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Wykaz stosowanych skrotéw

AS — stenoza aortalna (ang. aortic stenosis)

ASD | - ubytek miedzyprzedsionkowy typu | (ang. atrial septal defect type 1)
ASD II - ubytek miedzyprzedsionkowy typu Il (ang. atrial septal defect type II)
AVSD - ubytek przedsionkowo-komorowy (ang.atrio - ventricular septal defect)
BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

CoA - koarktacja aorty (ang. coarctation of aorta)

CRP - biatko ostrej fazy (ang.C — reactive protein)

ENG - endoglina (ang. endoglin)

e- NOS- syntaza tlenku azotu pochodzenia srédbtonkowego (ang.endothelial nitric

oxide sythase)

EPCs — komorki progenitorowe $rodbtonka (ang. endothelial progenitor cells)
GDF-15 — czynnik réznicowania wzrostu ( ang. growth differentiation factor 15)
HE- barwienie hematoksylina — eozyna

HIF-1 - czynnik transkrypcyjny czuty na stezenie tlenu w srodowisku komoérkowym

(ang. hypoxia-induced factor 1)

HLHS - zespdl hipoplazji lewego serca (ang. hypoplastic left heart syndrome)
IAA —przerwanie ciggtosci aorty (ang. interrupted aortic arch)

IAS - przegroda miedzyprzedsionkowa (ang. septum interatrial)

IVS — przegroda miedzykomorowa (ang. septum interventricular)

LA - lewy przedsionek (ang. left atrium)


http://pl.wikipedia.org/wiki/Czynnik_transkrypcyjny
http://pl.wikipedia.org/wiki/Tlen

LV - lewa komora (ang. left ventricle)

MVD - gestos¢ naczyn mikrokrgzenia (ang. microvessel density)
NO - tlenek azotu (ang. nitrix oxide)

PA — atrezja zastawki tetnicy ptucnej (ang. pulmonary atesia)

PAPVR — czesciowy nieprawidtowy sptyw zyt ptucnych (ang. partial anomalous

pulmonary venous return)

PBS — bufor fosforanowy, pH 7,4

PDA — przetrwaty przewdd tetniczy (ang. patient ductus arteriosus)
PDGF- ptytkowy czynnik wzrostu (ang. plateled derived growth factor)

PECAM - ptytkowo - $rodbtonkowa czgsteczka adhezji komoérkowej (ang. platelet

endothelial cell adhesion molecule)

RA - prawy przedsionek (ang. right atrium)

RV - prawa komora (ang. right ventricle)

TA — atrezja zastawki trgjdzielnej (ang. tricuspid atresia)

TAC — wspadlny pien tetniczy (ang. truncus arteriosus communis)

TAPVR — catkowity nieprawidtowy sptyw zyt ptucnych (ang. total anomalous

pulmonary venous return)
ToF - zespot czworaczy Fallota (ang. Tetralogy of Fallot)
TGA - przetozenie wielkich pni tetniczych (ang. transposition of great arteries)

VEGF — naczyniowy czynnik wzrostu komorek endotelialnych (ang. vascular

endothelial growth factor)

VEGF-R - receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu komorek endotelialnych

(ang. vascular endothelial growth factor receptors)
VSD - ubytek miedzykomorowy (ang.ventricular septal defect)
VWEF- czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand factor)

WWS - wrodzona wada serca



1. Wstep

1.1. Unaczynienie i budowa miesnia sercowego

Pierwsza praca dotyczgca budowy i funkcjonowania uktadu krgzenia zostata
opublikowana prawie 400 lat temu - w roku 1628 przez Wiliama Harveya, ktéry
wykazat, ze skurcz serca jest pochodzenia miesniowego i umozliwia ttoczenie krwi z
przedsionkéw, przez komory serca do naczyn krwionosnych tworzgcych krwioobieg

duzy (systemowy) oraz maty (ptucny).

Sciana niemal kazdego naczynia krwiono$nego zbudowana jest z trzech warstw: btony
wewnetrznej (tunica intima), btony srodkowej (tunica media) oraz btony zewnetrznej
(tunica adventitia). W sktad btony wewnetrznej wchodzi wysoce wyspecjalizowany
nabtonek nazywany srodbtonkiem (endothelium) (Flig K i wsp. 2000). Szczegdlne
znaczenie oraz wyjgtkowg architekture posiada uktad naczyn krwionosnych
zaopatrujgcych serce. Ma on ksztatt wienca oplatajgcego zaopatrywany narzad i z tego
powodu naczynia go tworzgce sg okreslane mianem wiencowych (Bochenek A i
wsp.,1993). Unikalno$¢ uktadu naczyn wiencowych polega na tym, ze tworzgce go
tetnice nie wytwarzajg miedzy sobg potgczen, skutkiem czego poszczegdlne arterie sg
traktowane jako tetnice anatomicznie kohcowe (Tomanek RJ, 2005). Taka budowa
rodzi powazne konsekwencje. Niedokrwienie danego obszaru zaopatrywanego przez
jedng z koncowych gatezi wiencowych grozi powstaniem martwicy (ognisko
zawatowe). Z drugiej strony, taka, a nie inna, topografia naczyn wiencowych sprawia,
ze w stosunkowo tatwy sposdb mozna interpretowac przewlekte zmiany zachodzace

w miesniu sercowym, ktére sg pochodng jego niedotlenienia (Ratajska A, 2008).



Z punktu widzenia anatomicznej budowy miesnia sercowego wyrézni¢ mozna jego trzy

sktadowe:

e szkielet serca, zbudowany z tkanki tgcznej witdknistej, znajdujgcy sie dookota
ujs¢ przedsionkowo-komorowych, ujscia aorty oraz pnia ptucnego, do ktérego
przyczepiajg sie ptatki wszystkich zastawek,

e wiasciwy miesien sercowy,

e ukfad bodzco-przewodzagcy - odpowiadajgcy za generowanie oraz
przewodzenie impulsow elektrycznych w miesniu sercowym (Bochenek i wsp.,
1993; Ciszek B,2008).

Wiasciwy miegsien sercowy zbudowany jest z komoérek migesniowych wykazujgcych
poprzeczne prgzkowanie. Kazda z komoérek posiada jedno lub dwa jgdra. Komorki
miesnia sercowego Wwykazujg sie obecnoscig licznych potgczen jonowo-
metabolicznych (nexus), ktére zapewniajg natychmiastowe rozprzestrzenianie sie
impulsow elektrycznych warunkujgcych ich skurcz (Ciszek B, 2008). Ukfad taki nosi
nazwe czynnosciowego syncytium i jest unikalng strukturg w skali catego organizmu.
Podstawowym elementem warunkujgcym kurczliwos¢ komoérek miesniowych sg
miofilamenty aktynowe oraz miozynowe, ktére wytwarzajg jednostki morfologiczno-
czynnosciowe okres$lane mianem sarkomerow. W zaleznosci od pracy wykonywanej
przez poszczegolne komory serca, odmienna jest grubo$¢ miesnidwki. Zaréwno prawy
(RA, right atrium) jak i lewy przedsionek (LA, left atrium) ttoczg krew do czesciowo
oprozniownych komor — charakteryzujg sie zatem stosunkowo cienkg $ciang (1-2 mm),
a ich komorki miesniowe posiadajg srednice od 1 do 2 um. Praca prawej komory serca
(RV, right ventricle) polega na ttoczeniu krwi przez zastawke ptucng do tetnicy ptucne;j,
a nastepnie do naczyn krgzenia ptucnego odpowiedzialnych za wymiane gazows.
Wibkna miesniowe obecne w prawej komorze majg $rednice posrednig pomiedzy
widknami przedsionkéw a widknami komory lewej i wynoszg od 3 do 10 um.
Dominujgca komora serca, lewa, (LV, left ventricle) ttoczy krew na obwdd, do krgzenia
systemowego. Ze wzgledu na to, ze musi przezwyciezy¢ opor dobrze rozwinietej sieci

obwodowych naczyn krwionosnych, musi wygenerowa¢ odpowiednie cisnienie krwi



osiggajagce w warunkach fizjologicznych warto$¢ 120 mmHg w chwili skurczu komory.
Z tego powodu $ciana lewej komory serca u osoby dorostej ma najlepiej rozwinietg
miesnidwke (15 mm), a komoérki miesniowe tworzgce jej witdkna osiggajg od 5 do 15
pMm srednicy (Bochenek A i wsp. 1993; Konturek S, 2001).

1.1.1. Naczynia mikrokrgzenia

Naczynia tworzgce mikrokrgzenie (zarowno w krazeniu ptucnym jak i systemowym)
okreslane sg jako struktury, ktorych srednica jest < 100 ym. Budowa s$ciany naczyn
mikrokrgzenia jest uzalezniona od funkcji mechanicznych i strukturalnych tkanki, ktérg
zaopatrujg. Naczynia wiosowate, czyli wtosniczki, anatomicznie najmniejsze struktury
uktadu krazenia, o wymiarach < 7um, petnig najistotniejszg role w dwukierunkowym
transporcie tlenu, dwutlenku wegla, sktadnikdw pokarmowych, metabolitow, jonow
oraz wody. Zbudowane sg z jednej warstwy - btony wewnetrznej, skladajgcej sie z
komorek srdédbtonka lezgcych na btonie podstawnej. W naczyniach wlosowatych nie
wyroznia sie btony Srodkowej ani zewnetrznej. Sporadycznie, naczynia wtosowate
moga by¢ otoczone przez pojedyncze komorki przydanki (pericyty), ktére, jednakze,

nie wytwarzajg oddzielnej warstwy (Majewski S, 1995).

Metaarteriole to naczynia mikrokrgzenia, ktorych Srednica wynosi od 7-30 ym. Sg
naczyniami pomostowymi miedzy witosniczkami a tetniczkami (arteriolami). Wystepujg
w kazdym narzgdzie, ale szczegolnie duza ich liczba jest obserwowana w watrobie,
szpiku kostnym oraz $ledzionie (Sakai T, Hosoyamasa Y, 2013). Naczynia te
zbudowane sg z btony wewnetrznej oraz pojedynczej, miejscami nieciggtej, btony
Srodkowej, w ktorej mozna obserwowacC pojedyncze komorki miesniowe utozone
prostopadle do dtugiej osi naczynia. Najwieksze z naczyn mikrokrgzenia to tetniczki.
Ich srednica wynosi od 30 do 100 um, a stosunek grubosci Sciany do srednicy naczynia
wynosi jak 2:1 (Traczyk W, 2005). Tym samym sg to naczynia, posiadajgce najgrubszg
$ciane w stosunku do wiasnej $rednicy. Sciana tetniczek sktada sie z klasycznej btony
wewnetrznej, bardzo dobrze rozwinietej btony srodkowej (zbudowanej z 1 do 5 warstw
komorek miesniowych gtadkich) oraz btony zewnetrznej (przydanki). Naczynia te
petnig funkcje oporowe - ich rozkurcz umozliwia wypetnienie krwig naczyn

obwodowych (przede wszystkim witosniczek) oraz zaopatrywanie w tlen tkanek,



ktérych prawidtowe funkcjonowanie jest w danym momencie kluczowe dla potrzeb

organizmu (Traczyk W, 2005).

Gestos¢ naczyn mikrokrgzenia jest odzwierciedleniem zapotrzebowania na tlen
zaleznych od nich tkanek (Jones AE, Puskarich MA, 2009). Stosunkowo niewiele
naczyn mikrokrgzenia obserwuje sie w tkankach o niskim poziomie metabolizmu,
takich jak tkanka tgczna widknista lub tkanka tgczna wiotka. Wraz ze wzrostem
zapotrzebowania na tlen, liczba jak i gesto$¢ naczyn mikrokrgzenia rosnie (Mulvany M
i wsp., 1996). Zmiana ta moze by¢ podyktowana rosngcym zapotrzebowaniem tkanki
w energie lub, przeciwnie, nie zmienionym poziomem metabolizmu tkankowego, a
pojawiajgcym sie zjawiskiem niedotlenienia tkanki (Seal J, 2005). W takim przypadku,
dochodzi do uwalniania przez komorki tkanek obwodowych czynnika HIF-1 (hypoxia-
induced factor 1), ktéry poprzez regulowanie ekspresji okoto 100 gendéw (w tym genu
dla naczyniowego czynnika wzrostu) inicjuje proces angiogenezy (Carmeliet P i wsp.,
1998; Wu Y, 2014). Powszechnie uwaza sie, ze niedotlenienie tkanek jest
najsilniejszym czynnikiem pobudzajgcym wytwarzanie nowych naczyn krwionosnych
(Zakrzewicz A, 2002). Jednakze znaczenie tego procesu w aspekcie histofizjologii

miesnia sercowego jest wcigz mato poznane.

1.1.2. Srodbtonek

Srédbtonek jest podstawowym elementem wytwarzajgcym btone wewnetrzng
naczynia (Majewski S, 2005). W aspekcie unaczynienia miesnia sercowego,
Srodbtonek wyscietajgcy naczynia krwiono$ne w tym narzgdzie posiada charakter
ciggty oraz ma ksztatt scisle do siebie przylegajgcych komdérek, silnie sptaszczonych,
utozonych swojg dtugg osig rownolegle do osi naczynia. Funkcja srodbtonka opiera sie
o jego funkcje barierowg i wydzielnicza. Funkcja barierowa zwigzana jest z
odgraniczeniem przedziatu naczyniowego od pozanaczyniowego, co jest kluczowe w
utrzymaniu prawidtiowego ci$nienia onkotycznego krwi oraz kontrolowanym
transporcie sktadnikbw odzywczych oraz przemieszczaniu sie komorek uktadu
immunologicznego (monocytow i limfocytow) (Majewski S, 1995). Gazy oddechowe

przemieszczajg sie przez te bariere na zasadzie prostej dyfuzji, a kierunek transportu
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jest uwarunkowany wystepujgcg roznicg stezen. Funkcja wydzielnicza komodrek
srodbtonka polega na syntezie oraz uwalnianiu wazoaktywnych peptydéw oraz
biologicznie aktywnych czgsteczek biorgcych udziat w regulacji napiecia Sciany
naczyn, przeptywu krwi oraz procesu krzepniecia, a takze czynnikdw regulujgcych
przepuszczalnos¢ $ciany naczyn, czynnikow wzrostu, prozapalnych cytokin oraz
zwigzkow odpowiedzialnych za powstawanie nowych naczyn (Wnuczko K,
Szczepanski M, 2007). Najwazniejszym zwigzkiem wydzielanym przez srodbtonek jest
tlenek azotu (NO), ktéry jest odpowiedzialny za relaksacje sciany naczynia oraz

migracje komdrek miesniowych naczynia do btony wewnetrznej (Flig K, 2000).

1.1.2.1. Markery komorek srédbtonka

Jak juz wczesniej wspomniano, funkcja komérek srédbtonka moze by¢ rozpatrywana
w aspekcie petnienia funkcji barierowej i wydzielniczej. W podobny zatem sposéb

mozna rowniez grupowac oraz opisywac biatka markerowe komorek srodbtonka.

Funkcja barierowa komorek srédbtonka polega na utrzymaniu integralnosci btony
wewnetrznej naczynia i jest definiowana ekspresjg antygenéw CD34, CD31 oraz
czynnika von Willebranda (Flig K, 2000). Na osobng uwage zastuguje antygen CD105,
ktory jest markerem niedojrzatych (progenitorowych) komoérek srédbtonka (Fonsatti E
i wsp. 2001). Obecnos¢ tego biatka w btonie wewnetrznej naczynh jest posrednim
dowodem na zwiekszony obrét komorek srédbtonka, a co sie z tym wigze, rowniez na
zwiekszony potencjat regeneracyjny. Ten, z kolei, moze by¢ traktowany jako wyktadnik

angiogenezy (Torsney E i wsp. 2002).

Podstawowym markerem opisujgcym funkcje wydzielniczg srédbtonka jest ekspresja
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS, endothelial nitric oxide synthase).
Natomiast potencjat angiogenny komoérek srodbtonka, przektadajgcy sie na liczbe i
gestos¢ naczyn krwionosnych, moze by¢ definiowany ekspresjg antygenu CD44 oraz
biatka GDF-15.

Antygen CD34 wystepuje na powierzchni komérek hematopoetycznych szpiku

kostnego oraz na komorkach Srodbtonka. Jest biatkiem transbtonowym o masie

11



czgsteczkowej 115kD. Gen kodujgcy CD34 znajduje sie na chromosomie 1 (1932)
(Simmonds DL i wsp. 1992). Wedtug niektorych autoréw CD34 petni role inhibitora
procesow dojrzewania komorek hematopoetycznych (Tada J i wsp., 1999). Petni
réwniez wazng role w adhezji limfocytow do weztdéw chtonnych (Gotgb J, 2008).
Wykazano, ze antygen CD34 utatwia migracje krgzgcych komoérek efektorowych
uktadu immunologicznego (monocyty, limfocyty) do pozanaczyniowych tkanek
objetych procesem zapalnym (Blanchet MR i wsp. 2007; Maltby S i wsp. 2010). Poza
dojrzatymi komdrkami srédbtonka, ekspresje CD34 obserwuje sie w poczatkowych
stadiach rozwoju progenitorowych komoérek srodbtonka oraz we wczesnych etapach

tworzenia i roznicowania naczyn krwionosnych (Kuzu I, 1992; Antosz H, 2004).

Ekspresja antygenu CD31 wystepuje wytacznie na ciggtych srédbtonkach naczyn
krwionosnych. Jest biatkiem przezbtonowym o masie czgsteczkowej 130 kD. Gen dla
antygenu CD31 znajduje sie na chromosomie 17 (Xie Y i wsp. 1996; Newman PJ,1997;
2003). Obecny jest na powierzchni komorek srodbtonka, ptytkach krwi , makrofagach,
komorkach Kupffera (Goldberger A i wsp., 1994; Muller WA, 1993), granulocytach,
limfocytach, osteoblastach oraz neutrofilach. Petni role w interakcjach adhezyjnych
pomiedzy sgsiadujgcymi komodrkami sSrédbtonka oraz pomiedzy leukocytami a
srodbtonkiem (Tanaka Y, 1992; Sun QH, 1996; Sheibani N, 1998). Biatko to nalezy do
nadrodziny immunoglobulin — PECAM (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule —
ptytkowo - srédbtonkowa czgsteczka adhezji komdrkowej). Jego ekspresje mozna
zauwazy¢ w wielu nowotworach, w tym naczyniakach, a takze nowotworach
histocytarnych (Sun QH, 1996). Jest takze spotykany w miesaku Kaposiego (Gurzu S,
2013). Petni znaczacg role w ocenie stopnia angiogenezy guza, moze zatem
Swiadczy¢ o szybkosci nowotworzenia i rokowaniu (Newman PJ, 1992; Muller WA,
1995). Komoérki nowotworowe wydajg sie wykorzystywac dziatanie proangiogenne i
antyapoptyczne antygenu CD31 jako swojego zrodta przetrwania (Kopec¢-Szlezak J,
2006; Tang DG, 1993). Biatko to bierze réwniez udziat w procesie gojenia ran
(Rossochacka — Rostalska B i wsp., 2007). Wobec powyzszego, ze wzgledu na swoje
wtasciwosci, jest jednym z najlepszych antygendw oceniajgcych stopien dojrzatosci

naczyn oraz umozliwia pomiar ich gestosci w tkankach.
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Czynnik von Willebranda (von Willebrand factor, vVWF) to polimeryczna glikoproteina,
znajdujgca sie w osoczu, o masie czgsteczkowej od 500kD do prawie 10000kD,
zbudowana z kilku podjednostek o masie 250kD kazda. Produkowana jest przez
srodbtonek w ciatkach Werbel-Palade’a, megakariocytach (alfa - ziarnistosci ptytek)
oraz w aparacie Golgiego (Calapso P i wsp., 1992). Biatko to peini gtéwng role w
adhezji trombocytéw do uszkodzonego srédbtonka i stuzy jako transporter czynnika
VIII w osoczu chronigc go tym samym przed wpltywem enzymow proteolitycznych
(Sadler JE, 1998). Wedtug niektorych autoréw bierze czynny udziat w tworzeniu
przerzutow komédrek nowotworowych, stwierdzono jego wysoki poziom w
zaawansowanym stadium choroby nowotworowej (Paduch R, 2005). Czynnik VWF jest
jednym z zaledwie kilku biatek, ktore transportujg antygeny grup krwi ABO (Sadler JE,
1998). Odgrywa wazng role w krzepnieciu krwi, w zwigzku z tym, jego niedobér lub
zaburzenia funkcji, prowadzg do nadmiernego krwawienia (choroba von Willebranda),
co najbardziej jest widoczne w tkankach z wagskimi naczyniami a wysokim cisnieniem
przeptywowym krwi (Konkle BA, 2014). Czynnik von Willebranda moze by¢ zatem z
jednej strony traktowany jako marker dojrzatych komérek srodbtonka, a z drugiej, jako
wyznacznik ich funkcji wydzielniczej (Nadar SK, 2004). Pojedyncze prace wskazuja,
ze pomiar osoczowego stezenia propeptydu dla czynnika von Willebranda, jest
markerem o wysokiej czutosci wczesnego uszkodzenia srédbtonka (Vischer UM,
1997).

Endoglina (ENG/antygen CD105) jest transbtonowym biatkiem o masie wynoszgcej
ok. 180kD (Quackenbush E, Letarte M, 1985; Barbara i wsp., 1999). Gen kodujgcy
antygen CD105 znajduje sie na chromosomie 9 (9934) i zawiera 14 egzondw
(Fernandez-Ruiz i wsp., 1993; Pichuantes S i wsp. 1997). Dotychczas poznane zostaty
dwie izoformy endogliny: L-CD105 oraz S-CD105 (Bellon T i wsp., 1993). Ekspresja
CD105 jest obecna gtéwnie na komdrkach srodbtonka, ktére to powstajg w obrebie
zmienionych zapalnie tkanek, nowotworéw lub tkanek regenerujgcych sie (Buduneli N
i wsp., 2001; Dallas NA i wsp., 2008). Jest biatkiem zaangazowanym w angiogeneze
oraz dojrzewanie naczyn krwionosnych (Torsney E i wsp., 2002; van Laake LW i wsp.,
2006). W tkankach ludzkich wykazuje réwniez ekspresje w komorkach
syncytiotrofoblastu tozyska (St-Jacques S i wsp., 1994). Co ciekawe, pozytywng

ekspresje mozna zaobserwowa¢ w aktywowanych monocytach, makrofagach,

13



prekursorach erytrocytow, fibroblastach, komorkach mezangium, komorkach
dendrytycznych i melanocytach (Fonsatti E i wsp., 2001, Dallas NA i wsp., 2008).
Osoczowe stezenie rozpuszczalnej formy biatka CD105 pozytywnie koreluje ze
stopniem proliferacji ludzkich komoérek srodbtonkowych zyty pepowinowej (HUVEC) i
wykazuje nadekspresje w komorkach srodbtonka nowo powstatych naczyh guzow
nowotworowych (Fonsatti E i wsp., 2000).

W poréwnaniu do antygenéw CD34, CD31 oraz czynnika von Willebranda, antygen
CD105 jest markerem progenitorowych komorek srodbtonka, ktérego ekspresja zanika
w komoérkach dojrzatych. Oznacza to tym samym, ze o ile ekspresja antygenu CD34
moze by¢ wyktadnikiem zaréwno niedojrzatych jak i dojrzatych komérek srodbtonka, o

tyle ekspresja CD105 jest ograniczona wytgcznie do puli komérek niedojrzatych.

Jak juz wczesniej przytaczano, najbardziej istotnym mediatorem wydzielanym przez
Srodbtonek jest tlenek azotu (NO) (Radomski MW, 1995). Podstawowg funkcjg tlenku
azotu jest rola wazodylatacyjna - rozszerzanie naczyn krwionosnych poprzez
relaksacje komoérek miesniowych w obszarze btony sSrodkowej (Flig K, 2000).
Kompleksowe dziatanie tlenku azotu na funkcjonowanie naczyn krwionosnych jest
jednak znacznie bardziej ztozone. Zwigzek ten, w aspekcie dtugotrwatego wptywu na
stan naczyn krwiono$nych, jest najsilniejszym czynnikiem doprowadzajgcym do

migracji komérek miesniowych gtadkich do btony wewnetrznej naczynia (Flig K, 2000).

Moze to doprowadzi¢ do przerostu tej btony oraz ograniczania swiatla naczynia.
Przeciwstawna funkcja NO jest zapewne zwigzana z potrzebg utrzymania lokalne;j
homeostazy naczyn krwionosnych. W aspekcie przetrwatego niedotlenienia tkanki,
badz zwiekszonego zapotrzebowania na tlen, dziatanie to moze mie¢ jednak wptyw
niekorzystny. Sytuacje te pogarsza fakt, ze syntaza tlenku azotu jest biatkiem,
ktérego ekspresja jest stwierdzana w obrebie dojrzatych jak i niedojrzatych komorek
srodbtonka (Tomczyk M i wsp., 2013). Z uwagi na ww. charakter ekspresji syntazy
tlenku azotu, marker ten wykorzystano jako czynnik umozliwiajgcy oszacowanie
catkowitej liczby naczyn krwionosnych w danym obszarze badanej tkanki, co byto
punktem wyjscia do obliczania liczby naczyn pozytywnych (w zakresie ekspresji CD34,

CD31, vW oraz CD105) w poszczegolnych rodzajach wad wrodzonych serca.
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Antygen CD44 nalezy do rodziny komoérek adhezyjnych receptorow kwasu
hialuronowego, zaangazowanych w dystrybucje leukocytéw (Aruffo A i wsp., 1990,
Goodison S i wsp., 1999). Jest glikoproteing o masie czgsteczkowej 44kD, tworzgcag
receptor dla kwasu hialuronowego (Dimitroff CJ i wsp., 2001). Wystepuje na
powierzchni fibroblastow, limfocytow i komorek srodbtonka (Sackstein R, 2011).
Odgrywa znaczacg role w mediacjach miedzy-komoérkowych, jest zaangazowany w
proliferacje srodbtonka, migracje i angiogeneze (Goodison S i wsp., 1999). Petni
funkcje mediatora pomiedzy adhezjg limfocytow do komérek srodbtonka w miejsca
stanu zapalnego u myszy (DeGrendele HC i wsp., 1997) jak i w ludzkich chorobach
autoimmunologicznych (Estess P i wsp., 1998). Dowiedziono rowniez, ze CD44 jest
wskaznikiem przezycia u pacjentek z nabtonkowymi nowotworami jajnika (Sillanpaa S
i wsp., 2003).

Biatko GDF-15 (growth differentiation factor 15) jest peptydem o masie czgsteczkowej
40kD. Poczatkowo byt nazywany cytoking hamujacg makrofagi 1. W warunkach
fizjologicznych jest obecny w niewielkich iloSciach w nerce, trzustce, gruczole
krokowym, watrobie, w wiekszej ilosci w tozysku (Strelau J, 2000). Jest produkowany
jako propeptyd o masie czgsteczkowej 40kD, a nastepnie N-koncowy odcinek jest
oddzielany. Aktywna forma to dwuczionowa proteina z mostkiem dwusiarczkowym o
masie 30 kD (Ago T, Sadoshima J, 2006). Odpowiada za programowanie smierci i
przezycia komérki (Strelau J, 2000). Jego ekspresja wystepuje w czasie angiogenezy
na powierzchni srédbtonka naczyn niedojrzatych, uszkodzonych, a takze ulegajgcych

przebudowie.

Podsumowujgc dane przedstawione w biezgcym podrozdziale, nalezy zauwazyc, ze
panel antygenow CD34, CD31, CD105 oraz czynnik von Willebranda jest zestawem
umozliwiajgcym okres$lanie nie tylko liczby (gestosci) naczyn krwionosnych w danej
tkance, ale rowniez dostarczeniu wielu wartosciowych informaciji dotyczacych stopnia
dojrzatosci komérek srodbtonka oraz stopnia ich metabolizmu o ile wartosci ekspresii
ww. czynnikéw poréwna sie do stopnia obecnosci w srodbtonku syntazy tlenku azotu,
antygenu CD44 oraz biatka GDF-15.
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1.1.2.2. Gestos$¢ naczyn krwionosnych

Okreslanie gestosci naczyn krwionosnych w tkance jest niezwykle przydatnym
narzedziem badawczym. Umozliwia ono poznanie metabolizmu tkankowego, a w
szczegolnosci zapotrzebowania na tlen w zaopatrywanej tkance (Hoeben A i wsp.,
2004). Gestos¢ naczyn krwionosnych, definiowana liczbg przekrojow przez naczynia
mikrokrgzenia obecng w preparacie mikroskopowym, jest bardzo zmienna i zalezna
od charakteru tkanek. W obszarach charakteryzujgcych sie stosunkowo niewielkim
metabolizmem, gesto$¢ naczyn krwionosnych nie przekracza 10-20 na 1mm?. Z kolei
tkanki charakteryzujgce sie wysokim indeksem metabolicznym posiadajg naczynia
krwiono$ne o gestosci od 100-300 na 1mm? (Nowicki M i wsp., 2008). Catkowicie rézng
gestos¢ od ww. wartosci posiadajg tkanki nowotworowe, w ktorych gestosS¢ naczyn
krwiono$nych wynosi od 400-600/mm? (Felmeden DC, 2003; Hoeben A i wsp., 2003;
Nowicki M i wsp., 2008). Gestos¢ naczyn krwionosnych zwieksza sie zatem w dwéch
przypadkach: w sytuacji rosngcego metabolizmu tkankowego Ilub w wyniku
niedotlenienia tkanek. O ile zmiana metabolizmu tkankowego jest wypadkowa biologii
zaopatrywanej tkanki, o tyle niedotlenienie pojawiajgce sie w danym obszarze moze
by¢ pochodng systemowej niewydolnosci uktadu krgzenia. A taka pojawia sie m.in. w

przypadku wrodzonych wad serca.

1.2. Wrodzona wada serca

Wedtug definicji Mitchella i wsp. wrodzona wada serca to strukturalna nieprawidtowosc¢
budowy serca lub duzych naczyn w obrebie klatki piersiowej majgca obecne lub

potencjalne znaczenie dla funkcji organizmu.
Wrodzone wady serca dzielone sg w zaleznosci od kryterium na:

» zespoty (w oparciu o opis zmian anatomicznych),
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» wady ze zmniejszonym, zwiekszonym lub prawidtowym przeptywem ptucnym (w
zaleznosci od wielkosci przeptywu ptucnego),

» wady sinicze i niesinicze (w zaleznosci od obecnosci lub braku sinicy),

Z uwagi na charakter oraz zakres prac badawczych prowadzonych w przewodzie

doktorskim zdecydowano, aby rezultaty prac badawczych odnosi¢ do podziatu wad

serca uwzgledniajgcych brak lub pojawianie sie sinicy.

1.2.1. Embriogeneza

W krajach europejskich wady serca sg rozpoznawane u ok. 0,8-1,0% zywo urodzonych
noworodkow (Dangiel J, 2009). W wiekszos$ci przypadkow (70-90%) przyczyna ich
powstania jest nieznana. W pozostatych (10-30%) uwzglednia sie podtoze genetyczne

oraz wptyw czynnikéw teratogennych (Kwiatkowska J i wsp., 2007).

W aspekcie powstawania wrodzonych wad serca duzg role odgrywajg etapy rozwoju
serca. Najistotniejszym etapem dla tego rozwoju jest okres embrionalny (zarodkowy),
trwajgcy od 15-60 dnia od zaptodnienia (ryc. 1). Pierwsze pole sercowe, dajgce
poczatek rozwojowi pierwotnej cewy sercowej, pojawia sie w trzecim tygodniu zycia
zarodkowego. Wiekszo$¢ wad serca powstaje miedzy 4. a 8. tygodniem cigzy.
Dodatkowym czynnikiem, poza ogolnie znanymi i udowodnionymi jako przyczyny ich
powstawania, jest obarczone ryzykiem zachowanie przysztej matki (palenie tytoniu,

spozywanie alkoholu, zazywanie narkotykow oraz teratogennych lekéw).

Etapy rozwoju serca — okres prenatalny (Ratajska A i wsp., 2010) :

e 15 dzien — powstanie cewy sercowej;

e 20 dzien — skrecanie sie cewy wokot witasnej osi;

e 22 dzien — pierwsze skurcze cewy sercowej;

e 28-35 dzien — podziaty wewnetrzne struktur cewy sercowej;

e 37-44 dzien — zakohczenie rozwoju cewy sercowej;
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Nalezy zauwazy¢, ze ryzyko pojawienia sie wrodzonych wad serca jest tym wieksze,
im wieksza jest nieSwiadomosc¢ przysztej matki o fakcie bycia w cigzy. Jak przytoczono
powyzej, ksztattowanie sie pierwszych struktur embrionalnych w rozwoju serca
zachodzi juz w pierwszych trzech tygodniach od chwili zaptodnienia. Nie kazda
kobieta, na tym etapie rozwoju zarodka, zdaje sobie sprawe z tego, ze zaszta w cigze.
Tym samym prawdopodobienstwo ryzykownych zachowan przysziej matki jest

stosunkowo duze.

Faza embicnalna _Faza plodowa
e [wtygodniach) S— | dip— {w 5‘”‘““"’ ————» Pefentermin,
3 - 5 <] 7 8 1 16 20 36 38

Serce Podniebienie Ucho

Extemal gentta |
A

IE_! ll

B okres w ktorym (] Okresw ktorym pojawiaja
pojawiajg sig sig najmniejsze anomalie
najwigksze anomalie

Ryc. 1. Etapy rozwoju serca, zmodyfikowane na podstawie W. J. Larsen Human embryology
("http://www.polradiologia.org/polish/egzamin/streszczenia/2006-jesien/10.07.EMBRIOGENEZA --
WADY SERCA -- SYLABUS.pdf" ) okres z rozwojem duzych zmian wrodzonych. Okres z rozwojem
matych zmian wrodzonych
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1.2.2. Sinicze wady serca

Sinica jest objawem chorobowym charakteryzujgcym sie sinym (niebieskawym)
zabarwieniem powtok ciata i bton S$luzowych, spowodowanym obecnoscig
odtlenowanej hemoglobiny Iub hemoglobiny patologicznej (methemoglobiny) w
naczyniach krwionosnych (Szczeklik A, 2005). Dla jej ujawnienia konieczny jest wzrost

stezenia odtlenowanej hemoglobiny przekraczajgcy 5g/100ml krwi (50g/1).
Z punktu widzenia klinicznego wyrdznia sie sinice obwodowg i centralna.

Sinica obwodowa dotyczy charakterystycznego zabarwienia wytgcznie dystalnych

czesci ciata. W sytuacji, gdy cisnienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej spada ponize;j

< 60mmHg, a wysycenie hemoglobiny tlenem < 85% (Szczeklik A, 2005) pojawia sie
sinica centralna - zlokalizowana w obszarze warg oraz struktur jamy ustnej (jezyk,

btona Sluzowa).

Cho¢ wyrdznia sie stosunkowo wiele potencjalnych przyczyn sinicy, to jednymi z
najbardziej istotnych sg wrodzone wady serca z obecnoscig przecieku prawo-lewego
(Bolger AP, 2003).

Do najczesciej wystepujgcych wad serca siniczych zalicza sie:

* przetozenie wielkich pni tetniczych, TGA (transposition of great arteries) (ryc. 2),
« zespol czworaczy Fallota, tetralogia Fallota, ToF (Tetralogy of Fallot) (ryc. 3),

« anomalie Ebsteina (Ebstein anomaly) (ryc. 4),

* atrezje tetnicy ptucnej, PA (Pulmonary atresia),

* atrezje zastawki trojdzielnej, TA (Tricuspid atresia).
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Ryc. 2. Badanie echokardiograficzne 4-dniowego noworodka ptci meskiej z rozpoznaniem catkowitego
przetozenia wielkich pni tetniczych (TGA). Ao- aorta, PA- pulmonary artery (tetnica ptucna), RV- right
ventricule (prawa komora), LV- left ventricule (lewa komora), LA- left atrium (lewy przedsionek)
(materiaty wiasne)

Ryc. 3. Badanie echokardiograficzne wykonane u 13-miesiecznego dziecka pici Zzenskiej z
rozpoznaniem tetralogii Fallota. Na zdjeciu oznaczono zwezenie odptywu z prawej komory serca
(RVOT), ubytek w przegrodzie miedzykomorowej (VSD), aorte ("aorta-jezdziec") przerost miesnia
prawej komory za pomocg strzatki (materiaty wtasne).
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Ryc. 4. Badanie echokardiograficzne wykonane u 10-dniowego noworodka pici zenskiej z rozpoznaniem
anomalii Ebsteina. Strzatkg zaznaczono przesuniecie dwoch ptatkow zastawki tréjdzielnej w kierunku
prawej komory serca (materiaty wiasne).

1.2.3. Pdznosinicze oraz niesinicze wady serca

Wadami po6znosiniczymi okresla sie zaburzenia, w ktérych poczatkowo wystepuje
przeciek lewo-prawy (z "wysokocisnieniowe;j" komory lewej do "niskocisnieniowego"
serca prawego) a nastepnie — w wyniku przerostu nadmiernie obcigzonego miesnia
komory prawej lub podwyzszonego cisnienia w tozysku ptucnym, dochodzi do zmiany
gradientu cisnien w jamach serca i odwrécenia przecieku na prawo-lewy. Tym samym
sinica, ktéra byta nieobecna w okresie niemowlecym i/lub wczesnego dziecinstwa,

pojawia sie w okresie pozniejszym (zwykle miedzy 1. a 3. rokiem zycia).

Wadami serca niesiniczymi okresla sie natomiast zaburzenia hemodynamiczne serca,
w patofizjologii ktérych dochodzi do utrudnionego przeptyw krwi, ale nie wystepuje

przeciek krwi pomiedzy krgzeniem ptucnym a systemowym.
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Do wad serca péznosiniczych zalicza sie
 ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej, ASD (atrial septal defect), w tym:

- ubytek miedzyprzedsionkowy typu ASD | (ostium primum atrial septal defect) —

ubytek typu otworu pierwotnego;

- ubytek miedzyprzedsionkowy typu ASD Il (ostium secundum atrial septal
defect) (ryc. 5) — ubytek typu otworu wtornego;

* ubytek w przegrodzie miedzykomorowej, VSD (ventricular septal defect) (ryc. 6),

» ubytek w przegrodzie przedsionkowo-komorowej, AVSD (atrio-ventricular septal

defect) (ryc. 7).

Najczestszym przyktadem wady niesiniczej jest natomiast koarktacja aorty, CoA

(coarctation of aorta), (ryc. 8).

Nalezy zauwazy¢, ze z punktu widzenia biezgcego opracowania, zarobwno wady
poznosinicze jak i niesinicze mozna traktowac jako wady przebiegajgce bez objawow
sinicy. Dzieci, ktore byty operowane z powodu wad serca poznosiniczych jak i
koarktacji aorty, miaty wykonywany zabieg operacyjny w pierwszych miesigcach zycia,

a wiec przed pojawieniem sie objawow sinicy.
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Ryc. 5. Badanie echokardiograficzne wykonane u 6-miesiecznego chiopca z rozpoznaniem ubytku
miedzyprzedsionkowego typu ASD Il. Strzatkg zaznaczono ubytek w przegrodzie
miedzyprzedsionkowej, LV- left ventricle (lewa komora), LA- left atrium (lewy przedsionek), RV - right
ventricle (prawa komora), RA- right atrium (prawy przedsionek) (materiat wtasny).
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Ryc. 6 Badanie echokardiograficzne wykonane u 2-miesiecznej dziewczynki z rozpoznaniem ubytku
miedzykomorowego. Strzatkg zaznaczono ubytek w przegrodzie miedzykomorowej, LV- left ventricle
(lewa komora), LA- left atrium (lewy przedsionek), RV - right ventricle (prawa komora), RA- right atrium
(prawy przedsionek) (materiat wtasny).
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Ryc. 7. Badanie echokardiograficzne wykonane u 2-letniego chtopca z rozpoznaniem ubytku
przedsionkowo-komorowego (AVSD), LV- left ventricle (lewa komora), LA- left atrium (lewy
przedsionek), RV - right ventricle (prawa komora), RA- right atrium (prawy przedsionek). Badanie
wykonane metodg acoustic quantification (materiat wtasny).
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Ryc. 8 . Badanie echokardiograficzne wykonane u 4-dniowego noworodka pici zenskiej z rozpoznaniem
koarktacji aorty. Strzatkg zaznaczono zwezenie aorty zstepujgcej. Pomiary wykonywano w miejscach
aorty wstepujgcej, fuku aorty, aorty zstepujgcej. Po lewej stronie ryciny znajdujg sie opisane w tabel
wyniki pomiaréw morfometrycznych (materiat wtasny).
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1.2.4. Przyczyny powstawania wrodzonych wad serca

Jak wykazujg nizej przytoczone dane, u wigekszosci chorych dzieci z wrodzonymi
wadami serca, przyczyna ich powstania jest nieznana. Na ich rozwoj skfadajg sie
zarowno czynniki egzo- jak i endogenne. Na podstawie doniesien z roznych osrodkéw
neonatologiczno-pediatrycznych, nie udaje sie rozpoznac¢ przyczyny az w 70%
przypadkéw, a przyczyny genetyczne, w tym jednogenowe oraz aberracje
chromosomalne stanowig odpowiednio 15% i 5% (Szczatuba K i wsp., 2010). Czynniki
egzogenne ($rodowiskowe) takie jak choroby matki, leki, infekcje, substancje
chemiczne czy tez rd6znorodne czynniki fizyczne moga stanowi¢ przyczyne az 10%
wszystkich wad serca (Szczatuba K i wsp., 2010). Zespot ten wykazat réwniez, ze
okoto 10-15% ptodow jest dotknietych pojedynczg lub mnogg wadg wrodzong,
podczas gdy czestos¢ ich wystepowania u zywo urodzonych noworodkéw stanowi 2-
3%. Swiadczy to o tym, ze wiele spo$rdd tych wad ma charakter letalny, a zgon dziecka
nastepuje w okresie prenatalnym, czesto przed postawieniem rozpoznania. Wiele
rodzin ze zwiekszonym ryzykiem posiadania dziecka z wadg wrodzong (wiek matki,
wiek ojca, wady u rodzenstwa, wady wystepujgce w rodzinie) nie otrzymuje
wystarczajgcej informaciji jak nalezy postepowac i zachowywac¢ sie w obliczu coraz to
bardziej dostepnych mozliwosci wczesnej diagnostyki i leczenia. Szczegdlne
znaczenie dla odlegtego rokowania ma poinformowanie rodzicéw pacjentow z
wrodzong wadg serca o mozliwosciach wykorzystania w diagnostyce kardiologicznej
metod nieinwazyjnych, w tym badania ultrasonograficznego (pierwszego badania w
cigzy), echokardiograficznego, kardiotokograficzego i oraz metod inwazyjnych, w tym

metod cytogenetyczno-molekularnych.

1.2.5. Rozpoznanie i leczenie wrodzonych wad serca

Nieinwazyjne rozpoznanie wrodzonej wady serca opiera sie na podstawie badania
klinicznego, elektrokardiograficznego, zdjecia rentgenowskiego klatki piersiowej oraz
badania echokardiograficznego. To ostatnie jest zarazem badaniem rozstrzygajgcym

(Alczewska-Baronowska J, 2000).
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Wyboér sposobu leczenia wrodzonej wady serca zalezy od jej rodzaju, zaburzen
hemodynamicznych w uktadzie krgzenia oraz stanu klinicznego pacjenta (Malec E,
2006). Réznica w wyborze leczenia moze dotyczy¢ tej samej wrodzonej wady serca.
Zalezy ono bowiem od istotnych objawéw, ktére wystepujg juz w okresie
noworodkowym lub niemowlecym, manifestujg sie pdzniej gorszym rozwojem
fizycznym dziecka, nawracajgcymi infekcjami gornych drog oddechowych, a w
skrajnych przypadkach nawet niewydolno$cig serca, ktdéra moze prowadzi¢ do rozwoju
nadcisnienia ptucnego i Smierci pacjenta. Sposob leczenia wady serca opiera sie w
gtdbwnej mierze na kardiochirurgicznej korekcie, w przypadku niektérych wad na
kardiologicznym zabiegu interwencyjnym, a takze podzniejszej statej opiece
kardiologicznej i w niektérych sytuacjach suplementacji lekéw nasercowych (Malec E,
2006). W przypadku wielu prostych wad serca kwalifikacja do leczenia zabiegowego

opiera sie na wynikach badan nieinwazyjnych, w tym echokardiografii.

W ztozonych wadach serca, a zwlaszcza w wadach leczonych wieloetapowo,
konieczne jest poszerzenie diagnostyki o badania inwazyjne, jakimi sg cewnikowanie
serca (Wojtalik M i wsp., 1995; Szkutnik M i wsp., 1998; Kusa J i wsp., 2003, 2004),

rezonans magnetyczny, czy tez tomografia komputerowa.

Do najczesciej wykonywanych kardiologicznych zabiegoéw interwencyjnych u dzieci

nalezg:

« zamkniecie przetrwatego przewodu tetniczego za pomocg wewngtrznaczyniowej
sprezynki (ang. coil) lub zapinki (zatyczki) Amplatza (ang. Amplatzer),
» zamkniecie ubytku miedzyprzedsionkowego zapinkg Amplatza,
» plastyka balonowa zwezen prawego i lewego ujscia tetniczego,
» plastyka balonowa i wszczepienie stentu donaczyniowego w koarktacji aorty
(Santoro G i wsp., 1998; Biatkowski J i wsp., 2002).
Zabiegom kardiochirurgicznym poddawane sg dzieci przede wszystkim ze ztozonymi
wadami serca, takimi jak ToF, HLHS (hypoplastic left heart syndrome), anomalia
Ebsteina, a takze z najczesciej wystepujacg wrodzong wadg serca, jakg jest VSD
(Biatkowski J i wsp., 2007; Szkutnik M i wsp., 2007).

Az 5% wrodzonych wad serca stanowi TGA, ktore czesciej wystepuje u chtopcow.
Czesto pierwszym krokiem w ratowaniu noworodka jest wykonanie atrioseptostomii

balonowej metodg Rashkinda, ktéra ma na celu zwiekszenie przeptywu lewo-prawego
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przez przegrode miedzyprzedsionkowg i poprawe utlenowania krwi w aorcie (Boehm
W iwsp., 2006).

Bez wzgledu na rodzaj stosowanego leczenia zabiegowego, korekcja wady ma na celu
przywrocenie prawidtowego przeptywu krwi i warunkéw hemodynamicznych w sercu.
Wigze sie ona w sposéb nieodtgczny z kardiochirurgicznym opracowaniem
zaburzenia, w czasie ktdérego zostajg usuniete fragmenty miesniéwki serca w
bezposrednim sgsiedztwie wady. Usuniete fragmenty serca noworodka sg traktowane
jako odpad medyczny i utylizowane. Nalezy jednak zdawaé sobie sprawe z faktu, ze
usuwany materiat moze by¢ zrodtem niezwykle cennych informacji o dynamice
przebiegu ewentualnego niedotlenienia miesnia sercowego w okresie pre- jak i
postnatalnym. Tym samym materiat ten, odpowiednio opracowany, moze byc¢
dodatkowym elementem pozwalajgcym na oszacowanie rokowania we wrodzonych

wadach serca u dzieci.

1.2.6. Rokowanie

Co roku okoto 3000-3500 dzieci i mtodziezy operowanych jest w Polsce z powodu
wrodzonych wad serca. W 2010 roku ukazaty sie nowe rekomendacje Polskiego
Towarzystwa Kardiologicznego dotyczgce leczenia i postepowania z dorostymi po
operacjach wrodzonych wad serca (Kardiologia Polska, 2010). Do grupy tak zwanych
dobrze rokujgcych wad serca zaliczy¢ mozna przetrwaty przewdd tetniczy, izolowane
ubytki przegrody miedzyprzedsionkowej oraz miedzykomorowej, ktérych zaopatrzenie
chirurgiczne odbyto sie przed pojawieniem sig istotnych zaburzenn hemodynamicznych
(Ksigzyk K, 2005).

Leczenie wrodzonej wady serca, jakg jest ubytek miedzyprzedsionkowy typu ASD I
za pomocg metody przezskérnej, czyli zamkniecia ubytku Amplatzerem, jest
najkorzystniejsze jezeli zostanie przeprowadzone przed 25 rokiem zycia (Roos-
Hesselink JW, 2003). Wedtug Rosas M. i wsp. zamkniecie ubytku po 40 roku zycia nie
wpltywa na czesto$¢ wystepowania zaburzen rytmu serca. Zatem rokowanie po
korekcie przezskornej tej wady jest korzystne, nie powodujgce odlegtych powiktan
takich jak ograniczenie tolerancji wysitku, dusznos¢ wysitkowa, czy niewydolnos¢

prawokomorowa serca.
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Najczestsza sinicza wada serca u niemowlagt — Tetralogia Fallota, jest aktualnie
korygowana w okresie niemowlecym, co wigze sie ze zdecydowanie lepszym
rokowaniem u tych pacjentow. Wedtug wielu autoréw do istotnych statystycznie
czynnikow ryzyka wczesnego zgonu nalezg wiek ponizej 3 miesigca w chwili

wykonywania operacji oraz masa ciata ponizej 5 kg (Warne CA, 2003).

Mogtoby sie wydawac, ze chirurgiczna korekcja wady serca catkowicie eliminuje
problem zaburzen hemodynamicznych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze, jak dotad, nie
badano zmian obecnych w miesniu sercowych, ktore rozwijajg sie w tym narzadzie w
okresie przed korekcjg wady. Trudno oszacowac, czy w obszarze niedotlenionego
miesnia sercowego pojawiajg sie zmiany, ktére mogg mie¢ wptyw na wczesne lub tez
odlegte rokowanie u dzieci z wrodzonymi wadami serca. Nie wiadomo, czy ewentualna
przebudowa miesnia sercowego pojawia sie tylko w wadach siniczych, czy tez, by¢
moze, réwniez w tych, ktore w swoim poczatkowym stadium przebiegajg bez sinicy

(wady poznosinicze oraz niesinicze).

Niewatpliwy postep w dziedzinie kardiologii dzieciecej i kardiochirurgii jaki dokonat sie
w ostatnich 30 latach nie przynosi odpowiedzi na te pytania. Zatem wydaje sie, ze
préba oszacowania gestosci naczyn krwionosnych w oparciu o morfologie oraz funkcje
komoérek srodbtonka moze stanowic istotny przyczynek do poszerzenia wiedzy w tym

zakresie.

28



2. Zalozenia i cele pracy

Pomimo niewatpliwego postepu, jaki dokonat sie w ostatnim dziesiecioleciu w aspekcie
diagnostyki obrazowej wad serca oraz mozliwosci chirurgicznej korekcji wad serca,
zaburzenia te pozostajg najwiekszym problemem w kardiologii dzieciecej. Przyczyna
tego zjawiska jest dwojaka. Po pierwsze, wrodzone wady serca rozpoznawane sg u
okoto 1% zywo urodzonych noworodkéw. Kazdego roku na swiat przychodzi w Polsce
okoto 3500 dzieci z rozpoznaniem wrodzonej wady serca. Po drugie, nadal
stosunkowo niewiele wiadomo na temat przebudowy miesnia sercowego, jaka
zachodzi w sercu w nastepstwie pojawienia sie wady oraz zaburzonego krgzenia krwi.
Tym samym, wcigz nie dysponujemy wystarczajgcymi informacjami do tego, aby
mozna byto okresli¢ sposéb funkcjonowania serca oraz ukfadu krgzenia w okresie po

chirurgicznym zaopatrzeniu wady.

W biezgcym opracowaniu przyjeto zatozenie, ze miesien sercowy funkcjonujgcy w
warunkach towarzyszgcemu wadzie systemowemu niedotlenieniu, moze ulegac
przebudowie definiowanej liczbg oraz dojrzatoscia obecnych w nim naczyn
krwionosnych. Przebudowa ta z kolei, moze mie¢ znaczenie w okreslaniu rokowania

po wykonanym zabiegu chirurgicznej korekcji wady.

W zwigzku z powyzszym celem pracy doktorskiej byta ocena :

1. potencjalnego niedotlenienia miednia sercowego towarzyszgcego wrodzonym
wadom serca poprzez okreslenie gestosci naczyh mikrokrgzenia w wycinkach
miesnia sercowego uzyskanych podczas operacyjnej korekty wady,

2. przydatnosci oznaczania tkankowej ekspresiji antygenéw CD31, CD34, CD105,
CD44, czynnika von Willebranda, syntazy tlenku azotu oraz biatka GDF-15 w
okreslaniu dojrzatosci naczyn mikrokrgzenia miesnia sercowego we
wrodzonych wadach serca,

3. przydatnosci oznaczania liczby oraz dojrzato$ci naczyn mikrokrgzenia w
okreslaniu prawdopodobienstwa przywrdcenia petnej wydolnosci serca po

operacyjnej korekcji wady serca.
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3. Materiat i metody

3.1. Pacjenci

Grupa badana liczyta 93 dzieci w wieku od 7 dni do 13 lat przyjetych do Kliniki
Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej lub Kliniki Kardiochirurgii Dzieciecej Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu z rozpoznaniem wrodzonej wady serca.

Rozpoznanie wrodzonej wady serca opierato sie o wykonanie podstawowych badan w
tym wywiadu cigzowego, interpretacje obrazu klinicznego choroby oraz wykonanie
badan dodatkowych: testu hiperoksji (umozliwiajgcego zréznicowanie pochodzenia
sinicy), badania elektokardiograficznego, badania echokardiograficznego oraz zdjecia

radiologicznego klatki piersiowej.

Wykonanie ww. badanh diagnostycznych byto punktem wyjscia do podziatu grupy
badanej na dwie grupy porbwnawcze: A - grupa z rozpoznaniem siniczej wady serca
(n=47; 26 chtopcoéw oraz 21 dziewczynek; w wieku 2,3 £ 1,9 lat), B - grupa z
rozpoznaniem poéznosiniczej lub niesiniczej wady serca (n=46; 25 chtopcow i 21

dziewczynek; w wieku 11,2 + 5,7 lat).

Wszyscy ww. pacjenci zostali zakwalifikowani do wykonania chirurgicznej korekcji
wady serca w Klinice Kardiochirurgii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w

Poznaniu. Wszystkie zabiegi operacyjne wykonano w latach 2010 - 2012.

Do grupy porownawczej A zakwalifikowano pacjentéw z nastepujgcymi wadami
serca: tetralogia Fallota, ToF (n= 8), anomalia Ebsteina (n=2), atrezja zastawki
ptucnej PA (n=9), atrezja zastawki tréjdzielnej TA (n=13), catkowite przetozenie
wielkich pni tetniczych TGA (n=10), catkowity nieprawidtowy sptyw zyt ptucnych
TAPVR (n=1), zespot hipoplazji lewego serca HLHS (n=3), wspdlny pien tetniczy TAC
(n=1).
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Ws$&rdd dzieci z rozpoznaniem poéznosiniczej lub niesiniczej wady serca (grupa

porébwnawcza B) zdiagnozowano nastepujgce wady:

ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej, ASD |, ASD Il (n=20), ubytek w
przegrodzie miedzykomorowej, VSD (n=9), ubytek w przegrodzie przedsionkowo-
komorowej, AVSD (n=3), przetrwaty przewdd tetniczy, PDA (n=8), koarktacja aorty,
CoA (n=2), przerwanie ciggtosci tuku aorty, IAA (n=3), czesciowy nieprawidiowy sptyw
zyt ptucnych, PAPVR (n=1).

Zastosowano nastepujgce kryteria wytgczenia pacjentéw z analizy:

e brak uzyskania zgody rodzicow/prawnych opiekunéw dziecka do
wykorzystania usuwanego materiatu tkankowego do badan morfologicznych i
histologicznych,

e wspodtistnienie zespotu Pataua, Edwardsa, Turnera, Noonan, Alagille'a,
Marfana, Ehlersa-Danlosa, Hurler, Di George'a, osteogenesis imperfecta,

e wiek pacjenta w chwili zakwalifikowania do zabiegu operacyjnego > 13 lat

e utrwalone nadcisnienie ptucne.

Na prowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu (nr 6017/B/P01/2010/38 z dnia 15 marca 2010 r.), a prawni

opiekunowie dzieci wyrazili zgode na udziat podopiecznych w badaniach.

3.2.  Procedura pobrania materiatu tkankowego

Pacjentow przyjmowano do Kliniki Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej (w zaleznosci od
ciezkosci wady wrodzonej serca i stanu klinicznego dziecka) w 1 dobie Zzycia
bezposrednio po urodzeniu lub w dobie pozniejszej, a nawet po kilkuletniej obserwacji
rozwoju wady w okresie miedzy 2 — 13 rokiem zycia. W tym czasie otrzymywali
odpowiednie leki w zaleznosci od charakteru wady — diuretyczne (furosemidum,
spironolakton), obnizajgce ci$nienie tetnicze krwi (captoprilum), poprawiajgce

kurczliwos¢ miesnia sercowego (digoxinum).
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Dzien przed zabiegiem kardiochirurgicznym oznaczano petng morfologie krwi wraz z
wartoscig biatka C-reaktywnego oraz parametrami krzepniecia krwi, a takze stezenie
przeciwciat anty-HBS. Wykonywano zdjecie radiologiczne klatki piersiowej w celu
wykluczenia ewentualnych zmian zapalnych w uktadzie oddechowym oraz w celu oceny
narzgdow srodpiersia. W kolejnym etapie, w trakcie indywidualnej rozmowy z
rodzicami/prawnymi opiekunami dziecka, w obecnosci kardiochirurga i anestezjologa,
informowano o planowanym przebiegu zabiegu operacyjnego oraz uzyskiwano
pisemng zgode na jego wykonanie oraz pobranie materialu badawczego. W trakcie
rozmowy informowano rodzicéw, ze standardowa operacyjna korekcja wady polega
m.in. na takim jej opracowaniu, w czasie ktorego zostaje usuniety fragment miesniowki
serca. Usuniety fragment, traktowany jako odpad medyczny, moze by¢ wykorzystywany
do dalszych badan morfologicznych, a tym samym przyczyni¢ sie do powiekszenia
zakresu wiedzy medycznej w zakresie funkcjonowania serca (w tym jego wiasciwosci
kurczliwych) w okresie pooperacyjnym. Rodzice/prawni opiekunowie dziecka byli
réwniez poinformowani, ze w kazdej chwili przed rozpoczeciem zabiegu operacyjnego
mogg wycofa¢ swojg zgode na zabezpieczanie materialu tkankowego do dalszych
badan histologicznych. W trakcie realizacji prac badawczych nie uzyskano zgody na
analize usuwanego materiatu tkankowego od 13 rodzicow dzieci z rozpoznaniem

siniczej wady serca oraz 27 rodzicéw dzieci z rozpoznaniem niesiniczej wady serca.

Po znieczuleniu dziecka na sali operacyjnej i otwarciu w sposob typowy klatki piersiowej
zaktadano szwy na aorte i prawy przedsionek celem podigczenia do krgzenia
pozaustrojowego. Wprowadzano kaniule aortalng, nastepnie celem wtozenia kaniuli do
zyly gtdbwnej gornej poszerzano jej otwor a uzyskany fragment Sciany przedsionka
prawego pobierano do badan. Od niektérych pacjentow istniata techniczna mozliwosc
pobrania fragmentu zaréwno z przedsionka jak i z komory serca. Taka sposobnosc¢ byta
mozliwa podczas korekty wady serca pod postacig ASD, VSD, AVSD. W tych
sytuacjach kardiochirurg, celem natozenia taty korygujgcej i jej dopasowania do struktur
serca, uzyskiwat zbedny fragment tkanki.

Uzyskany fragment miesnia sercowego utrwalano w ptynie Bouine'a (w proporcji 15ml
nasyconego kwasu pikrynowego, 5ml formaliny, 1ml kwasu octowego) przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej, a nastepnie odwadniano w szeregu alkoholi o wzrastajgcych
stezeniach, przenoszono do alkoholu absolutnego i ksylenu, barwiono hematoksyling

az wreszcie zatapiano w parafinie. Ww. procedura utrwalania oraz zatapiania materiatu
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tkankowego byta wykonywana w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Szczegdtowe dane dotyczgce wszystkich pacjentéw z obydwu grup poréwnawczych

zostaty przedstawione w tabeli nr 1.

Tabela 1. Dane pacjentow przed wykonaniem zabiegu operacyjnej korekcji wady

czasie skurczu

TGA (1,3 +0,3)
TAPVR (1,0 £ 0,2)
HLHS (0,8 + 0,2)
TAC (1,1 +0,3)

CoA (1,4 +0,4)
IAA (1,2 0,3)
PAPVR (1,0 + 0,2)

Sinicza wada serca (n=47) ngswcza wada serca Wartosé
(n=46) p
Pte¢
(chtopcy/dziewczynki) 26/21 25/21 ns
Wiek (lata) 23+19 11,2+5,7 p<0,01
ToF (n=8) _
Anomalia Ebsteina (n=2) ASD (n:20)
_ VSD (n=9)
PA (n=9) _
- AVSD (n=3)
. TA (n=13) _
Rozpoznanie _ PDA (n=8)
TGA (n=10) _
Z CoA (n=2)
TAPVR (n=1) AA (n=3)
HLHS (n=3) PAPVR (n=1)
TAC (n=1)
BMI (kg/m?) 17,2+18 185+ 2,2 ns
Warto$¢ saturacji (%) 84,6 + 3,3 96,5+2,8 p<0,01
Przegroda Przegroda
. . _ miedzyprzedsionkowa
miedzyprzedsionkowa (n=9) (n=10)
Miejsce pobrania Przegroda Pr;e roda
tkanki miedzykomorowa (n=16) Z€9 _
Okoli o : miedzykomorowa (n=13)
olica ujscia tetniczego ; o :
_ Okolica ujscia tetniczego
(n=22) (n=13)
ToF (0,8 £ 0,2)
Anomalia Ebsteina (0,7 + ASD (0,6 £ 0,2)
0,2) VSD (0,8 £ 0,2)
Grubos¢ przegrody PA (0,7 £0,2) AVSD (0,8 £ 0,1)
miedzyprzedsionkowej | TA (0,8 £0,1) PDA (0,7 +0,1) ns
w czasie skurczu TGA (0,9 +£0,3) CoA (0,8 +£0,2)
TAPVR (0,8 £ 0,1) IAA (0,9 £0,2)
HLHS (0,6 £ 0,2) PAPVR (0,7 £ 0,3)
TAC (0,8 +0,2)
ToF (0,9 £0,2)
Anomalia Ebsteina (1,0 £ ASD (0,9 +0,2)
0,2) VSD (0,9+0,1)
Grubos¢ przegrody PA (1,0 £0,3) AVSD (1,0 £ 0,2)
miedzykomorowej w TA (0,9+0,3) PDA (1,0 £ 0,2) ns

ns = brak istotnosci statystycznej; ToF = tetralogia Fallota; PA = atrezja zastawki ptucnej; TA = atrezja
zastawki trojdzielnej; TGA = catkowite przetozenie wielkich pni tetniczych; TAPVR = catkowity
nieprawidtowy sptyw zyt ptucnych; HLHS = zespdt hipoplazji lewego serca; TAC = wspdlny pien
tetniczy; ASD = ubytek w przegrodzie miedzyprzedsionkowej; VSD = ubytek w przegrodzie
miedzykomorowej; AVSD = ubytek w przegrodzie przedsionkowo-komorowej; PDA = przetrwaty
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przewdd tetniczy Botalla; CoA = koarktacja aorty; IAA = przerwanie ciggtosci tuku aorty; PAPVR =
czesciowy nieprawidtowy sptyw zyt ptucnych; BMI = indeks masy ciata

3.3. Analizaimmunohistochemiczna

Z materiatu zatopionego w parafinie uzyskiwano seryjne skrawki o grubosci 4-5 um

z wykorzystaniem mikrotomu rotacyjnego RM2125RT firmy Leica. Skrawki te
umieszczano na szkietkach podstawowych Superfrost®Plus w warunkach tazni
wodnej, a nastepnie nawadniano z wykorzystaniem szeregu alkoholi o
zmniejszajgcych sie stezeniach (od ksylenu i alkoholu absolutnego, poprzez alkohol
96%, 85%, 70% i 50%). W koncowym etapie szkietko wraz ze skrawkami parafinowymi
przenoszono do buforu fosforanowego (PBS; phosphate buffered saline).

W dalszej kolejnosci, odparafinowane oraz nawodnione skrawki stuzyty wykonaniu
reakcji immunohistochemicznej, ktorej celem byto umozliwienie oceny ekspresiji oraz
lokalizacji badanych biatek w tkance. W tym celu, wykonywano posrednig reakcje
immunohistochemiczng z wykorzystaniem biotynylowanej tyraminy (Zatgcznik 1.)
(Zabel M, 1999). W pierwszym etapie tej procedury wykonywano klasyczng reakcje
immunohistochemiczng z kompleksem ABC (awidyna — biotynylowana peroksydaza),
natomiast w drugim etapie wprowadzano biotynylowang tyramine. Do wizualizacji
reakcji immunohistochemicznej uzyto zestawu Catalyzed Signal Amplification System
firmy Dako (kod K1500). (Zatgcznik 2.)

W ww. opisanej metodzie wykorzystywano nastepujgce przeciwciata
pierwszorzedowe:

e anty-CD31 — monoklonalne przeciwciato mysie anty- ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:400, klon JC70A, Dako, kod M0823),

e anty-CD34 — monoklonalne przeciwciato mysie anty—ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:400, klon QBEND-10, Dako, kod M7165),

e anty-CD105 - monoklonalne przeciwciato mysie anty-ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:500, klon MMO0049, firmy Novus Bilogicals®, kod NB110-
93509),

e anty-vWF - monoklonalne przeciwcialo mysie anty—ludzkie (zastosowane
rozcienczenie, 1:250, klon F8/86, firmy Dako, kod kod M0616);

e anty-eNOS - poliklonalne przeciwciato krolicze anty-ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:50, firmy Novus Bilogicals®, kod NBP1-19824);
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e anty-CD44 - monoklonalne przeciwciato mysie anty-ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:50, klon DF 1485, firmy Dako, kod M7082);
e anty-GDF-15 poliklonalne przeciwciato krélicze anty-ludzkie (zastosowane
rozcienczenie 1:100, firmy Novus Bilogicals®, kod NBP1-81050);
Reakcje kontrolne negatywne wykonywano, nakrapiajgc na oczyszczone skrawki mysie
IgG1 (Negative Control, Dako, kod X0931) Iub PBS, zamiast przeciwciata
pierwszorzedowego. Kontrole pozytywng przeprowadzano na preparatach
histologicznych zawierajgcych skrawki prawidtowych naczyn krwionosnych (tetnica
promieniowa i zyta odpiszczelowa pobrane w peczku naczyniowo — nerwowym)
uzyskanych, jako odpad medyczny, podczas zabiegbw pomostowania aortalno—

wiencowego u chorych z rozpoznaniem choroby wiencowej.

3.4. Analiza morfometryczna i statystyczna

Seryjne preparaty z oznaczong obecnoscig antygenéw CD31, CD34, CD105, CD34,
czynnika von Willebranda, syntazy tlenku azotu oraz biatka GDF-15 skanowano w technice
wysokiej rozdzielczosci (powiekszenie robocze 400x z funkcjg autofocus) za pomocag
skanera mikroskopowego MiraxMidi (Carl Zeiss Poland, Poznan, Polska), a uzyskany plik
graficzny obejmujgcy catg powierzchnie preparatu poddawano ocenie morfologicznej oraz

morfometrycznej w programie MiraxViewer (Carl Zeiss).

3.4.1. Analiza gestosci naczyh mikrokrgzenia w migsniu sercowym

W pierwszym etapie badan, majgcym na celu ustalenie gestosci mikrounaczynienia
(MVD) wykorzystywano obrazy, na ktorych udokumentowano ekspresje
Srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS). W tym celu okreslano $rednig liczbe
naczyn krwionosnych przypadajgcych na 1mm? w oparciu o analize minimum 3
mikroskopowych pdl widzenia subiektywnie ocenionych jako te, ktore posiadajg
najwieksze zageszczenie naczyn krwionosnych na pole powierzchni (technika 'hot-
spots', Owoc-Lempach J i Chybicka J, 2006).
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Uzyskane wyniki odnoszono do obecnosci ztozonych i izolowanych wad serca, a
takze z wadami przebiegajgcych z lub bez sinicy. Do wad siniczych zaliczono ToF,
anomalie Ebsteina, PA, TA, TGA, TAPVR, HLHS oraz obecnos$¢ TAC.

Do wad niesiniczych zaliczono zaréwno wady okreslane jako poznosinicze ( ASD,
VSD, AVSD, PDA, IAA oraz PAPVR) jak i typowo niesinicze ( CoA).

Analize gestosci naczyn mikrokrgzenia wykonywano zarowno w obszarach preparatu
najbardziej narazonych na skutki przewlektego niedotlenienia (fragmenty miesnia
sercowego znajdujgce sie w bezposrednim sgsiedztwie swiatta przedsionkow i komor),
jak i tych, ktore znajdowaty sie w blizszym sgsiedztwie naczyn wiencowych. Dla
potrzeb kolejnych czesci biezgcego opracowania obszary te okreslano odpowiednio
jako obszar obwodowy i centralny. W pomiarach brane byty pod uwage wszystkie
wybarwione komorki bgdz ich skupiska tworzgce naczynia krwionosne niezaleznie od
obecnoséci lub braku $wiatta naczynia. Do obliczen zaliczano zaréwno uformowane
naczynia jak i pojedyncze komorki srodbtonka, ktore mozna byto oddzielic od

podscieliska lub struktury miesnia sercowego.

Kazdy plik graficzny obrazujgcy caly preparat histologiczny oglgdano pod matym
powiekszeniem wybierajgc trzy obszary okreslane jako 'hot spots', a nastepnie
przekroje naczyn liczono pod powiekszeniem 100x na wybranym obszarze o
powierzchni ok. 1,5 mm?. Nastepnie, otrzymang wartos¢ liczby naczyn (NVES -
microvessel number) z kazdego wybranego miejsca przeliczano na 1 mm?. Na koniec
obliczano $rednig arytmetyczng z trzech ,gorgcych miejsc” w celu wykorzystania jej

do dalszej analizy statystycznej.

3.4.2. Analiza stopnia ekspresji badanych markeréw

Opisang w punkcie powyzej metodologie oceny gestosci naczyn krwionosnych
miesnia sercowego w oparciu o ekspresje eNOS wykorzystano jako sposob okreslenia
catkowitej liczby naczyn krwionosnych znajdujgcych sie na danym obszarze tkanki. W
ten sposob uzyskano wartos¢, do ktoérej mogty sie odnosi¢ wyniki pomiaréw gestosci
naczyn krwionosnych uwidacznianych na preparacie przy uzyciu przeciwciat anty-
CD31, anty-CD34, anty-CD105, anty-CD44, anty-vWF oraz anty-GDF-15.
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Jak przestawiono we wstepie, eNOS jest biatkiem obecnym w komaérkach sréodbtonka
niezaleznie od stopnia ich dojrzatosci oraz lokalizacji w tkance. Dzieki temu,
poréwnujgc na przyklad gestos¢ naczyn krwionosnych CD105-pozytywnych do
wartosci MVD uzyskanej z pomiaru naczyn eNOS-pozytywnych mozna uzyskacé
wiadomosci na temat odsetka niedojrzatych naczyn krwionosnych (tzn. CD105-
pozytywnych) obecnych w preparacie histologicznym. W podobny sposob analizowaé
mozna odsetek naczyn dojrzatych (CD31-pozytywnych lub vVWF-pozytywnych), czy tez
tych, ktére posiadajg potencjat angiogenny (CD44-pozytywne lub GDF15-pozytywne).

Nalezy zaznaczy¢, ze w wyzej opisanej analizie histologicznej nie badano réznic w
ekspresji poszczegdlnych markerow w zaleznosci od stopnia intensywnosci reakcji
immunohistochemiczne;j. Zasadniczo, potilosciowg ocene reakcji
immunohistochemicznych stosowac¢ sie winno z wykorzystaniem skali Remmele, w
ktérej ocenia sie intensywnosc¢ odczynu immunohistochemicznego (skala od 1 do 3)
oraz odsetek immunopozytywnych komorek w preparacie (skala od 1 do 4). Wynikiem
jest iloczyn podanych wyzej dwdch wartosci, ktory moze wynosi¢ od 1 do 12 pkt. W
przypadku biezgcego opracowania zdecydowano sie, aby kazde naczynie
mikrokrgzenia, ktére wykazuje dodatni odczyn w czesci lub na catosci Srodbtonka,
traktowaé jako naczynie pozytywne. Oczywiscie metoda ta posiada swoje
ograniczenia. Ale z drugiej strony, takie, a nie inne podejscie metodologiczne do oceny
i poréwnania gestosci naczyn krwionosnych w aspekcie ich dojrzatosci umozliwito
wykonanie porownan (korelacji) uzyskanych wynikbw do pooperacyjnego przebiegu

choroby.

3.4.3. Analiza kliniczna

Wszystkie dzieci, od ktérych uzyskano wycinki operacyjne w trakcie chirurgicznej
korekty wad serca, byty obserwowane minimum przez okres kolejnych 18 miesiecy. W
tym czasie mozliwa byla ocena przebiegu leczenia wady oraz stwierdzenie

ewentualnych powiktan badz tez rozwoju niewydolnosci serca.

Analiza kliniczna w okresie pooperacyjnym byta oparta o systematyczne wizyty w
Poradni Kardiologii Dzieciecej w okresach 3-miesiecznych oraz wykonywane podczas

tych wizyt badania elektrokardiograficzne oraz echokardiograficzne. W badaniu
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przedmiotowym oceniano harmonijno$¢ rozwoju dziecka w oparciu o
przyporzgdkowanie cech dziecka do danych znajdujgcych sie w obowigzujgcych

siatkach centylowych.

3.4.4. Analiza statystyczna

Zmienne ciggte lub powigzane wyrazono jako wartosci srednie rozszerzone o wartos¢
odchylenia standardowego (SD). Poréwnania zmiennych ciggtych pomiedzy grupami
poréwnawczymi przeprowadzano uzywajgc testu t-Studenta. Poréwnania pomiedzy
grupami zmiennych kategorycznych wykonywano, stosujgc test Manna-Whitneya.
Stwierdzenie dysfunkcji skurczowej komér serca w okresie pooperacyjnym oraz
powigzanie tych danych z wiekiem, ptcig, warto$cig MVD lub tez stopniem dojrzatosci

naczyn krwionosnych byto okreslone przy uzyciu testu doktadnego Fishera.

Punkty odciecia dla wieku zostaty arbitralnie oszacowane na 21 miesiecy przy
stwierdzeniu wad siniczych oraz 13 lat dla wad niesiniczych. W przypadku MVD,
arbitralny punkt odciecia ustalono na poziomie 100 naczyh mikrokrgzenia obecnych
na 1 mm?. Rdznice uznano za istotne statystycznie, gdy poziom istotnosci p wynosit
ponizej 0,05. Analize statystyczng prowadzono z zastosowaniem programu Statistica
6.1 PL.
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4. Wyniki

4.1. Obserwacja kliniczna

Wszyscy pacjenci, ktdrzy zostali poddani badaniom po operacjach
kardiochirurgicznych, przebywali w oddziale Intensywnej Opieki Medycznej Kliniki

Kardiochirurgii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

W zaleznosci od stopnia ztozonosci wady, przebieg okresu pooperacyjnego byt
rozny.

Zgodnie z przyjetymi procedurami, dzieci w 10. dobie po zabiegu miaty usuwane
szwy, wykonywane byto kontrolne badanie echokardiograficzne, a w przypadku
prawidlowego obrazu struktur zoperowanego serca, pacjenci byli w 14. dobie

zwalniani do domu z zaleceniem kontroli w Klinice Kardiologii Dzieciecej w okresie

od 1-2 miesiecy.

Dwadziescioro dziewiecioro dzieci z rozpoznaniem siniczej wady serca oraz 36
pacjentéw z rozpoznaniem wady niesiniczej zostato zwolnionych do domu w 14 dobie

po zabiegu chirurgicznej korekcji wady.

U 25 dzieci (15 z grupy A oraz 10 z grupy B, 15/10) doszto do rozwoju powikian
pooperacyjnych, ktére wymagaty dtuzszego pobytu w szpitalu. Wsréd ww. powikfan
znalazly sie:

* przejsciowa niewydolno$¢ lewokomorowa, objawiajgca sie niskim rzutem
serca (<30%), obrzekiem ptuc, tachypnoe oraz nawrotem sinicy centralnej,

wymagajgca reoperacji - 12 dzieci (A-9; B-3)
+ zapalenie ptuc - 3 dzieci (A-2; B-1)
* o0golnoustrojowe zakazenie - 2 pacjentow (A-1; B-1)
* miejscowe zakazenie rany - 7 dzieci (A-4; B-3)

» porazenie koputy przepony - 1 dziecko (A-O; B-1)
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Troje dzieci (A-2;B-1) zmarto w nastepstwie niskiego rzutu serca (<30%), zaburzenh

rytmu serca oraz niewydolnosci krgzenia. Zgon nastepowat miedzy 1 a 7 dobg po

wykonaniu zabiegu operacyjnego.

Szczegdtowe dane dotyczgce przebiegu pooperacyjnego u dzieci w obydwu grupach

poréwnawczych zebrano w tabeli nr 2.

Tabela 2. Dane kliniczne pacjentéw po wykonaniu zabiegu operacyjnej korekcji wady

Sinicza wada serca Niesinicza wada serca | Wartos¢
(n=47) (n=46) p
Brak powiktan
15/14 (62,0%) 19/17 (78,2%) ns
(chtopcy/dziewczynki)
Przejsciowa
niewydolnosé
6/3 (19,0%) 2/1 (6,5%) p <0,01
lewokomorowa
(chtopcy/dziewczynki)
Zapalnie ptuc
1/1 (4,2%) 1/0 (2,2%) ns
(chtopcy/dziewczynki)
Zakazenie
ogolnoustrojowe 0/1 (2,1%) 0/1 (2,2%) ns
(chtopcy/dziewczynki)
Ciezkie miejscowe
. 2/2 (8,5%) 1/2 (6,5%) ns
zakazenie rany
Porazenie koputy
przepony 0/0 (0%) 1/0 (2,2%) ns
(chtopcy/dziewczynki)
Zgon
2/0 (4,2%) 1/0 (2,2%) ns
(chtopcy/dziewczynki)

ns = brak istotnosci statystycznej
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4.2. Ocena gestosci naczyn krwionosnych w miesniu sercowym

Ocena gestosci naczyn krwionosnych mikrokrgzenia w miesniu sercowym byta
wykonana w oparciu o obliczenie sredniej gestosci ww. naczyn w 3 obszarach
okreslanych jako 'hot-spots’ na 5 seryjnych skrawkach tej samej tkanki z
wykorzystaniem znakowania srodbtonka naczyn krwionosnych przez przeciwciata

anty-eNOS (rycina 9).

W oparciu o tak wykonany pomiar gestosci naczyn krwionosnych uzyskano wartosci

referencyjne dla poszczegoélnych wad serca.

W grupie wad siniczych $rednia gestos¢ naczyn mikrokrgzenia wynosita 578,4 + 33,8
naczyn na 1 mm? (zakres wartosci od 523,4 do 611,8 naczyn na 1 mm?). Nalezy
zaznaczy¢, ze wartosci MVD w miesniu sercowym dla poszczegdlnych wad serca
wchodzgcych w sktad grupy A (sinicze wady serca) nie roznity sie istotnie miedzy

soba.

W przypadku niesiniczych wad serca (grupowanych zar6éwno jako wady
poznosinicze jak i niesinicze, grupa porownawcza B) Srednia gesto$C naczyn
mikrokrgzenia w miesniu sercowym wynosita 459,8 + 28,7 naczyn na 1 mm? (zakres
wartosci od 394,7 do 508,1 naczyn na 1 mm?). Podobnie, jak to miato miejsce w
przypadku poszczegdlnych siniczych wad serca, wartosci MVD w mieéniu sercowym
dla wad wchodzgcych w sktad grupy B nie roznity sie w sposéb statystyczny miedzy
sobg. Natomiast srednia gestos¢ naczyn krwionosnych w siniczych wadach serca

byta istotnie wyzsza niz w przypadku wad niesiniczych (p = 0,016).
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Ryc. 9. Przykiad referencyjnego wybarwienia srédbtonkéw naczyn tworzacych mikrokrazenie miesnia
sercowego we fragmencie tkanki pobranej z przegrody miedzykomorowej od 3-miesiecznego
niemowlecia pici meskiej z rozpoznaniem siniczej wady serca (zespét czworaczy Fallota). Obecnosé
srodblonkéw wykazano ekspresjg syntazy tlenku azotu. Obliczona s$rednia gestos¢ naczyn
krwiono$nych w tym przypadku wynosi 548,2 naczyn na 1 mmz2. Skala = 100 um

4.3. Ocena stopnia dojrzatosci naczyn krwionosnych

Jak juz wspomniano wczes$niej, ocena dojrzatosci naczyn krwionosnych byta
wykonana w oparciu o analize ekspresji antygenéow CD105, CD34, CD31 oraz
czynnika von Willebranda. W przypadku kazdego z ww. markerow dokonywano
pomiaru MVD, a nastepnie uzyskany wynik odnoszono do wartosci referencyjnych
otrzymanych w oparciu o pomiar gestosci naczyn mikrokrgzenia z wykorzystaniem

oznaczania ekspresji eNOS.

Antygen CD105 byt markerem komérek o niskim stopniu dojrzatosci, obecnych w
srodbtonku naczyn krwionosnych, antygen CD34 oraz CD31 stuzyt oznaczeniu
obecnosci, posrednich komoérek srodbtonka, natomiast czynnik von Willebranda
zostat wykorzystany do demonstracji naczyn mikrokrgzenia z obecnoscig

zroznicowanych o wysokim stopniu dojrzatosci komérek srédbtonka.
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Srednia warto$¢ MVD w mie$niu sercowym wyliczona z wykorzystaniem antygenu
CD105 u pacjentéw z rozpoznaniem siniczej wady serca (rycina 9a) wynosita 505,3
+ 32,6 naczyn krwiono$nych na 1 mm? (zakres wartosci od 483,6 do 529,2 naczyn
na 1 mm?), natomiast u dzieci z rozpoznaniem niesiniczej wady serca (rycina 10a)
byta istotnie nizsza i wynosita 388,3 + 19,2 naczyn krwionosnych na 1 mm? (zakres
wartosci od 304,8 do 412,9; p = 0,023). W przypadku antygenu CD34, sSrednia
wartos¢ gestosci naczyn mikrokrgzenia w miedniu sercowym u chorych z
rozpoznaniem siniczej wady serca (rycina 9b) wynosita 570 + 32,6 naczyn na 1 mm?
(zakres wartosci od 499,7 do 605,1), a u dzieci z rozpoznaniem wady niesiniczej
(rycina 10a) miescita sie w zakresie od 393,8 do 506,7 naczyn krwionosnych na 1
mm? ($rednia 455,9 + 34,3). Warto$¢ obliczona u dzieci z grupy poréwnawczej B byta
istotnie nizsza (p = 0,039).

Wartosci gestosci naczyn mikrokrgzenia obliczone dla ekspresji antygenu CD31
miescity sie w nastepujgcych zakresach: grupa A (277,6 do 403,6 naczyn na 1 mm?),
grupa B (269,1 do 389,9 naczyn na 1 mm?). Srednia warto$¢ MVD w grupie A (rycina
9c) wynosita 388,9 + 29,1 naczyn na 1 mm?, a w grupie B - 315,4 + 22,8 (rycina 10c).
Réznica ta nie byla istotna statystycznie (p = 0,089).

Srednia gesto$¢ naczyn krwionosnych oszacowana w oparciu o ekspresje czynnika
von Willebranda w grupie A (sinicze wady serca, rycina 9d) wynosita 89,6 + 16,2
naczyn na 1 mm? (zakres wartosci od 56,3 do 112,1), natomiast w grupie B (wady
niesinicze, rycina 10d) - 278,3 + 29,1 naczyn na 1 mm? (zakres warto$ci: 212,1 do
352,5 naczyn na 1 mm?). Nalezy zauwazy¢, ze w tym przypadku, gesto$é dojrzatych
naczyn krwiono$nych byta istotnie wyzsza w miesniu sercowym uzyskanym od dzieci

z rozpoznaniem niesiniczej wady serca (p = 0,0112).

Nalezy zauwazy¢, ze ekspresja wszystkich ww. markerow byta obecna w komérkach
Srodbtonka wyscietajgcego wsierdzie, ale wytgcznie w grupie wad niesiniczych
(rycina 10). W przypadku antygenu CD105, ekspresja tego biatka w grupie wad
siniczych i niesiniczych byla obecna nie tylko w przypadku srodbtonka naczyn
krwionosnych, ale réwniez w obrebie kardiomiocytéw (rycina 9a i 10a). W tym
przypadku oszacowanie gestosci naczyn krwionosnych opierato sie o zastosowanie
specjalnego algorytmu naczyniowego w programie morfometrycznym MiraxViewer

polegajgcego na odseparowaniu uprzednio zdefiniowanego za pomocag
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"kroplomierza" sygnatu barwnego pochodzgcego z kardiomiocytow oraz obliczenie

liczby naczyn krwionosnych na zmodyfikowanym cyfrowo obrazie.

Ryc. 9. Ekspresja antygenu CD105 (a) CD34 (b) CD31 (c) oraz czynnlka von Wlllebranda (d) w
miesniu sercowym u 20-miesiecznego chtopca z grupy poréwnawczej A operowanego z powodu
anomalii Ebsteina (wada serca sinicza). Obecnos¢ ww. markerédw uwidoczniono na kolejnych
skrawkach histologicznych. Uwage zwraca ekspresja antygenu CD105 w obrebie kardiomiocytéw
miesnia sercowego oraz komoérek srodbtonka naczyn. Gesto$¢ naczyn krwionosnych obliczona dla
antygenu CD105 wynosi 493,1 naczyh na 1 mm? (po zastosowaniu algorytmu naczyniowego - opis w
tekscie), dla antygenu CD34 - 550,6 naczyn na 1 mm?2, antygenu CD31 - 315,8 naczyh na 1 mm?, a dla
czynnika von Willebranda - 67,4 naczyn na 1 mmz2. Skala - 100 pm.

Na przedstawionej powyzej rycinie nalezy zwrdci¢ rowniez uwage na fakt wyraznego
zroznicowania gestosci naczyn krwionosnych w obszarze podwsierdziowym
(oznaczony strzatkg) oraz w obszarze zajmowanym przez migsien sercowy. Srednia
gestos¢ naczyn krwionosnych w obszarze podwsierdziowym w grupie poréwnawczej
A, definiowana ekspresjg antygenu CD105 wynosita 112,2 + 11,2 naczyn na 1 mm?,
a dla ekspresji antygenu CD34 128,2 + 23,4 naczyh na 1 mmZ2. Srednig warto$¢ MVD
mierzong obecnoscig antygenu CD31 oszacowano na poziomie 83,2 + 9,4 naczyn

na 1 mm?, a dla czynnika von Willebranda 52,2 + 7,1 naczyn na 1 mm?2,

Wartosci MVD wyliczone na podstawie ekspresji antygenéw CD105, CD34 oraz

CD31 nie réznity sie w sposéb istotny miedzy sobg. Natomiast liczba naczyn
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krwionosnych zdefiniowana ekspresjg czynnika von Willebranda byta istotnie nizsza

niz w przypadku oszacowania ich liczby z wykorzystaniem ekspresji CD105, CD34
oraz CD31 (p < 0,05).

Ryc. 10. Ekspresja antygenu CD105 (a), CD34 (b), CD31 (c) oraz czynnika von Willebranda (d) w
miesniu sercowym u 5-letniej dziewczynki z grupy poréwnawczej B operowanej z powodu ubytku w
przegrodzie miedzykomorowej. Obecnos¢ ww. markeréw uwidoczniono na kolejnych skrawkach
histologicznych. Uwage zwraca ekspresja antygenu CD105 w obrebie kardiomiocytéw miesnia
sercowego oraz komoérek srodbtonka naczyn. Gestosé naczyn krwionosnych obliczona dla antygenu
CD105 wynosi 312,2 naczyn na 1 mm? (po zastosowaniu algorytmu naczyniowego - opis w tekscie),
dla antygenu CD34 - 395,2 naczyn na 1 mm?, antygenu CD31 - 280,1 naczyn na 1 mm?, a dla
czynnika von Willebranda - 342,9 naczyn na 1 mm?2. Ekspresja ww. markeréw jest obecna w
komoérkach srédbtonka wsierdzia. Skala - 100 pm.

Podobnie jak to miato miejsce w przypadku siniczych wad serca, takze w wycinkach
serca uzyskanych podczas korekcji niesiniczych wad serca mozna byto zauwazy¢
zroznicowanie w zakresie gestosci naczyhn krwionosnych obecnych w obszarze
zajmowanym przez miesien sercowy oraz utkanie podwsierdziowe. Gestos¢ naczyn
krwionosnych w okolicy znajdujgcej sie pod wsierdziem przy wykorzystaniu
przeciwciat przeciw antygenowi CD105 wynosita Srednio 72,4 + 12,8 naczyh na 1

mm?, a w oparciu o analize odczynu immunohistochemicznego dla
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CD34 - 76,2 + 10,2 naczyn na 1 mm?2. Srednia warto$é MVD obliczona na podstawie

ekspresji antygenu CD31 wynosita 62,4 + 8,7 naczyn na 1 mm?,

Czynnik von Willebranda zostat stwierdzony w obrebie 66,4 + 10,8 naczyn na 1 mm?2.
Wyzej wymienione wartosci nie roznity sie w sposob istotny miedzy sobg. Byly one
jednak istotnie nizsze dla antygenéw CD105 oraz CD34 w poréwnaniu do analizy
MVD w analogicznym obszarze w siniczych wadach serca (odpowiednio p = 0,029 i
p = 0,023).

Szczegotowe zestawienie wyzej przedstawionych danych ujeto w tabeli nr 3.

Tabela 3. Usrednione wartosci gestosci naczyn krwionosnych definiowane ekspresjg
antygenow CD105, CD34, CD31 oraz czynnika von Willebranda w obrebie miesnia

sercowego oraz obszaru podwsierdziowego

Sinicza wada | Niesinicza wada

serca serca P
MVD CD105 | Migsien sercowy | 505,3 + 32,6 388,3+19,2 0,023
(liczba  naczyn
krwionosnych na | Obszar 1122 + 11,2 724+128 0,029
1 mm2) podwsierdziowy
MVD CD34 | Miesien sercowy | 570 + 32,6 455,9 + 34,3 0,039
(liczba  naczyn
krwionosnych na | Obszar 128,2 + 23,4 76,2+ 10,2 0,023
1 mm2) podwsierdziowy
MVD CD31 | Migsien sercowy | 388,9 + 29,1 315,4 + 22,8 ns
(liczba  naczyn
krwionosnych na | Obszar 832+9.4 62.4+87 ns
1 mm2) podwsierdziowy
MVD VWE (liczba | Miesien sercowy | 89,6 + 16,2 278,3+29,1 0,011
naczyn
krwionosnych na Obsza_r _ 522+7.1 66,4 + 10,8 ns
1 mm2) podwsierdziowy

MVD = gestos¢ naczyn mikrokrgzenia; VWF = czynnik von Willebranda; ns =

statystycznej

brak istotnosci

W kolejnym etapie prac badawczych srednie wartosci MVD odniesiono do wartosci
referencyjnych gestosci naczyn krwionosnych obliczonych na podstawie ekspresji
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu. Dziatanie to byto wykonane w celu mozliwosci

przeprowadzenia matematycznej analizy stopnia dojrzatosci naczyn krwionosnych.
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Jednoczes$nie, zanalizowano stosunek MVD definiowany obecno$cig antygendow
CD34 i CD31. Uzyskang warto$¢ - iloraz gesto$ci naczyhn krwiono$nych
wyznaczonych ekspresjg antygenu CD34 do wartosci gestosci naczyn
wyznaczonych obecnoscig antygenu CD31, postuzyt analizie poréwnawczej
dojrzatosci naczyn krwionosnych w obszarze podwsierdziowym. Wykazano, ze w
przypadku wrodzonych siniczych wad serca (grupa porownawcza A) CD34/CD31
indeks wynosit 1,54. W niesiniczych wadach serca (grupa poréwnawcza B) wskaznik
CD34/CD31 byt nizszy (1,22), ale roznica ta nie byta istotna statystycznie (p = 0,099)

Otrzymane wyniki zebrano w tabeli nr 4, a takze przedstawiono na rycinach 11 12.

Ryc. 11. Poréwnanie obszaru podwsierdziowego w wycinku serca uzyskanym podczas korekciji
przetozenia wielkich pni tetniczych u 2-tygodniowego chtopca (grupa poréwnawcza A). Uwage zwraca
wigksza czuto$¢ przeciwciat przeciwko antygenowi CD34 (a) w uwidacznianiu naczyn krwionosnych
mikrokrazenia tej okolicy, w poréwnaniu do przeciwciat skierowanych przeciwko antygenowi CD31
(b). Skala =50 pum
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Tabela 4. Poréwnanie ilorazu wartosci gestosci naczyn krwionosnych w wycinkach
miesnia sercowego uzyskanych od dzieci z rozpoznaniem siniczych i niesiniczych
wad serca definiowanych ekspresjg antygenéw CD105, CD34, CD31 oraz czynnika
von Willebranda odniesionych do wartosci referencyjnych MVD uzyskanych na

podstawie analizy ekspresji srodbtonkowej syntazy tlenku azotu.

Sinicza wada | Niesinicza wada

serca serca P
MVD CD105 / MVD eNOS 0,87 0,84 ns
MVD CD34 / MVD eNOS 0,98 0,99 ns
MVD CD31 / MVD eNOS 0,67 0,68 ns
MVD vWF / MVD eNOS 0,15 0,61 0,001

MVD = gestos$¢ naczyn mikrokrgzenia; eNOS = srodblonkowa syntaza tlenku azotu; vVWF = czynnik
von Willebranda; ns = brak istotnosci statystycznej

W oparciu o wyzej przedstawiong tabele oraz znajdujgcg sie ponizej rycine 11 mozna
ocenic¢ stopien dojrzatosci naczyn krwionosnych obecnych w miesniu sercowym w
siniczych oraz niesiniczych wadach serca. Okazuje sie, ze niemal wszystkie obecne
naczynia krwionosne wykazujg ekspresje antygenu CD34, co moze czyni¢ ten
marker w tego rodzaju zaburzeniach markerem referencyjnym. Ponad 80% naczyn
krwionosnych wykazuje ekspresje antygenu CD105, ale tylko nieco powyzej 60%
obecnos¢ antygenu CD31. Oznacza to, ze w przypadku siniczych jak i niesiniczych
wad serca, komorki srodbtonka znajdujg sie na stosunkowo wczesnych stopniach
dojrzewania. Potwierdzi¢ to moze rowniez ekspresja czynnika von Willebranda, ktéry
w niesiniczych wadach serca uczestniczy w podobny odsetku w komdrkach
srodbtonka co antygen CD31. Jednakze w siniczych wadach serca jego ekspresja
jest istotnie nizsza - udziat czynnika von Willebranda w komérkach srodbtonka

wykazano zaledwie w 15% wszystkich naczyn krwionosnych (p = 0,001).

Obserwacja ta moze wskazywa¢ na dwa fakty. Po pierwsze, procentowy udziat
naczyn krwionosnych wyznaczonych obecno$cig antygenéw CD105, CD34 i CD31
w siniczych oraz niesiniczych wadach serca jest bardzo zblizony. Potencjalna
przebudowa miesnia sercowego w zakresie charakteru naczyn krwionosnych w

siniczych i niesiniczych wadach serca nie dotyczy zatem naczyn o niskim i Srednim
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stopniu zréznicowania. Po drugie, tylko czynnik von Willebranda wystepuje w istotnie
nizszym odsetku komérek $rodbtonka tworzgcych naczynia mikrokrgzenia w
siniczych wadach serca. Moze to wskazywac na fakt, ze w tych wrodzonych wadach
serca istotnie nizszy jest wytgcznie odsetek naczyh krwionosnych o maksymalnym

stopniu zréznicowania.

1,2

08 1T—

06 M Sinicze wady serca
M Niesinicze wady serca

04 +—

0.2

0 - —
CD105 CD34 CD31 vWF

Ryc. 12. Procentowy udziat naczyn krwionosnych o niskim (antygen CD105), posrednim (antygeny
CD34 i CD31) oraz wysokim (czynnik von Willebranda) stopniu dojrzatosci tworzgcych mikrokrgzenie
miesnia sercowego w siniczych (kolor niebieski) i niesiniczych (kolor czerwony) wadach serca u
dzieci.

VWF = czynnik von Willebranda

4.4. Ocena potencjatu angiogennego naczyn krwionosnych mikrokrazenia

Na rycinie 13 przedstawiono ekspresje antygenu CD44 (rycina 13b) oraz biatka GDF-
15 (rycina 13c) w obrebie wycinka miesnia sercowego uzyskanego podczas korekcji
siniczej wady serca. W grupie mikrofotografii umieszczono réwniez referencyjny
obraz naczyn mikrokrgzenia (wyznaczenie przeciwciatami anty-eNOS, rycina 13a)

oraz preparat kontrolny (rycina 13d).

Ekspresja antygenu CD44 pokrywa sie z referencyjnym obrazem uzyskanym w
wyniku inkubacji immunohistochemicznej z przeciwciatami anty-eNOS. Odczyn

obserwowany jest w naczyniach krwionosnych w obrebie miesnia sercowego oraz
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obszaru podwsierdziowego. Biatko GDF-15 ulega ekspresji w obrebie naczynh
krwionosnych jak i kardiomiocytow. W obszarze tych ostatnich charakter reakcji jest
ziarnisty i ograniczony do komoérek bezposrednio sgsiadujgcych z naczyniami
mikrokrgzenia.

Przedstawiony wyzej obraz ekspresji antygenu CD44 oraz biatka GDF-15 byt
podobny we wszystkich siniczych wadach serca, bez wzgledu na morfologiczny

rodzaj uszkodzenia.

Ryc. 13. Ekspresja srédbfonkowej syntazy tlenku azotu (a), antygenu CD44 (b), biatka GDF-15 (c)
oraz preparat kontrolny (d) w miesniu sercowym u 9-miesiecznego chtopca z grupy poréwnawczej B
operowanego z powodu zespotu czworaczego Fallota. Obecnos¢ ww. markeréow uwidoczniono na
kolejnych skrawkach histologicznych. Uwage zwraca ekspresja bitka GDF-15 w obrebie
kardiomiocytow miesnia sercowego oraz komorek srédbtonka naczyn. Gestosé naczyn krwionosnych
obliczona dla antygenu GDF-15 wynosi 427,2 naczyn na 1 mm? (po zastosowaniu algorytmu
naczyniowego - opis w tekscie), dla antygenu CD44 - 495,2 naczyn na 1 mm?2. Ekspresja ww.
markerow jest obecna w komorkach srédbtonka wsierdzia. Skala - 100 pm.

Srednia gesto$é naczyn mikrokrazenia obliczona z wykorzystaniem antygenu CD44
wynosita 477,9 + 55,4 naczyn na 1 mm? (zakres od 398,5 do 511,5 naczyn na 1 mm?).
W przypadku biatka GDF-15 ww. gestos¢ naczyn krwiono$nych obliczona po
zastosowaniu algorytmu naczyniowego wynosita 442,8 + 35,4 naczyn na 1 mm?
(zakres od 339,4 do 490,1 naczyn na 1 mm?). W obszarze podwsierdziowym gestos$¢

naczyn krwionosnych z pozytywnym odczynem na antygen CD44 odpowiadata
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wartosciom referencyjnym obliczonym na podstawie ekspresji antygenu CD34 i

wynosita 125,1 £ 19,2 naczyn krwiono$nych na 1 mm?2. Podobna sytuacja

miata miejsce w przypadku biatka GDF-15. Srednia wartos¢ MVD w obszarze
podwsierdziowym obliczona dla naczyn z komoérkami s$rédbtonka GDF15-

pozytywnymi wynosita 118,2 + 17,7 naczyn krwiono$nych na 1 mm?2.

W przypadku niesiniczych wad serca (grupa porownawcza B), naczynia CD44-
pozytywne odpowiadaty morfologicznie wytgcznie metaarteriolom (rycina 14a).
Naczynia wiosowate nie wykazywaty odczynu immunohistochemicznego na
obecno$¢ antygenu CD44. Srednia warto$¢é MVD obliczona dla CD44-dodatnich
naczyn mikrokrgzenia w niesiniczych wadach serca wynosit 65,4 + 12,2 naczyn
krwiono$nych na 1 mm?. Co ciekawe, ekspresja biatka GDF-15 (rycina 14b) byla
obecna nie tylko w obrebie komorek srodbtonka w naczyniach krwionosnych
odpowiadajgcych obrazowi referencyjnemu (z wykorzystaniem znakowania z
uzyciem przeciwciat anty-eNOS), ale rowniez w obrebie znajdujgcych sie w ich
bezposrednim sgsiedztwie kardiomiocytow. Podobnie, jak to miato miejsce w
siniczych wadach serca, odczyn immunohistochemiczny miat charakter ziarnisty
(rycina 14b). Przedstawione wyzej dane zsumowano w tabelach nr 5 i 6 oraz rycinach
14 15.
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Tabela 5. Usrednione wartosci gestosci naczyn krwionosnych definiowane ekspresijg

antygenow CD44 oraz biatka GDF-15 w obrebie miednia sercowego oraz obszaru

podwsierdziowego

Sinicza wada Niesinicza wada
serca serca P
MVD CD44 Miesien
' 4779 +55,4 654+ 12,2 <0,0001
(liczba naczynh sercowy
krwionosnych Obszar
) ) 125,1 +19,2 brak -
na 1 mm?) podwsierdziowy
MVD GDF-15 Miesien
442,8 + 35,4 455,9 + 34,3 ns
(liczba naczyn sercowy
krwionosnych Obszar
o 118,2 + 17,7 66,4 +9,3 0,018
na 1 mm?) podwsierdziowy

MVD = gesto$¢ naczyn mikrokrgzenia; ns = brak istotnosci statystycznej

Tabela 6. Poréwnanie ilorazu wartosci gestosci naczyn krwionosnych w wycinkach

miesnia sercowego uzyskanych od dzieci z rozpoznaniem siniczych i niesiniczych

wad serca definiowanych ekspresjg antygenéw CD44 i biatka GDF-15 odniesionych

do wartosci referencyjnych MVD uzyskanych na podstawie analizy ekspresji

srodbtonkowej syntazy tlenku azotu.

Sinicza wada

Niesinicza wada

Serca Serca P
MVD CD44 /| MVD eNOS 0,83 0,14 <0,0001
MVD GDF-15 / MVD eNOS 0,77 0,99 0,025

MVD = gestos¢ naczyn mikrokrgzenia; eNOS = srédbtonkowa syntaza tlenku azotu
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Ryc. 14. Obraz dwoch kolejnych skrawkéw histologicznych uzyskanych podczas operacji korekciji
ubytku w przegrodzie miedzyprzedsionkowej u 7-letniego chiopca.

Uwage zwraca ekspresja antygenu CD44 (a) wytgcznie w obrebie metarterioli mikrokrgzenia. Biatko
GDF-15 (b) ulega immunohisto-chemicznej ekspresji w obszarze wszystkich naczyn mikrokrgzenia
oraz przylegajgcych kardiomiocytéw (ziarnisty odczyn). Skala =50 pm
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Ryc. 15. Procentowy udziat naczyn krwionosnych wykazujgcych ekspresje antygenu CD44 oraz
biatka GDF-15 tworzgcych mikrokrgzenie migénia sercowego w siniczych (kolor niebieski) i
niesiniczych (kolor czerwony) wadach serca u dzieci.

Przedstawione wyzej dane wskazujg, ze w przypadku siniczych wad serca antygen
CD44 oraz biatko GDF-15 ulegajg podobnej ekspresji. Natomiast w wadach serca
niesiniczych, biatko CD44 jest obecne w okoto 15% naczyh mikrokrgzenia, a biatko
GDF-15 ulega ekspresji we wszystkich naczyniach w obszarze miesnia sercowego

oraz obszaru podwsierdziowego.

4.5. Ocena przydatnosci rokowniczej MVD w wadach serca

Zanalizowane réznice w zakresie gestosci naczynh krwionosnych, stopnia dojrzatosci
naczyn mikrokrgzenia w miesniu sercowym oraz obszarze podwsierdziowym, a takze
odmiennego potencjatu angiogennego definiowanego ekspresjg antygenu CD44 oraz

biatka GDF-15 nie korelowaty z pifcig ani wiekiem operowanych dzieci.

Co wiecej, wyniki te nie korelowaly réwniez z niepomysinym przebiegiem
pooperacyjnym (przejsciowa niewydolnos¢ lewokomorowa, zgon wynikajgcy z
zaburzen rytmu serca oraz niewydolnosci krgzenia) jaki byt obserwowany w grupie
pacjentow z siniczg oraz niesiniczg wadg serca.

Przeprowadzone badania opieraty sie na analizie materiatu tkankowego uzyskanego
ze sciany przedsionkdéw serca, przegrody miedzyprzedsionkowej oraz przegrody
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miedzykomorowej (szczegétowe dane zestawiono w tabeli nr 1). Wyniki analiz
immunohistochemicznych w zakresie gestosci naczyh krwionosnych, stopnia
dojrzatosci naczyn krwiono$nych tworzgcych mikrokrgzenie w sercu jak i potencjatu
angiogennego tkanki (zarébwno w aspekcie miesnidowki serca jak i obszaru

podwsierdziowego) nie wykazywaty roznic w zaleznosci od miejsca pobrania tkanki.

Wszystkie operowane dzieci miaty wykonywany zabieg kardiochirurgiczny przez ten
sam zespot lekarski pracujacy w Klinice Kardiochirurgii Dzieciecej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Analizy immunohistochemiczne byty wykonywane przez
jedng doswiadczong osobe zatrudniong w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Tym samym w zakresie przeprowadzania
zabiegOw operacyjnych jak i wykonywania analiz laboratoryjnych wykluczono
ewentualng krzywg uczenia sie lub tez niepowtarzalno$¢ wynikow klinicznych i
laboratoryjnych, ktére mogty mie¢ miejsce, gdyby czynnosci te byly wykonywane
przez zespoty lekarskie / pracownikéw laboratoryjnych o odmiennym doswiadczeniu

zawodowym.
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5. Omowienie wynikéw i dyskusja

Cele, ktore zostaty postawione w pracy doktorskiej, miaty dwa wymiary. Pierwszy z
nich to wymiar poznawczy, ktory miat przynies¢ nowe dane dotyczgce liczby oraz
jakosci naczynh krwionosnych tworzgcych mikrokrgzenie miesnia sercowego u dzieci z
rozpoznaniem siniczych i niesiniczych wad serca. W tym celu wykorzystano panel 6
biatek markeréw (CD105, CD34, CD31, CD34, czynnik von Willebranda oraz biatko
GDF-15), ktérych wartos¢ ekspresji odnoszono do usrednionej gestosci naczynh
krwionosnych w ww. wadach serca. W celu obiektywizacji osiggnietych wynikow,
wartosci MVD kazdorazowo odnoszono do wartosci referencyjnych (catkowita liczba
naczyn krwionosnych obecnych w wycinku miesnia sercowego) uzyskanych w drodze
analizy immunohistochemicznej obecnosci srodbtonkowej syntazy tlenku azotu w

komorkach srodbtonka naczyn.

Drugi wymiar miat charakter praktyczny. W oparciu o przytoczone we wstepie dane
zatozono, ze wyniki ww. analizy histologicznej mogg mie¢ znaczenie w okreslaniu
ryzyka pooperacyjnej niewydolnosci serca oraz/lub zgonu u dzieci, u ktérych zostaty

przeprowadzone zabiegi kardiochirurgicznej korekcji wad serca.

Podjete dwa watki w pracy doktorskiej narzucity odpowiednig kolejnos¢ prowadzenia

prac badawczych, a takze wymusity konstrukcje biezgcego rozdziatu rozprawy.

Pierwszym spostrzezeniem, jakie uzyskano w toku prowadzonych prac badawczych
byto stwierdzenie istotnie wyzszej gestosci naczyn krwionosnych w miesniu sercowym
w grupie dzieci z rozpoznaniem siniczych wad serca. Cho¢ spodziewano sie akurat
takiego rozktadu wynikow, to skala obserwowanego zjawiska przerosta przyjmowane
zatozenia. Okazalo sie, ze usredniona MVD w wadach serca niesiniczych ksztattuje
sie na poziomie okoto 460 naczyn na 1 mm?2. Odpowiada zatem swojg wartoscig
tkankom o bardzo intensywnym metabolizmie (Raica M i wsp., 2009; Verdegem D i
wsp., 2014). W przypadku siniczych wad serca, usredniona warto§¢ MVD wynosita
niemalze 580 naczyn na 1 mm?2. Takich warto$ci MVD nie obserwuije sie w warunkach
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fizjologicznych. Jak juz wspomniano we wstepie, wartosci gestosci naczyn
krwiono$nych w zakresie 500 - 600 naczyn na 1 mm? sg obserwowane w tkankach
nowotworowych, a wiec takich, w ktorych intensywny metabolizm komorek spotyka sie
z przewlektym niedotlenieniem (Nico B i wsp., 2008; Nowicki M i wsp., 2008; Raica M
i wsp., 2009). Oznaczato to tym samym, ze w proces angiogenezy w siniczych wadach
serca muszg by¢ angazowane podobne mechanizmy do tych, ktére zostaty opisane w
warunkach rozwoju tkanki nowotworowej. Oznaczato to, ze przyjete we wstepie pracy
zatozenie zbadania nie tylko stopnia dojrzatosci naczyn krwionosnych (okre$lenie
ekspresji antygenéw CD105, CD34, CD31 oraz czynnika von Willebranda), ale réwniez
ich potencjatu angiogennego (antygen CD44 i biatko GDF-15) jest jak najbardziej

stuszne.

Co ciekawe, jak dotgd nie ma w dostepnej literaturze prac, ktére podejmowatyby
problem wyjasnienia gestosci naczyh krwionosnych w miesniu sercowym u dzieci z
wrodzonymi wadami serca w sposob nawigzujgcy do tego, ktéry zostat przyjety w
biezgcej pracy. Podajgc w bazie PubMed stowa kluczowe "microvascular density" oraz
"heart defect", wyswietlonych zostaje zaledwie 10 prac z lat 1989 - 2010. Dotyczg one
jednak przebudowy miesnia sercowego w modelach doswiadczalnych (zwierzecych)
albo analizy MVD w wybidrczych wadach serca zwigzanych z przerostem prawej
komory (Rutz T i wsp., 2010). Wsréd wymienionych prac znajduje sie réwniez
doniesienie autora biezgcej rozprawy, ktore jednakze trudno wykorzystywacé jako
materiat referencyjny (Jankowska P i wsp., 2013). Niemniej, w oparciu o literature
bazowg mozna byto stwierdzi¢, jakie wartosci MVD w wadach serca niesiniczych
uzyskiwali inni autorzy. Wahaty sie one w przedziale od 350 do 450 naczyn na 1 mm?,
co wydaje sie by¢ zgodne z wynikami uzyskanymi w biezgcej pracy (Goh KL i wsp.,
2001; Rutz T i wsp., 2010).

W dalszej kolejnosci oceniono stopien dojrzatosci naczyn mikrokrgzenia w obrebie
miesnia sercowego w siniczych i niesiniczych wadach serca. W tym celu wykorzystano
uznany model badawczy, ktéry zostat zaproponowany przez Hristova i wsp. w 2004 r.
(Hristov M i wsp., 2004). W modelu tym wskazano, ze populacja progenitorowych
komorek srodbtonka (endothelial progenitor cells, EPCs) sktada sie z trzech rodzajow

komorek. Nalezg do nich wczesne komérki progenitorowe srédbtonka rekrutowane
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z macierzystych komorek podscieliska szpiku kostnego oraz wczesne i pozne komorki
progenitorowe srédbtonka — krgzgce w tozysku naczyniowym. Rekrutacja wczesnych
komdérek progenitorowych srodbtonka z komorek macierzystych podscieliska szpiku
kostnego zachodzi przede wszystkim pod wptywem réznych form naczyniowego
czynnika wzrostu komorek endotelialnych (VEGF). Poniewaz wspdlnym receptorem
dla wszystkich, jak dotgd opisanych form VEGF, jest VEGFR-2, przypuszczalnie tez z
tego powodu, na powierzchni wczesnej EPC stwierdza sie, obok klasycznych
markerow komoérek macierzystych — CD34 i CD133, obecnos¢ tego wtasnie receptora
(Hristov M, Weber C, 2008). Warto zauwazyc¢, ze ekspresja VEGFR-2 na powierzchni
EPC nie zanika wraz z procesem dojrzewania komoérki, ale utrzymuje sie na jej
powierzchni az do osiggniecia formy maksymalnie zroznicowanej — tzn. wyksztatcenia
dojrzatej komoérki srodbtonka wchodzgcej w sktad nabtonka naczyniowego (Civin i
wsp., 1989).

W modelu tym udowodniono réwniez, ze panel zaledwie 4 biatek markerowych
pozwala oceni¢ stopien dojrzatosci naczyh mikrokrgzenia niezaleznie od tkanki, w
jakiej sie znajdujg. Do biatek tych nalezg antygeny CD105, CD34 i CD31, a takze
czynnik von Willebranda. Pierwszy z nich wskazuje na obecno$¢ nisko-
zroznicowanych (progenitorowych) komorek srédbtonka, ktére osiadly w obszarze
btony wewnetrznej (utracity status krgzgcych progenitorowych komoérek srédbtonka).
Antygeny CD34 oraz CD31 wskazujg na obecno$¢ odpowiednio srednio-
zroznicowanych komorek srodbtonka. Natomiast czynnik von Willebranda jest
markerem "starczych" komorek srédbtonka, ktore bedg systematycznie zastepowane
przez komérki CD34+ oraz CD31+. Co ciekawe, ww. markery komorek srodbtonka
mogg ulegac¢ koekspresji w obrebie tych samych komérek. Oznacza to, ze ocena
stopnia dojrzatosci naczyn mikrokrgzenia jest mozliwa wytgcznie poprzez obliczenie
stosunku naczyh wykazujgcych ekspresje CD105, CD34, CD31 lub czynnika von
Willebranda do referencyjnej liczby naczyn krwionosnych uzyskanej dzieki analizie
ekspresji eNOS (Hristov M, Weber C, 2009).

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, Zze pomimo istotnej rdznicy w
catkowitej liczbie naczyn krwionosnych zaopatrujgcych migsien sercowy w siniczych i
niesiniczych wadach serca, to odsetek naczyn CD105+, CD34+ oraz CD31+ w
poszczegodlnych grupach wad jest niemalze identyczny (tabela 4). Tylko w przypadku

ekspresji czynnika von Willebranda wykazano, ze odsetek naczyn vVWF+ jest istotnie
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wyzszy W niesiniczych wadach serca (odpowiada liczbie naczyn CD31+). Moze to
wskazywac na istotnie wieksze tempo przebudowy tozyska naczyniowego w siniczych
wadach serca, co jest zapewne odpowiedzig na pojawiajgce sie warunki niedotlenienia
tkanki (Gao XF i wsp., 2009; Bekhite MM i wsp., 2014).

W trakcie prowadzenia prac badawczych na tym etapie zwrécono rowniez uwage na
nietypowg architekture mikrokrgzenia w miesniu sercowym oraz w obszarze
podwsierdziowym w siniczych wadach serca. Zarowno w siniczych jak i niesiniczych
wadach serca, gestos¢ naczyn mikrokrgzenia w obszarze podwsierdziowym byta
wielokrotnie nizsza niz w samym miesniu sercowym. Ale w wycinkach serca
uzyskanych od dzieci w trakcie korekcji siniczych wad serca zaobserwowano, ze w
obszarze podwsierdziowym znajduje sie istotnie wyzszy odsetek naczyn CD34+
(stosunek CD34/CD31 w siniczych wadach serca w obszarze podwsierdziowym byt
istotnie wyzszy niz w wadach niesiniczych). Obserwacja ta moze wskazywac na dwa
fakty. Po pierwsze, mimo stosunkowo licznych doniesien (Nico B i wsp., 2008; Kuraitis
D i wsp., 2011), antygen CD31 nie wydaje sie by¢ wystarczajgco dobrym markerem,
za pomocg ktorego mozna oznacza¢ MVD w miesniu sercowym w wadach serca.
Najprawdopodobniej, zarébwno w grupie siniczych jak i niesiniczych wad serca pojawia
sie porownywalny odsetek naczyn krwionosnych zbudowanych z komorek srédbtonka
zachowujgcych cechy komorek progenitorowych. Ale w obwodowych czesciach
wycinkow (sgsiadujgcych bezposrednio ze Swiattem komor i przedsionkow serca)
pojawia sie istotnie wieksza liczba naczyn CD34-pozytywnych w grupie wad siniczych
w poréwnaniu do grupy wad niesiniczych. Obserwacja ta jest o tyle zaskakujgca, ze w
przypadku izolowanej analizy ekspresji CD31, réznice w MVD w tej czesci wycinka i
pomiedzy ww. grupami wad serca po prostu nie wystepujg. Takie rozmieszczenie
odczynu immunohistochemicznego moze by¢é efektem istotnie wiekszego
niedotlenienia miesnia sercowego w grupie wad siniczych. Oznacza to réwniez, ze
przebudowa serca w siniczych wadach serca jest bardziej zaawansowana w obszarze
podwsierdziowym niz w samym miesniu sercowym. W opinii niektorych autoréw moze
to wynika¢ z wiekszej odlegtosci obszaru podwsierdziowego od duzych naczyn
krwionosnych (> 100 um) i wigkszej hipoksji tkanki (Kwon YH i wsp., 2012).

Dane uzyskane podczas przeprowadzonych oznaczen MVD na materiale jakim jest
fragment serca pobierany podczas operacji kardiochirurgicznych, sg jednymi z

pierwszych, jakie zostaty przeprowadzone dotychczas w tej grupie chordb, a przede
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wszystkim w tej grupie wiekowej. Wczesniej wykonywane oznaczenia odwotywaty sie
bowiem w pierwszym rzedzie do zmian obserwowanych w rekonstrukcji miesnia

sercowego podczas zmian przecigzeniowych serca.

Rakusan i wsp. zarejestrowali, ze gestosC¢ naczyn kapilarnych w cisnieniowym
przecigzeniu lewej komory serca jest proporcjonalna do ciezko$ci wady. W przypadku
przerostu prawej komory serca, w zwigzku z obnizonym cisnieniem tetniczym krwi oraz
redukcjg przecigzenia w siniczych wadach serca ( TGA, ToF), odwotujgc sie do Rutza
i wsp., mamy do czynienia z relatywnie obnizong gestoscig naczyn mikrokrgzenia oraz
redukcjg rezerwy perfuzyjnej, co moze mie¢ wptyw na funkcje skurczowg prawej

komory serca (Rutz T i wsp., 2010).

W trzecim etapie prowadzenia prac badawczych zajeto sie prébg zdefiniowania
potencjatu angiogennego naczyn mikrokrgzenia we wrodzonych wadach serca. W tym
celu zdecydowano sie na analize dwdéch biatek - antygenu CD44 oraz biatka GDF-15.
Oczywiste pytanie, jakie mozna w tym miejscu postawic, to dlaczego podczas badania
potencjatu angiogennego nie zdecydowano sie na analize ekspresji naczyniowego

czynnika wzrostu srédbtonka (VEGF) oraz jego receptoréw?

Po pierwsze, VEGF (jego izoformy A, B, C i D) w warunkach niedotlenienia tkanek
(np. w trakcie rozwoju procesu nowotworowego) powstaje w pierwszej kolejnosci poza
uktadem naczyniowym. Jego zrodtem sg komorki tkanki tgcznej, komérki miesniowe,
komorki nowotworowe, a stosunkowo rzadko - komérki srodbtonka (Dudley AC, 2012).
Po drugie, srédbtonkowy receptor dla VEGF (VEGFR-2) jest konstytutywnym
markerem komorek srodbtonka niezaleznie od stopnia ich dojrzatosci (Hristov M i
Weber C, 2008). Oznacza to, ze VEGF oraz jego receptory mogg by¢ uzytecznym
mechanizmem badawczym w probie zrozumienia i interpretacji potencjatu
angiogennego, o ile to naczynia krwionosne nie znajdujg sie w centrum
zainteresowania badacza. W uktadzie, ktéry zostat zaprezentowany w biezgcej pracy,
starano sie okresli¢ potencjat angiogenny naczyn mikrokrgzenia, a nie otaczajacej je
tkanki. Z tego powodu wybér padt na antygen CD44 oraz biatko GDF-15.

Najwazniejszg poczyniong obserwacjg byt fakt bardzo zréznicowanej ekspresji CD44

w naczyniach mikrokrgzenia w siniczych oraz niesiniczych wadach serca. W tych
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drugich, udziat CD44 w tworzeniu naczyn krwionosnych byt kilkukrotnie nizszy niz w
grupie wad siniczych. Fakt ten zatem moze sie pokrywa¢ z uzyskanymi wczesniej
danymi, iz znacznie bardziej intensywny poziom przebudowy tozyska naczyniowego

zachodzi w miesniu sercowym w wadach serca siniczych.

W zakresie analizy ekspresji biatka GDF-15 uzyskane dane byty jednakze odwrotne.
Wykazano, ze w niesiniczych wadach serca udziat naczyn krwionosnych GDF15-
pozytywnych wynosi niemalze 100%, a w grupie wad siniczych jest on istotnie nizszy
i oscyluje w granicach 80%. Aby prawidtowo zinterpretowac opisane wyzej zaleznosci

nalezy w petni zrozumie¢ biologie CD44 oraz biatka GDF-15.

Antygen CD44 jest aktywng czgsteczkg zaangazowang w proliferacje naczyn
krwionosnych (Goodison S i wsp., 1999). W zwigzku z tym jego ekspresja wzrasta
proporcjonalnie do stopnia przebudowy tozyska naczyniowego. Biatko GDF-15 jest
réwniez markerem angiogenezy, ale jego ekspresja zachodzi w pierwszym rzedzie w
obrebie komorek s$rodbtonka naczyn krwionosnych, ktére uleglty procesowi
przewlektego uszkodzenia oraz wymagajg naprawy (Strelau J, 2000).
Najprawdopodobniej, o odmiennej dystrybucji GDF-15 w siniczych oraz niesiniczych
wadach serca decyduje czas wykonania operacji. W przypadku siniczych wad serca,
okres od chwili urodzenia dziecka do momentu operacji jest stosunkowo krotki.
Uniemozliwia on zatem rozwoj przewlektego stanu, w ktorym przebudowa tozyska
naczyniowego odbywataby sie nie w nastepstwie niedotlenienia, ale w wyniku
konieczno$ci zastepowania naczyn uszkodzonych nowymi. Odmiennie wyglada
sytuacja w niesiniczych wadach serca. Tutaj zabieg operacyjny jest wykonywany u
dzieci kilkuletnich lub nawet kilkunastoletniej mtodziezy. Miesien sercowy nie wykazuje
oznak niedotlenienia (istotnie nizsza ekspresja CD44 oraz wyzsza ekspresja VWF), co
jednak nie jest dowodem na to, ze obecne w miesniu sercowym naczynia sg
prawidtowe i nie podlegajg uszkodzeniom. Na podstawie zrealizowanych prac
badawczych trudno wyrokowac, jakiego rodzaju sg to uszkodzenia, ale istotnie wyzsza
ekspresja GDF-15 wiasnie w tej grupie chorych musi zwracaé¢ uwage. Wydaje sie, ze
obserwacja ta (nie posiadajgca, jak dotgd, swojego odpowiednika w dostepnej
literaturze) powinna zosta¢ zinterpretowana na poziomie molekularnym. Moze
wowczas mozliwym stanie sie wyselekcjonowanie uniwersalnego czynnika ryzyka

niepowodzen leczenia chirurgicznego u dzieci z wrodzonymi wadami serca.
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Nalezy rowniez pamietac, ze potencjalne znaczenie antygenu CD44 wykazano juz
wczesniej w patogenezie idiopatycznego nadcisnienia ptucnego. W wyniku prac
badawczych prowadzonych przez Keiko i wsp. antygen CD44 towarzyszyt aktywacji
komorek srodbtonka, przez co mégt mie¢ udziat w rozwoju przetrwatego lokalnego
stanu zapalnego. Literatura ta opiera sie jednak na badaniach wykonanych wsréd
pacjentach dorostych. Keiko i wsp. nie zauwazyli ekspresji CD44 u dorostych z
rozpoznaniem ASDII oraz rozwinietym nadcisnieniem ptucnym. Zasugerowali wrecz,
ze jego zwiekszona ekspresja wystepuje gtdwnie u pacjentow z idiopatycznym, o
nieznanej przyczynie, nadcisnieniem (prawdopodobnie zwigzanym ze stale
przebiegajgcym stanem zapalnym wokot komorek naczyn ptucnych).

Lin i inni zrealizowali badania, dzieki ktorym uzyskali informacje o wptywie
podwyzszonej ekspresji GDF-15 na ryzyko rozwoju niewydolnosci serca, a takze
ryzyko zgonu u pacjentow po zawale serca STEMI. Wedtug autoréw, zauwazono
korelacje pomiedzy wysoka ekspresjg biatka GDF-15 w naczyniach migsnia
sercowego u pacjenta po zawale, a ryzykiem rozwoju niewydolnosci serca i/lub $mierci

u tych pacjentow.

W ostatnim etapie pracy postanowiono oszacowac przydatnosé¢ kliniczng badane;j
gestosci oraz jakosci naczyn krwionosnych w wycinkach miesnia sercowego (drugi

aspekt prac badawczych prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy).

Histologiczna ocena miesnia sercowego pobranego od zywych osob nie jest czym$
nowym. Pod koniec XX wieku ,ztotym standardem” stata sie ocena wycinkow miesnia
sercowego (biopsji) w monitorowaniu procesu odrzucania serca po jego
przeszczepieniu. Aktualnie, dzieki nowoczesnym metodom diagnostycznym zabieg
ten nabiera coraz wiekszego znaczenia. W wielu innych zespotach klinicznych na
podstawie biopsji mozna ustali¢ wtasciwe rozpoznanie i dzieki temu zastosowac
odpowiednig terapie. Wykonywanie biopsji serca u dzieci w Polsce ma jednak bardzo
ograniczony charakter ze wzgledu na swojg inwazyjnosc¢ i wcigz mato precyzyjne

kryteria diagnostyczne.

62



Z tego powodu, w ramach realizowanych prac badawczych postanowiono wykonaé
analizy histologiczne na materiale uzyskiwanym podczas korekcyjnych zabiegow
kardiochirurgicznych. Cho¢ materiat ten byt traktowany jako "odpad medyczny", to i tak

na jego wykorzystanie nie wyrazali zgody wszyscy rodzice.

Dotychczasowe badania dotyczgce prognozowania przebiegu wad serca w zaleznosci
od ich ciezkosci opierajg sie w gtdbwnej mierze na stopniu zaawansowania objawow
klinicznych w okresie przed-, okoto-, i pooperacyjnym. Wedtug ogdlnie przyjetych
standardéw statym badaniem okreslajgcym wydolnosé serca u dziecka, jego funkcje,
kurczliwosc i szereg innych parametrow jest badanie echokardiograficzne (Villaraga H
i wsp., 2014). Jest ono badaniem z wyboru, a sposéb jego wykonania musi
gwarantowa¢ mozliwos¢ poréwnywania wynikow miedzy réznymi osrodkami
leczniczymi. Dzieki temu mozliwym staje sie przygotowywanie i wdrazanie algorytméw

postepowan medycznych réwniez w tej grupie choréb.

Niestety, przyjete rozwigzania w dalszym ciggu nie sg doskonate. Swiadczyé moze o
tym stosunkowo duza liczba powiktan po zabiegach kardiochirurgicznych u dzieci,
ktora, rowniez w naszych obserwacjach, waha sie w granicach 25% wszystkich
pacjentow. Dlatego, w dalszym ciggu, obok poszukiwania nowych sposobdw leczenia
wad serca, zastosowania odpowiednich lekoéw, innowacyjnych procedur operacyjnych,
na transplantacji serca konczac, badania na poziomie tkankowym (a w przysztosci
réwniez na molekularnym) sg zupetng nowoscig, co do ktérych brakuje, jak dotad,
licznych doniesien w literaturze. Zatem warto postawi¢ pytanie czy badania na tym
poziomie, wniosg cokolwiek do diagnostyki, czy analiza materiatu histologicznego
pochodzgcego od matych pacjentéw umozliwiatyby przewidzenie dalszego przebiegu
choroby u nastolatka lub dorostego juz pacjenta, po operacji kardiochirurgicznej, a co
sie z tym wigze, czy istnieje mozliwos¢ wybrania odpowiednio wczesnie konkretnej

dalszej terapii i postepowania?

Mimo wykorzystania materiatu tkankowego od stosunkowo licznej grupy dzieci (93
dzieci) oraz obecnosci roznorodnych powiktan u 25 z nich, zadna z zastosowanych
analiz statystycznych oraz Zzaden z przyjetych modeli uwarunkowan nie przyniost

odpowiedzi na pytanie, czy uzyskane wyniki badan majg znaczenie rokownicze.
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Okazato sie, ze oznaczenie gestosci oraz jakosci naczyn krwionosnych (zarbwno w
aspekcie ich dojrzatosci jak i potencjatu angiogennego) nie przekfadajg sie na
obecnos$¢ pojawiania sie powiktan w okresie pooperacyjnym. Na podstawie wtasnych
obserwacji wiemy, ze czestsze powikfania sg obserwowane w przypadku ciezkich,
ztozonych wad serca. Tym samym, zadne z opracowanych narzedzi nie moze by¢
wykorzystane do przewidywania wczesnych niepowodzen leczenia. W tym miejscu
nalezy zaznaczy¢, ze przyczyng takiego stanu rzeczy moze by¢ stosunkowo krotki
okres czasu, w jakim zoperowane dzieci pozostawaty pod kontrolg poradni.
Przypomnijmy, ze w przypadku braku powiktan hemodynamicznych lub zapalnych,

dzieci byty wypisywane w 14. dobie po zabiegu.

A okres obserwacji w lecznictwie ambulatoryjnym nie przekraczat dwoch lat. Moze to
oznaczac, ze wiekszosc¢ z pojawiajgcych sie w tym czasie powiktan, byta zwigzana ze
sposobem i okolicznosciami towarzyszgcymi wykonanemu zabiegowi operacyjnemu,
a nie wigzata sie ze statutem morfologiczno-czynnosciowym tkanki miesnia sercowego
w chwili operacji. By¢ moze nalezatoby opiekg obja¢ wszystkich pacjentéw az do

okresu dorostosci i monitorowaé pojawianie sie jakichkolwiek zaburzen w tym czasie?

Z pewnoscig biezgce opracowanie nie moze przyczyni¢ sie do zmiany w sposobie
leczenia pacjentéw. Na potwierdzenie tych stow warto zwrdci¢ uwage na ograniczenia
pracy. Nalezy pamietaé, ze analizowany materiat jest zdecydowanie niewystarczajgcy
do wysuniecia wnioskéw, ktére mogtyby zmieni¢ aktualng praktyke kliniczng. Jest
raczej przyczynkiem do poznania nowych uwarunkowan mozliwych do petnego
oszacowania w ramach dalszych, wieloo$rodkowych badan. Warto bytoby, aby
uzyskiwanie "zbednego materiatu tkankowego" w czasie operaciji kardiochirurgicznych
zostato wystandaryzowane oraz usankcjonowane. W chwili obecnej sam sposob
pozyskania materialu jest dos$¢ kontrowersyjny. Nie kazdy rodzic, pomimo
szczegoOtowego wyjasnienia, na czym proces przeprowadzenia badan polega, wyraza
zgode na pobranie materiatu. Sam fakt posiadania dziecka i informacji o tym, ze nie
jest ono w petni zdrowym noworodkiem, a ma wrodzong wade serca, czesto jest zbyt
nagtg i przyttaczajgcg informacjg, zeby rodzice w tym czasie mogli spokojnie
przeanalizowa¢ sytuacje i wyrazi¢ zgode na cokolwiek dodatkowego poza samg

operacja. Aspekt psychologiczny, wbrew pozorom, w dziedzinie kardiologii dzieciecej,
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ze wzgledu na wiek pacjenta odgrywa czesto bardzo wazng role w relacji lekarz —

rodzic - pacjent.

Jestem jednak zdania, ze wyniki przeprowadzonych badan pozwolg w przysztosci na
wyselekcjonowanie odpowiednich markeréw w celu oceny mozliwosci oszacowania
stopnia rozwiniecia danej wrodzonej wady serca oraz ryzyka jej progresji w okresie
pooperacyjnym. Zakres personalizacji leczenia danej wady, wigczenia nowych
schematéw w te juz istniejgce, wykorzystania wiedzy o MVD jest wcigz nowoscia, a
zarazem w sposob niewystarczajgcy wspomaga obecnych kardiologdéw dzieciecych i
kardiochirurgbw w podejmowaniu decyzji co do dalszego leczenia. Wymaga to bowiem
poswiecenia dodatkowego czasu, niekiedy grupy osob, na pobranie materiatu,
przeanalizowaniu go w aspekcie odpowiednich markeréw, a czas w przypadku
wrodzonych wad serca, szczegolne tych prowadzgcych do zagrozenia zycia dziecka,
jest bezcenny i czesto opoznione wykonanie zabiegu kilkanascie godzin pdzniej,
prowadzi do jeszcze wiekszego stopnia niedotlenienia pacjenta i wigzgcych sie z tym

konsekwencji.

Pytanie czy prowadzenie takich badan u dzieci z wrodzong wadg serca ma istotny
wptyw na ich leczenie, przezycie, pojawienie sie niepowodzen leczenia operacyjnego,
prognozowanie przebiegu choroby, wigczajgc w to przewidzenie ewentualnych
komplikacji zwigzanych z dang wadg serca, na tym etapie opracowania pozostaje
pytaniem bez odpowiedzi. Pierwsze doniesienia na ten temat zapewne zostang

opublikowane w najblizszych latach.
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6. WhiosKi

1. Gestos¢ naczyn krwionosnych mikrokrgzenia w obszarze miesnia sercowego w
siniczych wadach serca jest wieksza niz w wadach niesiniczych. Rdznica ta
dotyczy zarébwno wtasciwego miesnia sercowego, jak i obszaru
podwsierdziowego. Réznice te mogg byC¢ nastepstwem istotnie wiekszego

niedotlenienia tkanek serca u dzieci z siniczymi wadami serca.

2. Naczynia krwionosne obecne w miesniu sercowym w siniczych wadach serca
charakteryzujg sie istotnie nizszym stopniem dojrzatosci definiowanym
ekspresjg czynnika von Willebranda. Charakteryzujg sie réwniez istotnie

wyzszym potencjatem proliferacyjnym definiowanym ekspresjg antygenu CD44.

3. Najbardziej przydatnym biatkiem markerowym umozliwiajgcym ocene
wszystkich naczyn krwionosnych w sercu jest antygen CD34, ktérego czuto$é
jest rowna czuto$ci syntazy tlenku azotu. Najbardziej przydatnym czynnikiem
réznicujgcym stopien dojrzato$ci naczyn krwionosnych w siniczych i
niesiniczych wadach serca jest czynnik von Willebranda. Antygeny CD44 oraz
biatko GDF-15 charakteryzujg sie poréwnywalng przydatnoscig w aspekcie

badania potencjatu angiogennego naczyn krwionosnych w miesniu sercowym.

4. Oznaczanie gestosci oraz jakosci naczyn krwionosnych mikrokrgzenia w
miesniu sercowym z materiatu pozyskanego w czasie wykonywania operacyjnej
korekcji wady serca nie ma znaczenia predykcyjnego w okreslaniu wczesnych

niepowodzen tego leczenia.
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7. Streszczenie

W krajach europejskich wady serca sg rozpoznawane u ok. 0,8-1,0% zywo urodzonych
noworodkow. Zaburzenia morfogenezy serca, ktore prowadzg do wyksztatcania
wrodzonych wad tego narzgadu mogg wynika¢c w sposob bezposredni z réznego
rodzaju mutacji, jak i w sposob posredni — bedgc nastepstwem niedotlenienia. Jednym
Zz najczulszych parametrow histologicznych okreslajgcych wartos¢ niedotlenienia a
zatem samo prognozowanie, jest ocena porownania gestosci mikrokrgzenia (MVD).
Gesto$¢ naczyn krwionosnych zwieksza sie w dwoch przypadkach: w  sytuacji

rosngcego metabolizmu tkankowego lub w wyniku niedotlenienia tkanek.

Celem rozprawy doktorskiej byta proba oceny gestosci oraz dojrzatosci naczyn
krwionosnych miesnia sercowego u dzieci z wrodzonymi wadami serca z
wykorzystaniem badan immunohistochemicznych.
Cel ten postanowiono osiggng¢ w oparciu o postawione cele szczegoétowe:
e Okreslenie stopnia gestosci naczyn mikrokrgzenia (MVD) w wycinkach miesnia
sercowego uzyskanych podczas operacyjnej korekty wrodzonych wad serca
e Ocene przydatnosci antygenéw CD31, CD34, CD44 oraz GDF-15
e Dokonanie analizy stopnia ekspresji wybranych markeréw w wybranych
fragmentach migsnia sercowego u dzieci z wrodzonymi wadami serca
e Zdefiniowanie wartosci diagnostycznej oraz rokowniczej MVD okreslanego w
wycinkach miesnia sercowego uzyskanych podczas operacyjnej korekcji

wrodzonych wad serca.

Badaniem objeto 93 dzieci w wieku od 7 dni do 13 lat. Grupe badang podzielono na
dwie grupy poréwnawcze: A - grupa z rozpoznaniem siniczej wady serca i B - grupa z
rozpoznaniem poznosiniczej lub niesiniczej wady serca. Podczas operacji
kardiochirurgicznej, po uprzednim uzyskaniu zgody rodzicéw lub opiekunéw prawych,
pobierano materiat jakim byt fragment miesniéwki serca, traktowany jak odpad
medyczny. Badany materiat zatapiano w bloczkach parafinowych a nastepnie
wykonywano reakcje immunohistochemiczne za pomocg metody, ktorej celem byto

umozliwienie oceny ekspresiji oraz lokalizacji badanych biatek w tkance. W tym celu,
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wykonywano posrednig reakcje immunohistochemiczng z wykorzystaniem
biotynylowanej tyraminy. Do wizualizacji reakcji immunohistochemicznej uzyto
zestawu Catalyzed Signal Amplification System firmy Dako (kod K1500). Badania
przeprowadzono z uzyciem swoistych przeciwciat : anty-CD31, anty-CD34, anty-
CD105, anty-vW , anty-eNOS, anty-CD44, anty-GDF-15. W badanych tkankach
oceniano Srednig iloS¢ naczyn krwionosnych w miesniu sercowym a nastepnie
poréownywano ich ilos¢ w wadach serca siniczych i niesiniczych. Obliczenia
dokonywano na podstawie usrednionej liczby naczyn krwionosnych obecnych na

1mm2 analizowanej tkanki.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, Zze pomimo istotnej rdznicy w
catkowitej liczbie naczynh krwionosnych zaopatrujgcych miesien sercowy w siniczych i
niesiniczych wadach serca, to odsetek naczyn CD105+, CD34+ oraz CD31+ w
poszczegodlnych grupach wad jest niemalze identyczny. Tylko w przypadku ekspres;ji
czynnika von Willebranda wykazano, ze odsetek naczyn vWF+ jest istotnie wyzszy w
niesiniczych wadach serca. Zaréwno w siniczych jak i niesiniczych wadach serca MVD
w obszarze podwsierdziowym byta wielokrotnie nizsza niz w samym miesniu
sercowym. Ale w obwodowych czesciach wycinkdéw (sgsiadujgcych bezposrednio ze
Swiattem komor i przedsionkéw serca) pojawia sie istotnie wieksza liczba naczyn
CD34+ w grupie wad siniczych w poréwnaniu do grupy wad niesiniczych. Stwierdzono
réwniez, ze udziat CD44 w tworzeniu naczyn krwionosnych w niesiniczych wadach
serca byt kilkukrotnie nizszy niz w grupie wad siniczych. W zakresie analizy ekspresji
biatka GDF-15 uzyskane dane byty jednakze odwrotne. Wykazano, ze w niesiniczych
wadach serca udziat naczyn krwionosnych GDF 15+ wynosi niemalze 100%, a w grupie

wad siniczych jest on istotnie nizszy i oscyluje w granicach 80%.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano wnioski, ktére przedstawiono
ponizej.

W wycinkach miesnia sercowego u dzieci z wrodzong wadg serca, z pozytywnym
odczynem immunohistochemicznym znakowanym anty-eNOS, zauwazono znaczng
przewage gestosci naczyh mikrokrgzenia w grupie wad pacjentow z wadami serca

niesiniczymi.
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Niemal wszystkie obecne naczynia krwionosne u dzieci z wrodzonymi wadami serca,
wykazujg ekspresje antygenu CD34, co moze czyni¢ ten marker w tego rodzaju
zaburzeniach markerem referencyjnym. Tylko nieco powyzej 60% wykazuje obecnos$¢
antygenu CD31. Oznacza to, ze w przypadku siniczych jak i niesiniczych wad serca,
komorki srédbtonka znajdujg sie na stosunkowo wczesnych stopniach dojrzewania.
Zatem antygen CD34 w wiekszym stopniu niz CD31 moze by¢ wykorzystywany do
wykrywania gestosci naczyn mikrokrgzenia. Poprzez znaczacag ekspresje antygenu
CD44, stwierdzono, ze intensywny poziom przebudowy tozyska naczyniowego
zachodzi w miesniu sercowym w wadach serca siniczych. W wadach niesiniczych
stwierdzono znamienny udziat naczyn krwionosnych GDF15 - pozytywnych, co moze
Swiadczy¢ o przewlektym procesie uszkodzenia tkanki.

W obszarze podwsierdziowym znajduje sie istotnie wyzszy odsetek naczyn CD34+
Takie rozmieszczenie odczynu immunohistochemicznego moze by¢ efektem istotnie
wiekszego niedotlenienia migsnia sercowego w grupie wad siniczych. Oznacza to
rébwniez, ze przebudowa serca w siniczych wadach serca jest bardziej
zaawansowana w obszarze podwsierdziowym niz w samym miesniu sercowym.
Jedynie ekspresja czynnika von Willebranda jest istotnie nizsza w siniczych wadach
serca zarOwno w obszarze wsierdzia jak i obszarze podwsierdziowym. Zatem w tych
wrodzonych wadach serca jest mniej naczyn krwionosnych o maksymalnym stopniu
zroznicowania.

Na podstawie przeprowadzonych badan oznaczenia gestosci oraz jakosci naczyn
krwionosnych (zaréwno w aspekcie ich dojrzatosci jak i potencjatu angiogennego)
nie przektadajg sie na obecno$¢ pojawiania sie powiktan w okresie pooperacyjnym.
Aktualnie ocena MVD ma wartos¢ diagnostyczng wytgcznie jako analiza
porownawcza obecnosci MVD siniczych i niesniczych wad serca, poprzez ekspresje
antygenéw CD31, CD34, CD105, czynnika vW, CD44 i GDF-15. Tym samym na tym
etapie badan, zadne z opracowanych narzedzi nie moze by¢ wykorzystane do

przebiegu pooperacyjnego.
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8. Summary

In European countries, heart defects are diagnosed in about 0.8%-1.0% of infants born
alive. Cardiac morphogenesis defects which lead to congenital heart diseases can
result directly from various types of mutations or occur indirectly as a response to tissue
hypoxia. One of the most sensitive histological parameters reflecting the extent of
hypoxia and consequently the prognosis is the evaluation of microvessel density
(MVD). The density of blood vessels increases in two situations: increased tissue

metabolism or insufficient blood supplies to tissues.

The objective of this PhD thesis was to evaluate the density and maturity of blood
vessels in the cardiac muscle of children diagnosed with congenital heart defects using
immunohistochemical methods.
The objective was to be fulfilled by:
e Determining microvessel density (MVD) in the cardiac muscle sections obtained
during surgical corrections of the congenital heart defects.
e Establishing the usefulness of CD31, CD34, CD44 and GDF-15 antigens.
e Examining the expression of individual markers in the selected cardiac muscle
sections in children diagnosed with congenital heart defects.
e Specifying the diagnostic and prognostic value of MVD evaluated in the cardiac
muscle sections obtained during surgical corrections of the congenital heart
defects.

The study involved 93 children between 7 days and 13 years of age. The group of
patients was sub-divided into two groups to be compared: A — children diagnosed with
cyanotic heart defects and B — children with a diagnosis of non-cyanotic or late cyanotic
heart failures. Having obtained the parents or legal guardians prior informed consent
for the study, the fractions of interventricular treated as medical waste was removed
during the surgical corrections of the heart defects. The examined samples were
embedded in paraffin and then immunohistochemical reactions were performed using
a method which would make it possible to evaluate the expression and location of the

studied molecules in tissues. To fulfill this objective, an indirect immunohistochemical
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reaction was performed with the use of biotinylated tyramine. The Catalyzed Signal
Amplification System provided by Dako (code: K1500) was used to visualize the
immunohistochemical reaction. The study was conducted with the use of antibodies
against CD31, CD34, CD105, vWF, eNOS, CD44 and GDF-15. The average number
of blood vessels in the cardiac muscle was estimated in the examined tissues and then
compared in cyanotic and non-cyanotic heart defects. The calculations were made on
the basis of an average number of blood vessels per 1mm?2 of the examined tissue.

The study showed that despite major differences in the overall number of the cardiac
muscle’s blood vessels in cyanotic and non-cyanotic heart defects, the percentage of
CD105+, CD34+ and CD31+ vessels in individual types of defects was almost
identical. It was found that only in the case of the expression of von Willebrand factor,
the percentage of VWF+ vessels was much higher in non-cyanotic heart defects. Both
in cyanotic and non-cyanotic heart defects, the MVD in the subendocardial region was
much lower than in the very cardiac muscle. But in the peripheral parts of the sections
(in the direct vicinity of the ventricular lumen and the atria), the number of CD34+
vessels was much higher in the cyanotic defects than in the non-cyanotic ones. It was
also found that the contribution of CD44 to the development of vessels in non-cyanotic
heart defects was several times lower than in cyanotic defects. However, the analyses
of the expression of GDF-15 molecule showed the opposite. It was established that in
non-cyanotic heart defects, the percentage of GDF15+ blood vessels was almost

100%, while in cyanotic defects it was much lower and oscillated around 80%.

The conducted analyses resulted in a number of conclusions presented below. It was
established that in the sections of the cardiac muscle of children diagnosed with
congenital heart diseases with a positive immunohistochemical reaction marked as
anti-eNOS antibody, the density of microvessels was much higher in patients
diagnosed with non-cyanotic heart defects.

Almost all vessels in children diagnosed with congenital heart defects show the
expression of antigen CD34 as a result of which this marker can be treated as a
reference marker in such types of diseases. Only slightly more than 60% of vessels
show the presence of antigen CD31. This means that both in cyanotic and non-cyanotic

heart defects, the endothelial cells are at a relatively early stage of maturity. As a result,

71



antigen CD34 can be more useful to evaluating the density of micro vessels than CD31.
Based on the high degree of the expression of antigen CD44, it was established that
an intensive remodeling of the vascular bed takes place in the cardiac muscle in
cyanotic heart defects. In non-cyanotic defects, a big percentage of positive GDF15
blood vessels was found, which may indicate a chronic tissue injury.

In the subendocardial region there is a much bigger percentage of CD34+ vessels.
Such a distribution of the immunohistochemical reaction may result from a much
greater hypoxia of the cardiac muscle in children diagnosed with cyanotic heart
defects. It also means that cardiac remodeling in cyanotic heart defects is more
advanced in the subendocardial region than in the very cardiac muscle. Only the
expression of the von Willebrand factor is much lower in cyanotic heart defects, both
in the endocardial and the subendocardial regions. This means that in such
congenital heart defects, there are fewer blood vessels with the maximum level of
discrepancy.

As the conducted study showed, the density and quality of blood vessels (both in
terms of their maturity as well as angiogenic potential) do not translate into post-
prevalence of complications in hospital. At present, the evaluation of MVD has a
diagnostic value only as a comparative analysis of MVD in cyanotic and non-cyanotic
heart defects through the expression of CD31, CD34 and CD105 antigens, VW factor,
CD44 and GDF-15. This means that at the present stage of the research, none of

the developed tools can be used to predict early postoperative course.
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Zatacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych czesc |

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
M. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznarn www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 456/11

N podstuwie prosplabw Ustawy ¢ dnia § grudnia 1996 . o awodoch lekarza | lekarza dentysty (D U, 1997, Nr 28, por. 132); Rozpormqdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Jpl«:wf
dnia 11 maja 1999r. w sprawie scoegdle h sased powoly ifl oraz trybu drislania komisji bieetycrnych (D U. Nr 47, poz. 480); Roporzqdzenia Ministra U;T t
duia |1 merca 2005 r. w sprawie siczegdlowych wymagan Dobdre] Praktyki Kiinicone) (D U. 2005, Nr 57, por. 300); Ustawy ¢ dnia 6 wezeinia 2001r. Prawo farmacewtycne (D1 U. @

2004r, Nr 33, poz. 533 12 vm.); Rotporsndzenia Ministra Finanséw 1 dnia 30 kwictnia 2004r. w sprewie obowigthowego ubepiecenia edpowiedzialnodcl cywilnej badacwa | ipansora
w sprawie ob A ge wbeiplecienia

@z U. 2604 wr 101, por 1034 3 pétn. tm.); Rogporwqduenia Ministra Finanséw t dnia 18 maja 2005r. < 1q pornd
wdpowiedzisinadci cywilne) badacoa | sponsora (Dz. U. Nr 101, por 845); Ratporsydzenia Ministra Zdrowia t dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie sposobu prowsdzenis f““
Alinicoaych ¢ wdalem maloletnich (D U. 2004 Nr 104, por. 1108); Rozpersydzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia 2004r. w sprowie wglasania nlespodiewanego cigthiego
wiepotadanege dcislanis produktu lectniczege (De. U. Nr 104, pos. 1107); Rosportdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 4 listopada 2008r. w sprawie wiaréw dokumentéw pricdbiadanych
w Dviqrhu 3 dadaniem kliniconym produbtu lecznictege orat w sprawie wysokokcl | spesobu wiszczania oplat 2 rozpoczicie badania kiiniconego (D3 U. Nr 201, poz 1247), kierujac sig
Zasadami Prawidiowego Prowad:zenia Bodan Kliniconych - GCP - opracowanymi w oparciu o Dehlaracje Helsiriskq

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 12 maja 2011 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawila Pani:
prof. dr hab. n. med. Aldona Siwinska

w sprawie prowadzenia badar w
Klinice Kardiologii i Nefrologii Dzieciecej UM w Poznaniu

Gléwny badacz: dr hab. n. med. Michat Nowicki

Czlonkowie zespolu

badawczego: dr hab. n. med. Danuta Ostalska-Nowicka
prof. dr hab. n. med. Michaf Wojtalik
prof. dr hab. n. med. Elzbieta Kaczmarek
dr n. przyr. Marcin Rucinski

Temat badari: "Badanie molekularnego podfoza wrodzonych wad serca u
dzieci w aspekcie zmian adaptacyjnych miesnia sercowego oraz
wczesnych i odlegfych wynikéw leczenia”.

Uchwala Komisji Bioetycznej nr 641/08 z dnia 12.06.2008r.
Komisja wyrazila zgode na rozszerzenie skladu zespolu badawczego o Paniq
lek. med. Pauling Jankowskq.

misji

Prof: zw. dr hab. med, Z);gmunr Przybylski
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Zalacznik 2. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych czesc Il

1Y'g54 62 51, 854 60 60
x,‘f(+45 61) 854 61 07
a

SKLAD OSOBOwWY KOMisJr BIOETYCZNEJ

12.05.2011r.
L e
Lp
Imi¢ i Nazwi : e
¢ 1 Nazwisko Specjalnos¢ Miejsce Pracy
\ Przewodniczgcy Komisji et iiad St
" | prof. dr hab. Zygmunt Przybylski atedra Medycyny Sadowej
yom St medycyns sydowa ul. Swigcickiego 6, Poznan
Z- ca Przewodniczacego Komisji ) ’ s
2. |prof. dr hab. Janusz Wisniewski filozof Wydziat Nauk Politycznych i Dziennikarstwa
UAM, ul. Umultowska 89A, Poznan
anestezjologia i {'Kiinika Anestezt v : =
s jologii i Intensywnej Terapii
3. |prof. dr hab. Roman Szulc ::rl:rmy:ggl‘ogia UM, ul. Diuga 12, Poznat
: ; Katedra Patomorfologii Klinicznej UM
4. |prof. dr hab. Janusz Szymas anatomia patologiczna ol Prz;byzzewskieg og 49, Pozn m’
pediatria, Klinika Choréb Zakaznych i Neurologii
5. |prof. dr hab. Wojciech Stuzewski neurologia dziecigca, | Dziecigcej UM
choroby zakaZne ul, Szpitalna 27/33, Poznan
choroby wewnetrzne Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej i
" dr hab. Henryk Wysocki : A ' | Chor6b Wewnetrznych UM
g ok o kardiologia ul. Przybyszewskiego 49, Poznan
genetyka kliniczna, Katedra i Zakiad Genetyki Medycznej UM
7. |dr hab. Maciej Krawczyfski prof. UM okulistyka ul. Grunwaldzka 55, Poznan
3 ginekologia i Klinika Nieptodnosci i Endokrynologii
8. |dr hab. Robert Spaczyfiski prof. UM potoznictwo Rozrodu UM, ul. Polna 33, 60-535 Poznan
) onkologia kliniczna, | Klinika Onkologii UM,
9. |dr med. Piotr Tomczak radioterapia ul. Lakowa 172, Poznan
chirurgia ogdlna, Klinika Chirurgii Ogélnej i Naczyniowej oraz
10. | prof. dr hab. Pawet Checiriski naczyniowa i Angiologii UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,
angiologia Poznan
< AR Katedra i Zaklad Fizjologii UM,
11. | prof. dr hab. Janusz Paluszak fizjologia kliniczna r Swiccickiego 6
. Wydziat Teologiczny UAM,
12. | ks. prof. dr hab. Jerzy Troska teologia, etyka ul, Wie2owa 2/4, Poznai
13 dr hab. Jerzy W. Ochmanski PRI, Wydziat Prawa UAM, ul. Sw. Marcin 90,
' | prof. UAM Poznar
{ 14. | dr farm. Olimpia Klimaszewska farmaceuta Apteka , Kalifarm”
Barbara Lipiak pielegniarka ZOZ Grunwald
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Zalacznik 3. Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan naukowych czesc lli

A

prof. dr hab. JANUSZ WISNIEWSK]I

prof. dr hab. ROMAN SZULC

prof. dr hab. JANUSZ SZYMAS

prof. dr hab. WOJCIECH SLUZEWSKI

prof. dr hab. HENRYK WYSOCKI

dr hab. MACIEJ KRAWCZYNSKI prof. UM

dr hab. ROBERT SPACZYNSKI prof. UM

dr med. PIOTR TOMCZAK

prof. dr hab. PAWEL CHECINSKI

prof. dr hab. JANUSZ PALUSZAK

ks. prof. dr hab. JERZY TROSKA

dr hab. JERZY W. OCHMANSKI prof. UAM

dr farm. OLIMPIA KLIMASZEWSKA

BARBARA LIPIAK
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Zalacznik 4. Wzér Swiadomej zgody na udziat w badaniach czesé |

4

”Badanie.molekularnego podloza w
adaptacyjnych migsnia sercowe

rodzonych wad serca u dzieci w aspekcie zmian
informacja dla Rodzic()w/Opie

B0 oraz wezesnych i odleglych wynikéw leczenia.” —
Kunéw dziecka.

Szanowni Panstwo!

U. Panstwa dziecka rozpoznano wrodzona wadg serca, ktora objawia si¢ zaburzeniami w
praw1§iowym krazeniu krwi. Dotychczasowe leczenie kliniczne nie przyniosto
spodziewanych rezultatow i zgodnie ze wskazaniami Mig¢dzynarodowej Federacji ds.

Leczen'i.a Wrodzonych Wad Serca u Dzieci, u Pafstwa dziecka zostanie wykonany zabieg
korekeji wady.

W trakceie rekonstrukcji obszaru dotknigtego wada w sposob naturalny nalezy usunaé
fragmenty migsnia sercowego. Material uzyskany w trakcie tego zabiegu nie jest

standardowo badany. W odczuciu lekarzy pracujacych w tutejszej Klinice, sytuacja ta
powinna ulec zmianie.

Celem zatem badania, ktorego tytut znajduje si¢ w naglowku niniejszego dokumentu, a
do ktorego chcieliby$Smy wiaczy¢ rowniez Panstwa dziecko jest maksymalne rozszerzenie
badan dodatkowych, ktore moga zosta¢ wykonane z juz pobranego materialu w czasie
korekcji wady serca. Nalezy nadmieni¢, ze do oznaczen tych nie bedzie dodatkowo
pobierany wycinek serca od Panstwa dziecka. W trakcie rutynowo wykonywanych
kontrolnych badan biochemicznych, zostanie zabezpieczone 2ml krwi do badan
genetycznych molekularnego podloza wady serca.

Efektem przeprowadzenia ww. badania moze by¢ bardziej precyzyjne rozpoznanie
choroby, a co si¢ z tym wigze bardziej dokladne okreslenie rokowania, czy wprowadzenie
skuteczniejszej terapii, a wigc dzialania zmierzajace do zwigkszenia prawdopodobienstwa
wyleczenia Pafistwa dziecka.

Badania te zarazem nie sa obcigzone zadnym dodatkowym ryzykiem, wykraczajacym
ponad to, ktére jest zwigzane z samg korekcja wady serca.

Dotychczas nie przeprowadzano takich badan w Polsce.
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Zalacznik 5. Wzér Swiadomej zgody na udziat w badaniach czesé Il

POZBAN, ARG .00 oo itaeyisonaeninasdiiaipssonsnvas

Formularz Swiadomej Zgody Rodzicow/Opiekunow Dziecka
leczonego w Klinice Kardiologii i Nefrologii Dziecigcej
oraz w Klinice Kardiochirurgii Dziecigcej UM w Poznaniu

na wykonanie badan molekularnego podloza wrodzonej wady serca

Po zapoznaniu sig z trescia dokumentu informujacego o rozpoznaniu choroby u

............................................................. wyrazam zgode¢ na jego udzial w badaniach klinicznych
oraz przetwarzanie danych zwigzanych z tym udzialem przez osoby przeprowadzajace ww.
badania kliniczne. Zostalam/em poinformowana’y, iz w kazdej chwili, ale nie p6zniej niz jeden
dzien przed planowanym zabiegiem kardiochirurgicznym mogg wycofaé¢ zgode na udzial mojego
dziecka w badaniu klinicznym.

Otrzymalam/em réwniez jasne i pelne informacje dotyczace zabiegu oraz kopig

podpisywanego formularza.

Podpis Rodzica/Opickuna dziecka
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Zatacznik 6. Poszczegolne etapy badania ekspresji biatek z wykorzystaniem metody

immunohistochemicznej

1. Odparafinowanie w ksylenach (3x10 minut) a nastepnie nawadnianie w szeregu alkoholi o

malejgcym stezeniu: 99.8%, 96%, 85%, 70% (po 3 minuty) i wodzie destylowanej (5 minut).

2. Odzyskiwanie epitopu w buforze cytrynianowym, w podwyzszonej temperaturze przez
20 minut (Target Retrieval Solution, nr kat. S1700,Dako).

3. Plukanie 3 x w PBS — po 3 min.

4. Hamowanie aktywnosci endogennej peroksydazy za pomocg 5% roztworu
H202- 5 min.

5. Plukanie 3 x w PBS — po 3 min.

6. Inkubacja z normalng surowicg od takiego samego gatunku jak przeciwciato

biotynylowane (tzw. drugie przeciwciato) przez 5 minut

7. Inkubacja ze specyficznymi przeciwciatami — 18 h w 4°C, a nastepnie 1 h w temperaturze
pokojowej.

8. Ptukanie 3 x w PBS — po 3 min.

9. Inkubacja przez 15 minut z przeciwciatem biotynylowanym (tzw. drugie przeciwciato)
10. Plukanie 3 x w PBS — po 3 min.

11. Inkubacja z kompleksem streptawidyna-biotyna (15 minut).

12. Ptukanie 3 x w PBS — po 3 min.

13. Inkubacja z biotynylowang tyraming (15 minut)

14. Ptukanie 3 x w PBS — po 3 min.

15. Inkubacja z kompleksem streptawidyna-peroksydaza (15 minut).

16. Ptukanie 3 x w PBS — po 3 min.

17. Inkubacja z 3,3’-diaminobenzydyng (DAB), stanowigcg substrat

dla peroksydazy — 5 min.

18. Plukanie w wodzie biezgcej — 10 min.

19. Barwienie hematoksyling — 2 min.

20. Ptukanie w wodzie biezgcej — 10 min.

21. Odwodnienie w szeregu alkoholi 0 wzrastajgcym stezeniu (70%, 80%, 85%, 90%,
2x100%) oraz ksylenie (2x).

22. Zamkniecie preparatow za pomocg histofluidu (Marienfeld) i szkietek nakrywkowych.
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Zatacznik 7. Opis modyfikacji wykonywania reakcji immunohistochemicznej w

przypadku oznaczania antygenu CD105 (endoglina)

1. Ptukanie preparatdw biopsji miesnia sercowego w PBS — 3x1 min.

2. Inkubacja z 1% albuming bydlecg — 45 min. w temperaturze pokojowe;.

3. Inkubacja ze specyficznym przeciwciatem anty-CD105 w rozcienczeniu 1:10
(Santa Cruz) - 18 h w 4°C.

4. Ptukanie w PBS — 5x1 min.

5. Inkubacja z przeciwciatami Il rzedu sprzezonymi z barwnikiem fluorescencyjnym
kozim anty-mysim Alexa Flour 555 w stezeniu 1:200 (MoBiTec) — 1h w 37°C.

6. Ptukanie w PBS — 3x1 min.

7. Zamkniecie preparatdow w medium (Dako Cytomation Fluorescent Mounting
Medium, Dako).
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