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W. Miltyk, P. Kolodziejczyk, P. Dragowski, J. Szemraj, E. Chabielska
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lowska, K. Jasiniski, A. Jasztal, K. Przyborowski, R. Kostogrys, J.A. Zoladz,
S. Chtopicki

Stres oksydacyjny i zmiany ekspresji homologéw NoxI, Nox2 i Nox4 oksydazy
NADPH w sercu szczura w cukrzycy. Wplyw treningu fizycznego i pokarmowych
azotynéw. A. Gajos-Draus, A. Beresewicz

Przerwa kawowa

Sesja IV — Kardiomiopatie. Choroba niedokrwienna serca
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Nowe mutacje w genie BAG3 i ich rola w patogenezie kardiomiopatii rozstrzeniowej.
L. Hutnik, E Garbicz, R. Ploski, P. Wlodarski

Ochronne dziatanie uktadu opioidowego na czynnos¢ niedotlenionego ludzkiego
migsnia sercowego w warunkach in vitro. M. Kunecki, T. Roleder, J. Biernat,
W. Plazak, P. Podolec, M.A. Deja, K.S. Golba

Kardiomiopatia takotsubo w modelu indukowanym isoprenaling — analiza histo-
patologiczna serc szczurow plci zenskiej. A. Kolodzinska, B. Szczepankiewicz,
K. Czarzasta, M. Budnik, R. Gléwczynska, A. Fojt, S. Borodzicz, L. Koperski,
A. Cudnoch-Jedrzejewska, B. Gornicka, G. Opolski
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A. Fojt, S. Borodzicz, A. Cudnoch-Jedrzejewska, B. Gérnicka, G. Opolski
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Wplyw sodo-zaleznego nadcisnienia tetniczego na regulacje napiecia Srodkowej
tetnicy mozgu i tetnicy zaopatrujgcej miesieni szkieletowy szczura. A. Uszynska,
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od angiotensyny II. A. Drapata, M. Sikora

Siarkowoddr potencjalizuje hipotensyjne dzialanie losartanu u szczuréw z nad-
cisnieniem tetniczym. M. Sikora, A. Drapata, M. Utnal

Wzrost stezenia siarkowodoru w jelicie grubym obniza cisnienie tetnicze u szczu-
réw. L. Tomasova, K. Ondrias, K. Pham, M. Ufnal

Odnerwienie nerek zmniejsza efekt hipotensyjny amlodypiny oraz metoprololu.
J. Skrzypecki, P. Konopelski, M. Ufnal

Wplyw zahamowania oksydazy ksantynowej na zmiennos¢ rytmu serca (HRV)
podczas pobudzenia lub odbarczenia odruchu z chemoreceptoréw tetniczych.
S. Zajaczkowski, P. Badtke, T.H. Wierzba
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Zastosowanie edycji genomu do korekcji fenotypu kardiomiocytow uzyskanych
zkomdrek iPS od pacjentow z ataksjg Friedriecha.N.Rozwadowska, Y. Li, A. Bhalla,
J. Butler, T. Kolanowski, M. Napierala

Efekty jonowe w genezie, propagacji i pomiarze EKG. T. Buchner

O rozwoju zmiennosci rytmu serca plodu w tonie matki — wnioski z analizy
nieliniowej. ].J. Zebrowski, D. Markiewicz, D. Hoyer, U. Schneider

Wplyw antagonistow receptorow kannabinoidowych na dodatni efekt chronotro-
powyiinotropowyizoprenaliny wizolowanych przedsionkach serca szczura.]. Were-
sa, A. Pedzinska-Betiuk, B. Malinowska

The role of ecto-5"-nucleotidase in aortic valve pathologies. P. Zukowska, B. Kutryb-
-Zajac, A. Jasztal, M. Toczek, P. Romaszko, R.T. Smolenski, E.M. Stominska
NAD and NMN degradation on the endothelial surface of aortic valve. P. Jabtonska,
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E.M. Stominska
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EFEKTY JONOWE W GENEZIE,
PROPAGAC]I I POMIARZE EKG

TEODOR BUCHNER

Wydzial Fizyki, Politechnika Warszawska
e-mail: buchner@if.pw.edu.pl

W opisie teoretycznym powstawania, propagacji i pomiaru EKG obowigzujaca powszech-
nie podstawg jest przyblizenie polowe, ktdre zaklada, ze wszelkie zmiany biopotencjaléw po-
wstajace i rozchodzace si¢ w organizmie moga by¢ opisane jako réwnowazne pole elektryczne,
rozchodzace sie z predkoscig $wiatla.

Niniejsze doniesienie ma na celu krytyczna analize tego zaloZenia, poczynajac od para-
dygmatu potencjalu czynno$ciowego, jakim jest prawo Nernsta.

Potencjal czynnos$ciowy w prawie Nernsta nie jest rzeczywistym potencjalem elektrycznym
komorki, tylko przedstawieniem nieréwnowagi stezen za posrednictwem réwnowaznej wiel-
kosci elektrycznej. Jedyne podobienstwo miedzy nimi jest takie, ze i roznica stezen, i réznica
potencjatu moze prowadzi¢ do przeptywu pradu jonowego. Stosunek stezen pomiedzy komor-
ka i przestrzenig zewnatrzkomdrkows zalezy za$ na przyklad od objetosci przestrzeni — jak
wiadomo, neurony mielinowe, dla ktérych objetos$¢ jest ograniczona — przewodza szybciej
niz komorki, w otoczeniu ktdrych nie ma struktur ograniczajacych objetos¢. Kardiomiocyt
w obrebie wtékna miesniowego jest w réwnowadze termodynamicznej z praktycznie nieskon-
czonym buforem elektrolitu, jakim jest osocze krwi i ptyn zewnatrzkomoérkowy. Catkowity
wyplyw jonéw sodu podczas jednego cyklu pracy serca jest o 5 rzedéw wielkosci nizszy niz
catkowita ilos¢ jonéw sodu w plynach ustrojowych. Kolejnym interesujagcym obiektem badaw-
czym jest szlak propagacji potencjalu czynno$ciowego do powierzchni skoéry. Tu najwazniejsze
pytanie dotyczy udzialu mechanizméw polaryzacji tkanki w zjawisku propagacji. Innymi sto-
wy, jest to pytanie, czy mechanizm propagacji jest jonoselektywny: czy wyrzut jednego jonu
z serca powoduje zmiang réwnowagi populacji wszystkich elektrolitow czy tylko jonéw danego
pierwiastka. Dyskutowana jest rowniez specyfika pomiaru EKG i zwigzek szumu wywolanego
ruchem elektrody z procesem pomiaru.
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WPLYW ZAWALU SERCA ORAZ DIETY WYSOKOTLUSZCZOWE]
NA EKSPRESJE UKLADU APELINERGICZNEGO
I WAZOPRESYNERGICZNEGO

KATARZYNA CZARZASTA, OLENA WOJNO, AGATA GONDEK,
AGNIESZKA CUDNOCH-JEDRZEJEWSKA

Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Laboratorium Centrum Badan Przedklinicznych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny
katarzyna.czarzasta@wum.edu.pl

Wskaznik zapadalnosci na zawal serca jest nadal bardzo wysoki, zwlaszcza u 0séb otytych.
Na podstawie dostepnego pismiennictwa mozna przypuszczaé, ze w zawale serca oraz otyloéci
dochodzi do istotnych zaburzen osrodkowej regulacji czynno$ci uktadu krazenia, w ktérych
moga uczestniczy¢ apelina (APLN) i wazopresyna (AVP). Wydaje sie, ze zmiany ekspresji re-
ceptoréw APJ apeliny (APJR) i/lub V1 wazopresyny (V1R) moga znaczaco wplywac na dzia-
tanie powyzszych peptyddw oraz stanowi¢ podloze dla zaburzen regulacji czynnosci ukladu
sercowo-naczyniowego w pozawatowej niewydolnosci serca. Celem pracy bylo zbadanie, czy
w zawale serca u szczuréw Sprague Dawley (SPRD), karmionych zgodnie z dietg standardowa
(NED) lub wysokottuszczowa (HFD), dochodzi do zmian ekspresji mRNA receptoréw AP] oraz
receptoréw Vla (V1aR) i V1b (V1bR) wazopresyny w mozgu, sercu oraz tkance tluszczowej,
a takze zmian stezen apeliny i kopeptyny w osoczu. Badania zostaly przeprowadzone na nor-
motensyjnych szczurach plci meskiej, szczepu SPRD, ktoére od 4. tygodnia zycia byly podda-
wane przez okres 12 tygodni nastepujacym procedurom: 1) karmienie zwierzat NFD lub HFD,
2) wywolanie zawalu serca (ZS) lub operacja pozorowana (OP), 3) pobranie osocza, mdzgu,
serca i tkanki tluszczowej, 4) badanie mRNA receptoréw APJ oraz V1ai V1b (RT-PCR) w wy-
branych tkankach i narzadach, 5) badanie stezenia apeliny, kopeptyny i NT-proBNP (ELISA)
w osoczu. Wykazano istotny wzrost stezenia NT-proBNP w osoczu u zwierzat z zawalem serca.
Nie stwierdzono istotnych réznic w osoczowym stezeniu apeliny-36 miedzy badanymi grupami
szczuréw. Stezenie kopeptyny w osoczu bylo istotnie wyzsze u szczurdéw ZS, zaréwno NFD,
jak i HFD. Pozawalowa niewydolnos¢ serca spowodowala istotny spadek ekspresji mRNA re-
ceptoré6w APJR, V1aR i VIbR w moézgach szczuréw na obu dietach. W prawej komorze serca
zaobserwowano istotny wzrost ekspresji mRNA APJR, V1aR i V1b u zwierzat ZS HFD. W lewej
komorze serca wykazano istotny wzrost ekspresji mRNA APJR u wszystkich szczuréw na diecie
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HFD. Natomiast ekspresja mRNA V1aR oraz V1b w lewej komorze serca byta istotnie wigksza
u szczurdw ZS bedacych na obu dietach w poréwnaniu do odpowiednich grup kontrolnych.
Ekspresja mRNA APJR w tkance ttuszczowej ulegla istotnemu wzrostowi pod wplywem ZS
oraz HFD. Na podstawie przedstawionych wynikéw mozna wnioskowadl, ze zawal serca oraz
dieta wysokotluszczowa majg wplyw na zmiane ekspresji mRNA, zaréwno receptoréw AP],
jak i V1a i V1b w mdzgu, sercu oraz tkance tluszczowej, co $wiadczy o udziale obu badanych
ukladéw w patogenezie pozawatowej niewydolnosci serca oraz otytosci.
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WPLYW SIMWASTATYNY ORAZ PRAWASTATYNY NA REGULACJE
CISNIENIA TETNICZEGO ZALEZNA OD ANGIOTENSYNY II

ADRIAN DRAPAEA, MARIUSZ SIKORA

Zaktad Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Laboratorium Centrum Badar Przedklinicznych,
Warszawski Uniwersytet Medyczny
e-mail: adrapala@wum.edu.pl

Wstep: W ostatnich latach pojawily sie doniesienia, ze korzystne dzialanie statyn moze by¢
cze$ciowo zwigzane z ich wplywem na regulacje ci$nienia tetniczego. Jednym z proponowanych
mechanizméw hipotensyjnego dziafania tej grupy lekéw jest ich wplyw na dziatanie angioten-
syny II (Ang II) w ukladzie krazenia. Celem badania bylo poréwnanie wpltywu simwastatyny
i prawastatyny na odpowiedz hemodynamiczng na Ang II

Metodyka: Badanie zostalo wykonane na szczurach normotensyjnych szczepu Sprague
Dawley, pici meskiej. Zwierzeta przez okres 4 tygodni byly pojone samg woda lub wodnym
roztworem simwastatyny lub prawastatyny. Nastepnie zostaly wykonane pomiary ci$nienia tet-
niczego oraz czestosci skurczéw serca w warunkach podstawowych oraz po dozylnej infuzji
soli fizjologicznej lub Ang IT u zwierzat z zablokowanymi zwojami autonomicznymi za pomoca
heksametonium lub bez tej blokady.

Wyniki: Zwierzeta kontrolne oraz pojone simwastatyng lub prawastatyna odpowiedzialy
wzrostem $redniego ci$nienia tetniczego na dozylne podanie Ang II. Zaobserwowana odpo-
wiedz presyjna w grupie pojonej simwastatyng byla znaczaco mniejsza niz w grupie kontrol-
nej oraz otrzymujacej prawastatyne. Po infuzji Ang II uwidoczniono spadek czestosci skur-
czéw serca w grupie kontrolnej i pojonej simwastatyng, natomiast w grupie z prawastatyng
zarejestrowana odpowiedz byla dwufazowa, tzn. na poczatku zauwazono spadek a nastepnie
wzrost czestoéci skurczow serca. Z drugiej strony, u szczurdéw z zablokowanymi zwojami au-
tonomicznymi odpowiedz presyjna na Ang II byla podobna w obu grupach pojonych staty-
nami i jednoczes$nie znaczgco mniejsza niz w grupie kontrolnej. Ponadto nie zaobserwowano
znaczacych réznic w czestosci skurczow serca pomiedzy grupami po zablokowaniu zwojow
autonomicznych i podaniu Ang II.

Whioski: Badanie pokazuje, ze simwastatyna oraz prawastatyna w sposéb zréznicowany
wplywaja na zalezne od Ang II mechanizmy regulujace cié$nienie tetnicze.
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STRES OKSYDACYJNY I ZMIANY EKSPRESJI HOMOLOGOW NOXI1,
NOX2 I NOX4 OKSYDAZY NADPH
W SERCU SZCZURA W CUKRZYCY.

WPLYW TRENINGU FIZYCZNEGO I POKARMOWYCH AZOTYNOW

ANNA GAJOs-DRAUS, ANDRZE] BERESEWICZ

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie
e-mail: anna_gajos@wp.pl; andrzej.beresewicz@cmkp.edu.pl

Cel pracy: Wspdlnym elementem patomechanizmu réznych postaci choroby sercowo-na-
czyniowej (CVD) jest zwigkszona naczyniowa produkcja reaktywnych form tlenu (ROS) skut-
kujaca inaktywacja $rédblonkowego tlenku azotu (NO) i dysfunkcja $rédblonkows, o ktorej
wiadomo, Ze jest czynnikiem ryzyka zgonéw w CVD. Mechanizm naczyniowego stresu oksy-
dacyjnego (NSO) jest slabo poznany, czego dowodzi fakt, ze préby zapobiegania CVD przy
pomocy anty-oksydantéw zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Giéwnym zrédtem naczyniowych
ROS jest enzym oksydaza NADPH (Nox) posiadajacy rozne izoformy, ktérych fizjologia pozo-
staje niewyjasniona. NSO u ludzi i zwierzat towarzyszy wzrost enzymatycznej aktywnosci Nox
oraz wzrost ekspresji izoform Nox1 i Nox2. Stad przekonanie, ze ,up-regulacja” Nox1/2 jest
gléwna przyczyna NSO. Wiadomo jednak, ze Nox1/2 produkujg anionorodnik ponadtlenkowy
(O,") a izoforma Nox4 produkuje H,O, i ze substancje te maja przeciwstawne dziatania sygna-
lizacyjne. Dlatego udzial Nox1/Nox2 i Nox4 w mechanizmie NSO moze by¢ rézny, zwlaszcza
ze pokazano, iz farmakologiczna indukcja ekspresji Nox4, paradoksalnie, ma protekcyjne dzia-
tanie naczyniowe, a eliminacja genu Nox4 skutkuje niekorzystnymi efektami srédbtonkowymi.
Celem ogdlnym pracy jest zbadanie indywidualnej roli izoform Nox w mechanizmie NSO,
w tym weryfikacja hipotezy, Ze przyczyng NSO jest obok ,upregulacji” Nox1/2 takze ,,down-
-regulacja” Nox4. Celem szczegdtowym jest zbadanie wplywu treningu fizycznego i pokarmo-
wej suplementacji azotyndéw (interwencje, o ktorych wiadomo, ze zapobiegaja NSO i ze, na
drodze réznych mechanizméw, zwigkszaja produkcje NO) na sercowa produkcje ROS oraz
ekspresje Nox1/Nox2 i Nox4 w sercu szczura z eksperymentalna cukrzyca.

Metodyka: Badanie mialo trzy etapy: (i) Eksperymenty in vivo na szczurach, w tym induk-
cja cukrzycy za pomocy streptozotocyny, 6-tygodniowy trening fizyczny na biezni rucho-
mej i/lub 6-tygodniowe pojenie zwierzat woda z azotynem sodu (50 mg/litr), pomiar
azotynéw we krwi jako miary ustrojowej produkcji NO; (ii) perfuzja in vitro serc zwierzat
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z 1 etapu, pomiar w nich produkcji O, metod3 z cytochromem ¢, a nastepnie zamrozenie
serc do badan biochemicznych; (iii) pomiar w homogenatach serc aktywno$ci enzymatycznej
Nox (met. spektrofotometryczna) i sercowej ekspresji Nox1, Nox2 i Nox4 (met. Western blot).

Wyniki i Wnioski: U szczuréw z cukrzyca: (i) poziom glukozy byt podwyzszony; (ii) azo-
tyndéw zmniejszony; (iii) trening i suplementacja azotynéw nie wplywaly na poziom glukozy,
ale skutkowaly wzrostem poziomu azotynéw we krwi. Serca szczurdéw z cukrzyca mialy zwiek-
szong o 100% produkcje O,, 0 30% aktywno$¢ Nox, natomiast ekspresja biatka Nox1 i Nox2
byta zwigkszona, a Nox4 zmniejszona. Trening fizyczny oraz suplementacja azotynami wykazaty
dzialanie antyoksydacyjne poprzez obnizenie markeréw naczyniowego stresu oksydacyjnego.
W rezultacie istniala odwrotna liniowa zalezno$¢ miedzy ekspresja Nox2 i Nox4. Spekulujemy,
ze (i) przyczyna jest zaréwno ,up-regulacja” toksycznych Nox1/2, jak i ,down-regulacja” pro-
tekcyjnej Nox4; (ii) Nox1/2 i Nox4 moga nawzajem regulowaé swoje ekspresje; (iii) czynni-
kiem po$redniczacym we wzajemnej regulacji Nox1/2 i Nox4 moze by¢ NO, ktérego produkecje
zwigkszyl zaréwno trening fizyczny, jak i azotyny (czego dowodzi wzrost poziomu azotynéw
we krwi stwierdzany kilka dni po zaprzestaniu treningu i/lub suplementacji azotynéw).
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ROLA PLYTEK KRWI I SRODBLONKA NACZYNIOWEGO
W MECHANIZMIE PROZAKRZEPOWEGO
DZIALANIA ALDOSTERONU

ANNA GROMOTOWICZ-POPLAWSKA!, KAROL KRAMKOWSKI', ANNA GRADZKA!,
WojciEcH MILTYK? PATRYCJUSZ KOLODZIEJCZYK?, PAWEL DRAGOWSKI?,
JaNUSz SZEMRAJ®, EWA CHABIELSKA!

Samodzielna Pracownia Biofarmacji, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
2Samodzielna Pracownia Analizy Lekéw, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
3Zaklad Biochemii Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lodzi
e-mail: anna.gromotowicz@umb.edu.pl

Wykazaliémy wczesniej prozakrzepowe dzialanie aldosteronu (ALDO) w modelu zakrzepi-
cy zylnej i tetniczej u szczura (Thromb Haemost, 2007; JRAAS 2011, 2014). Mechanizm dzia-
fania hormonu byl czg¢$ciowo zalezny od udzialu receptoréw mineralokortykoidowych (MR),
angiotensynowych AT, i glikokortykoidowych. Nasileniu procesu zakrzepowego przez ALDO
towarzyszyta aktywacja ukladu krzepniecia i ostabienie fibrynolizy. Bioragc pod uwage fakt, iz
oddzialywanie plytek krwi i $ciany naczynia jest kluczowym elementem w inicjacji procesu
zakrzepowego, celem niniejszej pracy byta ocena roli plytek krwi i $rodbtonka naczyniowego
w mechanizmie prozakrzepowego dzialania ALDO.

Badania wykonano na myszach wykazujacych ekspresje Green Fluorescent Protein (GFP) na
plytkach krwi i komoérkach $rédblonka w modelu zakrzepicy stymulowanej laserem. ALDO (10,
30, 100, 200 pg/kg) lub vehiculum (0,4% etanol; 2 ml/kg) podawano do zyly udowej 10 min.
przed indukeja zakrzepicy. Proces kumulacji ptytek krwi w miejscu uszkodzenia naczynia ob-
serwowano w czasie rzeczywistym za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego z przystawka
konfokalng. Zmierzono intensywnos¢ fluorescencji GFP plytek krwi ulegajacych kumulacji,
ktora $wiadczy o rozmiarze zakrzepu. Zbadano réwniez poziom bialka MR na plytkach krwi
szczura metodg Western blot. Ponadto oceniono wplyw ALDO na funkcje komorek $rédblonka
ludzkiej zyty pepowinowej w hodowli komoérkowej. Komorki §rédbtonka inkubowano z ALDO
(10"M) przez 10 i 120 min. w celu zréznicowania dzialania niegenomowego i genomowego
hormonu, nastepnie oznaczono stezenie wybranych parametréw hemostazy (TE t-PA, PAI-I,
vWf), stresu oksydacyjnego (H,0,, MDA), a takze stezenie metabolitéw tlenku azotu (NO)
i ekspresje syntazy NO (eNOS i iNOS).
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Zaobserwowano, ze ALDO powoduje wzrost intensywnosci fluorescencji GFP w miejscu two-
rzenia zakrzepu, co wskazuje na zwigkszong adhezje¢ ptytek krwi do uszkodzonego $rédbtonka.
Wykazano po raz pierwszy obecno$¢ biatka MR na plytkach krwi szczura. Zaobserwowano
ponadto, iz 10-minutowa inkubacja komoérek $rodblonka z ALDO spowodowala wzrost ste-
zenia parametréw krzepniecia i stresu oksydacyjnego oraz spadek stezenia parametréw fibry-
nolizy i metabolitéw NO. Zmiany te byly nasilone nieznacznie w komdrkach inkubowanych
z ALDO przez 120 min.

Podsumowujac, nasilona przez ALDO kumulacja plytek krwi, obecnos¢ biatka MR na plyt-
kach, a takze aktywowany przez ALDO antyhemostatyczny potencjal $rodblonka dowodza
istotnej roli ptytek krwi i §rodbtonka naczyniowego w mechanizmie prozakrzepowego dziatania
ALDO. Ponadto mechanizm dzialania hormonu zachodzi szlakiem niegenomowym.
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Kardiomiopatia rozstrzeniowa (dilatated cardiomyopathy — DCM) jest strukturalna choro-
ba mieénia sercowego prowadzaca do jego dysfunkcji skurczowe;j. Jest trzecia najczestsza przy-
czyna niewydolnosci serca i najczestszym wskazaniem do jego transplantacji. Niektdre formy
DCM wrystepuja rodzinnie i dziedziczone s3 w sposdb autosomalny dominujacy.

Wsrod gendéw odpowiedzialnych za powstawanie DCM opisane zostaly mutacje w genie
BAG3, a ich molekularny mechanizm patogenezy udowodniono zaréwno na modelach komoér-
kowych, jak i zwierzecych.

BAG3 jest cochaperonowym biatkiem o wtasciwos$ciach antyapoptotycznych o lokalizacji cy-
toplazmatycznej. Jego ekspresja zachodzi gléwnie w komdrkach migénia sercowego oraz mies-
ni szkieletowych. Wspélpracujac z biatkami rodziny Hsp (biatka szoku termicznego — Heat
Shock Proteins), reguluje wrazliwo$¢ komoérek na stres mechaniczny i ich podatnos$¢ na apo-
ptoze. W strukturze biatka znajduje si¢ domena PXXP odpowiedzialna m.in. za adhezje mie-
dzykomorkowy oraz domena funkcjonalna BAG bedaca czeécia odpowiedzialng za regulacyjna
role BAG3 w procesie apoptozy.

W populacji polskiej wérdd szesciu rodzin z rodzinnie wystepujaca DCM znalezlismy cztery
nowe, wczesniej nieopisane mutacje w genie BAG3: jedna mutacja typu missense prowadzaca
do substytucji pojedynczego aminokwasu w funkcjonalnej domenie BAG (1359C>A), dwie
delecje pojedynczej zasady w obrebie domeny PXXP prowadzace do zmiany ramki odczy-
tu i powstania nowej sekwencji aminokwasowej oraz przedwczesnej terminacji transkrypcji
(1055delC, 1135delG) oraz jedng mutacje typu nonsense w obrebie domeny BAG (1363G>A).

W celu zbadania roli nowo odkrytych mutacji w patogenezie DCM wykorzystano ekspre-
syjne konstrukty plazmidowe kodujace pelnej dlugosci mRNA dla BAG3. Wykorzystujac ukie-
runkowang mutageneze, wygenerowano cztery warianty plazmidu o sekwencjach zawierajacych
mutacje wykryte u pacjentéw z DCM. W komérkach linii HEK 293 transfekowanych tymi plaz-
midami zbadano ekspresje BAG3 metodg western blot. Przy uzyciu mikroskopii konfokalnej
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okreslono lokalizacje subkomérkowa zmutowanych form BAG3 oraz zbadano ich wplyw na
organizacje cytoszkieletu aktynowego

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw wykazano, ze zmutowane formy BAG3 ule-
gaja ekspresji w transfekowanych komorkach linii HEK 293. Wykazano, ze lokalizacja komor-
kowa, cytoplazmatyczna dla dzikiej formy biatka zmienia si¢ dla form zmutowanych na rozlang
cytoplazmatyczng i jadrowa lub na gléwnie jadrowa (1135delG). W komoérkach transfekowa-
nych zmutowanymi formami BAG3 zaobserwowano degeneracje cytoszkieletu aktynowego oraz
zmiane ksztaltu komoérek w stosunku do komorek transferowanych dzika formg genu.

Przedstawione zmiany strukturalne komorek transfekowanych wariantami BAG3 wplywaja
na ich czynno$¢, co moze $wiadczy¢ o ich udziale w patogenezie DCM. Prowadzone obecnie
eksperymenty z uzyciem linii kardiomiocytarnych stanowi¢ beda dowod na bezposrednia role
odnalezionych mutacji w patogenezie tej choroby.
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Background: NAD reduced and oxidized forma are crucial elements of cellular redox sys-
tem. However, NAD is also substrate for a wide range of intracellular and extracellular sig-
naling pathways. Previous studies demonstrated important role of ecto-enzymes in control of
extracellular nucleotide concentrations. In particular, diminished activities of enzymes that
degrade nucleotides may affect extracellular concentrations of regulatory molecules. Purpose
of this work was to examine the pathway for degradation of NAD+ and NMN on the surface
of endothelial cells in stenotic and non-stenotic aortic valves.

Methods: Aortic valves were collected during valve replacement operations and used im-
mediately for experiments. Specific area of fibrosa of valves was exposed to medium that
contained NAD or NMN and metabolic changes were tracked by high performance liquid
chromatography.

Results: This study demonstrated active degradation pathway for both NAD and NMN
on the surface of aortic valve. On the fibrosa of stenotic vs. non-stenotic valves NAD break-
down activities were 0.22 £ 0.13 vs. 0.93 £ 0.25 (p <0.05) while NMN degradation rates were
0.96 +0.28, 1.07 £ 0.21 nmol/min/cm?, respectively.

Conclusions: These results demonstrated that the extracellular enzymes involved in the
catabolism of NAD+ and NMN are present on the surface of endothelium of aortic valves.
Aortic stenosis reduces this enzymes activity that is consistent with previously identified change
in ecto-5"-nucleotidase activity.
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Dane literaturowe wskazuja, ze zredukowana posta¢ tlenku azotu (HNO) i pochodne tej
substancji wykazujg dziatanie przeciwagregacyjne na plytki krwi, wazodylatacyjne oraz zwiek-
szajg kurczliwo$¢ serca (Irvine JC et al., Trends Pharmacol Sci, 2008). Dzialania te sg zalezne od
tlenku azotu (NO) badz od bezposredniego dzialania receptorowego HNO (Favaloro JL et al.,
Cardiovasc Res, 2006). Z kolei badania wlasne wskazujg, ze substancje o strukturze NO wy-
kazujg duzy potencjal przeciwzakrzepowy i przeciwplytkowy (Kramkowski K et al, ATVB,
2012). W zwiazku z powyzszym celem naszych badan byla ocena wplywu donoréw HNO na
proces zakrzepowy w modelu przyzyciowej, analizowanej konfokalnie zakrzepicy stymulowanej
laserem oraz zakrzepicy stymulowanej pradem u myszy. Wykonano réwniez szereg oznaczen
koagulologicznych u szczuréw po podaniu badanych zwiazkow.

W badaniach wykorzystano nastepujace donory HNO: trioksodiazotan sodu (s6l Angelego,
AS, t, = 3,7 min,, 37°C), pochodng kwasu Pilotyego (PA): 2-bromo-N-hydroksybenzenosulfo-
namid (2-bromo-PA, t, = 3,8 min., 37°C), a takze metabolit tej pochodnej w postaci soli sodowe;.

AS (60 mg/kg, iv.) zmniejsza mase zakrzepu (0,035 + 0,02 mg vs VEH 0,09 + 0,02 mg;
p <0,05) oraz zmniejsza kumulacje ptytek krwi w obszarze uszkodzenia $rédblonka. Metabolit
2-bromo-PA w dawce 100 mg/kg réwniez zmniejszal kumulacje plytek.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze donory HNO sg obiecujacymi substancjami do dalszych
badan nad ukltadem krzepnigcia, a w konsekwencji nad profilaktyka i leczeniem choréb ukla-
du sercowo-naczyniowego zwiazanych z nadmierng aktywno$cia plytek krwi i niewydolnoscia
srédbtonka naczyniowego.



25

FOLIA MEDICA CRACOVIENSIA
Vol. LV Supplement, 2015
PL ISSN 0015-5616

WPEYW CZESTOSCI RYTMU SERCA
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WSTEP

Wspolczesnie sprawnos¢ i prace mechaniczng mieénia sercowego analizuje si¢ w bezposred-
nim, jednoczasowym pomiarze ci$nienia i objetosci lewej komory serca za pomocg cewnika
wewnatrzsercowego. Na podstawie tych pomiaréw wykreslane sa petle hemodynamiczne pod-
legajace parametryzacji. Wyznaczana jest objeto$¢ i ci$nienie koncowo-rozkurczowe, konco-
wo-skurczowe, objeto$¢ wyrzutowa, praca zewnetrzna, podatno$¢ i kurczliwo$¢ lewej komory.
Parametry te sq Scisle zalezne od czestosci rytmu serca. W wigkszo$ci przypadkéw niemozliwa
jest analiza wplywu rytmu na parametry hemodynamiczne, poniewaz wymagaloby to inwazyj-
nej procedury cewnikowania serca. Dlatego zaproponowano analize wplywu czgstosci rytmu
na poszczegolne parametry hemodynamiczne w modelu zwierzecym z indukowanym zawalem.
Celem pracy jest zbadanie wlasciwo$ci migénia sercowego poddawanego stymulacji farmakolo-
giczne;j.

MODEL ZWIERZECY

W modelu szczurzym (szczury Wistar-Kyoto, masa ciata 300-400 g) zawal migénia sercowego
wywolywano poprzez podwigzanie galtezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wiencowej, wskutek
czego dochodzito do niedokrwienia serca, a nastepnie obumarcia tej czesci miesnia. Nastepnie
zwierzetom podawano do picia beta adrenolityk (nebiwolol 2,5 mg/kg lub metoprolol 250 mg/kg,
w dawkach zapewniajacych jednakowe zmniejszenie czestosci rytmu serca, rozcieiczone w wo-
dzie do picia, przez okres 1 miesiaca przed rejestracja petli hemodynamicznych). Efektem
stymulacji farmakologicznej bylo zwolnienie rytmu serca w zakresie fizjologicznych czestosci
rytmu.
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METODOLOGIA BADAN

Przed przystapieniem do tego badania szczur poddawany jest znieczuleniu (wodzianem
chloralu z dawka odpowiednia do jego wagi), a nastepnie podtaczany do respiratora. Nastepnie
w lewej komorze, przez koniuszek serca montowano cewnik wewnatrzsercowy do jednocza-
sowej rejestracji objetodci i ci$nienia w lewej komorze, tzw. petli hemodynamicznych (ang.
pressure-volume loops). Protokoét badania obejmowal etapy:

1. Rejestracja petli hemodynamicznych w celu ustalenia stabilizacji pomiaru. Rejestracja
byla kontynuowana przez caly czas trwania badania, ponadto prowadzono ciagly zapis cze-
stodci rytmu.

2. Podanie przez zyle udowa roztworu soli fizjologicznej, w celu zwigkszenia obcigzenia
wstepnego serca (ok. 4 ml na 350 g masy). Obserwacja regulacji w mechanizmie Franka-
-Starlinga w mieéniu pozawalowym serca.

3. Stabilizacja ci$nienia i objetosci do stanu sprzed podania roztworu soli.

4. Uciénigcie zyly gtéwnej dolnej w celu zmniejszenia obcigzenia wstepnego serca.

Analiza czestosci rytmu objeta cztery etapy doswiadczenia. Z kazdego wyodrebnio-
no od 20 do 50 petli hemodynamicznych, dla ktérych przygotowano parametryzacje i ana-
lize statystyczna. Badania sg na wstepnym etapie, dlatego eksperyment objal do tej pory
5 szczurdw.

WYNIKI

Po znieczuleniu zwierzeta wykazywaly staly, zwolniony rytm serca, ale przekraczajacy
260/min. Podanie dozylne roztworu soli skutkowalo wzrostem $redniej czestosci rytmu w czte-
rech na pie¢ przypadkéow. U wszystkich szczuréw zaobserwowano zwolnienie $redniej czesto-
$ci rytmu przy powrocie ci$nienia i objetosci do zakreséw sprzed podania soli. Najmniejszy
spadek wynosil 2%, a najwiekszy blisko 48%:

Tab. 1. Czestos¢ rytmu w 1 etapie badania i jego procentowe zmiany w kolejnych etapach doswiadczenia

przed NaCl | % wzrost po NaCl % spadek
Nr
(etap 1) (etap 2) (etap 3)
NN80 324 0,9 -5,2
NN81 282 -3,8 -9.9
NN82 353 12,0 -13,8
NN83 268 22,8 -47,9
NN85 333 2,5 -2,0

U szczura NN81 zaobserwowano réwniez zmniejszenie pracy serca po podaniu roztworu
soli.
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Tab. 2. Srednia praca serca w 1 etapie badania i jego procentowe zmiany w kolejnych etapach doswiadczenia

Nr przed NaCl (etap 1) | % wzrost po NaCl | % spadek
[mmHg*muL] (etap 2) (etap 3)
NN80 2059 47 26
NN81 2121 -19 -8
NN82 1501 114 -8
NN83 1360 5 =27
NNB85 2039 27 -12

WNIOSKI I DYSKUSJA

Réwnoczesna analiza czestosci rytmu i hemodynamicznych wiasciwosci lewej komory po-
zwala na opracowanie pelnego obrazu adaptacji pozawalowego mieénia sercowego do pracy
mechanicznej w warunkach réznego obcigzenia wstepnego. Ponadto analiza czgstosci rytmu
jest konieczna, gdy w badaniu uwzglednia sie stymulacje farmakologiczng lub elektryczna.
Mozna w ten sposob oceniaé jej skuteczno$¢ i odpowiednie dawkowanie w pozawatowej prze-
budowie serca w modelu zwierzecym.
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Antykoagulacja parenteralna, stosowana w leczeniu chordb ukladu krazenia, zabiegach kar-
diochirurgicznych oraz hemodializie, znaczaco ogranicza ryzyko incydentéw zakrzepowo-zato-
rowych (Eikelboom et al., Lancet, 2000). Prowadzenie bezpiecznej terapii przeciwzakrzepowej,
pozbawionej niekontrolowanych krwawien, wymaga ciaglej kontroli parametréw hemostazy
oraz niejednokrotnie zastosowania skutecznej, szybko dzialajacej odtrutki. Siarczan protaminy
jest obecnie jedynym, dostepnym antidotum heparyny niefrakcjonowanej (UFH) i w pewnym
stopniu jej drobnoczasteczkowych pochodnych (LMWH), niewykazujagcym aktywnosci wobec
fondaparynuksu. Niestety, zastosowanie protaminy wiaze si¢ czesto z zagrazajacymi zyciu dzia-
faniami niepozadanymi, szczegdlnie powiklaniami immunologicznymi zwigzanymi z jej od-
zwierzgcym pochodzeniem (Kimmel et al., Anesth. Analg., 2002). W zwiazku z tym nieustannie
poszukujemy nastepcy protaminy o korzystniejszym profilu bezpieczenstwa (Kaminski et al.,
J. Med. Chem., 2011; Kalaska et al., PLOS ONE, 2015). W wyniku syntezy i licznych modyfi-
kacji chemicznych otrzymalismy szereg polimeréw, z ktérych na podstawie wstepnych badan
wyselekcjonowali$my najskuteczniejszy — PEG41-PMAPTACS53. Celem pracy bylo opracowa-
nie uniwersalnej odtrutki pozwalajacej na neutralizacje parenteralnych antykoagulantéw oraz
eliminacje negatywnych skutkéw leczenia protaming.

Procedury wymagajace udzialu zwierzat zostaly zaakceptowane przez Lokalng Komisje
Etyczng. Zdolno$¢ PEG41-PMAPTACS53 do tworzenia komplekséw z UFH potwierdzono metoda
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kolorymetryczng z wykorzystaniem barwnika Azure A. Neutralizacje UFH, enoksaparyny
i fondaparynuksu w warunkach in vitro zbadano poprzez wplyw na czas kaolinowo-kefalinowy
(aPTT) oraz aktywnoé¢ anty-Xa. Skuteczno$¢é w warunkach in vivo zostata potwierdzona w trzech
kolejnych procedurach z udzialem szczuréw (stado Wistar/cmdb outbred). W pierwszej zwie-
rzeta losowo przydzielono do 3 grup (PBS; UFH; UFH+PEG41-PMAPTACS53), w ktérych
zastosowano model elektrycznie indukowanej zakrzepicy tetniczej. Po usunieciu zakrzepu
szczurom zmierzono czas krwawienia, morfologie, nastepnie czas aPTT (Coag-Chrom 3003,
Bio-ksel, Poland) i aktywno$¢ anty-Xa w osoczu uzyskanym z krwi uprzednio pobranej z serca.
W kolejnym etapie przed pomiarem czasu krwawienia wstrzykiwano zwierzetom enoxaparyne
lub fondaparynuks samodzielnie lub po podaniu 5-minutowej infuzji PEG41-PMAPTACS53.
Nastepnie pobrano z serca krew w celu pomiaru aktywnosci anty-Xa. W ostatnim etapie szczu-
ry podzielono na dwie grupy, z ktérych jedna leczono wylacznie enoksaparyng, a drugiej poda-
no dodatkowo infuzjg PEG41-PMAPTACS53. Po dozylnym wprowadzeniu zwigzkéw zmierzo-
no czas krzepniecia po aktywacji (ACT) w probkach krwi pobranych z ogona w okreslonych
punktach czasowych. Ponadto oceniony zostal profil bezpieczenstwa na podstawie 60-minuto-
wej obserwacji: ci$nienia krwi, czestosci akeji serca (Plugsys, Transonics System, USA), tem-
peratury ciata, saturacji, perfuzji, ilosci wydychanego CO,, czgstosci oddechéw (PhysioSuite,
USA) od momentu podania odtrutki. Dodatkowo dokonano oceny parametréw biochemicz-
nych, histopatologii gtéwnych organdw, a takze dystrybucji (In-vivo MS FX PRO system) po
wstrzyknieciu PEG41-PMAPTAC53.

PEG41-PMAPTACS53 calkowicie zneutralizowal aktywnos¢ UFH, enoxaparyny i fondapa-
rynuksu w warunkach in vitro. W badaniach in vivo odwrécil wywotane przez UFH efekty:
zmniejszenie masy zakrzepu, wydluzenie aPPT, czasu krwawienia oraz zwiekszenie aktywnosci
anti-Xa, nie zmieniajac przy tym morfologii krwi. Infuzja PEG41-PMAPTACS53 przywrocila
wartosci kontrolne wszystkich zmienionych przez enoxaparyne i fondaparynuks wskaznikow.
Po podaniu skutecznej dawki neutralizujacej nie zaobserwowano zmian parametréw kraze-
niowo-oddechowych oraz biochemicznych. Ponadto nie stwierdzono toksycznego wplywu na
przebadane narzady, a intensywng fluorescencje¢ oznakowanego PEG41-PMAPTACS53 zlokali-
zowano jedynie w pecherzu moczowym.

PEG41-PMAPTACS53 okazal sie skuteczng oraz dobrze tolerowang odtrutkg powszechnie
stosowanych antykoagulantéw. Wydaje si¢ by¢ doskonatym nastepcg protaminy w przypadku
pacjentdw narazonych na niekontrolowane krwawienia.

Finansowanie: Krajowy Naukowy O$rodek Wiodacy w Biatymstoku (31/KNOW/2013).
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It is believed that processes within stenotic aortic valve are similar to the early stages of
atherosclerosis. Abundant fibrocalcification within aortic leaflets increases disease progression.
Tendency for increased calcification within aortic valve is probably due to the presence of in-
terstitial cells (VICs) which undergo osteoblastic transformation in chronic inflammation. The
expression of tissue factor (TF) in macrophages and accumulation of fibrin within the aortic
valve leaflets has been demonstrated.

The purpose of this study was to investigate the effect of statins, angiotensin converting en-
zyme inhibitors (ACEIs) and angiotensin II receptor blocker (ARB) on the expression of proteins
associated with inflammation, calcification and coagulation cascade in vitro in VICs cultures.

Stenotic aortic leaflets were obtained from patients with AS after isolated aortic valve re-
placement. VICs culture was established from the obtained fragments of the calcified aortic
valves to investigate the effect of TNF-a, PGN, LPS, angiotensin I and II (Angl and AngII)
on cultured VICs. Inflammatory response in stimulated culture was determined by mRNA
expression of IL-1B and IL-6 genes. Calcification was measured by determining the concen-
tration of the Alizarin red S connected with calcium ions and alkaline phosphatase activity in
stimulated VICs. In addition, coagulation proteins (TF and FX) and PAR receptors (PAR1 and
PAR2) expression was also measured on protein level, using immunofluorescence (qualitative)
and Western blot (quantitative) techniques.

To determine the statin’s effect on proinflammatory cytokine expression, calcification and
coagulation proteins expression, stimulated VICs were preincubated with atorvastatin (final
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concentration 0.1 pM, 1 pM and 10 pM), or rosuvastatin, (0.01 pM, 0.1 uM and 1 uM). To
determine whether statins modulate the mevalonic acid pathway, VICs were treated with 10 pM
mevalonic acid.

To explore the effect of ACEIs on the tested processes, VICs cultures treated with Angl
were preincubated with enalapril and ramipril (0.1 uM, 1 pM and 10 uM). The impact of the
angiotensin II receptor activation was determined by addition of 10 uM candesartan, angio-
tensin II receptor blocker (ARB).

The VICs cultured stimulated with TNF-a, PGN or LPS increased mRNA expression of the
genes involved in proinflammatory response, calcification and coagulation. Preincubation of the
stimulated VICs with atorvastatin and rosuvastatin (final concentrations 0.1 pM and 0.01 uM,
respectively) did not affect the processes. Ten times higher concentrations of atorvastatin and
rosuvastatin (1 uM and 0.1 pM, respectively) reduced proinflammatory expression of IL-1p and
IL-6 by 55%. High concentrations of statins (10 uM atorvastatin and 1 uM rosuvastatin) low-
ered IL-1f and IL-6 expression by 75%, compared to non-stimulated VICs. Addition of 10 uM
mevalonic acid suppressed the influence of statins in all concentrations.

Atorvastatin (1 pM) and rosuvastatin (0,1 pM) inhibited VICs calcification by 35%, where-
as increasing statin concentration to 10 uM of atorvastatin and 1 pM of rosuvastatin reduced
calcification by 80%. Addition of 10 uM mevalonic acid inhibited statin-mediated impair-
ment of calcification. Atorvastatin and rosuvastatin (I uM and 0,1 uM, respectively) reduced
the expression of F3 mRNA by 30%. Ten times higher concentration of atorvastatin reduced
F3 expression by 88%. Incubation with mevalonic acid (10 pM) restored F3 expression to the
pretreatment level.

Western-blot analysis of TNF-a stimulated VICs showed that after proinflammatory stim-
ulation TF expression increases. Addition of atorvastatin and rosuvastatin diminished that ef-
fect by 51.5% and 73.1%, for 1 uM and 10 uM of atorvastatin, respectively, and by 54.8% and
69.2% for 0,1 pM and 1 uM of rosuvastatin, respectively.

After stimulation with 1 pM of Angl and Angll, enhanced proinflammatory response was
observed in AnglI stimulated cultures. Enalapril and ramipril both at a concentration of 0.1 uM
did not change IL-1p and IL-6 expression, but these drugs at concentrations of 1 pM reduced
expression of proinflammatory cytokines by 45%, and 10 uM by 65%.

Addition of ARB, candesartan, reduced mRNA expression of IL-1p and IL-6 after stimu-
lation with AnglI. Stronger effect on calcification was observed in AnglII than in VICs stim-
ulated with Angl.

Enalapril and ramipril at 0.1 uM concentrations did not change VICs calcification. Higher
concentrations of ACEIs, 1 uM and 10 pM, reduced measured VICs calcification by 30% and
50%, respectively. Candesartan at a concentration of 10 pM totally abolished VICs calcification.

Both Angl and Angll, as well as ACEI and ARB did not change the expression of TE, FX,
PAR1, PAR2 and VEGE

This in vitro study increases knowledge about the effect of statins, ACEIs and ARB on
proinflammatory response, calcification and expression of coagulation protein in AS.

The clinical relevance of the presented data requires further investigation.
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ASSOCIATION OF CAROTID PLAQUE MORPHOLOGY
AND HEART AND BRAIN-RELATED MIRNAS EXPRESSION
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Background: The origin and concentration of circulating miRNAs may depend on both
organ damage, as well as pathways driving athero-thrombotic event.

Aim of the study: The study was aimed to assess the potential relationship between carot-
id plaque morphology and the expression of heart and brain derived circulating miRNAs in
subjects with recent cerebral ischemic event due to carotid artery stenosis (CAS).

Methods: Circulating small RNAs (miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208b, miR-499, miR-34a,
miR-124, miR-134, miR-16), metalloproteinase-9 (MPP-9), and TGF beta were analyzed in
96 consecutive patients (58 M; mean age 69 * 9.1 years) with significant CAS (mean 84 + 15%),
in the period between 1 and 12 weeks after ischemic stroke (IS) or TIA. Color Doppler ultra-
sonography was used to assess plaque morphology and it echogenicity.

Results: Carotid plaque morphology was assessed as soft in 35 (36.4%), thrombotic in
10 (10.4%), calcified in 29 (30%), fibrotic in 13 (13.5%), heterogenic in 9 (9.4%) patients.
Furthermore plaque ulcerations were observed in 26 (27.1%) of plaques. In comparison to
soft and thrombotic plaques, the fibrotic plaques showed a significant increase in the expres-
sion of miR-122 (p =0.045), miR-1 (p =0.056), miR-375 (p =0.089) and MMP-9 (p = 0.065),
while heterogenic showed higher levels of miR-122 (p = 0.082), endoglin (p =0.083) and TGF
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beta (p = 0.039). There were no difference between soft and calcified plaques and miRs expres-
sion. The ulcerated plaques were characterized with high expression of MMP-9 (p =0.033),
miR-1 (p=0.011), miR-16 (p=0.043) and mir-122 (p=0.017). Furthermore, there was
a significantly higher expression of miR-124 (p =0.014), miR-133a (p =0.029) and miR-133b
(p =0.024) in subjects with less than 4 week of ischemic brain injury as compared to more dis-
tant ischemia. A correlation between time since ischemia and miR-122 (r =-0.232, p=0.071)
and miR-375 (r=-0.270, p = 0.035) was observed. There was no correlations between degree
of CAS on ultrasonography and miRs expression.

Conclusions: The up-regulation of both cardiac and brain circulating miRNAs in stroke
and TIA patients differs with regard to plaque composition. The higher expression of some
miRs is observed particularly in fibrotic and ulcerated plaques as compared to other. There is
also the relationship between time passed since cerebral ischemia and expression of miR-122
and miR-375. We did not find the relationship between degree of CAS and miRs expression.
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Wstep: Wystepujace naturalnie w organizmach zywych endokannabinoidy (eCBs): ananda-
mid (AEA) i 2-arachidonyloglicerol (2-AG) biorg udzial w regulacji uktadu krazenia, m.in. pro-
wadzgc do relaksacji naczyn krwionosnych za posrednictwem receptoréw CB, (CB R) (Stanley
i O’Sullivan, Br J Pharmacol 2014; 171: 1341-1344). Wystepuje zalezno$¢ miedzy indukcja
skurczu przez zwigzki naczyniokurczace, w tym tromboksan A, a biosyntezg i pdzniejszym
uwalnianiem eCBs. Zablokowanie CB R z jednoczesnym podawaniem substancji naczynio-
kurczacych prowadzi do nasilenia odpowiedzi skurczowej izolowanych naczyn krwionosnych,
w wyniku zniesienia efektow wazodylatacyjnych eCBs. Zastosowanie inhibitoréw enzymoéw
odpowiedzialnych za rozktad eCBs powoduje z kolei ostabienie reakcji skurczowej w wyniku
podwyzszenia poziomu krazacych eCBs (Hillard et al, Br J Pharmacol 2007; 152: 691-698;
Rademacher et al., Am ] Physiol Heart Circ Physiol 2005; 288: H2694-701).

Celem badan byla ocena potencjalnego udzialu endokannabinoidéw i receptoréw kanna-
binoidowych CB R oraz CB,R w skurczu wywotanym podaniem U46619 (analogu trombo-
ksanu A, agonisty receptoréw prostanoidowych TP) oraz wykazanie ekspresji tych receptoréw
w izolowanych tetnicach plucnych czlowieka.

Material i metody: Tetnice plucne do badan pobierano z tkanki polozonej dystalnie od
guza w trakcie resekcji od chorych (19 mezczyzn, wiek 60,8 +3,0) operowanych z powodu
niedrobnokomérkowego raka ptuca. Badania prowadzono na fragmentach izolowanych na-
czyn krwionoénych z zachowanym lub zniszczonym mechanicznie srédbtonkiem naczyniowym
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z zastosowaniem kapieli tkankowej. Badano efekt skurczowy naczyn ptucnych po zastosowa-
niu U46619 (0.0001-0.3 pM) w warunkach kontrolnych lub po 30 min inkubacji z antagonistg
receptora CB R AM251 (1 uM), antagonisty3 CB,R AM630 (1 uM), inhibitorem lipazy mono-
acyloglicerolowej (MAGL) uczestniczacej w rozkladzie 2-AG JZL184 (1 uM) lub inhibitorem
hydrolazy amidowej kwasow ttuszczowych (FAAH) bioracej udzial w rozktadzie AEA URB597
(I pM). Wynik wyrazono jako % skurczu KCI (60 mM).

Wyniki: U46619 w zaleznosci od stezenia powodowal skurcz izolowanych tetnic plu-
cnych (pEC,=7,9+0,1, R =988+1,3, n=8). AM251 istotnie nasilal reakcje skurczo-
w3 tetnicy ptucnej czlowieka z zachowanym $rédblonkiem naczyniowym [pEC, =8,3 0,1
(p<0,001), R__ =103,3 £4,2, n=8], natomiast nie obserwowano takiego efektu po jego me-
chanicznym usunigciu w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio: pEC, =8,4+0,1;
R =106,6+4,3, n=5 pEC =82+0,1,R =107,7+3,3, n=5). JZL184 ostabial efekt skur-
czowy tetnicy ptucnej indukowany U46619 [pEC, =7,8 +0,1 (p <0,05); R =93,9+6,0, n=6]
w poréwnaniu do kontroli (pEC, =8,2+0,1, R =104,5+3,8, n=5) i przesuwal krzywg ste-
zenie-efekt w prawo. Zastosowanie AM630 nie wplynelo na reakcje skurczows tetnic plucnych
wywolang podawaniem U46619 w odniesieniu do kontroli. URB597 nie zmienial skurczu na-
czyn plucnych w poréwnaniu do kontroli (odpowiednio: pEC_ =7,9 0,1, R _=104,5+3,7,
n=8; pEC, =7.9+0.1, R =988+ 1,3, n=38). Oznaczenia Western blot wykazaty obecno$¢
CB,Ri CB,Rw izolowanych tetnicach ptucnych cziowieka. Usunigcie $rodbtonka naczyniowe-
go nie wplynelo na poziom ekspresji tych receptoréw w odniesieniu do grup z zachowanym
endothelium. Badania immunohistochemiczne wykazaly gléwna lokalizacje CB R w warstwie
miesniowej tetnic plucnych czlowieka.

Whioski: Uzyskane wyniki wskazujg, Ze CB R s3 zaangazowane w modulacji skurczu wy-
wolanego podaniem analogu tromboksanu A, w izolowanych tetnicach ptucnych czlowie-
ka. Wystepuje interakcja pomiedzy aktywacjg receptoréw TP a aktywacja CB R, prawdopo-
dobnie przez uwalniany przez $rodblonek tetnic plucnych, 2-AG. CB,R wykazujg ekspresje
w tetnicach ptucnych czlowieka, jednakze nie odgrywaja roli w wyzej opisanym mechanizmie.
Zastosowanie agonistow receptoréw kannabinoidowych i/lub inhibitoréw rozkladu endokan-
nabinoidéw moze okazal si¢ uzyteczne we wspomaganiu dotychczasowej terapii tetniczego
nadci$nienia ptucnego.

Badania sfinansowano w ramach projektu statutowego UMB nr: N/ST/MN/001/2213.
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Wstep: Za prawidlowa czynnos¢ skurczowo-rozkurczowsq serca odpowiadajg przede wszyst-
kim komorki kurczliwe mig$nia — kardiomiocyty. Wraz ze starzeniem si¢ organizmu liczba
kardiomiocytéw spada i zastepuja je mniej elastyczne oraz pozbawione kurczliwosci fibroblasty
i produkowany przez nie kolagen. Proces, w ktérym dochodzi do wzrostu ilosci kolagenu w sto-
sunku do kardiomiocytéw, nazywamy wiéknieniem serca. Wtdknienie moze mie¢ niekorzystny
wplyw na serce. Wiadomo, ze zwieksza sztywnos$¢ mieénia sercowego, ale istnieja takze sugestie,
ze moze zwigksza¢ podatno$¢ na wystepowanie zaburzen rytmu. Z jednej strony, prowadzi do
odseparowania od siebie komdrek migsniowych przez elementy tkanki facznej powstale w pro-
cesie wtoknienia. Z drugiej — nieprawidtowa struktura mie$nia sercowego moze by¢ przyczyna
wystepowania tzw. zjawiska ,,source-sink mismatch”, zwiekszajacego ryzyko wystapienia pobu-
dzenia dodatkowego i zawigzania obwodu pobudzenia krazacego, ktére moze doprowadzi¢ do
zagrazajacego zyciu czestoskurczu komorowego. Niedokrwienie serca jest czynnikiem wysoce
arytmogennym, prowadzi do zaburzen obiegu wapnia w kardiomiocytach i dyspersji poten-
cjaléw czynnosciowych pomiedzy strefg niedokrwienia i strefa odlegla od zawatu. Zwieksza to
liczbe pobudzent dodatkowych i prawdopodobienstwo wystapienia bloku jednokierunkowego.

Cel pracy: Gléwnym celem prezentowanej pracy jest weryfikacja hipotezy, ze réznice w cze-
sto$ci wystepowania zaburzen rytmu w §wiezym zawale serca moga by¢ zwiazane z zaleznym od
wieku réznym stopniem zwidknienia serca i odmiennym funkcjonowaniem kardiomiocytow.

Material i Metody: W celu weryfikacji powyzszej hipotezy w trzech réznigcych sie wiekowo
grupach szczurdéw plci meskiej (2 miesigce, 18 miesiecy i 26-28 miesiecy) dokonano indukcji
zawalu przez podwigzanie galezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wiencowej lub wykona-
no operacje pozorowana. Przed zabiegiem szczurom wszczepiono nadajnik telemetryczny, co
umozliwialo ciagly zapis krzywej EKG w czasie zabiegu i po nim. Zwierzeta monitorowano przez
6 godzin, a nastepnie serca pobierano w celu oceny wldknienia poprzez barwienie Trichromem
Massona lub w celu izolacji kardiomiocytéw i oceny ich funkeji skurczowo-rozkurczowej
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Wryniki: Analiza preparatéw histologicznych wykazata, ze wraz z wiekiem znaczaco wzra-
sta poziom wldknienia mie$nia sercowego. Procentowa zawartos¢ kolagenu w tkance migénio-
wej w przypadku grupy najmlodszych zwierzat utrzymywata si¢ na srednim poziomie 0,74%
natomiast w przypadku grupy najstarszych zwierzat byta prawie 5-krotnie wyzsza i wynosila
$rednio 3,6%. Wraz z wiekiem zmienila si¢ takze $rednica kardiomiocytéw. W najstarszej gru-
pie zwierzat w poréwnaniu do grupy najmlodszych zwiekszyla sie ona o 43%. Analizy zapisu
elektrokardiograficznego wykazaly, ze liczba naglych zgonéw sercowych z przyczyn arytmicz-
nych w okresie 6 godzin po indukcji zawalu w grupie najstarszych zwierzat utrzymywala sie
na poziomie 53%, w grupie szczuréw 18-miesiecznych na poziomie 20%, natomiast w grupie
najmlodszych zwierzat nie zaobserwowano takich zgonéw. Dodatkowo przeanalizowano wy-
stepowanie czestoskurczu komorowego. W przypadku szczuréw 26-28-miesiecznych czesto$é
wystepowania czestoskurczu wynosita 100%, w 93% przypadkéw u zwierzat 18-miesigecznych
doszlo do takiego incydentu, natomiast u zwierzat najmtodszych w 53% przypadkéw indukcja
zawalu serca spowodowata wywolanie czestoskurczu komorowego.

Whioski: Uzyskane wyniki potwierdzaja wstepna hipoteze, Ze zalezne od wieku nasilenie
wiodknienia jest czynnikiem zwigkszajacym ryzyko wystapienia arytmii w $wiezym zawale ser-
ca. Dodatkowych informacji dostarczy analiza czynnosci skurczowej i obiegu wapnia w kar-
diomiocytach po zawale serca w zalezno$ci od wieku zwierzat.
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Objectives: Perivascular tissue (PVT) surrounding both arteries and veins owns anticon-
tractile properties and could inhibit constrictor influence of multiple vasoactive agents. Our
previous study on human internal thoracic artery (ITA) confirmed such effects associated, in
all likelihood, with adipose tissue or — adipocyte-derived relaxing factor (ADRF). Thus, we
decided to check if another conduit used in coronary artery bypass grafting — radial artery
(RA) — also owns such relaxant properties.

Methods: We studied isolated radial artery segments from patients subjected to coronary
artery surgery. The vessels were skeletonized in-vitro. RA rings and PVT were incubated in
separate isolated organ baths. Skeletonized RA segments were precontracted with 10>°™ pheny-
lephrine/10™ serotonine. The 5ml PVT aliquots were next transferred to the RA tissue bath
resulting in its relaxation.

Results: Based on our previous research on ITA and preliminary results on RA we expect
similar anticontractile effects, indicating on beneficial influence of PVAT surrounding RA.
What’s relevant, the response of RA is much more stronger than ITA’s activity. It is a conduit
more prone to vasopasm and reveals excessive constrictive activity. Moreover, it's more difficult
to reverse contractile effects evoked by serotonine or phenylephrine in organ bath with RA.

Conclusion: It seems, that perivascular tissue of human radial artery, similarly to internal
thoracic artery, indeed possess anticontractile properties. However further studies regarding
the exact mechanism of vasorelaxant response should be conducted.
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Wstep: Niewydolnosci serca towarzyszg zaburzenia czynnoéci skurczowej i rozkurczowej
migénia sercowego. Obecne schematy leczenia zostaly opracowane gléwnie dla chorych z za-
burzong czynnoscia skurczowa, podczas gdy u okoto polowy pacjentéw z objawowsq niewydol-
noscig serca funkcja skurczowa jest zachowana lub tylko nieznacznie zmniejszona, a zaburze-
nia rozkurczu wystepuja u wszystkich pacjentéw. Konieczne jest opracowanie metod leczenia,
ktore beda skierowane na poprawe funkcji rozkurczowej niewydolnego serca. Pewne nadzieje
wigzane sa z beta-blokerem III generacji, nebiwololem, ktory obok selektywnej blokady recep-
toréw betal-adrenergicznych zwigksza biodostepnos¢ tlenku azotu (NO) w naczyniach, a by¢
moze réwniez w kardiomiocytach.

Cel pracy: Celem pracy jest zbadanie czy nebiwolol bedzie skuteczniej poprawial funk-
cje rozkurczowy lewej komory w pozawalowej niewydolnoéci serca u szczura, niz metopro-
lol, wybidrczy bloker receptoréw betal-adrenergicznych, niewplywajacy na biodostepnosé NO.
Dodatkowo chcieli$my sprawdzi¢ czy beta-blokery w dawkach niskich (nieprowadzacych do
zwolnienia rytmu) wplywaja na przebudowe migs$nia sercowego po zawale.

Material i metody: U szczuréw rasy Wistar plci meskiej indukowano rozlegty zawal lewej
komory przez podwigzanie galezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wienicowej lub wykonywa-
no operacje pozorowang. Zwierzetom z zawatem i kontrolnym podawano w wodzie pitnej przez
8 tygodni metoprolol lub nebiwolol lub nie podawano leku. Dawki lekéw zostaly tak dobrane,
aby byty to maksymalne dawki, przy ktérych nie odnotowano zwolnienia rytmu serca. Po 8 ty-
godniach od operacji wykonano badanie echokardiograficzne w celu oceny czestoéci rytmu,
wymiar6éw i funkcji lewej komory. Nastepnie pobierano serca w celu izolacji kardiomiocytow.
Oceniano wymiary kardiomiocytéw, funkcje skurczowo-rozkurczowa kardiomiocytéw metoda
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detekeji krawedzi oraz wewnatrzkomoérkowy obieg jonéw Ca** przy uzyciu sondy fluorescen-
cyjnej Fura-2.

Wyniki: Osiem tygodni po indukcji zawalu obserwowalismy: przerost mig¢énia sercowego
(wzrost wspolczynnika masy serca do masy ciata $rednio o 70% w poréwnaniu do zwierzat
kontrolnych), powiekszenie lewej komory ($redni wzrost wymiaru rozkurczowego i skurczowe-
go odpowiednio o 115 i 268%), spadek frakcji wyrzucania $rednio o 69%, przerost wzdtuzny
i poprzeczny kardiomiocyéw odpowiednio o 55 i 38%, zwolnienie kinetyki narastania skur-
czu i spowodowane tym wydtuzenie cyklu skurczowo-rozkurczowego kardiomiocytéw o 17%.
Odnotowalismy réwniez spadek o 15% szybkosci opadania sygnatu Ca** spowodowany zwol-
nieniem transportu Ca** do siateczki sarkoplazmatycznej. Oba beta-blokery w dawkach nie-
zwalniajacych rytmu nie mialy wplywu na pozawalowa przebudowe na poziomie organu. Na
poziomie kardiomiocytéw tylko metoprolol zmniejszal przerost wzdluzny o 11% i przerost
poprzeczny o 9%, zwalniat szybkos§¢ narastania skurczu o 10% i zmniejszal o 9% zakres skra-
cania kardiomiocytéw w poréwnaniu do nieleczonych zwierzat z zawatem. Oba beta-blokery
w dawkach niezwalniajacych rytmu nie mialy wplywu na pozawalowe zmiany wewnatrzko-
moérkowego obiegu Ca*'.

Whioski: Metoprolol w niskich dawkach, niezwalniajacych rytmu serca, wydaje si¢ wplywa¢
na przebudowe komoérkowa miesnia sercowego po zawale. Na obecnym etapie badan wydaje
sie, ze metoprolol zwalniajac kinetyke skurczu i zmniejszajac jego site moze zmniejsza¢ kon-
sumpcje energii przez kardiomiocyty, co moze by¢ korzystne dla niewydolnego serca. Jednak
wydluzenie cyklu skurczowo-rozkurczowego kardiomiocytéw moze przeklada¢ si¢ na zabu-
rzenia rozkurczu mieénia sercowego. Takiego dzialania nie zaobserwowaliémy dla nebiwololu.
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Niedawno zaprezentowano nowy model kardiomiopatii takotsubo (KTT) oparty na do-
otrzewnowym podaniu agonisty receptoréw beta-adrenergicznych isoprenaliny (ISO). Analiza
histopatologiczna obejmowata serca po 24 godzinach, 2, 3 i 8 dniach po podaniu ISO u osob-
nikéw meskich. W sercu obserwowano cechy nekrozy, masywnego obrzeku, wakuolizacji oraz
nacieki komoérek zapalnych. W naciekach obserwowano komérki jednojadrzaste, monocyty,
pojedyncze neutrofile, gtéwnie w warstwie podwsierdziowej, ale siegajace do nasierdzia i obej-
mujace réwniez prawa komore. Zmiany dotyczyly gtéwnie koniuszka, w mniejszym stopniu
segmentéw srodkowych, rzadko natomiast obserwowane byly w segmentach podstawnych.

Cel pracy: analiza serc szczurdw plci zenskiej z kardiomiopatig takotsubo indukowang ISO
w dawce 150 mg/kg m.c.

Metodologia: Zwierzg¢tom SPRD plci zeniskiej podano dootrzewnowo 150 mg/kg m.c. ISO.
U 70% wywotano KTT. ECHO serca w celu potwierdzenia KTT wykonano po 6 i 24 godzi-
nach u wszystkich zwierzat oraz u wybranych po 48, 72 godzinach 7 i 10 dniach. Usmiercono
7 zwierzat po 24 h (4/7 cechy KTT), 4 po 48 h (3/4 cechy KTT), 4 po 72 h (3/4 cechy KTT),
a po 10 dniach 5 (u 2 szczuréw wycofata si¢ KTT, a 1 nie rozwinal cech KTT).

Wyniki: Po 24 godzinach od podania ISO obserwowano nacieki ogniskowe z komorek, gléwnie
makrofagalnych, lokalizujace sie wokdt kardiomiocytéw z cechami miocytolizy. Poza tym kar-
diomiocyty w ogniskach i poza ogniskami wykazywaty cechy wakuolizacji. Stwierdzono obrzek
pozakomorkowy niewielkiego stopnia. Ogniska dominowaly w warstwie $rodkowej koniuszka
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(8r. 6,8 wpw) i wsierdziowej segmentéw srodkowych ($r. 5 wpw). Po 48 godzinach od poda-
nia ISO stwierdzano wigksze nacieki z komorek gléwnie makrofagalnych, ale widoczne byly
réwniez komorki jednojadrzaste, bez cech wakuolizacji kardiomiocytdw, a takze zmniejszenie
obrzeku pozakomodrkowego. Liczba ognisk byla najwigksza w warstwie $rodkowej koniuszka
($r. 8,25 wpw) i wsierdziowej segmentdéw podstawnych (sr. 5,25 wpw). Po 72 godzinach liczba
ognisk wzrastala w warstwie §rodkowej koniuszka ($r. 8,6 wpw) oraz warstwie wsierdziowej
segmentdw $rodkowych ($r. 7,2 wpw) i pojawil sie rowniez obrzek kardiomiocytéw. Nastepnie
w 10. dobie nasilenie procesu ulega zmniejszeniu, widoczne byly pojedyncze ogniska: 2-3 wpw.
W prawej komorze nasilenie procesu bylo rownomierne we wszystkich segmentach i we wszyst-
kich przedziatach czasowych ($r. 2-3,8 ognisk wpw). W warstwie nasierdziowej koniuszka
pojedyncze ogniska ($r. 0,25-0,4 wpw) byly widoczne w 48 i 72 h obserwacji. W 10. dobie
uwidoczniono takze niewielkie depozyty kolagenu.

Whioski: W przebiegu kardiomiopatii takotsubo dochodzi do powstania ogniskowych na-
ciekéw z komoérek uktadu immunologicznego wokdt kardiomiocytéw, ktére ulegaja miocy-
tolizie. Proces nasila si¢ do 3. doby, a nastepnie ustepuje w obrebie lewej komory. Zmiany
ogniskowe w prawej komorze maja podobne nasilenie we wszystkich przedziatach czasowych,
co wskazuje na najpdzniejsze wycofywanie si¢ zmian w obrebie tej struktury. Warstwa nasier-
dziowa kardiomiocytéw praktycznie nie jest objeta procesem chorobowym. Dalsze badania
powinny wskaza¢ liczbe ognisk niezbedng do wystapienia charakterystycznych zaburzen kur-
czliwoéci w ECHO.
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W literaturze zaprezentowano nowy model kardiomiopatii takotsubo (KTT) indukowanej
dootrzewnowym podaniem agonisty receptoréw beta-adrenergicznych — isoprenaliny (ISO)
dla szczuréw rodzaju meskiego. Najmniejsza skuteczng dawka ISO bylo 50 mg/kg m.c. Dawki
100-600 mg/kg m.c. nie zwickszaly czestos$ci wystepowania KT'T, natomiast wywolywaly cigzszy
przebieg choroby i wicksza $miertelno§¢. Smiertelno$¢ siedmiodniowa zwierzat przy dawkach
50 mg/kg m.c. wynosita 50%. Echokardiograficzne cechy KTT wycofywaly si¢ w ciagu 7 dni.

Metodologia: 39 dorostym (>12. tygodnia Zycia) szczurom Sprague Dawley plci zenskiej
(m.c. min. 200 g) podano dootrzewnowo ISO w dawkach: 50 (8/39), 75 (6/39), 150 (20/39),
200 mg/kg m.c. (5/39 szczuréw). Grupe kontrolng stanowity 4 osobniki, ktérym podano 0,9%
sél fizjologiczng. W celu potwierdzenia KTT wykonano ECHO po 6, 24, 48, 72 godzinach, jak
réwniez 7 i 10 dniach po indukcji KTT. Po 24 godzinach u$miercono 7 zwierzat, po 48 go-
dzinach kolejne 4, po 72 h 4, a po 10 dobie 5 szczuréw. Serca nastepnie pobrano do przysztych
analiz histopatologicznych.

Wryniki: Echokardiograficzne cechy KTT stwierdzono po 24 godzinach u 1/6 zwierzat w gru-
pie 50 mg/kg m.c., 2/6 w grupie 75 mg/kg m.c. oraz 0/5 w grupie 200 mg/kg m.c. Dawka
optymalng okazala sie¢ dawka 150 mg/kg m.c. — w tej grupie po 24 godzinach od podania leku
cechy KTT w ECHO widoczne byly u 14/20 (70%). Echokardiograficzne cechy KT nie wysta-
pily u zadnego z badanych szczuréw po 6 godzinach od podania ISO. Smiertelnos¢ zwierzat
wynosita 7,7% (2 po dawce 50 mg/kg m.c. i 1 po dawce 150 mg/kg m.c.). Ustgpienie echokar-
diograficznych cech KTT obserwowano u 2/4 w 10. dobie (cechy KTT byly obecne jeszcze
w 7. dobie).
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Whioski: Wigksze dawki ISO byly potrzebne do wywolania KTT u szczuréw plci zenskiej
niz podawane w literaturze dawki dla osobnikéw meskich. Rozpoznanie echokardiograficzne
KTT bylo mozliwe dopiero po 24 godzinach od podania ISO. Ustepowanie echokardiogra-
ficznych cech KTT obserwowano natomiast po 7 dniach, pdézniej niz u osobnikéw meskich.
Smiertelno$¢ szczuréw plci zenskiej byla nizsza niz plci meskiej podawana w literaturze.
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Background: Polyhedral erythrocytes (polyhedrocytes) have been observed in whole blood
clots and in intracoronary thrombi.

Objectives: Since glycation of proteins, including those within cell membranes, affects
thrombus structure, platelet function, and fibrin properties, we hypothesized that type 2 dia-
betes (DM) patients may form compact polyhedrocytes structures in blood clots possibly due
to altered erythrocyte membranes and/or tighter fibrin networks.

Methods: We analyzed whole venous blood clots formed after 24 h at 22°C by adding
1 U/ml human thrombin and 5 mM calcium chloride to citrated blood samples obtained from
50 DM type 2 patients both genders (33 men, 66%), between 45-85 years of age (median: 67.5)
and median glycohemoglobin (HbAlc) of 6.3%, range 5.8-7.1%. Clots were fixed in 2.5% glu-
taraldehyde and prepared for scanning electron microscopy. We calculated the area covered
by various forms of erythrocytes and the contraction ratio defined as a difference between the
area of native red blood cells (RBCs) and polyhedral erythrocytes within the clot.

Results: In DM patients polyhedrocytes were detected in 39 (78%) clots with a median
surface covered by polyhedrocytes equaled 11.3% (1.3-30%). The contraction ratio was 25%
(7.5-43%). More polyhedral RBCs were formed in lower layers of the clots, while the native
erythrocytes occurred mainly in the top parts of the clots. The area of the clot covered by poly-
hedrocytes in DM patients was independently associated with higher fibrinogen concentrations
(OR: 5.52, 95%CI: 1.52-27.41), higher serum glucose levels (OR: 4.99, 95%CI: 1.76-22.28),
and with lower Red cell Distribution Width (RDW; OR: 0.43, 95%CI: 0.22-0.72), but not with
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HbAlc. Diabetic patients with hypercholesterolemia were characterized by higher ability to
form polyhedrocytes (p =0.025). We found that diabetic patients with polyhedral RBCs had
longer CLT when compared to those without polyhedrocytes in clots (p <0.05). We also noted
that CLT correlated with Ks (r =-0.45, p=0.001) and lag time (r =0.33, p = 0.023).

The area of the clot covered by polyhedral RBCs correlated with the contraction ratio
(r=0.71; p=0.0003) and total cholesterol (r = 0.45; p = 0.0080), while the contraction ratio was
inversely associated with RDW (r =-0.46, p = 0.0005) and positively associated with fibrinogen
(r=0.40, p=0.01) and blood glucose (r=0.51, p=0.01) levels.

Conclusions: Increased concentrations of glucose and fibrinogen enhance polyhedrocytes
formation in DM patients, which might be associated with increased clot stability and its re-
sistance to lysis, and therefore with higher risk of thromboembolic complications.
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Stres oksydacyjny, indukowany przez reaktywne formy tlenu (RFT), jako proces patofizjo-
logiczny jest zaburzeniem wtasciwej homeostazy bioenergetycznych funkeji organizmu czto-
wieka, w tym ukltadu sercowo-naczyniowego. Proces ten powoduje nadmierne utlenianie i frag-
mentacje wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, bialek i kwaséw nukleinowych. Prowadzi
to do inaktywacji i uszkodzenia mitochondriéw, rozpadu sktadnikéw morfotycznych krwi oraz
zmiany wlasnosci antygenowych komorek w §rédblonku naczyn krwionoénych. Skutkiem tego
jest rozwdj miazdzycy i zwigzanych z nig choréb ukiadu krwionos$nego, takich jak zawal ser-
ca, udar moézgu czy choroba wiencowa. Nasilenie proceséw destrukcyjnych, wywotanych przez
RFT, zaburza proliferacje komoérek indukujac ich apoptoze, co moze by¢ przyczyna powstawa-
nia choréb neurodegeneracyjnych, przyspieszonego starzenia i $§mierci organizmu.

W celu detekeji RFT stosuje si¢ innowacyjne sondy komoérkowe MitoXpress®-Xtra
i MitoXpress®-Intra, opracowane przez firme Luxcel, bazujace na bezposrednim pomiarze flu-
orescencji lub absorbancji w czasie rzeczywistym. Umozliwiaja one pomiar szybkoéci zuzycia
tlenu zewnatrzkomorkowego z calej populacji komorek zawieszonych, permeabilizowanych,
izolowanych enzymow i specyficznych biatek markerowych stresu oksydacyjnego COX i LOX
wydzielanych przez skladniki uktadu krwionosnego. Wskazniki zuzycia tlenu oblicza si¢ na
podstawie zmiany w sygnale fluorescencji w czasie rzeczywistym, ktory jest odwrotnie propor-
cjonalny do ilosci pozakomérkowego O, w prébce. Sondy umozliwiajg réwniez jednoczesny
pomiar glikolizy w czasie rzeczywistym i zmiany komorkowego ADP, co umozliwia analize
»fenotypu metabolicznego komdrek” w stanach zapalnych. Istotnym aspektem badawczym jest
poznanie wszystkich proceséw zachodzacych pomiedzy czynnikami wywolujacymi stres oksy-
dacyjny a ryzykiem wystapienia choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
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Wstep: Choroba wiencowa jest gtéwna przyczyna zgonéw w krajach rozwinietych. Wezesne
przywrdcenie perfuzji miesnia sercowego jest najistotniejszym sposobem ograniczenia rozle-
glosci zawalu. Skuteczne leczenie reperfuzyjne poprzez ograniczenie martwicy migsnia ser-
cowego prowadzi do zmniejszenia $miertelnosci w ostrej fazie zawatu. Jednakze w okresie
reperfuzji dochodzi do postepu uszkadzania miokardium zwigzanego z tworzeniem wolnych
rodnikéw oraz nasileniem miejscowych proceséw zapalnych. Zjawisko to zwane uszkodzeniem
niedokrwienno-reperfuzyjnym (IRI — ischemia-reperfusion injury) odpowiedzialne jest nawet
za okolo 50% ostatecznego obszaru zawalu. Kardioprotekcyjny efekt przynosza krotkotrwale
epizody niedotlenienia serca wystepujace przed niedokrwieniem oraz na poczatku okresu re-
perfuzji, nazywane odpowiednio: hartowaniem przez niedokrwienie — preconditioning (IPC)
i modyfikacja okresu reperfuzji — postconditioning (POC). Zjawiska te wplywaja na poprawe
czynnosci serca poprzez mobilizacje molekularnych i komérkowych mechanizméw ogranicza-
jacych uszkodzenie reperfuzyjne. Wéréd mediatoréw bioracych udziat w fizjologicznych zjawi-
skach ochrony przed skutkami niedokrwienia miesnia sercowego wazng role odgrywa uktad
opioidowy. Stymulacja receptoréw opioidowych uruchamia podobne mechanizmy wptywajace
ochronnie na niedokrwiony miesien sercowy jak w przypadku IPC i POC. Badania z wyko-
rzystaniem modelu zwierzecego wskazuja na bezposredni ochronny wplyw szlaku opioidowego
na miesien sercowy w warunkach niedokrwienia. Wiekszo$¢ autoréw na podstawie doswiad-
czenn przeprowadzonych na zwierzecym modelu niedotlenienia migénia sercowego, sugeruje
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korzystny wplyw agonistéw receptoréw opioidowych 8. Natomiast w przypadku ludzkiej miegs-
niéwki serca nie ustalono jednoznacznie, ktéry z podgrupy receptoréw opioidowych (OR) jest
odpowiedzialny za efekt ochronny. Poznanie mechanizméw kardioprotekcyjnego efektu sty-
mulacji receptoréw opioidowych moze pozwoli¢ na opracowanie nowych strategii i wskazan
leczniczych morfiny przebiegu leczenia ostrego zespotu wienicowego.

Celem pracy byla ocena efektéw modyfikacji aktywnosci ukladu opioidowego na czynnos¢
niedotlenionej ludzkiej migsnidwki prawego przedsionka przy wykorzystaniu nieselektywnego
agonisty OR: morfiny, selektywnego agonisty 8§ — OR: D-Ala* D-Leu®-enkefaliny (DADLE),
nieselektywnego antagonisty OR: naloksonu; poréwnanie sity dziatania ochronnego opioidéow
z efektem ochronnym IPC i/lub POC.

Metoda: Badanie prowadzono na fragmentach mig$nidwki prawego przedsionka pobranych
w czasie zabiegu pomostowania naczyn wiencowych z zastosowaniem krazenia pozaustrojo-
wego u pacjentéw bez cech niewydolnoéci serca lub istotnych wad zastawkowych. Uzyskany
material inkubowano w kapieli tkankowej oraz poddawano hipoksji, a nastepnie reoksygenacji.
Przebieg reoksygenacji modyfikowano podaniem w poszczegolnych grupach morfiny w steze-
niu 104,10%,10* M, DADLE w stezeniu 10%,107,10°M lub naloksonu 10° M. W kolejnych gru-
pach beleczki poddawano protokolowi IPC lub POC. W okresie reoksygenacji rejestrowano
parametry czynnos$ci skurczowej: amplituda (Amax), czas narastania skurczu (Slope L) oraz
parametry czynnosci rozkurczowej: czas relaksacji (Slope T).

Wyniki: Warto$¢ parametréw skurczowych i rozkurczowych po zastosowaniu morfiny w ste-
zeniu 10* M byla istotnie wyzsza w pordéwnaniu z grupa kontrolng. Obserwowano istotne
zmniejszenie warto$ci Amax po zastosowaniu DADLE w stezeniu 10°M i 107 M. Zastosowanie
morfiny w protokole IPC lub POC nie wptywalo istotnie na parametry czynnosci skurczowej
i rozkurczowej, natomiast DADLE znamiennie ostabialo efekt IPC lub POC. Podobny wplyw
odwracajacy korzystny efekt IPC i POC wywieral nalokson.

Whioski: Stymulacja receptoréw opioidowych p przy uzyciu nieselektywnego agonisty re-
ceptoréow opioidowych — morfiny, wptywa ochronnie na czynnos$¢ skurczows i rozkurczowa
niedokrwionego ludzkiego migé$nia sercowego w sposéb zalezny od dawki. Z kolei stymulacja
receptoréw opioidowych & nasila wywotane niedotlenieniem uszkodzenie ludzkiej miesnidow-
ki serca, odmiennie niz w przypadku badan przeprowadzonych z wykorzystaniem modelu
zwierzecego.
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'Department of Biochemistry, Medical University of Gdansk, Poland
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Extracellular nucleotides and adenosine that are formed or degraded by membrane-bound
ecto-enzymes could affect atherosclerosis by their effects on inflammation and thrombosis.
Recently, we found substantial changes in nucleotide and especially adenosine metabolism in
atherosclerotic vessel. This work aimed to investigate ecto-enzymes sources and changes during
development of atherosclerosis and therapeutic potential of adenosine deaminase inhibition.

Intact sections of aortic root, brachiocephalic artery, throracic aorta, abdominal aorta and
aortoiliac bifurcation of atherosclerosis-prone mice (ApoE-/-LDLR-/-) at 3 and 10 month of
age were incubated with substrates for ecto-enzymes and their conversions were measured by
HPLC. Plaque progression was quantified in aortic roots using Oil Red O (ORO) staining.
Macrophages content (CD68) and cellular sources of ADA were analyzed using immunoflu-
orescence. Effect of eADA inhibition on atherosclerosis progression was studied by 2-month
treatment of ApoE-/-LDLR-/- with deoxycoformycin (dCF). Moreover, we investigated effects
of commonly used drugs, such as acetylsalicylic acid (ASA), on vascular adenosine deaminase
activity in ApoE-/-LDLR-/- mice.

We observed a massive increase of vascular eADA activity in ApoE-/-LDLR-/- mice that
progressed with mice age and preceded the formation of atherosclerotic plaque, while activities
of ecto-nucleotidases (CD39 and CD73) were decreased. Activity of adenosine deaminase in
atherosclerosis originated from activated endothelial cells with some contribution from smooth
muscle cells and macrophages. 2-month treatment with ADA inhibitor (deoxycoformycin)
reduced lipid deposits (8.1 £0.8 vs. 5.6+ 0.6 um?x 10°) and macrophages area (2.8 £0.6 vs.
1.7 £ 0.3 pm*x 10°) in AR and improved indicators of endothelial function, inflammation and
oxidative stress. Immunofluorescence data also revealed the decrease in ADA signal in aortic
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roots after dCF treatment. Moreover, we demonstrated that acetylsalicylic acid inhibits ex vivo
adenosine degradation in atherosclerotic mice vessel at concentrations comparable to those
observed in blood of patients treated with low doses of ASA.

Our work highlights the importance of changes in vascular metabolism of extracellular
nucleotides and especially adenosine in atherosclerosis. Increased ecto-adenosine deaminase
activity might contribute to this pathology, mark its early stage and could be target for therapy.

This study was supported by National Science Centre of Poland (2014/13/N/NZ4/04471).
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PRZEBUDOWA FUNKCJONALNA KARDIOMIOCYTOW
PRAWE] KOMORY W NIEWYDOLNOSCI SERCA SPOWODOWANE]
ROZLEGLYM ZAWALEM LEWE] KOMORY W SERCU SZCZURA

ALEKSANDRA PATEREK, JOANNA KOLODZIEJCZYK, MARTA KEPSKA, MICHAL MACZEWSKI,
URSZULA MACKIEWICZ

Zaktad Fizjologii Klinicznej, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, Warszawa
e-mail: aleksandra.paterek@cmkp.edu.pl

Wstep: Gléwna przyczyng rozwoju niewydolnosci serca w krajach rozwinietych jest choro-
ba niedokrwienna serca, w tym zawal serca. Rozlegly zawal lewej komory prowadzi do utraty
znacznej liczby kardiomiocytéow. Obcigzenie przezywajacych zawal kardiomiocytéw znacznie
rosnie, co prowadzi do uruchomienia procesow kompensacyjnych. Kardiomiocyty przezywa-
jace zawal zwigkszaja wymiary, ro$nie w nich amplituda sygnatu Ca** w celu podtrzymania
kurczliwoéci. Jednak przy duzym ubytku kardiomiocytéw te procesy kompensacyjne moga by¢
niewystarczajace i dochodzi do rozstrzeni lewej komory, wzrostu ci$nienia péznorozkurczowe-
go, wzrostu ci$nienia w krazeniu pltucnym i przebudowy prawej komory. Przebudowa komér-
kowa lewej komory zostala poddana doglebnej analizie. Wiadomo, ze w kardiomiocytach lewej
komory dochodzi do zmian obiegu Ca*, a kluczowa zmiang zwiastujaca pogorszenie czynnosci
kardiomiocytow jest spadek funkeji ATP-azy wapniowej siateczki sarkoplazmatycznej (SERCA),
prowadzacy ostatecznie do zmniejszenia sily i kinetyki skurczu. Pokazano réwniez, ze spadek
funkcji prawej komory jest niezaleznym, niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w niewy-
dolnosci serca spowodowanej zawatem lewej komory. Nie ma jednak prac, w ktérych zbadano
przebudowe funkcjonalng kardiomiocytéw prawej komory w niewydolnosci serca, bedacej na-
stepstwem zawalu lewej komory. Stad jako cel pracy obralismy zbadanie zmian wewnatrzko-
morkowego obiegu Ca®* i kurczliwosci w kardiomiocytach izolowanych z prawej komory serca
szczura w toku rozwoju pozawalowej niewydolnosci serca i poréwnanie tych zmian ze zmia-
nami, ktére zachodza w kardiomiocytach izolowanych z bezpo$rednio uszkodzonej komory
lewe;j.

Material i Metody: U szczuréw rasy Wistar plci meskiej indukowano rozlegty zawal lewej
komory przez podwigzanie galezi przedniej zstepujacej lewej tetnicy wiencowej lub wyko-
nywano operacje pozorowang. Echokardiograficznie oszacowano wielko$¢ zawatu, zmierzono
frakcje wyrzucania i wymiary lewej komory. Za pomoca cewnika wewnatrzserowego dokonano
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pomiaru ci$nienn w lewej komorze. Nastepnie pobierano serca w celu izolacji kardiomiocytow.
Kardiomiocyty izolowano oddzielnie z lewej i prawej komory serca. Oceniano funkeje skurczo-
wo-rozkurczowy kardiomiocytéw metodg detekeji krawedzi oraz wewnatrzkomoérkowy obieg
jonow Ca?* przy uzyciu sondy fluorescencyjnej Fura-2.

Wyniki: Osiem tygodni po indukcji zawatu stwierdziliémy istotny spadek funkgji i rozstrzen
lewej komory. Frakcja wyrzutowa spadfa srednio o 74%, a objetos¢ péznorozkurczowa wzrosta
0 80%. Srednie ci$nienie péznorozkurczowe w lewej komorze wynosito 20 mmHg u zwierzat
po zawale, a u zwierzat operowanych pozornie — 5 mmHg. W kardiomiocytach lewej komo-
ry zaobserwowalismy wzrost amplitudy sygnatu Ca®* §rednio o 18% oraz zwolnienie opadania
sygnatu Ca?* §rednio o 9%, spowodowane spadkiem funkcji SERCA o 8%. W kardiomiocytach
prawej komory amplituda sygnatu Ca* byta znacznie silniej zwigkszona niz w kardiomiocytach
komory lewej ($rednio o 31%), prawdopodobnie z powodu spadku funkcji wymiennika Na*/
Ca?" ($rednio o 27%). Szybkoé¢ opadania sygnalu Ca** i funkcja SERCA byly niezmienione.
Na tym etapie rozwoju niewydolnosci serca amplituda skurczu w kardiomiocytach lewej ko-
mory byla niezmieniona, a zwolniona byla kinetyka skurczu. W kardiomiocytach prawej ko-
mory amplituda skurczu byla zwickszona $rednio o 14%, a kinetyka skurczu byta zwolniona,
podobnie jak w kardiomiocytach lewej komory.

Whioski: Kardiomiocyty prawej komory serca ulegaja przebudowie czynno$ciowej po roz-
legtym zawale lewej komory. Osiem tygodni po zawale zmiany te wydaja si¢ mie¢ charakter
kompensacyjny i prowadza do wzmocnienia funkcji kardiomiocytéw prawej komory. Brak
zmian funkcji SERCA wskazuje, ze ewentualne pogorszenie funkcji kardiomiocytéw prawej
komory jest opdznione w stosunku do kardiomiocytéw lewej komory. Dalsza obserwacja wy-
kaze, czy zmiana funkcji SERCA w prawej komorze pojawia si¢ na dalszym etapie przebudowy
i jest zwigzana z dekompensacja hemodynamiczng w tym modelu.
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ZASTOSOWANIE EDYCJI GENOMU DO KOREKC]I
FENOTYPU KARDIOMIOCYTOW UZYSKANYCH Z KOMOREK IPS
OD PACJENTOW Z ATAKSJA FRIEDRIECHA

NATALIA RozwaDOWSKA?, YANJIE L1%, ANGELA BHALLA? JiLL BUTLER?,
ToMmasz KoLANOWSKI!, MAREK NAPIERALA?

Instytut Genetyki Czlowieka PAN, Pozna#, Polska
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Ataksja Friedreicha (FRDA) jest chorobg neurodegeneracyjna, spowodowana ekspansja
powtoérzen trinukleotydowych GAA zlokalizowanych w intronie pierwszym genu frataksy-
ny (FXN). Pomimo charakterystycznych objawéw ze strony ukladu neurologicznego gléwna
przyczyna prowadzaca do zgondéw pacjentéw z FRDA jest niewydolno$¢ migénia sercowego.
Obnizona ekspresja frataksyny spowodowana przez epigenetyczne wyciszenie ekspresji genu
FXN jest bezposrednim powodem powstania kardiomiopatii przerostowej serca. Precyzyjne
wyciecie z genomu powtdrzen GAA za pomoca specyficznych nukleaz (ZFN — zinc finger
nuclease) otwiera nie tylko mozliwos¢ korekeji fenotypu, ale takze stworzenie nowego mo-
delu umozliwiajacego poznanie patomechanizmu choroby czy tez walidacje nowych metod
terapeutycznych.

Celem badan bylo uzyskanie z fibroblastow pobranych od pacjentéw z FRDA, poddanie
ich edycji genomowej za pomoca ZFN, a nastepnie uzyskanie linii komérek o indukowanej
pluripotencji (iPS) i wykorzystanie ich do réznicowania w kierunku kardiomiocytow.

Tak uzyskane linie iPS (CNTR, FRDA, ZFN-EDT) zostaly nastepnie zwalidowane na obec-
no$¢ markeréw pluripotencji oraz potwierdzono ich zdolno$¢ do réznicowania w komorki
pochodzace z trzech listkoéw zarodkowych. Ukierunkowane réznicowanie w kierunku kardio-
miocytéw zostalo wykonane przy uzyciu zwigzkow niskoczasteczkowych — modulatoréw kla-
sycznej $ciezki sygnatowej czynnika Wnt-1. Zastosowanie tej metody umozliwilo uzyskanie
populacji kardiomiocytéow (iPS-CM) wykazujacej ekspresje aktyniny (ACTC) oraz troponiny
(TNNT2) kardialnej w ponad 95% komorek. Obserwacje potwierdzono odpowiednimi bar-
wieniami immunofluorescencyjnymi.

Ocena ekspresji genu FXN wykazala, iz efekt korekeji fenotypu — wzrost ekspresji fratak-
syny — utrzymuje si¢ rowniez w uzyskanych z linii iPS-ZNF kardiomiocytach.
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Badania ultrastruktury iPS-CM za pomocg mikroskopii elektronowej wskazaly, ze gtéwna
réznica fenotypowa pomiedzy kardiomiocytami uzyskanymi z linii prawidtowych w odnie-
sieniu do iPS-CM FRDA zawiera si¢ w strukturze mitochondriéw. Réznica ta nasilala sie po
suplementacji medium hodowlanego jonami zelaza Fe*'.

Analiza ekspresji genéw wigzanych z patologicznym przerostem mie$nia sercowego za po-
mocg TagMan Gene Expression Array (ThermoFisher) potwierdzita, ze iPS-CM uzyskane z linii
FRDA wykazujg profil ekspresji typowy dla kardiomiocytéw hipertroficznych. Dodatkowo za-
uwazono pozytywny wplyw usuniecia patologicznych powtdrzen GAA objawiajacy sie obni-
zeniem ekspresji gendw (np. z rodziny NFAT, CAMK).

Szczegdlnie interesujacym zjawiskiem wydaje sie obnizona ekspresja endoteliny-1 oraz
natriuretycznego peptydu A w komoérkach iPS-CM ZNF-EDT do poziomu poréwnywalnego
z kardiomiocytami niewykazujacymi cech hipertrofii.

Opierajac si¢ na badaniach prowadzonych na modelach zwierzecych FRDA, wykazano,
iz w komorkach migénia sercowego dochodzi do gromadzenia nadmiaru kropli lipidowych.
Mechanizm tego procesu nie zostal poznany.

Wykorzystujac zaréwno barwienie histologiczne (OilRed), jak i fluorescencyjne (Bodipy),
potwierdzono, ze réwniez iPS-CM FRDA wykazuja tendencje do gromadzenia lipidow w cy-
toplazmie, a ten proces moze by¢ zahamowany w liniach ZNF-EDT. Analiza ekspresji gendéw
zwigzanych z metabolizmem kwasow ttuszczowych (ACACA, SREBP, CTP1b) potwierdzita
zaburzong gospodarke lipidowa w komoérkach z niedoborem frataksyny, ktéra réwniez moze
zosta¢ w pewnym stopniu skorygowana poprzez edycje genomowa.

Edycja genomu jako strategia terapeutyczna w chorobach spowodowanych przez mutacje
DNA wyznacza nowy trend, ktéry dzieki postepom technologii zaczyna stanowi¢ potencjalng
opcje terapeutyczng chordb, w przypadku ktorych leczenie przyczyny bylo do tej pory niemoz-
liwe. Uzyskanie komoérek pluripotencjalnych i stworzenie modelu choroby in vitro, opartego
na typie komorek ulegajacych uszkodzeniu w danej chorobie, stanowi podstawe do poznania
jej patomechanizmu i opracowania nowych, celowanych terapii.
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WPLYW EKSPRES]JI KONEKSYNY 43 W LUDZKICH KOMORKACH
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Choroby ukladu sercowo-naczyniowego stanowia jedna z najczestszych przyczyn $mierci
w krajach wysoko rozwinietych. Wedtug najnowszych doniesierr Swiatowej Organizacji Zdrowia
(ang. WHO), w 2012 roku na choroby zmarfo 17,5 miliona ludzi na calym $wiecie.

Jedna z postaci choroby ukfadu sercowo-naczyniowego jest zawal mig$nia sercowego (ang.
myocardial infarction), spowodowany przez niedokrwienie miokardium na skutek zamkniecia
tetnicy wiencowej doprowadzajacej utlenowang krew do danego obszaru/segmentu. W cig-
gu kilkunastu dni po zawale obumarte kardiomiocyty zastepowane sg przez komoérki tkanki
facznej oraz tkanke widknisty. Powstale zmiany w macierzy pozakomoérkowej sa przyczyna
zwigkszonego wldknienia mig$nia sercowego, co powoduje usztywnienie $ciany lewej komory
i pogorszenie jej funkcji.

Od ponad dwoéch dekad prébuje sie przywrdci¢ prawidlowa hemodynamike/frakcje serca
po zawale uzywajac do tego celu komorek macierzystych. Wspoélczesnie wykorzystywane sa ich
rézne rodzaje: komoérki pochodzace ze szpiku kostnego (ang. bone marrow-derived cells, BMCs),
komorki prekursorowe serca (ang. cardic stem cells, CSCs), pochodzace z tkanki ttuszczowej
(ang. adipose-derived cells), jak réwniez indukowane pluripotentne komoérki macierzyste (ang.
induced pluripotent stem cells, IPS) czy embrionalne komdrki macierzyste (ang. embryonic stem
cells, ES). Innym typem komorek wykorzystywanych w medycynie regeneracyjnej sa mioblasty,
bedace prekursorami komoérek pochodzenia miogennego.

Pomimo wielu zalet, jakie posiadajg te komorki, gléwnym problemem zwigzanym z zastoso-
waniem mioblastéw w regeneracji nieodwracalnie uszkodzonego miokardium jest ich niepetna
synchronizacja zaréwno elektrofizjologiczna, jak i strukturalna z kardiomiocytami biorczymi.
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Celem projektu byta ocena wplywu przeprowadzonej modyfikacji genetycznej mioblastow
genem GJAI odpowiedzialnego za polfaczenia szczelinowe na arytmogenno$¢ mioblastow
w kontekscie ich roli regeneracyjnej wobec pozawalowego mieé$nia sercowego. Badania zostaty
wykonane na modelu szczura Wistar. W celu weryfikacji eliminacji proarytmogennych wta-
$ciwosci ludzkich mioblastéow u szczura zostal wywolany zawal mieénia sercowego poprzez
podwiazanie odgalezienia lewej tetnicy wiencowej (fac. left coronary artery, LCA). Po indukcji
zawalu zwierzeta wyosobniono w trzech grupach: (i) grupe kontrolng z podanymi natywnymi
mioblastami, (ii) grupe kontrolng typu ,sham” z podanym 0,9% roztworem NaCl, (iii) grupe
po interwencji mioblastami z badanym genem. Podskdrnie wszczepione szczurom nadajniki
telemetryczne pozwolily na stala obserwacje pracy serca poprzez badanie EKG i tym samym
na identyfikacje dodatkowych pobudzen wtérnych typu komorowego w mies$niu sercowym.

Jednym z zadan Projektu byto uzyskanie zawiesiny mioblastow wykazujacych nadekspresje
sekwencji kodujacej genu koneksyny 43 oraz weryfikacja tejze ekspresji na poziomie mRNA
i bialka. Poziom nadekspresji oceniano za pomocg reakcji PCR w czasie rzeczywistym, uzy-
skujac okolo czterdziestokrotnag nadekspresje na poziomie mRNA, ktéra zostala réwniez po-
twierdzona na poziomie biatka metoda immunoblotowania typu Western.

Analiza wynikéw wykazala, ze zastosowana modyfikacja genetyczna mioblastow — z na-
dekspresjg biatka koneksyny 43, pomniejszyta zjawisko wystepowania dodatkowych pobudzen
serca w poréwnaniu ze szczurami z grupy kontrolnej (po zawale).

Badania finansowane z grantu NCN Preludium: 2012/07/N/NZ4/02117.
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Wstep: Wyniki badan wskazujg na istotny udzial siarkowodoru (H,S) w regulacji uktadu
krazenia oraz patogenezie nadci$nienia tetniczego. Szczegdlng uwage badaczy zwraca moz-
liwo$¢ wykorzystania tego gazotransmitera w farmakoterapii choréb sercowo-naczyniowych.
Dotychczas potwierdzono naczynioaktywne, kardioprotekcyjne oraz przeciwmiazdzycowe wia-
$ciwosci H.S. Aktualnie trwajg badania nad skutecznoscig i bezpieczenstwem zwigzkéw po-
wstalych przez polgczenie dobrze znanych lekéw z grupami uwalniajgcymi H_S.

Cel badania: Wyjasnienie, czy H,S moze potencjalizowac¢ hipotensyjne dzialanie losartanu —
antagonisty receptora AT1 dla angiotensyn.

Metodyka: Badania wykonano na szczurach szczepu SHR z samoistnym nadci$nieniem
tetniczym i ich normotensyjnej kontroli szczurach Wistar Kyoto (WKY).

Zwierzeta zostaly losowo przydzielono do grup otrzymujacych losartan (w wodzie pitnej
100 mg/l), wodorosiarczek sodu (donor H,S; 56 umol/kg/dobe dootrzewnowo) lub obie sub-
stancje jednoczasowo. Po 6 tygodniach oceniono warto$ci parametréw hemodynamicznych,
wrazliwo$¢ odruchu z baroreceptoréw na zmiany ci$nienia tetniczego wywotane nitroprusyd-
kiem sodu i fenylefryna oraz wskaznik przerostu serca.

Wyniki: W grupie otrzymujacej losartan i grupie otrzymujgcej donor H,S stwierdzono
obnizenie ci$nienia tetniczego u hipertensyjnych szczurdw. Terapia laczona (losartan + do-
nor H_S) charakteryzowala si¢ silniejszym dziataniem hipotensyjnym niz monoterapia kazdym
z tych zwigzkéw. H,S ponadto potencjalizowal wpltyw losartanu na wrazliwo$¢ odruchu z ba-
roreceptordw i przerost serca.

Whioski: Skojarzona terapia zwigzkami modulujacymi stezenie H,S z antagonistami re-
ceptora AT1 stanowi obiecujacy cel w farmakoterapii choréb uktadu sercowo-naczyniowego
i moze przyczyni¢ si¢ do poprawy efektywnosci leczenia.



59

FOLIA MEDICA CRACOVIENSIA
Vol. LV Supplement, 2015
PL ISSN 0015-5616

ODNERWIENIE NEREK ZMNIEJSZA EFEKT HIPOTENSYJNY
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Cel: Wyniki badania Symplicity III zakwestionowaly skuteczno$¢ odnerwienia nerek w le-
czeniu nadci$nienia tetniczego opornego na farmakoterapie. Niniejsze badanie mialo na celu
sprawdzenie, czy odnerwienie nerek wplywa na dzialanie wybranych lekéw hipotensyjnych.

Metody: Badanie zostato przeprowadzone na 70 szczurach z nadci$nieniem tetniczym (SHR)
plci meskiej. Szczury zostaly losowo podzielone na dwie grupy i przeszty zabieg odnerwienia
nerek lub pozorowanego odnerwienia nerek (kontrola). Jednocze$nie szczurom wszczepiono
pompy osmotyczne uwalniajace jedng z nastepujacych substancji: metoprolol, amlodypineg, lo-
sartan, indapamid lub fizjologiczny roztwor soli. Po 10 dniach wykonano pomiary ci$nienia
tetniczego oraz czestosci skurczéw serca u czuwajacych zwierzat.

Wyniki: Odnerwienie nerek spowodowato istotne obnizenie $redniego ci$nienia tetniczego
u zwierzat otrzymujacych fizjologiczny roztwor soli. Szczury po odnerwieniu nerek otrzymu-
jace metoprolol lub amlodyping mialy istotnie wyzsze $rednie ci$nienie tetnicze, niz zwierzeta
kontrolne. Nie zaobserwowano natomiast istotnych réznic w srednim ci$nieniu tetniczym po-
miedzy grupa z odnerwionymi nerkami a grupa kontrolng u zwierzat otrzymujacych losartan
lub indapamid. W zadnej z grup nie stwierdzono istotnego wplywu odnerwienia nerek na
czestos¢ skurczow serca.

Whioski: Badanie potwierdzito efekt hipotensyjny odnerwienia nerek u szczuréw z nadci-
$nieniem tetniczym. Jednocze$nie wyniki badania wskazujg, ze odnerwienie nerek moze osta-
bia¢ dziatanie wybranych lekéw hipotensyjnych.
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WZROST STEZENIA SIARKOWODORU W JELICIE GRUBYM
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Wstep: Najnowsze badania wskazuja, ze nadci$nienie tetnicze moze by¢ zwigzane z za-
burzeniami w skladzie flory jelitowej. Bytujace w jelitach bakterie metabolizujg skfadniki po-
karmowe, wytwarzajac szereg zwigzkéow chemicznych, takich jak siarkowodér (H2S). Celem
badania byta ocena wplywu zwickszonego stezenia H2S w jelicie grubym na ci$nienie tetnicze.

Metodyka: Badania przeprowadzono na szczurach normotensyjnych (WKY) oraz hiper-
tensyjnych (SHR) plci meskiej. U zwierzat w znieczuleniu ogélnym uretanem rejestrowano
zmiany parametréw hemodynamicznych oraz EKG po podaniu wodnego roztworu donora
H2S (Na2S) do okreznicy.

Wyniki: Podanie donora H2S wywotalo istotny, zalezny od dawki efekt hipotensyjny za-
réwno u szczuréw WKY, jak i SHR. Spadkowi ci$nienia tetniczego towarzyszyl spadek cze-
stoéci skurczoéw serca. Spadek $redniego cisnienia tetniczego byl istotnie wigkszy u szczuréw
SHR niz u WKY. Efekt hipotensyjny donora H2S byl cz¢§ciowo hamowany przez glibenklamid.
Nie obserwowano istotnych zmian w morfologii zapisu EKG oraz dlugosci QT po podaniu
donora H2S.

Whioski: Wyniki badania wskazujg, ze H2S wytwarzany w jelicie grubym moze bra¢ udzial
w regulacji ci$nienia tetniczego oraz patogenezie nadci$nienia tetniczego.
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WPLYW SODO-ZALEZNEGO NADCISNIENIA TETNICZEGO
NA REGULACJE NAPIECIA SRODKOWE] TETNICY MOZGU
I TETNICY ZAOPATRUJACE] MIESIEN SZKIELETOWY SZCZURA

ANETA UszyNskaA, KrzyszTor H. OLszYNSKI, EwAa KOZNIEWSKA

Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa
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Nadmierne spozycie sodu jest czynnikiem ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych,
w tym nadci$nienia tetniczego. Ostatnie badania wskazuja na to, Ze nawet w przypadku bra-
ku wzrostu ci$nienia tetniczego nadmiar sodu w diecie wptywa niekorzystnie na naczynia
krwionoséne i narzady. Wykazano réwniez, ze wysokie spozycie soli jest czynnikiem ryzyka
udaru moézgu, niezaleznie od nadciénienia tetniczego. Celem podjetych przez nas badan jest
poréwnanie wplywu sodo-zaleznego nadci$nienia tetniczego i diety wysokosodowej na regu-
lacje napiecia tetnicy zaopatrujacej migsien smukty (GMA) i tetnicy srodkowej mézgu (MCA)
szczura. Oba naczynia maja charakter oporowy, przy czym GMA bierze udzial w regulacji
catkowitego oporu obwodowego, a MCA reguluje op6r naczyniowy w krazeniu moézgowym.
Zmiany drozno$ci MCA sa najczestsza przyczyng udaru niedokrwiennego u ludzi. Badania
prowadzone byly na szczurach szczepu Sprague Dawley (SD) w nastepujacych grupach: 1. SD
z pozorowang nefrektomia na diecie standardowej zawierajacej 0.25% Na (SHAMNS) 2. SD
z jednostronng nefrektomia na diecie wysokosodowej zawierajacej 4% Na (UNXHS), 3. SD na
diecie wysokosodowej zawierajacej 4% Na (HS). W okresie trwania diety (28 dni) co tydzien
przeprowadzano nieinwazyjne pomiary ci$nienia tetniczego i oznaczano stezenie jonéw sodu
w probkach osocza krwi. Po 28 dniach diety pobierano wymienione wyzej naczynia i w ko-
morze arteriografu badano ich reaktywno$¢ na endoteling (ET-1) oraz czynniki $rédblonko-
-zalezne: acetylocholing (Ach) w przypadku GMA i adenozyno-5’trifosforan (ATP) w przypad-
ku MCA. Analizowano zaleznosci odpowiedz-dawka.

Dieta wysokosodowa nie wywarla per se wplywu na ciénienie tetnicze, ktére w grupie HS
utrzymywalo si¢ na poziomie podobnym do ci$nienia u szczuréw SHAMNS. Natomiast w gru-
pie UNXHS cis$nienie tetnicze wzrastato poczawszy od 7. dnia diety i osiggalo wartos¢ maksy-
malna po 21 dniach. Ci$nienie skurczowe bylo $rednio o 30 mmHg wyzsze, a ci$nienie $red-
nie o 20 mmHg wyzsze niz ci$nienie wyj$ciowe. Stezenie Na+ w osoczu szczuréw przez caly
czas trwania doswiadczenia utrzymywalo si¢ w granicach prawidtowych wartosci od 135 do
139 mM, przy czym u zadnego zwierzecia nie byto wida¢ tendencji do wzrostu.
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Badanie reaktywnosci naczyn na podanie ET-1 (10-10, 5 x 10-10, 10-9, 5 x 10-9, 10-8 M)
wykazalo, ze tetnice GMA szczuréw UNXHS kurczg si¢ statystycznie istotnie bardziej (p <0.05)
niz GMA szczuréw z kontrolnej grupy SHAMNS w zakresie wszystkich badanych stezen.
Natomiast GMA z grupy szczuréw HS odpowiadaly wigkszym skurczem tylko na najwyzsze
stezenia ET-1, co sugeruje, ze dieta wysoko-sodowa moze per se nasila¢ odpowiedz malych
tetnic oporowych na zwigzki naczyniokurczace. W reaktywno$ci MCA na ET-1 w zakresie
tych samych stezen nie zauwazono statystycznie istotnych réznic odpowiedzi miedzy grupami.
Zaskakujacych wynikéw dostarczyly badania reaktywnosci obu tetnic na podanie zwigzkdw,
ktore swoje dzialanie naczyniorozszerzajace wywieraja za posrednictwem NO uwalnianego
z komorek $rodbtonka. W przypadku GMA odpowiedz na Ach (10-9, 10-8, 5 x 10-8, 10-7,
5 x 10-7 M) nie réznila si¢ w sposéb statystycznie istotny miedzy grupami.

Natomiast odpowiedZ MCA na ATP (10-8, 5 x 10-8, 10-7, 5 x 10-7, 10-6 M) u szczu-
réw UNXHS byla wyraznie mniejsza (p <0.05) niz w grupie kontrolnej SHAMNS dla cale-
go zakresu badanych stezen. Uzyskane wyniki wskazuja, ze: 1. Obwodowe naczynia oporowe
w sodo-zaleznym nadcid$nieniu tetniczym wykazuja zwigkszong wrazliwoé$¢ na ET-1; 2. Dieta
wysokosodowa sprzyja zwiekszeniu oporu naczyniowego, 3. Srédbtonek MCA ulega dysfunkcji
w sodo-zaleznym nadci$nieniu tetniczym.
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WPLYW ANTAGONISTOW RECEPTOROW KANNABINOIDOWYCH
NA DODATNI EFEKT CHRONOTROPOWY
I INOTROPOWY IZOPRENALINY W IZOLOWANYCH
PRZEDSIONKACH SERCA SZCZURA

JoLANTA WERESA, ANNA PEDZINSKA-BETIUK, BARBARA MALINOWSKA

Zaklad Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
e-mail: jolanta.weresa@umb.edu.pl

Kannabinoidy wykazujg zalezny od receptoréw kannabinoidowych CB, ujemny efekt inotro-
powy w izolowanych przedsionkach serca cztowieka (Bonz et al., ] Cardiovasc Pharmacol.
2003; 41: 657) i szczura (Sterin-Borda et al., Biochem Pharmacol. 2005; 69: 1705). Moga tak-
ze dziata¢ inotropowo dodatnio za posrednictwem receptoréw CB, (Sterin Borda et al. 2005).
Ponadto wykazano, ze endogenne kannabinoidy uwalniane w sercu szczuréw z niewy-
dolnoscia watroby oslabiaja odpowiedz skurczowa izolowanych migéni brodawkowatych
pobudzanych przez nieselektywnego agoniste receptoréw P-adrenergicznych izoprenaling,
a efekt ten byl odwracalny przez antagoniste receptoréw kannabinoidowych CB AM251
(Gaskari et al., Br ] Pharmacol. 2005; 146: 315). Jednak jak do tej pory nikt nie zbadal inte-
rakcji pomiedzy receptorami kannabinoidowymi i f-adrenergicznymi w sercu. Dlatego celem
naszych badan bylo zbadanie wplywu antagonistéw receptoréw kannabinoidowych na dodatnie
dziatanie chronotropowe i inotropowe izoprenaliny.

Doséwiadczenia przeprowadzono na izolowanych przedsionkach serca szczura. Dzialanie chro-
notropowe oceniano na pracujgcym spontanicznie prawym przedsionku serca. Natomiast efekty
inotropowe badano na stymulowanym elektrycznie lewym przedsionku serca szczura. Wzrastajace
stezenia izoprenaliny (0.001 nM — 10 uM) podawano po uprzedniej 30-minutowej inkubacji
z antagonistami receptoréw kannabinoidowych CB, AM251 (0,1, 1 oraz 3 uM), CB, AM630
(0,1, 1 oraz 3 uM), B,-adrenergicznych CGP20712 (300 nM), B,-adrenergicznych ICI118551
(50 nM) lub ich odpowiednich rozpuszczalnikéw. Wartosci bazalne wynosity ok. 360 skur-
czéw/min i ok. 2,3 mN.

Izoprenalina w sposob zalezny od stezenia zwigkszala czestos¢ skurczéw izolowanych pra-
wych przedsionkéw serca szczura; maksymalnie o ok. 120 uderzen/min, pEC_ 8.4 + 0,01, n = 19.
AM251 w stezeniu 1 uM oraz AM630 w stezeniu 0,1 uM nie wplywaly na efekt chronotropowy
dodatni izoprenaliny. AM251 w stezeniach 0,1 i 3 pM oraz AM630 w stezeniu 3 uM zmniejszyli
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indukowany izoprenaling maksymalny wzrost czestosci skurczéw przedsionka odpowiednio
o okolo 25, 35 i 60%. Efekt chronotropowy izoprenaliny byl natomiast nasilony o okoto 30%
przez AM630 1 uM. W kolejnych do$wiadczeniach wykazano, ze pobudzenie receptordéw
B,-adrenergicznych przez izoprenaling w obecnosci ICI118551 lub receptoréw [3,-adrenergicz-
nych w obecno$ci CGP20712 prowadzilo do wzrostu czestosci skurczéw, ktéry nie byt zmie-
niany zaréwno przez AM251, jak i przez AM630 (obydwa w stezeniu 1 pM).

Izoprenalina w sposdb zalezny od stezenia zwigkszala sile skurczow izolowanych lewych
przedsionkéw serca szczura; maksymalnie o okolo 75% wartosci bazalnej, pEC, 7,7 + 0,05,
n =21. AM251 w stezeniach 0,1 i 3 uM tylko nieznacznie nasilil efekt inotropowy izoprenaliny,
zkolei w stezeniu 1 uM spowodowal jego wyrazne ostabienie o okoto 55%. AM630 w stezeniu 1 pM
nie wplywal na maksymalny wzrost kurczliwosci stymulowany izoprenaling, ale spowodowat
przesuniecie krzywej stezenie-efekt dla tego agonisty w lewo (pEC_ 9,6 + 0,2, n =5 vs. 7,7 + 0,05,
n =21 w kontroli). Z kolei AM630 w stezeniach 0,1 i 3 uM nasilal maksymalny wzrost kurcz-
liwosci przedsionkéw po izoprenalinie odpowiednio o okoto 30 i 50%. Indukowany izoprena-
ling wzrost sity skurczéw w obecnosci antagonisty receptoréw [3,-adrenergicznych ICI118551
byt wyraznie ostabiony zaréwno przez AM251 jak i AM630 (obydwa w stezeniu 1 uM). Zaden
z antagonistow receptoréw kannabinoidowych nie wplywal na efekt inotropowy izoprenaliny
w obecnosci CGP20712.

Podsumowujac, antagonisci receptoréw kannabinoidowych CB, i CB, modyfikujg w spos6b
zalezny od stezenia dodatnie efekty chronotropowe i inotropowe izoprenaliny w izolowanych
prawych i lewych przedsionkach serca szczura. Przy zastosowaniu terapeutycznym antagoni-
stow receptoréw kannabinoidowych nalezy wzia¢ pod uwage ich potencjalny wplyw na serce.
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EXERCISE CAPACITY AND CARDIAC HEMODYNAMIC RESPONSE
IN APOE/LDLR” MICE: A PARADOX OF PRESERVED V’O
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We assessed exercise performance, cardiac reserve and vasodilator responses in coronary
circulation of ApoE/LDLR” mice with advanced coronary atherosclerosis compared with aged-
matched, wild-type C57BL6/] mice. Exercise capacity was assessed as maximal oxygen con-
sumption (V’O,_ ), maximum running velocity (v__) and maximum distance (DIST__ ) during
treadmill exercise. Cardiac systolic and diastolic function in basal conditions and in response to
dobutamine (mimicing exercise-induced cardiac stress) were assessed by Magnetic Resonance
Imaging (MRI) in vivo. Function of coronary circulation was assessed in isolated perfused hearts.

In ApoE/LDLR” mice V'O, _ was preserved, while v__and DIST _were higher than in
C57BL6/] mice. Cardiac function at rest and systolic and diastolic cardiac reserve were pre-
served in ApoE/LDLR” mice as evidenced by preserved fractional area change (FAC) and
similar fall in systolic and end diastolic area (ESA and EDA) after dobutamine. Moreover,
endothelium-dependent responses of coronary circulation induced by bradykinin (Bk) and
acetylcholine (Ach) were also preserved, while endothelium-independent responses induced
by NO-donors were augmented in ApoE/LDLR”" mice. Basal COX-2-dependent production of
6-keto-PGFla was increased. Concluding, we demonstrated for the first time that robust com-
pensatory mechanisms in coronary circulation of mice with advanced coronary atherosclerosis
may counterbalance impairment in V'O,  and exercise capacity resulting from the disease.
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Wstep: Liczne prace do$wiadczalne dostarczajg dowodow na mozliwe kardioprotekcyjne
dziatanie oksytocyny (OT) we wczesnym okresie po zawale serca (model niedokrwienie-reper-
fuzja). Obwodowe podawanie OT u zwierzat przyspiesza proces rekonwalescencji, zmniejsza
obszar blizny po zawale serca, ma dzialanie przeciwzapalne w uszkodzonym migéniu, stymulu-
je proces angiogenezy oraz zmniejsza tempo pozawalowej przebudowy serca. Brak jest jednak
prac oceniajacych aktywnos$¢ sercowego uktadu oksytocynergicznego w odlegtym okresie po
zawale oraz w przewleklej niewydolnosci serca.

Metodyka: Celem pracy byla ocena aktywnosci sercowego ukladu oksytocynergicznego
w przewleklej, pozawatowej niewydolnosci serca. Badania wykonano na szczurach Sprague-
-Dawley, ktére w 10. tygodniu zycia poddano operacji podwigzania lewej tetnicy wiencowej
w celu wywolania zawalu mieénia sercowego lub operacji pozorowanej. Fragmenty serca (lewa
komora, nieobejmujgca obszaru blizny pozawatowej oraz prawa komora serca) zostaly pobrane
w 5. tygodniu po operacji do badain molekularnych (RT-PCR) lub biochemicznych (ELISA).

Wyniki: U szczuréw z zawalem serca stwierdzono wzrost ekspresji mRNA BNP (AU
14,9 £ 1,4 zawal vs 4,4+ 0,9 kontrola; P <0,0001) ocenianych we fragmentach lewej komory
serca. Wykazano réwniez wyzsze stezenie osoczowego NT-proBNP u szczurdéw z zawatem serca
(742 £ 25,8 zawal vs 495 £ 19,8 kontrola pg/ml; P <0,001). W grupie z zawalem serca stwier-
dzono spadek ekspresji mRNA receptora oksytocyny (OTR) zaréwno w lewej (AU 15,5 + 0,43
zawal vs 17,66 + 0,7 kontrola; P <0,05), jak i w prawej komorze serca (AU 16,1 £ 0,49 zawal
vs 18,1 £0,39 kontrola; P <0,05) oraz spadek ekspresji mRNA OT w prawej komorze serca
(AU 18,6 +0,35 vs 20,3+ 0,36; P <0,05). W grupie szczuréw z zawalem serca obserwowano
wyzszy poziom biatka OT (ng/ml) (w przeliczeniu na 1 mg/ml oznaczonego biatka catkowite-
go w probee) w badanych fragmentach lewej (0,1 £ 0,02 zawat vs 0,04 + 0,01 ng/mg kontrola;
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P <0,01) oraz prawej komory serca (0,06 + 0,02 zawal vs 0,02 + 0,01 ng/mg kontrola; P <0,05).
Jednoczesnie stwierdzono wyzszy poziom biatka OTR (ng/ml) (w przeliczeniu na 1 mg/ml ozna-
czonego biatka catkowitego w probce) w badanych fragmentach lewej komory serca (0,2 + 0,014
vs 0,11 £ 0,018 ng/mg; P < 0,05).

Whioski: Powyzsze wyniki wskazuja na wzrost aktywnosci sercowego ukltadu oksytocyner-
gicznego w przebiegu pozawalowej niewydolnosci serca. Wzrost produkeji biatka OT i OTR
w sercu w pozawalowej niewydolnosci serca moze si¢ wigza¢ z opisywang w piSmiennictwie
rolag OT w stymulowaniu syntezy peptydéw natriuretycznych. Niniejsze obserwacje rzucaja
nowe $wiattfo na udzial obwodowego ukladu oksytocynergicznego w patogenezie pozawatowej
niewydolnosci serca.
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ANALIZA PRZEBIEGU NACZYN TETNICZYCH PRZEZ BELECZKE
PRZEGRODOWO-BRZEZNA W SERCACH LUDZI DOROSLYCH

Mirosz ZAjACzZKOWSKI, ADAM KOSINSKI, AGATA KACZYNSKA, MAREK GRZYBIAK

Zaktad Anatomii Klinicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny
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W kardiologii aspekt przebiegu naczyn tetniczych przez beleczke przegrodowo-brzezng
(BPB) jest szczegdlne istotny. Zaopatruja one elementy aparatu zastawkowego komory pra-
wej, niejednokrotnie moga réwniez tworzy¢ anastomozy z ukladem prawej tetnicy wieicowe;j.
Ponadto w BPB czesto spotyka si¢ galezie prawej odnogi peczka Hisa. W literaturze jedynie
nieliczne prace ukazujg aspekt morfologiczny beleczki, a dostepne analizy histologiczne obej-
mujg przede wszystkim aspekt proporcji zawartosci tkanki mi¢$niowej do tkanki tacznej oraz
przebiegu wlokien ukladu przewodzacego, rzadziej dotyczg jej ukrwienia. Tak wiec, szczegd-
fowa analiza unaczynienia tetniczego BPB wydaje sie¢ mie¢ szczegolne znaczenie kliniczne.

Dynamiczny rozwdj kardiochirurgii, inwazyjnych metod diagnostycznych i leczniczych,
uwidacznia potrzebe dokladnej znajomosci przebiegu naczyn w réznych strukturach wewnatrz
jam serca. Pozwala to na wykonywanie zabiegéw z maksymalnym zaoszczedzeniem i umozli-
wia zapobieganie ewentualnym powiklaniom.

Cel pracy stanowita analiza architektury ukladu naczyniowego BPB, w aspekcie zmiennosci
pola powierzchni przekroju poprzecznego — $wiatla oraz mie$niowki jej tetnic.

Badania wykonano na materiale 50 serc ludzkich utrwalonych w roztworze formaliny i eta-
nolu. Narzady pochodzily od 0séb dorosltych (w wieku od 18 do 76 lat), obojga plci, w kto-
rych w czasie sekcji nie stwierdzono makroskopowo zmian chorobowych ani wad rozwojo-
wych. Serca zostaly podzielone na 4 typy morfologiczne wg klasyfikacji zaproponowanej przez
Kosinskiego. Analize wykonano w oparciu o obserwacje przekrojéw poprzecznych BPB, podzie-
lonej w tym celu na dziesie¢ réwnych odcinkéw (pozioméw). Badania histologiczne przepro-
wadzono z zastosowaniem klasycznych metod barwienia: hematoksyling i eozyng, van Giesona
oraz Massona z modyfikacja Goldnera. Material badano przy uzyciu mikroskopu stereosko-
powego z kamerg Moticam 2000 z wykorzystaniem programu komputerowego Motic Images
Plus 2.0. W opracowaniu statystycznym uzyto test Wilcoxona.

Na pierwszym poziomie $rednie pole przekroju poprzecznego tetnicy beleczki przegrodowo-
-brzeznej wynosito 0,26 mm?, w srodkowych poziomach rosto o 2,3%, natomiast na ostatnim
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poziomie osiggalo warto$¢ o 6,6% mniejsza od poczatkowej. Laczne pole powierzchni przekro-
ju wszystkich naczyn tetniczych w poczatkowych poziomach prezentowalto si¢ w sposob bar-
dzo zblizony do zmienno$ci samej tetnicy beleczki, czyli rosto od wartosci 0,31 mm?* o 7,4%,
a warto$¢ koncowa byla wigksza od poczatkowej tylko o 0,6%. Na pierwszym poziomie pole
przekroju mig$nidwki tetnicy beleczki wynosito 0,16 mm? w $rodkowej czesci beleczki wzra-
stalo o 5%, natomiast na koficu bylo o 1,3% mniejsze niz na poczatku beleczki. Srednia liczba
tetnic penetrujacych BPB wzrastala miedzy poczatkiem a koncem beleczki o 70%.

W poczatkowych odcinkach pole przekroju tetnicy beleczki stawalo sie coraz wigksze, az do
polowy diugosci BPB, po czym zmniejszalo si¢. Bylo to zwigzane z pogrubieniem srodkowej,
miesniowej warstwy tetnicy, ktora zajmowala stosunkowo coraz wiekszy obszar powierzchni
przekroju calej tetnicy beleczki. W taki sam sposéb zmienialo sie faczne pole przekroju wszyst-
kich naczyn tetniczych na przebiegu przez beleczke.

Prawdopodobnie przebieg BPB przez $wiatlo komory prawej naraza tetnice beleczki na
czynniki, ktére wplywaja na biologiczng odpowiedz ze strony $cian tego naczynia. Moze to
powodowa¢d pogrubienie warstwy mig$niowej, a co za tym idzie calej tetnicy, w $rodkowych
odcinkach. Zmniejszajace si¢ pole przekroju tetnicy beleczki rekompensuje zwickszanie si¢
liczby mniejszych tetnic odchodzacych na jej przebiegu przez beleczke.
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Liczne dane wskazuja, ze detekcja tlenu przez obwodowe chemoreceptory tetnicze zachodzi
przy dominujacym udziale reaktywnych postaci tlenu (ROS), takich jak: anionorodnik ponad-
tlenkowy i nadtlenek wodoru, a nie jak sagdzono do niedawna jego klasycznej formy trypleto-
wej. Zahamowanie wytwarzania ROS moze zatem skutkowaé pobudzeniem chemoreceptoréow.
Wyznacznikiem skladowej sercowej odruchu z chemoreceptordw tetniczych jest zmiana czesto-
$ci akgji serca (HR) przy udziale komponenty autonomicznej. U czlowieka typowa odpowiedzia
na hipoksje jest zwiekszenie HR, natomiast u wielu gryzoni, w tym u szczurdw, czesciej opisy-
wano reakcje odwrotng. Ocena zmiennoéci rytmu serca (HRV) jest nieinwazyjnym narzedziem
stosowanym do oceny réwnowagi wspoélczulno-przywspdtczulnej, a odpowiedz sercowa wywo-
fana niedotlenieniem lub hiperoksja obejmuje mechanizmy kontrolne zaangazowane w HRV.
Celem badan byfa ocena wptywu allopurinolu — inhibitora oksydazy ksantynowej (XO) na HRV
przy pobudzeniu lub zahamowaniu odruchu z chemoreceptoréw tetniczych.

Badania przeprowadzono na szczurach samcach szczepu Wistar (N=9) z pozostawiong swo-
boda ruchu w obrebie komory eksperymentalnej. Zwierzetom, dobrze zaadaptowanym do wa-
runkéw doswiadczalnych, zaimplementowano elektrody EKG. Szczury umieszczono w specjalnie
przygotowanej komorze ci$nieniowej, gdzie w sposob ciagly rejestrowano EKG z rozdzielczo-
$cig 4 kHz, przy uzyciu systemu pomiarowego PowerLab z oprogramowaniem LabChart 7 Pro
(AdInstruments, Australia). Rejestracje Ekg przeprowadzano dwukrotnie: przed i po podaniu
allopurinolu (5 mg/kg), w czterech kolejnych cyklach 60-minutowych: kontrolnym (normoksja),
hipoksji hipobarycznej (-400 mmHg), hiperoksji normobarycznej (90-100% O,) i koncowej
normoksji. Z kazdego cyklu do$wiadczalnego wybrano mozliwie niezaklécone fragmenty zapi-
su EKG, skladajace sie z 1024 kolejnych odstepdéw RR, ktorych uzyto nastepnie do analizy HRV
przy wykorzystaniu oprogramowania KubiosPro 2.0 (Finlandia). Wyznaczono parametry HRV
w domenie czasowej: HR, odchylenie standardowe odstepéw RR (SDNN) oraz pierwiastek
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kwadratowy ze $redniej sumy kwadratéw réznic pomiedzy kolejnymi odstepami RR (rMSSD),
a takze wskazniki geometryczne: indeks trojkatny (RRTri) i TINN (trdjkatna interpolacja hi-
stogramu odstepow RR). Analize HRV w domenie cze¢stotliwo$ciowej wykonano z wykorzysta-
niem szybkiej transformaty Fouriera — FFT, z podziatem na dwa zakresy spektralne: niskich
czestotliwosci (LF: 0,2-0,75 Hz) oraz wysokich czestotliwoéci (HF: 0,70-2,5 Hz).

Wykazano prawie 10-krotne zmniejszenie aktywnoséci XO po podaniu allopurinolu. Podczas
hipoksji i hiperoksji HR byto zmniejszone (odpowiednio z 322 do 278 i 273/min). Hipoksja wy-
wolala istotnie zwickszenie HRV (SDNN, rMSSD, TINN) oraz catkowitej mocy widma (TSP)
i jego skladowych LF i HE, ze zwickszeniem wskaznika LF/HE, (z 1,22 do 1,52), ktory jest wy-
znacznikiem udzialu komponenty wspdlczulnej w regulacji rytmu serca. Podczas hiperoksji za-
obserwowano zmniejszenie HRV i jego parametréw, a wskaznik LF/HF ulegt obnizeniu (0,99).
Allopurinol nie wplynal istotnie na HR podczas normoksji (315/min) i na wskazniki HRV, poza
tendencja do zwiekszonego SDNN i TINN, natomiast podczas hipoksji dodatkowo zmniejszyt
HR (do 248/min) i spowodowal istotne zwigkszenie HRV i jego wskaznikow, w tym niemal
trzykrotny wzrost TSP, LF i HE bez istotnego wplywu na wskaznik LF/HF (1,62). Allopurinol
nie wplynat istotnie na HR podczas hiperoksji (266/min). Natomiast catkowicie odwrocil kie-
runek zmian wskaznikéw HRV, zamiast ich zmniejszenia (rMSSD, TSP, LF i HF) wykaza-
ty tendencje wzrostowa, przy wskazniku LF/HF 1,14, odpowiadajacym kontrolnej normoksji.

Reasumujac: w warunkach pobudzenia chemoreceptoréw tetniczych przez hipoksje hipo-
baryczna HRV u szczura wzrasta, ze zwiekszeniem udzialu komponenty wspotczulnej autono-
micznej regulacji rytmu serca, za$ hiperoksja, odbarczajaca chemoreceptory, wywiera dziata-
nie odwrotne. Zahamowanie OX i wtdrnie generacji ROS nie wptywa znaczaco na HR i HRV
w warunkach standardowej normoksji, natomiast przyczynia si¢ do zwiekszenia HRV zaréwno
podczas hipoksji, jak i hiperoksji, co mozna interpretowa¢ jako zwiekszenie zakresu autono-
micznej kontroli rytmu serca w warunkach niestandardowej aktywnosci odruchu z chemo-
receptorow tetniczych. Biorgc pod uwage, ze mala HRV jest postrzegana jako niekorzystny
czynnik rokowniczy, to obserwowany profil dziatania allopurinolu w warunkach ischemii lub
ischemii/reperfuzji, nalezy interpretowac jako korzystny.

Praca zostala sfinansowana ze §rodkéw Narodowego Centrum Nauki (DEC-2011/01/N/NZ/01132).
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Zawal serca powoduje jego niedokrwienie. Nastepstwem niedokrwienia jest powstanie sta-
nu hipoksji, w ktorym stezenie tlenu znajduje si¢ ponizej optymalnej wartoéci dla danej tkan-
ki. Dla kardiomiocytow jest to 10% nasycenia tlenem, kazde odchylenie ponizej tej wartosci
okreslane jest jako hipoksja. W stanie hipoksji komorki dokonuja adaptacji do panujacych
warunkow, co wymaga aktywacji genéw odpowiedzialnych miedzy innymi za angiogeneze,
proliferacje, metabolizm glukozy i zelaza. W komoérkach eukariotycznych gtéwnym modula-
torem odpowiedzi na hipoksje jest czynnik indukowany hipoksja — HIF-1 (hypoxia inducible
factor-1) ktdérego dzialanie uznawane jest za najwazniejszy mechanizm utrzymujacy homeosta-
ze¢ tlenu. Udowodnione, iz HIF-1 reguluje transkrypcje okoto 2% genéw komorek srodblonka
naczyn, w tym wielu gendéw proangiogennych, np. VEGE PIGE PDGFB oraz angiopoetyny,
a takze genow kodujacych receptory dla tych ligandow.

Terapia regeneracyjna miesnia sercowego z wykorzystaniem komdrek macierzystych jest
jedng z lepiej rokujacych metod leczenia niedokrwienia miokardium. Dotychczas stosowa-
no wiele rodzajow komorek, jednak wydaje sie¢, stosunkowo najwigksze podobienstwo do
kardiomiocytéw wykazuja mioblasty. Komorki te izoluje si¢ z migé$nia szkieletowego, dlate-
go tez mozna przypuszczaé, iz majg one zwigkszona odpornos¢ na warunki niedotlenienia.
Przeszczepianie komdrek macierzystych w rejon blizny pozawatowej przyczynia sie do popra-
wienia kurczliwoéci serca, natomiast zastosowanie modyfikacji genetycznej z uzyciem gendw
wywolujacych wytworzenie naczyn (angiogeneze) dodatkowo moze przyczynic¢ sie do poprawy
mikrokrazenia (perfuzji) w obrebie serca.

Badania prowadzone Projektu obejmowaly na pierwszym etapie ocene wpltywu warunkdéw hi-
poksji na serce pozawalowe w modelu mysim. Oznaczony zostal poziom ekspresji markera Hif-1«
i genéw proangiogennych: VEGF-A, B, C, D, PIGF oraz receptoréw KDR i Flt-1. Serca izolowano
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z myszy immunokompromisowanych w 24 h, 7 dni i 28 dni po zawale, a nastepnie pordw-
nano je z grupg kontrolng, w ktérej nie zostal wywolany zawal. Celem tego etapu badan bylto
przesledzenie zmian ekspresji genéw w pozawalowym miokardium w czasie oraz sprawdzenie
korelacji pomiedzy genami, receptorami a poziomem ekspresji genu Hif-1a.

W kolejnym etapie badann postanowiono stworzy¢ model hipoksji in vitro adekwatny do
warunkow panujacych w sercu. Jako ze obiektem badan sg komérki macierzyste migsnia szkie-
letowego, modelem badan byly mioblasty. W tym celu u myszy immunokompromisowanych
wywolywano zawal serca poprzez podwigzanie lewej tetnicy wiencowej réwnolegle w rejon
objety zawalem podawano mioblasty. Nastepnie w 24 h, 7 dni i 28 dni po zawale/podaniu
komoérek hodowlanych zebrano material biologiczny w postaci serc z podanymi komérkami.
Kolejnym etapem badawczym bylo oznaczenie ekspresji markera Hif-Ia« w mioblastach ludz-
kich poddanych hipoksji panujacej w sercu mysim. Réwnolegle prowadzone byly badania kon-
trolne in vitro z mioblastami ludzkimi. Komdrki hodowano przez 24 h oraz 7 dni w inkubatorze
w nastepujacych stezeniach tlenu: 1%, 2%, 3%, 5%, 10% oraz 15%. Z materiatlu izolowano
RNA, uzyskiwano ¢cDNA za pomoca odwrotnej transkrypcji oraz oznaczano ekspresje genu
Hif-1a. Wykonano w ten sposob krzywa ekspresji dla genu Hif-la w zalezno$ci od stezenia
tlenu. Nastepnie poréwnywano wyniki uzyskane z badan in vitro i in vivo, co pozwolilo na
oznaczenie stezenia tlenu, ktére odpowiada warunkom panujagcym w miokardium.

W ostatnim etapie badan planuje si¢ ocene mioblastow poddanych modyfikacji genetycznej
genami kodujacymi czynniki proangiogenne VEGF/FGF i PIGF wprowadzonymi do komérek
droga elektroporacji. Pozwoli to na przesledzenie wplywu niedoboru tlenowego na produk-
cje, sekrecje i funkcjonalnoé¢ tych czynnikéw w formowaniu nowych naczyn (kapilarny test
funkcjonalny).

Badania finansowane z grantu NCN Preludium: 2012/07/NZ3/01687.
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Podczas rozwoju plodu w fonie matki nastepuje rozwdj autonomicznego uktadu nerwowego,
co prowadzi do postepujacych zmian wlasciwosci zmiennosci rytmu serca plodu. W ostatnich
latach opublikowaliémy wyniki analiz metodami nieliniowymi [1-2], z ktérych wynika, ze jest
mozliwa jako$ciowa zmiana zalezno$ci rytmu serca plodu od wieku ok. 30. tygodnia ciazy.
W tym komunikacie opisujemy nowe, wstepne wyniki rozwoju wlasciwosci rytmu serca ptodu
z wiekiem plodu (GA), postugujac sie analiza rekurencji (diagramy rekurencyjne RP).

Grupa badana: ZbadaliSmy 2 grupy nagran rytmu serca plodéw (cigze normalne) w wa-
runkach bezstresowych. Wszystkie zapisy zostaly dokonane za pomocag wektor-magnetografu
(MCG, 30 min. z probkowaniem 1024 Hz i automatyczng detekcja skurczu serca, w pozycji
lezacej) w magnetycznie ostonietym pomieszczeniu w Szpitalu Uniwersyteckim w Jenie. W gru-
pie 1 analizowaliémy nagrania, w ktorych pojedyncze plody znajdowaly sie w stanie snu spo-
kojnego (quiet, n = 25) albo w trakcie snu aktywnego (active, n = 29). Stan plodu okreslany
byt przez trzech doswiadczonych pediatréw. W grupie 2 zapiséw, z nagran magnetokardio-
graficznych wyodrebniono 10-minutowe fragmenty, w ktérych stan plodu byt jednoznacznie
okreslony. W ten sposéb udato si¢ uzyskaé 92 zapisy w stanie snu spokojnego oraz 294 zapisy
w stanie aktywnym.

Metody analizy: Stan ukladu uwaza si¢ za rekurencyjny, jezeli si¢ powtarza (przynajmniej
w przyblizeniu). Fakt taki sprawdza si¢ w przestrzeni fazowej ukladu za pomocg tzw. diagramu
rekurencyjnego (recurrence plots, RP). Jest to tablica (macierz) 0 i 1, gdzie 1 reprezentuje fakt,
ze i-ty i j-ty element danego szeregu czasowego znalazly sie¢ w przestrzeni fazowej blisko siebie
(wg zalozonego kryterium). Istniejg twierdzenia matematyczne, ktére pozwalaja odwzorowa¢
szereg czasowy pojedynczej zmiennej w trajektorie w wielowymiarowej przestrzeni fazowej. Jak
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diagram rekurencyjny wyglada dla typowych przebiegéw w czasie, mozna si¢ przekona¢ pod
adresem //en.wikipedia.org/wiki/Recurrence_plot.

Wszystkie nagrania zbadano standardowa analize ilo$ciowg rekurencji RQA [3], postugu-
jac sie oknami o dlugosci 300 interwaléw RR (30 min. zapisu rytmu serca plodu to ok. 4000
interwaldw) i usredniajagc wynik dla kazdego nagrania. Badano zalezno$¢ poszczegolnych pa-
rametrow RQA od wieku ptodu GA (18-39. tygodnia cigzy).

Wryniki: Dla ptodéw w stanie quiet 1. grupy nagran (30-minutowych) stwierdzono bardzo
podobne réznych zachowanie réznych parametréw RQA mu.in. rr (recurrence rate — miara
liczby wykrytych stanéw rekurencyjnych), determinizmu (liczba stanéw rekurencyjnych ukta-
dajacych si¢ wzdtuz przekatnej RP). Parametry te maleja do ok. 30. tygodnia cigzy, a potem
sie nie zmieniajy. Entropia diagramu RP z kolei ro$nie do ok. 30. tygodnia GA, a potem si¢
ustala. Sen aktywny zaburza odczyt zaleznosci wlasciwosci rytmu serca od wieku plodu, ale
réwniez dla tej grupy obserwuje sie¢ mala zmiane z wiekiem powyzej 30. tygodnia cigzy. Wyniki
zostaly czesciowo potwierdzone we wczesniejszej naszej analizie tej samej grupy metodami
wieloskalowej analizy multifraktalnej [1].

Problem okredlenia stanu ptodu na podstawie zmiennosci rytmu serca jest trudny i wy-
maga zaangazowania trzech doswiadczonych pediatréw. Dlatego wprowadzilismy oryginalny
wskaznik — indeks aktywno$ci — okreslany na podstawie diagraméw rekurencyjnych wyzna-
czanych w nieprzylegajacych oknach o dlugosci 100 interwatéw. Wynik tej analizy dla drugiej
grupy nagran rytmu serca plodéw (po 10 min.) pokazany jest na rysunku ponizej jako $redni
indeks aktywnos$ci wraz z odchyleniem $rednim. Wida¢, ze indeks aktywnosci pozwala oceni,
w jakim stanie znajduje sie ptdd.
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Whioski i podsumowanie: Diagramy rekurencyjne sg narzedziem badawczym przeznaczo-
nym przede wszystkim do analizy krétkich szeregéw czasowych. Zostaly uzyte w wielu dziedzi-
nach fizyki, ekonomii ale przede wszystkim w badaniach fizjologii [4, patrz Podsumowanie na
str. 81]. Niniejsza praca pokazuje ich przydatnos¢ do analizy rytmu serca plodéw. Przy czym
zarysowuje sie podzial wlasnosci na rytmu serca w zalezno$ci od wieku plodu na trzy okresy:
wczesny (od 18-ok. 24 tygodnia), Srodkowy (24-30. tydzien ciazy) oraz pozny. By¢ moze od-
powiada to okresom ksztaltowania si¢ autonomicznego ukladu nerwowego ptodu.

[1] D. Hoyer et al. Front. Hum. Neurosci. 2014; 8, #948
[2] J. Gieraltowski et al. Auton. Neurosci. 2015; 190, 33-39
[3] http://www.recurrence-plot.tk/rqa.php

[

4] www.nsf.gov/sbe/bcs/pac/nmbs/chap2.pdf
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The inflammation promotes the development of aortic stenosis (AS) — one of the most
common form of heart valve diseases. Changes in activity of ecto-5-nucleotidase — one of
the most important extracellular nucleotides catabolism enzymes — can lead to enhanced in-
flammatory response. The aim of the study was to investigate the effect of the CD73 knock-
out on the function of mice aortic valve and its comparison of the effect of a high-fat diet.

Animals were devided into four groups: high-fat diet CD73-/-, high-fat diet Wild Type
(WT), low-fat diet CD73-/- and low-fat diet WT for 15 weeks. Mice were anesthetized and
underwent Doppler ultrasound analysis for determination of the peak aortic flow. Then, the
aortic roots were collected and used for analysis eNTPD, e5’NT and eADA activities, as well
as for spectrophotometric and histological analysis. Results are presented as mean + SEM.

CD73-/- knock out led to increase in peak aortic flow (4.36 + 0.26 m/s) compared to WT
(3.15+0.22 m/s) indicating obstruction. High-fat diet caused similar increase in peak aor-
tic flow. Highest values of peak aortic flow were observed in CD73-/- mice on high-fat diet.
Concentration of Ca2+, Mg2+ and PO43- in aortic roots of CD73-/- mice were significantly
higher in comparison with WT. Histological analysis showed morphological changes in the
CD73-/- mice aortic valves include swelling and accumulation of dark deposits, which proved
to be melanin. Activity of e5’NT in CD73-/- mice was below 10% of WT. Activity of eADA on
the aortic surface in the CD73-/- mice was 40% lower compared to WT. High-fat diet caused
increase in the eADA activity.

Our results indicate that knock out of CD73 leads to AS similar to that induced by high-fat
diet. Increasing the CD73 activity could have therapeutic potential in the pathology of the
aortic valve.
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MANUSCRIPT PREPARATION

Text

Manuscript should be submitted as one text file in either Word document (.doc), or RTF (.rtf).
Manuscripts should be typed in a standard font, 12 pt in size. Manuscripts should be
double-spaced, with 2.5 cm (1 inch) margins on all sides and run in one single column.
Place the page number in the lower right-hand corner of each page.
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Review articles should be divided into the following sections and appear in the fol-
lowing order: (1) title page (with short running page heading, title, authors names
and affiliations), (2) abstract and keywords, (3) body of the article, (4) acknowledg-
ments, funding, and disclosures; (5) references, (6) tables, (7) figure legends, and
(8) figures.

Original articles should be divided into the following sections and appear in the
following order: (1) title page (with short running page heading, title, authors names
and affiliations) (2) abstract and keywords, (3) introduction, (4) materials and meth-
ods, (5) results, (6) discussion, (7) acknowledgments, funding, and disclosures, (8)
references, (9) appendices, (10) tables, (11) figure legends, and (12) figures.

Title Page

On the title page, provide the complete title and a running title (not to exceed 45 characters
and spaces). List each contributor’'s name and institutional affiliation. Provide the name,
postal and e-mail address, fax and telephone number of the contributor responsible for
the manuscript and proofs (corresponding author).

Abstract and Keywords

The abstract must not exceed 250 words. It should summarize the aim of the study and
describe the work undertaken, results and conclusions. In addition, you should list up
to eight keywords.

Introduction

The Introduction should briefly discuss the objectives of the study and provide the back-
ground information to explain why the study was undertaken, and what hypotheses were
tested.

Materials and Methods

Animal preparation and experimentation should cite the approving governing body. Equip-
ment and apparatus should cite the make and model number and the company name and
address (town, state/city, and country) at first mention. Give all measurements in metric
units. Use generic names of drugs. Symbols, units and abbreviations should be expressed
as Systeme international d’unités (SI).

Results
Tables and text should not duplicate each other.

Discussion

The Discussion should include a brief statement of the principal findings, a discussion
of the validity of the observations, a discussion of the findings in light of other published
work dealing with the same or closely related subjects, and a statement of the possible
significance of the work.

Acknowledgments, Funding, and Disclosures

— Authors must acknowledge individuals who do not qualify as authors but who con-
tributed to the research.

— Authors should disclose their contributions to the work described in the submitted
manuscript ant the end of the manuscript.

— All sources of funding must be disclosed in the Funding section of the paper.
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— At the end of the manuscript please include a statement of potential conflicts of in-
terests or the statement: “Conflict of interest — none declared”.

References
References must be numbered consecutively and cited in the text using Arabic numerals
within parentheses. Work that has not been accepted for publication should not appear
in the reference list. It may be cited in the text as unpublished data.
Journals: List all authors when six or fewer; when seven or more, list only the first
three and add et al.
Herse F., Staff A.C., Hering L., Mtiller D.N., Luft F.C., Dechend R.: AT1-receptor au-
toantibodies and uteroplacental RAS in pregnancy and pre-eclampsia. J Mol Med.
2008; 86: 697-703.
Online Articles: The Journal encourages citation of online articles before they are
published in final form when they become available in PubMed or from journal/
publisher websites. The citation must take the following form:
Matyja A., Gil K., Pasternak A., Sztefko K., Gajda M., Tomaszewski K.A., et al.:
Telocytes: new insight into the pathogenesis of gallstone disease. J Cell Mol Med.
2013 Jun; 17 (6): 734-742. doi: 10.1111/jcmm.12057.
Books and Monographs:
Walocha J., Litwin J.A., Miodoriski A.J.: Corrosion casting technique. in Scanning
Electron Microscopy for the Life Sciences Ed. H. Schatten. Cambridge University
Press 2012; 16-32.

Abbreviations
Please include in the manuscript a list of only new or special abbreviations.

Tables

Tables should be numbered consecutively within the text. Tables and text should not
duplicate each other. Number and title for each table should be provided. Tables should
not be submitted as graphics files.

Figures

Magnification (scale) bars should be given on electron and light micrographs. Details of
the magnification bar should be noted in the figure legends. TIFF, PDF, PNG or JPEG are
acceptable formats for electronic artwork. For color figures, the resolution should be 300
dpi, for black and white figures, the resolution should be 600 dpi.

Figure and Table Legends

All tables and figures should be cited in the text. Each figure must have a corresponding
legend. Legends to tables and figures should contain sufficient information to be under-
stood without reference to the text. All symbols, arrows, numbers, or letters used in the
figure should be explained. For photomicrographs, information on the method of staining
or preparation as well as information on scale and/or magnification should be included.

Proofs

Proofs will be available as PDF files. The detailed instructions will be sent via e-mail when
the proof is ready for review. Adobe Acrobat Reader is required in order to read this file,
which can be downloaded (free of charge) from http://get.adobe.com/reader. Proofs must
be returned by e-mail to the Editorial Office within seven days.






