczeniach wymie-
nionych metod [17-19]. Na Rycinie 1. zaproponowano
przyktadowy schemat postepowania z chorymi, u ktérych
podejrzewa sie nieprawidtowa odpowiedz na ASA.

Zasady postepowania w razie podejrzenia
nieprawidlowej odpowiedzi na kwas
acetylosalicylowy

Zgodnie ze stanowiskiem Grupy Roboczej przy Sekcji In-
terwencji Sercowo-Naczyniowych Polskiego Towarzystwa
Kardiologicznego obecnie nie istniejg jednoznaczne wska-
zania do monitorowania terapii ASA za pomocg dostepnych
metod oceny funkcji ptytek. W razie zaistnienia podejrzenia
braku skutecznosci ASA chorzy powinni byé kierowani
do osrodkow, ktére majg doswiadczenie w wykonywaniu
oznaczen oraz postepowaniu w takiej sytuacji [15].

Biorac pod uwage fakt, ze uposledzenie odpowiedzi
na ASA zalezy najprawdopodobniej od wielu czynnikéw, po-
stepowanie w sytuacji podejrzenia tego zjawiska powinno
by¢ skierowane na wiele potencjalnie odwracalnych przy-
czyn. Jednym z podstawowych elementow takiej strategii po-
winna by¢ oczywiscie modyfikacja znanych czynnikéw ryzy-
ka rozwoju opornosci na ASA (Tabela I). Zalecenia te powinny
obejmowac przede wszystkim osoby z cukrzyca, otytoscia,
niewydolnoscia serca, nadcisnieniem tetniczym oraz zabu-
rzeniami gospodarki lipidowej czy palgce papierosy. W Swie-
tle dotychczasowych doniesien prawidtowa kontrola glike-
mii, przebiegu niewydolnosci serca i odpowiednie leczenie
wspétistniejacych stanéw zapalnych moze istotnie popra-
wia¢ odpowiedz na ASA. Jednocze$nie nalezy pamietaé, aby
w kazdym przypadku podejrzenia nieprawidtowej odpowie-
dzi na ASA ocenic stosowanie sie do zalecen lekarskich do-
tyczacych regularnego przyjmowania zapisanej dawki ASA
oraz informowac chorych o korzysciach wynikajacych z przyj-
mowania odpowiedniego leczenia przeciwptytkowego.

Jak wynika z danych dotyczacych oceny funkcji ptytek
za pomoca testow laboratoryjnych ex vivo, zmiennos¢ odpo-
wiedzi na ASA moze wynikac z szerokiego zakresu stosowa-
nych dawek (75-325 mg), a czestos¢ zjawiska moze sie

ASA 75-150 mg/dobe
Czynniki ryzyka
opornosci na ASA

/

| Podejrzenie opornosci na ASA |

Y

PFA-100
Impact-R

1] \

Duze prawdopodobiefistwo opornosci na ASA |

VerifyNow
Agregacja optyczna lub agregacja impedancyjna
z uzyciem kwasu arachidonowego

ASA 75-150 mg/dobe
Przebyty incydent ostrej
zakrzepicy w stencie

-

Ocena stezenia tromboksanu B,

Potwierdzona opornosé na ASA
ASA 150-300 mg/dobe i/lub klopidogrel 75 mg/dobe

Rycina 1. Proponowany schemat postepowania
u chorych z podejrzeniem opornosci na ASA
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zmniejszac wraz ze wzrostem dawki [9, 20]. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze podawanie ASA w dobowej daw-
ce 80-325 mg skutecznie hamuje ok. 95% aktywnosci COX-
-1, natomiast nie stwierdzono dodatkowego efektu przeciw-
ptytkowego podawania wyzszych dawek [21]. W badaniach
przeprowadzonych ex vivo zauwazono jednak zwigzek po-
miedzy czestoscig wystepowania biochemicznej opornosci
na ASA a stosowang dawka. Zwiekszenie dobowej dawki
z 325 mg do 1300 mg powodowato zmniejszenie szacowane;j
czestosci zjawiska z 25 do 8% [22]. Postuluje sie, ze dodatko-
wy efekt przeciwptytkowy obserwowany podczas stosowa-
nia wyzszych dawek moze wynika¢ z zahamowania aktyw-
nosci COX-2. Jak juz wspomniano, zahamowanie powyzej 95%
aktywnosci COX-1 wystepuje przy dawce ASA nieprzekracza-
jacej 325 mg/dobe, natomiast do zahamowania aktywnosci
COX-2 wymagane sg dawki wieksze — od 500 mg/dobe [21].
Prostaglandyna H,, ktéra powstaje z kwasu arachidonowe-
go pod wptywem aktywnosci enzymatycznej COX-2, moze
zostac ,,przetransportowana” do ptytek i ulec przemianie
do TXA, bez udziatu COX-1. Prawdopodobnie wyzsze dawki
ASA powoduja zahamowanie obydwu izoform cyklooksyge-
nazy. Wykazano réwniez, ze podanie ASA w dawce powy-
zej 500 mg/dobe moze zapobiegac interakcji pomiedzy ery-
trocytami oraz ptytkami krwi i aktywacji tych ostatnich [23].
W badaniach dotyczacych opornosci na ASA przy uzyciu agre-
gometrii oraz oceny stezenia metabolitéw TXA, réwniez za-
uwazono zmiennos¢ czestosci zjawiska w zaleznosci od daw-
ki [24]. Nie ma jednak jednoznacznych danych wskazujacych
na zwigkszone korzysci wynikajace ze stosowania ASA w daw-
ce przekraczajacej 325 mg/dobe, a dawki wynosza-
ce 75-150 mg/dobe wykazuja podobna efektywnos¢ do wyz-
szych dawek w grupie chorych otrzymujacych ASA w ramach
prewencji wtérnej [1]. Nalezy podkresli¢, ze do tej pory nie
przeprowadzono duzego badania z randomizacja, ktérego ce-
lem bytoby bezposrednie poréwnanie skutecznosci réznych
dawek ASA. Pojawiaja sie jednak doniesienia, ze zwiekszenie
dobowej dawki ASA u chorych z niedostatecznie zahamowa-
na funkcja ptytek oceniang za pomoca analizatora PFA-100
moze prowadzi¢ do przezwyciezenia aspirynoopornosci
[9, 25-28]. W grupie 212 chorych po zawale serca zwieksze-
nie dawki ASA ze 100 do 300 mg/dobe powodowato zmniej-
szenie odsetka chorych z opornoscig na ASA z 18,4 do 1,4%
[46]. W przeprowadzonym przez Hovensa i wsp. przegladzie
systematycznym czestosS¢ wystepowania opornosci na ASA
w badaniach, w ktérych dawka ASA wynosita <100 mg/do-
be, byta istotnie wieksza niz w badaniach z dawka ASA
>300 mg/dobe (36 vs 19%; p <0,0001) [9]. Istnieje zatem moz-
liwos¢, ze zwiekszenie dawki ASA moze — przynajmniej w cze-
sci przypadkéw niedostatecznej odpowiedzi na lek, niezwia-
zanych z polimorfizmami genetycznymi — powodowac
przywrocenie prawidtowe]j odpowiedzi ptytek krwi na przeciw-
agregacyjne dziatanie ASA.

Wydaje sie jednak, ze u chorych z zaawansowanym
procesem miazdzycowym i powtarzajacymi sie pomimo
przewlektego leczenia przeciwptytkowego incydentami za-
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krzepowymi wykonanie oznaczenia funkgji ptytek krwi mo-
ze by¢ uzasadnione. Wyniki dotychczas przeprowadzonych
badan klinicznych z zastosowaniem analizatoréw ,,przy-
tézkowych” budza nadzieje na mozliwos¢ indywidualiza-
cji leczenia przeciwptytkowego u 0séb z choroba niedo-
krwienng serca. Jak juz wspomniano, zwiekszenie dawki
ASA pozwala na ,,przezwyciezenie” nieprawidtowej odpo-
wiedzi na ASA, a dotyczy to w szczegblnosci chorych
z ostrymi zespotami wieficowymi lub wspétistniejacymi
stanami zapalnymi czy infekcjami. Postuluje sie, ze w po-
pulacji 0séb z choroba niedokrwienng serca, w ktorej
stwierdzono uposledzong odpowiedz ptytek krwi na ASA,
moze wystepowac zwiekszona wrazliwos¢ na inne sub-
stancje o wtasciwosciach pobudzajacych ich funkcje. Po-
twierdzeniem tej teorii moga by¢ prace, w ktérych
obserwowano wzrost aktywacji ptytek w odpowiedzi na
adenozynodifosforan (ADP). Z tego wzgledu w przypadku
uposledzonej odpowiedzi na ASA, poza zwiekszaniem je-
go dawki, mozna w wybranych sytuacjach klinicznych roz-
wazy¢ dotaczenie leku przeciwptytkowego o odmiennym
mechanizmie dziatania, do ktérych nalezy pochodna tie-
nopirydyny — klopidogrel. Zasadnos¢ takiego postepowa-
nia potwierdzaja wyniki dotychczas przeprowadzonych ba-
dan klinicznych [29-32]. Natomiast w grupie chorych
poddawanych zabiegowi przezskérnej angioplastyki wien-
cowej korzystne moze by¢ dodanie do terapii inhibitora
fosfodiesterazy typu 3 — cilostazolu [33]. Podobne wyniki
pochodza z badania przeprowadzonego w populacji cho-
rych po przebytym TIA lub niewielkim udarze niedokrwien-
nym mézgu, w ktéorym wykazano dodatkowe korzysci
z jednoczesnego stosowania dipyridamolu oraz ASA [34].
W osdrodku, w ktérym pracuja autorzy, analizator PFA-
-100 wykorzystywany jest m.in. do przesiewowej oceny
odpowiedzi na ASA w populacjach chorych z licznymi czyn-
nikami ryzyka opornosci na ASA oraz z wywiadem ostrej
zakrzepicy w stencie lub wczesnej restenozy. Ponadto
do oceny reaktywnosci ptytek krwi stosuje sie analizator
VerifyNow oraz Cone and Platelet Analyzer Impact-R. Sto-
sowany w naszym osrodku chemat postepowania w razie
podejrzenia uposledzonej odpowiedzi na ASA, ktérego ce-
lem jest ocena funkcji ptytek, zilustrowano na Rycinie 1.

Podsumowanie

Ztozony problem, jakim niewatpliwie jest uposledzona
odpowiedz na ASA, nadal niesie ze sobg wiele pytan. Przede
wszystkim nalezatoby wypracowaé jednoznaczne stanowi-
sko w sprawie definicji samego zjawiska. Warto zaznaczy¢
w tym miejscu, ze najnowsze zalecenia Grupy Roboczej po-
wotanej przy Sekgji Interwencji Sercowo-Naczyniowych Pol-
skiego Towarzystwa Kardiologicznego nie rekomenduja uzy-
wania terminu ,,aspirynoopornos¢”. Podobnie jak powyzej,
w dokumencie tym przywotane zostaty dwa typy opornosci
na ASA: opornosé¢ farmakodynamiczna oraz opornos¢ farma-
kokinetyczna Ze wzgledu na to rozgraniczenie, zdaniem Gru-
py Roboczej, w razie podejrzenia opornosci farmakokinetycz-
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nej zaleca sie uzywac raczej okreslenia ,,niepetna odpowiedz
na leczenie przeciwptytkowe” lub ,,podwyzszona reaktyw-
nos¢ ptytek pomimo leczenia”. Termin ,,opornos¢ na ASA”
powinien zas zosta¢ zarezerwowany wytacznie dla przypad-
kéw nieprawidtowe]j odpowiedzi na ASA potwierdzonej w ba-
daniu czynnosciowym (agregacji) lub badaniu biochemicz-
nym (osoczowe stezenie TXB,). Osobnym problemem
pozostaje schemat postepowania z chorymi, u ktérych po-
dejrzewamy niepetng odpowied? na leczenie przeciwptytko-
we. Wydaje sie, ze poza sama oceng zjawiska, to zagadnie-
nie odgrywa obecnie najwazniejsza role.
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Streszczenie

Tachyarytmie wywotuja przebudowe serca. W pracy opisano patomechanizm zaburzen jonowych oraz strukturalnych w miesniu
sercowym w przebiegu tachyarytmii nadkomorowych, gtéwnie migotania przedsionk6w.

Stowa kluczowe: tachyarytmia nadkomorowa, migotanie przedsionkéw, remodeling miesnia sercowego, macierz zewnatrzko-
morkowa, remodeling jonowy, wewnatrzkomérkowe szlaki przekazywania sygnatu

Abstract

Tachyarrhythmias induce cardiac remodeling. The present article discusses main aspects of ionic and structural remodeling of
the heart related to supraventricular tachyarrhythmias, especially atrial fibrillation

Key words: supraventricular tachycardia, artrial fibrillation, myocardial remodeling, ionic remodeling, intracellular signaling

pathways

Tachyarytmie s3 to nadkomorowe i komorowe zaburze-
nia rytmu serca przebiegajace z szybka czynnoscia przed-
sionkéw lub/i komoér. Nalezg do grupy choréb elektrycznych
serca, wptywaja na miesieh sercowy bezposrednio, ale tak-
Zze uposledzaja hemodynamike oraz moduluja mechanizmy
endo- i parakrynne. Krétkotrwate zaburzenia rytmu pocia-
gaja za sobg gtéwnie zmiany czynnosciowe, ktére zazwy-
czaj ustepujg w krotkim czasie. Utrwalone tachyarytmie po-
woduja przewaznie uposledzenie funkcji i stopniowa
przebudowe jam serca, zardbwno na poziomie narzagdowym,
jak tez na poziomie tkankowym, komérkowym i subkom6ér-
kowym. Wsréd zaburzeh rytmu bedacych przyczyna prze-
budowy miesnia sercowego na pierwszym miejscu nalezy
wymieni¢ migotanie przedsionkéw (ang. atrial fibrillation,
AF), ktore jest najczesciej wystepujaca utrwalong tachyaryt-
mia, powoduje przede wszystkim przebudowe przedsion-
koéw serca, a w niektorych sytuacjach wptywa takze na mie-
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sien komor. Do osiagnieé ostatnich lat nalezg badania do-
tyczace genetycznego podtoza AF, petniejsze poznanie pa-
tomechanizmu arytmii, opracowanie nowych metod lecze-
nia farmakologicznego i niefarmakologicznego. Celem
niniejszej pracy jest przedstawienie stanu wiedzy oraz wy-
nikéw najnowszych badan eksperymentalnych i obserwa-
¢ji klinicznych dotyczacych wptywu tachyarytmii nadkomo-
rowych, a szczegélnie AF, na przebudowe serca.

Podstawy patofizjologiczne — mechanizmy
elektrofizjologiczne sprzyjajace tachyarytmii

Zaburzenia rytmu serca moga by¢ nastepstwem zabu-
rzeh mechanizméw elektrofizjologicznych nalezacych
do jednej z dwoch grup: nieprawidtowego wytwarzania im-
pulsu elektrycznego badz nieprawidtowej propagacji fali
pobudzenia. Najczestszym mechanizmem tachyarytmii jest
krazenie fali nawrotnej po wyodrebnionym anatomicznie
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bad? czynnosciowo obwodzie (re-entry). Czynnikami ini-
cjujacymi re-entry sa zwykle pobudzenia przedwczesne,
wynikajace ze zwiekszonego automatyzmu komoérek ro-
boczych lub komérek uktadu bodzcoprzewodzacego [1].
Do zwiekszonej aktywnosci bodZcotwoérczej predysponuja
takie czynniki, jak: niedokrwienie miesnia sercowego po-
wodujace czesciowa depolaryzacje i automatyzm patolo-
giczny, przetadowanie komérek wapniem sprzyjajace ak-
tywnosci wyzwalanej, a takze nadmiar katecholamin i dys-
elektrolitemie oraz mechaniczne rozcigganie wtdkien
miesniowych [2]. Jezeli powstaty w takich warunkach bo-
dziec trafi na odpowiedni moment niepobudliwosci jedne-
go z ramion obwodu przewodzacego (tzw. jednokierunko-
wego bloku przewodzenia), jest w stanie wywotac¢ fale
nawrotna. Pobudzenia przedwczesne wystepuja nawet
u zupetnie zdrowych oséb, dlatego potencjalnie u wszyst-
kich spetniony jest warunek obecnosci inicjatora re-entry.
Nalezy podkresli¢, ze indukcja tachyarytmii w zdrowym
anatomicznie i czynnosciowo sercu nalezy do rzadkosci,
poniewaz oprécz inicjatora arytmii konieczna jest jeszcze
obecnos¢ podatnego miesnia sercowego, umozliwiajace-
go samopodtrzymywanie sie arytmii. Do czynnikéw sprzy-
jajacych krazeniu fali nawrotnej naleza: spowolnienie roz-
przestrzeniania sie fali depolaryzacji, skrocenie okresu
refrakcji wtékien miesniowych oraz wystepowanie jedne-
go badz kilku odpowiednio dtugich obwodéw, po ktérych
krazy pobudzenie. Szybkos¢é przewodzenia pobudzenia za-
lezy od natezenia szybkiego przezbtonowego pradu sodo-
wego oraz od natezenia niespecyficznego pradu jonowe-
go, przenoszonego z jednej komorki na druga dzieki
bezposrednim potaczeniom miedzykomérkowym. Szybki
prad sodowy aktywowany jest po osiggnieciu potencjatu
progowego w fazie O potencjatu czynnosciowego, a dyna-
mika jego narastania zalezy od przezbtonowego gradien-
tu elektrochemicznego dla jonéw sodowych. Zmniejsze-
nie stopnia spoczynkowej depolaryzacji kardiomiocytow
(wywotujace ,mniej ujemny” potencjat wewnatrzkoméor-
kowy) — np. niedokrwienie miesnia sercowego — zmniej-
sza natezenie szybkiego pradu sodowego i zmniejsza szyb-
kos¢ propagacji pobudzenia [3]. Pomiedzy komdrkami
miesnia sercowego pobudzenie przenoszone jest dzieki bez-
posrednim niskooporowym potaczeniom miedzykomorko-
wym typu Scistego. Sprawne przewodzenie impulsu wzdtuz
dtugiej osi kardiomiocytéw zapewnia wtasciwa organiza-
Cja przestrzenna, liczba oraz lokalizacja potaczen Scistych
gtownie na biegunach komérek [3].

Refrakcja jest drugim, oprécz szybkosci przewodzenia,
parametrem elektrofizjologicznym majacym wptyw na in-
dukcje i podtrzymywanie arytmii w mechanizmie fali na-
wrotnej. Dtugos¢ okresu refrakeji jest scisle zwigzana z cza-
sem trwania potencjatu czynnosciowego. Repolaryzacja
komorek miokardium jest mozliwa dzieki wspétwystepo-
waniu dwéch mechanizméw jonowych: wolnego doko-
morkowego pradu wapniowego oraz narastajacego odko-
moérkowego pradu potasowego. Zaburzenie rownowagi

pomiedzy tymi pradami na korzys¢ pradu potasowego mo-
ze powodowac wczesniejsza repolaryzacje komorki i skro-
cenie okresu refrakcji [4].

Podsumowujac, skrécenie fali pobudzenia, bedace na-
stepstwem zwolnionego rozprzestrzeniania sie depolary-
zacji oraz skrécenia okresu refrakcji, przy jednoczesnym
powiekszeniu i niejednorodnosci elektrycznej obszaru po-
budliwego miesnia sercowego sprzyjaja podtrzymywaniu
fali nawrotnej (Rycina 1.).

Zmiany wla$ciwoSci mieSnia sercowego
w odpowiedzi na tachyarytmie

Opisane wyzej zjawiska moga przyczynic sie do zapo-
czatkowania arytmii. Chociaz czesto arytmia ulega wyttu-
mieniu z powodu niepodatnosci substratu anatomiczne-
go, to okazuje sie, ze nawracajace epizody szybkiego rytmu
s3 w stanie spowodowac takie zmiany wtasciwosci mies-
nia sercowego, ktére sprzyjaja kolejnym nawrotom oraz
podtrzymaniu zaburzen rytmu [5].

Zaburzenia fizjologii miesnia sercowego obserwowa-
ne w nastepstwie tachyarytmii dzieli sie zazwyczaj na dwie
grupy: remodeling elektryczny — obserwowany niemalze
od poczatku tachykardii, oraz remodeling strukturalny — po-
wodujacy przebudowe anatomiczng serca i trwate zmiany
funkcjonalne.

Remodeling elektryczny

Koncepcja promujacych arytmie zmian elektrofizjolo-
gicznych miesnia sercowego w przebiegu tachyarytmii wy-
wodzi sie z obserwacji chorych z AF. Poczatkowo arytmia
ma najczesciej charakter napadowy, a z biegiem czasu, po-
przez coraz czestsze i dtuzej trwajace epizody, dochodzi

do utrwalenia AF [6].
4 : )
\_ : J
B

A

Rycina 1. Fala nawrotna jest najczestszg przyczy-
na przewlektych tachyarytmii. A—zdrowy miesien
sercowy nie stanowi dobrego podtoza dla podtrzy-
mywania arytmii, gdyz dtuga fala depolaryzacji ule-
ga tatwemu wyttumieniu; B — tachyarytmia skra-
ca dtugos¢ fali depolaryzacji, co przy jednoczesnym
powiekszeniu jamy serca umozliwia podtrzymywa-
nie licznych fal pobudzenia
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Najwazniejszym zjawiskiem elektrofizjologicznym
w przebiegu tachyarytmii nadkomorowych niezwigzanych
z niewydolnoscia serca jest skrécenie czasu trwania poten-
cjatu czynnosciowego oraz okresu efektywnej refrakcji kar-
diomiocytéw przedsionkowych. Ponadto, opisywano obni-
zenie pobudliwosci kardiomiocytéw oraz zwolnienie
przewodzenia bodzca w obrebie miokardium przedsionkow
[5, 7]. Mechanizmy jonowe odpowiedzialne za te zmiany
okreslane sg zbiorczym pojeciem ,,remodelingu jonowego”
i obejmuja obnizenie natezenia wolnego dokomérkowego
pradu wapniowego zaleznego od kanatéw typu L oraz
zmniejszenie przewodnosci kanatéw sodowych, odpowie-
dzialnych za szybka depolaryzacje. Zwiekszeniu ulega row-
niez natezenie pradu tta niesionego przez jony potasowe,
a zmniejsza sie przejsciowy dokomérkowy prad potasowy
i, 0dpowiedzialny za wstepna czesciowa repolaryzacje ko-
morek [3]. W remodelingu elektrycznym serca w przebiegu
tachyarytmii gtéwng role odgrywaja mechanizmy wapnio-
we. Najwazniejszy wydaje sie spadek przewodnosci kana-
tu wapniowego typu L (Ca-L), ktéry powoduje zmniejszenie
o okoto potowe dokomérkowego pradu wapniowego, czyn-
nego w fazie plateau (faza 2) potencjatu czynnosciowego.
Redukcja tego pradu jest przyczyna przyspieszenia proce-
su repolaryzacji, a co za tym idzie — skrocenia okresu efek-
tywnej refrakcji [8]. Pierwotna przyczyng zahamowania
czynnosci kanatu Ca-L jest zwiazane z tachykardia przeta-
dowanie cytoplazmy kardiomiocytéw przedsionkowych
wapniem. Z tego powodu czesciowa inaktywacja dokomér-
kowego pradu wapniowego moze by¢ rozpatrywana jako
mechanizm obronny, zapobiegajacy nadmiernemu obcia-
zeniu komoérek jonami wapnia [9]. Zjawiska molekularne
odpowiedzialne za obnizenie przewodnosci kanatéw Ca-L
nie zostaty do kofica poznane. W czesci badan wykazano,
iz utrzymujaca sie dtuzej tachykardia prowadzi do zmniej-
szenia zawartosci biatka oraz mRNA podjednostki 1 a.c two-
rzacej por kanatu, co sugeruje negatywna regulacje na po-
ziomie transkrypcji [10-13]. Z kolei w badaniach Schottena
i wsp. [14] oraz Greisera i wsp. [15] nie stwierdzono zabu-
rzeh ekspresji biatek kanatu, pomimo spadku przewodno-
Sci dla jonéw wapnia. Nasuneto to przypuszczenie wyste-
powania zaburzen funkcji kanatu, a poniewaz czynnosé
kanatu Ca-L jest uzalezniona od stanu jego fosforylacji,
ujemnych regulatoréw jego funkcji poszukuje sie obecnie
wsréd uktadéw kinaz i fosfataz. U chorych z AF stwierdza
sie podwyzszong aktywnosé oraz wyzsza ekspresje pod-
jednostki katalitycznej fosfatazy biatkowej typu 2A (PP2A),
natomiast zaburzeniu ulegaja prawdopodobnie funkcje ki-
naz — kinazy zaleznej od kompleksu wapn-kalmodulina
(CAMK 11) oraz kinaz tyrozynowych z rodziny src [15, 16].
Do zwiekszonej ekspresji PP2A moze prowadzi¢ pobudze-
nie receptora angiotensynowego typu 2 przez syntetyzo-
wang lokalnie w nadmiarze angiotensyne Il [17]. Ponadto
pewng role w czesciowej inaktywacji pragdu wapniowego
zaleznego od kanatu Ca-L przypisuje sie zwiekszonej ak-
tywnosci wewnatrzkomérkowych peptydaz — kalpain, kt6-
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rych zwiekszone stezenie stwierdza sie w miesniu przed-
sionkéw u chorych z niemiarowoscia catkowita [18]. Enzy-
my te sg aktywowane przez waph i moga degradowac mie-
dzy innymi sktadniki aparatu kurczliwego oraz biatka btony
komérkowej. Zaobserwowano ujemny zwigzek pomiedzy
aktywnoscia kalpainy | a poziomem biatka kanatu wapnio-
wego typu L, co moze sugerowaé bezposrednia degrada-
cje sktadowych kanatu przez te proteaze [19]. Na podsta-
wie tych badan mozna wysunaé przypuszczenie, ze kalpainy
odgrywaja posrednia role w procesie inaktywacji kanatu
wapniowego, uniemozliwiajac jego fosforylacje przez kina-
ze CAMKIL. Proces ten wymaga bowiem wspétdziatania ki-
nazy z biatkami cytoszkieletu, ktére moga by¢ degradowa-
ne przez kalpainy [20]. Mechanizmy wapniowe, chot
pierwszoplanowe w remodelingu elektrycznym serca, nie
sg odosobnione. Obserwacje kliniczne wyrézniajace cho-
rych z wagotonicznym AF maja swoje odzwierciedlenie
w przebudowie elektrycznej. Tachykardia indukuje zwiek-
szenie natezenia dokomérkowych pradéw niesionych przez
jony potasowe. Odbywa sie to miedzy innymi dzieki nasi-
leniu podstawowej przewodnosci kanatu potasowego za-
leznego od biatka G (Kir3), ktéry w warunkach prawidto-
wych jest regulowany przez acetylocholine [21]. Ponadto
AF powoduje zwiekszenie ekspresji biatek tworzacych ka-
nat potasowy Kir2 [22]. Efektem powyzszych zmian jest na-
silenie dokomérkowego potasowego pradu prostownicze-
go lg;. Wykazano tez, ze szybka stymulacja przedsionkéw
u pséw wywotuje zmniejszenie ekspresji podjednostki Kv4.3
kanatu potasowego zaleznego od potencjatu, niosgcego
dokomérkowy prad l;,, odpowiedzialny za wstepna czescio-
wa repolaryzacje [23]. Wymienionym powyzej zaburzeniom
przypisuje sie role w skracaniu czasu trwania potencjatu
czynnosciowego [24].

Istotne znaczenie w modyfikacji wtasnosci elektrycznych
miesnia sercowego towarzyszacej tachyarytmii ma remo-
deling niskooporowych potgczen typu Scistego. Potaczenia
te umozliwiaja przeptyw jonéw, wody oraz substancji o ma-
tej masie czasteczkowej (ponizej 1 kDa) bezposrednio z jed-
nej komérki do drugiej. Dzieki duzej Srednicy kanatéw moz-
liwe jest sprawne przemieszczanie jondéw sodowych
i wapniowych pomiedzy cytoplazma sasiadujacych komé-
rek, co warunkuje szybkie przemieszczanie fali depolaryza-
cji. Potaczenia te zbudowane sa z biatek zwanych koneksy-
nami (Cx). Kanat jonowy utworzony jest z dwéch lezacych
naprzeciw siebie czesci, wbudowanych w btony cytoplazma-
tyczne sgsiadujacych komérek. Kazda z tych czesci jest
heksamerem koneksyn. Wyréznia sie kilka biatek tej grupy,
przy czym w komorkach roboczych przedsionkéw najlicz-
niej reprezentowana jest Cx40, natomiast Cx43 wystepuje
zaréwno w miesniu komér, jak tez w miesniu przedsionkéw.
Stopien przewodnosci tych kanatéw zalezy od pH,
zewnatrzkomérkowego stezenia jonéw wapnia, stopnia
fosforylacji oraz sktadu lipidéw btony komérkowej. W zdro-
wym miesniu przedsionkéw wieksza czesé Cx jest umiej-
scowiona na biegunach komorek, a stosunkowo niewiele
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znajduje sie na powierzchniach bocznych kardiomiocytéw.
Polaryzacja rozmieszczenia Cx w komérkach przedsionkéw
jest wieksza niz w komérkach komér i decyduje o duzej
anizotropii przewodzenia impulsu w obrebie przedsionkéw.
Badania materiatu pobranego od chorych z AF wykazaty za-
burzenia ilosci Cx40 oraz Cx43 [25-27]. Stwierdzono reduk-
cje ekspresji Cx43 oraz nierownomierng dystrybucje Cx40
w obrebie miesnia przedsionkéw [25]. W modelu ekspery-
mentalnym AF potwierdzono niejednorodnos¢ rozmieszcze-
nia i zmniejszenie ekspresji Cx40 [28]. Redukcja ilosci tych
koneksyn nie wynikata z obnizonej transkrypcji ich gendw,
poniewaz poziom mRNA pozostawat niezmieniony. Oprocz
tego, statym elementem przebudowy jest przemieszczenie
tych biatek w obrebie komérek. Obserwacje mikroskopowe
ujawnity zwiekszenie ekspresji koneksyn na powierzchniach
bocznych komérek, a zmniejszenie na ich biegunach. Zjawi-
sko to zostato nazwane lateralizacjg kanatéw. Nasilenie te-
go procesu jest rézne w poszczegblnych czesciach przedsion-
koéw, przez co zwieksza sie niejednorodnosé przewodzenia
[25, 27, 29]. Wydaje sie, ze stopieh przemodelowania tych
kanatéw jest powigzany z innymi zmianami morfologii ko-
morek, szczegblnie z nasileniem zmian miolitycznych [28].
Wypadkowa powyzszych zaburzen jonowych jest skrocenie
okresu efektywnej refrakcji miesnia przedsionkéw oraz zwol-
nienie przewodzenia impulsu elektrycznego. Wydaje sie, ze
nie wszystkie obszary przedsionkéw reaguja w jednakowy
spos6b na tachyarytmie. Indukowane w trakcie badania elek-
trofizjologicznego AF trwajace 15 min powoduje skrocenie
czasu efektywnej refrakcji i zwolnienie przewodzenia szcze-
golnie w obrebie ujécia zyt ptucnych [30]. Wczesniejsze ba-
dania przeprowadzone na zwierzetach doswiadczalnych pod-
danych tygodniowej szybkiej stymulacji przedsionkéw nie
wykazaty istotnych, wynikajacych z tachykardii, réznic elek-
trofizjologicznych pomiedzy ujsciem zyt ptucnych a wolna
Sciang lewego przedsionka [31]. Nalezy podkresli¢, iz ujscie
zyt ptucnych ma szczeg6lne znacznie w generowaniu nad-
komorowych tachyarytmii [32]. Izolacja zyt ptucnych u znacz-
nej czesci chorych z AF likwiduje arytmie.

Przerwanie szybkiego rytmu przedsionkéw odwraca ich
remodeling elektryczny. Juz po tygodniu od przywrécenia
rytmu zatokowego u chorych z AF trwajgcym 1-12 miesie-
cy dochodzi do istotnego skrdcenia czasu trwania zatam-
ka P, co odzwierciedla zwiekszenie szybkosci przewodze-
nia bodZca oraz do wydtuzenia czasu efektywnej refrakcji.
Normalizacji ulega takze czynnosé wezta zatokowo-przed-
sionkowego [33].

Remodeling strukturalny
Remodeling komérkowy

W przebiegu tachyarytmii dochodzi do obnizenia kurcz-
liwosci miesnia sercowego oraz do przebudowy struktu-
ralnej jam serca. Zaburzenia te sa podobne do nieprawi-
dtowosci towarzyszacych zastoinowej niewydolnosci serca.
W wyniku AF powiekszajg sie jamy przedsionkéw oraz, je-
zeli zachowane jest sprawne przewodzenie przez tacze

przedsionkowo-komorowe, komér [34-36]. Réwnolegle
z rozstrzenia jam serca dochodzi do zmniejszenia odset-
kowej objetosci kardiomiocytéw na rzecz innych sktado-
wych miokardium, gtéwnie sktadnikéw macierzy pozako-
morkowej. Wykazano, ze w tkance przedsionkéw pobranej
od chorych z AF, jak tez w modelu indukowanej tachykar-
dia niewydolnosci serca u pséw, tachyarytmia powoduje
aktywacje apoptozy [37, 38]. We wspomnianym wyze] ba-
daniu eksperymentalnym stwierdzono, ze czestoskurcz
prowadzi do nasilenia apoptozy tylko w pierwszych kilku
dniach arytmii, po czym nastepuje obnizenie odsetka ko-
morek apoptotycznych do granic wyjsciowych. W miesniu
komér natomiast zauwazono stopniowe narastanie liczby
komérek wykazujacych cechy apoptozy w ciggu catego
5-tygodniowego okresu obserwacji [38].

Remodeling na poziomie subkomérkowym polega
na przyjeciu przez kardiomiocyty fenotypu zblizonego
do ptodowego, dochodzi do cofniecia ich zréznicowania,
komérki ulegaja wydtuzeniu oraz powiekszeniu [39]. Reak-
cja hipertroficzna ze strony kardiomiocytéw moze by¢ efek-
tem wptywoéw parakrynnych, np. w wyniku zwiekszonej
syntezy angiotensyny Il albo zaburzefi hemodynamicznych
pobudzajacych szlaki mechanotransdukcji [24]. Wykazano
takze zalezna od wapnia aktywacje kalcyneuryny, ktéra po-
przez defosforylacje i odblokowanie czynnika transkrypcyj-
nego NFATc3 umozliwia ekspresje genéw odpowiedzial-
nych za przerost komorek [40]. Zablokowanie kalcyneuryny
hamowato natomiast przerost kardiomiocytéw indukowa-
ny szybka stymulacja w warunkach hodowli komérkowe;j.
Ponadto wykazano, ze przebudowie ulegaja elementy cy-
toszkieletu oraz organella wewnatrzkomérkowe. Zmniej-
sza sie zawartos¢ elementéw aparatu kurczliwego, zabu-
rzeniu ulega uktad miofibryli, dochodzi do reorganizacji
cytoszkieletu, redukcji liczby cystern siateczki sarkoplazma-
tycznej oraz do zwiekszenia objetosci jadra komérkowego
[41]. Degradacja sarkomerdw i reorganizacja cytoszkieletu
moga wynikaé z aktywacji wymienionych wczesniej proteaz

— kalpain, ktére degraduja biatka cytoplazmatyczne
[19, 42, 43]. Badania ultrastruktury komérek miesnia przed-
sionkéw pochodzacych od chorych z niemiarowoscia cat-
kowita wykazaty zaburzenia struktury mitochondriéw oraz
zwiekszong zawartos¢ markeroéw stresu oksydacyjnego.
Roéwnolegle z nasileniem stresu oksydacyjnego wzrastata
jadrowa akumulacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB [44].
Dysfunkcja mitochondriéw prawdopodobnie jest zwigzana
z przetadowaniem komérek wapniem, poniewaz udaje sie
jej zapobiec poprzez zablokowanie kanatu wapniowego we-
rapamilem [44].

Remodeling macierzy zewngtrzkomérkowej

Zwiekszenie ilosci macierzy zewnatrzkomérkowej jest
typowym elementem remodelingu strukturalnego w prze-
biegu AF. Wt6knienie przedsionkéw ma miejsce zaréwno
w przebiegu niemiarowosci catkowitej niezwigzanej z cho-
robami organicznymi serca, jak i w przebiegu niewydolno-
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Sci serca, szczegblnie jezeli towarzyszy jej wada zastawki
dwudzielnej. Stwierdzono, ze wysoka zawartosé kolagenu
w tkance przedsionkéw jest zwigzana z czestszym wyste-
powaniem utrwalonego AF u chorych z zaawansowanga
niewydolnoscia serca [45]. Uwaza sig, ze nadekspresja ko-
lagenu w obrebie przedsionkéw jest jednym z gtéwnych
czynnikéw przyczyniajacych sie do powstania substratu
strukturalnego arytmii [46]. Ponadto, jak wykazaty bada-
nia na zwierzetach transgenicznych, zwtéknienie przedsion-
koéw, bez wspétistniejacych zaburzen elektrofizjologicznych
na poziomie komérkowym, jest wystarczajace do podtrzy-
mania AF [47]. Zaobserwowano, iz zwiekszenie zawartosci
tkanki tacznej wywotuje spowolnienie przewodzenia impul-
su w obrebie przedsionkéw, uposledzajac sprawnosc
Scistych potaczen miedzykomoérkowych i nasilajac nie-
jednorodnos¢ elektryczng miednia [47, 48]. W mies-
niu przedsionkéw wystepuje gtéwnie kolagen typu I i ty-
pu lll oraz stosunkowo niewielka ilos¢ kolagenu typu VI.
W przebiegu AF dochodzi do znacznego zwiekszenia za-
wartosci kolagenu typu I, natomiast wzrost ilosci kolage-
nu typu lll jest mniejszy i prawdopodobnie jest zwigzany
ze wspotistniejacymi chorobami serca, takimi jak zweze-
nie zastawki dwudzielnej [45, 49]. Ostatnio wykazano, iz
w przebiegu AF dochodzi réwniez do zwiekszenia zawar-
tosci kolagenu typu VI, ktory jest zlokalizowany przede
wszystkim srodmiesniowo. Nagromadzenie tego kolagenu
moze by¢ odpowiedzialne za separacje lezacych obok sie-
bie kardiomiocytéw [50].

Komérki miesnia sercowego same nie sg zrédtem ko-
lagenu, ale poprzez uwalniane mediatory reguluja czyn-
nos¢ fibroblastow, ktére przyjmuja tzw. fenotyp wydzielni-
czy i syntetyzuja intensywnie sktadniki macierzy
zewnatrzkomérkowej. Z uwagi na jednoczesng ekspresje
biatek kurczliwych (np. alfa-aktyny, a SMA) nazywane sa
one wowczas miofibroblastami [51]. Wykazano, iz inkuba-
cja fibroblastéw z podtozem uzyskanym z hodowli przed-
sionkowych kardiomiocytéw poddanych szybkiej stymula-
cji hamuje wychwyt znakowanej radioizotopem tymidyny
(hamuje proliferacje fibroblastéw) oraz zwieksza ekspre-
sje aSMA, kolagenu typu 1i fibronektyny-1[52]. Badania
fibroblastéw wyizolowanych z przedsionkéw serca wyka-
zaty, ze zachowuja sie one inaczej niz fibroblasty izolowa-
ne z komér. Fibroblasty przedsionkowe tatwiej przyjmuja
fenotyp wydzielniczy w odpowiedzi na bodzce humoralne,
a transkrypcja genéw odpowiedzialnych za wtéknienie
zwieksza sie w nich o wiele bardziej niz w fibroblastach
izolowanych z komér serca [53]. Mediatorami pobudzaja-
cymi fibroblasty do syntezy biatek macierzy zewnatrzko-
morkowej sa angiotensyna Il (Ang Il) oraz transformujacy
czynnik wzrostu beta (TGF-1), a ponadto czynnik wzro-
stu tkanki tacznej (CTGF) oraz, jak wynika z najnowszych
doniesien, ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF). Synteze ko-
lagenu mogga nasila¢ rowniez bodzce hemodynamiczne
i zwiekszona produkcja reaktywnych form tlenu towarzy-
szace AF [46].
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Stwierdzono, ze AF wiaZze sie ze znacznym zwieksze-
niem lokalnej produkcji Ang Il w przedsionkach serca [54].
Ang Il dziata na komérki docelowe w sercu za posrednic-
twem dwoch typéw receptoréw — AT1 i AT2. Dane z litera-
tury wskazujg, iz tachyarytmia moze powodowaé zmiany
ekspresji tych receptoréw [55, 56]. Nadmierne pobudzenie
receptoréw AT1 wigzane jest z niekorzystnymi efektami
dziatania Ang Il na serce. Za poSrednictwem receptora ATl
aktywacji ulegaja wewnatrzkomérkowe kinazy biatkowe
oraz wzrasta poziom wapnia w komérkach. Wykazano, ze
AF u ludzi jest zwigzane z wyzsza ekspresjg kinazy biatko-
wej Erk2 oraz nasilong aktywacja kinaz MAPK [54]. Efek-
tem dziatania Ang Il na kardiomiocyty jest nasilenie opisa-
nych wyzej zjawisk remodelingu elektrycznego oraz
przerostu komérek miesniowych, natomiast gtéwnym na-
stepstwem wptywu na fibroblasty jest przyjecie przez nie
fenotypu wydzielniczego i nasilenie syntezy kolagenu.
Ang Il moduluje ponadto aktywnosé innych mediatoréw
zaangazowanych w regulacje procesu wtéknienia miesnia
sercowego towarzyszacego AF. Hormon ten zwieksza eks-
presje indukowanej przez mineralokortykoidy kinazy SGK1.
Nastepstwem nadmiernej aktywacji kinazy SGK1 w sercu
jest zwiekszone odktadanie kolagenu, a posrednikiem
w tym procesie jest CTGF [57, 58]. Jak wykazano w bada-
niach klinicznych i eksperymentalnych, zahamowanie dzia-
tania aldosteronu poprzez zastosowanie spironolaktonu
jest skuteczng metoda zmniejszajaca wtoknienie miesnia
sercowego [59, 60]. Wielokierunkowy wptyw Ang Il w prze-
biegu niemiarowosci catkowitej wyraza sie takze poprzez
nadmierng ekspresje i aktywnos¢ enzymu Racl. Biatko to
jest matoczasteczkowa GTP-azg i reguluje aktywnosé
NADPH oksydazy, enzymu btonowego odpowiedzialnego
za synteze reaktywnych form tlenu. Zwiekszong zawartos¢
Racl stwierdzono u chorych z AF [61], a nadekspresja tego
enzymu u myszy transgenicznych powoduje wybi6rcze
widknienie przedsionkéw i sprzyja wystepowaniu migota-
nia przedsionkéw [62]. Nadmierna produkcja wolnych rod-
nikéw tlenowych moze nasila¢ procesy wtdknienia, miedzy
innymi za posrednictwem czynnika NF-kB [44, 63, 64]. Po-
nadto dowiedziono, ze Ang Il — za posrednictwem Racl
— prowadzi do aktywacji czynnika transkrypcyjnego STAT3
[65]. Wydaje sie, ze aktywnos¢ enzymow proteolitycznych
— metaloproteinaz (MMP), ktérych transkrypcja regulowa-
na jest przez obydwa powyzsze czynniki transkrypcyjne, ma
istotne znacznie w przebudowie macierzy zewnatrzkomor-
kowej. Zarbwno w modelach doswiadczalnych, jak i w ma-
teriale ludzkim pochodzacym od chorych z niemiarowoscia
catkowita stwierdzono zaburzenia rownowagi pomiedzy me-
taloproteinazami, a ich inhibitorami (TIMP). Badania skraw-
kéw przedsionkéw pobranych podczas zabiegéw kardiochi-
rurgicznych od chorych z AF wykazaty zwiekszone stezenie
aktywnej postaci metaloproteinazy 9 (MMP-9), przy czym
najwiekszg aktywnos¢ tego enzymu stwierdzano w tkance
tacznej okotonaczyniowej oraz pod epikardium [66]. W préb-
kach tkanek pobranych od chorych z utrzymujacym sie po-
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wyzej roku AF wykazano ponadto zwiekszona ekspresje
MMP-2 [50]. U tych samych chorych stwierdzono réwniez
zwiekszong ekspresje tkankowych inhibitoréw MMP:
TIMP-1 oraz TIMP-2 [50]. Wzrost aktywnosci metaloprote-
inaz oraz ich inhibitoréw moze prowadzi¢ do niepetnej de-
gradacji kolagenu i jego odktadania w przestrzeni zewnatrz-
komérkowej, co zaburza organizacje przestrzenng miednia
sercowego. We krwi chorych z utrwalonym AF stwierdzono
podwyzszone stezenia markeréw syntezy oraz degradacji
kolagenu typu I, odpowiednio N-kohcowego fragmentu pro-
kolagenu typu | oraz C-koncowego telopeptydu kolagenu ty-
pu |, co potwierdza zwiekszony obrét kolagenu [67]. Niewie-
le jest badan doswiadczalnych na zwierzetach majacych
na celu okreslenie wptywu metaloproteinaz na wtéknienie
miesnia przedsionkéw. Anne i wsp., wykorzystujac model
tachyarytmii nadkomorowej u owiec, wykazali, ze zwiekszo-
na zawartosé kolagenu w miesniu przedsionkéw byta zwia-
zana z obnizeniem ekspresji MMP-2 oraz ze zwiekszona za-
wartoscig TIMP-2 [68]. Skojarzone leczenie tych zwierzat
chinaprylem i losartanem zapobiegato wtéknieniu przed-
sionkéw i rozwojowi przetrwatego AF, co Swiadczy o gtow-
nej roli angiotensyny w indukcji opisanych zmian.
Kolejnym istotnym stymulatorem syntezy macierzy
zewnatrzkomérkowej i odktadania kolagenu w obrebie
miesnia sercowego jest TGF-B. Nadekspresja tej cytokiny
u myszy transgenicznych prowadzi do nasilonego wtok-
nienia miesnia sercowego ograniczonego do przedsion-

kow [69]. Wykazano, ze synteza TGF-B1 jest zwiekszona
u chorych z AF, podobnie jak w przebiegu szybkiej stymu-
lacji komorowej u pséw, i dodatnio koreluje z zawartoscia
kolagenu w miesnidéwce przedsionkéw [38, 50]. TGF-B1 od-
dziatuje na komorki docelowe poprzez swoiste receptory,
a efektem zwigzania liganda jest fosforylacja biatek kaska-
dy SMAD, ktére ostatecznie tworza kompleks SMAD2/3/4,
przemieszczaja sie do jadra komérkowego i pobudzaja
transkrypcje genéw biatek odpowiedzialnych za synteze
sktadnikéw macierzy zewngatrzkomaérkowej oraz czynnika
wzrostu tkanki tagcznej (CTGF), ktory takze nasila synteze
kolagenu przez miofibroblasty. Oprécz powyzszego dziata-
nia, TGF-B1 moze regulowac aktywnos¢ kinaz z rodziny
MAPK za posrednictwem kinazy biatkowej FAK oraz fosfa-
taz [70]. Tak wiec efektem dziatania TGF-1 oraz CTFG, réw-
nolegtego do wptywu Ang Il, jest nasilenie produkcji kola-
genu oraz zaburzenie dynamiki przemian macierzy
zewngatrzkomoérkowej z nastepczym witdknieniem [71].

Podsumowanie

Zrozumienie mechanizméw przebudowy miesnia serco-
wego w czasie tachyarytmii jest kluczowym elementem dla
poszukiwanh skuteczniejszych metod terapeutycznych. Sto-
sowane dotychczas leki antyarytmiczne wptywajace na me-
chanizmy jonowe nie sg skuteczne u wszystkich chorych,
a dodatkowo ich przyjmowanie niesie ryzyko proarytmii.
Mozliwos¢ modyfikacji gtéwnych mechanizméw biorgcych
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udziat w wytwarzaniu substratu dla podtrzymywania zabu-
rzeh rytmu moze mie¢ podstawowe znaczenie w terapii AF
Obserwacje kliniczne wskazuja, iz powszechnie stosowane
w kardiologii leki, nienalezgce do klasycznych srodkéw an-
tyarytmicznych, moga zapobiegaé arytmiom i utatwia¢ ich
opanowanie. Nalezg do nich przede wszystkim inhibitory
konwertazy angiotensyny oraz antagonisci receptora AT1 [72].
Coraz liczniejsze dane kliniczne przemawiaja za skuteczno-
Scia tych lekdw w zapobieganiu i leczeniu AF [73]. Na przy-
ktad w jednym z ostatnich badan wykazano przewage blo-
kera receptora ATl, walsartanu, nad amlodyping
w zapobieganiu AF u 0s6b z nadcisnieniem tetniczym bez
wczesniejszego wywiadu arytmii [74]. Oprocz lekéw mody-
fikujacych uktad renina-angiotensyna-aldosteron, ktérych
rola w terapii AF wydaje sie juz ustalona, nadzieje zwigzane
z zahamowaniem niekorzystnego remodelingu i poprawa ro-
kowania poktada sie w statynach [75]. Leki te, hamujac izo-
prenylacje biatek, unieczynniaja biatko Racl, w wyniku cze-
go powinny zmniejsza¢ produkcje wolnych rodnikéw
i transkrypcje genéw profibrotycznych. Statyny wykazuja tak-
ze dziatanie przeciwzapalne, co réwniez moze miec znacze-
nie w leczeniu chorych z AF, u ktérych stwierdza sie podwyz-
szone wartosci markerow procesu zapalnego. Nieco mniej
obiecujace sa wyniki badan dotyczace farmakoterapii ukie-
runkowanej na mechanizmy jonowe remodelingu przedsion-
kéw. Chociaz podawanie szeroko stosowanego blokera
kanatu Ca-L, werapamilu, zapobiega remodelingowi elek-
trycznemu przedsionkéw indukowanemu krétkotrwatym epi-
zodem arytmii, nie jest on skuteczny w modyfikacji remode-
lingu i prewencji utrwalenia AF [76]. Nowych danych na temat
zahamowania wptywu wapnia powinny dostarczy¢ badania
skutecznosci blokeréw szybkiego kanatu wapniowego typu T.
Ponadto wykazano korzystny efekt zapobiegania remode-
lingowi komérkowemu w wyniku redukcji aktywnosci kal-
painy | i przywrécenia rbwnowagi pomiedzy fosfatazami a ki-
nazami regulujgcymi czynnos¢ kanatéw jonowych
w doswiadczalnym modelu tachyarytmii [77]. Poszukiwania
nowych lekéw, oparte na dynamicznie poszerzajacej sie wie-
dzy o patomechanizmach tachyarytmii nadkomorowych,
stwarzaja szanse znalezienia skuteczniejszych strategii te-
rapeutycznych i poprawy wynikéw leczenia.
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Nikotynamid i jego metabolit — N-metylonikotynamid
— tylko witamina czy moze nowy lek do walki z chorobami
ukladu krazenia i hemostazy?

Andrzej Mogielnicki, Karol Kramkowski, Wtodzimierz Buczko

Zaktad Farmakodynamiki, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

Streszczenie

Nikotynamid jest substancja znang od bardzo dawna, nalezacg wraz z kwasem nikotynowym do grupy witaminy PR Gtéwnymi
metabolitami nikotynamidu sg N-metylonikotynamid oraz N-tlenek nikotynamidu. W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesieh

na temat roli N-metylonikotynamidu w regulacji funkcji uktadu krazenia i hemostazy. Niniejszy artykut zawiera streszczenie wtasci-
wosci farmakologicznych nikotynamidu oraz jego metabolitu N-metylonikotynamidu, ze szczegblnym uwzglednieniem ich wptywu
na uktad krazenia, srédbtonek naczyniowy i inne elementy hemostazy. Podjeto réwniez trudng prébe okreslenia relacji badan pod-
stawowych prowadzonych z udziatem powyzszych substancji do realnego znaczenia klinicznego tych zwigzkéw oraz ewentualnych
mozliwosci terapeutycznych.

Stowa kluczowe: nikotynamid, N-metylonikotynamid, srédbtonek naczyniowy, zakrzepica

Abstract

Nicotinamide and nicotinic acid are well-known as a vitamin PP N-methylnicotinamide (NMN*) and the nicotinamide-N-oxide
are the two major primary metabolites of nicotinamide. In the last few years it has been growing number of data indicating on NMN+
as a potential regulator of cardiovascular and haemostasis systems. We reviewed here the pharmacological properties of nicotinamide
and its metabolite — NMN*. We especially focused on their influence on cardiovascular system, endothelium and other haemostasis
elements. We have also tried to estimate how the experimental studies with these compounds contribute to their therapeutic potential
and the real use in clinical practice.

Key words: nicotinamide, N-methylnicotinamide, endothelium, thrombosis
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skory (takich jak tradzik) lub w przypadku ogélnego nie-
doboru witaminy PP, ktory objawia sie zaburzeniami skér-
nymi (rumien), pokarmowymi oraz reakcja ze strony odrod-
kowego uktadu nerwowego (OUN). Warto tez wspomniec,
ze w lecznictwie wciaz znajduje sie zwigzek o bardzo zbli-
zonej nazwie — niketamid, o wtasciwosciach analeptycz-
nych. Nie nalezy jednak myli¢ nikotynamidu z niketami-
dem, ktéry ma zupetnie inng budowe chemiczng i dziatanie

Wstep

Nikotynamid jest amidem kwasu nikotynowego, tj.
niacyny. Oba zwigzki s okreslane jako witamina B lub
witamina PP. Nikotynamid jest bezposrednim prekursorem
stuzacym do syntezy NAD+ oraz NADP+, waznych koenzy-
mow reakcji oksydoredukcyjnych. Kwas nikotynowy, aby
spetnic role witaminy w organizmie ludzkim, musi by¢ prze-
ksztatcony w nikotynamid. W niewielkim tylko stopniu mo-

ze powstawac z kwasu nikotynowego i nie wykazano, aby
miat on wtasciwosci farmakologiczne i toksykologiczne
zblizone do kwasu. Nikotynamid, w przeciwienstwie
do kwasu nikotynowego, nie obniza istotnie osoczowego
poziomu cholesterolu oraz triacylogliceroli, nie powoduje
rowniez zaczerwienienia twarzy [1, 2]. Jest obecnie stoso-
wany w niektérych krajach w leczeniu choréb zapalnych

farmakologiczne.

Metabolizm nikotynamidu

Nikotynamid po podaniu zewnetrznym jest metaboli-
zowany kilkoma drogami. Wydaje sie, ze gtéwnym szla-
kiem metabolicznym jest reakcja metylacji, przebiegajaca
przy udziale metylotransferazy, w ktérej z nikotynamidu
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Rycina 1. Metabolizm nikotynamidu u cztowieka

powstaje N-metylonikotynamid (NMN*) (35-45%), a na-
stepnie z NMN* amid kwasu N-metyl-2-pirydyno-5-kar-
boksylowego (2 pyr) oraz N-metyl-4-pirydyno-5-karboksy-
lowego (4 pyr) [3, 4]. Drugim metabolitem nikotynamidu
jest N-tlenek nikotynamidu (Rycina 1.). Jak wynika z da-
nych, w organizmie ludzkim z nikotynamidu nie powstaje
kwas nikotynowy [5].

Wiasciwosci biologiczne i terapeutyczne
nikotynamidu i jego metabolitow

Jeszcze do niedawna sadzono, ze metabolity nikoty-
namidu to nieaktywne zwigzki, ktére nie majg istotnego
znaczenia w fizjologii cztowieka. W ostatnich latach wy-
konano szereg badan, ktérych wyniki przecza wczesniej-
szym zatozeniom. W badaniach in vitro udowodniono, ze
NMN+ ma silne wtasciwosci przeciwzapalne [6] i podob-
nie jak nikotynamid moze by¢ skuteczny w leczeniu tra-
dziku [7]. Ponadto metabolity NMN+ — pyr 2 i pyr 4, mo-
g3 by¢ uwazane za toksyny uremiczne [8, 9], a co ciekawe
—ich obecnos¢ w erytrocytach ludzkich po raz pierwszy
wykryta grupa polskich uczonych pod kierownictwem
prof. Smolefskiego [10].

Najwiecej danych na temat wtasciwosci biologicznych
dotyczy przede wszystkim zwigzku macierzystego — niko-
tynamidu. Badania kliniczne wykazaty, iz nikotynamid po-
dawany doustnie w duzych dawkach, tj. 1,5-3 g dziennie
przez 1-6 miesiecy, dziatat korzystnie w chorobach skéry
o podtozu zapalnym, takich jak tradzik [11], tuszczyca [12]
czy tez wielopostaciowe osutki $wietlne [3], obumieranie
ttuszczowe [13], pemfigoid [14]. Dziatanie tego zwigzku naj-
prawdopodobniej wynika z licznych efektéow komérkowych,
np. hamowania poli(ADP-rybozo)polimerazy-1 (PARP-1) na-
silajacej zalezna od czynnika jadrowego kappa B trans-

Kardiologia Polska 2008; 66: 10 (supl. 3)

krypcje, ktéra odgrywa istotna role w ekspresji wielu za-
palnych cytokin, chemokin, molekut adhezyjnych i innych
mediatoréw [15]. Co ciekawe, w latach 50. i 60. probowa-
no stosowac nikotynamid w megadawkach, jako lek wspo-
magajacy przy leczeniu schizofrenii i innych zaburzerh OUN,
jednak nie potwierdzono istotnych korzysci ptynacych z ta-
kiego leczenia [3]. Najwiecej danych dotyczy préb zasto-
sowania nikotynamidu w leczeniu cukrzycy. Mimo pozy-
tywnych wynikéw uzyskanych w badaniach prowadzonych
na zwierzetach z eksperymentalnie indukowana cukrzyca
[16], w duzym badaniu klinicznym nie potwierdzono opdz-
nienia wystapienia cukrzycy typu 1 po zastosowaniu niko-
tynamidu [2].

Poza wymienionymi powyzej efektami dziatania niko-
tynamidu i jego pochodnych, interesujace wydaja sie ba-
dania wskazujace na ich istotna role w regulacji funkcji
uktadu krazenia. Szczegélnie wazne sg obserwacje doty-
czace korzystnych efektéw pochodnych nikotynamidu
w przebiegu dysfunkcji srédbtonka oraz zakrzepicy naczyn,
ktére leza u podstaw wiekszosci schorzef sercowo-naczy-
niowych.

Rola nikotynamidu oraz jego metabolitu
— NMN* — w regulacji funkcji uktadu
krazenia i hemostazy

Nikotynamid i NMIN+ nie zmieniaja cisnienia tetnicze-
go, czestosci akcji serca czy innych parametréw hemody-
namicznych [17, 18]. Istnieja jednak nieliczne doniesienia
o mozliwym dziataniu naczyniorozszerzajacym nikotyna-
midu [19-20], natomiast nie wykazalismy takiego dziata-
nia w przypadku jego metabolitu — NMN+ — zaréwno
w modelu perfundowanej koriczyny dolnej szczura (Mo-
gielnicki et al. Pharm Rep 2008, w druku), jak i w badaniu
z izolowang tetnicg krezkowg szczura [40]. Wydaje sie wiec,
ze wptyw nikotynamidu i NMN+ na uktad sercowo-naczy-
niowy wynika raczej z dziatania lokalnego, komérkowego,
a nie z efektow hemodynamicznych. Potwierdzaja to réw-
niez nasze ostatnie badania, w ktérych nikotynamid
i NMN+ podane lokalnie srédskérnie spowodowaty wzrost
przepuszczalnosci skérnych naczyn krwionosnych w pro-
mieniu 0,5-1 cm od miejsca podania (Pietrzak et al. Clin
Exp Dermatol 2008, w druku).

Protekcja srédblonkowa

Prawidtowy srodbtonek naczyniowy jest wyznaczni-
kiem stanu uktadu sercowo-naczyniowego, a jego dysfunk-
cja lezy u podstaw takich choréb uktadu krazenia, jak nad-
cisnienie tetnicze, miazdzyca, choroba niedokrwienna serca
czy tez niewydolnos¢ serca [21]. Uposledzenie funkcji $rod-
btonka przejawia sie zmniejszonym uwalnianiem naczynio-
protekcyjnych przekaznikéw, takich jak niezmiernie waz-
ny, powstajacy z L-argininy tlenek azotu (NO) oraz
prostacyklina (PGl,) wytwarzana z kwasu arachidonowego
(AA) przez cyklooksygenazy COX-1 lub COX-2. Z drugiej stro-
ny dochodzi do nadmiernej syntezy i ekspresji takich czyn-
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nikéw, jak destrukcyjny anion ponadtlenkowy (O,), proza-
palne cytokiny (np. IL-6, IL-8), chemokiny (np. MCP-1), cza-
steczki adhezyjne (np. selektyna P, selektyna FE,
ICAM-1, VCAM-1) [21]. Zachwianie rownowagi funkcyjnej
srédbtonka rozpoczyna szereg proceséw patologicznych.
Narastajace zapalenie i zwtéknienie Sciany naczynia pro-
wadzi do tworzenia blaszki miazdzycowej. Dodatkowy
wzrost potencjatu prozakrzepowego srodbtonka doprowa-
dza wspblnie z miazdzyca do zakrzepicy tetniczej, ktéra
jest juz bezposrednia przyczyna zawatu serca lub udaru
mozgu i bardzo czesto przyczyna zgonu. Nie mozna wiec
niedoceniaé znaczenia substancji leczniczych, ktére mo-
dyfikujac funkcje srodbtonka, moga wywierac korzystne
dziatanie terapeutyczne. Widoczne jest to na przyktadzie
inhibitoréw enzymu konwertujacego i statyn, ktérych
punkt uchwytu dziatania stanowi gtéwnie srodbtonek,
a wiadomo, jak wielkie znaczenie majg te leki w terapii
choréb uktadu krazenia [22].

Wydaje sie, ze najlepiej udokumentowane jest dziata-
nie przeciwzapalne nikotynamidu, ktére w istotny sposéb
moze przyczyniac sie do wygaszania zapalenia w Scianie
naczynia w przebiegu miazdzycy. Poza wczesniej wspo-
mnianymi korzystnymi efektami dziatania nikotynamidu
w przebiegu schorzen dermatologicznych o podtozu zapal-
nym, wykazano, ze moze on hamowac transformacje lim-
focytow [23] i aktywnosé makrofagow [24], ekspresje pro-
zapalnych cytokin: interleukin (IL) 1, 6, 8, TNF-a [25], IL-12
[26] oraz molekuty adhezyjnej ICAM-1 [27]. Jego dziatanie
potwierdzono réwniez w badaniach na myszach z induko-
wanym zapaleniem [28]. Nie wiadomo jednak, czy iden-
tyczne efekty nikotynamid wywiera na komorki srodbton-
ka naczyniowego, gdyz wszystkie wymienione wtasciwosci
stwierdzono na innych komérkach. Interesujaca wydaje
sie obserwacja dotyczaca cytoprotekcyjnego dziatania ni-
kotynamidu w stosunku do srédbtonkowych komérek mé-
zgowych naczyn krwionodnych [29], a takze komérek ner-
wowych [30]. Efekt cytoprotekcyjny potwierdzaja rowniez
badania, w ktérych nikotynamid podany szczurom lub my-
szom zmniejszat obszar niedokrwienia po eksperymental-
nie indukowanym udarze mézgowym [31-34]. Pojedyncze
doniesienia sugerujg takze, ze nikotynamid moze by¢
zmiataczem wolnych rodnikdw, z wytgczeniem NO [35],
i dziata¢ antyoksydacyjnie [36], przedtuzajac w ten sposéb
czas zycia NO i nasilajac jego aktywnosé. Z drugiej strony
wykazano, ze nikotynamid hamuje indukowalnga syntaze
NO [24]. Problemem wydaje sie jednak koniecznos¢ poda-
wania nikotynamidu w olbrzymich dawkach (0,5-1 g/kg
masy ciata) oraz brak potwierdzenia dziatania srédbton-
kowego w badaniach klinicznych. Biorgc pod uwage dtu-
goletnig historie badan nad wtasciwosciami nikotynami-
du oraz brak aktywnosci biologicznej matych dawek
w badaniach in vivo lub matych stezeh w badaniach in vi-
tro, trudno uwierzy¢, aby mogt on w przysztosci odegraé
istotna role w leczeniu choréb przebiegajacych z dysfunk-
Cja srodbtonka.

W Swietle powyzszych obserwacji zwrécono uwage
na substancje chemiczne o podobnej budowie, a w zwiaz-
ku z tym wtasciwosciach przeciwzapalnych, cytoprotekcyj-
nych i potencjalnie korzystnym dziataniu srédbtonkowym,
lecz 0 wyzszej aktywnosci biologicznej. W najnowszych
badaniach wykazano, ze r6zne pochodne nikotynamido-
we chronig komérki srédbtonka przed uszkodzeniem indu-
kowanym peroksynitratem, a efekt ten nie zalezy od zaha-
mowania aktywnosci PARP [37]. Juz wczeéniej inne
eksperymenty in vitro wykazaty, ze silne dziatanie
przeciwzapalne wykazuje metabolit nikotynamidu — NMN+
[6]. W bardziej odlegtej historii badan pojawiaty sie dowo-
dy Swiadczace o tym, ze uwazany dotad za nieaktywny
NMN+ moze dziata¢ silniej przeciwcukrzycowo i cytoprotek-
cyjnie niz zwigzek macierzysty [38]. Niedawno zasugerowa-
no nawet, ze to on moze odpowiadac za wiekszos¢ efektow
wywotywanych przez nikotynamid [39]. Badania z ostatnich
lat prowadzone pod kierunkiem prof. Chtopickiego,
prof. Smolenskiego oraz badania naszego zespotu jedno-
znacznie wskazujg, ze NMN* jeszcze silniej niz nikotyna-
mid moze dziata¢ protekcyjnie na srédbtonek naczyniowy.
Przede wszystkim wykazalismy w modelach zwierzecych,
ze NMN+ podobnie, chociaz w mniejszym stopniu, jak le-
ki przeciwptytkowe, antykoagulanty oraz leki o dziataniu
srédbtonkowym, takie jak inhibitory enzymu konwertuja-
cego angiotensyne (ACE-1) czy statyny, ogranicza rozwoj
zakrzepicy tetniczej indukowanej w tetnicy szyjnej wspol-
nej szczura [17] oraz wywotuje trombolize zakrzepu [40].
Stosowane dawki (3—100 mg/kg masy ciata) byty znacznie
nizsze od dawek nikotynamidu uzytych we wczesniej cy-
towanych badaniach i — co ciekawe — nikotynamid poda-
ny w dawce 30 mg/kg masy ciata nie wykazywat dziata-
nia przeciwzakrzepowego [17]. Na istotny udziat srodbtonka
naczyniowego w przeciwzakrzepowym dziataniu NMN+
w powyzszych badaniach wskazywato kilka faktéw. Zaob-
serwowalismy, ze NMN+ dziata rowniez przeciwptytkowo,
ale jedynie w warunkach in vivo, w obecnosci zaréwno pty-
tek krwi, jak i srédbtonka naczyniowego. Ponadto w oso-
czu zwierzat, ktérym podano NMN+, wykazano wzrost
6-keto-PGF,,, stabilnego metabolitu prostacykliny (PGl,)
[17, 40], a efekty NMN+ znosito wczesniejsze podanie za-
réwno nieselektywnie blokujgcej cyklooksygenaze (COX) 1
i 2 indometacyny, jak i selektywnego inhibitora COX-2 — ro-
fekoksybu, natomiast nie L-NAME — inhibitora NOS. Mimo
Ze powyzsze badania zaprezentowaty NMN+* jako nowy po-
tencjalny, wystepujacy endogennie w organizmie, nietok-
syczny induktor szlaku COX-2/PGl,, to nie odpowiedziaty
jednoznacznie na pytanie, czy zrodtem PGl, i jednocze$nie
punktem uchwytu dziatania NMN* jest gtéwnie $rodbto-
nek naczyniowy. Préba odpowiedzi na to pytanie poprzez
zastosowanie modelu eksperymentalnego, mierzacego je-
dynie odpowied? srodbtonka naczyniowego, bez udziatu
elementéw morfotycznych, zakofczyta sie niepomysinie.
Perfuzja izolowanych koficzyn dolnych szczura natlenio-
nym buforem Tyroda z NMN* nie spowodowata nasilone;j
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Rycina 2. Mechanizm dziatania ochronnego niko-
tynamidu i NMN+ na srédbtonek naczyniowy

syntezy PGl, (Mogielnicki et al. Pharm Rep 2008, w dru-
ku). Z drugiej jednak strony badania przeprowadzone
na szczurach z hipertriacyloglicerolemia i cukrzyca dowio-
dty, ze NMN+ zapobiega rozwojowi dysfunkcji srédbtonka
w tych modelach eksperymentalnych [41]. Réwniez w na-
szym pierwszym badaniu NMN+ dziatat skuteczniej
przeciwzakrzepowo u zwierzat z wywotanym eksperymen-
talnie nadcisnieniem naczyniowo-nerkowym i rozwijajaca
sie nastepczo dysfunkcja srodbtonka anizeli u szczuréw
zdrowych [17], co potwierdza istotng role protekcji §rod-
btonkowej w mechanizmach dziatania NMN+ (Rycina 2.).

Potencjal przeciwzakrzepowy

Jak wynika z opisanych powyzej badan, szczegblnie
NMN+, metabolit nikotynamidu, ma potencjat przeciwza-
krzepowy, specyficzny dla zaleznej od ptytek krwi zakrze-
picy tetniczej, natomiast nie zylnej [17, 40]. Wydaje sie, ze
efekt ten zwigzany jest przede wszystkim z nasileniem sréd-
btonkowego szlaku COX-2/PGI2. Nie mozna jednak wyklu-
czy€ innych mechanizméw odpowiedzialnych za dziatanie
przeciwzakrzepowe NMN*. Jak wykazano juz znacznie wcze-
$niej, podwéjna czasteczka nikotynamidu potaczona tan-
cuchem weglowym — 1,2-bis(nikotynamido)propan — zmniej-
szyta Smiertelnos¢ na skutek indukowanej kolagenem lub
kwasem arachidonowym zakrzepicy tetnic mézgowych lub

ptucnych myszy, szczuréw lub krélikéw. Réwnoczesnie, po-
dobnie jak w naszych badaniach, zaobserwowano wzrost
stosunku PGI2/tromboksan A, w osoczu zwierzat [42]. Dzia-
tanie przeciwzakrzepowe NMN* wprost proporcjonalnie ko-
relowato z zahamowaniem agregacji ptytek krwi, ale efekt
przeciwptytkowy obserwowano jedynie w warunkach ex
vivo [17].

Nieliczne dane sugeruja, ze nikotynamid moze mody-
fikowac funkcje uktadu krzepniecia. Wykazano, ze nikoty-
namid hamuje odstanianie btonowych tancuchéw fosfaty-
dyloserynowych, proces, ktoéry prowadzi do utraty przez
Sciane naczynia wtasciwosci antykoagulacyjnych, progre-
sji procesow krzepniecia i agregacji ptytek krwi oraz zapa-
lenia wewnatrzkomérkowego [30]. Nikotynamid moze ha-
mowac inicjacje kaskady krzepniecia osoczowego, poniewaz
zaobserwowano, ze zmniejsza on ekspresje czynnika tkan-
kowego (TF) [43]. Jednakze analiza podstawowych parame-
trow koagulacyjnych, takich jak PT, APTT, poziom fibryno-
genu, przeprowadzona w osoczu szczuréw, ktérym podano
nikotynamid i NMN+, nie wykazata wptywu tych zwigzkéw
na uktad krzepniecia. Interesujaca jest natomiast hipoteza
stabego fibrynolitycznego dziatania nikotynamidu oraz
NMN+, ktére mogtoby sie przyczyni¢ do ich dziatania
przeciwzakrzepowego. Mianowicie, juz prawie 20 lat temu
Gryglewski i wsp. wykazali w badaniach na kotach trom-
bolityczne wtasciwosci nikotynamidu [44]. Wydaje sie, ze
mechanizm tego dziatania jest zwigzany raczej ze zmniej-
szeniem aktywnosci inhibitoréw fibrynolizy anizeli z bez-
posrednim dziataniem litycznym. W naszych badaniach za-
obserwowalismy, ze NMN+ w sposéb wprost proporcjonalny
do podanej dawki dozylnej zmniejszyt osoczowy poziom
i aktywnos¢ inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1
(PAI-1), nie wptywajac na poziom t-PA [17].

Znaczenie kliniczne

Wszystkie dane dotyczace wptywu nikotynamidu oraz
NMN+ na uktad krazenia pochodza z badah podstawowych,
z udziatem zwierzat lub hodowli tkankowych. Wyniki cze-
sci badan klinicznych potwierdzajacych potencjalne dzia-
tanie cytoprotekcyjne i przeciwzapalne nikotynamidu mo-
ga jedynie sugerowac korzystny efekt jego stosowania
w leczeniu dysfunkcji srédbtonka (Tabela I).

Warto takze nadmieni¢, Zze nikotynamid zwieksza prze-
ptyw krwi przez narzady, np. tarczyce, stad préby stoso-
wania nikotynamidu jako wzmocnienia radioterapii [45, 46].

Tabela I. Podsumowanie badan klinicznych dotyczacych nikotynamidu

Lata Wskazanie Liczba badan Liczba chorych Zakres dawek Czas trwania
[g/dobe]
1987-2008 cukrzyca typu 1 12 16-1005 0,2-3 0,5-5 lat
(cytoprotekcja)
1986-1998 schorzenia skorne 4 8-76 1,5-3 0,5-6 miesiecy
(efekt przeciwzapalny)
1952-1970 schizofrenia 3 17-982 1-6 3-36 miesiecy
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Problemem jest jednak koniecznos¢ podawania bardzo du-
zych dawek, a przy tym osigganie watpliwych, mato prze-
konywujacych wynikéw. Ponadto wiekszos¢ danych po-
chodzi z lat 80. i 90. i nie ma duzych badan klinicznych
z randomizacjg, z twardymi punktami kofhcowymi. Wyda-
je sie, ze najlepsze i najnowsze jest badanie ENDIT, obej-
mujace ponad 1000 chorych, z randomizacja, przeprowa-
dzone metoda podwdjnie slepej préby, kontrolowane
placebo, prowadzone w 18 krajach europejskich, Kanadzie
oraz Stanach Zjednoczonych i trwajace 5 lat, ktére zakon-
czyto sie niepowodzeniem, zamykajac ostatecznie mozli-
wos¢ wykorzystania nikotynamidu w leczeniu cukrzycy
[47]. Wszystkie te fakty wskazujg na niskg aktywnos¢ bio-
logiczng samego nikotynamidu, a co za tym idzie — niska
skutecznos¢ terapeutyczna.

Coraz wiecej obiecujacych wynikéw dostarczaja bada-
nia podstawowe prowadzone z udziatem jednego z meta-
bolitéw nikotynamidu — NMN+*. Co wazne, w badaniach,
w ktérych poréwnywano dziatanie nikotynamidu i NMN+,
metabolit wykazywat podobne, a czesto nawet silniejsze
dziatanie przeciwzapalne, cytoprotekcyjne oraz przeciwza-
krzepowe [6, 17, 38]. Szereg badan dotyczyto wptywu NMN+
na uktad krazenia i potwierdzito, ze moze on by¢ lekiem
stosowanym w terapii zaburzen sercowo-naczyniowych
przebiegajacych z dysfunkcja srédbtonka i zaburzeniami
zakrzepowo-zatorowymi. Brak badan przeprowadzonych
przez wiekszg liczbe niezaleznych osrodkéw naukowych
oraz brak badanh publikowanych w renomowanych czaso-
pismach z wysokim Impact Factor utrudnia jednak wejscie
NMN+ w faze badan klinicznych, dlatego nie wiadomo, czy
wyniki eksperymentéw prowadzonych na zwierzetach mo-
ga przetozyc sie na efekt terapeutyczny u ludzi.

Podsumowanie

Dane epidemiologiczne dotyczace zgondéw z powodu
choréb sercowo-naczyniowych w Polsce i w Europie nie
pozostawiaja ztudzen. Wciaz nie jesteSmy w stanie zapo-
biegaé i skutecznie leczy¢ podstawowych schorzen ukta-
du krazenia, a szczegblnie tych, w ktérych uposledzona
jest funkcja srodbtonka naczyniowego. Jak wazne s3 leki
mogace dziata¢ protekcyjnie na srédbtonek naczyniowy,
Swiadczy duza skutecznosé, szeroki zakres wskazan i po-
wszechnos¢ stosowania ACE-| oraz statyn, ktérych punkt
uchwytu dziatania w znacznej mierze stanowi wtasnie
Srédbtonek naczyniowy. Wydaje sie, ze odkrycie nowych,
bezpiecznych substancji o dziataniu srédbtonkowym jest
wyzwaniem i moze znacznie poprawié¢ skutecznos¢ lecze-
nia schorzen sercowo-naczyniowych. Takim zwigzkiem
mogtby byé NMN+, co zostato pokazane na Rycinie 3.,
przedstawiajacej dziatanie nikotynamidu i/lub NMN+ oraz
wptyw na uktad sercowo-naczyniowy.

Na podstawie analizy efektow wywotywanych przez
oba zwiazki mozna wskazaé hipotetyczne schorzenia ser-
cowo-naczyniowe, w ktérych korzystne bytoby zastosowa-
nie nikotynamidu i/lub NMN+. S3 to:

cytoprotekcyjne
Dziatanie
antyoksydacyjne < nikotynamidu > przeciwptytkowe
: i/lub NMN*
przeciw- ;; ! .
. fibrynolityczne
naczynio-
HAMOWANIE ROZWOJU

niewydolnosci
srédbtonka

miazdzycy zakrzepicy

Rycina 3. Wptyw nikotynamidu i/lub NMN+* na
uktad krazenia i hemostazy

« choroba niedokrwienna serca,

» zawat miesnia sercowego/udar mozgu,
* przewlekta niewydolnos¢ serca,

* angiopatie cukrzycowe.

Podsumowujac powyzszy przeglad pismiennictwa, moz-
na stwierdzi¢, iz wciaz za mato jest badan nie tylko podsta-
wowych, ale przede wszystkim klinicznych, pozwalajacych
jednoznacznie ocenic role nikotynamidu oraz jego metabo-
litu = NMN+* —w leczeniu chordb uktadu krazenia. Wydaje
sie, ze raczej trzeba szukaé pochodnych nikotynamidu
o wyzszej aktywnosci biologicznej niz sam zwigzek macie-
rzysty, jak na przyktad jego metabolit — NMN+. Dopiero te
zwiazki nalezy oceni¢ w badaniach in vitro oraz na mode-
lach zwierzecych, a by¢ moze w przysztosci zastosowaé
rowniez u ludzi. Warto przy tym zwréci¢ uwage na inter-
pretacje wynikéw badan prowadzonych na zwierzetach oraz
przektadanie ich na ludzi, gdyz jak wykazuja wyniki badan
farmakokinetycznych, metabolizm nikotynamidu rézni sie
jakosciowo oraz ilosciowo w zaleznosci od gatunku.
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Znaczenie apoptozy w patogenezie miazdzycy

Role of apoptosis in the pathogenesis of atherosclerosis
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Streszczenie

Apoptoza jest forma genetycznie zaprogramowanej Smierci, ktéra odgrywa gtéwna role w regulacji ilosci komérek w wielu
tkankach, wtaczajac w to tkanke naczyniowo-sercowa. Badania ostatnich lat wskazuja na znaczenie zaprogramowanej Smierci
komérek w miazdzycy. Wykryto wiele regulatoréw, ktére przyczyniaja sie do apoptozy komérek obecnych w ptytce miazdzycowej
i wyjasniono mechanizmy ich dziatania. Wydaje sie, Ze rola apoptozy w powstawaniu miazdzycy jest dwojaka i zalezy od etapu zmiany
miazdzycowej. We wczesnych etapach smieré apoptotyczna komérek miesni gtadkich i komérek zapalnych moze ostabiaé proces
apoptozy. Kiedy natomiast zmiana jest uformowana, apoptoza komérek srédbtonka i miesni gtadkich oraz makrofagéw moze
promowac wzrost ptytki miazdzycowej i stan nadkrzepliwosci oraz indukowac jej pekanie. Wyjasnienie molekularnych mechanizméw,
ktore reguluja apoptoze, moze pomdéc w opracowaniu nowych strategii leczenia miazdzycy i jej gtéwnych komplikacji, ostrych epizodéw
naczyniowych. W pracy szczegétowo oméwiono molekularne mechanizmy prowadzace do indukcji apoptozy. Na podstawie badan
eksperymentalnych opisano warunki i réznego rodzaju czynniki biofizjologiczne i biochemiczne, ktére moga wptywaé na apoptoze
komérek obecnych w ptytce miazdzycowe]. Ponadto przedyskutowano znaczenie apoptozy dla progresji miazdzycy i wystapienia jej
klinicznych powiktan.

Stowa kluczowe: apoptoza, miazdzyca, szlaki sygnalizacyjne, komérki srédbtonka, komérki miedni gtadkich, makrofagi

Abstract

Apoptosis is a form of genetically programmed cell death, which play a key role in regulation of cellularity in a variety tissues,
including the cardiovascular tissue. Studies over the past year have demonstrated the significance of programmed cell death in
atherosclerosis. Some of the key regulators that contribute to the apoptosis of cells within the atherosclerosis lesion have been
identified and their mechanism of action elucidated. It seems that the role of apoptosis in atherogenesis is dual, depending on the
stage of the plaque. In early stages apoptotic death of smooth muscle cells and inflammatory cells may delay atherosclerotic process.
However, once the plaque is formed, apoptosis of smooth muscle cells, endothelial cells and macrophages may promote plaque
growth and pro-coagulation and may induce rupture. Clarification of the molecular mechanisms that regulates apoptosis may help
design a new strategy for treatment of atherosclerosis and its major complication, the acute vascular syndromes. The article discusses
in detail mechanisms leading to induction of apoptosis. On the basis of the results of experimental studies, the condition and various
biophysiological and biochemical factors, which may influence apoptosis of vascular cells have been described. Morever, the article
discusses the relevance of apoptosis to plaque progression and clinical consequence of vascular cell apoptosis.

Key words: apoptosis, atherosclerosis, signaling pathway, endothelial cells, smooth muscle cells, macrophages
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Apoptoza jest drugim obok nekrozy sposobem elimina-
cji komorek z organizmu, ktéry zapewnia utrzymanie home-
ostazy dzieki zachowaniu rownowagi miedzy proliferacja
a eliminacja niepotrzebnych czy nieprawidtowych komorek.
Stowo ,,apoptoza” pochodzi z jezyka greckiego i oznacza opa-
danie ptatkéw kwiatowych lub lisci, co odnosi sie do konca

wegetacji roslin. Zostato zaproponowane przez Kerrego i wsp.
[1], ktorzy w ten sposob okreslili zaprogramowany zesp6t
zmian biochemicznych i morfologicznych charakteryzujacy
inny od nekrozy proces obumierania komaérek.

Apoptoza inicjowana jest gtéwnie przez czynniki we-
wnetrzne i dotyczy zazwyczaj pojedynczych komarek [2]. Jest
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procesem skoordynowanym, genetycznie kontrolowanym
i czynnym energetycznie. Najpierw nastepuje obkurczanie
i zmniejszenie objetosci komérki wskutek utraty wody i elek-
trolitow. Jednoczesnie dochodzi do zageszczania i margina-
lizacji chromatyny oraz degradacji jadrowego DNA. Nastep-
nie btona komoérkowa fatduje (ang. blebbing). Na jej
powierzchni pojawiaja sie tzw. ciatka apoptotyczne, zawie-
rajace fragmenty cytoplazmy, organella komérkowe oraz frag-
menty chromatyny. Ciatka te sg szybko fagocytowane przez
makrofagi i sasiadujace komorki, dzieki czemu nie dochodzi
do uruchomienia mechanizméw odpowiedzi zapalne;.

W przeciwienstwie do apoptozy, nekroza jest bardziej
chaotycznym modelem $mierci [2]. Powodowana jest gtow-
nie przez czynniki zewnetrzne, takie jak: ciSnienie osmo-
tyczne, temperatura, zwiazki toksyczne, stres hipo-
ksyjny czy uszkodzenia mechaniczne. Zazwyczaj dotyczy
zespotu komérek i nie wymaga naktadu energii. W nekro-
zie dochodzi do postepujacej utraty integralnosci btony cy-
toplazmatycznej, naptywu jonéw sodu i wapnia oraz wo-
dy, co powoduje pecznienie komérki. Kolejne stadium to
obrzek mitochondriéw, fragmentacja btony cytoplazma-
tycznej i uwolnienie zawartosci komérki do otaczajacego
Srodowiska, co powoduje reakcje obronng organizmu z wy-
zwoleniem odpowiedzi zapalnej. Réznice miedzy apopto-
z3 a nekroza przedstawia Tabela I.

Molekularne mechanizmy apoptozy

Wiele czynnikéw wptywa na proces apoptozy i jego re-
gulacje. Sygnatem do rozpoczecia tego procesu moze by¢
niedobor lub brak czynnikéw wzrostowych, hormonéw czy
substancji odzywczych [3]. Moga tez to by¢ uszkodzenia
DNA, aktywacja onkogendw, stymulacja specyficznych re-
ceptoréw btonowych i wewnatrzkomérkowych, obecnosé
reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu lub promieniowanie
jonizujace. Zaprogramowana smieré komorki przebiega
w trzech etapach [4, 5]. W pierwszym, zwanym fazg induk-

Tabela I. R6znice miedzy apoptoza a nekroza

Apoptoza

cji lub inicjacji oraz przekazywania sygnatu, podejmowana
jest decyzja o Smierci komorki pod wptywem wymienionych
czynnikbw wewnatrz- i zewnatrzpochodnych. Sygnat smier-
ci jest odczytywany i przekazywany wzdtuz okreslonych Scie-
zek, zaleznych od sygnatu i rodzaju komorki. Najlepiej po-
znanymi Sciezkami sa: wigzanie receptor-ligand — tzw. szlak
zewnatrzpochodny, ktéry w efekcie koAcowym prowadzi
do aktywacji jednej z kaspaz efektorowych — kaspazy 8, oraz
szlak mitochondrialny — wewnatrzpochodny, podczas kt6-
rego dochodzi do aktywacji innej kaspazy inicjujacej — ka-
spazy 9. W kolejnym etapie, zwanym fazg wykonawczg, kt6-
ry jest wspélny dla réznych drég sygnatowych inicjujacych
apoptoze, dochodzi do aktywacji kaspaz efektorowych przez
powstate w fazie pierwszej kaspazy inicjujace. Pod wpty-
wem kaspaz efektorowych (gtéwnie kaspazy 3) dochodzi
do proteolizy wielu biatek istotnych dla zycia komérki i osta-
tecznie do jej Smierci. W ostatnim etapie, czyli fazie degra-
dacji, nastepuje fagocytoza powstajacych ciatek apoptotycz-
nych przez makrofagi i otaczajace komérki.

Faza inicjacji i przekazywania sygnatu droga
zewnatrzpochodng (receptorowa)

Transmisja sygnatu smierci poprzez Sciezke zewnatrz-
pochodnga rozpoczyna sie zwigzaniem ligandu ze specyficz-
nym receptorem btonowym, zwanym receptorem $mierci
[5]. Receptory te nalezg do nadrodziny czynnika martwicy
guza (ang. tumor necrosis factor, TNF) i sg transbtonowy-
mi czasteczkami, ktérych domeny zewnatrzkomoérkowe od-
powiadaja za wigzanie z ligandem, zas fragment cytopla-
zmatyczny, zawierajacy domene Smierci (ang. death
domain, DD) odpowiada za przekazywanie sygnatu do wne-
trza komérki. Dotychczas najlepiej poznane sa mechani-
zmy zalezne od receptora Fas (CD95, Apol), dla ktérego li-
gandem jest rozpuszczalna forma Fas-L i receptora TNF-R1,
dla ktérego ligandem jest TNF-a.. Interakcje Fas/Fas-L po-
woduja zmiany konformacyjne domeny DD. Dzieki temu re-

Nekroza

Sposéb eliminacji

programowana, genetycznie kontrolowana

chaotyczny model smierci komorki

komérek Smier¢ komorki

Czas Smierc komorki jest procesem wieloetapowym, Smier¢ komarki w bardzo krotkim czasie (kilka minut)
ale szybko zachodzacym

Naktady energii proces czynny, endoenergetyczny nie wymaga naktadu energii

Przebieg procesu

obkurczanie jadra i catej komorki, zaggszczanie

i fragmentacja DNA; zmniejszenie objetosci
cytoplazmy i kondensacja materiatu genetycznego;
degradacja DNA i pofatdowanie btony komérkowej;
powstanie i uwolnienie ciatek apoptotycznych
(zachowanie ciaggtosci btony komérkowej)

utrata integralnosci btony cytoplazmatycznej;
pecznienie komorki i powstanie jgdra pyknotycznego;
dezintegracja btony komarkowej; obrzek mitochondriéw,
fragmentacja btony cytoplazmatycznej, uwolnienie
zawartosci komérek do otaczajacego srodowiska
pozakomarkowego

Wptyw na

otaczajace komaorki przez makrofagi i sasiadujace komorki

ciatka apoptotyczne sg szybko fagocytowane

obecnos¢ produktow rozpadu komoérki moze uszkadzac
sasiadujgce komorki

Odpowiedz

organizmu odpowiedzi zapalnej
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ceptor Fas taczy sie z biatkiem adaptorowym (ang. fas-
-associated protein with death domain, FADD) zawierajg-
cym réwniez sekwencje DD, za pomoca ktorej wigze sie
z receptorem Fas. Biatko FADD zawiera domene DED
(ang. death effector domain), do ktérej przytacza sie za po-
moca swojej domeny Smierci prokaspaza 8. Powstaje kom-
pleks sygnalizujacy apoptoze — DISC (ang. death inducing
signalling complex), w obrebie ktérego dochodzi do prze-
ksztatcenia prokaspazy 8 w aktywny enzym. TNF-R1 po po-
taczeniu z TNF-a. taczy sie z TRADD (ang. TNF-R1 associa-
ted death domain). TRADD przekazuje sygnat do apoptozy
posrednio, przez wigzanie FADD, do ktérego, podobnie jak
poprzednio, przytacza sie prokaspaza 8. Tworzy sie DISC,
w obrebie ktérego powstaje aktywna kaspaza 8, aktywu-
jaca nastepnie kaspazy efektorowe. Przebieg inicjacji apop-
tozy droga zewnatrzpochodna przedstawia Rycina 1.

Faza inicjacji i przekazywania sygnalu droga

wewnatrzpochodng (mitochondrialna)

Na szlaku wewnatrzpochodnym apoptozy za decyzje
o $mierci komoérki odpowiedzialne s3 mitochondria [5]. Wéréd
czynnikdw indukujacych mitochondrialny szlak apoptozy wy-

.

mienia sie: wzrost reaktywnych form tlenu (RFT), wzrost ste-
Zenia jonéw wapnia, czynniki zaburzajace transport elektro-
néw, uszkodzenia DNA, szok termiczny czy brak czynnikéw
wzrostu. Powyzsze czynniki indukuja szereg zmian, wsréd
ktoérych za wczesne uznaje sie otwieranie poréw mitochon-
drialnych, tzw. megakanatéw. Sa to lezgce w miejscach sty-
ku zewnetrznej i wewnetrznej btony mitochondrialnej kom-
pleksy biatkowe sktadajace sie z translokatora nukleotydu
adeninowego (ANT), napieciozaleznego kanatu anionowego
(VDAQ) i cyklofiliny D [6]. Otwarcie megakanatow prowadzi
do obnizenia potencjatu transbtonowego, co jest pierwszym
sygnatem inicjacji apoptozy droga wewnatrzpochodna [5].
Konsekwencja jest pecznienie mitochondrium i pekanie bto-
ny zewnetrznej. Z przestrzeni miedzybtonowej do cytozolu
uwalniane sg biatka promujace $mier¢ komarki, m.in. cyto-
chrom ¢, AIF (ang. apoptosis inducing factor) czy prokaspa-
zy 2, 3, 9. Uwolniony do cytoplazmy cytochrom c jest gtow-
nym czynnikiem promujacym mitochondrialng kaskade
aktywacji. W obecnosci dATP taczy sie z obecnym w cytopla-
zmie czynnikiem Apaf-1, co prowadzi do zmiany jego kon-
formacji i w efekcie odstoniecia domeny werbunku kaspaz
(ang. caspase and RIP adapter with death domain, CARD).

DISC

NS

prokaspaza 8

kaspaza 8

(kaspaza inicjujaca)

fas TNF-RL
CD95 -R
I/ btona komdérkowa
|
DD | DD

N

prokaspaza 8

kaspazy efektorowe

APOPTOZA

Rycina 1. Faza inicjacji i przekazywania sygnatu droga zewnatrzpochodna

DD — domena $mierci (ang. death domain), DED — ang. death effector domain, DISC — kompleks sygnalizujacy apoptoze (ang. death inducing signaling
complex), FADD - ang. fas associated protein with death domain (biatko adaptorowe), TRADD — TNF-R1 associated death domain (biatko adaptorowe)
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Z domeng CARD taczy sie prokaspaza 9, w wyniku czego po-
wstaje kompleks zwany apoptosomem. W obrebie apopto-
somu dochodzi do aktywacji prokaspazy 9, ktéra z kolei
na drodze proteolizy uaktywnia prokaspazy efektorowe. Prze-
bieg inicjacji apoptozy droga wewnatrzpochodna przedsta-
wia Rycina 2.

W regulacji mitochondrialnej drogi aktywacji apoptozy
biora udziat biatka btonowe nalezace do rodziny Bcl-2, kté-
re znajduja sie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Czton-
kowie tej rodziny moga zaréwno indukowac (Bax, Bak, Bid,
Bad, Bagiin.), jak i hamowac (Bcl-2, Bcl-xL, Bod, Bim) apop-
toze poprzez regulacje przepuszczalnosci btony mitochon-
drialnej [7]. Biatka antyapoptotyczne sa zdolne tworzy¢, na-
tomiast biatka proapoptotyczne uniemozliwiajg tworzenie
kanatéw jonowych, zapewniajacych utrzymanie elektroche-
micznej homeostazy [8]. Moga stabilizowac zewnetrzng bto-
ne mitochondrialng poprzez modulacje przeptywu jonéw
przez kanaty jonowe, a tym samym hamowac tworzenie me-
gakanatow i uwalnianie cytochromu c. Natomiast biatka pro-
apoptotyczne ulegaja translokacji do wewnetrznej warstwy
btony mitochondrialnej, gdzie w potaczeniu z VDAC tworza
megakanaty, przez ktére dochodzi do ucieczki cytochromu c.

Jak wspomniano wczesniej, zmiany w przepuszczalno-
ci btony mitochondrialnej sg zwigzane réwniez z uwal-
nianiem czynnika AIF. Jest to flawoproteina o wtasciwo-

mitochondrium

kondensacja
i fragmentacja DNA

jadro
komorkowe

cytochrom ¢

Sciach oksydoreduktazy, ktéra w zdrowych komérkach jest
zlokalizowana w przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw. Uwolniony z mitochondriéw AIF wedruje do jadra,
gdzie wigzac sie z DNA, wywotuje niezalezng od kaspaz
kondensacje i fragmentacje DNA [9].

Ostatnie badania sugeruja, ze szlaki zewnatrz- i we-
wnatrzpochodny nie sa catkowicie niezalezne od siebie [5].
Powstajaca w szlaku zewnatrzpochodnym kaspaza 8 mo-
ze aktywowac zlokalizowane w btonie zewnetrznej mito-
chondriéw biatko Bid. Bid ulega proteolizie pod wptywem
kaspazy 8, co prowadzi do jego aktywacji. Aktywne biat-
ko Bid dziata hamujaco na Bcl-2, przez co promuje uwal-
nianie cytochromu c i uruchomienie szlaku wewnatrzpo-
chodnego.

Faza wykonawcza

Drugim etapem zaprogramowanej $mierci komérki jest
faza wykonawcza. Podczas jej przebiegu zostaje nieodwra-
calnie i ostatecznie uruchomiony program smierci komér-
ki. Biatkami fazy wykonawczej sg proteazy serynowe zwa-
ne kaspazami. Sg syntetyzowane jako nieaktywne proteazy
i aktywowane na drodze proteolitycznej poprzez odciecie
od zymogenu takiego fragmentu, ktory blokuje aktywnos¢
enzymu [5, 10]. Jako aktywne enzymy maja zdolnos¢
do rozrywania wiagzania peptydowego lezacego bezposred-

Proapoptotyczne biatka
rodziny Bcl-2:
Bid, Bax Bak Bad, Bag i inne

apoptosom
Antyaoptotyczne biatka
rodziny Bcl-2:
Bcl-2, Bcl-xL, Bod, Bim

ATP
Apaf-1
CARD

prokaspaza 9

kaspaza 9

!

\ aktywne kaspazy efektorowe: 3, 6, 7
(proteoliza i aktywacja wielu biatek

komarkowych, w tym endonukleaz)

APOPTOZA

Rycina 2. Faza inicjacji i przekazywania sygnatu droga wewnatrzpochodna
AIF — ang. apoptosis inducing factor, CARD — domena werbunku kaspaz (ang. caspase and RIP adapter with death domain)
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nio za kwasem asparaginowym. Sa uwazane za gtéwne
enzymy ,,maszynerii proteolitycznej” apoptozy. Powstate
w pierwszym etapie kaspazy inicjujace aktywuja kaspazy
efektorowe (kaspazy: 3, 6 i 7). Wydaje sie, ze gtowna ka-
spaza efektorowa jest kaspaza 3.

Aktywacja kaspaz efektorowych prowadzi do selektyw-
nej i uporzadkowanej degradacji biatek strukturalnych i en-
zymatycznych, dajac w kohcowym efekcie inaktywacje bia-
tek, ktore sg istotne dla zyciowych funkcji komérek [10, 11].
Enzymy te rozrywaja potaczenia miedzy komérkami, dez-
organizujac caty cytoszkielet poprzez zniszczenie aktyny
oraz filamentéw posrednich, co jest powodem charakte-
rystycznych zmian morfologii komérek apoptotycznych.
Natomiast zniszczenie lamininy uszkadza btone jadrowa.
Degradacja biatkowej kinazy DNA (uczestniczy w wykry-
waniu uszkodzen jadrowego DNA) i polimerazy (poli ADP)
rybozy — PARP (bierze udziat w rozpoznawaniu i naprawie
uszkodzen DNA) uniemozliwia proces naprawy uszkodzo-
nego DNA. Swoistym substratem dla kaspaz jest czynnik
fragmentacji DNA — DFF (ang. DNA fragmentation frag-
ment), ktory aktywuje endonukleazy, enzymy degraduja-
ce DNA na fragmenty polinukleosomalne, a dalej na mate
fragmenty oligonukleosomalne [11]. Gtéwng endonukleaza
jest CAD (ang. caspase-activated DNAase). Wystepuje ona
w postaci nieaktywnej, zwigzanej z podjednostka inhibi-
torowa. Swa nukleolityczng aktywnosé ujawnia dopiero
po zadziataniu kaspazy 3 lub 7, ktére usuwaja sekwencje
inhibitorowa. Dzieki dziataniu endonukleaz obserwujemy
jedna z najbardziej znanych i charakterystycznych cech
komorek apoptotycznych, ktéra jest obecnosé w nich po-
fragmentowanego na odcinki DNA, wykrywanego podczas
elektroforezy na zelu jako ,,drabinki”.

Inna znana cecha charakterystyczng apoptozy jest utra-
ta asymetrii btony komérkowej w wyniku przemieszcze-
nia sie jednego z fosfolipidow — fosfatydyloseryny — z war-
stwy wewnetrznej na powierzchnie btony plazmatycznej,
co mozna oceni¢ za pomoca barwienia aneksyna V [12].
Dzieje sie tak dlatego, ze juz we wczesnych etapach fazy
efektorowej dochodzi do hamowania enzymu utrzymuja-
cego asymetrie btony komérkowe;.

Faza degradacji i usuwania ciatek apoptotycznych

Ostatnia faza w kaskadzie reakcji procesu apoptozy
jest faza degradacji. W jej wyniku fragmenty materiatu ja-
drowego, cytoplazmy i zachowanych organelii s3 upako-
wywane i otaczane fragmentami btony komérkowej — po-
wstaja ciatka apoptotyczne [13]. Aktywnos¢ tkankowe;j
transglutaminazy zapewnia stabilizacje btony umierajacej
komorki i ciatek apoptotycznych. Powstajace ciatka apop-
totyczne usuwane sg poprzez ich specyficzne rozpozna-
wanie i fagocytoze przez makrofagi lub inne otaczajace je
komorki. Ligandem dla swoistego rozpoznawania ciatek
apoptotycznych moze by¢ fosfatydyloseryna, znajdujaca
sie na ich powierzchni w wyniku utraty asymetrii btony ko-
morkowej [14]. Chroni to organizm przed uruchomieniem

mechanizméw odpowiedzi zapalnej. Dodatkowo, komor-
ki w trakcie apoptozy uwalniaja reaktywne formy tlenu,
ktére moga indukowaé peroksydacje fosfolipidéw btony
komorkowej. Wykazano, ze komérki podlegajace apopto-
zie zawieraja w swojej btonie komérkowej epitopy, podob-
ne do zmodyfikowanych oksydacyjnie LDL [13]. Te epitopy
staja sie ligandami do ich rozpoznawania i fagocytozy
przez makrofagi za pomocg receptoréw wymiatajgcych
(ang. scavenger receptors).

Rola biatka p53 w regulacji apoptozy

Nadrzedna role w regulacji procesu apoptozy odgrywa
gen p53. Jest to gen supresorowy, ktéry kontroluje normal-
ny wzrost i stabilnoé¢ genomu [15, 16]. Swiadczy o tym fakt,
ze mutacje tego genu sg zwigzane z wiekszoscig choréb
nowotworowych. Produktem genu p53 jest biatko p53, kté-
re jest gtdwnym regulatorem cyklu komérkowego. W pra-
widtowej komérce poziom p53 jest niski, a jego dramatycz-
ny wzrost obserwuje sie po uszkodzeniu DNA czy tez
wywotaniu innych form stresu. W sytuacji uszkodzenia DNA
indukcji genu p53 towarzyszy zwiekszona synteza i fosfo-
rylacja biatka p53. Biatko to decyduje o losie komorki; ma
zdolnos¢ zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G1 lub
skierowania go na droge apoptozy, zaleznie od stopnia
uszkodzenia materiatu genetycznego. Biatko p53 wigze sie
bezposrednio z uszkodzonym DNA i dziata jako czynnik
transkrypcyjny, indukujacy transkrypcje wielu genéw. Ich
produkty hamuja podziaty komérkowe, uczestnicza w na-
prawie DNA lub stymuluja produkcje biatek niezbednych
w apoptozie. W razie uszkodzenia DNA biatko p53 zatrzy-
muje komérke w fazie G1 poprzez wptyw na gen p21 i po-
zwala na naprawe uszkodzen DNA. Jezeli naprawa uszko-
dzonego DNA jest niemozliwa, to biatko p53 indukuje
proces apoptozy, dzieki ktéremu komérka umiera i nie po-
petnia btedéw. Biatko p53 aktywuje proces apoptozy po-
przez nasilenie ekspresji proapoptotycznego biatka Bax.
Jednoczesnie blokuje gen Bcl-2, a tym samym zmniejsza
ekspresje antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Ponadto, sty-
muluje ekspresje receptora Fas na btonie komérkowe;j.

Rola genu p53 jest dobrze poznana w aspekcie wielu
choréb nowotworowych. Ostatnie badania wskazuja
na udziat p53 w regulacji komérek obecnych w zaawanso-
wanej zmianie miazdzycowej [17]. Zwiekszong ekspresje
i fosforylacje tego biatka w potaczeniu z oksydacyjnym
uszkodzeniem DNA i jednoczesna aktywacja drég napra-
wy tych uszkodzeh stwierdzono w zaawansowanej zmia-
nie miazdzycowej [18]. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze
to uszkodzenia DNA s3 odpowiedzialne za zwiekszenie
ekspresji p53. Rzeczywiscie markery uszkodzenia DNA
obecne s3 zaréwno w komérkach krazacych we krwi oséb
z miazdzyca, jak i komérkach obecnych w zmianie miaz-
dzycowej [19]. Ponadto stopien uszkodzenia DNA korelu-
je z nasileniem miazdzycy u zwierzat doswiadczalnych.
Z wielu badan cytowanych w pracy wynika, ze stwierdza-
ne w ptytce miazdzycowej p53 hamuje proliferacje komé-
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rek miesni gtadkich i jednoczesnie promuje ich apoptoze.
Niemniej wyniki pochodzace z badan przeprowadzonych
na zwierzecym modelu doswiadczalnym miazdzycy u my-
szy pozbawionych jednoczesnie genu p53 s3 niejedno-
znaczne i kontrowersyjne. Sytuacja zostata czesciowo wy-
jasniona dzieki opublikowanym ostatnio wynikom badan
[18], z ktorych wynika, ze u myszy p53+/-/ApoE-/-w poréw-
naniu z myszami ApoE-~- zwierajacycmi gen p53 zmiany
miazdzycowe powstawaty szybciej. Stwierdzono jednocze-
$nie nasilenie szybkosci proliferacji i zmniejszenie tempa
apoptozy. Gtéwnymi komaérkami proliferujacymi byty mo-
nocyty/makrofagi, natomiast apoptoza dotyczyta w réw-
nym stopniu komérek mieéni gtadkich i makrofagéw. Prze-
szczep komorek szpiku zawierajacych p53 prowadzit
do ostabienia formowania zmiany miazdzycowej, ale tak-
ze znacznej redukcji apoptozy. Na podstawie tych wyni-
kéw i analizy danych z literatury autorzy sformutowali na-
stepujace wnioski dotyczace roli p53 w patogenezie
miazdzycy: endogenny p53 chroni komérki miesni gtad-
kich przed apoptozg, po czesci poprzez promowanie na-
prawy DNA, natomiast wzrost ekspresji p53 powyzej po-
zioméw podstawowych indukuje ich apoptoze. Wptyw
na makrofagi jest nieco inny. Zaréwno endogenne, jak
i podwyzszone poziomy p53 promuja apoptoze makrofa-
gbw, natomiast brak p53 moze prowadzi¢ do ich nekrozy.

Apoptoza komorek srodbtonka

Srodbtonek pokrywajacy naczynia w miejscach predys-
ponowanych do rozwoju miazdzycy charakteryzuje sie
zwiekszonym turnover, co sugeruje istnienie bezposred-
niej zaleznosci pomiedzy zwiekszong umieralnoscia i po-
wstawaniem nowych komérek a podatnoscig na rozwdj
zmiany miazdzycowej. Uwaza sie, ze zwiekszony turnover
komorek srodbtonka jest wynikiem nasilenia procesu apop-
tozy [20]. Zmiany miazdzycowe zlokalizowane s najcze-
Sciej w miejscach rozgatezien i rozwidlen naczyn, czyli
w miejscach z turbulentnym lub zwolnionym przeptywem
krwi. Obserwuje sie tam ostabienie lub brak sit hemody-
namicznych, takich jak: sity rozciggania (ang. strech stress)
i sity Scinania (ang. shear stress). W wielu badaniach wy-
kazano, ze takie warunki stymuluja apoptoze komérek
Srodbtonka [21]. Natomiast szybki laminarny przeptyw krwi
hamuje apoptoze stymulowang innymi czynnikami pro-
aterogennymi. Sity scinania, podobnie jak przeptyw lami-
narny, moga wywiera¢ swoje dziatanie antyapoptotyczne
poprzez stymulacje uwalniania NO, zwiekszenie potencja-
tu antyoksydacyjnego oraz wptyw na transkrypcje i eks-
presje gendéw czynnikéw wzrostowych [22]. Wptyw NO
na apoptoze srodbtonka zalezy od jego stezenia w komor-
ce [22, 23]. W stezeniach fizjologicznych tlenek azotu za-
pobiega apoptozie. W zdrowych naczyniach fizjologiczne
stezenia pojawiaja sie w wyniku dziatania endotelialnej
syntazy NO (eNOS), ktérej gtownym aktywatorem sg sity
Scinania. Antyapoptotyczne dziatanie NO moze sie odby-
wac poprzez aktywacje kinaz zaleznych od cGMP, co pro-
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wadzi do zahamowania apoptozy. Ponadto, tlenek azotu
powoduje nitrozylacje kaspaz, co prowadzi do ich inakty-
wacji. W miazdzycy obserwujemy inna sytuacje. Dochodzi
woéweczas do zwiekszonej produkcji NO poprzez induko-
walng syntaze NO (iNOS), znajdujaca sie w makrofagach
fagocytujacych zmodyfikowane formy LDL. Produkowane
przez makrofagi wolne rodniki tlenowe tworzg z NO nad-
tlenoazotyn, ktéry jest zrédtem rodnikéw hydroksylowych.
Zaréwno NO, jak i rodniki hydroksylowe niszczg struktu-
re DNA i prowadza do modyfikacji wielu biatek, w tym en-
zymow tancucha oddechowego. Moze to by¢ przyczyna in-
dukcji apoptozy w tych komérkach.

Pierwsze doniesienia o mozliwosci indukcji apoptozy
w komérkach srédbtonka pojawity sie na poczatku lat 90.
Robaye i wsp. [24] wykazali, ze TNF moze indukowac apop-
toze tych komérek. Jak wiemy, TNF-a jest cytoking proza-
palna, ktérej gtéwnym Zrédtem sa makrofagi. TNF-a. indu-
kuje apoptoze gtownie poprzez aktywacje receptorow
Smierci i tym samym uruchomienie szlaku zewnatrzpo-
chodnego

Z przeprowadzonych dotychczas badan in vitro wyni-
ka, ze wiekszos¢ uznanych czynnikéw ryzyka miazdzycy
moze indukowac¢ apoptoze komérek srédbtonka.

Oksy-LDL, ktére odgrywaja gtéwna role w patogenezie
miazdzycy, moga promowac apoptoze poprzez wptyw
na wiele mechanizméw regulujacych te zaprogramowana
Smierc komorki [13, 22, 23]. Stymulujg apoptoze zaréwno
poprzez wptyw na szlak zewnatrz-, jak i wewnatrzpochod-
ny. Dziatanie oksy-LDL na drodze receptorowej polega
na zwiekszeniu wrazliwosci receptoréw Fas na sygnaty in-
dukujace apoptoze. Wptyw oksy-LDL na szlak mitochon-
drialny zaznacza sie w obrebie megakanatéw w btonie mi-
tochondrialnej. Zmienia sie takze stezenie wapnia
w komérce. Dochodzi do uwalniania cytochromu c, powsta-
nia apoptosomu i aktywacji kaspazy 3. Proapoptotyczne
dziatanie oksy-LDL moze by¢ réwniez wynikiem ich wpty-
wu na Bcl-2. Pod wptywem oksy-LDL zmniejsza sie eks-
presja antyapoptotycznego biatka Bcl-2, bez wyraznych
zmian stezenia proapototycznego Bax. Ponadto oksy-LDL
aktywuja biatko p53 [25]. W ptytce miazdzycowej oksy-
-LDL mogg zwieksza¢ wrazliwos¢ komérek srédbtonka
na apoptoze poprzez hamowanie eNOS i tym samym
zmniejszenie syntezy i uwalniania tlenku azotu.

Jednym z czynnikéw patogenetycznych miazdzycy jest
nasilenie stresu oksydacyjnego, a powstajace w nadmia-
rze RFT s3 silnymi induktorami apoptozy. Indukcja apop-
tozy przez RFT zostata potwierdzona w badaniach, w kt6-
rych wykazano zahamowanie wywotanej oksysterolami
apoptozy za pomoca przeciwutleniaczy, takich jak N-ace-
tylocysteina czy witaminy E i C. W mediowanej RFT induk-
cji apoptozy dochodzi takze do aktywacji biatka p53 [25].

Cukrzyca jest uznanym czynnikiem ryzyka miazdzycy.
W badaniach in vitro wykazano, ze wysokie stezenia gluko-
zy indukuja apoptoze komérek srédbtonka poprzez wptyw
na aktywacje kaskady kaspaz [27]. Z opublikowanych ostat-
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nio danych wynika, Ze réwniez homocysteina indukuje apop-
toze w komérkach srédbtonka poprzez wptyw na aktyw-
nos$¢ kaspazy-3 [28]. Kolejnym czynnikiem indukujgcym
apoptoze komorek srodbtonka jest angiotensyna ll, sub-
stancja o silnych wtadciwosciach promiazdzycowych [29].

Jak wynika z przedstawionych faktow, wiele czynnikoéw
patogenetycznych miazdzycy oraz sytuacje promujace roz-
woj i progresje miazdzycy moga indukowaé apoptoze ko-
morek Srédbtonka. Czy tak jest rzeczywiscie in vivo? Nale-
7y przypuszczaé, ze jest to uzaleznione od nasilenia
dziatania czynnikow zaréwno proapoptotycznych, jak i an-
tyapoptotycznych. Moze to zaleze¢ od stezenia HDL, kt6-
rym przypisuje sie korzystne dziatanie w miazdzycy. Ba-
dania Suca i wsp. [30] wykazaty, ze HDL, a w szczegblnosci
apolipoproteina A, hamuja stymulowang oksy-LDL apop-
toze komérek srédbtonka poprzez wptyw na uwalnianie
jonéw wapnia do cytozolu. Rozmiary apoptozy w ptytce
miazdzycowej moga zaleze¢ takze od rodzaju lokalnie wy-
dzielanych cytokin. IL-10 jest cytoking, ktéra hamuje zapa-
lenie i odgrywa istotng, protekcyjna role w rozwoju miaz-
dzycy. Ostatnio wykazano, ze obecnos¢ tej cytokiny
w ptytce miazdzycowej byta zwigzana z redukcja apopto-
zy [31]. Warunki antyapoptotyczne w ptytce miazdzycowej
moga by¢ takze wynikiem prawidtowych interakcji komor-
ka-komorka czy tez komérka-macierz pozakomérkowa [13].
Ponadto, moze to réwniez zaleze¢ od ilosci obecnych
w ptytce miazdzycowej czynnikéw wzrostowych, ktore
dziataja antyapoptotycznie, oraz od warunkéw hemody-
namiczych w krazeniu.

Apoptoza komoérek miedni gltadkich

Apoptoza komérek miesni gtadkich moze by¢ induko-
wana przez wiele czynnikdéw i warunkdédw obecnych w ptyt-
ce miazdzycowej. Z badan in vitro wynika, ze komérki
miesni gtadkich pochodzacych z ludzkiej zmiany miazdzy-
cowej w poréwnaniu z komérkami zdrowych naczyh wol-
niej proliferuja, szybciej sie starzeja i wykazuja wyzsza po-
datnos¢ na apoptoze, co sugeruje, ze istniejace w ptytce
warunki zmieniajg ich fenotyp i podatnos¢ na dziatanie
réznych mediatoréw [32].

W zaawansowanej zmianie miazdzycowej, w poblizu
miesni gtadkich, stwierdza sie duze ilosci oksy-LDL [33].
Regiony te charakteryzuja sie wysoka ekspresja proapop-
totycznego biatka Bax i intensywnga apoptoza komérek
miesni gtadkich. Z badan in vitro wynika, ze oksy-LDL mo-
ga indukowac apoptoze komérek miesni gtadkich poprzez
wptyw na szlak receptorowy [34]. Aktywacji Fas/FasL to-
warzyszyta aktywacja kaskady kaspaz. Moga takze akty-
wowac szlak mitochondrialny poprzez wptyw na biatka
z rodziny Bcl-2 [34]. Wykazano, ze inkubacja komérek
miesni gtadkich z oksy-LDL zwigzana byta ze zwiekszeniem
ekspresji proapoptotycznego biatka Bax z jednoczesnym
zmniejszeniem ekspresji antyapoptotycznego Bcl-2.

Apoptoza komérek miesni gtadkich w miazdzycy moze
by¢ wynikiem interakcji z komérkami zapalnymi, ktére

na swej powierzchni maja ligandy dla receptoréw $mierci
oraz sg zrédtem proapoptotycznie dziatajacych cytokin.
Obecne w zmianie miazdzycowej komérki miesni gtadkich
maja na swej powierzchni Fas, natomiast makrofagi, limfo-
cyty T oraz komérki srodbtonka maja FasL [33]. Badania prze-
prowadzone na wycinkach zmiazdzycowanych naczyn wy-
kazaty, ze obecne w btonie wewnetrznej komérki miesni
gtadkich zawierajgce na swojej powierzchni receptor Fas
wspbtistniaty z apoptotycznymi komérkami miesni gtadkich
w miejscach zawierajacych duze ilosci makrofagéw i limfo-
cytow T. Tak wiec apoptoza komérek miesni gtadkich z udzia-
tem receptoréw Smierci moze zachodzi¢ w miejscach, w kt6-
rych jest duza liczba komérek zapalnych. Inkubacja komérek
miesni gtadkich z cytokinami, takimi jak INF-y czy IL-1, zwia-
zana byta z indukcja ekspresji Fas i podwyzszeniem wrazli-
wosci na apoptoze [35]. Cytokiny wydzielane przez makro-
fagi i limfocyty T moga dziata¢ poprzez zwiekszenie
wydzielania NO, ktéry moze zabija¢ komérki miesni gtadkich
poprzez wptyw na szlak mitochondrialny [33].

Niedostatek lub uposledzenie dostepu czynnikéw
wzrostu moze by¢ réwniez silnym induktorem apoptozy
komérek miesni gtadkich. Takim przyktadem moze by¢
IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1), ktory jest czynni-
kiem antyapoptotycznym dla tych komérek [36]. Aktywa-
cja receptora dla tego czynnika hamuje indukowana oksy-
-LDL apoptoze poprzez wptyw na uwalnianie cytochromu c.
Dziatanie IGF-1 w komérkach miesni gtadkich pochodza-
cych ze zmiany miazdzycowej moze by¢ ostabione, gdyz
w komoérkach tych stwierdza sie obnizong ekspresje re-
ceptora dla tego czynnika [37]. Warto podkresli¢, ze me-
taloproteinazy produkowane przez makrofagi moga sie
przyczynia¢ do apoptozy komérek miesni gtadkich poprzez
degradacje sktadowych tkanki tagcznej, od ktérych te ko-
morki otrzymujg istotne sygnaty do przezycia [38].

Jak wspomniano wczesniej, biatko p53 moze byé réw-
niez zaangazowane w apoptoze komérek miesni gtadkich
w miazdzycy. Pochodzace ze zmiany miazdzycowej komér-
ki miesni gtadkich sa bardziej podatne na apoptoze me-
diowang p53 [39]. Z badan przeprowadzonych na zwierze-
tach wynika, ze wywotany dieta hipercholesterolowa stres
oksydacyjny doprowadzajacy do uszkodzenia DNA byt
zwiazany ze wzrostem ekspresji p53 [40].

Apoptoza makrofagow

Apoptoza makrofagdw widoczna jest we wszystkich
stadiach miazdzycy i prawdopodobnie jest wynikiem od-
dziatywania wielu czynnikéw, ktére sg ré6zne w zaleznosci
od stadium choroby. Na podstawie badan przeprowadzo-
nych na kulturach komérkowych wytoniono kilka mozli-
wych czynnikéw dziatajacych proapoptotycznie na makro-
fagi [41]. Moga to byc¢ oksy-LDL, cytokiny zapalne, wysokie
stezenia NO, niedostatek czynnikéw wzrostowych czy we-
wnatrzkomérkowe nagromadzenie wolnego cholesterolu.

Uwaza sie, ze za proapototyczne dziatanie oksy-LDL
na makrofagi odpowiedzialne sg zawarte w nich oksyste-
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role [42]. Indukuja apoptoze makrofagéw poprzez wptyw
na droge mitochondrialng, ktéra uruchamiaja poprzez
zwiekszenie naptywu wapnia do cytozolu lub poprzez
zwiekszenie tworzenia RFT. Ponadto aktywuja biatka pro-
apoptotyczne Bad i Bim poprzez ich defosforylacje z na-
stepcza translokacjg do btony mitochondrialnej. Jednocze-
$nie hamuja ekspresje biatek antyapoptotycznych.

Z ostatnich badan wynika, ze niektére cytokiny produ-
kowane przez obecne w zmianie miazdzycowej komérki za-
palne moga indukowaé apoptoze makrofagéw. Taka cytoki-
na, produkowang przez limfocyty T i obecng w ptytce
miazdzycowej, jest interferon y (INF-y), ktéry hamuje synte-
ze DNA i indukuje apoptoze makrofagéw [33]. Proapopto-
tyczne dziatanie przypisuje sie rowniez IL-18 — cytokinie, kto-
rej duza ekspresje, zlokalizowang w poblizu makrofagéw,
stwierdza sie w zaawansowanej zmianie miazdzycowej [33].

Silnym induktorem apoptozy makrofagéw, szczegblnie
istotnym dla apoptozy tych komérek w zmianie zaawanso-
wanej, jest akumulacja duzych ilosci wolnego cholesterolu
[42, 43]. We wczesnych etapach miazdzycy nie dochodzi
do nadmiernej akumulacji cholesterolu, poniewaz z jednej
strony w wyniku dziatania acetylotransferazy cholesterolu
(ACAT) podlega on estryfikacji, z drugiej zas strony
przy sprawnie dziatajacym mechanizmie efflux usuwany
jest z komérki. W zmianie zaawansowanej dochodzi
do stopniowego obnizania zawartosci ACAT i uposledzenia
usuwania cholesterolu z komérki z jednoczesnym jego na-
gromadzeniem zaréwno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomér-
kowo. Z dotychczas przeprowadzonych badan [42, 43] wy-
nika, ze nadmierna akumulacja wolnego cholesterolu
w makrofagach prowadzi do indukcji apoptozy zaréwno
droga zewnatrz-, jak i wewnatrzpochodna. Aktywacja dro-
gi receptorowej zwigzana byta z aktywacja kspazy 8, kto-
ra udato sie zahamowad poprzez zastosowanie przeciwciat
anty-FasL. Juz we wczesnych etapach akumulacji choleste-
rolu w makrofagach dochodzito do obnizenia potencjatu
transbtonowego mitochondriéw, uwalniania cytochromu c
i aktywacji kaspazy 9. Zaobserwowano takze wzrost pozio-
mu Bax zaréwno w cytoplazmie, jak i w mitochondriach.
Potwierdzeniem istotnej roli nagromadzenia wolnego cho-
lesterolu w apoptozie makrofagbéw sa badania przeprowa-
dzone na myszach transgenicznych pozbawionych jedno-
czesnie genu dla receptora LDL i genu dla ACAT [44].
U myszy tych dochodzi do nasilenia tworzenia zmian miaz-
dzycowych, zwiekszenia ilosci wolnego cholesterolu, reduk-
¢ji liczby makrofagéw oraz nasilenia ich apoptozy.

Potencjalne znaczenie apoptozy w miazdzycy
i pekaniu plytki miazdzycowej

Wyniki ostatnich badah sugeruja, ze apoptoza, czyli
zaprogramowana $mier¢ komorki, odgrywa istotng role
w progresji miazdzycy. Wykorzystujac techniki barwienia wy-
cinkdéw naczyn w celu wykazania obecnosci cech apopto-
tycznych, stwierdzono, ze w zmiazdZzycowanej Scianie naczy-
nia dochodzi do apoptozy obecnych tam komérek [13, 45, 46].
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Proces ten nie wystepuje w zdrowych naczyniach. Komérki
apoptotyczne stwierdza sie juz na poziomie pasm ttuszczo-
wych, jednak najwiekszg intensywnos¢ apoptozy obserwu-
je sie w zmianie zaawansowanej. Dystrybucja apoptozy w ob-
rebie blaszki miazdzycowej nie jest jednolita. Najczescie]
wystepuje w regionach z duzg iloscia makrofagéw, co suge-
ruje, ze komorki te biorg udziat w jej indukgji.

O ile Smier¢ komorek obecnych w zmianie miazdzyco-
wej jest juz sprawa oczywistg, to udziat apoptozy tych ko-
moérek w progresji miazdzycy nie zostat do kofca wyja-
Sniony. Podobnie jest w przypadku spekulacji na temat
potencjalnej, szkodliwej lub korzystnej, roli apoptozy ko-
morek blaszki w patogenezie i progresji miazdzycy. Zesta-
wienie korzystnych i niekorzystnych nastepstw apoptozy
komérek Sciany naczynia przedstawia Tabela Il

Apoptoze komérek miesni gtadkich rozpatruje sie jako
zjawisko niekorzystne, gdyz moze ona prowadzi¢ do osta-
bienia czapeczki tacznotkankowej, a tym samym do powsta-
wania niestabilnej zmiany predysponowanej do pekniecia
[22, 33, 34]. Blaszka miazdzycowa predysponowana do pek-
niecia charakteryzuje sie obecnoscia zwiekszonej liczby
makrofagéw oraz zmniejszong liczbg komoérek mies-
ni gtadkich, co sugeruje, ze apoptoza komérek miesni gtad-
kich moze by¢ stymulowana przez makrofagi. W blaszkach
miazdzycowch o0séb z niestabilng postacia choroby niedo-
krwiennej w poréwnaniu z jej postacia stabilng stwierdza
sie zwiekszony poziom apoptozy komérek miesni gtadkich
[47]. Pomimo Ze powyzsze badania sugerujg istnienie zwigz-
ku przyczynowego pomiedzy apoptoza komoérek miesni
gtadkich a pekaniem blaszki miazdzycowej, nadal nie ma
wielu bezposrednich dowod6w na istnienie takiej zalezno-
Sci. Ostatnio opublikowane zostaty badania przeprowadzo-
ne na zwierzecym modelu doswiadczalnym miazdzycy
skonstruowanym tak, ze mozliwa byta selektywna induk-
cja apoptozy komdrek miesni gtadkich [48]. Z badan tych
wynika, ze apoptoza tych komérek zwigzana jest z poja-
wieniem sie wielu cech charakterystycznych dla ptytki po-
datnej na pekanie. Stwierdzono ostabienie czapeczki tacz-
notkankowej, powiekszenie rdzenia nekrotycznego, utrate
biatek strukturalnych oraz intensywne miejscowe zapale-
nie. Ponadto w zmianie miazdzycowej stwierdzono duze
ilosci fragmentow ciatek apoptotycznych otoczonych ma-
krofagami, co moze Swiadczy¢ o uposledzeniu ich usuwa-
nia. Autorzy sugeruja, ze defekt ten prowadzi do wtérnej
nekrozy, ktérej nastepstwem moze byé zaobserwowana
réwniez zwiekszona ekspresja MCP-1 (czynnik chemotak-
tyczny dla monocytéw) oraz wzrost IL-6.

Wydaje sie, ze apoptoza makrofagéw i limfocytow T
powinna by¢ zjawiskiem korzystnym, ze wzgledu na usu-
wanie komérek odgrywajacych istotng role w progresji
miazdzycy. Mogtoby to ostabi¢ odpowiedz zapalng oraz
obnizy¢ ilos¢ metaloproteinaz, enzyméw trawiacych skta-
dowe tkanki tacznej czapeczki pokrywajacej zmiane miaz-
dzycowa, a tym samym sprzyjatoby stabilizacji blaszki
miazdzycowe;j.
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Tabela Il. Skutki apoptozy w miazdzycy
Korzystne skutki apoptozy

Szkodliwe skutki apoptozy

« jako proces fizjologiczny réwnowazy mitoze

* ogranicza akumulacje komérek

« hamuje nadmierny rozwéj warstwy wewnetrznej

* ogranicza odpowiedz zapalna poprzez eliminacje limfocytow T
i makrofagow

« jest procesem adaptacyjnym — poprzez eliminacjg szkodliwych/
zbednych komérek, bez naruszenia integralnosci sciany naczynia

« stanowi czynnik stabilizujacy blaszke —zmniejsza pule makrofa-
gow i aktywnosc metaloproteinaz trawigcych macierz pozakomor-

kowa

Znaczenie apoptozy makrofagéw nie jest do konca jed-
noznaczne. Wydaje sie, ze jest w duzej mierze uzaleznio-
ne od stadium zaawansowania zmiany miazdzycowej. Su-
geruje sie, ze we wczesnych etapach miazdzycy apoptoza
makrofagow jest zjawiskiem sprzyjajacym stabilnosci ptyt-
ki miazdzycowej [41]. Inaczej jest jednak w zaawansowa-
nej zmianie. Apoptoza makrofagéw w tym przypadku wy-
daje sie zjawiskiem niekorzystnym i moze sie przyczyniac
do progresji miazdzycy, miedzy innymi dlatego ze prowa-
dzi do powstania pozakomérkowego rdzenia lipidowo-ne-
krotycznego. Jak wspomniano wczeéniej, zmiana zaawan-
sowana zawiera duzo wiecej makrofagéw podlegajacych
apoptozie niz zmiana wczesna, co sugeruje, ze we wcze-
snych etapach miazdzycy fagocytowanie komérek apopto-
tycznych jest wystarczajace, a w zaawansowanych zmia-
nach uposledzone. Jedng z przyczyn uposledzonego
usuwania komérek apoptotycznych moga by¢ obecne
w ptytce miazdzycowej oksy-LDL, ktore przez kompetycyj-
ne blokowanie receptoréw dla komérek apototycznych ha-
muja ich wytapywanie przez fagocyty. Defektywna fagocy-
toza ciatek apoptotycznych prowadzi do ich nagromadzenia
w blaszce miazdzycowej oraz nagromadzenia materiatu
o silnych wtasciwosciach pobudzania reakcji immunologicz-
nej [49]. Nieusuniete komorki apoptotyczne moga ponad-
to podlegac¢ wtérnej nekrozie i prowadzi¢ do pozakomér-
kowej akumulacji lipidéw i nasilenia odpowiedzi zapalnej.

Niewatpliwie apoptoza komérek srédbtonka jest zja-
wiskiem niekorzystnym i moze by¢ odpowiedzialna
za transformacje zmiany stabilnej w zmiane predyspono-
wana do pekniecia [13, 23]. Apoptoza $rédbtonka moze

» doprowadza do zaniku czapeczki tacznotkankowej

* poprzez usuwanie komorek miesni gtadkich prowadzi do obnize-
nia syntezy tkanki tagcznej i destabilizuje blaszke

« apoptoza endotelium inicjuje erozje blaszki, promuje miejscowa
agregacje trombocytéw oraz wyzwolenie kaskady krzepniecia

* apoptoza makrofagéw i komérek piankowatych z ich nastepcza
nekroza przyczynia sie do wzrostu rdzenia lipidowego oraz forma-
cji kaszki

* jest zrédtem chemotaktycznych, prokoagulacyjnych i stymuluja-
cych wzrost zmiany miazdzycowej ciatek apoptotycznych

« zwieksza ryzyko autoimmunizacji

* zwieksza wtasciwosci prokoagulacyjne blaszki; fosfatydyloseryna
eksponowana podczas apoptozy znacznie wzmaga aktywnos¢ czyn-
nika tkankowego

« ciatka apoptotyczne, jesli nie sg skutecznie usuwane, moga sie gro-
madzi¢ w obszarze rdzenia lipidowego, a zwigzany z tym nadmiar
jonow CaZ+* sprzyja kalcyfikacji blaszki, typowej dla stadium za-

awansowanego

inicjowac erozje blaszki miazdzycowej, co prowadzi do od-
stoniecia wtékien kolagenu, a tym samym adhezji i agre-
gacji ptytek krwi. Do wnetrza blaszki miazdzycowej po-
przez uszkodzone powtoki wdziera sie krew i dochodzi,
miedzy innymi, do kontaktu z czynnikiem tkankowym (TF).
Gtéwnym zroédtem obecnego w blaszce miazdzycowej TF
sg zaktywowane makrofagi. TF jest glikoproteing, ktéra
aktywuje zewnatrzpochodny tor krzepniecia i przyczynia
sie do tworzenia trombiny. Zaréwno komaorkowy, jak i po-
zakomorkowy TF jest gtownym determinantem trombo-
gennosci rdzenia lipidowego. Tak wiec erozja blaszki miaz-
dzycowej bedaca wynikiem apoptozy komérek srédbtonka
moze prowadzi¢ do tworzenia zakrzepu zamykajacego
Swiatto naczynia, przyczyniajac sie tym samym do wysta-
pienia ostrych epizodéw wiencowych. Apoptoza komérek
srédbtonka prowadzi do zmian ich fenotypu, czyli ostabie-
nia naturalnych funkcji przeciwzakrzepowych, a tym sa-
mym do powstania Srodowiska sprzyjajacego stanowi nad-
krzepliwosci [50]. Apoptoza komérek srédbtonka moze
promowac zaréwno lokalng, jak i systemowa nadkrzepli-
wosé. Komorki czy tez ciatka apoptotyczne, zawierajace
na swej powierzchni fosfatydyloseryne, uwalniajg mikro-
fragmenty bton z duzg zawartoscia tego fosfolipidu o sil-
nych wtasciwosciach prozakrzepowych [13]. Mikrofragmen-
ty te moga nastepnie pojawiac sie w krazeniu. Zwiekszone
poziomy krazacych we krwi mikrofragmentéw stwierdzo-
ne zostaty w przypadku wiekszosci choréb naczyniowo-
-sercowych [51]. Podobnych obserwacji dokonano u oséb
z nadcisnieniem, otytoscia i hipercholesterolemia.
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Wydaje sie, Ze najwazniejsze znaczenie apoptozy w pa-
togenezie miazdzycy, a szczegblnie w wystapieniu ostrych
powiktan klinicznych, jest zwigzane z nasileniem stanu
nadkrzepliwosci. Dotyczy to nie tylko komérek srédbton-
ka, ale takze apoptozy innych komérek znajdujacych sie
w blaszce miazdzycowej. Jest bowiem bardzo prawdopo-
dobne, ze niepodlegajace natychmiastowemu usuwaniu
ciatka apoptotyczne czy znajdujace sie w ptytce miazdzy-
cowej mikrofragmenty bton, zawierajace fosfatydylosery-
ne, moga aktywowac znajdujacy sie tam czynnik tkanko-
wy. To z kolei mogtoby stwarzaé idealne warunki do inicjacji
kaskady krzepniecia w momencie pekania ptytki miazdzy-
cowej i ekspozycji rdzenia lipidowego na elementy wdzie-
rajacej sie tam krwi. Potwierdzajg to badania [52], w kt6-
rych wykazano, ze apoptoza makrofagéw jest istotnie
wyzsza w miejscach pekania ptytki miazdzycowej i two-
rzenia zakrzepu u 0so6b, u ktérych doszto do nagtej Smier-
ci sercowej.

Z przedstawionych danych wynika, ze apoptoza obec-
nych w ptytce miazdzycowej komérek moze by¢ jednym
z czynnikéw patogenetycznych miazdzycy, przy czym wy-
daje sie, ze odgrywa ona przede wszystkim istotna role
w pekaniu ptytki miazdzycowej i powstawaniu zakrzepu,
a tym samym wystapieniu ostrych powiktan klinicznych.
Podlegajace apoptozie komoérki srodbtonka maja silne wta-
Sciwosci prokoagulacyjne, co moze sprzyja¢ powstawaniu
zakrzepu, podczas gdy apoptoza komérek miesni gtadkich
i makrofagdbw moze nasila¢ odpowied? zapalng oraz by¢
przyczyna destabilizacji czapeczki pokrywajacej zmiane
miazdzycowa. Niemniej nalezatoby stwierdzi¢, ze niezna-
ny jest doktadny i rzeczywisty rozmiar wptywu apoptozy
na te procesy. Miazdzyca jest chorobg o wieloczynnikowe;j
patogenezie, dlatego niezbedne sg badania prowadzone
na zwierzecym modelu pekania blaszki miazdzycowej. Ba-
dania takie pozwolityby lepiej zrozumie¢ molekularne i ko-
morkowe mechanizmy istotne dla wystapienia ostrych po-
wiktah miazdzycy i jednoczesnie w przysztosci skuteczniej
zapobiegaé wystapieniu ostrych epizodéw naczyniowo-ser-
cowych u ludzi.
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Aliskiren an oral direct renin inhibitor

Justyna M. Hermanowicz, Wtodzimierz Buczko

Zaktad Farmakodynamiki, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

Streszczenie

Autorzy opisuja wtasciwosci farmakologiczne aliskirenu, pierwszego inhibitora reniny, ktéry zwieksza mozliwosci terapeutyczne
w leczeniu nadcidnienia tetniczego. W artykule opisano takze farmakokinetyke leku po podaniu doustnym, jego interakcje z innymi
lekami hipotensyjnymi oraz mozliwosci zastosowania aliskirenu w terapii. Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze aliskiren moze
by¢ stosowany w leczeniu 0s6b z nadci$nieniem tetniczym nietolerujacych inhibitoréw enzymu konwertujacego angiotensyne czy

blokeréw receptora AT, dla angiotensyny.
Stowa kluczowe: aliskiren, inhibitor reniny

Abstract

The authors described the pharmacological properties of aliskiren — the first renin inhibitor. The pharmacokinetis of aliskiren
after oral administration in humans, its interaction with other hypotensive drugs and therapeutic significance are also described.
The present data indicate that aliskiren can be useful as an alternative tool in the treatment of hypertension in patients who do not
tolerate converting enzyme inhibitors or angiotension AT, receptor blockers.

Key words: aliskiren, rennin inhibitor

Idea zablokowania uktadu renina-angiotensyna (RAS)
istnieje od ponad 30 lat. Liczne grupy badaczy bezskutecz-
nie probowaty znalez¢ aktywny inhibitor reniny, ktéry byt-
by podawany doustnie. Niestety, pierwsze generacje le-
kéw o takim mechanizmie dziatania nigdy nie zostaty
wprowadzone do leczenia. Niska biodostepnosé¢, szybka
eliminacja oraz staby efekt hipotensyjny uniemozliwiaty
ich kliniczne zastosowanie. Odkrycie w 2003 r. aliskirenu,
pierwszego inhibitora reniny aktywnego po podaniu do-
ustnym, byto niewatpliwie wielkim sukcesem [1-5].

Aliskiren jest lekiem dobrze rozpuszczalnym w wodzie,
o niskiej lipofilnosci [6, 3]. Mechanizm jego dziatania po-
lega na hamowaniu uktadu renina-angiotensyna-aldoste-
ron w punkcie aktywacji (Rycina 1. Blokuje on przeksztat-
cenie angiotensynogenu w angiotensyne | oraz zmniejsza
stezenie angiotensyny | (Ang 1) i angiotensyny Il (Ang II)
[3, 7, 8]. W przeciwienstwie do innych znanych lekéw hi-
potensyjnych (inhibitory enzymu konwertujacego — ACE-I,
antagonisci receptora angiotensyny — ARB), ktére powo-
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duja kompensacyjne zwiekszenie aktywnosci reninowej
osocza (PRA), leczenie aliskirenem zmniejsza wartos¢ PRA
u chorych z nadcisnieniem tetniczym o ok. 50-80% [8, 9].
Wysoki poziom PRA wiaze sie z ryzykiem wystapienia in-
cydentéw sercowo-naczyniowych u chorych z nadcisnie-
niem, a takze u 0séb z prawidtowym cisnieniem tetniczym
krwi [8, 10, 11]. Po podaniu doustnym aliskiren obniza PRA
oraz poziom angiotensyny | i angiotrensyny Il przez
48 godz. [12, 13]. W pordéwnaniu z ARB silniej hamuje
aktywnos¢ reniny [8, 9, 12, 14]. Aliskiren jest inhibitorem
wysoce specyficznym. Duze powinowactwo do ludzkiej re-
niny zwigzane jest z liczbg wigzan z centrum aktywnym
enzymu [3, 7]. Warto$¢ IC50 (stata hamowania) dla czystej
i osoczowej ludzkiej reniny wynosi ok. 0,6 nM/L [6]. U zdro-
wych osobnikéw aliskiren w dawkach 40-640 mg wyka-
zuje zalezna od dawki redukcje aktywnosci reninowej oso-
cza, poziomu Ang | i Ang II [8, 9].

Po podaniu doustnym aliskiren osigga maksymalne
stezenia w osoczu po 1-3 godz. [8, 12, 15-17] (Tabela ).
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Aliskiren wykazuje niskg biodostepnosé — ok. 2,5%, przy-
czyna tak stabej dostepnosci nie zostata dotad wyjasnio-
na [13, 18-20]. Positki o duzej zawartosci ttuszczu zmniej-
szajg Cmax 0 85% oraz pole powierzchni pod krzywa (AUC)
0 71% [24]. Okres pottrwania aliskirenu wynosi 23-70 godz.
[3, 6, 8, 13, 19, 21-24]. Tak duze rozbieznosci prawdopo-
dobnie zwigzane s3 z r6zna dtugoscia okresu miedzy po-
daniem leku a pobraniem prébki do badan [14-17, 24, 25].
Stan stacjonarny w osoczu ustala sie w ciggu 7-8 dni
w przypadku podawania raz na dobe [8, 18]. Po podaniu
dozylnym Srednia objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonar-
nym wynosi ok. 135 |, co wskazuje, ze aliskiren jest w du-
zym stopniu dystrybuowany do przestrzeni pozanaczynio-
wej [6]. Lek ten wigze sie z biatkami osocza w stopniu
umiarkowanym (47-51%), niezaleznie od stezenia
[18, 22, 26]. Aliskiren jest metabolizowany w niewielkim
stopniu (ok. 20%). Z badan in vivo wynika, ze gtéwnym en-
zymem odpowiedzialnym za jego metabolizm moze by¢
CYP 3A4 [13, 15, 16, 18, 19]. Aliskiren wydalany jest gtow-
nie z katem w postaci niezmienionej [13, 22]. Po podaniu
doustnym ok. 1/4 dawki jest wydalane z moczem w for-
mie niezmetabolizowanej [8].

Aliskiren jest lekiem dobrze tolerowanym w réznych
grupach wiekowych. Obserwuje sie podobny spadek cis-
nienia u 0s6b powyzej 65. roku zycia i u 0s6b mtodych [25].
Pte¢, masa ciata, przynaleznos¢ do grupy etnicznej nie ma-
ja istotnego wptywu na farmakokinetyke aliskirenu. Nie
obserwuje sie takze wiekszych réznic w farmakokinetyce
aliskirenu miedzy chorymi z cukrzyca typu 2 i zdrowymi
ochotnikami [24, 27]. Sposéb dawkowania aliskirenu
u 0séb z zaburzeniami czynnosci watroby i nerek nie mu-
si by¢ zmieniony. Stosowanie u dzieci nie jest wskazane
ze wzgledu na brak danych dotyczacych bezpieczehstwa
i skutecznosci stosowania [8].

We wstepnej fazie badan aliskiren testowany byt
na zwierzetach. Z badan tych wynika, iz powoduje on za-
lezng od dawki redukcje cisnienia krwi u szczuréw z nad-
cisnieniem. Nasila takze hipotensyjny efekt innych poda-
wanych rownoczesnie lekéw przeciwnadcisnieniowych
[18, 20]. Badania na transgenicznych szczurach, ktérych
nerki produkowaty ludzka renine, wykazaty, iz aliskiren ob-
niza cisnienie krwi, zmniejsza albuminurie, przerost serca,
istotnie redukuje grubos¢ sciany lewej komory oraz zwiek-
sza przezycie szczurbw w poréwnaniu z osobnikami nie-
leczonymi aliskirenem [28]. Aliskiren w minimalnych daw-
kach wykazuje takze protekcyjne dziatanie narzadowe,
bez istotnego wptywu na cisnienie [29]. Wyzsze dawki le-
ku znaczgco obnizajg ci$nienie tetnicze krwi oraz catkowi-
cie eliminujg Smiertelnos¢ testowanych zwierzat [29].

Tabela I. Parametry farmakokinetyczne aliskirenu

angiotensynogen

inhibitor reniny

renina
A

aliskiren

\]

angiotensyna |

inhibitory ACE,

np. enalapryl,
ramipryl

A

ACE

\]

angiotensyna Il

blokery
receptora,
np. losartan,
Y walsartan

A

receptor ATy

Rycina 1. Uproszczony schemat punktéw uchwytu
lekéw blokujacych uktad RAS

Aliskiren jest skutecznym lekiem przeciwnadcisnienio-
wym. Jego wptyw oceniano w wielu badaniach z udziatem
chorych z pierwotnym, tagodnym, umiarkowanym, a takze
ciezkim nadcisnieniem tetniczym. Badania trwaty 6-52 ty-
godni, a gtéwnym kryterium oceny skutecznosci byta zmia-
na cisnienia tetniczego zaréwno w fazie rozkurczu (DBP), jak
i w fazie kurczenia sie komor serca (SBP) [13]. Aliskiren ba-
dano nie tylko w monoterapii, ale takze w skojarzeniu z in-
nymi lekami hipotensyjnymi. W wieloosrodkowym, przepro-
wadzonym metoda podwajnie slepej proby, 8-tygodniowym
badaniu z randomizacja, z udziatem 652 dorostych chorych
z nadcisnieniem, oceniano redukcje cisnienia tetniczego
po zastosowaniu aliskirenu w dawkach 150, 300 i 600 mg,
irbesartanu w dawce 150 mg oraz placebo. Uzyskane wyni-
ki wskazywaty, iz trzy zastosowane dawki znaczaco reduku-
ja DBP i SBP w poréwnaniu z placebo. Przeprowadzone ba-
dania wykazaty réwniez, ze aliskiren w dawkach 300
i 600 mg silniej obniza cisnienie rozkurczowe w poréwnaniu
z irbesartanem [13, 18, 30].

Istnieja réwniez doniesienia o przeciwzakrzepowym
dziataniu aliskirenu. W badaniach in vitro, na petnej krwi
ludzkiej po podaniu aliskirenu w stezeniu terapeutycznym
obserwowano znaczacy wzrost poziomu AT-II. Nie odno-
towano natomiast jego wptywu na pozostate mediatory
procesu hemostazy. Zmiany w stezeniach mediatoréw na-
stepowaty natomiast po zastosowaniu wyzszych dawek
leku. Przeciwzakrzepowe wtasciwosci aliskirenu wciaz jed-
nak nie sa wykorzystywane klinicznie, co wynika z braku
dostatecznych danych oraz sprzecznosci w dziataniu leku
na ptytki krwi (hamowanie i aktywacja réwnoczesnie) [31].

Biodostepnos¢ [ ty Stan Wiazanie Metabolizm Wydalanie
stacjonarny z biatkami
Dorosli 2,5% 1-3 godz. 23-70 godz. 7-8dni 47-51% 20% gtéwnie
w watrobie z katem
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Oceniano réwniez dziatanie aliskirenu w potaczeniu z in-
hibitorem konwertazy (ramipryl), blokerem receptora an-
giotensyny (walsartan), beta-blokerem (atenolol), blokerem
kanatu wapniowego (amlodypina) oraz diuretykiem (hydro-
chlorotiazyd). Badania te wykazaty, ze aliskiren stosowany
w terapii skojarzonej moze powodowaé dodatkowy spadek
cisnienia tetniczego [8, 13, 26]. Stosowanie aliskirenu z in-
nymi lekami hipotensyjnymi (ARB i hydrochlorotiazyd)
umozliwia takze zastosowanie nizszych dawek tych lekéw
w celu uzyskania pozadanego efektu hipotensyjnego [9].
Z przeprowadzonych badan wynika, iz terapia kombinowa-
na daje lepsze efekty i jest lepiej tolerowana niz terapia po-
jedynczym lekiem.

Aliskiren nie wptywa na aktywnosé enzyméw cytochro-
mu P450, jest stabo metabolizowany przez CYP3A4,
w umiarkowanym stopniu wigze sie z biatkami, dlatego tez
stosunkowo rzadko wchodzi w interakcje z innymi lekami
[15, 18, 19, 26]. Jest lekiem wzglednie bezpiecznym. Dotych-
czas nie odnotowano zadnych powazniejszych dziatan nie-
pozadanych, do najczestszych nalezy biegunka. Sporadycz-
nie moga wystapi¢ wysypka, béle i zawroty gtowy,
zmeczenie, dolegliwosci zotadkowe czy boéle plecow
[8, 14, 18, 19]. Podobnie jak wszystkie leki wptywajace
na uktad RAS, aliskiren moze wywota¢ kaszel, a niekiedy
nawet obrzek naczynioruchowy. Przypadki takie zdarzaja
sie niezwykle rzadko, u niewielu ponad 1% chorych przyj-
mujacych aliskiren [8]. Podczas stosowania aliskirenu mo-
ze wystapic hiperkaliemia. Zwiekszony poziom potasu cze-
Sciej jednak obserwujemy w terapii skojarzonej z ACE-|,
gtéwnie u chorych na cukrzyce. Z tego wzgledu u tych cho-
rych wskazana jest rutynowa kontrola poziomu elektroli-
téw oraz funkcji nerek [8]. Przeciwwskazaniem do stoso-
wania aliskirenu jest nadwrazliwosé na lek oraz drugi i trzeci
trymestr ciazy. Nie nalezy stosowac go takze u kobiet kar-
miacych piersig oraz u 0s6b z obustronnym zwezeniem tet-
nicy nerkowej [8, 18]. Zalecana dawka preparatu aliskirenu
wynosi 150 mg raz na dobe w monoterapii lub w skojarze-
niu z innymi lekami stosowanymi w nadcisnieniu tetniczym.
Lek nalezy przyjmowaé podczas positku, mniej wiecej o tej
samej porze kazdego dnia. U chorych, ktérych cisnienie tet-
nicze nie jest odpowiednio kontrolowane, dawke mozna
zwiekszy¢ do 300 mg raz na dobe [8, 18].

Powszechnie wiadomo, iz choroby uktadu krazenia sa
olbrzymim problemem spotecznym. Stanowia one jedna
z gtownych przyczyn przedwczesnych zgonéw kobiet i mez-
czyzn na Swiecie.

Aliskiren jest lekiem nowej generacji, specyficznie blo-
kujacym uktad RAS, o innowacyjnym mechanizmie dzia-
tania i dtugim okresie péttrwania, zapewniajacym proste
dawkowanie (raz na dobe). W poréwnaniu z ACE-l i ARB
oferuje on bardziej optymalng blokade uktadu RAS oraz
bardziej efektywne hamowanie produkcji Ang Il. Z tego
wzgledu aliskiren wskazany jest miedzy innymi w terapii
choréb, w ktérych gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym
za rozwoj schorzenia jest angiotensyna Il [3, 9, 19, 32, 33].
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W dostepnej literaturze nie ma danych dotyczacych
odlegtych skutkéw terapii aliskirenem. Wszystkie dotych-
czas przeprowadzone badania potwierdzajg skutecznos¢
jego dziatania w leczeniu nadcisnienia, zarbwno w mono-
terapii, jak i w terapii skojarzonej [19]. Aliskiren moze by¢
stosowany w leczeniu nie tylko nadcisnienia tetniczego,
ale takze nefropatii cukrzycowej, miazdzycy czy niewydol-
nosci serca [3]. Ponadto jest on stosunkowo bezpieczny
dla 0s6b z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego i dys-
funkcja nerek, gdyz wydalany jest przez watrobe oraz rzad-
ko reaguje z innymi lekami [33, 34]. Badania kliniczne
wskazuja, iz aliskiren moze, podobnie jak inne inhibitory
RAS, dziata¢ protekcyjne na serce i nerki [19, 35]. Donie-
sienia te wymagaja jednak potwierdzenia w badaniach kli-
nicznych przeprowadzonych na ludziach.

Biorac powyzsze pod uwage, nalezy sadzi¢, iz aliskiren
bedzie alternatywa dla inhibitoréw konwertazy angioten-
syny i blokeréw receptora dla angiotensyny w leczeniu 0séb
nietolerujacych tych lekow. Jest to szczegdlnie wazne u cho-
rych z cukrzyca, biatkomoczem czy albuminurig [13, 19].

Przeprowadzone dotychczas badania wskazuja, ze ali-
skiren moze juz wkrétce dotaczy¢ do innych lekéw szero-
ko stosowanych w leczeniu nadciénienia tetniczego.
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Stowo od Zarzadu

1. Otrzymalismy 42 streszczenia, 26 z nich zakwalifikowano jako kardiologie eksperymentalng w badaniach
podstawowych, pozostate jako badania eksperymentalne w badaniach klinicznych.
Kazde streszczenie zostato ocenione w skali 1-5 przez co najmniej trzech recenzentéw. Srednie oceny znalazty sie
w zakresie 2,5-5,0. Taki rozktad ocen pozwolit na zakwalifikowanie wszystkich streszczer do prezentacji ustne;.

Lista Recenzentéw

Zbigniew Baj Aldona Dembifska-Kie¢ Michat Maczewski
Waldemar Banasiak Krzysztof J. Filipiak Wtodzimierz Musiat
Andrzej Beresewicz Krzysztof S. Gotba Krzysztof Narkiewicz
Wtodzimierz Buczko Jarostaw D. Kasprzak Grzegorz Opolski
Krystyna Cedro-Ceremuzynska Bohdan Lewartowski Tomasz Siminiak
Ewa Chabielska Urszula Mackiewicz Ryszard Smolefski
Stefan Chtopicki Barbara Malinowska Wojciech Zareba
Marek A. Deja Marcin Malinowski Tomasz Zdrojewski

Walentyna Mazurek

2. Inaugurujemy w tym roku Sesje Nagrody Zarzadu Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej PTK. Wezma w niej udziat
autorzy szesciu najwyzej ocenionych streszczen, ktérych srednia ocen miesci w zakresie 4,6-5,0. Streszczenia te
zostana dodatkowo ocenione przez jury w czasie Sympozjum. Laureat zostanie wybrany na podstawie ostatecznej
oceny, ktéra bedzie sie sktada¢ z dwéch czesci:

a) oceny recenzentéw uzyskanej w procesie kwalifikacji (1-5) — 50%,

b) oceny jury w czasie Sympozjum, obejmujacej sposdb prezentacji i jakos¢ dyskusji (1-5) — 50%.

Lista streszczen Sesji Nagrody Zarzadu Sekcji Kardiologii Eksperymentalnej PTK utozona wg rankingu recenzentéw

586. The influence of channel openers NS1619 and CGS7184 as regulator of endothelial cells function
Iwona Stanistawskal, Antonina Chmura-Skirlinska?, Magdalena Bartus!, Stefan Chtopickil, Adam Szewczyk?

1Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw
2|nstytut Biologii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

609. Tkanka okotonaczyniowa tetnicy piersiowej wewnetrznej wydziela specyficzny naczyniowo czynnik przeciwskurczowy
Marcin Malinowskil, Marek Dejal, Krzysztof S. Gotba?, Piotr Janusiewicz!, Tomasz Roleder?, Stanistaw Wos!

LI Klinika Kardiochirurgii, Slaslld Uniwersytet Medyczny, Gérnoslaski Osrodek Kardiologii, SPSK Nr 7, Katowice
2Katedra i Klinika Kardiologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Katowice

624. Farmakologiczna modulacja aktywnosci srédbtonkowej endoteliny 1 i prostacykliny w modelu nadciénienia ptucnego wywotanego
przez monokrotalin

Andrzej Fedorowicz!, Maria Walczak?, Joanna Szymura-Oleksiak?, Justyna Dzieza3, Tomasz Skérka3, Stefan Chtopickil

1 Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw
2Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellorskiego, Krakéw
3 Instytut Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk, Krakéw

588. Wptyw wczesnego, krotkotrwatego zablokowania kalcyneuryny na pozawatowg przebudowe serca szczura
Urszula Mackiewicz, Michat Mgczewski, Emilia Klemenska, Bohdan Lewartowski
Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa

610. Wptyw inhibitoréw konwertazy angiotensyny na uktad hemostazy u starych szczuréw
Anna Gromotowiczl, Andrzej Karp!, Adrian Stankiewicz!, Janusz Szemraj?, Ewa Chabielskal

1Samodzielna Pracownia Biofarmacji, Uniwersytet Medyczny, Biatystok
2Zaktad Biochemii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny, t6dz

584. The effect of cardiomyocyte specific CCN1 overexpression on cardiac phenotype at baseline and after myocardial infarction in
a mouse model

Anna Kozieradzkal, Nils Holger Zschemisch?, Sergej Erschow?, Britta Stapel2, Philipp Fischer2, Denise Hilfiker-Kleiner2

1Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok
2Hannover Medical School, Hannover, Germany

Kardiologia Polska 2008; 66: 10 (supl. 3)



S 365

572

Charakterystyka mechanizmoéw
zaangazowanych w dzialanie
skurczowe serotoniny na tetnice
plucne myszy z nadekspresja
transportera dla serotoniny

Marta Baranowska’, Margaret R. Mac Lean?,
Hanna Koztowska!, Barbara Malinowska!

! Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny, Biatystok
? Division of Neuroscience and Biomedical Systems, University of
Glasgow, Scotland, UK

Wstep: Zwiekszone stezenie serotoniny (5-HT), syntetyzo-
wanej w komérkach srédbtonka naczyh ptucnych, poprzez od-
dziatywanie z receptorami serotoninowymi (5-HT2A, 5-HT1B)
oraz wnikanie do komoérki za posrednictwem transportera dla
serotoniny (SERT) moze prowadzi¢ do rozwoju nadcisnienia ptuc-
nego (PAH) (/ Pharmacol Exp Ther 2005; 313: 539-48, 2). U cho-
rych z PAH wykazano zwiekszonga ekspresje genu transportera
dla serotoniny (SERT) (J Clin Invest 2001; 108: 1141-50, 3). Myszy
z nadekspresja transportera dla serotoniny (SERT+) wykazuja
podwyzszone cisnienie ptucne i sa podatne na rozwéj PAH
pod wptywem hipoksji (Circulation 2004; 109: 2150-5.).

Cel: Charakterystyka mechanizmu dziatania skurczowego
5-HT na tetnice ptucne podsegmentarne myszy niemodyfiko-
wanych genetycznie (WT) i transgenicznych z nadekspresja
transportera dla serotoniny (SERT+).

Materiat i metody: Tetnice ptucne podsegmentarne pobra-
no z lewego ptata ptuca. Efekt skurczowy 5-HT wyrazano jako
procent odpowiedzi skurczowej KCl (50 mM).

Wyniki: Serotonina (10-9 — 10-4 M), zaleznie od stezenia,
powodowata skurcz badanych naczyn ptucnych myszy WT
i SERT+ (pEC50 i Emax wynosity odpowiednio 6,64+0,12
i 74,87+3,90, n=6; oraz 5,46+0,12 i 94,26+7,32, n=13). Antago-
nista receptora 5-HT2A ketanseryna (3 x 10-8 M) przesuwata
w prawo krzywa skurczowa dla 5-HT w obu grupach, natomiast
antagonista receptora 5-HT1B GR 55662 (10—-6 M) ostabiat od-
powiedz skurczowg 5-HT jedynie w przypadku tetnic wyizolo-
wanych od zwierzat WT. Citalopram (10-6 M) — inhibitor SERT
— nasilat dziatanie 5-HT jedynie u zwierzat transgenicznych
SERT+. Podanie antagonisty receptora 5-HT1B i SERT LY393558
(10-7 M) ostabito znacznie odpowiedz skurczowg 5-HT zardw-
no u zwierzat WT, jak i SERT+. taczne podanie antagonisty re-
ceptora 5-HT1B GR 55662 (10-6 M) i citalopramu (10-6 M) nie
wykazato dziatania synergistycznego.

Whioski: Interakcje z SERT i wzmozona odpowiedz ze stro-
ny receptoréw 5-HT1B i 5-HT2A moga by¢ przyczyna nasilonej
czynnosci skurczowej i prowadzi¢ do wzrostu cisnienia ptucne-
go u normoksyjnych zwierzat SERT+. Inhibitory SERT moga na-
sila¢ skurcz naczyh indukowany serotoning, moze on by¢ jed-
nak ostabiony poprzez jednoczesna blokade receptora 5-HT1B
i transportera SERT. LY393558 stanowi zatem potencjalny cel te-
rapeutyczny w leczeniu PAH.

573

Ocena czynnosci skurczowej lewej
komory za pomoca wybranych
parametréow kardiografii
impedancyjne;j

Wojciech Balak?, Wtadystaw Sinkiewicz?

! Oddziat Kardiologii z Zaktadem Diagnostyki Kardiologicznej,

Szpital Wojewddzki, Bydgoszcz
? Katedra i Zaktad Klinicznych Podstaw Fizjoterapii, Bydgoszcz

Wstep: Podstawowym badaniem umozliwiajacym rozpoznanie
uposledzenia czynnosci skurczowej lewej komory jest badanie echo-
kardiograficzne z ocena frakcji wyrzutowej lewej komory. Kardiogra-
fia impedancyjna jest nieinwazyjna metoda diagnostyczna znajdu-
jaca coraz szersze zastosowanie w kardiologii.

Cel: Zbadanie przydatnosci wybranych parametréw kardio-
impedancyjnych w ocenie czynnosci skurczowej lewej komory po-
przez okreslenie ich korelacji z frakcjg wyrzutowa lewej komory.

Materiat i metody: Badaniem objeto 50 oséb. Grupe badang
stanowito 30 chorych ze skurczowa niewydolnoscia serca — frak-
cja wyrzutowa lewej komory (LVEF) <35%, w tym 13 chorych z nie-
wydolnoscia serca na tle niedokrwiennym. Grupe kontrolna sta-
nowito 20 chorych bez objawéw niewydolnosci serca, z prawidtowa
frakcja wyrzutowg lewej komory, dobranych pod wzgledem ptci
i wieku. Chorym wykonano badanie echokardiograficzne z ocena
LVEF metoda planimetrycznag oraz pomiary hemodynamiczne me-
toda kardiografii impedancyjnej (ICG) za pomocg Task Force
Monitor (CNSystems). Oceniono objetos¢ wyrzutowa lewej komo-
ry (SV), rzut serca (CO), wskaznik kurczliwosci (IC), wskaznik pra-
cy lewej komory (LVWI). Wyniki poddano analizie statystycznej
z ocena wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona (poziom istot-
nosci — p <0,05).

Wyniki: Oznaczona za pomoca echokardiografii wartos¢ LVEF
wynosita srednio 23+6% w grupie badanej oraz 64+7% w grupie
kontrolnej. Kardioimpedancyjne parametry okreslajace czynnos¢
skurczowg lewej komory wynosity odpowiednio dla grupy badanej
i grupy kontrolnej (wartosci Srednie + SD): SV — 62+15 i 85+18 ml, CO
—4,4+115,6+1,4 /min, IC—30+12,4 i 42,6+15,4 1000/s, LVWI - 2,69+0,7
i 3,5£0,9 mmHg x l/[min x m?]. Wykazano znamienne korelacje
wszystkich powyzszych parametréw zmierzonych za pomocg ICG
z frakcjg wyrzutowa lewej komory (dla SV i LVEF — r=0,4989,
p <0,001; dla CO i LVEF - r=0,3933, p=0,007; dla IC i LVEF
-r=0,3809, p=0,009; dla LVWI i LVEF —r=0,4125, p=0,004).

Whioski: Oznaczone za pomoca kardiografii impedancyjnej
parametry okreslajace czynnosé skurczowa lewej komory (SV, CO,
IC, LVWI) w istotny sposéb koreluja z wartoscia frakcji wyrzuto-
wej lewej komory, co Swiadczy o ich przydatnosci w diagnostyce
skurczowej niewydolnosci serca.
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Wartos¢ predykcyjna albuminy
zmodyfikowanej niedokrwieniem
w ocenie ryzyka przyszlych
incydentéw sercowo-naczyniowych
u chorych leczonych inwazyjnie

(PTCA)

Jadwiga H. Hartwich?, Joanna Géralska’,
Dominika Drobniak-Hetdak?, Renata Rajtar?,
Wiestawa Kolasifiska-Kloch? Aldona Dembifiska-Kiec

' Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

211 Klinika Kardiologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Wstep: Poszukiwane sg markery dla oceny ryzyka powiktan
sercowo-naczyniowych u chorych poddawanych rewaskularyzacji
naczyh wieficowych. Test ,,albuminy zmodyfikowanej niedokrwie-
niem” (IMA) oparty jest na zmniejszonej zdolnosci wigzania jonow
kobaltu do N-korca albuminy osocza w wyniku stresu oksydacyj-
nego wywotanego niedokrwieniem miesnia sercowego. Bar-Or
i wsp. (2001) zaobserwowali, ze stezenie tak zmodyfikowanej al-
buminy we krwi wzrasta przejsciowo w ciggu kilku minut po incy-
dencie niedokrwienia i maleje po reperfuzji.

Cel: Oszacowanie wartosci prognostycznej dynamicznych
zmian poziomu IMA w ocenie ryzyka przysztych incydentéw ser-
cowo-naczyniowych chorych leczonych przezskérng angioplasty-
ka naczyh wieficowych (PTCA).

Materiat i metody: Do badania wtgczono 26 mezczyzn w wie-
ku 39-71 lat (55+8): 16 ze stabilng choroba wieficowa (S), 6 z za-
watem miesnia sercowego (AMI) i 4 zdrowych mezczyzn (K) do-
branych pod wzgledem wieku i wskaznika masy ciata. Wszyscy
chorzy leczeni byli przezskérng angioplastyka naczyn wieficowych
z implantacja stentu, po czym kontynuowali standardowe lecze-
nie farmakologiczne (aspiryna, klopidogrel, beta-bloker, inhibitor
ACE, statyna). Z badania wykluczono chorych z otytoscia, cukrzy-
3, procesem zapalnym, chorobami autoimmunologicznymi i no-
wotworami. Oznaczenia biochemiczne wykonano przed (poziom
wyjsciowy) oraz 7 i 28 dni po pomyslnym zabiegu angioplastyki
naczyn wiehcowych (post-stress). We krwi oznaczano poziom leu-
kocytow, IMA/ALB, CPK, CK-MB, troponiny I, albuminy, potencja-
tu antyoksydacyjnego (FRAP, SH) i pierwotnych produktéw oksy-
dacji lipidéw (LOOH).

Wyniki: W badaniu wykazano najwyzsza wartos¢ wskaznika
IMA/ALB w surowicy krwi chorych z zawatem mieénia sercowe-
g0 w pordéwnaniu z osobami ze stabilng chorobg wieficowa i z gru-
pa kontrolna. Histogram skategoryzowany wskazuje znacznie
wiekszg czestos¢ wystepowania wysokich wartosci IMA u cho-
rych z angiograficznie potwierdzonym zwezeniem naczyn (AMI,
S) w poréwnaniu z grupa kontrolng (K). Poziom IMA ujemnie ko-
relowat z frakcjg wyrzutowa lewej komory serca i z parametrami
potencjatu antyoksydacyjnego osocza (FRAP, SH), natomiast do-
datnio korelowat ze stezeniami CPK i CK-MB. Zaobserwowano
tendencje do obnizenia wartosci IMA post-stress w poréwnaniu
z wartosciami wyjsciowymi, przy czym wartos¢ ta byta zawsze
najwyzsza w grupie AMI.
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Whioski: Wyniki naszych badan sugeruja, ze poziom IMA
w surowicy moze by¢ uzytecznym markerem w definiowaniu ry-
zyka powiktan sercowo-naczyniowych wsréd chorych poddawa-
nych zabiegom PTCA.

576

Aktywacja PPAR-a a cechy
histopatologiczne miesnia
sercowego u chorych z ubytkiem
w przegrodzie miedzykomorowej

Magdalena Brudek, Elzbieta Czarnowska,
Anna Turska-Kmie¢, Lidia Ziétkowska, Wanda Kawalec,
Wiestawa Grajkowska, Bohdan Maruszewski

Instytut ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”, Warszawa

Wstep: Jadrowy czynnik transkrypcyjny PPAR-a. aktywowany
w tkance miesnia sercowego hamuje procesy zapalne, wtéknie-
nie, a takze reguluje procesy metaboliczne zwigzane z utylizacja
kwaséw ttuszczowych. Jego ekspresja moze zatem korelowaé
z cechami niewydolnosci serca. Aktywacja PPAR-a. u chorych
z ubytkiem w przegrodzie miedzykomorowej (VSD) moze by¢ re-
gulowana m.in. mechanicznym stresem, niedotlenieniem, zabu-
rzong réwnowaga cisnienia w komorach, chociaz u tych chorych
nie byto to dotychczas badane.

Cel: Sprawdzenie hipotezy, ze u dzieci z wrodzonym ubytkiem
w przegrodzie miedzykomorowej aktywacja PPAR-o. w kardiomio-
cytach zwiazana jest z cechami klinicznymi niewydolnosci serca.

Materiat i metody: Fragmenty miesnia sercowego pobrano z pra-
wego przedsionka (PP) w czasie zabiegu korekcji wady od 14 dzie-
ci z VSD w wieku 4-22 miesiecy. Przed operacjg 11/14 chorych byto
leczonych werospironem, 2/11 digoksyng i 3/11 ACE-I. Przedopera-
cyjne badania wykazaty VSD typu podaortalnego u 3 chorych i oko-
tobtoniastego u 11 chorych z przeciekiem lewo-prawym, powieksze-
nie LK i LP, dobrg czynnos¢ skurczowg LK, réznice cisnien miedzy LK
i PK od 16 do 90 mmHg. W tkance pobranej z PP oceniano cechy hi-
stopatologiczne i ultrastrukturalne kardiomiocytow, ilos¢ tkanki wiok-
nistej, fenotyp komarek i wielkos¢ nacieku zapalnego (CD3, CD4, CD8,
LCA, CD68) oraz liczbe kardiomiocytow wykazujacych ekspresje
PPAR-a. i ai-aktyny miesni gtadkich (SMA) oraz gromadzenie gliko-
genu [PAS (+)].

Wyniki: Analiza liczby kardiomiocytéw z ekspresja PPAR-a.
w tkance PP wykazata dwa rodzaje serc: (1) z ekspresja w pojedyn-
czych jadrach lub brakiem ekspresji (Srednio 1,6+2,19) u 7 chorych,
i (2) z ekspresja >10% jader ($rednio 13,71+3,71) u 7 chorych. W ser-
cach (1) charakterystyczna byta obecnos¢ wiekszej liczby komérek
nacieku zapalnego o fenotypie LCA i CD68, wieksze wtdknienie niz
w sercach (2), wynoszgce odpowiednio 7,27+2,05 vs 2,65+0,48%.
W obu grupach serc tylko u 2 chorych wystepowaty pojedyncze kar-
diomiocyty SMA (+) i PAS (+). W obu grupach obserwowano uszko-
dzone mitochondria, ale tylko w grupie (1) utrate grzebieni mitochon-
drialnych oraz cechy nasilonej nekrozy. Cechy histopatologiczne
uszkodzenia miesnia sercowego w grupie (1) korelowaty jedynie z ob-
nizona wartoscia gradientu cisnienia miedzy LK i PK (wiekszym
cisnieniem skurczowym PK).
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Whioski: Wyniki potwierdzaja, ze najwazniejszym parame-
trem klinicznym zwigzanym ze stopniem uszkodzenia
miesnia sercowego jest wielkos¢ gradientu przeptywu krwi
LK-PK. Leki aktywujace PPAR-a. moga miel znaczenie w terapii
chorych oczekujacych na usuniecie wady.

577

Dwuetapowy szlak syntezy
angiotensyny 1I u szczura

Karol Kramkowski, Andrzej Mogielnicki, Dariusz Pawlak,
Witodzimierz Buczko

Zaktad Farmakodynamiki, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

Wstep: Badania ostatnich lat wskazujg na istnienie innych
niz ACE enzymow (np. ACE2 lub enzym podobny do CPA), ktére
degraduja angiotensyne | (Ang I). Enzymy te powoduja powsta-
nie Ang-(1-9) z Ang |.

Cel: Odpowiedz na pytanie, czy Ang-(1-9) jest konwertowana
do Ang Il — substancji o silnym dziataniu hipertensyjnym, czy tez
do innych aktywnych badz nieaktywnych peptydéw.

Materiat i metody: Badania przeprowadzono w osoczu i ptyt-
kach krwi szczura. W czasie godzinnej infuzji Ang I, Ang Il lub
Ang-(1-9) mierzono u szczuréw Srednie cisnienie tetnicze krwi (MBP).
Po infuzji od tych zwierzat pobierano krew i technika HPLC ozna-
czono stezenia angiotensyn. Innym grupom zwierzat podawano
Ang | i Ang-(1-9) oraz enalaprilat (2,5 mg/kg i.v) w szybkim wlewie
dozylnym i mierzono stezenia produktéw degradacji tych peptydéw
we krwi zebranej z tetnicy szyjnej wspélnej. W eksperymentach in
vitro wykorzystano homogenaty szczurzych ptukanych ptytek krwi.
Po 0, 15 lub 30 min inkubacji Ang |, Ang Il lub Ang-(1-9) z homoge-
natami reakcje zatrzymywano i mierzono stezenia peptydow.

Wyniki: Ang-(1-9), podobnie jak Ang | i Ang Il, zwiekszata $red-
nie cisnienie tetnicze krwi (MBP) podczas godzinnej infuzji, jednak
efekt ten byt stabiej zaznaczony w przypadku Ang-(1-9) (odpowied-
nio: AMBP=13,0142,99, p <0,05 vs VEH; 21,47+6,28, p <0,05 vs VEH;
30,75+4,13, p <0,001 vs VEH; n=3-10). Dodatkowo, po godzinnej in-
fuzji (50 uM/kg/min, 0,033 ml/min) wykryto Ang Il (16,1+8,0 pM)
oraz Sladowe ilosci Ang Ill, Ang IV, Ang-(1-7) i Ang-(1-5). Po szybkim
podaniu dozylnym Ang | wykrywano Ang-(1-9) i Ang I, jednak
w przypadku Ang Il obserwowano dwufalowy wzrost stezenia
(ok. 50 i 110 s od rozpoczecia wlewu, odpowiednio 8,34+5,44
i 7,06+4,34 uM). Enalaprilat nie hamowat syntezy Ang Il w krazeniu
(maksymalne stezenie Ang Il ok. 110 s od rozpoczecia wlewu wyno-
sito 9,15+3,05 pM). Po inkubacji Ang | (20+0,32 pM) z homogena-
tami szczurzych ptytek (37°C, pH=7, liczba ptytek =108), obserwo-
wano wzrost stezenia Ang-(1-9) (od 0,0 uM na poczatku
eksperymentu do odpowiednio: 4,60+2,88 i 7,00+0,80 uM w 15. i 30.
min). Co wiecej, po inkubacji Ang-(1-9) (200,11 pM) w tych samych
warunkach stezenie Ang Il réwniez wzrastato (od 0,0 pM na poczat-
ku eksperymentu do odpowiednio: 1,29+0,45 i 1,83+0,23 pM w 15.
i 30. min).

Whiosek: Ang Il moze powstawac z Ang | bezposrednio lub
posrednio z udziatem Ang-(1-9).

578

Kwasy tluszczowe 1 ré6znicowanie
komoérek progenitorowych
izolowanych z ludzkiej tkanki
tluszczowe;j

Adriana Balwierz, Urszula Czech, Anna Polus,
Aldona Dembinska-Kie¢

Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakéw

Wstep: Angiogeneza jest procesem waznym dla adipogenezy.
Tkanka ttuszczowa zawiera frakcje podscieliskowa (ang. stromal
vascular frakction, SVF) zawierajaca komoérki uczestniczace
W procesie angiogenezy.

Cel: Wykazanie wptywu wolnych kwaséw ttuszczowych
na proangiogenne vs proadipogenne wtasciwosci ludzkich komé-
rek SVF izolowanych z podskérnej tkanki ttuszczowej.

Materiat i metody: Komérki SVF hodowane byty w medium
proangiogennym (EBM z 2% FCS) lub proadipogennym (DMEM bez
surowicy, ale z insuling, transferyna i hydrokortyzonem). Badano
wptyw 24-godzinnej inkubacji z 1-30 pM kwasu palmitynowego,
oleinowego, arachidonowego i eikozapentaenowego na prolifera-
cje, migracje oraz tworzenie struktur kapilaropodobnych w matri-
gelu. Réznicowanie do adipocytéw potwierdzono barwieniem czer-
wienia olejowa. Zmiany w ekspresji genéw wykazano metoda
mikromacierzy oraz real-time PCR.

Wyniki: W zaleznosci od rodzaju medium, komérki SVF
réznicuja sie do komdrek srédbtonka badz adipocytéw, co udo-
kumentowano badaniem ekspresji genéw. Proangiogenne
komérki SVF proliferuja, migruja oraz tworza struktury kapila-
ropodobne w matrigelu, po stymulacji czynnikami proangiogen-
nymi. Jednakze FFA nie wptywajg na proangiogenne wtasciwo-
$ci tych komérek. Nienasycone kwasy ttuszczowe wykazywaty
wiekszy udziat w aktywacji ekspresji genéw charakterystycz-
nych dla adipocytéw, podczas gdy nasycone kwasy ttuszczowe
stymulowaty geny charakterystyczne dla procesu angiogenezy.

Whioski: Wolne kwasy ttuszczowe moga decydowac o kie-
runku réznicowania sie komérek SVF.

Badanie finansowane z grantu promotorskiego nr N404 008
32/0237.
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579

Stabilna oraz przejSciowa transfekcja
mysich mioblastéw plazmidem
zawierajacym sekwencje kodujace
dla czynnikéw proangiogennych
Marcin Krupka!, Alicja J6zkowicz?, J6zef Dulak?,
Matgorzata Biatas’, Natalia Rozwadowska’,

Monika Fraczek?, Jerzy Kotlinowski?, Bozena Lackowska?,
Maciej Kurpisz*

" Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan
? Zaktad Biotechnologii Medycznej, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Wstep i cel: Tradycyjne metody leczenia miesnia sercowego
po przebytym zawale opieraja sie na ograniczaniu obszaru mar-
twicy i dalszej przebudowy lewej komory oraz na zapobieganiu
objawom niewydolnosci pozawatowej. Nowoczesne terapie zwig-
zane z wypetnieniem obszaru blizny komérkami macierzystymi
wzbogacone zostaty w ostatnim czasie o modyfikacje genetycz-
ne wspomnianych komérek. Wprowadzanie nowych genéw ma
na celu poprawe ukrwienia w obrebie uszkodzonej tkanki oraz
indukcje mechanizméw cytoprotekcyjnych wzgledem przeszcze-
pianych komérek.

Metody: W pracy przedstawiono wptyw jednoczesnej
nadekspresji dwoch czynnikéw proangiogennych — czynnika wzro-
stu fibroblastow 4 (ang. fibroblast growth factor, FGF-4) oraz czyn-
nika wzrostu Srédbtonka naczyniowego A (ang. vascular
endothelial growth factor, VEGF-A) na komérki mysiej linii miobla-
stow C2C12. Przygotowano konstrukcje genowg pTRUF-22-FGF4-
-ires-VEGF zawierajaca ORF dla dwéch gendw. Sekwencje genéw
w plazmidzie rozdzielone zostaty sekwencja wewnetrznego wia-
zania rybosoméw (ang. internal ribosome entry site, IRES) zapew-
niajaca ich jednoczesnga ekspresje pod kontrolg wspélnego pro-
motora. Przeprowadzono transfekcje mysich mioblastow, uzyskujac
linie C2C12, w ktérej badane czynniki ulegaty ekspresji zaréwno
przejsciowo, jak i stabilnie.

Wyniki: Stwierdzono, ze transfekowane komérki wykazuja
zmiany w przebiegu cyklu komérkowego, w potencjale angiogen-
nym oraz w ekspresji markeréw miogennych w stosunku do nie-
transfekowanych komérek kontrolnych. Zauwazono takze zwiek-
szone tempo proliferacji komérek modyfikowanych genetycznie.
Nie wykazano natomiast wptywu nadekspresji badanych czyn-
nikéw na proces apoptozy/nekrozy w warunkach stresu oksyda-
cyjnego.

Whioski: Uzyskane wyniki sugeruja, ze transplantacja mio-
blastéw z nadekspresjg badanych czynnikéw proangiogennych
— FGF-4, VEGF — moze zosta¢ wykorzystana w regeneracji poza-
watowego miesnia sercowego.
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Hamowanie réznicowania ludzkich
komorek SVF do kardiomiocytéw
przez kolagen typu I

Agnieszka Sliwa, Adriana Balwierz, Anna Polus,
Beata Kie¢-Wilk, tukasz Partyka, Aldona Dembiriska-Kie¢

Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Wstep: Proces réznicowania kardiomiocytéw zachodzi w okre-
sie zycia ptodowego, u 0séb dorostych regeneracja tkanki serca
jest ograniczona. Sugeruje sie, ze w terapii polegajacej na rekon-
strukcji tkanek moga zosta¢ wykorzystane komorki progenitoro-
we ze wzgledu na ich zdolnosé do réznicowania sie w komorki
réznych typéw. Dobrym i stosunkowo tatwo dostepnym Zrédtem
tych komérek moze by¢ tkanka ttuszczowa. Uwaza sie, ze ludz-
ka tkanka ttuszczowa zawiera populacje niezréznicowanych ko-
morek (ang. stromal vascular fraction, SVF), ktére moga ulegac
réznicowaniu w wiele typéw komérek, zaréwno in vitro, jak i in
vivo. Komérki SVF, podobnie jak inne komérki progenitorowe,
do réznicowania sie w kardiomiocyty, oprécz pewnych cytokin,
potrzebuja réwniez zachowania tacznosci pomiedzy komérkami
oraz kontaktu z biatkami macierzy zewnatrzkomérkowe;.

Cel: Zbadanie wptywu kolagenu typu | na réznicowanie ludz-
kich komérek SVF do kardiomiocytéw.

Metody: Roznicowanie ludzkich komérek SVF byto induko-
wane przez inkubacje w medium Methocult w obecnosci SCF,
IL-3 i IL-6. Zmiany morfologiczne komérek obserwowano przy uzy-
ciu mikroskopu optycznego i pomiaru ekspresji charakterystycz-
nych genéw metodg qRT-PCR.

Wyniki: Zaobserwowano zmiany ksztattu miotubul oraz up-
regution gendw charakterystycznych dla kardiomiocytéw: GATA,
MEF2C, MYOD1, ANP w obecnosci cytokin promujacych miogeneze.
Natomiast obecnos¢ kolagenu typu | zapobiega indukowanej przez
cytokiny ekspresji genéw i hamuje réznicowanie komérek.

Whioski: Ludzkie komdrki SVF réznicuja sie do komérek podob-
nych do kardiomiocytéw w obecnosci pewnych cytokin, podczas
gdy kolagen typu | ostabia ten efekt. Kolagen typu | nie moze byé
rekomendowany do tworzenia struktur przestrzennych wykorzysty-
wanych w terapii polegajacej na rekonstrukcji serca.

Praca zostata wykonana w ramach projektu F6 EU SC&CR
(LSHB-CT-2004-502988).
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Brak funkcjonalnej endotelialnej
syntazy tlenku azotu u myszy
eNOS-/- a rozw¢j tkanki
tluszczowej i1 insulinoopornosci

Urszula Razny, tukasz Wator, Beata Kie¢-Wilk,
tukasz Partyka

Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Wstep: Gromadzenie tkanki ttuszczowej prowadzi do roz-
woju otytosci i zespotu metabolicznego oraz opornosci na in-
suline. Akumulacja lipidéw i rozrost tkanki ttuszczowej sa uza-
leznione od unaczynienia tej tkanki. Tlenek azotu (NO)
uwalniany ze srédbtonka jest mediatorem angiogennego dzia-
tania VEGF, bFGF, a takze insuliny i leptyny. Z drugiej strony
NO reguluje transport glukozy poprzez korzystny wptyw na wy-
chwyt glukozy w miesniach szkieletowych i metabolizm mito-
chondrium, zapobiegajac rozwojowi insulinoopornosci.

Cel: Zbadanie wptywu diety wysokottuszczowe] na rozwéj in-
sulinoopornosci i objawdw zespotu metabolicznego u myszy z wy-
taczonym genem Srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS-/-).

Materiat i metody: Szesciotygodniowe myszy eNOS-/- (eNOS
ko) oraz myszy kontrolne WT (C57/Bl/6J) skarmiano przez 13 ty-
godni dietg standardowa (Murigran) i wysokottuszczowa (MP Bio-
medicals). W trakcie eksperymentu myszy wazono 2 razy w tygo-
dniu oraz co 2 tygodnie mierzono parametry biochemiczne
w surowicy (glukoza, cholesterol, trojglicerydy), wykonywano te-
sty kolorymetryczne Cormay kits. Na poczatku i na kofcu skar-
miania prowadzono pomiary stezenia adipokin (leptyny, adiponek-
tyny) oraz insuliny w surowicy przy uzyciu testow ELISA.

Wyniki: Zwierzeta eNOS-/- wykazywaty tendencje do nizszej
wagi ciata w stosunku do WT. Po 13 tygodniach skarmiania die-
ta wysokottuszczowg u myszy eNOS-/- stwierdzono znamiennie
nizszy przyrost wagi ciata w poréwnaniu z myszami kontrolny-
mi (C57). Pomiary powierzchni pod krzywa trojglicerydow wyka-
zaty istotnie statystycznie wyzszy poziom tréjglicerydéw u my-
szy eNOS-/- skarmianych dietg wysokottuszczowg w poréwnaniu
z myszami kontrolnymi (C57) (p <0,05). Dieta wysokottuszczowa
wywotata istotny wzrost poziomu cholesterolu zaréwno u myszy
eNOS-/-, jak i u myszy kontrolnych. Zaréwno dieta standardo-
wa, jak i wysokottuszczowa powodowaty wzrost poziomu insu-
liny w obu badanych grupach, jakkolwiek na diecie standardo-
wej przyrost insuliny byt wyzszy u zwierzat eNOS-/- w stosunku
do zwierzat kontrolnych. Zwierzeta eNOS-/- oraz kontrolne
po skarmianiu dieta wysokottuszczowa odpowiedziaty wzrostem
poziomu leptyny w surowicy, u myszy eNOS-/- obserwowano
wiekszy przyrost leptyny (nieznamienny statystycznie).

Whioski: Myszy z wytaczonym genem eNOS prezentujg nie-
ktére objawy zespotu metabolicznego, co moze by¢ zwigzane ze
zmienionym metabolizmem tkanki ttuszczowej.

Badania wykonano w ramach grantu MNil Nr 2PO5A 142 30
oraz K/ZDS/000623.

582

Ocena zalezno$ci miedzy

stezeniem mozgowego peptydu
natriuretycznego w surowicy
chorych z rozkurczowa
niewydolnoScia serca w przebiegu
nadci$nienia tetniczego a wartoScia
wskaznikéw turbulencji rytmu serca

Wtadystaw Sinkiewicz!, Piotr Matyszka?

! Katedra i Zaktad Klinicznych Podstaw Fizjoterapii, Bydgoszcz
? Oddziat Kardiologii z Zaktadem Diagnostyki Kardiologicznej,
Szpital Wojewddzki, Bydgoszcz

Wstep: U ok. 50% chorych z niewydolnoscig serca (NS) ob-
serwuje sie zachowang funkcje skurczowa lewej komory, co okre-
$la sie mianem rozkurczowej NS.

Cel: Celem badania byto okreslenie zaleznosci pomiedzy ste-
zeniem peptydu natriuretycznego (BNP) w surowicy a wartoscia
wskaznikéw turbulencji rytmu zatokowego jako wyktadnikéw réw-
nowagi wspétczulno-przywspétczulnej u chorych z rozkurczowa
niewydolnoscig serca — predyktoréw nagtego zgonu sercowego.

Materiat i metody: Badaniem objeto 100 chorych. Do grupy
badanej wtaczono 50 0séb (w wieku 47-80 lat) z nadcisnieniem
tetniczym z objawami NS (II-111/1V klasa czynnosciowa wg NYHA)
oraz z prawidtowa funkcja skurczowa lewej komory (LVDd>6,0 cm,
LVEF>45%) i zaburzeniami funkcji rozkurczowej w badaniu echo-
kardiograficznym. Grupe kontrolng tworzyto 50 chorych (45-79
lat) z nadcisnieniem tetniczym bez objawéw NS. U chorych ozna-
czano stezenie BNP w surowicy oraz wykonywano 24-godzinne
badanie EKG metoda Holtera z uzyciem rejestratoréw cyfrowych.
W analizie turbulencji rytmu serca (HRT) oznaczano dwa para-
metry numeryczne turbulencji: poczatek (TO) i nachylenie (TS)
turbulencji.

Wyniki: W grupie badanej analize HRT przeprowadzono u 39
(78%) chorych (u 11 0s6b nie stwierdzono wystepowania arytmii
komorowej). Wartosci TO w grupie 39 oséb wynosity od —0,053%
do 0,078% (Srednio —0,0056+0,027%), podczas gdy TS miescito sie
w zakresie 0,0-19,5 ms/R-R (Srednio 6,64+4,64 ms/R-R). Stezenie
BNP wynosito 9,64-141,69 pg/ml (érednio 44,90+35,62 pg/ml). Sred-
nie wyniki BNP wykazywaty istotng dodatnia korelacje z oceniong
na podstawie objawéw podmiotowych klasa czynnosciowa wg
NYHA i wynosity odpowiednio: w Il klasie wg NYHA — Srednio
32,85 pg/ml, w Il klasie wg NYHA — Srednio 84,08 pg/ml, w IlI/IV kla-
sie wg NYHA — Srednio 226,07 pg/ml (wspotczynnik korelacji r=0,68,
p <0,001). W analizie jednoczynnikowej nie stwierdzono zalezno-
Sci miedzy wartoscig BNP a TO i BNP a TS.

W grupie kontrolnej analize HRT przeprowadzono u 44 (88%) cho-
rych (u 6 0séb nie stwierdzono wystepowania arytmii komorowej).
Wartosci TO w grupie 44 0séb wynosity od —0,0792% do 0,0612%
(8rednio —0,0092+0,025%), podczas gdy TS miescito sie w zakresie
0,0-33 ms/R-R (Srednio 8,77+7,93 ms/R-R). Stezenie BNP wynosito
14,51-291,7 pg/ml (Srednio 52,06+54,19 pg/ml). W analizie jednoczyn-
nikowej réwniez nie wykazano zaleznosci miedzy wartoscig BNP a TO
iBNPaTS.
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Whioski:

1. Stezenie BNP w surowicy chorych z rozkurczowa NS wykazuje
istotna dodatnia korelacje ze stanem klinicznym okreélanym
zgodnie z klasyfikacja NYHA.

2. Wartosci BNP zaréwno w grupie badanej, jak i kontrolnej nie
wykazuja zwiazku ze wskaznikami turbulencji rytmu zatoko-
wego — predyktorami nagtego zgonu sercowego.

583

Czestos¢ wystepowania
obturacyjnego lub mieszanego
bezdechu sennego ocenianego
metoda holterowska w grupie
chorych ze stabilng skurczows
niewydolnoScia serca

Wiadystaw Sinkiewicz!,
Matgorzata Dowgwittowicz-Nowicka?

! Katedra i Zaktad Klinicznych Podstaw Fizjoterapii, Bydgoszcz
? Oddziat Kardiologii z Zaktadem Diagnostyki Kardiologicznej,
Szpital Wojewddzki, Bydgoszcz

Wstep: Zaburzenia oddychania w czasie snu (ZOCS) sa ze-
spotem klinicznym pogarszajacym w istotny sposéb przebieg i ro-
kowanie chorych ze skurczowg niewydolnoscig serca (SNS), wy-
stepuja u 40-80% chorych. W tej grupie dominuje postac
centralna, jednak bezdech obturacyjny lub mieszany stanowi tak-
Ze istotny problem kliniczny.

Cel: Ocena czestosci wystepowania cech obturacyjnego i mie-
szanego bezdechu sennego w grupie chorych z SNS na podsta-
wie badania przeprowadzonego metoda Holtera.

Materiat i metody: Grupa badana ztozona byta z 70 chorych
(8 kobiet i 62 mezczyzn), srednia wieku — 54,8 roku, z objawami
NS w I1'i Il klasie wg NYHA, z dysfunkcja skurczowg lewej komo-
ry (EF >40%). Grupe kontrolng stanowito 50 oséb (7 kobiet i 43
mezczyzn), Srednia wieku — 57,8 roku, bez klinicznych objawow
niewydolnosci serca, dobranych odpowiednio pod wzgledem ptci
i wieku. Nasilenie sennosci dziennej oceniano na podstawie ska-
li Epworth (wynik >10 pkt oznacza nasilong sennos¢ dzienng). Oce-
ne bezdechu sennego przeprowadzono za pomocg programu Li-
fescreen Apnea. Obecnosé i stopien nasilenia ZOCS okreslano
na podstawie szacowanego wskaznika bezdechu/sptyconego od-
dychania (ang. apnea/hipopnea index, AHI). Dla badania holterow-
skiego podaje sie nastepujace przedziaty diagnostyczne AHI: nor-
ma <5, wartosci graniczne (ang. borderline apnea) 5-15, bezdech
senny >15.

Wyniki: Nasilenie sennosci w skali Epworth wynosito $rednio
5 pkt w grupie badanej i 4 pkt w grupie kontrolnej. Wyniki prawi-
dtowe (<9 pkt) stwierdzono u 64 (91,4%) 0s6b w grupie badanej
i 42 (84,0%) w grupie kontrolnej. Wyniki wskazujace na sennosc¢
dzienng (>10 pkt) uzyskano u 6 (8,4%) osdb w grupie badanej i u
8 (16%) w grupie kontrolnej (r6znica nieistotna statystycznie). Wy-
nik badania holterowskiego byt prawidtowy (AHI <5) u 11 (15,9%)
0s6b w grupie badanej oraz u 9 (19,6%) 0séb w grupie kontrolnej
(rdznica nieistotna statystycznie). Cechy granicznego bezdechu
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(AHI 5-15) stwierdzono u 20 (29,0%) chorych w grupie badanej
oraz u 25 (54,3%) osob w grupie kontrolnej (réznica istotna staty-
stycznie). Wskaznik AHI >15, Swiadczacy o obecnosci zaburzen od-
dychania w czasie snu, wykazano u 38 (55,1%) oséb w grupie ba-
danej i u 12 (26,1%) w grupie kontrolnej (réznica istotna
statystycznie, p <0,006).

Whioski: Czestos¢ wystepowania bezdechu sennego ocenia-
nego za pomocg badania holterowskiego jest istotnie wyzsza
w grupie chorych ze skurczowa niewydolnoscia serca w poréwna-
niu z grupa kontrolng pomimo braku istotnych statystycznie réz-
nic w klinicznej manifestacji zaburzef oddychania w czasie snu
ocenianej na podstawie skali Epworth. Algorytmy holterowskie
pozwalajace na rozpoznawanie obturacyjnego i mieszanego bez-
dechu sennego moga sie okazaé przydatne w codziennej prakty-
ce klinicznej.

584

The effect of cardiomyocyte specific
CCN1 overexpression

on cardiac phenotype at baseline
and after myocardial infarction

in a mouse model

Anna Kozieradzka?, Nils H. Zschemisch?,
Sergej Erschow?, Britta Stapel?, Philipp Fischer?,
Denise Hilfiker-Kleiner?

' Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok
? Hannover Medical School, Hannover, Germany

Background: CCN1 is a pro-angiogenic factor induced in
cardiomyocytes rapidly after ischnemia and pressure overload. It
promotes migration, proliferation and survival of cardiac cells.

Aim: The aim of our study was to investigate the effect of its
overexpression on cardiac function and morphology in
a transgenic mouse model at baseline and after myocardial
infarction (MI).

Methods: Five inducible cardiomyocte-specific (using the alpha-
MHC-promoter) CCN1 transgenic mouse lines were generated. Two
lines (CTC1 and CTC3) were expressing the transgene, when
combined with the TTA inducer (CTC1/TTA, CTC3/TTA genotypes).
Baseline echocardiography was performed at the age of 12 weeks.
For histological analysis isolectin B4-WGA, Ki-67-isolectin B4, sirius
red and CD-45 stainings were used. M| was induced in 12-weeks old
males by means of permanent left coronary artery ligation. Two
weeks after MI echocardiographic parameters were measured and
hearts were excised. We defined infarct size in HE-stained
preparations as percentage of total affected left ventricle
circumference.

Results: Constitutive postnatal activation of the CCN1 transgene
resulted in a 3.12 increased expression of CCN1 protein in left
ventricular tissue. CTC1/TTA and CTC3/TTA males had increased
baseline systolic function compared to wild types (fractional area
change in short axis 58.5+5.3 vs. 50.8+7.1%, p <0.05 and 51.5£6.9
vs. 47.1+10.1%, p=0.08, respectively) and lower left ventricular end-
diastolic volume (41.5+7.2 vs. 58.7+11.5 pl, p <0.05 and 57.6+12.0 vs.
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70.8+12.6 pl, p <0.05, respectively). CTC1/TTA mice had tendency
towards smaller mean csa (294.6 vs. 360.3 pm?, p=0.2) and increased
collagen deposition. Capillary density remained unchanged (176 vs.
1.71 capillaries/cardiomyocyte) despite increased rate of proliferating
endothelial cells. There was no difference between the genotypes
in CD-45 staining. After MI CTC1/TTA males (n=19, WTs: n=25)
displayed higher mortality within the first 4 days post Ml with no
evidence for left ventricular rupture (31.6 vs. 12%, p=0.22 % test).
After two weeks morphometric measurements of surviving mice
showed comparable infarct sizes in both groups (24.6%15 vs.
28.7420.5%, p=0.56). In animals with similar infarct sizes no evident
difference in myocardial function was found (fractional area change
in long axis 27.1+8.7% in CTC1/TTA group vs. 26.6+10.5% in WTs,
p=0.8).

Conclusions: Constitutive cardiac specific overexpression of
CCN1 affects baseline cardiac function (increased systolic function,
lower heart volumes) and morphology (smaller csa, increased
proliferation rate of endothelial cells). After myocardial infarction
high CCN1 protein expression seems to be detrimental and
promote an early post MI mortality.

586

The influence of channel openers
NS1619 and CGS7184 as regulator
of endothelial cells function

lwona Stanistawskat, Antonina Chmura-Skirlifiska?,
Magdalena Bartus', Stefan Chtopicki!, Adam Szewczyk*

' Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

? Instytut Biologii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk,
Warszawa

Background: Potassium channels are present in the inner-
mitochondrial membrane. Recently, a large-conductance Ca*"
activated potassium (BKca) channel was described in heart, aorta,
glioma and brain mitochondria. These channels play a pivotal role
in cytoprotection. Activation of mitoKATP channels with
pharmacological agents can lead to cardioprotection and
neuroprotection. Moreover activation of mitochondrial BKCa
channel by NS1619 can lead to cardioprotection. The
pharmacological substances such as benzimidazolone derivative
NS1619 and indol derivatives CGS7181 and CGS7184 can modulate
activity of BKca channels.

Aim: In the present work, we investigated the influence of
potassium channel opener CGS7184 and NS1619 on the isolated
rat aorta ring.

Methods: We have chosen two substances NS1619 and
CGS7184 which induce vasodilatation.

Results: The comparison of vasodilitation in the rat aorta
isolated, after treatment with CGS7184 and NS1619 and in the
presence of SNAP (S-nitroso-N-acetylpenicillamine) reveal that
addition of CGS7184 induced more intensive NO-dependent
vasodilatation than in the presence of NS1619. Additionally to
comparison the concentration of nitric oxide produced by isolated

rat aorta in different condition we used the EPR methods. In the
presence of CGS we observed the more intensive signal from
nirosohemoglobin thereby these data confirmed formation of nitric
oxide from isolated rat aorta.

Conclusion: Our results suggested that BKCa channel opener
CGS7184 activates nitric oxide production in this system which
is responsible for vasodilatation.

This study was supported by the Ministry of Science and
Higher Education, No. PBZ/MNiSW/07/2006/26 and Nr
PBZ/MNiSW/07/2006/29.
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CNN2 protein is announcing marker

for cardiac remodeling following
STZ induced moderate
hyperglycemia in the mouse heart

Karol Kamirski*, Barbara Szepietowska? Tomasz Bonda?,
Marcin Kozuch?, Joanna Mencel?, Andrzej Matkowski®,
Olga Kovalchuk®, Matgorzata Szelachowska?,
Wrtodzimierz Musiat!, Maria Winnicka®

' Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

? Klinika Endokrynologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

* Zaktad Patologii Ogodlnej i Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok

*Klinika Kardiologii Inwazyjnej, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

° Zaktad Biochemii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

¢ Zaktad Klinicznej Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok

Background: Diabetes causes changes in the myocardium often
called diabetic cardiomyopathy. This condition has been extensively
investigated in the animal models with the high glucose levels.
Nevertheless, it has not been investigated, whether moderate
hyperglycaemia, in the absence of other features of metabolic
syndrome may also cause similar changes in the heart.

Aim: The aim of the study was to assess the changes in the
myocardium in the animal model of mild type 1 diabetes.

Methods: Moderate hyperglycaemia was induced in 8-10
week old male C57Bl6) mice by 5 intraperitoneal injections of
streptozotocin (40 mg/kg). After 16 weeks they were sacrificed,
left ventricle (LV) dimensions and extent of cardiac fibrosis were
assessed by morphometry. The abundance of CCN 1 and CCN2
proteins in LV samples was assessed using western blotting, while
activity of matrix metaloproteinase 2 (MMP2) was established in
zymography. Real time PCR was used to investigate the
expression of TGF-B1 and ANP

Results: Mice with moderate hyperglycaemia presented
comparable cardiac weight, dimensions, fibrosis and hypertrophy
parameters (atrial natriuretic peptide expression, cardiomyocyte
crossectional area) as the non-diabetic controls. However, the
abundance of profibrotic CCN2 protein was significantly increased
in hyperglycaemic animals (1+0.47 vs. 1.67+0.28 respectively
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p <0.05). CCN1 protein abundance was slightly increased (1.27
fold), this however did not reach the statistical significance.
Interestingly, this change was independent from the TGFB1
expression, as its RNA abundance was similar in both groups.
Moderate hyperglycaemia also caused small, but significant
increase in the activity of the MMP2 (1+0.07 vs. 1.21+0.17
respectively p <0.05).

Conclusion: Moderate hyperglycaemia causes activation of
profibrotic gene expression program, which initially may be
counterbalanced by an increase in metalloproteinase activity. In
animal model of mild type 1 diabetes no profound changes in
cardiac morphology are found.

588

Wplyw wczesnego, krotkotrwalego
zablokowania kalcyneuryny

na pozawalowa przebudowe serca
szczura

Urszula Mackiewicz, Michat Maczewski,
Emilia Klemenska, Bohdan Lewartowski

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Gtéwne zmiany zachodzace na poziomie przezywa-
jacych zawat lewej komory (LK) kardiomiocytow to ich przerost
oraz zmiany funkcji i ekspresji biatek obiegu Ca*. Gtéwnym czyn-
nikiem uruchamiajacym program ,,proprzerostowy” w kardiomio-
cytach jest aktywacja wewnatrzkomérkowej fosfatazy zwanej
kalcyneuryna.

Cel: Zbadanie wptywu zahamowania aktywnosci kalcyneu-
ryny we wczesnym okresie po indukcji zawatu na przebieg poza-
watowej przebudowy serca szczura.

Metody: Szczurom rasy Wistar (ok. 250 g) podawano przez
pierwsze 4 doby po indukgji rozlegtego zawatu lewej komory (LK)
lub po operacji pozornej bloker kalcyneuryny — cyklosporyne (Cs)
w dawce 7,5 mg/kg masy ciata 2 razy na dobe lub sél fizjologicz-
na. Po 8 tygodniach echokardiograficznie okreslano wymiary
i kurczliwosé LK i mierzono cisnienia w LK przy uzyciu cewnika
wewnatrzsercowego. Nastepnie izolowano kardiomiocyty z LK
i mierzono w nich sygnat Ca*, mierzono transport Ca** przez ATP-
-aze wapniowa siateczki sarkoplazmatycznej (SERCA), wymien-
nik Na*/Ca* (NCX) i ATP-aze wapniowg sarkolemy (PMCA) oraz
zawartos¢ Ca* w siateczce sarkoplazmatycznej (SR).

Wyniki: Po 3 dniach podawania Cs po zawale aktywnos¢ kalcy-
neuryny zostata zmniejszona o 75%. Osiem tygodni po zawale ob-
serwowalismy istotny przerost oraz rozstrzen i spadek kurczliwosci
LK, a na poziomie kardiomiocytéw wzdtuzny przerost kardiomiocy-
tow (0 18%), wzrost amplitudy sygnatu Ca*, wzrost zawartosci Ca**
w SR (odpowiednio o 24 i 30%) oraz spadek szybkosci opadania sy-
gnatu Ca** 0 35%. Aktywnos¢ transportowa SERCA byta zmniejszo-
na o 36%, PMCA o 17%, natomiast NCX niezmieniona. U zwierzat
otrzymujacych po zawale Cs przerost LK byt mniejszy, rozstrzeh wiek-
sza, natomiast frakcja wyrzutowa LK niezmieniona w poréwnaniu
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ze zwierzetami po zawale bez interwencji. Podawanie Cs po zawa-
le zmniejszyto 0 7% wzdtuzny przerost kardiomiocytéw, nie miato
wptywu na zmieniona po zawale amplitude sygnatu Ca*, obnizyto
0 18% zawartos¢ Ca** w SR oraz zwiekszyto 0 24% szybkos¢ opada-
nia sygnatu. Podawanie Cs zmniejszyto wywotany zawatem spadek
szybkosci transportu Ca* przez SERCA i PMCA odpowiednio o 30
i 17% oraz zmniejszyto niezmieniong w wyniku pozawatowej prze-
budowy szybkos¢ transportowa NCX o 23%. Krétkotrwate podawa-
nie Cs nie miato wptywu na zaden z mierzonych parametréw u zwie-
rzat operowanych pozornie.

Whioski: Uzyskane wyniki sugeruja, ze wczesne, krotkotrwa-
te zahamowanie aktywnosci kalcyneuryny po zawale serca ma
odlegty wptyw na przebudowe LK na poziomie makroskopowym
i komérkowym. Zahamowanie kalcyneuryny po zawale, poprzez
zmniejszenie przerostu, prowadzi do wiekszej rozstrzeni LK. Frak-
cja wyrzutowa LK jest zachowana prawdopodobnie dzieki korzyst-
nemu wptywowi wczesnego zablokowania kalcyneuryny na funk-
cje biatek obiegu Ca*.

589

Ocena zmian ekspresji genu Cx 43
w komoérkach srédbtonka

pod wplywem kwasoéw tluszczowych
i beta-karotenu

Katarzyna Janczarska, Beata Kie¢-Wilk, Agnieszka Sliwa,
Aldona Dembiriska-Kie¢

Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Wstep: Mitochondria odgrywaja gtéwna role w chorobach
degeneracyjnych zwigzanych z wiekiem. Koneksyna 43, biatko
tworzace miedzykomérkowe potgczenia szczelinowe, odgrywa
rowniez wazna role w funkcji mitochondriéw. Cx43 jest czescia
komplekséw ksztattujgcych kanaty mitoK-ATP, zaleznych od jo-
noéw Ca*.

Cel: Ocena zmian ekspresji genu Cx 43 w komorkach srod-
btonka pod wptywem kwaséw ttuszczowych i beta-karotenu oraz
ocena dziatania koneksyny 43 na funkcje mitochondriéw w wa-
runkach stresu komérkowego, jakim jest kontakt z wolnymi kwa-
sami ttuszczowymi.

Metody: Do badan uzyto komérek srédbtonka naczyn krwio-
nosnych HUVEC oraz komérek progenitorowych ludzkiej tkanki
ttuszczowej, tzw. stromal vascular fraction (SVF), inkubowanych
przez 24 godz. w medium EBM (EGM Bullet Kit Clonetics) z do-
datkiem kwasoéw ttuszczowych: PA, AA, EPA (1-30 pM) (SIGMA)
oraz beta-karotenu (3 uM) (ROCHE). Z komorek przed i po inku-
bacji wyizolowano mitochondria kitem (Pierce) w obecnosci in-
hibitorow proteaz (Halt TM). Zmiane ekspresji genu koneksyny
43 analizowano za pomoca qRT-PCR wg standardowego proto-
kotu przy zastosowaniu GAPDH jako genu referencyjnego. Zmia-
ny w poziome biatka przebadano metoda Western Blot. Metabo-
liczna aktywnos¢ mitochondriéw bedzie analizowana za pomoca
elektrody Oxygraf 2-K (Oroboros).
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Wyniki: Beta-karoten, ale nie uzyte kwasy ttuszczowe, w spo-
séb przeciwstawny wptywaja na ekspresje koneksyny w bada-
nych tkankach, hamujac jej ekspresje w HUVEC. Nie stwierdzo-
no jednak takiej ré6znicy w badanej metoda Western Blot ilosci
biatka cx43 zaréwno w catych komérkach, jak i izolowanych mi-
tochondriach. Analiza aktywnosci mitochondriéw jest w trakcie
optymalizacji.

Whiosek: Wydaje sie, ze mimo zmiany ekspresji genu bada-
ne FFA i BC po inkubacji 24-godzinnej nie wptywaja na catkowi-
tg ilos¢ biatka Cx43 w HUVEC.

Praca jest wykonywana w ramach projektu K/ZDS/000683.
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Ocena wystgpowania oraz zmiennosci
zjawiska aspirynoopornosci u os6b
ze stabilna postacia choroby
wiencowej w trakcie dwuletniej
obserwacji

Marek Postuta!, Agnieszka Serafin', Krzysztof ). Filipiak®,
Michat Marchel!, Zenon Huczek?,

Bozena Tarchalska-Krynska?, Grzegorz Opolski?,
Andrzej Cztonkowski?

'| Katedra i Klinika Kardiologii, Warszawski Uniwersytet Medyczny
? Katedra i Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej,
Warszawa

Cel: Ocena czestosci wystepowania zjawiska aspirynooporno-
$ci w populacji 0séb ze stabilng postacia choroby niedokrwiennej
serca w trakcie 2-letniej obserwacji oraz jednoczesna ocena zmien-
nosci zjawiska aspirynoopornosci w tej populacji.

Materiat i metody: Do badania wtgczono, po wyrazeniu pi-
semnej zgody, 100 os6b (w tym 38 kobiet, srednia wieku
67,02+8,31 roku) z choroba niedokrwienng serca, ktore przyjmo-
waty ASA w dawce 75-150 mg na dobe w ramach prewencji
wtérnej ostrych zespotéw wiehcowych przez przynajmniej
3 miesigce. Ocene funkcji ptytek wykonywano przy uzyciu
PFA-100 (Dade Behring) w momencie wtgczenia do badania oraz
po 12 i 24 miesigcach. Regularne przyjmowanie ASA oceniano
na podstawie wywiadu w momencie wtgczenia oraz podczas kaz-
dej wizyty w okresie obserwacji. Opornos¢ na ASA okreslono
na podstawie wartosci czasu okluzji wyrazonego w sekundach
(ang. closure time, CT), z zastosowaniem kaset testowych zawie-
rajacych kolagen/epinefryne (CEPI) dokonano nastepujacego po-
dziatu: CEPI-CT <150 s — chorzy niewrazliwi na ASA, CEPI-CT >250 s
—wrazliwi, CEPI-CT 151-249 s — posrednio wrazliwi.

Wyniki: Wedtug oznaczer wykonanych za pomocg PFA-100
czestos¢ aspirynoopornosci wynosita w momencie wtaczenia
33% (33 chorych). Funkcje ptytek oceniono ponownie u 92 cho-
rych po roku oraz u 90 po 2 latach, opornos¢ na ASA wykaza-
no odpowiednio u 27 (29,35%) oraz u 30 (33,33%) chorych.
W badanej populacji u 21 oséb stwierdzono wartosci CEPI-CT
<150 s w trakcie przynajmniej dwoch wizyt, u 8 badanych z tej

grupy (38,09%) aspirynoopornosc stwierdzono podczas wszyst-
kich wizyt; prawidtowa odpowiedz na ASA podczas >2 wizyt
stwierdzono u 38 0s6b, w tej grupie prawidtowa wrazliwosé
na ASA podczas 2-letniej obserwacji wystepowata u 13 (34,2%)
0s6b. W modelu wieloczynnikowej analizy regresji logitowe] nie-
zaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia przetrwatej oporno-
sci na ASA, definiowanej jako wartosci CT <150 s podczas >2
wizyt, byta liczba nieprzyjetych tabletek ASA (OR=4,67, p=0,006)
oraz stezenie trojglicerydow >150 mg% (OR=3,19, p=0,046); jed-
noczesne przyjmowanie lekéw z grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych okazato sie niezaleznym czynnikiem ryzyka
wystapienia przetrwatej nieprawidtowej odpowiedzi na ASA
(OR=0,23; p=0,040).

Whioski: W badanej populacji aspirynoopornos¢ stwierdzo-
no u ok. 1/3 badanych, jednoczeénie wykazano duzg zmiennosé
oraz niestabilnos¢ zjawiska aspirynoopornosci. Nieregularne przyj-
mowanie ASA jest najwazniejszym czynnikiem wptywajacym
na wystepowanie oraz na utrzymywanie sie aspirynoopornosci
w trakcie 2-letniej obserwacji. Regularne przyjmowanie dodat-
kowo innych lekéw z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapal-
nych wptywato niekorzystnie na utrzymywanie sie prawidtowej
odpowiedzi na ASA.
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Charakterystyka promotora genu
IGF-1 u chorych poddanych
angiografii naczyn wieficowych

Pawet Burchardt!, Anna Gozdzicka-J6zefiak?, Witold Nowak?,
Rafat Link?* Tomasz Grotowski*, Tomasz Siminiak®

' Katedra Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Medyczny,
Poznanh, Oddziat Kardiologiczny, Szpital Wojewddzki, Poznan

? Zaktad Wirusologii Molekularnej, Uniwersytet im. A. Mickiewicza,
Poznan

* Wydziatowa Pracownia Technik Molekularnych, Uniwersytet
im. A. Mickiewicza, Poznan

* Szpital Rehabilitacyjno-Kardiologiczny, Kowanéwko

* Uniwersytet Medyczny, Poznan, Szpital Rehabilitacyjno-
-Kardiologiczny, Kowanéwko

Wstep: Rola insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 w etiolo-
gii miazdzycy naczyh wieficowych nie jest jasna.

Cel: Celem ogdlnym pracy byta analiza molekularna rejonu
promotorowego P1 genu IGF-1, okreélenie jego polimorfizmoéw i ze-
stawienie ich z poziomami biatka IGF-1, a takze préba powiazania
pozioméw ogoblnoustrojowego IGF-1 z zaawansowaniem miazdzy-
cy naczyh wiedcowych. Wyniki analizy molekularnej zestawiano
z danymi klinicznymi badanych oséb.

Materiat i metody: Pobierano krew od 101 kolejnych chorych,
u ktérych wykonywano badanie koronarograficzne. W surowicy
i 0soczu oznaczano parametry gospodarki lipidowej oraz stezenia
IGFBP3 i IGF-1. Z komérek krwi izolowano DNA, ktéry amplifiko-
wano metoda PCR. Produkt analizowano metodg SSCP Materiat
wykazujacy réznice w migracji prazka DNA w analizie metoda SSCP
byt poddawany analizie sekwencyjnej.
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Wyniki: U os6b poddanych angiografii naczyh wiencowych
stwierdzono pie¢ polimorfizméw w rejonie promotorowym P1 ge-
nu /GF-1: Rs35767, Rs11829693, Rs5742612, Rs2288377, Rs17879774.
Dla Rs35767 stwierdzono genotypy C/C, C/T i T/T. Dla Rs11829693
stwierdzono genotypy G/G i A/A (1,99%). Dla Rs5742612 stwierdzo-
no genotypy C/T i T/T. Genotyp C/T istotnie czesciej wystepowat
u chorych z udarem mézgu w wywiadzie. Dla Rs2288377 stwierdzo-
no genotyp A/T (1,98%) i T/T. Dla Rs35767, genotyp T/T stwierdzo-
no nizsze stezenia IGF-1,IGFB P3 oraz nizsza wartosc¢ ilorazu
IGF-1/BML. W grupie chorych z genotypem A/A dla Rs11829693 ob-
serwowano wyzsze w poréwnaniu z pozostatymi osobami poziomy
IGF-1 (228,5 vs 197,2 ng/ml), IGFBP3 (3364,0 vs 2103,6 ng/ml) i war-
tosci ilorazu IGF-1/BMI (7,93 vs 7,25). W grupie 0s6b z choroba 3 na-
czyh poziomy osoczowe IGF-1 byty wyzsze niz w grupie chorych bez
zmian w obrazie angiograficznym i bez zawatu mie$nia sercowego
w wywiadzie (p <0,05). Dodatkowo stwierdzono, ze chorzy powy-
zej 95. centyla (powyzej 105 pkt) w zakresie nasilenia miazdzycy
naczyh wiehcowych wg skali Gensiniego maja istotnie wyzsze po-
ziomy IGF-1 oraz nizsze stezenia HDL w poréwnaniu z chorymi z
0 pkt w tej skali. Obserwowano zwigzek nizszych poziomow IGF-1,
IGFBP3 oraz wartosci ilorazu IGF-1/BMI z zaawansowanym wiekiem
chorych (p <0,05), a takze nizsze wartosci ilorazu IGF-1/BMI u cho-
rych z cukrzyca. U badanych oséb stwierdzono dodatnia korelacje
pomiedzy IGF-1a TC, TG i LDL oraz wartoscig ilorazu IGF-1/BMl a TC,
LDL, Lp (a), apoB-100 i korelacje pomiedzy poziomami IGFBP3 a TC,
LDL, TG, apoB-100.

Whioski: Stwierdzono wyzsze poziomy ogélnoustrojowe IGF-1
u chorych poddawanych planowej angiografii naczyh wieficowych
z zaawansowang miazdzyca tetnic wieficowych. Udziat polimor-
fizméw w rejonie P1 genu IGF-1 w miazdzycy tetnic wiehcowych
wymaga weryfikacji w wiekszej grupie chorych.
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Agregaty plytkowo-leukocytarne,
plytkowe i mikroplytki w migotaniu
przedsionkow

Marcin Makowski', Ireneusz Smorag?, Andrzej Bissinger’,
Tomasz Grycewicz', Wtodzimierz Grabowicz’,
Konrad Masiarek?, Andrzej Lubifiski’, Zbigniew Baj?

! Klinika Kardiologii Interwencyjnej, Kardiodiabetologii i Rehabilitacji
Kardiologicznej, | Katedra Kardiologii i Kardiochirurgii, Uniwersytet
Medyczny, t6dz

? Zaktad Patofizjologii i Immunologii Klinicznej, Uniwersytet
Medyczny, £6dz

Wstep: Migotanie przedsionkéw jest jedna z gtéwnych przy-
czyn sercopochodnego udaru mézgu. Mechanizmy uczestnicza-
ce w powstawaniu materiatu zatorowego w jamach przedsion-
kow uwzgledniaja wszystkie sktadowe triady Virchowa. Rola
ptytek krwi w powstawaniu powiktah zatorowych oraz tworze-
nie przez nie agregatéw do chwili obecnej nie jest w petni wy-
jasniona.

Cel: Ocena wptywu migotania przedsionkéw na aktywacje
ptytek krwi wyrazong liczba agregatéw ptytkowo-leukocytarnych,
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ptytkowych oraz mikroptytek ocenianych metoda cytometrii prze-
ptywowe;.

Materiat i metody: Do badania zakwalifikowano grupe 12 cho-
rych leczonych z powodu przetrwatego migotania przedsionkow
w Klinice Kardiologii Interwencyjnej, Kardiodiabetologii i Rehabi-
litacji Kardiologicznej w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym nr
2 w todzi. W celu wykluczenia potencjalnego wptywu innych scho-
rzeh na aktywacje ptytek z badania wytgczono osoby z chorobg
wieficowg oraz ze wspéttowarzyszacymi chorobami zapalnymi.
Chorzy w wieku 21-60 lat byli poddawani kardiowersji elektrycz-
nej zgodnie z obowigzujacymi standardami leczenia Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego. Krew pobierano z zyty obwodo-
wej w dwdch punktach czasowych: w trakcie migotania przed-
sionkéw (TO) oraz po 4 tygodniach utrzymania rytmu zatokowe-
go (T1). Ocena aktywacji ptytek krwi, tworzenia agregatow
ptytkowych i ptytkowo-leukocytarnych, zostata przeprowadzona
z uzyciem cytometru przeptywowego. Analizie poddano ekspre-
sje markera aktywacji ptytek CD62, liczbe agregatéw ptytkowych,
ptytkowo-leukocytarnych oraz mikroptytek wyrazong jako odse-
tek ptytek CD61-dodatnich.

Wyniki: Utrzymanie rytmu zatokowego (T1) powoduje istot-
ne zmniejszenie odsetka agregatéw ptytkowo-leukocytarnych
w stosunku do okresu migotania przedsionkéw TO (8,94+1,53 vs
18,2+2,4%, p <0,05). Zmianie tej towarzyszy réwniez zmniejsze-
nie reakcji uwalniania ptytek ocenianej ekspresja receptora CD62
(22,89+2,53 vs 15,75+0,97, p <0,05). Obserwowano takze istotne
obnizenie odsetka agregatéw ptytkowych po utrzymaniu rytmu
zatokowego (4,82+0,75 vs 3,2+0,447%, p <0,05) oraz zmniejsze-
nie odsetka mikroptytek (1,7+0,26 vs 0,71+0,16%, p <0,05).

Whioski: Utrzymanie rytmu zatokowego powoduje zmniej-
szenie liczby agregatéw ptytkowo-leukocytarnych, ptytkowych
oraz mikroptytek. Zwiekszona liczba agregatéw oraz mikropty-
tek w trakcie arytmii moze odgrywac role w patogenezie po-
wiktan zakrzepowo-zatorowych w przebiegu migotania przed-
sionkow.
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Kwas antranilowy a stezenie
CC-chemokin w osoczu chorych

z przewlekla niewydolnoscia nerek
leczonych zachowawczo

Dariusz Pawlak’, Anna Kowalewska', Michat Mysliwiec?,
Krystyna Pawlak

' Samodzielna Pracownia Farmakoterapii Monitorowanej,
Uniwersytet Medyczny, Biatystok

* Klinka Nefrologii i Transplantologii, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok

Wstep: Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, spowodowa-
ne procesem miazdzycowym, uznawane sg za jedna z gtéwnych
przyczyn $miertelnosci w populacji chorych z przewlektg niewy-
dolnoscia nerek (PNN) leczonych zachowawczo. Wczesng zmia-
ne miazdzycowa charakteryzuje obecnos¢ makrofagéw i limfo-
cytéw T w Scianie wewnetrznej naczynia potaczona z proliferacja
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komorek miesni gtadkich. CC-chemokiny (CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a,
CCL4/MIP-1B CCL5/RANTES) naleza do rodziny niskoczasteczko-
wych biatek (8-10 kDa) zapoczatkowujacych aktywacje i migra-
cje z krwi do tkanek komérek typu monocyt/makrofag i limfocyt.
Kwas antranilowy (AA) jest jednym z metabolitéw szlaku kinure-
ninowego powstajacym z kinureniny (KYN) pod wptywem kinu-
reninazy. W literaturze dostepne sg jedynie nieliczne doniesienia
dotyczace tego odgatezienia szlaku kinureninowego. Wykazano,
Ze metabolit tego szlaku — kwas 3-hydroksyantranilowy, hamuje
produkcje CCL2 w hodowli komérek srédbtonka.

Cel: Zbadanie ewentualnych powigzan szlaku KYN-AA z ukta-
dem CC-chemokin, uczestniczacym w pierwszej fazie powstawania
zmian miazdzycowych u chorych z PNN leczonych zachowawczo.

Materiat i metody: Pomiaru uktadu CC-chemokin, KYN, AA
i stosunku AA/KYN odzwierciedlajacego aktywnos¢ kinureninazy
dokonano w osoczu 43 chorych z PNN i 16 0s6b zdrowych.

Wyniki: Stezenia KYN, AA, AA/KYN, CCL4 byty znamiennie
wyzsze (p <0,001), z kolei CCL5 byty istotnie obnizone
(p <0,001) w grupie chorych z PNN w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi. Nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach CCL2 i CCL4
pomiedzy obu badanymi grupami. KYN pozytywnie korelowata
z poziomem CCL2 i CCL4 (oba p <0,05), natomiast AA z CCL2
(p <0,05), CCL3 (p <0,001) i CCL4 (p <0,01). Stwierdzono ponad-
to dodatnig zaleznos¢ pomiedzy stosunkiem AA/KYN a stezenia-
mi CCL3 (p <0,001), CCL4 i CCL5 (oba p <0,05).

Whioski: Uzyskane wyniki sugeruja wzajemne powiazanie
uktadu CC-chemokin ze szlakiem KYN-AA u chorych z PNN, a po-
przez to udziat szlaku kinureninowego w powstawaniu zmian
miazdzycowych w tej populacji chorych.
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Kwas chinolinowy a uktad
fibrynolizy u chorych z przewlekla
niewydolnoscia nerek leczonych
zachowawczo

Krystyna Pawlak?, Dariusz Pawlak,
Agnieszka Buraczewska-Buczko?, Michat Mysliwiec?

' Samodzielna Pracownia Farmakoterapii Monitorowanej,
Uniwersytet Medyczny, Biatystok

* Klinika Nefrologii i Transplantologii, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok

Wstep i cel: Zaburzenia uktadu fibrynolizy, jeden z mecha-
nizméw powstawania choroby sercowo-naczyniowej (CVD), sa
czesto obserwowanym powiktaniem przewlektej niewydolnosci
nerek (PNN). Kwas chinolinowy (QA) jest jednym z koncowych
produktéw przemian tryptofanu w szlaku kinureninowym. Wzrost
jego stezenia odpowiedzialny jest za hamowanie procesu erytro-
poezy u chorych na PNN. Nie ma natomiast danych na temat po-
wigzania QA z uktadem fibrynolizy w tej grupie chorych.

Metody: Parametry uktadu fibrynolizy: tkankowy aktywator pla-
zminogenu (tPA), inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1),
aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA) i jego rozpuszczal-

ny receptor (SUPAR), kompleksy plazmina/antyplazmina (PAP), od-
zwierciedlajace aktywnosé uktadu fibrynolizy, i stezenie QA, zosta-
ty oznaczone w osoczu 50 chorych z r6znym stopniem PNN i 16
0s6b zdrowych (grupa kontrolna).

Wyniki: Stezenia QA, uPA, suPAR, PAP, PAI-1 (wszystkie
p <0,001) i tPA (p <0,01) byty znamiennie wyzsze w grupie chorych
z PNN w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Poziom QA dodatnio
korelowat ze stezeniami suPAR (p <0,01) i PAP (p <0,001) w grupie
chorych z PNN. W modelu regresji wielokrotnej stezenia QA i su-
PAR okazaty sie niezaleznymi czynnikami wptywajacymi na poziom
PAP, odzwierciedlajacy aktywnosé uktadu fibrynolizy w tej popula-
cji chorych.

Whioski: Powyzsze wyniki wskazuja, ze QA nasila aktywnosé
uktadu fibrynolizy u chorych na PNN leczonych zachowawczo, co
moze sie przyczynia¢ do zaburzeh uktadu hemostazy i rozwoju
CVD u tych chorych.

596

Wplyw ograniczenia mechanizméw
wolnorodnikowych na odpowiedzi
regulacyjne ukladu krazenia
wywolane przez hipoksje

u szczuréw z nadci$nieniem
tetniczym szczepu SHR

Tomasz Wierzba, Krzysztof Malinowski, Zofia Zielska

Katedra i Zaktad Fizjologii, Akademia Medyczna, Gdansk

Cel: Ocena wptywu nitroksylowego antyoksydanta tempola
na wywotana hipoksja hipobaryczna (HIP) odruchowa odpowiedz
ciSnieniowa (DMAP) i sercowa (DHR) oraz autonomiczna regula-
cje rytmu serca.

Metody: Badania wykonano na szczurach (N=12, 311-365 g)
SHR i ich odpowiednikach normotensyjnych WKY z wyprowadzo-
nymi liniami tetnicza i do rejestracji EKG, ktérym podawano tem-
pol (0,2 mM/kg p.o. przez 7 dni), po czym umieszczano w komorze
hipobarycznej, w ktdrej obnizano (20 min) ci$nienie powietrza o 100
mmHg i 200 mmHg. Podczas HIP i po jej zakonczeniu (REO) reje-
strowano ciénienie tetnicze i EKG. Wptyw uktadu autonomiczne-
g0 na serce oceniano przez analize zmiennosci rytmu serca (HRV).

Wyniki: HIP i REO wywotywata wzrost MAP ze zwolnieniem HR,
zgodnie z pierwotnym wzorcem odruchu na pobudzenie chemore-
ceptoréw tetniczych. U szczuréw SHR odpowiedzi DMAP i DHR by-
ty mniejsze, co odpowiada zredukowanej reaktywnosci na pobudze-
nie chemoreceptoréw tetniczych. Tempol ograniczat odpowiedzi
DMAP i DHR na HIP i REO, w mniejszym stopniu w grupie SHR niz
WKY. U SHR HRV byta mniejsza, co przejawiato sie nizsza catko-
witg moca widma (TP) i jej sktadowych: VLF, LF i HE. Wiekszy LF/HF
u SHR potwierdza wzmozony udziat komponenty wspétczulnej
w regulacji HR. W spoczynku tempol zmniejszat TP i LF/HF, w wiek-
szym stopniu w grupie WKY niz SHR. U WKY i w mniejszym stop-
niu SHR efektem HIP byta redukcja TP, VLF, LF i HF oraz wyktad-
nikow HRV w domenie czasowej: pNN2.5, rMSSD, SD1 (Poincare’).

Kardiologia Polska 2008; 66: 10 (supl. 3)
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Tempol znosit supresje TP podczas HIP i zwiekszat HRV podczas
REO, co zwieksza mozliwosci regulacyjne ustroju. W grupie WKY
podczas HIP i REO wzrastat wptyw uktadu wspétczulnego na ser-
ce (wzrost LF/HF, przy zmniejszeniu ilorazu SD1/SD2). Efekt ten
nie wystepowat u SHR, ktére wykazywaty niskie spoczynkowe war-
tosci rMSSD i SD1, a takze spadek LF/HF w odpowiedzi na HIP
i REO.

Whioski: Wyniki badan wskazuja na ograniczenie osrodkowych
mechanizméw kontroli rytmu serca oraz zakresu odpowiedzi he-
modynamicznych na HIP i REO u szczuréw SHR. Ograniczenie me-
chanizméw wolnorodnikowych wywiera ztozony wptyw na mecha-
nizmy regulacji krazenia. W warunkach spoczynkowych tempol
ograniczat autonomiczna kontrole rytmu serca i odpowiedz cisnie-
niowa i sercowa na HIP i REO. Z drugiej strony, jak wskazuje ana-
liza HRV, tempol znosit supresje autonomicznej regulacji rytmu ser-
ca wywotana przez HIP. U szczuréw SHR wptyw ograniczenia
mechanizméw wolnorodnikowych byt ilosciowo mniejszy: zaréw-
no w warunkach spoczynkowych, jak tez podczas HIP. Potencjalnie
korzystnym dziataniem tempola u szczuréw SHR, nieobserwowa-
nym u ich odpowiednikéw normotensyjnych, byto zmniejszenie
udziatu komponenty wspétczulnej regulacji rytmu serca podczas
hipoksji.

Praca finansowana z grantéw W-719, W-503 { A-7 Akademii
Medycznej w Gdarnsku.
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Incydenty niedokrwienia

i zaburzenia kurczliwo$ci w sercach
ze zwiekszong objetoscia
poéznorozkurczows. Wplyw
aktywacji dehydrogenazy
pirogronianowej

Agnieszka Skierczyfska, Andrzej Beresewicz

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Niewydolne serca, z niejasnych powodéw, maja
zmniejszona rezerwe wiehicowa. W czasie wysitku moze to by¢
przyczyng incydentéw niedokrwienia i nasilenia istniejacych za-
burzen kurczliwosci miokardium w mechanizmie analogicznym
do anginy wysitkowej (ang. demand-induced ischemia, DII). Po-
Srednie i bezposrednie aktywatory dehydrogenazy pirogroniano-
wej (PDH) zwiekszaja tolerancje wysitku u 0séb z chorobg niedo-
krwienng serca i byé moze moga by¢ réwnie skuteczne w leczeniu
niewydolnosci serca.

Cel: Zbadanie czy: (1) sztuczne rozdecie lewej komory serca
powoduje spadek rezerwy wiencowej; (2) zwiekszone obciazenie
serca z tak powiekszong komorg powoduje niedokrwienie typu
DIl i zwigzane z tym zaburzenia kurczliwosci miokardium; (3) za-
burzeniom tym zapobiega aktywacja PDH za pomocg kwasu dwu-
chlorooctowego (DCA).

Kardiologia Polska 2008; 66: 10 (supl. 3)

Materiat i metody: Izolowane serca szczurdéw byty perfundo-
wane metodg Langendorffa W lewej komorze umieszczono la-
teksowy balon umozliwiajacy kontrolowane zwiekszanie objeto-
Sci/cisnienia pdznorozkurczowego (LVEDP) oraz pomiar
cisnienia komorowego i rytmu serca. Mierzono: przeptyw wien-
cowy, rezerwe wieficowa, zuzycie tlenu (MVO,), produkcje kwa-
su mlekowego oraz utlenianie glukozy i kwaséw ttuszczowych
przez serce. W tym ostatnim celu serca byty perfundowane pty-
nem zawierajacym 14C-glukoze (w procesie utleniania jest prze-
ksztatcana w mierzony nastepnie znakowany 14CO,) oraz
3H-kwas palmitynowy (w procesie utleniania jest przeksztatca-
ny w znakowang 3H,0).

Wyniki: Wzrost LVEDP od 5 mmHg (grupa LVEDP-5) do
40 mmHg (LVEDP-40) w izolowanych sercach spowodowat niewiel-
ki spadek przeptywu wieficowego i niemal catkowita utrate rezer-
wy wieficowej. W grupie LVEDP-5 dobutamina powodowata przy-
spieszenie rytmu serca, zwiekszata cidnienie komorowe, przeptyw
wieficowy, MVO, oraz utlenianie glukozy i kwaséw ttuszczowych,
natomiast nie wptywata istotnie na sercowg produkcje kwasu mle-
kowego. W grupie LVEDP-40 dobutamina powodowata prawidto-
wy wzrost rytmu serca, nie wptywata istotnie na cisnienie komo-
rowe, przeptyw wieficowy, MVO,, nieznacznie zwigkszata utlenianie
glukozy, nie wptywata na utlenianie palmitynianu oraz 2-krotnie
zwiekszata sercowa produkcje kwasu mlekowego. Infuzja DCA
w grupie LVEDP-40 powodowata 2-krotny wzrost utleniania gluko-
zy, a dodatkowe obcigzenie tych serc dobutaming powodowato
wzrost cisnienia komorowego i brak wzrostu produkcji kwasu mle-
kowego.

Whioski: Wzrost LVEDP ogranicza rezerwe wiencowa, co jest
przyczyna niedokrwienia typu DIl podczas zwiekszonego obcigze-
nia metabolicznego serca. DCA — bezposredni aktywator PDH,
zwieksza utlenianie glukozy, zmniejsza sercowa produkcje kwasu
mlekowego i poprawia kurczliwos¢ niedokrwionego miokardium
poprzez wzrost efektywnosci mechanicznej serca.
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Sezonowy stres oksydacyjny
i dysfunkcja Srédblonka w sercu
Swinki morskiej

Anna Konior, Emilia Klemenska, Andrzej Beresewicz

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: W grupie mtodych, zdrowych ochotnikéw wykazano
(Eur ] Epidemiol 2005; 20: 407) uposledzenie czynnosci $rédbton-
ka (FMD) obecne jedynie w miesigcach letnich. Niewykluczone,
ze sezonowa dysfunkcja przyczynia sie do znanego letniego wzro-
stu czestosci incydentéw sercowo-naczyniowych i zgondéw ser-
cowych.

Cel: (1) Przesledzenie miesigc po miesigcu sezonowych zmian
czynnosci $srodbtonka w sercu $winki morskiej. (2) Zbadanie, czy
sezonowa dysfunkcja srédbtonka w tym modelu ma zwigzek z se-
zonowa nadprodukcjg anionorodnika ponadtlenkowego (0,™)
i zwigzana z tym zmniejszong biodostepnoscia i/lub produkcja
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tlenku azotu (NO). (3) Zbadanie udziatu oksydazy NADPH, oksy-
dazy ksantynowej (XO) i syntazy NO w zwiekszone] sercowej pro-
dukcji O, stwierdzanej w lecie.

Materiat i metody: Serca swinki morskiej perfundowano me-
todg Langendorffa i mierzono: (1) przeptyw wiencowy; (2) zmia-
ny przeptywu wieficowego pod wptywem acetylocholiny (ACh,
miara naczyniorozszerzajacej czynnosci srodbtonka); (3) sercowa
produkcje O, (metoda z cytochromem c) oraz azotynéw i azo-
tanéw (miara produkcji NO), a takze (i.v.) aktywnos¢ oksydazy
NADPH i XO w homogenatach serca. Badania te prowadzono sys-
tematycznie miesigc po miesigcu przez 2 kolejne lata kalenda-
rzowe.

Wyniki: W okresie od czerwca do wrzesnia, w poréwnaniu
z okresem od pazdziernika do maja, przeptyw wieficowy wzrést
0 60%, odpowiedz acetylocholinowa zmniejszyta sie 0 90%, pro-
dukcja O, wzrosta 0 60%, a aktywnos¢ oksydazy NADPH i XO
wzrosta odpowiednio 0 100 i 35%, zmiany te byty podobne u obu
ptci. Produkcja NO utrzymywata sie na statym poziomie w ciggu
catego roku, jednakze proporcja azotyny/azotany, ktéra w okre-
sie od pazdziernika do maja wynosita 70/30%, w okresie od czerw-
ca do wrzeénia wynosita tylko 25/75%. W okresie od czerwca
do wrzesnia dyzmutaza ponadtlenkowa, apocynina (inhibitor oksy-
dazy NADPH) oraz allopurinol (inhibitor X0), ale nie L-NMMA (in-
hibitor NOS), normalizowaty do wartosci obserwowanych w okre-
sie od pazdziernika do maja sercowa produkcje O,", przeptyw
wieficowy i proporcje azotyny/azotany.

Whioski: Letnia dysfunkcja srédbtonka wieficowego w sercu
Swinki morskiej: (1) nie zalezy od ptci zwierzecia; (2) jest wyni-
kiem sercowej nadprodukcji O, przez oksydaze NADPH i XO oraz
(3) jest rezultatem zmniejszonej biodostepnosci NO przy niezmie-

nionej jego catkowitej produkji.
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Rola kompleksu czynno$ciowego
SOD - oksydaza NADPH

— oksydaza ksantynowa

W utrzymywaniu rOwnowagi
oksydacyjnej w izolowanym sercu
Swinki morskiej

Emilia Klemenska, Anna Konior, Andrzej Beresewicz

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Wstep: Wykazalismy, ze anionorodnik ponadtlenkowy (O,")
produkowany przez oksydaze ksantynowg (XO) jest bezposrednia
przyczyng dysfunkcji srédbtonkowej w niedokrwionym/reperfun-
dowanym sercu $winki morskiej, a takze w sercu poddanym dzia-
taniu endoteliny (ET-1). Wykazalismy ponadto, ze aktywatorem XO
w tych stanach jest oksydaza NADPH dziatajaca poprzez O,™.

Cel: Weryfikacja hipotezy, ze (1) oksydaza NADPH i XO akty-
wuja sie nawzajem, (2) poziom aktywnosci systemu oksydaza
NADPH — XO zalezy od komérkowego poziomu O,", o ktérym de-
cyduje komdrkowa aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD).

Materiat i metody: 1zolowane serca $winki morskiej byty per-
fundowane metoda Langendorffa w obecnosci lub nieobecnosci:
(1) 2,5 mM NADPH — substratu dla oksydazy NADPH; (2) 20 mM
hipoksantyny — substratu dla XO, oraz (3) 20 mM DETC (diethy!-
dithiocarbamic acid) — inhibitora SOD. We wszystkich sercach mie-
rzono sercowa produkcje O, metoda z cytochromem c, zmiany
przeptywu wieficowego pod wptywem acetylocholiny (ACh, mia-
ra naczyniorozkurczowej czynnosci Srodbtonka) oraz aktywnos¢
oksydazy NADPH i XO w homogenatach serca.

Wyniki: NADPH, hipoksantyna i DETC w podobny sposéb
zwiekszaty sercowga produkcje O,, aktywnos¢ NADPH oksydazy
oraz XO i w podobny sposéb uposledzaty reakcje naczyn wienco-
wych na ACh.

Whioski: Naczyniowa oksydaza NADPH i XO stanowig kom-
pleks czynnosciowy, w ktérym enzymy te aktywuja sie nawza-
jem w mechanizmie dodatniego sprzezenia zwrotnego. Aktyw-
nos¢ tego kompleksu jest regulowana komérkowym poziomem
0,7, ktéry zalezy od aktywnosci SOD. Badanie sugeruje dodatko-
wa wazna role SOD (wymiatanie O, i hamowanie aktywnosci
systemoéw produkujgcych 0,7) w kontroli naczyniowego stresu
oksydacyjnego i jego konsekwencji.
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Wplyw hiperoksji na ci$nienie
centralne u ludzi

Piotr Abramczyk, Anna Dobosiewicz, Maciej Siniski,
Joanna Bidiuk, Jacek Lewandowski

Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Nadcisnienia Tetniczego
i Angiologii, | Wydziat Lekarski, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Wstep: Wykazano, Ze hiperoksja hamuje aktywnosé wspét-
czulng, ale jej wptyw na cidnienie tetnicze nadal pozostaje nieja-
sny. Analiza fali tetna pozwala na ocene zmian cisnienia tetnicze-
g0 na poziome aorty wstepujacej i daje doktadniejszy wglad
w zmiany hemodynamiczne, na ktére sktadaja sie funkcja skur-
czowa serca oraz wielkos¢ i szybkos¢ fali odbitej.

Cel: Ocena wptywu hiperoksji na cisnienie centralne u ludzi.

Materiat i metody: W badaniu wzieto udziat 16 mtodych zdro-
wych os6b, u ktérych rejestrowano ksztatt fali tetna na tetnicy
promieniowej metoda tonometrii aplanacyjnej przed i po 10-mi-
nutowym oddychaniu mieszanka hiperoksyczna. Na podstawie
analizy fali tetna (ang. pulse wave analysis, PWA) obliczono pa-
rametry ciénienia centralnego w aorcie.

Wyniki: Hiperoksja nie zmienita wartosci cisnienia tetniczego
w aorcie, zwiekszyta natomiast znamiennie cisnienie wzmocnienia
(-1,743,5 vs —=0,5+2,5 mmHg, p=0,005), wskaznik wzmocnienia
(-6,5+13,3 vs —2,2+9,2%, p=0,004) oraz wydtuzyta czas skurczu le-
wej komory (324,3+16,4 vs 331,7+17,7 ms, p <0,01).

Whioski: Hiperoksja zmienia ksztatt aortalnej fali tetna praw-
dopodobnie w wyniku zwiekszenia oporu obwodowego, ktéry
rownowazy hamujacy wptyw tlenu na chemoreceptory i aktyw-
nos¢ wspbtczulng.

Kardiologia Polska 2008; 66: 10 (supl. 3)
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Badanie poziomu ekspresji
receptorOw typu scavenger

na monocytach u 0séb z rozpoznang
choroba niedokrwienng serca

Michat Piechota, Robert Plewa

Zaktad Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat, Uniwersytet
im. A. Mickiewicza, Poznan

Wstep: Receptory typu scavenger (receptory ,zmiatajgce”)
naleza do duzej grupy biatek obecnych na powierzchni m.in. mo-
nocytéw i makrofagéw. Receptory te odgrywaja szczegélna role
w patogenezie miazdzycy jako biatka odpowiedzialne za wigza-
nie modyfikowanych czasteczek LDL na powierzchni monocytéw
i makrofagdéw. Powstate w wyniku oksydacji badz acetylacji lipo-
proteiny (oxLDL lub acLDL) s3 silnym czynnikiem zapalnym w $cia-
nach tetnic oraz czynnikiem chemotaktycznym dla naptywu mo-
nocytéw. Monocyty ulegaja aktywacji do makrofagéw, ktére
wytapuja modyfikowane LDL dzieki obecnosci na powierzchni
btony komérkowej receptoréw ,,zmiatajacych”, po czym groma-
dza je wewnatrz komorki. Gromadzac nadmiar zmodyfikowanych
lipoprotein, makrofagi przeksztatcaja sie w komérki piankowate
stanowigce podstawowy element budulcowy ptytki miazdzyco-
wej. Badania przeprowadzone na modyfikowanych genetycznie
myszach pozbawionych ekspresji receptora CD36, SR-A lub oby-
dwu biatek oraz prace, w trakcie ktérych badano makrofagi oséb
z wrodzonym niedoborem CD36, potwierdzity wazna role recep-
toréw w patogenezie miazdzycy. Stwierdzono tez, iz brak recep-
toréw CD36 i SR-A hamuje rozwéj miazdzycy nawet przy stoso-
waniu diety o duzej zawartosci ttuszczéw nasyconych.

Cel: Ocena poziomu transkryptu genéw receptoréw
scavenger CD36 i SR-A u chorych z rozpoznang choroba niedo-
krwiennga serca oraz okreslenie wptywu atorwastatyny i simwa-
statyny na poziom ekspresji tych genéw u chorych poddanych le-
czeniu. Na prace sktadaty sie: izolacja RNA z krwi obwodowej oraz
reakcja real-time PCR do okreslania poziomu ekspresji gendw.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowita krew chorych
z miazdzyca tetnic wiencowych. Grupa badana liczyta 35 oséb
(w tym 18 kobiet) w wieku 45-80 lat ($rednio 60 lat). Sposrod ca-
tej grupy 10 chorych przeszto wczesniej zawat serca, u wszystkich
stwierdzono tez w badaniu koronograficznym co najmniej jedno
istotne zwezenie (co najmniej 70%) gtéwnych tetnic wiencowych.
Wiekszos¢ chorych zostata poddana zabiegowi angioplastyki wien-
cowej lub zakwalifikowana do niego.

Wyniki: W grupie badanej wykazano podwyzszony poziom
ekspresji obydwu biatek u wiekszosci chorych. Wzrost ekspresji
MRNA receptora CD36 wynosit 18-45%, natomiast wzrost eks-
presji mRNA receptora SR-A wynosit 53-118%, w stosunku do gru-
py kontrolnej.

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnio-
skowag, iz podwyzszony poziom ekspresji receptoréw odpowie-
dzialnych za gromadzenie modyfikowanych lipoprotein sprzyja
powstawaniu komérek piankowatych, a tym samym tworzeniu
sie blaszki miazdzycowe;j.
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Practical use of the newest
experimental model

of atherosclerosis: apoE/LDLR
— double knockout mice

Jacek Jawiefi!, Mariusz Gajda?

! Katedra Farmakologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakéw

? Katedra Histologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Background: Nowadays the best experimental model of
atherosclerosis is connected with ‘gene — targeting’ method
(Nobel Prize in Medicine 2007). By knockout of apolipoprotein E
or/and LDL receptor in mice, there were created models which
helped in establishing a new theory of atherosclerosis — as an
inflammatory disease. Using these models it is also possible to
investigate a putative anti-atherosclerotic effect of drugs. In 2004
we established in Krakow apoE/LDLR-double knockout mice
model of experimental atherosclerosis. Then we checked several
drugs.

Aim: Our working hypothesis was: antileukotriene drugs (five
lipoxygenase activating protein inhibitors: MK-886 and BAYx1005
and LTs receptor antagonist — montelukast as well as anti-NF-kB
drugs (PDTC and curcumin) ameliorate the development of
atherosclerotic lesions.

Material and methods: 60 female 8-week-old apoE/LDLR
— double knockout mice (n=10 in each group) were fed by Western
diet (consisting of 21% of fat by weight and 0.15% of cholesterol
by weight). Experimental groups received the same diet, mixed
with: MK-886 in a dose of 30 mg/day/kg b.w., BAYx 1005 in a dose
of 18.75 mg/day/kg b.w., montelukast in a dose of 30 mg/day/kg
b.w., PDTC in a dose of 150 mg/day/kg b.w. and curcumin in a
dose of 7.5 mg/day/kg b.w. At the age of 24 weeks these mice
were sacrificed and plasma, hearts and aortas were taken.

Results: Measured by ‘en face’ method, the percentage of
occupied by Sudan IV — stained surfaces were: 25.15% in control
group, whereas in MK-886 — treated group 11.16%, in BAYx1005
group 15.16%, in montelukast group 17.23%, in PDTC group 15.63%,
and in curcumin group 19.2%. Measured in 8 consecutive sections
mean surfaces, occupied by oil red-O stained changes were:
455 494 um? in control group vs. 263 042 pm? in MK-886 group,
277 107 pm?* in BAYx1005 group, 303 599 pm? in curcumin group,
291 695 in PDTC group, and 299 201 pum?* in montelukast group.
All the differences were statistically significant.

Conclusions: To sum up, it was described for the first time
that in apoE/LDLR - double knockout mice inhibition of FLAP,
cysteinyl leukotrienes receptors as well as NF-xB decreases
atherosclerosis.
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Influence of aerobic training
on adiponectin and leptin levels

Magdalena Kosydar-Piechna’, Maria Bilifiska’,
Jadwiga Janas?, Ryszard Piotrowicz'

' Klinika i Zaktad Rehabilitacji Kardiologicznej i Elektrokardiologii
Nieinwazyjnej, Instytut Kardiologii, Warszawa-Anin
? Instytut Kardiologii, Warszawa-Anin

Background: Adipose tissue is now recognized as an active
endocrine organ and releases proteins termed adipokines including
such hormones as leptin and adiponectin. Adiponectin has drawn
much attention because of its insulinsensitizing and
antiatherogenic actions. Leptin is the main factor linking obesity,
increased sympathetic nervous system activity and hypertension.
Weight loss and some drug therapies have influenced significantly
a simultaneous increase in adiponectin and decrease in leptin
levels, but the effects of physical activity (aerobic training) on
adiponectin and leptin levels in patients with coronary artery
disease are unknown.

Aim: This study was designed to examine the influence of
aerobic training on adipokinectin and leptin levels in patients with
coronary artery disease.

Methods: Sixty-four males, mean age 55.6+6 years, at least
2 months after CABG, were randomized to either
6 weeks of aerobic training, three times a week, at 60-80% of
maximal estimated heart rate (training group, TG, n=32) or to
a control group (n=32). Exercise stress test was performed and
body mass index (BMI), waist-to-hip ratio (WHR) and plasma
levels of adiponectin and leptin were measured at the beginning
and at the end of the study.

Results: Physical capacity increased significantly only in TG pts
(max workload in METs from 7.7+1.4 to 8.2+14, p <0.05). There were
no differences between the beginning and the end of the study in
either group in BMI (respectively, TG 27.3+2.8 vs. 27.4+2.8 kg/m?,
NS; control group 28.0+3.2 vs. 28.4+3.6 kg/m? NS), in WHR
(respectively, TG 1.02+0.05 vs. 1.01+0.05, NS; control group 1.03+0.05
vs. 1.03+0.06, NS), and in levels of adiponectin (TG 6.7+2.5 vs.
6.9+2.5 ng/ml, NS; control group 6.5+2.6 vs. 6.5+1.8 ng/ml, NS). The
level of leptin was the same at the beginning and the end of study
in TG (6.7+3.2 vs. 6.943.6, NS), but we observed a significantly
increased level of leptin in the control group at the end of study in
comparison to that observed at the beginning (respectively, 8.0+4.0
vs. 9.3+5.2, p <0.02).

Conclusions:

1. A short period of aerobic training improved the physical
capacity, but it did not influence on BMI, WHR and the
adiponectin level.

2. Aerobic training prevented an increase in leptin levels in
patients who underwent such training.

3. These findings may support the hypothesis that exercise
decreases leptin-resistance and improves signal transduction in
the hypothalamus.
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Mozliwos¢ zastosowania
zaawansowanych metod
echokardiograficznych oceny
funkcji mie$nia sercowego

u myszy z zawalem serca

Jarostaw Kasprzak’, Ewa Szymczyk’, Piotr Lipiec’,
Michat Plewka’, Matgorzata Biatas?, Marta Olszewska?,
Karol Kamiriski®, Maciej Kurpisz?

! Zaktad Szybkiej Diagnostyki Kardiologicznej, Il Katedra Kardiologii,
Uniwersytet Medyczny, £6dz

? Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan

* Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

Wstep: Techniki echokardiograficzne sg coraz powszechniej
wykorzystywane do badania zwierzat doswiadczalnych.

Cel: Ocena mozliwosci zastosowania i uzytecznosci réznych
technik echokardiograficznych do analizy strukturalnych i funk-
cjonalnych zmian pojawiajacych sie w zawale mieénia sercowe-
g0 U myszy.

Materiat i metody: Do grupy badanej wtaczono 12 myszy, spo-
$réd ktorych 3 przydzielono do podgrupy kontrolnej, a u pozosta-
tych 9 indukowano zawat miesnia sercowego poprzez podwigza-
nie naczyn wiencowych. Wszystkie zwierzeta poddano
znieczuleniu i zarejestrowano obrazy miesnia sercowego przy uzy-
ciu sondy M12L w trybach: M-mode, obrazowania dwuwymiaro-
wego (2D) w dwoch projekcjach (krétkiej i dtugiej przymostko-
wej osi serca) oraz doplera tkankowego. Dane byty analizowane
w trybie off-line przez dwéch niezaleznych badaczy, ktérzy oce-
niali nastepujace parametry: grubienie przedniej i tylnej Sciany
lewej komory (@WT i pWT), amplitude odksztatcania oraz tempo
regionalnego odksztatcania Sciany przedniej (aS/SR) i tylnej
(pS/SR) miesnia lewej komory, frakcje skracania (FS) oraz zmia-
ne pola powierzchni (AC%).

Wyniki: Uzyskane obrazy pozwolity na wiarygodna ocene aWwT,
pWT, aS/aSR, pS/pSR, FS i AC%, odpowiednio w 50, 75, 91,6, 91,6,
751 66,6% przypadkéw. Sredni czas badania dla WT, S/SR, FS
i AC% wynosit odpowiednio 1,3+0,5, 1+0,5, 1+0,4 i 2+0,3 min.

Whioski: Obliczenie amplitudy odksztatcania oraz tempa re-
gionalnego odksztatcania jest metoda mniej czasochtonng i jed-
noczeénie tatwiejsza w wykonaniu niz ocena grubienia $cian, frak-
cji skracania i zmiany pola powierzchni, dzieki czemu parametry
te moga by¢ wykorzystywane do oceny strukturalnych i funkcjo-
nalnych zmian w zawale mieénia sercowego u myszy.
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Powtarzalno$¢ wynikow
uzyskiwanych za pomoca réznych
technik echokardiograficznych
przy ocenie funkcji mi¢$nia
sercowego u myszy z zawalem serca

Ewa Szymczyk?, Piotr Lipiec?, Jarostaw Kasprzak’,
Michat Plewka’, Matgorzata Biatas?, Marta Olszewska?,
Karol Kamifski®, Maciej Kurpisz?

! Zaktad Szybkiej Diagnostyki Kardiologicznej, Il Katedra Kardiologii,
Uniwersytet Medyczny, t6dz

? Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan

* Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny, Biatystok

Wstep: Istotnym problemem w wyborze metody diagnostycz-
nej w badaniach naukowych jest uzyskanie wysokiej powtarzal-
nosci wynikow.

Cel: Ocena powtarzalnosci wynikéw uzyskiwanych za pomo-
ca réznych technik echokardiograficznych do analizy struktural-
nych i funkcjonalnych zmian pojawiajacych sie w zawale miesnia
Sercowego u myszy.

Materiat i metody: Grupe badang stanowito 12 myszy, ktére
przydzielono do jednej z dwdch podgrup: (1) kontrolna — 3 myszy
ze zdrowym miesniem sercowym, oraz (2) badana — 9 myszy,
u ktérych indukowano zawat miesnia sercowego poprzez pod-
wigzanie naczyh wieficowych. Przed przystapieniem do badania
echokardiograficznego kazda z myszy znieczulono. Do badan uzy-
wano sondy M12L, uzyskano obrazy miesnia sercowego w trybie:
M-mode, echokardiografii dwuwymiarowej w krétkiej i dtugiej
przymostkowej osi serca oraz doplera tkankowego. Dwéch nie-
zaleznych badaczy analizowato dane w trybie off-line, oceniajac
grubienie przedniej i tylnej Sciany lewej komory @WT i pWT), am-
plitude odksztatcania oraz tempo regionalnego odksztatcania
Sciany przedniej (@S/SR) i tylnej (pS/SR) miesnia lewej komory,
frakcje skracania (FS) oraz zmiane pola powierzchni (AC%).

Wyniki: Wspétczynnik korelacji miedzy pomiarami aWT, pWT,
aS/aSR, pS/pSR, FS i AC% uzyskanymi przez dwéch niezaleznych
badaczy wynosit odpowiednio r=0,61 (p=0,04), r=0,93 (p <0,0001),
r=0,98 (p <0,0001), r=0,88 (p=0,0002), r=0,61 (p=0,04) i r=0,76
(p=0,004).

Whioski: Obliczenie amplitudy odksztatcania oraz tempa re-
gionalnego odksztatcania jest metoda tatwiejsza w wykonaniu
niz ocena grubienia Scian, frakcji skracania i zmiany pola po-
wierzchni, a przez to bardziej powtarzalng. Wysoka powtarzal-
nos¢ obliczen utwierdza w przekonaniu, ze metody te moga by¢
wykorzystywane w ocenie strukturalnych i funkcjonalnych zmian
w zawale miesnia sercowego u myszy.
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Human cardiac stem cells are
present in severely damaged,
ischemic myocardium

Michat Zembala!, Piotr Wilczek!, Tomasz Cichor?,
Ryszard Smolarczyk?, Roman Przybylski’, Adam Sokal®,
Stanistaw Szala?, Marian Zembala!

' Department of Cardiac Surgery and Transplantology,
Silesian Center for Heart Disease, Zabrze

? Maria Curie Sktodowska Institute of Oncology, Division
of Molecular Biology, Gliwice

° 1 Department of Cardiology, Silesian Center for Heart Diseases,
Zabrze

Background: Functional restoration of the damaged heart
presents a formidable challenge and developing strategies for
treatment and prevention of ischemic heart failure remain of
utmost priority. Cells capable of self-renewal and bearing the
potential of plasticity have recently been proven to reside in the
myocardium. These specific cardiac stem/progenitor cells
(CSCs/CPCs) are multipotent and clonogenic, giving rise to
cardiomyocytes, smooth muscle cells and endothelial cells in both
in vivo and in vitro.

Aim: The aim of this study was to assess pool of CSC/CPCs
present in severely damaged, ischemic human heart excised from
patients undergoing cardiac transplantation.

Methods: Myocardial tissue samples were taken from the
explanted hearts (right atrium, left atrium, left ventricular apex)
under sterile conditions, immediately the heart had been removed
from the recipient. Tissue samples were then minced and cultured
in IMDM medium (standard conditions 5% CO, at 37°C). Culture
medium was changed every 2-3 days. After the cells had grown to
confluence they were detached by gentle enzymatic digestion and
reseeded for expansions on fibronectin coated dishes. After the
expansion cardiosphere forming cells were cultured on the PoliD-
-lisyne coated dishes, in cardiosphere-specific medium. Flow
cytometry and fluorescent microscopic techniques were used to
verify presence/absence of specific markers (c-kit, CD105, CD 166,
CD31 and CD166).

Results: After 2-3 weeks a monolayer of fibroblast like cells
was generated from the adherent explants, over which small
phase-bright cells migrated. After expansion of the primary culture,
cells were reseeded on the poliD-lisyne coated dishes, on which
cells formed cardiospheres. The size of the cardiospheres altered
from 20 um at the beginning to 180 um after 1-2 weeks. Both in
the in the primary and secondary culture cells were positive for
c-kit, CD105 and CD166 but negative for endothelial (CD 31)
myocardial and smooth muscle cell lineages. Hematopoietic cell
markers were also not found.

Conclusions: Severely damaged, ischemic human heart still
contains a pool of undifferentiated, multipotent cells. However,
quantity of these cells may be insufficient for successful auto-
-repair to occur.
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In vivo assessment of cardiac
substrate utilisation by isotopomer
analysis with mass spectrometry

Matgorzata tangowska, Ryszard T. Smolefiski

Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna, Gdansk

Background: The healthy adult heart uses mainly fatty acids as
its energy source but there is strong evidence that glucose could be
a better substrate under ischemic conditions or in heart failure. The
cardiac energy source is regulated at many levels and depends on
several factors such as substrate availability, energy demands, oxygen
supply. Progress of research in this field is limited by availability of
methods to study substrate preference, particularly in vivo.

Aim: We aimed to develop procedure that applies stable
isotopes analysis with mass spectrometry to delineate the
amount of carbohydrates involved in the energy metabolism.
Methods: To assess cardiac glucose utilization in vivo [1-13C]
glucose was injected into male C57 mice. Then, after different
time from injection hearts were removed and extracted and
contribution of glucose to glycolysis and carbohydrate to TCA
cycle was estimated by analysis of the of the enrichment of
alanine and glutamate with 13C. To test ability of this method to
detect changes in cardiac energy metabolism we used insulin.

Results: [13C] alanine increase from <2% to 35% of total
alanine after [1-13C] glucose injection. After insulin injection
before [1-13C] glucose administration [13C] alanine increased to
65%. [13C] Glutamate increased in present set of experiments up
to 62% of total glutamate, above 13C enrichment of alanine, most
likely as the consequence of 13C incorporation at several positions.

Conclusions: We conclude that analysis of cardiac substrate
preference by mass spectrometric isotopomer analysis is
promising technique to study in vivo metabolic changes but
further improvement is necessary, particularly to obtain exact
positional information for glutamate.

609

Tkanka okolonaczyniowa tetnicy
piersiowej wewnetrznej wydziela
specyficzny naczyniowo czynnik

przeciwskurczowy

Marcin Malinowski', Marek A. Deja', Krzysztof S. Gotba?,
Piotr Janusiewicz!, Tomasz Roleder?, Stanistaw Wo§!

'|I Klinika Kardiochirurgii, Slaski Uniwersytet Medyczny,
Gornoslaski Osrodek Kardiologii, SPSK Nr 7, Katowice

> Katedra i Klinika Kardiologii, Slgski Uniwersytet Medyczny,
Katowice

Cel: Ocena wtasciwosci przeciwskurczowych tkanki okotona-
czyniowej (PVT) tetnicy piersiowej wewnetrznej (ITA) i jej wpty-
wu na funkcje skurczowa zyty odpiszczelowej (SV) oraz tetnicy
promieniowej (RA).

Materiat i metody: Fragmenty ludzkiej ITA, SV oraz RA pod-
dano badaniu w warunkach in vitro. W kazdym doswiadczeniu
dwa fragmenty naczynia pozbawionego PVT badano w dwéch
kapielach tkankowych. Najpierw badano reaktywnos¢ ITA (n=10).
Fragment ITA pobrany od jednego chorego szkieletowano i dzie-
lono na dwa kawatki. Pierwszy inkubowano samodzielnie, drugi
wraz z PVT pozostata ze szkieletowania. Oba fragmenty podda-
wano jednoczesnemu dziataniu wzrastajacych dawek serotoni-
ny (10-9-10-4M). PVT przenoszono nastepnie z jednej kapieli
do drugiej i powtarzano protokét odpowiedzi na serotonine. Ten
sam protokoét stosowano dla SV (n=12) i RA (n=8), uzywajac PVT
pozostatej ze szkieletowania ITA od tego samego chorego. Para-
metry analizy regresji usrednionych krzywych dawka-efekt (Emax
oraz pD2=—logEC50) poréwnywano testem t-Studenta.

Wyniki: Tkanka okotonaczyniowa ostabita site skurczu ITA
[Emax 41%5 vs 20+3 mN, odpowiednio PVT (=) i PVT (+);
p <0,001]. Obecnos¢ PVT w kapieli nie wptyneta na wrazliwos¢
(EC50) ITA na serotonine, odpowiednio pD2: 6,2+0,3 i 5,8+0,3,
p=0,3. Czynnik przeciwskurczowy wydzielany przez tkanke oko-
tonaczyniowa ITA nie wptynat na funkcje skurczowg zyty odpisz-
czelowej i tetnicy promieniowej. SV: Emax 91+6 vs 1006 mN;
p=0,33; RA: Emax 123+11 vs 128+13 mN, odpowiednio PVT (+)
i PVT (-); p=0,73. Wrazliwos¢ SV oraz RA nie ulegta zmianie
pod wptywem obecnosci PVT.

Whioski: Tkanka okotonaczyniowa ITA wydziela rozpuszczal-
ny czynnik ostabiajacy site skurczu tetnicy, ktéry moze tym sa-
mym zapobiega¢ jej spazmowi. Czynnik ten nie wptywa na funk-
cje skurczowa SV i RA, co moze sugerowa, ze substancja ta jest
specyficzna naczyniowo.
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Wplyw inhibitor6w konwertazy
angiotensyny na uklad hemostazy
u starych szczuréw

Anna Gromotowicz’, Andrzej Karp’, Adrian Stankiewicz!,
Janusz Szemraj?, Ewa Chabielska*

' Samodzielna Pracownia Biofarmacji, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok
? Zaktad Biochemii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny, todz

Wstep: Inhibitory konwertazy angiotensyny (ACE-I) wykazuja
efekty plejotropowe, zwiazane z dziataniem ochronnym na $rédbto-
nek, dziataniem profibrynolitycznym, antykoagulacyjnym i przeciw-
ptytkowym. Wykazano silny przeciwzakrzepowy efekt dziatania
ACE-l u mtodych i dorostych szczuréw, zalezny m.in. od $rédbton-
kowego NO. Wiadomo, iz z wiekiem dochodzi do dysfunkcji $rod-
btonka zwigzanej ze spadkiem biodostepnosci tlenku azotu (NO)
i zmianami hemostazy. Powstaje pytanie, czy w starzejacym sie
organizmie przeciwzakrzepowy efekt dziatania ACE-I jest rownie
silnie wyrazony?
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Cel: Ocena przeciwzakrzepowego dziatania ACE-I u starych
szczuréw oraz okreSlenie udziatu czynnikéw hemostazy i $rod-
btonkowego NO w mechanizmie dziatania ACE-I.

Materiat i metody: Badania wykonano na 18-miesiecznych
szczurach szczepu Wistar. Zwierzetom podano: kaptopryl — ACE-|
zawierajacy grupe —SH (KAP, 25 mg/kg), enalapryl — osoczowy ACE-
-l (ENA, 15 mg/kg), chinapryl — tkankowy ACE-l (CHIN,
3 mg/kg), VEH (5% roztwor gumy arabskiej), inhibitor srodbtonko-
wej syntazy NO (L-NAME, 30 mg/kg), prekursor NO — L-arginine
(LA, 1000 mg/kg). Efekt przeciwzakrzepowy zbadano w modelu za-
krzepicy zylnej na podstawie pomiaru masy zakrzepu. Oceniono
hemostaze pierwotng (adhezja ptytek krwi do kolagenu). W oso-
czu oznaczono: stezenie czynnika tkankowego (TF), tkankowego
aktywatora plazminogenu (t-PA), inhibitora tkankowego aktywa-
tora plazminogenu (PAI-1), czynnika von Willebrandta (vWF), ste-
zenie aldehydu dimalonowego (MDA), metabolitdw NO oraz w aor-
cie ekspresje syntazy NO (NOS).

Wyniki: Wykazano roznice parametréw wyjsciowych w gru-
pach kontrolnych starych szczuréw i szczuréw dorostych (wiek-
sza masa zakrzepu, podwyzszone stezenia TF i PAI-1, obnizone ste-
zenie t-PA i ekspresji NOS). KAP, ENA i CHIN nieznacznie
redukowaty mase zakrzepu u starych szczuréw. Ani zahamowa-
nie syntezy NO (L-NAME), ani pobudzenie syntezy NO (LA) nie
zmieniato wptywu lekéw na mase zakrzepu. Leki istotnie obniza-
ty stezenie TF i PAI-1, najsilniej po CHIN. CHIN istotnie podwyzszat
poziom t-PA. Adhezje ptytek krwi hamowaty wszystkie ACE-I, naj-
silniejszy efekt wywierat CHIN. Leki nasilaty ekspresje NOS w aor-
cie, nie zmieniajac stezenia NO w osoczu. ACE-| istotnie zwieksza-
ty stezenie VWF i MDA w osoczu.

Wyniki: Wyjsciowe wartosci parametréw hemostazy wska-
zuja na dysfunkcje srédbtonka i stan nadkrzepliwosci u starych
szczuréw. Badane ACE-I wykazujg podobny, staby efekt przeciw-
zakrzepowy u starych szczuréw, zwigzany gtéwnie z wptywem le-
kéw na osoczowy uktad krzepniecia i fibrynolizy oraz dziataniem
przeciwptytkowym, w mniejszym za$ stopniu z udziatem $réd-
btonkowego tlenku azotu. Chinapryl, tkankowy ACE-I, wykazy-
wat najsilniejszy wptyw na uktad hemostazy u starych szczuréw.
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Wplyw zahamowania deaminazy
AMP na ochrone serca przed
hipoksja

Tomasz Borkowski!, Ewa Stomifiska!, Czestawa Orlewska?,
Stefan Chtopicki®, Ryszard T. Smoleniski!
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Wstep: Liczne publikacje ostatnich lat wykazaty, Zze mutacja
genu deaminazy AMP 1 prowadzi do zmniejszenia aktywnosci de-
aminazy AMP (AMPD) i efektu kardioprotekcyjnego u 0séb z cho-
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roba wieficowa, niewydolnoscig serca i u dawcéw serca do trans-
plantacji.

Cel: Optymalizacja zastosowania inhibitora AMPD w mode-
lach in vivo i ocena jego zdolnosci do ochrony serca podczas eks-
perymentalnej hipoksji.

Metody: Wptyw inhibitora AMPD: 3-[2-(3-carboksy-4-bromo-
-5,6,7,8-tetrahydronaftylo) etylo]-3,6,7,8-tetrahydroimidazo [4,5]-
[1,3] diazepin-8-ol (AMPDI) na aktywno$¢ AMPD zostat wstepnie
zbadany z zastosowaniem wyizolowanej AMPD z ludzkiego
migsnia szkieletowego. Nastepnie oceniono wptyw AMPDI na drogi
katabolizmu AMP w szczurzych kardiomiocytach poddanych stymu-
lacji katabolizmu poprzez deoksyglukoze i oligomycyne w obecnosci
inhibitora deaminazy adenozyny. Optymalizacja podawania AMPDI
w modelu in vivo zostata ustalona po dozylnej infuzji AMPDI my-
szom i ocenie akumulacji IMP w sercu po 5-minutowej ischemii. Osta-
tecznie wptyw AMPDI na niedokrwienie i martwice miesnia serco-
wego zostat zbadany przy uzyciu myszy z knock-outem genéw apoA
i LDLr poddanych 5-minutowej ekspozycji na 5% tlen. Badano prze-
bieg krzywej EKG podczas hipoksji i poziom troponiny | w osoczu
po 24 godz. od hipoksji.

Wyniki: AMPDI zahamowat wyizolowang z mieSnia AMPD
z1C50=0,51 uM. W wyizolowanych miocytach poddanych stymu-
lacji katabolizmu stosunek drogi rozpadu AMP przez 5’nukleoty-
daze (adenozyna) do drogi rozpadu AMP przez AMPD (IMP + ino-
zyna) wzrdst z 1,83+0,17 w kontroli do 9,14+0,29 w obecnosci 0,3
mM AMPDI. Nawet przy milimolonych stezeniach AMPDI nie by-
to réznicy w sumie katabolitow, stezeniu NAD czy uwalnianiu LDH.
Akumulacja IMP w sercach mysich poddanych 5-minutowej ische-
mii zmniejszyta sig z 0,307+0,047 pmol/g suchej tkanki w kontro-
li do 0,102+0,002 po infuzji i.v. 100 mg/kg AMPDI przez 30 min
(p <0,05). Podanie AMPDI w takiej samej infuzji u myszy apoA/LDLr
(-/-) zmniejszyto cechy niedokrwienia widoczne w obrazie EKG
podczas hipoksji i zmniejszyto stezenie troponiny | w surowicy
7 0,26+0,01 w kontroli do 0,20+0,02 ng/ml w grupie traktowanej
AMPDI (p <0,05).

Whioski: Badania te wykazaty skutecznos¢ AMDI in vivo ja-
ko inhibitora AMPD, jednak dopiero w stezeniach znacznie wyz-
szych niz w doswiadczeniach z wyizolowanym enzymem. Zasto-
sowanie AMPDI poprzedzajace hipoksje spowodowato redukcje
uszkodzenia miokardium, wykazujac kardioprotekcyjne dziatanie
farmakologicznego hamowania AMPD.
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1-metylonikotynamid

— endogenny metabolit
nikotynamidu o dzialaniu
przeciwmiazdzycowym

tukasz Mateuszuk’, T. I. Khomich? Mariusz Gajda?,
Magdalena tomnicka', Ewa Stomiriska®,
Ryszard T. Smolenski?®, Stefan Chtopickit

! Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

? Instytut Farmakologii i Biochemii NAS, Grodno

* Katedra Histologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

* Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna, Gdansk

Wstep: 1-metylonikotynamid (MNA) byt uwazany za nieaktyw-
ny metabolit nikotynamidu i kwasu nikotynowego. W ostatnich la-
tach wykazano aktywnos¢ biologiczng tego zwigzku. MNA ma zdol-
nos¢ uwalniania prostacykliny ze srédbtonka naczyh krwionosnych,
co skutkuje jego dziataniem trombolitycznym, przeciwzakrzepo-
wym (Br J Pharmacol 2007; 152: 230-9), przeciwzapalnym (Eur
J Pharmacol 2008; 578: 332-8) i gastroprotekcyjnym (/ Pharmacol
Exp Ther 2008; 326: 105-16) oraz hamuje rozwoj dysfunkcji $rod-
btonka w modelach zwierzecych hipertréjglicerydemii i cukrzycy
(Pharmacol Rep 2008; 60: 127-38).

Cel: (1) Zbadanie wptywu egzogennego MNA na rozwoj miaz-
dzycy. (2) Zbadanie zmian aktywnosci enzymu N-metylotransferazy
nikotynamidu w watrobie u myszy miazdzycowych w toku rozwoju
miazdzycy. (3) Zbadanie zmian pozioméw endogennego MNA i jego
metabolitéw w przebiegu procesu miazdzycowego.

Materiat i metody: W badaniach wykorzystano mysi model
miazdzycowy (myszy ApoE/LDLR-/-). MNA podawany byt przez
4 miesiace p.o. (100 mg/kg) w przedziale wiekowym 2—-6 miesie-
cy. Analizowano rozwdj blaszek miazdzycowych wewnatrz korze-
nia aorty w sercu (metoda cross-section, barwienie Oil Red O) oraz
ilos¢ makrofagdéw w rejonie zmian miazdzycowych (barwienie
IHC przeciw CD 68). Dodatkowo poréwnywano aktywnos¢ N-me-
tylotransferazy nikotynamidu (NMMT) w watrobie oraz mierzo-
no stezenie MNA i jego metabolitéw w osoczu u myszy miazdzy-
cowych i kontrolnych (C57Bl/6)) w wieku 2, 3, 4 i 6 miesiecy wg
opisanej uprzednio metodyki (Biol Pharm Bull 1993; 16: 304-6;
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids 2006; 25: 1245-9).

Wyniki: U myszy dotknietych miazdzyca zaobserwowano stop-
niowy rozwoéj blaszek miazdzycowych wewnatrz korzenia aorty,
szczegblnie zaznaczony miedzy 2. a 3. miesigcem Zzycia, osiagajacy
maksimum w 6. miesigcu. Réwnolegle obserwowano wzrost aku-
mulacji makrofagdéw wokét zmian miazdzycowych, Swiadczacy o na-
silonym stanie zapalnym. Wraz z progresja blaszek miazdzycowych
stwierdzono stopniowe zwiekszanie aktywnosci NMMT oraz odpo-
wiadajacy mu wzrost stezenia endogennego MNA w osoczu.

Whioski: U myszy ApoE/LDL-/- w toku rozwoju miazdzycy wy-
stepuje aktywacja NMMT i zwiekszenie wytwarzania endogennego
MNA, a egzogenny MNA hamuje rozw6éj miazdzycy. Aktywnosé
przeciwmiazdzycowa MNA najprawdopodobniej wynika z dziatania
przeciwptytkowego i przeciwzapalnego MNA zaleznego od szlaku
COX-2/PGI2 (BrJ Pharmacol 2007; 152: 230-9).

620

Zmiany czynnoSci Srédblonka

w izolowanych sercach myszy
apoE/LDLR-/- w toku rozwoju
miazdzycy

Pawet Gwézdz', Bogustawa Luzak?, tukasz Mateuszuk’,
Mariusz Gajda?, Cezary Watata?, Stefan Chtopicki*

! Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Katedra Farmakologii,
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow

? Zaktad Zaburzeh Krzepniecia Krwi, Uniwersytet Medyczny, t6dz

* Katedra Histologii, Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, Krakow

Wstep: U chorych z hipercholesterolemia i miazdzyca wyste-
puje uogdlniona dysfunkcja srédbtonka, zwiekszona produkcja
prostacykliny oraz aktywacja krazacych ptytek krwi. W mysich
modelach miazdzycy dobrze opisana jest dysfunkcja srédbtonka
aorty, niewiele natomiast wiadomo o czynnosci srédbtonka tet-
nic, w ktérych nie wystepuja zmiany miazdzycowe oraz o stanie
aktywacji krazacych ptytek krwi.

Cel: Scharakteryzowanie zmian czynnosci srédbtonka oporo-
wych naczyh wiencowych oraz aktywacji krazacych ptytek krwi
w toku rozwoju miazdzycy u myszy apok/LDLR-/-.

Materiat i metody: Czynnos¢ srodbtonka oporowych tetnic wien-
cowych badano w modelu izolowanego serca wg Langendorffa
u myszy apoE/LDLR-/- przed rozwojem miazdzycy (miesiac) oraz
w obecnosci minimalnych, umiarkowanym i zaawansowanych zmian
miazdzycowych (odpowiednio 2, 4 i 6 miesiecy). Oceniano odpo-
wiedzi naczyniorozszerzajace: zalezne od NO i PGI2, wywotane od-
powiednio przez bradykinine (Bk) i acetylocholine (Ach); wywotane
przez NO-donory SNAP, nitroprusydek sodu (SNP) i DEA/NO; zalez-
ne od aktywnosci srédbtonkowej ADP/ATP-endonukleotydazy, wy-
wotane przez ADP i ATP; niezalezne od czynnosci srédbtonka, wy-
wotane przez adenozyne (Ado) i AMP. Dodatkowo oceniano stezenie
6-keto-PGFla w efluencie z izolowanego serca oraz aktywacje kra-
zacych ptytek krwi na podstawie cytometrycznego pomiaru ekspre-
sji btonowej P-selektyny, CD40L oraz zaktywowanej formy Gp lIb/Illa.

Wyniki: W oporowych tetnicach wiehcowych myszy
apoE/LDLR-/- jawne uposledzenie zaleznej od NO odpowiedzi na-
czyniorozkurczowej wywotanej przez Bk byto obecne dopiero
u zwierzat 6-miesiecznych. W stosunku do myszy kontrolnych,
u miesiecznych apoE/LDLR-/- odpowiedZ na Bk, SNAP, DEA/NO
i Ach byta wzmozona. U 2-6-miesiecznych myszy apoE/LDLR-/-
odpowiedZ na SNP byta wzmozona, na SNAP i DEA/NO niezmie-
niona, odpowiedZ na Ach byta obnizona przy zwiekszonej pod-
stawowe] produkcji 6-keto-PGFla, zaleznej od COX-2. Odpowie-
dzi wywotane przez Ado, AMP, ADP i ATP byty wzmozone
u 1-2-miesiecznych myszy apoE/LDLR-/, a sktadowa odpowiedzi
na ADP zalezna od receptoréw P2 byta zmniejszona. W kazdej
grupie wiekowej ekspresja ptytkowego CD40L byta zwiekszona,
przy niezmienionej ekspresji P-selektyny i zaktywowanej formy
Gp lIb/llla.

Wyniki: W oporowych tetnicach wiencowych myszy
apoE/LDLR-/- przed rozwojem miazdzycy srédbtonkowa produkcja
NO wydaje sie zwiekszona, a jej uposledzenie wystepuje dopiero
na etapie zaawansowanych zmian miazdzycowych w aorcie. Pod-
stawowe wytwarzanie PGI2 zalezne od COX-2 ro$nie w poczatko-
wym etapie rozwoju miazdzycy i pozostaje podwyzszone. Wydaje
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sie tez, ze aktywnos¢ proagregacyjnego ADP jest zmniejszona,
a przeciwptytkowej adenozyny zwiekszona. Pomimo wzmozonej ak-
tywnosci przeciwptytkowych przekaznikéw sroédbtonka, krazace
ptytki krwi wykazuja cechy aktywacji.

621

Proby farmakologiczne;j
korekcji dysfunkcji skurczowe;j
1 rozkurczowej w niewydolnosci
serca u myszy Tgoq*44

Mirostaw Wozniak!, tukasz Drelicharz’,

Urszula Tyrankiewicz? Sylwia Heinze-Paluchowska?,
Magdalena Jabtoriska? Tomasz Skérka?, Stefan Chtopicki*

! Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Katedra Farmakologii,
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw

? Zaktad Tomografii Magnetyczno-Rezonansowej, Instytut Fizyki
Jadrowej Polskiej Akademii Nauk, Krakow

Wstep: Dotychczasowa ocena skutecznosci farmakoterapii w nie-
wydolnosci serca (NS) skierowana byta gtéwnie na korekcje zaburzen
kurczliwosci (oceniang w badaniu echokardiograficznym) oraz na po-
prawe kliniczna. Wciaz niewiele jest jednak badan oceniajacych
wptyw lekéw ,kardiologicznych” na czynnos¢ rozkurczowa mies-
nia sercowego w toku rozwoju niewydolnosci serca. Co istotne, za-
burzenie czynnosci rozkurczowej miesnia sercowego moze odgry-
wac gtéwna role w rozwoju i progresji NS, koreluje z nasileniem ob-
jawdw NS i jest niezaleznym czynnikiem rokowniczym w NS. Istnieje
wiec pilna potrzeba oceny skutecznosci farmakoterapii NS pod ka-
tem korekgji nie tylko zaburzeh czynnosci skurczowej, ale rowniez
rozkurczowej miednia sercowego.

Cel: Ocena wptywu ,klasycznej” farmakoterapii NS za pomo-
ca ACE-I (peryndopryl) i antagonisty receptora aldosteronowego
— ARA (kanrenon) oraz ,niestandardowej” terapii w NS — lekami
przeciwptytkowymi (klopidogrel, aspiryna) na progresje NS w my-
sim modelu NS.

Materiat i metody: W badaniach postuzylismy sie unikato-
wym modelem NS myszy transgenicznych Tgaq*44 (J Mol Cell
Cardiol 2001; 33: 1477-91; Basic Res Cardiol 2008; 103: 417-30)
oraz oryginalnie opracowana metodyka pomiaréw czynnosci skur-
czowej i rozkurczowej miesnia sercowego in vivo (z wykorzysta-
niem techniki MRI). Myszy Tga.q*44 w réznym wieku (10-16 mie-
siecy) byty leczone przez 2 miesiace odpowiednio peryndoprylem
(2 mg/kg/dobe), kanrenonem (20 mg/kg/dobe) lub klopidogre-
lem (10 mg/kg/dobe) i aspiryna (10 mg/kg/dobe). Czynnos¢
miesnia sercowego — frakcja wyrzutowa (FAC), dynamika skur-
czu (ER), dynamika rozkurczu (FR) — oceniano przed i po 2-mie-
siecznym leczeniu.

Wyniki: Peryndopryl i kanrenon opézniaty progresje niewy-
dolnosci serca, czego nie obserwowano podczas terapii przeciw-
ptytkowej. Co ciekawe, tylko kanrenon, ale nie peryndopryl, wy-
raznie hamowat progresje dysfunkcji rozkurczowej miesnia
sercowego u myszy Tgo.q*44.
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Whioski: ACE-1 (peryndopryl) i ARA (kanrenon) hamuja pro-
gresje NS, jednak mechanizmy odpowiedzialne za korzystny efekt
ACE-l i ARA w leczeniu NS wydaja sie odmienne i wskazuja
na szczegoblne korzysci ze stosowania ARA w dysfunkcji rozkur-
czowej miesnia sercowego. Jednoczesnie wydaje sie, ze hamo-
wanie aktywacji ptytek krwi (przez leki przeciwptytkowe) nie wpty-
wa na progresje NS u myszy Tgo.q*44.

622

Ocena sily ochronnego dzialania
morfiny na czynno$¢ ludzkiego
migs$nia sercowego w okresie
reoksygenacji modyfikowana
ingerencja w uklad
tlenkowo-azotowy

Tomasz Roleder?, Krzysztof S. Gotba?, Marek A. Deja?,
Marcin Malinowski?, Jolanta Biernat?, Stanistaw Wos?

! Katedra i Klinika Kardiologii, Slaski Uniwersytet Medyczny,
Katowice

2 || Katedra i Klinika Kardiochirurgii, Slgski Uniwersytet Medyczny,
Katowice

Cel: Ocena wptywu nieselektywnego agonisty receptoréow
opioidowych (morfiny) na czynnosé niedokrwionych fragmentow
ludzkiego miesnia sercowego modyfikowana za pomoca niese-
lektywnego inhibitora syntazy tlenku azotu (NG-monomethylo
L-argininy, LNMMA) i donora tlenku azotu (S-nitroso-N-acetyl-pe-
nicillaminy, SNAP).

Materiat i metody: Badanie prowadzono na fragmentach
miesnidwki prawego przedsionka pobranych w czasie zabiegu po-
mostowania naczyn wieficowych u chorych bez cech niewydolno-
sci serca. Fragmenty miednidéwki ludzkiego serca poddawano hi-
poksji (60 min) i reoksygenacji (60 min). Przebieg reoksygenacji
modyfikowano podaniem w poszczegélnych grupach: 100 umol
morfiny, 100 pumol LNMMA razem z 100 umol morfiny, 100 pmol
LNMMA razem z 100 pmol morfiny i 100 pmol SNAP. Badanie prze-
prowadzano jednoczesnie na 2 beleczkach, z ktérych jedna stano-
wita kontrole. W kolejnych grupach beleczki poddawano protoko-
towi kontrolowanej reoksygenacji (trzykrotnie 1 min reoksygenacja
z nastepcza 1 min hipoksja) lub stymulowano jedynie w warun-
kach tlenowych (sham 120 min). W okresie przed niedotlenieniem
i w czasie reoksygenacji rejestrowano amplitude (Amax) skurczu.

Wyniki: Wyniki przedstawiano jako procentowa wartos¢ wzgle-
dem poziomu wyjsciowego. Podanie morfiny chronito
funkcje skurczowa niedotlenionego miokardium w stopniu mniej-
szym niz kontrolowana reoksygenacja (sham: 51, 49+2,4%*; kon-
trola: 28,70+2,8%, modyfikowana reoksygenacja: 49,60+2,1%*;
morfina: 39,13+2,8%*; *p <0,05 vs kontrola). Podanie 100 pmol
LNMMA razem ze 100 pmol morfiny oraz jednoczesne podanie 100
pumol LNMMA, 100 pmol morfiny i 100 umol SNAP w okresie re-
oksygenacji nie miato wptywu na czynnos¢ skurczowa niedokrwio-
nego miokardium (kontrola: 28,70+2,8%; morfina + LNMMA:
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33,8+2,6*; morfina + LNMMA + SNAP: 31,39+2,8%*; *p >0,05 vs
kontrola).

Whnioski: Sita ochronnego dziatania morfiny w okresie
reoksygenacji ludzkiego miesnia sercowego jest istotnie stabsza
od kontrolowanej reoksygenacji. Efekt ochronny morfiny jest ni-
welowany podaniem nieselektywnego inhibitora syntazy tlenku
azotu — LNMMA. Zahamowanie czynnosci ochronnej morfiny przez
LNMMA utrzymuje sie pomimo podania donora tlenku azotu
— SNAP

623

Podwoéjna blokada ukladu
renina-angiotensyna-aldosteron
a parametry hemostazy szczura
z nadci$nieniem
naczyniowo-nerkowym

Adrian Stankiewicz', Anna Gromotowicz}, Janusz Szemraj?,
Urszula Osmélska’, Joanna Mikita?, Ewa Chabielska*

' Samodzielna Pracownia Biofarmacji, Uniwersytet Medyczny,
Biatystok
? Zaktad Biochemii Lekarskiej, Uniwersytet Medyczny, t6dz

Wstep: Wyniki badan klinicznych wskazuja, iz dotaczenie an-
tagonisty receptora aldosteronowego do standardowej terapii
niewydolnosci serca (m.in. ACE-I) redukuje $miertelnos¢ z przy-
czyn sercowo-naczyniowych, u podtoza ktérej moze leze¢ proces
zakrzepowy. Nie ma jednak dowodéw $wiadczacych o korzyst-
nym wptywie podwéjnej blokady uktadu renina-angiotensyna-al-
dosteron (RAA) na proces hemostazy.

Cel: Ocena wptywu podwdjnej blokady uktadu RAA na para-
metry hemostazy szczura z nadcisnieniem naczyniowo-nerko-
wym.

Materiat i metody: Wykonano badania oceniajgce wptyw po-
jedynczego i tacznego podania spironolaktonu (SPIRO,
20 mg/kg) — antagonisty receptora aldosteronowego, i chinapry-
lu (CHIN, 3 mg/kg) — ACE-I, na uktad hemostazy u szczura z nad-
ciSnieniem naczyniowo-nerkowym (2K-1C). Nadcisnienie wywo-
tano podwigzaniem lewej tetnicy nerkowej. Indukcja nadcisnienia
trwata 6 tygodni. W celu oceny rozwoju nadcisnienia oraz efek-
tu hipotensyjnego lekéw wykonano pomiar cisnienia tetniczego
krwi metoda posrednia. Wykazano dziatanie hipotensyjne lekéw
we wszystkich grupach zwierzat. Oznaczono stezenie aldostero-
nu w surowicy. W badaniach wykorzystano model zakrzepicy zyl-
nej. Efekt przeciwzakrzepowy oceniano na podstawie zmian cze-
stosci wystepowania i masy zakrzepu. Badano wptyw lekow
na hemostaze pierwotna (adhezja ptytek krwi do kolagenu i czas
krwawienia). W osoczu oznaczono: stezenie czynnika tkankowe-
go (TF), tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA), inhibitora
tkankowego aktywatora plazminogenu (PAI-1), inhibitora fibry-
nolizy aktywowanego trombing (TAFI) oraz nadtlenku wodoru
(H,0,).

Wyniki: Wykazano, iz SPIRO obnizat stezenia TF, PAI-1 oraz
TAFI, lecz nie zmieniat stezania t-PA w osoczu. Podobny kierunek

zmian obserwowano po podaniu CHIN, lek ten obnizat takze ste-
zenie t-PA. CHIN istotnie statystycznie silniej w poréwnaniu ze
SPIRO zmniejszat stezenie TF, PAI-1 i TAFL. Najwiekszy spadek ste-
zenia TF, PAI-1, t-PA oraz TAFI zaobserwowano po tagcznym poda-
niu lekéw. Tylko tacznie podane leki zmniejszaty czestosé formo-
wania oraz mase zakrzepu zylnego. SPIRO i CHIN hamowaty
istotnie adhezje ptytek krwi. Nie zaobserwowano istotnych zmian
w stezeniu aldosteronu po podaniu lekéw pojedynczo oraz tacz-
nie. Wykazano ponadto istotny statystycznie spadek stezenia
w osoczu H,0,, réwniez najsilniejszy po tacznym podaniu SPIRO
i CHIN.

Whioski: Podwéjna blokada uktadu RAA antagonista recep-
tora aldosteronowego i inhibitorem konwertazy angiotensyny
prowadzi do znacznego ograniczenia rozwoju zakrzepicy zylnej
u szczuréw z nadcisnieniem naczyniowo-nerkowym. Ztozony me-
chanizm przeciwzakrzepowego dziatania lekow jest zalezny od na-
silenia fibrynolizy, zahamowania krzepnigcia i adhezji ptytek krwi
oraz redukcji stresu oksydacyjnego.
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Farmakologiczna modulacja
aktywnosci Sr6dbtonkowej
endoteliny 1 i prostacykliny

w modelu nadci$nienia plucnego
wywolanego przez monokrotalin

Andrzej Fedorowicz!, Maria Walczak?,
Joanna Szymura-Oleksiak?, Justyna Dzieza®,
Tomasz Skérka?, Stefan Chtopickit

' Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Collegium Medicum
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* Instytut Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk, Krakéw

Wstep: W naszych dotychczasowych badaniach wykazalismy,
ze dysfunkcja srédbtonka w krazeniu ptucnym obejmujaca wzrost
wytwarzania endoteliny 1 (ET-1) oraz spadek wydzielania prosta-
cykliny (PGI2) poprzedza rozwéj nadcisnienia ptucnego wywota-
nego przez monokrotalin (MCT) u szczuréw.

Cel: Zbadanie wptywu na rozwoéj dysfunkcji srodbtonka i nad-
cisnienia ptucnego antagonisty receptora ETA, podawanego w mo-
noterapii lub wraz z MNA. MNA jest zwiazkiem, ktéry ma zdolnos¢
stymulacji wytwarzania PGI2 w srédbtonku.

Materiat i metody: W celu wywotania nadciénienia ptucnego
szczurom rasy Wistar (200 g) podawano MCT (60 mg/kg s.c.). Dwa-
dziescia cztery godziny po podaniu zwierzeta podzielono na 4 gru-
py: grupe nieleczona (M), grupe leczong antagonista receptora ETA
(TBC, 45 mg/kg/dobe, ME), grupe leczong antagonistg receptora
ETA oraz MNA (TBC 45 mg/kg/dobe + MNA 100 mg/kg/dobe, MEM).
Po uptywie 14 i 28 dni przeprowadzono ocene zmian morfome-
trycznych, zapalnych oraz czynnosciowych.

Wyniki: Leczenie antagonistg receptora ETA przedtuzato prze-
zycie zwierzat (mediany: 30,5 vs 25 dni, odpowiednio ME vs M,
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p=0,075), zmniejszato przerost prawej komory (0,068+0,012 vs
0,088+0,06, odpowiednio ME vs M), nie wptywato jednak na pod-
wyzszone cisnienie podstawowe w tetnicy ptucnej (PAP) mierzo-
ne w modelu izolowanych ptuc w 4. tygodniu po podaniu MCT.
Terapia antagonistg ETA przeciwdziatata rozwojowi dysfunkcji
srodbtonka ocenianej na podstawie potegowania HPV przez
L-NAME (300 mM) (APAP=9,78+1,751 vs APAP=25,33+5,22 oraz
APAP=5,22+4,003 vs APAP=19,62+1,255, odpowiednio grupa M
vs grupa ME 2 tygodnie oraz 4 tygodnie po podaniu MCT). W gru-
pie MEM uzyskano dodatkowe zahamowanie przerostu prawej
komory w 4. tygodniu po podaniu MCT (0,056+0,005) w stosun-
ku do grupy ME. Takze w grupie MEM zanotowano w petni za-
chowana czynnos¢ srodbtonkowego NO w 2. tygodniu po poda-
niu MCT (potegowanie HPV przez L-NAME A PAP=38,29+1,767 vs
31,45+4,33, odpowiednio MEM vs kontrola). Jednak w 4. tygodniu
po podaniu MCT czynnos¢ srodbtonkowego NO w grupach ME
i MEM byta podobna.

Whioski: W modelu nadci$nienia ptucnego wywotanego przez
MCT leczenie antagonista receptora ETA hamuje progresje zmian
czynnosciowych i morfometrycznych. taczna terapia antagonista
ETA i MNA poprawia parametry czynnosciowe we wczesnych eta-
pach oraz parametry morfometryczne w p6znych etapach rozwo-
ju nadcisnienia ptucnego w stosunku do leczenia jedynie za po-
moca antagonisty ETA.
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