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Wykaz skrotow

ACCF — American College of Cardiology

ACS — acute coronary syndrome, ostry zespot wiencowy

AHA — American Heart Association

AHF — acute heart failure, ostra niewydolnos¢ serca

AIAT — aminotransferaza alaninowa

ALDO — aldosteron

ANG Il —angiotensyna Il

AP — alkaline phospatase, fosfataza alkaliczna

APR — acute phase response, ostra odpowiedz zapalna

AspAT — aminotransferaza asparaginianowa

ATSC — mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych z tkanki thuszczowej
AV — przedsionkowo komorowy

BMS — bare metal stent, stent metalowy

CAD - coronary artery diseae, choroba wiencowa

CHF — chronic, congestive heart failure, przewlekta zastoinowa niewydolnos¢ serca
DCB — drug coated balloon, balon pokryty substancja aktywna
DES — drug eluting stent, stent uwalniajacy substancj¢ aktywna
ECHO — badanie echokardiograficzne

ECM — extracellular matrix, macierz zewnatrzkomorkowa

EF (%) — ejection fraction, frakcja wyrzutowa komory lewej

EKG — badanie elektrokardiograficzne

ESC — European Society of Cardiology

FT — ferrytyna

FTH — tancuch cigzki ferrytyny

FTL — fancuch lekki ferrytyny

GAPDH - dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego



HfpEF — heart failure with preserved ejection fraction, niewydolno$¢ serca z zachowang frakcja
Wyrzutowa

HfrEF — heart failure with reduced ejection fraction, niewydolno$¢ serca ze zmniejszong frakcja
wyrzutowa

ID — iron deficiency, niedobor zelaza

IL-1 — interleukina 1

IL-2 — interleukina 2

IL-6 — interleukina 6

ISR — in-stent restenosis, restenoza wewnatrz stentu

LAD — left anterior descending artery, gataz miedzykomorowa przednia lewej tetnicy wiencowej
MI — myocardial infarction, zawat serca

MSC — mezenchymalne komorki macierzyste

PCI — percutaneous coronary intervention, przezskorna interwencja wiencowa

POBA — plain old balloon angioplasty, angioplastyka balonowa

RAAs — Renin-Angiotensin-Aldosterone system, uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
TIBC — Total iron binding capacity, catkowita zdolno$¢ wigzania zelaza

TNF o — tumor necrosis factor a, czynnik martwicy nowotworow alfa

TSAT - Transferrine saturation, nasycenie transferyny (%)

VF — ventricular fibrillation, migotanie komér

WHF — World Heart Federation



Streszczenie pracy w jezyku polskim

Niewydolno$¢ serca jest jednym z najpowszechniejszych probleméw zdrowotnych
Z jakimi zmaga si¢ ludzkos¢. Jedng z najczestszych jej form jest choroba wiencowa, ktora jest
glowna przyczyng zawatu serca (MI), powodujacych ostrg niewydolnos¢ serca. W ostatnich
latach badaniom poddano zwiazki pomigdzy przewlekla niewydolnoscia serca a zaburzeniami
gospodarki zelazowej. Przedmiotem niniejszej pracy bylo zbadanie czy MI moze wywolaé
dhugotrwate zaburzenia homeostazy zelaza. Badano systemowy zasob zelaza oraz stezenie zelaza
i kKluczowych biatek zaangazowanych w gospodarke zelazowa w nerce, watrobie oraz $ledzionie.
Dodatkowy aspekt pracy stanowita ocena czy intramiokardialana terapia MI komorkami

macierzystymi istotnie wptywa na homeostaze zelaza.

Badania przeprowadzono na modelu $wini domowej. Zwierz¢ta podzielono na cztery
grupy: kontrolng (KON), grupe u ktorej wywolano MI i podano intramiokardialnie ptyn
fizjologiczny, oraz dwie grupy $win u ktérych intramiokardialnie podano dwie testowane
zawiesiny komdrek macierzystych (MI+L1 i MI+L2). Dwie ostatnie grupy otrzymywaty
dodatkowo takrolimus. Wszystkie grupy otrzymywaty terapie przeciwptytkowa polegajaca na
podaniu kwasu acetylosalicylowego (aspiryny). MI wywotano poprzez zamknigcie przeptywu
w galezi zstepujacej lewej tetnicy wiencowej balonem angioplastycznym. Komdrki macierzyste
podawano przy uzyciu systemu NOGA. Jest to system mapowania elektrofizjologicznego serca,
ktéry tworzy trojwymiarowa wizualizacje elektromechaniczng komory. Tak utworzona mapa
umozliwiala zlokalizowanie miejsca zawatowego oraz nawigacje w celu najdoktadniejszego
podania preparatu komorek. Swinie badano trzykrotnie, przed wykonaniem procedury, w 28 dniu
i po 3 miesigcach od MI Badanie kontrolne obejmowato badanie kliniczne,
elektrokardiograficzne, echokardiograficzne, badania morfologiczne i biochemiczne krwi. Po
wykonaniu trzeciego badania kontrolnego $winie poddano eutanazji, wykonano badanie sekcyjne
1 pobrano prébki narzadéw do badan histopatologicznych (barwienie preparatéw histologicznych
z narzadow blegkitem pruskim w celu wykrywania 1 lokalizowania zelaza w tkankach)
i proteomicznych. Badania przeprowadzono na ekstraktach homogenatéw tkankowych
rozdzielonych elektroforetycznie w Zelach poliakrylamidowych. Metoda western blotting
oznaczano tancuch lekki i cigzki ferrytyny w nerce, watrobie oraz $ledzionie oraz biatko

hepcydyne w watrobie. Oznaczono tez wybrane parametry gospodarki zelazowej] w surowicy



krwi. Wykonano reakcje immunohistochemiczne przeciwko tancuchowi lekkiemu i cigzkiemu

ferrytyny w preparatach histologicznych.

Wedlug uzyskanych wynikéw u zwierzat z grup MI zaobserwowano wzrost zasobow
zelaza w watrobie 1 $ledzionie. Odnotowano wyzsze poziomy tancucha lekkiego ferrytyny
W watrobie, oraz fancucha ci¢zkiego w watrobie oraz korze nerki. Potwierdzono takze, ze MI nie
towarzyszyly dlugotrwate zaburzenia w systemowym statusie zelaza. W grupach leczonych

komoérkami macierzystymi stwierdzono istotnie nizszy poziom hepcydyny w tkance watroby.

Summary

Heart failure is one of the most common health problems facing humanity. One of the
most common forms of it is coronary artery disease, which is the main cause of heart attack (MI)
causing acute heart failure. In recent years, the links between chronic heart failure and iron
disorders have been studied. The subject of this study was to investigate whether MI can cause
long-term disorders of iron homeostasis. The systemic iron supply and the amount of iron and
key proteins involved in iron metabolism in the kidney, liver, and spleen were studied. An
additional aspect of the work was the assessment of whether intramyocardial Ml stem cell

therapy significantly affects iron homeostasis.

The research was conducted on a domestic pig model. The animals were divided into
four groups: control group (KON), a group in which MI was induced and 0,9% NaCl normal
saline was injected intamyocardially and two groups of pigs in which two tested stem cell
suspensions (MI+L1 and MI+L2) were intramyocardially administered. The last two groups
received additional takrlimus. All groups received antiplatellet treatment — aspirin. Ml was
induced by closing the flow in the left anterior descending coronary artery with an angioplastic
balloon. Stem cells were administered using the NOGA system. The pigs were examined three
times, prior to the procedure, on day 28 and 3 months after MI. The follow-up examination
included clinical, electrocardiography, echocardiography, morphological and biochemical blood
tests. After the third check-up, the pigs were euthanized, a post-mortem examination was
performed and organ samples were taken for histopathological examination (staining of

histological slides from organs with Prussian blue to detect and localize iron in tissues) and
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proteomic examinations. The research was conducted on extracts of tissue homogenates
electrophoretically separated in polyacrylamide gels. Western blotting was used to determine the
light and heavy ferritin chain in the kidney, liver and spleen and hepcidin protein in the liver.
Selected parameters of iron management in blood serum were also determined.
Immunohistochemical reactions for the ferritin light and heavy chain detection were performed

in histological slides.

According to the results obtained, an increase in iron resources in the liver and spleen
was observed in animals from the MI groups. Higher levels of the ferritin light chain in the liver
and the heavy chain in the liver and renal cortex were reported. It was also confirmed that Ml
was not accompanied by long-term disturbances in the systemic status of iron. In the stem cell

groups, significantly lower levels of hepcidin in liver tissue were found.
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1. Wstep

1.1 Niewydolnos¢ serca — definicja, klasyfikacja i znaczenie dla spoteczenstwa

Niewydolno$¢ serca jest istotnym i rosngcym problemem zdrowia publicznego na catym
$wiecie. Jest przyczyng niemal 18 milionow zgondéw kazdego roku [Hiraiwa 2021]. Szacuje sie,
ze w samych Stanach Zjednoczonych z niewydolnos$cig serca zyje ponad 6 milionow 0sob,
a liczba ta bedzie rosta wraz ze starzeniem si¢ spoteczenstwa [Mozzafarian 2016]. Liczba oséb
zyjacych ze zdiagnozowang niewydolno$cig serca wzrasta rowniez wraz z poprawa jakos$ci
opieki zdrowotnej w wielu krajach 1 wykorzystaniem coraz doskonalszych narzedzi
diagnostycznych. Mimo to czg$¢ pacjentow w podesztym wieku pozostaje nie wilasciwie
zdiagnozowana poprzez maskowanie objawow niewydolno$ci serca przez inne problemy
zdrowotne, albo nawet mechanizmy kompensacyjne [Skrzypek 2018]. Niewydolnos¢ serca jest
ztozonym i wieloaspektowym schorzeniem, na ktore sktada si¢ szereg czynnikow
fizjologicznych, genetycznych 1 $rodowiskowych. Pomimo postgpow w diagnozowaniu
i leczeniu, niewydolno$¢ serca pozostaje glowng przyczyng S$miertelnosci, z 5-letnig
$miertelnoscig siegajaca 50%, dlatego problem ten wymaga dalszych badan [Gheorghiade 2010].

Niewydolno$¢ serca mozna klasyfikowaé na rdzne sposoby. Jeden z nich to podziat na dwa
rodzaje: dysfunkcje skurczowa (niewydolno$¢ serca z zachowang frakcja wyrzutowa, (ang. heart
failure with preserved ejection fraction, HFpEF) i dysfunkcje rozkurczowa (niewydolnos¢ serca
ze zmniejszong frakcja wyrzutowa (ang. heart failure with reduced ejection fraction, HFrEF).
Innym sposobem kwalifikacji niewydolnos$ci serca jest podzial ze wzgledu na okolicznosci jej
wystapienia, przebieg, dynamike i czas trwania objawow. Wedlug tego podziatu rozrézniamy:
ostra niewydolno$¢ serca (ang. acute heart failure, AHF) 1 przewlekla zastoinowa niewydolnos¢

serca (ang. chronic, congestive heart failure, CHF).

Choroba wiencowa (ang. coronary artery disease, CAD) powodujaca zawat serca jest jedng
Z najczegstszych przyczyn niewydolno$ci serca 1 najczestszg przyczyng AHF [Girerd 2022,
Severino 2020]. AHF jest medycznym stanem naglym zwigzanym z krytycznym zwezeniem lub
catkowitg niedroznos$cig jednej lub kilku tgtnic wiencowych. w wyniku czego rozwija si¢ ostre
niedokrwienie migénia sercowego tzw. ostry zespdt wiencowy (ang. acute coronary syndrome,

ACS). Pojecie ACS obejmuje niestabilng dlawice piersiowa i zawal serca (ang. myocardial
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infarction, MI). CAD jest jedng z najczestszych przyczyn zgondéw na $wiecie [Harjola 2017].
W 2018 roku organizacje kardiologiczne (ESC, ACCF, AHA, WHF) na podstawie obiektywnych
markerow martwicy migsnia sercowego uzgodnily uniwersalng definicj¢ zawalu migénia
sercowego (MI), w ktorej istota diagnozy bylo wystapienie ostrego uszkodzenia migénia
sercowego i wykazanie jako jego podstawy niedokrwienia [Budaj 2019]. Do istotnej dysfunkcji
skurczowej lewej komory po zawale dochodzi u okolo 39% chorych, przy czym objawy
niewydolno$ci serca pojawiaja si¢ az u 75% chorych. Nawet u oséb z bezobjawowym
uszkodzeniem lewej komory $miertelnos¢ jest porownywalna do chorych objawowych. Te dane
obrazuja jak istotne znaczenie kliniczne, spoteczne i ekonomiczne ma zawat serca.

MI jako przyczyna ACS zostal wykorzystany w niniejszej pracy. Poza tym AHF moga
powodowac i inne przyczyny, zardwno sercowe, jak i pozasercowe. Naleza do nich choroby
zastawkowe, kardiomiopatie, arytmie, zapalenie migénia sercowego, nadci$nienie tgtnicze,
zatorowos¢ ptucna, a takze intoksykacje [Dickstein 2008].

Klinicznie AHF objawia si¢ m.in. duszno$cig, bolem w klatce piersiowej, utrata sit
I obrzekami, a nawet utratg przytomnosci. AHF moze wystgpi¢ w wyniku nowego epizodu

niewydolnosci serca, lub jako nagte zaostrzenie przewleklej niewydolnosci serca.

1.2 Wptyw niewydolnosci serca na inne narzady i uktady

Stan uposledzonego krazenia krwi ma szeroki wpltyw na caly organizm chorego. Wiele
narzagdow 1 uktadow dotykaja konsekwencje niewydolnosci serca w postaci hipotensji
i hipoperfuzji. Najwigksze nasilenie zmian patologicznych obserwuje si¢ w ptucach, w ktorych
zaburzenia krazenia doprowadzaja do obrzeku. Obnizenie cisSnienia krwi moze zmniejszy¢
przeplyw krwi w centralnym uktadzie nerwowym. Gorsza perfuzja mézgu moze prowadzi¢ do
objawdw uposledzenia funkcji poznawczych, dezorientacji i trudnosci z koncentracja, ktore
dotaczaja si¢ do objawow dusznos$ci 1 odkrztuszania. Niewydolno$¢ serca moze wigzaé si¢
Z ostabieniem 1 zmegczeniem migsni, zarowno w zwigzku z bezposredniego oslabienia
zaopatrzenia tkanki migsniowej w krew, jak 1 posrednio poprzez obnizenie utlenowania krwi
w skutek negatywnego wpltywu zastoju w plucach. Spadek przeptywu krwi i hipoksja tworza
warunki sprzyjajace powstawaniu zakrzepow, szczegélnie gdy AHF towarzyszy arytmia, CO

moze prowadzi¢ do incydentéw zakrzepowo-zatorowych. Najgrozniejsze konsekwencje
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powiktan zakrzepowo-zatorowych dotycza serca (zawal serca) i mézgu (udar niedokrwienny)
[Wendelboe 2016]. Wptyw niewydolnosci serca na funkcje nerek, watroby i S$ledziony
przedstawia ryc. 1.

* Aktywacja osi watrobowo-sercowej

* Przekrwienie

¢ Cholestaza

* Zwyrodnienie thiszczowe,
lipoapoptoza

¢ ZwlOknienie

* Nadmierne grom:

enie zelaza

=

AHF * Aktywacja osisercowo-$ledzionowej

Spadek czynnosci serca » Dostosowanie objetosci kiwi do
zapotrzebowania

* Wzrost uwalniania komorek
immunologicznych i czynnikéw
prozapalnych

* Pozytywny remodeling serca

 Strukturalny remodeling $ledziony

* Aktywacja osi

* Wazokonstrykcja

* Aktywacja czynnikéw wzrostu dla
podscieliska lacznotkankowego i miocytow

¢ Wazrost resorbcji zwrotnej wody i sodu
powodujacy hiperwolemie

* Hamowanie czynnikéw wazodylatacyjnych

Ryc. 1. Wptyw niewydolnosci serca na funkcje nerek, watroby i $ledziony

1.2.1 Wplyw niewydolnosci serca na nerki

Narzagdem wrazliwym na hipotensj¢ i hipoperfuzje sa nerki. Relacje pomigdzy sercem
anerkami okresla si¢ jako syndrom sercowo-nerkowy. Dysfunkcja nerek czgsto towarzyszy
roznym formom niewydolno$ci serca. Jej wystepowanie wigze si¢ ze zwigkszong
zachorowalnoscig 1 $miertelnoscig. W patofizjologii najwigkszg role odgrywa zmniejszona
perfuzja [Damman 2015] powodujgca uruchomienie mechanizmu kompensacyjnego
nazywanego uktadem renina-angiotensyna-aldosteron (ang. Renin-Angiotensin-Aldosterone

system, RAAs), co z kolei skutkuje obkurczeniem naczyn krwiono$nych. Zwg¢zenie naczyn
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zwieksza opory obwodowe 1 ci$nienie tetnicze, jednoczesnie dochodzi do pobudzenia uktadu
wspotczulnego oraz zwickszenia wydzielania aldosteronu (ALDO). W przypadku, gdy AHF
przechodzi w CHF Angiotensyna II (ANG II) wykazuje dziatanie zwigkszajace wytwarzanie
czynnikow wzrostowych powodujacych remodeling $cian naczyn krwiono$nych (przerost
podscieliska tacznotkankowego 1 miocytow warstwy migsniowej) 1 serca (przerost i wtoknienie).
Jednak najsilniejsze zmiany zwidknieniowe jako konsekwencja RAAs obserwuje si¢ w nerkach.

ANG II i ALDO powodujg nasilenie resorpcji zwrotnej wody i sodu, a utrat¢ z moczem jondéw
potasu i magnezu. To sprzyja rozwojowi arytmii i jest przyczyng obrzekdéw zastoinowych.
Dodatkowo ANG II wzmaga pragnienie i uposledza mechanizmy kontroli ci$nienia poprzez
hamowanaie syntezy prostaglandyn naczyniorozszerzajacych i uposledzenie wrazliwosci

baroreceptoréw [Engeli 2000].

1.2.2 Wplyw niewydolnosci serca na watrobe

AHF prowadzi do istotnych zmian w krazeniu watrobowym. Wzrasta ciSnienie w prawym
przedsionku, a co za tym idzie w zylach watrobowych, co prowadzi to do obrzeku zastoinowego
watroby. Klinicznie objawia si¢ on powigkszeniem i tkliwo$cig narzadu, a w badaniach krwi
wzrostem aktywno$ci tzw. enzymow watrobowych (aminotransferazy alaninowej, AIAT
I asparaginianowej AspAT). Uposledzona perfuzja z powodu mniejszego rzutu serca jest
przyczyna tzw. hepatopatii zastoinowej, ale moze doprowadzi¢ nawet do ostrej martwicy
hepatocytow lub do rozwoju kardiogennego niedokrwiennego zapalenia watroby [Alvarez 2011,
Henrion 2003]. W hepatopatii zastoinowej dochodzi do utrudnionego odptywu zotci, co skutkuje
wzrostem fosfatazy alkalicznej w surowicy krwi, a w hepatocytach gromadzeniem si¢
barwinkow zotciowych oraz poszerzeniem okienek w zatokach zylnych, co z kolei skutkuje
wyciekiem plynu bogatego w biatko do przestrzeni Dissego 1 martwicg hepatocytow
[Giallourakis 2002]. Zmiany degeneracyjne, a nastgpnie martwicze rozpoczynaja si¢ od zyly

centralnej i rozszerzaja w kierunku obwodu zrazika [Sepesy 2006].

1.2.3 Wplyw niewydolnosci serca na $ledziong

Wplyw niewydolno$ci serca na S$ledzione jest omawiany zdecydowanie rzadziej

W poréwnaniu do watroby lub nerek. [Hiraiwa 2022]. Strukturalnie §ledziong¢ mozna podzieli¢ na
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dwa gléwne regiony, utworzone przez miazga biata i miazgg czerwong (przewazajaca wigkszos¢
tkanki $ledziony). W miazdze czerwonej patogeny, pozostalosci komorkowe 1 stare erytrocyty sg
skutecznie usuwane z krazenia, a zelazo jest przetwarzane przez liczne makrofagi. Biata miazga
jest gtownym regionem immunologicznym $ledziony u gryzoni i ludzi. Sklada si¢ gtéwnie
Z komorek limfoidalnych w wysoce zorganizowanym przedziale, w ktorym inicjowane sg
adaptacyjne odpowiedzi immunologiczne [Hirawa 2022, Prabhu 2018, Swirski 2009]. Aktywacja
komoérek odpornosciowych $ledziony i zmiany w gospodarce zelazem maja duze znaczenie
w przewleklej odpowiedzi zapalnej, ktéora towarzyszy przebudowie serca (ang. heart
remodeling). Interakcje migdzy sercem a $ledziong sa ztozone i1 dwukierunkowe, dlatego
wprowadzono pojecie osi sercowo-§ledzionowej [Hiraiwa 2022]. Zwigzek pomiedzy sercem
a sledziong zostal opisany po raz pierwszy przez Rein i wsp., ktorzy wykazali, ze stymulacja
elektryczna $ledziony powoduje poprawe czynnosci serca [Rein 1951]. Wykazano, ze objetosé
Sledziony jest skorelowana zci$nieniem w tetnicy plucnej 1 ci$nieniem zaklinowania
W kapilarach phlucnych. Ponadto czesto$¢ akcji serca i objeto$¢ $ledziony sa niezaleznymi
wyznacznikami wskaznika pulsacji, odzwierciedlajacego obcigzenie wstepne serca u pacjentow
z niewydolnoscig serca [Hiraiwa 2021]. W badaniu tym stwierdzono, ze pomiary $ledziony moga
pomoc w oszacowaniu stanu objetosci systemowej krwi. W innym badaniu wykazano
uzyteczno$¢ oceny zwigzku miedzy wskaznikiem objetosci §ledziony a rokowaniem u pacjentow

z niewydolnos$cig serca [Hirawa 2022].

1.3 Zwierzg¢ce modele zawatu migsnia sercowego

Historycznie psy byly najczesciej wykorzystywanym modelem zawalu serca i jego skutkow.
Dzigki nim wykryto, ze szybka reperfuzja trombolityczna umozliwia ocalenie niedokrwionego
migsnia sercowego [Przyklenk 1986]. Te badania stworzyly fundament, na ktorym opierajg si¢
obecne wytyczne dotyczace leczenia ostrych zespotow wienicowych. W modelu psim zawaly
serca wykonywano poprzez wielokrotng mikroembolizacje lewej tetnicy wiencowej [Dixon
2009].

Wada modelu psiego jest silnie rozwinigte krazenie oboczne, ktére powoduje, ze
nieprzewidywalny jest zardwno proces indukcji zawalu jak i1 jego zej$cia [White 1986].

W wyniku mikroembolizacji powstajg liczne drobne ogniska nekrotyczne, ktdre rdznig si¢ od
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jednoogniskowych zmian, obejmujacych duzy obszar komory, ktore sg typowe dla zawatlu
U ludzi [Dixon 2009]. Z tych powodow $winia zostata uznana za najlepszy model zwierzecy do
badan nad zawalem serca ze wzglgdu na anatomiczne, fizjologiczne i patologiczne podobienstwa
migdzy uktadem sercowo-naczyniowym cztowieka i §wini. Serce §wini jest tej samej wielkosci
i niemal identyczna jest anatomia tetnic wienhcowych. Brak jest sieci naczyh pobocznych, ale
przede wszystkim jest mozliwos¢ wywotywania zawatlow o przewidywalnym zakresie
i lokalizacji poprzez zamknigcie tetnicy wiencowej przy pomocy balonu naczyniowego
[Dixon 2009, Weaver 1986]. Ryc. 2 i 3. Po okluzji naczynia rozwija si¢ zawal serca (MI)
identycznie jak u ludzi i powoduje AHF. Reimer i wsp. opisali stopniowe szerzenie si¢ ,,fali
martwicy”, doprowadzajace juz w czasie od 4 do 6 godzin od zamknigcia tetnicy dozawatowe;j
do nieodwracalnych zmian w obszarze jej unaczynienia [Reimer 1977]. Stwierdzono, ze
martwica rozwija si¢ poczatkowo w obszarze podwsierdziowym, a nastepnie rozszerza si¢

w kierunku nasierdzia (rycina 3).

Ryc. 2. Swinia przygotowana do procedury indukcji zawatu serca.
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Obrzek

Strefa martwicy

Uszkodzenie mikrokrazenia / krwawienie domigsniowe

Zdrowy migsien

Ryc. 3. A) Schemat przedstawiajacy strefy zawalu migs$nia sercowego B) Obszar martwicy
migénia sercowego (strzatka) po eksperymentalnej indukcji zawalu serca u $wini C) przekrdj
przez lewa komore serca u tej samej §wini ukazujacy obszar pelnos$ciennej martwicy (strzatka).

W strefie granicznej widoczna jest martwica podwsierdziowa.

1.4 Testy oceniajace funkcje serca w MI

1.4.1. Elektrokardiografia

Najpowszechniej stosowang metoda diagnostyczna w medycynie cztowieka do szybkiej
diagnostyki Ml jest EKG. Objawem §wiezego zawalu jest pojawienie si¢ wysokich, szerokich
i symetrycznych zatamkow T w tych odprowadzeniach, w ktérych w dalszym etapie dochodzi do
uniesienia odcinkow ST. Obraz taki pojawia si¢ krotkotrwale w ciggu pierwszych dwoch godzin

po wystapieniu bolu (ang. hyperacute T waves). Potem stopniowo unoszg si¢ odcinki ST w co
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najmniej dwoch odprowadzeniach reprezentujgcych obszar unaczynienia serca przez jedng

Z trzech gtownych tetnic wiencowych. Ryc. 4.
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Ryc. 4. Badanie elektrokardiograficzne $wini A) przed zawatem serca, B) po indukcji zawatu

serca. Schemat zmian EKG w trakcie ostrego niedokrwienia [Dgbrowska 2021].

Rownolegle, w pierwszych godzinach od wystgpienia bolu zawatowego, pojawiaja si¢
nieprawidlowe zatamki Q lub zespoty QS, azalamki T ulegaja stopniowemu odwroceniu.
W ostatnich latach obnizono granicg normy czasu trwania zatamkow Q, co zwigkszylo czgstos¢
rozpoznawania zawaléw serca, ale tez zwigkszylo odsetek rozpoznan fatszywie dodatnich
[Thygesen 2007]. Odsetek falszywie dodatnich rozpoznan $wiezego zawalu nawet w najlepszych
osrodkach wynosi 12%. Stad zaleca si¢ aby wynik badania EKG ocenia¢ tacznie z markerami

krwi.

1.4.2 Markery krwi uzywane w diagnostyce MI

Wytypowano i1 potwierdzono uzyteczno$¢ kliniczng wielu biomarkerow. Jedne z nich
stuza do obserwacji uszkodzenia mig¢snia sercowego: peptydy natriuretyczne (ANP, BNP, NT-
proBNP), troponiny, inne do analizy aktywnosci fibrynolitycznej np. metaloproteinaza-1

(MMP-1), a jeszcze inne wykazuja aktywno$¢ czynnikow wzrostu np. transformujacy czynnik
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wzrostu beta 1 (TGF-B1), ktory promuje transaktywacje miofibroblastow i syntez¢ ECM
[Gyongyosi 2019, Lopez 2015]. Wybor markera jest uzalezniony od czasu, ktory mingt od
rozpoczecia niedokrwienia migsnia sercowego, poniewaz szczyty ich stezenia wystepuja

W réznym czasie. Ryc. 5.
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Ryc. 5. Zaleznos$¢ czasowa profilow wybranych markerow zawatu serca u ludzi [French 2004].

1.4.3 Badanie echokardiograficzne

Jednym z najbardziej uzytecznych narzedzi diagnostycznych jest ultrasonografia, ktora
jest metoda tania, powszechnie dostepng i umozliwia nieinwazyjne monitorowanie zmian
morfologicznych 1 czynnoSciowych migsnia sercowego oraz ocen¢ regionalnej funkcji
skurczowej i rozkurczowej lewej komory. Regionalne zaburzenia czynnosci skurczowej
wywotane przez niedokrwienie mozna wykry¢ w badaniu echokardiograficznym niemal
natychmiast po jego wystapieniu (jezeli zawal obejmuje powyzej 20% grubosci $ciany komory)

[Scirica 2010]. Ryc. 6A.

19



Ryc. 6. A) Badanie echokardiograficzne swini z eksperymentalnie wyindukowanym zawatem

serca. B) Projekcja przymostkowa prawa w osi dhugiej (przekrdj podtuzny czterojamowy). Po
stronie lewej obraz dwuwymiarowy, po stronie prawej obraz M-mode. Na podstawie pomiarow
wyliczana jest FS i EF przy uzyciu wzoru Teicholza. C) Projekcja przymostkowa lewa
w przekroj koniuszkowy czterojamowy. Frakcja wyrzutowa (EF) jest wyliczana poprzez

sumowanie objetosci dyskow.

Ocena funkcji skurczowej serca u chorych po zawale oceniana jest jako prawidtowa —
normokineza, ostabiona — hipokineza, zniesiona — akineza, zaburzona - dyskineza,
zwigkszona — hiperkineza. Do oszacowania czynnosci skurczowej serca uzywa si¢
parametrow tj.:

1. Frakcja skracania (SF, ang shortening fraction). Oblicznana jest na podstawie réwnania

Teicholza z obrazu M-mode z projekcji przymostkowej. FS [%] = ($rednica

koncoworozkurczowa komory lewej LVIDd - $rednica koncowoskurczowa komory lewe;j

LVIDs) : $rednica koncoworozkurczowa komory lewej LVIDd . Ryc. 6B
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2. Frakcja wyrzutowej (EF, ang ejection fraction) ocenianej na podstawie obrazu M-mode
Z projekcji przymostkowej, przy zatozeniu, ze dlugos¢ komory lewej jest dwukrotnoscia
jej szerokosci. EF [%] = (objetos¢ koncoworozkurczowa komory lewej - objetosé
koncowoskurczowa komory lewej) : objetos¢ koncoworozkurczowa komory lewej.
Obecnie metody 1 1 2 nie sg zalecane do oceny czynnos$ci skurczowej serca, poniewaz
moga by¢ obcigzone istotnym btedem u chorych z odcinkowymi zaburzeniami
kurczliwosci po ML

3. Frakcja wyrzutowa ocenianej z obrazéw koniuszkowych metodg Simpsona. Objetos¢
komory lewej w rozkurczu i skurczu obliczane jest poprzez sumowanie obj¢tosci dyskow
uzyskanych z obrazow dwuwymiarowych koniuszkowych. Frakcja wyrzutowa komory
lewej zalezy od objetosci, obcigzenia wstepnego, nastepczego, czestotliwosci rytmu serca
i czynnosci zastawek, nie jest rowniez odpowiednikiem objgtosci wyrzutowej. Ryc. 6C.

4. wskaznika kurczliwosci (WMSI, ang. wall motion score index). Oceniana jest
kurczliwos$¢ poszczegdlnych 17 segmentéw komory lewej w prezentacji dwuwymiarowej
w projekcji dwu-, tréj-i czterojamowej. WMSI jest obliczny na podstawie ilorazu sumy
punktacji ocenianych segmentoéw i liczby ocenianych segmentéw

WMS] — suma punktéw odpowiadajgcych kurczliwosci poszczegolnych segmentow

liczba ocenianych segmentéw

5. oceny skurczowego przemieszczenia ptaszczyzny AV,
6. predkosci skurczowych ocenianych za pomoca TDI oraz pomiary odksztalcenia (strain)
i tempa odksztatcenia (strain rate).
Obrazowanie odksztalcen stanowi bardziej czula niz ocena EF metod¢ wykrywania
niewielkich zmian czynnos$ci skurczowej komory lewej. Jednak aktualnie rutynowe stosowanie
obrazowania odksztalcen w praktyce klinicznej ograniczaja problemy zwigzane

Z powtarzalnoscig 1 standaryzacja metody. Ryc. 7.
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Ryc. 7. Ocena czynnosci skurczowej i1 rozkurczowej komory lewej przy uzyciu dopplera
tkankowego. A) obrazowanie kodowane kolorem, prawidtowy obraz przeciwstawnie
poruszajacych si¢ §cian komory lewej. W czgéci lewej obrazu przegroda migdzykomorowa

wykonuje ruch rozkurczowy skierowany w kierunku gltowicy (kolor czerwony), natomiast wolna
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Sciana lewej komory wykonuje ruch od gtowicy (kolor niebieski). Prawa cze$¢ obrazu pokazuje
obraz w skurczu, B) ta sama co w obrazie A projekcja przymostkowa prawa w osi krotkiej
ukazujaca czynno$¢ warstwy okreznych miesni komory lewej C) doppler spektralny projekcja
koniuszkowa dwujamowa pomiar czynnosci warstwy podtuznych migsni komory lewej. D)
Badanie Strain w projekcjach koniuszkowych dwu-, tréj- i czterojamowej ukazujgce kurczliwosé

poszczegblnych segmentéw komory lewe;j.

1.5 Leczenie Ml

1.5.1 Implantacja stentu, bypass

Ztotym standardem w leczeniu ostrego zawalu serca jest jak najszybsze udroznienie
tetnicy wiencowej poprzez implantacj¢ stentu w miejscu krytycznego zwezenia W postaci
przezskornej interwencji wiencowej (ang. percutaneus coronary intervention, PCI). Zaletami
tego typu leczenia jest mata inwazyjnos$¢ procedury, niskie ryzyko oraz krétki czas jej
wykonania. Obecnie w leczeniu ostrego zawalu migénia sercowego stosuje si¢ gtdwnie stenty
metalowe (ang. bare metal stent, BMS. Istnieje takze alternatywa, zastosowanie stentu
wydzielajacego substancje aktywng (ang. drug eluting stent, DES) — lek antyproliferacyjny
hamujacy rozrost $rodbtonka 1 ograniczajacy ryzyko restenozy w $wietle stentu (ang. in-stent
restenosis, ISR). Nie jest to jednak rekomendowane do rutynowego stosowania w ostrym Ml
[Vlaar 2007]. W niektorych przypadkach bezpieczne i skuteczne moze okazac si¢ uzycie balonu
pokrytego substancjg aktywng (ang. drug coated balloon, DCB) [Hu 2021] lub zwyczajnej
angioplastyki balonowej (ang. plain old balloon angioplasty, POBA) [Obagi 2021], jednak wciaz
za standardowe leczenie uznaje si¢ implantacj¢ stentu.

Metoda obarczong wigkszym ryzykiem, powigzang z dluzszym okresem
rekonwalescencji jest pomostowanie aortalno-wiencowe. Kardiochirurgiczny zabieg ominigcia
zwezonych miejsc tetnic wiencowych nie jest pierwszym wyborem w leczeniu ostrego zawatu
serca, stanowi jednak mozliwo$¢ w przypadkach, ktore nie kwalifikujg si¢ do przezskornej
interwencji wiencowej, lub u ktorych taka interwencja okazata si¢ nieskuteczna czy tez

niemozliwa [Shi 2018].
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1.5.2 Leczenie farmakologiczne

W pierwszych chwilach leczenia ostrego niedokrwienia mig$nia sercowego zazwyczaj
stosuje si¢ leczenie przeciwptytkowe - kwas acetylosalicylowy, czgsto jeszcze przed przyjazdem
zespotu ratunkowego lub udaniem si¢ do placowki opieki zdrowotnej. W dalszym etapie terapia
przeciwptytkowa moze zosta¢ rozszerzona o klopidogrel, a takze heparyne. W przypadku, kiedy
nie ma mozliwos$ci wykonania PCI (przezskornej interwencji wiencowej, percutaneous coronary
intervention) w przeciggu 90 minut rozpoczyna si¢ terapi¢ tromboembolityczng np.
streptokinaza. Leczenie trombolityczne moze okaza¢ si¢ wystarczajace, jednak w innym
przypadku zalecane jest jego uzupetnienie PCI.

Dalsze leczenie farmakologiczne dotyczy pozawalowej przebudowy serca i od
kilkudziesigciu lat nie ma co do tego jednolitego podejscia. Standardowa farmakoterapia
obejmuje inhibitory konwertazy angiotensyny | (ACE-I), antagonistow aldosteronu, blokery
receptorow angiotensyny Il oraz blokery receptorow [-adrenergicznych [Cohn 2001,
Jugdutt 2003, Latini 1995, Zannad 2000]. Leki moczopgdne (w tym spironolakton) dziataja
dobrze jako leki zmniejszajace obrzek. Badania pokazuja, ze pomimo stosowania najnowszych
metod leczenia farmakologicznego u 0s6b z zawatem serca - jesteSmy w stanie wyeliminowaé
objawy Kliniczne, ale nie jesteSmy w stanie wyeliminowa¢ wildknienia [Gyongyosi 2019,
Querejeta 2004]. Innymi stowy, istniejace strategie leczenia nie odniosty sukcesu. Powstata
blizna chroni migsien sercowy przed pegknigciem, ale jednoczes$nie przewlekle rozlane lub
ogniskowe reaktywne zwldknienie migs$nia sercowego wynikajace z przecigzenia ciSnieniowego

lub objetosciowego zaostrza zaburzenia czynnos$ciowe [Gyongyodsi 2019, Camelliti 2005].

1.5.3 Leczenie niefarmakologiczne— terapia komorkami macierzystymi

Rozwd¢) medycyny regeneracyjnej stworzyl mozliwosci dla poszukiwania mozliwosci
leczenia choroby niedokrwiennej serca za pomoca komodrek macierzystych. Badania nad
mozliwo$cig regeneracji migsnia sercowego poprzez zastosowanie endogennych sercowych
komorek macierzystych rozpoczat Philippe Menasché we Francji w 2001 roku [Quaini 2002,
Orlic 2001].

Pierwszy przeszczep ludzkich embrionalnych pluripotencjalnych komorek macierzystych

do miokardium dorostych makakow pigtail (Macaca nemestrina) zostal przeprowadzony przez
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Chong i wsp. 2 tygodnie po ostrym niedokrwieniu mig$nia sercowego. Badacze ci odkryli, ze
znaczna liczba przeszczepionych komorek przezyta i byta zdolna do elektrycznego sprzezenia
w sercach naczelnych po 3 miesigcach od wstrzyknigcia [Chong 2014]. Nie wykryto tworzenia
si¢ potworniakéw ani zagniezdzenia komoérek w narzadach poza organem docelowym. Jednak
autorzy nie byli w stanie stwierdzi¢, czy przeszczepienie ludzkich ESC-CM zlagodzito
dysfunkcje serca lub poOzniejsza niewydolno$¢ serca z powodu malej liczby zwierzat
wykorzystanych w badaniu.

Wyodrgbniono kilka grup komorek, ktorych przydatnos¢ badano: indukowane komorki
pluripotencjalne (cechujace si¢ nadekspresja Oct3/4, Sox 2, Klf4, c-Myc), komorki
multipotencjalne (majace mozliwos$¢ regeneracji w komorki przynalezne do danego listka
zarodkowego) i komorki unipotencjalne, ktore roznicuja do jednego rodzaju komorek,
np. komorek jednej tkanki. Komorki progenitorowe migs$nia sercowego (nazywane sg cardiac
stem cells lub cardiac progenitor cells) moga si¢ réznicowa¢ w kardiomiocyty, miesnie gtadkie
lub komorki $rodbtonka [Beltrami 2003]. W kolejnych latach przeprowadzono | opublikowano
szereg badan doskonalgcych t¢ technike leczenia [Chimenti 2003, Hatzistergos 2015, Huang
2010, Quyyumi 2017, Wojakowski]. Analiza tych badan wykazata, ze gléwnym problemem byto
kotwiczenie komoérek macierzystych w obszarze zawatlu. Czynnik kotwiczacy komorki
macierzyste (SDF-1, stromal derived factor), okazal si¢ zbyt mato aktywny, aby wywotaé
oczekiwany efekt. Zaobserwowano, ze podanie §rodmigsniowe (dosercowe, intramiokardioalne)
jest skuteczniejsze niz dozylne lub dotetnicze (Ryc. 8). Komdrki podawano w ten sposob
podczas zabiegdéw pomostowania (po wykonaniu torakotomii) lub endokardialnie za pomoca

cewnikow.
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Wilew dozylny

Iniekcja endomiokardialna

Ryc. 8. Drogi podania komoérek macierzystych w zawale serca: wlew dozylny, wlew

dowiencowy, iniekcja epikardialna, iniekcja endomiokardialna.

Jednym z najdoktadniejszych sposobéw celowanego podawania komorek macierzystych
jest mapowanie elektromechaniczne NOGA 3D, ktore dzigki analizie zmian przewodnictwa
komoér pozwala na identyfikacje granicznej strefy zawatu [Duran 2012]. System NOGA 3D
umozliwia réwniez precyzyjne podanie komorek w wybrang lokalizacje lewej komory.

Ryc. 91 10.
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Ryc. 9. System NOGA. A) Inwazyjne badanie elektrofizjologiczne -mapowanie pozawatowych
obszaré6w uszkodzenia komory B) przygotowanie $wini z eksperymentalnie wyindukowanym
zawalem serca do badania NOGA C) kontrola gltebokosci podania komorek macierzystych D)

intramiokardialne podanie komoérek macierzystych u $win eksperymentalnych.
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Ryc. 10. System NOGA. Mapa elektrofizjologiczna obrazujaca obszar obnizonej kurczliwo$ci
lewej komory (zaznaczony linig przerywang bialg) u §wini z eksperymentalnie wyindukowanym
zawalem serca. Obszar obnizonej kurczliwosci obejmuje koniuszka serca i segment
koniuszkowy S$ciany przedniej. Brazowe znaczniki ukazuja miejsca podania komorek

macierzystych.

Kluczowym aspektem jest rodzaj dostarczanych komoérek macierzystych. Wykazano, ze
komorki macierzyste uzyskiwane z krwi (tj. BMC, CPC i PSC) moga migrowa¢ do miejsca
uszkodzenia [Hastings 2015], ale nie rdznicujg si¢ w kardiomiocyty w obszarze niedokrwienia
[Murry 2004] i majg niewydajny system naprawczy DNA, przez co zbyt szybko si¢ starzeja
[Kang 2015]. Oprocz komoérek prekursorowych dla kardiomiocytow muszg byé podawane
komorki, ktore umozliwig ich przezycie w obszarze martwicy. Mezenchymalne komdrki
macierzyste (MSC) wydaja si¢ by¢ niezwykle obiecujacym S$rodkiem terapeutycznym do
regeneracji tkanek. MSC uzyskano na przyktad z podskornej biatej tkanki ttuszczowej (ATSC)
brzucha $wini. Wykazano, ze domigsniowe wstrzyknigcie ATSC (mezenchymalnych komorek
macierzystych pochodzacych z tkanki tluszczowej) w zaplanowany wcze$niej obszar, poprawito

funkcje skurczowa lewej komory, zmniejszylo zakres zawatu [Kim 2017] i modulowato
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odbudowe lokalnej macierzy miedzykomoérkowej w warunkach zapalenia lub uszkodzenia.
Substancje parakrynowe pomagaja w naprawie serca poprzez aktywacje endogennych
prekursoréw, promowanie neowaskularyzacji, modulowanie macierzy zewnatrzkomoérkowe;j,
cytoprotekcje oraz hamowanie apoptozy, zwldknienia i zapalenia [Chimenti 2003, Gnecchi
2008, Tang 2018].

Dojrzate komoérki macierzyste uwalniajg czynniki wzrostu, takie jak czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego (VEGF), pochodzacy z komoérek zrebu czynnik 1 (SDF-1, znany
rowniez jako chemokina motywu CXC 1 CXCL12) i insulinopodobny czynnik wzrostu-1 (IGF-
1) [Abushouk 2019, Klarenbosch 2019, Lefer 2017, Rota 2008, Tang 2010, Tang 2018]. Kontakt
zywych miocytow z mezenchymalnymi komodrkami macierzystymi zapewnia niezb¢dny fizyczny
kontakt do wspomagania naprawy mig$nia sercowego, czyli poprawe zard6wno na poziomie
strukturalnym, jak i metabolicznym. W strefie granicznej znajduja si¢ komorki, ktore przezyty,
ale sg ciagle zagrozone $miercig (o czym $wiadczy zwigkszony poziom fosforylacji T17-PLB
i aktywacja kaspazy-3 (ktora moze eskalowac ekspansje¢ zawatu), a ktore mogg zosta¢ uratowane
dzicki poprawie warunkdéw otaczajacego Srodowiska tkankowego. Najnowsze wyniki
podkreslaja role jednoczesnego podawania komorek niemiocytarnych, ktére zapewniaja
wsparcie parakrynowe 1 angiogenne. Wykazano, Zze mezenchymalne komorki macierzyste
réznicujg si¢ nie tylko w komorki endotelium 1 komorki mig$ni gladkich, ale rowniez
w kardiomiocyty [Oswald 2004, Toma 2002]. Nie ma tez jednolitego pogladu nt. wptywu liczby
podawanych komorek. Z jednej strony badania wskazuja, ze lepsze wyniki sg uzyskiwane
w przypadku podania wigkszej liczby komorek [Kolanowski 2010], a inni autorzy wykazali
znaczacy spadek frakcji wyrzutowej po podaniu wysokich dawek komorek (> 83 x 106
komorek) [Mathiasen 2020, Bolli 2020].

W tab. 1 przedstawiono wyniki badan kliniczne w ktorych transplantacja komorek
macierzystych po ostrym zawale serca przyniosta korzysci pacjentom. BMC (ang. bone marrow-
derived cells) — komorki macierzyste szpiku kostnego, CPC (ang. circulating progenitor cells) —
komorki macierzyste krwi obwodowej, MSC (ang mesenchymal cells) — komdrki
mezenchymalne, PSC G-CSF (ang. granulocyte-colony stimulating factor G-CSF mobilized
peripheral blood stem cells ) zmobilizowane komoérki macierzyste krwi obwodowej
[Carbone 2021].
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Autor Rok Nazwa badania Zrédlo Liczba % wzrostu
komorek pacjentow LVEF

Strauer BE 2002 - BMC 10 2
Assmus B 2002 TOPCARE-AMI CPCBMC 119 8.6
Perin EC 2003 - BMC 21 3.2
Britten MB 2003 TOPCARE-AMI CPCBMC 1513 5
Chen SL 2004 - MSC 69 14
Perin EC 2004 - BMC 20 10
Schachinger V. 2004 TOPCARE-AMI CPCBMC 3029 8
Wollert KC 2004 BOOST BMC 60 7
Kang HJ 2004 MAGIC PSC 27 6.4
Straver BE 2005 IACT BMC 18 15
Ince H 2005 FIRSTLINE-AMI  PSC 25 6
Janssens S 2006 - BMC 67 2.8
Schachinger V.. 2006 REPAIR-AMI BMC 204 7.3
Hare J 2009 - MSC 53 6.4
Wohrle J 2013 SCAMI BMC 42 4
Assmus B 2014 REPAIR-AMI BMC 204 2.5
Duan F 2015 - BMC 42 15
Quyyumi AA 2017 PreSERVE-AMI BMC 281 2.2
Kim SH 2018 - MSC 26 5.4
Achilli F 2019 STEM-AMI PSC 161 5.1
Total 1437

LVEF- frakcja wyrzutowa komory lewej

Tabela 1. W przedstawionych wyzej 20 badaniach, w ktorych udzial wzigto 1437 pacjentow
$redni wzrost frakcji wyrzutowej komory lewej wyniost 7.2%, a w 14 badaniach, w ktorych

udziat wzigto 1705 pacjentow nie uzyskano istotnego wzrostu frakcji wyrzutowej [Carbone
2021].

1.5.4 Potencjalne zagrozenia zwigzane z terapig komorkami macierzystymi

Mezenchymalne komorki macierzyste/zrgbowe (MSC) sg obecnie najczesciej uzywanymi
komorkami ze wzgledu na brak ograniczen etycznych 1 ryzyka zwigzanego ze stosowaniem,

np. embrionalnych  komorek  macierzystych. Migdzynarodowe Towarzystwo  Terapii
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Komoérkowej (ISCT) zidentyfikowato MSC jako komorki zdolne do przylegania do plastiku
w standardowych warunkach hodowli, do réznicowania in vitro do osteoblastow, adipocytow
i chondroblastow, ich ekspresji CD73, CD90 i CD105 oraz braku ekspresji CD34, CD45, CD14
lub CD11b, CD19 Iub CD79a. 1 HLA-DR [Domenici 2006]. Jednak sa one morfologicznie nie do
odroznienia od fibroblastow pod wzgledem fenotypowym, zarowno pod wzgledem budowy,
markerow powierzchniowych komorek, potencjalu réznicowania, jak 1 wlasciwosci
immunomodulujacych. Nawet macierz zewnatrzkomorkowa wydzielana przez MSC jest
podobna do tej wydzielanej przez fibroblasty [Denu 2016]. Wyniki wskazujg, ze fibroblasty sa
W rzeczywistosci starzejgcymi si¢ MSC [Soundararajan 2018]. Proces zwtdknienia, ktory hamuje
stan zapalny, jest ewolucyjnie bardzo konserwatywnym mechanizmem obronnym przeciwko
szerokiej gamie patologii [Thannickal 2014]. Badania Desmouliere'a wykazaty, ze glowna
przyczyna zwloknienia na poziomie komorkowym jest gromadzenie si¢ i utrzymywanie si¢
miofibroblastow podczas naprawy i gojenia tkanek, co prowadzi do przeksztalcenia ziarniny
W blizng przerostowa z nadmierng produkcja ECM i upos$ledzeniem mikrokrazenia [Desmouliere
2003]. Co wigcej, miofibroblasty w tkance zwldokniatej nie tylko nabywaja oporno$¢ (tak jak
komorki T) na apoptozg¢ indukowang przez receptory $mierci Fas (CD93 z rodziny TNF), ale
takze promuja wlasne przezycie poprzez ekspresje czasteczek Fas i1 zabijanie otaczajacych
limfocytow [Wallach-Dayan 2007]. Deregulacja mikrosrodowiska odgrywa role w zaburzeniu
rownowagi populacji komorek progenitorowych, co moze przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowej
naprawy z nadmiernym zwloknieniem w plucach, watrobie i nerkach [Desmouliere 2003,
McNulty 2012].

Wykazano, ze przeszczepienie kardiomiocytow embrionalnych prowadzi do zwigkszenia
stabilnosci elektrycznej uszkodzonego serca, w szczegolno$ci poprawy sprz¢zenia mig¢dzy
przeszczepem a gospodarzem oraz zmniejszenia czestoSci wystepowania czestoskurczu
komorowego, wlasciwosci zaleznej od koneksyny-43 [Roell 2007, Zheng 2013].
W rzeczywisto$ci przeszczepienie mioblastow szkieletowych, ktore nie wyrazaja Cx43,
wykazato znaczny wzrost czgsto$ci arytmii. Niemniej jednak ekspresja Cx43 nie jest sama
W sobie wystarczajagca do sttumienia arytmicznego potencjalu przeszczepu komorek
macierzystych poniewaz istniejg rowniez inne mechanizmy odpowiedzialne za rozwoj arytmii:
1) brak integracji elektromechanicznej, 2) przeszczepienie pochodnych niekardiomiocytdw,

3) miejscowy uraz iobrzgk, 4) kielkowanie nerwu powodujace zwigkszong aktywacje
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wspolczulng (przeszczepianie MSC wywotuje kietkowanie nerwoéw 1 wysokg gestosS¢ nerwodw
wspotczulnych), 5) droga dostarczania komoérek, przy czym domigsniowe jest bardziej
arytmogenne niz dowiencowe; 6)reakcje immunologiczne prowadzace do odrzucenia
I zapalenia; 7) okres integracji (,,automatyzacji”’) przeszczepu oraz 8) osoby, w przypadku
ktorych ekspresja potaczen szczelinowych, takich jak koneksyna-43, wptywa na arytmogennos¢
przeszczepu [Almeida 2015, Pak 2003]. Wickszos¢ badan, w ktérych badano przeszczepianie
komoérek macierzystych do leczenia zawatu byta wykonywana na modelu mysim, mniejszo$¢ na
modelu kawii domowej (§winki morskiej). Cze$¢ badaczy uwaza, ze wysoka czestos¢ akceji serca
500-600/min myszy i 230/min u kawii domowej oraz niewielkie rozmiary serca w stosunku do
stosowanych objetosci ptynéw, w ktorych zawieszone sa komorki sa odpowiedzialne za
obserwowane zaburzenia rytmu, poniewaz przy wykorzystaniu modeli duzych czgstosé

pojawiania si¢ arytmii jest istotnie nizsza [Chong 2014].

1.6. Zelazo, rola zelaza w organizmie, gospodarka zelazem

Zelazo jest zaliczane do mikroelementow, poniewaz jego ilo$¢ w organizmie jest niewielka.
Jednak odgrywa ono niezwykle wazne role w organizmie takie jak: transport tlenu za pomoca
hemoglobiny, magazynowanie tlenu po polaczeniu z mioglobing, budowanie centrow w wielu
enzymach odpowiedzialnych za oddychanie komodrkowe, utlenianie 1 redukcje [Harvey 2008].
Unikatowe mozliwo$ci jonow zelaza wynikaja z mozliwosci modulowania potencjatu redoks
Fe?'/Fe** w praktycznie calym istotnym biochemicznie zakresie. Jest to mozliwe dzigki
oddziatywaniu ligandOw biatkowych. Klasyfikacja biatek zawierajacych jony Zelaza oparta jest
zazwyczaj na petnionych funkcjach biochemicznych (Ryc.11) [Korolnek 2014].
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Hemoproteiny

Bialka
Nosniki tlenu Bl i > < transportujgce
czasteczkowego
elektrony
+ Hemoglobina W » Oksydaza » Cytochromy odpowiedzialne sa za
erytrocytach wiaze tlen cytochromowa przenoszenie elektrondw z utleniania
W phucach i » Peroksydazy substratow do oksydazy cytochromu C
rozprowadza g0  po » Katalazy * Biatka zelazowo-siarkowe Posredniczg w
calym organizmie » Cytochrom P450s jednoelektronowych procesach redoks
= Mioglobina znajduje sie jako integralne skiadniki tancucha
w tkance miesniowej. oddechowego w mitochondriach. Biatka
Tlen jest tam te s rowniez zaangazowane w wiele
tymczasowo innych procesow metabolicznych, m.in.w
magazynowany, dzieki kontrole ekspresji gendw, rozpoznawaniu
czemu jest on latwo 1 naprawie uszkodzen DNA, wykrywaniu
dostepny w  stanach tlenu i1 azotu oraz kontroli komorkowej
niedoboru. pozyskiwania 1 magazynowania zelaza.

» Inne biatka zawierajgce zelazo:
* jednojadrowe enzymy Zelaza
niechemowego
+ Dwujadrowe enzymy  Zelaza
nichemowego
+ Bialka zaangazowane w transport
1 magazynowanie zelaza

Ryc. 11. Hemoproteiny i ich rola w organizmie

Duza potencjalna szkodliwos¢ zelaza powoduje, Zze jego pozyskiwanie jest S$cisle
dostosowane do potrzeb organizmu. Podobnie S$cistej kontroli podlega dostgp do tatwo
dostgpnych depozytéw zelaza. Depozyty te s3 uruchamiane w stanach naglego wzrostu
zapotrzebowania na jony zelaza [Naigamwalla 2012]. Na homeostaze zelaza sktadajg si¢ dwa
systemy: ogélnoustrojowa i komorkowa homeostaza zelaza. Ogélnoustrojowa homeostaza zelaza
reguluje pozyskiwanie zelaza z pokarmu, aby jego stezenie w osoczu krwi utrzymywato sie

w waskim, fizjologicznym zakresie [Chifman 2014]. Za komoérkowa homeostaze zelaza
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odpowiadajg komorki, ktore majg zdolno$¢ importowania zelaza oraz komoérki magazynujace

jego nadmiar [Lynch 2018]. Prawie dwie trzecie Zelaza w organizmie znajduje si¢ w przedziale

erytroidalnym, dlatego tempo erytropoezy ma dominujacy wptyw na regulacj¢ wchtaniania,

transportu 1 magazynowania zelaza [Vogt 2021].

przedstawiono na rycinie nr 12.
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BMP 2, 6 — Biatko morfogenetyczne kosci 2, 6
BMP-R — receptor biatka morfogenetycznego kosci
DMT1 — transporter jonéw dwuwartosciowych
HAMP — gen kodujacy hepcydyne

HFE — homeostatyczny regulator zelaza

HIV — koreceptor hemojuwelina BMP

SMAD - rodzina biatek SMAD 1, 4, 5, 8
STAT3-BS — miejsce wigzania STAT3

TfR — receptory transferyny

TMPRSS6 — przezblonowa proteaza serynowa 6
ZIP14 — biatko ZRT/IRT podobne 14

Ryc. 12. Ogo6lny schemat homeostazy zelaza [Tippairote 2021]
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1.6.1. Transferyna

Zelazo jest transportowane do komorek, za posrednictwem krwi i pltynow
pozanaczyniowych przy pomocy nosnika transferyny. Transferyna bez przylaczonego zelaza
(apotrasferyna), jest jednotancuchowsa glikoproteing z dwoma podjednostkami, z ktorych kazda
moze wigza¢ jeden jon zelaza [Lynch 2018]. Zelazo zwigzane z transferyng jest nadal
rozpuszczalne, ale nie jest w stanie generowac toksycznych wolnych rodnikéw. Wigzanie zelaza
zalezy w duzym stopniu od pH krwi 1 jest najwicksze powyzej pH 7,0. W przypadku obnizenia
pH nastegpuje dysocjacja jonéw zelaza i jest praktycznie catkowita ponizej pH wynoszacego 4,5.
Gléwnymi zrodtami zelaza wigzacego si¢ z transferyng sa enterocyty dwunastnicy, makrofagi
w $ledzionie, watrobie i szpiku kostnym oraz hepatocyty. Wigzanie z tranferyng w wymaga
utlenienia zZelaza do formy zelazowej, posredniczy w tym hafaestyna (zwigzana z blong
komoérkowa ferroksydaza wielomiedziowa). W tym procesie wazng role odgrywa
ceruloplazmina, [Wessling-Resnick 2018]. Catkowita zdolno$¢ wigzana zelaza (TIBC) jest miarg
zdolnos$ci osocza do przenoszenia zelaza i reprezentuje maksymalne st¢zenie zelaza, ktore moze
by¢ wiazane przez transferyne osocza. Wysycenie zelaza odzwierciedla ilo$¢ zelaza zwigzanego
z transferyng i jest niskie w przypadku niedokrwistosci z niedoboru zelaza. [Naigamwalla 2012].
Procent nasycenia transferyny (TSAT) jest obliczony na podstawie TIBC i stezenia zelaza
TSAT= (stezenie zelaza/TIBC) x 100. Fizjologicznie wynosi okoto 35% (30-38%) i odpowiada

to stgzeniu zelaza w osoczu lub surowicy (rycina nr 13).
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Ryc. 13. Schemat procentowego nasycenia transferyny (TSAT). Transferyna jest wydzielana

przez watrobg do krwi, tam tgczy si¢ z jonami zelaza.

Stezenie transferyny ro$nie w warunkach niedoboru zelaza, a spada stopien jej wysycenia
zelazem. Zaréwno stezenie zelaza w osoczu oraz TSAT wykazuja zmienno$¢ dobowa. Zwykle
ich stgzenie jest wyzsze w godzinach porannych, tj. w okresie rozpoczynajacej si¢ aktywnosci
dziennej, po nocnym wypoczynku [Lynch 2018]. Zelazo jest odbierane przez komorki docelowe,

a apotransferyna wraca do osocza lub ptynu pozakomoérkowego.

1.6.2. Ferrytyna

Ferrytyna jest biatkiem magazynujacym jony zelaza Fe3* watrobie i innych narzadach.
Utrzymuje zelazo w dostepnej 1 nieszkodliwej formie. Jej synteza jest $cisle i wielopoziomowo
regulowana na etapie ekspresji genu, transkrypcji i translacji [Vogt 2021]. W réznych tkankach
wystepuje wiele izoferrytyn, w zaleznosci od specyficznych kombinacji dwodch typow
podjednostek: tancucha cigzkiego tzw. H i tancucha lekkiego tzw. L. Izoferrytyny bogate
W H przewazaja w migéniu sercowym, czerwonych 1 biatych krwinkach, natomiast L gtéwnie

W watrobie, $ledzionie i1 tozysku. Ferrytyna jest biatkiem rozpuszczalnym, ale moze ulegac
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degradacji do nierozpuszczalnej hemosyderyny [Knovich 2009]. Obie formy ferrytyny buduja
kulista nanoklatke w ktérej zmagazynowane jest tatwo dostepne zelazo. W normalnych
warunkach wigkszo§¢ zmagazynowanego zelaza jest przechowywana w postaci ferrytyny, jednak
Wraz z przecigzeniem organizmu zelazem wzrasta udziat hemosyderyny. Wbudowywanie zelaza
do ferrytyny zapobiega oksydacyjnemu uszkodzeniu tkanek. Synteza ferrytyny jest indukowana
przez obecno$¢ zelaza. Ostateczna degradacja ferrytyny wcigz jest nieodkryta. Stezenie
surowiczej ferrytyny jest wprost proporcjonalne do wielkosci zapasow zelaza, dlatego jest
uzywane jako marker ilosci zelaza w zapasach organizmu, jezeli nie wystepuje jednoczesnie
infekcja lub stan zapalny [Vogt 2021].

Stan zapalny towarzyszacy chorobom chronicznym jest druga (po niedoborze Zelaza
w diecie) co do czestosci przyczyng niedokrwistosci. W tym przypadku niskie stgzenie zelaza

w surowicy 1 TIBC sg uwazane za odzwierciedlenie wzrostu syntezy hepcydyny.

1.6.3. Hepcydyna

Hepcydyna jest kluczowym biatkiem regulujacym wchtanianie zelaza, jego recykling
i wielko$¢ zapasow. Syntetyzowana jest gtownie w hepatocytach jako 84-aminokwasowy
nieaktywny peptyd. Aktywacja zachodzi w aparacie Golgiego. Do krwi wydzielany jest aktywny
25-aminokwasowy peptyd. Krazaca hepcydyna jest zwigzana z o2-makroglobuling. Regulacje

syntezy hepcydyny przedstawiono na rycinie 13.
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SYNTEZA
HEPCYDYNY

Niedobor zelaza

* Wazrost cytokin prozapalnych _ _
» Spadek stezenia zelaza w krwi

* Stres retikulum endoplazmatycznego _ _
» Hipoksja — wzrost HIF-1a

» Zapelnienie watrobowych

magazynow zelaza * Wzrost erytropezy

Ryc. 14. Regulacja syntezy hepcydyny

Aktywna czgsteczka hepcydyny ulega dalszemu przetwarzaniu, w wyniku czego
powstaja dwa mniejsze peptydy 20- i 22- aminokwasowe, ktore mozna oznaczy¢ w moczu, ale
nie s3 wykrywalne w osoczu lub wystepuja w bardzo matych stezeniach u zdrowych ludzi
I zwierzat. Glowng droga usuwania hepcydyny z krazenia jest nieuregulowane wydalanie
nerkowe. Poza tym hepcydyna jest usuwana przez endocytoze¢ indukowang receptorami,

znajdujacymi si¢ gtdéwnie w hepatocytach i makrofagach watroby, $ledziony i szpiku kostnego.

1.7 Zaburzenia homeostazy zelaza w niewydolnosci serca

Jak wspomniano wyzej niewydolno$¢ serca powoduje ztozone zaburzenia homeostazy Zelaza,

charakteryzujace si¢ jednoczesnym wystgpowaniem niedoboru i nadmiaru zelaza.

1.7.1. Niedobér zelaza w niewydolnosci serca

Obnizenie dostepnosci zelaza shuzy ochronie organizmu przed niekontrolowanym
rozwojem bakterii i wirusow i stanowi jedng ze sktadowych ostrej fazy odpowiedzi zapalnej

(APR, acute phase response) [Amaral 2019]. Niewydolnos¢ serca jest stanem w ktorym wzrasta
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synteza cytokin prozapalnych tj. interleukinY 1 (lI-1), interleukinY 6 (1I-6) i czynnika martwicy
nowotworow alfa (tumor necrosis factor a, TNFa)) [Nemeth 2003]. Cytokiny prozapalne takie jak
IL-2 i IL-6 stymuluja syntez¢ hepcydyny, ktora nie tylko zmniejsza wchtaniania zelaza
w jelitach, ale rowniez powoduje deponowanie zelaza w uktadzie siateczkowo-srodblonkowym
[Koukoulas 2022]. Wzrost magazynowania zelaza w warunkach stanu zapalnego jest przy tym
niezalezny od ilosci zapasow zelaza w komorce. Jednoczesnie dochodzi do ograniczenia
uwalniania zelaza z depozytow komorkowych. Zaburzenia homeostazy zelaza sa
nadspodziewanie cz¢sto obserwowane u ludzi z niewydolno$cig serca - w przypadku chronicznej
niewydolnos$ci serca stwierdza si¢ je u 40-70% 0s6b [McDonagh 2018], natomiast w przypadku
ostrej niewydolno$ci serca ten odsetek moze sigga¢ nawet 80% [Loncar 2021]. Poczatkowo
podejrzewano, ze HF jest to specyficzny stan stresu dla organizmu, powodujacy wzrost
wytwarzania hepcydyny [Ohno 2015, Ghafourian 2020]. Jednak p6zniejsze badania wykazaty, ze
stezenie hepcydyny, u pacjentow kardiologicznych moze by¢ prawidlowe, a nawet obnizone
[Jankowska 2014, Camaschella 2018, Ghafourian 2020]. Dlatego nadal nie jest jasne, czy
rozregulowanie metabolizmu zelaza w chorobach serca jest przystosowawcze (stanowi wysitek
regulacyjny organizmu w celu utrzymania komorkowej homeostazy zelaza), czy tez jest
nieprzystosowawcze (jest skutkiem choroby). Jezeli zaburzenia gospodarki zelazem trwaja
dhugo, to u ludzi obserwowano jednoczesnie rozwdj anemii z niedoboru Zelaza (iron deficiency,
ID) i uszkodzenie hepatocytow z powodu nadmiaru zelaza [Schultheiss 2002].

Najczesciej stosowang definicja niedoboru Zelaza (iron deficiency, ID), przyjeta rowniez
przez Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne (ESC), jest poziom ferrytyny <100 ug/L lub
ferrytyny (100 do 300 pg/L) z wysyceniem transferyny ( TSAT) <20% [McDonagh 2021].
Tadefinicja ID byla jednak krytykowana, poniewaz nigdy nie zostatla zweryfikowana
u pacjentow z AHF [Alnuwaysir 2021].

1.7.2. Nadmiar zelaza w niewydolnosci serca

Nadmiar zelaza w tkankach jest klasyfikowany jako hemochromatoza. Hemochromatoza
charakteryzuje si¢ nadmiernym magazynowaniem zelaza w komoérkach Kupffera watroby bez
widocznego uszkodzenia komodrek watrobowych [Piperno 1998]. Przyczynami moga by¢: duze
ilosci zelaza w diecie, transfuzje krwi lub talasemie [Halliday 1996]. Hemochromatoza

charakteryzuje si¢ gromadzeniem ferrytyny 1 hemosyderyny w hepatocytach, komorkach
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Kupffera, komorkach nabtonka drég zotciowych, sercu, trzustce, stawach 1 fibroblastach skory
wlasciwej [Powell 1998]. Akumulacja zelaza w hepatocytach, przekraczajagca zdolno$¢
bezpiecznego magazynowania pierwiastka, przyczynia si¢ do wzrostu ilo$ci wolnych rodnikow.
Rozwijajacy si¢ stres oksydacyjny prowadzi do uszkodzenia bton komérkowych i rozwoju zmian
zwyrodnieniowych takich jak zwyrodnienie balonowate i stluszczenie. Powoduje rowniez
przyspieszong $mier¢ komorek, aktywacje makrofagow i rozwdj reakcji zapalnej. To skutkuje
wioknieniem 1 patologiczng przebudowa struktury watroby doprowadzajaca do marskosci

watroby [Lisboa 1971, Schultheiss 2002].

1.8 Suplementacja zelaza jako cel terapeutyczny

W ostatnich latach podje¢to wiele prob leczenia niedokrwistosci u pacjentow z CHF + ID
za pomocg $rodkéw stymulujacych erytropoeze i doustng lub dozylng podaz zelaza. Wykazano,
ze zaro6wno podanie ESA jak i zelaza poprawilo czynno$¢ serca i zmniejszalo nasilenie objawow
CHF [Avni 2014]. W dwoch badaniach obserwacyjnych Bolger i wsp. stwierdzili, ze dozylne
podanie zelaza zwickszylo wydolno$¢ wysitkowa 1 zmniejszata objawy CHF [Bolger 2006].
Usmanov i wsp. zaobserwowali przy dozylnym podaniu zZelaza poprawe przebudowy serca

i klasy niewydolnos$ci serca wg. New York Heart Association [Usmanov 2008].
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2. Cel pracy

Istniejg badania taczace zaburzenia gospodarki zelazowej z przewlekta niewydolnoscig serca.
Diagnostyka i korygowanie tych zaburzen stato si¢ elementem zalecen w leczeniu tej formy
niewydolno$ci serca. Jedynie pojedyncze doniesienia sugerujg zmiany w statusie zeclaza
W zwigzku z ostrg niewydolnos$cig serca. Ten typ niewydolnosci serca wystepuje czesto w formie
ostrego niedokrwienia migsnia sercowego, u ktorego podtoza lezy choroba wiencowa. Przed
homeostazg zelaza, ktora jest dziedzing bardzo szeroka i wcigz nie do konca poznana, takze
stawia si¢ obecnie pytania, na ktore wcigz brakuje satysfakcjonujacych odpowiedzi. taczac
powyzsze fakty postanowiono przeprowadzi¢ badania, ktére odkryja nieznane fakty lezace na

styku gospodarki zelazowej 1 ostrego incydentu niedokrwienia mig¢$nia sercowego.

Ogoblnym celem pracy byta ocena gospodarki zelazowej w odpowiedzi na incydent ostrego
niedokrwienia mig$nia sercowego na modelu $wini domowej. Badano czy ostry, krotki incydent

niedokrwienny moze spowodowa¢ dlugotrwate zaburzenia gospodarki zelazowe;.

Pierwszym celem pracy byla ocena gospodarki, tj. systemowego statusu zelaza (Fe*', TIBC,
TSAT) oraz wybranych markerow gospodarki zelazowej w nerce, watrobie i $ledzionie (Fe®',
ferrytyna, hepcydyna) w odpowiedzi odleglej na incydent ostrego niedokrwienia migsnia

sercowego w modelu §wini domowe;.

Drugim celem byto zbadanie, czy terapia zawalu serca przy wykorzystaniu
intramiokardialnego podania dwdch modeli terapii komorkowej wptywa istotnie na homeostaze

zelaza w dalszej perspektywie.

3. Materiaty 1 metody

3.1. Wybor $wini domowej jako zwierzecia modelowego

Jako zwierz¢ modelowe wybrano $wini¢ domowa (Sus scrofa) ze wzgledu podobienstwo
anatomiczne, ktére umozliwia bezposrednie stosowanie konwencjonalnych technik i urzadzen
dostepnych dla medycyny cztowieka, a takze podobienstwo fizjologiczne, ktére opiera si¢ na

zblizonych reakcjach uktadu na bodzce fizyczne i farmakologiczne. Popularnos¢ §winskiego
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modelu w kardiologicznych badaniach translacyjnych jest spowodowana rowniez najwigkszym
podobienstwem reakcji patofizjologicznych do tych u czlowieka w poréwnaniu do innych
modeli zwierzecych np. gryzoni i krolikdw [Suzuki 2011, Pastawska 2011]. Zwierzgtami
opiekowano si¢ zgodnie z wytycznymi prawa polskiego dotyczacymi warunkéw utrzymania
zwierzat doswiadczalnych, co zostalo wyszczegdlnione we wniosku do Lokalnej Komisji
Etycznej. Na wykonanie dos$wiadczenia uzyskano uchwate nr WAW2/185/2019 II Lokalnej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach przy SGGW w Warszawie i dla grupy
kontrolnej nr 23/2009 1 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach przy
Instytucie Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu. Ogélem w badaniu

uczestniczylo 21 zwierzat.

3.2. Badanie wstepne

Wykonywane byly wstepne badania: kliniczne, echokardiograficzne serca (ECHO),
elektrokardiograficzne (EKG) i pobierana byta krew z zyly brzeznej ucha zgodnie z metodyka
opisang wczesniej [Wojakowski, Pastawska 2011]. Badania te wykonano w celu wykrycia
i ewentualnego wykluczenia zwierzat w podklinicznym stadium choroby. Do oceny czynnosci
skurczowej serca wykorzystano frakcje¢ wyrzutowa komory lewej (ejection fraction, EF)
obliczano przy uzyciu Simpsona (metoda sumowania dyskow). Obliczano Srednig z obrazéw w

projekcji koniuszkowej dwu, trzy i czterojamowe;j.

3.3. Wybdr modelu niewydolnosci serca 1 technika wykonania zawatu serca (MI)

Zaburzenia gospodarki zelazem sg stabo poznane w AHF, dlatego wybrany zostat model
ostrego niedokrwienia mig$nia sercowego - MI. MI wykonywano przez kontrolowang okluzje
tetnicy wiencowej. W doswiadczeniu udzial wziglty $winie rasy wielkiej polskiej bialej
0 poczatkowej masie ciata ok. 40 kg. Zwierzeta byty premedykowane mieszaning medetomidyny
(Img/m?, Laboratoris SYVA S.A.U., Hiszpania; Cepetor 1mg/ml, CP-Pharma Handelsges
GmbH, Niemcy), ketaminy (8mg/kg m.c.,Bioketan 100mg/ml, Vetoquinol Biowet sp. z 0.0.,
Polska) i midazolamu (5 mg/m?; Midanium, Polfa Warszawa S. A., Polska) sporzadzong ex
tempore przed podaniem w iniekcji domiesniowej. Nastepnie umieszczano kateter w zyle

obwodowej (zyle brzeznej ucha). Wykonywane byly wstepne badania — echokardiograficzne
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serca (ECHO), elektrokardiograficzne (EKG) oraz pobierano krew. Badania te wykonywano w
celu wykrycia i ewentualnego wykluczenia zwierzgt w podklinicznym stadium choroby. Do
oceny czynnos$ci skurczowej serca wykorzystywano frakcje wyrzutowa komory lewej (ang.
ejection fraction, EF), ktéra obliczano przy uzyciu Simpsona (metoda sumowania dyskow).
Obliczano $rednig z obrazow w projekcji koniuszkowej dwu, trzy i czterojamowej. Znieczulenie
ogoblne indukowano poprzez dozylng iniekcje propofolu (2-5 mg/kg m.c. wg efektu dziatania;
Propomidor 10mg/ml, Orion Pharma, Finlandia), przeprowadzano intubacj¢ dotchawiczg
I kontynuowano zabieg w znieczuleniu wziewnym izofluranem (2-4 vol%, Vetflurane, Virbac,
Francja) i dozylnym fentanylem (1,5-3 pug/kg m.c.; Fentadon 50 mg/ml, Eurovet Animal Health
BV, Wielka Brytania). Nastgpnie metodg Seldingera uzyskiwano przezskorny dostep do tetnicy
biodrowej, w ktorej umieszczano koszulke naczyniowa. Przez koszulk¢ wprowadzano
prowadnik uniwersalny, dzigki ktéremu bezpiecznie umieszczano koniec cewnika prowadzacego
w opuszce aorty. W nastgpnej kolejnosci koncéwke cewnika umieszczano w lewej tetnicy
wiencowej. Prawidlowe potozenie cewnika potwierdzano poprzez wstrzyknigecie $rodka
kontrastujacego opartego na jodzie. Takie badanie angiograficzne byto nastgpnie rejestrowane
I shuzyto jako punkt odniesienia do dalszych etapéw procedury. Badanie to stanowito takze
zroédto pomiarow, w oparciu o ktore podejmowano decyzje, co do wyboru rozmiaru balonu oraz
stopnia jego wypehienia. Poprzez cewnik do tetnicy wiencowej zstepujacej wprowadzano
prowadnik angioplastyczny. Po prowadniku zsuwano balon angioplastyczny do galezi
mie¢dzykomorowej przedniej lewej tetnicy wiencowej (left anterior descending artery — LAD).
Jako miejsce okluzji wybrano czes¢ LAD dystalng do pierwszej duzej galezi diagonalnej. Po
wypehieniu balonu angioplastycznego i uzyskaniu w jego wnetrzu ci$nienia, ktore umozliwito
rozprezenie balonu do S$rednicy koniecznej do okluzji tetnicy wykonywano kolejne badanie
angiograficzne, ktoérego celem bylo potwierdzenie odcigcia przeptywu krwi w LAD dystalnie
wzgledem balonu. Stan okluzji utrzymywano przez 30 minut, po czym nastgpowata stopniowa
deflacja balonu (zmniejszanie ci$nienia i objetosci), az do catkowitego przywrocenia przeptywu
przez LAD. To potwierdzane bylo koncowym badaniem angiograficznym. Zar6wno w trakcie
okluzji, jak 1 po niej, w trakcie reperfuzji, dochodzito do zaburzef rytmu serca, ktore w razie
potrzeby korygowane byly podaniem lekéw antyarytmicznych (lidokaina wg efektu dzialania,
Lignocainum hydrochloricum WZF 2%, Polfa Warszawa, Polska) lub przerywane defibrylacja.

Po okresie reperfuzji w grupach zwierzat leczonych podawano ludzkie komorki macierzyste przy
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uzyciu systemu NOGA tj. pod kontrolg systemu elektrofizjologicznego. Komorki
mezenchymalne 1 mioblasty pochodzity z hodowli komorkowych z Instytutu Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu. Zwierzgta po przeprowadzeniu catej procedury wybudzano ze

znieczulenia ogdlnego.

3.4. Schemat badania

Zwierzeta podzielono losowo na cztery grupy:

e Grupa kontrolna (6 zwierzat) — zwierzeta wprowadzane byly w znieczulenie
ogélne 1 wuzyskiwano dostgp dotgtniczy poprzez umieszczenie koszulki
naczyniowej W tetnicy udowej, ale nie wykonywano okluzji naczynia
wiencowego.

e Grupa MI (ostrego niedokrwienia migs$nia sercowego prowadzacego do AHF)
— (5 zwierzat) zwierzeta po wprowadzeniu w stan znieczulenia ogolnego miaty
indukowany ostry incydent niedokrwienia serca zgodnie z powyzszym opisem.
Dodatkowo do migénia lewej komory poprzez iniekcje endokardialng podawano
s0l fizjologiczng tuz po zawale jak i w 28 dniu po zawale.

e Grupa MI+L1 — (5 zwierzat) grupa tzw. zawal wezesny. MI indukowano tak jak
W grupie poprzedniej, jednak tuz po zawale podane zostaty podane droga iniekcji
endokardialnej komdrki mezenchymalne, a w 28 dniu po zawale mioblasty.

e Grupa MI+L2 — (5 zwierzat) grupa tzw. zawat pozny - MI indukowano tak jak
W grupie poprzedniej, jednak tuz po zawale w formie iniekcji endokardialnej
podano ptyn fizjologiczny a w 28 dniu po zawale podano obie populacje

komorek, zarowno komarki mezenchymalne, jak i mioblasty.

Od dnia indukcji zawalu do dnia eutanazji zwierzetom podawano doustnie lek
przeciwpltytkowy — 75 mg kwasu acetylosalicylowego (ABREA, KRKA, Stowenia).
Zwierzgtom, ktore otrzymywaly komorki macierzyste podawana doustnie lek immunosupresyjny
takrolimus w dawce 0,1 mg/kg masy ciata 2x dziennie w celu ostabienia odpowiedzi
immunologicznej (Prograf, Astellas Pharma US, Inc.). Po obserwacji 3 miesigcznej, przed

eutanazja, zwierzgta wprowadzane byly w stan znieczulenia ogodlnego wg podanego wyzej
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schematu, w celu przeprowadzenia terminalnego pobrania krwi, badan EKG, ECHO 1 badania
elektrofizjologicznego. Nastepnie zwierzeta poddawano eutanazji poprzez poglgbienie narkozy
dozylnym podaniem pentobarbitalu. Po potwierdzeniu zgonu zwierz¢cia wykonywano sekcje
zwlok z pobraniem probek narzagdow: watroby, nerki i §ledziona, ktdre zabezpieczano poprzez
witryfikacje w cieklym azocie, a nastepnie przechowywano w temperaturze -80°C oraz

konserwowano w 10% buforowanej formalinie celem poddania dalszej obrobce histologicznej.

3.5. Western Blotting

3.5.1. Ferrytyna

W celu izolacji ferrytyny stosuje si¢ homogenizacj¢ tkanki w wodzie 1 ogrzewanie tak
uzyskanego homogenatu w temp. 80°C [Bezkorovainy 1980]. Podgrzewanie nie powoduje utraty
struktury trzeciorzgdowej przez ferrytyne, natomiast pozostate biatka ulegaja denaturacji i moga
zosta¢ usuniete z roztworu poprzez wirowanie [Harrison 1996, Bertrand 1979]. Probki tkanki
watroby, nerki i1 §ledziony, w ktérych zamierzano oznaczy¢ lancuch lekki i ciezki ferrytyny
wazono (fragmenty okoto 50 mg), po zwazeniu homogenizowano w homogenizatorze
TissueRuptor Qiagen w wodzie o objetosci stanowigcej czterokrotno$¢ masy tkanki. Uzyskany
homogenat inkubowano w 80°C przez 10 minut. Nastepnie homogenat wirowano
w 13 tys. obr./min. przez 15 minut i po wirowaniu do dalszej analizy pozostawiano supernatant —
wyciag tkankowy wzbogacony w ferrytyng. Czysto$¢ tak uzyskanego roztworu ferrytyny jest

oceniana na 72-75% [Miyazaki 2002].

Probki rozdzielano w warunkach nieredukujacych SDS PAGE (8% zel), po czym
prowadzono transfer na membrang PVDF (Millipore). Po transferze membrane przeptukiwano
w buforze Quentix Signal Enhancer (Pierce) 1 blokowano przez 1h w 5% odttuszczonym mleku
w PBS zawierajacym 0.5 % (v/v) Triton X-100 (Sigma), a nastepnie inkubowano przez noc

w 4°C z odpowiednim przeciwciatem (Tab.2).
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Bialtko wykrywane Przeciwciato pierwszego rzedu
L Anti-Ferritin Light Chain antibody
Abcam (ab186871)
Ferritin light chain Antibody
FTL Santa Cruz Biotechnology
(sc-14420)
Anti-Ferritin Heavy Chain
FTH _
antibody Abcam (ab231253)
Anti-Hepcidin-25 antibody
Hepcydyna
Abcam (ab30760)
Anti-SLC40AL1 antibody [C2]
Ferroportyna

Abcam (ab239583)

Przeciwcialo drugiego rzedu
Anti-Rabbit IgG
Sigma-Aldrich (A6154)

Donkey anti-Goat 1gG (H+L)
Sigma-Aldrich (A15999)

Anti-Rabbit 1gG
Sigma-Aldrich (A6154)
Anti-Rabbit 1gG
Sigma-Aldrich (A6154)
Anti-Mouse 19G
Sigma-Aldrich (A9044)

Tabela 2. Przeciwciata zastosowane w metodzie western blotting

Przeciwciata pierwszorzedowe byly wykrywane za pomoca odpowiednich przeciwciat
drugorzgdowych skoniugowanych z enzymem peroksydaza chrzanowa (HRP). Sygnat
chemiluminescencyjny wywolywano poprzez inkubacj¢ membran w odczynniku Super Signal
West Femto (Thermo) 1 wykrywano za pomoca urzadzenia ChemiDoc. Ze wzgledu na sposob
przygotowania probki (brak bialek nieodpornych na denaturacje¢ w wysokiej temperaturze) nie
byta mozliwa normalizacja skierowana na standardowo uzywane w tym celu biatka. Wobec tego

pomiary normalizowano na mas¢ tkanki uzyta w przygotowywaniu homogenatu.

3.5.2. Hepcydyna

Ze wzgledu na male rozmiary hepcydyny, ktéra jest hormonem peptydowym, do
oznaczania tego biatka w watrobie metoda Western Blotting zastosowano procedury dla matych
biatek.

Fragmenty tkanek wazono 1 homogenizowano w roztworze Tissue Extraction Reagent (Thermo)
z dodatkiem mieszaniny inhibitoréw proteaz (Thermo). Homogenaty inkubowano na lodzie

przez 15 minut, a nastgpnie wirowano w 13 tys. obr./min. w temp. 4°C. W supernatancie
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mierzono biatko metoda BCA. Do rozdziatu elektroforetycznego uzywano komercyjnego zelu
gradientowego Bio-Rad TGX 4-20%. Do studzienek zelu nanoszono 125 pg bialka. Rozdziat
prowadzono w redukujacych warunkach SDS PAGE. Rozdzielone elektroforetycznie biatka
transferowano na membrane Immobilon P5Q (Millipore) gwarantujaca lepsza adsorpcje matych
biatek. Postugiwano si¢ takze metoda szybkiego transferu potsuchego (Trans-Blot Turbo
Transfer System). Aby wzmocni¢ sygnal membrany po transferze plukano w zestawie
roztworow West Femto Signal Enhancer i blokowano w 5% roztworze odtluszczonego mleka
w PBS z dodatkiem 0,5% Triton X-100. Membrany inkubowano w roztworze przeciwciata
pierwszorzedowego w roztworze blokujacym przez noc w temp. 4°C nastgpnie wykrywano je
przeciwciatlem drugiego rzedu z HRP (Tabela 2). Proces wywotywania i archiwizacji sygnatu
chemiluminescencyjnego odbywat si¢ analogicznie do tego w metodzie oznaczania lancucha
lekkiego i tancucha cigzkiego Ponadto w celu normalizacji pomiardw z membran usuwano
przeciwciala pierwszego i1 drugiego rzedu, ponownie blokowano roztworem odtluszczonego
mleka i poddawano ponownej inkubacji z przeciwciatem przeciwko dehydrogenazie aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH) a nastepnie z przeciwciatem drugiego rzedu i wywotywano
sygnal identycznie jak w poprzednio wspomnianych przypadkach.

Uzyskane prazki reprezentujace badane bialka analizowano densytometrycznie przy
pomocy programu Bio-Rad Image Lab. W celach poréwnawczych wybrano jednego z badanych
osobnikéw jako tzw. kalibratora. Probka odpowiadajgca temu osobnikowi towarzyszyla kazdej
serii pomiarow stanowigc punkt odniesienia do dalszych obliczen. Wyniki stanowity stosunek
badanego parametru probki do wartosci parametru uzyskanego dla osobnika — kalibratora. Takie
rozwigzanie pozwalalo zniwelowa¢ potencjalne roéznice w mocy sygnatu poszczegdlnych serii

pomiarowych.

3.5.3. Barwienie biekitem pruskim zeli biatkowych

Wyciagi tkankowe wzbogacone w ferrytyne (przygotowane tak jak w punkcie 3.5.1)
Z watroby, Sledziony 1 nerki poddawano identycznemu rozdzialowi elektroforetycznemu.
Rozdzielano w 8% zelu poliakrylamidowym (SDS-PAGE, warunki nieredukujace). Zele
bialkowe barwiono w mieszaninie 5% roztworu zelazicyjanku potasu - KsFe(CN)s i 5% kwasu
solnego (1:1). Zelazo na 3 stopniu utlenienia (Fe®") wybarwialo sic w postaci stabilnego

kompleksu biekitu pruskiego. Biekitne prazki odpowiadaly potozeniem prazkom tancucha

47



lekkiego 1 cigzkiego ferrytyny w metodzie Western blotting. Po procesie barwienia zel
przeplukiwano woda 1 fotografowano przy pomocy urzadzenia ChemiDoc w celu archiwizacji
I dalszej analizy densytometrycznej uzyciem programu Image Lab. Podobnie jak w analizie
Western blotting w barwieniu bigkitem pruskim po rozdziale elektroforetycznym uzyto jednego
z osobnikow jako kalibratora w celu niwelacji ewentualnych réznic pomiedzy seriami

pomiarowymi.

3.6. Pomiar TIBC

Pomiar catkowitej zdolno$ci transferyny do wigzania zelaza przeprowadzono przy uzyciu
komercyjnego zestawu Total Iron-Binding Capacity (TIBC) and Serum lron Assay Kit
(Abcam ab239715) zgodnie z zalagczong instrukcjg. Do pomiaru uzyto surowicy krwi zwierzat
Z ostra niewydolnoscia serca odpowiednio z pobrania w dniu incydentu ostrego niedokrwienia

mig$nia sercowego oraz z dnia badania terminalnego i eutanazji.

3.7. Pomiar st¢zenia zelaza w surowicy krwi i parametry biochemiczne

Pomiar poziomu zelaza w surowicy krwi zostal wykonany przez komercyjne diagnostyczne
laboratorium weterynaryjne Vetlab we Wroctawiu, lacznie z panelem pozostatych oznaczen

biochemicznych.

3.8. Pomiar BNP-26 i troponiny |

Pomiar BNP-26 wykonano z uzyciem komercyjnie dostepnego zestawu ELISA, dla
swinskiego biatka wyprodukowanego przez BMA Biomedicals, Peninsula Laboratories.
Materialem byta surowica $win pobrana w dwodch punktach czasowych — 28 i 88 dzien
doswiadczenia. Ten sam materiat postuzyt takze do oznaczen troponiny I, ktére przeprowadzono

w zewnetrznym laboratorium SYNLAB Vet GmbH w Lipsku.

3.9. Barwienie bt¢kitem pruskim preparatow histologicznych

Tkanki zabezpieczone w postaci bloczkow parafinowych poddano cigciu na skrawki

histologiczne mikrotomem. Skrawki przeniesiono na szkietka histologiczne 1 poddano
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deparafinizacji w szeregu ksylenu a nastepnie w szeregu alkoholowym konczac na przeptukaniu
W wodzie. Przygotowany w ten sposob preparat barwiono biekitem pruskim poprzez zanurzenie
w 5% roztworze zelazicyjanku potasu - K4sFe(CN)s potaczonym z 5% HCI (1:1) na 30 minut.
Preparat byt nastepnie przeplukiwany wodg i poddawany barwieniu kontrastujacym Nuclear Fast
Red (Sigma-Aldrich) w celu uwidocznienia struktur tkankowych niewybarwionych bigkitem
pruskim, a nastepnie plukany w wodzie. Zabarwiony w ten sposob preparat przeprowadzano
z powrotem przez szereg alkoholi i ksylendw, po czym pokrywano balsamem kanadyjskim
Histofluid w celu naklejenia szkietka nakrywkowego.

Gotowe preparaty skanowane byly za pomocg skanera mikroskopowego 3D Histech
w wysokiej rozdzielczosci. Ocene preparatow dokonywano w 5-7 reprezentatywnych polach
widzenia. W przypadku nerek oceniano odrebnie kore i rdzen narzadu (pig¢ pdl w kazdej
Z czeéci). Wybrane obrazy byly nastepnie analizowane za pomocg oprogramowania Imagel
[Jensen 2013]. Poniewaz barwny sygnal jest natozony na obraz tla struktur tkankowych
niezbedne jest jego wyodrebnienie z cato$ci zdjecia. Analiza obrazu polegata na dekonwolucji
koloru — rozdzieleniu kolorowego obrazu na trzy kanaty kolorow, z ktorych jeden odpowiadat
najblizej analizowanemu kolorowi barwienia blgkitem pruskim. Proces przejscia z
wielokolorowego obrazu do obrazu zawierajacego jedynie kolor barwienia bigkitem pruskim byt
konieczny ze wzgledu na to, ze kolejny etap protokolu da si¢ uzy¢ wylacznie w obrazach
monochromatycznych [Singh 2005]. Kolejnym etapem analizy byta segmentacja metoda
progowania. Korzystajac z histogramu jasnosci pikseli wybrano zakres progu, ktory najtrafniej
odpowiadal pozytywnemu sygnatowi zabarwienia bigkitem pruskim. Obraz Zelaza uzyskany
W preparatach histologicznych miat dwoista forme. Z jednej strony zawarto$¢ Zelaza na 3 stopniu
utlenienia wyrazona byla obecnosciag zdyfundowanego bigkitnego zabarwienia cytoplazmy
komorek, ktore nie miato wyraznych odgraniczen 1 zajmowato wieksze obszary. Z drugiej za$
strony zelazo Fe3* widoczne bylo w postaci zbitych ztogéw, ktore najczesciej przybieraly
ksztalty owalnych granul niewielkiego rozmiaru (do kilkunastu um) czasami przyjmujacymi
uktady wypetniajagce wnetrze komorek. Aby dostosowaé analize do takiej prezentacji
wybarwienia zelaza parametry segmentacji przez progowanie zostaly dobrane w dwodch
zestawach tak, aby uwzglednia¢ w gléwnym stopniu jedng lub druga posta¢ sygnatu. Obrobka
obrazu poprzez progowanie wyodrgbnia pozadany sygnat z tta i upraszcza jego ilosciowe

oszacowanie. Obraz przekonwertowany do formy binarnej poddawany byt dziataniu
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odpowiednich filtrow dotyczacych wielko$ci i ksztaltu sygnatéw. Zakwalifikowane pola
odpowiadajagce miejscom wybarwionym bigkitem pruskim byly zliczane uwzgledniajac ich
liczbe 1 powierzchni¢ [Hartig SM]. Wynik w postaci wzglednej powierzchni pola widzenia

(% area) byl parametrem wyj$ciowym do dalszej analizy statystyczne;.

3.10. Immunohistochemia

Na skrawkach histologicznych z watroby, $ledziony i nerki przeprowadzono reakcje
immunohistochemiczne, ukierunkowane na wykrywanie tancucha lekkiego oraz tancucha
ciezkiego ferrytyny. Do wykrywania tancuchow ferrytyny uzyto przeciwciat:

e Anti-Ferritin Light Chain antibody Abcam (ab186871)

e Anti-Ferritin Heavy Chain antibody Abcam (ab231253)

Reakcje immunohistochemiczne przeprowadzono za pomocg urzadzenia Autostainer, ktore
W zautomatyzowany sposob przeprowadza reakcje na serii preparatdow gwarantujac wysoka
precyzje i powtarzalno§¢ wykonanej techniki. Podobnie jak w przypadku barwienia preparatow
biekitem pruskim preparaty immunohistochemiczne zostaly zeskanowane w celu dalszej analizy
obrazu. W tym przypadku takze uzyto programu ImagelJ, jednak modyfikacji ulegly kody
koloréw w etapie dekonwolucji koloru, tak aby wyizolowa¢ warstwe koloru odpowiadajaca
kolorowi pozytywnej reakcji immunohistochemicznej. Dalsze etapy rowniez podlegly
nieznacznym modyfikacjom. Dostrojenia wymagaty na przyktad parametry segmentowania
obrazu przez progowanie, jednak zasada a takze etapy analizy przebiegaty identycznie. Ponadto
przeprowadzono wizualng ocen¢ potiloSciowa intensywnosci reakcji immunohistochemicznej
W wybranych strukturach badanych organéw. Dla watroby oceniano intensywnos¢ reakcji
w trzech strefach zrazika anatomicznego - obwodowej, posredniej i centralnej, a takze w tkance
tacznej okotozrazikowej. W §ledzionie oddzielnej ocenie poddano miazge biata, miazge
czerwong 1 torebkge. W przypadku nerek osobno oceniano rdzen i1 korg, z uwzglednieniem
bardziej szczegdtowych struktur histologicznych — kanalikow kretych blizszych i dalszych,
ktebuszkéw nerkowych.
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3.11. Statystyczna analiza danych

Statystyczng analiz¢ danych przeprowadzono za pomocg programu Statistica, wersja 13.3
(StatSoft, Polska). Rozktad danych badano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Istotno$é¢
statystyczng ustalono na poziomie p<0,05. Istotno$¢ statystyczng réznic pomiedzy wieloma

grupami badano przy uzyciu testu Anova oraz testu Kruskala-Walisa.
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4. Wyniki

4.1. Badanie echokardiograficzne

W badaniu echokardiograficznym zaobserwowano istotne zaburzenia czynno$ci w okresie
indukcji zawatu. Ani w badaniu przed zawalem, ani w czasie badan kontrolnych nie wykazano
przekroczenia wartosci fizjologicznych. Ryc. 15 A. Bezposrednio po indukcji zawalu

obserwowano spadek czynnosci komory lewej. Ryc. 15 B.

Ryc. 15. Badanie echokardiograficzne reprezentatywnej $wini. Projekcja koniuszkowa dwu-,
troj- i czterojamowa dla obliczenia globalnej czynno$ci komory lewej. A) $winia przed indukcja

zawalu wszystkie segmenty komory lewej wykazuja prawidlowa czynnosci skurczowa
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i rozkurczowg B) badanie po indukcji zawatu. Widoczny jest spadek czynnos$ci serca
spowodowany obecnoscig segmentow hipokinetycznych. Analiza odksztalcenia segmentow

migénia komory metodg strain.
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Ryc. 16. Wykresy przedstawiajace usrednione pomiary frakcji skracania z odchyleniami
standardowymi dla badanych grup. Wyniki z badania 1 — przed zawatem (wykres po lewej) oraz

podczas kontroli na zakonczenie doswiadczenia (wykres po prawej).

Frakcja skracania nie wykazata zréznicowania grup istotnego statystycznie W pierwszym
pomiarze echokardiograficznym. W drugim pomiarze natomiast potwierdzona zostala istotna
statystycznie r6znica (ANOVA, p=<0,0001), oraz potwierdzone réznice pomigdzy grupa KON
a grupami: Ml (p=0,0011), MI+L1 (p<0,0001) oraz MI+L2 (p=0,0008). W grupie KON

W drugim pomiarze frakcja skracania byta wigksza niz w pozostatych grupach.
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Frakcja wyrzutowa 1 Frakcja wyrzutowa 2
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Ryc. 17. Wykresy przedstawiajgce usrednione pomiary frakcji wyrzutowej z odchyleniami
standardowymi dla badanych grup. Wyniki z badania 1 — przed zawatem (wykres po lewej) oraz

podczas kontroli na zakonczenie doswiadczenia (wykres po prawej).

Frakcja wyrzutowa w pierwszym pomiarze echokardiograficznym nie wykazywata
zréznicowania miedzy grupami. Drugi pomiar wykazal istotne statystycznie zrdznicowanie
migdzy grupami (ANOVA, p=0,0002) z réznicami pomi¢dzy grupa KON a grupami: MI
(p=0,0088), MI+L1 (p<0,0002) oraz MI+L2 (p=0,0030). W przypadku frakcji wyrzutowej

W drugim pomiarze grupa kontrolna osiggneta najwieksze wartosci.
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Ryc. 18. Wykresy przedstawiajgce zmiane¢ frakcji skracania (wykres po lewej) oraz frakcji

wyrzutowej (wykres po prawej) u poszczegolnych osobnikow z podziatem na grupy. Kotkami
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oznaczono warto$¢ pierwszego pomiaru, kwadratami warto§¢ pomiaru drugiego. Oba punkty

potaczone odcinkiem dla zobrazowania tendencji.

Zarowno we frakcji skracania jak 1 we frakcji wyrzutowej widoczna byla tendencja
wzrostowa parametru w perspektywie badania w dwoch punktach czasowych dla grupy
kontrolnej (KON). W przypadku pomiarow wykonanych u osobnikow z grup badanych,
z wywolanym ostrym incydentem niedokrwienia mig¢$nia sercowego wida¢ wyrazne tendencje

spadkowe obu parametrow.

4.2. Badanie elektrokardiograficzne

U Zadnej ze $winh nie stwierdzono zaburzen rytmu w badaniu wstgpnym i w badaniach
kontrolnych. U wszystkich §win obserwowano zaburzenia elektrokardiograficzne w okresie
indukcji zawatu w postaci uniesienia segmentu ST, wzrostu amplitudy zatamka T, czestoskurczy
komorowych i nadkomorowych, pojedynczych epizodéw migotania komér.

U wszystkich $§win nasilenie arytmii nastgpowato w okresie reperfuzji, ale udato si¢ je umiarowi¢
za pomoca farmakoterapii lub w razie potrzeby przez mechaniczne kompresje klatki piersiowej

oraz defibrylacjg.

4.3. Badanie angiograficzne

W badaniu angiograficznym oceniano obrazy z koronarografii lewej tetnicy wiencowe;.
Badanie pozwolilo na ocen¢ przebiegu gal¢zi miedzykomorowej przedniej (LAD) oraz jej
odgatezien. Na tej podstawie dokonywano identyfikacji prawidlowego polozenia balonu
angioplastycznego przed jego rozprezeniem. Po podaniu kontrastu do lewej tetnicy wiencowej
potwierdzono obecnos¢ skutecznej okluzji tetnicy wiencowej - brak wykontrastowania dalszego

biegu tetnicy za balonem. Ryc. 19.
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Ryc. 19. Badanie angiograficzne podczas wykonywania modelu zawatowego. A) widoczny
cewnik prowadzacy umieszczony u ujscia lewej tetnicy wiencowej, prowadnik oraz rozprezony
balon angioplastyczny w $wietle tetnicy. B) Badanie kontrastowe. Do ujscia lewej tetnicy
wiencowe] zostal podany bolus S$rodka kontrastujacego. Wida¢ wyplyw zwrotny z tetnic
wiencowych do opuszki aorty, wykontrastowang i drozng galaz okalajaca oraz zamkniety

balonem gataz migdzykomorowa przednia.

4.4. Badanie po$miertne

W badaniu posmiertnym obserwowano zmiany nekrotyczne w okolicy koniuszka lewego,
obejmujace w mniejszym lub wickszym zakresie rowniez $cian¢ przednio-boczng komory lewej

(strzatka) odpowiadajace segmentom za unaczynionym za miejscem okluzji. Ryc. 20 A i B.
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Ryc. 20. Badanie sekcyjne $wini z eksperymentalnie wywotanym zawalem serca, u ktorej
obszar zawatu byt najwigkszy. A) strzatka wskazuje obszar martwicy zawatowej B) strzalki
wskazujg miejsca w ktorych na przecieciu widaé, iz zawal objat cata grubos$¢ Sciany lewej

komory.

4.5. Troponina | oraz BNP

Troponina I (1) Troponina |l (2)

Ryc. 21. Wykresy przedstawiajace usrednione pomiary troponiny dla badanych grup oraz
warto$¢ pomiaréw dla poszczegélnych osobnikow. Wyniki z badania 1 — 28 dni po zawale

(wykres po lewej) oraz podczas kontroli na zakonczenie do§wiadczenia (wykres po prawej).

Wykonane oznaczenia troponiny [ przybraty bardzo niskie wartosci. Zaledwie 7

wynikow w pierwszym badaniu oraz 6 w badaniu drugim osiggnety lub przewyzszyly dolny prog
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czutosci testu (0,01 ng/ml). Dla pomiaru pierwszego (dzien 28 po MI) nie wykazano istotnej
statystycznie roznicy pomiedzy grupami. W pomiarze drugim (badanie koncowe) test Kruskala-
Wallisa wykazal zr6znicowanie pomiedzy grupami z p=0,0426 jednak testowanie post-hoc nie
wykazalo istotnych réznic pomigdzy zadng z par grup. Najbardziej zrdznicowane okazaly si¢
grupy KON oraz MI+L1 z p=0,0716.
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Ryc. 22. Wykresy przedstawiajace mediany z 95% przedziatem ufnosci pomiarow BNP-26 dla
badanych grup oraz warto$¢ pomiaréw dla poszczegdlnych osobnikéw. Wyniki z badania 1 — 28
dni po zawale (wykres po lewej) oraz podczas kontroli na zakofnczenie doswiadczenia (wykres

po prawej).

Analiza wynikow pomiaru BNP-26 testem ELISA w pierwszym pomiarze nie wykazato
réznic istotnych statystycznie pomie¢dzy grupami. W drugim pomiarze natomiast test
Kruskala- Wallisa wykazal r6znice miedzy grupami (p=0,0237) z rdéznicg miedzy parg grup MI
oraz MI+L1 (p=0,0354).
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4.6. Catkowita zdolno$¢ wigzania surowicy (TIBC), procent wysycenia transferyny
zelazem (TSAT), koncentracja zelaza.
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Ryc. 23. Wyniki pomiarow TIBC, stezenia zelaza w surowicy oraz TSAT w 28 dniu po zawale
(wykresy po lewej) oraz na zakonczenie do$wiadczenia (wykresy po prawej). Wyjsciowe

badania krwi nie wykazaty odchylen od normy w zakresie parametréw hematologicznych
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i biochemicznych. Badanie TIBC Oznaczenia parametrow gospodarki zelazowej wykonane
W surowicy krwi nie byly zrdznicowane. Roéznic istotnych statystycznie nie wykazano
w przypadku catkowitej zdolno$ci wigzania zelaza (TIBC), zarowno w pomiarze 1 (28 dzien
doswiadczenia) ani w pomiarze 2 (badanie koncowe). W przypadku pierwszego pomiaru
stezenia zelaza w surowicy krwi wykazano miedzy grupami rdznice istotne statystycznie
(ANOVA, p=0,0384). Analiza post-hoc wskazata na roéznic¢ miedzy grupa MI oraz MI+L2
(Tukey, p=0,0316). Koncowy pomiar st¢zenia zelaza nie wykazywal rdznic istotnych
statystycznie migdzy grupami. Podobnie wysycenie transferryny (TSAT) nie wykazywato rdznic

miedzy grupami w zadnym z pomiardéw.
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4.7. Oznaczenia w zelu poliakrylamidowym po rozdziale elektroforetycznym biatek:

4.7.1. Zelazo, tancuch lekki i ciezki ferrytyny — nerka
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Ryc. 24. Wyniki pomiaréw zelaza oraz lancucha lekkiego i cigzkiego ferrytyny w korze
i rdzeniu nerki.

Analiza statystyczna wynikow barwienia bigkitem pruskim prébek narzadow w zelu
poliakrylamidowym po rozktadzie elektroforetycznym w przypadku nerek nie wykazata

istotnych r6znic migdzy grupami, zarowno w dla kory jak i rdzenia narzadu.

Oznaczenie tancucha lekkiego ferrytyny metoda western blotting w tkance nerki nie

wykazato istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi grupami zaréwno dla kory nerki jak

i dla jej rdzenia.
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W oddzielnym oznaczeniu tancucha cigzkiego ferrytyny metodg western blotting dla kory
1 rdzenia nerki wykazano istotne statystycznie zroznicowanie grup dla kory nerki (ANOVA,
p=0,0029). Analiza post-hoc testem Tukeya wskazata na istotne roznice pomiedzy grupa
kontrolng (KON) a grupa z leczeniem nr 2 (MI+L2) z warto$cig p=0,0041 oraz pomiedzy grupa
zawalu (MI) a grupga MI+L2 (0,0068). Dla rdzenia nerki nie wykazano rdéznic istotnych
statystycznie.

4.7.2. Zelazo, tancuch lekki i cigzki ferrytyny — watroba

FtH watroba

Fe3+ watroba FtL watroba 67
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Ryc. 25. Wyniki pomiarow zelaza oraz tancucha lekkiego i ciezkiego ferrytyny w tkance

watroby.

W przypadku barwienia btekitem pruskim na zelazo potwierdzono istotne statystycznie
zr6éznicowanie mig¢dzy grupami (ANOVA, p=0,0001). Porownania wielokrotne testem Tukeya
wskazaty istotne ro6znice pomiedzy grupa kontrolng (KON) a pozostatymi grupami: p=0,0074
z grupg MI, p=0,0165 z grupg MI+L1 oraz p <0,0001 z grupa MI+L2. Dodatkowo istotna
statystycznie réznica wystepowata pomiedzy grupami leczenia eksperymentalnego MI+L1 oraz
MI+L2 (p=0,043). W kazdym z tych przypadkow sygnat tancucha cigzkiego byt silniejszy

w grupach badanych niz w grupie kontrolne;.

W przypadku oznaczenia tancucha lekkiego ferrytyny w tkance watroby poréwnanie grup
testem Kruskala-Wallisa wykazato istotne statystycznie zréznicowanie pomig¢dzy grupami
(p=0,0066). Analiza post-hoc Dunna wykazata istotne réznice pomiedzy grupg kontrolng (KON)
a grupg zawatu (MI) oraz pomigdzy grupa kontrolng (KON) a grupg zawalu z leczeniem
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nr2 (MI+L2). W obu przypadkach sygnat tancucha lekkiego ferrytyny byl ponad trzykrotnie

silniejszy w grupach MI oraz MI+L2 niz w grupie kontrolne;j.

Oznaczenia tancucha ciezkiego ferrytyny w migzszu watroby wykazaty istotne
statystycznie zroznicowanie mi¢dzy grupami (ANOVA, p=0,0002). Poréwnania miedzygrupowe
testem Tukeya potwierdzily istotne réznice pomigdzy grupa kontrolng (KON) a pozostatymi
grupami: p=0,0049 z grupa M1, p=0,0079 z grupg leczenia nr 1 (MI+L1) oraz p=0,0001 z grupa
MI+L2. W kazdym z tych przypadkow sygnat lancucha cigzkiego byt silniejszy w grupach
badanych niz w grupie kontrolnej.

4.7.3. Zelazo, tancuch lekki i cigzki ferrytyny— $ledziona

Fe3+ sledziona FtL sledziona FtH $ledziona

51

2
2.0

N 1.5
T —
T -
T T 0.0- r T
S N a N
Q_oe =+ \QV Q\V N

—— — —_— = o — [N — — ——

_—

4
| N
T :
]
S o W
*_O §‘~\ Q\

)

jedn. wzgl.
IS

jedn. wzgl
jedn. wzgl

101 61
2

N

Ryc. 26. Wyniki pomiarow zelaza oraz tancucha lekkiego i1 cigzkiego ferrytyny w tkance

sledziony.

W  oznaczeniach zelaza bigkitem pruskim wykonanych w migzszu $ledziony
potwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy grupa KON a grupa MI+L1
(Kruskal-Wallis p=0,0229; Dunn p=0,0234).

W $ledzionie podobnie jak w przypadku nerek nie wykazano istotnej statystycznie
r6éznicy migdzy badanymi grupami w oznaczeniu tancucha lekkiego ani lancucha cigezkiego

ferrytyny.
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4.7.4. Hepcydyna — watroba

Hepcydyna
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Ryc. 27. Wyniki pomiaru ilo$ci biatka hepcydyny w watrobie.

W tkance nerek i $ledziony ilo$¢ hepcydyny byla ponizej czulosci testu dlatego jej
oznaczenie okazalo si¢ mozliwe tylko w probkach pobranych z watroby. Analiza statystyczna
wykazata istotne réznice miedzy grupami (Kruskal-Wallis, p=0,0139). Testowanie post-hoc
potwierdzito istotng roéznice pomigdzy grupg KON a grupg MI+L1 (p=0,0385). Rdznica
pomie¢dzy grupa KON a grupg MI+L2 byta bliska istotno$ci statystycznej (p=0,0836)
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4.8. Immunohistochemia oraz barwienie btekitem pruskim na zelazo w preparatach
histologicznych

4.8.1. Zelazo, tancuch lekki i ciezki ferrytyny — nerka

Nerka kora ztogi Nerka kora zdyfundowany
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Ryc. 28. Wyniki barwienia na zelazo btgkitem pruskim preparatow z nerek.

Barwienie biekitem pruskim preparatow histologicznych uwzglednialo dwie formy
analizowanego sygnatu. Silny skupiony sygnal w ztogach, oraz rozproszony, dyfundowany
sygnat o mniejszym nat¢zeniu. W przypadku zlogdéw zelaza w korze nerki analiza statystyczna
wykazata istotne réznice migdzy badanymi grupami (Kruskal-Wallis, p=0,0003). Wedtug analizy
post-hoc przeprowadzonej testem Dunna réznice wystapily pomiedzy grupa KON a MI
(p=0,0115) oraz KON a MI+L2 (p=0,0005). Zdyfundowany barwnik w korze nerki takze
wykazywat réznice (Kruskal-Wallis, p=0,0436) miedzy grupami KON a MI+L2 (p=0,0352).
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Ztogi zelaza w rdzeniu nerki takze wykazywaty zréznicowanie mi¢dzygrupowe (Kruskal-Wallis,
p=0,0003). Dotyczyto ono porownania grup: KON oraz MI (p=0,0045), MI oraz MI+LI
(p=0,0008) a takze MI oraz MI+L2 (p=0,0003). Barwnik zdyfundowany w rdzeniu nerki byt
grupowo zroznicowany (Kruskal-Wallis, p=<0,0001). Wielokrotne poréwnanie testem Dunna
potwierdzito istotne réznice pomigdzy grupg KON a grupg MI (p=0,0218), grupg KON a grupa
MI+ L1 (p=0,0188), pomigdzy grupami MI a MI+L1 (p<0,0001) a takze migdzy grupami MI
oraz MI+L2 (<0,0001).
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Kora zlogi Fe**

Kora zdyfundowany Fe**

Rdzen zlogi Fe**

Rdzen zdyfundowany Fe**

Ryc. 29. Uklad przedstawiajacy przykladowe zdjecia z preparatow odzwierciedlajace procent
powierzchni sygnatu bigkitu pruskiego w korze i rdzeniu nerki w czterech badanych grupach.
Widoczna niska warto$cia sygnatu (ponizej 0,5% powierzchni dla ztogéw oraz ponizej 6%

powierzchni dla barwnika dyfundowanego)
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Ryc. 30. Uktad przyktadowych zdj¢¢ z reakcja immunohistochemiczng na fancuch lekki
ferrytyny dla poszczegdlnych grup badania w korze i rdzeniu nerki. Wyniki uzyskane dla tych

zdje¢ sa przyblizone do median wynikdéw grup.

Nerka FTL
sygnat ogdlnie kanaliki proks. kanaliki dyst ktebuszki torebka Bowmana kora = rdzen
KON 3,00 3,00 3,00 1,50 1,83 3,00 2,25
M 2,40 2,60 1,80 1,40 0,20 2,60 1,80
MI+L1 2,00 1,80 1,00 1,20 0,40 1,80 1,50
MI+L2 1,50 2,00 0,75 0,75 0,00 1,75 1,13

Tabela 3. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym
strukturom nerki (w skali 0-3) barwienie na tancuch lekki ferrytyny.
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Nerka kora FTH

Nerka rdzen FTH

Ryc. 31. Uklad przykladowych zdje¢ z reakcja immunohistochemiczng na lancuch cigzki

ferrytyny dla poszczegdlnych grup badania w korze i rdzeniu nerki. Wyniki uzyskane dla tych

zdjec sg przyblizone do median wynikdéw grup.

Nerka FTH
kanaliki kanaliki kiebuszki torebka Bowmana $rodbtonek kora rdzen
proks. dyst.
KON 1,8 0,7 3,0 3,0 2,8 20 12
Ml 2,0 2,0 3,0 3,0 2,5 23 13
MI+L1 0,4 0,2 3,0 3,0 3,0 12 00
MI+L2 1,0 0,2 3,0 2,6 2,2 14 06

Tabela 4. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym

strukturom nerki (w skali 0-3) barwienie na tancuch cigezki ferrytyny
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4.8.2. Zelazo, tancuch lekki i ciezki ferrytyny — watroba

W atroba ztogi
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Ryc. 32. Wyniki pomiaru sygnatu z barwienia btekitem pruskim w preparatach z watroby.

Analiza statystyczna bigkitu pruskiego skupionego w ztogach w miazszu $ledziony

wykazata istotne zr6znicowanie miedzy grupami (Kruskal-Wallis, p=<0,0001). Analiza post —

hoc potwierdzita r6éznice pomiedzy grupg KON a grupami: MI (p=0,0008), MI+L1 (p<0,0001),

MI+L2 (p<0,0001), a takze pomiedzy grupa MI a grupami: MI+L1 (0,0005) oraz MI+L2

(<0,0001). Sygnat zdyfundowany w $ledzionie byl takze istotnie statystycznie rézny migdzy

grupami (p<0,0001). Wielokrotne poroéwnania Dunna wskazaly rdznice statystycznie istotne

pomiedzy grupa KON oraz MI (p=0,0002), KON oraz MI+L1 (p<0,0001), a takze pomigdzy

grupami MI+L1 i. MI+L2 (p=0,0203).
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KON MI MI+L1 MI+L2

Watroba zdyfundowany Fe** Watroba zlogi Fe**

Ryc. 33. Uklad przedstawiajacy przyktadowe zdjecia z preparatow odzwierciedlajace procent
powierzchni sygnatu bekitu pruskiego w preparatach z watroby w czterech badanych grupach.

KON

Watroba FTL

Ryc. 34. Uktad przyktadowych zdje¢ z reakcja immunohistochemiczng na tancuch lekki
ferrytyny dla poszczegolnych grup badania w preparatach z watroby. Wyniki uzyskane dla tych
zdje¢ sa przyblizone do median wynikow grup.
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Watroba FTL
g f f .
sygnat ogdlnie strle @ str; @ str; fa tk. okotozrazikowa
KON 2,83 3,00 2,83 2,83 0,17
Ml 3,00 3,00 3,00 3,00 0,25
MI+L1 1,60 2,00 1,60 1,40 0,40
MI+L2 1,20 1,20 1,20 1,20 0,00

Tabela 5. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym

strukturom watroby (w skali 0-3) barwienie na taficuch lekki ferrytyny

KON MI MI+L1 MI+L2

Watroba FTH

Ryc. 35. Uktad przykladowych zdje¢ z reakcja immunohistochemiczng na tancuch ciezki
ferrytyny dla poszczegolnych grup badania w preparatach z watroby. Wyniki uzyskane dla tych
zdjec sg przyblizone do median wynikéw grup.

Watroba FTH
Strf fa Strs fa Strgfa tk. okotozrazikowa $rodbtonki
KON 0,8 0,8 0,8 0,0 3,0
Ml 2,4 2,2 2,4 0,0 3,0
MI+L1 0,8 0,6 0,6 0,0 24
MI+L2 0,6 0,6 0,6 0,0 2,6

Tabela 6. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym

strukturom watroby (w skali 0-3) barwienie na tancuch ciezki ferrytyny
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4.8.3. Zelazo, tancuch lekki i cigzki ferrytyny — §ledziona
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yc. 36. Wyniki pomiaru sygnatu z barwienia biekitem pruskim w preparatach ze $ledziony.

Blekit pruski w formie zlogéw w migzszu watroby wykazal zréznicowanie migdzy
grupami (Kruskal-Wallis, p <0,0001). Porownanie mi¢dzy grupami testem Dunna potwierdzito
réznice pomiedzy grupa KON a grupami: MI (p=0,0002), MI+L1 (p<0,0001) oraz MI+L2
(p=0,0203). Analiza statystyczna testem Kruskala-Wallisa wykazata takze istotne statystycznie
zroznicowanie migdzy grupami w pomiarze zdyfundowanego bigkitu pruskiego w watrobie
(p<0,0001). Poréwnania migdzy grupami wskazato roznice pomigdzy KON a MI (p<0,0001),
KON a MI+L1 (p<0,0001) oraz pomigdzy KON aMI+L2 (p<0,0001).
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Ryc. 37. Uktad przedstaw
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Miazga biata FTL

Miazga czerwona FTL

Ryc. 38. Uktad przyktadowych zdje¢ z reakcja immunohistochemiczng na fancuch lekki
ferrytyny dla poszczegdlnych grup badania w preparatach ze §ledziony. Wyniki uzyskane dla
tych zdje¢ sa przyblizone do median wynikdéw grup.

Sledziona FTL
sygnat ogdélnie = miazga czerwona = miazga biata torebka

KON 2,83 3,00 2,00 0,67
MI 2,60 3,00 2,40 0,20
MI+L1 2,00 2,80 1,40 0,00
MI+L2 1,20 1,60 0,40 0,00

Tabela 7. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym

strukturom $ledziony (w skali 0-3) barwienie na tancuch lekki ferrytyny
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Miazga biata FTH

Miazga czerwona FTH

Ryc. 39. Ukiad przykladowych zdje¢ z reakcja immunohistochemiczng na lancuch cigzki
ferrytyny dla poszczegolnych grup badania w preparatach ze $ledziony. Wyniki uzyskane dla
tych zdje¢ sa przyblizone do median wynikdéw grup.

Sledziona FTH
sygnal miazga miazga . )
ogc’%lnie czerwgna biaig torebka | érédblonki
KON 1,5 1,5 1,0 0,0 3,0
Ml 2,4 2,4 1,2 0,0 3,0
MI+L1 1,8 2,0 0,3 0,0 2,0
MI+L2 0,8 1,2 0,6 0,2 2,2

Tabela 8. Srednie wartosci sygnatu reakcji immunohistochemicznej przyznanej wybranym

strukturom $ledziony (w skali 0-3) barwienie na fancuch cig¢zki ferrytyny.
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5. Dyskusja

5.1. Ocena modelu zwierzecego MI

U wszystkich $win udato si¢ skutecznie wyindukowa¢ zawat serca, cho¢ rozmiar obszaru
zawalu nie byl identyczny, co mozna tlumaczy¢ osobniczym zrdéznicowaniem rozdziatu
zamykanej tetnicy i gestosci lub obecno$ci unaczynienia obocznego. Swinie nie prezentowaty
klinicznie objawow niewydolnosci serca, ale badania echokardiograficzne potwierdzaty
obecnos¢ blizny pozawatowej, ktora powodowata postepujace pogorszenie czynnosci komory
lewej, wyrazajace si¢ istotnym spadkiem frakcji skracania i frakcji wyrzutowej. W badaniu
po$miertnym potwierdzono obecnos$¢ blizny zawatowej w oczekiwanym obszarze. Analizowane
parametry echokardiograficzne nie wykazywaty istotnych r6éznic pomiedzy grupa zawatowa MI
(terapia placebo) a grupami z eksperymentalng terapiag komodrkami macierzystymi (MI+L1,
MI+L2). Oczekiwano, ze terapia komoérkowa poprawi czynnos$¢ skurczowg serca, ale tak si¢ nie
stato. Natomiast zgodnie z oczekiwaniami markery uszkodzenia mig$nia sercowego nie byly
podniesione ani w badaniu po 28 dniach, ani w badaniu po 3 miesigcach. W doswiadczeniu
zostaty wykorzystane standardowe markery: troponina | oraz czynnik peptydu natiuretycznego
typu B (BNP). Stezenie troponiny I gwaltownie wzrasta w pierwszych godzinach po zawale, ale
zwykle juz po tygodniu powraca do normy [Adams 1993, Morrow 2007]. Podwyzszone stezenie
BNP utrzymuje si¢ dtuzej niz troponin, zwykle do 2-3 tygodni [Durak-Nalbanti¢ 2012].
Prawidlowe stezenie obu markerow uszkodzenia kardiomiocytow niewatpliwie $wiadczy iz
zastosowana metoda intramiokardialnego podawania komoérek macierzystych nie spowodowata
zwiekszenia urazu mig$nia sercowego u $win z zawalem serca, a rozwijajaca si¢ dysfunkcja
komory lewej nie spowodowata jeszcze istotnego przecigzenia miokardium. Nie stwierdzono tez
obecno$ci arytmii, co bylo wazne w kontek§cie wcze$niejszych badan wspomnianych we
wstepie, w ktorych wykazano Ze terapia MI komorkami macierzystymi stwarza wiele
okolicznosci sprzyjajacych rozwojowi zaburzen rytmu [Almeida 2015, Pak 2003]. W medycynie
cztowieka nie ma jednomys$Inosci w ocenie efektéw terapii komorkowych w zawale serca. Czgs¢
autorow przedstawia te strategie terapeutyczng jako zachecajacg [Schneider 2008, Lang 2017],
Z drugiej strony jednak analizy obejmujace duza liczbe pacjentow poddaja w watpliwosé

skuteczno§¢ w zakresie poprawy funkcji skurczowej lewej komory [Carbone 2021].
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Podejrzewano, ze obszar martwicy pozawatowej stanowi zbyt nickorzystne warunki siedliskowe,
aby komorki prekursowe dla kardiomiocytow mogly w nim przezy¢ i dojrze¢. Dlatego
W opisywanym przez nas modelu uzyto dodatkowo komodrek mezechymalnych, majacych
stworzy¢ korzystne warunki $rodowiskowe do przezycia przeszczepianych komorek
prekursorowych kardiomiocytéw. Uznaje si¢, ze komorki mezenchymalne (MSC) nie wykazujg
wlasno$ci immunogennych, stad nawet przeszczep allogeniczny nie wymagal immunosupresji

[Musial-Wysocka 2019]. W tym wypadku zastosowano wspierajaca terapi¢ immunosupresyjna.

5.2. Ocena odleglych efektow MI na parametry gospodarki zelazowej w krwi: TIBC,
Fe*3i TSAT

Dla oceny statusu zelaza wykorzystuje si¢ zazwyczaj trzy parametry oznaczane w surowicy
krwi: TIBC, st¢zenie zelaza oraz TSAT [Kasvosve 2002]. Istnicjg doniesienia tgczace ostre
niedokrwienie migénia sercowego z ich wzrostem. Badanie Chakraborty 1 wsp. przeprowadzone
w Bangladeszu opisuje istotnie wyzsze poziomy TIBC, Zelaza w surowicy oraz TSAT
u pacjentow z MI wzgledem grupy kontrolnej ztozonej z 0séb zdrowych [Chakraborty 2013].
Natomiast w duzym, kohortowym poroéwnaniu statusu zelaza u chorych z chorobg wiencowa
przeprowadzonym przez Guo i wsp. wykazano przeciwnie, ze poziomy zelaza w surowicy byty
obnizone u chorych pacjentow [Guo 2022]. Jednak w badaniu Guo udzial wzi¢li pacjenci
Z chorobg niedokrwienng serca, ktéra jeszcze nie doprowadzita do ostrego MI, stad moga
wynika¢ niezgodno$ci pomiedzy wynikami badan. Poza tym Guo 1 wsp. wskazujg na wiele
czynnikow zaklocajacych wyniki gospodarki zZelazem tj. rdznice genetyczne, nawyki
zywieniowe, rozmiar proby, i in., ktorych wplywu nie uwzgledniano podczas analizy wynikow
W  prezentowanym przez nas badaniu wigkszo§¢ czynnikow zaklocajacych udato sie
wyeliminowac¢. Wszystkie zwierzeta byly jednakowej rasy, w jednakowym wieku, nie chorowaty
wczesniej, ani nie miaty chordb wspolistniejacych czy terapii, zywione byly w identyczny
sposob i utrzymywane byly w identycznych warunkach $rodowiskowych. Nie wykazano
zadnych istotnych statystycznie roznic w parametrach opisujacych status zelaza, ani w badaniu
po miesigcu, ani w badaniu po 3 miesigcach od MI. Co prawda widoczna byla réznica pomiedzy
grupa MI a grupa MI+L2 w pierwszym pomiarze zelaza surowicy, ale duzy rozrzut wartos$ci

w innych grupach spowodowatl brak istotnosci statystycznej, wigc pomimo znacznych rdznic
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srednich warto$ci nie mozna tej obserwacji jednoznacznie zinterpretowaé.. W obu grupach
leczonych eksperymentalnie MSC wykazano niski poziom biatka hepcydyny, co sprzyja
utrzymaniu wysokiego poziomu zelaza z surowicy krwi. Ta obserwacja z pewno$ciag wymaga
dalszych badan, ze wzgledu na jej potencjalne znaczenie kliniczne i fakt, ze hepcydyna ze
wzgledu na maty rozmiar nie jest tatwa do analizy pod wzgledem technicznym. Analiza
parametrow gospodarki zelazowej w surowicy w niniejszym modelu pozwala sadzi¢, ze
systemowy status zelaza nie ulega dlugoterminowemu zakldceniu po wystgpieniu incydentu
ostrego niedokrwienia migs$nia sercowego. Leczenie MI poprzez intrakardialne podawanie

komorek macierzystych rowniez nie zaktoca systemowego statusu zelaza.

5.3. Zelazo, ferrytyna i hemosyderyna w tkankach

Status zelaza i ferrytyny w narzadach obwodowych, tj. w nerce, watrobie i $ledzionie nie byt
jeszcze obiektem badan w odniesieniu do odleglego wpltywu przebytego incydentu ostrej
niewydolnos$ci serca. Jak wspomniano wcze$niej, dodatkowo przeanalizowano wplyw terapii MI

przy uzyciu intramiokardialnego podania komoérek macierzystych.

Kazdy z badanych narzadéw odgrywa rolg w gospodarce zelazowej, kazdy z nich takze jest pod
wplywem zaburzen ze strony ukladu sercowo-naczyniowego. Zelazo magazynowane jest
w tkankach w dwoéch gtownych formach: w ferrytynie (FT) 1 hemosyderynie. Hemosyderyna jest
kompleksem biatkowym, ktory jest nierozpuszczalny w wodzie i denaturuje si¢ pod wptywem
wysokiej temperatury. FT natomiast jest rozpuszczalna w wodzie 1 jest odporna na dziatanie
temperatury. Takie wlasno$ci sg wykorzystywane do rozdzialu FT i hemosyderyny [Saito 2014].
Pomiar w ekstraktach z homogenatow dokonywany byl po obrobce termicznej probek,
w zwiagzku z tym zawierat Zelazo magazynowane w ferrytynie. Poniewaz zaobserwowano iz
w r6znych tkankach wystepuja rozne fizjologiczne proporcje pomigdzy FTL i1 FTH, to wykonano
oznaczenia dla obu tych izoform ferrytyny. Poniewaz interesujace dla nas bylo nie tylko jak
zmienia si¢ catkowita ilo§¢ FT, ale réwniez czy dochodzi do zmian propocji FTL i FTH.
Stwierdzono, ze ilo$¢ zelaza (Fe®*, FTL i FTH) w ekstraktach z homogenatu tkankowego nerek
nie wykazaty duzego zroéznicowania migdzy badanymi grupami. Jedynie u zwierzat leczonych

komoérkami macierzystymi (MI+L1, MI+L2) poziom biatkka FTH byt istotnie wyzszy niz
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w grupie kontrolnej. Ze wzgledu na budowe anatomiczng 1 funkcje w nerkach wyroznia si¢ dwa
odrebne obszary: kor¢ i rdzen nerki. Postanowiono wiec dokona¢ odrgbnej analizy dla obu
obszarow. Wynik tych badania wskazal, ze wzrost FTH dotyczy przede wszystkim kory nerek.
U $win po przebytym MI widoczna byla réwniez zmiana stosunku obu izoform ferrytyny, na
korzy$¢ FTH. Najwyrazniej bylo to widoczne w grupie MI+L2. Aby oceni¢ catos¢ zelaza
w tkankach (ferrytyny i hemosyderyny) wykonane zostato barwienie preparatow histologicznych
bigkitem pruskim. Wigkszos¢ zelaza wybarwionego bigkitem pruskim uznaje si¢ za
hemosyderyne, gtéwnie zlokalizowana w lizosomach w postaci granul [Ghadially 1991].
Ferrytyna jest natomiast opisywana w barwieniu na zelazo jako bardziej rozproszone
zabarwienie nadajace niebieskawy odcien cytoplazmie komorek [Lefkowitch 2010]. Ocene
preparatdéw immunohistochemicznych przeprowadzono na dwa sposoby. Poczatkowo
analizowano lokalizacje¢ sygnalu w strukturach tkanki i dokonano wzrokowej, potilosciowej
oceny jego sily. Druga metoda byto wykonanie wysokiej jakosci zdje¢ preparatow, ktore
nastepnie oceniano przy uzyciu oprogramowania komputerowego w celu ilo§ciowej oceny
sygnalu. Okazato si¢, ze detekcja sygnatlu biekitu pruskiego w nerce byta na zbyt niskim
poziomie, ponizej 1% powierzchni w trybie zliczania zlogéw oraz ponizej 6% powierzchni
W trybie zliczania barwnika zdyfundowanego. Przy tak niskim poziomie sygnatu zwigksza si¢
wplyw czynnikow zakldcajacych, tj. zmienno$¢ osobnicza czy niejednorodne rozmieszczenie
zelaza w tkance na preparacie. Wyniki ktore uzyskano w oparciu analize¢ komputerowa byty
rozbiezne z poprzednimi oznaczeniami wykonanymi w homogenatach tkankowych. Juz
wczesniej podwazano tez¢ o wyzszosci ilosciowej analizy komputerowej nad tradycyjng analiza
wzrokowa [Cregger 2006]. W pracy Libard i wsp. autorzy wskazuja, ze istnieje wiele
czynnikow, ktore moga wplyna¢ na wynik badan immunohistochemicznych. Nalezg do nich na
przyktad rodzaj utrwalacza 1 czas utrwalania, parafina, opoOznienie posmiertne 1 czas
przechowywania. Nie bez znaczenia jest takze grubo$¢ skrawka [Libard 2019]. Dodatkowo,
metoda immunohistochemiczna jest przydatna do wykrywania obecno$ci oraz ewentualnie do
oznaczen poétilosciowych a nie ilosciowych. Jest to metoda uznawana szczegdlnie w analizie
jakosciowej [Valarmathi 2020], natomiast do wykrywania i ilo$ciowego oznaczania bialtek
w ztozonych mieszaninach biologicznych bardziej warto§ciowa metoda jest western blotting
[Rabilloud 2010]. Z powyzszych powodow do oceny ilosciowej wykorzystano wyniki western

blottingu, a wzrokowo oceniano rozmieszczenie reakcji immunohistochemicznej (co
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odzwierciedlalo zroznicowanie dystrybucji FTL 1 FTH w obrebie tkanek). W nerkach
intensywny sygnal FTL uzyskano w kanalikach kretych blizszych 1 dalszych, z przewaga tych
pierwszych. Umiarkowany sygnal odnotowano w klebuszkach (nie u wszystkich osobnikdw),
torebkach Bowmana i w rdzeniu narzadu. Ocena wizualna sugerowala silniejszy sygnat dla FTL
w grupach KON oraz MI. Reakcja immunohistochemiczna na FTH widoczna byla w nerce
najsilniej w ktebuszkach nerkowych, torebkach Bowmana i srodbtonkach naczyn krwiono$nych.
Silniejszy sygnal byt dzigki temu po stronie kory nerki. Kanaliki krete blizsze i1 dalsze takze
dawatly pozytywne zabarwienie, mniej sygnalu FTL bylo jednak w kanalikach kretych dalszych.

Analiza statystyczna ilosci Fe*, FTL i FTH w homogenatach z watroby wykazata ze ilo§¢ Fe3*
oraz FTH byly istotnie wyzsze dla wszystkich grup MI wzgledem grupy kontrolnej. Najwigksza
réznica (o$miokrotny wzrost) dotyczyla grupy MI+L2. W tej grupie stwierdzono rowniez istotnie
silniejszy sygnat FTL. Barwienie tkanki watroby biekitem pruskim potwierdzito istotnie wyzsze
poziomy zelaza dla wszystkich grup MI wzgledem grupy kontrolnej. Roznica dotyczyta zar6wno
ztogow, jak 1 barwnika zdyfundowanego w cytoplazmie. Akhtar i wsp. w badaniu
przeprowadzonym na szczurach wykazuja, ze takrolimus (podawany $§winiom z obu grup
leczonych komorkami macierzystymi) moze sprzyjaé przetadowaniu hepatocytow zelazem
[Akhtar 2020]. Ma to si¢ wiagza¢ ze zmiang ekspresji kluczowych biatek metabolizmu zelaza.
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugeruja, ze takrolimus nie wywarl istotnej réznicy w tym
aspekcie. Podobny wysoki poziom zelaza obserwowano w grupie MI, ktora nie otrzymywata
tego leku. Wydaje si¢ zatem, ze juz pojedynczy incydent ostrego niedokrwienia serca powoduje
dhugotrwate zwiekszenie magazynowania zelaza (Fe®") w ferrytynie. T3 hipoteze potwierdza
fakt, ze w barwieniu blekitem pruskim silniejsze sygnaty wykryto w formie barwnika
zdyfundowanego, cho¢ ilo$¢ zlogdéw zelaza réwniez si¢ zwigkszyla. Brak bylo sygnatu FTL
z tkanki tacznej okolozrazikowej oraz nie obserwowano roéznic mi¢dzy poszczeg6lnymi strefami
zrazikéw. Dla FTH w watrobie sygnat byt bardzo niewielki. Pozytywne zabarwienie dawaty tutaj
takze $rodbtonki naczyn krwionosnych. W ocenie wizualnej silniejszym sygnatem wyrdzniata

si¢ grupa MI.

Pomiary dotyczace $ledziony pokazuja znikome zrdéznicowanie migedzy grupami w zakresie
ilosci Fe*, FTL i FTH w homogenacie tkankowym. Iloé¢ FTH w §ledzionie jest catkowicie

niezmienna, natomiast ilo§¢ FTL widocznie wzrasta. W grupie MI+L1 $rednio trzykrotnie
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w stosunku do kontroli, jednak duzy rozrzut danych spowodowat, ze nawet tak duza r6znica nie
byla istotna statystycznie. Podobne wyniki uzyskano po wykonaniu analizy ilosci zelaza.
Sposrod tych trzech oznaczen jedyna istotna statystycznie rdznica zostata potwierdzona dla
Fe3*pomiedzy grupa KON a grupa MI+L1. Analiza preparatow barwionych biekitem pruskim
wykazuje jednak istotnie wyzsze poziomy zelaza w tkankach pochodzacych od wszystkich grup
zawalowych. Co ciekawe wzrost w grupach leczonych: MI+L1 oraz MI+L2 byt istotnie
statystycznie silniejszy niz sygnat w grupie MI. Ten wzrost ilosci zelaza nie ma odbicia
W wyzszym poziomie FT u tych grup. To moze sugerowac, ze wzrasta ilo$¢ atomoéw zelaza w juz
istniejagcych nanoklatkach FT oraz ze w $ledzionie gtowng formg magazynowania zelaza jest
hemosyderyna. Ta ostatnig hipoteze potwierdza fakt silniejszego sygnatu w postaci zlogdw, niz
barwnika zdyfundowanego. Wydaje si¢ ze zastosowany rodzaj terapii sprzyja zwickszonemu
magazynowaniu zelaza w $ledzionie. Ze wzgledu na anatomiczne i czynno$ciowe zrdznicowanie
Sledziony na miazge bialg 1 czerwong przeanalizowano odrgbnie sygnal immunohistochemiczny
w obu czesci $ledziony. Wigksza sita sygnalu FT (FTL silniejszy niz FTH), stwierdzono glownie
W miazdze czerwonej, co wynika z gtdéwnej aktywnosci tej czeSci w obrocie zelaza.
U wigkszosci osobnikow sygnaty daty sie takze znalez¢ w miazdze bialej. W miazdze czerwone;j
sygnat FTL byt silniejszy w grupach KON oraz MI niz w grupach leczonych komorkami

macierzystymi.

5.4. Hepcydyna w tkankach

Hepcydyna zostala uznana za gléwne biatko regulujace metabolizm zelaza. Wystepuje
w trzech gléwnych izoformach: hepcydyna-25, -22 i -20, z ktérych hepcydyna-25 jest uwazany
za glowny fizjologiczny czynnik w homeostazie zelaza [Addo 2016]. Hepcydyna jest
produkowana przez hepatocyty gldwnie w odpowiedzi na szlaki zalezne od Zelaza (wielko$¢
zasobow zelaza). Innym waznym regulatorem ekspresji hepcydyny sa sygnaty zapalne. Dziataja
one poprzez cytokiny, takie jak na przyktad interleukina-6 (IL-6), ktora aktywuje receptor I1L-6
(IL-6R). Efektem jego pobudzenia jest pobudzenie szlaku kinazy janusowej i aktywatora
transkrypcji JAK2/STAT3. STAT 3 wigze si¢ z promotorem genu HAMP powodujac
zwickszong ekspresj¢ hepcydyny [Wrighting 2006]. Poza pozytywnymi regulatorami hepcydyny

istnieje takze szereg negatywnych regulatorow ktore obnizaja jej ekspresje. W oznaczeniu
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hepcydyny-25 w tkance watroby metodg western blotting, ktore bylo elementem niniejszej pracy
sygnaty badanego biatka byty nizsze dla grup leczonych, z rdznicg istotng statystycznie miedzy
grupa KON a grupg MI+L1. Roznica miedzy grupa KON a grupg MI+L2 byta bliska osiggnigcia
roznicy statystycznie istotnej (p=0,0638). Wydaje si¢ wiec, ze zastosowana terapia komorkowa
istotnie (niemal dziesigciokrotnie) zmniejsza ekspresje hepcydyny w watrobie wzgledem grupy
KON. W niewydolnosci serca dysregulacje hepcydyny moga mie¢ dwojakg postac. Z jednej
strony, w przypadku ostrego niedokrwienia migé$nia sercowego poziom hepcydyny watrobowej
moze byé zwickszony. Zrédtem tej sytuacji sa aktywowane makrofagi i proces zapalny.
W dalszych stadiach choroby i w postepujacej niewydolnosci serca poziom hepcydyny moze
spadac. Jest to odpowiedZ na niedokrwisto$¢ oraz spadek ilosci biologicznie dostepnego zelaza
w hepatocytach [Kasztura 2022]. Sytuacja taka wywiera takze bezposredni wptyw na gospodarke
zelazem w sercu — spada ekspresja ferroportyny, kardiomiocyty starajg si¢ w ten sposob
utrzyma¢ swoje zapasy zelaza [Vela 2018]. Istotng role petni takze hepcydyna lokalna,
znajdujaca si¢ w narzadzie. Wykazano, ze wzrost ekspresji hepcydyny w stanie po ostrym
niedokrwieniu mig¢énia sercowego moze mie¢ negatywny wptyw na regeneracje tkanki narzadu
a implantacja komorek szpikowych od myszy pozbawionych hepcydyny (Hamp ™) lub od myszy
ze specyficzng delecja hepcydyny w komérkach mieloidalnych (LysMCR¥*/Hamp™") wigzato sie
z poprawieniem funkcji serca [Zlatanova 2019]. Kolejnym szlakiem regulacji hepcydyny, ktéry
mogt zosta¢ zmieniony w badanym modelu byta hipoksja. Podobnie jak w przypadku ekspresji
hepcydyny, parametry funkcji serca — frakcja skracania oraz frakcja wyrzutowa byty istotnie
nizsze w pomiarze w 28 dniu doswiadczenia dla grup badanych w poréwnaniu z grupa
kontrolna, co moze sugerowaé wptyw hipoperfuzji na status hepcydyny. Zaréwno w warunkach
fizjologicznych, jak i patologicznych hipoksja jest sygnatem mobilizujgcym dla erytropoezy,
daje zatem zielone $wiatto dla absorbcji zelaza 1 jego dalszego przetworzenia w szpiku kostnym.
Dzieje si¢ to miedzy innymi poprzez wyciszanie aktywnosci hepcydyny. Ze wzgledu na
wczesniejsze doswiadczenia dotyczace problemdéw z oznaczeniem poziomu biatka hepcydyny
W surowicy krwi §win nie zdecydowano si¢ na takie pomiary. Innym zagadnieniem, ktore nalezy
poruszy¢ w przypadku statusu hepcydyny w niniejszym modelu jest terapia immunosupresyjna,
ktora towarzyszyta eksperymentalnym terapiom komorkowym. Stosowano doustnie takrolimus
w dawce 0,1 mg/kg m.c. dwa razy dziennie. Istnieja doniesienia 1aczace terapie

immunosupresyjne z wystepowaniem anemii [Sanchez Fructuoso 2007]. W przypadku
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takrolimusu zwigzek ten moze wptywaé na gospodarke zelazem bezposrednio, ale takze
posrednio poprzez erytrocyty [Delijewski 2023]. Zasugerowano takze, ze wplyw takrolimusu na
status zelaza w organizmie ma $cisly zwigzek z szeregiem zjawisk zachodzacych w watrobie.
Wykryto, ze u szczurdw, ktorym podano doustnie takrolimus w dawce 12 mg/kg m.c. dochodzi
do wzrostu ekspresji hepcydyny w 6 i 12 godzinie po podaniu, podobnie wzrasta ekspresja
transferyny 1 receptora transferyny, a takze lancucha lekkiego 1 cigzkiego ferrytyny. U tych
szczurOw obserwowano takze akumulacje zlogéw zelaza w watrobie — w hepatocytach,
przestrzeniach zatokowych oraz obszarach wrotnych [Akhtar 2020]. Wyniki pomiaru hepcydyny
w watrobie w niniejszym modelu sg wobec tego niezgodne z badaniami przeprowadzonymi
u szczurow. Zgodne wyniki obserwowano jednak w oznaczeniach zelaza oraz tancucha lekkiego
i cigzkiego ferrytyny w homogenatach tkanki watroby oraz preparatach histologicznych
barwionych bigkitem pruskim — ekspresja ferrytyny byla wyzsza w grupach, ktére dostawaty
takrolimus 1 terapie komorkowe, podobnie jak ilo$¢ zelaza. Trudno jednak o pewno$¢, ze to
wiasnie takrolimus byt przyczyna takiego stanu rzeczy poniewaz jego dawka byla istotnie
mniejsza niz we wspomnianym badaniu z udziatem szczuréw. Znacznie roznit si¢ takze czas
pozyskania danych — u szczuréw obserwowano reakcje w przebiegu ostrym — kilka punktéw
czasowych do 48h po pojedynczym podaniu substancji, w niniejszym modelu natomiast
pomiarow dokonywano po dlugim okresie obserwacji. Najwigcej zmian w badaniu wptywu
takrolimusu na status zelaza u szczurow miato miejsce w 6 1 12 godzinie po podaniu leku
a wigkszos¢ z badanych parametrow nie roznila si¢ istotnie statystycznie wzgledem kontroli po
24 godzinach badania. Podobne wyniki in vivo otrzymano w do$wiadczeniu z udzialem myszy,
obserwowano wzrost ekspresji hepcydyny po podskdérnym podaniu takrolimusu w dawce
10 mg/kg m.c. w szbstej godzinie badania [Colucci 2017]. W godzinie osiemnastej ekspresja
hepcydyny nie roznita si¢ istotnie od grupy kontrolnej. Takze w wypadku tego badania wnioski
skupiaja si¢ na szybkiej reakcji po pojedynczym podaniu wysokiej dawki takrolimusu i nie
badajg odlegtych skutkow chronicznego podawania mniejszych dawek. W naszym modelu
stosowane bylo identyczne leczenie, jak stosowane jest u ludzi, dlatego $winie leczone
otrzymywaty aspiryne Terapia przeciwpltytkowa moze mie¢ wptyw na status Zelaza, poniewaz
kilka wcze$niejszych badan wskazuje na wplyw aspiryny na szlaki zwigzane z gospodarka
zelazowa, w tym na hepcydyne [Xu 2015, Li 2016]. Badania te zostaty jednak przeprowadzone
na liniach komorkowych mikrogleju BV-2 utrzymywanych w warunkach procesu zapalnego
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poprzez inkubacje¢ z lipopolisacharydem (LPS), co ogranicza mozliwos$¢ bezposredniego taczenia
zaobserwowanych mechanizmow z modelem ostrego niedokrwienia mig¢snia sercowego u Swini.
Niemniej jednak w badaniach tych potwierdzono, Ze aspiryna obniza poziom hepcydyny
w komorkach mikrogleju poprzez hamowanie szklaku IL6-JAK2-STAT3. Cze$¢ tych
watpliwosci rozprasza analiza wyniku uzyskanego w grupie MI bez leczenia komorkowego
I immunosupresyjnego. Nie jest on istotnie rézny od grupy kontrolnej, jednak pomiary w tej
grupie byly mniej homogenne niz w pozostatych grupach. Oznacza to, ze w grupie MI
znajdowaty si¢ takze osobniki o nizszych wartosciach wzglednego sygnalu hepcydyny,
podobnych do tych z grup z terapig komorkowa i immunosupresyjng. Wskazuje to na fakt, ze
sam incydent ostrego niedokrwienia mig$nia sercowego, moze spowodowac spadek hepcydyny

a zastosowana terapia moze ten wplyw nasilac.

5.5. Whnioski

1. Ostry incydent niedokrwiennia serca (MI) nie powoduje dlugotrwatych zaburzen
W systemowym statusie zelaza (w stezeniu Fe*3, calkowitej zdolnoéci wiazania zelaza
oraz nasycenia ferrytyny w surowicy). Oznacza to, ze MI nie towarzysza
ogolnoustrojowe zaburzenia gospodarki zelazem, ktore moglyby wykry¢ klinicznie lub
stosujac  badania laboratoryjne ukierunkowane na ocen¢ homeostazy zZelaza
W organizmie.

2. MI powoduje dlugotrwaly wzrost zasoboéw zelaza w watrobie 1 $ledzionie, wzrost
stezenia podjednostek lekkich ferrytyny FTL w watrobie oraz wzrost stezenia
podjednostek ciezkich ferrytyny (FTH) w korze nerki i watrobie. Oznacza to, Zze mimo
braku ogolnoustrojowych zaburzen zelaza, w nerce, watrobie i $ledzionie mozna
zaobserwowac roznice dotyczace gospodarki zelazem, ktore towarzysza MI 1 przybieraja
form¢ magazynowania wigkszej ilosci zelaza oraz wigkszej ekspresji tancucha lekkiego
czy cigzkiego ferrytyny.

3. Terapia MI przy uzyciu komodrek macierzystych podawanych intramiokardialnie,
Z towarzyszacg terapig takrolimusem i aspiryng powoduje spadek ekspresji hepcydyny

W watrobie.
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4. Konieczne sg dalsze, bardziej ztozone badania, ktorych celem bedzie ocena znaczenia
klinicznego zmian w gospodarce zelazowej towarzyszacych ostremu niedokrwieniu
migénia sercowego oraz weryfikacja, czy badania w modelu zwierzecym znajda

przetozenie na medycyne¢ cztowieka.
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