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Wykaz skrotow

ACS (acute coronary syndromes)- ostre zespoty wiericowe

ADHF (acutely decompensated heart failure)- ostra dekompensacja niewydolnosci serca
ADP (adenosine diphosphate)- adenozynodifosforan

AF (atrial fibrillation)- migotanie przedsionkéw

AHF (acute heart failure)- ostra niewydolnos¢ serca

ALT (alanine transaminase)- aminotransferaza alaninowa

AMI (acute myocardial infarction)- ostry zawat miesnia sercowego
ANP (atrial natriuretic peptide)- przedsionkowy peptyd natriuretyczny
APC (activated protein C)- aktywowane biatko C

ASA (acetylsalicylic acid)- kwas acetylosalicylowy

AST (aspartate transaminase)- aminotransferaza asparaginianowa
AUC (area under the curve)- pole powierzchni pod krzywa

AT (antithrombin)- antytrombina

ATP (adenosine triphosphate)- adenozynotrifosforan

ATPazy (adenosine triphosphatase)- trifosfataza adenozyny

BNP (B-type natriuretic peptide)- peptyd natriuretyczny typu B

Ca** (calcium ion)- jon wapnia

CaCl2 (calcium chloride)- chlorek wapnia

CAD (coronary artery disease)- choroba niedokrwienna serca

cAMP (cyclic adenosine monophosphate)- cykliczny adenozynomonofosforan

cGMP (cyclic guanosine monophosphate)- cykliczny guanozynomonofosforan



CHF (chronic heart failure)- przewlekta niewydolnos$¢ serca
CLEC-2 (C2-type lectin-like receptor)- receptor lektynopodobny typu C-2
CI" (chloride ion)- jon chlorkowy

CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay)- test immunochemiczny z uzyciem

mikroczgstek i znacznika chemiluminescencyjnego

CNP (C-type natriuretic peptide)- peptyd natriuretyczny typu C

CRD (carbohydrate-recognition domain)- domena rozpoznawania weglowodanéw
CRP (C-reactive protein)- biatko C-reaktywne

CS (cardiogenic shock)- wstrzas kardiogenny

CTI (corn trypsin inhibitor)- inhibitor trypsyny kukurydzianej

cTnC (cardiac troponin C)- sercowa troponina C

cTnl (cardiac troponin |)- sercowa troponina |

cTnT (cardiac troponin T)- sercowa troponina T

DNP (dendroaspis natriuretic peptide)- peptyd natriuretyczny Dendroaspis
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)- kwas wersenowy

eGFR (estimated glomerular filtration rate)- szacunkowa wielkos$¢ przesgczania

ktebuszkowego

EKG (electrocardiography)- elektrokardiogram

ESC (European Society of Cardiology)- Europejskie Towarzystwo Kardiologiczne
FDP (fibrin degradation product)- produkty degradacji fibrynogenu

GDP (guanosine diphosphate)- guanozynodifosforan

GTP (guanosine triphosphate)- guanozynotrifosforan

HF (heart failure)- niewydolnos¢ serca



HFmrEF (heart failure with mildly reduced ejection fraction)- niewydolnos¢é serca z tagodnie

obnizong frakcjg wyrzutowg lewej komory

HFpEF (heart failure with preserved ejection fraction)- niewydolnos$¢ serca z zachowang

frakcjg wyrzutowa lewej komory

HFrEF (heart failure with reduced ejection fraction)- niewydolno$¢ serca z obnizong frakcjg

wyrzutowa lewej komory
HGB (hemoglobin)- hemoglobina

hs-cTn (high-sensitivity cardiac troponin) - sercowa troponina oznaczana metodg o wysokiej

czutosci

ICAM-2 (intercellular adhesion molecule 2)- czasteczka adhezji miedzykomdrkowej 2
IgSF (immunoglobulin superfamily)- receptory immunoglobulinowe

IL-1 (interleukin-1)- interleukina-1

IL-2 (interleukin-2)- interleukina-2

IL-6 (interleukin-6)- interleukina-6

ISE (ion-selective electrode)- elektrody jonoselektywne

JAM (junctional adhesion molecules)- tgcznikowe czgsteczki adhezyjne

K* (potassium ion)- jon potasu

Katp (ATP-dependent potassium channels)- kanaty potasowe ATP zalezne

Kca (calcium-activated potassium channels)- kanaty potasowe aktywowane jonami wapnia
Kv (voltage-gated potassium channels)- kanaty potasowe bramkowane potencjatem
LPR (leucine-rich repeat)- powtdérzenia bogate w leucyne

LV (left ventricular)- lewa komora

LVEF ( left ventricular ejection fraction)- frakcja wyrzutowa lewej komory



MDA (malondialdehyde)- aldehyd malonowy
Mg”* (magnesium ion) - jon magnezu

mitoKarp (mitochondrial ATP-dependent potassium channels)- mitochondrialne kanaty

potasowe ATP zalezne

MRNA (messenger ribonucleic acid)- matrycowy kwas rybonukleinowy
Na‘*(sodium ion)- jon sodowy

NaCl (sodium chloride)- chlorek sodu

NPR (natriuretic peptide receptor)- receptor btonowy peptyddw natriuretycznych

NT-proBNP (N-terminal proB-type natriuretic peptide)- N-koncowy fragment propeptydu

natriuretycznego typu B

NYHA (New York Heart Association)- Nowojorskie Towarzystwo Kardiologiczne
OM- omecamtiv mecarbil

PAF (platelet activating factor)- czynnik aktywujgcy ptytki krwi

PAI-1 (plasma activator inhibitor-1) inhibitor aktywatora plazminogenu-1
PAI-2 (plasma activator inhibitor-2 )- inhibitor aktywatora plazminogenu-2
PAR (protease-activated receptors)- receptory aktywowane proteaza

PDE (phosphodiesterase)- fosfodiesteraza

PDEI (phosphodiesterase inhibitor)- inhibitor fosfodiesterazy

PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1)- czasteczka adhezyjna komodrek

srodbtonka i ptytek krwi
PGE1 (prostaglandin E1)- prostaglandyna E1
RBC (red blood cells)- erytrocyty

RHF (right heart failure)- niewydolno$¢ prawej komory serca
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RLU (relative light unit)- wzgledna jednostka Swiatta
RTG (radiography)- badanie radiologiczne

RV (right ventricle)- prawa komora

SBP (systolic blood pressure)- cisnienie skurczowe

SERCA2a (Ca** ATPase of sarcoplasmic reticulum)- Ca** ATPaza retikulum

sarkoplazmatycznego

SLS (sodium lauryl sulfate)- laurylosiarczan sodu

SMN (survival motor neuron)- kompleks biatkowy przetrwania neurondéw ruchowych

SR (sarcoplasmic reticulum)- retikulum sarkoplazmatycznego

TAFI (thrombin activatable fibrinolysis inhibitor)- aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy
TF (tissue factor)- czynnik tkankowy

TFPI (tissue factor pathway inhibitor)- inhibitor szlaku czynnika tkankowego

TGF-B (transforming growth factor 8)- transformujgcy czynnik wzrostu 8

TNF- a (tumor necrosis factor a)- czynnik martwicy nowotworéw a

t-PA (tissue plasminogen activator)- tkankowy aktywator plazminogenu

TRAP-6 (thrombin receptor activator for peptide 6)- peptyd aktywujacy receptor

trombinowy-6

TREMs (triggering receptors on myeloid cells)- receptory wyzwalajgce na komorkach

mieloidalnych
TRL (toll-like receptors)- receptory toll-podobne

T-TAS (Total Thrombus formation Analysis System)- system catosciowej analizy formowania

skrzepu

u-PA (urokinase-plasminogen activator)- aktywator plazminogenu typu urokinazy

11



URO (urodilantin)- urodylatyna

vWF (von Willebrand factor)-czynnik von Willebranda

WBC (white blood cells)- leukocyty

a2-AP (a2-antiplasmin)- a2-antyplazmine

5-HT2A (5-hydroxytryptamine type-2A receptor)- receptor 5-hydroksytryptaminowy typu 2A

5-HT3A (5-hydroxytryptamine type-3A receptor)-receptor 5-hydroksytryptaminowy typu 3A
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1.Wstep

1.1 Lewosimendan

1.1.1 Struktura

Simendan (C14H12NgO)-  ((4-(1,4,5,6-tetrahydro-4-metylo-6-okso-3-pyridazinyl)
fenyl)hydrazono)propanodinitrilu to pochodna hydrazonu oraz pirydazyny posiadajaca
chiralny atom wegla w pierscieniu pirydazyny, w zwigzku z czym posiada dwa stereoizomery:
(-) enancjomer lewosimendan i (+) enancjomer dextrosimendan. Strukture chemiczna
simendanu i jego enencjomeréw przedstawia Rycina 1. Oba enancjomery simendanu
stereoselektywnie oddziatywujg z sercowg troponing C (cTnC) uwrazliwiajagc komorki
mieéniowe na jony wapnia (Ca’*). Jednak lewosimendan wykazuje znacznie wieksze
powinowactwo do domeny N-koncowej cTnC, przez co efekty dziatania widoczne sg przy
znacznie mniejszym stezeniu w poréwnaniu z dextrosimendanem co znalazto zastosowanie

kliniczne [1][2].

0
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Ryc. 1. Struktura chemiczna: A. Simendanu; B. Lewosimendanu; C. Dextrosimendanu.

Lewosimendan to z6tty krystaliczny proszek o masie czasteczkowej 280,3. Jest stabym
kwasem organicznym i umiarkowanie lipofilowym zwigzkiem (pK= 6,3). Sktadowa
hydrazonopropanodinitrylowa wigze sie z cTnC i jest odpowiedzialna za dziatanie

uwrazliwiajace miofilamentéw na Ca®* [3].

1.1.2 Mechanizmy dziatania

Tabela 1 przedstawia charakterystyke gtéwnych mechanizmdéw dziatania
lewosimendanu. Do  najistotniejszych  mechanizméw  dziatania lewosimendanu
wykorzystywanych w praktyce klinicznej zaliczamy dziatanie inotropowo dodatnie, dziatanie

wazodylatacyjne oraz kardioprotekcyjne.

Tabela 1. Gtéwne mechanizmy dziatania lewosimendanu (wg [4]).

Mechanizm Inotropowo dodatni | Rozszerzenie naczyn | Kardioprotekcja
Miejsce uchwytu Kardiomiocyty Komoérki miesni Kardiomiocyty
(komaérka) gtadkich naczyn
krwionosnych
Struktura Miofilamenty Sarkolemma Mitochondria
komérkowa
Molekularne miejsce | Troponina C Kanaty potasowe Kanaty potasowe
uchwytu nasycona ca* ATP zalezne ATP zalezne
Mechanizm Uwrazliwianie na Hiperpolaryzacja Ochrona
molekularny ca* mitochondriow w
niedokrwieniu-
reperfuzji

ATP- adenozynotrifosforan; Ca**- jony wapnia;
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Dziatanie inotropowo dodatnie

Do skurczu mies$nia sercowego dochodzi w konsekwencji oddziatywania pomiedzy
filamentami aktynowymi i miozynowymi, ktére sg zorganizowane w wysoce spolaryzowane
jednostki skurczowe znane jako sarkomery. Gtdwnym biatkiem filamentu cienkiego
(aktynowego) jest aktyna. Globularne monomery G-aktyny polimeryzuja do formy
filamentowej F-aktyny tworzac helikalny polimer sktadajacy sie w dwie wolno skrecajgce
prawoskretne nici. Kolejng kluczowg komponentg filamentu cienkiego jest tropomiozyna.
Jest to biatko uktadajgce sie na obu stronach spiralnie skreconego taricucha F-aktyny. Jedna
czasteczka tropomiozyny obejmuje siedem podjednostek aktyny. Sgsiadujace czgsteczki
tworzg liniowy polimer tropomiozyny obejmujgc caty filament aktynowy. Jedna czasteczka
tropomiozyny oddziatuje z jednym kompleksem troponiny. Troponina sercowa stanowi

kompleks trzech biatek wchodzacy w sktad filamentu cienkiego i obejmuje:

% sercowa troponine C (cTnC)- ktéra bezposrednio wiaze jony Ca**
% sercowaq troponine T (cTnT)- biatko wigzgce kompleks troponiny z tropomiozyna
% sercowq troponine | (cTnl)- podjednostke hamujgca skurcz poprzez interakcje z F-

aktyng [5].

cTnC jest podzielona na dwie domeny. Domena C- koficowa petnigca funkcje strukturalne
oraz domena N-koncowa petnigca funkcje regulacyjne. Kazda z domen zawiera dwa
potencjalnie wigzace Ca®* motywy ,EF-hand” ztozone z helisy-petli-helisy. Domena C-
korncowa odpowiedzialna jest za utrzymywanie ¢TnC na cienkim filamencie poprzez sciste
powigzanie z obszarem , kotwiczenia” cTnl. C-koicowa domena cTnC jest zwigzana z dwoma

dwuwartosciowymi jonami magnezu (I\/Ig2+) lub Ca®* w catym cyklu skurczu-rozkurcz miesni.

Wiazanie Ca’* z regulacyjng domeng N-koricowg cTnC jest kluczowym etapem, ktéry tgczy
cytoplazmatyczny naptyw wapnia ze skurczem miesni. Wigzanie Ca®* umozliwia domenie N-
koricowej cTnC oddziatywanie z odpowiednim regionem cTnl (tzw. regionem ,,przetgcznika”).
Potgczenie nasyconej Ca®* ¢TnCz cTnl prowadzi do oddzielenia regionu hamujgcego cTnl od
miejsca wigzania na aktynie. Potgcznie regionu hamujgcego cTnl z aktyng zapobiega
interakcji aktyna-miozyna i uniemozliwia skurcz miesni przy braku Ca?, Gdy cTnl oddzieli sie
od aktyny, tropomiozyna zmienia swojg orientacje, aby odstoni¢ powierzchnie wigzania

miozyny z aktyng [5][6].
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Lewosimendan wigze sie z domeng regulatorowg cTnC nasycong Ca”" w sposob zalezny od
Ca®, w hydrofobowym regionie domeny N-koricowej w poblizu regionu tgcznika D/E.
Wskutek tego dziatania elastyczny region tgcznika staje sie stabilniejszy i dochodzi do
ograniczenia stopni swobody domeny N-koncowej. Pierscien pirydazynonowy i hydrazon
malodinitrylu lewosimendanu tworzg wigzania wodorowe z polarnymi lub obdarzonymi
tadunkiem aminokwasami w hydrofobowej kieszeni nasyconej ca® N-koricowej domeny
cTnC. Stabilizujgc konformacje kompleksu wapn-cTnC poprzez sie¢ oddziatywan
hydrofobowych i elektrostatycznych, lewosimendan hamuje dziatanie cTnl. Mechanizm ten
prowadzi do przyspieszenia tempa tworzenia mostkdw krzyzowych aktyna-miozyna i
spowolnienia tempa dysocjacji. Wigzanie jest znacznie stabsze w czasie rozkurczu, gdy
wewnatrzkomdrkowy poziom wapnia jest niski. Ten mechanizm dziatania skutkuje
wzmocnieniem kurczliwosci miesnia sercowego bez uposledzenie relaksacji komor,
zwiekszania zapotrzebowania na tlen, wewngtrzkomérkowego stezenia cyklicznego
adenozyno-3',5-monofosforanu  (cAMP, cyclic adenosine  monophosphate) oraz

wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?* w klinicznie istotnych dawkach [7].

Wptyw na naczynia krwionosne

Kolejny mechanizm dziatania lewosimendanu obejmuje rozszerzanie tetniczych jak i
zylnych naczyn krwionosnych. Dostepne badania sugerujg zaangazowanie kilku szlakow w
mechanizm wazodylatacyjnego dziatania lewosimendanu [8]. Kluczowy mechanizm obejmuje
otwarcie kanatéw potasowych miesni gtadkich budujgcych sciany naczyn krwionosnych. Przy
czym otwarcie kanatéw potasowych ATP zaleznych (Kap) dotyczy matych naczyi oporowych,
natomiast otwarcie kanatéw potasowych aktywowanych Ca?* (Kc.) oraz bramkowanych

potencjatem (Ky) stymuluje relaksacje duzych naczyn [2][8].

Otwarcie kanatéw potasowych powoduje hiperpolaryzacje btony komérkowej czego efektem
jest zahamowanie naptywu Ca®* oraz aktywacja wymiennika Na'™—Ca** i w konsekwencji
spadek wewngatrzkomérkowego stezenia Ca’* i rozluznienie naczyn krwionosnych. Badania z
wykorzystaniem specyficznych inhibitorow kanatow potasowych takich jak: Kape-
glibenklamid, Kc,- iberiotoksyna oraz Ky- 4.aminopirydyna potwierdzajg istotng role
otwierania kanatéw potasowych w mechanizmie wazodylatacji naczyn krwionosnych

[2][9][10]. Schemat tego mechanizmu przedstawia Rycina 2.
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Innym potencjalnym mechanizmem zwigzanym z rozszerzeniem naczyn krwionosnych
wywotanym przez lewosimendan jest zmniejszenie wrazliwosci biatek kurczliwych
(kalmoduliny) na Ca®* w miesniach gtadkich naczyn. Zmniejszenie sity skurczu miofilamentéw
naczyniowych wystepuje bez proporcjonalnego zmniejszenia wewnatrzkomoérkowego

stezenia Ca’* [8][11].

Warto réwniez wspomnie¢ o potencjalnym mechanizmie zwigzanym z hamowaniem
fosfodiesterazy (PDE, phosphodiesterase). Prowadzi to do wzrostu stezenia cCAMP wewnatrz
komérek miesni gtadkich budujgcych $ciany naczyn krwionosnych. Jednak efekt ten

obserwowany jest przy wysokich dawkach lewosimendanu [12].

Duze naczynia krwionoséne

Ca*

Komoérki miesni
gladkich

Ca™*
e—
Hiperpolaryzacja—

@ Lewosimendan

0 R

2 g

Relaksacja

g

Male naczynia krwionosne

Ryc. 2. Lewosimendan- mechanizm rozszerzajgcy naczynia krwionosne (wg [13]).

Efekt kardioprotekcyjny

Trzecim kluczowym mechanizmem dziatania lewosimendanu jest otwarcie
mitochondrialnych kanatéw potasowych wrazliwych na ATP (mitoKame), ktéry wywiera
dziatanie ochronne na serce przed uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym. Zwiekszony

naptyw jondw potasu zwigzany z otwarciem kanatdw mitoKarp jest wystarczajgcy do
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ochrony/zachowania funkcji mitochondriow. Prawdopodobnie poprzez normalizacje
objetosci macierzy i przestrzeni miedzybtonowej w sytuacjach stresu, takich jak
niedokrwienie i/lub reperfuzja [14].

Dziatanie krétkoterminowe zwigzane z otwarciem mitoKazp:

e Efekt antyogtuszeniowy
e Przystosowywanie komoérek miesnia sercowego do krétkotrwatych epizodéw

niedotleniania- tzw. ,preconditioning”
Dziatanie dtugoterminowe zwigzane z otwarciem mitoKarp:

e Dziatanie przeciwzapalne
e Dziatanie antyapoptotyczne

e Dziatanie antyoksydacyjne

1.1.3 Farmakokinetyka

Lewosimendan jest stosowany w postaci roztworu do infuzji dozylne]. Biodostepnos¢
doustnego lewosimendanu wynosi 8536% u zdrowych ochotnikéw, natomiast u pacjentow
ze zdekompensowang niewydolnoscia serca (HF, heart failure) 84+4%. Parametry
farmakokinetyczne lewosimendanu podawanego dozylnie sg poréwnywalne u zdrowych

ochotnikéw i pacjentdw z niewydolnoscig serca [7].

Gtéwnym szlakiem metabolicznym lewosimendanu jest sprzeganie z glutationem. Sprzezone
metabolity sg farmakologicznie nieaktywne i s3 wydalane z moczem i katem. Okoto 5%
podawanego lewosimendanu jest redukowane w jelicie grubym przez bakterie do
metabolitu aminofenolopirydazynonu (OR-1855). Nastepnie dochodzi do ponownej absorpcji
OR-1855 do krazenia i dalszego metabolizowania przez acetylacje w watrobie. Enzymem
odpowiedzialnym za proces watrobowej acetylacji jest N-acetylotransferaza-2 tworzaca
aktywny N-acetylowany metabolit OR-1896. Szlak powstawania gtéwnych metabolitéow
lewosimendanu przedstawia Rycina 3. Krgzgce metabolity OR-1855 i OR-1896 tworzg sie
powoli, a ich maksymalne stezenia obserwuje sie $rednio 2 dni po zaprzestaniu 24-
godzinnego wlewu leku. Enzym odpowiedzialny za metabolizm OR-1855 do OR-1896 jest
roztozony polimorficznie w populacji. Badanie, w ktérym uczestnikdw poddano

genotypowaniu pod katem ich fenotypu acetylacji przed podaniem lewosimendanu
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wykazato, ze pacjenci tzw. ,,szybcy acetylatory” mieli wyzsze stezenia OR-1896, ale nizsze
stezenia OR-1855 w osoczu niz pacjenci z nizszg aktywnoscig enzymu odpowiedzialnego za

acetylacje. Stezenie lewosimendanu byto podobne w obu fenotypach [7][8][15].

NH Przytaczenie glutationu h»'l\\j\
G—5— N N—NH ~ 895% &N
Soen—w—¢ N o -l =N —_ M .
NG _ c HN—, u o Lewosimendan
h— P ", ff >:
HC)— W -
) HC H
Redukcja przez bakterie
jelitowe ~ 5%
—
(AN / 5,
wn— H»— =0 OR-1855
—
CHs

Acetylacja- watrobowa
N-acetvlotransferaza-2

-|C|J /N fl}l—NH
HaG—C—NH—(’ B ,—< >:0 OR-1896

CHs

Ryc. 3. Szlak metaboliczny powstawania gtéwnych metabolitéw lewosimendanu.

Lewosimendan ma czas eliminacji 1-1,5 godziny, a catkowity klirens wynosi okoto 200-360
ml/min [7].

Krgzgce metabolity OR-1855 i OR-1896 majg znacznie diuisze okresy péttrwania w fazie
eliminacji niz lek macierzysty. Metabolity powstajg powoli i s3 wykrywalne dopiero po 12
godzinach od rozpoczecia ciagtej infuzji. Chociaz stezenie lewosimendanu we krwi szybko
spada po przerwaniu wlewu, stezenia metabolitdw wecigz rosnie i osigga maksymalne
wartosci 48-72 godzin po rozpoczeciu 24-godzinnego wlewu. Poniewaz okres pottrwania w
fazie eliminacji u pacjentéw z zastoinowg niewydolnoscig serca wynosi 70-80 godzin, mozna
oszacowag, ze stezenie metabolitdw w stanie stacjonarnym moze zostac osiggniete w ciggu 2

tygodni [15].
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1.1.4 Badania kliniczne

Skuteczno$¢ oraz bezpieczernstwo lewosimendanu oceniano w randomizowanych,
podwadjnie zaslepionych, wieloosrodkowych badaniach klinicznych, w ktérych wzieto udziat
okoto 2800 pacjentéw z HF [16]. Do najwazniejszy badan klinicznych zalicza sie nastepujace

badania okres$lone akronimami:

=  Program REVIVE

SURVIVE

LIDO

RUSSLAN

W wieloos$rodkowym, randomizowanym, podwdjnie zaslepiong préba badaniu LIDO
(Levosimendan Infusion vs. DObutamine) poréwnywano wplyw lewosimendanu i
dobutaminy na wydajno$¢ hemodynamiczng i wyniki kliniczne u pacjentéw z HF [17].
Pierwszorzedowym punktem koncowym byt odsetek pacjentéw z poprawg hemodynamicznag
(definiowana jako wzrost o 30% lub wieksza pojemnos¢ minutowa serca i spadek o 25% lub
wiecej cisnienia zaklinowania w ptucnych naczyniach witosowatych). Do kryteriéw wytgczenia
z badania zaliczano: cisnienie skurczowe ponizej 90 mmHg oraz czesto$¢ czynnosci serca
przekraczajgcg 120 uderzen/min. W badaniu wzieto udziat 203 pacjentéw z ciezkg HF- 103
pacjentow otrzymywato lewosimendan (dawka nasycajgca 24 pg/kg przez 10 minut, a
nastepnie infuzja ciggta w dawce 0,1-0,2 pg/kg/min przez 24 godziny) oraz 100
otrzymujgcych dobutamine (5-10 pg/kg/min przez 24 godziny). Pierwszorzedowy
hemodynamiczny punkt koricowy osiggnieto u 29 (28%) pacjentéw z grupy lewosimendanu i
15 (15%) z grupy dobutaminy (p= 0,022). Po 180 dniach zmarto 27 (26%) pacjentow z grupy
lewosimendanu w poréwnaniu z 38 (38%) w grupie dobutaminy (p= 0,029). Uzyskane wyniki
wskazujg, ze podawanie lewosimendanu prowadzito do zaleznego od dawki zwiekszenia
pojemnosci minutowe] serca i objetosci wyrzutowej, a takze zaleznego od dawki spadku
ci$nienia zaklinowania ptucnych naczyn wtosowatych, sredniego cisnienia tetniczego oraz

catkowitego oporu obwodowego [16] [17].

W badaniu RUSSLAN (Randomised stUdy on Safety and effectivenesS of Levosimendan
in patients with left ventricular failure due to an Acute myocardial iNfarct) oceniano

bezpieczenstwa i skutecznosci lewosimendanu u pacjentéw z HF bedgcg komplikacjg ostrego
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zawatu [18]. W tym randomizowanym, kontrolowanym placebo badaniu z podwdjnie
zaslepiong probg podawano lewosimendan (0,1-0,4 ug/kg/min) lub placebo dozylnie przez 6
godzin 504 pacjentom. Pierwszorzedowym punktem koricowym byt odsetek pacjentéw, u
ktorych wystgpito niedocisnienie lub niedokrwienie o znaczeniu klinicznym. Grupe badang

podzielono w zaleznosci od dawki otrzymanego leku, co przedstawia Tabela 2.

Tabela 2. Profil badania.

Placebo | Lewosimendan | Lewosimendan | Lewosimendan | Lewosimendan
Dawka - 6 pg/kg 12 pg/kg 24 pg/kg 24 pg/kg
nasycajaca
Dawka - 0,1 ug/kg/min | 0,2 ug/kg/min | 0,2 ug/kg/min | 0,4 ug/kg/min
wtasciwa
Liczba 102 103 100 99 100
pacjentow

Czesto$¢ wystepowania niedokrwienia lub niedocisnienia byta podobna we wszystkich
leczonych grupach (p= 0,319). Gdy wszystkie cztery grupy lewosimendanu potgczono i
poréwnano z placebo, proporcje pacjentéw, u ktdérych wystgpito klinicznie istotne
niedocisnienie lub niedokrwienie w grupach placebo i lewosimendanu byty poréwnywalne
(odpowiednio 10,8% vs 13,4%; p=0,456). taczne ryzyko zgonu i nasilenia niewydolnosci serca
byto nizsze u pacjentdw leczonych lewosimendanem niz u pacjentéw otrzymujgcych placebo
zaréwno podczas 6-godzinnego okresu infuzji (odpowiednio 2,0% vs 5,9%; p=0,033), jak i po
24 godzinach od poczatku wlewu (odpowiednio 4,0% vs 8,8%; p=0,044). Smiertelno$¢ ogdlna
wsréd pacjentéw leczonych lewosimendanem byta znaczgco nizsza niz w grupie placebo
przez 14 dni po rozpoczeciu leczenia (odpowiednio 11,7% vs 19,6%; p=0,031). Te sama
zalezno$¢ zaobserwowano réwniez po 180 dniach (22,6% vs. 31,4%; p =0,053). Dane te
sugerujg, ze lewosimendan nie wywotywat niedocisnienia ani niedokrwienia i zmniejszat
ryzyko pogorszenia niewydolno$ci serca i zgonu u pacjentéw z niewydolnoscig lewej komory

wynikajaca z ostrego zawatu miesnia sercowego [18].

Kolejne randomizowane, z podwdjnie zaslepiong probg badanie- SURVIVE (SURVival
of Patients with acute heart failure in need of IntraVEnouslnotropic support) oceniato
skutecznos¢ i bezpieczenstwo dozylnego podawania lewosimendanu lub dobutaminy u 1327
pacjentéw wymagajgcych wsparcia inotropowego. Pacjenci byli hospitalizowani z powodu
ostrej zdekompensowanej niewydolnosci serca (ADHF, acutely decompensated heart failure)
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[19]. Do kryteriéw wiaczenia zaliczano frakcje wyrzutowg 30% lub mniej w ciggu ostatnich 12
miesiecy oraz konieczno$¢ podania lekéw inotropowych, co wynikato =z faktu
niewystarczajacej odpowiedzi na dozylne leki moczopedne lub leki rozszerzajace naczynia

oraz wystepowanie co najmniej jednego z objawdéw:

(1) dusznos$¢ w spoczynku lub wentylacja mechaniczna;

(2) skapomocz nie wynikajacy z hipowolemii;

(3) cisnienie zaklinowania ptucnych naczyn witosowatych 18 mmHg lub wyzsze oraz
wskaznik sercowy 2,2 I/min/m? lub mniej.

Wyniki pierwszorzedowego oraz drugorzedowego punktu koricowego przedstawia Tabela 3.

Tabela 3. Wyniki pierwszorzedowego oraz drugorzedowego punktu koricowego badania
SURVIVE.

Lewosimendan Dobutamina HR (95% Cl) p
(n =664) (n = 663)
Pierwszorzedowy punkt koricowy
Smiertelnoéé z 173 (26) 185 (28) 0.91 (0.74- 0,40
jakiejkolwiek 1.13)
przyczyny w
ciggu 180 dni
Drugorzedowy punkt koricowy
Smiertelnosé z 79 (12) 91 (14) 0.85 (0.63- 0,29
jakiejkolwiek 1.15)
przyczyny w
ciggu 31 dni
Srednia n=628) (n=611) 0,001
zmiana BNP po -631 -397

24 godzinach
od wartosci
wyjsciowej,
pg/ml

Smiertelnoéé z 157 (24) 171 (26) 0.90 (0.72- 0,33
przyczyn 1.12)
sercowo-
naczyniowa w
ciggu 180 d

BNP- peptyd natriuretyczny typu B

Badanie SURVIVE wykazato brak istotnej réznicy w przezyciu pomiedzy grupami pacjentow

leczonych lewosimendanem, a grupg pacjentdw leczonych dobutaming podczas
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dtugoterminowej obserwacji, pomimo dowoddéw na wczesne obnizenie stezenia BNP w

osoczu pacjentdéw otrzymujacych lewosimendan [19].

Badanie REVIVE (Randomized multicenter EValuation of Intravenous leVosimendan
Efficacy | and Il) sktadato sie z dwdch czesci [20]. REVIVE | to mniejsze (grupa badanag
stanowito 100 pacjentéw) pilotazowe badanie, ktérego celem byto sprawdzenie punktéw
koncowych badania. Z kolei wifasciwe badanie obejmowato grupe 600 pacjentéw.
Rekrutowano pacjentéw z ADHF, ktérych nastepnie randomizowano do grupy otrzymujacej
placebo + standardowg terapie lub dozylnie lewosimendan przez 24h + standardowe
leczenie. Wszyscy pacjenci mieli dysfunkcje lewej komory, potwierdzong przez frakcje
wyrzutowg ponizej 35% w ciggu ostatnich 12 miesiecy. Badanie rozpoczeto od dozylnego
podania dawki nasycajacej 12 pg/kg przez 10 minut (6 pg/kg, jesli pacjent otrzymywat
jednoczesnie dozylny Srodek rozszerzajgcy naczynia lub lek o dziataniu inotropowym
dodatnim), nastepnie kontynuowano wlew w dawce 0,1 pg/kg/min przez 24 godziny. Gdy
pacjent tolerowat leczenie po 50 min zwiekszano dawke do 0,2 pg/kg/min i utrzymywano
przez 23 godziny. W sytuacji braku tolerancji leczenia szybkos¢ wlewu redukowana w
granicach od 0,05 do 0,1 pg/kg/min lub przerywano wlew. Jako pierwszorzedowy punkt
kofncowy przyjeto ocene zmiany stanu klinicznego pacjentéw w ciggu pierwszy 5 dni po
randomizacji. Stan kliniczny kazdego pacjenta w ciggu badania charakteryzowano jako
»poprawiony”, ,niezmieniony” lub ,gorszy”. Drugorzedowe punkty koricowe w obu

badaniach REVIVE | i REVIVE Il obejmowaty:

1) zmiany stezenia BNP w osoczu po 24 godzinach;

2) zmiany w ogdlnej ocenie pacjenta po 6 godzinach;

3) zmiany w odczuwaniu dusznosci przez pacjenta po 6 godzinach;

4) liczba dni zycia i czas poza szpitalem w ciggu pierwszych 14 dni po randomizacji;
5) czas do zgonu lub nasilenia niewydolnosci serca w ciggu 31 dni;

6) klasyfikacja funkcjonalna NYHA w 5 dniu;

7) Smiertelno$¢ z jakiejkolwiek przyczyny w ciggu pierwszych 90 dni.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze wsrdd pacjentow otrzymujgcych lewosimendan w porownaniu
z placebo (58 vs. 44) nastgpita poprawa we wszystkich 3 punktach czasowych (6 godzin, 24

godziny i 5 dni), podczas gdy mniej pacjentdw otrzymujgcych lewosimendan (58 vs. 82)
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doswiadczyto pogorszenia stanu klinicznego (p= 0,015). Rdéznice te byly widoczne pomimo
czestszego nasilenia terapii wspomagajgcej w grupie placebo (79 vs. 45). Poprawa
samooceny pacjentéw i spadek stezenia BNP po zastosowaniu lewosimendanu utrzymywaty

sie przez 5 dni i byty zwigzane ze skréceniem czasu hospitalizacji (p= 0,009).

Badania REVIVE wykazujg, ze ciagty dozylny wlew lewosimendanu przez 24 godziny, dodany
do standardowej terapii, ma korzystny wptyw objawowy na krétkoterminowy stan kliniczny
pacjentow. Stosowanie lewosimendan wigzato sie ze zwiekszonym ryzykiem wystgpienia

niepozgdanych zdarzen sercowo-naczyniowych, na co miata wptyw stosowana dawka [20].

1.1.5 Odziatywanie na fosfodiesterazy

Mechanizmem dziatania lewosimendanu wymagajgcym osobnego rozwazenia jest
wpltyw na enzym PDE. Mechanizm ten wigze sie z potencjalnym wptywem na aktywnosc
ptytek krwi oraz ich funkcje. PDE jest powszechnie wystepujgcym w tkankach cztowieka
enzymem, ktéry katalizuje hydrolize wigzan fosfodiestrowych. Odpowiada za hydrolize
wewnatrz komérkowg cAMP oraz cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP). Czasteczki
cAMP oraz cGMP biorg udziat w procesach zwigzanych z metabolizmem komorki. Dlatego
cAMP oraz w mniejszym stopniu cGMP, staty sie punktem uchwytu, odgrywajgcym istotng
role w regulacji mechanizméw inotropowych w ludzkim miesniu sercowym. Czgsteczka
cAMP petni wiele funkcji w rdézinych tkankach. Zlokalizowanie réznych izoenzymy
fosfodiesterazy w zaleznosci od tkanki przedstawia Tabela 4. Leki hamujgce dziatanie enzymu
fosfodiesterazy oddziatujg na serce, ptuca, naczynia krwionosne, a takze na funkcje ptytek
krwi oraz mechanizmy zapalne. Wiele z tych lekéw wptywa na wiecej niz jeden izoenzym, a
wiele tkanek posiada wiecej niz jeden izoenzym. W rezultacie inhibitory fosfodiesterazy

(PDEI) moga mie¢ wielorakie dziatanie [21] .

Tabela 4. Izoenzymy fosfodiesterazy wraz z miejscami wystepowania w organizmie cztowieka

oraz hydrolizowane czgsteczki [wg [21]).

PDE izoenzym typ Miejsce dziatania Hydrolizowana czgsteczka
1 Serce, mdzg, nerki, watroba, miesnie cGMP; cAMP
szkieletowe, miesnie gtadkie
2 Kora nadnerczy, mdzg, ciata jamiste, cGMP; cAMP

serce, watroba, nerki, miesnie gtadkie
drég oddechowych, ptytki krwi
3 Serce, ciatka jamiste, ptytki krwi, miesnie | cAMP
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gtadkie, watroba, nerki, limfocyty T,
limfocyty B, bazofile, komorki tuczne,
monocyty, makrofagi, komorki
Srodbtonka

4 Nerki, ptuca, serce, miesnie szkieletowe, | cAMP
miesnie gtadkie (naczyniowe, trzewne,
drogi oddechowe), ptytki krwi, wiekszosé
komoérek zapalnych (limfocyty T,
limfocyty B, bazofile, komérki tuczne,
monocyty, makrofagi, komorki
srddbtonka, eozynofile, neutrofile)

5 Ciata jamiste, ptytki krwi, miesnie cGMP
szkieletowe, nerki, miesnie gtadkie, ptytki
krwi
6 Siatkdwka oka cGMP
7 Miesnie szkieletowe, serce, nerka, drogi | cAMP

oddechowe, limfocyty T, limfocyty B,
monocyty, eozynofile
8 8A: jadra, jajniki, jelito krete, okreznica, cAMP
serce, mdzg, nerki, trzustka, drogi
oddechowe, monocyty

8B: tarczyca

9 Sledziona, jelito cienkie i mézg cGMP
10 Mobzg cAMP; cGMP
11 Miesnie szkieletowe, prostata, nerki, cAMP; cGMP

watroba, przysadka moézgowa, gruczoty
Slinowe, jadra
cAMP- cykliczny adenozynomonofosforan; cGMP- cykliczny guanozynomonofosforan;

Lewosimendan oraz jego aktywny metabolit OR-1896, wykazujg podobienistwa strukturalne
do rodziny inhibitoréw PDE. Rycina 4 przedstawia pordwnanie struktury chemicznej
inhibitora PDE oraz lewosimendanu. Hamowanie PDE prowadzi do wzrostu
wewnatrzkomdrkowego stezenia cAMP, czego konsekwencjg jest dziatanie inotropowe w
komodrkach miesnia sercowego. Istniejg silne przestanki wskazujgce, ze lewosimendan oraz
OR-1896 mogg czesSciowo dziata¢ poprzez hamowanie PDE [13][22]. W badaniach
eksperymentalnych wykazano réwniez, ze lewosimendan posiada wtasciwosci hamujace

aktywnos¢ PDE Il przy wysokich stezeniach [23] [24].

Edes i wsp. [24] wykazali efekt polegajgcy na hamowaniu aktywnosci enzymatycznej PDE I
przy wyzszych stezeniach (>0,3 upM), natomiast w klinicznie zalecanym zakresie

terapeutycznym leku (0,03-0,3 uM, czyli 10-100 ng/ml), dziatanie to nie jest widoczne lub
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jest stabiej wyrazone [24]. Podobne wyniki otrzymali Lancaster i wsp. [23]. w swoich
badaniach ex vivo na miocytach wyizolowanych z komér sercowych swinki morskiej [23].
Wyniki te sugeruja, ze w terapeutycznie istotnych stezeniach lewosimendan moze
wywotywacé znaczgce dziatanie inotropowe bez wptywu na wewnatrzkomdrkowe stezenie

Ca?*, ale w wyzszych stezeniach moze réwniez hamowa¢ PDE [23][24].

Kolejnym badaniem oceniajgcym zalezne od dawki dziatanie lewosimendanu oraz jego
aktywnego metabolitu byto badanie Szilagyi i wsp. [25]. W prdbach ex vivo oceniali dziatanie
hamujace aktywnos¢ PDE przez lewosimendan oraz OR-1896 na dwéch izoformach PDE Il i
IV dominujgcych w tkance lewej komory serca. Lewosimendan byt 40-krotnie silniejszym i 3-
krotnie bardziej selektywnym inhibitorem PDE Ill- IC(50)- pofowa maksymalnego
zahamowania dla PDE lll= 2,5 nM i IC(50) dla fosfodiesterazy 1V=25 uM, wspdtczynnik
selektywnosci okoto 10000, natomiast OR- 1896 IC(50) dla PDE [11=94 nM i IC(50) dla PDE IV=
286 uM, wspotczynnik selektywnosci okoto 3000. Uzyskane wyniki potwierdzajg hipoteze, ze
zaréwno lewosimendan jak i OR-1896 wywierajg dziatanie inotropowe dodatnie poprzez
mechanizm uwrazliwiania na Ca**, a nie przez réwnoczesne hamowanie izoenzymow PDE Il i

IV w miesniu sercowym przy ich maksymalnych stezeniach w osoczu [25].

A. B.

Ryc. 4. Struktura chemiczna: A. Inhibitor PDE lll (Milrinon); B. Lewosimendan

1.2 Niewydolnos¢ serca
1.2.1 Definicja
HF jest ztozonym zespotem klinicznym obejmujgcym wystgpienie typowych objawow

podmiotowych:

26



» dusznosé
» obrzeki koriczyn dolnych

» obnizona tolerancja wysitku,

ktdrym mogg towarzyszy¢ objawy takie jak poszerzenie zyt szyjnych, trzeszczenia nad
ptucami oraz obrzeki obwodowe. Stan ten jest konsekwencjg nieprawidtowosci
strukturalnych serca lub zaburzeniami czynnosciowymi, ktére prowadzg do podwyzszenia
cinienia wewnatrzsercowego oraz niewystarczajgcej pojemnosci minutowej serca w
spoczynku lub podczas wysitku. Identyfikacja przyczyny lezacej u podfoza dysfunkcji serca
jest niezbedna w diagnostyce niewydolnosci serca. Najczesciej jest spowodowana dysfunkcjg
miesnia sercowego prowadzacg do zaburzen czynnosci skurczowej lub rozkurczowej. Jednak
patologia zastawek, osierdzia i wsierdzia oraz zaburzenia rytmu serca i przewodzenia mogg

rowniez powodowac lub przyczyniac sie do niewydolnosci [26][27].

Tradycyjnie niewydolno$¢ serca dzieli sie na rézne fenotypy na podstawie pomiaru frakcji
wyrzutowej lewej komory (LVEF, left ventricular ejection fraction). Rycina 5 przedstawia

klasyfikacje HF z uwzglednieniem LVEF.

* LVEF >50%
» Zwigkszone stgzenia peptydow natiuretycznych

* Nieprawidtowosci strukturalne lub funkcjonalne
Serca

* LVEF migdzy 40% a 49%
» Objawy podmiotowe + przedmiotowe

* LFF <40%
* Objawy podmiotowe =+ przedmiotowe

Ryc. 5. Klasyfikacje HF z uwzglednieniem LVEF (wg [26]).
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1.2.2 Epidemiologia

Obecnie czestos¢ wystepowania HF w Europie wynosi okoto 3/1000 oséb rocznie
(wszystkie grupy wiekowe) lub okoto 5/1000 o0s6b rocznie u dorostych. Czestosc
wystepowania HF wynosi 1-2% dorostej populacji. Badania zwykle obejmujg tylko
zdiagnozowane  przypadki  niewydolnosci.  Rzeczywista  czestos¢  wystepowania
prawdopodobnie jest wyzsza. Czesto$¢ wystepowania wzrasta wraz z wiekiem: od okoto 1%
u 0s6b w wieku <55 lat do >10% u oséb powyzej 70 roku zycia. Ogdlnie uwaza sie, ze sposréd
0s6b z HF okoto 50% ma HFrEF, a 50% HFpEF/HFmrEF, gtéwnie na podstawie badan
pacjentdéw hospitalizowanych. Rejestr dtugoterminowy Europejskiego Towarzystwa
Kardiologicznego (ESC, European Society of Cardiology) w warunkach ambulatoryjnych
podaje, ze 60% ma HFrEF, 24% ma HFmrEF, a 16% ma HFpEF. Nieco ponad 50% pacjentéw z
HF to kobiety [26][28].

Klasyfikacje czynnosciowg NYHA (New York Heart Association) stworzono w celu okreslania
nasilenia objawdw oraz stopnia nietolerancji wysitku fizycznego. NYHA obejmuje cztery

stopnie, ktére przedstawia Tabela 5 [27].
Tabela 5. Klasyfikacja czynnosciowa wg NYHA.

Klasa | Bez ograniczenia aktywnosci fizycznej; zwykta
aktywnos¢ fizyczna nie powoduje uczucia dusznosci,
zmeczenia lub kotatania serca

Klasa Il Niewielkie ograniczenie aktywnosci fizycznej; komfort
w spoczynku, natomiast zwykta aktywnosc fizyczna
powoduje uczucie dusznosci, zmeczenia lub kotatania
serca

Klasa Ill Znaczne ograniczenie aktywnosci fizycznej; komfort
w spoczynku, natomiast mniejsza niz przecietna
aktywnos¢ fizyczna powoduje uczucie dusznosci,
zmeczenia lub kotfatania serca

Klasa IV Niemoznos¢ wykonywania jakiejkolwiek aktywnosci
fizycznej bez wystgpienia dyskomfortu; objawy niewydolnosci

serca w spoczynku; po podjeciu jakiejkolwiek
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aktywnosci fizycznej uczucie dyskomfortu wzrasta

1.2.3 Diagnostyka oraz leczenie przewlektej niewydolnosci serca

Do najistotniejszych badan wykorzystywanych w diagnostyce HF zaliczamy:

» badanie elektrokardiograficzne (EKG)- ocena rytmu serca, przerostu lewej komory,
nieprawidtowe zatamki Q (wskazujgce na obecnosé blizny w obrebie miokardium);

» badanie radiologiczne (RTG)- ocena wielkos$ci serca oraz cech zastoju w krazeniu
ptucnym;

= badanie echokardiograficzne- ocena anatomii serca oraz funkcji skurczowej i

rozkurczowej komor sercowych.

Badania laboratoryjne w diagnostyce HF petnig funkcje pomocniczg, ktéra dotyczy m.in.
oceny stopnia zaawansowania niewydolnos¢, uszkodzenia innych narzagdéw oraz odpowiedzi
na zastosowane leczenie. Rycina 6 przedstawia podstawowe badania laboratoryjna

wykonywane w krwi.

= Morfologia krwi

= Stezenie elektrolitow

= Gazometria i rGwnowaga kwasowo-zasadowa

= Aminotransferaza alaninowa (ALT, alanine transaminase),
aminotransferaza asparaginianowa (AST, aspartate
transaminase )

= Bilirubina

= D-dimery

= Profil lipidowy

= cTn

= Kreatynina

= Mocznik

= Szacunkowa wielko$¢ przesgczania ktebuszkowego (eGFR,

estimated glomerular filtration rate)
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Ryc. 6. Podstawowe badania laboratoryjne wykonywane podczas diagnostyki niewydolnosci

serca.

Oznaczanymi laboratoryjnie markerami niewydolnosci serca sg peptydy natriuretyczne: BNP,
N-koncowy fragment prekursora BNP (NT-proBNP) oraz srodkowy fragment propeptydu
natriuretycznego typu A (MR-proANP) [29][30]. Wytyczne ESC [26] rekomendujg algorytm
postepowania diagnostycznego w oparciu o stezenie peptydéw natriuretycznych (klasa

zalecen |, poziom wiarygodnosci danych naukowych B) [26], co przedstawiono na Rycinie 7.
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Ryc. 7 Algorytm diagnostyczny w kierunku rozpoznania HF (wg [26]).

Rycina 8 przedstawia leki stosowane w celu zmniejszenia Smiertelnosci oraz poprawy jakosci

zycia pacjentom z rozpoznang HFrEF.

[Inhibitory enzymu konwertujacego angiotensyn¢ (ACEI)

*Klasa zalecen- |

*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- A
-
Beta-adrenolityki
\ J
*Klasa zalecen- |
*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- A

a Y
Antagonis$ci receptora mineralokortykoidowego (MRA)

o
*Klasa zalecen- |

*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- A
( )

Antagonista receptora angiotensyny- inhibitor neprylizyny (ARNI)

u

*Klasa zalecen- |
*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- B

7~

Inhibitory kotransportera sodowoglukozowego typu 2 (SGLT2)

\ v
*Klasa zalecen- |
*Poziom wiarygodnosci danych naukowaych- A
( )
Diuretyki petlowe
\ v

*Klasa zalecen- |

*Poziom wiarygodnosci danych naukowych C
( )

Antagonista receptora angiotensynowego (ARB)

-

*Klasa zalecen- |
*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- B

7~

Inhibitor kanatu I;

o
*Klasa zalecen- lla

*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- B

[Stymulator rozpuszczalnej cyklazy guanylowej

+Klasa zalecen-lIb
*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- B

[Polqczenie hydralazyny i dwuazotanu izosorbidu

*Klasa zalecen- lla
*Poziom wiarygodnosci danych naukowych- B
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Ryc. 8. Leki stosowane w leczeniu pacjentow z HF (wg [26]).

1.2.4 Ostra niewydolno$¢ serca

Ostra niewydolnos$¢ serca (AHF, acute heart failure) to termin odnoszacy sie do
sytuacji, w ktérej dochodzi do szybkiego lub nasilajgcego wystgpienia objawow lub oznak HF,
na tyle ciezkich, ze pacjent wymaga pilnej pomocy lekarskiej. Prowadzi to do
nieplanowanego przyjecia do szpitala lub wizyty na oddziale ratunkowym. AHF jest gtéwna
przyczyng hospitalizacji oséb w wieku >65 lat i wigze sie z wysoka smiertelnoscig oraz
wskaznikami rehospitalizacji. Smiertelnoé¢ wéréd pacjentéw hospitalizowanych z powodu
AHF wynosi od 4% do 10%, natomiast Smiertelnos¢ w ciggu roku po wypisie ze szpitala moze

wynosic¢ 25-30% [26].

AHF moze by¢ pierwszym objawem HF (de novo) wywofanym pierwotnym zaburzeniem

czynnosci miesnia sercowego lub co wystepuje znacznie czesciej by¢ wynikiem ADHF [27].
Do najczestszych przyczyn AHF de novo zaliczamy:

e ostra dysfunkcja miesnia sercowego (w mechanizmie niedokrwiennym, zapalnym lub
toksycznym)
e ostra niedomykalno$¢ zastawkowa

e ostra tamponada serca.

Ostra dekompensacja przewlektej HF moze wystepowac bez uchwytnej przyczyny, jednak
znacznie czesciej udaje sie okresli¢ jeden lub wiekszg liczbe czynnikéw majgcych bezposredni

wptyw na rozwiniecie sie AHF [27]. Przyktadowe czynniki przedstawia Rycina 9.
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p-

LPrzyczyna mechaniczna

uraz klatki piersiowej
+zabieg kardiochirurgiczny
srozwarstwienie lub zakrzepica w obrebie aorty

sostra dysfunkcja zastawki wtasnej lub protezy zastawkowej w przebiegu infekcyjnego

zapalenia wsierdzia
*peknigcie wolnej Sciany
*peknigcie przegrody migdzykomorowe;j

+ostra niedomykalno$¢ mitralna
P

LStany zapalne

ezapalenie ptuc
« infekcyjne zapalenie wsierdzia
* sepsa

.
LZaburzenia metaboliczne/hormonalne

+zaburzenia funkcji tarczycy

*kwasica w przebiegu cukrzycy

«zaburzenia funkcji nadnerczy
*nieprawidlowosci zwigzane z cigzg i potogiem

Nasilenie przewlektej obturacyjnej choroby ptuc

Substancje toksyczne

& &

*substancje psychoaktywne
«alkohol

i~

Ostry zespot wiencowy

-

Duzy wzrost ci$nienia tetniczego

Leki

*niesteroidowe leki przeciwzapalne
*Kkortykosteroidy

+leki o dziataniu inotropowo ujemnym
kardiotoksyczne chemioterapeutyki

Tachyarytmie i bradyarytmie

& &

Zwiekszone napiecie wspotczulne, kardiomiopatia stresowa

Ryc. 9. Przyktadowe czynniki wywotujgce ostrg dekompensacje przewlektej niewydolnosci

serca (wg [27]).
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Jak wskazujg wytyczne ESC [26] mozna wyrézni¢ cztery gidwne prezentacje kliniczne AHF z
mozliwoscig naktadania sie symptomdéw pomiedzy nimi. Prezentacje kliniczne opierajg sie
gtéwnie na obecnosci objawdw przecigzenia serca oraz hipoperfuzji obwodowej i wymagaja

réznych podejsé terapeutycznych.

+ ADHF- to wystepujaca najczestsza posta¢ AHF (stanowi 50-70%). Zazwyczaj dotyczy
pacjentéw z wczesniej rozpoznang HF oraz dysfunkcjg serca w catym spektrum LVEF,
dodatkowo moze obejmowac dysfunkcje prawej komory (RV, right ventricle). ADHF
charakteryzuje stopniowy poczatek w poréwnaniu z innymi prezentacjami klinicznymi
AHF. W przebiegu ADHF dochodzi do zaburzenia mechanizméw kompensacyjnych,
powodujgc objawy przedmiotowe i podmiotowe niewydolnosci LV lub RV [26] [31].

+ Ostry obrzek ptuc jest zwigzany z przekrwieniem ptuc. Kryteria kliniczne rozpoznania

ostrego obrzeku ptuc obejmujg dusznos¢ z orthopnoea, niewydolnos¢ oddechowg
(hipoksemia-hiperkapnia), przyspieszone oddychanie (>25 oddechéw/min) oraz
zwiekszong prace oddechowg [26].

+ lzolowana niewydolno$é prawej komory wigze sie ze wzrostem ci$nienia w prawej

komorze oraz przedsionku, a ponadto z przekrwieniem ogdlnoustrojowym.
Niewydolno$é¢ RV moze réwniez uposledza¢ napetnianie lewej komory serca (LV, left
ventricular) ostatecznie zmniejszajgc uktadowy rzut serca, poprzez wspodtzaleznosé
komér [26].

+ Wstrzgs kardiogenny (CS, cardiogenic shock) jest spowodowany ciezkim

uposledzeniem czynnos$ci miesnia sercowego, co skutkuje zmniejszong pojemnoscia
minutowg serca, hipoperfuzjg narzgdowsq i niedotlenieniem. Pierwszym etapem w
rozwoju CS jest zmniejszenie kurczliwosci miesnia sercowego, prowadzi to do
zmniejszonej pojemnosci minutowej serca, niedocisnienia, ogdlnoustrojowego
skurczu naczyn oraz niedokrwienia serca. Cechg charakterystyczng jest zwezenie
naczyn obwodowych i uszkodzenie koAcowych narzadéw, ktére wynika z
nieefektywnej objetosci wyrzutowej i niedostatecznej kompensacji krgzenia [32].
Rozpoznanie wstrzgsu kardiogennego wymaga obecnosci klinicznych objawdéw
hipoperfuzji, takich jak zimne poty, skapomocz, splatanie, zawroty gtowy, nitkowate

tetno [26].
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1.2.4.1 Postepowanie farmakologiczne w AHF

Leki moczopedne

Leki moczopedne (diuretyki) odpowiedzialne sg za zwiekszenie wydalania sodu i
wody z organizmu przez nerki oraz posiadajg wiasciwosci wazodylatacyjne. Terapia lekami
moczopednymi obejmuje wiekszos¢ pacjentow z AHF wykazujgcych objawy przewodnienia
oraz zastoju [26][27]. Diuretyki petlowe sg powszechnie stosowane ze wzgledu na ich szybki
poczatek dziatania i skutecznos$¢. Jednak dane okreslajace ich optymalne dawkowanie, czas
oraz sposodb podawania s ograniczone. Wysokie dawki lekéw moczopednych moga
powodowac wiekszg aktywacje neurohormonalng, zaburzenia elektrolitowe oraz czesto
wigzg sie z gorszym rokowaniem. Na podstawie badan klinicznych mozna stwierdzi¢, ze
odpowiednig strategig jest rozpoczecie podawania dozylnego lekéw moczopednych w
matych dawkach, nastepnie ocenia sie odpowiedZ moczopedng zwiekszajgc dawke, gdy jest
ona niewystarczajgca [33][34]. Leczenie moczopedne nalezy rozpoczagé od podania
dozylnego furosemidu lub rownowaznej dawki bumetanidu lub torasemidu, odpowiadajacej
1-2-krotnosci dziennej dawki doustnej przyjmowanej przez pacjenta przed przyjeciem.
Wytyczne wskazujg przejscie na leczenie doustne, gdy stan kliniczny pacjenta jest stabilny.

[26].

Leki rozszerzajgce naczynia

Stosowane obecnie leki rozszerzajgce naczynia to azotany lub nitroprusydek sodu.

Dziatanie tych lekdw polega na rozszerzaniu naczyn zylnych oraz tetnic, co prowadzi do:

zmniejszenia powrotu zylnego do serca-> mniejszego przekrwienia-> mniejszego obcigzenia

nastepczego-> zwiekszenia objetosci wyrzutowej serca-> ztagodzenia objawdw.

Azotany dziatajg gtdwnie na zyly obwodowe, nitroprusydek natomiast w sposéb
zrownowazonym rozszerza zardwno naczynia tetnicze jak i zylne. Dozylne leki rozszerzajgce
naczynia mozna rozwazy¢ w celu ztagodzenia objawdéw AHF, gdy cisnienie skurczowe (SBP,
systolic blood pressure) wynosi >110 mmHg [26]. Tabela 6 przedstawia stosowane w AHF leki

wazodylatacyjne wraz z dawkowaniem.

Tabela 6. Podawane dozylnie leki rozszerzajgce naczynia (wg [27]).
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Lek rozszerzajacy Dawkowanie
naczynia
Nitrogliceryna Poczatkowo 10-20 pg/min,
mozna zwieksza¢ do 200 pg/min
Dwuazotan izosorbidu Poczatkowo 1 mg/h,
mozna zwieksza¢ do 10 mg/h
Nitroprusydek Poczatkowo 0,3 pg/kg/min,
mozna zwieksza¢ do 5 pg/kg/min
Nesiritida Bolus 2 pg/kg
+ wlew 0,01 pg/kg/min

Leki inotropowe

Funkcja lekéw inotropowych jest poprawa kurczliwosci miesnia sercowego
niezaleznie od zmian czestosci akcji serca i warunkéw obcigzenia [35]. Wykorzystywanie
lekéw o dziataniu inotropowo dodatnim powinno by¢ ograniczone do pacjentow z dysfunkcja
skurczowa LV, matym rzutem serca i niskim SBP (<90 mmHg), co skutkuje staba perfuzja
zyciowo istotnych narzagdéw. Wytyczne ESC [26] wskazujg jednak, aby terapie lekami
inotropowymi stosowaé ostroznie, zaczynajagc od matych dawek, ktére sg nastepnie
zwiekszane w sytuacji, gdy jest to wymagane. Istotng kwestig jest monitorowanie
parametréow zyciowych pacjenta (tetno, cisnienie, EKG, diureza). Jest to bardzo istotne,
poniewaz leki inotropowe- zwtaszcza te oddziatujgce na receptory adrenergiczne, mogg
powodowaé tachykardie zatokowg, zwiekszaé czesto$¢ rytmu komodr u pacjentéow z
migotaniem przedsionkéw (AF, atrial fibrillation), indukowa¢ niedokrwienie miesnia
sercowego, zaburzenia rytmu oraz zwieksza¢ S$miertelnos¢ [26]. Tabela 7 przedstawia

najpowszechniej stosowane leki inotropowo dodatnie w leczeniu pacjentéw z AHF.
Tabela. 7. Leki o dziataniu inotropowym dodatnim (wg [36][37][38]).

Lek Mechanizm dziatania Klasa zalecer\/ Poziomy

wiarygodnosci danych

Digoksyna Inhibitor pompy Na-K Ilb/C

Dobutamina Agonista receptora: 1 > B2 llb/ C
>a

Dopamina Zalezne od dawki dziatanie llb/ C
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na receptory adrenergiczne i

dopaminergiczne

Norepinefryna Endogenna katecholamina; llb/ C

stymuluje receptory

adrenergiczne i a

Epinefryna Endogenna katecholamina; llb/ C

stymuluje receptory

adrenergiczne i a

Lewosimendan Uwrazliwianie na Ca** lIb/C

Milrinon Inhibitor fosfodiesterazy llb/ C

Na- séd; K- potas; Ca’*- jony wapnia

Digoksyna jest glikozydem nasercowym o wtasciwosciach inotropowych. Mechanizm
dziatania leku obejmuje hamowanie pompy sodowo-potasowej trifosfatazy
adenozyny (ATPazy) na poziomie komdrkowym zapobiegajgc transportowi sodu z
przestrzeni wewnatrzkomodrkowej na zewnatrz komorki. Proces ten z kolei oddziatuje
na pompy sodowo-wapniowe, w konsekwencji czego podniesiony zostaje
wewngatrzkomdrkowy poziom wapnia poprzez zmniejszanie jego wyptywu, ktory
odpowiada za dziatanie inotropowe dodatnie digoksyny [36]. Dodatkowo w leczeniu
AHF digoksyne nalezy rozwazyé u pacjentdw z AF, u ktdrych wystepuje przyspieszony
rytm komor (powyzej 110 uderzen na minute) pomimo stosowania beta-
adrenolitykéw [26].

Dobutamina to syntetyczna katecholamina. Zwiekszenie kurczliwosci serca odbywa
sie poprzez dziatanie stymulujgce na receptory B-1 miesnia sercowego. Wptywa
rowniez na uktad naczyn obwodowy ze wzgledu na tgczne dziatanie na naczyniowe
receptory a-1i -2 [38].

Dopamina jest endogenng katecholaming, ktéra wywiera zalezny od dawki wptyw na
uktad sercowo-naczyniowy poprzez interakcje z czterema rdéinymi receptorami:
dopaminergicznym typu 1 i typu 2 oraz adrenergicznym a-1 i B-1. W matych dawkach
(<3 pg/kg/min) dopamina powoduje rozszerzenie naczyn krwionosnych w

organizmie, w tym tetnic wieficowych i nerkowych [36][38].
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Norepinefryna jest czgsteczkg endogenng, ktéra najsilniej dziata na naczyniowe
receptory adrenergiczne a-1, wywotujgc skurcz naczyn zwiekszajgc skurczowe i
rozkurczowe cisnienie krwi. Dziata rowniez na sercowe receptory -1, wywierajgc w
ten sposéb dziatanie chronotropowe i inotropowe. W oparciu o te wiasciwosci
norepinefryna jest stosowana przede wszystkim u pacjentéw z AHF, u ktérych
wystepuje wstrzgs kardiogenny, zawsze w pofaczeniu z innym, silniejszym lekiem
inotropowym. Norepinefryne stosuje sie rowniez w potgczeniu z lekami
rozszerzajgcymi naczynia, aby zapobiec rozwojowi niedocisnienia [38].

Epinefryna to endogenna katecholamina, wykazuje dziatanie zalezne od dawki.
Podawana w nizszych dawkach do 0,01 pg/kg/min, dziata gtdwnie na obwodowe
receptory adrenergiczne B-2, powodujgc w ten sposéb rozszerzenie naczyn. Jednak
przy podawaniu ze zwiekszong szybkoscig >0,2 pg/kg/min przewaza wptyw na
receptory B-1i a-1, co skutkuje ogdlng dodatnig inotropig i skurczem naczyn. Skurcz
naczyn obejmuje nie tylko naczynia obwodowe, ale takze tetnicze i zylne krazenie
ptucne [38].

Milrinon- inhibitor PDE typu lll, powszechnie stosowany lek inotropowy u pacjentéw
z ciezkg niewydolnoscia serca lub wstrzgsem kardiogennym. Hamuje PDE IllI- enzym
fizjologicznie rozktadajgcy wewnatrzkomorkowy cAMP, co w konsekwencji prowadzi
do gromadzenia cAMP w komorce, powodujac aktywacje kinazy biatkowej A. Utatwia
to wnikanie wiekszej ilosci jonéw wapnia do komodrki miesnia sercowego,
wzmachniajgc w ten sposéb mostkowanie krzyzowe aktyna-miozyna, prowadzgc do
zwiekszonej kurczliwosci serca. Mechanizm ten jest niezalezny od szlaku beta-

adrenergicznego [38].

Nowe leki inotropowe

Omecamtiv mecarbil (OM) to czgsteczka, ktdra zwieksza skutecznos¢ skurczu miesnia

sercowego poprzez selektywng aktywacje okreslonych izoform miozyny sercowej.
Zwieksza szybkos¢ obrotu ATP w miocytach sercowych, przyspiesza zalezne od aktyny
uwalnianie fosforanéw i spowalnia uwalnianie adenozynodifosforanu (ADP,
adenosine diphosphate). Zwiekszajgc dostepnosé substratu energetycznego miozyny,
OM wydtuza czas kontaktu miozyny na czasteczce aktyny, zwiekszajgc liczbe

czgsteczek miozyny zwigzanych z aktyng, czyli liczbe aktywnych mostkow krzyzowych,
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ktore uczestnicza w generowaniu sity podczas skurczu. OM wydtuza skurcz poprzez
wydtuzenie czasu wyrzutu skurczowego. Dodatkowo, wewngtrzkomérkowe poziomy
cAMP oraz Ca’" pozostaja niezmienione. Wtasciwosé ta sugeruje, ze OM moze nie
wywotywaé niedokrwienia miesnia sercowego i arytmii, co jest powszechnym

problemem w przypadku konwencjonalnych lekéw inotropowych [39].

Modulacja SERCA2a

Uniwersalng cecha, przyczyniajacg sie do zmniejszonej kurczliwosci w ludzkich i
doswiadczalnych niewydolnych sercach, jest upos$ledzenie sekwestracji wapnia do
retikulum sarkoplazmatycznego (SR, sarcoplasmic reticulum) [40]. Retikulum
sarkoplazmatyczne Ca**ATPaza (SERCA2a) to enzym kontrolujacy wychwyt zwrotny
wolnego wapnia do SR pod koniec skurczu, regulujgc zaréwno rozluznienie jak i
skurcz miesnia sercowego. W HF dochodzi do obnizenia aktywnosci SERCA2a, co
przyczynia sie do zaburzen kurczliwosci i arytmogenezy [39]. Badania przedkliniczne
wykazaty, ze przywrdcenie ekspresji SERCA2a poprzez dostarczenie genu SERCA2a
specyficznego dla serca, za posrednictwem adenowirusa (AAV2/1SERCA2a),
spowodowato zalezng od dawki poprawe wydolnosci serca wraz ze zmniejszeniem

ekspresji BNP poprzez odwrdcenie fenotypu molekularnego HF [41].

Leki obkurczajace naczynia

Stosowanie lekdw obkurczajgcych naczynia jest istotne w przypadku pacjentéw z

hipotonig. Zwiekszenie cisnienia tetniczego prowadzi do poprawy perfuzji waznych

narzadéw. Jednak odbywa sie to kosztem wzrostu obcigzenia nastepczego LV. Wsréd lekdéw

o silnym dziataniu zwezajgcym naczynia krwionosne obwodowe u pacjentéw z ciezkim

niedoci$nieniem mozna wyrdzni¢ norepinefryne i dopamine w wyzszych dawkach.

Niektdre badania, cho¢ z pewnymi ograniczeniami, wskazujg na stosowanie norepinefryny

jako leku pierwszego wyboru w poréwnaniu z dopaming lub epinefryng [26].

Opioidy

Opiaty tagodzg dusznosé i niepokdj. Jednak wywierajg rownoczesnie szereg dziatan

niepozgdanych, w zwigzku z tym nie zaleca sie rutynowego stosowania opiatow u pacjentow
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z AHF. Dziatania niepozgdane zalezne od dawki obejmujg nudnosci, niedocisnienie,
bradykardie i depresje oddechowg. Jak wskazujg wytyczne ESC mozina je rozwazy¢ u
wybranych pacjentéw, szczegdlnie w przypadku silnego/nieuleczalnego bélu, leku lub w
sytuacji paliatywnej. Dostepne badania sugeruja, ze podawanie morfiny jest zwigzane z
wieksza czestotliwoscig wentylacji mechanicznej, przedtuzong hospitalizacjg, czestszymi

przyjeciami na oddziat intensywnej terapii i zwiekszong $miertelnoscia [26][42][43].

Profilaktyka zakrzepowo-zatorowa

Wedtug wytycznych ESC, zalecana profilaktyka zakrzepowo-zatorowa obejmuje
zastosowanie heparyny (np. heparyny drobnoczasteczkowej) Iub innych lekéw
przeciwzakrzepowych, chyba ze jest to przeciwwskazane lub niepotrzebne (z powodu

istniejgcego leczenia doustnymi lekami przeciwzakrzepowymi) [26].

1.3 Peptydy natriuretyczne

1.3.1 Charakterystyka

Pomiar stezenie peptydéw natriuretycznych w osoczu jest wskazane jako wstepne
badanie w diagnostyce pacjentéw prezentujgcych objawy HF w celu wykluczenia
rozpoznania. Podwyzszone stezenie peptyddw natriuretycznych potwierdza diagnoze, co
wiecej ocena stezenia peptyddw natriuretycznych jest przydatny w ustaleniu rokowania oraz
moze ukierunkowad dalsze badania kardiologiczne [26]. Prawdopodobienstwo rozpoznania
HF u pacjentdow z prawidtowg wartoscig stezenia peptyddw natriuretycznych jest mato

prawdopodobne.

Peptydy natriuretyczne s3 oligopeptydowymi neurohormonami uczestniczagcymi w
utrzymaniu homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego m.in. poprzez regulacje gospodarki
wodno-elektrolitowej. Do oznaczanych w organizmie cztowieka peptydéw natriuretycznych

zaliczamy:

+* Przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP, atrial natriuretic peptide)- jest
wytwarzany gtéwnie w kardiomiocytach budujgcych S$ciany przedsionkdw i jest

przechowywany w ziarnistosciach wewngtrzkomérkowych.
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** BNP- jest syntetyzowany w wiekszym stopniu w komérkach miesnia sercowego
komoér i przechowywany w niewielkich ilosciach. BNP wymaga wiecej czasu na

synteze i uwolnienie. BNP jest wolniej reagujgcym peptydem.

ANP oraz BNP indukujg diureze i natriureze oraz zmniejszajg opdr naczyniowy i systemowe

ci$nienie krwi [44][45].

+»* Peptyd natriuretyczny typu C (CNP, C-type natriuretic peptide)- jest wytwarzany w
osrodkowym uktadzie nerwowym i srédbtonku naczyniowym. Dziata jako regulator
parakrynny. CNP ma jednak nie do konca okreslony wptyw na ukfad sercowo-
naczyniowy [44][45].

% Peptyd natriuretyczny Dendroaspis (DNP, Dendroaspis natriuretic peptide)- w
organizmie cztowieka zostat wykryty w sladowych ilosciach w miokardium i osoczu
krwi. Z tego wzgledu rola fizjologiczna w organizmie cztowiek nie jest w petni poznana
[46].

+* Urodylatyna (URO, urodilantin)- uwazana za wydalany przez nerki produkt degradacji

ANP. Wytwarzany jest w odpowiedzi na wzrost cisnienia i objetosci krwi w kanalikach

dystalnych i zbiorczych nefrondéw [46].

Peptydy natriuretyczne zawierajg strukture pierscieniowg zbudowang z 17 reszt
aminokwasowych oraz tworzg wewnatrzczasteczkowe wigzanie dwusiarczkowe, ktére
prawdopodobnie odpowiada za oddziatywanie z receptorem. Receptory btonowe peptydow
natriuretycznych (NPR) s3g klasyfikowane jako NPR-A, NPR-B oraz NPR-C. Zwigzanie
receptorow sprzezonych z cyklazg guanylowg prowadzi do wzrostu cGMP, czego

konsekwencjg jest szereg proceséw m.in.:

- diureza,

- natriureza,

- rozszerzenia naczyn krwionosnych,

- hamowania ukfadu renina-angiotensyna-aldosteron,
- zwiekszenie relaksacji miesnia sercowego,

- hamowania zwtdknienia i przerostu $cian komoér,

- promowania przezycia komoérek,

- hamowanie odpowiedzi zapalne;j.
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NPR typu C nie ma aktywnosci cyklazy guanylowej i uwaza sie, ze jest receptorem klirensu.

BNP jest bardziej stabilny in vitro i ma lepszg skutecznos¢ diagnostyczng niz ANP, w zwigzku z
tym peptydy BNP i BNP-pochodne sg wartosciowymi biomarkerami w praktyce klinicznej,

diagnostyce, ocenie ryzyka oraz monitorowaniu pacjentéw z HF [44].

Stany kliniczne towarzyszace przecigzeniu objetosciowemu oraz cisnieniowemu (HF i ostry
zawat serca (AMI, acute myocardial infarction)) prowadza do napiecia i rozciggania $cian
serca lub niedokrwienia w efekcie do zwiekszonej produkcji i uwalniania NP, ktére wywierajg

szereg dziatan ogdlnoustrojowych antagonizujgc przecigzenia objetosciowe serca [44][47].

Z preproBNP (preskursor BNP) pod wptywem dziatania enzymu proteazy serynowej powstaje
proBNP, ktéry z kolei przy udziale enzymu koryny zostaje przeksztatcony w aktywna
biologicznie czgsteczke BNP. Podczas powstawania BNP jako produkt uboczny powstaje N-
koricowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP, N-terminal proB-type
natriuretic peptide) [46][47].

Wartos¢ referencyjne dla BNP u pacjentdw z nieostrym poczatkiem objawdw wynosi <35
pg/ml, natomiast dla NT-proBNP <125 pg/ml. W przypadku ostrego poczatku objawodw
powinno sie stosowac wyzsze wartosci BNP <100 pg/ml, NT-proBNP < 300 pg/ml [27].

1.3.2 BNP oraz NT-proBNP a terapia lewosimendanem

Dostepne badania, w ktérych oceniano stezenie BNP oraz NT-proBNP wykazujg
istotny wptyw lewosimendanu na redukcje stezenia tych czgsteczek w osoczu. Dodatkowo
stwierdzono poprawe stanu klinicznego pacjentéw, u ktdrych odnotowano spadek stezenia
biomarkeréw. Tabela 8 przedstawia wyniki badan, w ktérych oceniano wptyw
lewosimendanu na BNP. Dostepne dane wskazujg, ze BNP moze by¢ wiarygodnym

wskaznikiem skutecznosci terapii lewosimendanu.
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Tabela 8. Dostepne badania oceniajace stezenie BNP u pacjentéow leczonych
lewosimendanem.

Badanie Cel Wynik p
Levosimendan reduces Badanie to Stezenia NT-proBNP <0,01
plasma B-type natriuretic sprawdzato, czy byty znaczgco obnizone
peptide and interleukin 6, poprawa u pacjentéw z ciezka
and improves central hemodynamiczna CHF w ciggu 72 godzin
hemodynamics in severe wywotana od rozpoczecia leczenia
heart failure patients [49] lewosimendanem u | lewosimendanem

pacjentéw z CHF

(przewlekta

niewydolnos¢ serca,

chronic heart failure)

jest zwigzana z

odpowiednimi

zmianami stezen NT-

proBNP i IL-6.
Short-term effects of Poréwnanie Lewosimendan
levosimendan and krotkoterminowego | zmniejszat stezenie BNP
prostaglandin E1 on wpltywu e 032883 pg/ml
hemodynamic parameters lewosimendanu vs. (28%) po 24 <0,001
and B-type natriuretic PGE1 na parametry godzinach
peptide levels in patients hemodynamiczne i e 0257496 pg/ml
with decompensated chronic | stezenie BNP u (20%) po 48 <0,05
heart failure [50] pacjentow z godzinach

niewyrownang CHF. | Po 1 tygodniu stezenie

BNP nie rdznito sie od
poziomu wyjsciowego.

Lowered B-type natriuretic Retrospektywna Pacjenci zostali <0,001

peptide in response to

levosimendan or dobutamine

analiza stezen BNP

W ciggu pierwszych

zaklasyfikowani jako

,responder”, jesli
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treatment is associated with
improved survival in patients
with severe acutely

decompensated heart failure

[51]

kilku dni
hospitalizacji- ocena
przezycia pacjentow
z ciezkg ostra
niewyréwnang
niewydolnoscia

serca.

stezenie BNP byto 230%
nizsze niz wyjsciowe.
Wczesny spadek
stezenia BNP,
niezaleznie od tego, czy
byt oceniany w 1, 3 czy
5 dniu, wigzat sie z

nizszg Smiertelnoscia.

Effects of Levosimendan on Ocena wtasciwosci Stezenie BNP byto <0,01
circulating markers of modulujacych oznaczane na poczatku
oxidative and nitrosative lewosimendanu vs. i 48 godzin po leczeniu.
stress in patients with placebo na krazace Jedynie w grupie
advanced heart failure [53] markery stresu pacjentéw leczonych
oksydacyjnego i lewosimendanem
nitrozowego. zaobserwowano istotny
statystycznie spadek
stezenia BNP
Intermittent levosimendan Poréwnanie W grupie leczonej <0,01
infusions in advanced heart dziatania lewosimendanem

failure: favourable effects on
left ventricular function,
neurohormonal balance, and

one-year survival [54]

lewosimendanu vs.
furosemidu po
comiesiecznych
wlewach. Oceniano:
przed i po kazdej
infuzji klase NYHA,
funkcje skurczowq i
rozkurczowa serca,
funkcjonalna
niedomykalnos¢

zastawki mitralnej

czynnos$¢ skurczowa i
rozkurczowa, objetos¢
komor, nasilenie
niedomykalnosci
zastawki mitralnej
ulegty poprawie.
Poziom BNP w
stosunku do wartosci
wyjsciowych ulegto

obnizeniu.

45




oraz poziom BNP.
The Ca2+-sensitizer Badanie wptywu Lewosimendan
levosimendan improves lewosimendanu w powodowat istotne
oxidative damage, BNP and poréwnaniu z zmniejszenie stezenia
pro-inflammatory cytokine dobutaming, na BNP w poréwnaniu z
levels in patients with stezenia BNP, IL-6, wartoscig wyjsciowa,
advanced decompensated TNF-alfai MDA u zaréwno po
heart failure in comparison pacjentéw z ciezka e 48 godzinach 0,04
to dobutamine [55] niewyréwnang (744,1+-100 vs
niewydolnoscig 1136,3+-93,7
serca. pg/ml)
e 5dniach (446+/- | 0,03
119,3 vs
1136,3+/-93,7
pg/ml)

BNP- peptyd natriuretyczny typu B; NT-proBNP- N-koricowy peptyd natriuretyczny typu B; IL-
6- interleukina-6; PGE1l- prostaglandyna E1; NYHA- Nowojorskie Towarzystwo

Kardiologiczne; TNF-alfa- czynnik martwicy nowotwordéw alfa; MDA- aldehyd malonowy.

1.4 Galektyna- 3

Galektyny to rodzina lektyn wigzgcych B-galaktozydy. Posiadajg charakterystycznag
domene rozpoznawania weglowodanéw (CRD, carbohydrate-recognition domain) [56].
Obecnie u ssakow zidentyfikowano 15 galektyn, ktore dzielg sie na trzy typy w oparciu o

organizacje CDR w nastepujacy sposoéb:

(1) Prototyp- galektyny z jedng CRD (galektyna- 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14, 15)

(2) Typ powtarzalny tandemowo- galektyny powtarzane w tandemie z dwiema CRD
(galektyna- 4,6, 8,9, 12)

(3) Typ chimery- galektyny z pojedynczg CRD potgczong z dtugg elastyczng domeng N-
koricowg (galektyna- 3)
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Ludzka galektyna-3 jest biatkiem o masie 35 kDa, ktdre jest kodowane przez pojedynczy gen
LGALS3, zlokalizowany na chromosomie 14. N-koricowa domena galektyny-3 jest niezbedna
do jej multimeryzacji. Ponadto, jest wrazliwa na proteolize przez metaloproteinazy macierzy

i moze uczestniczy¢ w interakcjach z innymi biatkami wewnatrzkomoérkowymi [56][57].

Galektyna-3 wystepuje w wielu tkankach ludzkiego organizmu, przede wszystkim w
komoérkach uktadu odpornosciowego (makrofagi, monocyty, komérki dendrytyczne,
eozynofile, komorki tuczne, komorki NK i aktywowane limfocyty T i B), komodrkach

nabtonkowych, komdrkach srédbtonka, a takze w neuronach czuciowych.

Galektyna-3 znajduje sie gtdwnie w cytoplazmie, jednak ulega ekspresji rowniez w jadrze

komdérkowym. Rézne lokalizacje czasteczki przyczyniaja sie do jej roznych funkgji.

Obecna w cytoplazmie galektyna-3 uczestniczy w szeregu rdéznych proceséw
wewnatrzkomdrkowych, w tym w proliferacji, réznicowaniu, apoptozie i przezyciu komérek
oraz bierze udziat we wzroscie i rozwoju tkanki tgcznej, rozwoju chrzastki i kosci, co wiecej
ma wptyw na rdznicowanie osteoklastow, przezycie chondrocytdow oraz wzrost embrionalny.
Procesy te s3 w duzej mierze realizowane poprzez potgczenie z wieloma biatkami wigzgcymi

galektyne-3.

W jadrze komérkowym taczy sie ze sktadnikami kompleksu rybonukleoproteinowego. Istniejg
badania wskazujgce, ze galektyna-3 dziata jako prekursorowy czynnik splicingowy
matrycowego kwas rybonukleinowego (mRNA) i uczestniczy w sktadaniu spliceosomoéw [58].
Ponadto, inne badania wykazaty, ze galektyny-3 wchodzi w interakcje z pre-mRNA poprzez
kompleksy biatkowe zawierajgce Gemin4 (Gemin4d- sktadowa kompleksu biatkowego
przetrwania neuronéw ruchowych (SMN, survival motor neuron), odpowiedzialnego za
tworzenie i dojrzewanie matych rybonukleoprotein jagdrowych klasy Sm) [59][60]. Galektyna-

3 uczestniczy rowniez w regulacji szlaku sygnatowego Wnt/B-katenina w jgdrze [61].

Makrofagi wydzielajg galektyne-3 poza komodrka pod wptywem mediatordow, takich jak
osteopontyna. W zwigzku z tym dochodzi do namnazania fibroblastéw, ktére aktywowane
wydzielajg biatka macierzy- gtéwnie kolagen typu |. Akumulacja kolagenu typu | w

przestrzeniach pozakomoérkowych, powoduje zaburzenie rownowagi pomiedzy zawartoscig
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kolagenu typu | oraz lll. Konsekwencjg tego procesu sg zaburzenia kurczliwosci miesnia

sercowego co moze pogtebiaé niewydolnosé serca [62][63].

Wzrostowi stezenia galektyny-3 towarzyszy wzrost stezen cytokin prozapalnych m.in.
transformujgcego czynnika wzrostu B (TGF-B, transforming growth factor 8 ), interleukiny-1
(IL-1, interleukin 1) oraz interleukiny-2 (IL-2, interleukin 2). Stad galektyna-3 moze nasila¢

proces zwtéknienia poprzez modulacje odpowiedzi immunologicznej [63].

W ujeciu klinicznym, galektyna-3 badana jest najczesciej pod katem uzytecznosci jako
biomarker diagnostyczny lub prognostyczny w chorobach sercowo-naczyniowych. Dostepne
sg jednak prace naukowe, w ktérych galektyne-3 badano jako biomarker w innych
jednostkach chorobowych m.in. w infekcjach wirusowych, chorobach
autoimmunologicznych, cukrzycy, chorobach nerek czy nowotworach. Sugeruje to, ze
galektyna-3 nie jest markerem narzagdowo swoistym, ale specyficznym markerem

patogenezy, w ktdrej bierze udziat stan zapalny lub wiéknienie [56].

1.5 Troponiny

Kompleks troponin odgrywa kluczowg role w regulacji funkcjonowania aparatu
kurczliwego komoédrek miesniowych. Kompleks ten jak juz przedstawiono w punkcie
opisujgcym mechanizmy dziatania lewosimendanu, sktada sie z trzech podjednostek

regulujgcych oddziatywanie aktyna-miozyna:

= TnC
= TnT
= Tnl [64].

Troponiny znajduje sie zardwno w miesniach szkieletowych jak i miesniu sercowym. TnT
faczy kompleks troponin z tropomiozyng; Tnl hamuje ATP-aze aktynomiozyny poprzez
zmiany stezenia Ca?*. TnC z czterema punktami wigzania Ca®* dziata jako posrednik w

oddziatywaniu kompleku troponin—Ca2+ [65].

TnC jest jedng izoforma, ktorej struktura jest taka sama w miesniach szkieletowych oraz w
mie$niach budujacych aparaty kurczliwy serca. Izoformy TnT oraz Tnl réznig sie w miesniach
szkieletowych i sercowych, rdéznica ta jest wykorzystywana w testach klinicznych.
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Do wzrostu stezenia cTn w osoczu dochodzi, w nastepstwie przerwania struktury btony
komadrkowej miocytow z przyczyn niedokrwiennych lub niezwigzanych z niedokrwieniem.
Wodwczas cTn zawarte w cytozolu, a nastepnie cTn budujace aparat kurczliwy, w tym
fragmenty troponin przedostajg sie do przestrzeni zewngtrzkomérkowej i krwioobiegu.
Podwyzszony poziom cTn koreluje ze stopniem uszkodzenia komdrek [66]. Potencjalne

procesy moggace uczestniczy¢ w wzroscie osoczowego stezenia cTn przedstawia Rycina 10.

Badanie stezenia cTn jest zalecane w postepowaniu diagnostycznym AHF, aby wykluczy¢

ostre zespoty wiericowe (ACS, acute coronary syndromes) [26].

Choroba
wiencowa,

Uszkodzenie
srodbtonka,

Nadcisnienie,
Uszkodzenia

toksyczne,

Obcigzenie
objetosciowo/
ciSnieniowe,
Arytmia,
Cytokiny,

Ryc. 10. Procesy patofizjologiczne, ktédre mogg prowadzi¢ do podwyzszonego poziomu cTn

(wg [64]).

W AHF stezenie cTn moze wzrosngé powyzej 99. percentyla gérnej granicy referencyjnej lub
umiarkowanie powyzej granicy wykrywalnosci, badz pozostawaé ponizej progu detekcji. Jesli
stezenie cTn pozostaje ponizej progu detekcji w czasie badania, wéwczas mozna wykluczy¢
AMI i poszukiwac innych przyczyn AHF. W sytuacji, w ktorej stezenie cTn jest podwyzszone,
ale ponizej wartosci granicznej dla AMI, diagnostyka réznicowa staje sie bardziej
skomplikowana. Wowczas najczesciej obserwuje sie ostrg dekompensacje istniejgcej
wczesniej HF. W takiej sytuacji umiarkowany wzrost stezenia cTn w osoczu reprezentuje

ostre niedokrwienne uszkodzenie miesnia sercowego w zaleznosci od obserwowanej
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tendencji wzrostu lub spadku stezenia cTn (ostre uszkodzenie) lub przewlekte uszkodzenia

(CHF ze stabilnym poziomem cTn).

Niedokrwienie podwsierdziowe, wzrost napiecia scian komér, wzmozona aktywacja uktadu
wspotczulnego oraz wptyw cytokin zapalnych moga wyjasnia¢ wzrost stezenia cTn powyzej
granicy normy. W takim przypadku ostre niedokrwienne uszkodzenie miesnia sercowego

bytoby przyczyng postepujacego uposledzenia czynnosci serca i rozwoju zaawansowanej HF.

Inne stany patologiczne determinujgce AHF mogg by¢ zwigzane ze wzrostem stezenia cTn
poza AMI w wyniku niedokrwiennego lub innego niz niedokrwienne uszkodzenie mies$nia
sercowego, np. przetomy nadcisnieniowe, tachyarytmie przedsionkowe/komorowe, ciezkie
zaburzenia przewodzenia, ostra niedomykalno$¢ zastawek, ostre zapalenie miesnia
sercowego, zatorowos$¢ ptucna oraz udar. W takich sytuacjach stezenie cTn moze szybko
wzrastaé, natomiast w serii oznaczen stezenie cTn spada badz utrzymywac stabilny poziom

lub pozostac¢ w granicach niskich stezen [66].

Dostepne wytyczne ESC prezentujg zalecenia dotyczace oznaczenia stezenie hs-cTn w
przypadku podejrzenia wystepowania ACS bez uniesienia odcinaka ST w celu diagnostyki i
stratyfikacji ryzyka. Wowczas zalecany jest pomiar hs-cTn bezposrednio po przyjeciu
pacjenta do szpitala oraz analiza otrzymanych wynikéw do 60 min od pobrania materiatu do
badania (klasa zalecen |, poziom wiarygodnosci danych B). Zalecany jest rowniez pomiar
stezenia hs-cTn w celu oceny rokowania pacjenta (klasa zalecen |, poziom wiarygodnosci

danych B) [67].

Ocena stezenia hs-cTn zalecana jest we wstepnym rozpoznaniu ACS z uniesieniem odcinka
ST. Jak wskazujg wytyczne ESC [68] zalecane jest jak najszybsze pobranie krwi od pacjenta w
celu oznaczenia biomarkeréw, jednak procedura ta nie moze opdznia¢ leczenia

reperfuzyjnego (klasa zalecen |, poziom wiarygodnosci danych C) [68].

1.6 Hemostaza
Pojecie hemostazy obejmuje zespdt proceséw fizjologicznych majgcych na celu

zatrzymanie krwawienie powstatego w skutek przerwania ciggtosci naczyi krwionosnych.
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Hemostaze mozna podzieli¢ na pierwotng i wtdrng. Uproszczony przebieg hemostazy

przedstawia Rycina 11.

Uszkodzone naczynie krwiono$ne- ekspozycja czynnikéw prozakrzepowych
(czynnika tkankoweqgo, kolagen, VWF)

Hemostaza pierwotna
(kilkanascie sekund)
%+ Skurcz uszkodzonego naczynia
% Adhezja oraz agregacja ptytek krwi = formowanie czopu ptytkowego

¥

Hemostaza wtorna
(kilka minut)
% Aktywacja uktadu krzepnigcia

*

¢ Umocnienie czopu ptytkowego siecig fibryny

¥

Fibrynoliza

¥

Naprawa uszkodzonego naczynia krwionosnego

Ryc. 11. Uproszczony schemat procesu hemostazy.
Do gtéwnych czynnikéw biorgcych udziat w procesie hemostazy zaliczamy:
Sciane naczyn krwionoénych

Phytki krwi
Uktad krzepniecia

- F + &

Fibrynolize

1.6.1 Sciany naczyn krwionosnych
Zwezenie naczyn krwionosnych jest poczgtkowym etapem procesu hemostazy, w
odpowiedzi na przerwanie ciggtosci naczyn krwionosnych. Za skurcz naczyn odpowiada w

gtéwnej mierze endotelina-1. Jest to peptyd syntetyzowany przez komérki srédbtonka
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naczyn krwionosnych. Istotnymi czynnikami indukujgcymi skurcz uszkodzonych naczyn s3
rowniez substancje uwalniane z aktywowanych ptytek krwi do, ktérych zalicza sie serotonine,
tromboksan A, czy ADP. Skurczone naczynie ogranicza wyptyw krwi poza naczynie. Co
wiecej, uszkodzony $rédbtonek odstania trombogenng macierz w sktad ktérej wchodza:
kolagen, czynnik von Willebranda (VWF) oraz czynnik tkankowy (TF). Ekspozycja ptytek krwi
na prozakrzepowe skfadniki macierzy podsrédbtonkowej zapewnia wejscie do drugiej fazy

hemostazy pierwotnej tj. adhezji ptytek krwi [69].

1.6.2 Plytki krwi

1.6.2.1 Ptytki krwi - informacje ogdlne

Ptytki krwi powstajg w szpiku kostnym poprzez fragmentacje cytoplazmy
megakariocytow. Megakariocyty zlokalizowane sg w okolicy zatok naczyniowych szpiku
kostnego, do ktérych bezposrednio uwalniajg ptytki krwi. Kazdy megakariocyt moze
wytworzy¢ 5000-10000 ptytek krwi. Srednica dojrzatej ptytki krwi wynosi okoto 2-3 pm.
Zywotno$é ptytek wynosi od 5 do 9 dni. Okoto 2/3 ptytek krwi znajduje sie w krwiobiegu,
natomiast pozostate 1/3 ulega sekwestracji w sSledzionie. W fazie spoczynkowej ptytka krwi
ma ksztatt dyskoidalnym, natomiast na skutek aktywacji dochodzi do reorganizacji struktury
przestrzennej ptytki krwi w efekcie czego ptytka zmienia ksztatt na nieregularny z licznymi
wypustkami. Wartos¢ referencyjna u osoby dorostej ptytek krwi zawiera sie w przedziale
150-400 G/I (150-400 x 10°/1) krwi. Przecietny zdrowy dorosty moze wyprodukowaé 10"
ptytek dziennie. Ptytki krwi, ktdrych zywotnosé¢ dobiega konca (7-9 dni) sg niszczone przez

fagocytoze w sledzionie i watrobie [70].

1.6.2.2 Budowa ptytek krwi

Btona komdrkowa ptytek krwi posiada strukture dwuwarstwowg skfadajgca sie z
biatek i lipidow. Dominujgcymi lipidami sg fosfolipidy, ktére tworzg podstawowg strukture
oraz cholesterol. Czgsteczki cholesterolu stabilizujg strukture btony komdrkowej przez co
btona zachowuje swojg ptynnos$é. Fosfolipidy tworzg podwdjng warstwe (zewnetrzng i
wewnetrzng), ktérej polarne gtowy sg skierowane w strone srodowiska hydrofilowego —
zewnetrzne otoczenie plytki oraz cytoplazmy wewnatrz. tancuchy kwasdw ttuszczowych
orientujg sie ku sobie (prostopadle do ptaszczyzny btony), tworzgc hydrofobowa bariere w
warstwie wewnetrznej. Fosfolipidy zwtaszcza fosfatydyloinozytol wspomagajg aktywacje

ptytek krwi poprzez dostarczanie kwasu arachidonowego (nienasyconego kwasu
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ttuszczowego), ktdry podczas aktywacji ptytek zostaje przeksztatcony w prostaglandyny oraz
tromboksan A,. Fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloetanoloamina po aktywacji ptytki krwi
przemieszczajg sie na zewnetrzng powierzchnie, tworzgc ujemnie natadowang powierzchnie
fosfolipidowa, na ktérej gromadza sie enzymy uktadu krzepniecia, zwtaszcza kompleks VIII i

IX oraz kompleks X i V.

W bfonie zakotwiczone sg glikoproteiny i proteoglikany, wspierajg one powierzchniowe
glikozaminoglikany, oligosacharydy i glikolipidy. Zewnetrzna powierzchnia btony komérkowej
ptytki krwi pokryta jest pfaszczem nazwanym - glikokaliksem, zawierajgcym w sobie
zewnetrzne konce glikoprotein oraz glikolipidow btonowych, a takze moze absorbowac do

swojej powierzchni biatka osocza (np. albumine, fibrynogen) [71].

Btona komodrkowa tworzy wgtebienia, ktére penetrujg do wnetrza cytoplazmy ptytek krwi,
przez co tworzy swoj unikalny system kanalikowy potgczony z powierzchnig. Gtéwnga rolg
otwartego systemu kanalikéw jest umozliwienie przenikania czasteczek ze s$rodowiska
zewnetrznych do ptytek krwi, a takze uwolnienie zawartosci ziarnistosci ptytek krwi na

zewnetrz podczas procesu aktywacji [70].

Pod btong komodrkowg w cytoplazmie ptytki krwi zlokalizowany jest wysoce
wyspecjalizowany cytoszkielet, dzieki ktéoremu ptytka krwi utrzymuje swojg strukture w fazie
spoczynku. Natomiast zmienia ksztatt w fazie aktywacji. Sktada sie on z trzech gtéwnych
elementow: szkieletu btonowego opartego na spektrynie, cytoszkieletu aktynowego oraz

obwodowej wigzki mikrotubul [70][71].

Kolejng strukturg znajdujacg sie w cytoplazmie ptytki krwi jest uktad kanalikdw gestych
(pozostatosé szorstkiego retikulum endoplazmatycznego). Gtowng funkcjg tej struktury jest
magazynowanie Ca**oraz enzymow biorgcych udziat w aktywacji ptytek krwi. Enzymy te

obejmujg m.in. fosfolipaze A2, cyklooksygenaze oraz syntetaze tromboksanu.

ZiarnistoSci a sg to struktury wystepujgce w cytoplazmie ptytek krwi (Srednio 50-80 w kazdej
ptytce). Zawartos¢ ziarnistosci stanowig biatka o zréznicowanych funkcjach, niektére trafity
tam na drodze endocytozy, natomiast pozostate byty syntetyzowane w megakariocytach.
Podczas procesu aktywacji ptytki ziarnistosSci a stajg sie integralng czescig btony komérkowej,

a zawartos¢ ulega uwolnieniu do otoczenia ptytki krwi, gdzie uczestniczy w adhezji i agregacji
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ptytek krwi oraz wspomaga kaskade krzepniecia [71]. Zawartos¢ ziarnistosci przedstawia

Tabela 9.

Tabela 9. Zawartos¢ ziarnistosci wystepujgcych w ptytkach krwi (wg [72][73])

Ziarnistosci a

Ziarnistosci elektronowo geste &

Lizosomy

Biatka swoiste dla ptytek krwi: czynnik ptytkowy

4, B- tromboglobulina

Biatka adhezyjne: fibronektyna, (VWF),
trombospondyna

Czynniki krzepniecia krwi i fibrynolizy:
fibrynogen, czynnik krzepniecia Vi XI,
wielkoczgsteczkowy kininogen, inhibitor C1-
elastazy, biatko S, tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA), inhibitor aktywatora
plazminogenu 1 (PAI-1)

Biatka specyficzne dla bfony ziarnistosc¢ a:
selektyna P, biatko-33, osteonektyna
Biatkowe receptory btonowe: GP lIb/Illa, GP
Ib/1X/V,GP IV

Mitogeny swoiste dla ptytek krwi:

ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik

wzrostu komorek srodbtonka

naczyniowego/czynnik przepuszczalnosci naczyn

(VEGF/VPF)

Nukleotydy adeninowe (ATP i ADP) i guaninowe

(GTP i GDP).

Serotonina

Jony magnezu i wapnia.

Polifosforany

Kwasne hydrolazy, katepsyna D i E,
karboksypeptydazy, kolagenazy, kwasne
fosfatazy, glikohydrolazy
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Peroksysomy » Katalaza
VWEF- czynnik von Willebranda; ATP- adenozyntrifosforan, ADP- adenozynodifosforan, GTP-

guanozynotrifosforan; GDP- guanozynodifosforan;

W cytoplazmie ptytek krwi wystepujg réwniez mniej liczne ziarnisto$¢ tj. ziarnistosci
elektronowo geste §, lizosomy oraz zawierajgce katalaze peroksysomy. Ziarnistosci geste
pojawiajg sie podiniej niz ziarnistosci a w rdznicowaniu megakariocytéw. Przechowujg
hemostatycznie aktywne czasteczki, ktére sg wydzielane podczas aktywacji ptytek krwi [70]

[71].

1.6.2.3 Ptytki krwi- receptory btonowe

Receptory to biatka powierzchniowe, ktére umozliwiajg wejscie komérek w interakcji
z okreslonymi czgsteczkami, aby odpowiednio zareagowaé. Ptytki krwi sg najmniejsze
sposréod elementéw morfotycznych krwi, ale odgrywaja kluczowg role w utrzymaniu
hemostazy zwtaszcza jej receptory powierzchniowe. Dlatego tak istotng kwestig jest
poznanie biologii oraz mozliwos$ci uchwytu terapeutycznego tych czgsteczek. Na ptytkach
krwi znajduja sie rdézne receptory, ktére biorg udziat nie tylko w procesie krzepniecia krwi,
ale takze w innych procesach m.in. w odpowiedzi immunologicznej, rozwoju nowotwordw, a

takze ich przerzutdéw oraz w procesach neurodegeneracyjnych [74][75].
» Receptory integrynowe

Integryny to biatka petnigce rézne funkcje do ktérych zaliczamy udziat w procesie adhezji
oraz s3 to czasteczki sygnalizacyjne obecne na wielu typach komérek. Integryny w stanie
spoczynkowym ptytki krwi wykazujg niskie powinowactwa w stosunku do swoich agonistow.
Sytuacja ta zmienia sie w wyniku aktywacji komodrki. Dochodzi wdéwczas do zmiany
organizacji struktur bftonowych, co wigze sie z przesunieciem receptorow do stanu
wysokiego powinowactwa. Strukturalnie receptory integrynowe sg to nie kowalencyjnie
zwigzane heterodimery podjednostek a i B. Ptytki krwi majg tzw. trzy rodziny integryn: B1,

B2 i B3, ktérych charakterystyka przedstawia Tabela 10.
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Tabela 10. Podziat receptordw integrynowych (wg [74][75]).

Rodzina

Typ receptora

Charakterystyka

B1

a2B1/ GPla-lla

Receptor ptytkowy dla kolagenu;

Stabilizujg wzrost skrzepliny i promuje aktywnos¢
prokoagulacyjng;

Inicjuje synteze biatek ptytkowych, biorgcych udziat w

procesie aktywacji, po zwigzaniu z kolagenem;

a5B1

Receptor utatwiajgcy adhezje ptytek krwi do fibronektyny;

a6B1

Receptor integrynowy posredniczacy w adhezji ptytek
krwi do lamininy (znajdujgcej sie w btonach podstawnych
oraz macierzy zewngtrzkomorkowej);

Przekazywanie sygnatu a6B1 do ptytek krwi za
posrednictwem kinazy fosfoinozytydowej 3 indukuje

zmiany morfologiczne w ptytkach krwi;

B2

alB2/CD102

Czasteczka adhezji miedzykomorkowej 2 (ICAM-2,
intercellular adhesion molecule 2 );

Jedyny znany cztonek rodziny integryn 2;

Ma okoto 3000 kopii na powierzchni ptytek krwi oraz
systemie kanalikéw otwartych;

Czasteczka posredniczgca w interakcji ptytek krwi z

leukocytami;

B3

allbB3 /GPllb-
Ila

Receptor obecny tylko na ptytkach krwi;

Najliczniej reprezentowany receptor posredniczacy w
adhezji ptytek krwi (w spoczynku na powierzchni ptytek
krwi ok. 80 000-100 000 czgsteczek, dodatkowo 20 000-
40 000 czgsteczek allbB3 rozlokowanych jest w
ziarnistosciach a, ziarnistosciach gestych oraz na btonach
systemu otwartego kanalikdéw. Receptory te ulegaja
translokacji do btony komérkowej w wyniku procesu
aktywacji);

Do liganddw receptora GPllb-llla nalezg: fibrynogenem,
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fibryng, VWF, fibronektyng witronektyng oraz

trombospondyng;

aVp3 =  Piytki krwi wyrazajg na swojej powierzchni 50-100
receptoréw aVp3;

= W obecnosci magnezu lub manganu receptory aV33
posredniczg w adhezji ptytek do witronektyny,
fibrynogenu, VWF, protrombiny i trombospondyny;

=  Aktywowany aVB3 oddziatuje z osteopontyng

wystepujgca w blaszkach miazdzycowych;

VWEF- czynnik von Willebranda;
» Receptory bogate w leucyne

Receptory bogate w leucyne zawierajg biatkowy motyw strukturalny sktadajgcy sie z
powtarzajgcych sie 20-30 aminokwasdw (LPR, Leucine-rich repeat) ktére sg bogate w
hydrofobowy aminokwas leucyne. Motywy te biorg udziat w tworzeniu interakcji biatko-

biatko.

o Receptor GPIb-IX-V ( ok. 50 000 kopii) stanowi drugi co do czestosci receptor
ptytkowy po GPllb-Illa. Kompleks GPIb-IX-V sktada sie z glikoprotein Iba, Ibf,
IX i V. Podjednostka GPlba jest potgczona wigzaniem dwusiarczkowym z
GPIbB i niekowalencyjnym wigzaniem z GPIX i GPV w stosunku 2:2:2:1.
Specyficznymi ligandami dla tego receptora sg VWF, integryna leukocytow
aMpB2 oraz selektyna P.

o Receptory Toll-podobne (TLR) sg obecne na powierzchni ptytek krwi w
mniejszych ilosciach w pordwnaniu z innym receptorem nalezgcym do tej
rodziny. TLR to biatka przezbtonowe sktadajagce sie z domeny
zewnatrzkomérkowej LRP, regionu transbtfonowego i domeny Toll-IL-1R. Ptytki
krwi oraz megakariocyty syntetyzujg biatko dla réznych TLR (np. TLR-1, TLR-2,
TLR-3, TLR-4, TLR-6, TLR-7, TLR-8 i TLR-9). Receptory TLR odgrywaja wazng
role w odpornosci wrodzonej dzieki ich zdolnosci do identyfikacji sktadowych
pochodzenia bakteryjnego, wirusowego, a ponadto pierwotniakéw i grzybow,

co wiecej sg istotnym elementem biorgcym udziat w usuwania tych

57




patogendw. Receptor ptytkowy TLR-4 odpowiada za interakcje ptytek krwi z
neutrofilami, powodujgc aktywacje neutrofili.

o Metaloproteinazy macierzy (MMP) odgrywajg istotng role w procesie adhezji
i agregacji ptytek krwi. Do czasteczek biorgcych udziat w tych procesach
zaliccamy MMP-1, 2, 3, 9 i 14. W procesie, w ktérym posrednicza GPVI
(receptor dla kolagenu) oraz a2Bfl. MMP-1 wzmaga aktywacje ptytek krwi

indukowang kolagenem.

» Selektyny

Selektyny jest to grupa receptordw, ktérych dziatanie upatruje sie gtéwnie procesie adhezji

ptytek. Receptory te sg obecne nie tylko na ptytkach krwi, ale takze na komdrkach

srodbtonka i limfocytach. Do najlepiej zbadanych cztonkéw tej rodziny receptordw zaliczamy

selektyne P oraz receptor lektynopodobny typu C-2 (CLEC-2).

CLEC-2 jest transbtonowym receptorem ptytkowym dla podoplaniny oraz
rodocytyny (agretyny), ktére majg zdolnos¢ wywotywania agregacji ptytek .
Podoplanina  wystepuja na komdrkach nowotworowych, komédrkach
limfatycznych i s$rédbtonkowych. Rodocytyna to biatko nie wystepujace
fizjologicznie w organizmie cztowieka, znajduje sie natomiast w jadzie weza (zmij
malajskiej), ktéry ma zdolnos¢é agregacji ptytek krwi.

Selektyna P (CD62P) jest to glikoproteing o masie 140 kDa obecng w
ziarnistoSciach a w fazie spoczynkowej ptytek krwi. Po aktywacji przemieszcza sie
do btony komérkowej. Aktywacja ptytek krwi powoduje ekspresje
powierzchniowg okoto 13 000 czgsteczek selektyny P. Ekspresja selektyny P na
krazacych ptytkach krwi jest markerem aktywacji ptytek krwi. Selektyna P jest
odpowiedzialna z przytgczanie neutrofili oraz monocytéw do ptytek krwi i
komoérek srodbtonka naczyniowego. Rekrutuje rowniez pochodzgce z monocytéw
mikroczastki prokoagulacyjne, ktére zawierajg ligand glikoproteiny P-selektyny-1 i

TF.
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» Tetraspaniny

Grupa biatek btonowych zawierajgca cztery domeny transbtonowe. S3 uwazane za

najwazniejsze przetworniki sygnatu w btonie komdrkowej. Ta grupa obejmuje CD63, CD9 i

CD53. CD63 jest najwazniejszym cztonkiem tej rodziny.

CD63 /glikoproteina 3 zwigzana z btong lizosomalng jest to biatko btony
lizosomalnej, ktére pojawia sie na powierzchni aktywowanych ptytek krwi. CD63
moduluje rozprzestrzenianie sie ptytek krwi. CD63 jest kolejnym po selektynie P

markerem aktywacji ptytek in vivo.

» Receptory purynergiczne

Ptytki krwi posiadajg trzy receptory P, dla nukleotydéw adeninowych: P,Y; i P,Yy;

oddziatujagce z ADP oraz receptor P,X; oddziatujagcy z ATP. Interakcja nukleotydéw

adeninowych z ich receptorami ptytkowymi odgrywa wazng role w trombogenezie [76].

P,Y; (42 kDa, zawierajg 373 reszty aminokwasowe) czgsteczka wystepujaca wielu
tkankach m. in. sercu, naczyniach krwionosnych, komérkach miesni gtadkich,
tkance nerwowej, w tym w pflytkach krwi. Receptor P,Y; jest niezbedny do
indukowanej przez ADP agregacji ptytek. ADP jest silniejszym agonistg niz ATP.
ATP jest czeSciowym agonistg receptora P,Y;, przy niskich poziomach ekspresiji
receptora dziata jako antagonista. P,Y; stanowi okoto 20-30% wszystkich miejsc
wigzania ADP na powierzchni ptytek krwi.

P,Y1, jest to receptor wystepujgcy na ptytkach krwi, a ponadto znajduje sie na
komédrkach miesni gtadkich, komdrkach srodbtonka oraz komadrkach glejowych.
Receptor P,Y1, wystepuje gtdwnie na powierzchni ptytek krwi wsrdd receptoréw
purynergicznych jako homooligomer. P,Y, jest receptorem dla ADP. ADP i jego
analogi stymulujg receptor P,Y;,, podczas gdy ATP i jego analogi trifosforanowe
dziatajg jako jego antagonisci. Pacjenci z wrodzong wadg P,Y1, wykazujg tagodng
lub umiarkowang skaze krwotoczng ze stanami krwawienia sluzéwkowo-skdrnego
oraz pooperacyjng i pourazowg nadmierng utratg krwi. Receptor P,Y;, stat sie

punktem uchwytu w terapii przeciwptytkowe;j.
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e P,X; jest receptorem kanatu jonowego bramkowanego ligandem, ktorym jest ATP
i hamowany przez ADP. Wigzanie ATP z receptorem P,X; prowadzi do naptywu
wapnia do ptytek krwi co w konsekwencji powoduje przejsciowg zmiane ksztattu
ptytek krwi, degranulacje, tworzenie pseudopodéw i aktywacje ptytek. We
wczesnych stadiach uszkodzenia naczyn, w obecnosci niskiego stezenia kolagenu,

ATP przyczynia sie do zwiekszonej agregacji poprzez receptor P,X; [77].

» Receptory prostaglandyn i tromboksanu

Prostaglandyny to produkty pochodzenia lipidowego, ktére regulujg wiele funkcji
fizjologicznych o$rodkowego uktadu nerwowego, sercowo-naczyniowego, pokarmowego,
moczowo-piciowego, hormonalnego, oddechowego i odpornosciowego. Ptytki krwi majg

receptory dla prostaglandyn, ktére petnig wazne funkcje modulacyjne.

o TP lub TXA2/PGH2 jest receptorem dla tromboksanu A,. Receptor ten jest
szeroko reprezentowanym w uktadzie sercowo-naczyniowym. Receptory TP
(TPa i TPB) sg kodowane przez ten sam gen, ale réznig sie od siebie, poniewaz
powstajg w wyniku alternatywnego splicingu i majg rézne C-koricowe regiony
wewnatrz cytoplazmatyczne. TPa oraz TPB znajdujg sie w ptytkach krwi,
natomiast w komdrkach srédbtonka stwierdzono obecno$é jedynie TPp.
Receptory te aktywujg fosfolipaze A2 i fosfolipaze C poprzez transdukcje
sygnatu przez biatko G. Po stymulacji przez agonistow receptory TXA2/PGH2
wzmacniajg aktywacje ptytek krwi w mechanizmie autokrynnym.

o Prostaglandin E2 receptors (PGE,)- biosynteza PGE2 jest wzmacniana przez
mediatory stanu zapalnego w komadrkach miesni gtadkich naczyn i
makrofagach. PGE2 inicjujg aktywacje ptytek przy niskich stezeniach ADP i
kolagenu, podczas gdy wyzsze stezenia tych agonistow hamujg aktywacje
ptytek, w ktérej posredniczy PGE,.

o Receptor prostacykliny (PGI2) jest pochodng kwasu arachidonowego,
uwalniang przez komorki srédbtonka naczyniowego. Prostacyklina jest
skutecznym srodkiem rozszerzajagcym naczynia krwionosne, inhibitorem
agregacji ptytek krwi i moderatorem proliferacji-migracji-réznicowania

komodrek miesni gtadkich naczyi. Receptory te oddziatujg z biatkami G, aby
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aktywowac cykloze adenylowg i wigzac prostacykline, utrzymujac w ten

sposob ptytki krwi w stanie spoczynku.

» Receptory nadrodziny immunoglobulin

Receptory immunoglobulinowe (IgSF, immunoglobulin superfamily) to duza grupa biatek
powierzchniowych zaangazowanych w rozpoznawanie, wigzanie i adhezje komoérek.
Struktura molekularna tych biatek jest podobna do struktury immunoglobulin. Cztonkowie
IgSF obejmujg receptory powierzchniowe komarki, koreceptory i czgsteczki kostymulujgce.

Nadrodzina receptoréw ptytkowych immunoglobulin sktada sie z siedmiu cztonkéw.

e GPVIto gtéwny receptor dla kolagenu. FcRy jest dimerem, ktéry tworzy na
powierzchni ptytki kompleks o wysokim powinowactwie z dwiema czgsteczkami
GPVI. Interakcja miedzy GPVI a kolagenem moze by¢ zaangazowana w inicjacje
tworzenia skrzepliny przy niskich lub wysokich szybkosciach $cinania.

e FcyRIIA (CD32) jest kolejnym cztonkiem nadrodziny immunoglobulin. Wystepuje w
bliskim sgsiedztwie receptora GPIb-IX-V. Sieciowanie FcyRIIA inicjuje fosforylacje
tyrozyny, metabolizm fosfoinozytolu, aktywacje fosfolipazy C, sygnalizacje
wapniowgq i rearanzacje cytoszkieletu. Posredniczy réwniez w przekazywaniu
sygnatu prowadzgcego do wigzania VWF z GPIb.

e FceRI (CD23) powodujg uwalnianie serotoniny oraz posredniczg w adhezji ptytek
krwi do uszkodzonego srédbtonka.

e JAM (junctional adhesion molecules) to rodzina glikoprotein charakteryzujaca sie
dwoma jednostkami immunoglobulin w domenie zewnatrzkomdrkowej. Biatka
JAM oprocz ptytek krwi sg obecne w potagczeniach miedzykomérkowych
srodbtonka i komdrek nabtonka, a takze na powierzchni leukocytéw. Biatka JAM
regulujg interakcje leukocytéw, ptytek krwi, komdrek srédbtonka i tworzenie
Scistych potaczen w komodrkach nabtonka i srédbtonka. Biatka JAM odgrywajg
wazng role w aktywacji ptytek krwi. Wyrdznia sie trzy typy receptora JAM, tj. JAM-
1, JAM-2 i JAM-3. Aktywujg ptytki krwi poprzez sieciowanie z FcyRIIA.

e PECAM-1 (Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1)/CD31 jest glikoproteing

0 masie czgsteczkowej 130 kDa. PECAM-1 znajduje sie na powierzchni ptytek krwi,
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granulocytéw i monocytow. Platelet PECAM-1 stuzy jako regulator reaktywnosci
ptytek krwi.

e TREM-Like transcript-1- znajduje sie w ziarnistoSciach a ptytek krwi. Domena
zewnetrzna tego receptora jest podobna do rodziny receptoréw komorek
szpikowych ‘triggering receptors on myeloid cells’” (TREMs). Sieciowanie TREM-

Like transcript-1 z FceRI zwieksza sygnalizacje wapniowa.

» Receptory lipidowe

Receptory czynnika aktywujacego ptytki (PAF, platelet activating factor) zbudowane s3 z
fosfolipidéw. Liczba receptoréw PAF na powierzchni ptytek krwi wynosi okoto 300.

Receptory te posredniczg w stanach zapalnych, anafilaksji, agregacji ptytek oraz degranulacji.
» Receptor serotoninowy

Receptor 5-hydroksytryptaminowy typu 2A (5-HT2A) oraz typu 3A (5-HT3A) zostat
znaleziony na btonie ptytek krwi. Stwierdzono, ze aktywacja ptytek krwi powoduje uwalnia
zmagazynowanej w  ziarnistoSciach elektronowo gestych serotoniny, ktéra stymuluje
agregacji ptytek. Jednak sama serotonina nie powoduje agregacji ptytek krwi, ale wzmaga

agregacje, indukowang przez innych agonistow.
» Receptory trombiny

Receptory, ktérych agonistom jest trombina nalezg do grupy receptoréw aktywowanych
proteazg (PAR, protease-activated receptors). W organizmie cztowieka wystepujg cztery

podtypy receptordw PAR, ktére sie szeroko reprezentowane w tkankach.

** Receptory PAR-1, PAR-3 oraz PAR-4 sg aktywowane przez trombine.

+* Receptor PAR-2 jest aktywowany przez trypsyne i proteazy trypsynopodobne.

Ptytek krwi ulegajg aktywacji trombing za posrednictwem receptoréw PAR-1 i PAR-4. PAR-1
dziata jako gtéwny receptor trombiny na ludzkich ptytkach krwi, poniewaz oddziatuje z
niewielkimi stezeniami trombiny, podczas gdy PAR-4 wymaga wyziszego stezenia do
aktywacji. Zwigzanie ligandu z receptorem PAR-1 powoduje aktywacje heterotrimerycznych
biatek G (Gal2/13, Gaqg i Gai/z), ktére taczg kilka wewnatrzkomdrkowych szlakéw
sygnatowych z réznymi fenotypowymi efektami dla ptytek krwi. Zaliczcamy do nich:
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wytwarzanie TXA,, uwalnianie ADP, uwalnianie serotoniny oraz epinefryny,
aktywacje/mobilizacje P-selektyny i ligandu CD40, aktywacje integryn i w koncu agregacje
ptytek krwi [78].

1.6.3 Uktad krzepniecia

Istotg kaskady krzepniecia jest przeksztatcenie rozpuszczalnego biatka- fibrynogenu w
sie¢ przestrzenng fibryny, ktdéra stabilizuje hemostatyczny czop ptytkowy. Tabela 11
przedstawia charakterystyke czynnikow bioracych udziat w kaskadzie krzepniecia. Do

podstawowych czynnikéw biorgcych udziat w procesie krzepniecia zaliczamy:

+ 12 biatek osocza
+ 1 biatko integralne btony komdrkowych

+ Fosfolipidy btonowe ptytek krwi
+ Ca”

Tabela 11. Osoczowe czynniki krzepniecia [wg [79][80]).

Czynnik Funkcja Stezenie w osoczu Masa
(mg/1) czasteczkowa
(kD)
Fibrynogen (czynnik I)  Prekursor fibryny 3000 340
Protrombina (czynnik Aktywacja I, V, VII, VIII, 100 72
1)) X1, XIll, biatka C, ptytek
krwi

Czynnik V Kofaktor kompleksu 10 330
(proakceleryna) X-protrombinaza
Czynniak VII Aktywuje czynniki IX, X 0,5 50
(prokonwertyna)
Czynnik VIII (czynnik Kofaktor kompleksu 0,1 330
antyhemofilny A) IX-tenaza
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Czynnik IX (czynnik Aktywuje X: tworzy 5 160

antyhemofilowy B, kompleks tenaza z

czynnik Christmasa) czynnik VIII

Czynnik X (czynnik Kompleks protrombinazy 10 56
Stuarta) z czynnikiem V:

aktywuje czynnik Il
Czynnik XI (PTA, Aktywuje czynnik IX 5 160

plasma thromboplastin

antecedent)
Czynnik XII (czynnik Aktywuje czynnik XI, VII'i 30 80
Hegemana) prekalikreine
Czynnik XIII Czynnik stabilizujacy 60 320
fibryne
Czynnik tkankowy Kofaktor czynnika Vlla 0,1 45
Czynnik von Wiaze sie z czynnik VIII, 10 -
Willebranda posredniczy w adhezji
ptytek

1.6.3.1 Kaskada krzepniecia

Faza inicjacji

Proces krzepniecia zostaje rozpoczety z chwilg pojawienia sie TF we krwi w
nastepstwie uszkodzenia lub aktywacji srodbtonka naczyniowego. TF tworzy kompleks z
czynnikiem VII lub czynnikiem Vlla, aby aktywowac czynnik IX i czynnik X. Czynnik Xa
powoduje zmiane protrombiny w trombine. Wytwarzanie trombiny w tej reakcji jest jednak

znacznie ograniczone. Kompleks TF-Vlla-Xa jest szybko rozktadany przez inhibitor szlaku TF

(TFPI, tissue factor pathway inhibitor).

Faza amplifikacji

Poniewaz ilos¢ wytworzonej trombiny nie wystarcza, aby utworzy¢ stabilng fibryne

jest jednak wystarczajgca do aktywacji ptytek krwi oraz oddzielenie czynnika VIII od vWF.
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Ponadto trombina, ktéra jest generowana w fazie inicjacji, dalej aktywuje czynnik V i czynnik
VI, ktéry stuzy jako kofaktor w kompleksie protrombinazy i przyspiesza aktywacje

odpowiednio trombiny przez czynnik X i czynnik Xa przez czynnik IXa.

Faza propagaciji

Akumulacja komplekséw enzymatycznych tenazy i protrombinazy na powierzchni
ptytek krwi wspomagaja silne wytwarzanie trombiny i aktywacje ptytek. Zapewnia to ciggte

wytwarzanie trombiny, a nastepnie fibryny tworzgc wystarczajgco spdjny skrzep.

Stabilizacja

Trombina w raz z Ca®* prowadzi do aktywacji czynnika Xl (czynnika stabilizujgcego
fibryne), ktory nabiera wtasciwosci transglutaminazy. Czynnik Xllla kowalencyjnie faczy
monomery fibryny i zapewnia wytrzymatosé¢ i stabilnos¢ fibrynie wbudowanej w czop
ptytkowy. Ponadto trombina aktywuje aktywowany trombing inhibitor fibrynolizy (TAFI,

thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), ktdry chroni skrzep przed fibrynolizg [79][80].

1.6.3.2 Endogenne inhibitory krzepniecia

Po rozpoczeciu kaskady krzepniecia inne substancje- naturalne antykoagulanty,
dziatajg jak hamulce ograniczajgce krzepniecie do ograniczonego obszaru uszkodzenia.
Zapobiegajg w ten sposdb niekontrolowanemu rozrostowi skrzepdw, ktdre moge osiggngc
na tyle duze rozmiary, aby zablokowa¢ normalny przeptyw krwi [81]. Do naturalnych

inhibitorow krzepniecia naleza:

v" Antytrombina (AT) - biatko bedgce inhibitorem proteazy serynowej, ktére wigze i
dezaktywuje trombine, czynniki IXa, Xa, Xla i Xlla. W obecnosci heparyny zwieksza
sie aktywnos¢ enzymatyczna AT o okoto 1000 razy. AT jest aktywowana przez
wigzanie siarczanu heparyny obecnego na powierzchni komdrek srédbtonka. AT
wigze czynniki krzepniecia w stosunku 1:1, a kompleks ten jest usuwany przez
komorki uktadu siateczkowo-sréodbtonowego.

Inne inhibitory trombiny to kofaktor heparyny I, a,-makroglobulina,

az-antytrypsyna oraz inhibitor Cl-esterazy [79][80].
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v/ Uktad inhibitorowy biatka C jest to sktadajacy sie z czterech elementéw szlak
odpowiedzialny za hamowanie fazy propagacji krzepniecia. Do sktadowych uktadu
inhibitorowego biatka C zalicza sie:

I.  Biatko C - proteaza serynowa o silnych witasciwosciach
przeciwzakrzepowych, profibrynolitycznych oraz
przeciwzapalnych. Aktywatorem biata C jest trombina, ktéra
tworzy aktywowane biatko C (APC) i dziata poprzez hamowanie
aktywowanych czynnikow Vi VIII.

II.  Trombomodulina —receptor transbtonowy komaérek srédbtonka dla
trombiny. Zapobiega tworzeniu sie skrzepu w nieuszkodzonym
naczyniu poprzez wigzanie z trombing.

ll.  Srédbtonkowy receptor biatka C- kolejny receptor transbtonowy,
ktorego dziatanie wspomaga aktywacje biatka C.

IV. Biatko S- glikoproteina zalezna od witaminy K, syntetyzowana
przez komoérki srédbtonka oraz hepatocyty. Wystepuje w osoczu w
postaci wolnej stanowigcej okoto 40% oraz w formie zwigzanej z
biatkiem wigzgcym C4b (okoto 60%). Dziatanie przeciwzakrzepowa
jest wynikiem dziatania formy wolnej biatka S, podczas gdy forma
zwigzana dziata jako inhibitor uktadu dopetniacza. Biatko S dziata
jako kofaktor APC w inaktywacji czynnikéw Va oraz Vllla. Powoduje
rowniez bezposrednie odwracalne hamowanie kompleksu
protrombinazy.

v TFPI- to polipeptyd wytwarzany przez komorki $rodbtonka. Dziata jako naturalny
inhibitor szlaku zaleznego od TF poprzez hamowanie kompleksu TF-Vila.

v’ Biatko Z w kompleksie z inhibitorem proteaz- sktadnik uktadu
przeciwzakrzepowego wytwarzanego w watrobie przy udziale witaminy K.

Hamuje czynnik Xa w reakcji wymagajgcej biatka Z i wapnia [79].

1.6.4 Fibrynoliza
Fibrynoliza to proces ktdrego istotg jest rozpuszczenie zakrzepu. Podobnie jak

kaskada krzepniecia, fibrynoliza jest scisle kontrolowana przez szereg kofaktorow,
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inhibitorow oraz receptoréw. Tabela 12 przedstawia podstawowe elementy uczestniczgce w
procesie fibrynolizy [82]. Gtdwnym enzymem uczestniczagcym w lizie fibryny jest plazmina
(proteaza serynowa), powstajgca z nieaktywnego prekursora- plazminogenu w wyniku
dziatania aktywatorow: tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA) oraz aktywator
plazminogenu typu urokinazy (u-PA) [83]. Dodatkowo za silnych egzogennych aktywatoréw
plazminogenu uwaza sie biatka bakteryjne streptokinaze oraz stafylokinaze, pochodzace od
paciorkowcéw i gronkowcéw [80]. t-PA jest syntetyzowany i uwalniany przez komorki
srodbtonka, natomiast u-PA jest produkowany m.in. przez monocyty, makrofagi i nabtonek
drég moczowych. Oba aktywatory majg krotkie okresy poéttrwania w krgzeniu (4—8 minut). u-
PA ma mniejsze powinowactwo do plazminogenu niz t-PA, ponadto nie wymaga fibryny jako
kofaktora. W warunkach fizjologicznych u-PA dziata gtéwnie w miejscach pozanaczyniowych.
Receptor u-PA jest niezbedny do aktywacji plazminogenu zwigzanego na powierzchni
komorki [83]. Zaréwno t-PA jak i u-PA sg usuwane przez watrobe. Plazmina zwieksza
aktywnos¢ aktywatorow, przeksztatcajgc jednotaricuchowe t-PA i u-PA w ich dwutainicuchowe

odpowiedniki, przez co wywiera dodatnie sprzezenie zwrotne na wtasng aktywacje [81].

Tabela 12. Gtéwne czynniki biorgce udziat w procesie fibrynolizy (wg [80][83]).

Czynnik Funkcjia Masa czasteczkowa
(kDa)
Plazminogen Glikoproteina, proenzym plazminy 92
Plazmina Gtéwny enzym rozktadajacy fibryne 85
t-PA Aktywator plazminogenu 70
u-PA Aktywator plazminogenu 53
PAI-1 Inhibitor aktywatora plazminogenu 50
PAI-2 Inhibitor aktywatora plazminogenu 60
a2-AP Gtéwny fizjologiczny inhibitor
plazminogenu
TAFI Enzym o witasciwosciach 61
prokarboksypeptydazy

t-PA- tkankowy aktywator plazminogenu; u-PA- aktywator plazminogenu typu urokinazy;
PAI-1- inhibitor 1 aktywatora plazminogenu; PAI-2- inhibitor 2 aktywatora plazminogenu; a2-

AP- a2-antyplazmina; TAFI- inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing;
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Inhibitory fibrynolizy petnig istotng funkcje w zapobieganiu nadmiernej nieregulowane;j
aktywnosci plazminy lub aktywatoréw plazminogenu. Krazaca plazmina oraz t-PA i u-PA s3
neutralizowane przez inhibitory proteazy serynowej lub serpiny. Serpiny wigzg sie
kowalencyjne z docelowymi enzymami, a nastepnie sg usuwane z krazenia. Do
najwazniejszych inhibitoréw fibrynolizy zaliczamy: inhibitor aktywatora plazminogenu-1 (PAI-
1), inhibitor aktywatora plazminogenu-2 (PAI-2) oraz a2-antyplazmine (a2-AP). a2-AP wigze
sie z plazming w stosunku 1:1, po czym obie czgsteczki stajg sie nieaktywne. W sytuacji gdy
plazmina jest zwigzana z fibryng, nie dochodzi do odziatywan z a2-AP. t-PA i u-PA s3
hamowane przez PAI-1, ktéry jest uwalniany do krwi gtéwnie z komoérek srédbtonka oraz
ptytek krwi. Inne nieserpinowe inhibitory plazminy obejmujg a2-makroglobuline, inhibitor

Cl-esterazy i elementy szlaku kontaktowego kaskady krzepniecia.

TAFI jest nieserpinowym inhibitorem fibrynolizy, ktéry jest aktywowany przez trombine
zwigzang z trombomoduling. TAFI to prokarboksypeptydaza B2, ktéra usuwa z fibryny C-
koricowe reszty lizyny i argininy, zmniejszajgc w ten sposob liczbe dostepnych miejsc

wigzania plazminogenu i t-PA, spowalniajgc wytwarzanie plazminy i stabilizujgc skrzep [82].

Plazminogen zostaje aktywowany i przeksztatca sie w plazmine, ktéra zaczyna degradowac
skrzepline. W wyniku rozktadu fibrynogenu oraz fibryny powstajg réznej wielkosci czgsteczki
biatkowe- produkty degradacji fibrynogenu (FDP, fibrin degradation product), schemat

procesu przedstawia Rycina 12.

| Etap:
dziatanie plazminy na fibrynogen Iub fibryn¢

4

11 Etap:

- odszczepienie peptydow z C-koncowych odcinkow tancucha o

- odszczepienie wiekszego fragmentu peptydow z N-koncowych odcinkéw tancucha 3

4

111 Etap:

powstanie czasteczki X
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- przecigcie trzech tancuchdéw polipeptydowych w pierwszej podjednostce czasteczki X

4

IV Etap:
powstaje fragment Y oraz fragment D

- dziatanie plazminy na fibrynogen- fragment D (monomer)
- dziatanie plazminy na fibryne ustabilizowang czynnikiem XIIIa- powstanie fragment D

(dimer) D-dimer

4

V Etap:
dziatanie plazminy na fragment Y

- powoduje ponowne przecigcie trzech tancuchow polipeptydowych w drugiej podjednostce,
w wyniku czego powstaje
e fragment D lub czasteczka D-dimeru
o fragment E [82][84].

Ryc. 12. Uproszczone etapy odziatywania plazminy z fibryng oraz fibrynogenem- powstanie

FDP.
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2. Cel pracy
Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu lewosimendanu na ukfad krzepniecia oraz

zmiany stezenia biomarkeréw sercowo-naczyniowych u pacjentéw z niewydolnoscia serca.
Cel ten zrealizowano poprzez:

I.  Ustalenia wptywu lewosimendanu oraz jego aktywnych metabolitéw na hemostaze,
w tym czynnosc¢ ptytek krwi oraz tworzenie skrzepliny u pacjentéw z niewydolnoscig
serca.

[I.  Okreslenie czy stan kliniczny pacjenta wptywa na mechanizm dziatania
lewosimendanu zwigzany z uktadem krzepniecia.

llI.  Ocene zaleznosci pomiedzy stezeniem biomarkerdw sercowo-naczyniowych a

wptywem lewosimendanu.
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3. Pacjenci, materiaty i metody

3.1. Charakterystyka badanej grupy pacjentéw

Badaniem objeto pacjentéw Kliniki Kardiologii i Choréb Wewnetrznych Szpitala
Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy. W badaniu wzieto udziat 25
pacjentow, w wieku od 40 do 80 lat z rozpoznaniem dekompensacji przewlektej

niewydolnosci serca.

Kryteria wtaczenia oraz wytgczenia z badania przedstawia Rycina 13.
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Wiek: 18-80 lat
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procedur zwigzanych
z badaniem

” D
Konieczno$¢ leczenia

inotropowego lub
kliniczna opornos¢ na
leki moczopedne

\ v

Ryc. 13. Kryteria wtgczenia i wytaczenia z badania.
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Wszyscy pacjenci wymagali wsparcia inotropowego. Lewosimendan podawano w ciggtym
wlewie dozylnym przez 24 godziny wedtug schematu: 0,2 pg/kg/min przez 1 godzine, a
nastepnie 0,1 pug/kg/min przez 23 godziny.

3.2 Materiat do badania
Badanym materiatem byta krew zylna pobrana przy uzyciu zamknietego sytemu

prozniowego z zyty tokciowe;.

Prébki krwi petnej pobierano w siedmiu punktach czasowych, wedtug nastepujgcego

schematu przedstawionego na Rycinie 14:

- [C-6gotzinporompoczeaiuwlews

\

)

\

)

\

~

—{ G- 72 godziny po rozpoczgeiu wlewu |

v,

Ryc. 14. Punkty czasowe, w ktérych pobierano materiat do badan.

Zestawy do pobierania materiatu zawieraty probdéwki z szeregiem antykoagulantéw w

zaleznosci od punktu czasowego, w ktérym byty pobrane:

e Punkty czasowe (A), (D), (G)- zestaw 6 prébdéwek
o 3x4,5ml(BD Vacutainer’ 9NC 0,5 ml 0,105M buffered trisodium citrate)
o 1x4ml (VACUETTE® NH sodium heparin tubes)
o 1x 3ml (Multiplate” Hirudin Blood Tube (Double-Wall))
o 1x4ml (VACUETTE® TUBE 4 ml K2E K2EDTA)
e Punkt czasowy (B)- zestaw 4 probdwek

o 1x4,5ml (BD Vacutainer’ 9NC 0,5 ml 0,105M buffered trisodium citrate)
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o 1x3ml (Multiplate® Hirudin Blood Tube (Double-Wall))
o 1x4ml (VACUETTE® TUBE 4 ml K2E K2EDTA)
o 1xéeml (BD Vacutainer  CLOT ACTIVATOR TUBE)
e Punkty czasowe (C), (E), (F)- zestaw 3 probdéwek
o 1x4,5ml (BD Vacutainer 9NC 0,5 ml 0,105M buffered trisodium citrate)
o 1x3ml (Multiplate® Hirudin Blood Tube (Double-Wall))
o 1x4ml (VACUE'I'I'E® TUBE 4 ml K2E K2EDTA)

Probowki z materiatem pobranym na EDTA (kwas wersenowy, ethylenediaminetetraacetic
acid) odwirowano przez 15 minut w 3000 obrotéw/minute w celu uzyskania osocza, ktore
nastepnie zabezpieczono i przechowywano w temperaturze -80°C w Pracowni Biotechnologii
Eksperymentalnej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Po zakonczeniu rekrutacji pacjentdw z zabezpieczonego,
uprzednio rozmrozonego materiatu wykonano badanie farmakokinetyki lewosimendanu

oraz jego metabolitow.

Oznaczenie podstawowych parametréw laboratoryjnych, ktére obejmowato: morfologie
krwi obwodowej, jonogram, CRP, kreatynine oraz stezenie biomarkeréw sercowo-
naczyniowych: galektyny-3, BNP, a takze hs-cTnl wykonano w Zaktadzie Diagnostyki

Laboratoryjnej Szpitala Uniwersyteckiego nr 1 im. dr. Antoniego Jurasza w Bydgoszczy.

Cze$é¢ oznaczen obejmujacych analize funkcji ptytek oraz uktadu krzepniecia wykonano
natychmiast po pobraniu materiatu od pacjenta w krwi petnej w Pracowni Biotechnologii
Eksperymentalnej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet

Mikotaja Kopernika w Toruniu.

3.3 Metody oznaczen

3.3.1 Badanie funkcji ptytek oraz uktadu krzepniecia

3.3.1.1 Agregometria impedancyjna

Agregometr impedancyjny (Multiplate—Dynabyte wielokanatowy analizator funkcji
ptytek krwi, Roche Diagnostics, Francja) to rekomendowane urzgdzenie stosowane w

warunkach szpitalnych jako przytézkowa metoda oceny funkcji ptytek krwi [85]. W
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niniejszym badaniu analize funkcji ptytek z wykorzystaniem analizatora Multiplate wykonano
we wszystkich punktach czasowych. Materiatem badanym byta krew petna pobrana do

probéwki zawierajgcej hirudyne. Wykonano nastepujace testy:

e ADPtest: Odczynnik zawiera ADP, ktéry uruchamia szereg receptoréw na powierzchni
ptytek, w tym receptor P,Y1,, ktdry jest uwazany za najwazniejszy receptor ADP na
powierzchni ptytek krwi.

e ASPltest: Odczynnik zawiera kwas arachidonowy, ktory jest konwertowany przez
cyklooksygenaze do tromboksanu A,.

e (COLtest: Odczynnik zawiera kolagen, ktdry aktywuje receptor kolagenu prowadzac do
uwolnienia endogennego kwasu arachidonowego, ktéry przeksztatcany jest w
tromboksan A, i aktywuje ptytki krwi.

e TRAPtest: Odczynnik zawiera peptyd aktywujgcy receptor trombinowy-6 (TRAP-6,
thrombin receptor activator for peptide 6), ktéry jest silnym agonistg ptytkowym i
stymuluje agregacje ptytek poprzez receptor trombinowy PAR-1.

e RISTOtest: Odczynnik zawiera ristocetyne. Jest to substancja przeciwbakteryjna, ktéra
tworzy kompleksy z vWF. W utworzonym kompleksie VWF zmienia swojg
konformacje w sposdb umozliwiajagcy wigzanie sie z ptytkami krwi. Wigzanie
komplekséw rystocetyny-vWF prowadzi do agregacji ptytek krwi, jak réwniez do ich

aktywacji. Aktywacja ta opiera sie na wigzaniu VWF z receptorem Gplb.

Przebieg testu:

Badanie wykonano w jednorazowej kuwecie pomiarowej wyposazonej w dwie elektrody.
Dodanie odpowiedniego aktywatora w zaleznos$ci od wykonywanego testu do rozciericzonej
probki krwi petnej (1:1 krew i 0,9% NaCl) mobilizuje ptytki do przemieszczania sie w kierunku
elektrod, a nastepnie agregacji, co zostaje zarejestrowane przez uktad pomiarowy urzgdzenia
jako zmiana rezystancji (impedancji). Nastepnie sygnat elektryczny jest automatycznie
przeksztatcany w postac graficzng, gdzie réznice rezystancji zamieniane sg na jednostki pola
pod krzywa (AUC, area under the curve). Ostatecznym wynikiem pomiaru funkcji ptytek jest

Srednia dla dwoch elektrod [86].
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3.3.1.2 Tromboelastografia

Tromboelastograf TEG. (Haemonetics Corp., Braintree, MA, USA) to urzadzenie
stuzgce do monitorowania procesu krzepniecia w sposéb ciggty, dzieki czemu otrzymuje sie
parametry odnoszgce sie, do kazdej fazy procesu krzepniecia (od tworzenia agregatu
ptytkowego, przez proces jego wzmacniania wtéknami fibryny az do fibrynolizy). Badania
przeprowadzono w pojemnikach testowych (komérkach testowych). Schemat uktadu
pomiarowego przedstawia Rycina 15. Analize wykonano we krwi petnej pobranej do
probéwki z podtozem zawierajgcym cytrynian sodu oraz heparyne w zaleznosci od rodzaju

wykonywanego testu. Wszystkie testy zostaty wykonano zgodnie z instrukcjg producenta.

Element oscylujacy

Glowica
komorki testowej

Komorka
testowa

Element grzewczy,
czujnik i sterownik

Ryc. 15. Schemat uktady pomiarowego tromboelastografu TEG .
e Test Kaolinowy- test aktywacji szlaku wewnetrznego CK

Test Kaolinowy jest jakoSciowym testem diagnostycznym in vitro stosowanym w analizatorze
hemostazy TEG  do monitorowania procesu krzepniecia na drodze wewnetrznej w prébkach

petnej krwi. Test Kaolinowy wykonano we wszystkich punktach czasowych.

Przebieg testu:

Do pojemnika z odczynnikiem aktywacyjnym dodano 1000 ul krwi petnej pobranej do

probdéwki zawierajgcej 0,109 mol/l (3,2%) cytrynianu sodu. Nastepnie do komodrki testowe;j
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dodano 20 ul CaCl, (w celu czesciowej rekalcynacji). W kolejnym kroku przeniesiono 340 pl
wczesniej przygotowanej mieszaniny (krew + kaolin) do komérki testowej. Zawartosc
pojemnika testowego wprawiono w ruch oscylacyjny i obserwowano proces powstawiania
skrzepu. Sygnat elektryczny powstaje w wyniku konwersji drgan przez transformator. Wyniki

prezentowane sg w formie graficznej, z ktérej mozna odczytaé nastepujgce wartosci:

czas reakcji (R)- oznacza czas, ktéry uptynat od zainicjowania testu do rozpoczecia

formowania sie skrzepu (zakres referencyjny: 2-8 min);

— kinetyka skrzepu (K)- czas ktéry uptyngt do momentu, gdy skrzep osigga
odpowiednig spoistos¢ co jest szybkoscig tworzenia skrzepu (zakres referencyjny:
1-3 min);

— kat (a)-Angle- oznacza szybkos$¢ odktadania i sieciowania fibryny. Kat odnosi sie
do wartosci K i mierzy tempo wzrostu i wzmocnienia skrzepu (zakres referencyjny:
55-78 deg);

— maksymalna amplituda (MA)- jest to punkt bedacy odzwierciedleniem
maksymalnej spoistosci oraz jedrnosci skrzepu (zakres referencyjny: 51-69 mm);

— liza po 30 min (LY30)- to procent zlizowanego skrzepu po 30 min od osiggniecia

maksymalnej spoistosci (zakres referencyjny: 0-8 %) [87].

e TEG Platelet Mapping™ assay (ADP oraz AA)

Test mapowania ptytek krwi TEG jest jakosciowym testem diagnostycznym in vitro
stosowanym do oceny czynnosci ptytek krwi u pacjentéw, ktérzy otrzymywali leki hamujace
aktywnos¢ ptytek krwi. Najwazniejszymi parametrami uzyskanymi w tescie s3: (% Inhib) oraz
(% Agg). (% Inhib)- wskazuje na zmniejszenie udziatu ptytek krwi w ogdlnej sile skrzepu.
Odsetek ptytek krwi, ktdre nie ulegty zahamowaniu (% Agg), okresla sie po przez poréwnanie

udziatu niehamowanych ptytek krwi z wyjsciowym udziatem ptytek krwi.

Test mapowania ptytek obejmuje 3 komérki testowe. Potgcznie uzyskanych z nich wynikéw
umozliwia okreslanie (% Inhib) oraz (% Agg). Test mapowania ptytek krwi TEG® wykonano w

trzech punktach czasowych (Oh, 12h oraz 72h).

I.  Komorka testowa okresla ogdlny udziat ptytek krwi w sile skrzepu.
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II. Komodrka testowa okresla skrzep bez ptytek (blokada trombiny; specjalny
aktywator umozliwiajgcy tworzenie skrzepu opartego na wtdknach fibryny)
lll.  Komorka testowa okresla wptyw agonisty (ADP oraz AA) na udziat ptytek krwi w

spoistosci tworzonego skrzepu.

3.3.1.3 System catosciowej analizy formowania skrzepu

System cato$ciowe]j analizy formowania skrzepu (T-TAS, Total Thrombus Formation
Analysis System; Fujimori Kogyo Co., Tokio, Japonia) to zautomatyzowany system
wykorzystujgcy mikrochipy z komorg przeptywowa do ilosciowej oraz jakosciowej analizy
procesu powstawania skrzepliny w warunkach przeptywu krwi petnej. Urzadzenie to
umozliwia ocene zaburzen czynnosci ptytek krwi oraz uktadu krzepniecia w warunkach

imitujgcych w najwyzszym stopniu z dostepnych metod warunki fizjologiczne.
Istniejg dwa rodzaje mikrochipéw (komor przeptywowych):

+* PL-chip
¢ AR-chip

PL-chip jest przeznaczony do analizy tworzenia sie skrzepliny ptytkowej w warunkach
przeptywu na pokrytym kolagenem torze analitycznym sktadajagcym sie z kanatdw
mikrokapilarnych imitujgcych przeptyw turbulentny. Tworzenie sie skrzepliny ptytkowe;j jest
bezposrednim wskaznikiem pierwotnej funkcji hemostatycznej pacjenta. Test przeprowadza
sie w warunkach imitujgcych przeptyw tetniczy przy uzyciu antykoagulantu (hirudyna), ktéry
hamuje trombine oraz czynnik Xa. Blokujgc w ten sposdb kaskade krzepniecia umozliwia sie
chipowi PL specyficzny pomiar tylko tworzenia sie skrzepliny ptytkowej. Podczas testu
przeptywajgca krew jest wystawiona na tetnicze naprezenia scinajgce (dzieki obecnosci
kanatéw mikrokapilarnych) w obecnosci powierzchni pokrytej kolagenem, co powoduje

przytgczanie ptytek krwi do kolagenu za posrednictwem vWF i aktywacje ptytek.

AR-chip zostat zaprojektowany do ilosciowej analizy procesu powstawania tzw. ,biatego
skrzepu”, w ktérym uczestniczy potgczona aktywacja ptytek krwi i uktadu krzepniecia w
warunkach przeptywu zylnego. Z tego wzgledu komora przeptywowa imitujgca naczynie

krwionosne jest pokryta kolagenem oraz czynnikiem tkankowym, ktére aktywujg ptytki krwi.
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Dzieki czemu AR-chip umozliwia ocene zdolnosci wspotpracy ptytek krwi i uktadu krzepniecia

w tworzeniu skrzepliny.

Uzyskana podczas analizy przeptywu krzywa cisnienia odzwierciedla szybkos¢ tworzenia

skrzepliny, twardos¢ skrzepliny, krzepliwos¢ oraz czynnos¢ ptytek krwi [88].

Test obejmowat procedure z wykorzystaniem chip’a AR. Prébki krwi petnej pobrano do
probéwek z podtozem zawierajgcym cytrynian sodu. Powyzszg analize wykonano w trzech

punktach czasowych (0h, 12h oraz 72h).

Przebieg testu:

480 pl krwi petnej z antykoagulantem zmieszano z 20 ul 0,3 M CaCl, zawierajgcego 1,25
pug/ml CTI (inhibitor trypsyny kukurydzianej, Corn trypsin inhibitor) bezposrednio przed
przeniesieniem do zbiornika na krew. Zbiornik powleczony jest powtoka przeciwzakrzepowg
(poli-2-metoksyetyloakrylan), a dodatkowo krew potgczono z mieszaning CaCl2/CTl co
zapobiega krzepnieciu krwi w zbiorniku podczas analizy, ktéra trwa do 30 min. Ze zbiornika
krew jest wttaczana precyzyjng pompg A (HS210; Uniflows, Tokio, Japonia) do komory
przeptywowe]j przez port wlotowy. Schemat ukfadu pomiarowego przedstawia Rycina 16.
Proces formowania skrzepliny jest monitorowany przez zmiany ci$nienia przeptywu w
kapilarze za pomocy czujnika cisnienia umieszczonego pomiedzy pompg HS210 a
zbiornikiem. Dodatkowo caty proces przeptywu oraz formowania skrzepliny jest w sposdb
ciggty rejestrowany przez wideomikroskop (x10) umieszczony pod komorg przeptywowsa.
Pompa B stuzy do infuzji 25 mM EDTA (pH 10,5) z szybkoscig 80 ul/min, aby zapobiec
wykrzepianiu krwi w otworze wylotowym. Szybkos¢ przeptywu krwi petnej po rekalcynacji
ustalono na 10 pl/min, co odpowiada poczatkowej szybkoéci $cinania $ciany 600 s, w
oparciu o tréojwymiarowg analize przeptywu przy uzyciu oprogramowania Fluent (ANSYS Co.
Ltd., Tokio, Japonia). Po rozpoczeciu przeptywu krwi przez tor analityczny ptytki krwi i
zewnatrzpochodny szlak krzepniecia sg jednoczesnie aktywowane przez kolagen i TF.
Narastajgcy skrzep na powierzchni komory przeptywowej powoduje stopniowg okluzje,

czego konsekwencjg jest zwiekszajgce sie ciSnienie przeptywu.

Analize wzorca cis$nienia przeptywu podczas formowania skrzepu ufatwia wykorzystanie

dostepnych parametréw:
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e T10 (czas do osiggniecia cisnienia 10 kPa)- czas, ktory uptynat do momentu uzyskania
ci$nienia przeptywu na poziomie 10 kPa w odniesieniu do wartosci bazowej.
Cisnienie bazowe jest mierzone jako $rednia z ci$nien przeptywu w 50-70 s.

e  OT (czas okluzji)- czas, ktéry uptywa do wzrostu cisnienia przeptywu powyzej 80 kPa
od wartosci bazowej, co odpowiada prawie catkowitemu zamknieciu kapilary
przeptywowej przez skrzepline.

e T10-80 (czas od 10 do 80 kPa) to okres czasu miedzy T10 a OT, okresla tempo
wzrostu skrzepliny.

e AUCy ( pole pod krzywg po uptywie 30 min) pole pod krzywa ci$nienia przeptywu
(ponizej 80 kPa) przez czas 30 min od rozpoczeciu testu. AUCzq stuzy do iloSciowej

analizy formowania skrzepliny, gdy OT nie jest osiggane w trakcie badania [89].

———> Zbiornik na krew

= ~—
/ Y

Port wlotowy ‘ Port wylotowy
\
1Y

L

[

LY
\\I
\/ X/ Obszar powlekany

Tor analityczny Video-mikroskop
- Szerokosé: 300 pm

- Gleboko$é: 80 pm

- Dlugo$é: 15 mm

Ryc. 16. Schemat mikrochip’u AR.
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3.3.2 Farmakokinetyka lewosimendanu i jego metabolitéw

Stezenie lewosimendanu oraz jego aktywnych metabolitéw (OR-1896 i OR-1855) w
osoczu krwi oceniano metoda chromatografii cieczcowej sprzezonej ze spektrometrig mas w
probkach uzyskanych we wszystkich 7 punktach czasowych. Prébki krwi pacjentéw pobrane
do probdéwek zawierajgcych EDTA byly odwirowywane, a nastepnie osocze przechowywano
w temperaturze -80°C. Po zebraniu wszystkich préb przeprowadzono analize, w celu
zapewnienia tych samych warunkéw badania dla wszystkich oznaczanych prébek.
Analizowane substancje wyekstrahowano roztworem metanolu o temperaturze 4°C.
Pomiary wykonano przy uzyciu systemu Shimadzu UPLC Nexera X2 sktadajgcego sie z pomp
LC-30AD, autosamplera SIL-30AC, pieca kolumnowego CTO-20AC, zespotu zaworowego FCV-
20-AH2 i odgazowywacza DGU-20A5R sprzezonego z potréjng masg kwadrupolowa
Shimadzu 8030 ESI spektrometr. Granice oznaczenia iloSciowego wynosity 4,69 ng/ml

zarowno dla lewosimendanu, jak i metabolitéw OR-1896 i OR-1855.

3.3.3 Biomarkery sercowo-naczyniowe

3.3.3.1 Galektyna -3

Oznaczenia stezenia galektyny-3 wykonano w osoczu pobranym do probdéwek
zawierajgcych antykoagulant EDTA z wykorzystaniem zestawu Alinity i Galectin-3 Reagent Kit
na analizatorze Architect i1000sr (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Niemcy). Jest to
dwustopniowy test immunochemiczny z uzyciem mikroczgstek i znacznika

chemiluminescencyjnego (CMIA, Chemiluminescent Microparticle Immunoassay).
Zasada tej metody polega na:

1. Mieszaniu probki osocza z paramagnetycznymi mikroczgstkami opfaszczonymi
przeciwciatami M3/38 przeciwko galektynie-3.

2. Inkubacji i ptukaniu mikroczgstek optaszczonych przeciwciatami i zwigzang z nimi
galektyng-3.

3. Utworzenie mieszaniny reakcyjnej poprzez dodanie koniugatu zawierajgcego
znakowane akrydyng przeciwciata 87B5 przeciwko galektynie-3.

4. Kolejny cykl inkubacji i ptukania po ktérym dodawany jest roztwér przygotowawczy

Pre-Trigger Solution oraz roztwdr wyzwalajacy reakcje Trigger Solution.
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Natezenie sygnatu powstatego w reakcji chemiluminescencji mierzone jest we wzglednych
jednostkach $wiatfa (RLU, relative light unit). Stezenie galektyny-3 w badanej préobce ocenia
sie na podstawie wartosci RLU zmierzonej przez uktad pomiarowy. Analityczny zakres
pomiarowy danej metody wynosi 4,0 do 114,0 ng/ml. Limit detekcji testu wynosi 0,9 ng/ml.

97,5 percentyl wynosi: dla kobiet- 28,7 ng/ml oraz dla mezczyzn- 26,1 ng/ml.

3.3.3.2 Sercowa troponinal l

Oznaczenia stezenia cTnl w osoczu pobranym do probowek zawierajgcych EDTA
wykonano z wykorzystaniem zestawu Alinity i STAT High Sensitive Troponin-I Reagent Kit na
analizatorze Alinity i (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Niemcy). Jest to dwustopniowy test

immunochemiczny z uzyciem mikroczastek i znacznika chemiluminescencyjnego.
Zasada tej metody polega na:

1. Mieszaniu probki osocza z paramagnetycznymi mikroczgstkami optaszczonymi
przeciwciatami przeciwko Tnl.

2. Inkubacji i ptukaniu mikroczgstek optaszczonych przeciwciatami i zwigzang z nimi
cTnl.

3. Utworzenie mieszaniny reakcyjnej poprzez dodanie koniugatu zawierajgcego
znakowane akrydyng przeciwciata przeciwko Tnl.

4. Kolejny cykl inkubacji i ptukania po ktérym dodawany jest roztwér przygotowawczy

Pre-Trigger Solution oraz roztwdr wyzwalajgcy reakcje Trigger Solution .

Natezenie sygnatu powstatego w reakcji chemiluminescencji mierzone jest w RLU. Stezenie
cTnl w badanej préobce ocenia sie na podstawie wartosci RLU zmierzonej przez uktad
pomiarowy. Analityczny zakres pomiarowy danej metody wynosi 3,2 - 50 000,0 ng/l. Limit
detekcji testu wynosi 1,3 ng/l. Punkt decyzyjny 99 percentyl dla kobiet wynosi: 16 ng/l, dla
mezczyzn: 34 ng/l.

3.3.3.3 Peptyd natriuretyczny typu B

Oznaczenie stezenia BNP w osoczu pobranym do probdwek zawierajgcych EDTA
wykonano z wykorzystaniem zestawu Alinity i BNP Reagent Kit na analizatorze Alinity i
(Abbott Laboratories, Wiesbaden, Niemcy). Jest to dwustopniowy test immunochemiczny z

uzyciem mikroczgstek i znacznika chemiluminescencyjnego.
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Zasada tej metody polega na:

1. Mieszaniu prébki osocza z paramagnetycznymi mikroczgstkami optaszczonymi
przeciwciatami anty-BNP.

2. Inkubacja i optukanie mikroczgstek optaszczonych przeciwciatami i zwigzanym z nimi
BNP.

3. Utworzenie mieszaniny reakcyjnej poprzez  dodanie koniugatu zawierajgcego
znakowane akrydyng przeciwciata anty-BNP.

4. Kolejny cykl inkubacji i ptukania po ktérym dodawany jest roztwdr przygotowawczy

Pre-Trigger Solution oraz roztwdr wyzwalajacy reakcje Trigger Solution .

Natezenie sygnatu powstatego w reakcji chemiluminescencji mierzone jest w RLU. Stezenie
BNP w badanej prébce ocenia sie na podstawie wartosci RLU zmierzonej przez ukfad
pomiarowy. Przedziat pomiarowy testu Alinity i BNP wynosi od 10 do 5000 pg/ml. Limit

detekcji testu wynosi 1,7 pg/ml. Zakres referencyjny: < 100 pg/ml.

3.3.4 Pozostatem parametry laboratoryjne

3.3.4.1 CRP

Oznaczenie stezenia CRP w surowicy wykonano z wykorzystaniem zestawu Alinity c
CRP Vario Reagent Kit na analizatorze Alinity c (Abbott Laboratories, Wiesbaden, Niemcy).
Jest to test immunochemiczny, w ktdrym wykorzystywane sg lateksowe czgsteczki, stuzgcym

do doktadnego i precyzyjnego pomiaru stezenia CRP.
Zasada metody:

Podstawg metody jest reakcja antygen-przeciwciato pomiedzy biatkiem CRP obecnym w
badanej probce surowiczy a przeciwciatem przeciwko biatku CRP zaadsorbowanym na
czgsteczkach lateksu obecnym w odczynniku. Na skutek reakcji antygen-przeciwciato
zachodzi proces aglutynacji. Proces aglutynacji jest wykrywany jako zmiana absorbancji
mierzona przy dtugosci fali 572 nm. Szybkos¢ zmiany absorbancji jest proporcjonalna do

ilosci CRP obecnego w badanej probce.

Przedziat pomiarowy testu Alinity ¢ CRP Vario dla metody ultraczutej wynosi od 0,40 do
160,00 mg/I. Limit detekcji testu wynosi 0,40 mg/I. Zakres referencyjny: <5 mg/I.
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3.3.4.2 Kreatynina

Oznaczenie stezenia kreatyniny w surowicy wykonano z wykorzystaniem zestawu
Alinity c Creatinine (Enzymatic) Reagent Kit na analizatorze Alinity ¢ (Abbott Laboratories,
Wiesbaden, Niemcy). Jest to test enzymatyczny stosowany do ilosciowego oznaczania

kreatyniny.
Zasada metody:

Metoda ta obejmuje szereg reakcji enzymatycznych. W pierwszym etap dochodzi do reakgji
hydrolizy kreatyniny przy udziale kreatyninazy do kreatyny. Kolejnym krokiem jest hydroliza
kreatyny przy udziale kreatynazy do sarkozyny oraz mocznika. Trzecim etapem jest reakcja
utlenia sarkozyny pod wptywem oksydazy sarkozyny do glicyny i formaldehydu, z
rownoczesnym wytworzeniem nadtlenku wodoru. Powstaty nadtlenek wodoru reaguje z 4-
aminoantypiryng oraz N-etylo-N-sulfopropylo-m-toluidyng w obecnosci peroksydazy, dajgc w
rezultacie barwnik chinonoiminowy. Ostatnim etapem jest ocena zmiana absorbancji przy
dtugosci fali 548 nm. Zmiana absorbancji jest proporcjonalna do stezenia kreatyniny w

prébce.

Przedziat pomiarowy testu Alinity c Creatinine (Enzymatic) wynosi od 0,10 do 40,00 mg/dL.
Limit detekcji testu wynosi 0,04 mg/dl. Zakres referencyjny: mezczyzni- od 0,73 do 1,18
mg/dl; kobiety- od 0,55 do 1,02 mg/dI.

3.3.4.3 Jonogram
Oznaczenie stezenia sodu, potasu oraz chlorkdw w surowicy wykonano z
wykorzystaniem zestawu Alinity ¢ ICT Sample Diluent na analizatorze Alinity c (Abbott

Laboratories, Wiesbaden, Niemcy).
Zasada metody:

Metoda opiera sie o wykorzystanie jonoselektywnych elektrod (ISE) do oznaczania jondw,
ktore wykorzystuja membrany wybidrcze dla poszczegdlnych jonéw. Réwnanie Nernsta
przedstawia napiecie elektryczny powstajgcy na membranie pomiedzy elektrodg odniesienia
i elektrodg pomiarowg. Mierzone napiecie jest pordwnywane z uprzednio okreslonym

napieciem kalibratora i zamieniane na stezenie jonow.
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Przedziat pomiarowy testu Alinity ¢ Sodium wynosi od 100 do 200 mmol/l. Przedziat
pomiarowy testu Alinity ¢ Potassium wynosi od 1,0 do 10,0 mmol/l. Przedziat pomiarowy
testu Alinity ¢ Chloride wynosi od 50 do 150 mmol/I. Zakres referencyjny u oséb dorostych:

séd- od 136 do 145 mmol/I; potas-od 3,5 do 5,1 mmol/I; chlorki- od 98 do 107 mmol/I.

3.3.4.4 Morfologia
Oznaczenie morfologii krwi obwodowej z krwi petnej pobranej do probdéwek
zawierajgcych EDTA wykonano z wykorzystaniem analizatora Sysmex: XN-1000 (Sysmex

Corporation, Kobe, Japonia).
Wykorzystano nastepujgce technologie do oznaczenia poszczegdlnych parametrow:

e WABC (leukocyty, white blood cells)- Cytometria przeptywowa

e RBC (erytrocyty, red blood cells) oraz ptytki krwi- Impedancja z ogniskowaniem
hydrodynamicznym

e HGB (hemoglobina, hemoglobin)- Metoda fotometryczna, bezcyjankowa z

wykorzystaniem SLS (laurylosiarczan sodu, sodium lauryl sulfate).

3.4 Statystyka

Analize statystyczng wykonano za posrednictwem pakietu statystycznego Statistica
13.3 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, USA). Poréwnanie zmian pomiedzy poszczegdlnymi
punktami czasowymi badanych parametréw dokonywano przy pomocy testu ANOVA
Friedmana i wspdtczynnik zgodnosci Kendalla w przypadku wielu préb oraz testem kolejnosci
par Wilcoxona w sytuacji poréwnywania pary wynikdéw. Wszystkie analizy poprzedzito

badanie normalnosci rozktadu, ktéry oceniono testem Shapiro-Wilka.
Korelacje wybranych parametréw oceniano przy uzyciu testu korelacji rang Spearmana.

Dane dotyczgce charakterystyki badanej populacji dla zmiennych ilosciowych przedstawiono
w postaci mediany oraz zakresu miedzykwartylowego (Q1- pierwszy kwartyl; Q3- trzeci

kwartyl). Natomiast dla zmiennych jakosciowych jako wartosci liczbowe oraz procentowe.

Za istotnos¢ statystyczng przyjeto wartosc p< 0,05.
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka grupy badanej

W badaniu wzieto udziat 25 pacjentéw, 4 kobiety i 21 mezczyzn, wymagajacych

leczenia inotropowego z powodu dekompensacji przewlektej niewydolnosci serca. Ogdlng

charakterystyke grupy badanej przedstawiono w Tabeli 13. Wartosci mediany parametréw

morfologii krwi: WBC oraz ptytki krwi jak réwniez stezenie kreatyniny, Na®, K*, CI"" mieécity

sie w granicach wartosci referencyjnych. Wartosci RBC, HGB oraz eGFR byty obnizone. Z kolei

mediana stezen CRP, a takze biomarkeréw sercowo-naczyniowych tj. BNP oraz hs-cTnl

wykraczata poza granice referencyjne.

Tabela 13. Ogdlna charakterystyka grupy badane;j.

Charakterystyka

Grupa badana (n= 25)

Pte¢ (meska)

21 (84%)

Wiek (lata)

66,5 + 13,39

Leki przeciwkrzepliwe/przeciwptytkowe:

e ASA
e Heparyna drobnoczgsteczkowa
e Antagonista witaminy K

e Inhibitor P,Y1;

80%
88%
8%
4%

Parametry laboratoryjne

Morfologia krwi:

e RBC 4,11 (4,02-4,19)

e WBC 6,31 (5,68-6,97)

o Ptytki krwi 155,00 (144,00-186,00)

e HGB 11,40 (9,90-13,10)
eGFR 58,00 (35,00- 88,50)
Kreatynina 1,24 (0,98-1,57)
CRP 17,81 (11,84-38,44)
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BNP 1081,81 (549,15-1703,09)
hs-cTnl 32,85 (20,00-72,70)
Galektyna-3 21,9 (18,8-26,50)
Jonogram:

Na* 136,50 (135,10-139,40)
K* 3,80 (3,30-4,20)

cr 99,75 (98,60-102,20)

Funkcja p

tytek krwi

Agregometria impedancyjna:

ADPtest

ASPltest

COLtest

TRAPtest

RISTOtest

64,00 (39,00-86,00)

64,00 (40,00-91,00)

44,00 (30,00-60,00)

86,00 (62,00-100,00)

73,00 (50,00-108,00)

Tromboelastografia:

MAP-Inh ADP 13,90 (7,80-26,30)

MAP-Inh AA 6,60 (0,00-28,10)
Analiza uktadu hemostazy

T-TAS:

Tio 7,90 (6,65-11,45)

AUC30 1497,40 (776,00-1709,20)

oT 9,55 (8,03-14,27)
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Tromboelastografia:

Angle

MA

LY30

6,45 (5,90-7,90)
2,15 (1,60-2,40)
60,70 (51,60-67,70)
63,90 (61,30-71,65)

0,60 (0,05-2,35)

Wyniki przedstawiono w postaci mediany oraz rozstepu miedzykwartylowego (Q1-Q3) oraz

jako liczbe (%); wiek przedstawiono jako s$rednig + odchylenie standardowe. ASA- kwas

acetylosalicylowy; Na'- jony sodu; K'- jony potasu; CI- jony chloru; eGFR- szacunkowa

wielkos¢ przesaczania ktebuszkowego; RBC- erytrocyty; WBC- leukocyty; HGB- hemoglobina;

CRP-biatko C-reaktywne; BNP- peptyd natriuretyczny typu B; hs-cTnl- sercowa troponina |

oznaczana metodg o wysokiej czutosci.

4.2 Funkcje ptytek krwi
4.2.1 Agregometria impedancyjna

4.2.1.1 ADPtest

Zmiany wartos$ci AUC w czasie w tescie z wykorzystaniem ADP prezentuje Rycina 17.

Analiza uzyskanych wynikéw wykazata istotny spadek wartosci AUC w punkcie czasowym

24h w odniesieniu do wartosci wyjsciowej (0Oh vs. 24h: 64,00 [39,00-86,00] vs. 53,00 [41,00-

76,00], p= 0,042). Natomiast dobe po zakonczeniu dozylnego wlewu lewosimendanu wartos$é

AUC wzrosta (24h vs. 48h: 53,00 [41,00-76,00] vs. 64,00 [44,00-86,00], p= 0,006) osiggajac

poziom obserwowany przed rozpoczeciem leczenia lewosimendanem.
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ADPtest
Zmiana wartosci AUC w czasie
180

160 —

140

120

100

80

60

Pole pod krzywa [AUC]

40

20

O Mediana
A-Oh B-1h C-6h D-12h E-24h F-48h G-72h [ 25%-75%

Punkty czasowe T Min-Maks

Ryc. 17. Zmiana wartosci AUC w tescie z wykorzystaniem ADP.

4.2.1.2 ASPltest

Wyniki kolejnego testu, w ktérym jako czynnik aktywacyjny wykorzystano kwas
arachidonowy przedstawiono na Rycinie 18. W uzyskanych wynikach stwierdzono istotny
spadek wartosci AUC w badanej grupie w trakcie leczenia. Istotng statystycznie zmiane
odnotowano juz w 6-godzinie leczenia (Oh vs. 6h: 64,00 [40,00-91,00] vs. 40,00 [27,00-
74,00], p= 0,003). Najwiekszy spadek agregacji odnotowano po 12-godzinach od rozpoczecia
wlewu leku (Oh vs. 12h: 64,00 [40,00-91,00] vs. 40,00 [22,00-64,00], p= 0,001). Istotng
redukcje stopnia agregacji ptytek krwi w odniesieniu do wartosci z punktu czasowego przed
leczeniem zaobserwowano takze dobe po zakonczeniu leczenia (Oh vs. 48h: 64,00 [40,00-
91,00] vs. 47,00 [33,50-70,00], p= 0,016) oraz dwie doby po zaprzestaniu dozylnej infuzji
lewosimendanu (Oh vs. 72h: 64,00 [40,00-91,00] vs. 41,50 [24,00-60,00], p= 0,043).
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ASPltest
Zmiana wartosci AUC w czasie
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Punkty czasowe T Min-Maks

Ryc. 18. Zmiana wartosci AUC w tescie z wykorzystaniem kwasu arachidonowego.

4.2.1.3 COLtest

Wyniki testu z wykorzystaniem kolagenu przedstawiano na Rycinie 19. Istotny
statystycznie spadek wartosci AUC odnotowano juz w 12-godzinie trwania leczenia (Oh vs.
12h: 44,00 [30,00-60,00] vs. 33,00 [19,00-38,00], p= 0,001). Najwiekszy spadek agregacji
ptytek krwi zaobserwowano w 24-godzinie wlewu lewosimendanu (Oh vs. 24h: 44,00 [30,00-
60,00] vs. 31,50 [23,50-40,00], p= 0,011). Natomiast dobe po zakonczeniu 24-godzinnego
wlewu leku odnotowano istotny wzrost wartosci AUC w odniesieniu do poziomu z punktu
czasowego 24h, ktéry odpowiada momentowi zakoniczenia leczenia (24h vs. 48h: 31,50

[23,50-40,00] vs 39,00 [33,00-51,00], p= 0,022).
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COLtest
Zmiana parametru AUC w czasie
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Punkty czasowe T Min-Maks

Ryc. 19. Zmiana wartos$ci AUC w tescie COL.

4.2.1.4 RISTOtest

Rycina 20 przedstawia zmiany AUC w tescie z ristocetyng. Podczas 24-godzinnego
wlewu lewosimendanu wartos¢ AUC utrzymywata sie na poréwnywalnym poziomie do
wartosci odnotowanej przed rozpoczeciem leczenia. Dobe po zakonczeniu leczenia
stwierdzono wzrost AUC (Oh vs. 48h: 73,00 [50,00-108,00] vs. 95,00 [54,00-116,00] nie
wykazano jednak istotnych statystycznie réznic (p= 0,711) pomiedzy analizowanymi

zmiennymi.
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RISTOtest
Zmiana wartosci AUC w czasie
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Ryc. 20. Zmiana warto$ci AUC w tescie z ristocetyna.

4.2.1.5 TRAPtest

Wyniki testu TRAP wykorzystanego do oceny funkcji ptytek krwi aktywowanych
peptydem aktywujgcym receptor trombinowy-6 przedstawia Rycina 21. Najbardziej wyrazng
zmiane mediany wartosci AUC stwierdzono w 12-godzinie wlewu lewosimendanu (Oh vs.
12h: 86,00 [62,00-100,00] vs. 93,00 [65,00-111,00], jednak podobnie jak w tescie z
ristocetyng nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy analizowanymi

zmiennymi (p= 0,969).
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TRAPtest
Zmiana parametru AUC w czasie
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Ryc. 21. Zmiana wartos$ci AUC w tescie z wykorzystaniem TRAP.

4.2.2 Tromboelastografia

Wyniki przedstawione na Rycinie 22 dotyczg zmiany stopnia zahamowania funkcji
ptytek krwi ocenianych za posrednictwem tromboelastografu. Analiza wynikéw testu z
agonistg ptytkowym ADP (Rycina 22A) nie wykazata istotnych statystycznie zmian stopnia
inhibicji ptytek krwi (p= 0,808). Mozna jednak zaobserwowac stopniowy wzrost
zahamowania funkcji ptytek krwi w trakcie badania (Oh vs. 12h vs 72h: 13,90 [7,80-26,30] vs.
17,30 [7,10-40,50] vs. 22,80 [16,80-38,40]).
Wyniki testu, w ktorym oceniano funkcje ptytek krwi aktywowane kwasem arachidonowym
przedstawia Rycina 22B. Odnotowano statystycznie istotny wzrost stopnia zahamowania
ptytek krwi w trakcie leczenia (Oh vs. 12h: 6,60 [0,00-28,10] vs. 58,20 [14,60-79,80], p=
0,0006) oraz dwie doby po zaprzestaniu dozylnego wlewu lewosimendanu (Oh vs. 72h; 6,60

[0,00-28,10] vs. 49,00 [26,20-84,40], p= 0,013).
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Ryc. 22. Zmiana stopnia zahamowania ptytek krwi w formowaniu skrzepu w czasie. A. Test z

wykorzystaniem ADP; B. Test z wykorzystaniem AA.
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4.3 Badanie uktadu hemostazy

4.3.1 T-TAS system

Tabela 14 przedstawia zestawienie uzyskanych wynikdw formowania skrzepliny w
warunkach przeptywu w grupie badanej. Analiza uzyskanych wynikdw nie wykazata
statystycznie istotnych rdéznic pomiedzy poszczegdlnymi parametrami w analizowanych
punktach czasowych. Zaobserwowa¢ mozna natomiast wzrost mediany parametru Ty, (Oh vs.
12h: 7,9 [6,6-11,4] vs. 10,3 [7,7-13,5]) oraz OT (Oh vs. 12h: 9,5 [8,0-14,3] vs. 13,2 [9,8-18,0])

w trakcie leczenia lewosimendanem.

Tabela 14. Zmiana wartosci parametréw systemu T-TAS w czasie.

7,9 [6,6-11,4] 1497,4 9,5[8,0-14,3]

[776,0-1709,2]

10,3 [7,7-13,5] 1455,8 13,2 [9,8-18,0]
[1109,9-1690,8]

8,3 [7,2-11,5] 1577,4 12,3 [8,8-15,7]
[1325,4-1755,3]

0,417 0,606 0,651

Dane przedstawiono jako mediane [rozstep miedzykwartylowy: Q1-Q3]

4.3.2 Tromboelastografia

4.3.2.1 CK-R

Rycina 23 przedstawia zmiany warto$ci parametru R w czasie badania. Analiza
uzyskanych wynikow wykazata wzrost mediany wartosci R w trakcie leczenia
lewosimendanem jak i w punktach czasowych po zakonczeniu leczenia, gdzie w punkcie
czasowym 72h odnotowano najwyzszy wzrost w odniesieniu do wartosci wyjsciowej (Oh vs.
72h: 6,45 [5,90-7,90] vs. 7,85 [6,00-9,30], p= 0,029). Jedynie w punkcie czasowym 6h
stwierdzono nieistotny statystycznie spadek mediany wartosci parametru R (Oh vs. 6h: 6,45

[5,90-7,90] vs. 6,20 [5,00-8,65]).
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Test CK
Zmiana wartoSci parametru R w czasie

A-Oh B-1h C-6h D-12h E-24h F-48h D-72h

Punkty czasowe

Ryc. 23. Zmiany wartosci parametru R w czasie badania.

4.3.2.2 CK-K

Mediana
T 25%-75%

Zestawienie zmian warto$ci parametru K w poszczegdlnych punktach czasowych

przedstawia Rycina 24. Zaobserwowano jedynie nieznaczne zmiany w medianie wartosci K w

trakcie badania, ktdre nie byty znamienne statystycznie (p= 0,399).

K [min]

3,0
2,8
2,6
2,4
2,2
2,0
1.8
1,6
1.4
1,2

1,0

Test CK
Zmiana wartosci parametru K w czasie

A-Oh B-1h C-6h D-12h E-24h F-48h G-72h

Punkty czasowe

Mediana
T 25%-75%
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Ryc. 24. Zmiany wartosci parametru K w czasie badania.

4.3.2.3 CK-Angel

Przedstawione na Rycinie 25 wyniki dotyczg zmiany wartosci parametru Angle.
Podobnie jak w przypadku poprzedniego parametru (K) nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic (p= 0,689) pomiedzy wartosciami analizowanych zmiennych w badanych
punktach czasowych. Mediany uzyskanych wynikow charakteryzowaty sie zblizong wartoscia
na wszystkich etapach badania, zaréwno w trakcie leczenia (Oh vs. 12h vs. 24h: 60,70 [51,60-
67,70] vs. 62,30 [49,90-70,00] vs. 59,50 [53,10-64,10]) jak i w kolejnych dobach po
zakonczeniu terapii (Oh vs. 48h vs. 72h: 60,70 [51,60-67,70] vs. 61,30 [53,50-64,10] vs. 63,30
[51,40-65,20]).

Test CK

Zmiana wartosci parametru Angle w czasie
72 . T

70 =
68
66
64
62
60
58
56

Angle [deg]

54
52

50
48
46

A-Oh B-1h C-6h  D-12h E-24h  F-48h G-72h _
[@] Mediana
Punkty czasowe T 25%-75%

Ryc. 25. Zmiany wartosci parametru Angle w czasie badania.

4.3.2.4 CK-MA
Zmiany wartosci parametru MA w czasie przedstawiono na Rycinie 26.
Zaobserwowano wzrost wartosci MA w trakcie leczenia, gdzie najwyzszg rdinice w

odniesieniu do wartosci poczgtkowej odnotowano w szdstej godzinie wlewu lewosimendanu
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(Oh vs. 6h: 63,90 [61,30-71,65] vs. 69,80 [62,80-73,60]) uzyskana rdznica nie byta jednak
znamienna statystycznie (p= 0,081). Podwyzszone wartosci parametru MA wzgledem punktu
wyjsciowego utrzymywaty sie réwniez po zakoriczeniu leczenia (Oh vs. 48h: 63,90 [61,30-

71,65] vs. 70,00 [63,00-74,10]) jednak obserwowane réznice nie byty istotne statystycznie

(p=0,301).
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Ryc. 26. Zmiany wartosci parametru MA w czasie badania.

4.3.2.4 CK-LY30

Na Rycinie 27 przedstawiono zestawienie uzyskanych wynikow parametru LY30. Nie
odnotowano istotnych statystycznie zmian w stopniu lizy skrzepy, opisywanej przez
parametr LY30 w trakcie leczenia lewosimendanem jak i w kolejnych dobach po zakonczeniu

wlewu (p=0,212).
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Ryc. 27. Zmiany wartosci parametru LY30 w czasie badania.

4.4 Farmakokinetyka

Rycina 28 A przedstawia zmiany stezenia lewosimendanu w czasie badania. Pomiedzy
pierwszg godzing wlewu a 24-godzing lewosimendan osiggnat maksymalne stezenia w
organizmie. Nastepnie przez kolejne doby poziom lewosimendanu spadat, a wykrywalne

staty sie jego aktywne metabolity (Rycina 28 B).
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Ryc. 28. Zmiana stezenia lewosimendanu oraz jego aktywnych metabolitéw w czasie

badania. A. Lewosimendan; B. OR-1855 oraz OR-1896.
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4.5 Parametry laboratoryjne- biomarkery sercowo-naczyniowe

4.5.1 BNP

Rycina 29 przedstawia zmiany stezenia BNP w czasie trwania badania.
Zaobserwowano statystycznie istotne zmiany (p= 0,0004) pomiedzy wartosciami uzyskanych
stezen BNP w kolejnych puntach czasowych. Analizujgc wartosci stezenia BNP w trakcie
badania, w odniesieniu do punktu wyjsciowego przed rozpoczeciem leczeniem, odnotowano
w kazdym punkcie czasowym redukcje stezenia BNP. Statystycznie istotny spadek stezenia
odnotowano juz w 6-godzinie trwania leczenia (Oh vs. 6h: 1081,81 [549,15-1703,09] vs.
1050,99 [627,49-1456,31], p= 0,031). Najwyzszy spadek stezenia BNP w trakcie wlewu
lewosimendanu zaobserwowano w 12-godzinie (Oh vs. 12h: 1081,81 [549,15-1703,09] vs.
752,21 [580,36-1004,33], p= 0,017). Istotng redukcje stezenia BNP wykazano réwniez w
pierwszej (Oh vs. 48h: 1081,81 [549,15-1703,09] vs. 634,64 [321,75-890,24], p= 0,001) oraz
drugiej (Oh vs. 72h: 1081,81 [549,15-1703,09] vs. 758,73 [433,60-1185,40], p= 0,001) dobie

po zakonczeniu leczenia.

Wykonana dodatkowa analiza korelacji porzadku rang Spearmana nie wykazata
istotnej statystycznie zalezno$ci pomiedzy stezeniem BNP w osoczu, a stezeniem

lewosimendanu oraz jego aktywnymi metabolitami (OR-1855, OR-1896).
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Ryc. 29. Zmiana stezenia BNP w czasie trwania badania.

4.5.2 hs-cTnl

Przedstawione na Rycinie 30 dane prezentujg dynamike zmian stezenia hs-cTnl w
czasie badania. Z kolei Rycina 31 prezentuje procentowe zmiany stezenia hs-cTnl w
odniesieniu do punktu poczgtkowego. Analizowane dane wskazujg, Zze najwyzszy spadek
stezenia wynoszacy 24,6% odnotowano w pierwszej godzinie leczenia lewosimendanem,
natomiast najwyzszy 20,0% wzrost stwierdzono dwie doby po zakoriczeniu leczenia. Zmiany

te nie wykazaty jednak istotnosci statystycznej (p= 0,633).
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Ryc. 30. Zmiana stezenia hs-cTnl w czasie trwania badania.
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Ryc. 31. Rdznice procentowe w medianach stezen hs-cTnl w odniesieniu do punktu
wyjsciowego.

4.5.3 Galektyna-3

Rycina 32 przedstawia zmiany stezenia galektyny-3 w czasie trwania badania. Nie
stwierdzono istotnych statystyczne zmian w stezeniu tego biomarkera zaréwno w trakcie
leczenia lewosimendanem jak i w pierwszej i drugiej dobie po zakonczeniu leczenia (p=
0,155). Przedstawione na Rycinie 33 rdznice procentowe wzgledem punktu wyjsciowego
wskazujg, ze najwyzszy spadek stezenia galektyny-3 wystgpit w 12-godzinie (8,2%) oraz w

drugiej dobie po zakonczeniu leczenia (9,4%).
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Zmiana stezenia galektyny-3 w czasie
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Ryc. 32. Zmiana stezenie galektyny-3 w czasie.
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Ryc. 33. Réznice procentowe w medianach stezen galektyny-3 wzgledem punktu

wyjsciowego.
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4.6 Pozostate parametry laboratoryjne

4.6.1 CRP

Zmiany stezed CRP w trakcie trwania badania przedstawiono na Rycinie 34. Analiza
grupy badanej wykazata istotne statystycznie zmiany stezenia tego biomarkera w osoczu w
trakcie leczenia lewosimendanem (p=0,044). Juz w pierwszej oraz 6-godzinie leczenia
stwierdzono statystycznie istotny spadek stezenia CRP (Oh vs. 1h: 17,81 [11,84-38,44] vs.
17,06 [8,68-41,15], p= 0,001; Oh vs. 6h: 17,81 [11,84-38,44] vs. 14,86 [5,61-41,56], p=0,031).
Nastepnie w 12-godzinie wlewu leku odnotowano wyrazny spadek stezenia CRP (Oh vs 12h:

17,81 [11,84-38,44] vs. 13,13 [4,38-40,79], p= 0,073).
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Ryc. 34. Zmiany stezenia CRP w czasie trwania badania.

4.6.2 Kreatynina

Rycina 32 przedstawia zmiany stezenia kreatyniny w czasie trwania badania.
Uzyskane wyniki wskazujg na istotny statystycznie spadek stezenia kreatyniny w osoczu w
24-godzinie leczenia w odniesieniu do 6-godziny dozylnego wlewu lewosimendanu (6h vs.
24h: 1,28 [1,05-1,59] vs. 1,08 [0,93-1,5], p= 0,026) oraz w 48-godzinie (6h vs. 48h: 1,28 [1,05-
1,59] vs. 1,12 [0,93-1,45], p=0,014).
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Ryc. 35. Zmiany stezenia kreatynina w czasie trwania badania.

4.7 Ocena zaleznosci pomiedzy testami aktywnosci funkcji ptytek a stezeniem

biomarkeréw sercowo-naczyniowych

Tabela 15 przedstawia zaleznosci pomiedzy stezeniem galektyny-3, a funkcjg ptytek
krwi oceniang agregometrem impedancyjnym. Stwierdzono istotng statystycznie
umiarkowang, ujemng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem galektyny-3 a testem ADPtest (Oh: R= -
0,48, p=0,035; 72h: R= -0,59, p= 0,016) , RISTOtest (Oh: R= -0,49, p=0,036; 72h: R= -0,70,
p=0,002) oraz TRAPtest (Oh: R=-0,61, p=0,005; 72h: R=-0,60, p=0,013) w obu analizowanych

punktach czasowych.

Tabela 15. Korelacja stezenia galektyny-3 oraz testow funkcji ptytek krwi w pierwszym i

ostatnim punkcie czasowym.

Galektyna-3_0Oh Galektyna-3_72h p
R R
ADPtest- Oh -0,48 - 0,035
ADP test- 72h - -0,59 0,016

106



ASPltest- Oh -0,38 = 0,108

ASPltest- 72h - -0,10 0,708
COLtest- Oh -0,41 - 0,078
COLtest- 72h - -0,12 0,668
RISTOtest- Oh -0,49 - 0,036
RISTOtest- 72h - -0,70 0,002
TRAPtest- Oh -0,61 = 0,005
TRAPtest- 72h - -0,60 0,013

R- wspodtczynnik korelacji;

Korelacje pomiedzy stezeniem BNP, a testami funkcji ptytek wsréd badanych pacjentéw
ilustruje Tabela 16. Istotng statystycznie umiarkowang, ujemng zalezno$é stwierdzono
pomiedzy stezeniem BNP, a testem ADPtest w punkcie czasowym 72h (72h: R= -0,50,
p=0,046). Natomiast w przypadku testéw: ASPItest (Oh: R= -0,58, p=0,009) oraz RISTOtest
(Oh: R= -0,60, p=0,008) istotng statystycznie korelacje stwierdzono w pierwszym punkcie

czasowym.

Tabela 16. Korelacja stezenia BNP oraz testéw funkcji ptytek krwi w pierwszym i ostatnim

punkcie czasowym.

BNP_Oh BNP_72h p
R R
ADPtest- Oh -0,21 - 0,391
ADP test- 72h - -0,50 0,046
ASPltest- Oh -0,58 - 0,009
ASPltest- 72h - -0,18 0,509
COLtest- Oh -0,45 - 0,050
COLtest- 72h - -0,17 0,527
RISTOtest- Oh -0,60 - 0,008
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RISTOtest- 72h - -0,40 0,122
TRAPtest- Oh -0,28 = 0,238
TRAPtest- 72h - -0,45 0,082

R- wspotczynnik korelacji;

Nie zaobserwowano jakichkolwiek istotnych statystycznie korelacji pomiedzy stezeniem hs-

cTnl a wynikami testow funkcji ptytek krwi w analizowanych punktach czasowych.
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5. Dyskusja

Lewosimendan zostat wprowadzony do doraznej, krotkoterminowej terapii ostrej,
niewyréwnanej postaci ciezkiej przewlektej niewydolnosci serca ponad 20 lat temu a jego
skutecznos$¢ i bezpieczenristwo zostato udokumentowane dowodami naukowymi i danymi z
randomizowanych badan kontrolowanych z udziatem ponad 9000 pacjentéw. W ponad 200
badaniach klinicznych oceniono lewosimendan w réznych ustawieniach terapeutycznych,
zarowno w okresie okotooperacyjnym, jak i w zaawansowane] niewydolnosci serca, a wyniki
metaanaliz wykazaty statg tendencje w kierunku skutecznosci i bezpieczedstwa jego
stosowania [90]. Fizjologiczne dziatanie lewosimendanu jest plejotropowe co stwarza
szerokie mozliwosci jego zastosowania w medycynie. Dotychczasowy stan wiedzy okreslajacy
wptyw terapii lewosimendanem na hemostaze (gtéwnie funkcje ptytek krwi) pochodzi w
zdecydowanej wiekszosci z badan in vitro przeprowadzonych na materiale pochodzgcym od
zdrowych dawcéw [91][92][93][94] oraz z badan na modelach zwierzecych [95][96]. W
powyzszej pracy dokonano oceny wszystkich sktadowych hemostazy tj. funkcji ptytek krwi,
uktadu krzepniecia oraz procesu fibrynolizy przy zastosowaniu dostepnych metod
rutynowych i eksperymentalnych. Grupe badang stanowili pacjenci wymagajacy
natychmiastowego zastosowania leczenia inotropowo dodatniego w celu poprawy
wydolnosci serca. Analizowani pacjenci otrzymywali réwnoczesnie standardowa terapie
przeciwptytkowg oraz przeciwkrzepliwg, jezeli byta wymagana. Uzyskane wyniki nie
wyjasniajg jednoznacznie wptywu lewosimendanu na ukfad krzepniecia, jednak pozwalajg
zaobserwowac zaleznosci, ktére wymagajg dogtebnej analizy. Ponadto, dla celéw niniejszej
pracy, w grupie badanej oznaczono stezenie biomarkeréw sercowo-naczyniowych we
wszystkich punktach czasowych badania. Otrzymane wyniki potwierdzajg dostepne dane

dotyczace wptywu leczenia lewosimendanem na stezenie BNP.

Pierwszy etap badan stanowigcych cel pracy obejmowat analize funkcji ptytek krwi z
wykorzystaniem agregometru impedancyjnego. Ocena stopnia agregacji ptytek krwi w tescie
z ADP wykazata istotny spadek pomiedzy wartoscia wyjsciowa, a 24-godzinng wlewu
lewosimendanu. Jednak dobe po zakonczeniu leczenia odnotowano istotny wzrost w stopniu
agregacji ptytek krwi, ktérego wartos¢ odpowiadata wartosci wyjsciowej agregacji sprzed

rozpoczecia leczenia lewosimendanem.
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W kolejnym tescie czynnikiem inicjujgcym agregacje ptytek krwi byt kwas arachidonowy.
Analiza wynikéw w grupie badanej wykazata istotny spadek agregacji w trakcie 24-
godzinnego wlewu leku w odniesieniu do punktu wyjsciowego. Réwniez w 48-godzinie oraz
w 72-godzinie stwierdzono nizszy poziom agregacji ptytek krwi wzgledem punktu
wyjsciowego. Z kolei w trzecim tescie oceniajgcym funkcje ptytek krwi, w ktérym czynnikiem
aktywujgcym byt kolagen, zaobserwowano istotny spadek agregacji ptytek krwi w trakcie
wlewu lewosimendanu. Jednakze, po uptywie doby od zakonczenia leczenia stwierdzono,
podobnie jak w przypadku testu z agonistg ptytkowym ADP, istotny wzrost agregaciji.
Dostepne w literaturze badania, w ktérych do oceny funkcji ptytek wykorzystano ADP lub
kolagen wskazujag na wyrazne dziatanie ograniczajace agregacje ptytek krwi przez
lewosimendan. Kaptan i wsp. [91] w badaniu in vitro oceniali metodg turbidymetryczna
wplyw lewosimendanu na agregacje ptytek krwi w materiale pobranym od 12 zdrowych
ochotnikéw. Funkcje ptytek krwi badano w prébkach krwi do ktérych dodano lewosimendan
w trzech réznych stezeniach (odpowiednio 10, 25 oraz 45 ng/ml). Stezenie lewosimendanu w
poddanych obserwacji prédbkach byto zblizone do wartos$ci otrzymywanych w trakcie wlewu
dozylnego leku w warunkach klinicznych. Po inkubacji krwi z lekiem oceniano odpowiedz
ptytek krwi po dodaniu do osocza bogatoptytkowego ADP (5 i 10 uM) oraz kolagenu (2 i 5
ug/ml). Wykazano znaczgce zahamowanie agregacji ptytek krwi indukowanej przez ADP oraz
kolagen we wszystkich przygotowanych rozciefczeniach [91]. W innym badaniu in vitro
Plaschke i wsp. [92] we krwi obwodowej oceniano funkcje ptytek krwi uzyskanej od 3
zdrowych dawcéw. Funkcje ptytek krwi oceniano po dodaniu agonistow: ADP (10 pmol/l)
oraz kolagenu (5 pg/ml). Uzyskane w tym badaniu wyniki réwniez wskazujg na
antyagregacyjne dziatanie lewosimendanu [92], co potwierdza wyniki niniejszej pracy.
Mozna dodatkowo zaobserwowaé, ze efekt zahamowania agregacji ptytek krwi uzyskany
przy wysokich dawkach lewosimendanu byt bardziej widoczny przy agregacji indukowane;j
przez ADP niz przy stymulacji kolagenem [22]. RdzZnica ta jest prawdopodobnie zwigzana z
réoznymi mechanizmami aktywacji ptytek [22][97]. Podobnie Tawfik i wsp. [95] w badaniu
przeprowadzonym na modelu zwierzecym wykazali antyagregacyjne dziatanie

lewosimendanu hamujace agregacje ptytek krwi indukowang kolagenem (5 ug/ml) [95].

W kolejnych testach oceniajgcych funkcje ptytek krwi z wykorzystaniem agregometru, w

ktdrych czynnikiem aktywacyjnym byfa ristocetyna oraz peptyd odpowiedzialny za
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pobudzenie receptora dla trombiny, nie zaobserwowano istotnych zmian w agregacji ptytek
krwi w trakcie wlewu leku w grupie badanej oraz w pierwszej i drugiej dobie po zakonczeniu
leczenia. Pataricza i wsp. [93] badali wptyw lewosimendanu na indukowang trombing
agregacje ptytek krwi w materiale pobranym od 19 zdrowych ochotnikéw. Agregacje
oceniano metodg turbidymetryczng w odpowiedzi na trombine (0,5 IU/ml do 1 IU/ml) w
osoczu bogatoptytkowym zawierajagcym albumine oraz (0,1 IU/ml) w osoczu pozbawionym
albuminy. Autorzy zauwazyli, ze niewielka zmiana stezenia albuminy w osoczu modyfikuje
hamowanie przez lewosimendan indukowanej trombing agregacji ptytek in vitro [93]. W
badaniu Ambrus i wsp. [94] réwniez oceniali wptyw lewosimendanu na indukowang
trombing agregacje ptytek krwi w modelu in vitro w materiale pochodzacym od 14 zdrowych
ochotnikéw. Jak wskazujg autorzy, inkubacja lewosimendanu (0,06 umol/l) z ptukanymi
ptytkami krwi przez 2 minuty zmniejszyta agregacje ptytek krwi indukowang trombing o 67%.
Co wiecej, wydtuzenie czasu inkubacji do 15 min wzmacniato dziatanie antyagregacyjne
lewosimendanu do 84% [22][94]. Przytoczone badania oceniajgce funkcje ptytek krwi w
odpowiedzi na trombine wskazujg na antyagregacyjne dziatanie lewosimendanu, jednak
stopien zahamowania ptytek krwi moze by¢ scisle powigzany ze stanem klinicznym oraz

innymi czynnikami jak na przyktad czas trwania wlewu czy stezenie albuminy.

Drugg metodg wykorzystang do oceny funkcji ptytek krwi byt test mapowania ptytek
wykonany za posrednictwem tromboelastografu. Jest to rzadko wykorzystywana metoda
testowania funkcji ptytek krwi, ktéra dostarcza wynik wyrazony w postaci odsetka
zahamowanych ptytek krwi indukowanych jednym z dwdch dostepnych w tej metodzie
agonistow: ADP lub kwasem arachidonowym. W przypadku testu mapowania ptytek z
udziatem ADP nie zaobserwowano istotnych réznic w stopniu zahamowania funkcji ptytek
krwi pomiedzy analizowanymi punktami czasowymi w grupie badanej. Natomiast w tescie z
udziatem kwasu arachidonowego procent zahamowania ptytek krwi znacznie sie zwiekszyt,
zaréwno w 12 jak i w 72-godzinie badania, w odniesieniu do wartosci wyjsciowej przed
rozpoczeciem wlewu lewosimendanu. Ze wzgledu na brak reprezentatywnych badan o

pokrewnej tematyce, niemozliwe jest zestawienie otrzymanych wynikéw z innymi pracami.

Do oceny wptywu lewosimendanu na uktad krzepniecia wykorzystano
tromboelastografie (test CK). Pierwszy etap opisywany przez parametr R w analizowanej

grupie wykazat istotny wzrost wartos¢ R w drugiej dobie po zakonczeniu leczenia. Kolejne
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dwa parametry opisujgce kinetyke formowanego skrzepu tj. K oraz Angle osiagnety zblizone
wartosci we wszystkich punktach czasowych w analizie grupy badanej. Maksymalna
spoistos¢ skrzepu opisywana przez wskaznik MA ulegta zwiekszeniu we wszystkich
ocenianych punktach czasowych, najwyrazniejszy wzrost odnotowano dobe po zakonczeniu
wlewu lewosimendanu, jednak uzyskane wartosci nie wykazywaty istotnosci statystycznej.
Ostatnim ocenianym wskaznikiem byt stopien lizy skrzepu- LY30. Nie stwierdzono jednak
znaczacych zmian w trakcie leczenia lewosimendanem, jak i po jego zakonczeniu w
parametrze LY30. W badaniu przeprowadzonym przez Huang i wsp. [98] na modelu
zwierzecym oceniano przy pomocy tromboelastografu wptyw lewosimendanu na uktad
krzepniecia in vivo. Uzyskane wyniki wykazaty, ze przy zastosowaniu istotnych klinicznie
dawek lewosimendanu nie wywiera on znaczacego wptywu na uktad krzepniecia [98].
Rozbieznosci w tych obserwacjach mogg wynika¢ z kilku czynnikéw, gtownie dotyczacych
analizowanej grupy badanej. Eksperymenty doswiadczalne Huang i wsp. przeprowadzono na

modelu zwierzecym a nie ludzkim, jak w niniejszej pracy.

Analiza formowania skrzepliny w warunkach przeptywu przy pomocy systemu T-TAS z
wykorzystaniem mikrochipéw z powierzchnig trombogenng, to kolejna po
tromboelastografii metoda wykorzystana do oceny funkcji hemostazy. Jest to nowatorska,
rozwijajgca sie metoda imitujgca warunki fizjologicznego przeptywu krwi. Nie uzyskano
jednak statystycznie istotnych rdéznic pomiedzy analizowanymi parametrami w badanej
grupie. Prawdopodobnie wynika to z niskiej liczebnosci analizowanej grupy. Metoda ta przez
swdj unikatowy mechanizm dziatania moze jednakze dostarczy¢ wartosciowych wynikéw,

ktore pomoga rozstrzygnac watpliwosci zwigzane z wptywem lewosimendanu na hemostaze.

Kolejnym etapem niniejszej pracy byta ocena wptywu lewosimendanu na stezenie
wybranych  biomarkeréw  sercowo-naczyniowych, zarowno w trakcie leczenia
lewosimendanem jak i bezposrednio po zakonczeniu (48-godzin oraz 72-godziny) wlewu
leku. Pierwszym analizowanym biomarkerem byt BNP. Uzyskane wyniki wykazaty istotny
spadek stezenia BNP w trakcie leczenia oraz w kolejnych dobach po zakonczeniu terapii.
Uzyskane wyniki sg zgodne z rezultatami otrzymanymi w badaniach innych autoréw
przeprowadzonych w podobnych grupach pacjentéw. Li i wsp. [99] w randomizowanym
badaniu z pojedynczg zaslepiong prébg w grupie 101 pacjentéw z ADHF poréwnywali efekt

dziatania lewosimendanu w potgczniu z placebo (n= 51) vs. lewosimendan w pofaczeniu z
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Shenfu injection (n=50). U wszystkich pacjentéw poczgtkowe stezenie BNP przekraczato 400
pg/ml. Badacze wykazali istotny spadek stezenia BNP w obu grupach (p< 0,001) po 24-
godzinnym leczeniu lewosimendanem [99]. Podobne wyniki otrzymat Lelonek i wsp. [100],
ktérzy wykazali ze stezenie BNP ulegto istotnemu obnizeniu z 1838 pg/ml [823-3271] przy
przyjeciu do 1654 pg/ml [1001-2706] przy wypisie (p= 0,018) po zastosowaniu leczenia
lewosimendanem [100]. W kolejnym badaniu z podwdjnie zaslepiong probg, kontrolowanym
placebo, autorstwa Mushtaqg i wsp. [101] pacjenci z rozpoznang ADHF zostali losowo
przydzieleni do grupy z placebo (n= 19) lub do grupy otrzymujacej lewosimendan (n= 23).
Stezenie BNP oceniano przed rozpoczeciem 24-godzinnej infuzji leku oraz po jego
zakonczeniu. W grupie pacjentéw otrzymujgcych placebo, stezenie BNP nie ulegto zmianie
(1042 £811 vs. 1043 +867 pg/ml, p=0,9), natomiast w grupie otrzymujgcej wlew
lewosimendanu badacze zaobserwowali istotny spadek stezenia BNP (1163 +897 vs.

509 + 543 pg/ml, p <0,001) [101].

Kolejnym ocenianym biomarkerem sercowo-naczyniowym byta hs-cTnl. Analiza grupy
badanej wykazata brak istotnych zmian w stezeniu hs-cTnl w trakcie podawania
lewosimendanu oraz po zakonczeniu leczenia. Uzyskane wyniki réznig sie od wynikéw
przedstawionych w badaniach innych autoréw. W pracy Qu i wsp. [102] 87 pacjentéw z
rozpoznang ostrg dekompensacjg RHF (niewydolnos¢ prawej komory serca, right heart
failure) podzielono na dwie grupy: pacjenci otrzymujacy lewosimendan (n= 46) oraz grupe
kontrolng (n=41). U pacjentéw leczonych lewosimendanem odnotowano znaczne obnizenie
stezenia cTnl w porédwnaniu z grupg kontrolng [102]. Réwniez Mansiroglu i wsp. [103] w
badaniu przeprowadzonym na grupie 47 pacjentow z rozpoznaniem ADHF, stwierdzili istotny
spadek stezenia hs-cTnl po zastosowanym leczeniu lewosimendanem (0,058+0,069 vs.

0,040+0,046 ng/ml, p= 0,046) [103].

Ostatnim badanym biomarkerem byfa galektyna-3, uznawana za markerem witdknienia
miesnia sercowego, ktdry jednak nie jest szeroko stosowany w rutynowej praktyce klinicznej
[104]. W badanej grupie pacjentéw stezenie galektyny-3 nie ulegto istotnym statystycznie
zmianom w trakcie badania. Dostepne w literaturze dane rdznig sie od wynikdw uzyskanych
W powyziszej pracy, poniewaz wykazujg, ze terapia lewosimendanem przyczynia sie do
redukcji stezenia galektyny-3 w osoczu. W badaniu Xu i wsp. [105] przeprowadzonym na

modelu zwierzecym AHF wykazali istotny (p<0,001) spadek stezenia galektyny-3 po

113



zastosowaniu leczenia lewosimendanem. Co wiecej naukowcy ci wykazali, ze wyzsza dawka
lewosimendanu powodowata wiekszy spadek stezenia galektyny-3 [105]. Rdwniez Yao i wsp.
[106] w badaniu na grupie 92 pacjentow z CHF z ostrym poczatkiem objawdéw oceniali
poziom galektyny-3 przed oraz bezposrednio po zakoniczeniu leczenia. Stezenie galektyny-3

po zakonczeniu leczenia byto wyraznie nizsze [106].

Analiza uzyskanych wynikéw nie wykazata wyraznego wptywu w trakcie leczenia
lewosimendanem jak i bezposrednio po zakoriczeniu leczenia na zmiany stezenia hs-cTnl
oraz galektyny-3 w osoczu. Uzyskane réznice w stezeniach obu tych biomarkeréw oscylujg w
granicach krétkoterminowej zmiennosci biologicznej ocenianej w pracy Schindler i wsp.
[107], jednak w grupie pacjentéw ze stabilng HF [107]. Co wiecej, zaréwno w przypadku hs-
cTnl jak i galektyny-3 dostepne w literaturze badania wykazujg znaczgcy wptyw stosowanej
terapii lewosimendanem na stezenie powyzszych biomarkeréw. Moze to by¢ spowodowane
niskg liczebnoscig badanej grupy w poréwnaniu do przytoczonych wyzej prac, jak réwniez

odmienng metodyka badawczg dotyczacy tych biomarkeréw.

Oprécz wczesniej omowionych biomarkeréw sercowo-naczyniowych w powyzszej
pracy przeanalizowano réwniez zmiany stezenia CRP oraz kreatyniny w trakcie badania. Po
rozpoczeciu wlewu lewosimendanu odnotowano istotny spadek stezenia CRP.
Przeciwzapalne dziatanie lewosimendanu znajduje potwierdzenie w wielu badaniach. Lin i
wsp. [108] w badaniu przeprowadzonym na grupie 180 pacjentéw z rozpoznaniem HF
stwierdzili istotny (p< 0,05) spadek stezenia CRP oznaczanego metodg o wysokiej czutosci po
zastosowanym leczeniu lewosimendanem [108]. Zblizone wyniki zaprezentowali w swoim
badaniu Qu i wsp. [102] ktérzy w grupie pacjentéw z rozpoznaniem RHF leczonej
lewosimendanem zaobserwowali istotny spadek stezenia CRP (p= 0,001) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej nie otrzymujgcej terapii lewosimendanem [102]. Podobnie w pracy Parissis
i wsp. [109] wykazano, ze leczenie lewosimendanem wywotato istotne obnizenie stezenia
CRP (p<0,01), podczas gdy pozostawato one niezmienione w grupie placebo [109].
Potwierdza to przeciwzapalne dziatanie lewosimendanu, zaobserwowane rdéwniez w

niniejszej pracy.

Analiza zmian stezenia kreatyniny w osoczu wykazata istotny spadek stezenia tego

biomarkera bezposrednio po zakonczeniu leczenia lewosimendanem. Dostepne w literaturze
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dane potwierdzajg powyzsze obserwacje. Fedele i wsp. [110] w grupie pacjentéw z ADHF
zaobserwowali istotny spadek stezenia kreatyniny w drugiej dobie po zakonczeniu leczenia
lewosimendanem (1,76+0,37 mg/dL vs. 1,51+0,5mg/d; p= 0,002) [110]. Réwniez w badaniu
Qu i wsp. [102] naukowcy wykazali spadek stezenia kreatyniny po zakonczeniu dozylnego

wlewu lewosimendanu [102].

Wykonano dodatkowa analize polegajaca na ocenie zaleznosci pomiedzy stezeniem
biomarkeréw sercowo-naczyniowych a testami funkcji ptytek krwi w pierwszym i ostatnim
punkcie czasowym. Analiza grupy badanej wykazata istotng statystycznie ujemng zaleznos¢
pomiedzy stezeniem BNP oraz galektyny-3 a testami funkcji ptytek. Uzyskane wyniki réznig
sie od wynikéw przedstawionych w pracach innych autoréw. Chen i wsp. [111] wykazali na
grupie pacjentéw z CAD silng dodatnig korelacje pomiedzy stezeniem galektyny-3 w osoczu a
agregacjg ptytek krwi [111]. W innym badaniu Budak i wsp. [112] korelowali stezenie BNP i
Srednig objetos¢ ptytek krwi (MPV) jako wyktadnik aktywacji ptytek krwi w grupie pacjentow
z AHF. Naukowcy stwierdzili dodatnig zaleznos¢ pomiedzy stezeniem BNP a MPV [112].
Ograniczona liczba dostepnych danych literaturowych uniemozliwiajg jednak wyciggniecie

jednoznacznych wnioskdéw z tych obserwacji.

Istotng kwestig, ktdrg nalezy wzig¢ pod uwage analizujgc uzyskane wyniki jest
mozliwos¢ obarczenia wynikéw btedem zaréwno przedanalitycznym jak i analitycznym. Btad
przedanalityczny obejmuje nieprawidtowosci zwigzane z pobraniem materiatu, transportem
do laboratorium oraz czasem jaki uptyngt do momentu wykonania analizy. Natomiast na
prawdopodobieistwo popetnienia btedu analitycznego moze wskazywaé¢ wykonywanie
oznaczen przez roinych operatorow, wykorzystywanie rdéznych partii odczynnikow
niezbednych do przeprowadzenia badania oraz zmiana warunkdéw otoczenia wykonywanych
testow. Ponadto, istotnym ograniczeniem w niniejszej pracy jest stosunkowo niewielka
liczebnos¢ grupy badanej. Jednakze kliniczne znaczenie badania, przeprowadzonego w
warunkach szpitalnych w grupie pacjentéow z rozpoznang HF i oceniang w réznych punktach
czasowych terapii dozylnej lewosimendanem, podkresla znaczenie powyzszych obserwacji,
ktorych wyniki z pewnoscig powiekszg ograniczong ilos¢ dostepnych danych literaturowych

dotyczacych tej tematyki.
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Podsumowujac, zagadnienia prezentowane w niniejszej pracy od wielu lat stanowig
przedmiot rozwazan klinicystow, ktérzy na co dzied podejmujg trud leczenia pacjentéw
ciepigcych z powodu niewydolnosci serca i co za tym idzie szeregiem powiktan bedacych
nastepstwem tej choroby. Jednak dostepna wiedza dotyczgca wptywu lewosimendanu na
proces krzepniecia jest wcigz niewystarczajgca. Fakt ten stat sie przyczynkiem dla

przeprowadzenia tej pracy.

W powyzszym badaniu wykazano jak wptyw terapii lewosimendanem na hamowanie funkcje
ptytek krwi, potwierdzony dwiema metodami badawczymi. Z kolei analizy dotyczace
pozostatych etapdéw krzepniecia nie wykazaty jednoznacznych wynikéw. W dalszym toku
badania dokonano oceny zmian stezen biomarkeréw sercowo-naczyniowych, do ktérych
zaliczamy BNP, hs-cTnl oraz galektyna-3, a takze dodatkowo CRP i kreatyniny po
zastosowanym leczeniu lewosimendanem. W przypadku BNP, CRP oraz kreatyniny zgodnie z
danymi literaturowymi stwierdzono redukcje stezed w osoczu w nastepstwie dozylnego
podania lewosimendanu. Natomiast analizujgc zmiany stezen hs-cTnl oraz galektyny-3 nie

zaobserwowano istotnych zmian, w odréznieniu od wynikéw prac innych autoréw.

Nalezy jednak podkresli¢, ze dostepne dane literaturowe dotyczgce powyziszej tematyki sg
ograniczone i zazwyczaj nie obejmujg poréwnywalnej grupy pacjentdow czy stosowanych
metod. Co wiecej, ze wzgledu na napotkanie innych ograniczen, z ktérych najistotniejsza
wydaje sie by¢ niska liczebnos¢ grupy badanej, kluczowa kwestig pozostaje rozszerzenie
grupy pacjentow wtaczonych do badan w przysztosci, co z pewnoscig umozliwi przyblizenie
sie do rozwigzania tego zagadnienia i poszerzenia wiedzy na temat mechanizméw dziatania
lewosimendanu na funkcje ptytek krwi i uktadu krzepniecia w celu osiggniecia lepszych

efektow leczenia pacjentow z HF.
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6. Whnioski

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wykazujg, ze stosowanie lewosimendanem w
grupie pacjentéw z niewydolnoscig serca wptywa na proces krzepniecia oraz stezenie

parametréw laboratoryjnych, co wykazano w nastepujgcych wnioskach:

* Otrzymywanie przez pacjentéw z rozpoznaniem HF leczenia lewosimendanem
wigzato sie ze zmniejszeniem stopnia agregacji ptytek krwi, co szczegdlnie widoczne
byto w testach, w ktérych czynnikiem aktywujgcym byt kwas arachidonowy, kolagen
oraz ADP.

++ Terapia lewosimendanem prowadzita do obnizeniem stezenia BNP w wiekszosci
analizowanych punktow czasowych.

+» Dodatkowo zaobserwowano, ze dozylna infuzja lewosiemendanu wptywa na

obnizenie stezenia CRP oraz kreatyniny w surowicy.
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7. Streszczenie

Lewosimendan to lek o dziataniu inotropowym, ktéry charakteryzuje sie specyficznym
mechanizmie dziatania. Lek ten poprawa kurczliwo$é miesnia sercowego bez zwiekszania
zapotrzebowania na tlen, wewnatrzkomérkowego stezenia cyklicznego
adenozynomonofosforanu  (CAMP) oraz Ca®*. Dodatkowo wykazuje dziatanie
wazodylatacyjne poprzez otwarcie kanatéw potasowych zaleznych od
adenozynotréjfosforanu (ATP) w komdrkach miesni gtadkich budujgcych s$ciany naczyn
krwiono$nych. Ponadto, dostepne badania wskazujg na potencjalny wptyw lewosimendanu

na hemostaze.

Celem pracy byfta ocena wptywu lewosimendanu i jego aktywnych metabolitéw na
proces krzepniecia u pacjentéw z niewydolnoscig serca (HF). Dodatkowo, oceniano wptyw

lewosimendanu na zmiany stezenia biomarkeréw sercowo-naczyniowych.

W badaniu wzieto udziat 25 pacjentéow z dekompensacjg przewlektej niewydolnosci
serca (CHF). Wszyscy pacjenci otrzymali leczenie inotropowe. Lewosimendan podawano w
ciggtej infuzji dozylnej przez 24 godziny: 0,2 pg/kg/min przez 1 godzine, nastepnie 0,1
ug/kg/min przez 23 godziny. Badanie przeprowadzono w 7 punktach czasowych: Oh (przed
rozpoczeciem podawania leku), a nastepnie 1h, 6h, 12h, 24h, 48h oraz 72h od rozpoczecia
infuzji lewosimendanu. Funkcje ptytek krwi oraz uktadu krzepniecia oceniano za pomoca
dostepnych metod: agregometria impedancyjna (Analizator Multiplate®: ADPtest, ASPltest,
COLtest, TRAPtest, RISTOtest), tromboelastografia (TEG®: test platelet mapping ™ [ADP,AA];
test CK) oraz system catosciowej analizy formowania skrzepu (T-TAS: AR-chip). Oceniano
rowniez stezenie w osoczu peptydu natriuretycznego typu B (BNP), galektyny-3 oraz

troponiny sercowej | ocenianej metodg wysokoczutg (hs-cTnl).

Testy ADPtest Oh vs. 24h: 64,00 [39,00-86,00] vs. 53,00 [41,00-76,00], p= 0,042),
ASPItest (Oh vs. 12h: 64,00 [40,00-91,00] vs. 40,00 [22,00-64,00], p= 0,001) oraz COLtest (Oh
vs. 12h: 44,00 [30,00-60,00] vs. 33,00 [19,00-38,00], p= 0,001) wykazaty istotny spadek
aktywnosci ptytek krwi w trakcie leczenia lewosimendanem. Test platelet mapping-AA
potwierdzit spadek aktywnosci ptytek krwi (Oh vs. 12h: 6,60 [0,00-28,10] vs. 58,20 [14,60-
79,80], p= 0,0006). W tescie CK stwierdzono istotny statystycznie (p= 0,029) wzrost
parametru R (Oh vs. 72h: 6,45 [5,90-7,90] vs. 7,85 [6,00-9,30]). Analiza zmian stezenia
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biomarkeréw sercowo-naczyniowych wykazata istotng statystycznie redukcje stezenia BNP w
osoczu w trakcie leczenia lewosimendanem (Oh vs. 12h: 1081,81 [549,15-1703,09] vs. 752,21
[580,36-1004,33], p= 0,017) jak i po jego zakoriczeniu (Oh vs. 48h: 1081,81 [549,15-1703,09]
vs. 634,64 [321,75-890,24], p= 0,001). W przypadku galektyny-3 oraz hs-cTnl nie wykazano

znamiennych statystycznie zmian stezenia.

Wyniki przeprowadzonych analiz wykazaty, ze leczenie lewosimendanem wptywato
hamujaco na funkcje ptytek krwi. Ponadto, potwierdzono, ze dozylna infuzja lewosimendanu
przyczynia sie do obnizenia stezenia BNP w osoczu oraz parametréw laboratoryjnych takich
jak CRP oraz kreatynina. Uzyskane wyniki wskazujg na koniecznos¢ dalszych badan
ukierunkowanych na ocene wptywu terapii lewosimendanem na hemostaze z udziatem

wiekszej grupy pacjentow.
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8. Abstract
Levosimendan is an inotropic agent with a special mechanism of action. This drug

increases the contractile force of the myocardium without boosting oxygen demand,
intracellular cyclic adenosine monophosphate (CAMP) and intracellular Ca®* concentration.
The second mechanism of action is the vasodilatory effect by the opening of adenosine
triphosphate (ATP)-dependent potassium channels of smooth muscle cells and myocytes.

Furthermore, the existing data suggest a potential impact of levosimendan on haemostasis.

The aim of this study was to evaluate the influence of levosimendan and its active
metabolites on haemostasis and thrombus formation in patients with heart failure (HF). In
addition, the effect of levosimendan on changes in the concentration of cardiovascular

biomarkers was assessed.

The study comprised 25 patients with decompensation of chronic heart failure (CHF).
All patients were subjected to inotropic treatment. Levosimendan was administered by
continuous intravenous infusion over 24 hours: 0.2 pg /kg/min for 1 hour, then 0.1
ug/kg/min for 23 hours. Peripheral blood was collected according to the following schedule:
before and 1h, 6h, 12h, 24h, 48h, and 72h after levosimendan infusion. The function of
platelets and the coagulation system was assessed with the use of available methods, that is
impedance aggregometry (The Multiplate® Analyzer: ADPtest, ASPItest, COLtest, TRAPtest,
RISTOtest), Thromboelastography (TEG®: the platelet mapping™ assay [ADP,AA]; CK assay),
and total thrombus formation analysis system (T-TAS system: AR-chip). The concentration of
B-type natriuretic peptide (BNP), galectin-3, and highly sensitive cardiac troponin | (hs-cTnl)

in the plasma was also evaluated.

ADPtest (Oh vs. 24h: 64.00 [39.00-86.00] vs. 53.00 [41.00-76.00], p= 0.042), ASPItest
(Oh vs. 12h: 64.00 [40.00-91.00] vs. 40.00 [22.00-64.00], p= 0.001) and COLtest (Oh vs. 12h:
44.00 [30.00-60.00] vs. 33.00 [19.00-38.00], p= 0.001) showed a significant decrease in
platelet activity during treatment with levosimendan. The Platelet Mapping Test with AA
reagent revealed statistically significant differences in the level of platelet inhibition during
the treatment (Oh vs. 12h: 6.60 [0.00-28.10] vs. 58.20 [14.60-79.80], p= 0.0006). The analysis
of the CK test indicated an increase in the R parameter in the study group (Oh vs. 72h: 6.45
[5.90-7.90] vs. 7.85 [6.00-9.30]). The analysis of changes in the concentration of
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cardiovascular biomarkers demonstrated a statistically significant reduction in plasma BNP
levels during (Oh vs. 12h: 1081.81 [549.15-1703.09] vs. 752.21 [580.36-1004.33], p= 0.017)
and after (Oh vs. 48h: 1081.81 [549.15-1703.09] vs. 634.64 [321.75-890.24], p= 0.001)
treatment with levosimendan. In the case of galectin-3 and hs-cTnl, no statistically significant

changes were found.

The results of this study suggest that levosimendan therapy has an inhibitory effect
on platelet function. Moreover, the research confirmed the impact of intravenous
levosimendan infusion on plasma BNP concentration and other parameters commonly
assessed in this group of patients. The obtained outcomes indicate that this aspect requires

further verification on a larger sample of patients.
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Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 185/2016 Bydgoszcz, 23.02.2016r.

Dziatajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U.z1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z p6zniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegétowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pézn. zm. w sprawie
powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sktad podano w zalgczeniu), na posiedzeniu w dniu 23.02.2016r. przeanalizowala wniosek,
ktory ztozyt kierownik badania:

prof. dr hab. n. med. Jacek Kubica,
Katedra Kardiologii i Choréb Wewnetrznych
Collegium Medicum w Bydgoszczy

z zespolem w skladzie:

- prof. dr hab. n. med. Jacek Kubica, prof. dr hab. n med. Grzegorz Grzesk,
prof. dr hab. n med. Danuta Ro$¢, mgr Katarzyna Stankowska, dr n. med. Joanna
Boinska, dr n. med. Karolina Oboxiska, dr n. med. Joanna Sikora, Przemystaw Sobczak,
lek. Krzysztof Pstragowski, mgr Emilia Sieminska

w sprawie badania:
» Wplyw lewosimendanu oraz jego aktywnych metabolitow OR-1896 i OR-1855
na aktywno$¢ plytek krwi.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeta
Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
w sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okre§lonym we wniosku pod warunkiem:

* poinformowania uczestnikéw badania o celu oraz zakresie badan i uzyskania od kazdego z nich osobne;j,

pisemnej, $wiadomej zgody na udzial w badaniu, zgodnic z obowigzujacymi przepisami, datowanej

najpozniej na moment rozpoczecia badania a nie wezesniej niz data uzyskania z Komisji Bioetycznej zgody
na takie badanie;

 zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych pacjentow, umozliwiajgcych ich
identyfikacje w ewentualnych publikacjach;

° zapewnienia, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie sa ubezwlasnowolnione, nie sa
zolierzami stuzby zasadniczej, nie sa osobami pozbawionymi wolnodci, nie pozostaja w zaleznosci
sluzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

° sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza

informacji i sSwiadomej zgody na udziat w badaniu na jednej kartce.




2
Jednoczesnie informujemy, iz ,,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawieraé m.in.: imie i nazwisko badanej
osoby; Nr historii choroby pacjenta (L.ks.gt. Oddziatu/Poradni) oraz date i podpis badanej osoby, a takze
klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych dotyczacych realizacji tematu

badawczego, z wyjatkiem publikacji danych osobowych.

Kierownik badania zobowiazany jest do przechowywania wszystkich dokumentow dotyczacych badania przez

okres dwudziestu lat.

Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (26.01.2016 r.) do korica 2018 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu;
kazda  zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktére moglyby mie¢ wplyw na opinie Komisji oraz poinformowania o
zakonczeniu badania.

Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzié eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowotnej, w kiérej eksperyment medyczny ma by¢ przeprowadzony, mogq wniesé odwolanie do
Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

\

Przewodniczacy ‘;Komisji Bioetycznej

Otrzymuje: [”\\/_,/

prof. dr hab. n. med. Jacek Kubica,
Katedra Kardiologii i Choréb Wewnetrznych
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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