572 DOI: 10.21521/mw.5768 Med. Weter. 2017, 73 (9), 572-578

Praca oryginalna

Wptyw bisfenolu A na kodowanie chemiczne
wiokien nerwowych koniuszka serca Swini domowej

KRYSTYNA MAKOWSKA, KAMILA SZYMANSKA, KATARZYNA PALUS,
SLAWOMIR GONKOWSKI, JAROSLAW CALKA

Original paper

Katedra Fizjologii Klinicznej, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, ul. Oczapowskiego 13, 10-718 Olsztyn

Otrzymano 09.02.2017 Zaakceptowano 13.06.2017

Makowska K., Szymanska K., Palus K., Gonkowski S., Catka J.
Influence of bisfenol A on chemical coding of the nerve fibers of the cardiac apex in the domestic pig

Summary

The study was designed to determine the effects of bisphenol A (BPA) on chemical coding of intramural
nerve fibers localized in the cardiac apex of domestic pigs. Investigations were performed on 10 immature
gilts. The animals were divided into two groups: control (Group K) and experimental (Group B). Gilts from
Group B received capsules containing bisphenol A (0.5 mg/kg m.c/day) for 28 days. After euthanasia, fragments
of the cardiac apex were collected and subjected to the standard single immunofluorescence method, using
primary antisera directed against neuropeptide Y (NPY), vesicular transporter acetylcholine (VAChT), tyrosine
hydroxylase (TH), substance P (SP), transcript regulated cocaine and amphetamine peptide (CART) and gene
calcitonin (CGRP), as well as secondary antibodies conjugated with fluorochromes: Alexa fluor 488 or Alexa
fluor 546.

The present studies demonstrated that orally administered bisphenol A causes a marked increase in the
number of nerve fibers immunoreactive to NPY, VAChT, TH and SP. On the other hand, CART and CGRP
immunoreactive fibers have not been detected during the present study either in healthy animals or in pigs
after BPA administration. Bisphenol A affects the neurochemical profile of nerves located in the cardiac apex of
domestic pigs. These fluctuations in the chemical coding of nerve fibers may be associated with neuroprotective
and adaptive processes in the myocardium. However, as of yet the mechanisms of these changes are not
fully explained. They may be connected with the direct action of BPA on the myocardium and/or general
neurodegenerative effects of this substance on the nervous system.
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Bisfenol A (BPA, dian, 2,2-bis(4-hydroksyfenylo)
propan) to organiczny zwigzek chemiczny nalezacy
do grupy fenoli, ktéry jest powszechnie stosowany
w produkcji tworzyw sztucznych. Substancja ta wcho-
dzi miedzy innymi w sktad butelek, plastikowych
pojemnikow, puszek, urzadzen medycznych, mate-
riatow stomatologicznych oraz papieru termicznego
(17). Wczesniejsze badania wykazaly, iz bisfenol A
moze przenika¢ do przechowywanej w plastikowych
pojemnikach zywnosci 1 negatywnie oddziatywac na
organizmy zywe (37). Ponadto odpady zawierajace
BPA moga by¢ przyczyna zanieczyszczenia akwenow
oraz uj¢¢ wody pitnej, zwigkszajac ryzyko ekspozycji
na te substancje¢ i powodujac dodatkowe zagrozenie dla
ludzi 1 zwierzat (7). Dotychczas wykazano, iz bisfe-
nol A moze wplywa¢ negatywnie na wiele narzadow
i uktadow, szczegdlnie w przypadku osobnikéw mto-
dych (25, 26). Wczesniejsze badania opisujg, iz dziata

on neurotoksycznie, kancerogennie, uszkadza uktad
rozrodczy, hormonalny, pokarmowy, immunologiczny
oraz sercowo-naczyniowy (5, 14, 25, 29). Ponadto
wiadomo, ze BPA po dostaniu si¢ do organizmu moze
by¢ kumulowany w wielu tkankach, a nast¢pnie po-
woli uwalniany, co powoduje przewlekta intoksykacje
nawet po ustaniu bezposredniej ekspozycji na ten
zwigzek. Nalezy przy tym podkresli¢, ze doktadny me-
chanizm oddzialywania bisfenolu A na poszczegolne
tkanki 1 narzady nie jest do konca poznany. Jako ze
opisywana substancja stanowi forme syntetycznego
estrogenu, przypuszcza si¢, iz procesy te odbywaja
si¢ poprzez aktywacje receptorow estrogenowych. Jest
to tym bardziej prawdopodobne, ze, jak wspomniano
powyzej, BPA oddziatuje gtownie na uktad rozrodczy
1 hormonalny (26).

W zwiazku z relatywnie dobrze poznanym nega-
tywnym oddziatywaniem BPA, wykorzystanie tej
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substancji w procesie produkcji opakowan do prze-
chowywania zywno$ci w wielu panstwach zostato
znacznie ograniczone. Na terenie Unii Europejsklej
okreslono dzienng dopuszczalng dawke spozycia, ktora
wynosi 0,05 mg na kilogram masy ciata (17).

Nalezy podkresli¢, ze wiele aspektow zwigzanych
z toksycznym dziataniem bisfenolu A nie jest do konca
wyjasnionych. Jednym z nich jest wptyw tej substancji
na unerwienie serca. Dotychczasowe badania po-
twierdzity mozliwos$¢ odktadania si¢ BPA w mig$niu
sercowym (16, 44). Ponadto wykazano, iz substancja
ta moze powodowaé arytmie¢ (43) oraz przyczyniaé
si¢ do roznorodnych choréb serca, takich jak zawat
migsnia sercowego czy choroba niedokrwienna serca.
Stwierdzono takze, ze ekspozycja na bisfenol A zwigk-
sza ryzyko nadcisnienia 1 choroby wiencowej (3, 16,
20). Pomimo stosunkowo znacznej liczby badan na
temat negatywnego wptywu BPA na uktad sercowo-
-naczyniowy (1, 2, 12, 15, 34), doktadny mechanizm
tego dziatania nie zostal do konca poznany. Mozna
przypuszczaé, iz ma on zwigzek z neurotoksyczna
aktywno$cig bisfenolu A. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze mimo licznych badan dotyczacych wplywu BPA
na komorki 1 widkna nerwowe (25, 29), efekty jego
wplywu na unerwienie serca nie zostaly do tej pory
opisane.

Z drugiej strony wiadomo jednak, iz uktad nerwowy
charakteryzuje si¢ duzg plastycznoscia, czyli zdolno-
$cig do zmian adaptacyjnych w odpowiedzi na nowo
powstale warunki srodowiskowe bedace wynikiem
dziatania czynnikow fizjologicznych (takich jak np.
wzrost 1 dojrzewanie organizmu) lub patologicznych
(19). Proces ten dotyczy przede wszystkim struktury
i/lub funkcji komoérek nerwowych, a gtownym ich
przejawem jest zmiana charakteru neurochemiczne-
go, czyli ekspresji nerwowych substancji aktywnych,
petnigcych gtownie funkcje neuromediatoréw i/lub
neuromodulatoréw (4).

Z tego tez wzgledu w niniejszych badaniach po raz
pierwszy podjeto si¢ okreslenia wptywu bisfenolu A
na kodowanie chemiczne wiokien nerwowych zloka-
lizowanych w mig$niu sercowym. Sposrdd kilkudzie-
sieciu neuroprzekaznikow i/lub neuromodulatorow
opisanych dotychczas na terenie uktadu nerwowego
wybrano: neuropeptyd Y (NPY), pecherzykowy trans-
porter acetylocholiny (VAChT), hydroksylaze tyrozy-
nowg (TH), substancje P (SP), transkrypt regulowany
kokaing i amfetaming (CART) oraz peptyd kodowany
genem kalcytoniny (CGRP). Wiadomo, iz substancje
te na terenie uktadu nerwowego petnig istotna role (6,
11), a ponadto wigkszo$¢ z nich uczestniczy rowniez
w regulacji aktywnos$ci migs$nia sercowego, dlatego tez
wyniki otrzymane w niniejszym doswiadczeniu moga
W znacznym stopniu poszerzy¢ wiedz¢ na temat me-
chanizméw dzialania bisfenolu A na Zywy organizm.

Nalezy réwniez zaznaczyé 1z wybér gatunku zwie-
rzat doswiadczalnych, jak 1 ich wiek nie byt przypad-
kowy. Dotychczasowe badania potwierdzaja miano-
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wicie, iz najbardziej narazone na toksyczne dziatanie
BPA s3 organizmy mlode. Wynika to, z jednej strony,
z szerokiego zastosowania bisfenolu A w produkcji
plastikowych przyboréw dziecigcych (jak: butelki,
smoczki, tyzeczki czy zabawki), a z drugiej — z wigk-
szej wrazliwos$ci na te substancje (7). Ponadto wiado-
mo, ze $winia domowa coraz cz¢sciej bywa uzywana
jako model zwierzecy fizjologicznych i patologicznych
procesow zachodzacych w organizmie ludzkim (23,
32, 40). Z kolei wybdr koniuszkéw serca do niniej-
szych badan wynikal z budowy anatomicznej serca,
poniewaz w tym wiasnie jego fragmencie wystepuja
wlokna miesniowe wspolne dla obydwu komor, odpo-
wiedzialne za wytwarzanie gldwnej sity skurczu serca,
a ich unerwienie wydaje si¢ kluczowe dla wlasciwe;j
pracy tego narzadu (13, 38).

Celem badan byto okreslenie wptywu BPA na neu-
rochemiczng charakterystyke widkien nerwowych
zlokalizowanych na terenie koniuszka serca.

Material i metody

Niniejsze badania zostaly przeprowadzone na 10 nie-
dojrzatych ptciowo loszkach rasy pietrain x duroc w wie-
ku okoto 8 tygodni i masie ciata ok. 18-20 kg. Zwierzeta
podczas trwania eksperymentu przetrzymywane bytly
w standardowych warunkach laboratoryjnych i karmione
pasza przemystowa odpowiednia do gatunku i wieku. Po
czterodniowym okresie adaptacyjnym loszki zostaly lo-
sowo podzielone na dwie grupy, po 5 zwierzat w kazde;.
Pierwsza z nich (grupa kontrolna — Grupa K) obejmowata
swinie, ktérym przez 28 dni raz dziennie podczas porannego
karmienia podawano doustnie puste kapsutki zelatynowe.
Drugg grupe (grupa eksperymentalna, po podaniu bisfe-
nolu A, Grupa B) stanowily zwierzeta, ktorym podawano,
w identyczny jak w grupie kontrolnej sposob, kapsutki
wypetnione bisfenolem A (Sigma — Aldrich, nr katalogowy
239658) w dawce 0,5 mg/kg m.c./dzien, czyli w iloSci dzie-
sieciokrotnie przekraczajacej dzienng dopuszczalna dawke
spozycia bisfenolu A ustalong przez prawodawstwo Unii
Europejskiej. W celu ustalenia dawki zwierzeta grupy eks-
perymentalnej byly wazone zarowno przed rozpoczeciem
doswiadczenia, jak 1 w czasie jego trwania (w odstepach
siedmiodniowych). Dla zachowania identycznych warun-
kéw doswiadezalnych zwierzeta kontrolne byty wazone
w takich samych odstgpach czasowych. Wszystkie proce-
dury doswiadczalne byty wykonywane zgodnie z wytycz-
nymi Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczen
na Zwierzetach w Olsztynie (Polska) (uchwata nr 28/2013
7 22.05.2013, w zakresie wniosku 28/2013/N).

W 29. dniu do$§wiadczenia zwierzeta zostaty poddane
premedykacji przy uzyciu azaperonu (Stresnil, Janssen,
Belgium, 0,8 mg/kg, i.m.), a po ok. 30 minutach — euta-
nazji poprzez przedawkowanie tiopentalu sodu (Thipen,
Samarath Life Science PVT, LTD, Indie). Bezposrednio
po eutanazji od wszystkich zwierzat pobierano koniuszki
serca i utrwalano je w 4% zbuforowanym roztworze pa-
raformaldehydu (pH 7.,4) przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie tkanki ptukano przez 72 godziny
w roztworze buforu fosforanowego (0,1 M, pH 7,4, w 4°C)
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Tab. 1. Wykaz przeciwcial zastosowanych w badaniach immunohistochemicznych

Przeciwciata pierwotne

Antygen Kod Gatunek Rozciericzenie Pochodzenie
NPY NA 1115 Krdlik 1:2000 Biomol, Hamburg, Germany
VAChT H-V006 Krélik 1:2000 Phoenix Pharmaceuticals, INC, Belmont, CA, USA
TH MAB 318 Mysz 1:400 Millipore, Warszawa, Polska
SP 8450-0505 Szczur 1:1000 Bio-Rad (AbD Serotec), Kidlington, UK
CART 1-003-61 Krélik 1:8000 Phoenix Pharmaceuticals
CGRP T-5027 Swinka morska 1:1600 Peninsula, San Carlos, CA, USA

Przeciwciata witdrne
Antygen Rozcienczenie Pochodzenie

Kozia anty-szczurza IgG sprzgzona z Alexa Fluor 488 1:1000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Kozia anty-mysia lgG sprzezona z Alexa Fluor 488 1:1000 Invitrogen
Kozia lgG przeciw Swince morskiej sprzezona z Alexa Fluor 488 1:1000 Invitrogen
Kozia anty-krdlicza IgG sprzezona z Alexa Fluor 546 1:1000 Invitrogen

z wymiang buforu co 24 godziny. Po tym czasie koniuszki
serca zostaly umieszczone w 18% roztworze sacharozy (w
temperaturze 4°C), gdzie przetrzymywano je do momentu
zamrozenia (co najmniej dwa tygodnie). Po tym okresie
koniuszki serca zamrazano w temperaturze —22°C, krojo-
no prostopadle do dlugiej osi serca na skrawki o grubosci
14 pm przy pomocy mikrotomu (Microm, HM 525, Wall-
dorf, Niemcy) i umieszczano na odthuszczonych szkietkach
podstawowych.

Tak przygotowane preparaty poddawane byly barwie-
niom z wykorzystaniem standardowej metody immuno-
fluorescencji pojedynczej opisanej uprzednio przez Gon-
kowskiego 1 wsp. (18). W skrocie metoda ta przedstawiala
si¢ nastepujaco: szkietka z fragmentami koniuszkow serca
suszono przez 45 minut w temperaturze pokojowej (tp),
inkubowano (1 godz., tp) w roztworze blokujacym sktadaja-
cym si¢ z 10% surowicy koziej, 0,1% albuminy z surowicy
bydlgcej (BSA), 0,01% NaN,, Tritonu X-100 oraz thimero-
salu w buforowanym roztworze NaCl (PBS). Nastepnie na
skrawki natozone zostaty surowice zawierajace przeciw-
ciata skierowane przeciwko badanym antygenom, czyli:
neuropeptydowi Y (NPY), pecherzykowemu transporterowi
acetylocholiny (VAChHT), hydroksylazie tyrozynowej (TH),
substancji P (SP), transkryptowi regulowanemu kokaing
i amfetaming (CART) lub peptydowi kodowanemu genem
kalcytoniny (CGRP). Inkubacja odbywata si¢ w wilgotnej
komorze (tp) ,,przez noc”. Nastepnego dnia fragmenty ko-
niuszkow serca inkubowano z gatunkowo specyficznymi
przeciwciatami wtornymi znakowanymi fluorochromami:
Alexa fluor 488 lub Alexa fluor 546 (wykaz wszystkich
przeciwciat uzytych w niniejszym dos$wiadczeniu przed-
stawia tab. 1). Pomiedzy poszczegdlnymi etapami bar-
wienia immunofluorescencyjnego skrawki byly ptukane
w zbuforowanym roztworze NaCl (PBS, 0,1 mol., pH 7,4,
3 x 15 min.). Wybarwione preparaty oceniano przy pomocy
mikroskopu Olympus BX51 wyposazonego w epi-fluore-
scencje 1 odpowiednie zestawy filtrow.

Kontrola specyficznosci uzytych w niniejszym doswiad-
czeniu surowic obejmowata standardowe proby, a mianowi-
cie preabsorpcje¢ przeciwciat z odpowiednimi antygenami,

test ,,ominigcia” i,,zamiany”’, przy pomocy ktorych uzyski-
wano negatywne wyniki barwien.

Liczbg wldkien nerwowych immunoreaktywnych wobec
poszczegdlnych badanych substancji aktywnych okreslano
poprzez zliczanie takich wtokien w polu widzenia mikro-
skopu (0,1 mm?). Wtdkna liczono w dziesieciu polach wi-
dzenia na pigciu skrawkach koniuszka serca pochodzacych
zardwno od loszek grupy kontrolnej, jak i do$wiadczalnej
(w sumie objeto badaniem pigcdziesiat pol widzenia od
kazdego zwierzecia). Wyniki przedstawiono w postaci
sredniej liczby wiokien immunoreaktywnych wobec po-
szczegolnych substancji zlokalizowanych w polu widzenia
+ standardowy blad $redniej (SEM). W celu uniknigcia
podwojnego liczenia tych samych widkien nerwowych
przestrzegano zasady, zeby poszczegdlne skrawki objete
doswiadczeniem i pochodzace od jednego zwierzecia byty
od siebie oddalone o minimum 200 pm.

W celu okre$lenia istotnosci réznic w liczbie widkien
immunoreaktywnych wobec badanych substancji pomiedzy
zwierzgtami kontrolnymi i loszkami po podaniu bisfenolu
A przeprowadzono analizg statystyczna, uzywajac progra-
mu komputerowego Statistica 9.1, StatSoft, Inc. a r6znice
uznawano za istotne statystycznie przy p < 0,05.

Wyniki i oméwienie

W niniejszym doswiadczeniu wykazano obecnosé
wiekszosci badanych substancji aktywnych we wtok-
nach nerwowych zlokalizowanych na terenie koniusz-
ka serca, zarowno u zwierzat kontrolnych, jak i tych
poddanych dziataniu bisfenolu A (tab. 2, ryc. 1, ryc. 2).

W warunkach fizjologicznych najwigksza liczba
wiokien nerwowych wykazywata immunoreaktywno$¢
wobec TH ($rednio 27 + 0,54 wtokien w polu widzenia)
(ryc. la. TH). Nieco mniejszg gegsto$s¢ wykazywaty
wldkna nerwowe, w ktorych stwierdzono obecnosc
VACHT (ryc. 1a. VAChT) oraz NPY (ryc. 1a. NPY).
Liczebnos$¢ wymienionych powyzej wtokien wynosita,
odpowiednio, 22,22 + 0,78 1 18,67 = 0,62 (tab. 2).

W przeciwienstwie do TH, VAChT i NPY, obecnos¢
substancji P w grupie zwierzat kontrolnych stwier-
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Ryc. 1. Wlékna nerwowe immunoreaktywne dla
neuropeptydu Y (NPY), pecherzykowego transpor-
tera acetylocholiny (VAChT) oraz hydroksylazy
tyrozynowej (TH) w grupie kontrolnej (a) oraz po
podaniu bisfenolu A (b). Wiékna nerwowe immuno-
reaktywne dla poszczegélnych substancji zaznaczono
strzatkami

dzono jedynie w pojedynczych witdknach
nerwowych (ryc. 2a. SP). U zwierzat tych nie
zaobserwowano natomiast wtokien immuno-
reaktywnych wobec CART (ryc. 2a. CART)
i/lub CGRP (tab. 2, ryc. 2a. CGRP).

Morfologia wtdkien w grupie zwierzat kon-
trolnych wyraznie zalezala od wystepujacych
w nich substancji. Wtokna immunoreaktywne
wobec VACHT byly zwykle grube, dtugie
1tworzyty sploty z wyraznymi zylakowatoscia-
mi (ryc. la. VAChT). Witokna TH-pozytywne
wystepowaty w dwoch formach: jedne z nich
byty, podobnie jak w przypadku VAChT, grube
1 wyrazne, inne —raczej cienkie i delikatne, ale
polozone blisko siebie (ryc. 1a. TH). Widkna
nerwowe zawierajace NPY, mimo ze stosunko-
wo liczne, byty przewaznie delikatne, cienkie
1 krotkie (ryc. 1a. NPY). Podobne cechy mor-
fologiczne wykazywaty widkna SP-pozytywne
(ryc. 2a. SP).

Podanie bisfenolu A powodowato wyrazne
zmiany w liczebnos$ci wtokien nerwowych
immunoreaktywnych wobec wigkszosci sub-
stancji objetych doswiadczeniem (tab. 2). Ge-
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Tab. 2. Srednia liczba (= SEM) wldkien nerwowych
immunoreaktywnych dla poszczegélnych substancji
zlokalizowanych w $cianie koniuszka serca zwierzat
kontrolnych (Grupa K) oraz poddanych dzialaniu
bisfenolu A (grupa B)

Substancja Grupa K Grupa B
NPY 18,67 £ 0,62 24,36 1,77
VAChT 22,22 + 0,78 31,7+0,5
TH 27+0,54 37,23 1,68
SP 0,89 + 0,06 1,77+0,13
CART 0 0
CGRP 0 0

Objasnienia: Liczbg widkien podano w polu widzenia
(0,1 mm?). Skréty uzyte w tabeli: NPY — Neuropeptyd
Y; VAChT — pecherzykowy transporter acetylocholiny;
TH — hydroksylaza tyrozynowa; SP — substancja P;
CART - transkrypt regulowany kokaing i amfetamina;
CGRP - peptyd kodowany genem kalcytoniny. Réznice
pomigdzy grupa K i grupa B w przypadku wszystkich
substancji obecnych we widknach nerwowych byty
istotne statystycznie przy p < 0,05.

Ryc. 2. Wiékna nerwowe immunoreaktywne dla substancji P (SP)
oraz zdjecia przedstawiajace brak wlokien immunoreaktywnych
dla peptydu kodowanego genem kalcytoniny (CGRP) i transkryptu
regulowanego kokaing i amfetaming (CART) w grupie kontrolnej (a)
oraz po podaniu bisfenolu A (b). Wiékna nerwowe immunoreaktywne
dla poszczegélnych substancji zaznaczono strzatkami
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neralnie zmiany te polegaty na zwigkszeniu liczby ba-
danych witdkien, przy czym nasilenie zmian wyraznie
zalezato od rodzaju substancji, wobec ktérej wiokna
te byly immunoreaktywne. Najwyrazniejszy wzrost
liczebnos$ci zaobserwowano w przypadku wtokien im-
munoreaktywnych wobec TH 1 VAChT (odpowiednio:
z27+0,54 do 1,77 £ 0,13 1 z 22,22 + 0,78 do 31,7
+0,5) (ryc. 1b. TH, 1b. VAChT). Nieco mniej widocz-
ny wzrost liczby dotyczyt NPY-pozytywnych wtokien
nerwowych (z 18,67 + 0,62 do 24,36 = 1,77) (ryc. 1b.
NPY). W najmniejszym stopniu bisfenol A wptywat
na widkna immunoreaktywne wobec SP (wzrost z 0,89
+ 0,06 do 1,77 + 0,13) (ryc. 2b. SP). Jednakze nawet
w tym przypadku obserwowane zmiany wykazywaty
roznice istotne statystycznie (tab. 2). W grupie zwierzat
poddanych dziataniu bisfenolu A, podobnie jak u zwie-
rzat kontrolnych, nie stwierdzono obecnosci wtokien
nerwowych immunoreaktywnych wobec CART i/lub
CGREP (tab. 2, ryc. 2).

Podanie bisfenolu A nie wplywalo znaczaco na
cechy morfologiczne wldkien immunoreaktywnych
wobec poszczeg6lnych substancji. Wyjatkiem byly
jedynie wtokna VAChT — pozytywne, ktore u zwie-
rzat poddanych dziataniu bisfenolu A, w pordwnaniu
z grupg kontrolng, byty grubsze, uktadaty si¢ w sploty
1 peczki, wykazywaty wigksza ilos¢ zylakowatos$ci
1 silniejszy sygnat immunofluorescencyjny (ryc. 1b.
VACHT).

W przypadku wtokien immunoreaktywnych wobec
pozostatych substancji nie wykazano zadnych réznic
w ich cechach morfologicznych pomig¢dzy zwierzetami
kontrolnymi a tymi, ktore poddane zostaty dziataniu
bisfenolu A.

Badaniami objeto widkna nerwowe zlokalizowane
na terenie koniuszka serca. Nalezy podkresli¢, iz §r6d-
$cienne unerwienie tego fragmentu mig¢snia sercowego
nie byto dotychczas badane, mimo ze koniuszek serca
jest miejscem, w ktorym wedtug powszechnie znanej
wiedzy anatomicznej zaznacza si¢ zasadnicza budo-
wa mig$nia sercowego komor, a zewngtrzna skosna
warstwa wldkien migsniowych przechodzi w warstwe
wewnetrzng podtuzng (10, 28).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze we wioknach nerwo-
wych potozonych w koniuszku serca moga wystepo-
wac roznorodne substancje aktywne. Jest to generalnie
zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi
wlokien zlokalizowanych w innych czes$ciach serca,
takich jak przegroda lub $ciany przedsionkow i komor
(31, 35, 45), w ktorych (podobnie jak podczas niniej-
szych badan) obserwowano NPY, VAChT, TH oraz SP
(8, 9, 45). Z drugiej jednak strony, zauwazy¢ mozna
pewne roéznice pomiedzy neurochemiczng charaktery-
styka wldkien nerwowych zaopatrujacych koniuszek
serca (wyniki niniejszych badan) a strukturami nerwo-
wymi w innych czgsciach serca opisanymi we wcze-
$niejszych eksperymentach (31). Chodzi mianowicie
o immunoreaktywno$¢ wobec CGRP. W niniejszym
do$wiadczeniu nie stwierdzono takich witokien ani
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w warunkach ﬁZ_]OlOglCZIlyCh ani po podaniu bisfe-
nolu A. Natomiast wcze$niejsze badania wykazaly
stosunkowo duzg ilos¢ CGRP-pozytywnych struktur
nerwowych w innych czgsciach migénia sercowego
(8, 31, 35). Ponadto wiadomo, iz CGRP jest waznym
czynnikiem regulujagcym prace serca, ktory miedzy
innymi bierze udziat w kontroli przeptywu krwi przez
naczynia wiencowe oraz wykazuje dziatanie inotropo-
wo-dodatnie oraz kardloprotekcyjne (11 21). Opisane
powyzej rdéznice sugeruja,, ze unerwienie koniuszka
serca wykorzystuje nieco odmienne mechanizmy i sub-
stancje aktywne niz struktury nerwowe kontrolujace
inne czg¢$ci migs$nia sercowego.

Nalezy zaznaczy¢, iz pochodzenie wiokien nerwo-
wych bedacych przedmiotem niniejszych badan moze
by¢ rézne. Powszechnie wiadomo bowiem, ze wtokna
lezace w migsniu sercowym mogg by¢ wypustkami
neurondw zlokalizowanych poza tym narzadem (uner-
wienie zewnatrzpochodne wspodtczulne 1 przywspot-
czulne) lub komoérek potozonych na terenie zwojow
srédsercowych (13, 30).

Funkcje obserwowanych w niniejszych badaniach
wldkien nerwowych immunoreaktywnych wobec po-
szczegollnych substancji w §wietle dotychczasowych
badan mogg by¢ bardzo rézne. O ile rola nerwow
adrenergicznych (immunoreaktywnych wobec TH)
oraz cholinergicznych (immunoreaktywnych wobec
VAChHT) w regulacji pracy serca jest powszechnie
znana (8, 31, 35) i nie wymaga doktadniejszego omo-
wienia, o tyle szczegélowe mechanizmy zwigzane
z funkcjami NPY 1 SP nie sg juz tak jednoznaczne.
W dotychczasowych badaniach potwierdzono, ze NPY
wystepuje przede wszystkim w nerwach wspoélczul-
nych i poprzez kilka klas receptorow (oznaczonych
jako NPYR1-NPYRG6), szeroko rozpowszechnionych
w sercu, oddziatuje na ten narzad w sposob komplek-
sowy (33). Przede wszystkim NPY jest znanym czyn-
nikiem powodujacym skurcz naczyn krwiono$nych
(11). Bierze rowniez udziat w gospodarce biatkowej,
reguluje ekspresje niektorych gendw oraz uczestniczy
w mechanizmach kontrolujacych angiogeneze i neu-
rogenezg, przez co moze zwigksza¢ przezywalnosé
komorek migsnia sercowego (27). W warunkach
eksperymentalnych udowodniono ponadto mozliwos¢
zastosowania NPY jako czynnika zapobiegajacego
apoptozie 1 zwtoknieniu komorek migsniowych (11).

Z kolei substancja P, podobnie jak CGRP, jest
powszechnie znanym czynnikiem biorgcym udziat
w przewodzeniu bodzcéw czuciowych i bolowych
(11), ktore to funkcje moze tez pelnic na terenie ser-
ca. Ponadto SP uczestniczy w regulacji przeptywu
krwi przez naczynia wiencowe (21, 35) oraz pobudza
unerwienie cholinergiczne serca, powodujac ujemny
efekt ino-, batmo- i chronotropowy (11). W warunkach
eksperymentalnych SP moze oddziatywa¢ stymulujgco
na wzrost 1 rozwdj kardiomiocytow (9).

Ponadto wykazano, ze zarowno NPY, jak i SP moga
uczestniczy¢ w procesach zwigzanych z uszkodzeniem
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mig$nia sercowego, takich jak réznego typu kardio-
miopatie i choroby metaboliczne (11). Udziat tych
substancji w regulacji czynnosci serca w stanach pa-
tologicznych potwierdzaja rowniez wyniki niniejszych
badan, ktore wyraznie ukazuja wptyw bisfenolu A na
immunoreaktywnos$¢ wtokien nerwowych zlokalizo-
wanych na terenie koniuszka serca, co z kolei wskazu-
je, 1z substancja ta moze wplywac negatywnie na uktad
krazenia. Taki wptyw zostal potwierdzony réwniez we
wczesniejszych badaniach. Udowodniono mianowicie,
ze bisfenol A po podaniu dozylnym odktada si¢ miedzy
innymi w sercu (44) i uszkadza znajdujace si¢ tam
mitochondria, co wptywa negatywnie na metabolizm
mig$nia sercowego oraz obniza wydolno$¢ tego na-
rzadu (1, 22). Inne badania wykazaly, iz nawet niskie
dawki bisfenolu A w diecie mogg powodowac przerost
migs$nia sercowego 1 wzrost jego wagi (24) oraz udo-
wodnily BPA-zalezne zwolnienie przewodzenia bodz-
cow elektrycznych w sercu izolowanym (34). Ponadto
stosunkowo dobrze poznane sa stany chorobowe
uktadu krazenia spowodowane bisfenolem A, do kto-
rych nalezy zaliczy¢: arytmig, podwyzszone ci$nienie
krwi, stany zapalne serca i naczyn oraz miazdzyce (2,
12). Wymienionym stanom chorobowym towarzyszy
zwykle podwyzszony poziom markeréw sercowych
1 zmiany histopatologiczne w obrebie przedsionkow
1 komor serca (12). Sposrdd wszystkich wymienionych
powyzej zmian wywotanych w obrebie serca przez
bisfenol A, najlepiej poznane s3 mechanizmy zwigzane
z arytmia. Ot6z udowodniono (15), ze nawet niskie
dawki BPA, dzialajac na komorki migsnia sercowe-
go, gwaltownie pobudzaja dwa rownorzgdne szlaki
sygnatowe, w ktorych funkcje przekaznikow II rzgdu
petni cykliczny adenozynomonofosforan (cAMP) lub
1,4,5- trifosforan inozytolu (IP 3). Szlaki te wplywajq
na receptory rianodynowe 1 zwiekszaja naptyw jonow
Ca?", ktore sa bezposrednia przyczyna arytmii.
Wysoce prawdopodobne jest, iz wlasnie ten mecha-
nizm lezy réwniez u podstaw zmian obserwowanych
w niniejszym doswiadczeniu, a wahania w immuno-
reaktywnos$ci widkien nerwowych stanowig przejaw
procesow adaptacyjnych bedacych odpowiedziq na
zaburzenia rytmu serca. Inng przyczyng roznic po-
miedzy grupa kontrolng a zwierz¢tami poddanymi
dziataniu bisfenolu A mogta by¢ prozapalna aktywnos¢
tej substancji. Jest to tym bardziej prawdopodobne,
ze w innych czesciach uktadu nerwowego wplyw
stanow zapalnych na neurochemiczng charakterysty-
ke neurondw zostat stosunkowo dobrze poznany (36,
41). W przypadku zapalenia zmiany w komoérkach
1 wtdknach nerwowych zwigzane sg zwykle z proce-
sami adaptacyjnymi i neuroprotekcyjnymi, ktére majg
za zadanie chroni¢ uktad nerwowy przed czynnikiem
uszkadzajacym tkanki (39, 42). Z duza doza pewnosci
mozna wigc przypuszczac, ze przyczyna zmian obser-
wowanych w niniejszym do$wiadczeniu byta podobna
Z drugiej jednak strony, nie mozna wykluczy¢, ze
wahania w immunoreaktywnosci wtokien nerwowych
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koniuszka serca mogly nie wynika¢ z bezposredniego
wptywu BPA na migsien sercowy, ale by¢ zwigzane ze
stosunkowo stabo poznanym neurodegeneracyjnym
oddziatywaniem tej substancji (29).

Nalezy podkresli¢, ze podobnie jak mechanizmy
prowadzace do obserwowanych zmian, rowniez bez-
posrednie ich przyczyny pozostaja niejasne. Wahania
immunoreaktywnos$ci wobec poszczego6lnych substan-
cji aktywnych moga wynika¢ ze zmian w przebiegu
roznych etapow biosyntezy biatek, a mianowicie:
transkrypcji, translacji lub modyfikacji potranslacyj-
nych. Mogg by¢ takze efektem zaburzen transportu
neuronalnego z ciala komorki do zakonczen synap-
tycznych.

Podsumowujac, niniejsze badania jednoznacznie
wskazuja, iz bisfenol A moze wplywa¢ na neuro-
chemiczng charakterystyke wtokien nerwowych
zlokalizowanych w koniuszku serca $wini domowe;j,
jednakze mechanizmy tych zmian nie sg do konca
wyjasnione. Moga by¢ one wynikiem bezposredniego
dzialania BPA na mig¢sien sercowy, jak rowniez ogol-
nym neurodegeneracyjnym wptywem tej substancji na
uktad nerwowy. Mimo tych niejasnos$ci i koniecznos$ci
kontynuacji prac badawczych, niniejsze doswiadcze-
nie opisujace po raz pierwszy wptyw bisfenolu A na
kodowanie chemiczne nerwow w koniuszku serca
moze stanowi¢ punkt wyjsciowy do lepszego zrozu-
mienia negatywnego oddzialywania tej substancji na
organizm zZywy.
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