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Spadek aktywnosci ATP-azy
wapniowej sarkolemy w toku
pozawalowej przebudowy
serca szczura

Urszula Mackiewicz, Michat Mgczewski, Bohdan Lewartowski

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, Warszawa

Obieg jonéw Ca* w kardiomiocytach to proces niezmiernie
wazny dla funkcji miesnia sercowego. Wszelkie jego zaburzenia
maja bezposredni wptyw na site i kinetyke skurczu i rozkurczu
kardiomiocytéw i na ich czynnos¢ elektryczng, co przektada sie
na sprawnos¢ hemodynamiczna serca i predyspozycje do aryt-
mii. Badania ostatnich lat wykazaty, ze obieg Ca** w komérkach
przerastajacego i niewydolnego miesnia sercowego jest zabu-
rzony w wyniku zmiany funkcji i/lub ekspresji biatek realizuja-
cych ten proces. Brak jest jednak badan aktywnosci sarkolemal-
nej ATP-azy (PMCA), transportujacej Ca* odkomérkowo i cze-
Sciowo odpowiedzialnej za rozkurcz miocytu. Ponadto PMCA
ma wptyw na wiele wewnatrzkomaorkowych sygnatéw (np. ha-
mowanie nNOSu lub kalcyneuryny i zwigzanego z nig szlaku
NFAT). Celem naszej pracy byto zbadanie aktywnosci PMCA
podczas pozawatowej przebudowy miesnia sercowego.

Metody: Komérki izolowano z lewej komory serca szczura
1tydzien, 1 miesigc i 3 miesigce po zawale lub po operacji po-
zornej. Rejestrowano przebieg zmian wewngatrzkomérkowego
Ca* (sygnat wapniowy) przy uzyciu sondy fluorescencyjnej IN-
DO-1 oraz skurcze komoérek. Wskaznikiem aktywnosci PMCA
byt jej udziat w odkomérkowym transporcie Ca** mierzonym
szybkoscia opadania sygnatu wapniowgo wywotanego poda-
niem kofeiny na tle ptynu ONaOCa.

Wyniki: U zwierzat po zawale zaobserwowano bardzo
znaczny i postepujacy w czasie spadek aktywnosci PMCA od-
powiednio 0 26,9%, 48,3% i 66,7% 1 tydzieA, 1 miesiac i 3 mie-
sigce po zawale w poréwnaniu ze zwierzetami pozornie opero-
wanymi. Ponadto zaobserwowano wzrost amplitudy sygnatu
wapniowego u zwierzat 1i 3 miesigce po zawale odpowiednio
0 47,1% i 45,5% oraz towarzyszacy mu wzrost zawartosci Ca™*
w siateczce sarkoplazmatycznej odpowiednio o 61,9% i 58,3%.

Whioski: Zmniejszenie szybkosci usuwania Ca* wynikaja-
ce ze spadku aktywnosci PMCA moze umozliwia¢ zwiekszony
wychwyt Ca* przez siateczke i tym samym prowadzi¢ do

wzrostu amplitudy sygnatu, czego nastepstwem jest wzrost
sity skurczu. Moze byé to préba adaptacji przezywajacych za-
wat komérek do zwiekszonej pracy wynikajacej ze zmniejszo-
nej liczby zywych miocytéw lewej komory.
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Przewodnictwo kanaléw K*
zaleznych od ATP w komoérkach
serca Swinki morskie;j

w warunkach stresu hipotonicznego
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Wstep: Wiadomo, ze w warunkach niedokrwienia docho-
dzi do zmian cisnienia osmotycznego Srodowiska, w ktérym
znajduja sie komorki serca. Obnizenie cisnienia osmotyczne-
go (stres hipotoniczny) powoduje istotne i szybkie zmiany ak-
tywnosci wielu kanatéw jonowych komoérek serca [1]. Aktyw-
nos¢ kanatéw K* zaleznych od ATP (Kurp) W warunkach stresu
hipotonicznego nie jest jeszcze dobrze zbadana [2, 3]. Celem
niniejszej pracy byto poréwnanie przewodnictwa kanatéw
Karp W Srodowisku izo- i hipotonicznym.

Metodyka: Doswiadczenia przeprowadzono na izolowa-
nych miocytach komér serca $winek morskich obojga ptci. Do
pomiardéw pradu jonowego zastosowano metode patch clamp
w konfiguracji voltage clamp na catej komédrce. Cisnienie
osmotyczne regulowano za pomoca manitolu, przy czym stres
hipotoniczny powodowano zmniejszeniem osmolarnosci
o okoto 100 mOsm. Kanaty K,rp aktywowano za pomoca ril-
makalimu (0,11 0,3 uM). Po uzyskaniu stabilnego efektu w wa-
runkach izotonicznych, zmniejszano cisnienie osmotyczne
ptynu perfuzyjnego i mierzono prad jonowy spowodowany ril-
makalimem i blokowany przez glibenklamid.

Wyniki: Przewodnictwo kanatéw K, mierzone jako
wzrost pradu w stosunku do zmian potencjatu w punkcie
0 mV, w warunkach izotonicznych wyniosto 10,5+1,5 nS
w obecnosci 0,1 uM rilmakalimu i 13,4+3 nS w obecnosci
0,3 UM tego aktywatora. Obnizenie cisnienia osmotycznego
zwiekszyto w sposéb statystycznie znamienny przewodnictwo
kanatow Kup do 20,4+1,4 nS przy 0,1 uM (P<0,01, N=6)
i 22,1+2,9 nS przy 0,3 uM (P<0,01, N=6).

Whniosek: Nasze wyniki sugeruja, ze stres hipotoniczny
zwieksza czestos¢ otwierania kanatéw Kyp W obecnosci ril-
makalimu.
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Wplyw kannabinoidéw

na receptory nikotynowe widkien
wspolczulnych unerwiajacych
serce szczura
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Anandamid jest endogennym agonista receptoréw kanna-
binoidowych. Do jego uwolnienia dochodzi miedzy innymi we
wstrzasie kardiogennym, septycznym i krwotocznym. Jak wy-
kazano na oocytach Xenopus, zwiazek ten w sposéb niezalez-
ny od receptoréw kannabinoidowych CB; hamuje funkcje pod-
jednostki a7 receptoréw nikotynowych dla acetylocholiny. Po-
wyzszego dziatania nie wykazuja natomiast syntetyczni ago-
nisci receptoréw kannabinoidowych w tym CP 55940 [1]. Bio-
rac pod uwage, ze w receptorach nikotynowych zwojéw auto-
nomicznego uktadu nerwowego wykazano obecnos¢ podjed-
nostek 7.

Cel: Sprawdzenie w warunkach in vivo, czy kannabinoidy
modyfikuja funkcje receptoréw nikotynowych wtékien nerwo-
wych uktadu wspétczulnego, unerwiajgcych serce szczura.

U szczuréw odrdzenionych, poddanych obustronnej wago-
tomii, zaréwno dozylna iniekcja nikotyny (0,5-1 umol/kg) poda-
wanej w obecnosci atropiny (3 umol/kg), jak i stymulacja elek-
tryczna (1 Hz, 1 ms, 50 V przez 10 s) przedzwojowych witokien
wspbtczulnych unerwiajacych serce powodowata poréwnywa-
ne wzrosty czestosci skurczow serca (HR) o okoto 60 ude-
rzeri/min. Stymulowany elektrycznie wzrost HR byt hamowany
przez CP 55940 (1 umol/kg), natomiast nie byt modyfikowany
przez stabilny analog anandamidu - metanandamid
(1 umol/kg). Maksymalny efekt CP 55940 (ok. 40%) osiagniety
w 5. min utrzymywat sie przez co najmniej 30 min. Dziatanie to
byto ostabiane przez AM 251 (3 umol/kg) antagoniste recepto-
row kannabinoidowych CB1. Stymulowany za posrednictwem
nikotyny wzrost HR byt zmniejszany przez metanandamid
(1 wmol/kg). Hamujacy wptyw metanandamidu nasilat sie
w czasie (maksymalny efekt wynoszacy ok. 50% zostat osia-
gniety w 50 min) i nie byt blokowany przez AM 251 (3 umol/kg).
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Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszcza,
ze endogenne kannabinoidy moduluja funkcje receptoréw ni-
kotynowych w warunkach in vivo. Ponadto potwierdzilismy
istnienie presynaptycznych hamujacych receptoréw kannabi-
noidowych CB; na zakofczeniach wtbkien wspétczulnych
unerwiajgcych serce.

Pismiennictwo

1. 0z M, Zhang L, Ravindran A, et al. Differential effects of endo-
genous and synthetic cannabinoids on alpha7-nicotinic acetyl-
choline receptor-mediated responses in Xenopus Oocytes.
J Pharmacol Exp Ther 2004; 310: 1152-60.
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Wstep: W rozwoju powiktah zapalnych po zabiegu kardio-
chirurgicznym podkresla sie role zjawiska sekwestracji neu-
trofili w krazeniu ptucnym. W trakcie degranulacji komérki te
uwalniajg duze ilosci enzymoéw proteolitycznych, co moze pro-
wadzi¢ do zaburzeh narzadowych.

Cel: Ocena degranulacji neutrofili krwi obwodowe] dzieci
z wrodzong wadg serca podczas i po zabiegu kardiochirur-
gicznym.

Materiat i metody: Badaniami objeto 27 dzieci w wieku
5-27 mies., poddanych zabiegowi operacyjnemu z krazeniem
pozaustrojowym (CPB) — grupa CPB i 14 dzieci w wieku 11-49
mies. po zabiegu bez CPB — grupa CS. Oceniano ekspresje
wskaznikéw degranulacji neutrofili: czasteczek CD11lb
i CD66b, a takze stezenia produktéw degranulacji tych komé-
rek: metaloproteinazy-9 (MMP-9) i sekrecyjnego inhibitora
proteaz (SLPI). Dodatkowo oceniano stezenie innego inhibito-
ra proteaz: angiogeniny (ANG). Badania byty wykonywane:
przed znieczuleniem, na starcie CPB (zabiegu kardiochirur-
gicznego — grupa CS), 30 min po rozpoczeciu CPB, po zakon-
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czeniu CPB (po zakonczeniu zabiegu — grupa CS), po 4 i po 48
godz. od zakofczenia CPB.

Wyniki: W obu grupach badanych wykazano istotny
wzrost ekspresji czastek CD11b i CD66b po rozpoczeciu zabie-
gu. Obserwowano wzrost stezenia MMP-9 w osoczu krwi ob-
wodowej dzieci 24 godz. po zakoriczeniu CPB w obu grupach
badanych. W grupie dzieci z CPB stezenie badanej proteinazy
pozostato podwyzszone 48 godz. po zabiegu. W obu grupach
stezenie SLPI ulegto obnizeniu po zakohczeniu zabiegu.
W grupie dzieci z CPB wykazano obnizenie stezenia ANG po
4 godz. od zakonczenia zabiegu.

Whioski: Rezultaty badan potwierdzaja, ze zabieg kardio-
chirurgiczny wptywa na degranulacje neutrofili i aktywnos¢
uwalnianych w jej trakcie enzyméw. Rola badanych proteinaz
i ich inhibitoréw w rozwoju powiktah zapalnych po zabiegu
kardiochirurgicznym u dzieci wymaga dalszych badan.

Praca finansowana w ramach badan wtasnych UM
nr 502-15-277 i grantu KBN nr 2 PO5E 081 27
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Acute hypoxia stimulates fatty acid
transport by regulating subcellular
distribution of FAT/CD36 and
FABPpm

Adrian Chabowski®? Jan Gérski', Arend Bonen?
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Recent studies have demonstrated that protein-mediated
LCFA transport across plasma membranes is a highly regulated
process involving changes in sarcolemmal content of fatty acid
transporters (FAT/CD36 and FABPpm). Specifically, in cardiac
myocytes, insulin and contraction like stimuli (AICAR) induced
translocation of FAT/CD36 from an intracellular pool to the
plasma membranes. In contrast, FABPpm can be recruited to
the plasma membranes only by AICAR stimulation but not by
insulin. In these studies there was an increase in LCFA
transport, which was associated with an increase in only
plasmalemmal FAT/CD36, as well as plasmalemmal FAT/CD36
and FABPpm, while the total expression of these proteins was
not altered. As far as we are aware, there is no information in
the literature, concerning the redistribution of any fatty acid
transporters under hypoxic conditions in either cardiac
myocytes or in intact perfused hearts.

In this study, we investigated the acute effect of hypoxia
on LCFA transport in isolated cardiac myocytes as well as in
intact perfused hearts from male Sprague Dawley rats
(200-250 g). Incubation of cardiac myocytes under hypoxic
conditions induced redistribution of FAT/CD36 from an
intracellular pool (LDM) (-25%, P<0.05) to the plasma

membranes (PM) (+54%, P<0.05). We also observed a
hypoxia-induced increase in FABPpm at the PM (+56%,
P<0.05) and a concomitant FABPpm reduction in the LDM
(-24%, P<0.05). In intact, Langendorff perfused hearts,
hypoxia induced the translocation of a both FAT/CD36 and
FABPpm to the PM (+66% and +61%, respectively, P<0.05),
with a concomitant decline in FAT/CD36 and FABPpm in the
LDM (-24% and -23%, P<0.05). Importantly, the increased
plasmalemmal content of these transporters was associated
with increases in the initial rates of palmitate uptake into
cardiac myocytes (+40%, P<0.05). Similarly, the hypoxia
stimulation increased parallel to the palmitate incorporation
into intracellular (DAG, PL, TG, ceramide) lipid pools in intact
perfused hearts.
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Dzialanie rozkurczowe atypowego
kannabidiolu w izolowanych
tetnicach plucnych czlowieka
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Jak wykazano w ostatnich latach, uwalniany we wstrzasie
krwotocznym, septycznym i kardiogennym endogenny kanna-
binoid anandamid obniza ciénienie krwi m.in. za posrednic-
twem wciaz niezidentyfikowanych receptoréw sroédbtonko-
wych. Receptor ten pobudzany jest takze przez atypowy kan-
nabidiol (abn-cbd) — zwigzek pozbawiony powinowactwa do
receptoréw kannabinoidowych CB,/CB, oraz wtasciwosci psy-
chotycznych. Udowodniono, ze abn-cbd obnizat cisnienie krwi
u myszy, powodowat rozkurcz izolowanej aorty kroélika i tetni-
cy krezkowej szczura oraz migracje komérek srodbtonka zyty
pepowinowej cztowieka [1].

Cel: Zbadanie wptywu abn-cbd na czynnos¢ skurczowa
izolowanych tetnic ptucnych podsegmentarnych cztowieka.
Tetnice pobierano z miejsc potozonych dystalnie od guza w
trakcie resekcji od pacjentéw operowanych z powodu nie-
drobnokomérkowego raka ptuca. Efekt relaksujacy abn-cbd
oceniano na naczyniach kurczonych serotoning (5-HT; 1 uM)
lub K* (60 uM). Zaleznie od stezenia abn-cbd (0,1-100 uM)
rozkurczat tetnice ptucng cztowieka skurczong 5-HT
(pD,=4,82+0,11; E ,,.,=116,2+7,8%; n=10). Dziatanie to byto za-
leznie od stezenia ostabiane przez blokujacy srédbtonkowe
receptory dla anandamidu kannabidiol (3 i 10 uM). Efekt abn-
cbd nie byt zmieniony pod wptywem podanych razem inhibi-
tora syntazy tlenku azotu — L-NAME (300 uM) i cyklooksyge-
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nazy — indometacyny (10 uM). Krzywa stezenie-efekt dla abn-
cbd byta przesunieta w prawo pod wptywem mechanicznego
usuniecia Srodbtonka (réwnolegle zanotowano spadek E,,y
do 70%) oraz w obecnosci nieselektywnego blokera kanatéw
potasowych (Kc,) — tetraetylammonium (300 uM). W naczy-
niach z zachowanym srédbtonkiem skurczonych K* (60 pM)
efekt rozkurczowy abn-cbd wynosit maksymalnie 40%.

Podsumowanie: Kannabidiol rozkurcza izolowane tetnice
ptucne cztowieka prawdopodobnie za posrednictwem $réd-
btonkowych receptoréow dla anandamidu. Wstepne wyniki
wskazujg, ze powyzsze dziatanie abn-cbd zwigzane jest z ak-
tywacja kanatow potasowych (Kc,), a niezalezne od tlenku
azotu i prostacykliny.

Pismiennictwo
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