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Zaburzenia gospodarki lipidowe;j
w aspekcie opornosci
na klopidogrel

Renata Gtéwczyriska, tukasz A. Matek, Mateusz Spiewak,
Krzysztof J. Filipiak, Maria Zawadzka-Bysko,

Marcin Grabowski, Monika Szpotafska, Marek Rosiak,
Grzegorz Opolski

| Katedra i Klinika Kardiologii, Akademia Medyczna, Warszawa

Wstep: W Swietle najnowszych zalecer Europejskiego Towa-
rzystwa Kardiologicznego leczenie przeciwptytkowe stanowi waz-
na opcje terapeutyczna u pacjentdéw z ostrym zespotem wienco-
wym (OZW) poddawanych angioplastyce wieficowej. Niestety
istotnym problemem jest zjawisko opornosci na klopidogrel.

Cel: Okreslenie wptywu zaburzef gospodarki lipidowej na
wystepowanie opornosci na klopidogrel.

Metodyka: Badaniem objeto grupe 48 pacjentow (Srednia
wieku 60,3+10,6 lat; 31 mezczyzn) hospitalizowanych z powo-
du OZW. U wszystkich pacjentéw wykonano badanie korona-
rograficzne i wtaczono do leczenia klopidogrel. Pomiedzy 5.
a 9. dobg leczenia oceniano funkcje ptytek po stymulacji ade-
nozyno-difosforanem (ADP) przy pomocy aparatu PFA-100.
Kryteria wytaczenia stanowity stosowanie antagonistéw re-
ceptoréw GP IIb/llla, choroby nowotworowe i hematologiczne.

Wyniki: U 13 (27,1%) pacjentéw stwierdzono biochemiczng
opornos¢ na klopidogrel, definiowana jako czas do powstania
czopu pierwotnego (ang. Collagen/ADP cartridge closure time,
CT) — CADP-CT<133 s. Nie wykazano istotnych réznic demogra-
ficznych u pacjentéw z prawidtowa i uposledzona odpowiedzig
na lek. W obydwu grupach pacjentéw obserwowano podobne
wartoéci lipidogramu. Sredni poziom frakcji LDL cholesterolu
w badanej populacji wynidst 109,7+44,1 mg/dL i byt nieistotnie
nizszy u pacjentéw wykazujacych opornosc na lek (96,2 mg/dL
vs 115,1 mg/dL; p=NS). Wsrdd pacjentéw z prawidtowa odpo-
wiedzig na leczenie przeciwptytkowe stwierdzono réwniez wyz-
szy odsetek 0séb z podwyzszonym poziomem LDL>100 mg/dL
(51,4% vs 38,5%; p=NS). W analizie wieloczynnikowej niski po-
ziom LDL, obok poziomu fibrynogenu i wieku, wigzat sie z wy-
stepowaniem klopidogreloopornosci (odds ratio [OR]=0,97; 95%
confidence interval [95% Cl] 0,94-0,99; p=0,035).

Whioski: Wydaje sie, iz poziom LDL moze wptywac na
funkcje ptytek krwi w aspekcie odpowiedzi na leczenie prze-
ciwptytkowe. Dotychczas ukazaty sie jedynie nieliczne donie-
sienia sugerujace mozliwy zwigzek zaburzen gospodarki lipi-
dowej ze zjawiskiem klopidogreloopornosci.
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Aktywacja PPARa modyfikuje
sktad kwasow tltuszczowych
fosfolipidow miesSnia sercowego

M. Baranowski, J. Gorski

Zaktad Fizjologii, Akademia Medyczna, Biatystok

Celem niniejszych badan byto okreslenie wptywu aktywa-
cji PPARoL na sktad kwasoéw ttuszczowych (FA) fosfolipidéw
(FL) miesnia sercowego szczura. Do doswiadczen uzyto szczu-
row rasy Wistar, samcow o masie 200-240 g. Zwierzeta po-
dzielono na dwie grupy: 1. szczury karmione standardowa pa-
sza dla gryzoni (zawartos¢ ttuszczu 2,8%), 2. szczury karmio-
ne dietg bogatottuszczowa (zawartos¢ ttuszczu 34%) przez
trzy tygodnie. Kazda grupe podzielono na dwie podgrupy:
a) kontrolna, b) podgrupa, ktorej przez dwa tygodnie podawa-
no dozotadkowo WY-14643 (specyficzny aktywator PPARc)
w dawce 3 mg/kg masy ciata/dzien. Sktad kwaséw ttuszczo-
wych FL mieénia sercowego oraz wolnych FA osocza krwi
oznaczano za pomoca chromatografii gazowo-cieczowe;j.

Podanie WY-14643 doprowadzito do znacznych modyfika-
cji sktadu kwaséw ttuszczowych FL serca. Zmiany te byty
w znacznym stopniu niezalezne od udziatu ttuszczu w diecie
i objawiaty sie wzrostem wartosci stosunku wielonienasyco-
nych FA z grupy n6 do kwaséw ttuszczowych z rodziny n3,
zwiekszeniem udziatu procentowego jednonienasyconych FA
oraz spadkiem udziatu kwasu dokozaheksaenowego i eikoza-
pentaenowego. W przypadku szczuréw karmionych standar-
dowa pasza zmiany sktadu procentowego kwaséw ttuszczo-
wych FL miednia sercowego w znacznym stopniu pokrywaty
sie z tendencjami zanotowanymi dla wolnych FA osocza.
U zwierzat, ktérym podawano diete bogatottuszczowa, nie za-
obserwowano jednak takiej zaleznosci.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wyciagnieto nastepu-
jace wnioski: podanie aktywatora PPARa modyfikuje sktad
nienasyconych FA fosfolipidéw mieénia sercowego niezaleznie
od udziatu ttuszczu w diecie. U zwierzat karmionych standar-
dowa pasza zjawisko to jest prawdopodobnie wynikiem zmia-
ny sktadu wolnych FA osocza. W przypadku szczuréw karmio-
nych dieta bogatottuszczowa ma raczej miejsce bezposredni
wptyw aktywatora PPARa. na metabolizm nienasyconych FA
w migsniu sercowym.
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Zywnoé¢ funkcjonalna w profilaktyce
choroby niedokrwiennej serca:
skladniki tluszczu mlekowego (CLA)
przyczyniaja si¢ do ograniczenia
intensywnosci proceséw zapalnych

w ludzkich makrofagach

Ewa Stachowska, Dariusz Chlubek

Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii, Pomorska Akademia
Medyczna, Szczecin

Wstep: Fosfolipazy A, sa rodzing enzyméw hydrolizuja-
cych uwalnianie wolnych kwaséw ttuszczowych (sn-2) i lizo-
fosfolipidow z czgstek glicerofosfolipidow. W komérkach ssa-
kéw wystepuja dwie gtéwne klasy fosfolipaz: cytoplazmatycz-
na (cPLA,) i zewnatrzwydzielnicza (sPLA,). Fosfolipazy dostar-
czaja kwasu arachidonowego dla cyklooksygenaz — konstytu-
tywnej COX-1 oraz indukowanej COX-2. W zmienionych miaz-
dzycowo Scianach naczyh krwionodnych, w regionach boga-
tych w makrofagi zaobserwowano wzmozong ekspresje izo-
formy II-A zewnatrzwydzielniczej sPLA,. W makrofagach
sPLA,-Ila aktywowana poprzez mechanizm indukcji odgrywa
kluczowa role w zaleznej od COX-2 syntezie prostaglandyn.
Dodatkowo sPLA,-II-A, indukujac lipolize LDL, przyczynia sie
do zwiekszonej retencji LDL w matrix proteoglikanowej éciany
aorty. Udowodniono, ze cPLA, biorg udziat w aktywacji sPLA,-
IIA poprzez wykorzystanie produktow 12/15 lipoksygezy (12/15
LOX). Produkty lipoksygenzy (9-HODE, 13-HODE) odgrywaja
kluczowg role w stymulacji szlaku kinaz MAP — biorgcym
udziat w fosforylacji i aktywacji receptoréw jadrowych PPARYy.

Metody: Makrofagi pochodzace z linii komdrkowej THP-1
hodowano przez 48 godz. w medium zawierajgcym kwasy
ttuszczowe o stezeniu 30 uM: linolowy, (cis 9, cis 12 C18: 2) lub
CLA: cis 9, trans 11 C 18: 2; trans 19, cis 12 C 18: 2. Po zakon-
czeniu inkubacji mierzono aktywnos¢ cPLA,, sPLA, — IIA, ich
ekspresje, a takze aktywnos¢ 12/15 LOX, stezenie jej produk-
tow (9-HODE, 13-HODE i 15-HETE) oraz stezenie PGE,. Badano
takze fosforylacje na szlaku kinaz MAP oraz ekspresje recep-
toréw jadrowych PPAR 1.

Wyniki: CLA zmniejszaja aktywnos¢ obydwu szlakow
cPLA2/ 12/15 LOX oraz sPLA,-IIA/COX-,. Hamowanie aktywno-
Sci 12/15 LOX przyczynia sie do zmniejszenia syntezy 9 i
13-HODE oraz ograniczenia fosforylacji na szlaku kinaz MAP
Zmniejszona fosforylacja kinaz MAP prowadzi do aktywacji re-
ceptoréw jadrowych PPAR v odpowiedzialnych w komérkach
za stymualcje proceséw antymiazdzycowych we wczesnym
stadium miazdzycy.

Praca finansowana z grantu KBN nr 15 POB 11723
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Badanie przydatnosci wynikow
oznaczeni HSCRP i IMA do oceny
efektu suplementacji diety
witaminami E 1 C u mezczyzn

z czynnikami ryzyka miazdzycy oraz
zaawansowana miazdzyca naczyn
obwodowych

J. Goéralskat, J. Hartwich?, D. Siedlecka, A. Gruca’,
M. Dolecki?, W. Drozdz?, M. Trzos?, A. Dembifiska-Kie¢?

1Zaktad Biochemii Klinicznej, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

2|| Klinika Chirurgii, Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellofiski, Krakow

Wstep: Liczne prace dokumentuja wysoka skutecznosé
dziatania przeciwzapalnego, przeciwmiazdzycowego i prze-
ciwnowotworowego witamin antyoksydacyjnych. Natomiast
ostatnie wyniki badan klinicznych z randomizacjg wykazaty
wzrost czestosci wystepowania incydentéw sercowo-naczy-
niowych w wyniku dtugotrwatego przyjmowania witaminy E
w dziennej dawce powyzej 400 IU [1]. Wyniki badan klinicz-
nych sg zatem sprzeczne i niezadowalajace w kwestii ustale-
nia wytycznych dla suplementacji diety witaminami. Weryfi-
kacja czynnikéw warunkujacych biodostepnos¢ i efektywnosé
dziatania witamin moze by¢ pomocna w zmniejszeniu tych
rozbieznosci. Celem badania byto: 1. sprawdzenie bezposred-
niego wptywu positku na biodostepnosé¢ spozywanych wita-
min E i C; 2. ustalenie, czy wynik testu hsCRP i IMA/alb, zmo-
dyfikowanej albuminy — nowego osoczowego wskaznika nie-
dokrwienia, w relacji z parametrami stresu oksydacyjnego
i potencjatu antyoksydacyjnego u badanych mezczyzn: zdro-
wych (K), z czynnikami ryzyka miazdzycy (CR) i z potwierdzo-
na miazdzyca (M), jest czynnikiem réznicujacym pacjentéw
podatnych na terapie antyoksydantami.

Pacjenci: Do badania zakwalifikowano 109 mezczyzn po
wytgczeniu 0séb z rozpoznaniem przebytych incydentéw wien-
cowych, hsCRP>10mg/l i cukrzyca. Za czynniki ryzyka w grupie
CR uznano: nadwage i/lub otytos¢, nieprawidtowa glikemie na
czczo, palenie tytoniu, nadcidnienie tetnicze. W grupie M cho-
rzy przebyli w przesztosci leczenie operacyjnie z powodu za-
awansowanej miazdzycy naczyn obwodowych. Preparaty Caps
Vitaminum E (tocopheroli acetas) oraz Drag. Monovitan C (aci-
dum ascorbicum) byty przyjmowane tacznie, w dziennej dawce
odpowiednio 200 mg (2 x 100 mg) i 400 mg (2 x 200 mg). Tryb
przyjmowania witamin to: 1. na czczo [tryb BP] i 2. w trakcie
dwoch gtéwnych positkdw [tryb ZP] przez okres 2 tygodni, po
okresie wyptukania. Badanie przeprowadzono na zasadzie
cross over — pacjent kontrolowat sam siebie.

Metody: Oszacowano antropometryczne wskazniki otyto-
Sci (BMI, WHR, % tkanki ttuszczowej), insulinoopornosci
(HOMA-IR) i nadcisnienia, oznaczono hsCRP, IMA/alb, lipido-
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gram i osoczowe parametry stresu oksydacyjnego (TBARS,

LOOH, podatnos¢ LDL na oksydacje/AUC LDL/) oraz potencja-

tu antyoksydacyjnego (FRAP, wit. E/g lipidow i wit. C w oso-

czu, opornos¢ oks. LDL, grupy SH albuminy (SH/alb), wskaznik
kompensacji redox RCI=[[FRAP/ LOOH/cholesterol]/100]).
Wyniki:

1. Powyzsze dawki witamin E i C nie zmienity wartosci cisnie-
nia tetniczego, stezen lipidéw, biochemicznych i antropo-
metrycznych wskaznikéw insulinoopornosci (HOMA IR,
BMI, % tk. tt., WHR) we wszystkich grupach badanych mez-
czyzn.

2. Ustalono, Ze tryb przyjmowania witamin z positkiem naj-
efektywniej podwyzszat ich zawartosé w surowicy i to za-
rowno lipofilowego tokoferolu, jak i hydrofilowego askorbi-
nianu.

3. Réwnolegle z wiekszym wzrostem stezenia witamin we
krwi zaobserwowano we wszystkich grupach znamiennie
wyzszy procent zmiany wartosci niektérych parametréw
potencjatu antyoksydacyjnego i stresu oksydacyjnego
w trybie ZP vs BP

4. Zbadano korelacje uzyskanych po suplementacji w jednoli-
tym juz trybie — z positkiem, wartosci hsCRP, IMA/alb z pozo-
statymi parametrami. Brak korelacji dla wiekszosci z nich
oznaczat brak relacji przyczynowo-skutkowej. Wartosci
hsCRP po suplementacji korelowaty znamiennie dodatnio
z IMA/alb po suplementacji, a znamiennie ujemnie z uzyska-
nymi wartosciami witE/lip. oraz SH/alb, sugerujac przydat-
nos¢ tych testéw w ocenie skutecznosci dziatania witamin.

Whioski: Zastosowanie tacznej suplementacji niska daw-
ka witamin E i C w trybie z positkiem wzmaga ich biodostep-
nos¢. Efektem dziatania witamin byt wzrost parametréw po-
tencjatu antyoksydacyjnego i obnizenie stresu oksydacyjnego
w badanych grupach mezczyzn. Testy hsCRP i IMA/alb wyda-
ja sie by¢ przydatne w ocenie skutecznosci dziatania witamin
i kwalifikacji do ich zastosowania.

Pismiennictwo

Lonn E, Bosch J, Yusuf S, et al. Effects of long-term vitamin E sup-
plementation on cardiovascular events and cancer: a randomized
controlled trial. JAMA 2005; 293: 1338-47.

Praca byta finansowana z projektu MNil Wt/208/P/L
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Podwyzszone stezenia
rozpuszczalnych selektyn

sa zwiazane z obecnoscia
mutacji genu receptora LDL

Andrzej Bolewski', Robert Plewa?, Adam Szczepanik?,
Henryk Wysocki®, Tomasz Siminiak*

10ddziat Kardiologii, Szpital Wojewddzki, Akademia Medyczna,
Poznan
2|nstytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet
im. Adama Mickiewicza, Poznan
3Katedra i Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej

i Choréb Wewnetrznych, Akademia Medyczna, Poznan

Wstep: Mutacje wystepujace w obrebie genu kodujacego
receptor LDL (LDLr) moga prowadzi¢ do wad struktury i funk-
cji receptora, czego wynikiem moze by¢ podwyzszony poziom
cholesterolu. Mutacje te taczone sg ze zwigkszonym ryzykiem
wystepowania miazdzycy i choroby wiehcowej. Liczne bada-
nia wykazaty, iz procesy zapalne odgrywaja kluczowa role
w patogenezie miazdzycy, a rozpuszczalne formy molekut ad-
hezyjnych traktowane sa jako wskazniki procesu zapalnego.

Cel: Ocena poziomdédw rozpuszczalnych form molekut
z grupy selektyn typu P, E i L u pacjentéw z hipercholesterole-
mia z lub bez mutacji genu LDLr.

Materiat i metody: Grupa badana sktadata sie z 34 kolej-
nych pacjentéw z hipercholesterolemia (Sredni poziom chole-
sterolu 294+44 mg%; wiek 58+14; 13 kobiet) bez uprzedniego
stosowania leczenia statynami. Kryteria wytaczenia: ostra za-
stoinowa niewydolnos¢ serca (NYHA 1V), choroby endokryno-
logiczne i zapalne, choroby watroby, dotychczasowe leczenie
hipolipemizujace.

Ocena obecnosci mutacji LDLr zostata wykonana przy po-
mocy techniki analizy polimorfizmu konformacji pojedynczej
nici DNA (SSCP) i bezposredniego sekwencjonowania. Stwier-
dzilismy 8 mutacji. Poziomy rozpuszczalnych (s) form selektyn
zostaty oznaczone przy pomocy komercyjnych testéw ELISA
(R&D Systems). Analizy statystyczne wykonano nieparame-
trycznym testem Mann-Whitney'a, a wartosci przedstawiono
jako Sredniag £ SEM.

Wyniki: W grupie 34 kolejnych pacjentéw z hipercholeste-
rolemig stwierdzono 6 mutacji genu receptora LDL. Stezenia
sP-selektyny i sE-selektyny byty istotnie wyzsze w grupie
z mutacjg niz w grupie bez (odpowiednio: 87+12 vs 56+4
ng/ml, p<0,03 i 6448 vs 35+3 ng/ml, p<0,006). Nie stwierdzo-
no réznic w poziomach sL-selektyny.

Whioski:

Obecnosé mutacji genu receptora LDL moze by¢ zwigzana
z podwyzszonym stezeniem rozpuszczalnych form P-selektyny
i E-selektyny. Wzmozona aktywnos¢ prozapalna moze by¢ od-
powiedzialna za zwiekszone ryzyko rozwoju i progresji miaz-
dzycy.
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Progresja miazdzycy
w unikatowym mysim modelu
miazdzycy (myszy ApoE/ldlr™)

Magdalena Franczyk’, Jacek Jawier?, Mariusz Gajda’,
Leszek Wojnar*, Pawet M. Pisulewski!, Stefan Chtopicki?
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W miejsce klasycznych modeli zwierzecych miazdzycy, ta-
kich jak np. kréliki karmione dieta aterogenna, do badan nad
patogeneza i farmakologia miazdzycy coraz czesciej stosowa-
ne s3 myszy zmodyfikowane genetycznie, takie jak np. myszy
ApoE”. Ostatnio stworzono nowy, unikatowy model mysi
miazdzycy (myszy ApoE/LDLR”). Ten szczep myszy pozbawio-
ny jest zaréwno apolipoproteiny E, jak i receptora dla LDL. Ce-
lem tej pracy byta ocena zaawansowania zmian miazdzyco-
wych w aorcie u myszy ApoE/LDLR”. Badania przeprowadzono
na zwierzetach w wieku 2, 4, 6 i 8 miesiecy, karmionych dieta
standardowa. Wykonano analize zmian miazdzycowych meto-
da wzdtuzna en face w rozcietej podtuznie catej aorcie oraz
metoda poprzeczng cross-section w poczatkowym odcinku
aorty wstepujacej. Do analizy en face aorty w catosci, od tuku,
poprzez aorte piersiowa i brzuszng az do rozdwojenia biodro-
wego, byty utrwalone w 4% roztworze formaldehydu w PBS,
nastepnie rozciete wzdtuznie i barwione Sudanem IV. Analize
ilosciowa en face zmian miazdzycowych przeprowadzono me-
toda automatyczng za pomoca specjalnie opracowanej meto-
dy. Do analizy cross-section serca zamrozone byty w -80°C
w Zelu OCT, a seryjne skrawki poprzecznie przekrojonego ko-
rzenia aorty wybarwiono czerwienia oleista (oil red O). Do oce-
ny brano pod uwage 8 skrawkéw pobranych co 100 um, roz-
poczynajac od miejsca, gdzie wszystkie trzy ptatki zastawki
aortalnej byty widoczne pod mikroskopem. Analiza po-
wierzchni zmian miazdzycowych cross-section w korzeniu aor-
ty byta oceniana metoda pétautomatyczna.

Juz u 2-miesiecznych myszy ApoE/LDLR” stwierdzono
zmiany miazdzycowe, ktérych nasilenie zwiekszato sie wraz
z wiekiem myszy. U myszy w wieku 2, 4, 6 i 8 miesiecy po-
wierzchnia zmian miazdzycowych w aorcie ocenianej en face
wynosita odpowiednio 0,64+0,10; 6,95+1,30; 15,10+1,30
i 23,72+0,95 (powierzchnia zmian % powierzchni aorty). Ana-
logiczne wartosci dla analizy cross-section poczatkowego od-
cinka aorty wynosity 13118+7976; 300303+14585;
599548+42586 i 803612+139476 um?’.

Stezenie cholesterolu catkowitego dla myszy w wieku 2,
4, 6 i 8 miesiecy wynosito odpowiednio: 20,86+0,47;
14,77+0,97; 21,33+0,82 i 24,50+1,06 mmol/|, stezenie frakcji
LDL odpowiednio: 18,10+1,50; 11,41+1,82; 14,62+1,24
i 14,45+1,86 mmol/|, frakcji HDL odpowiednio: 2,77+0,15;
2,56+0,17; 3,14+0,06 i 3,11+0,46 mmol/l. Stezenie trojglicery-
déw wynosito odpowiednio 1,56+0,08; 0,90+0,08; 1,56+0,11
i 1,46£0,04 mmol/Il.

Podsumowujac, myszy ApoE/LDLR” karmione dietg stan-
dardowa rozwijaja hipercholesterolemie i progresywnie rozwi-
jajace sie zmiany miazdzycowe, ktérych nasilenie jest wieksze
niz u myszy ApoE”. Analiza zmian miazdzycowych u myszy
ApoE/LDLR” stwarza szereg trudnosci metodycznych, ktére
zostang przedstawione. Pomimo tego, myszy ApoE/LDLR-/-
stanowiag doskonaty zwierzecy model miazdzycy, ktéry moze
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