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Wykaz stosowanych skrótów w języku polskim  
i angielskim 

 
 
 
ATP - Adenosine Triphosphate - adenozyno-5′-trifosforan; 

BH4 - Tetrahydrobiopterin – tetrahydrobiopteryna; 

CsA - Cyclosporine A - cyklosporyna A; 

DAMPs - Danger/Damage Associated Molecular Patterns - struktury molekularne związane z 

zagrożeniem/uszkodzeniem; 

EDHF - Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor - czynnik hiperpolaryzujący 

pochodzenia śródbłonkowego;  

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - test immunoenzymatyczny/ 

immunoenzymosorpcyjny; 

GJ - Gap Junctions - złącza szczelinowe; 

HMGB1 - High Mobility Group Box 1 protein - białko o dużej ruchliwości elektroforetycznej 

1; 

ICAM - Intercellular Adhesion Molecule - cząsteczka adhezji międzykomórkowej; 

IL-6 - Interleukin 6 - interleukina – 6; 

IMM - Inner Mitochondrial Membrane - wewnętrzna błona mitochondrialna; 

IPC - Ischemic Preconditioning - hartowanie przez niedokrwienie; 

IRI - Ischemia Reperfusion Injury - uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne; 

KHB - Krebs Henseleit Buffer - bufor Krebsa – Henseleita; 

LDH - Lactate Dehydrogenase - dehydrogenaza mleczanowa; 

MAPK - Mitogen Activated Protein Kinases - kinazy aktywowane mitogenami; 

MCP 1 - Monocyte - Chemoattractant Protein 1 - białko chemotaktyczne monocytów 1; 

mPTP - mitochondrial Permeabillity Transition Pores – megakanały mitochondrialne; 

MyD88 - Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88; 

NCE - 2Na+/Ca+ Exchanger - wymiennik 2Na+/Ca2+; 

NHE - Na+/H+ Exchanger - wymiennik Na+/H+; 

NLRP3 - NOD - Like Receptor Family Pyrin Domain Containing 3; 

NRP - No Reflow Phenomenon - zjawisko no - reflow; 

NO - Nitric Oxide – tlenek azotu;  

NOS - Nitric Oxide Synthase - syntaza tlenku azotu; 
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PCI - Percutanous Coronary Intervention - przezskórna angioplastyka wieńcowa;  

PI3K - Phosphatidylinositol 3-kinase - kinaza 3 – fosfatydyloinozytolu; 

RI - Reperfusion Injury - uszkodzenie poreperfuzyjne; 

RISK - Reperfusion Injury Salvage Kinase - kinaza ratująca przed uszkodzeniem 

reperfuzyjnym; 

TLR9 - Toll - Like Receptor 9 - Receptor Toll-podobny 9; 

TGF-β - Transforming Growth Factor beta - transformujący czynnik wzrostu beta; 

TNF-α - Tumor - Necrosis Factor alfa - czynnik martwicy nowotworów alfa. 
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Streszczenie w języku polskim 
 

 

Wstęp  

 

Przyczyną ostrych zespołów wieńcowych są najczęściej istotne zmiany miażdżycowe 

zawężające, a czasem wręcz zamykające naczynie wieńcowe, stąd w ich leczeniu stosuje się 

zabieg angioplastyki wieńcowej polegający na przywróceniu drożności takiego naczynia. 

Nagłe przywrócenie przepływu krwi do obszaru niedokrwionego jest przyczyną uszkodzenia 

poreperfuzyjnego, które odpowiada za zwiększenie ostatecznych rozmiarów zawału serca oraz 

wzrost ryzyka zagrażających życiu zaburzeń rytmu serca.  

 

Założenia pracy  

 

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi uszkodzenia poreperfuzyjnego są: 

przykurcz reperfuzyjny, przetrwałe otwarcie megakanałów mitochondrialnych, stres 

oksydacyjny, stan zapalny oraz zjawisko no-reflow. Nie można dokładnie określić, który z nich 

dominuje, najprawdopodobniej współwystępują one ze sobą. Hipoteza zakłada, że tylko 

interwencja, która jednocześnie ingeruje w różne szlaki uszkodzenia poreperfuzyjnego może 

okazać się skuteczna w zmniejszaniu końcowego obszaru zawału serca oraz ograniczeniu 

częstości występowania epizodów migotania komór serca. 

 

Cel pracy  

 

Głównym celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie czy dowieńcowe podanie 

diphenyliodonium, L–argininy, buforu o kwasowym odczynie oraz ich kombinacji zmniejsza 

prawdopodobieństwo migotania komór serca oraz wpływa korzystnie na rozległość obszaru 

martwicy serca u szczurów. 
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Metodyka  

 

Doświadczenia przeprowadzono na sercach szczurzych w warunkach in vitro.  

Sześćdziesiąt siedem 12-tygodniowych samców szczurów Sprague-Dawley (SPRD/Clzd) 

podzielono na osiem grup. Po podłączeniu serca do systemu Langendorffa we wszystkich 

grupach pierwsze 10 minut doświadczenia stanowiło okres stabilizacji (przygotowania). 

Następnie przepływ buforu w systemie był wyłączany na czas 15 minut co skutkowało 

całkowitym niedokrwieniem mięśnia sercowego. W czasie pierwszych trzech minut reperfuzji 

bufor był podawany za pośrednictwem oddzielnego dojścia, a na kolejne 42 minuty powracano 

do pierwotnego źródła buforu.  

W grupie pierwszej podczas reperfuzji podano bufor Krebsa-Henseleita niepoddany żadnym 

modyfikacjom (grupa kontrolna). Skład buforu w grupach 2, 6, 7, 8 został zmodyfikowany 

poprzez dodanie diphenyliodonium (20 μmol/l), w grupach 3, 5, 7, 8 użyta została L–arginina 

(3mmol/l), a w grupach 4, 5, 6, 8 podczas reperfuzji wykorzystano bufor o kwasowym odczynie 

– pH 6,8.  

 

Ocenie podlegały następujące parametry:  

• średnia wartość ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca podczas stabilizacji; 

• czas od początku reperfuzji do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca; 

• średnia wartość ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w czasie reperfuzji 

odpowiednio w 15., 30. oraz 45. minucie jej trwania; 

• liczba epizodów migotania komór; 

• wyrażony w procentach stosunek powierzchni objętej zawałem do całego obszaru serca; 

• zawartość białka - kaspazy-3 w koniuszku serca (Western blot); 

• zawartość białka - kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca (Western blot); 
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Wyniki: 

 

• Nie wykazano istotnych statystycznie różnic w wartościach ciśnienia rozkurczowego w 

lewej komorze serca podczas stabilizacji między poszczególnymi grupami; 

 

• Nie wykonano porównawczej analizy statystycznej liczby epizodów migotania komór 

serca pomiędzy poszczególnymi grupami badawczymi a grupą kontrolną z uwagi na 

zbyt małą liczbę epizodów migotania komór.   

 

• Średni czas do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca w grupach badawczych nie 

różnił się statystycznie istotnie względem grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano 

również statystycznie istotnych różnic dla tego parametru pomiędzy poszczególnymi 

grupami badawczymi; 

 

• Średnie „delty”, czyli różnice między wartościami ciśnienia rozkurczowego w danym 

momencie reperfuzji (w 15., 30. oraz w 45. minucie) a wartością ciśnienia 

rozkurczowego w fazie przygotowania (stabilizacji) grup badawczych D oraz BKO + D 

+ ARG były istotnie niższe niż w grupie kontrolnej. Ponadto średnie delty wartości 

ciśnienia rozkurczowego w 30. i 45. reperfuzji dla grup badawczych ARG oraz BKO + 

ARG były istotnie niższe niż w grupie kontrolnej. 

 

• Średni procentowy obszar martwicy serca dla grup badawczych: D, BKO + ARG, ARG 

+ D i BKO + D + ARG był istotnie niższy niż w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano 

statystycznie istotnych różnic w średnim procentowym obszarze martwicy serca między 

poszczególnymi grupami badawczymi. 

 

• Średni stosunek zawartości białka kaspazy-3 w koniuszku serca względem białka 

referencyjnego (β-aktyny) dla grup badawczych: BKO i BKO + ARG był istotnie niższy 

niż w grupie kontrolnej. Ponadto wykazano, że średni stosunek zawartości kaspazy-3 

względem białka referencyjnego (β-aktyny) dla niektórych grup badawczych był 

istotnie niższy niż dla pozostałych: BKO + ARG vs BKO + D, ARG + D vs BKO + D, 

BKO + ARG vs ARG, D vs BKO + D, BKO vs ARG, BKO vs BKO + D, BKO + ARG 

vs BKO + D + ARG. 
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• Średni stosunek zawartości białka kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca 

względem białka referencyjnego (β-aktyny) dla grupy badawczej BKO + ARG był 

istotnie niższy niż w grupie kontrolnej. Ponadto wykazano, że średni stosunek 

zawartości kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca względem białka 

referencyjnego (β-aktyny) dla niektórych grup badawczych był istotnie niższy niż w 

pozostałych: BKO + ARG vs ARG, BKO + ARG vs BKO, BKO + ARG vs ARG + D, 

BKO + D + ARG vs ARG. 

 

Wnioski: 

 

1. Zastosowanie dodatkowych substancji – diphenyliodonium oraz kombinacji buforu o 

kwasowym odczynie, L-argininy i diphenyliodonium w buforze Krebsa-Henseleita w 

modelu zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie 

zmniejsza parametr „delty” ciśnienia rozkurczowego (świadczący o sile przykurczu 

reperfuzyjnego) w 15., 30. i 45. minucie reperfuzji. Ponadto zastosowanie dodatku L-

argininy oraz kombinacji L-argininy i buforu o kwasowym odczynie w tym modelu 

istotnie zmniejsza parametr delty ciśnienia rozkurczowego w 30. i 45. minucie 

reperfuzji.  

 

2. Zastosowanie dodatkowych substancji – diphenyliodonium oraz następujących 

kombinacji: 3 substancji (buforu o kwasowym odczynie, L-argininy i 

diphenyliodonium), 2 substancji (L-argininy i diphenyliodonium) oraz innych 2 

substancji (buforu o kwasowym odczynie i L-argininy) w buforze Krebsa-Henseleita w 

modelu zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie 

zmniejsza obszar martwicy serca. 

 

3. Zastosowanie dodatkowych substancji (bufor o kwasowym odczynie oraz kombinacji 

bufor o kwasowym odczynie z L-argininą) w buforze Krebsa-Henseleita w modelu 

zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa powoduje zmniejszenie 

zawartości białka kaspazy-3 (markera apoptozy) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu 

p85 (czynnika protekcyjnego) w koniuszku serca. 
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Podsumowanie 

 

Wyniki badań potwierdzają kardioprotekcyjny wpływ zastosowania w czasie reperfuzji buforu 

o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Jednoczesne dowieńcowe 

podanie diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze o kwasowym odczynie wiązało się z 

istotnym statystycznie obniżeniem „delty” ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

oraz procentowego obszaru zawału serca względem grupy kontrolnej. Dokładne mechanizmy 

działania wymienionych substancji oraz możliwości ich zastosowania celem ograniczenia 

uszkodzenia poreperfuzyjnego wymagają dalszych badań. 
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Streszczenie w języku angielskim 
 
 

Effect of intracoronary administration of diphenyliodonium               
and L-arginine in an acidic buffer on the size of the post-infarction 

scar and occurrence of cardiac arrhythmias in ischemic rats 
undergoing myocardial reperfusion. 

 

 

Introduction 

 

The principal cause of acute coronary syndrome is significant stenosis or even total occlusion 

of coronary artery, therefore the method of treatment of this disease is coronary angioplasty 

procedure (PCI). However, the sudden restoration of blood flow to the ischemic area causes 

reperfusion injury, which is responsible for increasing the final myocardial infarct size and the 

risk of life-threatening arrhythmias. 

 

Work assumptions 

 

The basic pathophysiological mechanisms of post-reperfusion injury are: reperfusion 

contracture, persistent opening of mitochondrial permeability transition pores, oxidative stress, 

inflammation and no-reflow phenomenon. It is impossible to determine which of them 

predominates, most likely they co-occur with each other. The hypothesis assumes that only an 

intervention that simultaneously interferes with different pathways of post-reperfusion injury 

may be effective in reducing the final size of myocardial infarction and reducing the incidence 

of life-threatening arrhythmias. 

 

Aim of the work 

 

The main purpose of the doctoral dissertation is to investigate whether intracoronary 

administration of diphenyliodonium and L-arginine in an acidic buffer reduces the likelihood 



19 
 

of ventricular fibrillation and has a positive effect on the size on the size of post-infarction 

cardiac necrosis in rats. 

 

Methodology 

 

The experiments were carried out on rat hearts in vitro. 

Sixty-seven 12-week-old male Sprague-Dawley rats (SPRD/Clzd) were divided into eight 

groups. After connecting the heart to the Langendorff system, the first 10 minutes of the 

experiment constituted a stabilization period in all groups. Then, the buffer flow in the system 

was turned off for 15 minutes, which resulted in complete myocardial ischemia. During the first 

three minutes of reperfusion, the buffer was administered via separate access, for the next 42 

minutes the buffer was returned to the original source. 

In the first group, Krebs-Henseleit buffer was administered during reperfusion without any 

modifications (control group). The composition of the buffer in groups 2, 6, 7, 8 was modified 

by adding diphenyliodonium (20 μmol/l), in groups 3, 5, 7, 8 - L-arginine (3mmol/l) was used, 

and in groups 4, 5, 6, 8 - an acidic buffer, pH 6.8, was used during reperfusion. 

 

The following parameters were assessed: 

 

• diastolic pressure in the left ventricle of the heart during stabilization; 

• time from the beginning of reperfusion to the restoration of the physiological rhythm of 

the heart; 

• diastolic pressure in the left ventricle during reperfusion in the 15th, 30th and 45th 

minute of its duration, respectively; 

• number of ventricular fibrillation episodes; 

• the ratio of the infarcted area to the entire heart area expressed as a percentage; 

• protein content - caspase-3 in the apex of the heart (Western blot); 

• protein content - phosphatidylinositol 3-kinase in the apex of the heart (Western blot); 
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Results: 

 

• There were no statistically significant differences in diastolic pressure in the left 

ventricle during stabilization between the groups. 

 

• A comparative statistical analysis of the number of ventricular fibrillation episodes 

between the individual study groups and the control group was not performed due to too 

few ventricular fibrillation episodes. 

 

• The mean time to recovery of physiological heart rhythm in the study groups was not 

statistically significantly different from the control group. There were also no 

statistically significant differences for this parameter between the individual study 

groups. 

 

• The mean diastolic “deltas” (differences between diastolic pressures at certain moments 

- 15., 30. and 45. minute of reperfusion and diastolic pressures at stabilization phase) 

for study groups D and BKO + D + ARG were significantly lower than for the control 

group. In addition, the mean diastolic deltas at 30. and 45. minute of reperfusion for the 

ARG and BKO + ARG study groups were significantly lower than for the control group. 

 
 

• The average percentage area of cardiac necrosis for the study groups: D, BKO + ARG, 

ARG + D and BKO + D + ARG was significantly lower than in the control group. There 

were no statistically significant differences in the mean percentage of cardiac necrosis 

between the individual study groups. 

 

• The average ratio of caspase-3 protein content in the apex of the heart to the reference 

protein (β-actin) for the study groups: BKO and BKO + ARG was significantly lower 

than in the control group. In addition, it was shown that the average ratio of caspase-3 

content to the reference protein (β-actin) for some study groups was significantly lower 

than in the others: BKO + ARG vs BKO + D, ARG + D vs BKO + D, BKO + ARG vs 
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ARG, D vs BKO + D, BKO vs ARG, BKO vs BKO + D, BKO + ARG vs BKO + D + 

ARG. 

 

• The average ratio of the phosphatidylinositol 3-kinase protein content in the apex of the 

heart to the reference protein (β-actin) for the BKO + ARG study group was 

significantly lower than in the control group. In addition, it was shown that the average 

ratio of phosphatidylinositol 3-kinase content in the apex of the heart to the reference 

protein (β-actin) for some study groups was significantly lower than in the others: BKO 

+ ARG vs ARG, BKO + ARG vs BKO, BKO + ARG vs ARG + D, BKO + D + ARG 

vs ARG. 

 

Conclusions: 

 

1. The use of additional substances - diphenyliodonium and a combination of an acidic 

buffer, L-arginine and diphenyliodonium in the Krebs-Henseleit buffer in the ex vivo 

myocardial infarction model using the Langendorff system significantly reduced the 

delta parameter of diastolic pressure (indicating the strength of reperfusion contracture) 

after 15., 30. and 45. minutes of reperfusion. The addition of L-arginine and the 

combination of L-arginine and an acidic buffer in this model significantly reduced the 

“delta” parameter of diastolic pressure after 30. and 45. minutes of reperfusion. 

 

2. The use of additional substances - diphenyliodonium and the following combinations: 

3 substances (acidic buffer, L-arginine and diphenyliodonium), 2 substances (L-arginine 

and diphenyliodonium) and other 2 substances (acidic buffer and L-arginine) in Krebs-

Henseleit buffer in an ex vivo myocardial infarction model using the Langendorff 

system significantly reduces the size of cardiac necrosis. 

 

3. The use of additional substances (an acidic buffer and a combination of an acidic buffer 

with L-arginine) in the Krebs-Henseleit buffer in the ex vivo myocardial infarction 

model using the Langendorff system reduces the content of caspase-3 protein (apoptosis 

marker) and kinase 3 -phosphatidylinositide (protective factor) at the apex of the heart. 
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Summary 
 

The conducted studies confirmed the cardioprotective effect of administration of an acidic 

buffer (pH 6.8), L-arginine and diphenyliodonium during reperfusion. Simultaneous 

combination of substances, e.g., intracoronary administration of diphenyliodonium and L-

arginine in an acidic buffer, was associated with a statistically significant reduction in the 

diastolic pressure delta in the left ventricle and the percentage of cardiac necrosis compared to 

the control group. The exact mechanism of action of these substances and the possibility of 

using these mechanisms requires further research. 
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1. Wstęp 
 
 

1.1. Wprowadzenie 
 
 

Zawał serca wiąże się z nieodwracalnym uszkodzeniem kardiomiocytów z powodu ich 

przedłużonego niedotlenienia, a następnie martwicy.  Zawał serca z uniesieniem odcinka ST to 

zespół kliniczny wywołany zamknięciem lub krytycznym zwężeniem naczynia wieńcowego. 

Prowadzi do odcinkowej martwicy mięśnia sercowego oraz uwolnienia swoistych markerów 

uszkodzenia komórek miokardium [1]. 

 

W leczeniu ostrych zespołów wieńcowych z uniesieniem odcinka ST stosowany jest zabieg 

angioplastyki wieńcowej polegający na otwarciu uprzednio niedrożnego naczynia. 

Zaobserwowano, że nagłe przywrócenie przepływu krwi do obszaru wcześniej niedokrwionego 

jest przyczyną uszkodzenia poreperfuzyjnego (IRI, Ischemia - Reperfusion Injury - uszkodzenie 

niedokrwienno - reperfuzyjne), które może odpowiadać nawet za 50% ostatecznej wielkości 

zawału serca oraz za wzrost ryzyka groźnych zaburzeń rytmu serca [1, 2, 3].  

 

Wielkość obszaru objętego zawałem należy do głównych czynników ryzyka zgonu                           

oraz prawdopodobieństwa wystąpienia w przyszłości niewydolności serca [1]. W świetle 

aktualnych możliwości terapeutycznych najistotniejszym jest niezwłoczne wykonanie 

angioplastyki wieńcowej oraz maksymalne ograniczenie IRI [4]. Trwają liczne badania 

przedkliniczne obejmujące swoją tematyką potencjalne metody ograniczania IRI.  

 

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi IRI są: przykurcz reperfuzyjny, przetrwałe 

otwarcie kanałów mPTP (mPTP, mitochondrial Permeabillity Transition Pores) bezpośrednio 

skutkujące śmiercią komórki w mechanizmie apoptozy, stres oksydacyjny (ROS, Reactive 

Oxygen Species), stan zapalny oraz zjawisko no-reflow (NRP, No Reflow Phenomenon) 

definiowane jako brak powrotu przepływu krwi przez naczynia mikrokrążenia po udrożnieniu 

poprzednio zamkniętej tętnicy wieńcowej. Na podstawie dotychczasowych badań nie można 

dokładnie określić, który mechanizm dominuje, gdyż najprawdopodobniej współwystępują one 

ze sobą [2,5].  
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Przeprowadzono liczne badania zarówno doświadczalne, jak i kliniczne polegające na 

podawaniu w czasie reperfuzji różnego rodzaju substancji celem ograniczenia IRI. W 

większości przypadków zastosowane związki wpływały tylko na jeden z mechanizmów 

prowadzących do IRI. Wśród stosowanych substancji były: antagonisty kanału-wapniowego, 

antyoksydanty, substancje o działaniu przeciwzapalnym, cyklosporyna A (CsA, Cyclosporine 

A), bufor o kwasowym odczynie, L-arginina, diphenyliodonium oraz adenozyna [6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15], lecz uzyskane wyniki nie są jednoznaczne.  

 

1.2. Zawał serca 
 
 
Choroba niedokrwienna serca jest jedną z najczęstszych przyczyn zgonów w krajach 

rozwiniętych, pomimo spadku śmiertelności w wyniku ostrego zawału serca [16, 17, 18, 19]. 

Podstawową przyczyną niedokrwienia kardiomiocytów jest zamknięcie lub krytyczne 

zwężenie naczynia wieńcowego spowodowane zakrzepem powstałym w jego świetle w wyniku 

pęknięcia blaszki miażdżycowej [20, 21]. Proces martwicy ma swój początek w warstwie 

podwsierdziowej oraz postępuje wraz z czasem trwania niedokrwienia w kierunku nasierdzia. 

W obrębie tkanki objętej zawałem można wyróżnić kardiomiocyty ulegające nekrozie (strefa 

centralna) oraz apoptozie (strefa brzeżna) [22, 23, 24, 25, 26, 27, 28].  

 
Nagłe pozbawienie kardiomiocytów tlenu oraz składników odżywczych skutkuje serią zmian 

biochemicznych i metabolicznych w obrębie miokardium. W warunkach braku tlenu 

zatrzymana zostaje fosforylacja oksydacyjna, co prowadzi do depolaryzacji błony 

mitochondrialnej, wyczerpania zapasów adenozyno-5′-trifosforanu (ATP, Adenosine 

Triphosphate) i zahamowania kurczliwości mięśnia sercowego. Rozpad pozostałego w 

komórce ATP dodatkowo nasila ten proces. Jest to spowodowane odwróconym działaniem 

ATPazy F1F0, której celem jest utrzymanie właściwego potencjału błonowego w obrębie 

mitochondrium. Dochodzi do hydrolizy dostępnego ATP oraz wzrostu stężenia 

nieorganicznego fosforanu. W warunkach niedotlenienia metabolizm komórkowy jest oparty 

na glikolizie beztlenowej, co skutkuje nagromadzeniem mleczanów, które obniżają 

wewnątrzkomórkowe pH do wartości < 7.0. Akumulacja protonów aktywuje wymiennik 

Na+/H+ (NHE, Na+/H+ Exchanger), który usuwa z komórki protony i powoduje napływ jonów 

sodu do wnętrza komórki. Niedobór ATP w czasie niedokrwienia zatrzymuje działanie ATPazy 

3Na+/2K+, a w celu przywrócenia fizjologicznego pH uaktywnia się kotransporter Na+/HCO3- 

nasilając napływ jonów sodu (oraz anionów wodorowęglanowych) do komórki. W odpowiedzi 
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na ten stan dochodzi do odwrócenia kierunku pracy wymiennika 2Na+/Ca2+ (NCE, 2Na+/Ca2+ 

Exchanger), co ma na celu usunięcie nadmiaru jonów sodu z komórki. Ubocznym skutkiem 

tych zmian jest również nagromadzenie dużej ilości jonów wapnia wewnątrz komórki (Ryc. 1). 

W czasie reperfuzji opisana powyżej sytuacja ulega odwróceniu [22, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35] 

(Ryc. 2). 

 

 
 

Ryc. 1. Zmiany równowagi jonowej komórki podczas niedokrwienia. 

 

Etap (1) – napływ jonów sodu do komórki, Etap (2) – napływ jonów wapnia do komórki. 

Elementy: A - wymiennik Na+/H+, (2) B - symport Na+/HCO3-, C – antyport 2Na+/Ca2+. Spadek 

gradientu sodowego, a co za tym idzie częściowa depolaryzacja błony komórkowej prowadzi 

do przejścia wymiennika 2Na+/Ca2+ (NCE) w „odwrócony” tryb pracy sprzyjający 

magazynowaniu wewnątrz komórki jonów wapnia.  
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Ryc. 2. Zmiana równowagi jonowej komórki w czasie reperfuzji. 

 
Przywrócenie dostępu do ATP powoduje usunięciem z komórki nadmiaru jonów sodu na 

skutek działania (1) ATPazy 3Na+/2K+. Przywrócenie gradientu sodowego, a co za tym idzie 

częściowa repolaryzacja błony komórkowej prowadzi do nakierowania (2) wymiennika 

2Na+/Ca2+ (NCE) w „fizjologiczny” tryb pracy sprzyjający usuwaniu na zewnątrz komórki 

jonów wapnia.  ATP = adenosine triphosphate; NCE = Na+/H+ exchanger. 

 

 

 

 

 

 



27 
 

1.3. Mechanizmy uszkodzenia poreperfuzyjnego  

oraz farmakologiczne metody ich ograniczania 
 

Jedynym sposobem ochrony komórek miokardium przed śmiercią w wyniku niedokrwienia jest 

możliwie szybka reperfuzja, czyli przywrócenie przepływu krwi. Paradoksalnie gwałtowne 

przywrócenie przepływu w obrębie uprzednio niedrożnego naczynia wieńcowego nasila 

uszkodzenie niedokrwienne (RI, Reperfusion Injury - uszkodzenie poreperfuzyjne). Ponadto 

może odpowiadać nawet za 50% ostatecznej wielkości zawału oraz zwiększa ryzyko groźnych 

zaburzeń rytmu serca [3, 36, 37, 38]. RI skutkuje również ogłuszeniem kardiomiocytów, 

rozumianym jako brak kurczliwości w obrębie żywych kardiomiocytów przy utrzymaniu 

właściwego przepływu wieńcowego [39, 40, 41]. Ogłuszenie ma związek ze szkodliwym 

wpływem stresu oksydacyjnego wraz z towarzyszącym przeładowaniem komórki jonami 

wapnia [41, 42, 43, 44]. Powrót do prawidłowej funkcji wymaga kilku dniu lub tygodni. Pod 

tym względem najistotniejsze są pierwsze minuty reperfuzji [45, 46, 47, 48].  

 

Reperfuzja daje początek licznym procesom upośledzającym prawidłowe funkcjonowanie 

kardiomiocytów: 

 

1.3.1. Przykurcz reperfuzyjny 
 

W pierwszych minutach reperfuzji kardiomiocyty ulegają uszkodzeniu w głównej mierze w 

wyniku postępującego przykurczu [49, 50, 51]. W przypadku globalnego niedokrwienia 

obserwowana jest narastająca sztywność tkanki, liczne zaburzenia rytmu serca - najczęściej w 

postaci migotania komór oraz nasilona nekroza komórek. Taki zestaw objawów nazywany jest 

przez specjalistów z zakresu kardiochirurgii „kamiennym sercem – stone heart phenomenon” 

[52, 53, 54, 55]. 

 

Wykazano, że jednym z mechanizmów stojących za narastaniem przykurczu jest powstawanie 

mostków krzyżowych w obrębie kardiomiocytów, które ma miejsce w sytuacji obniżonego, ale 

większego od zera poziomu ATP wewnątrz komórki [56, 57]. W czasie niedokrwienia taka 

sytuacja ma miejsce przez krótki czas, ponieważ rezerwy ATP zostają bardzo szybko 

wykorzystane. Następnie skrócenie miofibryli utrwala się ze względu na pozostanie mostków 

krzyżowych między włóknami aktyny i miozyny w stanie połączenia, co jest nazywane 
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przykurczem stężeniowym. Ten typ przykurczu nie wiąże się z uszkodzeniami strukturalnymi 

kardiomiocytów, ale powoduje dysfunkcję ich cytoszkieletu. Komórki stają się bardziej 

wrażliwe na uszkodzenia mechaniczne [58]. W momencie przywrócenia właściwego stanu 

energetycznego opisany powyżej przykurcz ulega zazwyczaj normalizacji [59].  

 

W warunkach przedłużającego się niedokrwienia kardiomiocyty mogą ulegać bardziej 

nasilonemu przykurczowi prowadzącemu do uszkodzenia cytoszkieletu wraz z towarzyszącym 

wzrostem prawdopodobieństwa ich mechanicznego uszkodzenia w czasie reperfuzji. Skutkiem 

tego jest narastanie ciśnienia końcoworozkurczowego oraz spadek podatności komór serca. 

Znaczącemu przykurczowi towarzyszy specyficzny obraz nekrozy, czyli martwica pasma 

skurczowego (contraction band necrosis) [60]. Tego typu obraz histologiczny charakteryzuje 

się współwystępowaniem w jednej komórce nadmiernie skurczonych sarkomerów z 

poszerzonymi przestrzeniami pomiędzy poszczególnymi z nich oraz rozerwaniem sarkolemmy 

komórki. Jest to spowodowane działaniem w danym fragmencie mięśnia sercowego zbyt 

dużych oraz nierównomiernie rozłożonych sił [59].  

 

Podsumowując, na poziomie komórkowym wyróżniamy dwa podstawowe podtypy przykurczu 

reperfuzyjnego. Pierwszy ma miejsce w czasie powolnego przywracania przepływu oraz 

przedłużającego się niedokrwienia obejmującego bardzo duży obszar i jest nazywany 

przykurczem stężeniowym. Natomiast drugi jest spowodowany przeładowaniem jonami 

wapnia. Można go zaobserwować w warunkach gwałtownej reoksygenacji komórki, co 

skutkuje wznowieniem produkcji energii zgromadzonej w ATP przy jednoczesnym wysokim 

stężeniu jonów wapnia w cytozolu. W takiej sytuacji dochodzi do niekontrolowanej aktywacji 

mechanizmów prowadzących do skurczu sarkomeru. Dominacja przykurczu stężeniowego w 

okresie niedokrwienia prowadzi do powolnego narastania przykurczu, natomiast przeładowanie 

jonami wapnia w czasie reperfuzji skutkuje znacznie bardziej wyrażonym skurczem 

kardiomiocytu (Ryc. 3)(Ryc. 4). 
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Ryc. 3. Zmiana kształtu kardiomiocytu w czasie niedokrwienia oraz reperfuzji. 

 

 
 

Ryc. 4. Podsumowanie informacji dotyczących przykurczu reperfuzyjnego.   
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1.3.2. Przeładowanie jonami wapnia 
 

Niedotlenienie komórki skutkuje wyczerpaniem energetycznym, co wiążą się ze znacznym 

wzrostem poziomu jonów wapnia w jej obrębie, inaczej - przeładowaniem jonami wapnia [61]. 

Jak wcześniej wspomniano, jest to efekt uboczny akumulacji jonów sodu wewnątrz komórki 

dotkniętej niedokrwieniem. Mechanizmami przyczyniającymi się do tego stanu są: usuwanie 

nadmiaru protonów poprzez wymiennik Na+/H+, wzmożenie działania symportu Na+/HCO3-, 

obniżenie aktywności ATPazy Na+/K+ usuwającej w warunkach fizjologicznych nadmiar 

jonów sodu z komórki oraz uszkodzenie błony komórkowej prowadzące do wzrostu 

przepuszczalności dla jonów sodu napływających zgodnie z gradientem stężeń do komórki. 

Towarzyszące wzrostowi stężenia jonów sodu w komórce odwrócenie transportu w obrębie 

wymiennika sodowo-wapniowego oraz obniżona aktywność Ca²⁺-ATPazy retikulum 

sarkoplazmatycznego prowadzi do nagromadzenia dużej ilości jonów wapnia [59, 62, 63]. 

 

Pomimo wysokiego stężenia jonów wapnia w czasie niedokrwienia przykurczowi zapobiega 

niskie pH wewnątrzkomórkowe [64, 65]. Jednak podczas reperfuzji w komórkach z 

zachowanymi prawidłowo funkcjonującymi mitochondriami wzrasta poziom ATP, co wraz z 

wysokim stężeniem jonów wapnia oraz przywróceniem prawidłowego pH prowadzi do 

niekontrolowanego skurczu miofibryli [51]. Badania na poziomie komórkowym dowiodły, że 

cykliczne magazynowanie oraz uwalnianie jonów wapnia przez retikulum endoplazmatyczne 

skutkuje przykurczem w warunkach przeładowania tymi jonami. Jony wapnia są uwalniane 

oscylacyjnie, co wiąże się z utrzymaniem odwrócenia transportu w obrębie wymiennika 

sodowo-wapniowego na początku reperfuzji [59] (Ryc. 5).  
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Ryc. 5. Schemat przeładowania komórki nadmiarem jonów wapnia po okresie 

niedokrwienia. 

 

Reperfuzja powoduje przywrócenie dostępu do ATP w obrębie retikulum sarkoplazmatycznego 

(SR, Sarcoplasmic Reticulum) oraz miofibryli. Skutkuje to oscylacyjnymi skokami stężenia 

jonów wapnia w obrębie cytozolu, co jest przyczyną niekontrolowanego skurczu miofibryli. 

ATP = adenosine triphosphate; NCE = Na+/H+ exchanger. 

 

Śmierć komórki ma miejsce w ciągu kilku pierwszych minut reperfuzji na skutek rozerwania 

kardiomiocytu. Jeśli w wyniku reperfuzji zniszczeniu ulegnie tylko część kardiomiocytów 

obserwuje się typowy obraz histologiczny w postaci martwicy pasma skurczowego 

(contraction band necrosis) [60, 66, 67, 68, 69]. 
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1.3.3. Przykurcz stężeniowy 

 

Na skutek przedłużającego się niedokrwienia dochodzi do uszkodzenia mitochondriów, a tym 

samym - do upośledzenia produkcji ATP. W związku z tym w czasie reperfuzji stężenie ATP 

pozostaje na krytycznie niskim poziomie. Taki stan zapobiega przed odłączaniem miofibryli od 

mostków międzykomórkowych skutkując przykurczem stężeniowym. Ten typ przykurczu jest 

w dużej mierze niezależny od stężenia jonów wapnia, zatem najważniejszym jest 

przeprowadzenie reperfuzji w taki sposób, aby nie doszło do uszkodzenia mitochondriów [59]. 

 

1.3.4. Rozprzestrzenianie się przykurczu  
 

Opisane powyżej mechanizmy są główną przyczyną śmierci komórki we wczesnej fazie 

reperfuzji. Za dalsze szerzenie się uszkodzeń w formie martwicy pasma skurczowego 

odpowiedzialne są interakcje pomiędzy sąsiadującymi komórkami prowadzące                               

do rozprzestrzeniania się nekrozy [59, 70, 71]. Za propagację uszkodzenia odpowiadają złącza 

szczelinowe (GJ, Gap Junctions) występujące pomiędzy kardiomiocytami [72, 73]. Przepływ 

jonów sodu z komórek w stanie przykurczu do pozostałych skutkuje odwróceniem transportu 

w obrębie wymiennika sodowo-wapniowego oraz wzrostem stężenia jonów wapnia, co 

wywołuje przykurcz w czasie reperfuzji [74]. GJ umożliwiają natychmiastowe wyrównanie 

poziomu ATP w sąsiadujących komórkach podczas reperfuzji. Tym samym przyczyniają się 

do synchronizacji przykurczu stężeniowego. Na skutek przykurczu dochodzi do skrócenia 

części komórek miokardium, co w wyniku działania zbyt dużych sił powoduje rozrywanie 

otaczających kardiomiocytów [59].  

 

1.3.5. Metody ograniczania przykurczu reperfuzyjnego 
 

Jak wcześniej wspomniano niskie pH wewnątrz komórki promuje mechanizmy zapobiegające 

przykurczowi miofibryli [22, 64, 75, 76, 65]. Natomiast nagłe przywrócenie fizjologicznego 

pH w czasie reperfuzji wzmaga niepożądane skutki przeładowania jonami wapnia. Dlatego 

każde działanie mające na celu spowolnienie procesu przywracania fizjologicznego pH 

powinno zostać rozważone jako potencjalnie korzystne [22]. Farmakologiczne inhibitory NHE 

spowalniające neutralizację pH wewnątrzkomórkowego mogą zapobiegać śmierci komórek z 
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powodu RI, jednak ich skuteczność nie została udowodniona w badaniach eksperymentalnych 

oraz klinicznych [29]. Inną metodą ograniczania przykurczu oraz rozmiarów zawału serca jest 

zastosowanie buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8) in situ w czasie reperfuzji wieńcowej [77, 

78]. Reperfuzja kardiomiocytów w warunkach utrzymania kwasicy komórkowej prowadzi do 

stopniowego przywrócenia równowagi metabolicznej oraz jonowej, co zapobiega 

przykurczowi związanemu z przeładowaniem jonami wapnia. 

 

Heptanol jest jednym z przebadanych inhibitorów przekaźnictwa w obrębie GJ. W badaniach 

na świeżo izolowanych kardiomiocytach szczurzych udowodniono jego działanie 

ograniczające rozprzestrzenianie się przykurczu w czasie reperfuzji. Niestety istnieją pewne 

ograniczenia w użyciu heptanolu oraz innych inhibitorów GJ. Niskie dawki tych substancji nie 

są efektywne, a wyższe wpływają również na inne kanały sarkoplazmatyczne powodując 

groźne arytmie [72].  

 

Caldaret należy do modulatorów wymiennika sodowo - wapniowego powodujących 

zahamowanie odwróconego transportu w jego obrębie. Tym samym zapobiega przeładowaniu 

jonami wapnia. W badaniach doświadczalnych wykazano zmniejszenie rozmiarów zawału 

serca u psów. Niemniej jednak randomizowane badania kliniczne nie potwierdziły jego 

skuteczności [79, 80, 81].  

 

Kanały wapniowe typu L, nazywane receptorami dihydropirydynowymi są również uważane 

za istotny czynnik w rozwoju przeładowania komórki jonami wapnia. Badania nie potwierdziły 

skuteczności nisoldypiny, natomiast wyniki dotyczące diltiazemu okazały się obiecujące [6]. 

Podanie diltiazemu dowieńcowo na początku reperfuzji znacząco zmniejszało rozmiar zawału 

serca w przypadku świń [7]. Zastosowanie werapamilu prowadziło do znaczącego obniżenia 

stężenia jonów wapnia w komórce oraz ograniczenia rozmiarów zawału nawet do 50% [8]. 

Dalsze badania wykazały, że w celu uzyskania działania kardioprotekcyjnego konieczne jest 

podanie werapamilu przed wystąpieniem zawału lub w czasie niedokrwienia, co z klinicznego 

punktu widzenia nie jest możliwe [82]. 

 

Ca²⁺-ATPaza retikulum sarkoplazmatycznego pozostaje pod kontrolą fosfolambanu, którego 

nieufosforylowana forma (dominująca w okresie niedokrwienia) powoduje ograniczenie 

wchłaniania jonów wapnia z cytozolu. Inhibitory kalcyneuryny takie jak CsA hamują proces 

defosforylacji fosfolambanu niwelując tym samym wpływ niedokrwienia. Ponadto pobudzanie 
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zależnej od kinazy białkowej G fosforylacji fosfolambanu może zwiększać cytozolowy 

wychwyt jonów wapnia ograniczając tym samym przykurcz [13]. W wieloośrodkowym, 

randomizowanym badaniu klinicznym obejmującym 970 pacjentów leczonych przezskórną 

angioplastyką wieńcową [PCI, Percutanous Coronary Intervention] nie potwierdzono 

skuteczności inhibitorów kalcyneuryny.  Dożylne podanie CsA tuż przed PCI nie skutkowało 

niższym ryzykiem: zgonu z jakiejkolwiek przyczyny, nasilenia niewydolności serca w trakcie 

pierwszej hospitalizacji, ponownej hospitalizacji w przypadku niewydolności serca czy 

niekorzystnego remodelingu lewej komory względem grupy kontrolnej, u której podano 

placebo [83] 

 

Obiecujące wyniki badań przedklinicznych z zastosowaniem inhibitorów wymiennika Na+/H+  

w ograniczaniu przeładowania jonami wapnia skłoniły do przeprowadzenia dwóch dużych 

badań klinicznych mających na celu ocenę ich efektywności w redukcji RI. W badaniu 

GUARDIAN zastosowano cariporide, natomiast w badaniu ESCAMI eniporide nie uzyskując 

pozytywnych rezultatów po zastosowaniu dowieńcowym w czasie rewaskularyzacji [29].  

 

 

1.3.6. Przetrwałe otwarcie megakanałów mitochondrialnych 
 

 

Zgodnie z opisanymi wcześniej mechanizmami na skutek niedokrwienia dochodzi do wzrostu 

stężenia jonów sodu wewnątrz komórki, co prowadzi do przeładowania jonami wapnia. 

Ponadto ma miejsce akumulacja długołańcuchowych kwasów tłuszczowych oraz nasilenie 

produkcji ROS [65, 84, 85, 86, 87]. Opisane powyżej czynniki w warunkach reperfuzji są 

przyczyną otwarcia kanałów mPTP [88], jednakże nie ma to miejsca podczas niedokrwienia, 

kiedy wewnątrzkomórkowe pH pozostaje na niskim poziomie. Badania pokazują, że przy 

obecności dużej zawartości protonów nie dochodzi do wiązania się jonów wapnia z miejscem 

aktywnym w obrębie kanałów mPTP [76, 86].  

 

W warunkach fizjologicznych wewnętrzna błona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla 

większości substancji, z wyjątkiem nielicznych metabolitów oraz jonów [89, 90, 91]. W czasie 

reperfuzji łańcuch oddechowy narażony na działanie tlenu wytwarza dodatkowe ROS, co przy 
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jednoczesnym wysokim stężeniu jonów wapnia oraz neutralizacji kwasowego pH wewnątrz 

komórki skutkuje otwarciem kanałów mPTP [86, 92].  

 

Kanały mPTP są dużych rozmiarów porami w wewnętrznej błonie mitochondrialnej (IMM 

inner mitochondrial membrane) umożliwiającymi swobodny przepływ wszystkich cząsteczek 

mniejszych niż 1.5 kDa do matrix mitochondrium [89, 90, 91]. Na skutek ich otwarcia IMM 

staje się przepuszczalna dla protonów, co powoduje rozprzęganie fosforylacji oksydacyjnej i 

zakłócenie wytwarzania ATP [93, 94]. Dochodzi do nagłego spadku stężenia ATP niezbędnego 

do utrzymania równowagi jonowo-metabolicznej i aktywacji enzymów degradacyjnych takich 

jak: fosfolipazy, nukleazy i proteazy. Jeżeli nie dojdzie do zamknięcia kanałów wymienione 

enzymy doprowadzą do nekrozy komórki [85, 89, 90, 91]. W warunkach niedoboru ATP 

nasileniu ulega również przykurcz stężeniowy [59, 95]. Ponadto poprzez otwarte kanały 

wszystkie mniejsze cząsteczki przemieszczają się poza mitochondria, natomiast białka o 

dużych rozmiarach pozostają wewnątrz ogranellum powodując wzrost ciśnienia osmotycznego, 

a tym samym obrzęk. Rozwinięcie się grzebienia mitochondrialnego pozwala na rozciągnięcie 

wewnętrznej błony mitochondrialnej bez jej pęknięcia. Jednakże błona zewnętrzna pęka, co 

skutkuje uwolnieniem białek takich jak cytochrom C pełniących krytyczne funkcję w procesie 

apoptozy komórki. Dochodzi do dalszego upośledzenia metabolizmu komórki oraz otwarcia 

kolejnych kanałów mPTP [85].   

 

Poprzez otwarte kanały mPTP uwalniane są z mitochondriów liczne biała zaangażowane w 

aktywacje procesu programowanej śmierci komórki [96]. Są to między innymi: Smac/DIABLO 

(hamujące aktywację inhibitorów kaspaz), cytochrom C aktywujący kaspazę-9, która pobudza 

kaspazę-3 pośredniczącą w zapoczątkowaniu działania białek odpowiedzialnych za rozpad 

cytoszkieletu, błony cytoplazmatycznej oraz fragmentację DNA jądra komórkowego, co jest 

charakterystyczne dla apoptozy. Innymi z uwalnianych cząsteczek są białka szoku cieplnego –

mitochondrialne HSP60 oraz endonukleazy biorące udział we fragmentacji DNA jądra 

komórkowego [97, 98, 99]. 

 

Kluczowe czynniki sprzyjające otwarciu kanałów mPTP to: przeładowanie jonami wapnia, 

stres oksydacyjny, niedobór nukleotydów adeninowych, podwyższony poziom fosforanów oraz 

depolaryzacja mitochondriów [84, 85, 95]. Te same czynniki oddziałują na komórki 

miokardium w czasie reperfuzji, a otwarcie kanałów mPTP z racji ich wpływu na wejście 

komórki w szlak apoptozy bądź nekrozy ma ogromne znaczenie dla potencjalnych prób 
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zapobiegania IRI. W warunkach otwarcia kanałów mPTP, uwolnienia cytochromu c oraz 

następczego ich zamknięcia komórka ulegnie apoptozie. W sytuacji, gdy dojdzie do otwarcia 

wielu kanałów mPTP ma miejsce nekroza. Natomiast kiedy otwarcie kanałów jest krótkotrwałe 

i nie dochodzi do uwolnienia cytochromu c, komórka wraca do prawidłowego funkcjonowania. 

Hipotetycznie to otwarcie kanałów mPTP decyduje czy dany kardiomiocyt podlega nekrozie, 

apoptozie lub przetrwa IRI [85]. W takiej sytuacji wszystkie komórki w strefie centralnej 

zawału ulegałyby nekrozie na skutek trwałego otwarcia kanałów mPTP oraz rozerwania 

mitochondriów. Natomiast na obrzeżach, gdzie uszkodzenie niedokrwienne jest mniej nasilone, 

a otwarcie kanałów ma charakter przejściowy może dojść jedynie do apoptozy, nie nekrozy 

[100, 101, 102, 103, 104].  

 

Obniżone pH cytoplazmatyczne spowodowane znaczącą akumulacją produktów glikolizy 

beztlenowej zachodzącej w warunkach niedotlenienia silnie hamuje otwarcie kanałów mPTP 

[76, 86]. Podczas reperfuzji dochodzi do nagłego wypłukania kwasu mlekowego z komórki 

wraz z jednoczesnym dostarczeniem do mitochondriów tlenu co prowadzi do powstawania 

ROS. Są to idealne warunki do nasilenia otwarcia kanałów mPTP [84, 85, 95]. W badaniach na 

szczurzych kardiomiocytach udowodniono, że reoksygenacja z użyciem buforu o kwasowym 

odczynie ma działanie kardioprotekcyjne, co może wynikać między innymi z zahamowania 

otwarcia kanałów mPTP [77, 78].  

 

Przeprowadzono kilka badań mających na celu odkrycie białek budujących kanały mPTP, 

jednakże ich dokładna budowa molekularna nadal nie jest znana. Najprawdopodobniej białkami 

budującymi kanał są: translokaza nukleotydu adeninowego, mitochondrialny nośnik 

fosforanów i cyklofilina D [105, 106]. Odkrycie inhibitorów cyklofiliny D takich jak CsA, 

sanglifehrin - A oraz Debio-025 umożliwiło poszerzenie informacji o ich funkcji w procesie 

RI. W badaniach eksperymentalnych na szczurach wykazano, że wymienione wyżej związki 

wykazują ochronne działanie przed indukowaną przez RI śmiercią komórki [107, 108, 109, 

110, 111]. Ponadto potwierdzono, że myszy z niedoborem cyklofiliny D są naturalnie chronione 

przed RI serca, wątroby i nerek [112, 113, 114]. Z drugiej strony w randomizowanym badaniu 

klinicznym z podwójnie zaślepioną próbą u 101 pacjentów z zawałem STEMI podawanie CsA 

przed leczeniem trombolitycznym nie powodowało zmniejszenia wielkości zawału [115]. Inne 

badanie, podczas którego substancję hamującą otwarcie mPTP podawano pacjentom z zawałem 

STEMI tuż przed pierwotną angioplastyką wieńcową również nie wykazało redukcji RI [116].  
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1.3.7. Stres oksydacyjny 
 

Dostępność tlenu w mięśniu sercowym stopniowo wzrasta po przywróceniu przepływu krwi, 

co skutkuje wytwarzaniem dużej ilości ROS (respiratory burst - wybuch tlenowy) [117, 118, 

119]. Wzrost produkcji ROS jest spowodowany nadmierną aktywnością oksydazy ksantynowej 

w komórkach śródbłonka, wzmożeniem transportu elektronów w obrębie mitochondrialnego 

łańcucha oddechowego kardiomiocytów oraz nasileniem działania oksydazy NADPH w 

komórkach zapalnych [22].  

 

Stres oksydacyjny ma miejsce w sytuacji utraty równowagi między wytwarzaniem ROS oraz 

mechanizmami o działaniu antyoksydacyjnym. Przykładami ROS są nadtlenek wodoru H2O2, 

anion rodnika nadtlenkowego, rodnik hydroksylowy i anion nadtlenoazotynowy. W czasie 

reperfuzji obserwuje się wzrost ich produkcji. Powodują one peroksydację lipidów, oksydację 

DNA oraz białek, jak również uszkadzają błonę komórkową. Dochodzi do modyfikacji 

przepuszczalności błony komórkowej, budowy białek, a co za tym idzie zmian w 

funkcjonowaniu samej komórki i postępującego uszkodzenia mięśnia sercowego [22, 39, 120].  

 

ROS za sprawą wzmagania ekspresji genów takich jak NF-ĸB i AP-1 w leukocytach oraz 

komórkach śródbłonka stymuluje je do sekrecji cytokin oraz chemokin aktywujących układ 

dopełniacza oraz zwiększających ekspresję białek ICAM-1 na komórkach endotelium [121, 

122, 123]. Za sprawą tego mechanizmu ROS działają chemotaktycznie na leukocyty, aktywują 

płytki krwi, tym samym zwiększając odpowiedź zapalną w obrębie miokardium i nasilając 

NRP, co jest dodatkowym czynnikiem zwiększającym obszar dotknięty RI. Wzrost ekspresji 

NF-ĸB promuje produkcję interleukiny - 6 (IL-6, Interleukin 6) nasilającej wytwarzanie 

transformującego czynnika wzrostu beta (TGF-β, Transforming growth factor beta) i czynnika 

martwicy nowotworów (TNF-α, Tumor Necrosis Factor-α) [124]. Wymienione substancje są 

odpowiedzialne za przebudowę macierzy pozakomórkowej i proces włóknienia tkanki, co 

skutkuje zmianą właściwości elektrofizjologicznych serca [120, 125, 126, 127, 128, 129, 130] 

 

Udowodniono, że stres oksydacyjny w czasie reperfuzji mięśnia sercowego powoduje 

zmniejszenie biodostępności NO oraz poprzez zaburzenie homeostazy w zakresie stężenia 

jonów wapnia, promuje otwarcie kanałów mPTP, których znaczenie w szerzeniu się RI zostało 

opisane we wcześniejszych rozdziałach [51].  
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Ostatnie badania wykazały, że działanie receptora rianodynowego jest kontrolowane właśnie 

przez ROS [131]. Wykazano, że oksydaza NADPH i kanały rianodynowe mogą znajdować się 

w bliskiej odległości od siebie na obszarze kanalików T kardiomiocytów [132]. Z tego powodu 

wzrost produkcji ROS w czasie reperfuzji może wzmagać działanie receptora rianodynowego, 

co skutkuje przeładowaniem jonami wapnia, a tym samym aktywacją szlaków prowadzących 

do śmierci komórki (w mechanizmie apoptozy lub nekrozy) [133].  

 

Zaobserwowano, że podanie enzymów o działaniu antyoksydacyjnym w czasie reperfuzji, czyli 

np. dysmutazy ponadtlenkowej bądź katalazy zmniejsza stopień uszkodzenia serca oraz sam 

obszar zawału [12, 134, 135, 136]. Jest to spowodowane przede wszystkim ograniczeniem 

liczby komórek ulegających apoptozie [137]. W przypadku genetycznie modyfikowanych 

myszy z nadekspresją dysmutazy ponadtlenkowej zaobserwowano redukcję ciężkości RI w 

porównaniu z grupą kontrolną [138]. 

 

Kilka badań wykazało potencjalną skuteczność witaminy D jako czynnika protekcyjnego dla 

komórek śródbłonka narażonych na działanie H2O2 powstającego w czasie stresu 

oksydacyjnego [139]. Za inną obiecującą opcję terapeutyczną uznaje się terapię hiperbaryczną, 

której zastosowanie może powodować zmniejszenie rozmiarów zawału serca poprzez 

ograniczanie obrzęku tkanki, produkcji ROS oraz zwiększenie ekspresji syntazy NO [38].  

 

Oksydaza NADPH jest kompleksem enzymatycznym zbudowanym z wielu podjednostek, 

który należy do głównych źródeł anionów ponadtlenkowych w obrębie naczyń krwionośnych, 

kardiomiocytów oraz leukocytów [140]. Zastosowanie apocyniny lub diphenyliodonium w 

czasie reperfuzji skutkuje zahamowaniem ekspresji oksydazy NADPH w komórkach 

śródbłonka [141]. Ponadto apocynina i diphenyliodonium mają znaczący wpływ na 

zmniejszenie produkcji ROS [11, 142, 143, 144, 145], niestety jak wcześniej wspomniano ich 

działanie protekcyjne ma swoje ograniczenia w postaci negatywnego wpływu na inne procesy 

zachodzące w komórce.  

 

Wyniki badań jednoznacznie potwierdzają negatywny wpływ ROS powstałych w wyniku 

reperfuzji mięśnia sercowego. Niestety działania mające na celu ograniczenie stresu 

oksydacyjnego dotychczas nie przyniosły pozytywnych wyników w badaniach klinicznych i 

ostatecznie nie są stosowane w codziennej praktyce [146].  
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1.3.8. Zjawisko no-reflow 
 

Zjawisko no-reflow jest definiowane jako brak powrotu przepływu krwi w naczyniach 

mikrokrążenia po przywróceniu przepływu w tętnicach nasierdziowych. Liczne badania 

udowodniły, że ponownemu otwarciu naczynia wieńcowego towarzyszy mikroembolizacja 

jego dystalnego fragmentu konglomeratami leukocytarno-płytkowymi blokującymi przepływ 

w małych naczyniach [147, 148, 149, 150]. Aktywacja płytek i ich agregacja ma miejsce już w 

pierwszych sekundach reperfuzji i jest spowodowana uszkodzeniem śródbłonka naczynia. 

Napływ leukocytów jest wzmagany przez ROS, czynniki chemotaktyczne produkowane przez 

pobudzone płytki oraz białka takie jak ICAM-1, czy selektyna P pojawiąjące się na powierzchni 

śródbłonka [121, 122, 123]. Mechanizm aktywacji komórek endotelium opiera się na 

fosforylacji białka IκB spowodowanej działaniem ROS. Skutkuje to odłączeniem 

wymienionego wcześniej białka od czynnika NF-κB, co prowadzi do wzmożenia produkcji 

czynników prozapalnych, wazoaktywnych oaz prokoagulacyjnych [151]. Wystąpienie 

zjawiska NRP wiąże się bezpośrednio z większym rozmiarem zawału serca, niższą frakcją 

wyrzutową oraz niekorzystną przebudową lewej komory serca, a co za tym idzie wzrostem 

częstości występowania niewydolności serca i zgonów w porównaniu do pacjentów, u których 

nie wystąpiło NRP [152, 153, 154]. 

 

Istotnym mechanizmem wzmagającym NRP jest znaczące ograniczenie produkcji czynników 

o działaniu naczyniorozszerzającym takich jak: NO i czynnik hiperpolaryzujący pochodzenia 

śródbłonkowego (EDHF, Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor) w obrębie śródbłonka 

[155, 156, 157, 158, 159, 160]. NO pełni rolę inhibitora agregacji płytek krwi, adhezji 

leukocytów oraz zapobiega proliferacji mięśni gładkich [161]. Głównym czynnikiem 

powodującym spadek NO w warunkach niedokrwienia i następczej reperfuzji jest zwiększona 

produkcja ROS [162], która prowadzi do oksydacji i degradacji kofaktora syntazy tlenku azotu 

(NOS, Nitric Oxide Synthase), czyli tetrahydrobiopteryny (BH4, Tetrahydrobiopterin) [163]. 

W sytuacji niedoboru BH4 śródbłonkowe NOS znajduję się w stanie niesprzężonym i 

produkuje głównie ROS w miejsce NO [164]. Ponadto jednoczesna aktywacja arginazy 

wywołana stresem oksydacyjnym skutkuje hydrolizą L-argininy, która jest substratem w 

produkcji NO [165, 166]. EDHF pełni funkcję kompensacyjną w sytuacji niedoboru NO [167, 

168]. Niestety jak wykazano na modelu świńskim w warunkach hipoksji i reperfuzji aktywność 

EDHF jest znacząco upośledzona [159, 169, 170].  
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Istnieje kilka przyczyn zmniejszenia światła naczynia krwionośnego w warunkach 

niedokrwienia i reperfuzji. Pierwszą z nich jest opisane wcześniej spowolnienie syntezy NO i 

EDHF, przy jednoczesnym zwiększonym uwalnianiu czynników o działaniu 

wazokonstrykcyjnym [163]. Inna przyczyna to spowodowany przez niedokrwienie obrzęk 

kardiomiocytów, komórek śródbłonka oraz innych otaczających tkanek, powodujący 

mechaniczny ucisk na naczynia wieńcowe [171].  

 

Badania pokazują, że przeciwciała monoklonalne blokujące receptor CD18 czy cząsteczki 

ICAM - 1 hamują napływ neutrofilii do miejsca niedokrwienia [172]. Farmakologiczna blokada 

płytek z zastosowaniem antagonistów receptora GpIIb/IIIa w czasie reperfuzji ogranicza 

mikroembolizację, poprawia przepływ wieńcowy oraz zmniejsza uszkodzenie lewej komory 

serca [173, 174]. Podobnie użycie antagonistów selektyny-P [175] czy zahamowanie NF-κB z 

wykorzystaniem wabików oligonukleotydowych ma działanie zapobiegające RI [176].  

 

Celem ograniczenia aktywności leukocytów i komórek śródbłonka poprzez hamowanie 

wytwarzania rodników hydroksylowych można zastosować manganową dysmutazę 

ponadtlenkową lub deferoksaminę [177]. 

 

Redukcję obszaru martwicy uzyskano poprzez zastosowanie L-argininy, której podanie 

skutkuje wzrostem stężenia NO oraz poprawą funkcji śródbłonka i zmniejszeniem 

nagromadzenia neutrofilii w miejscu dotkniętym niedokrwieniem [178]. Dodatkowym 

sposobem jest zastosowanie inhibitorów arginazy czy suplementacja BH4 w czasie stresu 

oksydacyjnego. Takie działania skutkuje wzrostem produkcji NO i ograniczeniem rozprzęgania 

śródbłonkowego NOS [163]. Kolejne metody to podanie adenozyny lub analogów EDHF 

takich jak kwas 11,12-epoksyeikozatrienowy [179, 180, 181, 182].  

 

Pomimo opisania wielu możliwych sposobów ograniczania NRP, badania kliniczne nie 

potwierdziły ich skuteczności. Jednym z przykładów jest próba zastosowania adenozyny u 

pacjentów z zawałem STEMI, która okazała się nieskuteczna [183, 184, 185]. Pozytywne 

wyniki uzyskano przy wykorzystaniu antagonistów receptora GPIIb/IIIa. Tirofiban (jeden z 

antagonistów GPIIb/IIIa) okazał się być bardziej skuteczny w przeciwdziałaniu NRP niż 

standardowe leczenie z wykorzystaniem wyłącznie przezskórnej angioplastyki wieńcowej, 

jednak jego zastosowanie wiązało się ze zwiększeniem ryzyka krwawienia, dlatego dodatkowe 
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leczenie inhibitorami GPIIb/IIIa w trakcie angioplastyki wieńcowej stosuje się jedynie w 

szczególnych sytuacjach [186].  

 

1.3.9. Stan zapalny 
 

Śmierć komórek w czasie niedokrwienia prowadzi do uwolnienia fragmentów 

mitochondrialnego DNA, ATP, białka o dużej ruchliwości elektroforetycznej (HMGB1 high 

mobility group box 1 protein) oraz jonów wapnia do przestrzeni pozakomórkowej [187, 188]. 

Wymienione czynniki działają jako struktury molekularne związane z zagrożeniem (DAMPs 

Danger/Damage Associated Molecular Patterns) aktywując inflamasomy NLRP3 (NOD-Like 

Receptor Family Pyrin Domain Containing 3) oraz TLR9 (Toll-Like Receptor 9), co z 

wykorzystaniem aktywacji genów MyD88 (Myeloid Differentiation Primary Response Gene 

88) oraz NF-κB prowadzi do uwalniania mediatorów zapalenia:  białka chemotaktycznego 

monocytów (MCP1, Monocyte-Chemoattractant Protein 1), interleukiny-1β, IL-6, TNF-α i 

interleukiny-18 [189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197]. W związku z tym przywrócenie 

przepływu krwi w uprzednio zamkniętym naczyniu skutkuje akumulacją leukocytów (głównie 

neutrofilii oraz monocytów) [198]. Taki proces określa się „sterylnym zapaleniem” [188]. 

Akumulacja leukocytów w miejscu dotkniętym niedokrwieniem jest spowodowana 

zwiększeniem ekspresji molekuł adhezyjnych między innymi selektyny P oraz białka ICAM-1 

na powierzchni niedokrwionych komórek śródbłonka i kardiomiocytów [141, 199]. Interakcje 

pomiędzy wymienionymi molekułami oraz prezentowanymi na powierzchni neutrofilii 

integrynami takimi jak CD11b/CD18 promują migrację oraz aktywację leukocytów w 

przestrzeni pozanaczyniowej [200]. Pobudzone leukocyty wytwarzają ROS z wykorzystaniem 

układu oksydazy ksantynowej. Ponadto produkują one enzymy proteolityczne (elastazy, 

kolagenazy) [201], czynniki prozapalne oraz przyczyniają się do aktywacji układu dopełniacza. 

Uważa się, że uwalniane przez leukocyty substancje poprzez destrukcyjny wpływ na otaczające 

tkanki powodują poszerzenie strefy RI [9].  

 

Uszkodzenie miokardium ulega nasileniu również w wyniku akumulacji leukocytów w obrębie 

małych naczyń krwionośnych, prowadzącej do embolizacji tych naczyń. Powyższa hipoteza 

została potwierdzona w sposób pośredni w badaniach przeprowadzonych na zwierzętach. 

Genetycznie zmodyfikowane myszy pozbawione ekspresji białek budujących P-selektynę, 

integrynę CD18 oraz cząsteczkę ICAM-1 są bardziej oporne na RI [202]. Zaobserwowano 
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również zmniejszenie obszaru zawału u psów z niedokrwieniem oraz następczą reperfuzją u 

których w czasie doświadczeń zastosowano pozbawioną leukocytów krew [203]. Modele 

zwierzęce wykazały, że podanie niesteroidowych leków przeciwzapalnych oraz przeciwciał 

anty CD11b i CD18 zmniejsza RI nawet o 50% [204, 205].  

 

W celu farmakologicznego ograniczenia produkcji ROS przez oksydazę ksantynową, a tym 

samym zmniejszenia samego zapalenia stosowano allopurynol lub oxypurynol [9, 10, 206, 207, 

208, 209]. Innymi inhibitorami oksydazy ksantynowej są apocyna oraz diphenyliodonium [11, 

142, 143, 144, 145]. Co istotne, diphenyliodonium jest również inhibitorem produkcji selektyny 

E oraz białka ICAM–1 [141]. Istnieją jednak badania wskazujące na brak skuteczności 

zastosowania procedur mających na celu zmniejszenie nacieku leukocytów w miejscu zawału 

w tym leków przeciwzapalnych czy przeciwciał przeciw cząsteczkom adhezji [210, 211, 212, 

213]. W przypadku ludzi nie zaobserwowano zmniejszenia obszaru zawału w wyniku 

zastosowania w czasie niedokrwienia osocza z obniżoną liczbą leukocytów, zarówno w czasie 

przezskórnej angioplastyki wieńcowej jak i operacji kardiochirurgicznych [214, 215].  

 

Wyniki badań nad skutecznością inhibitorów oksydazy ksantynowej takich jak allopurynol czy 

oxypurynol są bardzo zróżnicowane i zależą w znacznej mierze od właściwego doboru dawki 

[9, 10, 206, 207, 208, 209]. Problemem w przypadku zastosowania apocyniny oraz 

diphenyliodonium jest ich negatywny wpływ na inne procesy takie jak wytwarzanie NO czy 

enzymów mitochondrialnych [216, 217, 218, 219, 220, 221].  

 

1.3.10. Podsumowanie 
 

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi RI są: przykurcz reperfuzyjny, przetrwałe 

otwarcie kanałów mPTP, stres oksydacyjny, stan zapalny oraz NRP [5]. W każdym przypadku 

RI poszczególne mechanizmy wewnątrzkomórkowe są aktywowane w różnym stopniu. Jest to 

zależne między innymi od czasu trwania niedokrwienia, liczby wcześniej przebytych epizodów 

niedokrwienia, stopnia zwężenia naczynia oraz tego czy postępuje ono stopniowo, czy nagle. 

Istotną rolę pełnią czynniki takie jak: płeć, wiek, predyspozycje genetyczne oraz choroby 

współistniejące np. cukrzyca. Biorąc to pod uwagę nie dziwi fakt, że wiele badań wskazuje na 

wyższą skuteczność redukcji RI w wyniku zastosowania strategii hamujących więcej niż jeden 

mechanizm. W związku z powyższym racjonalne wydaje się zastosowanie substancji 
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hamujących wszystkie bądź większość mechanizmów prowadzących do RI, co wiąże się z 

wykorzystaniem mieszaniny różnych substancji [222, 223, 224]. 

 

1.4. Modele zwierzęce zawału serca 
 

Od ponad wieku szczurzy model badawczy jest uznawany za podstawę badań w zakresie układu 

sercowo naczyniowego [225]. Za sprawą różnych modyfikacji jest on wykorzystywany w 

licznych badaniach z zakresu: nadciśnienia tętniczego, nadciśnienia płucnego, niewydolności 

serca, udaru mózgu oraz zawału mięśnia sercowego [226]. Obecność takiego modelu pozwala 

na przeprowadzenie badań przedklinicznych mających na celu zbadanie wpływu 

zastosowanego leczenia na przebieg chorób układu sercowo naczyniowego oraz określenie 

ewentualnych mechanizmów stojących za uzyskanymi wynikami. Organizm szczura pod 

względem budowy oraz regulacji układu sercowo-naczyniowego jest bardzo zbliżony do 

ludzkiego, a podstawową różnicą są rozmiary poszczególnych narządów.  

Najbliższym warunkom klinicznym modelem zawału serca jest model, w którym zawał 

wywołano podwiązaniem lewej tętnicy zstępującej przedniej, zwłaszcza w sytuacji 

przeprowadzenia następczej reperfuzji [227, 228, 229]. Z racji specyfiki zaplanowanych 

doświadczeń, czyli dowieńcowego podania wybranych substancji tylko podczas pierwszych 

trzech minut reperfuzji, wykorzystanie opisanego wyżej modelu nie było możliwe. 

Podwiązanie lewej tętnicy zstępującej przedniej i następująca po nim reperfuzja z podaniem 

dodatkowych substancji do tętnic obwodowych (dowieńcowe podanie ze względu na brak 

możliwości technicznych nie jest możliwe) wiązałaby się z ich uwolnieniem do krwioobiegu 

oraz brakiem ograniczenia wpływu leków do pierwszych trzech minut reperfuzji, tym samym 

działaniem na cały organizm, a nie tylko w miejscu objętym zawałem.  

Jedynym modelem badawczym umożliwiającym dowieńcowe podanie wybranych substancji 

tylko podczas pierwszych trzech minut reperfuzji jest system Langendorffa. Model perfuzji 

serca in vitro zwany metodą Langendorffa został opracowany pod koniec XIX wieku przez 

niemieckiego fizjologa Oskara Langendorffa Od tamtego czasu jest jedną z podstawowych 

metod eksperymentalnych w tematyce niedokrwienia oraz reperfuzji [230, 231, 232, 233, 234, 

235]. Najważniejszym założeniem jest dostarczenie do naczyń wieńcowych wstecznie poprzez 

aortę (przy jednocześnie zamkniętej zastawce aortalnej) buforu Krebsa-Henseleita (KHB, Krebs 

Henseleit Buffer), który swoim składem jest maksymalnie zbliżony do krwi (Ryc. 6). 
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Umożliwia to utrzymanie serca przy życiu w warunkach in vitro [236]. Model zawału serca w 

tym przypadku opiera się na wyłączeniu przepływu w systemie, co skutkuje całkowitym 

niedokrwieniem mięśnia sercowego, po którym następuje reperfuzja polegająca na 

przywróceniu przepływu KHB. Modyfikacja buforu w czasie reperfuzji jest możliwa dzięki 

zastosowaniu oddzielnego źródła KHB o składzie wzbogaconym dodaniem określonych dla 

danej grupy badawczej substancji. W kolejnych minutach reperfuzji wracano do pierwotnego 

„niezmienionego” dodatkowymi czynnikami KHB.  

 

 
 

Ryc. 6. Sposób kaniulacji serca skutkujący wstecznym przepływem buforu pozwalającym 

na dotarcie perfuzatu do tętnic wieńcowych. 
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2. Założenia i cele pracy 
 
 

2.1. Założenia pracy  
 

Nagłe przywrócenie przepływu krwi do obszaru niedokrwionego jest przyczyną RI, które 

odpowiada za zwiększenie obszaru zawału serca oraz wzrost ryzyka migotania komór [1, 2, 3]. 

Na podstawie opisanych we wstępie mechanizmów można wyróżnić dwa kluczowe ogniwa w 

procesie RI. Pierwszym jest powstawanie ROS i ich plejotropowy bezpośredni lub pośredni 

wpływ promujący wszystkie inne mechanizmy RI, drugi to przetrwałe otwarcie mPTP. 

Jednoczesny wpływ na oba procesy może znacznie ograniczyć ostateczny obszar zawału. W 

przypadku zahamowania przetrwałego otwarcia mPTP najlepszym rozwiązaniem wydaje się 

zastosowanie buforu o kwasowym odczynie podczas reperfuzji [22, 64, 75, 76]. Takie działanie 

powinno również przyczynić się do zmniejszenia napływu jonów sodu do komórki, 

ograniczając inny mechanizm RI, mianowicie przykurcz reperfuzyjny [64, 237]. W celu 

zahamowania produkcji wolnych rodników celowym wydaje się zastosowanie 

diphenyliodonium jako inhibitora układu oksydazy ksantynowej [11, 142, 143, 144, 145]. 

Diphenyliodonium hamuje również produkcję selektyny E i ICAM–1 [141]. Według niektórych 

badań diphenyliodonium jest ponadto inhibitorem produkcji ROS w mitochondriach [11, 142, 

143, 144, 237]. Aby zminimalizować negatywny wpływ diphenyliodonium na syntezę NO 

równocześnie zostanie podana L-arginina - substrat w syntezie NO [216, 217, 218, 219, 220, 

221, 238]. Takie działanie zwiększy stężenie NO wewnątrz komórek śródbłonka ograniczając 

NRP. Addytywne działanie wymienionych substancji podanych w jednej mieszaninie podczas 

reperfuzji wieńcowej powinno zahamować wszystkie kluczowe mechanizmy prowadzące do 

RI znacząco ograniczając jego rozmiary (Ryc. 7).  
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Ryc. 7. Wpływ badanych substancji na szlaki indukowane podczas niedokrwienia/reperfuzji. *Śmierć komórki miała miejsce głównie w 

mechanizmach apoptozy i nekrozy.
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2.2. Cele pracy 
 
 
Głównym celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie czy dowieńcowe podanie 

diphenyliodonium, L–argininy, buforu o kwasowym odczynie oraz ich kombinacji zmniejsza 

prawdopodobieństwo wystąpienia zatrzymania akcji serca w mechanizmie migotania komór 

serca oraz wpływa korzystnie na obszar martwicy pozawałowej u szczurów. 

Cele szczegółowe: 
 
  

1. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na czas do przywrócenia fizjologicznego 

rytmu serca; 

2. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na średnią wartość ciśnienia rozkurczowego 

w lewej komorze serca odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie reperfuzji; 

3. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na liczbę epizodów migotania komór 

podczas reperfuzji; 

4. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na wielkość obszaru serca objętego martwicą 

dla poszczególnych grup; 

5. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na średnią zawartość białka kaspazy-3 

(markera apoptozy) w koniuszku serca; 

6. zbadanie wpływu dowieńcowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L–

argininy w buforze o kwasowym odczynie na średnią zawartość w koniuszku serca 

kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, Phosphatidylinositol 3-kinase), która jest 

markerem aktywności kardioprotekcyjnej;  
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3. Materiały i metody 
 
 
 

3.1. System Langendorffa 
 

3.1.1. Budowa systemu 
 

Budowa wykorzystywanego systemu Langendorffa – HSE UNIPER UP-100 Type 834 (Ryc. 

8): 

 

1. pompa perystaltyczna – dla każdego z doświadczeń szybkość przepływu została 

ustawiona na 6 ml/min [234]; 

2. zbiornik perfuzatu – za pośrednictwem płaszcza wodnego otaczającego zbiornik 

utrzymywano temperaturę buforu na poziomie 37.5 °C. Dodatkowo podczas całego 

doświadczenia perfuzat był karbogenizowany (95% O2 + 5% CO2) [234, 270]; 

3. termocyrkulator - utrzymanie stałej temperatury buforu w obrębie płaszczy wodnych 

systemu: 37.5 °C; 

4. windkessel – zmniejszenie pulsacji generowanej przez pompę perystaltyczną, pełni 

funkcję „pułapki powietrznej” zapobiegającej dostaniu się do krążenia wieńcowego 

pęcherzyków gazu; 

5. zawory igłowe umożliwiające regulację objętości karbogenu dostarczanej do buforu, 

wartość ciśnienia karbogenu ustawiono zgodnie z zaleceniami producenta na 1 bar;  

6. mechanizm kontroli ciśnienia pod jakim dostarczany jest do serca bufor, aktualnie 

ustawione ciśnienie pokazywane jest przez manometr; 

7. manometr – ciśnienie w każdym z doświadczeń ustawiono na poziomie 45 mmHg;  

8. membrana odpowiadająca za generowanie prawidłowego oporu dla powracającego           

do zbiornika buforu oraz utrzymanie właściwego stałego ciśnienia cieczy w systemie; 

9. wymiennik ciepła z wbudowaną pułapką powietrzną - dodatkowo ogrzewa bufor 

(uzupełnienie strat ciepła w czasie przepływu przez rurki), ostatnia „pułapka 

powietrzna” przed dopłynięciem buforu do serca;  

10. dodatkowy płaszcz wodny odpowiadający za utrzymanie odpowiedniej temperatury 

serca w warunkach in vitro; 
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11. przetwornik ciśnienia wraz z podłączonym do niego balonem umożliwiającym pomiar 

ciśnienia w lewej komorze serca oraz strzykawka regulująca obciążenie wstępne;  

12. kaniula, do której poprzez aortę podwiązywano serca; 

13. zawór trójdrożny umożliwiający podawanie w czasie pierwszych trzech minut 

reperfuzji zmodyfikowanych buforów. 

 

 
 

Ryc. 8. Zdjęcie systemu Langendorffa użytego w doświadczeniach. 

 

3.1.2. Działanie systemu 
 

Badania zostały przeprowadzone w warunkach stałego ciśnienia perfuzji wynoszącego 45 

mmHg [234]. W związku z tym w zależności od zachodzących na skutek niedokrwienia zmian 

w obrębie krążenia wieńcowego dochodziło do regulacji objętości przepływu buforu 

dostarczanego do serca [234] (Ryc. 9). 
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Ryc. 9. Ilustracja mechanizmu działania systemu Langendorffa w warunkach stałego 

ciśnienia. 

 
3.2. Charakterystyka zwierząt laboratoryjnych 

 
Doświadczenia przeprowadzone zostały na szczurach pochodzących z Centralnego 

Laboratorium Zwierząt Doświadczalnych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Do 

badań użyto sześćdziesięciu siedmiu 12-tygodniowych samców szczurów szczepu Sprague-

Dawley (SPRD/Clzd), o masach ciała w zakresie między 280-360 g. Zwierzęta przydzielono 

losowo do ośmiu grup. Trzy pozostałe zwierzęta zostały dołączone do grup, w których miały 

miejsce niepowodzenia w czasie przeprowadzania doświadczeń, czyli śmierć zwierzęcia przed 

pobraniem serca lub epizody migotania komór serca w okresie stabilizacji niepoddające się 

interwencji w celu umiarowienia. 

 

Zwierzęta przebywały w kontrolowanych warunkach otoczenia w pomieszczeniu z wentylacją 

mechaniczną, regulowaną dobą świetlną (12h/12h) temperaturą 22-24º C, miały swobodny 

dostęp do wody oraz przemysłowej paszy granulowanej Rodentia Breeding (Wytwórnia 

Koncentratów i Mieszanek Paszowych AGROPOL S.J.).  
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3.3. Przebieg doświadczeń 
 

3.3.1. Przygotowanie buforów  
 
 
Każdego dnia przed przeprowadzaniem doświadczeń sporządzany był świeży KHB. 

Wykorzystywano wodę filtrowaną przez system Milli-Q., stężenie poszczególnych soli w 

roztworze wynosiło odpowiednio: NaCl - 112 mM/l, KCl - 5 mM/l, MgSO4 x 7H2O - 1.2 mM/l, 

K2HPO4 - 1 mM/l, CaCl2 - 1.25 mM/l, NaHCO3 - 25 mM/l, D-glukozy - 11 mM/l. Kwasem 

solnym modyfikowano pH buforu uzyskując wartość 7.2, co po 30 minutowej karbogenizacji i 

ogrzaniu stabilizowało pH na poziomie 7.4, natomiast temperaturę buforu utrzymywano w 

granicach 37°C [270, 239]. Bufory podawane przez pierwsze 3 minuty reperfuzji były 

przygotowywane tuż przed przeprowadzeniem każdego doświadczenia tak, aby 

charakteryzowały się właściwym stężeniem substancji, pH oraz temperaturą.  

 

3.3.2. Znieczulenie 
 
 
Po zważeniu szczury były znieczulane poprzez dootrzewnowe podanie mieszanki ketaminy          

i ksylazyny w dawkach odpowiednio: 85mg/1kg i 15mg/1kg masy ciała [239].  

 

3.3.3. Pobranie serc 
 
 
Znieczulone zwierzę unieruchamiano do stołu operacyjnego w pozycji na grzbiecie. Cięciem 

poprzecznym, ok 2 cm poniżej łuku żebrowego, przecinano skórę i tkankę podskórną na 

odcinku około 6 cm. Następnie za pomocą igły 27 G, wstrzykiwano do żyły głównej dolnej 

1000 U/kg heparyny niefrakcjonowanej celem zapobiegnięcia utworzeniu się zakrzepów. Po 

30 sekundach od podania heparyny przecinano przeponę na całej jej długości, odsłaniając tym 

samym serce oraz płuca (Ryc. 10). W czasie krótszym niż 10 sekund cięciem prowadzonym po 

tylnej ścianie klatki piersiowej wycinano serce wraz z płucami (Ryc. 11). Każde z serc 

natychmiast po pobraniu umieszczane było w KHB o temperaturze 4 °C do czasu pełnego 

zatrzymania czynności serca [239]. 
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Ryc. 10. Zdjęcie serca przygotowanego do pobrania. 

 

 

Ryc. 11. Zdjęcie usuwania serca wraz z płucami. 
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3.3.4. Podłączenie serca do systemu Langendorffa 
 
 
Po zatrzymaniu czynności serca preparowano łuk aorty, co umożliwiało późniejsze podłączenie 

do systemu Langendorffa. W czasie preparowania aorty organ był umieszczony w KHB o 

temperaturze 4 °C. Następnie każde z serc podłączano do kaniuli włączonego systemu 

Langendorffa zabezpieczając aortę dwoma węzłami - pierwszym powyżej odejścia naczyń łuku 

aorty oraz drugim poniżej. Czynności od momentu wycięcia narządu do momentu podłączenia 

były wykonywane niezwłocznie i trwały krócej niż 60 sekund. Następnie odcinano płuca, pień 

płucny (ułatwiając odpływ buforu z krążenia wieńcowego), uszko lewego przedsionka oraz 

inne zbędne tkanki. Do lewej komory serca wprowadzano balon umożliwiający monitorowanie 

jej ciśnienia oraz stanowiący obciążenie wstępne (8-10 mmHg). Następnie serce umieszczano 

w szklanym naczyniu utrzymującym temperaturę 37,5 °C zapewniając właściwe warunki 

termiczne [239]. 

 

3.3.5. Etapy doświadczenia - okres stabilizacji (przygotowania), 

niedokrwienia i reperfuzji 
 

Po podłączeniu serca do systemu Langendorffa we wszystkich grupach pierwsze 10 minut 

doświadczenia pełniło rolę okresu przygotowania i ustabilizowania czynności serca [240]. 

Właściwa faza eksperymentu, czyli niedokrwienie i następcza reperfuzja rozpoczynała się po 

10 minutach. W tej fazie początkowo przepływ buforu w systemie był wyłączany na czas 15 

minut, co wywoływało całkowite niedokrwienie mięśnia sercowego [241, 242]. Kurczliwość 

stopniowo zmniejszała się, aż do całkowitego zatrzymania czynności serca. Po 15 minutach 

niedokrwienia rozpoczynał się okres reperfuzji – w czasie początkowych trzech minut 

reperfuzji podawano bufor wzbogacony o badane w eksperymencie substancje. Po zakończeniu 

tego okresu wymieniano dostęp do układu, a następnie przez okres kolejnych 42 minut 

podawano wyłącznie bufor KHB (przez nowy dostęp naczyniowy) (Ryc. 12) [241, 242]. W ten 

sposób zmodyfikowane bufory były podawane przez oddzielny dostęp naczyniowy do serca 

[77, 78] (Ryc. 13).  
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Ryc. 12. Etapy doświadczenia. 

 
 

 
 

Ryc. 13. Podawanie zmodyfikowanych buforów w trakcie reperfuzji. 

 

Funkcję grupy kontrolnej spełniała grupa, której przez cały okres reperfuzji (tzn, 45 minut) 

podawano wyłącznie KHB. Skład buforu w grupach 2, 6, 7, 8 uległ został zmodyfikowany 

poprzez dodanie diphenyliodonium (20 μmol/l) [243, 244], w grupach 3, 5, 7, 8 użyta została 

L–arginina (3mmol/l) [245], a w grupach 4, 5, 6, 8 podczas reperfuzji wykorzystano bufor o 

kwasowym odczynie – pH 6,8 [77, 78] (Tab.  1).  
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Tab.  1. Podsumowanie grup włączonych do badania. 

 
K - kontrola; D - diphenyliodonium; ARG - L–arginina;  

BKO - bufor o kwasowym odczynie;  

BKO + ARG - bufor o kwasowym odczynie + L–arginina;  

BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium;  

ARG + D - L-arginina + diphenyliodonium;  

BKO + D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. 

 
 Dodatkowe substancje zastosowane w czasie pierwszych trzech 

minut reperfuzji 
Liczba 

szczurów 

Grupa 1 
K 

Brak  n=8 

Grupa 2 
D 

Diphenyliodonium  n=8 

Grupa 3 
ARG 

L–arginina n=8 

Grupa 4 
BKO 

Bufor o kwasowym odczynie (pH 6.8) 
 

n=8 

Grupa 5 
BKO + ARG 

L – arginina w buforze o kwasowym odczynie (pH 6.8) n=8 

Grupa 6 
BKO + D 

Diphenyliodonium w buforze o kwasowym odczynie (pH 6.8)  
 

n=8 

Grupa 7 
ARG + D 

L–arginina i diphenyliodonium  n=8 

Grupa 8 
BKO + D + ARG 

Diphenyliodonium i L–arginina w buforze  
o kwasowym odczynie (pH 6.8)  

n=9 

Łączna liczba 
zwierząt 

 n = 65 
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Po zakończeniu reperfuzji pobierano tkankę serca, którą zawijano szczelnie w folię aluminiową 

oraz umieszczano w zamrażarce o temperaturze -20 °C na około 10 minut. W dalszej kolejności 

przy pomocy skalpela, po wcześniejszym usunięciu przedsionków wykonywano przekroje 

poprzeczne komór o grubości około 1 mm [246]. Następnie fragmenty tkanki umieszczano w 

uprzednio przygotowanym roztworze tetrazolium o pH 7.4 i inkubowano w łaźni o 

temperaturze 37 °C przez 20 minut [239]. 

 

3.3.6. Monitorowanie czynności lewej komory serca oraz zaburzeń 

rytmu serca 
 
 
Od początku okresu stabilizacji w lewej komorze serca znajdował się wypełniony wodą balon 

połączony z przetwornikiem ciśnienia i systemem zbierającym dane. Balon generował 

obciążenie wstępne (8-10 mmHg) oraz umożliwiał monitorowanie czynności serca [239] (Ryc. 

14).  

 

 
 

Ryc. 14. Serce podłączone do systemu Langendorffa, w lewej komorze serca umieszczony 

jest balon umożliwiający pomiar ciśnienia (czerwona strzałka). 
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3.3.7. Średnia wartość ciśnienia rozkurczowego w czasie stabilizacji 
 

W każdym doświadczeniu zakres wartości ciśnienia rozkurczowego w czasie stabilizacji 

wynosił między 8-10 mmHg, a dane do analizy statystycznej pochodziły z ostatniej minuty 

okresu stabilizacji. Uzyskane informacje były podstawą do określenia zmiany wartości 

ciśnienia rozkurczowego w czasie reperfuzji będącej pośrednim wskaźnikiem nasilenia 

przykurczu poreperfuzyjnego, silnie skorelowanego z rozmiarami martwicy miokardium oraz 

dalszym rokowaniem (Ryc. 15) 

 

3.3.8. Średnia wartość ciśnienia rozkurczowego w czasie reperfuzji 
 

Pomiarów dokonywano w trzech momentach reperfuzji, odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie 

jej trwania [241] (Ryc. 16)(Ryc. 17). Uzyskane wyniki przedstawiono jako deltę średniej 

wartości ciśnienia rozkurczowego, która była różnicą między średnią wartością ciśnienia 

rozkurczowego w czasie reperfuzji, odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie jej trwania, a średnią 

wartością ciśnienia rozkurczowego w czasie stabilizacji (Ryc. 18). 

 

3.3.9. Czas do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca w czasie 

reperfuzji 
 

Moment przywrócenia rytmu serca był początkiem zapisu fizjologicznego (zatokowego). 

Pojedyncze izolowane skurcze lub nawet ich salwy bez następującej po nich odpowiedniej 

czynności serca nie były liczone jako przywrócenie rytmu serca (Ryc. 19). 
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Ryc. 15. Przykładowy pomiar ciśnienia rozkurczowego lewej komory serca (stabilizacja) przy użyciu programu DataTrax2. 
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Ryc. 16. Przykładowy pomiar ciśnienia rozkurczowego lewej komory serca (15 minuta reperfuzji) przy użyciu programu DataTrax2. 
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Ryc. 17. Przykładowy pomiar ciśnienia rozkurczowego lewej komory serca (15 minuta reperfuzji) przy użyciu programu DataTrax2. 
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Ryc. 18. Zasada wyznaczania *”Delty” czyli różnicy między ciśnieniem rozkurczowym w określonym momencie reperfuzji                   

(15., 30. albo 45. minucie), a ciśnieniem rozkurczowym w okresie stabilizacji. 
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Ryc. 19. Przykładowy pomiar czasu do przywrócenia rytmu serca przy użyciu programu DataTrax2. Zielona strzałka - powrót 

fizjologicznego rytmu serca, czerwona strzałka – pojedyncze pobudzenie niebędące dowodem na powrót fizjologicznego rytmu serca. 
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3.3.10. Epizody migotania komór 

 
Za epizody migotania komór uznawano tylko sytuacje, w których serce wymagało interwencji w postaci chwilowego wyłączenia przepływu w 

systemie wraz z jednoczesnym umieszczeniem serca w KHB o temperaturze 4°C, co powodowało przywrócenie właściwego rytmu (Ryc. 20). 

 

 
 

Ryc. 20. Przykładowy zapis epizodu migotania komór oraz przywrócenia fizjologicznego rytmu serca.
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3.4. Badania po zakończeniu doświadczeń 
 
 

3.4.1. Ocena obszaru zawału serca 
 
 
Z powodu różnych rozmiarów serc w celu porównania obszaru zawału mięśnia sercowego 

między poszczególnymi zwierzętami, dla każdego narządu obliczono stosunek obszaru 

martwicy do wielkości całego serca, a wynik wyrażano w procentach. 

 

Wielkości obszaru martwicy oznaczono z wykorzystaniem metody barwienia miokardium za 

pomocą tetrazolium. 

 

Po 45-minutowym okresie reperfuzji serca odłączano od systemu Langendorffa, zawijano 

szczelnie w folię aluminiową oraz umieszczano w zamrażarce o temperaturze -20 °C na około 

10 minut. W dalszej kolejności przy pomocy skalpela, po uprzednim usunięciu koniuszka oraz 

przedsionków wykonywano trzy przekroje poprzeczne komór o grubości około 1 mm 

otrzymując 3 krążki. Następnie fragmenty tkanki umieszczano w roztworze tetrazolium o pH 

7.4 i inkubowano w łaźni o temperaturze 37 °C przez 20 minut [239, 247].  

 

Zawarte w komórkach żywych dehydrogenazy powodowały przejście soli tetrazolium                  

w formazany, co skutkowało wybarwieniem tkanek żywych na czerwono. Obszary mięśnia 

sercowego dotknięte martwicą pozostawały natomiast białe (Ryc. 21). 
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Ryc. 21. Przykładowy skan przekrojów poprzecznych serca wybarwionych z użyciem 

tetrazolium. 

Wybarwione tkanki umieszczano na 10-20 minut w formalinie w celu wyostrzenia oraz 

utrwalenia kolorów, a następnie obustronnie skanowano. Jednakową grubość krążków 

uzyskano poprzez umieszczenie ich pod wcześniej przygotowaną płytką z plexiglasu, 

zaopatrzoną w 1-mm „nóżki”.  

 

Skanowane krążki jako bryła geometryczna są walcem. Zatem do obliczania ich objętości,          

a tym samym objętości miokardium stosuje się wzór na objętość walca: 𝑉	 = 	𝑆	 × 	ℎ, dla 

którego V – objętość, S – pole podstawy, h – wysokość. Pole podstawy walca (S) jest równe ½ 

sumarycznej powierzchni martwicy wyliczonej z obu stron tkanki. Natomiast wysokość walca 

(h), jest tożsama z grubością krążka, która wynosi 1 mm i jest niezmienna dla każdego z 

pomiarów, ponieważ jest identyczna jak wysokość „nóżek” płytki z plexiglasu.   

 

Dla przykładu posługując się jednym z uzyskanych wyników możemy przyjąć, że SN – 

oznaczające pole powierzchni objętej niedokrwieniem jest tożsame z polem powierzchni serca.  

Natomiast SM będące polem powierzchni objętej martwicą dla danego krążka jest obszarem 

zaznaczonym na obrazie na biało i wyliczonym przez program – ImageJ. 

 

SN = pole powierzchni krążków 

SM = sumaryczne pole powierzchni krążków - z górnej i dolnej krążka objętych martwicą 

wyliczone przez program ImageJ 
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Zgodnie z wcześniejszymi założeniami wzór na objętość miokardium przyjmie postać: 

 

𝑉𝑀	 = 	 !"
#
	× 	ℎ = (sumaryczne pole powierzchni krążków (górnej i dolnej części krążka) 

objętych martwicą wyliczone przez program ImageJ)/2 x 1 = pole powierzchni krążków 

objętych martwicą wyliczone przez program ImageJ/2= SM /2 

 

𝑉𝑁	 = 	 !$
#
	× 	ℎ	=	(pole powierzchni krążków)/2 x 1 = pole powierzchni krążków /2= SN  /2 

 

Dla których: VM – to objętość obszaru martwicy dla jednego serca, a VN – objętość obszaru 

objętego niedokrwieniem dla jednego serca. 

 

Z powyższych równań wynika, że obszary martwicy oraz niedokrwienia są dodanymi z obu 

stron polami właściwych im powierzchni podzielonymi przez dwa. 

 

Zeskanowane obrazy oceniano z wykorzystaniem programu komputerowego – ImageJ. W 

pierwszej kolejności z wykorzystaniem funkcji Treshold określano pole powierzchni krążków 

w pixelach (Ryc. 22). Następnie przy użyciu tego samego narzędzia uzyskiwano objęte 

martwicą pole powierzchni krążków (Ryc. 23).  

 

 
 

Ryc. 22. Przykładowy skan pola powierzchni krążków serca wyznaczonego za pomocą 

funkcji Treshold (biały obszar). 
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Ryc. 23. Przykładowy skan pola powierzchni krążków serca objętego martwicą 

wyznaczonego za pomocą funkcji Treshold (biały obszar). 

Wyniki zostały przedstawione jako procentowy stosunek obszaru martwicy do obszaru całego 

serca.  

 
%!
%"
× 100% =	∑ !!#

$
#%&
∑ !"#$
#%&

	× 100%  

 

gdzie: n – liczba krążków, SM – pole powierzchni martwicy skanu, SN – pole powierzchni o 

skanu. 

 

3.4.2. Ocena zawartości białka kaspazy-3 oraz kinazy 3 - 

fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca (Western blot) 
 
 
Koniuszki serc zostały zhomogenizowane w buforze lizującym RIPA zawierającym: 10 mM 

Tris-HCl, pH 7.4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% Triton X-100; 10% glicerol; 

0.1% SDS; 1mM PMSF oraz inhibitory peptydaz (cOmplete™, Protease Inhibitor Cocktail 

tablets, EDTA-free, Roche). Próbki zawierające 10 μg/μl białka całkowitego zostały 

rozdzielone na 8% żelu SDS-poliakryamidowym. Następnie przeprowadzono transfer 

rozdzielonego białka na błonę PVDF (Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit; 

Bio-Rad) za pomocą Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad), po czym błony PVDF 
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inkubowano przez 1 godzinę z króliczymi pierwszorzędowymi poliklonalnymi, przeciwciałami 

przeciwko kaspazie-3 (1:1000, Caspase-3 Antibody - (Pro and Active); Bio-Techne) lub z 

króliczymi pierwszorzędowymi monoklonalnymi, przeciwciałami przeciwko Kinazie 3- 

fosfatydyloinozytolu p85 (1:1000, PI 3-Kinase p85 alpha Antibody (SU04-07); Bio-Techne). 

Następnie prowadzono całonocną inkubację z mysimi anty-króliczymi monoklonalnymi,  

drugorzędowymi przeciwciałami skoniugowanymi z peroksydazą chrzanową (HRP) (1:2000, 

mouse anti-rabbit sc-2357; Santa Cruz Biotechnology) Jako białka referencyjnego użyto 

króliczych poliklonalnych przeciwciał przeciwko β-aktynie (1:1000 dilution, anti-beta Actin 

antibody ab8227; Abcam) oraz mysich anty-króliczych monoklonalnych drugorzędowych 

przeciwciał, skoniugowanych z HRP (1:2000, mouse anti-rabbit sc-2357; Santa Cruz 

Biotechnology). Uzyskane prążki uwidoczniono za pomocą metody kolorymetrycznej za 

pomocą Amplified Opti-4CN Substrate Kit (Bio-Rad) i oceniano ilościowo za pomocą metody 

densytometrii przy użyciu systemów obrazowania ChemiDoc (ChemiDoc ™ MP System, Bio-

Rad). Poziom badanych białek został wyrażony jako stosunek względny w odniesieniu do 

białka referencyjnego β-aktyny [248]. 

 

3.5. Analiza statystyczna  
 
 
Analizę statystyczną przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.3. W 

celu sprawdzenia rozkładu normalnego użyto testu Shapiro-Wilka. Do oceny homogenności 

wariancji zastosowano test Levene’a. W przypadku danych, które cechował rozkład normalny 

we wszystkich porównywanych grupach, wartości w tekście i rycinach zostały przedstawione 

jako średnie analizowanych parametrów oraz ich błędy standardowe (±SE ). Gdy rozkład 

danych przynajmniej jednej z porównywanych grup nie spełniał warunków rozkładu 

normalnego wyniki przedstawiano w postaci mediany z rozstępami międzykwartylowymi i 

rozpiętościami. Celem porównania średnich wartości poszczególnych wskaźników pomiędzy 

grupami zastosowano jedno- i dwuczynnikową analizę wariancji (ANOVA). Dla rozkładów 

innych niż normalne zastosowano odpowiednie testy nieparametryczne (ANOVA Kruskala-

Wallisa z wielokrotnym porównaniem średnich rang, test U Manna-Whitney'a dla porównania 

prób niezależnych oraz ANOVA Friedmana dla prób zależnych). Za wartość poziomu 

istotności statystycznej przyjęto P<0,05.  
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4. Wyniki 
 

4.1. Podstawowe parametry hemodynamiczne 
 
 

4.1.1. Wartość ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w 

czasie stabilizacji 
 
 
Mediany wartości ciśnienia rozkurczowego w czasie stabilizacji dla poszczególnych grup 

wynosiły odpowiednio: K (n=8) 9,0 mmHg, BKO (n=7) 9,4 mmHg, ARG (n=8) 8,7 mmHg, D 

(n=7) 9,5 mmHg, BKO + ARG (n=7) 9,5 mmHg, BKO + D (n=8) 9,9 mmHg, ARG + D (n=8) 

9,9 mmHg, BKO + D + ARG (n=9) 9,2 mmHg. Wartość ciśnienia rozkurczowego podczas 

stabilizacji w grupach badawczych nie różniła się statystycznie istotnie względem grupy 

kontrolnej. Ponadto nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic w tym parametrze 

między poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 24). 

 

 
 

Ryc. 24. Wartość ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w czasie stabilizacji. 
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Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; D – 

diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D – bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. 

 
4.1.2. Czas do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca 

 
 
Mediana czasu do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca podczas reperfuzji w 

poszczególnych grupach wynosiła odpowiednio: K (n=8) 304 sekund, BKO (n=7) 270 sekund, 

ARG (n=8) 147 sekund, D (n=7) 219 sekund, BKO + ARG (n=7) 253 sekund, BKO + D (n=8) 

186 sekund, ARG + D (n=8) 158 sekund, BKO + D + ARG (n=9) 132 sekund. Czas do 

przywrócenia fizjologicznego rytmu serca w grupach badawczych nie różnił się statystycznie 

istotnie względem grupy kontrolnej. Ponadto nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic 

w tym parametrze między poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 25). 
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Ryc. 25. Czas do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca. 

 
Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; D – 

diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D – bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. 
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4.1.3. Średnia wartość ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

w czasie reperfuzji 
 
 
15. minuta reperfuzji 
 
 
 Średnia delta wartości ciśnienia rozkurczowego dla poszczególnych grup w 15. minucie 

reperfuzji wynosiła odpowiednio: K (n=8) 13 ± 3,9 mmHg, BKO (n=7) 10 ± 2,2 mmHg, ARG 

(n=8) 3,6 ± 2,2 mmHg, D (n=7) 7,0 ± 2,7 mmHg, BKO + ARG (n=7) 2,4 ± 1,8 mmHg, BKO 

+ D (n=8) 9,2 ± 1,7 mmHg, ARG + D (n=8) 12 ± 2,5 mmHg, BKO + D + ARG (n=9) 5,6 ± 2,8 

mmHg.  

 

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że średnie delty wartości ciśnienia rozkurczowego 

w 15. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG były niższe niż w K (n=8) 13 ± 

3,9 mmHg. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: D (n=7) 7,0 ± 2,7 

mmHg i BKO + D + ARG (n=9) 5,6 ± 2,8 mmHg (p < 0,01). Nie zaobserwowano statystycznie 

istotnych różnic w tym parametrze między poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 26). 

 

30. minuta reperfuzji 

 

Średnia delta wartości ciśnienia rozkurczowego dla poszczególnych grup w 30. minucie 

reperfuzji wynosiła odpowiednio: K (n=8) 14 ± 3,5 mmHg, BKO (n=7) 11 ± 2,9 mmHg, ARG 

(n=8) 2,2 ± 2,3 mmHg, D (n=7) 4,0 ± 2,2 mmHg, BKO + ARG (n=7) 1,7 ± 2,2 mmHg, BKO 

+ D (n=8) 8,7 ± 2,2 mmHg, ARG + D (n=8) 10 ± 2,3 mmHg, BKO + D + ARG (n=9) 2,7 ± 2,6 

mmHg.  

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że średnie delty wartości ciśnienia rozkurczowego 

w 30. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG były niższe niż w K (n=8) 14 ± 

3,5 mmHg. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: D (n=7) 4,0 ± 2,2 

mmHg i BKO + D + ARG (n=9) 2,7 ± 2,6 mmHg (p < 0,01) (Ryc. 26).  

 

Ponadto wykazano, że średnie delty wartości ciśnienia rozkurczowego w 30. minucie dla grupy 

badawczych ARG oraz BKO + ARG były niższe niż w K (n=8) 14 ± 3,5 mmHg. Różnica 
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osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: ARG (n=8) 2,2 ± 2,3 mmHg i BKO + ARG 

(n=7) 1,7 ± 2,2 mmHg (p < 0,05) (Ryc. 27) (Ryc. 28).  

 

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic średnich delt wartości ciśnienia 

rozkurczowego w 30. minucie pomiędzy poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 29). 

 

45. minuta reperfuzji 

 

Średnia delta wartości ciśnienia rozkurczowego dla poszczególnych grup w 45. minucie 

reperfuzji wynosiła odpowiednio: K (n=8) 15 ± 4,5 mmHg, BKO (n=7) 11 ± 2,9 mmHg, ARG 

(n=8) 8,0 ± 1,4 mmHg, D (n=7) 3,0 ± 2,3 mmHg, BKO + ARG (n=7) 1,3 ± 2,7 mmHg, BKO 

+ D (n=8) 7,2 ± 2,1 mmHg, ARG + D (n=8) 10 ± 2,4 mmHg, BKO + D + ARG (n=9) 1,6 ± 2,7 

mmHg.  

 

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że średnie delty wartości ciśnienia rozkurczowego 

w 45. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG były niższe niż w K (n=8) 15 ± 

4,5 mmHg. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: D (n=7) 3,0 ± 2,3 

mmHg i BKO + D + ARG (n=9) 1,6 ± 2,7 mmHg (p < 0,01) (Ryc. 26). 

 

Ponadto wykazano, że średnie delty wartości ciśnienia rozkurczowego w 45. minucie dla grupy 

badawczych ARG oraz BKO + ARG były niższe niż w K (n=8) 15 ± 4,5 mmHg. Różnica 

osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: ARG (n=8) 8,0 ± 1,4 mmHg i BKO + ARG 

(n=7) 1,3 ± 2,4 mmHg (p < 0,05) (Ryc. 27) (Ryc. 28). 

 

Nie zaobserwowano natomiast statystycznie istotnych różnic średnich delt wartości ciśnienia 

rozkurczowego w 45. minucie pomiędzy poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 29). 
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Ryc. 26. Zmiany średnich delt wartości ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

w 15., 30. oraz 45. minucie reperfuzji. 

 

K – kontrola; D – diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; 

BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym 

odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG 

- bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. ** istotna różnica między 

średnią deltą wartości ciśnienia rozkurczowego podczas podawania w trakcie reperfuzji D 

względem K, **P<0,01;. ## - istotna różnica między średnią deltą wartości ciśnienia 

rozkurczowego podczas jednoczesnego podawania w 15, 30 i 45 minucie reperfuzji BKO + D 

+ ARG względem K, ##P<0,01. 
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Ryc. 27. Zmiany średnich delt wartości ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

w 15., 30. oraz 45. minucie reperfuzji. 

 

K – kontrola; D – diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie. 

* istotna różnica między średnią deltą wartości ciśnienia rozkurczowego podczas podawania w 

trakcie reperfuzji ARG względem K, *P<0,05. 

 

 
 

Ryc. 28. Zmiany średnich delt wartości ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

w 15., 30. oraz 45. minucie reperfuzji. 

K – kontrola; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium. * 

istotna różnica między średnią deltą wartości ciśnienia rozkurczowego podczas jednoczesnego 

podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem K, *P<0,05.
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Ryc. 29. Zmiany średnich delt wartości ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w 15., 30. oraz 45. minucie reperfuzji. 

BKO – bufor o kwasowym odczynie; ARG – L–arginina; D – diphenyliodonium; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; 

BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. 
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4.1.4. Epizody migotania komór 

 

Liczba epizodów migotania komór w poszczególnych grupach wynosiła odpowiednio: K (n=8) 

7, BKO (n=7) 0, ARG (n=8) 0, D (n=8) 0, BKO + ARG (n=7) 1, BKO + D (n=8) 0, ARG + D 

(n=8) 0, BKO + D + ARG (n=9) 0. W związku z niewielką liczbą epizodów nie była możliwa 

analiza statystyczna uzyskanych wyników. 

 

4.2. Podstawowe parametry histologiczne 
 

4.2.1. Obszar zawału serca oceniony metodą histopatologiczną 
 
 
Mediana średniego procentowego obszaru zawału serca dla poszczególnych grup wynosiła 

odpowiednio: K (n=8) 19 %, BKO (n=7) 14 %, ARG (n=8) 13 %, D (n=8) 13 %, BKO + ARG 

(n=7) 10 %, BKO + D (n=8) 11 %, ARG + D (n=8) 11 %, BKO + D + ARG (n=9) 8,7 %.  

 

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że procentowy obszar martwicy serca dla niektórych 

grup badawczych był istotnie niższy niż w grupie kontrolnej. Różnica osiągnęła moc 

statystyczną wynosząc odpowiednio: BKO + D + ARG (n=9) 8,7 % vs K (n=8) 19 % (p < 

0,001), BKO + ARG (n=7) 10 % vs K (n=8) 19 % (p < 0,01), ARG + D (n=8) 11 % vs K (n=8) 

19 % (p < 0,01) (Ryc. 30). 
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Ryc. 30. Obszar martwicy serca (w procentach) dla poszczególnych grup. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; D – 

diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. *** - istotna różnica między 

procentowym obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji 

BKO + D + ARG względem K, *** P<0,001; ** - istotna różnica między procentowym 

obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG 

względem K, ** P<0,01; * - istotna różnica między procentowym obszarem martwicy serca 

podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji ARG + D względem K, * P<0,05. 
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Dodatkowa analiza statystyczna otrzymanych wyników potwierdziła, że procentowy obszar 

martwicy serca dla grup badawczych: BKO + ARG, ARG + D oraz D był istotnie niższy niż w 

K. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: BKO + ARG (n=7) 10 % vs K 

(n=8) 19 % (p < 0,01), ARG + D (n=8) 11 % vs K (n=8) 19 % (p < 0,05), D (n=8) 13 % vs K 

(n=8) 19 % (p < 0,05) (Ryc. 31)(Ryc. 32). 

 

 
 

Ryc. 31. Obszar martwicy serca (w procentach) dla poszczególnych grup. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; D – 

diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; * - istotna różnica 

między procentowym obszarem martwicy serca podczas podawaniu w trakcie reperfuzji 

diphenyliodonium, *P<0,05.  
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Ryc. 32. Obszar martwicy serca (w procentach) dla poszczególnych grup. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium. ** - istotna różnica między 

procentowym obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji 

BKO + ARG względem K, **P<0,01; * - istotna różnica między procentowym obszarem 

martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji ARG + D względem K, 

*P<0,05. 

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic w procentowym obszarze martwicy serca 

między poszczególnymi grupami badawczymi (Ryc. 33). 
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Ryc. 33. Obszar martwicy serca (w procentach) – porównanie między badanymi grupami. 

 
BKO – bufor o kwasowym odczynie; D – diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; 

BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina.
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4.3. Podstawowe parametry biochemiczne  
 

4.3.1. Ocena zawartości kaspazy-3 w koniuszku serca 
 

Mediana stosunku zawartości kaspazy-3 względem białka referencyjnego (β-aktyny) dla 

poszczególnych grup wynosiła odpowiednio: K (n=8) 0,125, BKO (n=7) 0,05, ARG (n=8) 

0,105, D (n=8) 0,06, BKO + ARG (n=7) 0,01, BKO + D (n=8) 0,205, ARG + D (n=8) 0,035, 

BKO + D + ARG (n=8) 0,105.  

 

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że stosunek zawartości kaspazy-3 względem białka 

referencyjnego (β-aktyny) dla niektórych grup badawczych był istotnie niższy niż w grupie 

kontrolnej. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: BKO (n=7) 0,05 vs K 

(n=8) 0,125 (p < 0,01), BKO + ARG (n=7) 0,01 vs K (n=8) 0,125 (p < 0,05) (Ryc. 34)(Ryc. 

35). 

 

 
 

Ryc. 34. Zawartość kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca. 
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Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; D – 

diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; ** - istotna 

różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w 

trakcie reperfuzji BKO względem K lub ARG, **P<0,01. 

 

 
 

Ryc. 35. Zawartość kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca. 

 
Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium. *** - istotna różnica między 

zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji 

BKO + ARG względem BKO + D, ***P<0,001; ** - istotna różnica między zawartością 

kaspazy-3β/-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji ARG + D 

względem BKO + D, **P<0,01; * - istotna różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w 

koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem K, *P<0,05. 
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Ponadto wykazano, że stosunek zawartości kaspazy-3 względem białka referencyjnego (β-

aktyny) dla niektórych grup badawczych był istotnie niższy niż w pozostałych. Różnica 

osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: BKO + ARG (n=7) 0,01 vs BKO + D (n=8) 

0,205 (p < 0,001), ARG + D (n=8) 0,035 vs BKO + D (n=8) 0,205 (p < 0,001), BKO + ARG 

(n=7) 0,01 vs ARG (n=8) 0,105 (p < 0,001), D (n=8) 0,06 vs BKO + D (n=8) 0,205 (p < 0,01), 

BKO (n=7) 0,05 vs ARG (n=8) 0,105 (p < 0,01), BKO (n=7) 0,05 vs BKO + D (n=8) 0,205 (p 

< 0,05), BKO + ARG (n=7) 0,01 vs BKO + D + ARG (n=8) 0,105 (p < 0,05) (Ryc. 34)(Ryc. 

35)(Ryc. 36)(Ryc. 37)(Ryc. 38). 

 

 
 

Ryc. 36. Zawartość kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca. 

 
Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. D – diphenyliodonium; BKO + 

D - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + 

diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–

arginina. *** - istotna różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca 

podczas podawania w trakcie reperfuzji ARG + D względem BKO + D, ***P<0,001; ** - 
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istotna różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca podczas podawania 

w trakcie reperfuzji D względem BKO + D, **P<0,01. 

 

 
 

Ryc. 37. Zawartość kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. BKO – bufor o kwasowym 

odczynie; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium + L–arginina. *** - istotna różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny 

w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem BKO + D, 

*** P<0,001; * - istotna różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca 

podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO względem BKO + D, * P<0,05.  
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Ryc. 38. Zawartość kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. ARG – L–arginina; BKO + ARG 

– bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO 

+ D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina. *** - istotna 

różnica między zawartością kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w 

trakcie reperfuzji BKO + ARG, *** P<0,001; * - istotna różnica między zawartością kaspazy-

3/β-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem 

BKO + D + ARG, * P<0,05. 
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4.3.2. Ocena zawartości kinazy 3 - fosfatydyloinozytolu w koniuszku 

serca 
 

Mediana stosunku zawartości PI3K w koniuszku serca względem białka referencyjnego (β-

aktyny) dla poszczególnych grup wynosił odpowiednio: K (n=8) 0,95, BKO (n=7) 1,17, ARG 

(n=8) 1,16, D (n=8) 1,0, BKO + ARG (n=7) 0,61, BKO + D (n=7) 0,80, ARG + D (n=8) 0,9, 

BKO + D + ARG (n=8) 0,72.  

 

Analiza otrzymanych wyników wykazała, że stosunek zawartości PI3K w koniuszku serca 

względem białka referencyjnego (β-aktyny) dla grupy badawczej BKO + ARG (n=7) 0,61 był 

istotnie niższy niż w K (n=8) 0,95, a różnica osiągnęła moc statystyczną (p< 0,01) (Ryc. 39). 

 

 
 

Ryc. 39. Zawartość PI3K/β-aktyny w koniuszku serca. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; BKO + ARG – 

bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + 
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diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; ** - istotna różnica między 

zawartością PI3K w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG 

względem K lub ARG + D, ** P<0,01. 

Ponadto wykazano, że stosunek zawartości PI3K w koniuszku serca względem białka 

referencyjnego (β-aktyny) dla niektórych grup badawczych był istotnie niższy niż w 

pozostałych. Różnica osiągnęła moc statystyczną wynosząc odpowiednio: BKO (n=7) 1,17 vs 

BKO + ARG (n=7) 0,61 (p < 0,001), BKO + ARG (n=7) 0,61 vs ARG (n=8) 1,16 (p < 0,001), 

BKO + ARG (n=7) 0,61 vs ARG + D (n=8) 0,9 (p < 0,01), BKO + D + ARG (n=8) 0,72 vs 

ARG (n=8) 1,16 (p < 0,05) (Ryc. 39)(Ryc. 40)(Ryc. 41). 

 

 
 

Ryc. 40. Zawartość PI3K/β-aktyny w koniuszku serca. 

 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. BKO – bufor o kwasowym 

odczynie; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o 
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kwasowym odczynie + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium + L–arginina; *** - istotna różnica między zawartością PI3K w koniuszku 

serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem BKO, 

*** P<0,001. 

 

 
 

Ryc. 41. Zawartość PI3K/β-aktyny w koniuszku serca. 

 
Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. ARG – L–arginina; BKO – bufor 

o kwasowym odczynie; BKO + ARG – bufor o kwasowym odczynie + L–arginina; ARG + D 

– L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + 

diphenyliodonium + L–arginina. *** - istotna różnica między zawartością PI3K w koniuszku 

serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG względem ARG, 

*** P<0,001; ** - istotna różnica między zawartością PI3K w koniuszku serca podczas 



 

90 
 

jednoczesnego podawania w trakcie BKO + ARG względem ARG + D, ** P<0,01; * - istotna 

różnica między zawartością PI3K w koniuszku serca podczas jednoczesnego podawania w 

trakcie BKO + D + ARG względem ARG, * P<0,05. 

 
Nie zaobserwowano statystycznie istotnych różnic w stosunku zawartości PI3K w koniuszku 

serca względem białka referencyjnego (β-aktyny) między poszczególnymi grupami 

badawczymi (Ryc. 42). 

 

 
 

Ryc. 42. Zawartość PI3K/β-aktyny w koniuszku serca. 

Wykres pudełkowy przedstawia medianę (linia pozioma), pudełko obejmuje zakres 

międzykwartylowy oraz rozpiętość wąsów od kwartyli do wartości minimalnej i 

maksymalnej z zaznaczonymi poszczególnymi pomiarami. K – kontrola; BKO – bufor o 

kwasowym odczynie; ARG – L–arginina; D – diphenyliodonium; BKO + D - bufor o 

kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO 

+ D + ARG - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina.
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Tab.  2. Wyniki. 

 
Legenda: K – kontrola; D – diphenyliodonium; ARG – L–arginina; BKO – bufor o kwasowym odczynie; BKO + ARG – bufor o kwasowym 

odczynie + L–arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium; ARG + D – L-arginina + diphenyliodonium; BKO + D + 

ARG - bufor o kwasowym odczynie + diphenyliodonium + L–arginina; CS – mediana wartości ciśnienia rozkurczowego w lewej komorze serca 

w czasie stabilizacji; TR – mediana czasu do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca; CR15min/30min/45min - średnia wartość ciśnienia 

rozkurczowego w lewej komorze serca odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie reperfuzji; M – mediana obszaru zawału serca ocenionego metodą 

histopatologiczną; MK – epizody migotania komór; K/β – mediana zawartości kaspazy-3/β-aktyny w koniuszku serca; PI3K/β – mediana 

zawartości PI3K/β-aktyny w koniuszku serca.  

 CS/[mmHg] TR/[sek.] CR15min/[mmHg] CR30min/[mmHg] CR45min/[mmHg] MK M/[%] K/β PI3K/β 
K 9,0 304 13 14 15 7 19 0,125 0,95 

BKO 9,4 270 10 11 11 0 14 0,05 1,17 
ARG 8,7 147 3,6 2,2 1,4 0 13 0,105 1,16 

D 9,5 219 7,0 4,0 3 0 13 0,06 1,0 
BKO + 
ARG 

9,5 253 2,4 1,7 1,3 1 10 0,01 0,61 

BKO + 
D 

9,9 186 9,2 8,7 7,2 0 11 0,205 0,8 

ARG + 
D 

9,9 158 12 10 10 0 11 0,035 0,9 

BKO + 
D + 

ARG 

9,2 132 5,6 2,7 1,6 0 8,7 0,105 0,72 



 

92 
 

4. Dyskusja i omówienie wyników 
 
 
 

5.1.  Wpływ substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich 

kombinacji) na czas do przywrócenia fizjologicznego rytmu serca oraz 

na deltę wartości ciśnienia rozkurczowego  
 
Dowieńcowe podanie substancji, które w założeniu mają działać kardioprotekcyjnie, czyli L-

argininy, diphenyliodonium, buforu o kwasowym odczynie (BKO) oraz ich kombinacji nie 

miało istotnego wpływu na skrócenie czasu do powrotu fizjologicznego rytmu serca (Ryc. 25), 

niemniej jednak niektóre z tych substancji – diphenyliodonium, kombinacja BKO, L-argininy 

i diphenyliodonium (3 substancje), L-arginina oraz kombinacja L-argininy z BKO (2 

substancje) zmniejszały „delty” wartości ciśnienia rozkurczowego w czasie reperfuzji (w 30. 

minucie oraz w 45. minucie zależność była istotna statystycznie dla wszystkich wspomnianych 

wyżej substancji oraz ich kombinacji (Ryc. 26, Ryc. 27, Ryc. 28), natomiast w 15. minucie 

reperfuzji zależność była istotna statystycznie jedynie dla diphenyliodonium oraz kombinacji 

BKO, L-argininy i diphenyliodonium) (Ryc. 26). Redukcja parametru „delty” wartości 

ciśnienia rozkurczowego pośrednio świadczy o zmniejszeniu zjawiska przykurczu 

poreperfuzyjnego (omawianego szerzej w rozdziale 1.3.1.), co świadczyłoby o potencjalnie 

korzystnym wpływie wspomnianych substancji na serce podczas zawału. Powyższy korzystny 

wpływ można wyjaśnić w ten sposób, że BKO zmniejsza pH wewnątrz komórki, a kwaśny 

odczyn w cytozolu kardiomiocytów promuje mechanizmy zapobiegające przykurczowi 

miofibryli [22, 64, 65, 249, 250]. Diphenyliodonium z kolei hamuje produkcję wolnych 

rodników tlenowych (ROS), które działają niekorzystnie również indukując wzrost aktywności 

receptora rianodynowego prowadzący do przeładowania kardiomiocytów jonami wapnia 

podczas reperfuzji, a w konsekwencji – wzmożenia przykurczu poreperfuzyjnego [251]. L-

arginina promuje powstawanie tlenku azotu (NO), który zwiększa przepływ krwi przez 

kardiomiocyty i stabilizuje ich środowisko, ograniczając m.in. obrzęk tkankowy oraz opór w 

krążeniu wieńcowym [216, 217, 218, 219, 220, 221, 238]. 
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5.2.  Wpływ substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich 

kombinacji) na obszar martwicy serca w modelu Langendorffa 

 
Wykazano, że dowieńcowe podanie diphenyliodonium, kombinacji diphenyliodonium i L-

argininy, kombinacji BKO i argininy oraz kombinacji trzech substancji – diphenyliodoniu, 

BKO i L-argininy zmniejszało obszar martwicy serca w modelu Langendorffa co najmniej o 

jedną trzecią (Ryc. 30, Ryc. 31, Ryc. 32). Zmniejszenie obszaru martwicy jest w pewnym 

stopniu konsekwencją zmniejszenia „delty” wartości ciśnienia rozkurczowego, czyli zjawiska 

przykurczu poreperfuzyjnego, jednak nie jest to jedyne wyjaśnienie. Tlenek azotu (NO), 

którego donorem jest L-arginina w sposób plejotropowy przyczynia się do ochrony 

kardmiomiocytów – z jednej strony ogranicza opór naczyń wieńcowych oraz obrzęk tkankowy 

(o czym wyżej wspomniano), z drugiej strony zmniejsza niekorzystne zjawisko no-reflow 

poprzez hamowanie agregacji płytek krwi, adhezji leukocytów oraz zahamowanie proliferacji 

mięśni gładkich [252]. Z kolei wolne rodniki tlenowe (których produkcja jest hamowana przez 

diphenyliodonium) prowadzą do postępującego uszkodzenia mięśnia sercowego w różnych 

mechanizmach (modyfikacja przepuszczalności błony komórkowej, modyfikacja białek, 

zwiększenie przeładowania wapniem w cytozolu oraz uruchomienie szlaków śmierci komórki) 

[22, 39, 253]. Ważną kwestią objaśniającą protekcyjny wpływ różnych substancji (również 

substancji wykorzystanych w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy) jest ich 

interferencja z mechanizmami śmierci komórki – przede wszystkim apoptozy oraz nekrozy. W 

mechanizmie nekrozy istotną rolę odgrywa zjawisko otwarcia mitochondrialnych kanałów 

mPTP (opisanych we Wstępie, w podrozdziale 1.3.6), a zarówno przeładowanie jonami wapnia 

oraz wzrost produkcji ROS sprzyjają otwarciu tych kanałów [254]. W mechanizmie apoptozy 

kluczową rolę odgrywają białka kaspazy, w tym kaspaza 3, badana w niniejszej pracy.  
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5.3.  Wpływ substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich 

kombinacji) na poziom białka kaspazy 3 oraz kinazy 3-

fosfatydyloinozytydu w koniuszku serca 
 

Wykazano, że dodanie BKO oraz kombinacji BKO i L-argininy do roztworu Krebsa-Henseleita 

spowodowało spadek poziomu białka kaspazy-3 oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu p85 w 

koniuszku serca (badania wykonano metodą Western blot, wyniki zilustrowano na Ryc. 34, 

Ryc. 35, Ryc. 36, Ryc. 37, Ryc. 38, Ryc. 39, Ryc. 40, Ryc. 41, Ryc. 42. Zastosowanie 

dodatkowych substancji (BKO oraz kombinacji buforu o kwaśnym odczynie z L-argininą) w 

buforze Krebsa-Henseleita w modelu zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu 

Langendorffa powoduje zmniejszenie zawartości białka kaspazy-3 (markera apoptozy), 

natomiast istotną zmianę (zmniejszenie) poziomu podjednostki p85 kinazy 3-

fosfatydyloinozytydu (PI3K, będącego czynnikiem protekcyjnym) w koniuszku serca 

względem kontroli wywołało jedynie podanie kombinacji BKO oraz L-argininy. Kaspaza-3 

odpowiada za pobudzenie działania białek prowadzących do rozpadu cytoszkieletu, błony 

cytoplazmatycznej oraz fragmentację DNA jądra komórkowego, co jest charakterystyczne dla 

apoptozy [97, 98, 99].  O ile spadek zawartości białka kaspazy-3 nie jest zaskakujący i świadczy 

o zmniejszeniu procesów apoptotycznych po podaniu wspomnianych substancji działających 

protekcyjnie, o tyle zmiany w poziomie białka PI3K między różnymi grupami zwierząt są 

bardziej intrygujące. PI3K wraz z kinazami aktywowanymi mitogenami (MAPK, Mitogen 

Activated Protein Kinase) jest składową szlaku kinaz ratujących przed uszkodzeniem 

reperfuzyjnym (RISK, Reperfusion Injury Salvage Kinase) jednego z głównych szlaków o 

działaniu kardioprotekcyjnym w przypadku hartowania przez niedokrwienie (IPC, Ischemic 

Preconditiong) [255, 256, 257]. IPC to krótkie cykle naprzemiennej reperfuzji oraz ponownej 

okluzji naczynia podczas przywracania ukrwienia uprzednio niedokrwionego narządu [258, 

259]. Protekcyjny wpływ takiego postępowania nie tylko na serce, ale też na inne organy został 

szeroko przebadany i udowodniony, zarówno na modelach zwierzęcych jak i w przypadku 

organizmu człowieka [260, 261, 262, 263, 264, 265, 266]. Aktywacja PI3K oraz MAPK jest 

również odpowiedzialna za przekaźnictwo w innych sytuacjach np. podawania leków o 

działaniu kardioprotekcyjnym. Pełni rolę uniwersalnego przekaźnika w zakresie zapobiegania 

IRI w czasie pierwszych kilku minut reperfuzji [51, 260, 267]. Udowodniono, że kwaśne 

mikrośrodowisko może aktywować szlak sygnałowy PI3K/Akt i znacznie zwiększać 

fosforylację Akt [268]. Po stymulacji czynnikami takimi jak niedotlenienie i kwaśne 
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środowisko, podjednostka regulatorowa p85 PI3K zwalnia hamowanie katalitycznej 

podjednostki p110, a konformacja przestrzenna dimeru PI3K ulega zmianie, co prowadzi do jej 

aktywacji sprzyjając tym samym powstawaniu 3,4,5 -trifosforanu fosfatydyloinozytolu na 

błonie PI3K. Białka sygnalizacyjne są następnie rekrutowane do regulowania różnych 

aktywności wewnątrzkomórkowych, takich jak przeżycie komórek, proliferacja i różnicowanie 

[269]. Warto w tym momencie zaznaczyć, że poziom podjednostki p85 białka PI3K okazał się 

być istotnie wyższy w grupie zwierząt, którym do KHB podano BKO albo L-argininę (choć 

różnica nie była istotna statystycznie). Może to świadczyć o tym, że wspomniane substancje 

również zwiększają poziom kardioprotekcyjnego szlaku PI3K. Z drugiej strony zastosowanie 

kombinacji tych substancji powodowało spadek poziomu podjednostki p85 białka PI3K w 

stosunku do kontroli, zmiana ta była istotna statystycznie. Analogicznie, zastosowanie 

kombinacji L-argininy z BKO powoduje istotny spadek poziomu p85 PI3K w tkance serca w 

porównaniu z dodatkiem samego BKO lub samej L-argininy do buforu Krebsa Henseleita (Ryc. 

42). Powyższe wyniki mogą świadczyć o antagonistycznym wpływie L-argininy oraz BKO, 

gdyż tlenek azotu uwalniany z L-argininy, powodując rozszerzenie naczyń krwionośnych i 

wzrost przepływu niweluje protekcyjne działanie BKO na kardiomiocyt [216, 217, 218, 219, 

220, 221, 238]. Mechanizm ten nie tłumaczy jednak, dlaczego zastosowanie kombinacji L-

argininy oraz BKO nie tylko niweluje, ale wręcz istotnie obniża poziom PI3K. Kwestia ta 

wymaga dalszych inwestygacji.    
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6. Wnioski 
 
 

1. Zastosowanie dodatkowych substancji – diphenyliodonium oraz kombinacji buforu o 

kwasowym odczynie, L-argininy i diphenyliodonium w buforze Krebsa-Henseleita w 

modelu zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie 

zmniejszało parametr delty ciśnienia rozkurczowego (świadczący o sile przykurczu 

reperfuzyjnego) w 15., 30. i 45. minucie reperfuzji. Ponadto zastosowanie dodatku L-

argininy oraz kombinacji L-argininy i buforu o kwasowym odczynie w tym modelu 

istotnie zmniejszało parametr delty ciśnienia rozkurczowego w 30. i 45. minucie 

reperfuzji.  

 

2. Zastosowanie dodatkowych substancji – diphenyliodonium oraz następujących 

kombinacji: 3 substancji (buforu o kwasowym odczynie, L-argininy i 

diphenyliodonium), 2 substancji (L-argininy i diphenyliodonium) oraz innych 2 

substancji (buforu o kwasowym odczynie i L-argininy) w buforze Krebsa-Henseleita w 

modelu zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie 

zmniejsza obszar martwicy serca. 

 

3. Zastosowanie dodatkowych substancji (bufor o kwasowym odczynie oraz kombinacji 

bufor o kwasowym odczynie z L-argininą) w buforze Krebsa-Henseleita w modelu 

zawału serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa powoduje zmniejszenie 

zawartości białka kaspazy-3 (markera apoptozy) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu 

p85 (czynnika protekcyjnego) w koniuszku serca. 
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7. Podsumowanie i perspektywy 
 

 

Przeprowadzone badania potwierdziły kardioprotekcyjny wpływ podania w czasie reperfuzji 

buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Jednoczesne 

łączenie substancji np. dowieńcowe podanie diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze o 

kwasowym odczynie wiązało się z istotnym statystycznie obniżeniem delty ciśnienia 

rozkurczowego w lewej komorze serca oraz procentowego obszaru zawału serca względem 

grupy kontrolnej. Dokładny mechanizm działania tych substancji oraz możliwość 

wykorzystania tych mechanizmów wymaga dalszych badań. 
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8. Ograniczenia badania 
 
 
 
Podstawowym ograniczeniem przeprowadzonego badania było zastosowanie systemu 

Langendorffa utrzymującego serce przy życiu w warunkach in vitro. W związku ze specyfiką 

doświadczeń nie było możliwe wykorzystanie zbliżonego do warunków klinicznych modelu 

zawału serca opartego na podwiązaniu lewej tętnicy zstępującej przedniej in vivo. Użycie 

modelu Langendorffa wiązało się z brakiem wpływu układów współtworzących organizm 

zwierzęcia w warunkach fizjologicznych na czynność serca, a więc układu autonomicznego, 

hormonalnego, elementów morfotycznych oraz stanu zapalnego [233, 270]. Tym samym efekt 

działania niektórych mechanizmów IRI, które w warunkach klinicznych pełnią istotną rolę był 

ograniczony. Nie było również możliwości, aby obserwować czynność serca przez dłuższy czas 

po zakończeniu reperfuzji, co uniemożliwiało ocenę długofalowych skutków działania 

podawanych w eksperymencie substancji – taka obserwacja możliwa jest jedynie w modelach 

in vivo [227, 228].  

 

Niewielka liczba epizodów migotania komór w poszczególnych grupach spowodowała, że nie 

była możliwa analiza statystyczna uzyskanych wyników.  
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