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Wykaz stosowanych skrotow w jezyku 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 zwigzane z
zagrozeniem/uszkodzeniem;

EDHF - Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor - czynnik hiperpolaryzujacy
pochodzenia $rodblonkowego;

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - test immunoenzymatyczny/
immunoenzymosorpcyjny;

GJ - Gap Junctions - ztacza szczelinowe;

HMGBI - High Mobility Group Box 1 protein - biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej
1;

ICAM - Intercellular Adhesion Molecule - czasteczka adhezji migdzykomodrkowe;;

IL-6 - Interleukin 6 - interleukina — 6;

IMM - Inner Mitochondrial Membrane - wewnetrzna btona 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 I - biatko chemotaktyczne monocytow 1;
mPTP - mitochondrial Permeabillity Transition Pores — megakanaly mitochondrialne;
MyD88 - Myeloid Differentiation Primary Response Gene 88;

NCE - 2Na*/Ca* Exchanger - wymiennik 2Na*/Ca*";

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 - przezskorna angioplastyka wiencowa;

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

RI - Reperfusion Injury - uszkodzenie poreperfuzyjne;

RISK - Reperfusion Injury Salvage Kinase - kinaza ratujagca przed uszkodzeniem
reperfuzyjnym;

TLRO - Toll - Like Receptor 9 - Receptor Toll-podobny 9,

TGF-B - Transforming Growth Factor beta - transformujacy czynnik wzrostu beta;

TNF-a - Tumor - Necrosis Factor alfa - czynnik martwicy nowotwordw alfa.
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Streszczenie w jezyku polskim

Wstep

Przyczyna ostrych zespolow wiencowych sa najczgsciej istotne zmiany miazdzycowe
zawgzajace, a czasem wrecz zamykajace naczynie wiencowe, stad w ich leczeniu stosuje si¢
zabieg angioplastyki wiencowe]j polegajacy na przywroceniu drozno$ci takiego naczynia.
Nagte przywrocenie przeptywu krwi do obszaru niedokrwionego jest przyczyna uszkodzenia
poreperfuzyjnego, ktére odpowiada za zwigkszenie ostatecznych rozmiaréw zawalu serca oraz

wzrost ryzyka zagrazajacych zyciu zaburzen rytmu serca.
Zalozenia pracy

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi uszkodzenia poreperfuzyjnego sa:
przykurcz reperfuzyjny, przetrwate otwarcie megakanatéw mitochondrialnych, stres
oksydacyjny, stan zapalny oraz zjawisko no-reflow. Nie mozna doktadnie okresli¢, ktory z nich
dominuje, najprawdopodobniej wspotwystepuja one ze soba. Hipoteza zaklada, ze tylko
interwencja, ktéra jednoczesnie ingeruje w rozne szlaki uszkodzenia poreperfuzyjnego moze
okaza¢ si¢ skuteczna w zmniejszaniu koncowego obszaru zawalu serca oraz ograniczeniu

czestosci wystepowania epizodéw migotania komor serca.
Cel pracy

Glownym celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie czy dowiencowe podanie
diphenyliodonium, L—argininy, buforu o kwasowym odczynie oraz ich kombinacji zmniejsza
prawdopodobienstwo migotania komor serca oraz wptywa korzystnie na rozlegto$¢ obszaru

martwicCy serca u SzZczurow.
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Metodyka

Do$wiadczenia przeprowadzono na sercach szczurzych w warunkach in vitro.

Szescédziesigt siedem 12-tygodniowych samcéw szczurow Sprague-Dawley (SPRD/Clzd)
podzielono na osiem grup. Po podlaczeniu serca do systemu Langendorffa we wszystkich
grupach pierwsze 10 minut doswiadczenia stanowito okres stabilizacji (przygotowania).
Nastepnie przeptyw buforu w systemie byl wylaczany na czas 15 minut co skutkowalo
catkowitym niedokrwieniem mig¢$nia sercowego. W czasie pierwszych trzech minut reperfuz;ji
bufor byt podawany za posrednictwem oddzielnego doj$cia, a na kolejne 42 minuty powracano

do pierwotnego zrédta buforu.

W grupie pierwszej podczas reperfuzji podano bufor Krebsa-Henseleita niepoddany zadnym
modyfikacjom (grupa kontrolna). Sktad buforu w grupach 2, 6, 7, 8 zostal zmodyfikowany
poprzez dodanie diphenyliodonium (20 umol/l), w grupach 3, 5, 7, 8 uzyta zostala L—arginina
(3mmol/l), a w grupach 4, 5, 6, 8 podczas reperfuzji wykorzystano bufor o kwasowym odczynie

—pH 6,8.

Ocenie podlegaty nastgpujace parametry:

e S$rednia warto$¢ cisnienia rozkurczowego w lewej komorze serca podczas stabilizacji;

e czas od poczatku reperfuzji do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca;

e S$rednia warto$¢ ci$nienia rozkurczowego w lewej komorze serca w czasie reperfuzji
odpowiednio w 15., 30. oraz 45. minucie jej trwania;

¢ liczba epizodéw migotania komor;

e wyrazony w procentach stosunek powierzchni objetej zawatem do catego obszaru serca;

e zawarto$¢ biatka - kaspazy-3 w koniuszku serca (Western blot);

e zawarto$¢ biatka - kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca (Western blot);
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Wyniki:

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w wartosciach ci$nienia rozkurczowego w

lewej komorze serca podczas stabilizacji mi¢dzy poszczeg6lnymi grupami;

Nie wykonano poréwnawczej analizy statystycznej liczby epizodow migotania komor
serca pomiedzy poszczegdlnymi grupami badawczymi a grupa kontrolng z uwagi na

zbyt malg liczbe epizodow migotania komor.

Sredni czas do przywrécenia fizjologicznego rytmu serca w grupach badawczych nie
r6znil si¢ statystycznie istotnie wzgledem grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano
réwniez statystycznie istotnych réznic dla tego parametru pomiedzy poszczegdlnymi

grupami badawczymi;

Srednie ,,delty”, czyli roznice miedzy warto$ciami ci$nienia rozkurczowego w danym
momencie reperfuzji (w 15., 30. oraz w 45. minucie) a warto$cig ci$nienia
rozkurczowego w fazie przygotowania (stabilizacji) grup badawczych D oraz BKO + D
+ ARG byly istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej. Ponadto $rednie delty wartosci
ci$nienia rozkurczowego w 30. i 45. reperfuz;ji dla grup badawczych ARG oraz BKO +

ARG byly istotnie nizsze niz w grupie kontrolne;j.

Sredni procentowy obszar martwicy serca dla grup badawczych: D, BKO + ARG, ARG
+ D 1 BKO + D + ARG byt istotnie nizszy niz w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano
statystycznie istotnych réznic w $rednim procentowym obszarze martwicy serca mi¢dzy

poszczegodlnymi grupami badawczymi.

Sredni stosunek zawartosci biatka kaspazy-3 w koniuszku serca wzgledem biatka
referencyjnego (B-aktyny) dla grup badawczych: BKO i BKO + ARG byt istotnie nizszy
niz w grupie kontrolnej. Ponadto wykazano, Ze §redni stosunek zawartosci kaspazy-3
wzgledem biatka referencyjnego (B-aktyny) dla niektorych grup badawczych byt
istotnie nizszy niz dla pozostatych: 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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o Sredni stosunek zawartoéci biatka kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca
wzgledem biatka referencyjnego (B-aktyny) dla grupy badawczej BKO + ARG byt
istotnie nizszy niz w grupie kontrolnej. Ponadto wykazano, Ze S$redni stosunek
zawartosci kinazy 3-fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca wzgledem biatka
referencyjnego (B-aktyny) dla niektorych grup badawczych byt istotnie nizszy niz w
pozostatych: BKO + ARG vs ARG, BKO + ARG vs BKO, BKO + ARG vs ARG + D,
BKO + D + ARG vs ARG.

Whioski:

1. Zastosowanie dodatkowych substancji — diphenyliodonium oraz kombinacji buforu o
kwasowym odczynie, L-argininy i diphenyliodonium w buforze Krebsa-Henseleita w
modelu zawatlu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie
zmniejsza parametr ,,delty” ci$nienia rozkurczowego ($wiadczacy o sile przykurczu
reperfuzyjnego) w 15., 30. 1 45. minucie reperfuzji. Ponadto zastosowanie dodatku L-
argininy oraz kombinacji L-argininy i buforu o kwasowym odczynie w tym modelu
istotnie zmniejsza parametr delty cis$nienia rozkurczowego w 30. i 45. minucie

reperfuzji.

2. Zastosowanie dodatkowych substancji — diphenyliodonium oraz nastgpujacych
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 zawatlu 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-argining) w buforze Krebsa-Henseleita w modelu
zawalu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa powoduje zmniejszenie
zawartosci biatka kaspazy-3 (markera apoptozy) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu

p85 (czynnika protekcyjnego) w koniuszku serca.
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Podsumowanie

Wyniki badan potwierdzajg kardioprotekcyjny wptyw zastosowania w czasie reperfuzji buforu
o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Jednoczesne dowiencowe
podanie diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze o kwasowym odczynie wigzato si¢ z
istotnym statystycznie obnizeniem ,,delty” ci$nienia rozkurczowego w lewej komorze serca
oraz procentowego obszaru zawatu serca wzgledem grupy kontrolnej. Doktadne mechanizmy
dziatania wymienionych substancji oraz mozliwosci ich zastosowania celem ograniczenia

uszkodzenia poreperfuzyjnego wymagaja dalszych badan.
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Streszczenie w jezyku 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
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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 pmol/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:

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

e time from the beginning of reperfusion to the restoration of the physiological rhythm of
the heart;

e diastolic pressure in the left ventricle during reperfusion in the 15th, 30th and 45th
minute of its duration, respectively;

e number of ventricular fibrillation episodes;

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

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

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

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

ventricle during stabilization between the groups.

e 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.

e 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.

e 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.

e 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.

e The average ratio of caspase-3 protein content in the apex of the heart to the reference
protein (B-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 (B-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.

e The average ratio of the phosphatidylinositol 3-kinase protein content in the apex of the
heart to the reference protein ((-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 (-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.

21



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.Wstep

1.1. Wprowadzenie

Zawal serca wigze si¢ z nieodwracalnym uszkodzeniem kardiomiocytéw z powodu ich
przedtuzonego niedotlenienia, a nastgpnie martwicy. Zawal serca z uniesieniem odcinka ST to
zespot kliniczny wywolany zamknigciem lub krytycznym zwezeniem naczynia wiencowego.
Prowadzi do odcinkowe] martwicy migsnia sercowego oraz uwolnienia swoistych markerow

uszkodzenia komoérek miokardium [1].

W leczeniu ostrych zespoléw wiencowych z uniesieniem odcinka ST stosowany jest zabieg
angioplastyki wiencowej polegajacy na otwarciu uprzednio niedroznego naczynia.
Zaobserwowano, ze nagte przywrdcenie przepltywu krwi do obszaru wczeéniej niedokrwionego
jest przyczyna uszkodzenia poreperfuzyjnego (IR, Ischemia - Reperfusion Injury - uszkodzenie
niedokrwienno - reperfuzyjne), ktore moze odpowiada¢ nawet za 50% ostatecznej wielkosci

zawalu serca oraz za wzrost ryzyka groznych zaburzen rytmu serca [1, 2, 3].

Wielko$¢ obszaru objetego zawatem nalezy do gléwnych czynnikow ryzyka zgonu
oraz prawdopodobiefnstwa wystapienia w przysztosci niewydolnosci serca [1]. W $wietle
aktualnych mozliwosci terapeutycznych najistotniejszym jest niezwloczne wykonanie
angioplastyki wiencowej oraz maksymalne ograniczenie IRI [4]. Trwaja liczne badania

przedkliniczne obejmujace swoja tematyka potencjalne metody ograniczania IRI.

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi IRI sg: przykurcz reperfuzyjny, przetrwale
otwarcie kanatow mPTP (mPTP, mitochondrial Permeabillity Transition Pores) bezposrednio
skutkujace $miercia komoérki w mechanizmie apoptozy, stres oksydacyjny (ROS, Reactive
Oxygen Species), stan zapalny oraz zjawisko no-reflow (NRP, No Reflow Phenomenon)
definiowane jako brak powrotu przeptywu krwi przez naczynia mikrokrazenia po udroznieniu
poprzednio zamknigtej tetnicy wiencowej. Na podstawie dotychczasowych badan nie mozna
doktadnie okresli¢, ktéry mechanizm dominuje, gdyz najprawdopodobniej wspotwystepuja one

ze soba [2,5].
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Przeprowadzono liczne badania zar6wno dos$wiadczalne, jak i kliniczne polegajace na
podawaniu w czasie reperfuzji réznego rodzaju substancji celem ograniczenia IRI. W
wigkszosci przypadkow zastosowane zwigzki wpltywaly tylko na jeden z mechanizmow
prowadzacych do IRI. Wérdd stosowanych substancji byty: antagonisty kanalu-wapniowego,
antyoksydanty, substancje o dziataniu 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 sg jednoznaczne.

1.2. Zawal serca

Choroba niedokrwienna serca jest jedna z najczgstszych przyczyn zgondéw w krajach
rozwini¢tych, pomimo spadku $miertelnosci w wyniku ostrego zawatu serca [16, 17, 18, 19].
Podstawowa przyczyna niedokrwienia kardiomiocytéw jest zamknigcie lub krytyczne
zwezenie naczynia wiencowego spowodowane zakrzepem powstalym w jego swietle w wyniku
peknigcia blaszki miazdzycowej [20, 21]. Proces martwicy ma swdj poczatek w warstwie
podwsierdziowej oraz postepuje wraz z czasem trwania niedokrwienia w kierunku nasierdzia.
W obrebie tkanki objetej zawatem mozna wyr6zni¢ kardiomiocyty ulegajace nekrozie (strefa

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

Nagte pozbawienie kardiomiocytow tlenu oraz sktadnikow odzywczych skutkuje serig zmian
biochemicznych i metabolicznych w obrgbie miokardium. W warunkach braku tlenu
zatrzymana zostaje fosforylacja oksydacyjna, co prowadzi do depolaryzacji btony
mitochondrialnej, wyczerpania zapaséw adenozyno-5'-trifosforanu (ATP, Adenosine
Triphosphate) 1 zahamowania kurczliwo$ci migsnia sercowego. Rozpad pozostatego w
komoérce ATP dodatkowo nasila ten proces. Jest to spowodowane odwréconym dziataniem
ATPazy F1F0, ktérej celem jest utrzymanie wlasciwego potencjatu btonowego w obrebie
mitochondrium. Dochodzi do hydrolizy dostgpnego ATP oraz wzrostu ste¢zenia
nieorganicznego fosforanu. W warunkach niedotlenienia metabolizm komoérkowy jest oparty
na glikolizie beztlenowej, co skutkuje nagromadzeniem mleczanéw, ktére obnizaja
wewnatrzkomoérkowe pH do warto$ci < 7.0. Akumulacja protonéw aktywuje wymiennik
Na'/H" (NHE, Na*/H* Exchanger), ktory usuwa z komorki protony i powoduje naptyw jonow
sodu do wnetrza komorki. Niedobor ATP w czasie niedokrwienia zatrzymuje dziatanie ATPazy
3Na/2K", a w celu przywrocenia fizjologicznego pH uaktywnia si¢ kotransporter Na*/HCO3-

nasilajac napltyw jonéw sodu (oraz anionéw wodoroweglanowych) do komoérki. W odpowiedzi

24



na ten stan dochodzi do odwrdcenia kierunku pracy wymiennika 2Na*/Ca?" (NCE, 2Na"*/Ca**
Exchanger), co ma na celu usunigcie nadmiaru jondw sodu z komoérki. Ubocznym skutkiem
tych zmian jest rOwniez nagromadzenie duzej ilo$ci jondw wapnia wewnatrz komorki (Ryc. 1).
W czasie reperfuzji opisana powyzej sytuacja ulega odwroceniu [22, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35]
(Ryc. 2).

niedokrwienie

glikoliza beztlenowa= pH<7.0

Na*t
Ca2+

(1) o)

Na* gradient @
mV

HCO3 v
+ NCE tryb "odwrdcony"
Antyport 2Na*/ca%*

H

Ryec. 1. Zmiany ré6wnowagi jonowej komorki podczas niedokrwienia.

Etap (1) — naptyw jonow sodu do komorki, Etap (2) — naptyw jonéw wapnia do komorki.
Elementy: A - wymiennik Na*/H*, (2) B - symport Na*/HCO3", C — antyport 2Na*/Ca?*. Spadek
gradientu sodowego, a co za tym idzie cze¢$ciowa depolaryzacja btony komoérkowej prowadzi
do przejscia wymiennika 2Na‘/Ca?" (NCE) w ,odwrocony” tryb pracy sprzyjajacy

magazynowaniu wewnatrz komoérki jonow wapnia.
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reperfuzja

Na+ Ca2+

(1) . (2)

K+

Nt Na* gradient @
a

\'}
NCE tryb"prawidtowy"

Ryec. 2. Zmiana rownowagi jonowej komorki w czasie reperfuzji.

Przywrocenie dostepu do ATP powoduje usunigciem z komorki nadmiaru jonow sodu na
skutek dziatania (1) ATPazy 3Na*/2K". Przywrocenie gradientu sodowego, a co za tym idzie
czg¢sciowa repolaryzacja btony komorkowej prowadzi do nakierowania (2) wymiennika
2Na'/Ca?" (NCE) w ,fizjologiczny” tryb pracy sprzyjajacy usuwaniu na zewngtrz komorki
jonow wapnia. ATP = adenosine triphosphate; NCE = Na'/H" exchanger.
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1.3. Mechanizmy uszkodzenia poreperfuzyjnego

oraz farmakologiczne metody ich ograniczania

Jedynym sposobem ochrony komoérek miokardium przed $§miercig w wyniku niedokrwienia jest
mozliwie szybka reperfuzja, czyli przywrocenie przeptywu krwi. Paradoksalnie gwaltowne
przywrocenie przeptywu w obrebie uprzednio niedroznego naczynia wiencowego nasila
uszkodzenie niedokrwienne (RI, Reperfusion Injury - uszkodzenie poreperfuzyjne). Ponadto
moze odpowiada¢ nawet za 50% ostatecznej wielko$ci zawalu oraz zwigksza ryzyko groznych
zaburzen rytmu serca [3, 36, 37, 38]. RI skutkuje réwniez oghluszeniem kardiomiocytéw,
rozumianym jako brak kurczliwos$ci w obrebie zywych kardiomiocytow przy utrzymaniu
wlasciwego przeplywu wiencowego [39, 40, 41]. Ogluszenie ma zwigzek ze szkodliwym
wpltywem stresu oksydacyjnego wraz z towarzyszacym przetadowaniem komorki jonami
wapnia [41, 42, 43, 44]. Powr6t do prawidtowej funkcji wymaga kilku dniu lub tygodni. Pod

tym wzgledem najistotniejsze sg pierwsze minuty reperfuzji [45, 46, 47, 48].

Reperfuzja daje poczatek licznym procesom uposledzajacym prawidlowe funkcjonowanie

kardiomiocytow:

1.3.1. Przykurcz reperfuzyjny

W pierwszych minutach reperfuzji kardiomiocyty ulegaja uszkodzeniu w glownej mierze w
wyniku postepujacego przykurczu [49, 50, 51]. W przypadku globalnego niedokrwienia
obserwowana jest narastajgca sztywnos¢ tkanki, liczne zaburzenia rytmu serca - najczescie] w
postaci migotania komor oraz nasilona nekroza komorek. Taki zestaw objawdw nazywany jest
przez specjalistow z zakresu kardiochirurgii ,,kamiennym sercem — stone heart phenomenon”

[52, 53, 54, 55].

Wykazano, ze jednym z mechanizméw stojacych za narastaniem przykurczu jest powstawanie
mostkow krzyzowych w obrebie kardiomiocytdéw, ktore ma miejsce w sytuacji obnizonego, ale
wigkszego od zera poziomu ATP wewnatrz komorki [56, 57]. W czasie niedokrwienia taka
sytuacja ma miejsce przez krotki czas, poniewaz rezerwy ATP zostaja bardzo szybko
wykorzystane. Nastepnie skrocenie miofibryli utrwala si¢ ze wzgledu na pozostanie mostkow

krzyzowych miedzy wldknami aktyny i miozyny w stanie polaczenia, co jest nazywane
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przykurczem stezeniowym. Ten typ przykurczu nie wigze si¢ z uszkodzeniami strukturalnymi
kardiomiocytow, ale powoduje dysfunkcje ich cytoszkieletu. Komorki staja si¢ bardziej
wrazliwe na uszkodzenia mechaniczne [58]. W momencie przywrocenia wlasciwego stanu

energetycznego opisany powyzej przykurcz ulega zazwyczaj normalizacji [59].

W warunkach przedluzajacego si¢ niedokrwienia kardiomiocyty moga ulega¢ bardziej
nasilonemu przykurczowi prowadzacemu do uszkodzenia cytoszkieletu wraz z towarzyszacym
wzrostem prawdopodobienstwa ich mechanicznego uszkodzenia w czasie reperfuzji. Skutkiem
tego jest narastanie cisnienia koncoworozkurczowego oraz spadek podatnos$ci komor serca.
Znaczacemu przykurczowi towarzyszy specyficzny obraz nekrozy, czyli martwica pasma
skurczowego (contraction band necrosis) [60]. Tego typu obraz histologiczny charakteryzuje
si¢ wspolwystepowaniem w jednej komorce nadmiernie skurczonych sarkomeréw z
poszerzonymi przestrzeniami pomi¢dzy poszczego6lnymi z nich oraz rozerwaniem sarkolemmy
komorki. Jest to spowodowane dziataniem w danym fragmencie mig$nia sercowego zbyt

duzych oraz nierownomiernie roztozonych sit [59].

Podsumowujac, na poziomie komérkowym wyrdézniamy dwa podstawowe podtypy przykurczu
reperfuzyjnego. Pierwszy ma miejsce w czasie powolnego przywracania przeptywu oraz
przedhuzajacego si¢ niedokrwienia obejmujacego bardzo duzy obszar i jest nazywany
przykurczem stezeniowym. Natomiast drugi jest spowodowany przeladowaniem jonami
wapnia. Mozna go zaobserwowa¢ w warunkach gwattownej reoksygenacji komorki, co
skutkuje wznowieniem produkcji energii zgromadzonej w ATP przy jednoczesnym wysokim
stezeniu jondw wapnia w cytozolu. W takiej sytuacji dochodzi do niekontrolowanej aktywacji
mechanizméw prowadzacych do skurczu sarkomeru. Dominacja przykurczu stezeniowego w
okresie niedokrwienia prowadzi do powolnego narastania przykurczu, natomiast przetadowanie
jonami wapnia w czasie reperfuzji skutkuje znacznie bardziej wyrazonym skurczem

kardiomiocytu (Ryc. 3)(Ryc. 4).
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Ryc. 3. Zmiana ksztaltu kardiomiocytu w czasie niedokrwienia oraz reperfuzji.
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Ryec. 4. Podsumowanie informacji dotyczacych przykurczu reperfuzyjnego.



1.3.2. Przeladowanie jonami wapnia

Niedotlenienie komorki skutkuje wyczerpaniem energetycznym, co wiaza si¢ ze znacznym
wzrostem poziomu jondw wapnia w jej obrebie, inaczej - przetadowaniem jonami wapnia [61].
Jak wczes$niej wspomniano, jest to efekt uboczny akumulacji jondw sodu wewnatrz komorki
dotknigtej niedokrwieniem. Mechanizmami przyczyniajacymi si¢ do tego stanu sg: usuwanie
nadmiaru protonéw poprzez wymiennik Na*/H*, wzmozenie dziatania symportu Na*/HCOs",
obnizenie aktywnos$ci ATPazy Na'/K" usuwajacej w warunkach fizjologicznych nadmiar
jonéow sodu z komorki oraz uszkodzenie blony komorkowej prowadzace do wzrostu
przepuszczalnosci dla jonéw sodu naptywajacych zgodnie z gradientem stezen do komorki.
Towarzyszace wzrostowi st¢zenia jonéw sodu w komoérce odwrodcenie transportu w obrebie
wymiennika sodowo-wapniowego oraz obnizona aktywno$¢ Ca?>*-ATPazy retikulum

sarkoplazmatycznego prowadzi do nagromadzenia duzej ilosci jonéw wapnia [59, 62, 63].

Pomimo wysokiego st¢zenia jondw wapnia w czasie niedokrwienia przykurczowi zapobiega
niskie pH wewnatrzkomorkowe [64, 65]. Jednak podczas reperfuzji w komorkach z
zachowanymi prawidlowo funkcjonujacymi mitochondriami wzrasta poziom ATP, co wraz z
wysokim stezeniem jonOw wapnia oraz przywroceniem prawidlowego pH prowadzi do
niekontrolowanego skurczu miofibryli [51]. Badania na poziomie komdérkowym dowiodly, ze
cykliczne magazynowanie oraz uwalnianie jondw wapnia przez retikulum endoplazmatyczne
skutkuje przykurczem w warunkach przeladowania tymi jonami. Jony wapnia sg uwalniane
oscylacyjnie, co wigze si¢ z utrzymaniem odwrocenia transportu w obrebie wymiennika

sodowo-wapniowego na poczatku reperfuzji [59] (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Schemat przeladowania komorki nadmiarem jonow wapnia po okresie

niedokrwienia.

Reperfuzja powoduje przywrdcenie dostgpu do ATP w obrebie retikulum sarkoplazmatycznego
(SR, Sarcoplasmic Reticulum) oraz miofibryli. Skutkuje to oscylacyjnymi skokami stezenia
jondw wapnia w obrebie cytozolu, co jest przyczyna niekontrolowanego skurczu miofibryli.

ATP = adenosine triphosphate; NCE = Na'/H" exchanger.

Smier¢ komérki ma miejsce w ciagu kilku pierwszych minut reperfuzji na skutek rozerwania
kardiomiocytu. Jesli w wyniku reperfuzji zniszczeniu ulegnie tylko cze$¢ kardiomiocytow
obserwuje si¢ typowy obraz histologiczny w postaci martwicy pasma skurczowego

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

Na skutek przedhuzajacego si¢ niedokrwienia dochodzi do uszkodzenia mitochondriéw, a tym
samym - do uposledzenia produkcji ATP. W zwiagzku z tym w czasie reperfuzji stezenie ATP
pozostaje na krytycznie niskim poziomie. Taki stan zapobiega przed odlaczaniem miofibryli od
mostkéw migdzykomodrkowych skutkujac przykurczem st¢zeniowym. Ten typ przykurczu jest
w duzej mierze niezalezny od st¢zenia jonOw wapnia, zatem najwazniejszym jest

przeprowadzenie reperfuzji w taki sposob, aby nie doszto do uszkodzenia mitochondriéw [59].

1.3.4. Rozprzestrzenianie si¢ przykurczu

Opisane powyzej mechanizmy sg gltownag przyczyng $mierci komorki we wczesnej fazie
reperfuzji. Za dalsze szerzenie si¢ uszkodzen w formie martwicy pasma skurczowego
odpowiedzialne sg interakcje pomiedzy sasiadujacymi komorkami prowadzace
do rozprzestrzeniania si¢ nekrozy [59, 70, 71]. Za propagacj¢ uszkodzenia odpowiadaja ztacza
szczelinowe (GJ, Gap Junctions) wystepujace pomiedzy kardiomiocytami [72, 73]. Przeptyw
jonow sodu z komérek w stanie przykurczu do pozostatych skutkuje odwroceniem transportu
w obrgbie wymiennika sodowo-wapniowego oraz wzrostem st¢zenia jonéw wapnia, co
wywoluje przykurcz w czasie reperfuzji [74]. GJ umozliwiajg natychmiastowe wyrownanie
poziomu ATP w sasiadujacych komorkach podczas reperfuzji. Tym samym przyczyniaja si¢
do synchronizacji przykurczu stgzeniowego. Na skutek przykurczu dochodzi do skrécenia
cz¢$ci komorek miokardium, co w wyniku dzialania zbyt duzych sil powoduje rozrywanie

otaczajacych kardiomiocytow [59].

1.3.5. Metody ograniczania przykurczu reperfuzyjnego

Jak wcze$niej wspomniano niskie pH wewnatrz komorki promuje mechanizmy zapobiegajace
przykurczowi miofibryli [22, 64, 75, 76, 65]. Natomiast nagte przywrdcenie fizjologicznego
pH w czasie reperfuzji wzmaga niepozadane skutki przetadowania jonami wapnia. Dlatego
kazde dziatanie majace na celu spowolnienie procesu przywracania fizjologicznego pH
powinno zosta¢ rozwazone jako potencjalnie korzystne [22]. Farmakologiczne inhibitory NHE

spowalniajace neutralizacj¢ pH wewnatrzkomorkowego moga zapobiega¢ $mierci komorek z
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powodu RI, jednak ich skuteczno$¢ nie zostata udowodniona w badaniach eksperymentalnych
oraz klinicznych [29]. Inng metoda ograniczania przykurczu oraz rozmiaréw zawalu serca jest
zastosowanie buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8) in situ w czasie reperfuzji wiencowej [77,
78]. Reperfuzja kardiomiocytow w warunkach utrzymania kwasicy komoérkowej prowadzi do
stopniowego przywrocenia rownowagi metabolicznej oraz jonowej, co zapobiega

przykurczowi zwigzanemu z przetadowaniem jonami wapnia.

Heptanol jest jednym z przebadanych inhibitoréw przekaznictwa w obrebie GJ. W badaniach
na $wiezo izolowanych kardiomiocytach szczurzych udowodniono jego dziatanie
ograniczajace rozprzestrzenianie si¢ przykurczu w czasie reperfuzji. Niestety istniejg pewne
ograniczenia w uzyciu heptanolu oraz innych inhibitorow GJ. Niskie dawki tych substancji nie
sa efektywne, a wyzsze wpltywaja rdwniez na inne kanaty sarkoplazmatyczne powodujac

grozne arytmie [72].

Caldaret nalezy do modulatoréw wymiennika sodowo - wapniowego powodujacych
zahamowanie odwroconego transportu w jego obrebie. Tym samym zapobiega przetadowaniu
jonami wapnia. W badaniach do$wiadczalnych wykazano zmniejszenie rozmiarow zawatu
serca u psOw. Niemniej jednak randomizowane badania kliniczne nie potwierdzily jego

skutecznosci [79, 80, 81].

Kanaty wapniowe typu L, nazywane receptorami dihydropirydynowymi sa rowniez uwazane
za istotny czynnik w rozwoju przetadowania komorki jonami wapnia. Badania nie potwierdzity
skutecznos$ci nisoldypiny, natomiast wyniki dotyczace diltiazemu okazaty si¢ obiecujace [6].
Podanie diltiazemu dowiencowo na poczatku reperfuzji znaczaco zmniejszato rozmiar zawatu
serca w przypadku $win [7]. Zastosowanie werapamilu prowadzilo do znaczacego obnizenia
stezenia jonéw wapnia w komodrce oraz ograniczenia rozmiaréw zawalu nawet do 50% [8].
Dalsze badania wykazaty, ze w celu uzyskania dziatania kardioprotekcyjnego konieczne jest
podanie werapamilu przed wystgpieniem zawatu lub w czasie niedokrwienia, co z klinicznego

punktu widzenia nie jest mozliwe [82].

Ca**-ATPaza retikulum sarkoplazmatycznego pozostaje pod kontrola fosfolambanu, ktérego
nieufosforylowana forma (dominujagca w okresie niedokrwienia) powoduje ograniczenie
wchianiania jonow wapnia z cytozolu. Inhibitory kalcyneuryny takie jak CsA hamuja proces

defosforylacji fosfolambanu niwelujac tym samym wptyw niedokrwienia. Ponadto pobudzanie
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zaleznej od kinazy biatkowej G fosforylacji fosfolambanu moze zwigksza¢ cytozolowy
wychwyt jondéw wapnia ograniczajac tym samym przykurcz [13]. W wieloosrodkowym,
randomizowanym badaniu klinicznym obejmujacym 970 pacjentow leczonych przezskorng
angioplastyka wiencowa [PCI, Percutanous Coronary Intervention] nie potwierdzono
skuteczno$ci inhibitorow kalcyneuryny. Dozylne podanie CsA tuz przed PCI nie skutkowato
nizszym ryzykiem: zgonu z jakiejkolwiek przyczyny, nasilenia niewydolnos$ci serca w trakcie
pierwszej hospitalizacji, ponownej hospitalizacji w przypadku niewydolnosci serca czy
niekorzystnego remodelingu lewej komory wzgledem grupy kontrolnej, u ktoérej podano

placebo [83]

Obiecujace wyniki badan przedklinicznych z zastosowaniem inhibitorow wymiennika Na*/H*
w ograniczaniu przeladowania jonami wapnia sklonily do przeprowadzenia dwoch duzych
badan klinicznych majacych na celu ocen¢ ich efektywnosci w redukcji RI. W badaniu
GUARDIAN zastosowano cariporide, natomiast w badaniu ESCAMI eniporide nie uzyskujac

pozytywnych rezultatow po zastosowaniu dowiencowym w czasie rewaskularyzacji [29].

1.3.6. Przetrwale otwarcie megakanalow mitochondrialnych

Zgodnie z opisanymi wcze$niej mechanizmami na skutek niedokrwienia dochodzi do wzrostu
stezenia jondw sodu wewnatrz komorki, co prowadzi do przetadowania jonami wapnia.
Ponadto ma miejsce akumulacja dlugotancuchowych kwaséow thuszczowych oraz nasilenie
produkcji ROS [65, 84, 85, 86, 87]. Opisane powyzej czynniki w warunkach reperfuzji sg
przyczyna otwarcia kanatow mPTP [88], jednakZze nie ma to miejsca podczas niedokrwienia,
kiedy wewnatrzkomorkowe pH pozostaje na niskim poziomie. Badania pokazuja, ze przy
obecnos$ci duzej zawartosci protonow nie dochodzi do wigzania si¢ jondw wapnia z miejscem

aktywnym w obrgbie kanatlow mPTP [76, 86].
W warunkach fizjologicznych wewnetrzna btona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla

wiekszo$ci substancji, z wyjatkiem nielicznych metabolitow oraz jonow [89, 90, 91]. W czasie

reperfuzji fancuch oddechowy narazony na dziatanie tlenu wytwarza dodatkowe ROS, co przy
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jednoczesnym wysokim st¢zeniu jonOw wapnia oraz neutralizacji kwasowego pH wewnatrz

komorki skutkuje otwarciem kanatéw mPTP [86, 92].

Kanaty mPTP s3 duzych rozmiaréw porami w wewngtrznej btonie mitochondrialnej (/MM
inner mitochondrial membrane) umozliwiajagcymi swobodny przeplyw wszystkich czasteczek
mniejszych niz 1.5 kDa do matrix mitochondrium [89, 90, 91]. Na skutek ich otwarcia IMM
staje si¢ przepuszczalna dla protondw, co powoduje rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej i
zakldcenie wytwarzania ATP [93, 94]. Dochodzi do nagtego spadku st¢zenia ATP niezbgdnego
do utrzymania rownowagi jonowo-metabolicznej i aktywacji enzymow degradacyjnych takich
jak: fosfolipazy, nukleazy i proteazy. Jezeli nie dojdzie do zamknigcia kanatéw wymienione
enzymy doprowadza do nekrozy komorki [85, 89, 90, 91]. W warunkach niedoboru ATP
nasileniu ulega rowniez przykurcz stezeniowy [59, 95]. Ponadto poprzez otwarte kanaly
wszystkie mniejsze czasteczki przemieszczaja si¢ poza mitochondria, natomiast biatka o
duzych rozmiarach pozostaja wewnatrz ogranellum powodujac wzrost ci$nienia osmotycznego,
a tym samym obrz¢k. Rozwinigcie si¢ grzebienia mitochondrialnego pozwala na rozciagnigcie
wewngtrznej btony mitochondrialnej bez jej peknigcia. Jednakze blona zewnetrzna peka, co
skutkuje uwolnieniem biatek takich jak cytochrom C petigcych krytyczne funkcje w procesie
apoptozy komorki. Dochodzi do dalszego uposledzenia metabolizmu komoérki oraz otwarcia

kolejnych kanatéw mPTP [85].

Poprzez otwarte kanaly mPTP uwalniane sga z mitochondriow liczne biata zaangazowane w
aktywacje procesu programowanej $mierci komorki [96]. Sg to migdzy innymi: Smac/DIABLO
(hamujace aktywacje inhibitorow kaspaz), cytochrom C aktywujacy kaspaze-9, ktora pobudza
kaspaze-3 posredniczaca w zapoczatkowaniu dziatania bialek odpowiedzialnych za rozpad
cytoszkieletu, btony cytoplazmatycznej oraz fragmentacj¢ DNA jadra komoérkowego, co jest
charakterystyczne dla apoptozy. Innymi z uwalnianych czasteczek sg biatka szoku cieplnego —
mitochondrialne HSP60 oraz endonukleazy bioragce udziat we fragmentacji DNA jadra

komorkowego [97, 98, 99].

Kluczowe czynniki sprzyjajace otwarciu kanatow mPTP to: przetadowanie jonami wapnia,
stres oksydacyjny, niedobor nukleotydow adeninowych, podwyzszony poziom fosforanéw oraz
depolaryzacja mitochondriow [84, 85, 95]. Te same czynniki oddzialuja na komorki
miokardium w czasie reperfuzji, a otwarcie kanaltow mPTP z racji ich wptywu na wejscie

komérki w szlak apoptozy badZz nekrozy ma ogromne znaczenie dla potencjalnych prob
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zapobiegania IRI. W warunkach otwarcia kanalow mPTP, uwolnienia cytochromu c oraz
nastgpczego ich zamknigcia komorka ulegnie apoptozie. W sytuacji, gdy dojdzie do otwarcia
wielu kanatow mPTP ma miejsce nekroza. Natomiast kiedy otwarcie kanalow jest krotkotrwate
inie dochodzi do uwolnienia cytochromu c, komoérka wraca do prawidtowego funkcjonowania.
Hipotetycznie to otwarcie kanaléw mPTP decyduje czy dany kardiomiocyt podlega nekrozie,
apoptozie lub przetrwa IRI [85]. W takiej sytuacji wszystkie komodrki w strefie centralne;
zawalu ulegatyby nekrozie na skutek trwatego otwarcia kanatow mPTP oraz rozerwania
mitochondridw. Natomiast na obrzezach, gdzie uszkodzenie niedokrwienne jest mniej nasilone,
a otwarcie kanatéw ma charakter przejSciowy moze doj$¢ jedynie do apoptozy, nie nekrozy

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

Obnizone pH cytoplazmatyczne spowodowane znaczaca akumulacja produktéw glikolizy
beztlenowej zachodzacej w warunkach niedotlenienia silnie hamuje otwarcie kanatow mPTP
[76, 86]. Podczas reperfuzji dochodzi do nagltego wyplukania kwasu mlekowego z komorki
wraz z jednoczesnym dostarczeniem do mitochondriow tlenu co prowadzi do powstawania
ROS. Sa to idealne warunki do nasilenia otwarcia kanatow mPTP [84, 85, 95]. W badaniach na
szczurzych kardiomiocytach udowodniono, Ze reoksygenacja z uzyciem buforu o kwasowym
odczynie ma dziatanie kardioprotekcyjne, co moze wynika¢ migdzy innymi z zahamowania

otwarcia kanatow mPTP [77, 78].

Przeprowadzono kilka badan majacych na celu odkrycie biatek budujacych kanaly mPTP,
jednakze ich doktadna budowa molekularna nadal nie jest znana. Najprawdopodobniej biatkami
budujacymi kanal s3: translokaza nukleotydu adeninowego, mitochondrialny no$nik
fosforanow 1 cyklofilina D [105, 106]. Odkrycie inhibitorow cyklofiliny D takich jak CsA,
sanglifehrin - A oraz Debio-025 umozliwilo poszerzenie informacji o ich funkcji w procesie
RI. W badaniach eksperymentalnych na szczurach wykazano, Zze wymienione wyzej zwiazki
wykazuja ochronne dziatanie przed indukowang przez RI $miercig komorki [107, 108, 109,
110, 111]. Ponadto potwierdzono, ze myszy z niedoborem cyklofiliny D s naturalnie chronione
przed RI serca, watroby i nerek [112, 113, 114]. Z drugiej strony w randomizowanym badaniu
klinicznym z podwdjnie zaslepiong proba u 101 pacjentow z zawatem STEMI podawanie CsA
przed leczeniem trombolitycznym nie powodowato zmniejszenia wielko$ci zawatu [115]. Inne
badanie, podczas ktorego substancje hamujaca otwarcie mPTP podawano pacjentom z zawatem

STEMI tuz przed pierwotng angioplastyka wiencowa rowniez nie wykazato redukcji RI [116].
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1.3.7. Stres oksydacyjny

Dostepnos¢ tlenu w migéniu sercowym stopniowo wzrasta po przywroceniu przepltywu krwi,
co skutkuje wytwarzaniem duzej ilosci ROS (respiratory burst - wybuch tlenowy) [117, 118,
119]. Wzrost produkcji ROS jest spowodowany nadmierng aktywnoscia oksydazy ksantynowe;j
w komorkach §rodbtonka, wzmozeniem transportu elektronéw w obrgbie mitochondrialnego
taficucha oddechowego kardiomiocytow oraz nasileniem dziatania oksydazy NADPH w

komorkach zapalnych [22].

Stres oksydacyjny ma miejsce w sytuacji utraty rownowagi mi¢dzy wytwarzaniem ROS oraz
mechanizmami o dziataniu antyoksydacyjnym. Przyktadami ROS sg nadtlenek wodoru H>O»,
anion rodnika nadtlenkowego, rodnik hydroksylowy i anion nadtlenoazotynowy. W czasie
reperfuzji obserwuje si¢ wzrost ich produkcji. Powoduja one peroksydacje¢ lipidow, oksydacje
DNA oraz biatek, jak rowniez uszkadzaja bton¢ komorkowa. Dochodzi do modyfikacji
przepuszczalnosci btony komorkowej, budowy biatek, a co za tym idzie zmian w

funkcjonowaniu samej komorki i postepujacego uszkodzenia migsnia sercowego [22, 39, 120].

ROS za sprawg wzmagania ekspresji genow takich jak NF-kB i AP-1 w leukocytach oraz
komorkach $rodblonka stymuluje je do sekrecji cytokin oraz chemokin aktywujacych uktad
dopetniacza oraz zwigkszajacych ekspresje bialek ICAM-1 na komorkach endotelium [121,
122, 123]. Za sprawa tego mechanizmu ROS dzialaja chemotaktycznie na leukocyty, aktywuja
ptytki krwi, tym samym zwigkszajac odpowiedZz zapalng w obrgbie miokardium i nasilajac
NRP, co jest dodatkowym czynnikiem zwigkszajacym obszar dotknigty RI. Wzrost ekspresji
NF-kB promuje produkcje interleukiny - 6 (IL-6, Interleukin 6) nasilajacej wytwarzanie
transformujacego czynnika wzrostu beta (TGF-f, Transforming growth factor beta) i czynnika
martwicy nowotwordw (TNF-a, Tumor Necrosis Factor-a) [124]. Wymienione substancje sg
odpowiedzialne za przebudow¢ macierzy pozakomodrkowej i proces widknienia tkanki, co

skutkuje zmiang wtasciwosci elektrofizjologicznych serca [120, 125, 126, 127, 128, 129, 130]

Udowodniono, ze stres oksydacyjny w czasie reperfuzji migsnia sercowego powoduje
zmniejszenie biodostgpnosci NO oraz poprzez zaburzenie homeostazy w zakresie st¢zenia
jondw wapnia, promuje otwarcie kanaléw mPTP, ktérych znaczenie w szerzeniu si¢ RI zostato

opisane we wczesniejszych rozdziatach [51].
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Ostatnie badania wykazaly, ze dzialanie receptora rianodynowego jest kontrolowane wtasnie
przez ROS [131]. Wykazano, ze oksydaza NADPH i kanaly rianodynowe moga znajdowac si¢
w bliskiej odleglosci od siebie na obszarze kanalikow T kardiomiocytow [132]. Z tego powodu
wzrost produkcji ROS w czasie reperfuzji moze wzmagac¢ dzialanie receptora rianodynowego,
co skutkuje przetadowaniem jonami wapnia, a tym samym aktywacja szlakow prowadzacych

do $mierci komoérki (w mechanizmie apoptozy lub nekrozy) [133].

Zaobserwowano, ze podanie enzyméw o dziataniu antyoksydacyjnym w czasie reperfuzji, czyli
np. dysmutazy ponadtlenkowej badz katalazy zmniejsza stopien uszkodzenia serca oraz sam
obszar zawatu [12, 134, 135, 136]. Jest to spowodowane przede wszystkim ograniczeniem
liczby komorek ulegajacych apoptozie [137]. W przypadku genetycznie modyfikowanych
myszy z nadekspresja dysmutazy ponadtlenkowej zaobserwowano redukcje cigzkosci RI w

porownaniu z grupa kontrolng [138].

Kilka badan wykazalo potencjalng skutecznos¢ witaminy D jako czynnika protekcyjnego dla
komorek $rodbtonka narazonych na dziatanie H>O» powstajacego w czasie stresu
oksydacyjnego [139]. Za inng obiecujaca opcje terapeutyczng uznaje si¢ terapie hiperbaryczna,
ktérej zastosowanie moze powodowal zmniejszenie rozmiaréw zawatlu serca poprzez

ograniczanie obrzgku tkanki, produkcji ROS oraz zwigkszenie ekspresji syntazy NO [38].

Oksydaza NADPH jest kompleksem enzymatycznym zbudowanym z wielu podjednostek,
ktéry nalezy do gtéwnych Zrodet aniondw ponadtlenkowych w obrebie naczyn krwiono$nych,
kardiomiocytéw oraz leukocytow [140]. Zastosowanie apocyniny lub diphenyliodonium w
czasie reperfuzji skutkuje zahamowaniem ekspresji oksydazy NADPH w komorkach
srédbtonka [141]. Ponadto apocynina i diphenyliodonium maja znaczacy wplyw na
zmniejszenie produkcji ROS [11, 142, 143, 144, 145], niestety jak wcze$niej wspomniano ich
dzialanie protekcyjne ma swoje ograniczenia w postaci negatywnego wplywu na inne procesy

zachodzace w komorce.

Wyniki badan jednoznacznie potwierdzaja negatywny wptyw ROS powstatych w wyniku
reperfuzji migénia sercowego. Niestety dzialania majace na celu ograniczenie stresu
oksydacyjnego dotychczas nie przyniosty pozytywnych wynikow w badaniach klinicznych 1

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

Zjawisko no-reflow jest definiowane jako brak powrotu przeptywu krwi w naczyniach
mikrokrazenia po przywrdceniu przeptywu w tetnicach nasierdziowych. Liczne badania
udowodnity, ze ponownemu otwarciu naczynia wiencowego towarzyszy mikroembolizacja
jego dystalnego fragmentu konglomeratami leukocytarno-ptytkowymi blokujacymi przeptyw
w malych naczyniach [147, 148, 149, 150]. Aktywacja ptytek i ich agregacja ma miejsce juz w
pierwszych sekundach reperfuzji i jest spowodowana uszkodzeniem $rodbtonka naczynia.
Naptyw leukocytow jest wzmagany przez ROS, czynniki chemotaktyczne produkowane przez
pobudzone ptytki oraz biatka takie jak ICAM-1, czy selektyna P pojawiajace si¢ na powierzchni
$rédbtonka [121, 122, 123]. Mechanizm aktywacji komoérek endotelium opiera si¢ na
fosforylacji bialka IkB spowodowanej dzialaniem ROS. Skutkuje to odlaczeniem
wymienionego wczesniej biatka od czynnika NF-kB, co prowadzi do wzmozenia produkcji
czynnikdw prozapalnych, wazoaktywnych oaz prokoagulacyjnych [151]. Wystapienie
zjawiska NRP wigze si¢ bezposrednio z wigkszym rozmiarem zawalu serca, nizsza frakcja
wyrzutowa oraz niekorzystng przebudowg lewej komory serca, a co za tym idzie wzrostem
czestosci wystepowania niewydolno$ci serca 1 zgondw w pordwnaniu do pacjentow, u ktorych

nie wystapito NRP [152, 153, 154].

Istotnym mechanizmem wzmagajacym NRP jest znaczace ograniczenie produkcji czynnikow
o dziataniu naczyniorozszerzajacym takich jak: NO i czynnik hiperpolaryzujacy pochodzenia
srodblonkowego (EDHF, Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor) w obrebie §rodbtonka
[155, 156, 157, 158, 159, 160]. NO pehi role inhibitora agregacji plytek krwi, adhezji
leukocytow oraz zapobiega proliferacji miesni gladkich [161]. Gléwnym czynnikiem
powodujacym spadek NO w warunkach niedokrwienia i nastepczej reperfuzji jest zwickszona
produkcja ROS [162], ktéra prowadzi do oksydacji i degradacji kofaktora syntazy tlenku azotu
(NOS, Nitric Oxide Synthase), czyli tetrahydrobiopteryny (BH4, Tetrahydrobiopterin) [163].
W sytuacji niedoboru BH4 $rodbtonkowe NOS znajduje sie¢ w stanie niesprzezonym i
produkuje gtéwnie ROS w miejsce NO [164]. Ponadto jednoczesna aktywacja arginazy
wywotana stresem oksydacyjnym skutkuje hydroliza L-argininy, ktoéra jest substratem w
produkcji NO [165, 166]. EDHF pelni funkcj¢ kompensacyjng w sytuacji niedoboru NO [167,
168]. Niestety jak wykazano na modelu §winskim w warunkach hipoksji i reperfuzji aktywnos¢

EDHEF jest znaczaco uposledzona [159, 169, 170].
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Istnieje kilka przyczyn zmniejszenia $wiatta naczynia krwionosnego w warunkach
niedokrwienia i reperfuzji. Pierwsza z nich jest opisane wczesniej spowolnienie syntezy NO i
EDHF, przy jednoczesnym zwigkszonym uwalnianiu czynnikéw o  dzialaniu
wazokonstrykcyjnym [163]. Inna przyczyna to spowodowany przez niedokrwienie obrzgk
kardiomiocytéw, komodrek $rodbtonka oraz innych otaczajacych tkanek, powodujacy

mechaniczny ucisk na naczynia wiencowe [171].

Badania pokazuja, ze przeciwciala monoklonalne blokujace receptor CD18 czy czasteczki
ICAM - 1 hamuja naptyw neutrofilii do miejsca niedokrwienia [172]. Farmakologiczna blokada
ptytek z zastosowaniem antagonistow receptora Gpllb/Illa w czasie reperfuzji ogranicza
mikroembolizacj¢, poprawia przeptyw wiencowy oraz zmniejsza uszkodzenie lewej komory
serca [173, 174]. Podobnie uzycie antagonistow selektyny-P [175] czy zahamowanie NF-kB z

wykorzystaniem wabikow oligonukleotydowych ma dziatanie zapobiegajace RI [176].

Celem ograniczenia aktywno$ci leukocytéw i komorek s$roédblonka poprzez hamowanie
wytwarzania rodnikoéw hydroksylowych mozna zastosowa¢ manganowa dysmutaze

ponadtlenkowg lub deferoksaming [177].

Redukcje obszaru martwicy uzyskano poprzez zastosowanie L-argininy, ktorej podanie
skutkuje wzrostem st¢zenia NO oraz poprawg funkcji $rodbtonka 1 zmniejszeniem
nagromadzenia neutrofilii w miejscu dotknigtym niedokrwieniem [178]. Dodatkowym
sposobem jest zastosowanie inhibitorow arginazy czy suplementacja BH4 w czasie stresu
oksydacyjnego. Takie dziatania skutkuje wzrostem produkcji NO i ograniczeniem rozprze¢gania
srodblonkowego NOS [163]. Kolejne metody to podanie adenozyny lub analogow EDHF
takich jak kwas 11,12-epoksyeikozatrienowy [179, 180, 181, 182].

Pomimo opisania wielu mozliwych sposobow ograniczania NRP, badania kliniczne nie
potwierdzity ich skuteczno$ci. Jednym z przyktadow jest proba zastosowania adenozyny u
pacjentow z zawatem STEMI, ktora okazata si¢ nieskuteczna [183, 184, 185]. Pozytywne
wyniki uzyskano przy wykorzystaniu antagonistow receptora GPIIb/Illa. Tirofiban (jeden z
antagonistow GPIIb/Illa) okazat si¢ by¢ bardziej skuteczny w przeciwdziataniu NRP niz
standardowe leczenie z wykorzystaniem wytacznie przezskérnej angioplastyki wiencowe;,

jednak jego zastosowanie wigzalo si¢ ze zwigkszeniem ryzyka krwawienia, dlatego dodatkowe
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leczenie inhibitorami GPIIb/Illa w trakcie angioplastyki wiencowej stosuje si¢ jedynie w

szczegblnych sytuacjach [186].

1.3.9. Stan zapalny

Smieré komoérek w czasie niedokrwienia prowadzi do uwolnienia fragmentéw
mitochondrialnego DNA, ATP, biatka o duzej ruchliwosci elektroforetycznej (HMGBI1 high
mobility group box I protein) oraz jonow wapnia do przestrzeni pozakomorkowej [187, 188].
Wymienione czynniki dziataja jako struktury molekularne zwigzane z zagrozeniem (DAMPs
Danger/Damage Associated Molecular Patterns) aktywujac inflamasomy NLRP3 (NOD-Like
Receptor Family Pyrin Domain Containing 3) oraz TLR9 (Toll-Like Receptor 9), co z
wykorzystaniem aktywacji genéw MyD88 (Myeloid Differentiation Primary Response Gene
88) oraz NF-kB prowadzi do uwalniania mediatoréw zapalenia: bialka chemotaktycznego
monocytow (MCP1, Monocyte-Chemoattractant Protein 1), interleukiny-1p, IL-6, TNF-a 1
interleukiny-18 [189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196, 197]. W zwiazku z tym przywrdcenie
przeplywu krwi w uprzednio zamknigtym naczyniu skutkuje akumulacjg leukocytéw (gtéwnie
neutrofilii oraz monocytow) [198]. Taki proces okresla si¢ ,,sterylnym zapaleniem” [188].
Akumulacja leukocytow w miejscu dotknigtym niedokrwieniem jest spowodowana
zwigkszeniem ekspresji molekut adhezyjnych migdzy innymi selektyny P oraz biatka ICAM-1
na powierzchni niedokrwionych komorek $rodbtonka i kardiomiocytow [141, 199]. Interakcje
pomigdzy wymienionymi molekutami oraz prezentowanymi na powierzchni neutrofilii
integrynami takimi jak CD11b/CD18 promuja migracj¢ oraz aktywacj¢ leukocytow w
przestrzeni pozanaczyniowej [200]. Pobudzone leukocyty wytwarzaja ROS z wykorzystaniem
uktadu oksydazy ksantynowej. Ponadto produkuja one enzymy proteolityczne (elastazy,
kolagenazy) [201], czynniki prozapalne oraz przyczyniaja si¢ do aktywacji uktadu dopetiacza.
Uwaza sig, ze uwalniane przez leukocyty substancje poprzez destrukcyjny wplyw na otaczajace

tkanki powoduja poszerzenie strefy RI [9].

Uszkodzenie miokardium ulega nasileniu réwniez w wyniku akumulacji leukocytow w obrebie
malych naczyn krwiono$nych, prowadzacej do embolizacji tych naczyn. Powyzsza hipoteza
zostata potwierdzona w sposob posredni w badaniach przeprowadzonych na zwierze¢tach.
Genetycznie zmodyfikowane myszy pozbawione ekspresji biatek budujacych P-selektyne,

integryng CD18 oraz czasteczk¢ ICAM-1 sa bardziej oporne na RI [202]. Zaobserwowano
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réwniez zmniejszenie obszaru zawalu u pséw z niedokrwieniem oraz nastepcza reperfuzja u
ktorych w czasie doswiadczen zastosowano pozbawiong leukocytow krew [203]. Modele
zwierzece wykazaty, ze podanie niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych oraz przeciwcial

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

W celu farmakologicznego ograniczenia produkcji ROS przez oksydazg ksantynowa, a tym
samym zmniejszenia samego zapalenia stosowano allopurynol lub oxypurynol [9, 10, 206, 207,
208, 209]. Innymi inhibitorami oksydazy ksantynowej sg apocyna oraz diphenyliodonium [11,
142, 143, 144, 145]. Co istotne, diphenyliodonium jest rowniez inhibitorem produkcji selektyny
E oraz bialka ICAM-1 [141]. Istnieja jednak badania wskazujace na brak skutecznosci
zastosowania procedur majacych na celu zmniejszenie nacieku leukocytow w miejscu zawatu
w tym lekow przeciwzapalnych czy przeciwciat przeciw czasteczkom adhezji [210, 211, 212,
213]. W przypadku ludzi nie zaobserwowano zmniejszenia obszaru zawatlu w wyniku
zastosowania w czasie niedokrwienia osocza z obnizong liczbg leukocytoéw, zar6wno w czasie

przezskornej angioplastyki wiencowej jak i operacji kardiochirurgicznych [214, 215].

Wyniki badan nad skuteczno$cig inhibitorow oksydazy ksantynowej takich jak allopurynol czy
oxypurynol sg bardzo zréznicowane i zalezg w znacznej mierze od wlasciwego doboru dawki
[9, 10, 206, 207, 208, 209]. Problemem w przypadku zastosowania apocyniny oraz
diphenyliodonium jest ich negatywny wplyw na inne procesy takie jak wytwarzanie NO czy

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

1.3.10. Podsumowanie

Podstawowymi mechanizmami patofizjologicznymi RI sa: przykurcz reperfuzyjny, przetrwale
otwarcie kanatéw mPTP, stres oksydacyjny, stan zapalny oraz NRP [5]. W kazdym przypadku
RI poszczegdlne mechanizmy wewnatrzkomorkowe sa aktywowane w réznym stopniu. Jest to
zalezne miedzy innymi od czasu trwania niedokrwienia, liczby wczesniej przebytych epizodow
niedokrwienia, stopnia zwezenia naczynia oraz tego czy postepuje ono stopniowo, czy nagle.
Istotng role petnig czynniki takie jak: pte¢, wiek, predyspozycje genetyczne oraz choroby
wspolistniejace np. cukrzyca. Biorgc to pod uwage nie dziwi fakt, ze wiele badan wskazuje na
wyzsza skuteczno$¢ redukcji RI w wyniku zastosowania strategii hamujacych wigcej niz jeden

mechanizm. W zwiazku z powyzszym racjonalne wydaje si¢ zastosowanie substancji
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hamujacych wszystkie badz wigkszo$¢ mechanizméw prowadzacych do RI, co wiaze si¢ z

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

1.4. Modele zwierzece zawalu serca

Od ponad wieku szczurzy model badawczy jest uznawany za podstawe badan w zakresie uktadu
sercowo naczyniowego [225]. Za sprawa réznych modyfikacji jest on wykorzystywany w
licznych badaniach z zakresu: nadci$nienia tetniczego, nadci$nienia ptucnego, niewydolnosci
serca, udaru mozgu oraz zawatu migsnia sercowego [226]. Obecnos¢ takiego modelu pozwala
na przeprowadzenie badan przedklinicznych majacych na celu zbadanie wplywu
zastosowanego leczenia na przebieg chorob uktadu sercowo naczyniowego oraz okreslenie
ewentualnych mechanizméw stojacych za uzyskanymi wynikami. Organizm szczura pod
wzgledem budowy oraz regulacji uktadu sercowo-naczyniowego jest bardzo zblizony do

ludzkiego, a podstawowa ro6znicg sa rozmiary poszczegolnych narzadow.

Najblizszym warunkom klinicznym modelem zawalu serca jest model, w ktorym zawat
wywotano podwigzaniem lewej tetnicy zstepujacej przedniej, zwlaszcza w  sytuacji
przeprowadzenia nastgpczej reperfuzji [227, 228, 229]. Z racji specyfiki zaplanowanych
doswiadczen, czyli dowiencowego podania wybranych substancji tylko podczas pierwszych
trzech minut reperfuzji, wykorzystanie opisanego wyzej modelu nie bylo mozliwe.
Podwigzanie lewej tgtnicy zstepujacej przedniej i nastgpujgca po nim reperfuzja z podaniem
dodatkowych substancji do tetnic obwodowych (dowiencowe podanie ze wzgledu na brak
mozliwosci technicznych nie jest mozliwe) wigzataby si¢ z ich uwolnieniem do krwioobiegu
oraz brakiem ograniczenia wptywu lekéw do pierwszych trzech minut reperfuzji, tym samym

dzialaniem na caly organizm, a nie tylko w miejscu objetym zawatem.

Jedynym modelem badawczym umozliwiajacym dowiencowe podanie wybranych substancji
tylko podczas pierwszych trzech minut reperfuzji jest system Langendorffa. Model perfuz;ji
serca in vitro zwany metoda Langendorffa zostat opracowany pod koniec XIX wieku przez
niemieckiego fizjologa Oskara Langendorffa Od tamtego czasu jest jedng z podstawowych
metod eksperymentalnych w tematyce niedokrwienia oraz reperfuzji [230, 231, 232, 233, 234,
235]. Najwazniejszym zalozeniem jest dostarczenie do naczyn wiencowych wstecznie poprzez
aort¢ (przy jednoczes$nie zamknigtej zastawce aortalnej) buforu Krebsa-Henseleita (KHB, Krebs

Henseleit Buffer), ktéry swoim sktadem jest maksymalnie zblizony do krwi (Ryc. 6).
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Umozliwia to utrzymanie serca przy zyciu w warunkach in vitro [236]. Model zawatu serca w
tym przypadku opiera si¢ na wylaczeniu przeplywu w systemie, co skutkuje calkowitym
niedokrwieniem migénia sercowego, po ktorym nastgpuje reperfuzja polegajaca na
przywroceniu przeplywu KHB. Modyfikacja buforu w czasie reperfuzji jest mozliwa dzigki
zastosowaniu oddzielnego Zrodla KHB o skladzie wzbogaconym dodaniem okreslonych dla
danej grupy badawczej substancji. W kolejnych minutach reperfuzji wracano do pierwotnego

,hiezmienionego” dodatkowymi czynnikami KHB.

kaniula
zamknieta zastawka aortalna

prawa tetnica wienncowa lewa tetnica wiencowa

prawa komora lewa komora

Ryec. 6. Sposob kaniulacji serca skutkujacy wstecznym przeplywem buforu pozwalajacym

na dotarcie perfuzatu do tetnic wiencowych.
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2.7Z.alozenia i cele pracy

2.1. Zalozenia pracy

Nagte przywrocenie przeptywu krwi do obszaru niedokrwionego jest przyczyna RI, ktore

odpowiada za zwigkszenie obszaru zawatu serca oraz wzrost ryzyka migotania komor [1, 2, 3].

Na podstawie opisanych we wstgpie mechanizmdéw mozna wyrdzni¢ dwa kluczowe ogniwa w
procesie RI. Pierwszym jest powstawanie ROS i ich plejotropowy bezposredni lub posredni
wpltyw promujacy wszystkie inne mechanizmy RI, drugi to przetrwate otwarcie mPTP.
Jednoczesny wptyw na oba procesy moze znacznie ograniczy¢ ostateczny obszar zawalu. W
przypadku zahamowania przetrwatego otwarcia mPTP najlepszym rozwigzaniem wydaje si¢
zastosowanie buforu o kwasowym odczynie podczas reperfuzji [22, 64, 75, 76]. Takie dzialanie
powinno réwniez przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia naptywu jondéw sodu do komorki,
ograniczajac inny mechanizm RI, mianowicie przykurcz reperfuzyjny [64, 237]. W celu
zahamowania produkcji wolnych rodnikow celowym wydaje si¢ zastosowanie
diphenyliodonium jako inhibitora uktadu oksydazy ksantynowej [11, 142, 143, 144, 145].
Diphenyliodonium hamuje rowniez produkcje selektyny E 1 ICAM—1 [141]. Wedtug niektorych
badan diphenyliodonium jest ponadto inhibitorem produkcji ROS w mitochondriach [11, 142,
143, 144, 237]. Aby zminimalizowa¢ negatywny wplyw diphenyliodonium na synteze¢ NO
roéwnoczesnie zostanie podana L-arginina - substrat w syntezie NO [216, 217, 218, 219, 220,
221, 238]. Takie dziatanie zwigkszy stezenie NO wewnatrz komorek §rodbtonka ograniczajac
NRP. Addytywne dziatanie wymienionych substancji podanych w jednej mieszaninie podczas
reperfuzji wiencowej powinno zahamowa¢ wszystkie kluczowe mechanizmy prowadzace do

RI znaczaco ograniczajac jego rozmiary (Ryc. 7).
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BUFOR O KWASOWYM LR TNA
/ SPOWOLNIENIE SYNTEZY EDHF
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2.2. Cele pracy

Glownym celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie czy dowiencowe podanie
diphenyliodonium, L—argininy, buforu o kwasowym odczynie oraz ich kombinacji zmniejsza
prawdopodobienstwo wystgpienia zatrzymania akcji serca w mechanizmie migotania komor

serca oraz wptywa korzystnie na obszar martwicy pozawatlowej u szczurow.

Cele szczegbdtowe:

1. zbadanie wptywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na czas do przywrocenia fizjologicznego
rytmu serca;

2. zbadanie wplywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na $rednig warto$¢ cisnienia rozkurczowego
w lewej komorze serca odpowiednio w 15., 30. 1 45. minucie reperfuzji;

3. zbadanie wptywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na liczb¢ epizodéw migotania komor
podczas reperfuzji;

4. zbadanie wptywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na wielko$¢ obszaru serca objgtego martwica
dla poszczeg6lnych grup;

5. zbadanie wptywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na $rednig zawarto$¢ biatka kaspazy-3
(markera apoptozy) w koniuszku serca;

6. zbadanie wptywu dowiencowego podania w czasie reperfuzji diphenyliodonium i L—
argininy w buforze o kwasowym odczynie na $rednig zawarto§¢ w koniuszku serca
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, Phosphatidylinositol 3-kinase), ktora jest

markerem aktywno$ci kardioprotekcyjnej;
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3.Materialy i metody

3.1. System Langendorffa

3.1.1. Budowa systemu

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

8):

10.

. pompa perystaltyczna — dla kazdego z doswiadczen szybko$¢ przeptywu zostata

ustawiona na 6 ml/min [234];

zbiornik perfuzatu — za posrednictwem plaszcza wodnego otaczajacego zbiornik
utrzymywano temperatur¢ buforu na poziomie 37.5 °C. Dodatkowo podczas catego
doswiadczenia perfuzat byt karbogenizowany (95% O + 5% CO3) [234, 270];
termocyrkulator - utrzymanie stalej temperatury buforu w obrebie ptaszczy wodnych
systemu: 37.5 °C;

windkessel — zmniejszenie pulsacji generowanej przez pomp¢ perystaltyczng, pehni
funkcje ,,putapki powietrznej” zapobiegajacej dostaniu si¢ do krazenia wiencowego
pecherzykow gazu;

zawory iglowe umozliwiajace regulacje objetosci karbogenu dostarczanej do buforu,
warto$¢ cisnienia karbogenu ustawiono zgodnie z zaleceniami producenta na 1 bar;
mechanizm kontroli ci$nienia pod jakim dostarczany jest do serca bufor, aktualnie
ustawione ci$nienie pokazywane jest przez manometr;

manometr — ci$nienie w kazdym z dos§wiadczen ustawiono na poziomie 45 mmHg;
membrana odpowiadajaca za generowanie prawidlowego oporu dla powracajacego
do zbiornika buforu oraz utrzymanie wlasciwego statego ci$nienia cieczy w systemie;
wymiennik ciepta z wbudowang pulapka powietrzng - dodatkowo ogrzewa bufor
(uzupelnienie strat ciepta w czasie przeptywu przez rurki), ostatnia ,putapka
powietrzna” przed dopltynigciem buforu do serca;

dodatkowy plaszcz wodny odpowiadajacy za utrzymanie odpowiedniej temperatury

serca w warunkach in vitro;
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11. przetwornik ci$nienia wraz z podtagczonym do niego balonem umozliwiajacym pomiar
ci$nienia w lewej komorze serca oraz strzykawka regulujaca obciagzenie wstepne;
12. kaniula, do ktdrej poprzez aort¢ podwigzywano serca;

13. zawér trojdrozny umozliwiajacy podawanie w czasie pierwszych trzech minut

reperfuzji zmodyfikowanych buforéw.

Ryec. 8. Zdjecie systemu Langendorffa uzytego w doswiadczeniach.

3.1.2. Dzialanie systemu

Badania zostaly przeprowadzone w warunkach statego ci$nienia perfuzji wynoszacego 45
mmHg [234]. W zwiazku z tym w zalezno$ci od zachodzacych na skutek niedokrwienia zmian
w obregbie krazenia wiencowego dochodzito do regulacji objetosci przeptywu buforu

dostarczanego do serca [234] (Ryc. 9).
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badane serce zbiornik perfuzatu

Ryc. 9. Ilustracja mechanizmu dzialania systemu Langendorffa w warunkach stalego

ciSnienia.

3.2. Charakterystyka zwierzat laboratoryjnych

Doswiadczenia przeprowadzone zostaly na szczurach pochodzacych z Centralnego
Laboratorium Zwierzat Do$wiadczalnych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Do
badan uzyto sze$édziesieciu siedmiu 12-tygodniowych samcéw szczuréw szczepu Sprague-
Dawley (SPRD/Clzd), o masach ciala w zakresie miedzy 280-360 g. Zwierzeta przydzielono
losowo do o$miu grup. Trzy pozostate zwierzeta zostaty dotaczone do grup, w ktérych miaty
miejsce niepowodzenia w czasie przeprowadzania doswiadczen, czyli $§mier¢ zwierzgcia przed
pobraniem serca lub epizody migotania komoér serca w okresie stabilizacji niepoddajace si¢

interwencji w celu umiarowienia.

Zwierzeta przebywaly w kontrolowanych warunkach otoczenia w pomieszczeniu z wentylacja
mechaniczng, regulowang doba $wietlng (12h/12h) temperaturg 22-24° C, miaty swobodny
dostep do wody oraz przemystowej paszy granulowanej Rodentia Breeding (Wytwornia

Koncentratow i Mieszanek Paszowych AGROPOL S.J.).
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3.3. Przebieg doswiadczen

3.3.1. Przygotowanie buforow

Kazdego dnia przed przeprowadzaniem doswiadczen sporzadzany byl $wiezy KHB.
Wykorzystywano wodg filtrowang przez system Milli-Q., st¢zenie poszczegdlnych soli w
roztworze wynosito odpowiednio: NaCl - 112 mM/1, KCI1 - 5 mM/1, MgSO4 x 7H>0 - 1.2 mM/I1,
K>HPO4 - 1 mM/1, CaCl; - 1.25 mM/l, NaHCOs - 25 mM/1, D-glukozy - 11 mM/l. Kwasem
solnym modyfikowano pH buforu uzyskujac warto$¢ 7.2, co po 30 minutowej karbogenizacji i
ogrzaniu stabilizowato pH na poziomie 7.4, natomiast temperatur¢ buforu utrzymywano w
granicach 37°C [270, 239]. Bufory podawane przez pierwsze 3 minuty reperfuzji byly
przygotowywane tuz przed przeprowadzeniem kazdego doswiadczenia tak, aby

charakteryzowaty si¢ wtasciwym st¢zeniem substancji, pH oraz temperaturg.

3.3.2. Znieczulenie

Po zwazeniu szczury byly znieczulane poprzez dootrzewnowe podanie mieszanki ketaminy

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

3.3.3. Pobranie serc

Znieczulone zwierz¢ unieruchamiano do stotu operacyjnego w pozycji na grzbiecie. Cigciem
poprzecznym, ok 2 cm ponizej tuku zebrowego, przecinano skore i tkanke podskorng na
odcinku okoto 6 cm. Nastgpnie za pomocg igly 27 G, wstrzykiwano do zyly gléwnej dolnej
1000 U/kg heparyny niefrakcjonowanej celem zapobiegnigcia utworzeniu si¢ zakrzepow. Po
30 sekundach od podania heparyny przecinano przepong na catej jej dtugosci, odstaniajac tym
samym serce oraz ptuca (Ryc. 10). W czasie krotszym niz 10 sekund cieciem prowadzonym po
tylnej $cianie klatki piersiowej wycinano serce wraz z plucami (Ryc. 11). Kazde z serc
natychmiast po pobraniu umieszczane byto w KHB o temperaturze 4 °C do czasu pelnego

zatrzymania czynnosci serca [239].

51



i

AT
) et il
it

i

(LT
RTIED CLLCLECL LLL

T
‘ St {1
A

Ryec. 11. Zdje¢cie usuwania serca wraz z plucami.

R
i um“m" ’

it
1]

52



3.3.4. Podlaczenie serca do systemu Langendorffa

Po zatrzymaniu czynno$ci serca preparowano tuk aorty, co umozliwiato pézniejsze podtaczenie
do systemu Langendorffa. W czasie preparowania aorty organ byl umieszczony w KHB o
temperaturze 4 °C. Nastgpnie kazde z serc podigczano do kaniuli wlaczonego systemu
Langendorffa zabezpieczajac aortg dwoma weztami - pierwszym powyzej odejscia naczyn tuku
aorty oraz drugim ponizej. Czynnosci od momentu wycigcia narzagdu do momentu podigczenia
byty wykonywane niezwlocznie i trwaty krocej niz 60 sekund. Nastgpnie odcinano phuca, pien
phucny (utatwiajac odptyw buforu z krazenia wiencowego), uszko lewego przedsionka oraz
inne zbedne tkanki. Do lewej komory serca wprowadzano balon umozliwiajacy monitorowanie
jej ci$nienia oraz stanowigcy obcigzenie wstepne (8-10 mmHg). Nastgpnie serce umieszczano
w szklanym naczyniu utrzymujacym temperatur¢ 37,5 °C zapewniajac wlasciwe warunki

termiczne [239].

3.3.5. Etapy doswiadczenia - okres stabilizacji (przygotowania),

niedokrwienia i reperfuzji

Po podiaczeniu serca do systemu Langendorffa we wszystkich grupach pierwsze 10 minut
doswiadczenia pehito rolg¢ okresu przygotowania i ustabilizowania czynnosci serca [240].
Wtasciwa faza eksperymentu, czyli niedokrwienie i nastepcza reperfuzja rozpoczynata si¢ po
10 minutach. W tej fazie poczatkowo przeptyw buforu w systemie byl wylaczany na czas 15
minut, co wywotywato catkowite niedokrwienie migénia sercowego [241, 242]. Kurczliwos¢
stopniowo zmniejszata si¢, az do catkowitego zatrzymania czynnosci serca. Po 15 minutach
niedokrwienia rozpoczynat si¢ okres reperfuzji — w czasie poczatkowych trzech minut
reperfuzji podawano bufor wzbogacony o badane w eksperymencie substancje. Po zakonczeniu
tego okresu wymieniano dostgp do uktadu, a nastgpnie przez okres kolejnych 42 minut
podawano wytacznie bufor KHB (przez nowy dostep naczyniowy) (Ryc. 12) [241, 242]. W ten
sposob zmodyfikowane bufory byly podawane przez oddzielny dostgp naczyniowy do serca

[77, 78] (Ryc. 13).
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3 min reperfuzji + 42 min
reperfuzji bez
modyfikacji KHB

stabilizacja niedokrwienie

10 min 15 min

Ryec. 12. Etapy doSwiadczenia.

Ryc. 13. Podawanie zmodyfikowanych buforow w trakcie reperfuzji.

Funkcje¢ grupy kontrolnej spetniata grupa, ktorej przez caty okres reperfuzji (tzn, 45 minut)
podawano wytacznie KHB. Skiad buforu w grupach 2, 6, 7, 8 ulegt zostat zmodyfikowany
poprzez dodanie diphenyliodonium (20 pmol/l) [243, 244], w grupach 3, 5, 7, 8 uzyta zostata
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 wlaczonych 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 Liczba
minut reperfuzji SZCZurow
Grupa 1 Brak n=8
K
Grupa 2 Diphenyliodonium n=8
D
Grupa 3 L—arginina n=8
ARG
Grupa 4 Bufor o kwasowym odczynie (pH 6.8) n=8
BKO
Grupa 5 L — arginina w buforze o kwasowym odczynie (pH 6.8) n=8
BKO + ARG
Grupa 6 Diphenyliodonium w buforze o kwasowym odczynie (pH 6.8) n=8
BKO +D
Grupa 7 L—arginina i diphenyliodonium n=8
ARG +D
Grupa 8 Diphenyliodonium i L—arginina w buforze n=9
BKO + D + ARG o kwasowym odczynie (pH 6.8)
Laczna liczba n =65

zZwierzat
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Po zakonczeniu reperfuzji pobierano tkanke serca, ktdrg zawijano szczelnie w foli¢ aluminiowa
oraz umieszczano w zamrazarce o temperaturze -20 °C na okoto 10 minut. W dalszej kolejnosci
przy pomocy skalpela, po wczesniejszym usunieciu przedsionkéw wykonywano przekroje
poprzeczne komor o grubosci okoto 1 mm [246]. Nastepnie fragmenty tkanki umieszczano w
uprzednio przygotowanym roztworze tetrazolium o pH 7.4 1 inkubowano w tazni o

temperaturze 37 °C przez 20 minut [239].

3.3.6. Monitorowanie czynnosci lewej komory serca oraz zaburzen

rytmu serca

Od poczatku okresu stabilizacji w lewej komorze serca znajdowat si¢ wypeliony woda balon
potaczony z przetwornikiem ci$nienia i systemem zbierajacym dane. Balon generowat
obcigzenie wstepne (8-10 mmHg) oraz umozliwial monitorowanie czynnosci serca [239] (Ryc.

14).

Ryec. 14. Serce podlaczone do systemu Langendorffa, w lewej komorze serca umieszczony
jest balon umozliwiajacy pomiar ciSnienia (czerwona strzalka).
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3.3.7. Srednia wartos¢ ciSnienia rozkurczowego w czasie stabilizacji

W kazdym doswiadczeniu zakres warto$ci ci$nienia rozkurczowego w czasie stabilizacji
wynosil migdzy 8-10 mmHg, a dane do analizy statystycznej pochodzily z ostatniej minuty
okresu stabilizacji. Uzyskane informacje byly podstawa do okreslenia zmiany warto$ci
ci$nienia rozkurczowego w czasie reperfuzji bedacej posrednim wskaznikiem nasilenia
przykurczu poreperfuzyjnego, silnie skorelowanego z rozmiarami martwicy miokardium oraz

dalszym rokowaniem (Ryc. 15)

3.3.8. Srednia wartos¢ cisSnienia rozkurczowego w czasie reperfuzji

Pomiarow dokonywano w trzech momentach reperfuzji, odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie
jej trwania [241] (Ryc. 16)(Ryc. 17). Uzyskane wyniki przedstawiono jako delte Sredniej
warto$ci ci$nienia rozkurczowego, ktora byla rdéznica miedzy $rednig wartoscig ci$nienia
rozkurczowego w czasie reperfuzji, odpowiednio w 15., 30. i 45. minucie jej trwania, a Srednig

wartos$cig ci$nienia rozkurczowego w czasie stabilizacji (Ryc. 18).

3.3.9. Czas do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca w czasie

reperfuzji

Moment przywrdcenia rytmu serca byt poczatkiem zapisu fizjologicznego (zatokowego).
Pojedyncze izolowane skurcze lub nawet ich salwy bez nastepujacej po nich odpowiedniej

czynno$ci serca nie byly liczone jako przywrocenie rytmu serca (Ryc. 19).
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Ryec. 15. Przykladowy pomiar ciSnienia rozkurczowego lewej komory serca (stabilizacja) przy uzyciu programu DataTrax2.

8S



Speed : 100 s{sec Display Time : 16:40.000  Mark |~

| Time = 1:05:13.468
'V CISNIENIE BUFORU W SYSTEMIE [mmHg]  Record @ AutoScale Q add function Value = 35.174 mmHg
100.000

. poczatek reperfuzji 15 minuta reperfuzji .

‘/f MK / WA, JMWMWW«WMWW AP A o A BBy

50,00

0.000u
Y CISNIENIE W LEWE] KOMORZE SERCA [mmHg]  Record @ AutoScale Q add function VYalue = 40.689 mmHg
100.000

50.000

MM

m 49:43.128 53:3.128

56:23.128 59:43.128 1:03:3.128 CZAS

Ryc. 16. Przykladowy pomiar ciSnienia rozkurczowego lewej komory serca (15 minuta reperfuzji) przy uzyciu programu DataTrax2.
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Ryc. 17. Przykladowy pomiar ciSnienia rozkurczowego lewej komory serca (15 minuta reperfuzji) przy uzyciu programu DataTrax2.
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Ryc. 18. Zasada wyznaczania *”Delty” czyli r0znicy mi¢dzy ciSnieniem rozkurczowym w okreslonym momencie reperfuzji

(15., 30. albo 45. minucie), a ciSnieniem rozkurczowym w okresie stabilizacji.
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Ryc. 19. Przykladowy pomiar czasu do przywrocenia rytmu serca przy uzyciu programu DataTrax2. Zielona strzalka - powrot

fizjologicznego rytmu serca, czerwona strzalka — pojedyncze pobudzenie niebedace dowodem na powrot fizjologicznego rytmu serca.
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3.3.10. Epizody migotania komor

Za epizody migotania komor uznawano tylko sytuacje, w ktorych serce wymagato interwencji w postaci chwilowego wylaczenia przeptywu w

systemie wraz z jednoczesnym umieszczeniem serca w KHB o temperaturze 4°C, co powodowato przywrdcenie wlasciwego rytmu (Ryc. 20).
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Ryec. 20. Przykladowy zapis epizodu migotania komor oraz przywrdcenia fizjologicznego rytmu serca.

€9



34. Badania po zakonczeniu doswiadczen

3.4.1. Ocena obszaru zawalu serca

Z powodu réznych rozmiaréw serc w celu pordwnania obszaru zawalu mig¢énia sercowego
miedzy poszczegdlnymi zwierzetami, dla kazdego narzadu obliczono stosunek obszaru

martwicy do wielkos$ci catego serca, a wynik wyrazano w procentach.

Wielko$ci obszaru martwicy oznaczono z wykorzystaniem metody barwienia miokardium za

pomocy tetrazolium.

Po 45-minutowym okresie reperfuzji serca odlaczano od systemu Langendorffa, zawijano
szczelnie w foli¢ aluminiowg oraz umieszczano w zamrazarce o temperaturze -20 °C na okoto
10 minut. W dalszej kolejnosci przy pomocy skalpela, po uprzednim usuni¢ciu koniuszka oraz
przedsionkow wykonywano trzy przekroje poprzeczne komodr o grubosci okolo 1 mm
otrzymujac 3 krazki. Nastepnie fragmenty tkanki umieszczano w roztworze tetrazolium o pH

7.4 1 inkubowano w fazni o temperaturze 37 °C przez 20 minut [239, 247].
Zawarte w komorkach zywych dehydrogenazy powodowaty przej$cie soli tetrazolium

w formazany, co skutkowato wybarwieniem tkanek Zywych na czerwono. Obszary mig$nia

sercowego dotkniete martwicg pozostawatly natomiast biate (Ryc. 21).
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Ryc. 21. Przykladowy skan przekrojow poprzecznych serca wybarwionych z uzyciem

tetrazolium.

Wybarwione tkanki umieszczano na 10-20 minut w formalinie w celu wyostrzenia oraz
utrwalenia koloréw, a nastgpnie obustronnie skanowano. Jednakowa grubo$¢ krazkéw
uzyskano poprzez umieszczenie ich pod wczesniej przygotowana ptytka z plexiglasu,

zaopatrzong w 1-mm ,,n6zki”.

Skanowane krazki jako bryla geometryczna sa walcem. Zatem do obliczania ich objetosci,
a tym samym obj¢tosci miokardium stosuje si¢ wzor na objetos¢ walca: V = § X h, dla
ktorego V — objetos¢, S — pole podstawy, h — wysoko$é. Pole podstawy walca (S) jest rowne Y2
sumarycznej powierzchni martwicy wyliczonej z obu stron tkanki. Natomiast wysokos¢ walca
(h), jest tozsama z gruboscig krazka, ktoéra wynosi 1 mm 1 jest niezmienna dla kazdego z

pomiarow, poniewaz jest identyczna jak wysoko$¢ ,,ndzek” ptytki z plexiglasu.

Dla przyktadu postugujac si¢ jednym z uzyskanych wynikow mozemy przyjaé, ze Sn —
oznaczajace pole powierzchni objetej niedokrwieniem jest tozsame z polem powierzchni serca.
Natomiast Sm bedace polem powierzchni objetej martwicg dla danego krazka jest obszarem

zaznaczonym na obrazie na biato i wyliczonym przez program — Imagel.

S~ = pole powierzchni krazkow
Sm = sumaryczne pole powierzchni krazkow - z gornej i dolnej krazka objetych martwica

wyliczone przez program Imagel
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Zgodnie z wczes$niejszymi zalozeniami wzor na objeto$¢ miokardium przyjmie postac:
VM = STM X h = (sumaryczne pole powierzchni krazkow (gornej i dolnej czesci krazka)

objetych martwica wyliczone przez program Imagel)/2 x 1 = pole powierzchni krazkéw

objetych martwicg wyliczone przez program Imagel/2= Sy /2
VN = %N X h = (pole powierzchni krazkéw)/2 x 1 = pole powierzchni krazkow /2= Sy /2

Dla ktérych: Vv — to objeto$¢ obszaru martwicy dla jednego serca, a Vi — objgtos¢ obszaru

objetego niedokrwieniem dla jednego serca.

Z powyzszych réwnan wynika, ze obszary martwicy oraz niedokrwienia sg dodanymi z obu

stron polami wlasciwych im powierzchni podzielonymi przez dwa.

Zeskanowane obrazy oceniano z wykorzystaniem programu komputerowego — ImageJ. W
pierwszej kolejnosci z wykorzystaniem funkcji Treshold okreslano pole powierzchni krazkow
w pixelach (Ryc. 22). Nastepnie przy uzyciu tego samego narzedzia uzyskiwano objete

martwicg pole powierzchni kragzkéw (Ryc. 23).

Ryc. 22. Przykladowy skan pola powierzchni krazkow serca wyznaczonego za pomoca

funkcji Treshold (bialy obszar).
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Ryc. 23. Przykladowy skan pola powierzchni krazkow serca objetego martwica

wyznaczonego za pomoc3a funkcji Treshold (bialy obszar).

Wyniki zostaty przedstawione jako procentowy stosunek obszaru martwicy do obszaru calego
serca.

M % 1000% = Z=1M 5 1009

VN i=1SNi

gdzie: n — liczba krazkoéw, Sm — pole powierzchni martwicy skanu, Sx — pole powierzchni o

skanu.

3.4.2. Ocena zawartosci bialka kaspazy-3 oraz Kkinazy 3 -

fosfatydyloinozytolu w koniuszku serca (Western blot)

Koniuszki serc zostalty zhomogenizowane w buforze lizujagcym RIPA zawierajacym: 10 mM
Tris-HCI, pH 7.4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 1% Triton X-100; 10% glicerol,
0.1% SDS; ImM PMSF oraz inhibitory peptydaz (cOmplete™, Protease Inhibitor Cocktail
tablets, EDTA-free, Roche). Probki zawierajace 10 pg/ul biatka catkowitego zostaty
rozdzielone na 8% zelu SDS-poliakryamidowym. Nastepnie przeprowadzono transfer
rozdzielonego biatka na blong PVDF (Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer Kit;
Bio-Rad) za pomocg Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad), po czym btony PVDF
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inkubowano przez 1 godzing z kréliczymi pierwszorz¢gdowymi poliklonalnymi, przeciwciatami
przeciwko kaspazie-3 (1:1000, Caspase-3 Antibody - (Pro and Active); Bio-Techne) lub z
kroliczymi pierwszorzgdowymi monoklonalnymi, przeciwciatami przeciwko Kinazie 3-
fosfatydyloinozytolu p85 (1:1000, PI 3-Kinase p85 alpha Antibody (SU04-07); Bio-Techne).
Nastepnie prowadzono catonocng inkubacje¢ z mysimi anty-kroliczymi monoklonalnymi,
drugorzgdowymi przeciwciatami skoniugowanymi z peroksydaza chrzanowa (HRP) (1:2000,
mouse anti-rabbit sc-2357; Santa Cruz Biotechnology) Jako bialka referencyjnego uzyto
kréliczych poliklonalnych przeciwciat przeciwko B-aktynie (1:1000 dilution, anti-beta Actin
antibody ab8227; Abcam) oraz mysich anty-krdliczych monoklonalnych drugorzedowych
przeciwcial, skoniugowanych z HRP (1:2000, mouse anti-rabbit sc-2357; Santa Cruz
Biotechnology). Uzyskane prazki uwidoczniono za pomoca metody kolorymetrycznej za
pomoca Amplified Opti-4CN Substrate Kit (Bio-Rad) i oceniano ilo§ciowo za pomoca metody
densytometrii przy uzyciu systemow obrazowania ChemiDoc (ChemiDoc ™ MP System, Bio-
Rad). Poziom badanych biatek zostal wyrazony jako stosunek wzgledny w odniesieniu do

biatka referencyjnego B-aktyny [248].

3.5. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica 13.3. W
celu sprawdzenia rozktadu normalnego uzyto testu Shapiro-Wilka. Do oceny homogennosci
wariancji zastosowano test Levene’a. W przypadku danych, ktore cechowat rozktad normalny
we wszystkich porownywanych grupach, wartosci w tekscie i rycinach zostaty przedstawione
jako $rednie analizowanych parametrow oraz ich bledy standardowe (+SE ). Gdy rozktad
danych przynajmniej jednej z poréwnywanych grup nie spelniat warunkéw rozktadu
normalnego wyniki przedstawiano w postaci mediany z rozstgpami mi¢dzykwartylowymi i
rozpigtosciami. Celem poréwnania $rednich wartosci poszczegolnych wskaznikéw pomigdzy
grupami zastosowano jedno- i dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA). Dla rozktadow
innych niz normalne zastosowano odpowiednie testy nieparametryczne (ANOVA Kruskala-
Wallisa z wielokrotnym poréwnaniem srednich rang, test U Manna-Whitney'a dla pordwnania
prob niezaleznych oraz ANOVA Friedmana dla préb zaleznych). Za warto$¢ poziomu

istotnosci statystycznej przyjeto P<0,05.
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4. Wyniki
4.1. Podstawowe parametry hemodynamiczne

4.1.1. Warto$¢ ciSnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w

czasie stabilizacji

Mediany warto$ci cis$nienia rozkurczowego w czasie stabilizacji dla poszczegolnych grup
wynosity 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. Warto$¢ cis$nienia rozkurczowego podczas
stabilizacji w grupach badawczych nie roznila si¢ statystycznie istotnie wzgledem grupy
kontrolnej. Ponadto nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w tym parametrze

mi¢dzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryc. 24).
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Ryc. 24. Wartos¢ cisnienia rozkurczowego w lewej komorze serca w czasie stabilizacji.
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Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 przywrocenia fizjologicznego rytmu serca

Mediana czasu do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca podczas reperfuzji w
poszczegolnych grupach wynosita 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
przywrocenia fizjologicznego rytmu serca w grupach badawczych nie r6znil si¢ statystycznie
istotnie wzgledem grupy kontrolnej. Ponadto nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic

w tym parametrze mi¢dzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryec. 25).
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Rye. 25. Czas do przywrdcenia fizjologicznego rytmu serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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. Srednia warto$¢ ciSnienia rozkurczowego w lewej komorze serca

w czasie reperfuzji

15. minuta reperfuzji

Srednia delta wartoéci ci$nienia rozkurczowego dla poszczegdlnych grup w 15. minucie
reperfuzji wynosita 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 wynikow wykazala, Ze $rednie delty wartosci ci$nienia rozkurczowego
w 15. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG byty nizsze niz w K (n=8) 13 +
3,9 mmHg. Réznica osiagngta moc statystyczng wynoszac 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 r6znic w tym parametrze mi¢dzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryc. 26).
30. minuta reperfuzji

Srednia delta wartosci cisnienia rozkurczowego dla poszczegodlnych grup w 30. minucie
reperfuzji wynosita 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 wynikow wykazala, Ze $rednie delty wartosci ci$nienia rozkurczowego
w 30. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG byly nizsze niz w K (n=8) 14 +
3,5 mmHg. Réznica osiagngta moc statystyczng wynoszac 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, ze §rednie delty wartosci ci$nienia rozkurczowego w 30. minucie dla grupy

badawczych ARG oraz BKO + ARG byly nizsze niz w K (n=8) 14 + 3,5 mmHg. Roéznica
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osiggneta moc statystyczng wynoszac 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 roznic $rednich delt wartosci cis$nienia

rozkurczowego w 30. minucie pomigdzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryc. 29).

45. minuta reperfuzji

Srednia delta wartosci cisnienia rozkurczowego dla poszczegodlnych grup w 45. minucie
reperfuzji wynosita 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 wynikow wykazala, Ze $rednie delty wartosci ci$nienia rozkurczowego
w 45. minucie dla grup badawczych D oraz BKO + D + ARG byty nizsze niz w K (n=8) 15 +
4,5 mmHg. Roznica osiagngta moc statystyczng wynoszac 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, ze §rednie delty wartosci ci$nienia rozkurczowego w 45. minucie dla grupy
badawczych ARG oraz BKO + ARG byly nizsze niz w K (n=8) 15 + 4,5 mmHg. Roéznica
osiggneta moc statystyczng wynoszac 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 roéznic $rednich delt warto$ci ci$nienia

rozkurczowego w 45. minucie pomigdzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryc. 29).
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Ryc. 26. Zmiany Srednich delt wartoSci cisSnienia 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 réznica mi¢edzy
$rednig delta wartosci ci$nienia rozkurczowego podczas podawania w trakcie reperfuzji D
wzgledem K, **P<0,01;. ## - istotna roznica miedzy S$rednig delta warto$ci ci$nienia
rozkurczowego podczas jednoczesnego podawania w 15, 30 i 45 minucie reperfuzji BKO + D

+ ARG wzgledem K, ##P<0,01.
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Ryc. 27. Zmiany Srednich delt wartoSci cisSnienia 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 r6znica migdzy $rednig deltg wartosci ci$nienia rozkurczowego podczas podawania w

trakcie reperfuzji ARG wzgledem K, *P<0,05.
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Ryc. 28. Zmiany Srednich delt wartoSci cisSnienia 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 r6znica miedzy $rednig delta wartosci ci$nienia rozkurczowego podczas jednoczesnego
podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzglgedem K, *P<0,05.
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Ryc. 29. Zmiany Srednich delt wartosci ciSnienia 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 komor

Liczba epizodow migotania komor w poszczegolnych grupach wynosita 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 zwiazku z niewielkg liczbg epizoddéw nie byta mozliwa

analiza statystyczna uzyskanych wynikow.

4.2. Podstawowe parametry histologiczne

4.2.1. Obszar zawalu serca oceniony metoda histopatologiczna

Mediana $redniego procentowego obszaru zawatu serca dla poszczegdlnych grup wynosita
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 wynikow wykazata, Ze procentowy obszar martwicy serca dla niektoérych
grup badawczych byl istotnie nizszy niz w grupie kontrolnej. Rdznica osiggneta moc
statystyczng wynoszac 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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Ryec. 30. Obszar martwicy serca (w procentach) dla poszczegolnych grup.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 rdéznica mig¢dzy
procentowym obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji
BKO + D + ARG wzgledem K, *** P<0,001; ** - istotna réznica mi¢dzy procentowym
obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG
wzgledem K, ** P<0,01; * - istotna r6znica migdzy procentowym obszarem martwicy serca

podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji ARG + D wzgledem K, * P<0,05.
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Dodatkowa analiza statystyczna otrzymanych wynikoéw potwierdzita, ze procentowy obszar
martwicy serca dla grup badawczych: BKO + ARG, ARG + D oraz D byt istotnie nizszy niz w
K. Rdznica osiagneta moc statystyczng wynoszac 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).
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Ryec. 31. Obszar martwicy serca (w procentach) dla poszczegolnych grup.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi pomiarami. K — kontrola; D -
diphenyliodonium; ARG — L—arginina; BKO — bufor o kwasowym odczynie; * - istotna réznica
mi¢dzy procentowym obszarem martwicy serca podczas podawaniu w trakcie reperfuzji

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

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi pomiarami. K — kontrola; BKO + ARG —
bufor o kwasowym odczynie + L-arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie +
diphenyliodonium; ARG + D — L-arginina + diphenyliodonium. ** - istotna r6éznica mi¢dzy
procentowym obszarem martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji
BKO + ARG wzgledem K, **P<0,01; * - istotna r6znica mi¢dzy procentowym obszarem
martwicy serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji ARG + D wzgledem K,

*P<0,05.

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w procentowym obszarze martwicy serca

mi¢dzy poszczegdlnymi grupami badawczymi (Ryc. 33).
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Ryc. 33. Obszar martwicy serca (w procentach) — porownanie mi¢dzy 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 zawartosci kaspazy-3 w koniuszku serca

Mediana stosunku zawarto$ci kaspazy-3 wzgledem biatka referencyjnego (B-aktyny) dla
poszczeg6lnych grup wynosita 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 wynikow wykazata, ze stosunek zawarto$ci kaspazy-3 wzgledem biatka
referencyjnego (B-aktyny) dla niektorych grup badawczych byt istotnie nizszy niz w grupie
kontrolnej. RézZnica osiggneta moc statystyczna wynoszac 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).
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Ryc. 34. Zawartos¢ kaspazy-3/p-aktyny w koniuszku serca.
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Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
miedzykwartylowy oraz rozpietos¢ wasow od kwartyli do wartoSci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi pomiarami. K — kontrola; D -
diphenyliodonium; ARG — L-arginina; BKO — bufor o kwasowym odczynie; ** - istotna
réznica migdzy zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w

trakcie reperfuzji BKO wzgledem K lub ARG, **P<0,01.
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Ryec. 35. Zawartos¢ kaspazy-3/p-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi pomiarami. K — kontrola; BKO + ARG —
bufor o kwasowym odczynie + L-arginina; BKO + D - bufor o kwasowym odczynie +
diphenyliodonium; ARG + D — L-arginina + diphenyliodonium. *** - istotna r6znica mi¢dzy
zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji
BKO + ARG wzglgdem BKO + D, ***P<0,001; ** - istotna rdznica migdzy zawartoscia
kaspazy-3p/-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji ARG + D
wzgledem BKO + D, **P<0,01; * - istotna r6znica mi¢dzy zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w

koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzgledem K, *P<0,05.
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Ponadto wykazano, ze stosunek zawartosci kaspazy-3 wzgledem biatka referencyjnego (B-
aktyny) dla niektorych grup badawczych byl istotnie nizszy niz w pozostalych. Rdznica
osiggneta moc statystyczng wynoszac 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).
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Ryc. 36. Zawartos¢ kaspazy-3/pB-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
miedzykwartylowy oraz rozpietos¢ wasow od kwartyli do wartoSci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczeg6lnymi 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 ro6znica mi¢dzy zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca

podczas podawania w trakcie reperfuzji ARG + D wzglegdem BKO + D, ***P<0,001; ** -
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istotna roznica migdzy zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca podczas podawania

w trakcie reperfuzji D wzgledem BKO + D, **P<0,01.
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Ryc. 37. Zawartos¢ kaspazy-3/pB-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
miedzykwartylowy oraz rozpietos¢ wasow od kwartyli do wartoSci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 r6znica mi¢dzy zawarto$cig kaspazy-3/p-aktyny
w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzglgdem BKO + D,
**% P<0,001; * - istotna r6znica migdzy zawartos$cig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca

podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO wzgledem BKO + D, * P<0,05.
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Ryc. 38. Zawartos¢ kaspazy-3/pB-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
miedzykwartylowy oraz rozpietos¢ wasow od kwartyli do wartoSci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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
réznica migdzy zawartoscig kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w
trakcie reperfuzji BKO + ARG, *** P<0,001; * - istotna r6znica mi¢dzy zawarto$cia kaspazy-
3/B-aktyny w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzgledem
BKO + D + ARG, * P<0,05.
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4.3.2. Ocena zawartosci kinazy 3 - fosfatydyloinozytolu w koniuszku

serca

Mediana stosunku zawarto$ci PI3K w koniuszku serca wzgledem bialka referencyjnego (B-
aktyny) dla poszczegolnych grup wynosit 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 wynikow wykazala, Ze stosunek zawartosci PI3K w koniuszku serca
wzgledem biatka referencyjnego (B-aktyny) dla grupy badawczej BKO + ARG (n=7) 0,61 byt
istotnie nizszy niz w K (n=8) 0,95, a r6znica osiggneta moc statystyczna (p< 0,01) (Ryc. 39).
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Ryc. 39. Zawartos¢ PI3K/B-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 r6éznica mi¢edzy
zawartoscig PI3K w koniuszku serca podczas podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG

wzgledem K Iub ARG + D, ** P<0,01.

Ponadto wykazano, Ze stosunek zawarto$ci PI3K w koniuszku serca wzgledem biatka
referencyjnego (B-aktyny) dla niektorych grup badawczych byl istotnie nizszy niz w
pozostatych. Réznica osiggneta moc statystyczng wynoszac 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).
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Ryec. 40. Zawartos¢ PI3K/B-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 rdznica mi¢dzy zawartoscig PI3K w koniuszku
serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzgledem BKO,
**% P<0,001.
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Ryec. 41. Zawartos¢ PI3K/B-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 réznica mi¢dzy zawartoscig PI3K w koniuszku
serca podczas jednoczesnego podawania w trakcie reperfuzji BKO + ARG wzgledem ARG,

*#% P<(0,001; ** - istotna réznica migdzy zawarto$ciag PI3K w koniuszku serca podczas
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jednoczesnego podawania w trakcie BKO + ARG wzgledem ARG + D, ** P<0,01; * - istotna

réznica migdzy zawartoscig PI3K w koniuszku serca podczas jednoczesnego podawania w

trakcie BKO + D + ARG wzgledem ARG, * P<0,05.

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic w stosunku zawartosci PI3K w koniuszku

serca wzgledem biatka referencyjnego (B-aktyny) migdzy poszczegdlnymi grupami

badawczymi (Ryc. 42).
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Ryec. 42. Zawartos¢ PI3K/B-aktyny w koniuszku serca.

Wykres pudelkowy przedstawia mediane¢ (linia pozioma), pudelko obejmuje zakres
mie¢dzykwartylowy oraz rozpi¢tos¢ wasow od kwartyli do wartosci minimalnej i
maksymalnej z zaznaczonymi poszczegélnymi 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 wartos$ci ci$nienia rozkurczowego w lewej komorze serca

w czasie stabilizacji; TR — mediana czasu do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca; CR15min/30min/45min - $rednia warto$¢ cis$nienia

rozkurczowego w lewej komorze serca odpowiednio w 15., 30. 1 45. minucie reperfuzji; M — mediana obszaru zawatu serca ocenionego metoda

histopatologiczng; MK — epizody migotania komodr; K/B — mediana zawarto$ci kaspazy-3/B-aktyny w koniuszku serca; PI3K/B — mediana

zawartosci PI3K/B-aktyny w koniuszku serca.

CS/ImmHg] | TR/[sek.] | CR15min/[mmHg] | CR30min/[mmHg] | CR45min/[mmHg] | MK | M/[%] K/B PI3K/B
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 + 9,5 253 2,4 1,7 1,3 1 10 0,01 0,61
ARG
BKO + 9,9 186 9,2 8,7 7,2 0 11 0,205 0,8
D
ARG + 9,9 158 12 10 10 0 11 0,035 0,9
D
BKO + 9,2 132 5,6 2,7 1,6 0 8,7 0,105 0,72
D +
ARG
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4.Dyskusja i omowienie wynikow

5.1. Wplyw substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich
kombinacji) na czas do przywrocenia fizjologicznego rytmu serca oraz

na delt¢ wartosci ciSnienia rozkurczowego

Dowiencowe podanie substancji, ktére w zatozeniu majg dziata¢ kardioprotekcyjnie, czyli L-
argininy, diphenyliodonium, buforu o kwasowym odczynie (BKO) oraz ich kombinacji nie
miato istotnego wptywu na skrécenie czasu do powrotu fizjologicznego rytmu serca (Ryc. 25),
niemniej jednak niektore z tych substancji — diphenyliodonium, kombinacja BKO, L-argininy
i diphenyliodonium (3 substancje), L-arginina oraz kombinacja L-argininy z BKO (2
substancje) zmniejszaty ,,delty” wartos$ci ci$nienia rozkurczowego w czasie reperfuzji (w 30.
minucie oraz w 45. minucie zalezno$¢ byta istotna statystycznie dla wszystkich wspomnianych
wyzej substancji oraz ich kombinacji (Ryc. 26, Ryc. 27, Ryc. 28), natomiast w 15. minucie
reperfuzji zalezno$¢ byla istotna statystycznie jedynie dla diphenyliodonium oraz kombinacji
BKO, L-argininy i diphenyliodonium) (Ryc. 26). Redukcja parametru ,,delty” wartosci
ci$nienia rozkurczowego posrednio $wiadczy o zmniejszeniu zjawiska przykurczu
poreperfuzyjnego (omawianego szerzej w rozdziale 1.3.1.), co $wiadczytoby o potencjalnie
korzystnym wptywie wspomnianych substancji na serce podczas zawatu. Powyzszy korzystny
wplyw mozna wyjasni¢ w ten sposéb, ze BKO zmniejsza pH wewnatrz komorki, a kwasny
odczyn w cytozolu kardiomiocytdow promuje mechanizmy zapobiegajace przykurczowi
miofibryli [22, 64, 65, 249, 250]. Diphenyliodonium z kolei hamuje produkcje wolnych
rodnikow tlenowych (ROS), ktére dziataja niekorzystnie rowniez indukujac wzrost aktywnosci
receptora rianodynowego prowadzacy do przetadowania kardiomiocytéw jonami wapnia
podczas reperfuzji, a w konsekwencji — wzmozenia przykurczu poreperfuzyjnego [251]. L-
arginina promuje powstawanie tlenku azotu (NO), ktory zwigksza przeplyw krwi przez
kardiomiocyty 1 stabilizuje ich srodowisko, ograniczajac m.in. obrzgk tkankowy oraz opor w

krazeniu wiencowym [216, 217, 218, 219, 220, 221, 238].
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5.2. Wplyw substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich

kombinacji) na obszar martwicy serca w modelu Langendorffa

Wykazano, ze dowiencowe podanie diphenyliodonium, kombinacji diphenyliodonium i L-
argininy, kombinacji BKO i argininy oraz kombinacji trzech substancji — diphenyliodoniu,
BKO i L-argininy zmniejszato obszar martwicy serca w modelu Langendorffa co najmniej o
jedng trzecig (Ryc. 30, Ryc. 31, Ryc. 32). Zmniejszenie obszaru martwicy jest w pewnym
stopniu konsekwencja zmniejszenia ,,delty” wartosci ciSnienia rozkurczowego, czyli zjawiska
przykurczu poreperfuzyjnego, jednak nie jest to jedyne wyjasnienie. Tlenek azotu (NO),
ktorego donorem jest L-arginina w sposéb plejotropowy przyczynia si¢ do ochrony
kardmiomiocytow — z jednej strony ogranicza opor naczyn wiencowych oraz obrzgk tkankowy
(o czym wyzej wspomniano), z drugiej strony zmniejsza niekorzystne zjawisko no-reflow
poprzez hamowanie agregacji ptytek krwi, adhezji leukocytéw oraz zahamowanie proliferacji
migs$ni gladkich [252]. Z kolei wolne rodniki tlenowe (ktorych produkcja jest hamowana przez
diphenyliodonium) prowadza do postepujacego uszkodzenia migsnia sercowego w réznych
mechanizmach (modyfikacja przepuszczalnosci btony komorkowej, modyfikacja biatek,
zwigkszenie przetadowania wapniem w cytozolu oraz uruchomienie szlakow §mierci komorki)
[22, 39, 253]. Wazng kwestig objasniajaca protekcyjny wplyw réznych substancji (rowniez
substancji wykorzystanych w badaniach przedstawionych w niniejszej pracy) jest ich
interferencja z mechanizmami $mierci komoérki — przede wszystkim apoptozy oraz nekrozy. W
mechanizmie nekrozy istotng role odgrywa zjawisko otwarcia mitochondrialnych kanatow
mPTP (opisanych we Wstepie, w podrozdziale 1.3.6), a zard6wno przetadowanie jonami wapnia
oraz wzrost produkcji ROS sprzyjaja otwarciu tych kanatéw [254]. W mechanizmie apoptozy

kluczowa rolg odgrywaja biatka kaspazy, w tym kaspaza 3, badana w niniejszej pracy.
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5.3. Wplyw substancji dodanych do buforu Krebsa-Henseleita (oraz ich
kombinacji) na poziom bialka Kkaspazy 3 oraz Kinazy 3-

fosfatydyloinozytydu w koniuszku serca

Wykazano, ze dodanie BKO oraz kombinacji BKO i L-argininy do roztworu Krebsa-Henseleita
spowodowato spadek poziomu biatka kaspazy-3 oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu p85 w
koniuszku serca (badania wykonano metoda 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 kwasnym odczynie z L-argining) w
buforze Krebsa-Henseleita w modelu zawatu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu
Langendorffa powoduje zmniejszenie zawarto$ci bialka kaspazy-3 (markera apoptozy),
natomiast istotng zmiane¢ (zmniejszenie) poziomu podjednostki p85 kinazy 3-
fosfatydyloinozytydu (PI3K, bedacego czynnikiem protekcyjnym) w koniuszku serca
wzgledem kontroli wywotato jedynie podanie kombinacji BKO oraz L-argininy. Kaspaza-3
odpowiada za pobudzenie dzialania biatek prowadzacych do rozpadu cytoszkieletu, btony
cytoplazmatycznej oraz fragmentacj¢ DNA jadra komdrkowego, co jest charakterystyczne dla
apoptozy [97, 98, 99]. O ile spadek zawarto$ci biatka kaspazy-3 nie jest zaskakujacy i §wiadczy
0 zmniejszeniu procesow apoptotycznych po podaniu wspomnianych substancji dziatajacych
protekcyjnie, o tyle zmiany w poziomie biatka PI3K mig¢dzy réznymi grupami zwierzat sa
bardziej intrygujace. PI3K wraz z kinazami aktywowanymi mitogenami (MAPK, Mitogen
Activated Protein Kinase) jest sktadowa szlaku kinaz ratujacych przed uszkodzeniem
reperfuzyjnym (RISK, Reperfusion Injury Salvage Kinase) jednego z gtownych szlakow o
dziataniu kardioprotekcyjnym w przypadku hartowania przez niedokrwienie (/PC, Ischemic
Preconditiong) [255, 256, 257]. IPC to krotkie cykle naprzemiennej reperfuzji oraz ponowne;j
okluzji naczynia podczas przywracania ukrwienia uprzednio niedokrwionego narzadu [258,
259]. Protekcyjny wplyw takiego postepowania nie tylko na serce, ale tez na inne organy zostat
szeroko przebadany i udowodniony, zarowno na modelach zwierzecych jak 1 w przypadku
organizmu cztowieka [260, 261, 262, 263, 264, 265, 266]. Aktywacja PI3K oraz MAPK jest
réwniez odpowiedzialna za przekaznictwo w innych sytuacjach np. podawania lekéw o
dziataniu kardioprotekcyjnym. Pelni role uniwersalnego przekaznika w zakresie zapobiegania
IRI w czasie pierwszych kilku minut reperfuzji [51, 260, 267]. Udowodniono, ze kwasne
mikrosrodowisko moze aktywowac szlak sygnatowy PI3K/Akt i znacznie zwigkszaé

fosforylacje Akt [268]. Po stymulacji czynnikami takimi jak niedotlenienie i kwasne

94



srodowisko, podjednostka regulatorowa p85 PI3K zwalnia hamowanie katalitycznej
podjednostki p110, a konformacja przestrzenna dimeru PI3K ulega zmianie, co prowadzi do jej
aktywacji sprzyjajac tym samym powstawaniu 3,4,5 -trifosforanu fosfatydyloinozytolu na
btonie PI3K. Biatka sygnalizacyjne sa nastgpnie rekrutowane do regulowania roéznych
aktywnos$ci wewnatrzkomorkowych, takich jak przezycie komorek, proliferacja i roznicowanie
[269]. Warto w tym momencie zaznaczy¢, ze poziom podjednostki p85 biatka PI3K okazat si¢
by¢ istotnie wyzszy w grupie zwierzat, ktorym do KHB podano BKO albo L-argining (cho¢
réznica nie byla istotna statystycznie). Moze to $wiadczy¢ o tym, ze wspomniane substancje
réwniez zwigkszaja poziom kardioprotekcyjnego szlaku PI3K. Z drugiej strony zastosowanie
kombinacji tych substancji powodowato spadek poziomu podjednostki p85 biatka PI3K w
stosunku do kontroli, zmiana ta byla istotna statystycznie. Analogicznie, zastosowanie
kombinacji L-argininy z BKO powoduje istotny spadek poziomu p85 PI3K w tkance serca w
poréwnaniu z dodatkiem samego BKO lub samej L-argininy do buforu Krebsa Henseleita (Ryc.
42). Powyzsze wyniki moga $wiadczy¢ o antagonistycznym wptywie L-argininy oraz BKO,
gdyz tlenek azotu uwalniany z L-argininy, powodujac rozszerzenie naczyn krwiono$nych i
wzrost przeptywu niweluje protekcyjne dziatanie BKO na kardiomiocyt [216, 217, 218, 219,
220, 221, 238]. Mechanizm ten nie ttumaczy jednak, dlaczego zastosowanie kombinacji L-
argininy oraz BKO nie tylko niweluje, ale wrecz istotnie obniza poziom PI3K. Kwestia ta

wymaga dalszych inwestygacji.
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6. Wnioski

Zastosowanie dodatkowych substancji — diphenyliodonium oraz kombinacji buforu o
kwasowym odczynie, L-argininy i diphenyliodonium w buforze Krebsa-Henseleita w
modelu zawatlu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie
zmniejszalo parametr delty ci$nienia rozkurczowego (§wiadczacy o sile przykurczu
reperfuzyjnego) w 15., 30. 1 45. minucie reperfuzji. Ponadto zastosowanie dodatku L-
argininy oraz kombinacji L-argininy i buforu o kwasowym odczynie w tym modelu
istotnie zmniejszato parametr delty cisnienia rozkurczowego w 30. i 45. minucie

reperfuzji.

Zastosowanie dodatkowych substancji — diphenyliodonium oraz nastgpujacych
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 zawatlu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa istotnie

zmniejsza obszar martwicy serca.

Zastosowanie dodatkowych substancji (bufor o kwasowym odczynie oraz kombinacji
bufor o kwasowym odczynie z L-argining) w buforze Krebsa-Henseleita w modelu
zawalu serca ex vivo z wykorzystaniem systemu Langendorffa powoduje zmniejszenie
zawartosci biatka kaspazy-3 (markera apoptozy) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytydu

p85 (czynnika protekcyjnego) w koniuszku serca.
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7.Podsumowanie i perspektywy

Przeprowadzone badania potwierdzity kardioprotekcyjny wptyw podania w czasie reperfuzji
buforu o kwasowym odczynie (pH 6.8), L-argininy oraz diphenyliodonium. Jednoczesne
faczenie substancji np. dowiencowe podanie diphenyliodonium oraz L-argininy w buforze o
kwasowym odczynie wigzalo si¢ z istotnym statystycznie obnizeniem delty ci$nienia
rozkurczowego w lewej komorze serca oraz procentowego obszaru zawalu serca wzgledem
grupy kontrolnej. Dokladny mechanizm dziatania tych substancji oraz mozliwos¢

wykorzystania tych mechanizmow wymaga dalszych badan.
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8.0graniczenia badania

Podstawowym ograniczeniem przeprowadzonego badania bylo zastosowanie systemu
Langendorffa utrzymujacego serce przy zyciu w warunkach in vitro. W zwiazku ze specyfika
doswiadczen nie byto mozliwe wykorzystanie zblizonego do warunkéw klinicznych modelu
zawalu serca opartego na podwigzaniu lewej tetnicy zstgpujacej przedniej in vivo. Uzycie
modelu Langendorffa wigzato si¢ z brakiem wptywu ukladéw wspottworzacych organizm
zwierzgcia w warunkach fizjologicznych na czynno$¢ serca, a wigc uktadu autonomicznego,
hormonalnego, elementéw morfotycznych oraz stanu zapalnego [233, 270]. Tym samym efekt
dziatania niektoérych mechanizmow IRI, ktére w warunkach klinicznych petnig istotng role byt
ograniczony. Nie byto réwniez mozliwosci, aby obserwowac czynnos$¢ serca przez duzszy czas
po zakonczeniu reperfuzji, co uniemozliwiatlo ocen¢ dlugofalowych skutkéw dziatania
podawanych w eksperymencie substancji — taka obserwacja mozliwa jest jedynie w modelach

in vivo [227, 228].

Niewielka liczba epizodow migotania komér w poszczegdlnych grupach spowodowata, ze nie

byta mozliwa analiza statystyczna uzyskanych wynikow.
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UCHWALA NR WAW2/099/2020
z dnia 09 wrzesnia 2020 r.

II Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczeri na Zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1' ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392), zwanej dalej
»ustawg” po rozpatrzeniu wniosku pt.: ,,Wplyw réwnoczesnego podania diphenyliodonium oraz
L-argininy w buforze o kwasowym odczynie na wielko§¢ obszaru uszkodzenia
poreperfuzyjnego serca u szczuréw” z dnia 26 czerwca 2020 roku, zlozonego przez: Centrum
Badari Przedklinicznych CBP WUM, adres: ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa, zaplanowanego przez
Matgorzate Wojciechowska?
przy udziale? -

Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie dos§wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § 1, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

. Whniosek nalezy przypisac do kategorii: badania podstawowe, sercowo naczyniowy uklad
krazenia krwi i limfy [PB2].

Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: terminalna, bez odzyskania
przytomnosci.

3. Doswiadczenia bedy przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw?:

(5]

Gatunek Wiek/stadium rozwoju | Liczba

Szczur wedrowny, Sprague Dawley (SPRD/Clzd) 12 tygodni 67

4. Doswiadczenia beda przeprowadzane przez: Matgorzata Wojciechowska, Adrian Barzyc,
Wojtek Lysik, Karol Momot.

Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie’ od 15.09.2020 do 15.09.2025 r.
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: nie dotyczy.

Dos$wiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: nie dotyczy.

Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odtowione przez: nie dotyczy.

Doswiadczenie zestanie/nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej

© oo L

inie—do—6

S gZaaPp B g-&o 3

L Niew!asciwy zapis usungc

tsial;

2a przepr dzenie doswiadczenia
ji spofecznej.

2 imig i nazwisko osoby, ktéra zapl: ta i jest odpowit
3 Wypetni¢ w przypadku dopuszczenia do postep i
* Podac liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

* Nie diuzej niz 5 lat

¢ podac jesli jest to inny osrodek niz uzytkownik
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§3
Uzasadnienie:

Komisja ocenila wniosek zgodnie z art. 47 ust. 1§ 2 ustawy z dnia 15 stycznia 2015 r. o ochronie
zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. z 2019 r. poz. 1392, z
pézn. zm.). Po zapoznaniu si¢ z problematyky badawczy przedstawiona we wniosku komisja
stwierdza, ze przedstawiony projekt spetnia pod katem oceny etycznej zasady dopuszczenia
doswiadczen na zwierzetach. Na podstawie art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks
postepowania administracyjnego z péZniejszymi zmianami (Dz. U. 2020 r. poz. 256) odstapiono od
sporzadzania uzasadnienia decyzji, gdyz decyzja jest zgodna z wnioskiem strony.

§4

Integralng cz¢$¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

Szkota Gtowna Gospodarstwa Wiejskiego PRZEWODNICZACA
w Warszawie I Lokainej Komisji Etycznej
|l Lokalna Komisja Etyczna ds_ Dobwil a2 Zwisrzgtach przy SGGW
ds. Doswiadczen na Zwierzgtach 0
02-786 Warszawa, ul. Ciszewskiego 8 1Pl [ \

—_ tel, 22 58-35622 T : ¢ i %
(Picczge Iokalnfj koinis)i ctycznej) (Podpi$ Przgwodniczacej Komisji)
Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1 i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14
czerwca 1960 r. Kodeks postgpowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od
uchwaty Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wniesé, za jej posrednictwem, odwolanie do Krajowe;j
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeri na Zwierzetach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaly.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwolania strona moze zrzec sig
prawa do jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktéra wydata uchwate. Z
dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej o§wiadczenia o zrzeczeniu si¢ prawa do wniesienia odwolania
przez ostatnia ze stron postepowania, decyzja staje si¢ ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje
1) Uiytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszezona do udzialy w postgpowaniu (jesli dotyczy)
3) ah
Uizytkownik kopie przekazuje:
e Osoba planujyca doswiadczenie
e Zespot ds. dobrostanu
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